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ES 2 545639 T3

DESCRIPCION
Pectato liasas, acidos nucleicos que las codifican y métodos para su preparacion y uso
Campo técnico

La presente invencién se refiere a biologia molecular y celular, bioquimica y biotecnologia. La invencién se refiere a
polipéptidos que tienen una actividad de pectato liasa, por ejemplo, una pectinasa, polinucleétidos que codifican los
polipéptidos, y métodos para la preparacion y uso de estos polinucledtidos y polipéptidos. Los polipéptidos de la
invencién se pueden usar como pectato liasas para catalizar la beta-eliminacién o hidrélisis de pectina y/o acido
poligalacturénico, tal como acido alfa-D-galacturénico unido en la posicion 1,4. Se pueden usar en una diversidad de
aplicaciones industriales, por ejemplo, para tratar paredes de células vegetales, tales como las de algodén u otras
fibras naturales. En otra aplicacion industrial a modo de ejemplo, dos polipéptidos de la invencion se pueden usar
como limpiadores textiles.

Antecedentes

La fibra de algoddn consta de una pared celular primaria y una pared celular secundaria. La pared celular secundaria
es practicamente celulosa pura, mientras que la pared celular primaria es una estructura reticular compleja de
pectina, proteina, ceras, pigmentos, hemicelulosa y celulosa. En la limpieza textil de materiales de celulosa (por
ejemplo, tejido de algodon de punto o tejido), se necesitan condiciones alcalinas (hasta un 10 % de NaOH) y
temperaturas elevadas (hasta 100 °C) para una eliminacién eficaz de los componentes de la pared celular primaria.
Este tratamiento quimico riguroso da como resultado pérdidas de materias primas y carga ambiental sustancial.
Existen varias enzimas diferentes que tienen la capacidad de degradar la pectina; estas son las pectinasas, pectina
metilesterasas, pectina liases y pectato liasas.

"Apresto" es el nombre dado a la sustancia o mezcla de sustancias que se aplica al hilo de urdimbre antes de tejer.
El apresto forma un revestimiento alrededor de la superficie del hilo antes de tejer. Este revestimiento proporciona
lubricacién y evita la rotura del hilo de urdimbre durante la operacion de tejido. Algunas sustancias quimicas
habituales que se usan para preparar aprestos son Acido Poliacrilico (PA), Alcohol Polivinilico (PVA), Almidén y
Almidén Modificado. A las fibras celuldsicas que incluyen algodén, rayén y mezcla de éstos con fibras sintéticas tales
como poliéster, por lo general se les da apresto con aprestos a base de almidén. El proceso de retirar el apresto
elimina el apresto antes del tefiido, estampado y/o acabado. Los aprestos de almidon se pueden eliminar mediante
lavado con acido caliente, que hidrolizara el almidén. Sin embargo, la hidrélisis acida da como resultado la pérdida
de materia prima ya que la celulosa también es propensa a la hidrélisis acida. Los aprestos de almidén también se
pueden eliminar mediante el uso de peréxido de hidrégeno para degradar el almidén por oxidacion. La retirada del
apresto también puede ser un proceso enzimatico. Durante muchos afios se han usado amilasas en la industria textil
para la eliminacion de aprestos de almidon. Algunas condiciones (por ejemplo, pH y temperatura) para la retirada
enzimatica de apresto son dictadas por las condiciones de funcionamiento de la enzima. La mayoria de las amilasas
usadas en la solicitud son relativamente termoestables, sin embargo, son enzimas 6ptimas neutras o acidas.

La "limpieza" es un proceso en el que el tejido de algodon al que se le retira el apresto se procesa para solubiliza y
extraer material no celulésico indeseado encontrado de forma natural en el algodén y también para retirar impurezas
aplicadas tales como lubricantes de maquinaria. La limpieza usa agentes altamente alcalinos para retirar el material
no celulésico, que tiene un grave impacto ambiental. Ademas, los agentes quimicos degradan parcialmente la
celulosa en la fibra de algoddn que causa una pérdida de resistencia de la fibra y materias primas y como tal no es
un proceso 6ptimo. La etapa final en el proceso de trata miento predio del tejido de algoddn es el blanqueado en el
gue los pigmentos naturales y la materia presenten la fibra se blanquean. Una enzima pectinolitica alcalina
termoestable que podria tener como objetivo de forma especifica el material no celuldsico podria reducir o eliminar el
uso de agentes quimicos rigurosos que disminuyen la carga en el en torno a la vez que mantienen la integridad y
resistencia de la fibra de algodon.

Algunas divulgaciones mencionadas anteriormente en el examen incluyen el documento de patente WO 00/26464
gue analiza pectato liasas y su termoestabilidad, asi como las entradas AF279364 y Q9F7L3 en bases de datos que
desvelan secuencias que tienen alguna coincidencia con las de la SEC ID N°: 77 y la SEC ID N°: 78, pero que estan
fuera del alcance de la presente invencion.

Sumario

La invencion proporciona acidos nucleicos sintéticos o recombinantes, aislados que comprenden una secuencia de
acidos nucleicos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o mas, o completa (100 %) con la SEC ID NO° 77, sobre una region de al menos
aproximadamente 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, 0 mas restos, que
codifica al menos un polipéptido que tiene una actividad de pectato, y las identidades de las secuencias se
determinan mediante analisis con un algoritmo de comparacién de secuencias o mediante inspeccién visual.
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Algunos acidos nucleicos a modo de ejemplo de la invencién también incluyen acidos nucleicos aislados o
recombinantes que codifican un polipéptido que tiene una secuencia como se establece en la SEC ID N° 78, y
ciertas subsecuencias de la misma y variantes de la misma. El polipéptido tiene una actividad de pectato liasa.

En un aspecto, la invencién también proporciona dichos acidos nucleicos que codifican pectato liasa con una
novedad comun por que se derivan de cultivos mixtos.

En un aspecto, la invencién también proporciona dichos acidos nucleicos que codifican pectato liasa con una
novedad comun por que se derivan de fuentes ambientales, por ejemplo, fuentes ambientales mixtas.

En un aspecto, el algoritmo de comparacion de secuencias es un algoritmo BLAST en la versién 2.2.2 en el que una
configuracion de filtrado se ajusta para blastall -p blastp -d "nr pataa" -F F, y todas las otras opciones se ajustan por
defecto.

La actividad de pectato liasa puede comprender catdlisis de beta-eliminacién (trans-eliminacién) o hidrélisis de
pectina o acido poligalacturénico (pectato). La actividad de pectato liasa puede comprender la descomposicion o
disolucién de paredes celulares vegetales. La actividad de pectato liasa puede comprender beta-eliminacion (trans-
eliminacion) o hidrdlisis de acido alfa-D-galacturénico unido en la posicion 1,4. La actividad de pectato liasa puede
comprender catalisis de beta-eliminacion (trans-eliminacion) o hidrélisis de acido galacturonico esterificado con
metilo. La actividad de pectato liasa puede ser de accidon exo o de acciéon endo. En un aspecto, la actividad de
pectato liasa tiene actuacion endo y actla en sitios aleatorios dentro de una cadena del polimero para dar una
mezcla de oligbmeros. En un aspecto, la actividad de pectato liasa tiene actuacion exo y actia desde un extremo de
una cadena de polimero y produce en mondmeros o dimeros. La actividad de pectato liasa puede catalizar la
escisién aleatoria de enlaces alfa-1,4-glicosidicos en el acido péctico (acido poligalacturénico) mediante trans-
eliminacion por hidrdlisis. La actividad de pectato liasa puede comprender una actividad igual o similar a la de la
pectato liasa (EC 4.2.2.2), poli(1,4-alfa-D-galacturénido) liasa, poligalacturonato liasa (EC 4.2.2.2), pectina liasa (EC
4.2.2.10), poligalacturonasa (EC 3.2.1.15), exo-poligalacturonasa (EC 3.2.1.67), exo-poligalacturonato liasa (EC
4.2.2.9) o exo-poli-alfa-galacturonosidasa (EC 3.2.1.82). La actividad de pectato liasa puede comprender beta-
eliminacion (trans-eliminacion) o hidrdlisis de galactano en galactosa o galactooligdmeros. La actividad de pectato
liasa puede comprender beta-eliminacion (trans-eliminacion) o hidrdlisis de una fibra vegetal. La fibra vegetal puede
comprender fibra de algodén, fibra de cafiamo o fibra de lino.

El acido nucleico aislado o recombinante puede codificar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa que
es termoestable. El polipéptido puede mantener una actividad de pectato liasa en condiciones que comprenden un
intervalo de temperatura entre aproximadamente 37 °C y aproximadamente 95 °C; entre aproximadamente 55 °C y
aproximadamente 85 °C, entre aproximadamente 70 °C y aproximadamente 95 °C, o, entre aproximadamente 90 °C
y aproximadamente 95 °C.

El acido nucleico aislado o recombinante puede codificar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa que
es termotolerante. El polipéptido puede mantener una actividad de pectato liasa después de la exposicién a una
temperatura en el intervalo de superior a 37 °C a aproximadamente 95 °C o en cualquier parte en el intervalo de
superior a 55 °C a aproximadamente 85 °C. En un aspecto, el polipéptido mantiene una actividad de pectato liasa
después de exposicion a una temperatura en el intervalo de superior a 90 °C a aproximadamente 95 °C a pH 4,5.

La invencion proporciona acidos nucleicos aislados o recombinantes que comprenden una secuencia que se hibrida
en condiciones rigurosas a un acido nucleico de acuerdo con la invencion. Las condiciones rigurosas incluyen una
etapa de lavado que comprende un lavado en 0,2X SSC a una temperatura de aproximadamente 65 °C durante
aproximadamente 15 minutos.

La invencién proporciona una sonda de acido nucleico para identificar un acido nucleico que codifica un polipéptido
que tiene una actividad de pectato liasa, en la que la sonda comprende al menos aproximadamente 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 invencion, o fragmentos o subsecuencias de la misma, en la que la sonda identifica el acido nucleico mediante
unién o hibridacién. La sonda puede comprender un oligonucleétido que comprende al menos de aproximadamente
10 a 50, de aproximadamente 20 a 60, de aproximadamente 30 a 70, de aproximadamente 40 a 80, o de
aproximadamente 60 a 100 bases consecutivas de una secuencia que comprende una secuencia de la invencién, o
fragmentos o subsecuencias de la misma.

La invencién proporciona una sonda de acido nucleico para identificar un acido nucleico que codifica un polipéptido
gue tiene una actividad de pectato liasa, en la que la sonda comprende un acido nucleico que comprende una
secuencia de aproximadamente 60 a 100 o de aproximadamente 60 a 150 bases consecutivas de una secuencia de
acidos nucleicos de la invencion: SEC ID N°: 77, SEC ID N°: 131 o SEC ID N°: 133.

Un par de la secuencia cebadora de amplificacion para amplificar un acido nucleico que codifica un polipéptido que
tiene una actividad de pectato liasa puede ser capaz de amplificar un acido nucleico que comprende una secuencia
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de la invencién, o fragmentos o subsecuencias de la misma. Uno o cada miembro del par de la secuencia cebadora
de amplificacion puede comprender un oligonucleétido que comprende al menos de aproximadamente 10 a 50
bases consecutivas de la secuencia.

Algunos métodos para la amplificacion de un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de
pectato liasa pueden comprender la amplificacion de un &acido nucleico molde con tal parte la secuencia cebadora de
amplificacion.

La invencion proporciona casetes de expresion que comprenden un acido nucleico de la invencién o una
subsecuencia del mismo. En un aspecto, el casete de expresién puede comprender el acido nucleico que se une de
forma operativa a un promotor. El promotor puede ser un promotor viral, bacteriano, mamifero o vegetal. En un
aspecto, el promotor vegetal puede ser un promotor de patata, arroz, maiz, trigo, tabaco o cebada. El promotor
puede ser un promotor constitutivo. EI promotor constitutivo puede comprender CaMV35S. 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 de forma ambiental o un promotor regulado por el desarrollo. Por lo tanto, el promotor puede
ser, por ejemplo, un promotor especifico de semilla, uno especifico de hoja, uno especifico de raiz, uno especifico
de tallo o un promotor inducido por abscision. En un aspecto, el casete de expresion puede comprender
adicionalmente un vector de expresion vegetal o de virus vegetal.

La invencion proporciona vehiculos de clonacién que comprenden en un casete de expresion (por ejemplo, un
vector) de la invencién o un acido nucleico de la invencion. El vehiculo de clonacion puede ser un vector viral, un
plasmido, un fago, un fagémido, un césmido, un fésmido, un bacteriéfago o un cromosoma artificial. El vector viral
puede comprender un de vector adenovirus, un vector retroviral o un vector viral adeno-asociado. El vehiculo de
clonacion puede comprender un cromosoma artificial bacteriano (BAC), un plasmido, un vector derivado de
bacteriéfago P1 (PAC), un cromosoma artificial de levadura (YAC), o un cromosoma artificial de mamifero (MAC).

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

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

La invencion proporciona plantas transgénica se comprenden un acido nucleico de la invencién o un casete de
expresion (por ejemplo, un vector) de la invencion. La planta transgénica puede ser una planta de maiz, una planta
de patata, una planta de tomate, una planta de trigo, una planta de colza oleaginosa, una planta de colza, una planta
de soja, una planta de arroz, una planta de cebada o una planta de tabaco.

La invencién proporciona semillas transgénica se comprenden un &cido nucleico de la invencion o un casete de
expresion (por ejemplo, un vector) de la invencion. La semilla transgénica puede ser una semilla de maiz, una
semilla de trigo, una semilla de colza oleaginosa, una semilla de colza, una semilla 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.

Un oligonucledtido antisentido puede comprender una secuencia de acidos nucleicos complementaria, capaz de
hibridarse en condiciones rigurosas con un acido nucleico de la invencion. Algunos métodos para inhibir la
traduccién de un mensaje de pectato liasa en una célula pueden comprender la administracion a la célula o la
expresion en la célula de un oligonucleétido antisentido que comprende una secuencia de acidos nucleicos
complementaria, no capaz de hibridarse en condiciones rigurosas con un acido nucleico de la invencion.

La invencién proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o
mas, o completa (100 %) con la SEC ID N°: 78 sobre una region de al menos 350 o mas restos, o sobre la longitud
completa del polipéptido, y las identidades de las secuencias se determinan mediante analisis con un algoritmo de
comparacién de secuencias o mediante una inspeccion visual. Un péptido de la divulgacién puede ser, por ejemplo,
un fragmento inmunogénico, un motivo (por ejemplo, un sitio de unién), una secuencia sefial, una secuencia prepro
0 un sitio activo. Algunas secuencias de polipéptidos o péptidos a modo de ejemplo de la invencion incluyen
secuencias codificada por un acido nucleico de la invencién. Algunas secuencias de polipéptidos o péptidos a modo
de ejemplo incluyen polipéptidos o péptidos que se unen de forma especifica mediante un anticuerpo de la
divulgacion. El polipéptido aislado o recombinante de la invencién (con o sin secuencia sefial) tiene actividad de
pectato liasa.

En un aspecto, el polipéptido aislado o recombinante puede comprender el polipéptido de la invencion que carece de
una secuencia sefial. En un aspecto, el polipéptido aislado o recombinante puede comprender el polipéptido de la
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invencion que comprende una secuencia sefial heteréloga, tal como una sefial de secuencia de pectato liasa o no de
pectato liasa heterdloga.

En un aspecto, la invencién proporciona proteinas quiméricas que comprenden un primer dominio que comprende
una secuencia sefial de la invencién (por ejemplo, como se establece en la Tabla 2, que sigue a continuacion) y al
menos un segundo dominio. La proteina puede ser una proteina de fusién. The el segundo dominio puede
comprender una enzima. La enzima puede ser una pectato liasa.

En un aspecto, la actividad de pectato liasa comprende una actividad especifica a aproximadamente 37 °C en el
intervalo de aproximadamente 100 a aproximadamente 1000 unidades por miligramo de proteina. En otro aspecto, la
actividad de pectato liasa comprende una actividad especifica de aproximadamente 500 a aproximadamente
750 unidades por miligramo de proteina. Como alternativa, la actividad de pectato liasa comprende una actividad
especifica a 37 °C en el intervalo de aproximadamente 500 a aproximadamente 1200 unidades por miligramo de
proteina. En un aspecto, la actividad de pectato liasa comprende una actividad especifica a 37 °C en el intervalo de
aproximadamente 750 a aproximadamente 1000 unidades por miligramo de proteina. En otro aspecto, la
termotolerancia comprende la retencion de al menos la mitad de la actividad especifica de la pectato liasa a 37 °C
después de ser calentada a la temperatura elevada. Como alternativa, la termotolerancia puede comprender la
retencién de la actividad especifica a 37 °C en el intervalo de aproximadamente 500 a aproximadamente
1200 unidades por miligramo de proteina después de ser calentada a la temperatura elevada.

La invencién proporciona el polipéptido aislado o recombinante de la invencién, en la que el polipéptido comprende
al menos un sitio de glicosilacion. En un aspecto, la glicosilacion puede ser una glicosilacién unida a N. En un
aspecto, el polipéptido se puede glicosilar después de su expresién en una P. pastoris 0 una S. pombe.

El polipéptido puede mantener una actividad de pectato liasa en condiciones que comprenden aproximadamente pH
6,5, pH 6, pH 5,5, pH 5, pH 4,5 0 pH 4. Como alternativa, el polipéptido puede mantener una actividad de pectato
liasa en condiciones que comprenden aproximadamente pH 7, pH 7,5 pH 8,0, pH 8,5, pH 9, pH 9,5, pH 10, pH 10,5
o pH 11.

En un aspecto, el polipéptido aislado o recombinante puede comprender el polipéptido de la invencion que carece de
una secuencia sefal y/o un dominio prepro. En un aspecto, el polipéptido aislado o recombinante puede comprender
el polipéptido de la invencion que comprende una secuencia sefial heterdloga y/o dominio prepro, tal como una
secuencia sefial de pectato liasa heteréloga.

Una secuencia sefial puede comprender un péptido que comprende/ que consiste en una secuencia como se
expone enlosrestosl1al2,1a13,1a14,1a15 1al16,1al17,1a18,1a19,1a20,1a21,1a22,1a23,1a
24,1a25,1a26,1a27,1a28,1a28,1a30,1a31,1a32,1a33,1a34,1a35,1a36,1a37,1a38,1a39,
lad40,1a4l,1a42 1a43,1a 44 de un polipéptido de la invencién. Algunas proteinas quiméricas pueden
comprender un primer dominio que comprende tal secuencia sefial y al menos un segundo dominio. La proteina
puede ser una proteina de fusion. El segundo dominio puede comprender una enzima. La enzima puede ser una
pectato liasa, por ejemplo, una enzima de la invencién.

La invencion proporciona polipéptidos quiméricos que comprenden al menos un primer dominio que comprende
péptido sefial (SP), un dominio prepro, un dominio catalitico (CD), o an a un sitio activo de una pectato liasa de la
invencion y al menos un segundo dominio que comprende un polipéptido o péptido heterdlogo, en el que el
polipéptido o péptido heterélogo no esta asociado de forma natural con el péptido sefial (SP), dominio prepro o
dominio catalitico (CD). En un aspecto, el polipéptido o péptido heter6logo no es una pectato liasa. El polipéptido o
péptido heter6logo pueden ser amino terminal con respecto a, carboxi terminal con respecto a o estar en ambos
extremos del péptido sefial (SP), dominio prepro o dominio catalitico (CD).

La invencion proporciona preparaciones de proteina que comprenden un polipéptido de la invencién, en la que la
preparacion de proteina comprende un liquido, un sélido o un gel.

La invencién proporciona heterodimeros que comprenden un polipéptido de la invencién y un segundo dominio. En
un aspecto, el segundo dominio puede ser un polipéptido y el heterodimero puede ser una proteina de fusiéon. En un
aspecto, el segundo dominio puede ser un epitopo 0 una marca. En un aspecto, la invencidon proporciona
homodimeros que comprenden un polipéptido de la invencion.

La invencién proporciona polipéptidos inmovilizados que tienen una actividad de pectato liasa, en la que el
polipéptido comprende un polipéptido de la invencion, un polipéptido codificado por un acido nucleico de la
invencion, o un polipéptido que comprende un polipéptido de la invencién y un segundo dominio. En un aspecto, el
polipéptido puede estar inmovilizado en una célula, un metal, una resina, un polimero, una ceramica, un vidrio, un
microelectrodo, una particula de grafito, una perla, un gel, una placa, una matriz o un tubo capilar.

Algunas matrices pueden comprender un &cido nucleico inmovilizado de la invencién o un anticuerpo de la
divulgacion.
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Algunos anticuerpos aislados o recombinantes se pueden unir de forma especifica a un polipéptido de la invencion o
a un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencion. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal
0 un anticuerpo policlonal. Algunos hibridomas pueden comprender tal anticuerpo.

La invencién proporciona suplementos alimenticios para un animal que comprenden un polipéptido de la invencion,
por ejemplo, un polipéptido codificado por el acido nucleico de la invenciéon. En un aspecto, el polipéptido en el
suplemento alimenticio puede estar glicosilado. La invencién proporciona matrices de administracion de enzimas
comestibles que comprenden un polipéptido de la invencion, por ejemplo, un polipéptido codificado por el acido
nucleico de la invencion. En un aspecto, la matriz de administracién comprende un granulo. En un aspecto, el
polipéptido puede estar glicosilada. En un aspecto, la actividad de pectato liasa es termotolerante. En otro aspecto,
la actividad de pectato liasa es termoestable.

Un método para aislar o identificar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa comprende las etapas de:
(a) proporcionar un anticuerpo de la divulgacion; (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 de forma especifica con el polipéptido, aislando o identificando de este modo un polipéptido
gue tiene una actividad de pectato liasa.

Algunos métodos para preparar un anticuerpo anti-pectato liasa comprenden la administracién a un animal no
humano un &cido nucleico de la invencién o un polipéptido de la invencion o subsecuencias del mismo en una
cantidad suficiente para generar una respuesta inmune humoral, preparando de este modo un anticuerpo anti-
pectato liasa. Algunos métodos para preparar una anti-pectato liasa inmune comprenden la administracion a un
animal no humano de un acido nucleico de la invencion o un polipéptido de la invencion o subsecuencias del mismo
en una cabria suficiente para generar una respuesta inmune.

La invencién proporciona métodos para producir un polipéptido recombinante que comprenden las etapas de: (a)
proporcionar un acido nucleico de la invencién unido de forma operativa a un promotor; y (b) expresar el acido
nucleico de la etapa (a) en condiciones que permiten la expresiéon del polipéptido, produciendo de este modo un
polipéptido recombinante. En un aspecto, el método puede comprender adicionalmente la transformacion de una
célula hospedadora con el acido nucleico de la etapa (a) seguido de la expresién del acido nucleico de la etapa (a),
produciendo de este modo un polipéptido recombinante en una célula transformada.

Algunos métodos para identificar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa comprenden las siguientes
etapas: (a) proporcionar un polipéptido de la invencién; o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la
invencion; (b) proporcionar un sustrato de pectato liasa; 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 disminucioén en la cantidad de
sustrato o un aumento en la cantidad de un producto de reaccién, en los que una disminucién en la cantidad del
sustrato o un aumento en la cantidad del producto de reaccion detecta un polipéptido que tiene una actividad de
pectato liasa.

Algunos métodos para identificar un sustrato de pectato liasa comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar un
polipéptido de la invencién; o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencion; (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 aumento en la cantidad de producto de reaccion, en los que
una disminucion en la cantidad del sustrato o un aumento en la cantidad de un producto de reaccion identifica el
sustrato de ensayo como un sustrato de pectato liasa.

Algunos métodos para determinar si un compuesto de ensayo se une de forma especifica a un polipéptido
comprenden las siguientes etapas: (a) expresar un acido nucleico o un vector que comprende el acido nucleico en
condiciones que permiten la traduccién del acido nucleico a un polipéptido, en los que el acido nucleico comprende
un acido nucleico de la invencion, o, proporcionar un polipéptido de la invencion; (b) proporcionar un compuesto de
ensayo; (¢) poner en contacto el polipéptido con el compuesto de ensayo; y (d) determinar si el compuesto de
ensayo de la etapa (b) se une de forma especifica al polipéptido.

Algunos métodos para identificar un modulador de una actividad de pectato liasa comprenden las siguientes etapas:
(a) proporcionar un polipéptido de la invencion o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencién; (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 en la pectato liasa, en los que un cambio en la actividad de pectato
liasa medido en presencia del compuesto de ensayo en comparacion con la actividad en ausencia del compuesto de
ensayo proporciona una determinacién de que el compuesto de ensayo modula la actividad de pectato liasa. La
actividad de pectato liasa se puede medir proporcionando un sustrato de pectato liasa y detectando una disminucién
en la cantidad del sustrato o un aumento en la cantidad de un producto de reaccién, o, un aumento en la cantidad
del sustrato o una disminucion en la cantidad de un producto de reacciéon. Una disminucién en la cantidad del
sustrato o un aumento 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 identifican el compuesto de ensayo como
un activador de la actividad de pectato liasa. Un aumento en la cantidad del sustrato o una disminucién en la
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cantidad del producto de reacciéon con el compuesto de ensayo en comparacion con la cantidad de sustrato o
producto de reaccién sin el compuesto de ensayo identifican el compuesto de ensayo como un inhibidor de la
actividad de pectato liasa.

Algunos sistemas informaticos pueden comprender un procesador y un dispositivo de almacenamiento de datos en
los que dicho dispositivo de almacenamiento de datos ha almacenado en el mismo una secuencia de polipéptidos o
una secuencia de acidos nucleicos de la invencién (por ejemplo, un polipéptido codificado por un acido nucleico de
la invencion). El sistema informatico puede comprender adicionalmente un algoritmo de comparacion de secuencias
y un dispositivo de almacenamiento de datos que tiene al menos una secuencia de referencia almacenada en el
mismo. El algoritmo de comparacion de secuencias puede comprender un programa informatico que indica
polimorfismos. El sistema informatico puede comprender adicionalmente un identificador que identifica una o mas
caracteristicas en dicha secuencia. Algunos medios de lectura en soporte informatico pueden tener almacenada en
el mismo una secuencia de polipéptidos o una secuencia de acidos nucleicos de la invencion. Algunos métodos para
identificar una caracteristica en una secuencia comprende las etapas de: (a) lectura de la secuencia usando un
programa informatico que identifica una o mas caracteristicas en una secuencia, en el que la secuencia comprende
una secuencia de polipéptidos o secuencia de acidos nucleicos de la invencion; y (b) identificacién de una o mas
caracteristicas en la secuencia con el programa informatico. Algunos métodos para comparar una primera secuencia
con una segunda secuencia comprende las etapas de: (a) lectura de la primera secuencia y la segunda secuencia a
través del uso de un programa informatico que compara secuencias, en el que la primera secuencia comprende una
secuencia de polipéptidos o secuencia de acidos nucleicos de la invencion; y (b) determinacién de diferencias entre
la primera secuencia y la segunda secuencia con el programa informatico. La etapa de determinacién de diferencias
entre la primera secuencia y la segunda secuencia puede comprender adicionalmente la etapa de identificacion de
polimorfismos. El método puede comprender adicionalmente un identificador que identifica una o mas caracteristicas
en una secuencia. El método puede comprender la lectura de la primera secuencia usando un programa informatico
en identificacion de una o mas caracteristicas en la secuencia.

Algunos métodos para aislar o recuperar un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de
pectato liasa a partir de una muestra ambiental comprende las etapas de: (a) proporcionar una secuencia cebadora
de amplificacion para amplificar un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de pectato
liasa, en la que el par cebador es capaz de amplificar un acido nucleico de la invencion; (b) aislar un acido nucleico a
partir de la muestra ambiental o tratar la muestra ambiental de modo que el &acido nucleico en la muestra es
accesible a la hibridacion con el par cebador de amplificacién; y, (c) combinar el &cido nucleico de la etapa (b) con el
par cebador de amplificacion de la etapa (a) y amplificar &cido nucleico a partir de la muestra ambiental, aislando o
recuperando de este modo un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa a
partir de una muestra ambiental. Uno o cada miembro de la secuencia cebadora de amplificacién puede comprender
un oligonucleétido que comprende al menos de aproximadamente 10 a 50 bases consecutivas de una secuencia de
la invencion.

Algunos métodos para aislar o recuperar un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de
pectato liasa a partir de una muestra ambiental comprende las etapas de: (a) proporcionar una sonda de
polinucleétidos que comprende un acido nucleico de la invencion o una subsecuencia del mismo; (b) aislar un acido
nucleico a partir de la muestra ambiental o tratar la muestra ambiental de modo que el &cido nucleico en la muestra
es accesible para hibridacién con una sonda de polinucledtidos de la etapa (a); (c) combina el acido nucleico aislado
o la muestra ambiental tratada de la etapa (b) con la sonda de polinucleétidos de la etapa (a); y (d) aislar un acido
nucleico se hibrida en forma especifica con la sonda de polinucleétidos de la etapa (a), aislando o recuperando de
este modo un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa fa partir de una
muestra ambiental. La muestra ambiental 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 se puede
derivar una célula bacteriana, una célula de protozoo, una celular insecto, una célula de levadura, una célula vegetal,
una célula fangica o una célula de mamifero.

Algunos métodos para generar una variante de un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad
de pectato liasa comprenden las etapas de: (a) proporcionar un acido nucleico molde que comprende un &cido
nucleico de la invencion; y (b) modificar, suprimir o afiadir uno o mas nucle6tidos en la secuencia molde, o una
combinacion de los mismos, para generar una variante del acido nucleico molde. El método puede comprender
adicionalmente la expresion de la variante de acido nucleico para generar una variante de polipéptido pectato liasa.
Las modificaciones, adiciones o supresiones se pueden introducir mediante un método que comprende PCR
propensa a error, redistribuciéon, mutagénesis dirigida a oligonucleétidos, PCR de ensamblaje, mutagénesis de PCR
sexual, mutagénesis in vivo, mutagénesis de casete, mutagénesis de conjunto recursiva, mutagénesis de conjunto
exponencial, mutagénesis especifica de sitio, reensamblaje genético, mutagénesis por saturacion de sitio genético
(GSSM™), reensamblaje de ligamiento genético (SLR) o una combinaciéon de los mismos. En otro aspecto, las
modificaciones, adiciones o supresiones se introducen mediante un método que comprende recombinacion,
recombinacion de secuencias recursiva, mutagénesis de ADN modificada con fosfotioato, mutagénesis de molde
gue contiene uracilo, mutagénesis de duplex con huecos, mutagénesis de reparacion de falta de coincidencia de
puntos, mutagénesis de cepa hospedadora con déficit de reparacion, mutagénesis quimica, mutagénesis
radiogénica, mutagénesis de supresién, mutagénesis de restriccién-selecciébn, mutagénesis de restriccion-
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purificacién, sintesis de genes artificiales, mutagénesis de conjunto, creacion de multimeros de acidos nucleicos
quiméricos Y una combinacién de los mismos.

El método se puede repetir de forma repetitiva hasta que se produce una pectato liasa que tiene una actividad
alterada o diferente o una estabilidad alterada o diferente de la de un polipéptido codificado por el acido nucleico
molde. La variante de polipéptido pectato liasa puede ser termotolerante, y mantiene una cierta actividad después de
Su exposicion a una temperatura elevada. La variante de polipéptido pectato liasa puede presentar un aumento de
glicosilacion en comparacién con la pectato liasa codificada por un acido nucleico molde. Como alternativa, la
variante de polipéptido pectato liasa tiene una actividad de pectato liasa a una temperatura elevada, en la que la
pectato liasa codificada por el acido nucleico molde no es activa a la temperatura elevada. El método se puede
repetir de forma repetitiva hasta que se produce una secuencia de codificacion de pectato liasa que tiene un uso de
codon alterado con respecto a la del acido nucleico molde. El método se puede repetir de forma repetitiva hasta que
se produce un gen de pectato liasa que tiene un nivel de expresion de mensajes mayor 0 menor o estabilidad que la
del &cido nucleico molde.

Algunos métodos para modificar codones en un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de
pectato liasa, para aumentar su expresién en una célula hospedadora, comprenden las siguientes etapas: (a)
proporcionar un acido nucleico de la invencion que codifica un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa; y,
(b) identificar un codén no preferente 0 uno menos preferente en el acido nucleico de la etapa (a) y sustituirlo con un
codon usado preferente o usado de forma neutra que codifica el mismo aminoéacido que el del codon sustituido, en
los que un coddn preferente es un codén que se sobrerrepresenta en secuencias de codificacion en genes en la
célula hospedadora y un codén no preferente o menos preferente es un codon que se subrepresenta en secuencias
de codificacién en genes en la célula hospedadora, modificando de este modo al &cido nucleico para aumentar su
expresion en una célula hospedadora.

Algunos métodos para modificar codones en un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de
pectato liasa comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar un acido nucleico de la invencion; vy, (b) identificar
un coddn en el acido nucleico de la etapa (a) y sustituirlo con un codon diferente que codifica el mismo aminoacido
que el del codon sustituido, modificando de este modo los codones en un acido nucleico que codifican una pectato
liasa.

Algunos métodos para modificar codones en un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad de
pectato liasa para aumentar su expresién en una célula hospedadora, comprenden las siguientes etapas: (a)
proporcionar un acido nucleico de la invencién que codifica un polipéptido pectato liasa; y, (b) identificar un codén no
preferente o uno menos preferente en el acido nucleico de la etapa (a) y sustituirlo con un codén usado preferente o
usado de forma neutra que codifica el mismo aminoacido que el del codén sustituido, en los que un codén preferente
es un codén que se sobrerrepresenta en secuencias de codificacién en genes en la célula hospedadora y un codén
no preferente o menos preferente es un codén que se subrepresenta en secuencias de codificaciéon en genes en la
célula hospedadora, modificando de este modo al acido nucleico para aumentar su expresion en una célula
hospedadora.

Algunos métodos para modificar un codén en un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad
de pectato liasa para disminuir su expresion en una célula hospedadora comprenden las siguientes etapas: (a)
proporcionar un acido nucleico de la invencion; y (b) identificar al menos un codoén preferente en el acido nucleico de
la etapa (a) y sustituirlo con un codén no preferente o menos preferente que codifica el mismo aminoéacido que el del
codon sustituido, en los que un coddn preferente es un codén que se sobrerrepresenta en secuencias de
codificacién en genes en una célula hospedadora y un codén no preferente o menos preferente es un codén que se
subrepresenta en secuencias de codificacién en genes en la célula hospedadora, modificando de este modo al acido
nucleico para disminuir su expresién en una célula hospedadora. La célula hospedadora puede ser una célula
bacteriana, una célula fungica, una célula de insecto, una célula de levadura, una célula vegetal o una célula de
mamifero.

Algunos métodos para producir una biblioteca de acidos nucleicos que codifican una pluralidad de sitios activos de
pectato liasa modificados o sitios de unién al sustrato, en los que los sitios activos modificados o sitios de union a
sustrato se derivan de un primer acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un primer sitio activo o
un primer sitio de unién a sustrato, comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar un primer acido nucleico que
codifica un primer sitio activo o primer sitio de unién a sustrato, en los que la primera secuencia de acidos nucleicos
comprende una secuencia que se hibrida en condiciones rigurosas con un acido nucleico de la invencién, y el acido
nucleico codifica un sitio activo de pectato liasa 0 un sitio de unién a sustrato y pectato liasa; (b) proporcionar un
conjunto de oligonucledtidos mutagénicos que codifican variantes de aminoacidos de origen natural en una
pluralidad de codones dirigidos en el primer acido nucleico; y, (c) usar el conjunto de oligonucleétidos mutagénicos
para generar un conjunto de variantes de acidos nucleicos que codifican sitio activo o que codifican sitio de unién a
sustrato que codifica una serie de variaciones de aminoacidos en cada codén del aminoacido que se sometié a
mutagénesis, reduciendo de este modo una biblioteca de acidos nucleicos que codifican una pluralidad de sitios
activos de pectato liasa o sitios de unién a sustrato. EI método puede comprender la mutagénesis del primer acido
nucleico de la etapa (a) mediante un método que comprende un sistema de evolucion dirigida optimizado,
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mutagénesis por saturacion de sitio genético (GSSM™), reensamblaje de ligamiento genético (SLR), PCR propensa
a error, redistribucidon, mutagénesis dirigida a oligonucleétidos, PCR de ensamblaje, mutagénesis de PCR sexual,
mutagénesis in vivo, mutagénesis de casete, mutagénesis de conjunto recursiva, mutagénesis de conjunto
exponencial, mutagénesis especifica de sitio, reensamblaje genético, mutagénesis por saturacion de sitio genético
(GSSM™), reensamblaje de ligamiento genético (SLR) y una combinacién de los mismos. O, el método puede
comprender la mutagénesis del primer acido nucleico de la etapa (a) o variantes mediante un método que
comprende recombinacién, recombinacién de secuencias recursiva, mutagénesis de ADN modificada con
fosfotioato, mutagénesis de molde que contiene uracilo, mutagénesis de duplex con huecos, mutagénesis de
reparacion de falta de coincidencia de puntos, mutagénesis de cepa hospedadora con déficit de reparacion,
mutagénesis quimica, mutagénesis radiogénica, mutagénesis de supresion, mutagénesis de restriccidon-seleccion,
mutagénesis de restriccion-purificacion, sintesis de genes artificiales, mutagénesis de conjunto, creacion de
multimeros de acidos nucleicos quiméricos y una combinacién de los mismos.

Algunos métodos para preparar una molécula pequefia pueden comprender las siguientes etapas: (a) proporcionar
una pluralidad de enzimas biosintéticas capaces de sintetizar o modificar una molécula pequefia, en los que una de
las enzimas comprende una enzima pectato liasa codificada por un acido nucleico de la invencion; (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 facilitan una pluralidad de reacciones biocataliticas para generar una molécula
pequefia mediante una serie de reacciones biocataliticas. Algunos métodos para modificar una molécula pequefia
comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar una enzima pectato liasa, en los que la enzima comprende un
polipéptido de la invencion, o, un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencién, o una subsecuencia
del mismo; (b) proporcionar una molécula pequefia; y (c) hacer reaccionar la enzima de la etapa (a) con la molécula
pequefia de la etapa (b) en condiciones que facilitan una reaccion enzimatica catalizada por la enzima pectato liasa,
modificando de este modo una molécula pequefia mediante una reaccién enzimatica de pectato liasa. El método
puede comprender una pluralidad de sustratos de molécula pequefia para la enzima de la etapa (a), generando de
este modo una biblioteca de moléculas pequefias modificadas producida mediante al menos una reaccién
enzimatica catalizada por la enzima pectato liasa. 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 moléculas pequefias modificadas producida mediante la pluralidad de reacciones
enzimaticas. El método puede comprender adicionalmente la etapa de sometera ensayo la biblioteca para
determinar si una molécula pequefia modificada en particular que presenta una actividad deseada esta presente
dentro de la biblioteca. La etapa de someter a ensayo la biblioteca puede comprender adicionalmente las etapas de
eliminar de forma sistematica todas excepto una de las reacciones biocataliticas usadas para producir una parte de
la pluralidad de las moléculas pequefias modificadas dentro de la biblioteca sometiendo al ensayo la parte de la
molécula pequefia modificada para la presencia o ausencia de la molécula pequefia modificada en particular con
una actividad deseada, e identificar al menos una reaccion biocatalitica especifica que produce la molécula pequefia
modificada en particular de actividad deseada.

Algunos métodos para determinar un fragmento funcional de una enzima pectato liasa pueden comprender las
etapas de: (a) proporcionar una enzima pectato liasa, en los que la enzima comprende un polipéptido de la
invencién, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencién, o una subsecuencia del mismo; y (b)
suprimir una pluralidad de restos de aminoacidos de la secuencia de la etapa (a) y someter a ensayo la
subsecuencia restante para una actividad de pectato liasa, determinando de este modo un fragmento funcional de
una enzima pectato liasa. La actividad de pectato liasa se puede medir proporcionando un sustrato de pectato liasa y
detectando una disminucion en la cantidad del sustrato o un aumento en la cantidad de un producto de reaccion.

Algunos métodos para ingenieria de células completas de serotipos nuevos modificados mediante el uso de andlisis
de flujo metabdlico en tiempo real comprenden las siguientes etapas: (a) preparar una célula modificada mediante la
modificacién de la composicion genética de una célula, en los que la composicidn genética se modifica mediante la
adicion a las células de un &acido nucleico de la invencion; (b) cultivar la célula modificada para generar una
pluralidad de células modificadas; (c) medir al menos un parametro metabdlico de la célula controlando 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
diferencia de una medida comparable en una célula sin modificar en condiciones similares, identificando de este
modo un fenotipo modificado por ingenieria en la célula usando analisis de flujo metabdlico en tiempo real. La
composicion genética de la célula se puede modificar mediante un método que comprende la supresion de una
secuencia o la modificacion de una secuencia en la célula, o, genosupresion de la expresion de un gen. El método
puede comprender adicionalmente seleccionar una célula que comprende un fenotipo recién modificado por
ingenieria.

El método puede comprender el cultivo de la célula seleccionada, generando de este modo una nueva cepa celular
gue comprende un fenotipo recién modificado por ingenieria.

Algunos métodos para aumentar la termotolerancia o la termoestabilidad de un polipéptido pectato liasa, pueden
comprender la glicosilacion de un polipéptido pectato liasa, en los que el polipéptido comprende al menos treinta
aminoacidos contiguos de un polipéptido de la invencién; o un polipéptido codificado por secuencia de acidos
nucleicos de la invencién, aumentando de este modo la termotolerancia o la termoestabilidad del polipéptido pectato
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liasa. La actividad especifica de pectato liasa puede ser termoestable o termotolerante a una temperatura en el
intervalo de superior a aproximadamente 37 °C a aproximadamente 95 °C.

Algunos métodos para sobreexpresar una polipéptido pectato liasa recombinante en una célula pueden comprender
la expresion de un vector que comprende un &cido nucleico que comprende un &cido nucleico de la invencién o
secuencia de &cidos nucleicos de la invencion, en los que las identidades de las secuencias se determinan por
analisis con un algoritmo de comparacion de secuencias 0 mediante inspeccién visual, en los que la sobreexpresién
se realiza mediante el uso de un promotor de actividad elevada, un vector dicistronico o mediante la amplificaciéon
genética del vector.

Algunos métodos para preparar una planta transgénica comprenden las siguientes etapas: (a) introducir una
secuencia de acidos nucleicos heteréloga en la célula, en los que la secuencia de acidos nucleicos heteréloga
comprende la secuencia de acidos nucleicos de la invencién, produciendo de este modo una célula vegetal
transformada; y (b) producir una planta transgénica a partir de la célula transformada. La etapa (a) puede
comprender adicionalmente la introduccién de la secuencia de acidos nucleicos heteréloga mediante electroporacion
0 microinyeccion de protoplastos de célula vegetal. La etapa (a) puede comprender adicionalmente la introduccién
de la secuencia de acidos nucleicos heteréloga directamente ha tejido vegetal mediante bombardeo de particulas de
ADN. Como alternativa, la etapa (a) puede comprender adicionalmente la introduccion de la secuencia de acidos
nucleicos heteréloga en el ADN de célula vegetal usando un hospedador de Agrobacterium tumefaciens. En un
aspecto, la célula vegetal puede ser una célula de patata, maiz, arroz, trigo, tabaco, o cebada.

Algunos métodos para expresar una secuencia de acidos nucleicos heteréloga en una célula vegetal comprenden
las siguientes etapas: (a) transformar la célula vegetal con una secuencia de acidos nucleicos heteréloga unida de
forma operativa a un promotor, en los que la secuencia de acidos nucleicos heteréloga comprende un acido nucleico
de la invencion; (b) cultivar la planta en condiciones en las que la secuencia de acidos nucleicos heterdloga se
expresa en la célula vegetal.

Algunas secuencias de sefial aisladas o recombinantes comprenden o consisten en péptidos sefial (SP) como se
establece en la Tabla 2. Algunas secuencias de sefial aisladas o recombinantes consisten en una secuencia como
se establece enlosrestosde 1al15,delal6,delal7,delal8 delal9, dela?20,dela?2l,dela?22,del
a23,dela24,dela25dela?26,dela?27,dela28,dela28,1a30,1a31,1a32,1a33,1a34,1a35,1
a36,1a37,1a38,1a39,delad40,deladl,delad2 deladd y/odelads, delaSECID N° 2, SEC ID N°:
4, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 8, SEC ID N°: 10, SEC ID N°: 12, SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 18, SEC ID
Ne°: 20, SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 24, SEC ID N°: 26, SEC ID N°: 28, SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 34,
SEC ID N°: 36, SEC ID N°: 38, SEC ID N°: 40, SEC ID N°: 42, SEC ID N°: 44, SEC ID N°: 46, SEC ID N°: 48, SEC ID
Ne°: 50, SEC ID N°: 52, SEC ID N°: 54, SEC ID N°: 56, SEC ID N°: 58, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 62, SEC ID N°: 64,
SEC ID N°: 66, SEC ID N°: 68, SEC ID N°: 70, SEC ID N°: 72, SEC ID N°: 74, SEC ID N°: 76, SEC ID N°: 78, SEC ID
Ne°: 80, SEC ID N°: 82, SEC ID N°: 84, SEC ID N°: 86, SEC ID N°: 88, SEC ID N°: 90, SEC ID N°: 92, SEC ID N°: 94,
SEC ID N°: 96, SEC ID N°: 98, SEC ID N°: 100, SEC ID N°: 102, SEC ID N°: 104, SEC ID N°: 106, SEC ID N°: 108,
SEC ID N°: 110, SEC ID N°: 112, SEC ID N°: 114, SEC ID N°: 116, SEC ID N°: 118, SEC ID N°: 120, SEC ID N°:
122, SEC ID N°: 124, SEC ID N°: 126, SEC ID N°: 128 o SEC ID N°: 130, SEC ID N°: 132, SEC ID N°: 134.

La invencién proporciona péptidos aislados o recombinantes que consisten en un dominio de pectina metil esterasa
(PED) o un dominio catalitico (CD) como se establece en la Tabla 2.

La invencion proporciona polipéptidos quiméricos que comprenden al menos un primer dominio que comprende
péptido sefial (SP), un dominio de pectina metil esterasa (PED) o un dominio catalitico (CD) como se establece en la
Tabla 2 y al menos un segundo dominio que comprende un polipéptido o péptido heterélogo, en los que el
polipéptido o péptido heterdlogo no estd asociado de forma natural con el péptido sefial (SP), dominio de pectina
metil esterasa (PED) o dominio catalitico (CD). En un aspecto, el polipéptido o péptido heter6logo no es una pectato
liasa. El polipéptido o péptido heterélogo puede ser amino terminal con respecto a, carboxi terminal con respecto a o
estar en ambos extremos del péptido sefial (SP), dominio de pectina metil esterasa (PED) o dominio catalitico (CD).

La invencién proporciona acidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican un polipéptido quimérico, en los
que el polipéptido quimérico comprende al menos un primer dominio que comprende péptido sefial (SP), un dominio
de pectina metil esterasa (PED) o un dominio catalitico (CD) como se establece en la Tabla 2 y al menos un
segundo dominio que comprende un polipéptido o péptido heterélogo, en los que el polipéptido o péptido heterélogo
no esta asociado de forma natural con el péptido sefial (SP), dominio de pectina metil esterasa (PED) o dominio
catalitico (CD).

Algunos métodos para aumentar la termotolerancia o la termoestabilidad de una pectato liasa pueden comprender la
glicosilacion de una pectato liasa, en los que el polipéptido comprende al menos treinta aminoacidos contiguos de un
polipéptido de la invencion, aumentando de este modo la termotolerancia o la termoestabilidad de la pectato liasa.

Algunos métodos para la sobreexpresiéon de una pectato liasa recombinante en una célula comprenden la expresion
de un vector que comprende un acido nucleico de la invencidn, en los que la sobreexpresion se ve influida por el uso
de un promotor de actividad elevada, un vector dicistronico o mediante la amplificacion genética del vector.
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Algunos métodos para preparar una planta transgénica comprenden las siguientes etapas: (a) introducir una
secuencia de acidos nucleicos heterdloga en la célula, en la que la secuencia de acidos nucleicos heteréloga
comprende un acido nucleico de la invencion, produciendo de este modo una célula vegetal transformada; (b)
producir una planta transgénica a partir de la célula transformada. En un aspecto, la etapa (a) comprende
adicionalmente la introduccion de la secuencia de &cidos nucleicos heter6loga mediante electroporacion o
microinyeccién de protoplastos de célula vegetal. La etapa (a) puede comprender la introduccion de la secuencia de
acidos nucleicos heterdloga directamente ha tejido vegetal mediante bombardeo de particulas de ADN o mediante el
uso de un hospedador de Agrobacterium tumefaciens.

Algunos métodos para expresar una secuencia de acidos nucleicos heteréloga en una célula vegetal comprenden
las siguientes etapas: (a) transformar la célula vegetal con una secuencia de acidos nucleicos heteréloga unido de
forma operativa a un promotor, en los que la secuencia de acidos nucleicos heteréloga comprende una secuencia de
la invencion; (b) cultivar la planta en condiciones en las que la secuencia de acidos nucleicos heteréloga se expresa
en la célula vegetal.

La invencion proporciona métodos para hidrolizar, descomponer o alterar una compaosicién que comprende pectina o
pectato (acido poligalacturénico) que comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar un polipéptido de la
invencién que tiene una actividad de pectato liasa, o un polipéptido codificado por un &cido nucleico de la invencion;
(b) proporcionar una composicién que comprende una pectina o un pectato; y (c) poner en contacto el polipéptido de
la etapa (a) con la composicion de la etapa (b) en condiciones en las que el polipéptido hidroliza, descompone o
altera la composicién que comprende pectina o pectato. En un aspecto, la composicién comprende una pared de
célula vegetal o una pared de célula bacteriana. La planta puede ser una planta de algodén, una planta de cafiamo o
una planta de lino.

La invencién proporciona métodos para licuar o retirar una pectina o pectato (acido poligalacturénico) de una
composicion que comprende las siguientes etapas: (a) proporcionar un polipéptido de la invencién que tiene una
actividad de pectato liasa, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencién; (b) proporcionar una
composicion que comprende una pectina o pectato (acido poligalacturénico); y (c) poner en contacto el polipéptido
de la etapa (a) con la composicion de la etapa (b) en condiciones en las que el polipéptido retira o licia la pectina o
pectato (acido poligalacturénico).

La invencién proporciona composiciones de detergente que comprenden un polipéptido de la invenciéon, o un
polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencidn, en las que el polipéptido tiene una actividad de pectato
liasa. En un aspecto, la pectato liasa es una pectato liasa que no tiene superficie activa o0 una pectato liasa de
superficie activa. La pectato liasa se puede formular en una composicién liquida no acuosa, un sélido fundido, una
forma granular, una formal en particulas, un comprimido formado por compresién, una forma de gel, una pasta o una
forma de suspension.

La invencion proporciona métodos para lavar un objeto que comprende las siguientes etapas: (a) proporcionar una
composicion que comprende un polipéptido de la invencién que tiene una actividad de pectato liasa; (b) proporcionar
un objeto; y (c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y el objeto de la etapa (b) en condiciones en las que
la composicién puede lavar el objeto.

La invencion proporciona textiles o tejidos que comprenden un polipéptido de la invencion, o un polipéptido
codificado por un acido nucleico de la invencién. La invencién proporciona métodos para la limpieza de fibra, hilo,
textil o tejido que comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar un polipéptido de la invencion que tiene una
actividad de pectato liasa, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencién; (b) proporcionar una
fibra, un hilo, un textil o un tejido; y (c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y el textil o tejido de la etapa
(b) en condiciones en las que la pectato liasa puede limpiar la fibra, hilo, textil tejido. En un aspecto, la pectato liasa
es una pectato liasa alcalina activa y termoestable. Los tratamientos para retirar el apresto y limpieza se pueden
combinar en un solo bafio. El método puede comprender adicionalmente la adicion de una amilasa alcalina y
termoestable en la puesta en contacto de la etapa (c). Los tratamientos para retirar el apresto o limpieza pueden
comprender condiciones entre aproximadamente pH 8,5y pH 10,0 y temperaturas de aproximadamente 40 °C. El
método puede comprender adicionalmente la adicién de una etapa de blanqueado. Los tratamientos para retirar el
apresto, limpieza y blanqueado se pueden realizar de forma simultanea o de forma secuencial en un recipiente de un
solo bafio. El tratamiento de blanqueado puede comprender peroxido de hidrégeno o al menos un compuesto peroxi
que puede generar perédxido de hidrogeno cuando se disuelve en agua, o0 combinaciones de los mismos, y al menos
un activador del blanqueado. La fibra, hilo, textil o tejido pueden comprender un material celulésico. El material
celulésico puede comprender una fibra en bruto, un hilo, un textil tejido o de punto, un algodén, un hilo de lino, una
fibra de lino, un ramio, un rayon, un cafiamo, un yute o una mezcla de fibras naturales o sintéticas.

También se desvelan comidas o alimentos que comprenden un polipéptido de la invencién, o un polipéptido
codificado por un acido nucleico de la invencion. La invencién proporciona métodos para mejorar la extraccion de un
material vegetal rico en aceite que comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar un polipéptido de la invencion
que tiene una actividad de pectato liasa, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencion; (b)
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proporcionaron material vegetal rico en aceite; y (c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y el material
vegetal rico en aceite. En un aspecto, el material vegetal rico en aceite comprende una semilla rica en aceite. El
aceite puede ser un aceite de soja, un aceite de oliva, un aceite de colza (canola) o un aceite de girasol.

La invencién proporciona métodos para preparar un zumo, jarabe, puré o extracto de frutas o vegetales que
comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar un polipéptido de la invencién que tiene una actividad de pectato
liasa, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencién; (b) proporcionar una composicion o un
liquido que comprende un material de fruta o vegetal; y (c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y la
composicion, preparando de este modo el zumo, jarabe, puré o extracto de frutas o vegetales.

La invencién proporciona papeles o productos de papel o pastas de papel que comprenden una pectato liasa de la
invencion, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencién. La invencion proporciona métodos para
el tratamiento de un papel o una pasta de papel o de madera que comprenden las siguientes etapas: (a)
proporcionar un polipéptido de la invencién que tiene una actividad de pectato liasa, o un polipéptido codificado por
un acido nucleico de la invencion; (b) proporcionar una composiciéon que comprende un papel o una pasta de papel o
de madera; y (c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y la composicién de la etapa (b) en condiciones en
las que la pectato liasa puede tratar el papel o pasta de papel o de madera.

La invencion proporciona composiciones que comprenden un polipéptido de la invencién, o un polipéptido codificado
por un acido nucleico de la invencién. La composicion puede actuar como una ayuda digestiva.

También se desvelan productos para el cuidado oral que comprenden un polipéptido de la invencion, o un
polipéptido codificado por un acido nucleico de la invencién. El producto para el cuidado oral puede comprender una
pasta dentifrica, una crema dental, un gel o un polvo para dientes, una sustancia odéntica, un enjuague bucal, una
formulacion de aclarado para antes o después del cepillado, un chicle, una pastilla para chupar o un caramelo.

La invencién proporciona acidos nucleicos aislados o recombinantes que tienen una secuencia que comprende una
modificacién de la secuencia de la SEC ID N°: 131, en la que la modificacién de la SEC ID N°: 131 comprende uno
mas de los siguientes cambios: los nucledtidos en los restos 352 la 354 son CAT o CAC, los nucleétidos en los
restos 544 a 546 son GTG, GTT, GTC, o GTA, los nucleétidos en los restos 568 a 570 son TTG, TTA, CTT, CTC,
CTA, o CTG, los nucleétidos en los restos 589 a 591 son GGT, GGC, GGA, o GGG, los nucleétidos en los restos
622 a 624 son AAG o0 AAA, los nucleétidos en los restos 655 a 657 son ATG, los nucleétidos en los restos 667 a 669
son GAG o GAA, los nucleétidos en los restos 763 a 765 son CGG, CGT, CGC, CGA, AGA, AGG, los nucledtidos en
los restos 787 a 789 son AAG o AAA, los nucleétidos en los restos 823 a 825 son TAT o TAC, los nucleétidos en los
restos 925 a 927 son TGG, o los nucle6tidos en los restos 934 a 936 son GTT, GTG, GTC, o GTA. En un aspecto, el
acido nucleico codifica un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa, que puede ser termotolerante o
termoestable.

La divulgacién proporciona acidos nucleicos aislados o recombinantes que tienen una secuencia que comprende la
modificacién de la secuencia de un acido nucleico de la divulgacion (por ejemplo, SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, SEC
ID N°: 5, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 9, SEC ID N°: 11, SEC ID N°: 13, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 19,
SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 23, SEC ID N°: 25, SEC ID N°: 27, SEC ID N°: 29, SEC ID N°: 31, SEC ID N°: 33, SEC ID
N°: 35, SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 39, SEC ID N°: 41, SEC ID N°: 43, SEC ID N°: 45, SEC ID N°: 47, SEC ID N°: 49,
SEC ID N°: 51, SEC ID N°: 53, SEC ID N°: 55, SEC ID N°: 57, SEC ID N°: 59, SEC ID N°: 61, SEC ID N°: 63, SEC ID
N°: 65, SEC ID N°: 67, SEC ID N°: 69, SEC ID N°: 71, SEC ID N°: 73, SEC ID N°: 75, SEC ID N°: 77, SEC ID N°: 79,
SEC ID N°: 81, SEC ID N°: 83, SEC ID N°: 85, SEC ID N°: 87, SEC ID N°: 89, SEC ID N°: 91, SEC ID N°: 93, SEC ID
N°: 95, SEC ID N°: 97, SEC ID N°: 99, SEC ID N°: 101, SEC ID N°: 103 SEC ID N°: 105 SEC ID N°: 107 SEC ID N¢:
109, SEC ID N°: 111, SEC ID N°: 113, SEC ID N° 115, SEC ID N°: 117, SEC ID N°: 119, SEC ID N°: 121, SEC ID
N°: 123, SEC ID N°; 125, SEC ID N°: 127, SEC ID N°: 129), en los que la modificacién de la secuencia comprende
uno o mas de los siguientes cambios: los nucleétidos en la posicién equivalente de los restos 352 a 354 de la SEC
ID N°: 131 se cambian a CAT o CAC, los nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 544 a 546 de la SEC
ID N°: 131 se cambian a GTG, GTT, GTC, o GTA, los nucleétidos en la posicién equivalente de los restos 568 a 570
de la SEC ID N°: 131 se cambian a TTG, TTA, CTT, CTC, CTA, o CTG, los nucleétidos en la posicion equivalente de
los restos 589 a 591 de la SEC ID N°: 131 se cambian a GGT, GGC, GGA, o GGG, los nucleétidos en la posicion
equivalente de los restos 622 a 624 de la SEC ID N°: 131 se cambian a AAG o AAA, los nucleétidos en la posicién
equivalente de los restos 655 a 657 de la SEC ID N° 131 se cambian a ATG, los nucleétidos en la posicién
equivalente de los restos 667 a 669 de la SEC ID N° 131 son GAG o GAA, los nucleétidos en la posicién
equivalente de los restos 763 a 765 de la SEC ID N° 131 se cambian a CGG, CGT, CGC, CGA, AGA, AGG, los
nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 787 a 789 de la SEC ID N°: 131 se cambian a AAG o AAA, los
nucleétidos en la posicién equivalente de los restos 823 a 825 de la SEC ID N° 131 se cambian a TAT o TAC, los
nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 925 a 927 de la SEC ID N° 131 se cambian a TGG, o los
nucleétidos en la posicién equivalente de los restos 934 a 936 de la SEC ID N°: 131 se cambian a GTT, GTG, GTC,
o GTA. En un aspecto, el acido nucleico codifica un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa, que puede
ser termotolerante o termoestable.
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La invencion proporciona polipéptidos aislados o recombinantes que tienen una secuencia que comprende una
modificaciéon de la secuencia de la SEC ID N°: 132, en los que la modificacién de la SEC ID N°: 132 comprende una
0 mas de las siguientes mutaciones: la alanina en la posiciéon del aminoacido 118 es histidina, la alanina en la
posicion del aminoacido 182 es valina, la treonina en la posicion del aminoacido 190 es leucina, la alanina en la
posicion del aminoacido 197 es glicina, la serina en la posicion del aminoacido 208 es lisina, la treonina en la
posicion del aminoacido 219 es metionina, la treonina en la posiciéon del aminoacido 223 es acido glutamico, la
serina en la posicién del aminoacido 255 es arginina, la serina en la posicién del aminoacido 263 es lisina, la
asparagina en la posicién del aminoacido 275 es tirosina, la tirosina en la posicién del aminoacido 309 es triptéfano,
0, la serina en la posicidn del aminoacido 312 es valina. En un aspecto, el polipéptido tiene una actividad de pectato
liasa, que puede ser termotolerante o termoestable.

La divulgacion proporciona polipéptidos aislados o recombinantes que tiene una secuencia que comprende una
modificacién de la secuencia de un polipéptido de la divulgacién (por ejemplo, SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 4, SEC ID
N°: 6, SEC ID N°: 8, SEC ID N°: 10, SEC ID N°: 12, SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 20,
SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 24, SEC ID N°: 26, SEC ID N°: 28, SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 34, SEC ID
Ne°: 36, SEC ID N°: 38, SEC ID N°: 40, SEC ID N°: 42, SEC ID N°: 44, SEC ID N°: 46, SEC ID N°: 48, SEC ID Ne°: 50,
SEC ID N°: 52, SEC ID N°: 54, SEC ID N°: 56, SEC ID N°: 58, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 62, SEC ID N°: 64, SEC ID
N°: 66, SEC ID N°: 68, SEC ID N°: 70, SEC ID N°: 72, SEC ID N°: 74, SEC ID N°: 76, SEC ID N°: 78, SEC ID N°: 80,
SEC ID N°: 82, SEC ID N°: 84, SEC ID N°: 86, SEC ID N°: 88, SEC ID N°: 90, SEC ID N°: 92, SEC ID N°: 94, SEC ID
N°: 96, SEC ID N°: 98, SEC ID N°: 100, SEC ID N°: 102, SEC ID N°: 104, SEC ID N°: 106, SEC ID N°: 108, SEC ID
N°: 110, SEC ID N°: 112, SEC ID N°: 114, SEC ID N° 116, SEC ID N°: 118, SEC ID N°: 120, SEC ID N°: 122, SEC
ID N°: 124, SEC ID N°: 126, SEC ID N°: 128, SEC ID N°: 130), la modificacién de la secuencia comprende uno o
mas de los siguientes cambios: el aminoéacido en la posicion equivalente de la alanina en el resto 118 de la SEC ID
N°: 132 se cambia por una histidina, el aminoacido en la posicion equivalente de la alanina en el resto 182 de la SEC
ID N°: 132 se cambia por una valina, el aminoacido en la posicion equivalente de la treonina en el resto 190 de la
SEC ID N°; 132 se cambia por una leucina, el aminoacido en la posicion equivalente de la alanina en el resto 197 de
la SEC ID N°: 132 se cambia por una glicina, el aminoacido en la posicién equivalente de la serina en el resto 208 de
la SEC ID N°: 132 se cambia por una lisina, el aminoacido en la posicion equivalente de la treonina en el resto 219
de la SEC ID N°: 132 se cambia por una metionina, el aminoacido en la posicién equivalente de la treonina en el
resto 223 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una acido glutamico, el aminoacido en la posicion equivalente de la
serina en el resto 255 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una arginina, el aminoacido en la posicién equivalente de
la serina en el resto 263 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una lisina, el aminoacido en la posicion equivalente de
la asparagina en el resto 275 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una tirosina, el aminoacido en la posicion
equivalente de la tirosina en el resto 309 de la SEC ID N°: 132 se cambia por un triptéfano, o, el aminoacido en la
posicion equivalente de la serina en el resto 312 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una valina. En un aspecto, el
polipéptido tiene una actividad de pectato liasa, que puede ser termotolerante o termoestable.

Algunos métodos para generar un acido nucleico que codifica una pectato-liasa modificada comprenden la
preparacion de una o mas modificaciones de la secuencia en un acido nucleico que codifica pectato-liasa, en los que
los cambios en el acido nucleico que codifica una pectato-liasa son equivalentes a uno o0 mas de los siguientes:
cambio de nucledtidos en la posicién equivalente de los restos 352 a 354 de la SEC ID N° 131 por CAT o CAC,
cambio de nucledtidos en la posicién equivalente de los restos 544 a 546 de la SEC ID N°: 131 por GTG, GTT, GTC,
0 GTA, cambio de nucledtidos en la posicion equivalente de los restos 568 a 570 de la SEC ID N°: 131 por TTG,
TTA, CTT, CTC, CTA, o CTG, cambio de nucledtidos en la posicion equivalente de los restos 589 a 591 de la SEC
ID N°: 131 por GGT, GGC, GGA, o GGG, cambio de nucledtidos en la posicién equivalente de los restos 622 a 624
de la SEC ID N°: 131 por AAG o AAA, cambio de nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 655 a 657 de
la SEC ID N°: 131 por ATG, cambio de nucleoétidos en la posicién equivalente de los restos 667 a 669 de la SEC ID
N°: 131 por GAG o GAA, los nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 763 a 765 de la SEC ID N°: 131 por
CGG, CGT, CGC, CGA, AGA, AGG, cambio de nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 787 a 789 de la
SEC ID N°: 131 por AAG o AAA, cambio de nucledtidos en la posicion equivalente de los restos 823 a 825 de la SEC
ID N°: 131 por TAT o TAC, cambio de nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 925 a 927 de la SEC ID
N°: 131 por TGG, o cambio de nucleétidos en la posicién equivalente de los restos 934 a 936 de la SEC ID N°: 131
por GTT, GTG, GTC, o GTA. En un aspecto, la actividad de pectato liasa modificada tiene una actividad
termotolerante o termoestable. El acido nucleico que codifica una pectato-liasa puede comprender un acido nucleico
gue tiene una secuencia como se establece en las SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 7, SEC ID
N°: 9, SEC ID N°: 11, SEC ID N°: 13, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 23,
SEC ID N°: 25, SEC ID N°: 27, SEC ID N°: 29, SEC ID N°: 31, SEC ID N°: 33, SEC ID N°: 35, SEC ID N°: 37, SEC ID
N°: 39, SEC ID N°: 41, SEC ID N°: 43, SEC ID N°: 45, SEC ID N°: 47, SEC ID N°: 49, SEC ID N°: 51, SEC ID N°: 53,
SEC ID N°: 55, SEC ID N°: 57, SEC ID N°: 59, SEC ID N°: 61, SEC ID N°: 63, SEC ID N°: 65, SEC ID N°: 67, SEC ID
N°: 69, SEC ID N°: 71, SEC ID N°: 73, SEC ID N°: 75, SEC ID N°: 77, SEC ID N°: 79, SEC ID N°: 81, SEC ID N°: 83,
SEC ID N°: 85, SEC ID N°: 87, SEC ID N°: 89, SEC ID N°: 91, SEC ID N°: 93, SEC ID N°: 95, SEC ID N°: 97, SEC ID
N°: 99, SEC ID N°: 101, SEC ID N°: 103 SEC ID N°: 105, SEC ID N°: 107, SEC ID N°: 109, SEC ID N°: 111, SEC ID
N°: 113, SEC ID N°: 115, SEC ID N°: 117, SEC ID N°: 119, SEC ID N°: 121, SEC ID N°: 123, SEC ID N°: 125, SEC
ID N°: 127, SEC ID N°: 129, SEC ID N°: 131 o0 SEC ID N°: 133.
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Algunos métodos para generar una pectato liasa modificada comprenden preparar una 0 mas modificaciones de
secuencia en una pectato liasa, en los que los cambios en la pectato liasa son equivalentes a uno o mas de los
siguientes cambio: el aminoacido en la posicion equivalente de la alanina en el resto 118 de la SEC ID N°: 132 se
cambia por una histidina, el aminoacido en la posicién equivalente de la alanina en el resto 182 de la SEC ID N°: 132
se cambia por una valina, el aminoacido en la posicion equivalente de la treonina en el resto 190 de la SEC ID N°:
132 se cambia por una leucina, el aminoacido en la posicién equivalente de la alanina en el resto 197 de la SEC ID
N°: 132 se cambia por una glicina, el aminoacido en la posicidn equivalente de la serina en el resto 208 de la SEC ID
N°: 132 se cambia por una lisina, el aminoacido en la posicién equivalente de la treonina en el resto 219 de la SEC
ID N°: 132 se cambia por una metionina, el aminoacido en la posicidn equivalente de la treonina en el resto 223 de la
SEC ID N°; 132 se cambia por una acido glutamico, el aminoacido en la posicion equivalente de la serina en el resto
255 de la SEC ID Ne°: 132 se cambia por una arginina, el aminoacido en la posicion equivalente de la serina en el
resto 263 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una lisina, el aminoacido en la posicion equivalente de la asparagina
en el resto 275 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una tirosina, el aminoacido en la posicién equivalente de la
tirosina en el resto 309 de la SEC ID N°: 132 se cambia por un triptéfano, o, el aminoacido en la posicién equivalente
de la serina en el resto 312 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una valina. La pectato liasa puede comprender una
secuencia de la divulgacion (por ejemplo, SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 6, SEC ID N°; 8, SEC ID N°: 10,
SEC ID N°: 12, SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 20, SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 24, SEC ID
Ne°: 26, SEC ID N°: 28, SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 34, SEC ID N°: 36, SEC ID N°: 38, SEC ID N°: 40,
SEC ID N°: 42, SEC ID N°: 44, SEC ID N°: 46, SEC ID N°: 48, SEC ID N°: 50, SEC ID N°: 52, SEC ID N°: 54, SEC ID
N°: 56, SEC ID N°: 58, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 62, SEC ID N°: 64, SEC ID N°: 66, SEC ID N°: 68, SEC ID N°: 70,
SEC ID N°: 72, SEC ID N°: 74, SEC ID N°: 76, SEC ID N°: 78, SEC ID N°: 80, SEC ID N°: 82, SEC ID N°: 84, SEC ID
N°: 86, SEC ID N°: 88, SEC ID N°: 90, SEC ID N°: 92, SEC ID N°: 94, SEC ID N°: 96, SEC ID N°: 98, SEC ID N°:
100, SEC ID N°: 102, SEC ID N°: 104, SEC ID N°: 106, SEC ID N°: 108, SEC ID N°: 110, SEC ID N°: 112, SEC ID
N°: 114, SEC ID N°: 116, SEC ID N°: 118, SEC ID N°: 120, SEC ID N°: 122, SEC ID N°: 124, SEC ID N°: 126, SEC
ID N°: 128 o SEC ID N°: 130). La actividad de pectato liasa modificada puede tener una actividad termotolerante o
termoestable.

La invencion proporciona formulaciones que comprenden al menos una enzima de la invencién que comprenden
dosificaciones en el intervalo entre aproximadamente 1 gramo por ton y 100 o0 mas gramos por ton (por ton de
material tratado, por ejemplo, por ton de tejido, tela o similar), entre aproximadamente 10 gramos por ton y 90
gramos por ton, entre aproximadamente 20 gramos por ton y 80 gram por ton, entre aproximadamente 30 gramos
por ton y 70 gramos por ton, entre aproximadamente 40 gramos por ton y 50 gramos por ton. Por ejemplo, algunas
formulaciones a modo de ejemplo comprenden de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, etc. a 100, 200, 300,
400, 500, etc. 0 mas gramos por ton.

Como alternativa, la invencién proporciona formulaciones que comprenden al menos una enzima de la invencién que
comprende dosificaciones en el intervalo de entre aproximadamente 1 pg por gramo y 100 o mas pg por gramo (por
gramo de materia tratado, por ejemplo, por gramo de tejido, tela o similares), entre aproximadamente 10 ug por
gramo y 90 ug por gramo, entre aproximadamente 20 ug por gramo y 80 ug por gramo, entre aproximadamente
30 pg por gramo y 70 pg por gramo, entre aproximadamente 40 pg por gramo y 50 pug por gramo. Por ejemplo,
algunas formulaciones a modo de ejemplo comprenden de aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, etc. a 100, 200,
300, 400, 500, etc. 0 mas pg por gramo (por ejemplo, por gramo de tejido, tela o similares).

Como alternativa, la invencién proporciona formulaciones que comprenden al menos una enzima de la invencién que
comprende dosificaciones en el intervalo de entre aproximadamente 0,5 mg por 0,45 kg (1 libra) y 50 o0 mas mg por
0,45 kg (1 libra) (por 0,45 kg de material tratado, por ejemplo, por 0,45 kg de tejido, tela o similares), entre
aproximadamente 1 mg por 0,45 kg y 45 mg por 0,45 kg, entre aproximadamente 5 mg por 0,45 kg y 40 mg por 0,45
kg, entre aproximadamente 10 mg por 0,45 kg y 35 mg por 0,45 kg, entre aproximadamente 15 mg por 0,45 kg y 30
mg por 0,45 kg. Por ejemplo, algunas formulaciones a modo de ejemplo comprenden de aproximadamente 0,5, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, etc. a 50 0 mas mg
por 0,45 kg (por ejemplo, por 0,45 kg de tejido, tela o similares).

La invencion proporciona formulaciones que comprenden al menos una enzima de la invencién que comprenden
dosificaciones que comprenden una potencia enzimatica entre aproximadamente 100 y 40.000 unidades/ml, de 200
a 30.000 unidades/ml, de 500 a 30.000 unidades/ml, de 1000 a 20.000 unidades/ml, de 1000 a 25.000 unidades/ml,
de 1000 a 15.000 unidades/ml, de 1000 a 10000 unidades/ml, de 1000 a 5000 unidades/ml, entre aproximadamente
2000 y 20000 unidades/ml, entre aproximadamente 2000 y 15000 unidades/ml, entre aproximadamente 2000 y
10000 unidades/ml, o entre aproximadamente 2000 y 4000 unidades/ml, o, entre aproximadamente 200 y 25.000
unidades/ml, de 200 a 20.000 unidades/ml, de 200 a 15000 unidades/ml, de 200 a 10.000 unidades/ml, entre
aproximadamente 400 y 8000 unidades/ml, entre aproximadamente 600 y 6000 unidades/ml, entre
aproximadamente 800 y 4000 unidades/ml, o entre aproximadamente 1000 y 2000 unidades/ml, o, en las que la
dosificacion comprende una potencia enzimatica de aproximadamente 1000 u/ml o, en las que en la dosificacién
comprende una potencia enzimatica de aproximadamente 3000 unidades/ml.
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La formulacion puede comprender una enzima liofilizada (por ejemplo, una enzima de la invencién), o, la formulacion
puede comprender una formulacion basada en agua que comprende una enzima de la invencion. La formulacion
puede comprender una enzima liofilizada resuspendida en agua, o puede comprender adicionalmente un glicerol,
sacarosa, cloruro sodico, dextrina, propilenglicol, sorbitol, sulfato soédico o TRIS, o un equivalente. En un aspecto,
una formulacién de la invencion comprende adicionalmente un tampdn, por ejemplo, un tampén que comprende un
pH 7, glicerol al 35 %, benzoato sédico al 0,1 %, sorbato potasico al 0,1 %; pH 7, glicerol al 35 %, 300 ppm de
proxel; pH 7, cloruro soédico al 10 %, glicerol al 25 %, benzoato sédico al 0,1 %, sorbato potasico al 0,1 %; pH 7,
cloruro sédico al 10 %, glicerol al 25 %, 300 ppm de proxel; pH 5,5, glicerol al 35 %, benzoato sddico al 0,1 %,
sorbato potasico al 0,1 %; pH 5,5, glicerol al 35 %, 300 ppm de proxel; pH 5,5, cloruro sédico al 10 %, glicerol al 25
%, benzoato sodico al 0,1 %, sorbato potasico al 0,1 %; o, tampo6n acetato 20 mM, pH 5,5, glicerol al 35 %; MOPS
20 mM, pH 7 o MOPS 25 mM, NaCl 50 mM, pH 7,5; pH 5,0, TRIS 40 mM; pH 7,0, TRIS 40 mM; pH 8,0, TRIS 40
mM; pH 7,5, glicerol al 50 %; pH 7,5, NaCl al 20 %; pH 7,5, propilenglicol al 30 %; pH 7,5, sulfato sédico 100 mM; pH
5,5, glicerol al 35 %; o, cualquier combinacion de los mismos, o equivalentes de los mismos.

La invencion proporciona procesos de biolimpieza que comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar una
pectato liasa de la invencién; (b) proporcionar un material que comprende pectina o acido poligalacturénico; (c)
poner en contacto la pectato liasa de (a) con el material de (b) en condiciones alcalinas, por ejemplo, a pH superior a
7,5, 0, condiciones que comprenden entre aproximadamente pH 8 y pH 9 o superior, por ejemplo, pH 8,5, en tampdn
de bicarbonato buffer o equivalente. En un aspecto, el método también comprende un agente humectante no iénico,
por ejemplo, a aproximadamente 1 g/l. En un aspecto, la proporcion de pectato liasa se encuentra en un bafio
enzimatico entre aproximadamente 10:1 y 50:1 | de pectato liasa:kg de material. En un aspecto, la dosis de pectato
liasa esta entre aproximadamente 0,1 y 0,2 ml de un extracto concentrado por kg de material, o equivalente. Como
alternativa, la dosis de pectato liasa esta entre aproximadamente 0,1 ml y 1 ml de un extracto concentrado por kg de
material, o equivalente. En un aspecto, el intervalo de temperatura esta entre aproximadamente 50 °C y 70 °C. En un
aspecto, el tiempo de tratamiento es de aproximadamente 20 min. En un aspecto de los procesos de biolimpieza de
la invencién, el material comprende un tejido o una tela. En un aspecto, la dosis de pectato liasa es de
aproximadamente 0,137 ml de un extracto concentrado por kg de material, o equivalente. En un aspecto, la etapa de
poner en contacto comprende adicionalmente el uso de un agente quelante, en la que el agente quelante se excluye
del bafio enzimatico y se afiade después de aproximadamente 20 minutos de tratamiento enzimatico y se mantiene
durante aproximadamente 10 minutos antes del bafio de descarga.

Algunos aspectos adicionales de la invencion se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencion se exponen en las figuras adjuntas en la descripcién que
sigue a continuacién. Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la
descripcion y las figuras, y a partir de las reivindicaciones.

Descripcion de las figuras

La patente o archivo de solicitud contiene al menos una figura realizada en color. Las copias de esta patente o
publicacion de solicitud de patente con figura o figuras en color las proporcionara la Oficina previa solicitud y pago de
la tasa necesaria.

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

La Figura 2 es un diagrama de flujo que ilustra un aspecto de un proceso para comparar una nueva secuencia de
nucleétidos o de proteinas con una base de datos de secuencias para determinarla los niveles de homologia
entre la nueva secuencia y las secuencias en la base de datos.

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

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

La Figura 5 es un resumen gréafico de la especificidad relativa del sustrato pH, actividad enzimatica, descripcién
por caracterizacion y caracterizacion de sustrato de algunas pectato liasas a modo de ejemplo de la invencion.

La Figura 6 es un resumen de polipéptido pectato liasas de la invencion, caracterizadas como "mutantes
positivos", como se analiza con detalle a continuacion.

La Figura 7 es una tabla que resume temperaturas de fusién a modo de ejemplo y actividades especificas (SA)
de enzimas a modo de ejemplo de la invencion a diversas temperaturas.

La Figura 8 resume datos de ensayos de actividad de enzimas termotolerantes a modo de ejemplo de la
invencién, como se describe en el Ejemplo 4, que sigue a continuacion.

Los simbolos de referencia similares en las diversas figuras indican elementos similares.
Descripcion detallada
La invencién proporciona polipéptidos que tienen una actividad de pectato liasa, polinucleétidos que codifican los

polipéptidos, y métodos para preparar y usar estos polinucle6tidos y polipéptidos. En un aspecto, las pectato liasas
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de la invencion se usan para catalizar la beta-eliminacion (trans-eliminacién) y/o hidrélisis de pectina y/o acido
poligalacturénico (pectato) u otros componentes de la pared vegetal, por ejemplo, homogalacturonano o
ramnogalacturonano, incluyendo acido alfa-D-galacturénico unido en la posicion 1,4. Las pectato liasas de la
invencion también se pueden usar para la hidrolisis de paredes de célula vegetal, por ejemplo, en el tratamiento de
fibras naturales que comprenden pectina, por ejemplo, fibras de algodén.

El uso de las pectato liasas de la invencion para hidrolizar pectina de la pared celular primaria puede eliminar la
necesidad de agentes causticos y temperaturas elevadas en la limpieza de fibra de algodoén. El uso de las pectato
liasas de la invencion también puede reducir de forma significativa la cantidad de agua usada para aclarar fibras
tratadas, por ejemplo, tejido de algodén de punto o tejido, después de la limpieza quimica. El uso de las pectato
liasas de la invencién también puede reducir pérdidas de materia prima en la limpieza quimica. En un aspecto, una
pectato liasa de la invencién, por ejemplo, una pectato liasa alcalina y/o termoestable, se usa para biolimpieza. Por
lo tanto, la invencién proporciona procesos en los que se procesan tejidos de algodén sin apresto para solubiliza y
extraer material no celulésico indeseado en tejidos y otros materiales celulésicos usando una enzima de la
invencion. Los procesos de la invencion se pueden usar para solubilizar y/o extraer materiales encontrados de forma
natural en el algoddn y/o para retirar impurezas aplicadas, tales como lubricantes de maquinaria.

Las Figuras 5 y 7 son resumenes graficos, entre otros, de la especificidad relativa del sustrato, valor relativo de la
especificidad del sustrato, temperatura de la actividad de caracterizacion, pH de la actividad de caracterizacion,
actividad enzimatica, descripcién de la caracterizacion y caracterizacion del sustrato de las pectato liasas de la
divulgacion.

Las preparaciones de pectato liasa de la invencion (incluyendo aquéllas para el tratamiento o procesamiento de
comidas o alimentos, tratamiento de fibras y textiles, tratamientos de residuos, tratamientos de vegetales, y
similares) pueden comprender adicionalmente una 0 mas enzimas, por ejemplo, proteasas, celulasas (endo-beta-
1,4-glucanasas), beta-glucanasas (endo-beta-1,3(4)-glucanasas), lipasas, cutinasas, peroxidasas, lacasas, amilasas,
pectato liasas, pectinasas, reductasas, oxidasas, fenoloxidasas, ligninasas, pululanasas, arabinanasas,
hemicelulasas, mananasas, xiloglucanasas, xilanasas, pectin acetil esteras las, ramnogalacturonano acetil
esterasas, poligalacturonasas, ramnogalacturonasas, galactanasas, pectin liasas, pectin metilesterasas,
celobiohidrolasas, transglutaminasas; o de las de las mismas.

Definiciones

La expresién "pectato liasa" incluye todos los polipéptidos que tienen una actividad de pectato liasa, o pectinasa,
incluyendo la beta-eliminacion (trans-eliminacion) y/o hidrélisis de pectina y/o &cido poligalacturénico (pectato) u
otros componentes de la pared vegetal, por ejemplo, homogalacturonano o ramnogalacturonano, incluyendo acido
alfa-D-galacturénico unido en la posicién 1,4. En un aspecto, la actividad de pectato liasa incluye catalisis de la
escision de uniones glicosidicas de sustancias pécticas, por ejemplo, catélisis de la beta-eliminacion (trans-
eliminacion) y/o hidrdlisis de paredes de células vegetales (por ejemplo, la descomposicién o disolucién de paredes
celulares que comprenden pectina, por ejemplo, paredes de células vegetales). En un aspecto, la actividad de
pectato liasa incluye la catdlisis de la beta-eliminacién (trans-eliminacién) y/o hidrélisis de acido galacturénico
esterificado con metilo, incluyendo acido poligalacturénico esterificado con metilo parcial o completamente. En un
aspecto, la actividad de pectato liasa es principalmente de actuaciéon endo, por ejemplo, cortando el polimero (por
ejemplo, acido poligalacturénico) en sitios aleatorios dentro de una cadena para dar una mezcla de oligémeros, o la
actividad de pectato liasa puede ser de actuacion exo, atacando desde un extremo del polimero y produciendo
monomeros o dimeros, o, una combinacion de los mismos. En un aspecto, la actividad de pectato liasa comprende
la catalisis de la escision aleatoria de enlaces alfa-1,4-glicosididicos en el acido péctico (acido poligalacturénico)
mediante trans-eliminaciéon. En un aspecto, la actividad de la pectato liasa incluye polipéptidos que tienen una
actividad igual o similar a la de la pectato liasa (EC 4.2.2.2), poli(1,4-alfa-D-galacturénido) liasa, poligalacturonato
liasa (EC 4.2.2.2), pectina liasa (EC 4.2.2.10), poligalacturonasa (EC 3.2.1.15), exo-poligalacturonasa (EC 3.2.1.67),
exo-poligalacturonato liasa (EC 4.2.2.9) y/o exo-poli-alfa-galacturonosidasa (EC 3.2.1.82).

Un polipéptido se puede someter a ensayo de forma rutinaria para la actividad de pectato liasa (por ejemplo,
sometido a ensayo para observar si la proteina esta dentro del alcance de la invencion) mediante cualquier método,
por ejemplo, un ensayo de PGA para pectato liasas. En este ensayo, la actividad de pectato liasa se mide a la
temperatura y pH deseados usando acido poligalacturénico al 0,2 % (Sigma, P3850) en tampén de Tris HCI 25 mM -
Glicina NaOH 25 mM. Una unidad de actividad enziméatica se define como la cantidad de proteina que produce 1
pmol de oligogalacturénidos insaturados por minuto equivalente a 1 umol de digalacturénido insaturado, usando el
valor del coeficiente de extincién molecular de 4600 M'cm™ a 235 nm para el dimero. La proteina se puede
determinar para proteina purificada homogénea mediante la medida de la absorbancia a 280 nm, usando el valor del
coeficiente de extincion especifico para cada proteina basandose en la secuencia.

El término "anticuerpo” incluye un péptido o polipéptido derivados de, modelados después de o basicamente
codificado por un gen de inmunoglobulina o genes de inmunoglobulina, o fragmentos de los mismos, capaces de
unirse de forma estética y cara a un antigeno o epitopo, véase, por ejemplo Fundamental Immunology, Tercera
Edicién, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993); Wilson (1994) J. Immunol. Methods 175: 267-273; Yarmush
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(1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25: 85-97. El término anticuerpo incluye partes de unién a antigeno, es decir,
"sitios de wunion a antigeno”, (por ejemplo, fragmentos, subsecuencias, regiones que determinan la
complementariedad (CDR)) que mantienen la capacidad de unirse al antigeno, incluyendo (i) un fragmento de Fab,
un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento de F(ab")2, un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos de Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii)
un fragmento de Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento de Fv que consiste en los dominios
VL y VH de una sola rama de un anticuerpo, (v) un fragmento de dAb (Ward et al., (1989) Nature 341: 544-546), que
consiste en un dominio VH; y (vi) una regién aislada que determina la complementariedad (CDR). En el término
"anticuerpo" también se incluyen por referencia anticuerpos de una sola cadena.

Los términos "matriz" o "micromatriz" o "biochip" o "chip" como se usan en el presente documento se refieren a una
pluralidad de elementos diana, comprendiendo cada elemento diana una cantidad definida de uno o mas
polipéptidos (incluyendo anticuerpos) o acidos nucleicos inmovilizados en una zona definida de una superficie del
sustrato, como se analiza con mas detalle a continuacion.

Como se usa en el presente documento, los términos "ordenador", "programa informatico" y "procesador” se usan en
sus contextos generales mas amplios e incorporan todos estos dispositivos, como se describe con detalle a
continuacién. Una "secuencia de codificacién de" o una "secuencia que codifica" un polipéptido o proteina en
particular, es una secuencia de acidos nucleicos que se transcribe y traduce en un polipéptido o proteina cuando se
coloca bajo el control de las secuencias reguladoras apropiadas.

La expresion "casete de expresion", como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de
nucleétidos que es capaz de realizar la expresion de un gen estructural (es decir, una secuencia que codifica
proteinas, tal como una pectato liasa de la invencién) en un hospedador compatible con tales secuencias. Algunos
casetes de expresion incluyen al menos un promotor unido de forma operativa con la secuencia que codifica
polipéptidos; y, opcionalmente, con otras secuencias, por ejemplo, sefiales de terminacién de la transcripcion.
También se pueden usar algunos factores adicionales necesarios o Utiles en la realizacion de la expresion, por
ejemplo, potenciador es. Por lo tanto, los casetes de expresién también incluyen plasmidos, vectores de expresion,
virus recombinantes, cualquier forma de vector de "ADN desnudo” recombinante, y similares.

"Unido de forma operativa", como se usa en el presente documento, se refiere a una relacion funcional entre dos o
mas segmentos de acido nucleico (por ejemplo, ADN). Por lo general, se refiere a la relacion funcional de la
secuencia reguladora de la transcripcidon con respecto a una secuencia transcrita. Por ejemplo, un promotor se une
de forma operativa a una secuencia de codificacion, tal como un acido nucleico de la invencion, si estimula o modula
la transcripcién de la secuencia de codificaciéon en célula hospedadora una apropiada u otro sistema de expresion.
Por lo general, las secuencias reguladoras de la transcripcion promotoras que se unen de forma operativa a una
secuencia transcrita son fisicamente contiguas a la secuencia transcrita, es decir, son de actuacién cis. Sin
embargo, no es necesario que algunas secuencias reguladoras de la transcripcion, tales como potenciadores, estén
fisicamente contiguas o estén localizadas en las proximidades de las secuencias de codificacion cuya transcripcion
potencian.

Un "vector" comprende un acido nucleico que puede infectar, transfectar, transducir de forma transitoria o
permanente una célula. Se observara que un vector puede ser un acido nucleico desnudo, o un acido nucleico que
forma complejos con proteinas o lipidos. El vector comprende opcionalmente acidos nucleicos virales o bacterianos
y/o proteinas, y/o membranas (por ejemplo, una membrana celular, una envoltura lipidica viral, etc.). Algunos
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 llegan a replicar. Por lo tanto, algunos vectores incluyen, pero no se limitan a
ARN, ADN o ARN circular o lineal de autorreplicacién autbnoma (por ejemplo, plasmidos, virus, y similares, véase,
por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.217.879), e incluyen los plasmidos tanto de expresiéon como de no
expresion. Cuando se describe un microorganismo recombinante o cultivo celular como hospedador de un "vector de
expresion”, éste incluye ADN extra-cromosémico circular o lineal como ADN que se ha incorporado en el cromosoma
o cromosomas hospedadores. Cuando una célula hospedadora estd manteniendo un vector, el vector se puede
replicar de forma estable por las células durante la mitosis como una estructura autbnoma, o se incorpora dentro del
genoma del hospedador.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor” incluye todas las secuencias capaces de dirigir la
transcripcidon de una secuencia de codificacion en una célula, por ejemplo, una célula vegetal. Por lo tanto, los
promotores usados en los constructos de la invencidn incluyen elementos de control de la transcripcién de actuacion
cis y secuencias reguladoras que estan implicadas en la regulacion o la modulacion del momento y/o tasa de
transcripcion de un gen. Por ejemplo, un promotor puede ser un elemento de control de la transcripcién de actuacion
cis, incluyendo un potenciador, un promotor, un terminador de la transcripcién, un origen de replicacién, una
secuencia de integracién cromos6mica, regiones sin traducir en las posiciones 5'y 3', 0 una secuencia intrénica, que
estan implicadas en la regulacion de la transcripcion. Estas secuencias de actuacion cis por lo general interactdian
con proteinas podras biomoléculas para realizar (activar/desactivar, regular, modular, etc.) la transcripcion. Los
promotores "constitutivos" son los que dirigen la expresion de forma continua en la mayoria de las condiciones
ambientales y estados de desarrollo o diferenciacién celular. Algunos promotores "inducibles" o "regulables” dirigen
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la expresion del acido nucleico de la invencion bajo la influencia de condiciones ambientales o condiciones de
desarrollo. Algunos ejemplos de condiciones ambientales que pueden influir en la transcripciéon mediante promotores
inducibles incluyen condiciones anaerobias, temperatura elevada, sequia, o la presencia de luz.

Los promotores "especificos de tejido" son elementos para el control de la transcripcion que solamente son activos
en células o tejidos u 6rganos en particular, por ejemplo, en plantas o animales. La regulacion especifica de tejido se
puede conseguir mediante 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 de modo que
permiten que se desarrollen tejidos especificos.

El término "planta" incluye plantas completas, partes de plantas (por ejemplo, hojas, tallos, flores, raices, etc.),
protoplastos de plantas, semillas y células vegetales y progenie de los mismos. La clase de plantas que se puede
usar en el método de la invencion es generalmente tan amplia como la clase de plantas superiores susceptibles de
técnicas de transformacion, incluyendo angiospermas (plantas monocotileddneas y dicotiledéneas), asi como
gimnospermas. El término incluye plantas de una diversidad de niveles de ploidia, incluyendo poliploide, diploide,
haploide y estados hemicigoto. Como se usa en el presente documento, la expresién "planta transgénica” incluye
plantas o células de plantas en las que se ha insertado una secuencia de acidos nucleicos heteréloga, por ejemplo,
los acidos nucleicos y diversos constructos recombinantes (por ejemplo, casetes de expresion) de la invencion.

Los "plasmidos" pueden estar disponibles en el mercado, a disposiciéon del publico sin restricciones, o se pueden
construir a partir de plasmidos disponibles de acuerdo con procedimientos publicados. En la técnica se conocen
algunos plasmidos equivalentes a los que se describen en el presente documento y seran evidentes para los
expertos habituales en la materia.

El término "gen" incluye secuencia de acidos nucleicos que comprende un segmento de ADN implicado en la
produccién de un producto de transcripcion (por ejemplo, un mensaje), que a su vez se traduce para producir una
cadena polipeptidica, o regula la transcripcion, la reproduccién o la estabilidad genética. Los genes pueden incluir
regiones que preceden y siguen a la region de codificacién, tales como el director y transporte, promotores y
potenciadores, asi como, en su caso, secuencias intermedias (intrones) entre segmentos de codificacion individuales
(exones).

Las expresiones "acido nucleico" o "secuencia de acidos nucleicos" incluyen oligonucleétido, nucleétido,
polinucleétido, o un fragmento de cualquiera de los mismos, a ADN o ARN (por ejemplo, ARNm, ARNr, ARNt) de
origen genémico o sintético que pueden ser monocatenario o bicatenario y pueden representar una hebra sentido o
antisentido, para acido nucleico peptidico (PNA), o para cualquier material similar al ADN o similar al ARN, de origen
natural o sintético, que incluye, por ejemplo, ARNi, ribonucleoproteinas (por ejemplo, iRNP). Las expresiones
incluyendo acidos nucleicos, es decir, oligonucleétidos, que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales.
Las expresiones también incluyen estructuras similares a los acidos nucleicos con estructuras principales sintéticas,
véase 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.

"Aminoéacido" o "secuencia de aminoacido" incluyen un oligopéptido, péptido, polipéptido, o secuencia de proteinas,
o un fragmento, parte, o subunidad de cualquiera de los mismos, y la moléculas de origen natural o sintético. Los
términos "polipéptido" y "proteina” incluyen aminoacidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos o enlaces
peptidicos modificados, es decir, isoésteres peptidicos, y pueden contener aminoacidos modificados distintos de los
aminoacidos codificados de 20 genes. El término "polipéptido" también incluye péptidos y fragmentos de polipéptido,
motivos y similares. El término también incluye polipéptidos glicosilados. Los péptidos y polipéptidos de la invencion
también incluyen todas las formas " miméticas" y "peptidomiméticas”, como se describe con mas detalle a
continuacion.

El término "aislado" incluye un material retirado 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 polinucledtido o polipéptido, separado de algunos o todos los materiales coexistentes en el sistema
natural, se aisla. Tales polinucleétidos podrian ser parte de un vector y/o tales polinucleotidos o polipéptidos podrian
ser parte de una composicién, y ademas ser aislados en un vector o composicion tal que no forma parte de su
entorno natural. Como se usa en el presente documento, un material o0 composicién aislado también puede ser una
composicion "purificada”, es decir, no necesita una pureza absoluta; en su lugar, se pretende como una definicién
relativa. Algunos acidos nucleicos individuales obtenidos a partir de la biblioteca se pueden purificar de forma
convencional hasta homogeneidad electroforética. En aspectos alternativos, la invencién proporciona partidos
nucleicos que se han purificado a partir de ADN genémico o a partir de otras secuencias en una biblioteca u otro
entorno con al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas érdenes de magnitud.

Como se usa en el presente documento, el término "recombinante” puede incluir acidos nucleicos adyacentes a un
acido nucleico de la "estructura principal” que no es adyacente en su entorno natural. En un aspecto, algunos acidos
nucleicos representan un 5 % , es del nUmero de insertos de acido nucleico en una poblaciéon de "moléculas de la
estructura principal" de acido nucleico. Las "moléculas de la estructura principal® de acuerdo con la invencién
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incluyen acidos nucleicos tales como vectores de expresion, acidos nucleicos de autorreplicacion, virus, acidos
nucleicos de integracion, y otros vectores o acidos nucleicos usados para mantener o manipular un inserto de acido
nucleico de interés. En un aspecto, los acidos nucleicos enriquecidos representan un 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o mas del nimero de insertos de acido nucleico en la poblacion de
moléculas de la estructura principal recombinantes. Polipéptidos o proteinas "recombinantes" se refiere a
polipéptidos o proteinas producidos mediante técnicas de ADN recombinante; por ejemplo, producidos a partir de
células transformadas mediante un constructor de ADN exdgeno que codifica el polipéptido o proteina deseados.
Los polipéptidos o proteinas "sintéticos" son los preparados mediante sintesis quimica, como se describe con mas
detalle a continuacion .

Una secuencia promotora se puede "unir de forma operativa a" una secuencia de codificacion cuando la ARN
polimerasa que inicia la transcripcion en el promotor transcribe la secuencia de codificacién en el ARNm, como se
analiza con més detalle a continuacion.

"Oligonucledtido” incluye cualquiera de un polidesoxinucleétido monocatenario o dos hebras de polidesoxinucleétido
complementarias que se pueden sintetizar de forma quimica. Tales oligonucleétidos sintéticos no tienen fosfato en la
posicion 5'y por lo tanto no se ligaran con otro oligonucleétido sin afiadir un fosfato con un ATP en presencia de una
quinasa. Un oligonucleétido sintético se puede ligar con un fragmento que no se ha desfosforilado.

La expresion "basicamente idéntico” en el contexto de dos acidos nucleicos o polipéptidos, puede hacer referencia a
dos o0 mas secuencias que tienen, por ejemplo, al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, o mas identidad de (secuencia) de restos de nucleétidos o aminoacidos, cuando se compara y se alinea
para la correspondencia maxima, como se mide usando cualquier algoritmo de comparacion de secuencias
conocido, como se analiza con detalle a continuacion, o mediante inspeccién visual. En aspectos alternativos, la
invenciéon proporciona secuencias de acidos nucleicos y polipéptidos que tienen una identidad sustancial con una
secuencia de la invenciéon a modo de ejemplo sobre una region de al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000 0 més restos, 0 una
region que varia entre aproximadamente 50 restos con respecto a la longitud completa del acido nucleico o
polipéptido. Las secuencias de acidos nucleicos de la invencién pueden ser basicamente idénticas con respecto a la
longitud total de una region que codifica polipéptido.

Una secuencia de aminoacidos "basicamente idéntica" también puede incluir una secuencia que difiere de una
secuencia de referencia en una 0 mas sustituciones, supresiones, o inserciones de aminoacidos conservativas 0 no
conservativas, en particular cuando tal sustitucién se produce en un sitio que no es el sitio activo de la molécula, y
con la condicion de que el polipéptido mantenga basicamente sus propiedades funcionales. Por ejemplo, una
sustitucion de aminoacido conservativa, 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 sustitucion de arginina por lisina, acido glutamico por acido aspartico o glutamina
por asparagina). Uno o mas aminoacidos se pueden suprimir, por ejemplo, de una pectato liasa, dando como
resultado la modificacién de la estructura del polipéptido, sin alterar de forma significativa su actividad biolégica. Por
ejemplo, se pueden eliminar los aminoacidos amino o carboxilo terminales que no son necesarios para la actividad
de pectato liasa.

"Hibridacion" incluye el proceso mediante el que una hebra de acido nucleico que une con una hebra
complementaria a través de emparejamiento de bases. Las reacciones de hibridacion pueden ser sensibles y
selectivas de modo que se puede identificar una secuencia de interés en particular incluso en muestras en las que
esta presente a concentraciones bajas. Las condiciones rigurosas se pueden definir, por ejemplo, las
concentraciones de sal o formamida en las soluciones de hibridacion previa y de hibridacion, o mediante la
temperatura de hibridacién, y son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, la rigurosidad se puede aumentar
mediante reduciendo la concentracion de sal, aumentando la concentracion de formamida, o elevando la
temperatura de hibridacion, alterando el tiempo de hibridacién, como se describe con detalle a continuacién. En
aspectos alternativos, los acidos nucleicos de la invencién se definen por su capacidad para hibridarse en diversas
condiciones de rigurosidad (por ejemplo, elevada, media, y baja), como se establece en el presente documento.
"Variante" incluye polinucleétidos o polipéptidos de la invencion modificados en uno o mas pares de bases, codones,
intrones, exones, 0 restos de aminoacidos (respectivamente) que aln mantienen la actividad biolégica de una
pectato liasa de la invencion. Las variantes se pueden producir tiene cualquier nimero de medios incluidos en los
métodos tales como, por ejemplo, PCR propensa a error, redistribucion, mutagénesis dirigida a oligonucleoétidos,
PCR de ensamblaje, mutagénesis de PCR sexual, mutagénesis in vivo, mutagénesis de casete, mutagénesis de
conjunto recursiva, mutagénesis de conjunto exponencial, mutagénesis especifica de sitio, reensamblaje genético,
GSSM™ vy cualquier combinacion de los mismos. En el presente documento se incluyen técnicas para producir
variante de pectato liasa que tiene actividad a un pH o temperatura, por ejemplo, que es diferente de una pectato
liasa de tipo silvestre.

La expresiébn "mutagénesis por saturacion" o "GSSM™" incluye un método que usaron cebadores de
oligonucleétidos degenerados para introducir mutaciones puntuales en un polinucleétido, como se describe con
detalle a continuacion.
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La expresion "sistema de evolucion dirigida optimizado” o "evolucion dirigida optimizada” incluye un método para el
reensamblaje de fragmentos de secuencias de acidos nucleicos relacionados, por ejemplo, genes relacionados, y se
explica con detalle a continuacion.

La expresion "reensamblaje de ligamiento genético” o "SLR" incluye un método de ligamiento de fragmentos de
oligonucleétidos de una manera no estocastica, y se explica con detalle a continuacién.

Generacion y Manipulacién de Acidos Nucleicos

La invencion proporciona acidos nucleicos aislados y recombinantes, por ejemplo, polinucleétidos que tienen una
identidad de secuencias con la SEC ID N°: 77, SEC ID N° 131 o SEC ID N°: 133; acidos nucleicos que codifican
polipéptidos de la invenciéon que tienen una secuencia como se establece en la SEC ID N°: 78, SEC ID N° 132 o
SEC ID N°: 134.

Los acidos nucleicos de la invencion también pueden comprender casetes de expresién, tales como vectores de
expresion, en los que en un aspecto, codifican a un polipéptido de la invenciéon. Se desvelan métodos para descubrir
nuevas secuencias de pectato liasa usando los acidos nucleicos de la invencidon, métodos para inhibir la expresion
de genes que pectato liasa, transcritos y polipéptidos usando los acidos nucleicos de la invencién, y métodos para
modificar los acidos nucleicos de la invencién, por ejemplo, mediante reensamblaje de ligamiento genético, sistema
de evolucion dirigida optimizado y/o mutagénesis por saturacién de sitio genético (GSSM™).

Los acidos nucleicos de la invencion se pueden preparar, aislar y/o manipular, por ejemplo, mediante clonacion y
expresion de bibliotecas de ADNc, amplificacion de mensajes o ADN gendmico mediante PCR, y similares. Los
genes homodlogos se puede modificar mediante manipulacion de un acido nucleico molde, como se describe en el
presente documento. La presente invencidon se puede poner en practica en conjunto con cualquier método o
protocolo o dispositivo conocido en la técnica, que se describen bien en la bibliografia cientifica y de patente.

Técnicas Generales

Los acidos nucleicos usados para poner en practica la presente intervencion, bien ARN, iARN (es decir, ARNi), acido
nucleico antisentido, ADNc, ADN gendmico, vectores, virus o hibridos de los mismos, se pueden aislar a partir de
una diversidad de fuentes, se pueden modificar por ingenieria genética, amplificar, y/o expresar/generar de forma
recombinante. Los polipéptidos recombinantes generados a partir de estos acidos nucleicos se pueden aislar o
clonar de forma individual y someter a ensayo para una actividad deseada. Se puede usar cualquier sistema de
expresion recombinante, incluyendo sistemas de expresion bacteriana, mamifero, levadura, insecto o célula vegetal.

Como alternativa, estos acidos nucleicos se pueden sintetizar in vitro mediante 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; documento de Patente de Estados Unidos N° 4.458.066.

Las técnicas para la manipulaciéon de acidos nucleicos, tales como, por ejemplo, subclonacién, sondas de marcado
(por ejemplo, marcado de cebador aleatorio usando Klenow polimerasa, traduccion de la cabeza, amplificacion),
secuenciacion, hibridacion y similares se describen bien en la bibliografia cientifica y de patente, véase, 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.,
New York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY:
HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Parte I. Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed.
Elsevier, N.Y. (1993).

Otro medio (til para obtener y manipular acidos nucleicos usados en la practica de los métodos de la invencion es
clonar a partir de muestras genémicas, y, si se desea, identifica sistematicamente volver a clonar insertos aislados o
amplificados de, por ejemplo, clones genémicos o clones de ADNc. Algunas fuentes de acidos nucleicos usados en
los métodos de la invencién incluyen bibliotecas gendémicas o de ADNc contenidas, por ejemplo, en cromosomas
artificiales de mamifero (MAC), véase, por ejemplo, los documentos de Patente de Estados Unidos N°° Unidos
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 (PAC), véase, por ejemplo,
Kern (1997) Biotechniques 23: 120-124; c6smidos, virus recombinantes, fagos o plasmidos.

En un aspecto, un acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencién se ensambla en una fase apropiada con
una secuencia directora capaz de dirigir la secrecion del polipéptido traducido o fragmentos del mismo.
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La invencidén proporciona proteinas de fusion y acidos nucleicos que las codifican. Un polipéptido de la invencién se
puede fusionar con un péptido o polipéptido heterdlogo, tales como péptidos de identificacion N-terminal que
transmiten caracteristicas deseadas, tales como aumento de la estabilidad o purificacion simplificada. Los péptidos y
polipéptidos de la invencién también se pueden sintetizar y expresar como proteinas de fusién con uno o mas
dominios adicionales unidos a los mismos para, por ejemplo, producir un péptido mas inmunogénico, para aislar mas
facilmente un péptido sintetizado de forma recombinante, para identificar y aislar anticuerpos y linfocitos B que
expresan anticuerpo, y similares. Los dominios que facilitan deteccion y purificacion incluyen, por ejemplo, péptidos
quelantes de metales tales como tramos de polihistidina y moédulos de histidina-triptéfano que permiten la
purificacién sobre metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacién sobre inmunoglobulina
inmovilizada, y el dominio usado en el sistema de purificacién por extensién/afinidad FLAGS (Immunex Corp, Seattle
WA). La inclusiéon de una secuencia conectora de escision tal como Factor Xa o enteroquinasa (Invitrogen, San
Diego CA) entre un dominio de purificacion y el péptido o polipéptido que comprende motivo para facilitar la
purificacién. Por ejemplo, un vector de expresiéon puede incluir una secuencia de acidos nucleicos que codifica
epitopos unidos a seis restos de histidina seguido de una tiorredoxina y un sitio de escisién de enteroquinasa (véase
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 escisién de enteroquinasa proporciona un
medio para purificar el epitopo del resto de la proteina de fusién. La tecnologia perteneciente a vectores que
codifican proteinas de fusion y la aplicacion de proteinas de fusion se describen bien en la bibliografia cientifica y de
patente, véase por ejemplo, Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12: 441-53.

Secuencias de control de transcripcién y traduccion

La invencién proporciona secuencias de acidos nucleicos (por ejemplo, ADN) de la invencién unidas de forma
operativa a secuencia o secuencias de control de expresion (por ejemplo, transcripcidon o traduccion), por ejemplo,
promotores o potenciadores, para dirigir 0 modular la sintesis/expresién del ARN. La secuencia de control de
expresion puede ser un vector de expresion. Algunos promotores bacterianos a modo de ejemplo incluyen lacl, lacZ,
T3, T7, gpt, lambda PR, PL y trp. Algunos promotores eucariotas a modo de ejemplo incluyen promotor inmediato
temprano de CMV, timidina quinasa de VHS, SV40 temprano y tardio, LTR de retrovirus, y metalotioneina | de ratén.

Algunos promotores adecuados para la expresion de un polipéptido en bacterias incluyen los promotores de lac o trp
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, los promotores de operones que codifican enzimas glicoliticas tales como 3-fosfoglicerato
quinasa (PGK), y el promotor de fosfatasa acida. Algunos promotores eucariotas incluyen el promotor temprano
inmediato de CMV, el promotor de timidina quinasa de VHS, promotores de choque térmico, el promotor SV40
temprano y tardio, LTR de retrovirus, y el promotor de metalotioneina | de ratén. También se pueden usar otros
promotores conocidos porque controlan la expresion de genes en células procariotas o eucariotas o sus virus.

Promotores Vegetales Especificos de Tejido

La invencién proporciona casetes de expresion que se pueden expresar de una manera especifica de tejido, por
ejemplo, que pueden expresar una pectato liasa de la invencion de una manera especifica de tejido. La invencién
también proporciona plantas o semillas que expresan una pectato liasa de la invencion de una manera especifica de
tejido. La especificidad de tejido puede ser especifica de semilla, especifica de tallo, especifica de hoja, especifica
de raiz, especifica de fruta y similares.

En un aspecto, un promotor constitutivo tal como el promotor CaMV 35S se puede usar para expresion en partes
especificas de la planta o semilla o por toda la planta. Por ejemplo, para sobreexpresion, se puede usar un
fragmento de promotor vegetal que dirigira la expresion de un acido nucleico en algunos o todos los tejidos de una
planta, por ejemplo, una planta regenerada. En el presente documento tales promotores se denominan promotores
"constitutivos" y son activos en la mayoria de las condiciones ambientales y estados de desarrollo o diferenciacién
celular. Algunos ejemplos de promotores constitutivos incluyen la region de inicio de la transcripcion del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) 35S, el promotor 1' 0 2' derivados de T-ADN de Agrobacterium tumefaciens, cualquier
otra region de inicio de la transcripcion de diversos genes vegetales conocidos por los expertos. Tales genes
incluyen, por ejemplo, ACT11 de Arabidopsis (Huang (1996) Plant Mol. Biol. 33: 125-139); Cat3 de Arabidopsis
(GenBank N° U43147, Zhong (1996) Mol. Gen. Genet. 251: 196-203); el gen que codifica la proteina desaturasa
vehiculo de estearoil-acilo de Brassica napus (Genbank N° X74782, Solocombe (1994) Plant Physiol. 104: 1167-
1176); GPc1 de maiz (GenBank N° X15596; Martinez (1989) J. Mol. Biol 208: 551-565); el Gpc2 de maiz (GenBank
N° U45855, Manjunath (1997) Plant Mol. Biol. 33: 97-112); promotores vegetales que se describen en los
documentos de Patente de Estados Unidos N°° 4.962.028; 5.633.440.

La invencion usa promotores especificos de tejido o constitutivos derivados de virus que pueden incluir, por ejemplo,
el promotor subgenoémico de tobamovirus (Kumagai (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 1679-1683; el virus
baciliforme del tungro del arroz (RTBV), que se replica solamente en células del floema en plantas de arroz
infectadas, con su promotor que dirige una fuerte expresién del gen indicador especifico del floema; el promotor del
virus del mosaico de la vena de la yuca (CVMV), con su actividad mas elevada en elementos vasculares, en células
del mesofilo de la hoja, y en puntas de las raices (Verdaguer (1996) Plant Mol. Biol. 31: 1129-1139).
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Como alternativa, el promotor vegetal puede dirigir la expresion del acido nucleico que expresa pectato liasa en un
tejido, 6rgano o tipos celulares especificos (es decir promotor especifico de tejidos) o de otro modo puede estar bajo
un control ambiental o de desarrollo mas preciso o bajo el control de un promotor inducible. Algunos ejemplos de
condiciones ambientales que pueden influir en la transcripciéon incluyen condiciones anaerobias, temperatura
elevada, la presencia de luz, o pulverizacién es con agentes quimicos/humanos. Por ejemplo, la invencion incorpora
el promotor inducible de la sequia del maiz (Busk (1997) mencionado anteriormente); el promotor del frio, sequia, y
alto contenido salino inducible de la patata (Kirch (1997) Plant Mol. Biol. 33: 897 909).

Los promotores especificos de tejido pueden estimular la transcripcién solamente dentro de un cierto marco de
tiempo de la etapa de desarrollo dentro de 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 conservada en la regiéon del promotor
del gen AP1 de identidad del meristemo floral de A. thaliana; y Mandel (1995) Plant Molecular Biology, Vol. 29, pp
995-1004, que describe el promotor del meristemo elF4. Se pueden usar promotores especificos de tejido que son
activos durante todo el ciclo de vida de un tejido particular. En un aspecto, los acidos nucleicos de la invencion se
unen de forma operativa a un promotor activo principalmente solo en células de fibra de algodén. En un aspecto, los
acidos nucleicos de la invencion segun en de forma operativa a un promotor activo principalmente durante las
etapas de elongacion de la célula de fibra de algodén, por ejemplo, como se describe en Rinehart (1996)
mencionado anteriormente. Los acidos nucleicos se pueden unir de forma operativa al promotor del gen FbI2A para
gue se expresen de forma preferente en células de fibra de algodén (En el mismo lugar). Véase también, John
(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5769-5773; John, et al., documentos de Patente de Estados Unidos 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 invencion. Algunos ejemplos de 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 invencién incluyen, por ejemplo, promotores especificos de 6vulo, especificos de
embrion, especificos de endospermo, especificos de integumento, especificos de revestimiento de semillas, o
algunas combinaciones de los mismos; un promotor especifico de hoja (véase, por ejemplo, Busk (1997) Plant J. 11:
1285 1295, que describe un promotor especifico de hoja en maiz); el promotor ORF13 de Agrobacterium rhizogenes
(que presenta una actividad elevada en raices, véase, por ejemplo, Hansen (1997) mencionado anteriormente); un
promotor especifico del polen de maiz (véase, por ejemplo, Guerrero (1990) Mol. Gen. Genet. 224; 161 168); se
puede usar un promotor del tomate activo durante la maduracion del fruto, senescencia y abscisicion de las hojas y,
en menor medida, de las flores (véase, por ejemplo, Blume (1997) Plant J. 12: 731 746); un promotor especifico de
pistilo 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 el tejido epidérmico de apices de raiz vegetativos y florales de alfalfa transgénica
convirtiéndole en una herramienta (til para dirigir la expresion de genes extrafios a la capa epidérmica de de lotes
fibras con crecimiento activo; el gen BEL1 especifico de 6vulo (véase, por ejemplo, Reiser (1995) Cell 83: 735-742,
GenBank N° U39944); y/o, el promotor en Klee, documento de Patente de Estados Unidos N° 5.589.583, que
describe una region promotora de planta que es capaz de transmitir niveles elevados de transcripcion en el tejido
meristematico y/o células que se dividen rapidamente.

Como alternativa, algunos promotores de plantas que son inducibles después de su exposicion a hormonas de
plantas, tales como auxinas, se usa para expresar los acidos nucleico de la invencién. Por ejemplo, la invencion
puede usar el fragmento del promotor E1 de elementos de respuesta a auxina (AuxREs) en la semilla de soja
(Glycine max L.) (Liu (1997) Plant Physiol. 115: 397-407); el promotor GST6 de Arabidopsis sensible a auxina
(también sensible al acido salicilico y al peréxido de hidrégeno) (Chen (1996) Plant J. 10: 955-966); el promotor parC
inducible por auxina del tabaco (Sakai (1996) 37: 906-913); un elemento de respuesta a biotina en plantas (Streit
(1997) Mol. Plant Microbe Interact. 10: 933-937); y, el promotor sensible al acido abscisico de la hormona del estrés
(Sheen (1996) Science 274: 1900-1902).

Los acidos nucleicos de la invencion también se pueden unir de forma operativa a promotores de plantas que son
inducibles después de su exposicién a reactivos quimicos que se pueden aplicar a la planta, tales como herbicidas o
antibidticos. Por ejemplo, se puede usar el promotor In2-2 del maiz, activado por protectores del herbicida de
bencenosulfonamida (De Veylder (1997) Plant Cell Physiol. 38: 568-577); la aplicacion de diferentes protectores de
herbicidas induce distintos patrones de expresion genética, incluyendo la expresién en la raiz, hidatodos, y en el
meristemo apical de la raiz. La secuencia de codificaciéon puede estar bajo el control de, por ejemplo, un promotor
inducible por tetraciclina, 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). Usando promotores inducidos de forma quimica
(por ejemplo, hormona o pesticida), es decir, promotor sensible a un agente quimico que se puede aplicar a la planta
transgénica en el campo, la expresion de un polipéptido de la invencion se puede inducir en una etapa del desarrollo
de la planta en particular. Por lo tanto, la invencion también proporciona plantas transgénicas que contienen un gen
inducible para polipéptidos de la invenciéon cuyo gama de hospedador es se limita a especies vegetales diana, tales
como maiz, arroz, cebada, trigo, patata u otros cultivos, inducible en cualquier etapa del desarrollo del cultivo.
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Un experto reconocera que un promotor vegetal especifico de tejido de dirigir la expresion de secuencias unidas de
forma operativa en tejidos distintos del tejido diana. Por lo tanto, un promotor especifico de tejido es uno que dirige la
expresion preferentemente en el tejido diana o tipo de célula, pero también puede conducir a una cierta expresion en
otros tejidos.

Los acidos nucleicos de la invencién también se pueden unir de forma operativa a promotores vegetales que son
inducibles después de su exposicion a reactivos quimicos. Estos reactivos incluyen, por ejemplo, herbicidas, auxinas
sintéticas, o antibidticos que se pueden aplicar, por ejemplo, pulverizar, en plantas transgénicos. La expresion
inducible de los acidos nucleicos que producen pectato liasa de la invencién permitira al cultivador seleccionar
plantas con la expresion y/o actividad de pectato liasa 6ptima. El desarrollo de partes de plantas se puede controlar
de este modo. Por lo tanto, la invencién proporciona los medios para facilitar la cosecha de plantas y partes de
plantas. Por ejemplo, en diversas realizaciones, se usa el promotor In2-2 del maiz, activado por protectores de
herbicidas de bencenosulfonamida (De Veylder (1997) Plant Cell Physiol. 38: 568-577); la aplicacion de diferentes
protectores de herbicidas induce distintos patrones de expresidon genética, incluyen la expresion en la raiz,
hidatodos, y en el meristemo apical de la raiz. Las secuencias de codificacion de la invencion también estan bajo el
control de un promotor inducible por tetraciclina, por ejemplo, como se describe con plantas de tabaco transgénica si
contienen el gen de la arginina descarboxilasa de la Avena sativa L. (avena) (Masgrau (1997) Plant J. 11: 465-473);
0, un elemento sensible al 4cido salicilico (Stange (1997) Plant J. 11: 1315-1324).

Si se desea una expresion apropiada del polipéptido, se deberia incluir una regién de poliadenilacion en el extremo
en la posicion 3' de la region de codificacién. La region de poliadenilacion se puede derivar del gen natural, a partir
de una diversidad de otros genes vegetales, o de genes en el T-ADN de Agrobacterial.

Vectores de expresion y vehiculos de clonacion

La invencion proporciona vectores de expresién y vehiculos de clonacion que comprenden acidos nucleicos de la
invencioén, por ejemplo, secuencias que codifican las pectato liasas de la invencién. Los vectores de expresion y
vehiculos de clonacion de la invencién pueden comprender particulas virales, baculovirus, fago, plasmidos,
fagémidos, césmidos, fésmidos, cromosomas artificiales bacterianos, ADN viral (por ejemplo, vaccinia, adenovirus,
virus de la viruela aviar, pseudorrabia y derivados de SV40), cromosomas artificiales basados en P1, plasmidos de
levadura, cromosomas artificiales de levadura, y cualquier otro vector especifico de hospedadores especificos de
interés (tales como Bacillus, Aspergillus y levadura). Algunos vectores de invencion pueden incluir secuencias de
ADN cromosémico, no cromosoémico y sintético. Los expertos de la materia conocen grandes nimeros de vectores
adecuados, y estan disponibles en el mercado. Algunos vectores a modo de ejemplo incluyen: bacterianos: vectores
pQE (Qiagen), plasmidos pBluescript, vectores pNH, (vectores lambda-ZAP (Stratagene); ptrc99a, pKK223-3,
pDR540, pRIT2T (Pharmacia); Eucariotas: pXT1l, pSG5 (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40
(Pharmacia). Sin embargo, se puede usar cualquier otro plasmido u otro vector siempre y cuando se puedan replicar
y sean viables en el hospedador. Con la presente invencién se pueden usar vectores con nimero de copias bajo o
namero de copias elevado.

El vector de expresion puede comprender un promotor, un sitio de unién a ribosoma para inicio de la traduccion y un
terminado de la transcripcion. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para la amplificacion de la
expresion. Algunos vectores de expresion de mamiferos pueden comprender un origen de replicacion, si fuera
necesario sitios de unién ribosomas, un sitio de poliadenilacién, sitios donantes y aceptores de corte y empalme,
secuencias de terminacion de la transcripcion, y secuencias no transcritas de flanqueo en la posicién 5'. En algunos
aspectos, las secuencias de ADN derivadas de los sitios de corte y empalme y poliadenilacion de SV40 se pueden
usar para proporcionar los elementos genéticos no transcritos necesarios.

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

Los vectores para expresion del polipéptido o fragmento del mismo en células eucariotas también pueden contener
potenciadores para aumentar los niveles de expresién. Algunos potenciales son elementos de ADN de actuacién cis,
normalmente de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 300 pb de longitud que actdan sobre un promotor para
aumentar su transcripcion. Los ejemplos incluyen el potenciador SV40 en el lado tardio del origen de replicacion de
100 pb a 270 pb, el potenciador del promotor temprano del citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado
tardio del origen de replicacion, y los potenciales de adenovirus.

Una secuencia de acidos nucleicos se puede insertar en un vector mediante una diversidad de procedimientos. En
general, la secuencia se liga con la posicion deseada en el vector después de 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 diversidad de técnicas de clonacidn, por ejemplo, como se describe
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en Ausubel y Sambrook. Se considera que tales procedimientos y otros estan dentro del alcance de los expertos en
la materia.

El Héctor puede estar en forma de un plasmido, una particula viral, o un fago. Otros vectores incluyen secuencias de
ADN cromosomico, no cromosomico y sintético, derivados de SV40; plasmidos bacterianos, ADN de fagos,
baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, ADN viral
tal como vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar, y pseudorrabia. Una diversidad de vectores de clonacion y
expresion para uso con hospedadores procariotas y eucariotas se describen, por ejemplo, en Sambrook.

Algunos vectores bacterianos en particular que se pueden usar incluyen los plasmidos disponibles en el mercado
gue comprenden elementos genéticos del vector de clonacidon 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 pCM7. Algunos vectores eucariotas en particular incluyen
pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, y pSVL (Pharmacia). Sin embargo, se puede
usar cualquier otro vector siempre y cuando se pueda replicar y sea viable en la célula hospedadora.

Los acidos nucleicos de la invencion se pueden expresar en casetes de expresion, vectores 0 virus y se pueden
expresar de forma transitoria o estable en células vegetales y semillas. Un sistema de expresion transitorio a modo
de ejemplo la sistemas de expresion episomales, por ejemplo, ARN viral del virus del mosaico de la coliflor (CaMV)
generado en el ndcleo por transcripcion de un minicromosoma episomal que contiene ADN superenrollado, véase,
por ejemplo, Covey (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1633-1637. Como alternativa, se pueden insertar
secuencias de codificacion, es decir, todos o subfragmentos de secuencias de la invencién en un genoma de célula
hospedadora vegetal que se convierte en parte integral del ADN cromosomico del hospedador. Los transcritos
sentido o antisentido se pueden expresar de esta manera. Un vector que comprende las secuencias (por ejemplo,
promotores o regiones de codificacion) de acidos nucleicos de la invencion puede comprender un gen marcador que
confiere un fenotipo seleccionable en una célula vegetal o una semilla. Por ejemplo, el marcador puede codificar
resistencia a biocidas, en particular resistencia a antibiticos, tal como resistencia a la kanamicina, G418,
bleomicina, higromicina, o resistencia a herbicidas, tal como resistencia a clorosulfurén o Basta.

En la técnica se conocen bien algunos vectores de expresion capaces de expresar acidos nucleicos y proteinas en
plantas, 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), luz del mosaico dorado 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 de transposicion Ac/Ds del maiz
(véase, por ejemplo, Rubin (1997) Mol. Cell. Biol. 17: 6294-6302; Kunze (1996) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 204:
161-194), y el elemento de transposicion 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 permitir que se mantenga en
dos organismos, por ejemplo en células de mamifero o de insecto para expresién y en un hospedador procariota
para clonacion y amplificacién. Ademas, para lectores de expresion de integracion, el vector de expresién puede
contener al menos una secuencia homéloga con el genoma de la célula hospedadora. Puede contener dos
secuencias homélogas que flanquean el constructo de expresion. El director de integracion se puede dirigir a un
locus especifico en la célula hospedadora por seleccidn de la secuencia homéloga apropiada para inclusion en el
vector. Los constructos para vectores de integracion se conocen bien en la técnica.

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

Células hospedadoras y células transformadas

La invencién también proporciona una célula transformada que comprende secuencias de acidos nucleicos de la
invencioén, por ejemplo, una secuencia que codifica un pectato liasa de la invencion, o un vector de la invencion. La
célula hospedadora puede ser cualquiera de las células hospedadoras familiares para los expertos en la materia,
qgue incluyen células procariotas, células eucariotas, tales como células bacterianas, célula fungicas, células de
levadura, células de mamifero, células de insecto, o células vegetales. Algunas células bacterianas a modo de
ejemplo incluyen E. coli, Streptomyces, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium y diversas especies
dentro de los géneros Bacillus, Streptomyces, y Staphylococcus. Algunas células de insecto a modo de ejemplo
incluyen S2 de Drosophila y Sf9 de Spodoptera. Algunas células de levadura a modo de ejemplo incluyen Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisiae 0 Schizosaccharomyces pombe. Algunas células animales a modo de ejemplo
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incluyen CHO, COS o melanoma de Bowes o cualquier linea celular de raton o humana. La seleccién de un
hospedador apropiado esta dentro de las capacidades de los expertos en la materia. Algunas técnicas para
transformar una gran diversidad de especies de plantas superiores se conocen bien y se describen en la bibliografia
técnica y cientifica. Véase, por ejemplo, Weising (1988) Ann. Rev. Genet. 22: 421-477, documento de Patente de
Estados Unidos N° 5.750,870.

El vector se puede introducir en las células hospedadoras usando cualquiera de una diversidad de técnicas, que
incluyen transformacion, transfeccion, transduccion, infeccién viral, pistolas genéticas, o transferencia de genes
mediada por Ti. Algunos métodos en particular incluyen transfeccion con fosfato célcico, transfeccion mediada con
DEAE-Dextrano, lipofeccidn, o electroporacién (Davis, L., Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecular Biology,
(1986)).

En un aspecto, los acidos nucleicos o vectores de la invencién se introducen en la células a la identificacion
sistematica, de este modo, los acidos nucleicos entran en las células de una manera adecuada para expresion
posterior del &cido nucleico. El método de introduccion va dictado en gran medida por el tipo de célula a la que se
dirige. Algunos métodos a modo de ejemplo incluyen precipitacién con CaPOy, fusién de liposomas, lipofeccion (por
ejemplo, LIPOFECTIN™), electroporacién, infeccion viral, etc. Los acidos nucleicos candidatos se pueden integrar
de forma estable en el genoma de la célula hospedadora (por ejemplo, con introduccién retroviral) o pueden existir
de forma transitoria o de forma estable en el citoplasma (es decir a través del uso de plasmidos tradicionales,
usando secuencias reguladoras convencionales, marcadores de seleccion, etc.). Dado que muchas identificaciones
sistematicas farmacéuticamente importantes requieren dianas celulares humanas o de mamifero modelo, son
preferentes los vectores retrovirales capaces de transfectar tales dianas.

Cuando sea apropiado, las células hospedadoras modificadas por ingenieria se pueden cultivar en medios nutrientes
convencionales modificados cuando sea apropiado para activacion de promotores, selecciéon de transformantes o
amplificaciéon de los genes de la invencién. Después de la transformacion de una cepa hospedadora adecuada y
crecimiento de la cepa hospedadora hasta una densidad celular apropiada, el promotor seleccionado se puede
inducir mediante medios apropiados (por ejemplo, desplazamiento de temperatura o induccioén quimica) y las células
se pueden cultivar durante un periodo adicional para permitir que produzcan el polipéptido o fragmento del mismo
deseados.

Algunas células se pueden cosechar por centrifugacion, interrumpir mediante medios fisicos o quimicos, y el extracto
en bruto resultante se mantiene para purificacion adicional. Algunas células victorianas usadas para expresion de
proteinas se pueden interrumpir mediante cualquier método conveniente, que incluye ciclo de congelacion-
descongelacién, sonicacion, interrupcion mecanica, o uso de agentes de lisado celular. Tales métodos son bien
conocidos por los expertos en la materia. El polipéptido expresado o fragmento del mismo se puede recuperar y
purificar a partir de cultivos de células recombinantes mediante métodos que incluyen precipitacién con sulfato de
amonio o etanol, extraccién con acido, cromatografia de intercambio aniénico o cati6nico, cromatografia con
fosfocelulosa, cromatografia por interaccion hidréfoba, cromatografia por afinidad, cromatografia con hidroxilapatito y
cromatografia con lectina. Se pueden usar etapas de replegamiento de proteinas, cuando sea necesario, para
completar la configuracion del polipéptido. Si se desea, se puede usar cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) para las etapas de purificacion final.

También se pueden usar diversos sistemas de cultivo de células de mamifero para expresar proteina recombinante.
Algunos ejemplos de sistemas de expresion de mamifero incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos de rifion de
mono y otras lineas celulares capaces de expresar proteinas a partir de un vector compatible, tal como las lineas
celulares C127, 3T3, CHO, HeLa y BHK.

Los constructos en las células hospedadoras se pueden usar de manera convencional para producir el producto
genético codificado por la secuencia recombinante. Dependiendo del hospedador usado en un procedimiento de
produccién recombinante, los polipéptidos producidos por las células hospedadoras que contienen el vector pueden
estar glicosilados o pueden estar no glicosilados. Los polipéptidos de la invencion también pueden incluir o no un
resto inicial del aminoacido metionina.

También se pueden usar sistemas de traduccion libres de células para producir un polipéptido de la invencion.
Algunos sistemas de traduccion libres de células pueden usar ARNm transcritos a partir de un constructor de ADN
que comprende promotor unido de forma operativa a un acido nucleico que codifica el polipéptido o fragmentos del
mismo. En algunos aspectos, el constructo de ADN se puede linealizar antes de la realizacion de una reaccion de
transcripcion in vitro. A continuacion, el ARNm transcritos se incuba 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 expresién pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables para proporcionar un

rasgo fenotipico para seleccion de células hospedadoras transformadas tales como dihidrofolato reductasa o
resistencia a neomicina para cultivo celular eucariota, o tal como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.
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Amplificacion de Acidos Nucleicos

En la préactica de la invencidn, los acidos nucleicos de la invencion que codifican las pectato liasas de la invencién, o
acidos nucleicos modificados de la invencion, se pueden reproducir mediante amplificacion. La amplificacion también
se puede usar para clonar a modificar los acidos de de la invencién. Por lo tanto, la divulgaciéon proporciona
secuencias cebadoras de amplificacién para amplificar acidos nucleico de la invencién. Un experto en la materia
puede disefiar secuencias cebadoras de amplificacién para cualquier parte o la longitud completa de estas
secuencias. Un &cido nucleico se puede amplificar mediante un par cebador como se establecen mediante
aproximadamente los primeros (la posicion 5 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 restos de un &cido nucleico
de la divulgacién, y aproximadamente los primeros (la posicién 5" 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 restos
de la hebra complementaria (por ejemplo, de la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 7, SEC ID Ne°:
9, SEC ID N°: 11, SEC ID N°: 13, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 23, SEC
ID N°: 25, SEC ID N°: 27, SEC ID N°: 29, SEC ID N°: 31, SEC ID N°: 33, SEC ID N°: 35, SEC ID N°: 37, SEC ID N°:
39, SEC ID N° 41, SEC ID N°: 43, SEC ID N°: 45, SEC ID N°: 47, SEC ID N°: 49, SEC ID N°: 51, SEC ID N°: 53,
SEC ID N°: 55, SEC ID N°: 57, SEC ID N°: 59, SEC ID N°: 61, SEC ID N°: 63, SEC ID N°: 65, SEC ID N°: 67, SEC ID
N°: 69, SEC ID N°: 71, SEC ID N°: 73, SEC ID N°: 75, SEC ID N°: 77, SEC ID N°: 79, SEC ID N°: 81, SEC ID N°: 83,
SEC ID N°: 85, SEC ID N°: 87, SEC ID N°: 89, SEC ID N°: 91, SEC ID N°: 93, SEC ID N°: 95, SEC ID N°: 97, SEC ID
N°: 99, SEC ID N°: 101, SEC ID N°: 103, SEC ID N°: 105, SEC ID N°: 107, SEC ID N°: 109, SEC ID N°: 111, SEC ID
N°: 113, SEC ID N°: 115, SEC ID N°: 117, SEC ID N°: 119, SEC ID N°: 121, SEC ID N°: 123, SEC ID N°: 125, SEC
ID N°: 127, SEC ID N°: 129, SEC ID N°: 131, SEC ID N°: 133).

También se pueden usar reacciones de amplificacion para cuantificar la cantidad de acido nucleico en una muestra
(tal como la cantidad de mensaje en una muestra de célula), marcar el acido nucleico (por ejemplo, para aplicarlo a
una matriz o una transferencia), detectar el acido nucleico, o cuantificar la cantidad de un acido nucleico especifico
en una muestra. Se puede amplificar el mensaje aislado a partir de una célula o una biblioteca de ADNCc.

El experto en la materia puede seleccionar y disefiar cebadores de amplificaciéon de oligonucleétidos adecuados. En
la técnica también se conocen algunos métodos de amplificacion, e incluyen, por ejemplo, reaccién en cadena de la
polimerasa, PCR (véase, 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 ligasa (LCR) (véase, por ejemplo, Wu (1989) Genomics 4: 560; Landegren (1988) Science 241: 1077,
Barringer (1990) Gene 89:117); amplificacion de la transcripcion (véase, por ejemplo, Kwoh (1989) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86: 1173); y, replicaciéon de secuencias autosostenida (véase, por ejemplo, Guatelli (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87: 1874); amplificacion de la Q Beta replicasa (véase, por ejemplo, Smith (1997) J. Clin. Microbiol.
35: 1477-1491), ensayo de amplificacion automatizada de la Q-beta replicasa (véase, por ejemplo, Burg (1996) Mol.
Cell. Probes 10: 257-271) otras técnicas mediadas por la ARN polimerasa (por ejemplo, NASBA, Cangene,
Mississauga, Ontario); véase también Berger (1987) Methods Enzymol. 152: 307-316; Sambrook; Ausubel; Patentes
de Estados Unidos N° 4.683.195 y 4.683.202; Sooknanan (1995) Biotechnology 13: 563-564.

Determinacion del grado de identidad de secuencias

La invencion proporciona acidos nucleicos que comprenden secuencias que tienen una identidad de secuencia de al
menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 0 mas, o completa (100 %) con la SEC ID
N°: 77 y acidos nucleicos que codifican la SEC ID N°: 78, sobre una regién de al menos aproximadamente 950,
1000, 1050, 1100, 1150 o mas, restos. La invenciéon proporciona polipéptidos que comprenden secuencias que
tienen una identidad de secuencia de al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o
mas, o completa (100 %) con un polipéptido a modo de ejemplo de la invencién. El alcance de la identidad de la
secuencia (homologia) se puede determinar usando cualquier programa informatico y parametros asociados, que
incluyen los que se describen en el presente documento, tal como BLAST 2.2.2, o FASTA version 3.0t78, con los
parametros por defecto.

Algunas secuencias homoélogas también incluyen secuencias de ARN en las que las uridinas sustituyen a las timinas
en las secuencias de acidos nucleicos. Las secuencias homélogas se pueden obtener usando cualquiera de los
procedimientos que se describen en el presente documento o pueden resultar de la correccién de un error de
secuenciacion. Se observara que las secuencias de acidos nucleicos como se establece en el presente documento
se pueden representar en el formato de caracteres individuales tradicional (véase, por ejemplo, Stryer, Lubert.
Biochemistry, 32 Ed., W. H Freeman & Co., New York) o bien cualquier otro formato que registre la identidad de los
nucledtidos en una secuencia.

En el presente documento se usan diversos programas de comparacion de secuencias identificados. Las
identidades (homologias) de las secuencias de proteinas y/o acidos nucleicos se pueden evaluar usando cualquiera
de la diversidad de algoritmos de comparacion de secuencias y programas conocidos en la técnica. Tales algoritmos
y programas incluyen, pero no se limitan 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).
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La homologia o identidad se pueden medir usando software de analisis de secuencia (por ejemplo, el Paquete de
Software de Analisis de Secuencias del Grupo de Informatica Genética, Centro de Biotecnologia de la Universidad
de Wisconsin, 1710 University Avenue, Madison, WI 53705). Tal software empareja secuencias similares mediante
la asignacion de grados de homologia a diversas supresiones, instituciones y otras modificaciones. Los términos
"homologia" e "identidad" en el contexto de dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos, se refieren a
dos 0 mas secuencias o0 subsecuencias que son las mismas o tienen un porcentaje de restos de aminoacidos
polinucleétidos especificado que son los mismos cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima
sobre una ventana de comparacion por region designada como se mide usando cualquier nimero de algoritmos de
comparacion de secuencias mediante alineacién manual e inspeccion visual. Para comparacion de secuencias, una
secuencia puede actuar como una secuencia de referencia, por ejemplo, una secuencia de la invencion, 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 designan las coordenadas de la subsecuencia, si fuera
necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencias. Se pueden usar parametros del
programa por defecto, o parametros alternativos. El algoritmo de comparacién de secuencias calcula a continuacion
el porcentaje de identidades de secuencias para las secuencias de ensayo con respecto a la secuencia de
referencia, basandose en los parametros del programa.

Una "ventana de comparacion”, como se usa en el presente documento, incluye referencia a un segmento de uno
cualquiera de los nimeros de restos contiguos. Por ejemplo, los restos contiguos que varian en cualquier parte de
20 a la longitud completa de una secuencia de polipéptidos o acidos nucleicos a modo de ejemplo de la invencion se
comparan con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas después de haber alineado
las dos secuencias de forma optima. Si la secuencia de referencia tiene el requisito de identidad de secuencia con
una secuencia de polipéptidos o acidos nucleicos a modo de ejemplo de la invencién, por ejemplo, una identidad
secuencia de un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 0 superior con una secuencia de la
invencion, esa secuencia esta dentro del alcance de la invencion. En realizaciones alternativas, las subsecuencias
que varian de aproximadamente 20 a 600, de aproximadamente 50 a 200, y de aproximadamente 100 a 150 se
comparan con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas después de haber alineado
las dos secuencias de forma 6ptima. En la técnica se conocen bien algunos métodos para alineacion de secuencias
para comparacion. La alineaciéon de secuencias Optima para comparacion se puede realizar, por ejemplo, mediante
el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482, 1981, mediante el algoritmo de
alineacion de homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443, 1970, mediante la busqueda del método de
similitud de Person y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, 1988, mediante implementaciones
computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de Software de Genética de
Wisconsin, Grupo de Informatica Genética, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineacién manual e
inspeccion visual. Otros algoritmos para determinar la homologia o identidad incluyen, por ejemplo, ademas de un
programa BLAST (Herramienta de BUsqueda de Alineacién Local Basica en el Centro Nacional para Informacion
Biologica), ALIGN, AMAS (Andlisis de Mltiples Secuencias Alineadas), AMPS (Alineacion de Mdltiples Secuencias
de Proteinas), ASSET (Herramienta de Evaluacién Estadistica de Segmentos Alineados), BANDS, BESTSCOR,
BIOSCAN (Nodo de Analisis Comparativo de Secuencias Bioldgicas), BLIMPS (Buscador BLocks IMProved),
FASTA, Intervals & Points, BMB, CLUSTAL V, CLUSTAL W, CONSENSUS, LCONSENSUS, WCONSENSUS,
Smith-Waterman algorithm, algoritmo DARWIN Las Vegas, FNAT (Herramienta de Alineacion Forzada de
Nucleétidos), Framealign, Framesearch, DYNAMIC, FILTER, FSAP (Paquete de Andlisis de Secuencias de
Fristensky), GAP (Programa de Alineacion Global), GENAL, GIBBS, GenQuest, ISSC (Comparaciéon Sensible de
Secuencias), LALIGN (Alineacion de Secuencia Local), LCP (Programa de Contenido Local), MACAW (Mesa de
Laboratorio de Construccion de Alineaciones multiples y Andlisis), MAP (Programa de Alineacion Midltiple), MBLKP,
MBLKN, PIMA (Alineacion Multi-secuencia Inducida por Patron), SAGA (Alineacion de Secuencias mediante
Algoritmo Genético) y WHAT-IF. Tales programas de alineaciéon también se pueden usar para identificar
sistematicamente bases de datos del genoma para identificar secuencias de polinucleétidos que tienen secuencias
basicamente idénticas. Una serie de bases de datos del genoma estan disponibles, por ejemplo, una parte basica
del genoma humano esta disponible como parte del Proyecto de Secuenciacion del Genoma Humano (Gibbs, 1995).
Se han secuenciado varios genomas, 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 realizado progresos significativos en la
secuenciacion de los genomas de organismos modelo, tales como ratén, C. elegans, y Arabadopsis sp. Las bases
de datos que contienen informacién gendmica anotada con alguna informacién funcional se mantienen mediante
diferente organizacion, y se puede acceder a ellas a través de internet.

Los algoritmos BLAST, BLAST 2.0 y BLAST 2.2.2 también se usan para poner en practica la invencion. Estos se
describen, por ejemplo, en Altschul (1977) Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402; Altschul (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-
410. El software para realizar andlisis BLAST esta disponible al publico a través del Centro Nacional para
Informacion de Biotecnologia. Este algoritmo implica primero la identificacion de pares de secuencias con alta
puntuacion (HSP) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que se
empareja 0 satisface alguna puntuacién de umbral con valor positivo T cuando se alinea con una palabra de la
misma longitud en una secuencia de bases de datos. T se refiere al umbral de puntuacién de la palabra vecina
(Altschul (1990) mencionado anteriormente). Estos aciertos en la palabra vecina inicial actian como semillas para
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iniciar busquedas para encontrar HSP de mayor longitud que las contienen. Estos aciertos de palabras se extienden
en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tan lejos como se pueda aumentar la puntuacién de alineacién
acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan usando secuencias de nucleétidos, los parametros M
(puntuacion de recompensa para un par de restos coincidentes; siempre >0). Para secuencias de aminoéacidos, se
usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuacion acumulativa. La extension de los aciertos de palabra en
cada direccion se detienen cuando: la puntuacion de la alineacién acumulativa disminuye en la cantidad X desde su
valor maximo conseguido; la puntuaciéon acumulativa va a cero o inferior, debido a la acumulacién de una o mas
alineaciones de restos de puntuacidn negativa; se alcanza o el extremo de cualquier secuencia. Los parametros del
algoritmo BLAST, W, T, y X, determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para
secuencias de nucleédtidos) usa como defectos una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M = 5,
N = -4 y una comparacion de ambas hebras. Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa como
defectos una longitud de palabra de 3, y expectativas (E) de 10, y la matriz de puntuacion de BLOSUM62 (véase
Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M =
5, N = -4, y una comparacion de ambas hebras. El algoritmo BLAST también realiza un andlisis estadistico de la
similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873).
Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad es una mas pequefa (P(N)),
que proporciona una indicacion de la probabilidad mediante la que se podria producir un emparejamiento entre dos
secuencias de nucleétidos o aminoacidos por casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una
secuencia de referencias si la probabilidad es una mas pequefia en una comparacién del acido nucleico de ensayo
con el &acido nucleico de referencia es inferior a aproximadamente 0,2, mas preferentemente inferior a
aproximadamente 0,01, y lo mas preferentemente inferior aproximadamente 0,001. En un aspecto, las homologia es
de las secuencias de proteinas y acidos nucleicos se evalGan usando la Herramienta de Busqueda de Alineacién
Local Basica ("BLAST"). Por ejemplo, se pueden usar cinco programas BLAST especificos para realizar la siguiente
tarea: (1) BLASTP y BLAST3 comparan una secuencia de consulta de aminoacidos frente a una base de datos de
secuencias de proteinas; (2) BLASTN compara una secuencia de consulta de nucleétidos frente a una base de
datos de secuencias de nucledtidos; (3) BLASTX compara los productos de traducciéon conceptual de seis marcos de
una secuencia de nucleétidos de consulta (ambas hebras) frente a una base de datos de secuencias de proteinas;
(4) TBLASTN compara una secuencia de proteinas de consulta frente a una base de datos de secuencias de
nucleétidos traducida en los seis marcos de lectura (ambas hebras); y, (5) TBLASTX compara las traducciones de
los seis marcos de una secuencia de consulta de nucledtidos frente a las traducciones de los seis marcos de una
base de datos de secuencias de nucleotidos. Los programas BLAST identifican secuencias homdélogas mediante la
identificacion de segmentos similares, que en el presente documento se denominan " pares de segmentos de
puntuacién elevada", entre una secuencia de consulta de aminoacidos o acidos nucleicos y una secuencia de
ensayo que se obtiene preferentemente a partir de una base de datos de secuencias de proteinas o de acidos
nucleicos. Los pares de segmentos de puntuacion elevada se identifican preferentemente (es decir, se alinean) por
medio de una matriz de puntuacién, de las cuales se conocen muchas en la técnica. Preferentemente la matriz de
puntuacién usada es la matriz BLOSUM62 (Gonnet et al., Science 256: 1443-1445, 1992; Henikoff y Henikoff,
Proteins 17: 49-61, 1993). Menos preferentemente, 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).

Para determinar si un acido nucleico tiene la identidad de secuencias necesaria para estar dentro del alcance de la
invencion, se usa al programa NCBI BLAST 2.2.2, opciones por defecto a blastp. Existen aproximadamente 38
opciones de ajuste en el programa BLAST 2.2.2. En este ejemplo, se usan todos los valores por defecto excepto
para el ajuste de filtro por defecto (es decir, todos los parametros se ajustan por defecto excepto el filtro que se
ajusta en OFF); en su lugar se usa un ajuste "-F F", que desactiva el filtro. El uso del filtro por defecto a menudo da
como resultado violaciones de Karlin-Altschul debido a la longitud corta de la secuencia.

Los valores por efecto usados en este aspecto de la invencién a modo de ejemplo incluyen:

"Filtro para complejidad baja: ON
Tamaiio de Palabra: 3

Matriz: Blosum62

Costes de Huecos: Existencia: 11
Extension:1"

Otros ajustes por defecto pueden ser: filtro para baja complejidad OFF, tamafio de palabra de 3 para proteina, matriz
BLOSUM®62, penalizacién por existencia de huecos de -11 y una penalizacion de extension de huecos de -1. Un
ajuste del programa NCBI BLAST 2.2.2 a modo de ejemplo tiene la opcidn por defecto "-W" en 0. Esto significa que,
sino se realiza al ajuste, el tamafio de palabra tiene un defecto de 3 para proteinas y de 11 para nucleétidos.

Sistemas informaticos y productos de programas informéaticos

Para determinar e identificar identidades de secuencias, homologias estructurales, motivos y similares hechos

mediante simulaciébn computacional, la secuencia de la invencién se puede almacenar, registrar, y manipular en

cualquier medio que se pueda leer y al que se pueda acceder mediante un ordenador. Por consiguiente,
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ordenadores, sistemas informaticos, medios de lectura en ordenador, productos de programas informaticos y
similares pueden tener registradas o almacenadas en los mismos las secuencias de acidos nucleicos y polipéptidos
de la invencién. Como se usa en el presente documento, los términos "registrado” y "almacenado” se refieren a un
proceso para almacenar informaciéon en un medio informatico. Un experto en la materia puede adoptar facilmente
cualquier método conocido para registrar informacién en un medio de lectura en ordenador para generar
preparaciones que comprenden una o mas de las secuencias de acidos nucleicos y/o polipéptidos de la invencion.

Un medio de lectura en ordenador puede tener registrado en el mismo al menos una secuencia de acidos nucleicos
ylo polipéptidos de la invencion. Algunos medios de lectura en ordenador incluyen medios de lectura por via
magnética, medios de lectura por via éptica, medios de lectura por via electronica y medios magnéticos/épticos. Por
ejemplo, los medios de lectura por ordenador pueden ser un disco duro, un disquete, una cinta magnética, CD-ROM,
Disco Versatil Digital (DVD), Memoria de Acceso Aleatorio (RAM), o Memoria de Solo Lectura (ROM) asi como otros
tipos u otros medios conocidos por los expertos en la materia.

Un sistema 100 a modo de ejemplo, que almacena y manipulan las secuencias y la informacién de las secuencias
que se describen en el presente documento, se ilustra en forma de diagrama del bloque en la Figura 1. Como se usa
en el presente documento, "sistema informatico" se refiere a los componentes del hardware, componentes del
software, y componentes de almacenamiento de datos usados para analizar una secuencia de nucleétidos o
polipéptidos de la invencion. El sistema informatico 100 puede incluir un procesador para procesar, acceder y
manipular a los datos de la secuencia. El procesador 105 puede ser cualquier tipo bien conocido de unidad de
procesamiento central, tal como, por ejemplo, el Pentium Il de Intel Corporation, o procesador similar de Sun,
Motorola, Compaq, AMD o International Business Machines. El sistema informatico 100 es un sistema con finalidad
general que comprende el procesador 105 y uno o mas componentes internos de almacenamiento de datos 110
para almacenamiento de datos, uno o mas dispositivos de recuperacién de datos para recuperar los datos
almacenados en los componentes de almacenamiento de datos. Un experto en la materia puede observar facilmente
que son adecuados uno cualquiera de los sistemas informaticos disponibles en la actualidad.

En un aspecto, el sistema informatico 100 incluye un procesador 105 conectado a un puerto que se conecta a una
memoria principal 115 (preferentemente implementada como RAM) uno o mas dispositivos internos de
almacenamiento de datos 110, tales como un disco duro y/o otros medios de lectura en ordenador que tienen datos
registrados en los mismos. El sistema informatico 100 puede incluir adicionalmente uno o mas dispositivo de
recuperacion de datos 118 para la lectura de los datos almacenados en el dispositivo interno de almacenamiento de
datos 110. El dispositivo de recuperacién de datos 118 de representar, por ejemplo, una unidad de disquete, una
unidad de disco compacto, una unidad de cinta magnética, 0 un médem capaz de conexion a un sistema remoto de
almacenamiento de datos (por ejemplo, a través de internet) etc. En algunas realizaciones, el dispositivo de
almacenamiento de datos interno 110 es un medio de lectura en ordenador extraible tal como un disquete, un disco
compacto, una cinta magnética, etc. que contiene légica de control y/o datos registrados en el mismo. El sistema
informatico 100 puede incluir de forma ventajosa o se puede programar mediante un software apropiado para la
lectura de la légica de control y/o los datos desde el componente de almacenamiento de datos una vez insertado en
el dispositivo de recuperacion de datos. El sistema informatico 100 incluyen una pantalla 120 que se usa para
presentar la salida a un usuario del ordenador. También se deberia indicar que el sistema informatico 100 se puede
unir a otros sistemas informaticos 125a-c en una red o red de area amplia para proporcionar acceso centralizado el
sistema informatico 100. El software para acceder y procesar las secuencias de nucleétidos o de aminoéacidos de la
invencion puede residir en la memoria principal 115 durante la ejecucion. En algunos aspectos, el sistema
informatico 100 puede comprender adicionalmente un algoritmo de comparacién de secuencias para comparar las
secuencias de acidos nucleicos de la invencién. El algoritmo y la secuencia o secuencias se pueden almacenar en
un medio de lectura en ordenador. Un "algoritmo de comparacion de secuencias" se refiere a uno o0 mas programas
gue se implementan (de forma local o de forma remota) en el sistema informatico 100 para comparar una secuencia
de nucledtidos con otras secuencias de nucleétidos y/o compuestos almacenados dentro de un medio de
almacenamiento de datos. Por ejemplo, el algoritmo de comparacion de secuencias puede comparar las secuencias
de nucledtidos de la invencion almacenadas en un medio de lectura en ordenador con secuencias de referencia
almacenadas en un medio de lectura en ordenador para identificar homologia es 0 motivos estructurales.

Los parametros usados con los algoritmos mencionados anteriormente se pueden adaptar dependiendo de la
longitud de la secuencia y el grado de homologia estudiados. En algunos aspectos, los parametros pueden ser los
parametros por defecto usados por los algoritmos paren ausencia de instrucciones del usuario. La Figura 2 es un
diagrama de flujo que ilustra un aspecto de un proceso 200 para comparar una nueva secuencia de nucledtidos de
proteinas con una base de datos de secuencias para 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
almacenara dentro del sistema informatico 100, o una base de datos publica tal como GENBANK que esta
disponible a través de Internet. El proceso 200 comienza en un estado de partida 201 y a continuacion se mueve
hasta un estado 202 en el que la nueva secuencia a comparar se almacena en una memoria en sistema informatico
100. Como se ha analizado anteriormente, la memoria podria ser cualquier tipo de memoria, incluyendo RAM o un
dispositivo de almacenamiento interno. El proceso 200 a continuacién se mueve hasta un estado 204 en el que se
abre una base de datos de secuencias para analisis y comparacién. A continuacion, el proceso 200 se mueve hasta
un estado 206 en el que la primera secuencia almacenada en la base de datos se lee en una memoria en el
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ordenador. A continuacién se realiza una comparacion en un estado 210 para determinar si la primera secuencia es
la misma que la segunda secuencia. Es importante indicar que esta etapa no se limita a la realizacién de una
comparacién exacta entre la nueva secuencia y la primera secuencia en la base de datos. Los expertos en la
materia conocen algunos métodos bien conocidos para comparar dos secuencias de nucleétidos o de proteinas,
incluso si no son idénticas. Por ejemplo, se pueden introducir huecos en una secuencia para aumentar el nivel de
homologia entre las dos secuencias sometidas a ensayo. Los parametros que controlan si los huecos de otras
caracteristicas se introducen en una secuencia durante la comparacion se introducen de forma normal por el usuario
del sistema informéatico. Una vez que se ha realizado una comparacion de las dos secuencias en el estado 210, se
realiz6 una determinaciéon en el estado de decisién 210 si las dos secuencias son las mismas. Por supuesto, el
término "mismas" no se limita a secuencias que son absolutamente idénticas. Algunas secuencias que estan dentro
de los parametros de homologia introducidos por el usuario se marcaran como "mismas" en el proceso 200. Si se
realiza una determinacion de que dos secuencias son las mismas, el proceso 200 se mueve a un estado 214 en el
gque se presenta al usuario del nombre de la secuencia de la base de datos. Este estado notifica al usuario que la
secuencia con el nombre presentado satisface las restricciones de homologia que se introdujeron. Una vez que se
presenta al usuario el nombre de la secuencia almacenada, el proceso 200 se mueve hasta un estado de decision
218 en el que se realiza una determinacion de si existen mas secuencias en la base de datos. Si no existen mas
secuencias en la base de datos, entonces el proceso 200 termina en un estado final 220. Sin embargo, si existen
mas secuencias en la base de datos, entonces el proceso 200 se mueve hasta un estado 224 en el que un puntero
se mueve hasta la siguiente secuencia en la base de datos de modo que se puede comparar con la nueva
secuencia. Este modo, la nueva secuencia se alinea y se compara con cada secuencia de la base de datos. Se
deberia indicar que si se habia realizado una determinacion en el estado de decision 212 de que las secuencias
veran homologas, entonces el proceso 200 se moveria inmediatamente al estado de decision 218 para determinar si
cualquier otra secuencia estaba disponible en la base de datos para comparaciéon. Un sistema informatico puede
comprender un procesador, un dispositivo de almacenamiento de datos que tiene almacenados en el mismo
secuencias de acidos nucleicos de la invencion y un comprador de secuencias para realizar la comparacion. El
comparador de secuencias puede indicar un nivel de homologia entre las secuencias comparadas o identificar
motivos estructurales, o puede identificar motivos estructurales en secuencias que se comparan con estos codigos
de acidos nucleicos y codigos de polipéptidos. La Figura 3 es un diagrama de flujo que ilustra una realizaciéon de un
proceso 250 en un ordenador para determinar si las secuencias homaélogas. El proceso 250 comienza en un estado
de inicio 252 y a continuacion se mueve hasta un estado 254 en el que se almacena una primera secuencia a
comparar con una memoria. La segunda secuencia a compararse almacenada continuacién en una memaoria en un
estado 256. El proceso 250 se mueve a continuacion hasta un estado 260 en el que el primer caracter en la primera
secuencia se lee y a continuacion hasta 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 de nucleétidos, entonces el caracter seria normalmente
cualquiera de A, T, C, G o U. Si la secuencia es una secuencia de proteinas, entonces puede ser codigo de
aminoacidos de una sola letra de modo que la primera y segunda secuencias se pueden comparar facilmente. A
continuacion se realiza una determinacion en un estado de decisidon 264 sobre si los dos caracteres son los mismos.
Si son los mismos, entonces el proceso 250 se mueve hasta un estado 268 en el que se leen los siguientes
caracteres en la primera y segunda secuencias. A continuacion se realizd la determinacion de si los siguientes
caracteres son los mismos. Si lo son, entonces el proceso 250 continGa este bucle hasta que dos caracteres no son
los mismos. Si se realiza una determinacién de que los siguientes dos caracteres no son los mismos, el proceso 250
se mueve hasta un estado de decisién 274 para determinar si existe algin caracter mas en cualquier secuencia
paralela. Si no hay ningln caracter mas para leer, entonces el proceso 250 se mueve hasta un estado 276 en el que
el nivel de homologia entre la primera y segunda secuencias se presenta al usuario. El nivel de homologia se
determina calculando la proporcidn de caracteres entre las secuencias que eran las mismas sobre el nimero total de
secuencias en la primera secuencia. Por lo tanto, si cada caracter en la primera secuencia de 100 nucleétidos se
alinea con cada caracter en una segunda secuencia, el nivel de homologia seria de un 100 %.

Como alternativa, el programa informatico puede comparar una secuencia de referencia con una secuencia de la
invencion para determinar si las secuencias difieren en una o mas posiciones. Del programa puede registrar la
longitud de identidad de los restos de nucledtidos o aminoacidos insertados, suprimidos o sustituidos con respecto a
la secuencia de cualquiera de la referencia o la invencién. El programa informatico puede ser un programa que
determinan si una secuencia de referencia contiene polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) con respecto a una
secuencia de la invencion, o, si una secuencia de la invenciéon comprende un SNP de una secuencia conocida. Por
lo tanto, en algunos aspectos, el programa informatico es un programa que identifica los SNP. El método se puede
implementar mediante los sistemas informaticos que se han descrito anteriormente y el método ilustrado en la Figura
3. El método se puede realizar mediante la lectura de una secuencia de la invencion y las secuencias de referencia a
través del uso del programa informatico y la identificacién de diferencias con el programa informatico.

El sistema basado en ordenador puede comprender un identificador para identificar caracteristicas dentro de un
acido nucleico o polipéptido de la invencion. Un "identificador" se refiere a uno o mas programas que identifican
ciertas caracteristicas dentro de secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo, un identificado puede comprender un
programa que identifica un marco de lectura abierto (ORF) en secuencias de acidos nucleicos. La Figura 4 es un
diagrama de flujo que ilustra un aspecto de un proceso identificador 300 para detectar la presencia de una
caracteristica en una secuencia. El proceso 300 comienza en un estado de partida 302 y a continuacion se mueve
hasta un estado 304 en el que una primera secuencia que se va a comprobar para caracteristicas se almacena en la
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memoria 115 en el sistema informatico 100. El proceso 300 a continuacion se mueve hasta un estado 306 en el que
se abre una base de datos de caracteristicas de secuencia. Tal base de datos incluiria una lista de cada uno de los
atributos de las caracteristicas un todo con el nombre de la caracteristica. Por ejemplo, un nombre de caracteristica
podria ser "Codén de Inicio" y el atributo seria "ATG". Otro ejemplo seria el nombre de la caracteristica "Caja
TAATAA" y el atributo de la caracteristica seria "TAATAA". Un ejemplo de tal base de datos se produce en el Grupo
de Informatica Genética de la Universidad de Wisconsin. Como alternativa, las caracteristicas pueden ser motivos de
polipéptidos estructurales tales como hélices alfa, laminas beta, o motivos de polipéptidos funcionales tales como
sitios activos enzimaticos, motivos de hélice-giro-hélice u otros motivos conocidos por los expertos en la materia.
Una vez que la base de datos de caracteristicas se abre en el estado 306, el proceso 300 se mueve hasta un estado
308 en el que la primera caracteristica se lee desde la base de datos. A continuacién se realiz6 una comparacion del
atributo de la primera caracteristica con la primera secuencia en un estado 310. A continuacién se realiza una
determinaciéon en un estado de decision 316 sobre si el atributo de la caracteristica se encontré en la primera
secuencia. Si el atributo se encontrd, entonces el proceso 300 se mueve hasta un estado 318 en el que en nombre
de la sacristia encontrada se presenta al usuario. El proceso 300 se mueve a continuacion hasta un estado de
decision 320 en el que se realiz6 una determinacion de si existen caracteristicas que se mueven 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 leen las siguientes caracteristicas de la
secuencia en un estado 326 y hace un bucle de nuevo hasta el estado 310 en el que el atributo de la siguiente
caracteristica se compara frente a la primera secuencia. Si el atributo de la caracteristica no se encuentra en la
primera secuencia en el estado de decision 316, el proceso 300 se mueve directamente al estado de decisién 320
para determinar si existe cualquier caracteristica mas en la base de datos. Por lo tanto, en un aspecto, la invencion
proporciona un programa informatico identifica marcos de lectura abiertos (ORF).

Una secuencia de polipéptidos o de acidos nucleicos de la invencidon se pueden almacenar y manipular en una
diversidad de programas procesadores de datos en una diversidad de formatos. Por ejemplo, una secuencia se
puede almacenar como texto en un archivo de procesamiento de palabras, tal como MicrosoftWORD o
WORDPERFECT o0 como un archivo ASCII en una diversidad de programas de bases de datos familiares para los
expertos en la materia, tales como DB2, SYBASE, u ORACLE. Ademas, se pueden usar muchos programas
informaticos y bases de datos como algoritmos de comparacion de secuencias, identificadores, o fuentes de
secuencias de nucledtidos o secuencias de polipéptidos de referencia para su comparacion con las secuencias de
acidos nucleicos de la invencion. Los programas y las bases de datos usados para poner en préctica la invencién
incluyen, pero no se limitan a: MacPattern (EMBL), DiscoveryBase (Molecular Applications Group), GeneMine
(Molecular Applications Group), Look (Molecular Applications Group), MacLook (Molecular Applications Group),
BLAST y BLAST2 (NCBI), BLASTN y BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403, 1990), FASTA (Pearson 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 I, (Molecular Simulations Inc.), Discover (Molecular
Simulations Inc.), CHARMm (Molecular Simulations Inc.), Felix (Molecular Simulations Inc.), DelPhi, (Molecular
Simulations Inc.), QuanteMM, (Molecular Simulations Inc.), Homology (Molecular Simulations Inc.), Modeler
(Molecular Simulations Inc.), ISIS (Molecular Simulations Inc.), Quanta/Protein Design (Molecular Simulations Inc.),
WebLab (Molecular Simulations Inc.), WebLab Diversity Explorer (Molecular Simulations Inc.), Gene Explorer
(Molecular Simulations Inc.), SeqFold (Molecular Simulations Inc.), la base de datos de MDL Available Chemicals
Directory, la base de datos de MDL Drug Data Report, la base de datos de Comprehensive Medicinal Chemistry, la
base de datos del indice de Farmacos Mundiales de Derwent, la base de datos de BioByteMasterFile, la base de
datos de Genbank, y la base de datos de the Gensegn. Otros muchos programas y bases de datos serian evidentes
para un experto en la materia dada la presente divulgacion.

Algunos motivos que se pueden detectar usando los programas mencionados anteriormente incluyen secuencias
que codifican cremalleras de leucina, motivos de hélice-giro-hélice, sitios de glicosilacién, sitios de ubiquitinacion,
hélices alfa, y laminas beta, secuencias sefialan que codifican péptidos sefial que dirigen la secrecién de las
proteinas codificadas, secuencias implicadas en la regulacién de la transcripcion tales como homeocajas, tramos
acidos, sitios activos enziméaticos, sitios de union a sustrato, sitios de escision enzimatica.

Hibridacién de acidos nucleicos

La invencion proporciona acidos nucleicos aislados o recombinantes que se inhibian en condiciones rigurosas con
una secuencia de la invencién o un acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencion.

Las condiciones rigurosas pueden ser condiciones altamente rigurosas, condiciones de rigurosidad media y/o
condiciones de rigurosidad baja, que incluyen las condiciones de rigurosidad elevada y reducida que se describen en
el presente documento. Puede ser la rigurosidad de las condiciones de lavado lo que establece las condiciones que
determinan si un acido nucleico esta dentro del alcance de la invenciéon, como se analiza a continuacion.

Los acidos nucleicos como se definen por su capacidad para hibridarse en condiciones de rigurosidad pueden tener
una longitud de aproximadamente cinco restos y la longitud completa del acido nucleico de la invencion; por ejemplo,
pueden tener una longitud de 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, 0 mas restos. También se incluyen
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acidos nucleicos mas cortos que los de la longitud completa. Estos acidos nucleicos pueden ser Utiles, por ejemplo,
como sondas de hibridacién, sondas de marcado, sondas de oligonuclettidos para PCR, ARNi, antisentido o
secuencias que codifican péptidos de union a anticuerpo (epitopos), motivos, sitios activos y similares.

Los acidos nucleico se pueden definir por su capacidad para hibridarse en condiciones que comprenden rigurosidad
elevada de formamida aproximadamente al 50 % a aproximadamente de 37 °C a 42 °C, o mediante su capacidad
para hibridarse en condiciones que comprenden rigurosidad reducida de formamida de aproximadamente un 35 % a
un 25 % a aproximadamente de 30 °C a 35 °C.

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

Después de la hibridacion con el filtro se puede lavar con 6X SSC, SDS al 0,5 % a 50 °C. Se considera que estas
condiciones son condiciones "moderadas” de formamida por encima de un 25 % y condiciones "bajas" de formamida
por debajo de un 25 %. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacion "moderadas" es cuando la hibridacion
mencionada anteriormente se realiza en formamida al 30 %. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacion de
"rigurosidad baja" es cuando la hibridacién anterior se realiza en formamida al 10 %.

El intervalo de temperatura que corresponde a un nivel de rigurosidad en particular se puede estrechar
adicionalmente mediante el calculo de la proporcién de purina a pirimidina del acido nucleico de interés y ajustando
la temperatura en consecuencia. Los acidos nucleicos de la invencion también se definen por su capacidad para
hibridarse en condiciones de rigurosidad elevada, media, y baja como se establece en Ausubel y Sambrook. En la
técnica se conocen bien algunas variaciones de los intervalos y condiciones mencionados anteriormente. A
continuacion se analizan adicionalmente condiciones de hibridacion.

El procedimiento anterior se puede modificar para identificar acidos nucleicos que tienen disminucién de los niveles
de homologia con la secuencia de la sonda. Por ejemplo, para obtener acidos nucleicos con disminucion de la
homologia con la sonda detectable, se pueden usar condiciones menos rigurosas. Por ejemplo, la temperatura de
hibridacion puede disminuir en incrementos de 5 °C de 68 °C a 42 °C en un tampoén de hibridacion que tiene una
concentracion de Na' de aproximadamente 1 M. Después de la hibridacién, el filtro se puede lavar con 2X SSC, SDS
al 0,5 % a la temperatura de hibridacién. Se considera que estas condiciones son condiciones "moderadas" por
encima de 50 °C y condiciones "bajas" por debajo de 50 °C. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacion de
"rigurosidad moderada” es cuando la hibridacién mencionada anteriormente se realiza a 55 °C. Un ejemplo
especifico de condiciones de hibridacion de "rigurosidad baja" es cuando la hibridacion mencionada anteriormente
se realiza a 45 °C.

Como alternativa, la hibridacién se puede realizar en tampones, tales como 6X SSC, que contienen formamida a una
temperatura de 42 °C. En este caso, la concentracion de formamida en el tampdn de hibridacion se puede reducir en
incrementos de un 5 % desde un 50 % a un 0 % para identificar planes que tienen disminucion de los niveles de
homologia con la sonda. Después de la hibridacion, el filtro se puede lavar con 6X SSC, SDS al 0,5 % a 50 °C. Se
considera que estas condiciones son condiciones "moderadas" por encima de un 25 % de formamida y condiciones
"bajas" por debajo de un 25 % de formamida. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacién de "rigurosidad
moderada" es cuando la hibridacién mencionada anteriormente se realiza en formamida al 30 %. Un ejemplo
especifico de condiciones de hibridacion de "rigurosidad baja" esconde la hibridacién mencionada anteriormente se
realiza en formamida al 10 %.

Sin embargo, la seleccién de un formato de hibridacién no es critica — lo es la rigurosidad de las condiciones de
lavado que establecen las condiciones que determinan si un acido nucleico esta dentro del alcance de la invencion.
Las condiciones de lavado usadas para identificar acidos nucleicos dentro del alcance de la invencién incluyen, por
ejemplo: una concentracion de sal de aproximadamente 0,02 molar a pH 7 y una temperatura de al menos
aproximadamente 50 °C o de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 60 °C; o, una concentracion de sal de
aproximadamente NaCl 0,15 M a 72 °C durante aproximadamente 15 minutos; o, una concentracion de sal de
aproximadamente 0,2X SSC a una temperatura de al menos aproximadamente 50 °C o de aproximadamente 55 °C
a aproximadamente 60 °C durante aproximadamente 15 a aproximadamente 20 minutos; o, el complejo de
hibridacion se lava dos veces con una soluciéon con una concentracién de sal de aproximadamente 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 % a 68 °C durante 15 minutos; o, condiciones equivalentes. Véase Sambrook, Tijssen
y Ausubel para una descripcion de tamp6én de SSC y condiciones equivalentes.

Estos métodos se pueden usar para aislar los acidos nucleicos de la invencion.

Sondas de oligonucleétidos y métodos para su uso
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La invencion también proporciona sondas de acido nucleico que se pueden usar, por ejemplo, para identificar a
filoséficos que codifican un polipéptido con una actividad de pectato liasa o fragmentos del mismo o para identificar
genes de pectato liasa. La sonda comprende al menos de 60 a 100 o de 60 a 150 bases consecutivas de una
secuencia como se establece en un acido nucleico de la invencion. Las sondas identifican un acido nucleico
mediante union y/o hibridacién. Las sondas se pueden usar en matrices, véase el andlisis que sigue a continuacion,
que incluyen, por ejemplo, matrices capilares. Las sondas de la invencion también se pueden usar para aislar otros
acidos nucleicos o polipéptidos.

Las sondas de la invencion se pueden usar para determinar si una muestra biolégica, tal como una muestra de
suelo, contiene un organismo que tiene secuencia de acidos nucleicos de la invencién o un organismo a partir del
gue se obtuvo el acido nucleico. En tales procedimientos, se obtiene una muestra biolégica que alberga
potencialmente al organismo a partir del que se aisl6 el acido nucleico y los acidos nucleicos se obtienen a partir de
la muestra. Los acidos nucleicos se ponen en contacto con la sonda en condiciones que permiten que la sonda se y
hibride de forma especifica con cualquier secuencia complementaria presente en la muestra. Cuando sea necesario,
las condiciones que permiten que la sonda se hibride de forma especifica con secuencias complementarias se
puede determinar colocando la sonda en contacto con secuencias complementarias a partir de muestras conocidas
porque contienen la secuencia complementaria, asi como secuencias de control que no contienen la secuencia
complementaria. Algunas condiciones de hibridacién, tales como la concentracion de sal del tampén de hibridacion,
la concentracion de formamida del tampdn de hibridacion, o la temperatura de hibridacion, se pueden variar a
identificar condiciones que permitan que la sonda se hibride de forma especifica con &acidos nucleicos
complementarios (véase el andlisis sobre condiciones de hibridacion especificas).

Si la muestra contiene el organismo a partir del que se aisl6 el acido nucleico, entonces se detecta una hibridacion
especifica de la sonda. La hibridacién se puede detectar marcando la sonda con un agente detectable tal como un
isétopo radiactivo, un colorante fluorescente o una enzima capaz de catalizar la formacion de un producto
detectable. Muchos métodos para el uso de la sondas marcadas para detectar la presencia de acidos nucleicos
complementarios en una muestra son familiares para los expertos en la materia. Estos incluyen Transferencias de
Southern, Transferencias de Northern, procedimientos de hibridacién de colonias, y transferencias puntuales.
Algunos protocolos para cada uno de estos procedimientos se proporcionan en Ausubel y Sambrook.

Como alternativa, se puede usar mas de una sonda (al menos una de las cuales es capaz de hibridarse de forma
especifica con cualquier secuencia complementaria que esté presente en la muestra de acido nucleico), may en una
reaccion de amplificacion para determinar si la muestra contiene un organismo que contiene secuencias de acidos
nucleicos de la invencién (por ejemplo, un organismo a partir del que se aisl6 el acido nucleico). En un aspecto, las
sondas comprenden oligonucleétidos. En un aspecto, la reaccidon de amplificacion puede comprender una reaccién
de PCR. Algunos protocolos de PCR se describen en Ausubel y Sambrook (véase el analisis sobre reacciones de
amplificacion). En tales procedimientos, los acidos nucleicos en la muestra se ponen en contacto con las sondas, se
realiza la reaccion de amplificacion, y se detecta cualquier producto de amplificacion resultante. El producto de
amplificacion se puede detectar realizando electroforesis en gel en dos productos de reaccion y tifiendo el gel con un
intercalador tal como bromuro de etidio. Como alternativa, una 0 mas de las sondas se pueden marcar con un
is6topo radiactivo y la presencia de un producto de amplificacion radiactivo se puede detectar mediante
autorradiografia después de electroforesis en gel.

Algunas sondas derivadas de secuencias cerca de los extremos en las posiciones 3' 0 5' de las secuencias de
acidos nucleicos de la invencion también se pueden usar en procedimientos de avance de cromosomas para
identificar clones que contienen secuencias gendmicas, por ejemplo, adicionales. Tales métodos permiten el
aislamiento de genes que codifican proteinas de interés adicionales del organismo hospedador.

En un aspecto, las secuencias de acidos nucleicos de la invencién se usan como sondas para identificar y aislar
acidos nucleicos relacionados. En algunos aspectos, los acidos nucleicos relacionados identificados de este modo
pueden ser ADNc o ADN gendmicos de organismos distintos del que se aislé primero el acido nucleico de la
invencion. En tales procedimientos, una muestra de acido nucleico se pone en contacto con la sonda en condiciones
gue permiten que la sonda se hibride de forma especifica con secuencias relacionadas. La hibridacion de la sonda
con acidos nucleicos a partir del organismo relacionado se detecta a continuacion usando cualquiera de los métodos
gue se han descrito anteriormente.

En las reacciones de hibridacion de acidos nucleicos, las condiciones usadas para conseguir un nivel de rigurosidad
en particular pueden variar, dependiendo de la naturaleza de los acidos nucleicos que se estan irrigando. Por
ejemplo, la longitud, grado de complementariedad, composicion de la secuencia de nucleétidos (por ejemplo,
contenido de GC con respecto al de AT), y tipo de acido nucleico (por ejemplo, ARN con respecto a ADN) de las
regiones de hibridacion de los acidos nucleicos se pueden considerar en la seleccion de las condiciones de
hibridacién. Una consideracion adicional es si uno de los acidos nucleicos estd inmovilizado, por ejemplo, en un
filtro. La hibridacién se puede realizar en condiciones de rigurosidad baja, rigurosidad moderada o rigurosidad
elevada. Como un ejemplo de hibridacién de acidos nucleicos, en primer lugar una membrana de polimero que
contiene acidos nucleicos desnaturalizados inmovilizados se hibrida previamente durante 30 minutos a 45 °C en una
solucion que consiste en NaCl 0,9 M, NaH,PO4 50 mM, pH 7,0, Na;EDTA 5,0 mM, SDS al 0,5 %, 10X de solucion de
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Denhardt, y 0,5 mg/ml de acido poliriboadenilico. A continuacion se puede afiadir a la solucién aproximadamente 2 X
10’ cpm (actividad especifica de 4-9 X 10® cpm/ug) de sonda de oligonucleétido marcado en su extremo con *p.
Después de 12-16 horas de incubacién, la membrana se lava durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA) en
1X SET (NaCl 150 mM, clorhidrato de Tris 20 mM, pH 7,8 Na;EDTA, 1 mM) que contiene SDS al 0,5 %, seguido de
un lavado de 30 minutos en 1X SET recién preparado a Tf-10 °C para la sonda de oligonucleétido. A continuacion, la
membrana se expone a una pelicula auto-radiografica para la deteccién de sefiales de hibridacion.

Variando la rigurosidad de las condiciones de hibridacion usadas para identificar acidos nucleicos, tales como ADNc
o ADN gendmico, que se hibridan con la sonda detectable, se pueden identificar y aislar acidos nucleicos que tienen
diferentes niveles de homologia con la sonda. La rigurosidad se puede variar mediante la realizacion de la
hibridaciéon a temperaturas variables por debajo de las temperaturas de fusiéon de las sondas. La temperatura de
fusién, Tf, es la temperatura (bajo una fuerza iénica y pH definidos) a la que un 50 % de la secuencia diana se
hibrida con una sonda perfectamente complementaria. Las condiciones muy rigurosas se seleccionan para que sean
iguales o a aproximadamente 5 °C menores que la Tf para una sonda en particular. La temperatura de fusion de la
sonda se puede calcular usando las siguientes formulas a modo de ejemplo. Para las sondas entre 14 y 70
nucleétidos de longitud, la temperatura de fusién (Tf) se calcula usando la férmula: Tf = 81,5 + 16,6(log [Na']) +
0,41(fracciéon de G+C) - (600/N) en la que N es la longitud de la sonda. Si la hibridacién se realiza en una solucién
que contiene formamida, la temperatura de fusién se cree calcular usando la ecuacién: Tm = 81,5 + 16,6(log [Na']) +
0,41(fraccién de G+C) - (formamida al 0,63 %) - (600/N) en la que N es la longitud de la sonda. La hibridacion previa
se puede realizar en 6X SSC, 5X reactivo de Denhardt, SDS al 0,5 %, 100 pg de ADN de esperma de salmén
fragmentado y desnaturalizado o 6X SSC, 5X reactivo de Denhardt, SDS al 0,5 %, 100 pg de ADN de esperma de
salmon fragmentado y desnaturalizado, formamida al 50 %. Algunas férmulas para SSC y reactivo de Denhardt y
otras soluciones se enumeran, por ejemplo, en Sambrook.

La hibridacién se realiza mediante la adicion de la sonda detectable a las soluciones de hibridaciéon previa
enumeradas anteriormente. Cuando la sonda comprende ADN bicatenario, se desnaturaliza antes de la adicion de la
solucion de hibridacion. El filtro se pone en contacto con la solucién de hibridacién durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir que la sonda se hibride con los ADNc o ADN gendémicos que contienen secuencias
complementarias con los mismos u homoélogas a los mismos. Para sondas con una longitud superior a
200 nucledtidos, la hibridacion se puede realizar a 15-25 °C por debajo de la Tf. Para sondas mas cortas, tales como
sondas de oligonucledtidos, la hibridacion se puede realizar a 5-10 °C por debajo de la Tf. En un aspecto, las
hibridaciones en 6X SSC se realizan a aproximadamente 68 °C. En un aspecto, las hibridaciones en soluciones que
contienen formamida al 50 % se realizan a aproximadamente 42 °C. Se consideraria que todas las hibridaciones
mencionadas anteriormente estan en condiciones de rigurosidad elevada.

Después de la hibridacion, el filtro se lava para retirar cualquier sonda detectable unidad de forma no especifica. La
rigurosidad usada para lavar los filtros también puede variar dependiendo de la naturaleza de los acidos nucleicos
gue se estan hibridando, la longitud de los &acidos nucleicos que se estan hibridando, el grado de
complementariedad, la composicién de la secuencia de nucleétidos (por ejemplo, contenido de GC con respecto al
de AT), y el tipo de acido nucleico (por ejemplo, ARN con respecto al ADN). Algunos ejemplos de lavados en
condiciones de rigurosidad progresivamente mas elevada son los que siguen a continuacion: 2X SSC, SDS al 0,1 %
a temperatura ambiente durante 15 minutos (rigurosidad baja); 0,1X SSC, SDS al 0,5 % a temperatura ambiente de
30 minutos a 1 hora (rigurosidad moderada); 0,1X SSC, SDS al 0,5 % de 15 a 30 minutos entre la temperatura de
hibridacién y 68 °C (rigurosidad elevada); y NaCl 0,15 M de 15 minutos a 72 °C (rigurosidad ni elevada). Se puede
realizar un lavado final de rigurosidad baja en 0,1X SSC a temperatura ambiente. Los ejemplos mencionados
anteriormente son simplemente ilustrativos de un conjunto de condiciones que se pueden usar para lavar los filtros.
Un experto en la materia conoceria que existen numerosas formulas para diferentes lavados con rigurosidad.

Los acidos nucleicos que se han hibridado con la sonda se pueden identificar mediante autorradiografia u otras
técnicas convencionales. El procedimiento mencionado anteriormente se puede modificar para identificar acidos
nucleicos que tienen una disminucion de los niveles de homologia con la secuencia de la sonda. Por ejemplo, para
obtener &cidos nucleicos de disminucién de la homologia con la sonda detectable, se pueden usar condiciones
menos rigurosas. Por ejemplo, la temperatura de hibridacion puede disminuir en incrementos de 5 °C de 68 °C a
42 °C en un tampén de hibridacién que tiene una concentracién de Na™ de aproximadamente 1 M. Después de la
hibridacioén, el filtro se puede lavar con 2X SSC, SDS al 0,5 % a la temperatura de hibridacién. Se considera que
estas condiciones son condiciones "moderadas” por encima de 50 °C y condiciones "bajas" por debajo de 50 °C. Un
ejemplo de condiciones de hibridaciéon "de rigurosidad moderada" es cuando la hibridacién mencionada
anteriormente se realiza a 55 °C. Un ejemplo de condiciones de hibridacién de " rigurosidad baja" es cuando la
hibridacion mencionada anteriormente se realiza a 45 °C.

Como alternativa, la hibridacién se puede realizar en tampones, tales como 6X SSC, que contiene formamida a una
temperatura de 42 °C. En este caso, la concentracion de formamida en el tampén de hibridacion se puede reducir en
incrementos de un 5 % desde un 50 % a un 0 % para identificar clones que tienen una disminucién de los niveles de
homologia con la sonda. Después de la hibridacion, el filtro se puede lavar con 6X SSC, SDS al 0,5 % a 50 °C. Se
considera que estas condiciones son condiciones "moderadas” por encima de un 25 % de formamida y condiciones
"bajas" por debajo de un 25 % de formamida. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacién "moderada” es
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cuando la hibridacién mencionada anteriormente se realiza en un 30 % de formamida. Un ejemplo especifico de
condiciones de hibridacion de "rigurosidad baja" es cuando la hibridacion mencionada anteriormente se realiza en un
10 % de formamida.

Estas sondas y métodos descritos se pueden usar para aislar acidos nucleicos que tienen una secuencia con una
homologia de al menos aproximadamente un 99 %, 98 %, 97 %, al menos un 95 %, al menos un 90 %, al menos un
85 %, al menos un 80 %, al menos un 75 %, al menos un 70 %, al menos un 65 %, al menos un 60 %, al menos un
55 %, o al menos un 50 % con las secuencias de acidos nucleicos de la invencién que comprenden al menos
aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950, 1000, o mas bases consecutivas de los mismos, y las secuencias complementarias a las
mismas. La homologia se puede medir usando un algoritmo de alineacién, como se analiza en el presente
documento. Por ejemplo, los polinucleétidos homélogos pueden tener una secuencia de codificacion que es una
variante alélica de origen natural de una de las secuencias de codificacion que se describen en el presente
documento. Tales variantes alélicas pueden tener una sustitucion, supresion o adicion de uno o mas nucleétidos
cuando se comparan con un acido nucleico de la invencion.

Ademas, las sondas y métodos se pueden usar para aislar acidos nucleicos que codifican polipéptidos que tienen
una identidad de secuencia (homologia) de al menos aproximadamente un 99 %, al menos un 95 %, al menos un 90
%, al menos un 85 %, al menos un 80 %, al menos un 75 %, al menos un 70 %, al menos un 65 %, al menos un 60
%, al menos un 55 %, o al menos un 50 % con un polipéptido de la invencién que comprende al menos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150 aminoéacidos consecutivos, como se determina usando un algoritmo de alineacién
de secuencias (por ejemplo, tal como el algoritmo de la version 3,0t78 de FASTA con los parametros por defecto, o
un programa BLAST 2.2.2 con ajustes a modo de ejemplo como se establece en el presente documento).

Inhibicién de la Expresion de Pectato liasa

La invencién proporciona acidos nucleicos complementarios con (por ejemplo, secuencias antisentido para) las
secuencias de acidos nucleicos de la invencion. Las secuencias antisentido son capaces de inhibir el transporte,
corte y empalme o transcripcion de genes que codifican pectato liasa. La inhibicion se puede realizar a través de la
direccion del ADN genémico o del ARN mensajero. La transcripcion o funcion del acido nucleico al que se dirige se
puede inhibir, por ejemplo, mediante hibridacién y/o escisiéon. Un conjunto de inhibidores particularmente util
proporcionado incluye oligonucleétidos que son capaces de unirse a genes de pectato liasa o de realizar mensajes,
en cualquier caso previniendo o inhibiendo la produccién o la funcién de pectato liasa. La asociacion se puede
realizar a través de hibridacién especifica de secuencias. Otra clase de inhibidores (tiles incluye oligonucle6tidos
que causan la inactivacion o escision de mensajes de pectato liasa. El oligonucleétido puede tener una actividad
enzimatica que causa tal escision, tal como ribozimas. El oligonucleétido se puede modificar quimicamente o
conjugar con una enzima o composicion capaz de escindir el acido nucleico complementario. Una combinacion de
muchos de tales oligonucleétidos diferentes se puede identificar sistematicamente para aquellos que tienen la
actividad deseada. Por lo tanto, la invencion proporciona diversas composiciones para inhibicion de la expresion de
pectato liasa en un acido nucleico y/o nivel de proteina, por ejemplo, antisentido, ARNi, y ribozimas que comprenden
secuencias de pectato liasa de la invencidn y los anticuerpos anti-pectato liasa que se describen en el presente
documento.

La inhibicion de la expresion de pectato liasa puede tener una diversidad de aplicaciones industriales. Por ejemplo,
la inhibicion de la expresion de pectato liasa puede ralentizar o prevenir el deterioro por "putrefaccion blanda". El
deterioro por "putrefaccién blanca" se produce cuando la pectina, un polisacarido estructural principal en la pared de
célula vegetal, se degrada de forma enzimatica. Esto puede conducir al deterioro, o putrefaccién, de frutas y
verduras. En un aspecto, el uso de composiciones de la invencién que inhiben la expresion y/o actividad de pectato
liasas, por ejemplo, anticuerpos, oligonucle6tidos antisentido, ribozimas y ARNi, se usan para ralentizar o prevenir el
deterioro por "putrefaccion blanda". Por lo tanto, algunos métodos y composiciones comprenden la aplicacion sobre
una planta o producto vegetal (por ejemplo, una fruta, semilla, raiz, hoja, etc.) de anticuerpos, oligonucle6tidos
antisentido, ribozimas y ARNi de la divulgacion para ralentizar o prevenir la descomposicion por "putrefacciéon
blanda". Estas composiciones también se pueden expresar por la planta (por ejemplo, una planta transgénica) u otro
organismo (por ejemplo, una bacteria u otro microorganismo transformado con un gen de pectato liasa de la
invencion).

La inhibicién de la expresion de pectato también puede prevenir o ralentizar el crecimiento normal del agente
patégeno Erysiphe cichoracearum del oidio. Esta resistencia al oidio representa una forma de resistencia a
enfermedades basada en la pérdida de un gen necesario durante una interaccion compatible en lugar de la
activacion de las rutas de defensa del hospedador conocidas. Véase, por ejemplo, Vogel (2002) Plant Cell 14: 2095-
2106. Por lo tanto, algunos métodos y composiciones comprenden la aplicacion en una planta o producto vegetal
(por ejemplo, una fruta, semilla, raiz, hoja, etc.) de anticuerpos, oligonucleétidos antisentido, ribozimas y ARNi de la
divulgacion para ralentizar o prevenir el crecimiento del patégeno del oidio.

Oligonucledtidos Antisentido
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La divulgacion proporciona oligonucleétidos antisentido capaces de unirse a mensajes de pectato liasa que pueden
inhibir la actividad politica mediante la direccion del ARNm. Algunas estrategias para disefiar oligonucle6tidos
antisentido se describen bien en la bibliografia cientifica y patente, y el experto en la materia puede disefiar tales
oligonucledtidos de pectato liasa usando los nuevos reactivos de la invencién. Por ejemplo, en la técnica se conocen
bien protocolos de avance genético / formacion de mapas de ARN para identificar sistematicamente oligonucle6tidos
antisentido eficaces, véase, por ejemplo, Ho (2000) Methods Enzymol. 314: 168-183, que describe un ensayo de
formacion de mapas de ARN, que se basa en técnicas moleculares convencionales para proporcionar un método
facil y de confianza para la seleccion de secuencias antisentido potentes. Véase también Smith (2000) Eur. J.
Pharm. Sci. 11: 191-198.

Los acidos nucleicos de origen natural se usan como oligonucledtidos antisentido. Dos oligonucleétidos antisentido
pueden tener cualquier longitud; por ejemplo, en aspectos alternativos, los oligonucleétidos antisentido tienen entre
aproximadamente 5 y 100, de aproximadamente 10 a 80, de aproximadamente 15 a 60, de aproximadamente 18 a
40. La longitud optima se puede determinar mediante identificacién sistematica de rutina. Los oligonucle6tidos
antisentido pueden estar presentes en cualquier concentracion. La concentracion Optima se puede determinar
mediante identificacién sistematica de rutina. Se conoce una amplia diversidad de nucleétidos de origen natural,
sintéticos y analogos de acidos nucleicos que pueden se pueden dirigir a este problema potencial. Por ejemplo, se
pueden usar estructuras principales no iénicas que contienen acidos nucleicos peptidicos (PNA), tales como
unidades de N-(2-aminoetil) glicina. También se pueden usar oligonucleétidos antisentido que tienen enlaces de
fosforotioato, como se describe en el documento WO 97/03211; documento WO 96/39154; Mata (1997) Toxicol Appl
Pharmacol 144: 189-197; Antisense Therapeutics, ed. Agrawal (Humana Press, Totowa, N.J., 1996). Algunos
oligonucledtidos antisentido que tienen analogos de estructura principal de ADN sintético proporcionados por la
invencion también pueden incluir &cidos nucleicos con fosforo-ditioato, metilfosfonato, fosforamidato, fosfotriéster de
alquilo, sulfamato, 3'-tioacetal, metilen(metilimino), 3'-N-carbamato, y carbamato de morfolino, como se ha descrito
anteriormente.

Se puede usar metodologia de quimica combinatoria para crear grandes nimeros de oligonucleétidos que se
pueden identificar sistematicamente de forma rapida para oligonucleétidos especificos que tienen afinidades de
unién y especificidades apropiadas hacia cualquier diana, tal como las secuencias sentido y antisentido de pectato
liasa de la invencion (véase, por ejemplo, Gold (1995) J. of Biol. Chem. 270: 13581-13584).

Ribozimas Inhibitorias

La divulgacién proporciona ribozimas capaces de unirse a mensaje de pectato liasa. Estas ribozimas pueden inhibir
la actividad de pectato liasa, por ejemplo, mediante direcciéon de ARNm. Algunas estrategias para disefiar ribozimas
y seleccionar la secuencia antisentido especifica de pectato para la direccion se describen bien en la bibliografia
cientifica y de patente, y el experto en la materia puede disefiar tales ribozimas usando los nuevos reactivos de la
invencion. Algunas ribozimas actian mediante la union a un ARN diana a través de de la parte de uniéon del ARN
diana de una ribozima que se mantiene en una proximidad cercana a una parte enzimatica del ARNcr escinde el
ARN diana. Por lo tanto, la ribozima reconoce y se une a un ARN diana a través de emparejamiento de bases
complementarias, y una vez unido el sitio correcto, actlia de forma enzimatica para escindir e inactivar el ARN diana.
La escision de un ARN diana de tal modo destruira su capacidad para dirigir la sintesis de una proteina codificada si
la escision se produce en la secuencia de codificacién. Después de que una ribozima se ha unido y escindido de su
diana de ARN, se puede liberar de ese ARN para unir y escindir nuevas dianas repetidamente.

En algunas circunstancias, la naturaleza enzimatica de una ribozima puede ser ventajosa sobre otras tecnologias,
tales como tecnologia antisentido (cuando una molécula de acido nucleico se une simplemente a una diana de acido
nucleico para bloquear su transcripcion, traduccién o asociacién con otra molécula) ya que la concentracion eficaz
de ribozima necesaria para realizar un tratamiento terapéutico puede ser inferior a la de un oligonucleétido
antisentido. Esta ventaja potencial refleja la capacidad de la ribozima para actuar de forma enzimatica. Por lo tanto,
una sola molécula de ribozima es capaz de escribir muchas moléculas de ARN diana. Ademas, una ribozima es por
lo general un inhibidor altamente especifico, con la especificidad e inician dependiendo no solamente del mecanismo
de unién de emparejamiento de bases, sino también del mecanismo mediante que la molécula inhibe la expresion
del ARN al que se une. Es decir, la inhibicion esta causada por la escision de la diana de ARN y por lo tanto la
especificidad se define como la proporcién de la tasa de escisién del ARN dirigido sobre la tasa de escision del ARN
no dirigido. Este mecanismo de escisiones depende de factores adicionales a los implicados en el emparejamiento
de bases. Por lo tanto, la especificidad de accion de una ribozima puede ser superior a la de la union de
oligonucleétido antisentido del mismo sitio de ARN.

La ribozima, por ejemplo, una molécula de ARN de ribozima enzimatica, se puede formar en un motivo de cabeza de
martillo, un motivo de horquilla, como un motivo del virus de la hepatitis delta, un motivo de intrén del grupo | y/o un
ARN de tipo RNasaP en asociacién con una secuencia guia de ARN. Algunos ejemplos de motivos de cabeza de
martillo se describen, por ejemplo, en Rossi (1992) Aids Research and Human Retroviruses 8: 183; motivos de
horquilla en Hampel (1989) Biochemistry 28: 4929, y Hampel (1990) Nuc. Acids Res. 18: 299; el motivo del virus de
la hepatitis delta en Perrotta (1992) Biochemistry 31: 16; el motivo de RNasaP en Guerrier-Takada (1983) Cell 35:
849; y el intrén del grupo | en la Patente de Estados Unidos N° 4.987.071 de Cech. La mencién de estos motivos
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especificos no pretende ser limitante. Los expertos en la materia reconoceran que una ribozima, por ejemplo, una
molécula de ARN enzimatico puede tener un sitio de unién a sustrato especifico complementario con una 0 mas que
en las regiones del ARN del gen diana. Una ribozima de la invenciéon puede tener una secuencia de nucleétidos
dentro o rodeando ese sitio de union a sustrato que transmite una actividad de escisién del ADN a la molécula.

ARN de interferencia (ARNi)

La divulgacién proporciona una molécula inhibitoria de ARN, una molécula denominada "ARNi", que comprende una
secuencia de pectato liasa de la invencion. La molécula de ARNi comprende una molécula de ARN bicatenario
(ARNdSs). EI ARNi puede inhibir la expresion de un gen de pectato liasa. En un aspecto, el ARNi tiene una longitud
de aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas nucle6tidos duplex. Aln que no esta limitado
mediante ningiin mecanismo de accion en particular, el ARNi puede entrar en una célula provocar la degradacion de
un ARN monocatenario (ARNss) de secuencia similares o idénticas, que incluyen ARNm endégenos. Cuando una
célula se expone a un ARN bicatenario (ARNds), el ARNm del gen homélogo se degrada de forma selectiva
mediante un proceso denominado interferencia de ARN (ARNi). Un posible mecanismo basico mas alla del ARNi es
la ruptura de un emparejamiento de ARN bicatenario (ARNds) de una secuencia de genes especificos en piezas
cortas denominadas ARNTr interferencia corto, que desencadena la degradacion del ARNm que empareja su
secuencia. En un aspecto, los ARNi se usan en terapia de silenciamiento genético, véase, por ejemplo, Shuey
(2002) Drug Discov. Today 7: 1040-1046. Algunos métodos pueden degradar el ARNr de forma selectiva usando los
ARNi. El proceso se puede poner en practica in vitro, ex vivo o in vivo. Las moléculas de ARNi se pueden usar para
generar una mutacion de pérdida de funcién en una célula, un érgano o un animal. En la técnica se conoce bien
métodos para preparar y usar moléculas de ARNi para degradar el ARN de forma selectiva, véase, por ejemplo, los
documentos de patente de de Estados Unidos N° 6.506.559; 6.511.824; 6.515.109; 6.489.127.

Modificacién de Acidos Nucleicos

Algunos métodos pueden generar variantes de los acidos nucleicos de la invencién, las variantes de acidos
nucleicos generados con estos métodos (por ejemplo, SEC ID N° 133) y a continuacion se analizan polipéptidos
codificados por ellos (por ejemplo, SEC ID N° 134). Estos métodos se pueden repetir o usar en diversas
combinaciones para generar pectato liasas que tienen una actividad alterada o diferente o una estabilidad alterada o
diferente de la de una pectato liasa codificada por el molde de acido nucleico. Estos métodos también se pueden
repetir 0 usar en diversas combinaciones, por ejemplo, para generar variaciones en expresion genética/mensajera,
traduccidon de mensajes o estabilidad del mensaje. En otro aspecto, la composicion genética de una célula se vio
alterada, por ejemplo, por la modificacion de un gen homologo in vitro, in vivo o ex vivo, seguido de su reinsercion en
la célula.

Un acido nucleico de la invencién se puede alterar mediante cualquier medio. Por ejemplo, métodos aleatorios o
estocasticos, 0, métodos no estocasticos, o0 métodos de "evolucion dirigida", véase, por ejemplo, el documento de
Patente de Estados Unidos N° 6.361.974. En la técnica se conocen bien de todos para mutacion aleatoria de genes,
véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N° 5.830.696. Por ejemplo, se pueden usar
algunos agentes mutagenos para mutar de forma aleatoria un gen. Algunos agentes mutagenos incluyen, por
ejemplo, luz ultravioleta o radiacién gamma, o un agente mutageno quimico, por ejemplo, mitomicina, acido nitroso,
psoralenos fotoactivados, solos 0 en combinacion, para inducir rupturas de ADN susceptibles de reparacién por
recombinacion. Otros agentes mutagenos quimicos incluyen, por ejemplo, bisulfito sédico, éacido nitroso,
hidroxilamina, hidrazina o acido férmico. Otros agentes mutagenos son analogos de precursores de nucleétidos, por
ejemplo, nitrosoguanidina, 5-bromouracilo, 2-aminopurina, o acridina. Estos agentes se pueden afiadir a una
reaccion de PCR en lugar del precursor de nucleétidos, mutando la secuencia de este modo. Se pueden usar
agentes de intercalado tales como proflavina, acriflavina, quinacrina y similares.

Se puede usar cualquier técnica de biologia molecular, por ejemplo, mutagénesis de PCR aleatoria, véase, por
ejemplo, Rice (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5467-5471; o, mutagénesis de casete mdultiple combinatorio,
véase, por ejemplo, Crameri (1995) Biotechniques 18: 194-196. Como alternativa, algunos acidos nucleicos, por
ejemplo, genes, se pueden reaensamblar después de fragmentacion aleatoria, o "estocastica”, véanse, por ejemplo,
los documentos de la patente de Estados Unidos 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
por PCR propensa a error, redistribucion, mutagénesis dirigida a oligonucleétidos, PCR de ensamblaje, mutagénesis
de PCR sexual, mutagénesis in vivo, mutagénesis de casete, mutagénesis de conjunto recursiva, mutagénesis de
conjunto exponencial, mutagénesis especifica de sitio, reensamblaje genético, mutagénesis por saturacién de sitio
genético (GSSM™), reensamblaje de ligamiento genético (SLR), recombinacién, recombinaciéon de secuencias
recursiva, mutagénesis de ADN modificada con fosfotioato, mutagénesis de molde que contiene uracilo,
mutagénesis de duplex con huecos, mutagénesis de reparacion de falta de coincidencia de puntos, mutagénesis de
cepa hospedadora con déficit de reparacion, mutagénesis quimica, mutagénesis radiogénica, mutagénesis de
supresiéon, mutagénesis de restriccion-seleccion, mutagénesis de restriccion-purificacion, sintesis de genes
artificiales, mutagénesis de conjunto, creacién de multimeros de acidos nucleicos quiméricos, y/o una combinacién
de estos y otros métodos.
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Las siguientes publicaciones describen una diversidad de procedimientos de recombinacion y/o métodos recursivos
que se pueden incorporar en los métodos de la invencion: Stemmer (1999) "Molecular breeding of viruses for
targeting and other clinical properties” Tumo 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" In: The
Encyclopedia of Molecular Biology. VCH Publishers, New York. pp. 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.

Algunos métodos de mutacion 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" en Nucleic Acids & Molecular
Biology (Eckstein, F. y Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag, Berlin)); mutagénesis usando 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 a oligonucleétidos (Methods in Enzymol. 100: 468-500
(1983); Methods in Enzymol. 154: 329-350 (1987); Zoller y Smith (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) "Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments
cloned in M13 vectors" Methods in Enzymol. 100: 468-500; y Zoller y Smith (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 modificada con fosforotioato (Taylor et al. (1985) "The use of
phosphorothioate-modified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA" Nucl. Acids Res. 13: 8749-
8764; Taylor et al. (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 et al. (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 usando ADN duplex con huecos (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 et al. (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 et al. (1988) "Oligonucleotide-
directed construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic reactions in vitro" Nucl. Acids
Res. 16: 6987-6999).

Algunos protocolos adicionales que se pueden usar para poner en practica la invencion incluyen reparacion de falta
de coincidencia puntual (Kramer (1984) "Point Mismatch Repair" Cell 38: 879-887), mutagénesis usando cepas
hospedadoras con deficiencia de 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), restriccion-seleccion y
restriccion-seleccion y restriccién-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
genética total (Nambiar et al. (1984) "Total synthesis and cloning of a gene coding for the ribonuclease S protein”
Science 223: 1299-1301; Sakamar y Khorana (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
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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 la ruptura de la doble hebra (Mandecki (1986); Arnold (1993)
"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). Detalles adicionales de muchos de los métodos mencionados anteriormente
se pueden encontrar en el Volumen 154 de Methods in Enzymology, que también describe controles Utiles para
problemas de resolucién de problemas con diversos métodos de mutagénesis.

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

Algunos protocolos adicionales que se pueden usar para poner en practica la invencion (que proporcionan detalles
con respecto a diversos métodos de generacion de diversidad) se describen, por ejemplo, en la solicitud de Patente
de Estados Unidos con N° de serie. (USSN) 09/407,800, "SHUFFLING OF CODON ALTERED GENES" de Patten et
al. presentada el 28 de septiembre de 1999; "EVOLUTION OF WHOLE CELLS AND ORGANISMS BY RECURSIVE
SEQUENCE RECOMBINATION" de del Cardayre et al., documento de patente de Estados Unidos N° 6.379.964;
"OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATION" de Crameri et al., documentos de patente de
Estados Unidos N°° 6.319.714; 6.368.861; 6.376.246; 6.423.542; 6.426.224 y documento PCT/US00/01203; "USE
OF CODON-VARIED OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFFLING" de Welch et al,
documento de patente de Estados Unidos N° 6.436.675; "METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS,
POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACTERISTICS" de Selifonov et al., presentado
el 18 de enero de 2000, (PCT/US00/01202) y, por ejemplo "METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS,
POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACTERISTICS" de Selifonov et al., presentado
el 18 de julio de 2000 (documento de Estados Unidos con N° de Serie 09/618.579); "METHODS OF POPULATING
DATA STRUCTURES FOR USE IN EVOLUTIONARY SIMULATIONS" de Selifonov y Stemmer, presentado el 18 de
enero de 2000 (documento PCT/US00101138); y "SINGLE-STRANDED NUCLEIC ACID TEMPLATE-MEDIATED
RECOMBINATION AND NUCLEIC ACID FRAGMENT ISOLATION" de Affholter, presentado el 6 de septiembre de
2000 (documento de Estados Unidos con N° de Serie 09/656.549); y documentos de patente de Estados Unidos N°°
6.177.263; 6.153.410.

Algunos métodos no estocasticos, o de "evolucion dirigida”, incluyen, por ejemplo, mutagénesis por saturacion
(GSSM™), reensamblaje de ligamiento genético (SLR), o una combinacién de los mismos se usan para modificar los
acidos nucleicos de la invencién para generar pectato liasas con propiedades nuevas o alteradas (por ejemplo,
actividad en condiciones altamente &cidas o alcalinas, temperaturas elevadas, y similares). Algunos polipéptidos
codificados por los acidos nucleicos modificados se pueden identificar sistematicamente para una actividad antes de
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someter a ensayo la actividad proteolitica u otra actividad. Se puede usar cualquier modalidad protocolo de ensayo,
por ejemplo, usando una plataforma de matriz capilar. Véanse, por ejemplo, los documentos de patente de Estados
Unidos N°° 6.361.974; 6.280.926; 5.939.250.

Mutagénesis por saturacion, o, GSSM™

En un aspecto, se usan cebadores de cod6n que contienen una secuencia de N,N,G/T degenerada para introducir
mutaciones puntuales en un polinucleétido, por ejemplo, una pectato liasa o un anticuerpo de la invencién, con el fin
de generar un conjunto de polipéptidos de la progenie en los que se representa una gama total de sustituciones de
aminoacidos individuales en cada posicion del aminoacido, por ejemplo, un resto de aminoacido en un sitio activo
enzimatico o union de ligandos dirigida al sitio a modificar. Estos oligonucle6tidos pueden comprender una primera
secuencia homdloga contigua, una secuencia de N,N,G/T degenerada, y, ocasionalmente,1 segunda secuencia
homologa. Los productos de traduccion de la progenie corriente abajo a partir del uso de tales oligonucleétido se
incluyen todos los posibles cambios de aminoacidos en cada sitio de aminoéacidos a lo largo el polipéptido, porque la
degeneracion de la secuencia de N,N,G/T incluye codones para los 20 aminoacidos. En un aspecto, uno de tales
oligonucleétidos degenerados (que consiste por ejemplo en un casete de N,N,G/T degenerado) se usa para someter
cada codon original en un molde de polinucleétido precursor a una gama completa de sustituciones de codoén. En
otro aspecto, se usan al menos dos casetes degenerados — en el mismo oligonucleétido o no, para someter al
menos a dos codones originales en un molde de polinucledtido que puso a una gama completa de sustituciones de
codon. Por ejemplo, mas de una secuencia de N,N,G/T puede estar contenida en un oligonucleétido para introducir
mutaciones de aminoacidos en mas de un sitio. Esta pluralidad de secuencias de N,N,G/T puede ser directamente
contigua, o puede estar separada por una 0 mas secuencias de nucleétidos adicionales. En otro aspecto, se pueden
usar oligonucleotidos que sirven para introducir adiciones y supresiones solos 0 en combinacion con los codones
que contiene una secuencia de N,N,G/T, para introducir cualquier combinacién de fermentacién de adiciones,
supresiones, y/o sustituciones de aminoacidos.

En un aspecto, se realiza la mutagénesis simultanea de dos 0 mas posiciones de aminoacidos contiguas usando un
oligonucledtido que contiene tripletes de N,N,G/T contiguos, es decir una secuencia (N,N,G/T)n degenerada. En otro
aspecto, se usan casetes degenerados que tienen menos de generacion que la secuencia de N,N,G/T. Por ejemplo,
en algunos casos puede ser deseable usar (por ejemplo, en un oligonucleétido) una secuencia de triplete
degenerado que consiste solamente en un N, en el que dicho N puede estar en la primera, segunda o tercera
posicion del triplete. Se puede usar cualquier otra base que incluye cualquier combinaciéon y permutacion de la
misma en las dos posiciones restantes del triplete. Como alternativa, en algunos casos puede ser deseable usar (por
ejemplo, en un oligo) una secuencia de triplete de N,N,N degenerado.

En un aspecto, el uso de tripletes degenerados (por ejemplo, tripletes de N,N,G/T) permite una generacion
sistematica y facil de una gama total de posibles aminoacidos naturales (para un total de 20 aminoacidos) en todas y
cada una de las posiciones de los aminoacidos en un polipéptido ( en aspectos alternativos, los métodos también
incluyen generacion de menos de todas las posibles sustituciones por resto de aminoacido, o codén, posicion). Por
ejemplo, para un polipéptido de 100 aminoacidos, se pueden generar 2000 especies distintas (es decir 20
aminoacidos posibles por posicion X 100 posiciones de aminoéacidos). A través del el uso de un oligonucleétido o
conjunto de oligonucledtidos que contienen un triplete degenerado N,N,G/T, 32 secuencias individuales pueden
codificar los 20 aminoéacidos naturales posibles. Por lo tanto, en un recipiente de reaccion en el que una secuencia
de polinucledtidos precursora se somete a mutagénesis por saturacion usando al menos uno de tales
oligonucledtidos, se generan 32 polinucledtidos de progenie distinta que codifican 20 polipéptidos distintos. Por el
contrario, el uso de un oligonucledtido no degenerado en mutagénesis dirigida al sitio conduce solamente a un
producto de polipéptido de la progenie por recipiente de reaccion. Los oligonucleétidos no degenerados se pueden
usar opcionalmente junto con los cebadores degenerados que se desvelan; por ejemplo, los oligonucleétidos no
degenerados se pueden usar oligonucledtidos para generar mutaciones puntuales especificas en un polinucleétido
de trabajo. Esto proporciona un medio para generar mutaciones puntuales silenciosas especificas, mutaciones
puntuales que conducen a los correspondientes cambios de aminoacidos, y mutaciones puntuales que producen la
generacién de codones de parada y la correspondiente expresion de fragmentos de polipéptidos.

En un aspecto, cada recipiente de reaccién de mutagénesis por saturacion contiene polinucleétidos que codifican al
menos 20 moléculas de polipéptidos de la progenie (por ejemplo, pectato liasas) de modo que los 20 aminoacidos
naturales se representan en una posicién especifica del aminoacido que corresponde a la posicion del codén
sometido a mutagénesis en el polinucleétido precursor (otros aspectos usan menos de las 20 combinaciones
naturales). Los polipéptidos de la progenie degenerada de 32 veces generados a partir de cada recipiente de
reaccion de mutagénesis por saturacion se pueden someter la amplificacién clonal (por ejemplo, se pueden clonar
en un hospedador adecuado, por ejemplo, hospedador de E. coli, usando, por ejemplo, un vector de expresion) y se
pueden someter a identificacion sistematica de expresion. Cuando un polipéptido de la progenie individual se
identifica mediante identificacién sistematica para represente un cambio favorable en las propiedades (cuando se
compara con el polipéptido precursor, tal, aumento de la actividad proteolitica en condiciones alcalinos o acidas), se
puede secuenciar para que identifique la sustitucién de aminoacido correspondientemente favorable contenida en el
mismo.
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En un aspecto, después de la mutagénesis todas y cada una de las posiciones del aminoacido en un polipéptido
precursor usando mutagénesis por saturacion, se desvelan el presente documento, se puede identificar cambios
favorables de aminoacidos en una o mas posiciones de la misma. Se puede generar una o0 mas moléculas de nueva
progenie que contienen una combinacion de todas o parte de estas instituciones de aminoacidos favorables. Por
ejemplo, si 2 cambios de aminoacidos favorables especificos identifican en cada una de las posiciones de 3
aminoacidos en un polipéptido, las permutaciones incluyen 3 posibilidades en cada posicion (sin cambio del
aminoéacido glicina, y cada uno de dos cambios favorables) y 3 posiciones. Por lo tanto, existen 3 x 3 x 3 0 27
posibilidades totales, incluyendo 7 que se examinaron anteriormente - 6 mutaciones puntuales individuales (es decir
2 en cada una de las tres posiciones) y ningun cambio en posicion alguna.

En otro aspecto, se puede usar mutagénesis de saturacion de sitio junto con otros medios estocasticos o no
estocasticos para variar la secuencia, por ejemplo, reensamblaje de ligamiento genético (véase a continuacion),
redistribucién, quimerizacién, recombinacion y otros procesos de mutagénesis y agentes de mutagénesis. La
presente invencion proporciona el uso de cualquier proceso o procesos de mutagénesis, incluyendo mutagénesis
por saturacién, de una manera repetitiva.

Reensamblaje de Ligamiento Sintética (SLR)

Un sistema de modificacion genética no estocastico denominado "reensamblaje de ligamiento genético”, o
simplemente "SLR", un "proceso de evolucion dirigida", puede generar polipéptidos, por ejemplo, pectato liasas o
anticuerpos, con propiedades nuevas o alteradas. El SLR es un método de ligamiento de fragmentos de
oligonucledtidos en conjunto de forma no estocastica. Este método se diferencia de la redistribucion de
oligonucledtidos estocastica en que los componentes béasicos del acido nucleico no se redistribuyen, concatenan o
quimerizan de forma aleatoria, sino que en su lugar se ensamblan de forma no estocastica. Véase, por ejemplo, la
solicitud de Patente de Estados Unidos con N° de Serie (USSN) 09/332.835 con el titulo "Reensamblaje de
Ligamiento Sintético en Evolucion Dirigida" y presentada el 14 de junio de 1999 ("USSN 09/332.835"). En un
aspecto, el SLR comprende las siguientes etapas: (a) proporcionar un polinucleétido molde, en el que el
polinucleétido molde comprende secuencia que codifica un gen homologo; (b) proporcionar una pluralidad de
polinucleétidos como componentes basicos, en el que los polinucleétidos como componentes basicos se disefian
para reensamblaje cruzado con el polinucledtido molde en una secuencia determinada previamente, y un
polinucleétido como componente basico comprende una secuencia que es una variante del gen homoélogo y una
secuencia homologa con el polinucleétido molde que franqueara secuencia variable; (c) combinar un polinucleétido
como componente basico con un polinucleétido molde de modo que el cruce del polinucleétido como componente
basico se reensambla con el polinucle6tido molde para generar polinucledtidos que comprenden variaciones de
secuencias de genes homologos.

El SLR no depende de la presencia de niveles elevados de homologia entre polinucleétidos a redistribuir. Por lo
tanto, este método se puede usar para bibliotecas (o conjuntos) generadas de forma no estocastica de moléculas de
la progenie que consisten en aproximadamente 10100 quimeras diferentes. EI SLR se puede usar para generar
bibliotecas que comprenden aproximadamente 101000 quimeras de la progenie diferentes. Por lo tanto, los métodos
no estocasticos pueden producir un conjunto de moléculas de acidos nucleicos quiméricas finalizadas que tienen un
orden de ensamblaje global que se eligen mediante el disefio. Este método incluye las etapas de generar mediante
disefio una pluralidad de componentes basicos de acidos nucleicos especificos que tienen extremos que se pueden
ligar mutuamente compatibles Utiles, y ensamblar estos componentes basicos del acido nucleico, de manera que se
consigue una orden de montaje global disefiada.

Se considera que los extremos que se pueden ligar mutuamente compatibles de los componentes basicos del acido
nucleico a ensamblar son "Gtiles" para este tipo de conjunto ordenado si permiten que los componentes basicos se
acoplen en 6rdenes predeterminadas. Por lo tanto, el orden general de ensamblaje en el que los componentes
basicos del acido nucleico se pueden acoplar se especifica mediante el disefio de los extremos que se pueden ligar.
Si se va a usar mas de una etapa de ensamblaje, entonces el orden general de ensamblaje en el que se pueden
acoplar los componentes basicos del acido nucleico también se especifica mediante el orden secuencial de la etapa
o etapas de ensamblaje. En un aspecto, las piezas de componentes basicos hibridados se tratan con una enzima, tal
como una ligasa (por ejemplo, T4 ADN ligasa), para conseguir la unién covalente de las piezas de los componentes
bésicos.

En un aspecto, el disefio de los componentes basicos de los oligonucleétidos se obtiene mediante el analisis de un
conjunto de moldes de secuencias de acidos nucleicos precursores que sirven como base para la produccién de un
conjunto de la progenie de polinucleétidos quiméricos finalizados. Por lo tanto, estos moldes de oligonucleétidos
precursores sirven como una fuente de informacion de la secuencia que ayuda en el disefio de los componentes
béasicos del acido nucleico que se van a someter a mutagénesis, por ejemplo, quimerizar o redistribuir. En un
aspecto de este método, las secuencias de una pluralidad de moldes de acido nucleico precursor se alinean con el
fin de seleccionar uno o mas puntos de demarcacién. Los puntos de demarcaciéon pueden estar situados en una
zona de homologia, y constante uno o mas nucleétidos. Estos puntos de demarcaciébn se comparten
preferentemente por al menos dos de los moldes precursores. Por lo tanto, los puntos de demarcacion se pueden
usar para delinear los limites de los componentes basicos de los oligonucleétidos que se generan con el fin de re
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ordenar los polinucleétidos precursores. Los puntos de demarcacion identificados y seleccionados en las moléculas
precursoras sirven como puntos potenciales de quimerizacién en el ensamblaje de las moléculas finales de la
progenie quiméricas. Un punto de demarcacién puede ser una zona de homologia (que consiste en al menos una
base nucleotidica homéloga) compartida por al menos dos secuencias de polinucleétidos precursores. Como
alternativa, un punto de demarcacion puede ser una zona de homologia que se comparte por al menos la mitad de
las secuencias de polinucleétidos precursores, o, puede ser una zona de homologia que se comparte por al menos
dos tercios de las secuencias de polinucleétidos precursores. Incluso mas preferentemente un punto de
demarcacion util es una zona de homologia que se comparte por al menos tres cuartas partes de las secuencias de
polinucleétidos precursores, 0, se puede compartir por casi todas las secuencias de polinucleétidos precursores. En
un aspecto, un punto de demarcacion es una zona de homologia que se comparte por todas las secuencias de
polinucleétidos precursores.

En un aspecto, un proceso de reensamblaje de ligamiento se realiza de forma exhaustiva con el fin de generar una
biblioteca exhaustiva de polinuclettidos quiméricos de la progenie. En otras palabras, todas las combinaciones
ordenadas posibles de los componentes basicos del acido nucleico se representan en el conjunto de moléculas de
acido nucleico quimérico finalizado. Al mismo tiempo, en otro aspecto, el orden de montaje (es decir, el orden de
montaje de cada componente basico en la secuencia en las posiciones 5' a 3' de cada acido nucleico quimérico
finalizado) en cada combinacién se realiza mediante disefio (0 no estocastico) como se ha descrito anteriormente.
Debido a la naturaleza no estocastica de esto, la posibilidad de productos secundarios no deseados se reduce en
gran medida.

El método reensamblaje de ligamiento se puede realizar de forma sistematica. Por ejemplo, el método se realiza con
el fin de generar una biblioteca sistematicamente compartimentada de moléculas de la progenie, con
compartimentos que se pueden seleccionar de forma sistematica, por ejemplo, uno a uno. Esto proporciona que, a
través del uso selectivo y con criterio de componentes basicos de acidos nucleicos especificos, junto con el uso
selectivo y con criterio de reacciones de ensamblaje en etapas secuencialmente, se puede conseguir un disefio, en
el que algunos conjuntos especificos de productos de la progenie se producen en cada uno de varios recipientes de
reaccion. Esto permite que se realice un procedimiento de examen sistematico y de identificacion sistematica. Por lo
tanto, estos métodos permiten el examen sistematico de un nimero potencialmente muy grande de moléculas de la
progenie sistematicamente en grupos mas pequefios. Debido a su capacidad para realizar quimerizaciones de una
manera que es altamente flexible pero exhaustiva y sistematica también, en particular cuando hay un bajo nivel de
homologia entre las moléculas precursoras, estos métodos proporcionan la generacion de una biblioteca (o
conjunto) formada por un gran namero de moléculas de la progenie. Debido a la naturaleza no estocastica del
reensamblaje de ligamiento instantanea, las moléculas de la progenie generadas preferentemente comprenden una
biblioteca de moléculas de acido nucleico quimérico finalizado que tienen un orden de ensamblaje global que se
eligen mediante el disefio. También se pueden usar métodos de mutagénesis por saturacion y de evolucion dirigida
optimizada para generar diferentes especies moleculares de la progenie. Se observa que esto proporciona una
libertad de eleccién y control con respecto a la seleccion de puntos de demarcacion, el tamafio y nimero de los
componentes basicos del acido nucleico, y el tamafio y el disefio de los acoplamientos. Se observa, ademas, que el
requisito de homologia intermolecular es altamente relajado para la operatividad de este proceso. De hecho, incluso
los puntos de demarcacién se pueden elegir en zonas con poca o ninguna homologia intermolecular. Por ejemplo, a
causa de la oscilacién del codon, es decir, la degeneracion de los codones, se pueden introducir sustituciones de
nucleétidos en los componentes basicos del acido nucleico sin alterar el aminoacido codificado originalmente en el
correspondiente molde precursor. Como alternativa, un codén puede se puede alterar de modo que se altera la
codificacion de un acido amino original. Esto proporciona que tales sustituciones se pueden introducir en el
componente béasico del acido nucleico con el fin de aumentar la incidencia de puntos de demarcacion homoéloga
intermoleculares y por lo tanto para permitir un aumento del nidmero de acoplamientos a conseguir entre los
componentes basicos, que a su vez permite que se genere un mayor nimero de moléculas quiméricas de la
progenie.

En otro aspecto, la naturaleza sintética de la etapa en la que se generan los componentes basicos permite el disefio
e introduccion de nucleétidos (por ejemplo, uno o mas nucledtidos, que pueden ser, por ejemplo, codones o intrones
0 secuencias reguladoras) que mas tarde se pueden retirar opcionalmente en un proceso in vitro (por ejemplo, por
mutagénesis) 0 en un proceso in vivo (por ejemplo, mediante el uso de la capacidad de corte y empalme de genes
de un organismo hospedador). Se observa que en muchos casos la introduccion de estos nucledtidos también
puede ser deseable por muchas otras razones ademas del beneficio potencial de crear un punto de demarcacion
atil.

En un aspecto, un componente basico de acido nucleico se usa para introducir un intrén. Por lo tanto, se introducen
intrones funcionales en un gen artificial preparado de acuerdo con los métodos que se describen en el presente
documento. El intrén o intrones introducidos artificialmente pueden ser funcionales en una célula hospedadora para
corte y empalme de genes mucho mas en la forma en la que los intrones de origen natural sirven funcionalmente en
el corte y empalme de genes.

Sistema Optimizado de Evolucion Dirigida
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Un sistema de modificacién genética no estocastico denominado "sistema de evolucién dirigida optimizado" puede
generar polipéptidos, por ejemplo, pectato liasas o anticuerpos, con propiedades nuevas o alteradas. La evolucién
dirigida optimizada se refiere al uso de ciclos repetidos de redistribuciéon reductora, recombinacién y seleccion que
permite la evolucién molecular dirigida de los acidos nucleicos a través de recombinacion. La evolucién dirigida
optimizada permite la generacién de una gran poblacién de secuencias quiméricas evolucionadas, en la que la
poblacién generada se enriquece de forma significativa para las secuencias que tienen un nimero predeterminado
de sucesos de cruce.

Un suceso de cruce es un punto en una secuencia quimérica en el que se produce un cambio en la secuencia a
partir de una variante precursora a otra variante precursora. Tal punto se encuentra normalmente en la unién en la
que los oligonucledtidos de dos precursores se unen entre si para formar una sola secuencia. Este método permite
el célculo de las concentraciones correctas de secuencias de oligonucleétidos para que la poblacién quimérica final
de las secuencias se vea enriquecida para el nimero elegido de sucesos de cruce. Esto proporciona un mayor
control sobre la eleccién de variantes quiméricas que tienen un nimero predeterminado de sucesos de cruce.

Ademas, este método proporciona un medio conveniente para explorar una enorme cantidad del posible espacio de
la variante de proteina en comparacién con otros sistemas. Anteriormente, si se generaban, por ejemplo, 10"
moléculas quiméricas durante una reaccion, seria extremadamente dificil someter a ensayo un gran numero de
variantes quiméricas para una actividad en particular. Por otra parte, una porcién significativa de la poblacion de la
progenie tendria un nimero muy elevado de sucesos de cruce que daria como resultado proteinas que seria menos
probable que tuvieron un aumento de los niveles de una actividad en particular. Mediante el uso de estos métodos,
la poblacion de moléculas quiméricas se puede enriquecer para aquellas variantes que tienen un ndmero de
sucesos de cruce en particular. Por lo tanto, aunque todavia se pueden generar 10" moléculas guiméricas durante
una reaccién, cada una de las moléculas elegidas para el andlisis adicional tiene de forma mas probable, por
ejemplo, solamente tres sucesos de cruce. Dado que la poblacion de la progenie resultante se puede sesgar para
que tenga un numero predeterminado de sucesos de cruce, los limites de la variedad funcional entre las moléculas
quiméricas se reducen. Esto proporciona un numero mas manejable de variables cuando se calcula el
oligonucledtido a partir de que los polinucleétidos precursores originales podrian ser responsables de influir en un
rasgo en particular.

Un método para la creaciéon de una secuencia de polinucleétidos de la progenie quimérica es crear oligonucleétidos
que corresponden a fragmentos o partes de cada secuencia precursora. Cada oligonucle6tido incluye
preferentemente una regién unica de solapamiento de modo que la mezcla de los oligonucle6tidos juntos da lugar a
una nueva variante que tiene cada fragmento oligonucleétido ensamblado en el orden correcto. También se puede
encontrar informacion, por ejemplo, en el documento USSN 09/332.835; documento de Patente de Estados Unidos
N° 6.361.974.

El nimero de oligonucleétidos generados para cada variante precursora tiene una relacién con el nimero total de
cruces resultantes en la molécula quimérica que se crea en Ultima instancia. Por ejemplo, se podrian proporcionar
tres variantes de secuencias de nucle6tidos precursoras para someterse a una reaccion de ligamiento con el fin de
encontrar una variante quimérica que tiene, por ejemplo, mayor actividad a temperatura elevada. Como un ejemplo,
se puede generar un conjunto de 50 secuencias de oligonucleétidos que corresponde a cada una de las porciones
de cada variante precursora. Por consiguiente, durante el proceso de reensamblaje de ligamiento se podrian
producir hasta 50 sucesos de cruce dentro de cada una de las secuencias quiméricas. La probabilidad de que cada
uno de los polinucledtidos quiméricos generados contenga oligonucleétidos de cada variante precursora en orden
alternativo es muy baja. Si cada fragmento de oligonucleétido esta presente en la reacciéon de ligamiento en la
misma cantidad molar es probable que en algunas posiciones los oligonucleétidos del mismo polinucledtido
precursor se liguen entre si y por lo tanto no se producird como resultado un suceso de cruce. Si la concentracion de
cada oligonucledtido de cada precursor se mantiene constante durante cualquier etapa de ligamiento en este
ejemplo, existe una posibilidad de un 1/3 (suponiendo 3 progenitores) de que un oligonucleétido de la misma
variante precursora se ligue dentro de la secuencia quimérica y no se produzca cruce.

Por consiguiente, se puede determinar una funciéon de densidad de probabilidad (PDF) para predecir la poblacion de
sucesos de cruce que se pueden producir durante cada etapa de una reaccién de ligamiento dado un nimero
determinado de variantes de los precursores, una serie de oligonucleétidos que corresponden a cada variante, y las
concentraciones de cada variante durante cada etapa en la reaccion de ligamiento. Las estadisticas y las
matematicas detras de la determinacion de la PDF se describen a continuacion. Mediante el uso de estos métodos,
se puede calcular una funcion de densidad de probabilidad, y por lo tanto enriquecer la poblacién de la progenie
quimérica para un numero predeterminado de sucesos de cruce resultantes de una reaccion de ligamiento en
particular. Por otra parte, se puede determinar previamente un nimero objetivo de sucesos de cruce, y el sistema
programado a continuacién para calcular las cantidades de partida de cada oligonucleétido precursor durante cada
etapa en la reaccion de ligamiento para dar como resultado una funcién de densidad de probabilidad que se centra
en el nimero predeterminado de sucesos de cruce. Estos métodos se dirigen al uso de ciclos repetidos de
redistribucién reductora, recombinacién y seleccion que permite la evolucién molecular dirigida de un acido nucleico
que codifica un polipéptido a través de recombinacion. Este sistema permite la generacién de una gran poblacion de
secuencias quiméricas evolucionadas, en la que la poblaciéon generada se enriquece significativamente para las

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 545639 T3

secuencias que tienen un numero predeterminado de sucesos de cruce. Un suceso de cruce es un punto en una
secuencia quimérica, en el que se produce un cambio en la secuencia a partir de una variante precursora por otra
variante precursora. Tal punto se encuentra normalmente en la uniéon de oligonucleétidos, en la que dos de los
precursores se ligan entre si para formar una sola secuencia. El método permite el calculo de las concentraciones
correctas de secuencias de oligonucleétidos para que la poblacion quimérica final de las secuencias se enriquezca
para el nimero elegido de sucesos de cruce. Esto proporciona un mayor control sobre la eleccion de variantes
quiméricas que tienen un nimero predeterminado de sucesos de cruce.

Ademas, estos métodos proporcionan un medio conveniente para explorar una enorme cantidad de espacio variable
posible de la proteina en comparacion con otros sistemas. Mediante el uso de los métodos que se describen en el
presente documento, la poblacion de moléculas quiméricos se puede enriquecer para las variantes que tienen un
namero de sucesos de cruce en particular. Por lo tanto, aunque todavia se pueden generar 10" moléculas
guiméricas durante una reaccion, cada una de las moléculas elegida para el analisis adicional tiene de forma mas
probable, por ejemplo, solamente tres sucesos de cruce. Dado que la poblacién de la progenie resultante se puede
sesgar para que tenga un nimero predeterminado de sucesos de cruce, los limites de la variedad funcional entre las
moléculas quiméricas se reduce. Esto proporciona un nimero de variables mas manejable cuando se calcula el
oligonucleétido de los polinucledtidos precursores originales que podria ser responsable de influir en un rasgo en
particular.

En un aspecto, el método crea una secuencia de polinucleétidos de la progenie quimérica mediante la creacion de
oligonucledtidos correspondientes a fragmentos o partes de cada secuencia precursora. Cada oligonucledtido
incluye preferentemente una region Unica de solapamiento de manera que la mezcla de los oligonucleétidos juntos
da lugar a una nueva variante que tiene cada fragmento oligonucleétido ensamblado en el orden correcto. Véase
también el documento USSN 09/332.835.

Determinacion de Sucesos de Cruce

Un sistema y un software pueden recibir una funcion deseada de densidad de probabilidad de cruce (PDF), el
namero de genes precursores a reensamblar, y el nimero de fragmentos en el reensamblaje como entradas. La
salida de este programa es una "PDF de fragmento" que se puede usar para determinar una férmula para producir
genes reensamblados, y la PDF de cruce estimada de esos genes. El procesamiento que se describe en el presente
documento se realiza preferentemente en MATLAB™ (The Mathworks, Natick, Massachusetts), un lenguaje de
programacién y en torno del desarrollo para informatica técnica.

Procesos Repetitivos

Estos procesos se pueden repetir de forma reiterada. Por ejemplo, un &cido nucleico (o, el acido nucleico)
responsable de un fenotipo de pectato liasa alterado o nuevo se identifica, se vuelve a aislar, se modifica de nuevo,
se vuelve a someter a ensayo para su actividad. Este proceso se puede repetir de forma reiterada hasta que se
modifica por ingenieria un fenotipo deseado. Por ejemplo, toda una ruta anabdlica o catabdlica bioquimica se puede
modificar por ingenieria en una célula, incluyendo, por ejemplo, actividad de hidrdlisis de epoxido.

De forma anéloga, si se determina que un oligonucleétido en particular oligonucleotide no han influido en absoluto en
el rasgo deseado (por ejemplo, un fenotipo de pectato liasa nuevo), se puede eliminar como una variable mediante
la sintesis de oligonucleétidos precursores mas grandes que incluyen la secuencia a eliminar. Dado que la
incorporacion de la secuencia dentro de una secuencia mas grande evitar cualquier suceso de cruce, ya no se
producira variacion alguna en esta secuencia en los polinucledtidos de la progenie. Esta practica repetitiva para
determinar qué oligonucleétidos estan mas relacionados con el rasgo deseado y cuales no estan relacionados,
permite una exploracién mas eficaz de todas las posibles variantes de proteinas a las que se podria proporcionar un
rasgo o actividad en particular.

Redistribucion in vivo

La redistribucion in vivo de moléculas se usa en métodos que proporcionan variantes de polipéptidos de la
invencion. La redistribucién in vivo se puede realizar usando la propiedad natural de las células para multimeros
recombinantes. Aunque la recombinacién in vivo ha proporcionado la ruta natural principal para la diversidad
molecular, la recombinaciéon genética sigue siendo un proceso relativamente complejo que implica 1) el
reconocimiento de homologias; 2) escision de la hebra, invasion de la hebra, y etapas metabdlicas que conducen a
la produccién de quiasma recombinante; y por ultimo 3) la resolucién del quiasma en moléculas de combinadas
discretas. La formacion del quiasma requiere el reconocimiento de secuencias homadlogas.

Un método puede producir un polinucleétido hibrido a partir de al menos un primer polinucleétido (por ejemplo, una
pectato liasa de la invencion) y un segundo polinucleétido (por ejemplo, una enzima, tal como una pectato liasa de la
invencion o cualquier otra pectato liasa, o, una marca o un epitopo). Un polinucleétido hibrido se puede producir
mediante la introduccién de al menos un primer polinucleétido y un segundo polinucleétido que comparten al menos
una regiéon de homologia de secuencia parcial en una célula hospedadora adecuada. Las regiones de homologia de
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secuencia parcial estimulan procesos que dan como resultado una reorganizacion de la secuencia produciendo un
polinucleétido hibrido. La expresion "polinucledtido hibrido”, como se usa en el presente documento, es partir
secuencia de nucleétidos que resulta del método descrito y que contiene la secuencia de al menos dos secuencias
de polinucleétidos originales. Tales polinucleotidos hibridos pueden resultar de sucesos de recombinaciéon que
estimulan la integracion de secuencias entre moléculas de ADN. Ademas, tales polinucleétidos hibridos pueden
resultar de procesos de reorganizacién reductora intramolecular que usan secuencias repetidas para alterar una
secuencia de nucledtidos dentro de una molécula de ADN.

Produccién de variantes de secuencias

Existen métodos adicionales para preparar variantes de secuencias de las secuencias de acidos nucleicos (por
ejemplo, pectato liasa) de la invencion y métodos adicionales para aislar pectato liasas usando los acidos nucleicos
y polipéptidos de la invencién. Algunas variantes de una secuencia que codifica pectato liasa (por ejemplo, un gen,
ADNCc o mensaje) de la invencién se pueden alterar mediante cualquier medio, que incluye, por ejemplo, métodos
aleatorios o estocasticos, 0, no estocasticos, 0 métodos de "evolucion dirigida”, como se ha descrito anteriormente.

Las variantes aisladas pueden ser de origen natural. También se pueden crear variantes in vitro. Algunas variantes
se pueden crear usando técnicas de ingenieria genética tales como mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis
quimica aleatoria, procedimientos de supresion de Exonucleasa lll, y técnicas de clonacion convencionales. Como
alternativa, tales variantes, fragmentos, analogos, o derivados se pueden crear usando procedimientos de sintesis o
de modificacion quimica. Otros métodos para preparar variantes tales o familiares para los expertos en la materia.
Estos incluyen procedimientos en los que las secuencias de &cidos nucleicos obtenidas a partir de aislados
naturales se modifican para generar acidos nucleicos que codifican polipéptidos que tienen caracteristicas que
aumentan su valor en aplicaciones industriales o de laboratorio. En tales procedimientos, se genera y se caracteriza
un gran namero de secuencias de variantes que tienen una o mas diferencias en los nucleétidos con respecto a la
secuencia obtenida a partir del aislado natural. Estas diferencias de nucleétidos pueden dar como resultado cambios
de aminoacidos con respecto a los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos a partir de los aislados
naturales.

Por ejemplo, se pueden crear variantes usando PCR propensa a error. En la PCR propensa a error, la PCR se
realiza en condiciones en las que la fidelidad de la copia de la ADN polimerasa es baja, de modo que se tiene una
tasa elevada de mutaciones puntuales 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 Caldwell, R. C. y Joyce G.F., PCR
Methods Applic., 2: 28-33, 1992. En resumen, en tales procedimientos, los &cidos nucleicos a someter a
mutagénesis se mezclan con cebadores de PCR, tampon de reaccion, MgCl,, MnCl,, Taq polimerasa ay una
concentracion apropiada de dNTP para conseguir una tasa elevada de mutaciones puntuales a lo largo de toda la
longitud del producto de PCR. Por ejemplo, la reaccion se puede realizar usando 20 fmoles de acido nucleico a
someter a mutagénesis, 30 pmoles de cada cebador de PCR, un tampon de reaccién que consiste en KCI 50 mM,
Tris HCI 10 mM (pH 8,3) y gelatina al 0,01 %, MgCl, 7mM, MnCl, 0,5mM, 5 unidades de Taq polimerasa, dGTP 0,2
mM, dATP 0,2 mM, dCTP 1 mM, y dTTP 1 mM. La PCR se puede realizar durante 30 ciclos de 94 °C durante 1 min,
45 °C durante 1 min, y 72 °C durante 1 min. Sin embargo, se observara que estos parametros se pueden variar
cuando sea apropiado. Los acidos nucleicos sometidos a mutagénesis se clonan en un vector apropiado y se
evallan las actividades de los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos sometidos a mutagénesis.

También se pueden crear variantes usando mutagénesis dirigira a oligonucleétidos para generar mutaciones
especificas de sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis de oligonucleétido se describe, por
ejemplo, en Reidhaar-Olson (1988) Science 241: 53-57. En resumen, en tales procedimientos, una pluralidad de
oligonucledtidos bicatenarios que portan una 0 mas mutaciones a introducir en el ADN clonado se sintetizan e
insertan en el ADN clonado a someter a mutagénesis. Los clanes que contienen ADN sometido a mutagénesis se
recuperan y se evallan las actividades de los polipéptidos que codifican.

Otro método para generar variantes es la PCR de ensamblaje. La PCR de ensamblaje implica el ensamblaje de un
producto de PCR de una mezcla de fragmentos pequefios de ADN. Un gran nimero de diferentes reacciones de
PCR se producen en paralelo en el mismo vial, con los productos de una reaccion que ceba los productos de otra
reaccion. La PCR de ensamblaje se describe, por ejemplo, en el documento de Patente de Estados Unidos N°
5.965.408.

Ademas, otro método para generar variantes es la mutagénesis de PCR sexual. En la mutagénesis de PCR sexual,
se produce una recombinacion homologa forzada entre moléculas de ADN de secuencias de ADN diferentes pero
muy relacionadas in vitro, como resultado de la fragmentacion aleatoria de la molécula de ADN basandose en
homologia de secuencias, seguido de fijacion del cruce por la extensién del cebador en una reaccién de PCR. La
mutagénesis de PCR sexual se describe, por ejemplo, en Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 10747-
10751. En resumen, en tales procedimientos, una pluralidad de &cidos nucleicos recombinantes se digieren con
DNasal para generar fragmentos que tienen un tamafio medio de 50-200 nucleédtidos. Los fragmentos del tamafio
medio deseado ser politica ni se vuelven a suspender en una mezcla de PCR. La PCR se realiza en condiciones que
facilitan la recombinacién entre los fragmentos de acido nucleico. Por ejemplo, la PCR se puede realizar mediante
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resuspension de los fragmentos purificados a una concentracién de 10-30 ng/:l en una solucion 0,2 mM de cada
dNTP, MgCl, 2,2 mM, KCI 50 mM, Tris HCI 10 mM, pH 9,0, y Triton X-100al 0,1 %, 2,5 unidades de Taq polimerasa
por 100:1 de mezcla de reaccion y se realiza la PCR 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 observara que estos parametros se deben variar cuando sea apropiado. En algunos
aspectos, los oligonucleétidos se pueden incluir en las reacciones de PCR. En otros aspectos como el fragmento de
Klenow de la ADN polimerasa | se puede usar en un primer conjunto de reacciones de PCR y la Taq polimerasa se
puede usar en un conjunto de reacciones de PCR posteriores. Las secuencias recombinantes se aislan y las
actividades de los polipéptidos que codifican se evaltan.

También se pueden crear variantes mediante mutagénesis in vivo. En algunos aspectos, las mutaciones aleatorias
en una secuencia de interés se generan mediante la propagacion de la secuencia de interés en una cepa bacteriana,
tal como una cepa de E. coli, que porta mutaciones en una o mas de las rutas de reparacién de ADN. Tales cepas
"mutadoras” tienen una tasa de mutacion aleatoria mas elevada que la de una precursora de tipo silvestre. La
propagacion del ADN en una de estas cepas en ocasiones generard mutaciones aleatorias dentro de la de. Las
cepas mutadoras adecuadas para usurpar a mutagénesis in vivo se describen, por ejemplo, en la Publicacion de
PCT con N° WO 91/16427.

También se puede generar variantes usando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, una pequefia
region de una molécula de ADN bicatenario se sustituye con un "casete" de oligonucleoétido sintético que difiere de la
secuencia narrativa. A menudo, lo oligonucleétido contiene secuencias nativas total y/o parcialmente aleatorias.

También se puede usar mutagénesis de conjunto recursiva para generar variantes. La mutagénesis de conjunto
recursiva es un algoritmo para ingenieria de proteinas (mutagénesis de proteinas) desarrollado para producir
diversas poblaciones de mutantes relacionados fenotipicamente cuyos miembros se diferencian en la secuencia de
aminoacidos. Este método usa un mecanismo de a retroalimentacion para controlar rondas sucesivas de
mutagénesis de casete combinatoria. La mutagénesis de conjunto recursiva se describe, por ejemplo, en Arkin
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815.

En algunos aspectos, las variantes se crean usando mutagénesis de conjunto exponencial. La mutagénesis de
conjunto exponencial es un proceso para generar bibliotecas combinatorias con un porcentaje elevado de mutantes
Unicos y funcionales, en el que pequefios grupos de restos se clasifican 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 (1993) Biotechnology Res. 11: 1548-1552. La mutagénesis aleatoria y dirigida al
sitio se describe, por ejemplo, en Arnold (1993) Current Opinion in Biotechnology 4: 450-455.

En algunos aspectos, las variantes se crean usando procedimientos de redistribucion en los que las partes de una
pluralidad de los nucleicos que codifican distintas polipéptido se fusionan entre si para crear secuencias de acidos
nucleicos quiméricos que codifican polipéptidos quiméricos como se describe, por ejemplo, los documentos de
Patente de Estados Unidos N°° 5.965.408; 5.939.250 (véase también el andlisis, mencionado anteriormente).

La invencion también proporciona variantes de polipéptidos de la invencion (por ejemplo, pectato liasas) que
comprenden secuencias en las que uno 0 mas de los restos de aminoacido (por ejemplo, de un polipéptido a modo
de ejemplo de la invencién) se sustituyen con un resto de aminoacido conservado o no conservado (por ejemplo, un
resto de aminoacido conservado) y tal resto de aminoacido sustituido puede ser uno codificado o no por el cédigo
genético. Las sustituciones conservativas son aquellas que sustituyen un aminoéacido largo en un polipéptido por otro
aminoacido de caracteristicas similares. Por lo tanto, los polipéptidos de la invencién incluyen aquellos que tienen
sustituciones conservativas de secuencias de la invencion, por ejemplo, los polipéptidos a modo de ejemplo de la
invencioén, que incluyen, pero no se limitan a, las siguientes sustituciones: sustituciones de un aminoacido alifatico tal
como Alanina, Valina, Leucina e Isoleucina con otro aminoacido Alifatico; sustitucion de una Serina con una
Treonina o viceversa; sustitucion de un resto acido tal como Acido Aspartico y Glutamico con otro resto acido;
sustituciéon de un resto que porta un grupo amida, tal como Asparagina y Glutamina, con otro resto que porta un
grupo amida; intercambio de un resto basico tal como Lisina y Arginina con otro resto basico; y sustitucion de un
resto aromatico tal como Fenilalanina, Tirosina con otro resto aromatico. Otras variantes son aquéllas en las que uno
0 mas de los restos de aminoéacidos de los polipéptidos de la invencién incluye un grupo sustituye.

Otras variantes son aquéllas en las que el polipéptido esta asociado con otro compuesto, tal como un compuesto
para aumentar la vida media del polipéptido, por ejemplo, polietilenglicol.

Las variantes adicionales en las que los aminoacidos adicionales se fusionan con el polipéptido, tales como una
secuencia directora, una secuencia secretora, una secuencia de proproteina 0 una secuencia que facilita la
purificacién, enriquecimiento, o estabilizacion del polipéptido.

En algunos aspectos, las variantes, fragmentos, derivados y analogos de dos polipéptidos de la invencién mantienen
la misma funcién o actividad biolégica que los polipéptidos a modo de ejemplo, por ejemplo, actividad de pectato
liasa, como se describe en el presente documento. En otros aspectos, la variante, fragmento, derivado, o analogo
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incluye una proproteina, de modo que la variante, fragmento, derivado, o0 analogo se puede activar por escision de la
parte de proproteina para producir un polipéptido activo.

Optimizacion de codones para conseguir niveles elevados de expresién de proteinas en células hospedadoras

Algunos métodos pueden modificar acidos nucleicos que codifican pectato liasa para modificar el uso del codon, por
ejemplo modificacién de codones en un acido nucleico que codifica un pectato liasa para aumentar o disminuir su
expresion en una célula hospedadora. El método comprende la identificacion de un codén "no preferente" o un
codoén "menos preferente” en acido nucleico que codifica pectato liasa y sustitucion de uno o mas de estos codones
no preferentes o menos preferentes con un "codoén preferente” que codifica el mismo aminoacido que el del coddn
sustituido y al menos un codén no preferente o0 menos preferente en el acido nucleico se ha sustituido con un codén
preferente que codifica al mismo aminoacido. Un codon preferente es un coddn que se sobrerrepresenta en
secuencias de codificacion en genes en la célula hospedadora y un codén no preferente o menos preferente es un
codon que se subrepresenta en secuencias de codificacion en genes en la célula hospedadora.

Las células hospedadas para expresar los acidos nucleicos, casetes de expresion y vectores de la invencion
incluyen bacterias, levadura, hongos, células vegetales, células de insecto y células de mamifero. Se desvelan
algunos métodos para la optimizacion del uso del codon en todas estas células. Algunas células hospedadoras a
modo de ejemplo incluyen bacterias gram negativas, tales como Escherichia coli; bacterias gram positivas, tales
como cualquiera de Streptomyces Lactobacillus gasseri Lactococcus lactis Lactococcus cremoris, cualquier Bacillus,
por ejemplo, Bacillus subtilis, Bacillus cereus. Algunas células hospedadoras a modo de ejemplo también incluyen
organismos eucariotas, por ejemplo, diversas levaduras, tales como Saccharomyces sp., que incluyen
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, y Kluyveromyces lactis, Hansenula
polimorpha, Aspergillus niger, y células y lineas celulares de mamifero y células y lineas celulares de insecto. Por lo
tanto, la divulgacion también incluye acidos nucleicos y polipéptidos optimizados para expresion en estos
organismos y especies.

Por ejemplo, los codones de un acido nucleico que codifica una pectato liasa aislados de una célula bacteriana se
modifican de modo que el acido nucleico se expresa de forma Optima en una célula bacteriana diferente de la
bacteria de la que se derivo la pectato liasa, una levadura, un hongo, una célula vegetal, una célula de insecto o una
célula de mamifero. Algunos métodos para optimizar codones se conocen bien en la técnica, véase, por ejemplo, el
documento de Patente de Estados Unidos 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 optimizaciéon de codones en sistemas de ratdén; 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 optimizacién de codones en E. coli; Humphreys (2000) Protein Expr. Purif. 20: 252-264, que
describe la optimizacién del uso de codones que influye en la secrecion en E. coli.

Reensamblaje genético sintético

Un método no estocastico denominado reensamblaje genético sintético (por ejemplo, GeneReassembly™, véase,
por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N° 6.537.776) puede ser para modificar pectato liasas de
la invencion o para preparar nuevas pectato liasas dentro del alcance de la invencion. GeneReassembly™ difiere de
la redistribucién estocastica en que los componentes basicos del acido nucleico no se redistribuyen ni concatenan ni
guimerizan de forma aleatoria, pero en su lugar se ensamblan de forma no estocastica.

El método de reensamblaje genético sintético no depende de la presencia de un nivel elevado de homologia entre
polinucleétidos a redistribuir. La invencién se puede usar para generar de forma no estocdastica bibliotecas (o
conjuntos) de moléculas de la progenie que comprenden aproximadamente 10*° quimeras diferentes. Posiblemente,
el reensamblaje genético sintético se puede wusar incluso para generar bibliotecas que comprenden
aproximadamente 10™°% quimeras de la progenie diferentes.

Tal método no estocastico puede producir un conjunto de moléculas de acido nucleico quimérico finalizado que tiene
un orden de ensamblaje global que se dirige mediante disefio. Consiste en las etapas de generar mediante disefio
una pluralidad de componentes basicos de acidos nucleicos especificos que tienen extremos que se pueden ligar
mutuamente compatibles Utiles y ensamblaje de estos componentes basicos de acido nucleico, de modo que se
consigue un orden de ensamblaje global disefiado.

En un aspecto, el reensamblaje genético sintético comprende un método para: 1) preparar una generacion de
molécula o moléculas de la progenie (incluyendo una molécula que comprende una secuencia de polinucleétidos,
por ejemplo, una molécula que comprende una secuencia de codificacion de polipéptidos), que se sometia
mutagénesis para conseguir al menos una mutacion, adicion, supresion, y/o formacion de quimeras puntuales, de
uno o mas moldes de generacion ancestral o sobra; 2) identifica sistematicamente la molécula o moléculas de la
generacion de la progenie, por ejemplo, usando un método de alto rendimiento, para al menos una propiedad de
interés (tal como una mejora en una actividad enzimatica); 3) opcionalmente obtener y/o catalogar una informacion
estructural y/o y funcionar con respecto a las moléculas de la generacién precursora y/o de la progenie; y 4)

a7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 545639 T3

opcionalmente repetir cualquiera de las etapas 1) a 3). En un aspecto, se genera (por ejemplo, a partir de un monte
de polinucledtido precursor), en lo que se denomina "mutagénesis por saturacion del sitio del codoén”, una
generacion de polinucledtidos de la progenie, cada uno de los cuales tiene al menos un conjunto de hasta tres
Mutaciones puntuales contiguas (es decir, diferentes bases que comprenden un nuevo codén), de modo que cada
codon (o cada familia de codones degenerados que codifica al mismo aminoéacido) se representa en cada posicion
del codon. Con respecto a, y codificado por, esta generacion de polinucleétidos de la progenie, también se genera
un conjunto de polipéptidos de la progenie, cada uno de los cuales tiene al menos una mutacion puntual de un solo
aminoéacido. En un aspecto, se genera, en lo que se denomina "mutagénesis por saturacion del sitio del aminoéacido”,
uno de tales polipéptidos mutantes para cada una de las 19 sustituciones de alfa-aminoacidos que forman
polipéptidos codificados de forma natural en todas y cada una de las posiciones del aminoacido a lo largo del
polipéptido. Esto produce, para todas y cada una de las posiciones del aminoacido largo del polipéptido precursor,
un total de 20 polipéptidos de la progenie distintos que incluyen el aminoéacido original, o potencialmente mas de 21
polipéptidos de la progenie distintos si se usan aminoacidos adicionales en lugar de o ademas de los 20
aminoacidos codificados de forma natural.

Este enfoque también es util para generar mutantes que contienen, ademas de y/o en combinacion con los 20 alfa-
aminoacidos que forman polipéptidos codificados de forma natural, otros aminoacidos y derivados de aminoacidos
raros y/o no codificados de forma natural. Este enfoque también es (til para generar mutantes mediante el uso de,
ademas de y/o en combinacién con sistemas de reconocimiento de codones naturales o sin alterar de hospedadores
adecuados, sistemas de reconocimiento de codones alterados, sometidos a mutagénesis, y/o de disefio (tal como en
una célula hospedadora con una o mas moléculas de ARNt alterado.

La divulgacion se refiere a recombinacion y de forma mas especifica a un método para preparar polinucleétidos que
codifican un polipéptido mediante un método de reclasificacion de secuencias de polinucleétidos in vivo que
contienen regiones de homologia parcial, ensamblar los polinucleétidos para formar al menos un polinucleétido e
identificar sistematicamente los polinucleétidos para la produccion de polipéptido o polipéptidos que tienen una
propiedad util.

La divulgacion es (til para analizar y clasificar, con respecto a cualquier otra propiedad molecular (por ejemplo, una
actividad enzimatica) o combinacion de propiedades permitidas por la tecnologia actual, los efectos de cualquier
cambio educacional conseguido (incluyendo en particular la mutagénesis por saturacion). Por lo tanto, se
proporciona un método integral para determinar el efecto del cambio de cada aminoacido en un polipéptido
precursor con cada una de las al menos 19 sustituciones posibles. Esto permite la caracterizacion y clasificacion de
cada aminoacido en un polipéptido precursor de acuerdo con su espectro de efectos potenciales en una propiedad
que se puede medir del polipéptido.

Se puede introducir un intron en una molécula de la progenie quimérica mediante un componente béasico de acido
nucleico. A menudo, los intrones tienen secuencias consenso en ambos extremos para hacerlos operativos.
Ademas, para permitir el coste y empalme genético, los intrones pueden servir para un fin adicional a otros acidos
nucleicos para permitir la recombinacion homéloga. Para este fin, y potencialmente para otros, en ocasiones puede
ser deseable generar componente basico de acido nucleico grande para introducir un intrén. Si el tamafio es
demasiado grande para generar facilmente mediante sintesis quimica directa dos oligos monocatenarios, tal
componente basico de acido nucleico especializado también se puede generar mediante sintesis quimica directa de
mas de dos oligos monocatenarios o usando una reaccién de amplificacion basada en polimerasa.

Se considera que los extremos que se pueden ligar mutuamente compatibles de los componentes basicos del acido
nucleico a ensamblar son "Gtiles" para este tipo de ensamblaje ordenado y permiten que los componentes basicos
se acoplen en 6rdenes predeterminados. Por lo tanto, el orden de ensamblaje global en el que se pueden acoplar los
componentes basicos del acido nucleico se especifica mediante el disefio de los extremos que se pueden ligar y, si
se va a usar mas de una etapa de ensamblaje, entonces el orden de ensamblaje global en el que se pueden acoplar
los componentes basicos del acido nucleico también se especifica mediante el orden secuencial de la etapa o
etapas de ensamblaje. Las piezas basicas hibridadas se pueden tratar con una enzima, tal como una ligasa (por
ejemplo, T4 ADN ligasa) para conseguir la union covalente de las piezas basicas.

El acoplamiento se puede producir de una forma que no hace uso de cada nucleétido en un saliente que participa.
Es bastante probable que el acoplamiento sobreviva (por ejemplo, en un hospedador transformado) si el
acoplamiento reforzado por el tratamiento con una enzima ligasa para formar lo que se puede denominar una
"ligamiento del hueco" o una " ligamiento con huecos". Este tipo de acoplamiento puede contribuir a la generacion de
producto o productos de fondo no deseados, pero también se puede usar de forma ventajosa para aumentar la
diversidad de la biblioteca de la progenie generada por el reensamblaje de ligamiento disefiado. Ciertos salientes
son capaces de experimentar autoacoplamiento para formar un acoplamiento palindrémico. Un acoplamiento se
refuerza sustancialmente si se refuerza por tratamiento con una enzima ligasa. La falta de fosfatos en la posicién 5'
en estos salientes se puede usar de forma ventajosa para evitar este tipo de autoligamiento palindromica. Por
consiguiente, se pueden preparar (u ordenar) componentes basicos de acidos nucleicos por via quimica, que
carecen de un grupo fosfato en la posiciéon 5'. Como alternativa, se pueden eliminar, por ejemplo por tratamiento con
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una enzima fosfatasa, tal como una fosfatasa alcalina intestinal de ternero (CIAP), para prevenir autoligaciones
palindrémicas en los procesos de reensamblaje de ligamiento.

Animales no humanos transgénicos

La invencion proporciona animales no humanos transgénicos que comprenden un acido nucleico, un polipéptido (por
ejemplo, una pectato liasa), un casete o vector de expresion o una célula transformada o transfectar de la invencion.
La invencion también proporciona métodos para preparar 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 invencion. Estos animales se pueden usar, por ejemplo, como
modelos in vivo para estudiar la actividad de pectato liasa, o, como modelos para identificar sistematicamente
agentes que cambien la actividad de pectato liasa in vivo. Las secuencias de codificacion para los polipéptidos para
expresar en los animales no humanos transgénicos se pueden disefiar para que sean constitutivas, o, bajo el control
de factores reguladores de la transcripcion especificos de tejido, especificos de desarrollo o inducibles. Los animales
no humanos transgénicos se pueden disefiar y generar usando cualquier método con en la técnica; véanse, por
ejemplo, los documentos de Patente de Estados Unidos 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 preparacion y uso de células y embriones transformados y ratones, y ratas, conejos, ovejas, cerdos y
vacas transgénicos. Véanse también, por ejemplo, Pollock (1999) J. Immunol. Methods 231: 147-157, que describe
la produccion de proteinas recombinantes en la leche de animales para lacteos transgénicos; Baguisi (1999) Nat.
Biotechnol. 17: 456-461, que demuestra la produccion de cabras transgénicas. El documento de Patente de Estados
Unidos N° 6.211.428, describe la preparaciéon y uso de mamiferos no humanos transgénicos que expresan en sus
cerebros un constructo de acido nucleico que comprende una secuencia de ADN. El documento de Patente de
Estados Unidos N° 5.387.742, describe la inyeccion de secuencias de ADN recombinante o sintético clonado en
embriones de raton fertilizados, implantando los embriones inyectados en hembras pseudoprefiadas, y crecimiento a
término de ratones transgénicos cuyas células expresan proteinas relacionadas con la patologia de la enfermedad
de Alzheimer. El documento de Patente de Estados Unidos N° 6.187.992, describe la preparacion y uso de un ratén
transgénico cuyo genoma comprende una alteracion del gen que codifica una proteina precursora amiloide (APP).

También se pueden usar "animales genosuprimidos" para poner en practica los métodos de la invencién. Por
ejemplo, en un aspecto, los animales transgénicos o modificados de la invencién comprenden un "animal
genosuprimido”, por ejemplo, un "ratén genosuprimido”, modificado por ingenieria para que no expresen un gen
enddgeno, que se sustituye con un gen que expresa una pectato liasa de la invencién, o, una proteina de fusion que
comprende una pectato liasa de la invencion.

Plantas y Semillas Transgénicas

La invencion proporciona plantas y semillas transgénicas que comprenden un acido nucleico, un polipéptido (por
ejemplo, una pectato liasa), un casete de expresion o un vector 0o una célula transformada o transfectada de la
invencién. La invencién también proporciona productos de plantas, por ejemplo, aceites, semillas, hojas, extractos
similares, que comprenden un &cido nucleico y/o un polipéptido (por ejemplo, una pectato liasa) de la invencién. La
planta transgénica puede ser dicotiledénea (una dicot) o monocotiledénea (una monocot). La invencién también
proporciona métodos para preparar y usar estas plantas y semillas transgénica es. La planta o célula vegetal
transgénica que expresa un polipéptido de la presente invencion se puede construir de acuerdo con cualquier
método conocido en la técnica. Véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N° 6.309.872.

Los acidos nucleicos y constructos de expresion de la invencion se pueden introducir en una célula vegetal mediante
cualquier medio. Por ejemplo, los acidos nucleicos o constructos de expresion se pueden introducir en el genoma de
un hospedador de planta deseado, o0, los acidos nucleicos o constructor de expresion puede ser episomas. La
introduccion en el genoma de una planta deseada se puede realizar de modo que la produccién de la pectato liasa
del hospedador se regula mediante elementos de control de la transcripcion o de la traduccidon endégenos. La
invencion también proporciona "plantas genosuprimidas" en las que la insercion de la secuencia genética, por
ejemplo, mediante recombinacién homologa, ha alterado la expresion del gen enddgeno. Algunos medios para
generar plantas "genosuprimidas” se conocen bien en la técnica, véanse, por ejemplo, Strepp (1998) Proc Natl.
Acad. Sci. USA 95: 4368-4373; Miao (1995) Plant J 7:359-365. Véase el andlisis sobre plantas transgénica se sigue
a continuacion.

Los acidos nucleicos de la invencion se pueden usar para conferir rasgos deseados en cualquier parte esencial de la
planta, por ejemplo, en plantas que producen almidon, tales como patata, trigo, arroz, cebada, y similares. Los
acidos nucleicos de la invencion se pueden usar para manipular rutas metabdlicas de una planta para optimizar o
para alterar la expresion del hospedador, de pectato liasa. Pueden cambiar la actividad de pectato liasa en una
planta. Como alternativa, una pectato liasa de la invencion se puede usar en la produccién de una planta transgénica
para producir un compuesto no producidos de forma natural por la planta. Esto puede reducir los costos de
produccién o puede crear un producto.
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En un aspecto, la primera etapa en la produccién de una planta transgénica implica la preparacién de un constructor
de expresion para la expresion en una célula vegetal. Estas técnicas se conocen bien en la técnica. Pueden incluir la
seleccién y clonacion de un promotor, una secuencia de codificacion para facilitar una unién eficaz de ribosomas a
ARNmM y seleccién de las secuencias terminadas de genes apropiados. Un promotor constitutivo a modo de ejemplo
es CaMV35S, 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 inducible por la luz a modo de ejemplo es el promotor del gen cab, que codifica las
proteinas de union a clorofila a/b principal.

En un aspecto, el acido nucleico se modifica para conseguir una mayor expresion en una célula vegetal. Por
ejemplo, es probable que una secuencia de la invencion tenga un porcentaje mas elevado de pares de nucleétidos
A-T en comparacion con el observado en una planta, algunas de las cuales prefieren pares de nuclettidos G-C. Por
lo tanto, los nucledtidos A-T en la secuencia de codificacion se pueden sustituir con nucleétidos G-C sin cambiar de
forma significativa la secuencia de aminoacidos para aumentar la produccién del producto genético en células
vegetales.

Se pueden afiadir genes marcadores seleccionables para el constructo genético para identificar células to tejidos
vegetales que se han integrado de forma satisfactoria en el transgén. Esto puede ser necesario porque la
consecucion de la incorporacion y la expresién de en células vegetales es un suceso raro, que se produce
solamente en un pequefio tanto por ciento de los tejidos o células dirigidas. Los genes marcadores que se pueden
seleccionar codifican proteinas que proporcionan resistencia a agentes que normalmente son téxicos para las
plantas, tales como antibiéticos o herbicidas. Solamente sobreviviran las células vegetales que han integrado el gen
marcador seleccionable cuando se cultiven en un medio que contiene el antibiético o herbicida apropiado. Al igual
que para otros genes insertados, los genes marcadores también necesitan secuencias promotoras y determinacion
para un funcionamiento apropiado.

En un aspecto, la preparacion de plantas o semillas transgénicas comprende la incorporacion de secuencias de la
invencion y, ocasionalmente, genes marcadores en un constructor de expresion de dianas (por ejemplo, un
plasmido), junto con la colocacién del promotor y las secuencias terminadoras. Esto puede implicar la transferencia
del gen modificado en la planta a través de un método adecuado. Por ejemplo, se puede introducir un constructor
directamente en el ADN gendmico de la célula vegetal usando técnicas tales como electroporacién y microinyeccion
de protoplastos de células vegetales, o los constructos se pueden introducir directamente en tejido vegetal usando
métodos balisticos, tales como bombardeo de particulas de arena. 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 analizan el uso del bombardeo de particulas de introducir transgenes en
trigo; y Adam (1997) mencionado anteriormente, para uso del bombardeo de particulas para introducir YAC en
células vegetales. Por ejemplo, Rinehart (1997) mencionado anteriormente, us6 bombardeo de particulas para
generar plantas de algoddn transgénicas. El aparato para hacer de la particula se describe en el documento de
Patente de Estados Unidos N° 5.015,580; y, el instrumento de aceleracion de particulas PDS-2000 de BioRad
(Biolistics) disponible en el mercado; véase también, John, documento de Patente de Estados Unidos N° 5.608.148;
y Ellis, documento de Patente de Estados Unidos N° 5.681.730, que describe la transformacion de gimnospermas
mediada por particulas.

En un aspecto, los protoplastos se pueden inmovilizar e inyectar con acidos nucleicos, por ejemplo, un constructor
de expresion. Aunque la regeneracién de plantas a partir de protoplastos no es tan facil como con los cereales, la
regeneracion de plantas es posible en legumbres usando embriogénesis somatica a partir de callo derivado de
protoplasto. Los tejidos organizados se pueden transformar con ADN desnudo usando técnicas de pistola genética,
en la que el ADN se recubre en microproyectiles de tungsteno, con disparos de 1/100? del tamafio de las células,
que cortan el ADN profundo en células y organulos. A continuacion, el tejido transformado se induce para su
regeneracién, normalmente mediante embriogénesis somatica. Esta técnica ha sido satisfactoria en varias especies
especiales que incluyen maiz y arroz.

Los acidos nucleicos, por ejemplo, constructos de expresion, también se pueden introducir en células vegetales
usando virus recombinantes. Las células de plantas se pueden transformar usando vectores virales, 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 constructor de expresion, se pueden combinar con regiones
de flanqueo de T-ADN y se pueden introducir en un vector hospedador de Agrobacterium tumefaciens. Las
funciones de virulencia del hospedador de Agrobacterium tumefaciens dirigiran la insercion del constructo y el
marcador adyacente en el ADN de la célula vegetal cuando la célula se infecta con las bacterias. En la bibliografia
cientifica se describen bien algunas técnicas de transformacion mediadas por Agrobacterium tumefaciens,
incluyendo el desarme y uso de vectores binarios. Véanse, por ejemplo, Hors (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 un plasmido Ti (inductor tumoral). El plasmido Ti contiene un tramo de ADN denominado
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T-ADN (~20 kb de longitud) que se transfiere a la célula vegetal en el proceso de infeccion en la serie de genes de
vir (virulencia) que dirigen el proceso de infeccion. A. tumefaciens solamente puede infectar a una planta a través de
heridas: cuando una raiz o tallo de la planta esta herido emite ciertas sefiales quimicas, como respuesta a lo cual,
los genes vir de A. tumefaciens se activan y dirigen una serie de sucesos necesarios para transferencia del T-ADN
desde el plasmido Ti al cromosoma de la planta. Entonces, el T-ADN entra en la célula vegetal a través de la herida.
Una especulacion es que el T-ADN espera hasta que el ADN de la planta se esta repicando o transcribiendo,
entonces se introduce a si mismo en el ADN expuesto de la planta. Para usar A. tumefaciens como un vector de
transgén, la seccién que induce el tumor de T-ADN se tiene que retirar, a la vez que se mantienen las regiones del
limite del T-ADN y los genes vir. A continuacion, el transgén se inserta entre las regiones del limite del T-ADN, en las
que se transfiere a la célula vegetal y se integra en los cromosomas de la planta.

La invenciéon proporciona la transformacion de plantas monocotiledéneas usando los acidos nucleicos de la
invencion, que incluyen cereales importantes, véase Hiei (1997) Plant Mol. Biol. 35: 205-218. VVéase también, por
ejemplo, Horsch, Science (1984) 233: 496; Fraley (1983) Proc. Natl Acad. Sci USA 80: 4803; Thykjaer (1997)
mencionado anteriormente; Park (1996) Plant Mol. Biol. 32: 1135-1148, que analiza la integracion del T-ADN en el
ADN gendmico. Véase también D'Halluin, documento de Patente de Estados Unidos N° 5.712.135, que describe un
proceso para la integracion establece un ADN que comprende un gen que es funcional en una célula de un cereal, u
otra planta monocotiledénea.

En un aspecto, la tercera etapa puede implicar la seleccion y regeneracion de plantas completas capaces de
transmitir el gen dia no incorporado a la siguiente generacion. Tales técnicas de regeneracion se basan en la
manipulacion de ciertas fitohormonas en medio de crecimiento de cultivo tisular, por lo general basandose en un
marcador biocida y/o herbicida que se ha introducido junto con las secuencias de nucleétidos deseadas. La
regeneracion de plantas a partir del protoplastos cultivados se describe en Evans et al., Protoplasts Isolation and
Culture, Handbook of Plant Cell Culture, pp. 124-176, MacMillilan Publishing Company, New York, 1983; y Binding,
Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985. La regeneracién también se
puede obtener a partir de callos, explantes, 6rganos de plantas, o partes de las mismas. Por lo general, tales
técnicas de regeneracion se describen 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 cultivar en condiciones
ambientales controladas en una serie de medios que contienen nutrientes y hormonas, un proceso conocido como
cultivo tisular. Una vez que las plantas se generan y producen semillas, comienza la evaluacion de la progenie.

Después de incorporar el casete de expresion de forma estable en plantas transgénicas, se puede introducir en otras
plantas mediante cruce sexual. Se puede usar cualquiera de las técnicas convencionales de reproduccién,
dependiendo de las especies a cruzar. Dado que la expresién transgénica de los acidos nucleicos de la invencién
conduce a cambios fenotipicos, las plantas que comprende los acidos nucleicos recombinantes de la invencion se
pueden cruzar sexualmente con la segunda planta para obtener un producto final. Por lo tanto, la semilla de la
invencion se puede derivar de un cruce entre dos plantas transgénica es de la invencién, o un cruce entre una planta
de la invencion y otra planta. Los efectos deseados (por ejemplo, expresion de los polipéptidos de la invencion para
producir una planta en la que el comportamiento de floracion esta alterado) se pueden aumentar cuando ambas
plantas precursoras expresan los polipéptidos (por ejemplo, una pectato liasa) de la invencién. Los efectos deseados
se pueden pasar a generaciones futuras de plantas mediante medios de propagacion convencionales.

Los acidos nucleicos y polipéptidos de la invencidon se expresan en se insertan en cualquier planta o semilla. Las
plantas mas escénicas de la invencion pueden ser dicotiledoneas o monocotiledéneas. Algunos ejemplos de plantas
transgénicas monocotiledéneas de la invencion son hierbas, tales como hierba de la pradera (blue grass, Poa), lleva
forrajera tal como festuca, lolium, tierra templada, tal como Agrostis, y cereales, por ejemplo, trigo, arena, centeno,
cebada, arroz, sorgo y maiz (maiz). Algunos ejemplos de plantas transgénicas dicotiledéneas de la invencion son
tabaco, legumbres, tales como faltantes altramuces, patata, remolacha azucarera, guisante, judia y soja, y plantas
cruciferas (familia Brassicaceae), tales como coliflor, semilla de colza, y el organismo modelo muy relacionado
Arabidopsis thaliana. Por lo tanto, las plantas y semillas transgénicas de la invencién incluyen una amplia variedad
de plantas, que incluyen, pero no se limitan 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, Pirus, Prunus, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum,
Theobromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna, y Zea.

En realizaciones alternativas, los acidos nucleicos de la invencién se expresan en plantas que contienen células de
fibra, que incluyen, por ejemplo, algodén, arbol de algodon de seda (Kapok, Ceiba pentandra), Sauce del desierto,
arbusto de la creosota, winterfat, balsa, ramio, kenaf, cafamo, hibisco, yute, sisal, abaca y fibra de lino. En
realizaciones alternativas, las plantas mas clinicas de la invencién pueden ser miembros del género Gossypium, que
incluye miembros de cualquiera de las especies Gossypium, tales como G. arboreum; G. herbaceum, G.
barbadense, y G. hirsutum.
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La invencién también proporciona la transgénica sabrosa para la produccién de grandes cantidades de los
polipéptidos (por ejemplo, una pectato liasa o anticuerpo) de la invencién. Por ejemplo, véase Palmgren (1997)
Trends Genet. 13: 348; Chong (1997) Transgenic Res. 6: 289-296 (produccion de beta-caseina de proteina de leche
humana en plantas de patata transgénicas usando un promotor de manopina sintasa bidireccional, inducible con
auxina, (masl',2') con métodos de transformacion de disco de hoja mediado por Agrobacterium tumefaciens).

Usando procedimientos conocidos, un experto puede identificar sistematicamente plantas de la invencién detectando
el aumento o disminucion de ARNm del transgén o proteina en plantas transgénicas. En la técnica se conocen bien
algunos medios para detectar y cuantificar ARNm o proteinas.

Polipéptidos y péptidos

En un aspecto, la invenciéon proporciona polipéptidos aislados o recombinantes que tienen una identidad de
secuencia (por ejemplo, una identidad de secuencia de al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o superior, 0 completa (100 %)) con la SEC ID N° 78. El polipéptido tiene una actividad de
pectato liasa (por ejemplo, pectinasa).

La identidad puede ser sobre la longitud completa del polipéptido, o, la identidad puede ser sobre una region de al
menos 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 o0 mas restos. Los polipéptidos también pueden ser mas cortos que la
longitud completa de los polipéptidos a modo de ejemplo. Los polipéptidos (péptidos, fragmentos) pueden tener un
tamafio que varia entre aproximadamente 5 y la longitud completa de un polipéptido, por ejemplo, una enzima, tal
como una pectato liasa; algunos tamafios a modo de ejemplo son de aproximadamente 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 0 mas
restos, por ejemplo, textos contiguos de una pectato liasa a modo de ejemplo de la invencién. Tales péptidos pueden
ser (tiles, por ejemplo, como sondas de marcado, antigenos, toleragenos, motivos, sitio activo de pectato liasas,
dominios de union a carbohidrato, y similares. Tales polipéptidos también incluyen anticuerpos capaces de unirse a
una enzima de la invencion.

Los polipéptidos de la invencion incluyen pectato liasas en una forma activa o inactiva. Por ejemplo, los polipéptidos
de la invencion incluyen proproteinas antes de la "maduraciéon” o procesamiento de secuencias prepro, por ejemplo,
mediante una enzima de procesamiento de proproteina, tal como una proproteina convertasa para generar una
proteina madura "activa". Los polipéptidos de la invencién incluyen pectato liasas inactivas por otras razones, por
ejemplo, antes de "activacion" mediante un suceso de procesamiento posterior a la traduccién, por ejemplo, una
accion de endo o exo-peptidasa o proteinasa, un suceso de fosforilacién, una amidacién, una glicosilaciéon o una
sulfatacion, un suceso de dimerizacion, y similares. En la técnica se conocen bien algunos métodos para identificar
secuencias de dominio "prepro” y secuencias sefal, 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
la secuencia de proteina N-terminal se determine se compara con la forma sin procesar.

Los polipéptidos de la invencion incluyen todas las formas activas, incluyendo subsecuencias activas, por ejemplo,
dominios cataliticos o sitios activos, de una enzima de la invencion. En un aspecto, la invencion proporciona
dominios cataliticos o sitios activos como se expone a continuacidon. En un aspecto, la invencién proporciona un
péptido o polipéptido que comprende o que consiste en un dominio de sitio activo como se predice a través del uso
de una base de datos tal como Pfam (que es una gran coleccion de multiples alineaciones de secuencias y modelos
de Markov ocultos que cubren muchas familias de proteinas comunes, La base de datos de familias de proteinas
Pfam, A. Bateman, E. Bimey, L. Cerruti, R. Durbin, L. Etwiller, S.R. Eddy, S. Griffiths-Jones, K.L. Howe, M. Marshall,
y E.L.L. Sonnhammer, Nucleic Acids Research, 30 (1): 276-280, 2002) o equivalentes.

La invencion incluye polipéptidos con o sin una secuencia sefial y/o una secuencia prepro. La invencion incluye
polipéptidos consecuencias sefial y/o secuencias prepro heterélogas. La secuencia prepro (que incluye una
secuencia de la invencién usada como un dominio prepro heterélogo) se puede localizar en el extremo amino
terminal o en el extremo carboxi terminal de la proteina. La invencion también incluye secuencias sefial aisladas o
recombinantes, secuencias prepro y dominios cataliticos (por ejemplo, "sitios activos") que comprenden secuencias
de la invencion.

Los polipéptidos péptidos de la invencion se pueden aislar de fuentes naturales, pueden ser polipéptidos sintéticos, o
pueden ser polipéptidos generados de forma recombinante. Los polipéptidos y proteinas se pueden expresar de
forma recombinante in vitro o in vivo. Los péptidos y polipéptidos de la invencion se pueden preparar y aislar usando
cualquier método conocido en la técnica. Los polipéptidos y péptidos de la invencion también se pueden sintetizar,
total o parcialmente, usando métodos quimicos bien conocidos en la técnica. Véase, 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 de péptidos se puede realizar usando diversas técnicas en fase sélida (véase
por ejemplo, Roberge (1995) Science 269: 202; Merrifield (1997) Methods Enzymol. 289: 3-13) y la sintesis
automatizada se puede conseguir, por ejemplo, usando el Sintetizador de Péptidos ABI 431A (Perkin Elmer) de
acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante.
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Los péptidos y polipéptidos de la invencion también se pueden glicosilar. La glicosilacién se pueda afiadir después
de la traduccién ya sea de forma quimica o mediante mecanismos de biosintesis celular, en los que el Ultimo
incorpora el uso de motivos de glicosilacion conocidos, que pueden ser nativos para la secuencia se pueden afadir
como un péptido o se pueden afiadir en la secuencia de codificacion del acido nucleico. La glicosilacion puede ser
unida a O o unida a N.

Los péptidos y polipéptidos de la invencién, como se ha definido anteriormente, incluyen todas las formas
"miméticas" y "peptidomiméticas". Los términos "mimético" y "peptidomimético” se refieren a un compuesto quimico
sintético que tiene basicamente las mismas caracteristicas estructurales y/o funcionales de los polipéptidos de la
invencion. El mimético puede estar formado totalmente de analogos de aminoacidos sintéticos, no naturales, o, es
una molécula quimérica de aminoacidos peptidicos parcialmente naturales y analogos de aminoacidos parcialmente
no naturales. El mimético también por incorporar cualquier cantidad de funciones conservativas de aminoacidos
naturales siempre y cuando tales sustituciones tampoco alteren basicamente la estructura y/o actividad del mimético.
Al igual que con los polipéptidos de la invencidon que son variantes conservativas, la experimentacion de rutina
determinara si un mimético esta dentro del alcance de la invencion, es decir, que su estructura y/o funcion no esta
alterada basicamente. Por lo tanto, en un aspecto, una composicibn mimética esta dentro del alcance de la
invencion si tiene una actividad de pectato liasa.

Las composiciones miméticas de polipéptidos de la invencion pueden contener cualquier combinacion de
componentes estructurales no naturales. En un aspecto alternativo, las composiciones miméticas de la invencién
incluyen uno o los tres grupos estructurales siguientes: a) grupos de unién a restos distintos de los enlaces de union
amida natural ("enlace peptidico"); b) restos no naturales en lugar de restos de aminoacidos de origen natural; o c)
restos que inducen una mimética estructural secundaria, es decir, para inducir por estabilizar una estructura
secundaria, por ejemplo, un giro beta, giro gamma, lamina beta, conformaciéon de hélice alfa, y similares. Por
ejemplo, un polipéptido de la invencién se puede caracterizar como un mimético cuando todos o algunos de sus
restos se unen mediante un medio quimico distinto de enlaces peptidico naturales. Los restos peptidomiméticos
individuales se pueden unir mediante enlaces especificos, 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 de unién que pueden ser una
alternativa a los enlaces de union de amida tradicional ("enlace peptidico") incluyen, por ejemplo, cetometileno (por
ejemplo, - C(=0)-CH;- para -C(=0)-NH-), aminometileno (CH>-NH), etileno, olefina (CH=CH), éter (CH»-O), tioéter
(CH3-S), tetrazol (CNs-), tiazol; retroamida, tioamida, o éster (véase, por ejemplo, Spatola (1983) en Chemistry and
Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol. 7, pp 267-357, "Peptide Backbone Modifications", Marcell
Dekker, NY).

Un polipéptido de la invencién 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 se describen bien en la
bibliografia cientifica y de patente; a continuacién se describen unas pocas composiciones no naturales a modo de
ejemplo Gtiles como miméticos de restos de aminoacidos naturales y directrices. Se pueden generar miméticos de
aminoacidos aromaticos por sustituciéon, por ejemplo, con D- o L- fenilalanina; D- o L- fenilglicina; D- o L-2
tienoilalanina; D- o L-1, -2, 3-, 0 4- pirenoilalanina; D- o L-3 tienoilalanina; 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 el alquilo puede ser metilo sustituido o sin sustituir, etilo,
propilo, hexilo, butilo, pentilo, isopropilo, iso-butilo, sec-isotilo, iso-pentilo, 0 un aminoacido no acido. Los anillos
aromaticos de un aminoacido no natural incluyen, por ejemplo, tiazolilo, tiofenilo, pirazolilo, benzoimidazolilo, naftilo,
furanilo, pirrolilo, y anillos aromaticos de piridilo.

Se pueden generar miméticos de aminoacidos acidos mediante sustitucion, por ejemplo, con aminoacidos que no
son carboxilato a la vez que se mantiene una carga negativa; (fosfono)alanina; treonina sulfatada. Los grupos
laterales carboxilo (por ejemplo, aspartilo o glutamilo) también se prevé modificar en forma selectiva por 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. El aspartilo o el glutamilo también se pueden convertir en restos de
asparaginilo y glutaminilo por reaccion con iones amonio. Se pueden generar miméticos de aminoacidos basicos por
sustitucion, por ejemplo, (ademas de lisina y arginina) con los aminoacidos ornitina, citrulina, o acido (guanidino)-
acético, o acido (guanidino)alquil-acético, en el que alquilo se ha definido anteriormente. El derivado de nitrilo (por
ejemplo, que contiene el resto CN en lugar de COOH) se puede sustituir para asparagina o glutamina. Los restos de
asparaginilo y glutaminilo se pueden desaminar a los correspondientes restos de aspartilo o glutamilo. Se pueden
generar milimétricos de restos de arginina haciendo reaccionar arginilo con, por ejemplo, uno 0 mas reactivos
convencionales, que incluyen, por ejemplo, fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona, o ninhidrina,
preferentemente en condiciones alcalinas. Se pueden generar miméticos de restos de tirosina haciendo reaccionar
tirosilo, por ejemplo, con compuestos de diazonio aromaticos o tetranitrometano. Se puede usar N-acetilimidizol y
tetranitrometano para formar especies de O-acetil tirosilo y derivados 3-nitro, respectivamente. Se pueden generar
miméticos de restos de cisteina haciendo reaccionar restos de cisteinilo, por ejemplo, con alfa-haloacetatos tales
como acido 2-cloroacético o cloroacetamida y las aminas correspondientes; para dar carboximetilo o derivados de
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carboxiamidometilo. También se puede generar miméticos de restos de cisteina haciendo reaccionar restos de
cisteinilo, por ejemplo, con bromo-trifluoroacetona &cido, 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-4nitrofenol; o, cloro-7-nitrobenzo-oxa-1,3-diazol. Se pueden generar miméticos de lisina (y los restos
amino terminales se pueden alterar) haciendo reaccionar lisinilo, por ejemplo, acido succinico u otros anhidridos de
acido carboxilico. También se pueden generar miméticos de lisina y otros restos que contienen alfa-amino por
reaccion 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. Se pueden generar miméticos de metionina por reaccién, por ejemplo, con sulféxido de metionina. Algunos
miméticos de prolina incluyen, por ejemplo, acido pipecdlico, acido tiazolidina carboxilico, 3- o 4- hidroxi prolina,
deshidroprolina, 3- o 4-metilprolina, o 3,3,-dimetilprolina. Se pueden generar miméticos de restos de histidina
haciendo reaccionar histidilo, por ejemplo, con dietilprocarbonato o bromuro de para-bromofenacilo. Otros miméticos
incluyen, por ejemplo, los generados por hidroxilacion de prolina y lisina; fosforilacién de los grupos hidroxilo de
restos de serilo o treonilo; metilacion de los grupos alfa-amino de lisina, arginina e histidina; acetilacion de la N-
terminal amina; metilacion de restos de amida de cadena principal o sustitucién con N-metil aminoacidos; o
amidacién de grupos carboxilo C-terminales.

Un resto, por ejemplo, un aminoacido de un polipéptido de la invencién también se puede sustituir con un
aminoacido (o resto peptidomimético) de la quiralidad opuesta. Por lo tanto, 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
guimica) se puede sustituir con el aminoacido del mismo tipo de estructura quimica o un peptidomimético, pero de la
quiralidad opuesta, denominado D-aminoacido, pero también denominado como forma R o S.

Algunos métodos pueden modificar los polipéptidos de la invencién ya sea mediante procesos naturales, tales como
procesamiento posterior a la traduccién (por ejemplo, fosforilacion, acilacién, etc), o mediante técnicas de
modificacién quimica, y los polipéptidos modificados resultantes. Se pueden producir modificaciones en cualquier
parte en el polipéptido, incluyendo la estructura principal del péptido, las cadenas laterales del aminoacido y los
extremos amino o carboxilo. Se observara que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en el mismo o
grados variables en diversos sitios en un polipéptido dado. También, un polipéptido dado puede presentar muchos
tipos de modificaciones. Algunas modificaciones incluyen acetilacion, acilacion, ADP-ribosilacién, amidacion, union
covalente de flavina, unién covalente de un resto heme, unién covalente de un nucleétido o derivado de nucleétido,
unioén covalente de un lipido o derivado de lipido, unién covalente de un fosfatidilinositol, ciclacién por reticulacion,
formacion de enlaces disulfuro, desmetilacion, formacién de reticulaciones covalentes, formacion de cisteina,
formacion de piroglutamato, formilaciéon, gamma-carboxilacién, glicosilacién, formacién de anclas de GPI,
hidroxilacién, yodacién, metilacion, miristoilacion, oxidacion, pegilacion, procesamiento proteolitico, fosforilacion,
prenilacién, racemizacion, selenoilacion, sulfatacion, y adicion mediada por ARN de transferencia de aminoacidos a
proteinas tal como arginilacion. Véase, por ejemplo, Creighton, T.E., Proteins - Structure and Molecular Properties 22
Ed., W.H. Freeman y Company, New York (1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B.C. Johnson,
Ed., Academic Press, New York, pp. 1-12 (1983).

También se pueden usar métodos de sintesis quimica de péptidos quimicos para sintetizar el polipéptido o
fragmentos de la invencién. Tal método se ha conocido en la técnica desde el comienzo de 1960 (Merrifield, R. B., J.
Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154, 1963) (Véase también Stewart, J. M. e Young, J. D., Solid Phase Peptide
Synthesis, 22 Ed., Pierce Chemical Co., Rockford, Ill., pp. 11-12)) y se han usado recientemente en kits de disefio y
sintesis de péptidos de laboratorio disponibles en el mercado (Cambridge Research Biochemicals). Tales kits de
laboratorio disponibles en el mercado por lo general han usado 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 "sujeciones" todos los cuales se conectan a una sola placa. Cuando se usa tal sistema, una placa de
varillas o sujeciones se invierte y se inserta en una segunda placa de pocillos o depdsitos correspondientes, que
contienen soluciones para que un aminoacido apropiado se una o se ancle a la punta de la sujecién o la varilla.
Mediante la repeticion de tal etapa del proceso, es decir, mediante la inversién e insercién de las puntas de la varilla
y la sujecién en soluciones apropiadas, los aminoacidos se preparan en péptidos deseados. Ademas, esta
disponible un nimero de sistemas de sintesis de péptidos de FMOC. Por ejemplo, el ensamblaje de un polipéptido o
fragmento se puede realizar en 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 invencién, ya sea por
sintesis directa o por sintesis de una serie de fragmentos que se pueden acoplar usando otras técnicas conocidas.

La invencidn incluye pectato liasas de la invencién con y sin sefal. El polipéptido que comprende una secuencia
sefial de la invencién puede ser una pectato liasa de la invencién u otra pectato liasa u otra enzima u otro
polipéptido.

La divulgacion incluye pectato liasas inmovilizadas, anticuerpos anti-pectato liasa y fragmentos de los mismos. La
divulgacion proporciona métodos para inhibir la actividad de pectato liasa, por ejemplo, usando mutantes negativos
dominantes o anticuerpos anti-pectato liasa. La invencion incluye heterocomplejos, por ejemplo, proteinas de fusién,
heterodimeros, etc., que comprenden las pectato liasas de la invencion.
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Los polipéptidos de la invencién pueden tener una actividad de pectato liasa en diversas condiciones, por ejemplo,
extremas en pH y/o temperatura, agentes oxidantes, y similares. Algunos métodos pueden conducir a preparaciones
alternativas de pectato liasa con diferentes eficacias cataliticas y estabilidades, por ejemplo, hacia temperatura,
agentes oxidantes y cambios en las condiciones de lavado. En un aspecto, se pueden producir variantes de pectato
liasa usando técnicas de mutagénesis dirigida al sitio y/o mutagénesis aleatoria. En un aspecto, se puede usar
evolucion dirigida para producir una gran diversidad de variantes de pectato liasa con especificidades y estabilidad
alternativas.

Las proteinas de la invencién también son Gtiles como reactivos de investigacion para identificar moduladores de
pectato liasa, por ejemplo, activadores o inhibidores de actividad de pectato liasa. En resumen, las muestras de
ensayo (compuestos, caldos de cultivo, extractos, y similares) se afladen a ensayos de pectato liasa para determinar
su capacidad para inhibir la escision del sustrato. Los inhibidores identificados de este modo se pueden usar en
industria y en investigacion para reducir o prevenir la protedlisis no deseaba. Al igual que con las pectato liasas, los
inhibidores se pueden combinar para aumentar el espectro de actividad.

La divulgacion también proporciona métodos para descubrir nuevas pectato liasas usando los acidos nucleicos,
polipéptidos y anticuerpos que se describen en el presente documento, se pueden identificar sistematicamente
bibliotecas de fagos lambda para descubrimiento basado en la expresion de pectato liasas, para permitir la deteccion
de clones téxicos; aumento del acceso al sustrato; reduccién de la necesidad de modificacién por ingenieria de un
hospedador, derivando el potencial de cualquier sesgo resultante de la escision de masa de la biblioteca; v,
crecimiento mas rapido a bajas densidades de clones. La identificacion sistematica de bibliotecas de fagos lambda
se puede realizar en fase liquida o en fase sélida. En un aspecto, la invencion proporciona identificacion sistematica
en fase liquida. Esto proporciona una mayor flexibilidad en condiciones de ensayo; flexibilidad del sustrato adicional;
sensibilidad mas elevada para clones débiles; y facilidad de automatizacién sobre identificacion sistematica en fase
sélida.

Algunos métodos de identificacion sistematica pueden usar las proteinas y acidos nucleicos de la invencién y la
automatizacion robdtica permite la ejecucion de muchos miles de reacciones biocataliticas y ensayos de
identificacion sistematica en un breve periodo de tiempo, por ejemplo, al dia, asi como asegurar un nivel elevado de
precision y reproducibilidad (véase el analisis de matrices, a continuacién). Como resultado, se puede producir una
biblioteca de compuestos derivados en cuestion de semanas. Para ensefianzas adicionales sobre modificacion de
moléculas, incluyendo moléculas pequeiias, véase el documento PCT/US94/09174.

La presente invencién incluye enzimas pectato liasa que son variantes de carbonilo hidrolasa de origen no natural
(por ejemplo, variantes de pectato liasa) que tienen una actividad proteolitica, estabilidad, especificidad de sustrato,
perfil de pH y/o rendimiento diferentes en comparacion con la carbonil hidrolasa precursora a partir de la que se
deriva la secuencia de aminoacidos de la variante. De forma especifica, tales variantes de pectato liasa tienen una
secuencia de aminoacidos que no se encuentra en la naturaleza, que se deriva por sustitucion de una pluralidad de
restos de aminoacidos de una pectato liasa precursora con diferentes aminoacidos. La pectato liasa precursora
puede ser una pectato liasa de origen natural o una pectato liasa recombinante. Las variantes de pectato liasa utiles
incluyen la sustitucion de cualquiera de los L-aminoacidos de origen natural en las posiciones designadas de los
restos de aminoacidos.

Variantes de mutagénesis de sustitucion de sitio genético (GSSM™)

La invencion proporciona variantes de pectato liasa y los acidos nucleicos que las codifican. En un aspecto, la
invencion proporciona la SEC ID N°: 134, codificada por la SEC ID N°: 133, respectivamente. La SEC ID N°: 133 es
una variante de acido nucleico generada por mutagénesis por saturacion de sitio genético (GSSM™) de la SEC ID
N°: 131 (que codifica la SEC ID N°: 132). La SEC ID N°: 131y la SEC ID N°: 132 son variaciones truncadas del acido
nucleico como se establece en la SEC ID N°: 77, que codifica la SEC ID N° 78, respectivamente. La siguiente
Tabla 1 resume los cambios de aminoéacidos resultantes de las variaciones generadas por GSSM™ en sus
respectivos acidos nucleicos de codificacion (la SEC ID N°: 78 de longitud completa codificada por la SEC ID N°: 77,
y la SEC ID N°: 132 "precursora" truncada codificada por la SEC ID N°: 131:

Tabla 1 Posicion del nucleétido en Posicion del aminoacido
posicion del aminoacido| Posicion del nucledtido en el | el gen de tipo silvestre de | en el gen de tipo silvestre
que incluye mutacion en | gen de tipo silvestre truncado longitud completa (SEC | de longitud completa (SEC
las SEC ID N°%: 131, 132 (SEC ID N°*: 131, 132) ID N°*: 77, 78) ID N°°: 77, 78)

A118H 352-354 1423-1425 475

A182V 544-546 1615-1617 539

T190L 568-570 1639-1641 547

A197G 589-591 1660-1662 554
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Tabla 1 Posiciéon del nucleétido en Posicién del aminoacido
posicion del aminoacido | Posicién del nucledtido en el| el gen de tipo silvestre de | en el gen de tipo silvestre
gue incluye mutacion en | gen de tipo silvestre truncado longitud completa (SEC | de longitud completa (SEC
las SEC ID N°%: 131, 132 (SEC ID N°®: 131, 132) ID N°®: 77, 78) ID N°%: 77, 78)

S208K 622-624 1693-1695 565

T219M 655-657 1726-1728 576

T223E 667-669 1738-1740 580

S255R 763-765 1834-1836 612

S263K 787-789 1858-1860 620

N275Y 823-825 1894-1896 632

Y309W 925-927 1996-1998 666

S312v 934-936 2005-2007 669

La Figura 6 es una tabla que resume cambios en la secuencia a modo de ejemplo en los polipéptidos pectato liasa
de la invencion, caracterizados como "mutantes positivos”". Los mutantes positivos identificados como A-S son
mutantes positivos conminatorios (cada uno tiene varios cambios generados por GSSM™). Los mutantes positivos
identificados como AA-LL son mutantes positivos individuales (cada uno con un cambio generado por GSSM™).

La Figura 7 es una tabla que resume temperaturas de fusion y actividades especificas a modo de ejemplo (SA) de
enzimas a modo de ejemplo de la invencion a diversas temperaturas. La actividad especifica (U/mg de enzima pura)
se midi6 a diferentes temperaturas a pH 9,5 en Glicina NaOH 25 mM, tampén Tris HClI 25 mM. Una unidad de
actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que producia 1 umol de oligogalacturénidos insaturados
equivalente a 1 umol de digalacturénido insaturado por minuto. Las concentraciones de proteina de las
preparaciones de enzimas puras se midieron a A280 usando un coeficiente de extincion molar de 73800 M'cm™
(1 A280 equiv. para 0,50 mg/ml). Las temperaturas de fusiéon se determinaron con un calorimetro de barrido
diferencial.

En estas Figuras, el mutante "N" tiene una secuencia como se establece en la SEC ID N° 134, codificada por la
SEC ID Ne°: 133.

Secuencias sefial de pectato liasa, dominios de pectina metil esterasa y dominios cataliticos, médulos de union a
carbohidratos y dominios prepro

La divulgacion proporciona secuencias sefial (por ejemplo, péptidos sefial (SP)), dominios prepro y dominios
cataliticos (CD). Los SP, dominios prepro y/o CD pueden ser péptidos aislados o recombinantes o pueden formar
parte de una a proteina de fusion, por ejemplo, como un dominio heter6logo en una proteina quimérica. La
divulgacion proporciona acidos nucleicos que codifican estos dominios cataliticos (CD), dominios prepro y
secuencias sefial (SP, por ejemplo, un péptido que tiene una secuencia que comprende/que consiste en restos
terminales amino de un polipéptido de la invencion).

La divulgacién proporciona secuencias sefial de pectato liasa (por ejemplo, péptidos sefial (SP)) y acidos nucleicos
gue codifican estas secuencias sefial, por ejemplo, un péptido que tiene una secuencia que comprende/que consiste
en restos terminales amino de un polipéptido de la invencion, por ejemplo, péptidos sefial (SP) como se establece en
la Tabla 2, que sigue a continuacion. Una secuencia sefial puede comprender un péptido que comprende/que
consiste en una secuencia como se establece en los restos de 1 a 15, de 1a 16,de 1a 17,de 1a 18,de 1 a 19, de
la20,dela2l,dela22,dela23,dela?4,dela25dela26dela27,dela28,dela28 1a30,1a
31,1a32,1a33,1a34,1a35,1a36,1a37,1a38,1a39,delad0,deladl,delad2 delad3d, deladd
de un polipéptido de la divulgacién, por ejemplo, SEC ID N° 2, SEC ID N° 4, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 8, SEC ID
N°: 10, SEC ID N°: 12, SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 20, SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 24,
SEC ID N°: 26, SEC ID N°: 28, SEC ID N°: 30, SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 34, SEC ID N°: 36, SEC ID N°: 38, SEC ID
N°: 40, SEC ID N°: 42, SEC ID N°: 44, SEC ID N°: 46, SEC ID N°: 48, SEC ID N°: 50, SEC ID N°: 52, SEC ID N°: 54,
SEC ID N°: 56, SEC ID N°: 58, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 62, SEC ID N°: 64, SEC ID N°: 66, SEC ID N°: 68, SEC ID
Ne°: 70, SEC ID N°: 72, SEC ID N°: 74, SEC ID N°: 76, SEC ID N°: 78, SEC ID N°: 80, SEC ID N°: 82, SEC ID N°: 84,
SEC ID N°: 86, SEC ID N°: 88, SEC ID N°: 90, SEC ID N°: 92, SEC ID N°: 94, SEC ID N°: 96, SEC ID N°: 98, SEC ID
N°: 100, SEC ID N°: 102, SEQ NO:104 SEC ID N°: 106, SEC ID N°: 108, SEC ID N°: 110, SEC ID N°: 112, SEC ID
N°: 114, SEC ID N°: 116, SEC ID N°: 118, SEC ID N°: 120, SEC ID N°: 122, SEC ID N°: 124, SEC ID N°: 126, SEC
ID N°: 128, SEC ID N°: 130, SEC ID N°: 132, SEC ID N°: 134.

La invencion también proporciona dominios de pectato liasa pectina metil esterasa (PED) y dominios cataliticos (CD)
como se establece en la Tabla 2, que sigue a continuacion.
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Las secuencias sefial de pectato liasa (SP), CD, y/o secuencias prepro pueden ser péptidos aislados, 0, secuencias
unidas a otra hidrolasa o un polipéptido que no es pectato liasa, por ejemplo, como una proteina de fusion
(quimérica). Algunos polipéptidos pueden comprender tales secuencias sefial de pectato liasa. Algunos polipéptidos
pueden comprender tales secuencias sefial de pectato liasa SP, CD, y/o prepro y comprenden secuencias
heterdlogas para pectato liasas de la invencion (por ejemplo, una proteina de fusién que comprende una SP, CD, y/o
prepro del polipéptido de la invencion y secuencias de otra pectato liasa o una proteina que no es pectato liasa). En
un aspecto, la invencion proporciona pectato liasas de la invencién con secuencias SP, CD, y/o prepro heterélogas,
por ejemplo, secuencias con una secuencia sefial de levadura. Una pectato liasa de la invencion puede comprender
un SP heterélogo y/o prepro en un vector, por ejemplo, un vector de la serie pPIC (Invitrogen, Carlsbad, CA).

La Tabla 2 resume secuencias sefial (es decir, sefiales de péptidos en su forma aislada), dominios cataliticos,
médulos de unién a carbohidratos y dominios de pectina metil esterasa. Por ejemplo, la Tabla 2 describe: en la fila 1,
un péptido sefal (SP) en los restos de 1 a 28 de la SEC ID N°: 102 (codificados por la SEC ID N°: 101) y un dominio
catalitico (CD) en los restos 78-459 de la SEC ID N°: 102; en la fila 2, un péptido sefial (SP) en los restos de 1 a 21
de la SEC ID N°: 2 (codificados por la SEC ID N°: 1), un dominio de pectina metil esterasa (PED) en los restos 28-
308, y un dominio catalitico (CD) en los restos 309-638; en la fila 3, etc.

Tabla 2
SEC ID N°: Médulos (SP = péptido sefial, CD = dominio catalitico, CBM = médulo de unién a
carbohidrato, PED = dominio de pectina metil esterasa)
101, 102 SP,1-28, CD; 78-459
1,2 SP; 1-21, PED; 28-308, CD; 309-638
103, 104 SP; 1-26, CD; 27-366
105, 106 SP; 1-43, CD; 44-400
107, 108 SP; 1-31, CD; 32-357
109, 110 SP; 1-21, PED; 28-308, CD309-637
11, 12 CD; 1-388
111, 112 SP; 1-27, CD; 82-461
113, 114 SP; 1-18, CD; 19-388
115, 116 CD; 1-331
117,118 SP; 1-24, CD; 25-574
119, 120 CBM,; 1-61, CBM; 134-257, CD; 258-615
121, 122 SP; 1-29, CD; 30-348
123, 124 SP; 1-21, CD; 22-390
125, 126 CD; 24-325
127,128 SP; 1-24, CD; 125-482
129, 130 CD; 38-326
13,14 SP; 1-22, CD; 23-354
15, 16 SP; 1-33, CD; 34-359
17,18 CD; 1-348
19, 20 CD; 1-373
21,22 SP; 1-23, CD; 24-422
23,24 SP; 1-18, CD; 19-393
25, 26 SP; 1-15, CD; 16-397
27,28 SP; 1-21, PED; 28-308, CD; 309-638
29, 30 SP; 1-27, CD; 77-459
3,4 SP; 1-28, CD; 81-476
31, 32 CD; 1-348
33,34 SP; 1-18, CD; 19-346
35, 36 CD; 1-356
37,38 SP; 1-35, CD; 36-387
39, 40 SP; 1-32, CD; 33-358
41, 42 SP; 1-21, CD; 22-359
43, 44 CBM; 4-89, CBM; 152-275, CD; 277-633
45, 46 SP; 1-20, CD; 21-328
47, 48 SP; 1-21, CD; 22-358
49, 50 SP; 1-16, CD; 17-340
5,6 CD; 1-358
51, 52 CD; 1-376
53, 54 SP; 1-31, CBM; 32-124, CBM,; 180-303, CD; 304-658
55, 56 CD; 1-374
57, 58 CD; 1-389
59, 60 SP; 1-24, CD; 25-359
61, 62 CD; 90-407
63, 64 SP; 1-16, CD; 17-340
65, 66 SP; 1-28, CD; 29-436
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SEC ID N°: Médulos (SP = péptido sefial, CD = dominio catalitico, CBM = médulo de unién a
carbohidrato, PED = dominio de pectina metil esterasa)
67, 68 SP; 1-32, CBM; 33-126, CBM; 184-307, CD; 308-664
69, 70 SP; 1-22, CD; 23-344
7,8 CD; 1-374
71,72 SP; 1-20, CD; 21-345
73,74 SP; 1-22, CD; 23-406
75, 76 SP; 1-34, CD; 110-555
77,78 SP; 1-33, CBM; 34-126, CBM; 199-322, CD; 323-680
79, 80 SP; 1-28, CD; 81-458
81, 82 SP; 1-30, CD; 31-354
83, 84 PED; 268-556, CD; 782-1164
85, 86 CD; 1-383
87, 88 SP; 1-32, CD; 33-375
89, 90 SP; 1-31, CD; 32-459
9,10 SP; 1-29, CD; 30-371
91, 92 CD; 1-374
93,94 CD; 1-353
95, 96 SP; 1-31, CD; 32-357
97, 98 PED; 45-333, CD; 336-698
99, 100 SP; 1-35, CD; 36-593

En un aspecto, los SP, CD, y/o las secuencias prepro se identifican después de la identificacion de nuevos
polipéptidos pectato liasa. Las rutas mediante las que las proteinas se clasifican y se transportan a su propia
ubicacioén celular a menudo se denominan rutas de direccidn de proteina. Uno de los elementos mas importantes de
todos esto sistemas de direccion es una secuencia corta de aminoacidos en el extremo amino de un polipéptido
recién sintetizado denominado la secuencia sefial. Esta secuencia sefial dirige una proteina a su ubicacion
apropiada en la célula y se retira durante del transporte o cuando la proteina alcanza su destino final. La mayoria de
las proteinas lisosomales, de membrana, o secretadas tienen una secuencia sefial amino-terminal que las marcas
para translocacion en el lumen del reticulo endoplasmatico. La longitud de las secuencias sefial puede variar de 13 a
45 o mas restos de aminoacidos. Los expertos en la materia conocen diversos métodos de reconocimiento de
secuencias sefial. Por ejemplo, en un aspecto, se identifican nuevas sefiales de péptidos sefal de pectato liasa
mediante un método denominado SignalP. El SignalP usa una red neural combinada que reconoce tanto péptidos
sefial como sus sitios de escision. (Nielsen, et al., " Identification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and
prediction of their cleavage sites". Protein Engineering, vol. 10, no. 1, p. 1-6 (1997).

En algunos aspectos, algunas pectato liasas de la invencion no tienen SP y/o secuencias prepro, y/o dominios
cataliticos (CD). En un aspecto, la invencion proporciona polipéptidos (por ejemplo, pectato liasas) que carecen de
todo o parte de un SP, un CD y/o un dominio prepro. En un aspecto, la invencion proporciona secuencias de acidos
nucleicos que codifican la secuencia sefial (SP), un CD, y/o prepro de una pectato liasa unida de forma operativa a
secuencias de acidos nucleicos de una pectato liasa diferente u, opcionalmente, puede ser deseable una secuencia
sefial (SP) y/o dominio prepro de una proteina que no es pectato liasa.

La invencion también proporciona polipéptidos aislados o recombinantes que comprenden secuencias sefial (SP),
dominios prepro, dominios de pectina metil esterasa (PED) y dominios cataliticos (CD) de la invencion y secuencias
heterdlogas. Las secuencias heterélogas son secuencias no asociadas de forma natural (por ejemplo, a una pectato
liasa) con una SP, dominio prepro, PED, y/o CD. La secuencia a la que la SP, dominios prepro, PED y/o CD no se
asocian de forma natural puede estar en el extremo amino terminal, extremo carboxi terminal, y/o en ambos
extremos de la SP, del dominio prepro, de PED, y/o de CD de la SP, dominio prepro, PED y/o CD. En un aspecto, la
invencién proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende (0 que consiste en) un polipéptido que
comprende una secuencia sefial (SP), dominio prepro, dominio de pectina metil esterasa (PED) y/o dominio
catalitico (CD) de la invencion con la condicién de que no esté asociado con ninguna secuencia con la que se asocia
de forma natural (por ejemplo, una secuencia de pectato liasa). De forma analoga en un aspecto, la invencién
proporciona acidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos polipéptidos. Por lo tanto, en un aspecto,
el acido nucleico aislado o recombinante de la invencion comprende secuencia de codificacion para una secuencia
sefial (SP), dominio prepro, dominio de pectina metil esterasa (PED) y/o dominio catalitico (CD) de la invencién y
una secuencia heter6loga (es decir, una secuencia no asociada de forma natural con la secuencia sefial (SP),
dominio prepro, dominio de pectina metil esterasa (PED) y/o dominio catalitico (CD) de la invencidn). La secuencia
heterdloga puede estar en el extremo terminal en la posicion 3', en el extremo terminal en la posicién 5', y/o en
ambos extremos de la secuencia de codificacion de SP, dominio prepro, PED y/o CD.

Glicosilaciéon

Los péptidos y polipéptidos de la invencion (por ejemplo, pectato liasas, anticuerpos) también pueden estar
glicosilados, por ejemplo, en un aspecto, comprendiendo al menos un sitio de glicosilacion, por ejemplo, una
glicosilacion unida a N o unida a O. En un aspecto, el polipéptido se puede glicosilar después de su expresion en
una cepa de P. pastoris o de S. pombe. La glicosilaciéon se puede afiadir después de la traduccion por via quimica o
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mediante cualquier mecanismo de biosintesis celular, en la que el Gltimo incorpora el uso de motivos de glicosilacion
conocidos, que pueden ser nativos para la secuencia o se pueden afiadir como un péptido o se pueden afadir en la
secuencia de codificacion de acido nucleico.

Bibliotecas de pectato liasas polipéptidos hibridos (quiméricos)

En un aspecto, la invencion proporciona pectato liasas y proteinas de fusién hibridas, que incluyen bibliotecas de
péptidos, que comprenden secuencias de la invencion. Las bibliotecas de péptidos de la invencién se pueden usar
para aislar moduladores de péptidos (por ejemplo, activadores o inhibidores) de dianas, tales como sustratos de
pectato liasa, receptores, enzimas. Las bibliotecas de péptidos de la invencién se pueden usar para identificar
asociados de union de dianas adecuados, tales como ligandos, por ejemplo, citoquinas, hormonas y similares. En un
aspecto, la invencién proporciona proteinas quiméricas que comprenden una secuencia sefial (SP), dominio de
pectina metil esterasa (PED) y/o dominio catalitico (CD) del polipéptido de la invencién y una secuencia heteréloga
(véase anteriormente).

En un aspecto, las proteinas de fusion de la invencion (por ejemplo, el resto peptidico) se estabilizan de forma
convencional (con respecto a péptidos lineales) para permitir una afinidad de unién mas elevada para las dianas. La
invencién proporciona fusiones de pectato liasas de la invencién y otros péptidos, que incluyen péptidos conocidos y
aleatorios. Se pueden fusionar un modo tal que la estructura de las pectato liasas no se ve alterada de forma
significativa y el péptido se estabiliza conformacionalmente de forma metabdlica o estructural. Esto permite la
creacion de una biblioteca de péptidos que se controla facilmente tanto para su presencia como su cantidad dentro
de las células.

Las variantes de secuencias de aminoacidos de la invencion se pueden caracterizar mediante una naturaleza de la
variacion determinada previamente, una caracteristica que las diferencia de una forma de origen natural, por
ejemplo, una variacion alélica o interespecie de una secuencia de pectato liasa. En un aspecto, las variantes de la
invencion presentan la misma actividad biolégica cualitativa que el analogo de origen natural. Como alternativa, las
variantes se pueden seleccionar para que tengan caracteristicas modificadas. En un aspecto, cuando el sitio o
region para la introduccion de una variacién de la secuencia de aminoacidos se determina previamente, no es
necesario que la mutacion, per se, se determine previamente. Por ejemplo, para optimizar el rendimiento de una
mutacién en un sitio dado, se puede realizar mutagénesis aleatoria en el codon o region diana y las variantes de
pectato liasa expresadas se identifiquen sistematicamente para la combinacion de actividad deseada éptima. Se
conocen hien algunas técnicas para preparar mutaciones de sustituciéon en sitios determinados previamente en el
ADN que tiene la secuencia conocida, como se analiza en el presente documento, por ejemplo, mutagénesis del
cebador M13 y mutagénesis de PCR. La identificacion sistematica de los mutantes se puede realizar usando
ensayos de actividades proteoliticas. En aspectos alternativos, las sustituciones de aminoacidos pueden ser restos
individuales; las inserciones pueden ser del orden de aproximadamente de 1 a 20 aminoacidos, aunque se pueden
realizar inserciones considerablemente mayores. Las supresiones pueden variar de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70 restos o0 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 alteracién de la molécula. Sin embargo, se
pueden tolerar cambios mayores en ciertas circunstancias.

La invencién proporciona pectato liasas en las que la estructura de la cadena principal de polipéptido, la estructura
secundaria o la estructura terciaria, por ejemplo, una estructura alfa-helicoidal o de lamina beta, se ha modificado.
En un aspecto, se ha modificado la carga o hidrofobia. En un aspecto, se ha modificado el tamafio de una cadena
lateral. Se realizan cambios sustanciales en la funcién o identidad inmunolégica seleccionando sustituciones que son
menos conservativas. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones que influyen de forma mas significativa: la
estructura de la cadena principal de polipéptido en la zona de la alteracién, por ejemplo una estructura alfa-helicoidal
0 una lamina beta; una carta o un sitio hidréfobo de la molécula, que pueden estar en un sitio activo; o una cadena
lateral. La invencién proporciona sustituciones en polipéptidos de la invencion en los que (a) un resto hidrofilo, por
ejemplo serilo o treonilo, se sustituye por (o con) un resto hidréfobo, por ejemplo leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo
o alanilo; (b) una cisteina o prolina se sustituye por (o con) cualquier otro resto; (c) un resto que tiene una cadena
lateral electropositiva, por ejemplo lisilo, arginilo, o histidilo, se sustituye por (o con) un resto electronegativo, por
ejemplo glutamilo o aspartilo; o (d) un resto que tiene una cadena lateral grande, por ejemplo fenilalanina, se
sustituye por (0 con) una que no tiene una cadena lateral, por ejemplo glicina. Las variantes pueden presentar la
misma actividad biolégica cualitativa (es decir, actividad de pectato liasa) aunque se pueden seleccionar variantes
para modificar las caracteristicas de las pectato liasas cuando sea necesario.

En un aspecto, las pectato liasas de la invencion comprenden epitopos 0 marcas de purificacion, secuencias sefial u
otras secuencias de fusion, etc. En un aspecto, las pectato liasas de la invencién se pueden fusionar con un péptido
aleatorio para formar un polipéptido de fusiéon. En el presente documento, con "fusionado"” o "unido de forma
operativa" se hace referencia a que el péptido aleatorio y la pectato liasa se unen en conjunto, de un modo tal que se
minimiza la alteracién de la estabilidad de la estructura de la pectato liasa, por ejemplo, mantiene la actividad de
pectato liasa. El polipéptido de fusion (o polinucleétido de fusion que codifica el polipéptido de fusién) también puede
comprender adiciones de componentes, que incluyen multiples péptidos en mdltiples bucles.
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En un aspecto, los péptidos y los acidos nucleicos que los codifican son aleatorios, ya sea totalmente aleatorios o
estan sesgados en su aleatorizacion, por ejemplo en la secuencia de nucleétidos/restos generalmente o por
posicion. "Aleatorio” se refiere a que cada acido nucleico y péptido consiste basicamente en nucleétidos y
aminoacidos aleatorios, respectivamente. En un aspecto, los acidos nucleicos que dan lugar a los péptidos se
pueden sintetizar de forma quimica, y por lo tanto pueden incorporar cualquier nucleétido en cualquier posicion. Por
lo tanto, cuando los acidos nucleicos se expresan para formar péptidos, se puede incorporar cualquier resto de
aminoacido en cualquier posicidn. El proceso de sintesis se puede disefiar para generar acidos nucleicos aleatorios,
para permitir la formacion de todas o la mayoria de las posibles combinaciones en la longitud del acido nucleico,
formando de este modo una biblioteca de &cidos nucleicos aleatorios. La biblioteca puede proporcionar una
poblacién estructuralmente diversa de forma suficiente de productos de expresion aleatorios para influir en un
intervalo probabilisticamente suficiente de respuestas celulares para proporcionar una o mas células que presentan
una respuesta deseada. Una biblioteca de interaccion puede ser lo suficientemente grande como para que al menos
uno de sus miembros tenga una estructura que le proporciona afinidad hacia alguna molécula, proteina, u otro
factor.

Metodologias de ldentificacion Sistematica y Dispositivos de Control "En linea"

En la practica de estos métodos, se puede usar una diversidad de aparatos y metodologias en conjunto con los
polipéptidos y acidos nucleicos de la invencion, por ejemplo, para identificar sistematicamente la actividad de pectato
liasa, para identificar sistematicamente compuestos como moduladores potenciales, por ejemplo, activadores o
inhibidores, de una actividad de pectato liasa, para anticuerpos que se unen a un polipéptido de la invencion, para
acidos nucleicos que hibridan a un acido nucleico de la invencion, para identificar sistematicamente células que
expresan un polipéptido de la invencién y similares.

Matrices Capilares

Algunas matrices capilares, tales como la GIGAMATRIX™, Diversa Corporation, San Diego, CA, se pueden usar en
los métodos de la invencion. Los acidos nucleicos o polipéptidos de la invencién se pueden inmovilizar en o aplicar a
una matriz, incluyendo matrices capilares. Las matrices se pueden usar para identificar sistematicamente o para
controlar bibliotecas de composiciones (por ejemplo, moléculas pequefias, anticuerpos, acidos nucleicos, etc.) para
su capacidad para unirse al cu para modular la actividad de un acido nucleico o un polipéptido de la invencién. Las
matrices capilares proporcionan otro sistema para mantener e identificar sistematicamente muestras. Por ejemplo,
un aparato de identificacion sistematica de muestras puede incluir una pluralidad de capilares formados en una
matriz de capilares adyacentes, en la que cada capilar comprende al menos una pared que define un lumen capilar
que comprende al menos una pared que define un lumen para retener una muestra. El aparato puede incluir
adicionalmente material intersticial colocado entre capilares adyacentes en la matriz, y uno o mas vicios de
referencia formados dentro del material intersticial. Un capilar para identificar sistematicamente una muestra, en la
que el capilar se adapta para que se una en una matriz de capilares, puede incluir una primera pared que define un
lumen para retener la muestra, un ataque formado por un material de filtro, para filtrar la energia de excitacion
proporcionada al lumen para excitar la muestra.

Un polipéptido o acido nucleico, por ejemplo, un ligando, se puede introducir en un primer componente en al menos
una parte de un capilar de una matriz capilar. Cada capilar de la matriz capilar puede comprender al menos una
pared que define un lumen para retener el primer componente. Una burbuja de aire se puede introducir en el capilar
detras del primer componente. Un segundo componente se puede introducir en el capilar, en el que el segundo
componente se separa del primer componente mediante la burbuja de aire. Una muestra de interés se puede
introducir en un primer liquido marcado con una particula detectable en un capilar de una matriz capilar, en el que
cada capilar de la matriz capilar comprende al menos una pared que define un lumen para retener el primer liquido y
la particula detectable, y en el que al menos una prensa reviste con material de unién para unir la particula
detectable a la han menos una parte. El método puede incluir adicionalmente la eliminacion del primer liquido del
tubo capilar, en el que la particula detectable unida se mantiene dentro del capilar, y la introduccién de un segundo
liquido en el tubo capilar.

La matriz capilar puede incluir una pluralidad de capilares individuales que comprenden al menos una pared externa
gue define un lumen. La pared externa del capilar puede ser una o mas paredes fusionadas en conjunto. De forma
analoga, la pared de definir un lumen que es cilindrico, cuadrado, hexagonal o de cualquier otra forma geométrica
siempre y cuando las paredes formen un lumen para la retencién de un liquido o muestra. Los capilares de la matriz
capilar se pueden mantener en conjunto en las proximidades para formar una estructura plana. Los capilares se
pueden unir en conjunto, mediante su fusién (por ejemplo, en el que los capilares estan hechos de vidrio), pegado,
union, o sujetos lado a lado. La matriz capilar puede estar formada con cualquier nimero de capilares individuales,
por ejemplo, una serie de 100 a 4.000.000 capilares. Una matriz capilar puede formar una placa de microtitulacion
gue tiene aproximadamente 100.000 o mas capilares individuales unidos en conjunto.

Matrices, o "Biochips"
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Los acidos nucleicos o polipéptidos de la invencién se pueden inmovilizar en o aplicar a una matriz. Las matrices se
pueden usar para identificar sistematicamente o para controlar bibliotecas de composiciones (por ejemplo, moléculas
pequefias, anticuerpos, acido sulfirico, etc.) para su capacidad para unirse o para modular la actividad de un acido
nucleico o un polipéptido de la invencion. Por ejemplo, en un aspecto de la invencién, un parametro controlado es la
expresion del transcrito de un gen de pectato liasa. 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 o complementarios de transcritos de una célula, mediante hibridacién con acidos nucleicos
inmovilizados en una matriz, o "biochip". Mediante el uso de una "matriz" de &cidos nucleicos en un microchip,
algunos o todos los transcritos de una célula se pueden cuantificar de forma simultanea. Como alternativa, también
se pueden usar matrices que comprenden acido nucleico genémico para determinar el genotipo de una cepa recién
modificada por ingenieria preparada con los métodos que se desvelan en el presente documento. También se
pueden usar "matrices de polipéptidos" para cuantificar de forma simultanea una pluralidad de proteinas. La
presente invencién se puede poner en practica con cualquier "matriz" conocida, también denominada una
"micromatriz" o "matriz de acido nucleico" o "matriz polipeptidica" o "matriz de anticuerpo " o "biochip", o variacién de
las mismas. Las matrices son genéricamente una pluralidad de "sitios" o "elementos diana", comprendiendo cada
elemento diana una cantidad definida de una o mas moléculas biologicas, por ejemplo, oligonucleétidos,
inmovilizadas en una zona definida de una superficie del sustrato para unién especifica a una molécula de nuestra,
por ejemplo, transcritos de ARNm.

En la practica de los métodos, se puede incorporar cualquier matriz y/o método conocidos para preparar y usar
matrices total o parcialmente, o variaciones de los mismos, como se describe, por ejemplo, en los documentos de
Patente de Estados Unidos 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; véase también, por ejemplo, el documento de
patente WO 99/51773; documento de patente WO 99/09217; documento de patente WO 97/46313; documento de
patente WO 96/17958; véase 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 Patente
de Estados Unidos publicadas N°° 20010018642; 20010019827; 20010016322; 20010014449; 20010014448;
20010012537; 20010008765,

Métodos de identificacion sistematica de anticuerpos y basados en anticuerpos

La divulgacién proporciona anticuerpos aislados o recombinantes que se unen de forma especifica a una pectato
liasa de la invencién. Estos anticuerpos se pueden usar para aislar, identificar o cuantificar las pectato liasas de la
invencion o polipéptidos relacionados. Estos anticuerpos pueden usar para aislar otros polipéptidos dentro del
alcance la invencion u pectato liasas otras relacionadas. Los anticuerpos se pueden disefiar para que se unan a un
sitio activo de una pectato liasa. Algunos métodos para la inhibicion de pectato liasas pueden usar estos
anticuerpos.

La divulgacion proporciona fragmentos de las enzimas de la invencién, que incluyen fragmentos inmunogénicos de
un polipéptido de la invencién que pueden comprender adicionalmente adyuvantes, vehiculos y similares.

Los anticuerpos se pueden usar en inmunoprecipitacion, tincién, columnas de inmunoafinidad, y similares. Si se
desea, se pueden generar secuencias de acidos nucleicos que codifican antigenos especificos mediante
inmunizacién seguido de aislamiento del polipéptido o acido nucleico, amplificacién o clonacion e inmovilizacion de
polipéptidos en una matriz. Como alternativa, estos métodos se pueden usar para modificar la estructura de un
anticuerpo producido por una célula a modificar, por ejemplo, una afinidad de un anticuerpo se puede aumentar o
disminuir. Ademas, la capacidad para preparar o modificar anticuerpos puede ser un fenotipo modificado por
ingenieria en una célula por estos métodos.

Los expertos en la materia conocen algunos métodos de inmunizacion, produccién y aislamiento de anticuerpos
(policlonales y monoclonales) y se describen en la bibliografia cientifica y de patente, véase, 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, New York, NY (1986); Kohler (1975) Nature 256: 495;
Harlow (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, New York. Los
anticuerpos donde se pueden generar in vitro, por ejemplo, usando bibliotecas de presentacion de fagos que
expresan sitio de unién a anticuerpo recombinante, ademas de los métodos in vivo tradicionales usando animales.
Véase, por ejemplo, Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15: 62-70; Katz (1997) Annu. Rev. Biophys. Biomol.
Struct. 26: 27-45.

Se pueden usar polipéptidos o péptidos para generar anticuerpos que se unen de forma especifica a los
polipéptidos, por ejemplo, las pectato liasas, de la invencion. Los anticuerpo resultante se pueden usar en
procedimientos de cromatografia por afinidad para aislar o purificar el polipéptido o para determinar si el polipéptido
esta presente en una muestra biolégica. En tales procedimientos, una preparacion de proteina, tal como un extracto,
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0 una muestra bioldgica se pone en contacto con un anticuerpo capaz de unirse de forma especifica uno de los
polipéptidos de la invencion.

En los procedimientos de inmunoafinidad, el anticuerpo se une a soporte sélido, tal como una perla u otra matriz de
columna. La preparacion de proteinas se coloca en contacto con el anticuerpo en condiciones en las que el
anticuerpo se une de forma especifica a uno de los polipéptidos de la invencion. Después de un lavado para retirar
las proteinas no unidas de forma especifica, los polipéptidos unidos de forma especifica se eluyen.

La capacidad de las proteinas en una muestra biolégica para unirse al anticuerpo se puede determinar usando
cualquiera de una diversidad de procedimientos familiares para los expertos en la materia. Por ejemplo, la uniéon se
puede determinar marcando el anticuerpo con una marca detectable tal como un agente fluorescente, una marca
enzimatica, o un radiois6topo. Como alternativa, la unién del anticuerpo a la muestra se puede detectar usando un
anticuerpo secundario que tiene tal marca detectable en el mismo. Algunos ensayos en particular incluyen ensayos
de ELISA, ensayos de sandwich, radioinmunoensayos, y Transferencias de Western.

Se pueden obtener anticuerpos policlonales generados frente a los polipéptidos de la invencién por inyeccion directa
de los polipéptidos en un animal o mediante la administracion de los polipéptidos a un animal no humano. El
anticuerpo obtenido de este modo se unira al polipéptido en si mismo. De esta manera, se puede usar incluso una
secuencia que codifica solamente un fragmento del polipéptido para generar anticuerpos que se pueden unir a todo
el polipéptido nativo. Tales anticuerpos se pueden unir a continuacién para aislar el polipéptido de células que
expresan ese polipéptido.

Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, se puede usar cualquier técnica que proporciona anticuerpos
producidos mediante cultivos continuos de lineas celulares. Los ejemplos incluyen la técnica del hibridoma, la
técnica del trioma, la técnica del hibridoma de linfocitos B humanos, y la técnica del hibridoma de EBV (véase, por
ejemplo, Cole (1985) en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96).

Algunas técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de una sola cadena (véase, por ejemplo, el documento
de Patente de Estados Unidos N° 4.946.778) se pueden adaptar para producir anticuerpos de una sola cadena para
los polipéptidos de la invencién. Como alternativa, se pueden usar ratones transgénicos para expresar anticuerpos
humanizados para estos polipéptidos o fragmentos.

Se pueden usar anticuerpos generados frente a los polipéptidos de la invencion en la identificacion sistematica de
polipéptido similares (por ejemplo, pectato liasas) a partir de otros organismos y muestras. En tales técnicas, los
polipéptidos del organismo se ponen en contacto con el anticuerpo y se detectan esos polipéptidos que se unen de
forma especifica al anticuerpo. Se puede usar cualquiera de los procedimientos que se han descrito anteriormente
para detectar la unién al anticuerpo.

Kits

Los kits pueden comprender las composiciones, por ejemplo, acidos nucleicos, casetes de expresion, vectores,
células, semillas o plantas o partes de plantas transgénicas, polipéptidos (por ejemplo, pectato liasas) y/o
anticuerpos que se desvelan en el presente documento. Los kits también pueden contener material con
instrucciones que ensefia las metodologias y usos industriales de la invencion, como se describe en el presente
documento.

Medida de Pardmetros Metabdlicos

La evolucion de la célula completa, o la modificacion por ingenieria de la célula completa, de una célula puede
desarrollar una nueva cepa celular que tiene un nuevo fenotipo, por ejemplo, una nueva o modificada actividad de
pectato liasa, mediante la modificacion de la composicion genética de la célula. La composicién genética se puede
modificar mediante la adicion a la célula de un acido nucleico de la invencion. Para detectar un nuevo fenotipo, al
menos un parametro metabdlico de una célula modificada se controla en la célula en un marco de "tiempo real" o de
tiempo "en linea". Una pluralidad de células, tal como un cultivo celular, se puede controlar en "tiempo real" o "en
linea". Una pluralidad de parametros metabdlicos se puede controlar en "tiempo real" o "en linea". Algunos
parametros metabolicos se pueden controlar usando las pectato liasas de la invencion.

El andlisis de flujo metabdlico (MFA) se basa en una regidbn marco conservada de bioquimica conocida. Se
construye una matriz metabdlica linealmente independiente basandose en la ley de conservacion de masa y en la
hipotesis del estado pseudoestacionario (PSSH) en los metabolitos intracelulares. En la practica de estos métodos,
se establecen redes metabdlicas, que incluyen la:

« |dentidad de todos los sustratos, productos y metabolitos intermedios de la ruta
« Identidad de todas las reacciones quimicas que interconvierten los metabolitos de la ruta, la estequiometria de
las reacciones de la ruta,

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 545639 T3

. Identidad de todas las enzimas que catalizan las reacciones, la cinética de la reaccion enzimatica,

e Las interacciones reguladoras entre los componentes de la ruta, por ejemplo interacciones alostéricas,
interacciones enzima-enzima etc,

e compartimentalizacion intracelular de enzimas o cualquier otra organizacion supramolecular de las enzimas, y,

« la presencia de cualquier gradiente de concentraciéon de metabolitos, enzimas o moléculas efectoras o barreras
de difusién para su movimiento.

Una vez que se construye la red metabdlica de una cepa dada, se puede introducir una presentacién matematica por
concepto de matriz para estimar los flujos metabdlicos intracelulares si estan disponibles los datos de metaboloma
en linea. El fenotipo metabdlico se basa en los cambios de toda la red metabdlica dentro de una célula. El fenotipo
metabdlico se basa en el cambio de utilizacion del uso de la ruta con respecto a condiciones ambientales, regulacion
genética, estado de desarrollo y el genotipo, etc. Después del calculo de MFA en linea, el comportamiento dinamico
de las células, su fenotipo y otras propiedades se analizan mediante la investigacion del uso de la ruta. Por ejemplo,
si el suministro de glucosa aumenta y el de oxigeno disminuye durante la fermentacién de la levadura, el uso de las
vias respiratorias se reducird y/o detendra, y el uso de las rutas fermentativas dominara. El control del estado
fisiolégico de los cultivos celulares sera posible después del analisis de la ruta. Los métodos de la invencion pueden
ayudar a determinar como manipular la fermentacién mediante la determinacion de como cambiar el suministro de
sustrato, temperatura, uso de inductores, etc., para controlar el estado fisioldgico de las células para moverse a lo
largo de la direccién deseable. Los resultados del MFA también se pueden comparar con datos de transcriptoma y
proteoma para disefiar experimentos y protocolos para ingenieria metabdlica o redistribucion de genes, etc.

Cualquier fenotipo modificado o nuevo se puede consulta y detectar, incluyendo caracteristicas nuevas o mejoradas
en la célula. Se puede controlar cualquier aspecto del metabolismo o crecimiento.

Control de la expresion de un transcrito de ARNm

El fenotipo modificado por ingenieria puede comprender el aumento una disminucion de la expresion de un transcrito
de ARNm (por ejemplo, un mensaje de pectato liasa) o generaciéon de nuevos transcritos (por ejemplo, pectato liasa)
en una célula. Este aumento o disminucion de la expresion se puede trazar sometiendo a ensayo la presencia de
una pectato liasa de la invencion o mediante ensayos de actividad de pectato liasa. También se pueden detectar
transcritos de ARNm, o mensajes, y cuantificar mediante cualquier método conocido en la técnica, que incluye, por
ejemplo, transferencias de Northern, reacciones de amplificacién cuantitativa, hibridacion a matrices, y similares. Las
reacciones de amplificacién cuantitativa incluyen, por ejemplo, PCR cuantitativa, que incluye, por ejemplo, reaccion
en cadena de la polimerasa por transcripcion inversa cuantitativa, 0 RT-PCR; RT-PCR en tiempo real cuantitativa, o
"RT-PCR cinética en tiempo real" (véase, por ejemplo, Kreuzer (2001) Br. J. Haematol. 114: 313-318; Xia (2001)
Transplantation 72: 907-914).

El fenotipo modificado por ingenieria se puede generar por genosupresion de la expresion de un gen homélogo. La
secuencia que codifica el gen o uno 0 mas elementos de control de la transcripcién se pueden genosuprimir, por
ejemplo, promotores o potenciadores. Por lo tanto, la expresién de un transcrito se puede suprimir completamente o
solamente se puede disminuir.

El fenotipo modificado por ingenieria puede comprender el aumento de la expresidon de un gen homdélogo. Esto se
puede realizar mediante genosupresion de un elemento de control negativo, incluyendo un elemento regulador de la
transa accién que actla en cis o trans, o, en la mutagénesis de un elemento de control positivo. Uno o mas, o, todos
los transcritos de una célula se pueden medir por hibridacién de una muestra que comprende transcritos de la célula,
0, &cidos nucleico representativos de o complementarios para transcritos de una célula, por hibridaciéon con acidos
nucleicos inmovilizados en una materia.

Control de la expresion de polipéptidos, péptidos y aminoacidos

El fenotipo modificado por ingenieria puede comprender el aumento o la disminucién de la expresién de un
polipéptido (por ejemplo, una pectato liasa) o la generacion de nuevos polipéptidos en una célula. Este aumento o
disminucion de la expresion se puede trazar mediante la determinacién de la cantidad de pectato liasa presente o
mediante ensayos de actividad de pectato liasa. También se pueden detectar y cuantificar polipéptidos, péptidos y
aminoacidos mediante cualquier método conocido en la técnica, que incluye, por ejemplo, resonancia magnética
nuclear (RMN), espectrofotometria, radiografia (radiomarcado de proteinas), electroforesis, electroforesis capilar,
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia de hiperdifusién,
diversos métodos inmunoldgicos, por ejemplo inmunoprecipitacion, inmunodifusién, inmunoelectroforesis,
radioinmunoensayos (RIA), ensayos de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA), ensayos de
inmunofluorescencia, electroforesis en gel (por ejemplo, SDS-PAGE), tincion con anticuerpos, clasificacion celular
activada por fluorescencia (FACS), espectrometria de masas por pirdlisis, Espectrometria de Infrarrojos con
Transformada de Fourier, espectrometria de Raman, GC-MS, y LC-Electronebulizacion y espectrometrias de masas
con electronebulizacién de proteccion-LC-tandem, y similares. Las nuevas bioactividades también se pueden
identificar sistematicamente usando métodos, o variaciones de los mismos, que se describen en el documento de
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Patente de Estados Unidos N° 6.057.103. Ademas, como se analiza a continuacion en detalle, uno o mas, o, todos
los polipéptidos de una célula se pueden medir usando una matriz de proteina.

Aplicaciones industriales

Composiciones de Detergente

Las composiciones de detergente pueden comprender uno o mas polipéptidos (por ejemplo, pectato liasas) de la
invencion. Para los métodos para preparar y usar composiciones detergente, véase, por ejemplo, los documentos de
Patente de Estados Unidos N°° 6.413.928: 6.399.561; 6.365.561; 6.380.147. Las composiciones de detergente
pueden ser una composicién acuosa de una y dos partes, una composicién liquida no acusa, un sélido fundido, una
forma granular, una forma de particulas, un comprimido formado por compresién, un gel y/o una pasta y la forma de
suspension. Las pectato liasas de la invencion también se pueden usar como un producto aditivo para detergente en
una forma soélida o una forma liquida. Se pretende que tales productos aditivos complementen o refuercen el
rendimiento de composiciones de detergente convencionales y se pueden afiadir en cualquier etapa del proceso de
limpieza.

La invencion también proporciona métodos capaces de eliminar tierra de alimentos recién recogidos, peliculas de
restos de alimentos y otras composiciones de alimentos secundarias usando estas composiciones de detergente.
Las pectato liasas de la invencion pueden facilitar la eliminacién de manchas de almidén por medio de hidrélisis
catalitica o trans-eliminacion de pectinas, incluyendo la alteracion de paredes celulares de vegetales y bacterianas.
Las pectato liasas de la invencidon se pueden usar en detergentes para lavavajillas en detergentes para lavado de
textiles.

El contenido de enzima activa real depende del método de preparacion de una composicion de detergente y no es
critico, suponiendo que la solucion de detergente tenga la actividad enzimatica deseada. En un aspecto, la cantidad
de pectato liasa presente en la solucién final varia de aproximadamente 0,001 mg a 0,5 mg por gramo de la
composicion de detergente. La enzima en particular elegida para uso en el proceso y productos de la presente
invencion depende de las condiciones del uso final, incluyendo la forma fisica del producto, pH de uso, temperatura
de un solo, y tipos de suelo a degradar o alterar. La enzima se puede elegir para que proporcione una actividad y
estabilidad 6ptimas para cualquier conjunto de condiciones de utilidad dadas. En un aspecto, las pectato liasas de la
presente invencion son activas en los intervalos de pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 ay en el
intervalo de temperatura de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 95 °C. Los detergentes de la invencion
pueden comprender tensioactivos catiénicos, no idnicos semipolares o zwitteridnicos; 0, mezclas de los mismos.

Las pectato liases de la invencién se pueden formular en detergentes en polvo y liquidos que tienen un pH entre 4,0
y 12,0 a niveles de aproximadamente un 0,01 % a aproximadamente un 5 % (preferentemente de un 0,1 % a un 0,5
%) en peso. Estas composiciones de detergente también pueden incluir otras enzimas tales como proteasas,
celulasas, lipasas o endoglicosidasas, endo-beta-1,4-glucanasas, beta-glucanasas, endo-beta-1,3(4)-glucanasas,
cutinasas, peroxidasas, lacasas, amilasas, glucoamilasas, pectinasas, reductasas, oxidasas, fenoloxidasas,
ligninasas, pululanasas, arabinanasas, hemicelulasas, mananasas, xiloglucanasas, xilanasas, pectina acetil
esterasas, ramnogalacturonano acetil esterasas, poligalacturonasas, ramnogalacturonasas, galactanasas, pectina
liasas, pectina metilesterasas, celobiohidrolasas y/o transglutaminasas. Estas composiciones de detergente también
pueden incluir aditivos y estabilizantes.

La adicion de las pectato liasas de la invencion a composiciones de limpieza convencionales no crea ninguna
limitacion especial en uso. En otras palabras, cualquier temperatura y pH adecuados para el detergente también son
adecuados para las composiciones de la invencion siempre y cuando la enzima sea activa en o tolerante para el pH
y/o temperatura del uso pretendido. Ademas, las pectato liasas de la invencion se pueden usar en una composicion
de limpieza sin detergentes, de nuevo solas o en combinacidn con aditivos y estabilizantes.

La presente invencién proporciona composiciones de limpieza que incluyen composiciones de detergente para la
limpieza de superficies duras, composiciones de detergente para la limpieza de tejidos, composiciones para
lavavajillas, composiciones para limpieza oral, composiciones para limpieza de dentaduras, y composiciones para
limpieza de lentes de contacto.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para lavar un objeto que comprende poner en contacto el objeto
con un polipéptido de la invencién en condiciones suficientes para lavado. Una pectato liasa de la invencion se
puede incluir como un aditivo de detergente. La composicion de detergente, por ejemplo, se puede formular como
una composicion de detergente lavado a mano o a maquina que comprende un polipéptido de la invencién. Un
aditivo para lavanderia adecuado para tratamiento previo de tejidos manchados puede comprender un polipéptido de
la invencién. Una composicion suavizante de tejido puede comprender una pectato liasa de la invencion. Como
alternativa, una pectato liasa de la invencién se puede formular como una composicién de detergente para uso en
operaciones de limpieza de superficies duras del hogar en general. En aspectos alternativos, los aditivos
detergentes y las composiciones de detergente pueden comprender una u otras enzimas mas tales como una
proteasa, una lipasa, una cutinasa, otra pectato liasa, una carbohidrasa, una celulasa, una pectinasa, una
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mananasa, una arabinasa, una galactanasa, una xilanasa, una oxidasa, por ejemplo, una lactasa, y/o una
peroxidasa (véase también, la mencionada anteriormente). Las propiedades de la enzima o enzimas de la invencion
se eligen para que sean compatibles con el detergente seccionado (es decir, pH 6ptimo, compatibilidad con otros
ingredientes enzimaticos y no enzimaticos, etc.) y la enzima o enzimas estan presentes en cantidades eficaces. En
un aspecto, las enzimas de pectato liasa de la invencion se usan para retirar materiales de tejidos con malos olores.
Diversas composiciones de detergente y métodos para preparar las que se pueden usar en la practica de la
invencion se describen, por ejemplo, en los documentos de Patente de Estados Unidos N°° 6.333.301; 6.329.333;
6.326.341; 6.297.038; 6.309.871; 6.204.232; 6.197.070; 5.856.164.

Cuando se formulan como composiciones adecuadas para su uso en un método de lavado de ropa a maquina, las
pectato liasas de la invencién pueden comprender un compuesto tanto tensioactivo como aditivo. Pueden
comprender adicionalmente uno o mas componentes detergentes, por ejemplo, compuestos poliméricos organicos,
agentes de blanqueado, enzimas adicionales, supresores de espuma, agentes dispersantes, agentes dispersantes
de cal-jabén, agentes de suspensién y agentes anti-redeposicion de suciedad e inhibidores de la corrosion. Las
composiciones de limpieza de la invenciéon también pueden contener agentes suavizantes, como componentes
adicionales de detergente. Tales composiciones que contienen carbohidrasa pueden proporcionar limpieza de
tejidos, eliminacién de manchas, mantenimiento de la blancura, suavizado, aspecto de color, inhibicién de la
transferencia del tinte y desinfeccion cuando se formulan como composiciones de detergente para lavado de ropa.

La densidad de las composiciones de detergente para lavado de ropa de la invencion puede variar de
aproximadamente 200 a 1500 g/litro, o, de aproximadamente 400 a 1200 g/litro, o, de aproximadamente 500 a 950
g/litro, o, de 600 a 800 g/litro, de composicion; esto se puede medir a aproximadamente 20 °C.

La forma "compacta" de las composiciones de detergente para lavado de ropa se refleja de la mejor manera
mediante la densidad y, en términos de composicion, mediante la cantidad de sal de carga inorganica. Las sales de
carga inorganica son ingredientes convencionales de las composiciones de detergente en forma de polvo. En las
composiciones de detergente convencionales, las sales de carga estan presentes en cantidades basicas, por lo
general de un 17 % a un 35 % en peso de la composicion total. En un aspecto de las composiciones compactas, la
sal de carga esta presente en cantidades que no superan un 15 % de la composicion total, 0, que no superan un
10 %, o, no superan un 5 % en peso de la composicion. Las sales de carga inorganica se pueden seleccionar a
partir de las sales de metales alcalinos y alcalinotérreos de sulfatos y cloruros, por ejemplo, sulfato sddico.

Algunas composiciones de detergente liquido se puede presentar en una "forma concentrada". En un aspecto, Las
composiciones de detergente liquido pueden contener una cantidad menor de agua, en comparacion con los
detergentes liquidos convencionales. En aspectos alternativos, el contenido de agua del detergente liquido
concentrado es inferior a un 40 %, o, inferior a un 30 %, o, inferior a un 20 % en peso de la composicién de
detergente. Los compuestos de detergente de la invencion pueden comprender formulaciones como se describe en
el documento WO 97/01629.

Tratamiento de fibras y textiles

La invencién proporciona métodos para el tratamiento de fibras, tejidos o cualquier material que comprende pectato
0 acido poligalacturénico usando una o mas pectato liasas de la invencion. Las pectato liasas se pueden usar en
cualquier método de tratamiento de fibra o tejido, que se conocen bien en la técnica, véanse, por ejemplo, los
documentos de Patente de Estados Unidos N°° 6.261.828; 6.077.316; 6.024.766; 6.021.536; 6.017.751; 5.980.581;
Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 20020142438 Al. Por ejemplo, las pectato liasas de la invencion se
pueden usar en limpieza de fibra y/o tejido. En un aspecto, la sensacién y el aspecto de un tejido mejora con un
método de la invencién que comprende poner en contacto el tejido con pectato liasa de la invencién en una solucion.
En un aspecto, el tejido se trata con la solucion a presién. Por ejemplo, las pectato liasas de la invencién se pueden
usar en la eliminacioén de la.

En un aspecto, las pectato liasas de la invencion se aplican durante o después del tejido de textiles, o durante la
etapa de retirada del apresto, o durante una o mas etapas adicionales del procesamiento del tejido. Durante el tejido
de textiles, los hilos se exponen a una tension mecéanica considerable. Antes del tejido en telares mecanicos, los
hilos de urdimbre a menudo se revisten con almidén o derivados de almidén para encolado para aumentar su
resistencia a la traccion y para evitar la ruptura. Después de haber tejido los textiles, un tejido puede evolucionar a
una etapa de retirada del apresto. Esto puede ir seguido de una o mas etapas adicionales de procesamiento del
tejido. El des encolado es el acto de eliminar la "cola" de los textiles. Después del tejido, el revestimiento de
encolado se debe eliminar antes del procesamiento adicional del tejido con el fin de garantizar un resultado
homogéneo y a prueba de lavado.

Las enzimas de la invencién se pueden usar para limpiar tejidos o cualquier material que comprende pectato o acido
poligalacturénico, que incluye tejidos que contienen algodén, como aditivos detergentes, por ejemplo, en
composiciones acuosas. Para la fabricacion de ropa, el tejido se puede cortar y coser en ropa o prendas de vestir.
Estas se pueden acabar antes o después del tratamiento. En particular, para la fabricacién de pantalones vaqueros,
se han desarrollado diferentes métodos de acabado enzimatico. El acabado de prendas vaqueras comienza con una
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etapa de retirada del apresto enzimatica, durante la que las prendas someten a la accion de enzimas amiloliticas
para proporcionar suavidad al tejido y hacer que el algodén sea mas accesible a las etapas de acabado enzimatico
posteriores. La invencion proporciona métodos de acabado de prendas vaqueras, retirada enzimatica del apresto y
proporcionan suavidad a los tejidos mediante el uso de cualquier combinacion de enzimas, tales como amilasas,
endoglucanasas, una pectato liasa de la invencion.

En un aspecto, una amilasa alcalina y termoestable y la pectato liasa se combinan en una retirada del apresto y
biolimpieza en un solo bafio. Entre las ventajas de la combinacién de la retirada del apresto y limpieza en una etapa
se encuentran la reduccién de costes y el impacto ambiental menor debido a ahorros de energia y uso de agua y
una produccién de residuos menos. Las condiciones de aplicacién para la retirada del apresto y biolimpieza pueden
estar entre aproximadamente pH 8,5 y pH 10,0 y temperaturas a aproximadamente 40 °C y superiores. Se pueden
usar dosificaciones enzimaticas bajas (por ejemplo, aproximadamente 5 g por una ton de algodén) y tiempos de
reaccion cortos (por ejemplo, aproximadamente 15 minutos) para obtener una retirada del apresto y limpieza
eficaces sin calcio afadido.

Las pectato liasas de la invencién se pueden usar en combinacién con otras enzimas que degradan carbohidratos,
por ejemplo, celulasa, arabinanasa, xiloglucanasa, pectinasa, xilanasa, similares, para la preparacion de fibroso para
la limpieza de fibras. Algunas proteasas también se pueden usar en combinacién. Estas se pueden usar en
combinacién con detergentes. En un aspecto, las pectato liasas de la invencion se pueden usar enterramientos para
evitar la aparicion de colores grises en textil.

Las pectato liasas de la invencion se pueden usar para tratar cualquier material celulésico, incluye fibras (por
ejemplo, fibras de algodén, cafiamo, fibra de lino o hilo de lino), tejidos cosidos y sin coser, por ejemplo, tejidos de
punto, tejidos, pantalones vaqueros, hilos y toallas, hechos de algodén, mezclas de algodén o agentes celuldsicos
naturales o hechos por el hombre (por ejemplo, que proceden de fibras de celulosa que contienen xilano como tales
como de pasta de madera) o mezclas de los mismos. Algunos ejemplos de mezclas son mezclas de algodén o
rayén/viscosa con uno o mas materiales de compafiia tales como lana, fibras sintéticas (por ejemplo fibras de
poliamida, fibras acrilicas, fibras de poliéster, fibras de alcohol de polivinilo, fibras de cloruro de polivinilo, fibras de
cloruro de polivinilideno, fibras de poliuretano, fibras de poliurea, fibras de aramida), y fibras que contienen celulosa
(por ejemplo rayon/viscosa, ramio, cafiamo, lino/hilo de lino, yute, fibras de acetato de celulosa, lyocell).

Los procesos de tratamiento de textiles de la invencion (por ejemplo, limpieza usando las pectato liasas de la
invencién) se pueden usar en combinacidn con otros tratamientos textiles, por ejemplo, retirada del apresto y
blanqueado. La limpieza es la retirada del material no celulésico de la fibra de algoddn, por ejemplo, la cuticula (que
consiste principalmente en ceras) y la pared celular primaria (que consiste principalmente en pectina, proteina y
xiloglucano). Una eliminaciéon de cera apropiada es necesaria para obtener una alta humectabilidad. Esto es
necesario para el tefiido. La eliminacion de las paredes celulares primarias con los procesos de la invencién mejora
la eliminacion de cera y asegura un tenido mas uniforme. El tratamiento de textiles con los procesos de la invencion
puede mejorar la blancura en el proceso de blanqueado. El producto quimico principal usado en la limpieza es el
hidréxido sédico en concentraciones elevadas y a temperaturas elevadas. El blanqueado comprende la oxidacion del
textil. Por lo general, el blanqueado implica el uso de peréxido de hidrégeno como el agente oxidante para obtener
ya sea un tejido totalmente blanqueado (blanco) o para garantizar un tono limpio del colorante.

La invencion proporciona un proceso de un solo bafio para retirar el apresto, limpieza y blanqueado de materiales
celuldsicos. En un aspecto, la retirada del apresto, limpieza y blanqueados se realizan en un solo bafio poniendo en
contacto los materiales celulésicos de forma simultanea o secuencialmente en un recipiente (un "solo bafio") con un
sistema enzimatico y un sistema de blanqueado que comprende perdxido de hidrégeno o al menos un compuesto
peroxi que puede generar perdxido de hidrogeno cuando se disuelve en agua, o combinaciones de los mismos, y al
menos un activador del blanqueado. Algunos materiales celuldsicos que incluyen fibras en bruto, hilo, o textiles
tejidos o de punto, hechos de algodon, hilo de lino, fibra de lino, ramio, rayon, cafiamo, yute, o mezclas de estas
fibras entre si o con otras fibras naturales o sintéticas, se pueden tratar con los procesos de la invencion.

La invencion también proporciona pectinasas alcalinas (pectato liasas activas en condiciones alcalinas). Estas tienen
amplias aplicaciones en el procesamiento de textiles, desgomado de fibras vegetales (por ejemplo, fibras del liber de
la planta), tratamiento de aguas residuales pécticas, fabricacion de papel, y fermentaciones de café y té. Véase, por
ejemplo, Hoondal (2002) Applied Microbiology and Biotechnology 59: 409-418.

Tratamiento de alimentos y procesamiento de alimentos

Las pectato liasas de la invencidn tiene numerosas aplicaciones en la industria de procesamiento de alimentos. Por
ejemplo, en un aspecto, las pectato liasas de la invencion se usan para mejorar la extraccion de aceite de materiales
de plantas ricas en aceite, por ejemplo, semillas ricas en aceite, por ejemplo, aceite de semilla de soja de semillas
de soja, aceite de oliva de aceitunas, aceite de colza de colza y/o aceite de girasol de semillas de girasol.

Las pectato liasas de la invencién se pueden usar para separaciéon de componentes de materiales de células
vegetales. Por ejemplo, las pectato liasas de la invencién se pueden usar en la separacion de materiales ricos en
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pectina (por ejemplo, paredes celulares), azlcar material de plantas rico en almidén en componentes, por ejemplo,
sacarosa de remolacha azucarera o almidén o azucares de la patata, pulpa o fracciones de cascara. En un aspecto,
las pectato liasas de la invencién se pueden usar para separar cultivos ricos en proteinas o ricos en aceite en
fracciones valiosas de proteina y aceite y cascara. El proceso de separacion se puede realizar mediante el uso de
métodos conocidos en la técnica.

Las pectato liasas de la invencién se pueden usar en la preparacién de zumos, jarabes, extractos de frutas o
vegetales y similares para aumentar el rendimiento. Las pectato liasas de la invenciéon se pueden usar en el
tratamiento enzimatico (por ejemplo, hidrélisis de pectinas y/o acido poligalacturénico, tal como acido alfa-D-
galacturdnico unido en la posicién 1,4) de diversos materiales derivados de la pared de célula vegetal, por ejemplo
de la produccién de vino o zumo, o restos agricolas tales como cascaras de vegetales, cascaras de judia, culpa de
remolacha azucarera, culpa de aceituna, culpa de patata, y similares. Las pectato liasas de la invencion se pueden
usar para modificar la consistencia y aspecto de frutas o vegetales procesados. Por ejemplo, las pectato liasas de la
invencion se pueden usar en la produccion de zumos transparentes, por ejemplo, de manzanas, peras o bayas; para
enturbiar zumos estables, por ejemplo, de manzanas, peras, bayas, citricos o tomates; y para tratar purés, por
ejemplo, de zanahorias y tomates, y para tratar sirope de datil (véase, por ejemplo, Sidhu (2002) Food Chemistry 79:
215-220). En estos procesos, las pectato liasas de la invencién se pueden usar con otras enzimas (por ejemplo,
celulasas, amilasas, etc.) u otras composiciones. Por ejemplo, en un aspecto, se usan enzimas de pectinasa y
celulasa para mejorar el rendimiento, estabilidad y calidad del zumo de una fruta, por ejemplo, un higo chumbo. Una
pectinasa de la invencion puede aumentar el rendimiento, estabilidad y color (ensayo de color a medida como
liberacion de antocianinas o carotenoides) y claridad de un zumo. En un aspecto, se usa una combinacion de
pectinasa y celulasa; pectinasa a un 0,50 % en v/p puede producir un rendimiento elevado, un zumo transparente
libre de sedimentos y zumo de alta calidad. Véase, por ejemplo, Essa, Hesham A., et al., 2002, Nahrung, 46 (4):
245-250,

En un aspecto, una enzima o preparacion enzimatica de la invencién se usa para la despectinacion y reduccion de la
viscosidad en zumo de vegetales y/o frutas, por ejemplo, en zumos de manzana 0 pera u otras preparaciones
alimentarias de manzana o pera (por ejemplo, salsas). En un aspecto, el zumo de fruta o vegetal se trata con una
preparacién enzimatica de la invencion en una cantidad eficaz para degradar el material que contiene pectina
contenido en el zumo de fruta o vegetal.

En un aspecto, la enzima o preparacién enzimatica se usa en el tratamiento de puré de frutas y verduras para
mejorar la capacidad de extracciéon o de degradacién del puré. La preparacion enzimatica se puede usar en el
tratamiento de puré de manzanas y peras para produccion de zumo, y en el tratamiento del puré de uvas para
produccioén de vino.

Las pectato liasas de la invencién se pueden usar para tratar materiales vegetales para facilitar el procesamiento del
material vegetal, incluyendo alimentos, para partir a la purificacion extraccion de los componentes vegetales tales
como galactanos, pectinas y/o acidos poligalacturénicos. Las pectato liasas de la invencion se pueden usar para
purificar pectinas de citricos, para aumentar el valor alimentario, disminuye la capacidad de unién a agua, aumentar
la capacidad de degradacién en plantas de agua residual y/o aumenta la conversién de material vegetal para
ensilado, y similares.

Alimentos y comida o aditivos alimentarios para animales

La invencion proporciona métodos para el tratamiento de alimentos o comidas y aditivos de comida y alimentarios de
animales usando las pectato liasas de la invencién, animales que incluyen mamiferos (por ejemplo, seres humanos),
pajaros, peces y similares. La invencién proporciona alimentos, comidas, y aditivos para animales que comprenden
las pectato liasas de la invencién. En un aspecto, el tratamiento de alimentos, comidas y aditivos para animales
usando las pectato liasas de la invencién puede ayudar en la disponibilidad de nutrientes, por ejemplo, almidén, en
el alimento o aditivo para animales. Esto puede dar como resultado la liberacion de nutrientes y azlUcares absorbidos
digeribles y de facil absorcion.

Las pectato liasas de la presente invencion, en la modificacién del alimento o una comida para un animal, pueden
procesar el alimento o la comida in vitro (modificando los componentes del alimento o comida) o in vivo. Las pectato
liasas se pueden afadir a composiciones para alimento o comida para animales que contienen cantidades elevadas
arabinogalactanos o galactanos, por ejemplo alimento o comida que contiene material vegetal a partir de semilla de
soja, semilla de colza, altramuz y similares. Cuando la pectato liasa se afiade al alimento o comida aumenta de
forma significativa la descomposicion in vivo del material de la pared de célula vegetal, por lo que se consigue un
mejor uso de los nutrientes de la planta por el animal (por ejemplo, ser humano). En un aspecto, la tasa de
crecimiento y/o proporcién de conversion del alimento (es decir, el peso del alimento ingerido con respecto al
aumento de peso) del animal aumenta. Por ejemplo el galactano que no se puede digerir se degrada con una
pectato liasa de la invencion, por ejemplo en combinacion con beta-galactosidasa, en galactosa o galactooligémeros.
Estos productos de digestion enzimatica son mas digeribles por el animal. Por lo tanto, pueden contribuir a la
energia disponible del alimento. Ademas, mediante la degradacion del galactano, la pectato liasa de la invencién
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puede aumentarla la capacidad de digestion y absorcion de los componentes del alimento que no son carbohidrato
tales como proteina, grasa y minerales.

En otro aspecto, la pectato liasa de la invencion se puede proporcionar mediante la expresién de las enzimas
directamente en cultivos de alimentos transgénicos (como por ejemplo, plantas transgénicas, semillas y similares),
tales como maiz, semilla de soja, semilla de colza, altramuz y similares. Como se ha analizado anteriormente, la
invencion proporciona plantas transgénicas, partes de plantas y células vegetales que comprenden secuencias de
acidos nucleicos que codifican un polipéptido de la invencién. En un aspecto, el acido nucleico se expresa de modo
que la pectato liasa de la invencion se produce en cantidades recuperables. Las pectato liasas se pueden recuperar
de cualquier planta o parte de planta. Como alternativa, la planta o parte de planta que contiene el polipéptido
recombinante se puede usar como tal para aumentar la calidad de un alimento o comida, por ejemplo, aumentando
el valor nutricional, sabor, y propiedades reologicas, o para destruir un factor antinutritivo.

Tratamiento de papel o pasta

Las pectato liasas de la invencion se pueden encontrar en el tratamiento de papel o pasta o eliminacién de tinta del
papel. Por ejemplo, en un aspecto, la invencion proporciona un proceso de tratamiento de papel que usarlas pectato
liasas de la invencién. En un aspecto, las pectato liasas se pueden usar para modificar pectina y/o acido
poligalacturénico, tal como acido alfa-D-galacturénico unido en la posicion 1,4. En otro aspecto, los componentes del
papel de papel fotocopiado reciclado durante procesos de eliminaciéon de tinta quimicos y enzimaticos. En un
aspecto, las pectato liasas de la invencién se pueden usar en combinacion con celulasas. El papel se puede tratar
mediante los siguientes tres procesos: 1) disgregacion en presencia de las pectato liasas de la invencién, 2)
disgregacion con un agente quimico de eliminacion de tinta y las pectato liasas de la invencion, y/o 3) disgregacion
después de empapar con las pectato liasas de la invencién. El papel reciclado tratado con las pectato liasas puede
tener un brillo mas elevado debido a la eliminacion de particulas de toner en comparacién con el cabal tratado
solamente con celulasa. Aunque la invencién no se limita mediante ningiin mecanismo en particular, el efecto de las
pectato liasas de la invencion se puede deber a su comportamiento como agentes de superficie activa en
suspension de pasta.

La invencion proporciona métodos para el tratamiento de papel y pasta de papel usando una o mas pectato liasas de
la invencion. Las pectato liasas de la invencién se pueden usar en cualquier método de tratamiento de papel o pasta,
que se conocen bien en la técnica, véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N° 6.241.849;
6.066.233; 5.582.681. Por ejemplo, en un aspecto, la invencién proporciona un método para eliminar la tinta y
decolorar un papel impreso que contienen colorantes, que comprende la preparacion de pasta de un papel impreso
para obtener una suspension de pasta, y retirar una tinta de la suspension de pasta en presencia de las pectato
liasas de la invencion (también se pueden afadir otras enzimas). En otro aspecto, la invenciéon proporciona un
método para aumentar la liberacion de la pasta, por ejemplo, pasta preparada a partir de fibra secundaria, mediante
la adicién de una mezcla enzimatica que comprende las pectato liasas de la invencién (también puede incluir otras
enzimas, por ejemplo, las enzimas celulasa, amilasa o glucoamilasa) a la pasta y para el tratamiento en condiciones
gque provocan una reaccién para producir una pasta tratada de forma enzimatica. La liberacion de la pasta tratada de
forma enzimatica aumenta desde la liberacién inicial de la pasta de fibras secundarias sin una pérdida del brillo.

Repulpado: tratamiento de materiales lignocelulésicos

La invencion también proporciona un método para el tratamiento de fibras lignocelulésicas, en el que las fibras se
tratan con las pectato liasas de la invencion, en una cantidad que es eficaz para la mejora de las propiedades de la
fibra. Las pectato liasas de la invencién también se pueden usar en la produccién de materiales lignocelulésicos,
tales como pasta, papel y carton, a partir de papel usado reforzado con almidén y cartén, especialmente cuando el
repulpado se produce a pH superior a 7 y en el que pectato liasas pueden facilitar la disgregacion del material de
desecho a través de la degradacion de las paredes celulares. Las pectato liasas de la invencion pueden ser (tiles en
un proceso para producir una pasta de fabricacion de papel a partir de papel impreso revestido con almidén. El
proceso se puede realizar como se describe, por ejemplo, en el documento WO 95/14807.

Un proceso a modo de ejemplo comprende la disgregacion del papel para producir una pasta, mediante el
tratamiento con una enzima que degrada pectina de la invencion antes, durante o después de la disgregacion, y
separando las particulas de tinta de la pasta después de disgregacion y tratamiento enzimatico. Véase también el
documento de Patente de Estados Unidos N° 6.309.871 y otros documentos de patente de Estados Unidos
mencionados en el presente documento. Por lo tanto, la invencién incluye un método para eliminacién enzimatica de
tinta de la pasta de papel reciclado, en el que las pectato liasas se aplican en una cantidad que es eficaz para la
eliminacion de tinta de la superficie de la fibra.

Tratamiento de residuos

Las pectato liasas de la invencion se pueden usar en una diversidad de otras aplicaciones industriales, por ejemplo,

en el tratamiento de residuos. Por ejemplo, en un aspecto, la invencion proporciona un proceso de digestion de

residuos sélidos usando las pectato liasas de la invencion. Los métodos pueden comprender la reduccion de la
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masa y el volumen de los residuos sélidos basicamente sin tratar. Los residuos sélidos se pueden tratar con un
proceso digestivo enzimatico en presencia de una solucién enzimatica (incluyendo las pectato liasas de la invencion)
a una temperatura controlada. Esto da como resultado una reaccién sin fermentacion bacteriana apreciable a partir
de microorganismos afiadidos. El residuo sélido se convierte en un residuo licuado y cualquier residuo sélido
residual. El residuo licuado resultante se puede separar de cualquier residuo solidificado residual mencionado.
Véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N° 5.709.796.

Productos para el cuidado oral

La invencion proporciona productos para el cuidado oral que comprenden pectato liasas de la invencion. Algunos
productos para el cuidado oral a modo de ejemplo incluyen pastas dentifrica, cremas dentales, angeles o polvos
para dientes, agentes odonticos, enjuagues bucales, formulaciones de aclarado para antes o después del cepillado,
gomas de mascar, pastillas para chupar, o caramelos. Véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados
Unidos N° 6.264.925.

Fabricacion de cerveza y fermentacion

La invencién proporciona métodos de fabricacion de cerveza (por ejemplo, fermentacion) que comprenden las
pectato liasas de la invenciéon. En un proceso a modo de ejemplo, las materias primas que contienen almidon se
desintegran y se procesan para formar una malta. Una pectato liasa de la invencion se usa en cualquier punto en el
proceso de fermentacion. Por ejemplo, las pectato liasas de la invencion se pueden usar en el procesamiento de
malta de cebada. La materia prima principal de la fabricacion de cerveza es la malta de cebada. Se puede tratar de
un proceso de tres etapas. En primer lugar, el grano de cebada se puede impregnar para aumentar el contenido de
agua, por ejemplo, hasta aproximadamente un 40 %. En segundo lugar, el grano se puede germinar mediante
incubacién de 15 °C a 25 °C de 3 a 6 dias cuando la sintesis enzimatica se estimula bajo el control de giberelinas.
En un aspecto, las pectato liasas de la invencion se afiaden en esta etapa (o0 cualquier otra) del proceso. La accion
de las pectato liasas da como resultado un aumento de azlcares de reduccion fermentables. Esto se puede
expresar como la potencia diastatica, DP, que puede aumentar de aproximadamente 80 a 190 en 5 dias a 12 °C. Las
pectato liasas de la invencién se pueden usar en cualquier proceso de produccion de cerveza o bebida alcohdlica,
como se describe, por ejemplo, en los documentos de patente de Estados Unidos N°° 5.762.991; 5.536.650;
5.405.624; 5.021.246; 4.788.066.

Otras aplicaciones industriales

La invencion también incluye un método para aumentar el flujo de fluidos de produccién a partir de una formacion
subterranea retirando un fluido dafiino, que contiene pectina, viscoso formado durante las operaciones de
produccién y que se encuentra dentro de la formacion subterrdnea que rodea una perforacion del pozo completada
gue comprende permitir a los fluidos de produccion que fluyan desde la perforacion del pozo; reducir el flujo de
fluidos de produccién desde la formacion por debajo de caudales esperados; formular un tratamiento enzimatico
mezclando en conjunto un fluido acuoso y un polipéptido de la invencién; bombear el tratamiento enzimatico a una
ubicacién deseada dentro de la perforacion del pozo; permitir que el tratamiento enzimatico degrade el fluido dafiino,
que contiene pectina, viscoso, mediante el cual el fluido se puede retirar de la formacién subterranea a la superficie
del pozo; y en el que el tratamiento enzimatico es eficaz para atacar la pectina en paredes celulares.

La invencién se describira adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos; sin embargo, se debe entender
gue la invencion no se limita a tales ejemplos.

Ejemplos

EJEMPLO 1: Ensayos de actividad de pectato liasa

El siguiente ejemplo describe ensayos de actividad de pectato liasa a modo de ejemplo para determinar la actividad
catalitica de una pectato liasa. Estos ensayos a modo de ejemplo se pueden usar para determinar si un polipéptido
esta dentro del alcance de la invencion.

Ensayo de viscosidad de la unidad APSU

Unidades APSU: El ensayo de la unidad APSU es una medida de viscosidad que usa el acido poligalacturénico
sustrato sin calcio afiadido.

La sal sodica del acido poligalacturénico al 5 % sustrato (Sigma P-1879) se solubiliza en tampén de glicina 0,1 M a
pH 10. Los 4 ml de sustrato se incuban previamente durante 5 min a 40 °C. La enzima se afiade (en un volumen de
250 pl) y se mezcla durante 10 segundos en una mezcladora a velocidad méaxima, a continuacién se incuba durante
20 min a 40 °C. Para una determinacion doble de una curva estandar de una dilucién de concentraciéon de enzima en
el intervalo de 5 APSU/ml hasta superior a 100 APSU/ml con un minimo de 4 concentraciones entre 10 y 60 APSU
por ml. La viscosidad se puede medir usando un MIVI600™ (Sofraser, Villemandeur, Francia). La discordia se puede
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medir como mV después de 10 segundos. El programa PRISM™ Prism de GRAFPAD, que usa un ajuste no lineal
con una desintegracion exponencial de una fase con una meseta, se puede usar para los calculos. La meseta mas el
lapso es el mV obtenido sin enzima. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.368.843.

Ensayo de beta-eliminacion

Un ensayo de liasa a modo de ejemplo (a 235 nm) para la determinacion de la actividad de beta-eliminacion mide de
aumentos en la absorbancia a 235 nm. La sal sodica del acido poligalacturénico al 0,1 % sustrato (Sigma P-1879) se
solubiliza en tampén de glicina 0,1 M a pH 10. Para el calculo de la tasa catalitica, un aumento de 5,2 de
absorbancia a 235 unidades por min corresponde a la formacion de 1 pumol de producto insaturado (véase, por
ejemplo, Nasuna (1966) J. Biol. Chem. 241: 5298-5306; Bartling (1995) Microbiology 141: 873-881). La condicién en
el estado estacionario se mide usando una cubeta de 0,5 ml con una trayectoria de la luz de 1 cm en un
espectrofotometro de matriz de diodo HP en un soporte de cubeta con temperatura controlada con la medida
continua de la absorbancia a 235 nm. Para el estado estacionario, se puede usar un aumento lineal durante al
menos 200 segundos para el célculo de la tasa. Se usa para convertir pmol por min de producto. Véase, por
ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.368.843.

Ensayo de Agar

La actividad de pectato liasa se puede medir mediante un ensayo de agar. Una solucion de ensayo se aplica a
agujeros de 4 mm perforados en placas de agar (por ejemplo, LB agar), que contienen poligalacturonato sédico al
0,7 % en p/v (Sigma P 1879). A continuacion, las placas se incuban durante 6 h a una temperatura en particular (por
ejemplo, 75 °C.). A continuacién, las placas empapan en cualquiera de (i) CaCl, 1 M durante 0,5 h o (ii) Br de alquil
trimetilamonio mixto al 1 % (MTAB, Sigma M-7635) durante 1 h. Ambos procedimientos provocan la precipitacion del
poligalacturonato dentro del agar. La actividad de pectato liasa se puede detectar mediante la aparicion de zonas
trasparentes dentro de un fondo de poligalacturonato precipitado. La sensibilidad del ensayo se calibra usando
dilucién de una preparacién estandar de pectato liasa.

Analisis del Punto Final -- Trans-eliminaciéon a 235 nm para Pectato Liasas (Método de Calcio Elevado: Calcio 1 mM
en la Mezcla de Incubacién Final). En este método, el sustrato y la enzima se incuban durante 20 min a 37 °C
seguido de la medida a 235 nm de la formacion de uniones dobles. Por Gltimo, la tasa de la degradacion se calcula
basandose en el coeficiente de extincion molar en términos de Unidades Trans.

Procedimiento: Mezcla de 0,5 ml de dilucién enzimatica con 0,5 ml de solucién de sustrato. Sustrato: Acido
poligalacturénico de Sigma P-1879, lote 77H3784, Tampén 2x de Glicina 0,1 M a pH 10+, 2,0 mmol de CaCly,
Reactivo de parada: HsPO4 0,02 M, Temperatura de incubacion 37 °C, Tiempo de reaccién 20 min. Coeficiente de
extincion de la trans-eliminacion 0,0052 pmol cm™. Enzima diluida en agua libre de iones de 0,5 a 5 APSU por ml.
Valor principal por duplicado de 0,5 ml. El sustrato al 2 % en p/v en tampdn 2x se mezcla con 0,5 ml de enzima
diluida. Ambos se incuban previamente durante 5 min en un bafio de agua a 37 °C. Incubar durante 20 min. Detener
usando 5 ml de reactivo de parada y mezclar. Mezclar la enzima en blanco usada como blanco y el reactivo de
parada primero y a continuacion afiadir el sustrato, todo en el mismo volumen.

Enzima 0,5ml
Sustrato 0,5ml
Parada 5ml

Volumen Total 6 ml

Medir la absorbancia a 235 nm en una cubeta de 1 cm. Calcular la formacion de la trans-eliminacién por min usando
el coeficiente de extincion de 0,0052 pmol cm™. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.368.843.

EJEMPLO 2: Ensayo de Aplicacién de Bio-Limpieza en Algodén

El siguiente ejemplo describe un Ensayo de Aplicacion de Limpieza en Algodén a modo de ejemplo usando las
enzimas pectato liasa de la invencion. El uso de las pectato liasas de la invencién para hidrolizar la pectina de la
pared celular primaria ("biolimpieza") puede eliminar la necesidad de agentes causticos y temperaturas elevadas en
la limpieza de fibra de algodén.

Preparacioén de los Materiales:
* Requiere tampon de Bicarbonato Sédico 50 mM a pH éptimo

*  Dilucion a 1:10 del tensioactivo Calloway 1663
Tampon fosfato 50 mM a pH 6
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Mezclar 43,3 ml de Na-P monobasico 1,0 M, 6,6 ml de Na-P dibasico 1,0 M, ajustar el volumen a 1 | con
agua D.l. AjustarelpHa 6

Rojo de Rutenio (R-2751 SIGMA)

Afiadir 0,5 g de Rojo de Rutenio a 1 | de Tampén Fosfato produciendo una concentracion final de 0,05 %.
NaOAc (5 g/l apH 5)

Tejido de algoddn 400R (Testfabrics Inc.) al que se le quita el apresto antes de la limpieza

Procedimiento de Limpieza:

1. Colocar 1,0 g de tejido de algoddn sin apresto (en cada vaso de precipitados Labomat).

2. Cada experimento deberia usar un algodon sin tratar, como blanco (sin enzimas afadidas).

3. Afadir 50 ml de Tampdn de Bicarbonato Sédico 50 mM a pH 8,5-9 a cada vaso de precipitados y 2,5 ml de
dilucién a 1:10 de Tensioactivo Calloway 1663.

4. Ajustar las tapas usando una llave Allen e instalar los vasos de precipitados en el Labomat, asegurandose de
que los vasos de precipitados se distribuyen de manera uniforme en la rejilla giratoria. Conectar el vaso de
precipitados 1 con el cable detector de temperatura al conector en la parte media de la rejilla.

5. Elevar la temperatura hasta la temperatura deseada y mantener durante 10 minutos.

6. Afiadir 50-200 ul de enzima (por ejemplo, una pectato liasa de la invencién) a una concentracion diluida
previamente a 0,1 ug/ul a través del tabique de separacién en el vaso de precipitados usando una jeringa. La
concentracion enzimatica total usada para limpiar 1 gramo de tejido de algodon puede estar entre 5-20 ug.

7. Realizar la reaccion en el Labomat a temperatura durante 15 minutos.

8. Aclarar el tejido de algodén dos veces by poniendo el tejido de algoddn en la mano y apretando el algodén
seco, colocar el algoddn de nuevo en el vaso de precipitados y rellenar el vaso de precipitados con agua D.I. y
repetir esta etapa de nuevo, acabar escurriendo el exceso de agua del algodon.

9. Empapar el tejido de algodén en NaOAc (5 g/l de pH 5) durante 2 minutos.

10. Repetir el ciclo de aclarado 2X en la etapa 8.

11. Colocar el tejido de algoddn en bandejas de pesada y permitir que el tejido se seque durante una noche en
las biocampanas de flujo laminar.

Procedimiento de Tefiido:

1. Colocar el tejido de algodon tratado en los vasos de precipitados Labomat.

2. Afiadir 100 ml de Rojo de Rutenio al 0,05 %, tamp6n de Na-P a pH 6 a cada vaso de precipitados.

3. Ajustar las tapas usando una llave Allen e instalar los vasos de precipitados en el Labomat asegurandose de
que los vasos de precipitados se distribuyen de manera uniforme en la rejilla giratoria. Conectar el vaso de
precipitados 1 con el cable detector de temperatura al conector en la parte media de la rejilla.

4. Elevar la temperatura hasta 50 °C y mantener durante 30 minutos.

5. Aclarar el tejido dos veces poniendo el algodén en la mano y apretando el algodén seco, colocar el tejido de
nuevo en el vaso de precipitados y rellenar el vaso de precipitados con agua D.l. y repetir esta etapa de nuevo,
acabando con la retirada del exceso de agua del tejido.

6. Colocar el tejido tefiido en el vaso de precipitados y afadir 100 ml de agua D.I..

7. Ajustar las tapas usando una llave Allen e instalar los vasos de precipitados en el Labomat asegurandose de
gue los vasos de precipitados se distribuyen de manera uniforme en la rejilla giratoria.

8. Elevar la temperatura a 100 °C y mantener durante 10 minutos; enfriar los vasos de precipitados hasta 60 °C.
9. Repetir el ciclo de aclarado 2X en la etapa 5.

10. Colocar el tejido tefiido en bandejas de pesada y permitir que el tejido se seque durante una noche en las
biocampanas de flujo laminar.

Cuantificacién de la Limpieza Enzimatica:

1. Calibrar el GretagMacbeth Color Eye 7000A seleccionando el Icono de Color Eye en el escritorio del
ordenador.

2. Colocar la lente de color negro sobre el orificio y pulsar enter cuando el programa solicite la calibracion del
umbral negativo.

3. Colocar el filtro de color blanco sobre el edificio y pulsar enter cuando el programa solicite la calibracién del
equilibrio de color blanco.

4. Colocar el tejido tefiido seco sobre el orificio y pulsar F4 para leer la blancura del tejido.

5. Registrar el nimero L*, dar la vuelta al tejido para leer el otro lado y registrar el nimero L*. calcular el nimero
medio L* para cada muestra.

6. Hacer el gréfico del L delta para cada muestra de algodon limpiada restando el niimero L* de las muestras con
el L* del tejido sin tratar.

EJEMPLO 3: Un proceso de un solo bafo para retirar el apresto y limpieza
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El siguiente ejemplo describe un proceso de un solo bafio a modo de ejemplo para retirar el apresto y limpieza. La
invencién proporciona secciones para retirar el apresto, limpieza y blanqueado de materiales celuldsicos poniendo
en contacto los materiales celulésicos de forma simultanea o secuencial en un proceso de un solo bafio con sistema
enzimatico que comprende una pectato liasa de la invencién. El proceso de un solo bafio puede comprender
adicionalmente sistema de blanqueado que comprende perdxido de hidrégeno o al menos un compuesto peroxi que
genera peroxido de hidrégeno cuando se disuelve en agua, o combinaciones de los mismos, y al menos un activador
del blanqueado.

Algunos materiales celulésicos incluyen fibras en bruto, hilo, o textiles tejidos o de punto, hechos de algodon, hilo de
lino, fibra de lino, ramio, rayén, cafamo, yute, o mezclas de estas fibras entre si o con otras fibras naturales o
sintéticas, se pueden tratar mediante este proceso de un solo bafio de la invencién. En un aspecto, un peso de tejido
se carga en un recipiente, que se rellena posteriormente con una soluciéon tampon (por ejemplo, tampén de fosfato
Na 20 mM, pH 9,2) que comprende una pectato liasa de la invencién (por ejemplo, 3000 APSU/kg por fibra de
pectato liasa), agente humectante (por ejemplo, 0,5 g/l), HO, (por ejemplo, 1,7 g/l) y la gente estabilizante (por
ejemplo, 0,75 g/l). El tejido se puede tratar, por ejemplo, a 55 °C durante aproximadamente 15 min, tras lo que la
temperatura se elevo de 5 °C/min a 70 °C durante 1 h. A continuacion, el tejido se lava minuciosamente con agua
para retirar los agentes quimicos residuales y se seca a temperatura ambiente durante una noche.

EJEMPLO 4: Ensayo para detectar enzimas termotolerantes

El siguiente ejemplo describe un ensayo a modo de ejemplo para detectar enzimas termotolerantes que se puede
usar para determinar si una enzima esta dentro del alcance de la invencion. Este ejemplo describe un ensayo de
identificacion sistematica basada en la absorbancia ("descubrimiento) para detectar enzimas termotolerantes, que,
en un aspecto, se pueden caracterizar como "mutantes positivos" para un gen de pectato liasa "precursora”. Este
protocolo a modo de ejemplo se puede usar para variantes, o mutantes, generados por mediante cualquiera de los
métodos de GSSM™ o conminatorios.

Materiales y preparaciones

a. Acido Poligalacturénico (PGA), y [Sigma P-3889] al 2 %

b. Placas de Fondo Plano de 96 Pocillos (resistentes a) UV [Thomson Instrument 931801B]

c. Placas de 96 Pocillos COSTAR

d. Sellados de Papel de Aluminio para PCR Adhesivos [Marsh AB-0626]

e. B-PER [PIERCE 78248]

f. LBamp100 o LBcarb100

g. TRIS a pH 8,0 (250 mM, 10X)

h. Glicina (250 mM, 10X)

i. Sustrato de Acido Poligalacturénico al 0,2 % para deteccion de la actividad enzimética: 100 ml de cada uno de
los siguientes: 10X Tris, 10X Glicina, y PGA al 2 %, méas 700 ml de agua sagrada.

j- Placas: alicuotas de 200 ul de medio, LBamp100 o LBcarb100, en los concilios tanto de las placas COSTAR
como de las de fondo plano de 96 pocillos resistentes a UV.

Seleccidn de colonias y replicacion de placas

Colonias de clones GSSM™ o mutantes combinatorias se seleccionaron con un seleccionador de colonias Autogen
(Framingham, MA) y la células se inocularon en medio Lamp100. Un total de 168 clones GSSM™ se identificaron
sistematicamente por sitio de residuo o se identificaron sistematicamente 13.000 clones de la biblioteca combinatoria
2328. Los clones mutados se seleccionaron en las filas A, B, C, E, F, G, y H de la placa de 96 pocillos. Los clones de
tipo silvestre (wt) (SEC ID N°: 132, codificados por la SEC ID N°: 131) se seleccionaron en la fila D como un control.
Después de finalizar la seleccion de las colonias, las placas se incubaron durante una noche (aproximadamente 18
horas) a 37 °C, agitando la 150 RPM. A partir de este momento se hara referencia a estas placas como las placas
madre.

Se prepararon copias de cada placa madre en placas resistentes a UV (ahora denominadas "placas de ensayo")
usando en replicados de placas automatizado. Una vez que la replicacion fue completa, las placas de ensayo se
colocaron en una incubadora humidificada a 30 °C durante una noche.

Ensayo Primario

Las densidades celulares en cada pocillo de todas las placas se determinaron a DOggp usando un sistema
SPECTRAMAX™ (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale CA). A continuacion, todas las placas de ensayo se
sellaron con Sellos de Papel de Aluminio para PCR y a continuacién se centrifugaron 2200 rpm en una
centrifugadora Eppendorf durante 10 minutos. Usando el sistema PowerWasher, el sobrenadante se aspir6 a
continuacion fuera de las placas de ensayo dejando solamente las células. A continuacién se afiadieron 20 pl de B-
PER™ (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) a cada pocillo y las placas de ensayo se volvieron a sellar. A
continuacioén, las placas se colocaron en un agitador de placas durante 10 minutos con el fin de garantizar la lisis
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celular apropiada. A continuacién, las placas se colocaron en una incubadora calentada previamente a 50 °C durante
50 minutos para el ensayo GSSM™ 0 a 70 °C durante 25 minutos para el ensayo de mutante positivo combinatorio.
A continuacion, las placas de ensayo se retiraron de la incubadora después del tiempo de estimulacién por calor
apropiado y se enfriaron rapidamente a temperatura ambiente. E| SPECTRAMAX™ se us6 para leer la cinética a la
longitud de onda de 235 nm durante un periodo de 2 minutos. Cualquier supuesto acierto que se realizaba mejor que
el de tipo silvestre se liberaba para un ensayo secundario. La Figura 8 ilustra un residuo con mudltiples aciertos
positivos. En la Figura 8, la Fila D contiene la actividad residual del tipo silvestre (wt), SEC ID N°: 132, y las filas A,
B, C, E, F, G, H son los clones GSSM™ del sitio de mutacion 182.

Ensayo Secundario

Se identificaron todos los pocillos que presentaban un aumento de la tasa enzimatica en comparaciéon con el
rendimiento de tipo silvestre y los clones de la respectiva placa madre se liberaron. Usando técnicas a sépticas, se
uso6 un palillo estéril en el pocillo de un supuesto acierto de la placa madre. Las células que se adhieren al palillo se
transfirieron a una nueva placa seleccionando un nuevo pocillo con 200 pl de LBamp100. Ademas, del mismo modo,
la fila D se llen6 con WT de cada placa liderada. Las placas madres secundarias se colocaron en la incubadora
humidificada a 30 °C durante una noche. Las placas madres secundarias se manipularon con un alfiler en placas de
96 pocillos resistentes UV. Las placas de ensayo secundarias colocaron a continuaciéon en una incubadora
humidificada a 30 °C durante una noche. Las densidades celulares en cada pocillo de todas las placas se
determinaron a DOggo usando los sistemas SpectraMax. A continuacion, todas las placas de ensayos se sellaron con
Sellos de Papel de Aluminio para PCR y a continuacién se centrifugaron a 2200 rpm en una centrifugadora
Eppendorf durante 10 minutos. Las etapas restantes del ensayo secundario fueron las mismas que se indican para
el ensayo final. Cualquier acierto confirmado que se realiza mejor que el del tipo silvestre se separ6 y se someti6 a
ensayo de nuevo en el ensayo terciario.

Ensayo Terciario

Se tomaron alicuotas de 5 pl de cultivo de pocillos que confirmaban un aumento de la actividad de termotolerancia a
partir del clon de tipo silvestre en una placa de Petri LBcarb100 pequefia para preparar placas sembradas en estrias.
También se usaron 5 ul de de los bolsillos de control de "tipo silvestre" (wt) (SEC ID N°: 132, codificada por la SEC
ID N°: 131) para preparar una placa sembrada en estrias. Las placas sembradas en estrias se incubaron a 37 °C
durante una noche. Se rasp6 una pequefa seccion de una colonia individual y se inocularon 5 ml de LBcarb100 a
las células. Se permitié que el cultivo creciera durante una noche a 37 °C a 200 RPM. El acierto confirmado se diluyo
a continuacion hasta DOggo = 0,2. Se tomaron alicuotas de 200 ul de un clon confirmado en un pocillo, rellenando
una fila entera en la placa resistente a UV de 96 pocillos. Lo mismo se realizé para un control de wt. A continuacién,
todas las placas se sellaron y se centrifugaron a 2000 rpm en la centrifugadora Eppendorf durante 10 minutos. Las
etapas restantes del ensayo terciario fueron las mismas que las que se indican para el ensayo primario. Al final,
todos los aciertos supuestos que se realizaban mejor que el tipo silvestre se enviaron para secuenciacion. También
se prepararon reservas de glicerol.

EJEMPLO 5: Procesos y formulaciones para enzimas de la invencién

El siguiente ejemplo describe procesos a modo de ejemplo (por ejemplo, un proceso de biolimpieza) y formulaciones
de la invencién. Las composiciones y procesos de la invencidon se sometieron a ensayo usando la pectato liasa a
modo de ejemplo que tiene una secuencia como se establece en la SEC ID N°: 134, codificada, por ejemplo, por la
SEC ID N°: 133 ("SEC ID N°: 134").

Definicién de unidad:

La actividad de pectato liasa (SEC ID N°: 134) se midié de forma rutinaria usando acido poligalacturénico al 0,2 %
(p/v) (Sigma, P3850) en Tris HCI 25 mM — tampdn de Glicina NaOH 25 mM. Una unidad de actividad enzimatica se
definié como la cantidad de proteina que producia 1 umol de oligogalacturénidos insaturados por minuto equivalente
a 1 umol de digalacturénido insaturado, usando el valor del coeficiente de extincién molecular de 4600 M'cm™ a 235
nm para el dimero.

El aparato SpectraMax se us6 en placas de UV de 96 pocillos.

Potencia de la formulacién:

Las enzimas de la invencion se pueden formular en cualquier dosificacion para ajustarse a una necesidad en
particular; en la técnica se conocen ensayos para determinar la dosificacién 6ptima de cualquier formulaciéon en
particular, y varios se describen en el presente documento. En aspectos alternativos, las formulaciones de la
invencion pueden tener una potencia baja entre aproximadamente 2000 y 4000 u/ml (en las que u = unidad). Esto es
comparable con los otros productos que hay en el mercado. En un aspecto, la formulacion minima es de
aproximadamente 1000 u/ml, y, en otro aspecto, la formulacion maxima es de aproximadamente 10.000 u/ml, por
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ejemplo, la formulacion puede comprender una enzima de la invencion en una cantidad entre aproximadamente
1000 u/ml y 10.000 u/ml.

Los estudios de solubilidad con producto liofilizado (SEC ID N°: 134) resuspendido en agua indicaban que la
solubilidad de la enzima puede ser tan elevada como 25000 u/ml a 4 °C. Por lo tanto, en un aspecto, la invencién
proporciona formulaciones que tienen un nivel tan elevado como aproximadamente 25000 u/ml, o superior. En un
aspecto la invencién proporciona formulaciones que comprenden una enzima de la invencién en una cantidad entre
aproximadamente 100 u/ml and 25000 u/ml, 30000 u/ml, 35000 u/ml o0 40000 u/ml, o superior.

Disefio de la formulacién:

La invencion proporciona formulaciones que comprenden al menos una enzima de la invencién, y, en aspectos
alternativos, comprende adicionalmente cualquier aditivo o aditivos. Las formulaciones de la invencion se pueden
basar en aditivos conocidos en otras formulaciones enzimaticas, por ejemplo, analogas. Por ejemplo, las
formulaciones de la invencion pueden comprender los aditivos y/o condiciones que se exponen en las Tablas 3, 4, 5
y 6, que siguen a continuacion, o cualquier variaciéon de las mismas. Por ejemplo, las formulaciones de la invencion
pueden comprender glicerol, sacarosa, cloruro sodico, dextrina, propilenglicol, sorbitol, sulfato sédico o TRIS, o un
equivalente.

En un aspecto, una formulacién de la invenciéon puede ser una formulaciéon basada en agua, o, una formulacion
basada en aceite.

Se realizaron dos fases de estudios de estabilidad de la formulacién; estos estudios usaron la enzima a modo de
ejemplo de la SEC ID N°; 134.

Estudio de estabilidad acelerada a 37 °C

Nota: se trata de formulaciones basadas en tamp6n.

* Identificar sisteméaticamente diversos aditivos

* Someter a ensayo diferentes valores de pH

¢ Formulaciones a aproximadamente 2000 u/ml.

e La SEC ID N°: 134 fue la enzima a modo de ejemplo sometida a ensayo

Tabla 3 (SN = niimero de muestra)

SN pH | Glicerol Sacarosa | Cloruro Dextrina |Propilen | sorbitol |Sulfato Conc.
sédico glicol sédico Eficaz de
TRIS
1 5 40 mM
2 6 40 mM
3 7 40 mM
4 8 40 mM
5 75 |35% 20 mM
6 7,5 |50 % 20 mM
7 7,5 35% 20 mM
8 7,5 20 % 20 mM
9 7,5 10 % 20 mM
10 7,5 30 % 20 mM
11 7,5 100 mM 20 mM
12 7,5 35% 20 mM
13 55 |35% 40 mM
14 55 [50% 40 mM

Formulaciones con el mayor rendimiento (usando la SEC ID N°: 134 como una enzima a modo de ejemplo de la
invencion) basadas en el aspecto fisico y en la retencion de actividad superior a un 80 %:
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Tabla 4
Formulacion Aditivo

1 pH 5,0, TRIS 40 mM

3 pH 7,0, TRIS 40 mM

4 pH 8,0, TRIS 40 mM

6 pH 7,5, glicerol al 50 %

8 pH 7,5, NaCl al 20 %

10 pH 7,5, propilenglicol al 30 %
11 pH 7,5, sulfato sédico 100 mM
13 pH 5,5, glicerol al 35 %

En aspectos alternativos, las formulaciones de la invencion pueden tener aproximadamente 10.000 u/ml, o estar en
una cantidad entre aproximadamente 100 u/ml, 200 u/ml, 300 u/ml, 400 u/ml o 500 u/ml y 10.000 u/ml, 15.000 u/ml,
20.000 u/ml, 25000 u/ml, 30000 u/ml, 35000 u/ml o 40000 u/ml, o superior. En aspectos alternativos, las
formulaciones de la invencién pueden ser de aproximadamente 500 a 30.000 unidades/ml, de 1000 a 25.000
unidades/ml, o, entre aproximadamente 1000 y 20.000 unidades/ml, de 1000 a 15.000 unidades/ml, de 1000 a
10000 unidades/ml, de 1000 a 5000 unidades/ml, entre aproximadamente 2000 y 20000 unidades/ml, entre
aproximadamente 2000 y 15000 unidades/ml, entre aproximadamente 2000 y 10000 unidades/ml, o entre
aproximadamente 2000 y 4000 unidades/ml. En aspectos alternativos, las formulaciones de la invencion pueden
comprender una formulacion basada en agua, por ejemplo, cuando es factible ningin tampoén; se puede usar

cualquier sistema tampén basado en agua.
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Tabla5b:
ESTUDIC EN FASE Il DE ESTABILIDAD DE LA FORMULACION DE PECTATO LIASA
N T
Formulacion | pH | Tampén ADITIVOS

o sedicoal

CONTROLES

bhenzoato sodico al 0,1 %,

17 PH70 | TRIS glicerol al 35% | sorbato potasico al 0,1 %
benzoato sodico al 0,1 %,

18 pH55 | TRIS gliceral al 35 % sorhato potasico al 0,1 %
. bhenzoato sodico al 0,1 %,

19 PH7.0 | Acetato glicerol al 35 % | sorbato potasico al 0,1 %
henzoato sodico al 0,1 %,

20 pH 5,5 | Acetato glicerolal 35% | sorbato potasico al 0,1 %

Se pueden usar tapones adicionales en una formulacién de la invencion: MOPS 20 mM, pH 7 o MOPS 25 mM, NaCl
50 mM, pH 7,5.

Formulaciones con el mayor rendimiento (usando la SEC ID N° 134 como una enzima a modo de ejemplo de la
invencion) basadas en el aspecto fisico y en la retencion de actividad superior a un 80 %:
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Tabla 6
Formulacién N° | Detalles
5 pH 7, glicerol al 35 %, benzoato sddico al 0,1 %, sorbato potasico al 0,1 %
6 pH 7, glicerol al 35 %, 300 ppm de proxel
7 pH 7, cloruro sddico al 10 %, glicerol al 25 %, benzoato sddico al 0,1 %, sorbato potasico al
0,1 %
8 pH 7, cloruro sddico al 10 %, glicerol al 25 %, 300 ppm de proxel
13 pH 5,5, glicerol al 35 %, benzoato sddico al 0,1 %, sorbato potasico al 0,1 %
14 pH 5,5, glicerol al 35 %, 300 ppm de proxel
15 pH 5,5, cloruro sodico al 10 %, glicerol al 25 %, benzoato sédico al 0,1 %, sorbato potasico al
0,1 %
20* tampodn acetato 20 mM, pH 5,5, glicerol al 35 %

Por ejemplo, la invencion proporciona formulaciones que comprenden al menos una enzima de la invencién y que
comprenden un tampén (formulacion) de: pH 7, glicerol al 35 %, benzoato sédico al 0,1 %, sorbato potasico al 0,1 %;
pH 7, glicerol al 35 %, 300 ppm de proxel; pH 7, cloruro sédico al 10 %, glicerol al 25 %, benzoato sédico al 0,1 %,
sorbato potésico al 0,1 %; pH 7, cloruro sédico al 10 %, glicerol al 25 %, 300 ppm de proxel; pH 5,5, glicerol al 35 %,
benzoato sédico al 0,1 %, sorbato potasico al 0,1 %; pH 5,5, glicerol al 35 %, 300 ppm de proxel; pH 5,5, cloruro
sadico al 10 %, glicerol al 25 %, benzoato sédico al 0,1 %, sorbato potasico al 0,1 %; o, tampon acetato 20 mM, pH
5,5, glicerol al 35 %; MOPS 20 mM, pH 7 o MOPS 25 mM, NaCl 50 mM, pH 7,5; pH 5,0, TRIS 40 mM; pH 7,0, TRIS
40 mM; pH 8,0, TRIS 40 mM; pH 7,5, glicerol al 50 %; pH 7,5, NaCl al 20 %; pH 7,5, propilenglicol al 30 %; pH 7,5,
sulfato sédico 100 mM; pH 5,5, glicerol al 35 %; o, cualquier combinacién de los mismos, o, con equivalentes de los
mismos.

Aplicacién de Biolimpieza a modo de Ejemplo

* Enun aspecto, el pH es pH 8,5 (tampén de bicarbonato)

* Agente humectante no iénico (1 g/l) [por ejemplo: Apollowet NFW]

* Proporcion de agua madre en el bafio en el bafio enzimatico: de 10:1 a 50:1 (I de agua madre:kg de tejido)
* Dosis de enzima: 0,137 ml del extracto concentrado por kg de tejido

* Intervalo de temperatura: entre aproximadamente 50 °C y 70 °C

e Tiempo de tratamiento de aproximadamente 20 min

* Los agentes quelantes se deberian excluir del bafio enzimatico, y solamente se deberian afiadir después de
20 minutos de tratamiento enzimatico y mantener durante 10 minutos antes del bafio de descarga.

Por lo tanto, en la invencion proporciona un proceso de biolimpieza que usa al menos una enzima de la invencion
que comprende al menos, varias 0 todas las siguientes etapas/limitaciones: el pH es pH 8,5, en tampén de
bicarbonato, que comprende una gente humectante no iénico (a, por ejemplo, 1 g/l), en la que la proporciéon de agua
madre en el bafio enzimatico es de aproximadamente 10:1 a 50:1 (I de agua madre:kg de tejido), en la que la dosis
enzimatica esta entre aproximadamente 0,1 y 0,2 ml, por ejemplo, a aproximadamente 0,137 ml del extracto
concentrado por kg de tejido, a un intervalo de temperatura entre aproximadamente 50 °C y 70 °C; con un tiempo de
tratamiento de aproximadamente 20 min; y, en un aspecto, comprende agentes quelantes, que se deberian excluir
del bafio enzimatico y solamente se debian afiadir después de 20 minutos de tratamiento enzimatico y mantener
durante 10 minutos antes del bafio de descarga.

La enzima de la SEC ID N°: 134 funcioné bien en el intervalo de 5 a 25 gramos de enzima pura por ton de tejido
tratado.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Diversa Corporation
Kerovuo, Janne

Solbak, Arne

Gray, Kevin

McCann, Ryan

Purohit, Shalaka
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Janssen,Giselle
Dahod, Samun

<120> PECTATO LIASAS, ACIDOS NUCLEICOS QUE LAS CODIFICAN Y METODOS PARA SU PREPARACION Y

uUso

<130> 564462009640

<140> Pendiente de asignacion
<141> Simultdneamente con la presente

<150> 60/460,842
<151> 04-04-2003

<150> 60/484,798
<151> 07-03-2003

<160> 134

ES 2 545639 T3

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210>1
<211> 1917
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 1

gtgtctctet
gcagaaaccc
"acaattcaac
atcaaaccgyg
tttecgeggeyg
ggaaatacce
ctgacgtttg
gaccgcgega
ggcagccgec
acggectecg
gcacactatce
accggacgag
gtegtctita
agagatcctg
gctaatcceyg
ttttegegygg
gcagtcggaa
gccgaggegt
cccaagaaca
gtgcgtaaga
ctggcgeggg
ctcgattacc
cteaacdget
ctgctgcgey
acgagtgcgg
gtgaatggce
ceggcyagyga
tttttgatgt
gcgtggtteg
tatgagatcg
gtgaaacaga
aaactactga

ttagaaaact
gagcgtcgaa
aageggrtgga
gtgtgtatca
acgatgegag
ggctggeatt
aaaactcctt
cgtttgaaaa
acttcttcaa
cegtgttiga
gcaccagecda
acacgggccg
tegattgetyg
aacgagagaa
tagetogtgt
aacgettttt
cgatcgcgtg
tgegecattgco
tegacatggyg
agaacgattc
tttacacggce
tgttgaagge
attacaaaca
acgtagcgac
cgaaggeggt
ggcgcaccgt
cgtttgaatt
cgatcaagaa
agcaatcgea
gcactaatcg
tecgatgagga
aaaccgacta

cgcactgctg
gcgaattgte
ccaggttccco
ggaacaggtg
caagacecgte
caccacctte
cggcaccggt
ctgeeggttc
agactgctac
gaactgcace
Lgagatggat
cggagtttat

gctggacgea

gaccgcgtygg
cgegtggtec
cagccgeget
ggacgatgceg
cgacaacgtt
gaagccgcte
cacgatcgac

Qcaaaagcag

gcagtateca
catcactttc
agcgaaaccd
cgaaaaagga
gtggtgtgcy
agtttcgety
cecgtecgocyg
agtgaaagat
tccgatette
acgacgaaadg
tcctgagtgg

gttectgtygeg
gtggcegetg
aaagacaata
cgtgtcgecy
atcacctate
gttaatgecag
tcacaagcgg
cteggttgge
gtcgaagges
attcacagca
accggtttitg
cteggaagdc
cacatcagac
tttgcecgagt
aggcagttga
gttegeggge
cagaaaaaac
gttctttatce
gacgaaaagg
aatggegega
gagcggeatc
aacggaggcect
aacgacaacg
gcgtatgegt
atcgagtgea
caacatgacg
agtggtggty
geggttgteyg
ccegecggea

geegggegtg.

aattacgcat
aaagaaaaga

78

gtctactgcet
atggatcggg
cacacccggt
ccggcaaacy
gattgagceqgc
acgacttteg
ttgetttgtt
aggacacttt
acgtcegattt
aaggcgaagg
tctttecateg
cttggcgacc
ctgaaggetg
acaagtcaaa
cgacagaaca
tctctgggca
cgaacgagtyg
aacgtgactc
gtcgagecgyg
cttacacgca
gcgagtcgtt
ggcegeagtt
ccatgatcgg
tcgtegacga
tactgaagac
aagtcacget
aaagcgttga
aggcegatcga
aacctgcgtg
acggegtegt
ggtacgttga
acgccaaaga

‘ttectgtegga:

tgacgtcagy
cttgattcag
ctttatcact

actgcaagcg

cgccgagaac
tgtcgatgeyg
gtttgtgaac

cattttcgge
tetatgtgacc.

ttgtcgtttg
ttacgcgege
ggataattgg

Aagggeceggt

agccgccgag
ggccaaccag
gtatgcgage
cggcggtigy

tctteotgoge
actctcgttt

tctgaaggga
ctatccceaac
cgtgatgaaa
agcacgacgyg
geaggtggtt
cgegectgec
gatcgtygcge
gteggeggtt
ggegegattt
taagtatgat
cgacgcagcy
tecaatga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
§00
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1917
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<210>2
<211> 638
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
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<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(21)

<221> DOMINIO

<222> (28)...(308)
<223> Dominio de pectin metil esterasa

<221> DOMINIO

<222> (309)...(638)
<223> Dominio catalitico

<400> 2

Met
Leu
ala
Val
Val
65

Phe
ala
Ala
Thr
Phe
145
Gly
Phe

Ser

Ser Leu Phe

Ser
Asp

Pro
50

Tyz

Arg
Leu
Asp
Gly
130
Glu
Ser

Ile

Lys

Val
Gly
35

Lys
Gln
Gly
Gln
Asp
115
Serx
BAsn
Arg
Phe

Gly

Gly
20
Ser

Asp
Giu
Asp
Ala
160
Phe
Gln
Cys

His

Arg
Ala
GLly
Asn
Gln
Asp
85

Gly
Arg
Ai a
Arg

Fhe

-165

Gly
180
Glu

Thr

Gly

Lys
Glu

Asp

'Thr

val
70

Ala
Asn
Ala
Val
Phe
150
Phe
Ala

Tyr

Leu
Thr
Val

His

‘55

Arg

Ser

Thr.

Glu

Ala

_Arg

Arg
40

Pro

Val

Lys

Arg

Asn

© 120

Ala
135

-Leu

Lys
Ser

Val

Leu
Gly

Asp

"Ala

Thr

Leu
Ala
25

Thr
val
ala
Thr
Leu
105
Leun

Phe

Trp

Cys
v"al
185
Ala

79

Leu
Ser
Ile
Leu

Ala

val

e 14
Ala

Thr
Val
Gln
Tyr
170
Phe

His

Val
Lys
Gln
Ile

Gly

15

Ile
Phe
Phe
Asp
Asp
155
Val

Glu

Tyx

Leun
Arg
Gln
Gln
60

Lys
Thr
Thr
Glu
Ala
140
Thr
Glu

Asn

Arg

Cys
Ile
Ala
45

Ile
Xrg
Tyr
Thr
Asn
125
Asp
Leu
Gly
Cys

Thr

Gly

Val
30

Val

Lys
Phea
Arg
Phe
110
Ser

Arg

FPhe

His

Thx
190
Ser

Leu
Val
Asp
Pro
Ile
Leu

95
val

Phe

Ala
Val
Val
175
Ile

Asp

Leu
Ala
Gln
Gly
The
80

Ser
Asn
Gly
Thr

Asn

"160

Asp
His

Glu



Met
Thr
225
Val
Trp
Glu
Trp
Arg
305
Ala
Trp
Tyr
Pro
Asn
385
Leu
Phe
Gly
Thr
val
465
Thr
Thr
Asp

Ser

Ile

545

Ala
Trp
Arg
Arg

Thr
625

<210>3
<211> 1416
<212> ADN

Asp
210
Gly

Val

hsp
Tyr
Ser
290
Phe

vVal

Tyr

Gln
Leu
370
Asp
Ala
Leu
Trp
Phe
450
Ala
Ser
Gln
Glu
Leu
530
Lys
Trp
Ala
Asp
Lys

610
Asp

<213> Desconocido

<220>

195
Thr

Arg
P.he
Lys

275
Arg

Phe
Gly.

‘Ala

Arg
358
Asp
Ser
Arg
Lys

Pro

435

Asn

“Thr

‘Ala

Val

Val
515
Serx

ASI'J.

Phe
Arg
Gly
595
Asn

Tyr

Gly

Gly

Ile

Trp
260
Ser

Gln

Sex

Thr
Ser
340
Asp
Glu
Thr

Val

Gly
420

Gln
Asp
Ala
Ala
Val
500
Thr
Gly
Pro
Glu
Phe
580
Val

Tyr

Pro

Phe
Val
Bsp
245
Arg

Lys

Arg

Ile

325
Ala

Ser
Lys
Ile
TYr
405
Leu
Phe
Asn
Lys
Lys
485
Val
Leu

Gly

Ser

Gln

565
Tyr

V_al
Ala

Glu

ES 2 545639 T3

Val
Tyr
230
Cys
Asp

Gly

Thr

Ala
310

Ala

Glu
Gly
Gly
Asp

380
Thx

-Asp

Tyr
Ala
Pro
470
Ala
Asn
Ala
Glu
Pro
550
Ser
Glu
Lys
Trp

Trp
630

<223> Obtenido de una muestra ambiental

Phe
21s
Leu
Tzp
Pro
Pro
Thr
295
Val
Trp
Ala
Gly
Arg
37S%
Asn
Ala
Tyr
Pro
Met
455
Ala
Val
Gly
Pro
Ser
535
Ala
Gln
Ile
Tyr
Tyx

615
Lys

200
His

Gly
Leu
Glu
Gly
280
Glu
Arg
Asp

Leu

Trp
360
ala

Gly

Gln

Leu-

Asn

1440

Ile
Tyr
Glu
Arg

Ala

Arg
Arg
Asp
Arg
265
Ala
Gln
Gly
Asp

Arg
345

Pro.

Gly
Aia
Lys
Len

425
Leu

Gly

Ala
Lys

Arg

505,

Pro

520

Val
Val
Val
Gly
Asp
600
Val

Glu

Glu
Val
Lys
Thr

585
Val_

Asp-

Lys

80

Cys

Pro
Ala
250
Glu
Asn

Ala

Leu.

Ala
330
Ile
Lys
Leun

Thr

‘Gln

410
Lys

Agn

Val

Phe
Gly
490
Thr
Ala
Ile
Glu
Asp
570
Asn
Lys
Asp

Asn

Arg
Trp
235
His
Lys
Pro
Ala
Ser
315
Gln
Ala
Asn
Leu
Tyr

395
Glu

Ala.

Gly
Met
Val
475
Ile
Val
Arg
Val
Ala
355

Pro

Arg

Gln

Ala

Ala

635"

Leu .
220
Arg
Ile

Thr

‘Val

Glu
300
Gly
Lys
Asp
Ile
Arg
380
Thr
Arg
Gln
Tyr
Lys
460
Asp
Glu
Trp
Thr
Arg
540
Ile
Ala
Pro
Tle
Ala

620
Lys

205
Thr

1';’ro
Axg
Ala

Ala
285

Phe,

Gln
Lys
Asn
Asp
365
Val

Gln

His

Tyr
Tyr
445
Leu
Glu
Cys
Cys
E"he
525
Phe
Glu
Gly
lle
Asp
605
Lys

Asp

Gly
Tyr

Pro

Arg
Ala

Glu

- 255

Trp
270
Arg

Ser

Ala-

Pro
Val
350
Met
Arg
Leu
Arg
Pro
430
Lys
Leu
Ala
Ile
Ala
510
Glu
Leu
Ser
Lys
Phe
590
Glu

Leu

Gln

Phe
val
Arg
Asn
Asn
335
Val
Gly
Lys
S_ei‘
Glu
415
Asn
His
Axg
Arg
Leu
495
Gln

Leu

Met_

Ala
Pro
575
Ala
Glu

Leu

Asp
Arg
240
Gly

Ala

-Ala'

Glu
Gln
320
Glu
Leu

Lys

Lys

Phe
400
Ser
Gly
Tle
Asp
Arg
480
Lys
His
val
Ser
Val
560
Ala

Gly

Lys
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<400> 3

atgtegteac
gegecgegte
atcgtgaaac
ggagcgaaag
tgcacgaacy
attcatttga
cagaacccga
aactactege
acgctcaacyg
ggctggaaag

gaaaaaggtyg

tteocattcaac
cegatgtggyg
aacagtcatyg
aaggattgtg
gatgggcgge
gatggtcacy
gcatccaact
gctatgegtg
gcgcacygcegg
ccagtegtte
gatgtygcagg
gacaatgteg
aaaatcaatg

gacgcgagtt
tgtctgogtt
gcatcaagcg
gtgatggacg
ccggtaggtygg
agagcaacgt
aagactacct
cttttatcta
gtcaaagega
dagggatgag
tceccggttca
cttatcgttg
aaattcatcc
gtccaaacaa
acttcecgacac
gactgaadggc
gcgggattac
gccggctega
gegggetgtt
tgatcacgat
gtgattacac
gcttggcgac
ctgaaggaaa
gaaaaagcgt

ES 2 545639 T3

cattagagat
tgcagcggag
acctcgtttc
aacagattgc
gagagtagtt
cgaccttcat
geeogttgtt
cgecitcgaa
caacgaacac
caatcagcgt
ggagcgcatt
tgagaacgtg
ggtgctctge
cgacgggtgt
tggtgacgat
tectactgaa
ggtgggcagc

cagtccgaac

ggagaatctg
cgatttcaat
cgtegatgge
ggcgccgatce
tgttgtgaag
tgatgcagtyg

ctgttgactyg
gagaatcecgt

ccgatgcgea

acgttggett
gtteccacecgg
atctcagaag
ttctegegtt
caaacgaaca
tggtggeect
cccgatcecgaa
tttggtgagg
ctgatcgaag
cyggaatgtca
aatcctgagt
tgtatcgcga
aacattatcyg
gagatttcgg
ctggaccatg .
cacttcegaa
tatgaggaag
cttcgcagca
gtgaatctge
aacgtaaagg
ccgtag

<210> 4
<211> 471
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(28)
<221> DOMINIO

<222> (81)...(476)
<223> Dominio catalitico

<400> 4

Met
1
Leu
PI‘O
Arg
Asp

65
Cys

Ser Ber Arg

Ile Ala Val
- 20
Trp Glu Thr
35
Phe Pro Met
50 )
Gly Arg Thr

Thr Asn Ala

Arg Glu
5
Ala Pro

Val Met

Arg Thr

Asp Cyé
70

Gly Gly
85

Phe Ile Arg

Arg Leu Ser
- . 25
Pro Ser Ile
40
Phe Asp Leu

55

Thr Leu Ala

Gly Arg Val

81

Asp

10

Ala
val
Thr
Phe

val

gcggcgeact
gggaaacggt
cgtttgatct
tccgtegoge
gttegtatet
gtactacggt
gggaaggegt
ttgcgatcac
ggaacggacg
atgegetgtt
gccattactt
gtgtcactat
tcgtccaaaa
cgtgcacgga
tcaagtcagg
tgactggttg
gtggggtgcg
cattgcgggt
atatcgacgt
gcgcgaaggyg
cgaaaagtaa
gtctaaceaa
atgcaactat

Leu Leu

Phe Ala

Lys Arg

Ala

Ile

gatcgeegtce
gatgcctteg

cacggagttt

gatcgatcga
cactggcecgcc
caagttcage
cgaggtgttc
tggcaaggge
tgecgegtac
tgegatggec
aaggcegeag
tcgaaacteg

tgtgatcatc

tgtgttgatt
ccgaaatgca
tcgeatgaaa

-aaatcttttc

taagaataac

-cgggcaagtg

atcgttcacy
gtacgcgctc
ctgcatctte

cgagaatgtc

Thr Gly Gly

15
Glu Glu
30

Lys Arg

45

Glu Phe
T B0
Arg Arg

Val Pro

Gly
.Ala Ile

Pro

Ala Lys
Asp

Ser
a5

Gly

‘Ala

Ash

Pro

Iély

Arg

80

Tyr

60
120
180
240
300
3860
420
480

. 540
600

- 660

720
780
840
500
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1416
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Leu
Glu
Val
Phe
145
Thr
Arg
Arg
Arg
Tyr
225
Pro
Asn
Glu
Asp
Leu
305
Asp
Arg
His
Asn
Ile

385
Pro

Lys

Leu
Val

Lys
465

<210>5
<211> 1077
<212> ADN

Thr
Gly
Val
130
ile
Leu
Ala
Asn
Ile
210
Arg
Met
Val
Ser
Asp

290
Lys

Gly

Asn
Ala
Leu
370
Thr
Val
Tyr
Arg
Lys

450
Ser

<213> Desconocido

<220>

Gly

Thr

Alz
100
Thr

115 -

Phe
Tyr
Asn

Ala

Ser
Ala
Gly

Tyr

- 180

Ala
195
Phe
Cys
Trp
Ile
Cys
275
Cys
Ala
His
Leu
Leu
355
His
Ile
val
Ala
Leu
435

Asn

Val

Leu
Gly
G;u
Glu
Ile
260
Thr
Ile
Pro
Gly
Phe
340
Arg
Fhe
Asp
Arg
Leu

420
Thr

Vall

Asp

Ile
val
Arg
Phe
Gln
165
Gly
Phe
Glu
aAsn
Ile
245
Asn
Asp
Ala

Thr

Gly

325
Ala

Val

Arg-

Phe
Asp
405
Asp
Asn
Lys

Ala

ES 2 545639 T3

His
Lys
Trp
Glu
150
Ser
Trp
Ala
Gly
Val
230
His

Serx

Val

Ile
Glu
310
Ile
Ser
Lys
Asn
Asn
350
Tyx
Val
Cys
Asp

Val
470

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400>5

Leu
Phe
Glu
135
Gln
Asp
Lys
Met
His
215
Leu
Pro
His
Leu
Lys
295
Asn
Thr
Asn
Asn
Ile

375
Tyr

Thr

Gln
Ile
Ala

455
-Pro

Lys
Ser
120
Gly
Thr
Asn
Glu
Ala
200
Tyx
Ile
val
Gly
Ile
280
Ser
Ile
Val
Cys
Asn
360
Asp
Glu
Val
Gly
Phe

440
Thr

Ser

Asn

105 -

Gln
Val
Asn
Glu
Gly
185
Glu
Leu
Glu
Leu
Pro
265
Lys
Gly
Ile
Gly
Arg
345
Ala
Val
Glu
Asp
Leu
425
Asp

Ile

Asn
Glu
Tie
His
170
Met
Lys
Arg
Gly
Cys
250
Asn
Asp
Arg
Val
Ser
330
Leu
Met
Gly
Gly
Gly
410
Ala

Asn

Glu

val
Pro
Val
Ala
155
Trp
Ser
Gly
Pro
val

235
Arg

"Asn

Cys
Asn
Thr
315
Glu
Asp
Arg
Giln
Ala
395
Leu
Thr
Val

Asn

Asp Leu

Lys Asp
125

Phe Asn

140

Ile Thr

Trp Pro

Asn Gln

vVal Pro-

205
G1ln Phe
220 .
Thr Ile

Asn Val
Asp Gly

Asp Phe
285
Ala Asp
300
Gly Cys

Ile Ser
Ser Pro

Gly Gly
365

Val Ala

380

Lys Gly

Arg Ser
Ala Pro
Ala Glu

445

Val Lys
460

His
110
Tyr
Tyr
Gly
Trp
Arg
180
Val
Ile
Arg
Ile
Cys
270
Asp
Gly
Arg
Gly
Asn
3507

Leu

His

Ser

Thr
Ile
430
Gly.

Ile

Ile
Leu
ser
Lys
Asn
175

Pro

Gln

.Gln

Asn
Val
255
Asn
Thr
Arg
Met
Gly
335
Leu
Leu
Ala
Phe
Lys
415
val

Asn

Asn

Ser
Pro
Pro
Gly
160
Gly
Asp
Glu
Pro
Ser
240
Gln
Pro
Gly
Arg
Lys
320
Val
Asp
Glu
val
Thr
400

Ser

Asn

Val

Gly

ttggacgaca agtgggctga gcggacatcg cccgatttca atctegtetc gtggaatgaa

82

60
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15

attctaaagc
gtgatccttt
ctcatgcagg
gacaacgygceyg
atcgaaagec
gagaatggcyg
ttcaacgaca
aacgattatg
gcgatcoegt
gcgcagtatg
ttgaccgccg
gagatcatta
cttaggtggyg
gtctgggege
gtcatcagat

‘gtatccgaac

aagcgtgece

agecgaaact
atcaacgcga
cagaacgcga
cgacgacaac
atcgegtoger
gcttceccgca
acgcgatgat
tgtttgtcga
tgatcctcag
atgagaagac
gcgagagcgt
acgcgatcga
agaggcgaaa
gcttitatca
acgatgtgat
cgaatgagtt
agatctttea

ES 2 545639 T3

ttggtacgcy
caacggtggt
aaaacttagt
ccagctcgey
gtttttcaaa
attttitcct
aaatgtgctt
tgaagagcgqg
cacgcaggtc
attgaagccyg
tggcategte
atcecgecate

cggcgagaac

gatcgaaacy
gcagatcgag
gttgaatgaa
acgtccgect

gtcgacgaag
tggcegaaga
cgcgagaaga
tatctggcga
ggectcgatt
ctgcgtgacyg
cggttgetce
cgagcgaagg
gtegtcgatyg
dccgegygcegc

cggtititga

gecttggtaca
attgtgatea
atgaggccga
tcggaacgtc
gattatcega
cttggttega

cgacgcggat
atatcgacat
dgcgagaccga
aggtcatcac
ttcttttege
attattcgeqg
gcgacatage
ccgagcaggc
gaaagaaaac
gaaagttcga
tgctagaaaa
aggcgaacaa
aagacaagaa
tcttecgecgyg
gaaacggata
agtggaggac
gatttcggac

cgcaaatcag
ggccgecatg
cacgacaatce
ggccaagaat
catgcagtac
cgagattacg
<gatcgaaag
tgtaaggcgt
cgtctggget
gceggeatca
accaacaccc
catcteggga
cgcgecgees
tcgcgatgcg
tgcatggtac
aaggagtgcyg
cgtgtag

<210>6

<211> 358

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> DOMINIO

<222> (1)...(358)

<223> Dominio catalitico

<400> 6

Leun
15
Val

Glu Arg Thr Ser Pro Phe Asn

10
Lys

Met Asp Asp Lys Trp Ala Asp

Ala
30

Pro Leu Trp Tyr

25
Val

Glu Ile Leu Gln

20
Arg

Ser Trp Asn Lys
Gln
45

Leu

Gln Leu Asp
40

Asp

Ala Thr Asn Tyr

35
Trp

Glu Ile Ala Ile

Met Met Gln
60
Thr

Asn Tle Alza Ala

55
Arg

Gly Gly Pro Lys Met

50

Arg Thr

Glu Giu Leu Ser Glu Lys Ser Glu Asp Thr

65
Asp

Lys

Val
85
Gly

Ala Ala
90

Val Ala

Asn Gly Ala Thr Thr Thr Gin Leu Tyr Leu Lys

Phe Phe Lys
110

Pro

Ile Ser His Arg

105
Gly

Asn
100
Phe

Thr Lys Glu

Phe Gln
125

Phe

Gln Tyr Asn Gly Gly

120
Ser

Leu
115
Leu

Asp Phe Met

Thx Asn Asp
140

Ile

Phe Pro Asp Arg Glu Ile

130
Met

Arg Asp Tyr

135 )
Arg Leu Ala

Arg Asp

155
Arg

Leu Len
150

val

Ala Ile Asn Val-

Asp
145 :
Ala Glu

175

Phe Glu Glu Ala

165
Ala

Vai Arg Lys
170

Leu

Asp Tyr Asp
Val
190

Lys

Tle Thr Gln
185
Ala

Ala Val Arg Arg Ile Pro Leu Ser

180
Lys Glu Thr
205

Leu

val Ala Gln
200

Phe

Asp Gly Lys Thr Trp Tyr Asp

195

Ala Ala

Ala Ser Thr

220

Pro Arg Glu Pro

210

Lys
215

Lys Ala

83

Val

120
180
240
300
360
420

480

540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1077

Val
Asp
Asn
Ajla
ile
Ile
Leu
Phe
Asn
Lys
160
Gln
val
Leu

Gly
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20

25

Glu
225

Glu

Asn
Ile
Glu
Asp
305
Val
Thr
Sef
<210>7

<211> 1125
<212> ADN

Ser

Ile

Ile’

Lys

Thr .

290
Val

Ser
Aré

Arg

<213> Desconocido

<220>

Val
Ile
Ser
Asp
275
Met
Met
Glu
Ser

Phe
355

Gly
Asn

Gly
260

-Lys

Arg
Gln
Fro
Ala

340
Arg

Tle
Ala
245
Leu
Asn

Pro

Ile

Asn
325
Lys

Thr

ES 2 545639 T3

Val
230
Ile
Arg
Ala
Ile
Glua
310
Glu

Arg

Val

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 7

Arg
Glu
Trp
Pro

FPhe

Phe Leu Met

Ile
250
Arg

Ser Ala
Arg
265
Val

Glu

Pro
280
Ala.

Trp

Gly Arg

295 .-

Ser

Leu

Ala

gtgcatgcgg
gcogaggotct
€cggcggega
cgagaggcga
cccaagaaca
gacgtgacat
ctggtggcgg
tacctgcteg

gggtattaca’

cgcgataccg
goocgcgccg
ggcaagctga
cgcgettacgy
atggagatcg
ctgaagtccyg
agggaccgee
ctcggcacca
gacatcgaac
attgctgcgg

gcgegaaaca
cccgaaccat
tccgetgggg
ggacgatcge
ccgacctcgy
cgagcaccat
acgcgaccegy

ccgcgcagta

cccacatcac
cggccggtea
ccgtgicceyg
cggegtggtyg
agcecgecatce
agaagecgtc
tggcgattcc
gegtegttee
accggeccgat
gcgagcgeceg
actacccygeg

cgtgagccga
teegtoeteg
agcggacgte
cgacagegte
gactccgeco
cgacaacaac
cgaggctegc
tccocaacgge

cttcaacgac’

ggcgeocatac
ggggatcgac
cgecgiageac
gctcteegge
accggagate
g9ggctgege
ggatccatcy
cttectcgge
cgceggetac
ctggegtteg

<210>8

<211> 374

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> DOMINIO

<222> (1)...(374)

<223> Dominio catalitico

<400> 8

Glu Arg Arg
Glu
330

Fhe

Leu BAsn

Gln Ile
345

tggcgcgaag
ccggegeaga
ctgcggcaga
atccagtacce
acggctgaat
ggcacgacga
tatcgegegt
ggctggeege
aacgcgatgg
gecttegtgg
gtcatcctga
gacgagaaga
agcgaaaccyg
gtcgeogega
tacgagtcct
gccggactcc
cgcegacteoey
gcctactacg
acgcteeggce

84

Leu Glu
235
Ala Trp

Asn Gly

Ala Arg
Ala
300
Gly

Asp

Asn

- 315

Asp Tyr

Gln Arg

Lys
Tyr
Glu

Phe

285

Val
Tyr
Pro

Pro

Pro
Lys
Azn
270
Tyr
Ile
Ala
Lys
Pro
350

Thr

Pro

. 240

Ala
255

Ile.

Gln
Arg
Trp
Trp

335
Leu

Asn
Val
Ile
Tyr
Tyr
320
Arg

Gly

agttcctgeyg
gcgetgeggt
agccggagty
aggcggcgga
cacgcgecgyg
tgccgatgea
cgttocteeg
agttctttce
tc¢aacgtget
acgagcceceg
agacccaagt
cectcgegee
tcggecategt
tcgaagggyge
tcaccggege
tgtgggegeg
tggttcgege
gtacgtggec
gctga

cgacttcegec

cagcggggtt |

gtatgccteg

cggcggctgg

cgcggcggec
gttccttgeg
cggettcgac
gctececgeege
gaccgtgcty
cogcgcgaag
gaaacagaac
ggcgtgggeg
cegettectg

cgtegectag

ggacggacag

gttctacgag

cgegetcagt
ggcgageetg

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

1020
1080
1125
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<210>9

Met
Arg

Gln

Thr
65

Pro
Gly
Thr
Ala

Ala
145

“Gly

Leu
val
Ile
Ala

225
Arg

_val

Ala
Leu
Val
305
Leu
Ala
Tyr

Arg

<211> 1116
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>

His

Asp-

Ser

Val
50
Ile

Lys

Ala

Met
Arg
130
Gln
Tyr
Thr
Asp
Asp
2190
Trp
Ala
Arg
Ile
Arg
290
Val

Gly

Ala'

Gly

Ser

-370

Ala Gly Ala,

Phe

Ala

35
Leu

Ala
Asn
Ala
Pro
115
Tyr
Tyr
Tyr
Val
Glu
195
Val
Cys

Tyr

Phe.

Glu
275
Tyr

Pro

Thr
Leu
Thr

355
Thr

5
Ala Ala
20
Ala Val

Arg Gln
Asp Ser

Thr Asp
B5

Ala Asp.

100
Met Gln

Arg Ala
Pro Asn
Thr His
165
Len Arg
180
Pro Arg
Ile Leu

Ala Gln

‘Glu Pro

- 245
Leu Met
260
Gly Ala

Glu Ser
Asp Pro
Asn Arg
325
Ser Asp
340
Trp. Pro

LeulArg

ES 2 545639 T3

Lys
Arg
Ser
Lys
Val
70

Leu
val
Phe
Ser
Gly
150
Ile
Asp
Arg
Lys
His
230
Pro
Glu
Val
Phe
Ser
310
Pro

Ile

Ala

'Arg

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400>9

His
Leu
Gly
Pro
55

ile
Gly
Thr
Leu
Phe
135
Gly
Thr
Ala

Ala

Val
Ser
Val
40

Glua
Gln
Thr
Ser
Ala
120
Trp

Phe

Ala

Lys

- 200

Thr
215
Asp
Ser
Ile
Ala
Thr
295
Ala
Ile
Glu

Ser

Gln
Glu
Leu
Glu
Ti:p
280
Gly
Gly
Phe
Arg

Leu
360

Ser
Arg
25

Pro
Trp

Tyr

‘Pro

‘Ser

105

Leu
Arg
Pro
Asn
Ala
185
Ala
Val
Lys
Ser
Lys
265
Leu
Ala
Leun

Leu

Glu

Arg
10

Thr
Ala
Tyr
Gln

Pro
20

Thr

Val
Gly
Gln
Asp
170
Gly
aArg
Lys
Thr
Gly
250
Pro
Lys
Asp
Len
Gly

330
Arg

345

Ile

85

Ala

Trp
Ile
Ala
Ala
Ala
75
Thr
Ile
Ala
Phe
Phe
155
Asn
Gln.
Ala
Gln
Leu
235
Ser
Ser
Ser
Gly
Ti:p
315
Arg
Arg

Ala

Arg
Pro
Ile
Ser
60

Ala
A.'_I. a
Asp
Asp
Asp

140
Phe

‘Ala

Ala

Ala

Asn
220
Ala
Glu
Pro
Val
Gln
300
Ala
Asp
Ala

Asp

Glu
Ser
Arg
45

Arg
Asp
Glu
Asn
Ala
125
Tyr

Pro

Met-

Pro.

Val
205
Gly
Pro
Thr
Glu
Ala
285
Arg
Aryg
Ser

Gly

'I'j}r
365

Glu
Ser
30

Tep
Glu
Gly

Ser

Asn
110

Thr-

Leu

Leu

Val

Tyr

190

Ser
Lys
Ala

Val

Phe

15 -

Pro
Gly
Ala
Gly
Arg
Gly
Gly
Leu
Arg
Asn
175
Ala
Arg
Leu
Trp
Gly

- 255

Ile
270
Ile
Asp'
Phe
Val
Tyr

350
Pro

Val
Pro

hrg

Tyr

Val
338
Ala

Arg

Leu
Ala
Ala
Arg
Trp
80

Ala
Thr
Glu
Ala
Arg‘
160
Val
Phe
Gly
Thr
Ala
240
Ile
Ala
Gly
Arg
Glu

- 320

Arg
Tyr

Trp
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ttgatéggta
ctgctettty
ctaaaccaaa
ttgetttace
accgaacagce
aacgdgegega
gagcgatica
aacggcgget
aacgatgacy
ggttatcggt
attgagtgea
caacacgatg
agcggcageyg
cgtgtagttyg
atcaaagtgg
gaagatgcac
atcttiteey
cgocacggqget:

‘gectggcaaa

gcatgaaaac
cggcagecac
aacctgccty
aacgcgacca
aacaggcaga
cctataccca
aaaccgegtt
ggccgcagta
cgatggtcgy
tegtggacag
tettgaaatg
aagtgacatt
aatcggttgg
aggegattga
ttcagaaggc
aagccggygcce
gacgtgacgg
acggctggta
tcaaacgcgg

ES 2 545639 T3

gattctctea
acagggaacc

gtacggecage

cggeggctyg
gttgaaageg
ggtgattrat
tctcaaagga
ttaccegogt
cgtgcttgat
cgaccggcge
ccagatecgtg
cgocccegoeyg
cctgatcege
gtcecgeegtt
ggatgcticy
attgtgggeg
catcgtcaaa
cacgaatgey
gggcaagaaa

aatctygaacg
aagcegeccqg
ccggaagegg
cacaagaata
caaaaggcaa
ctggcgegeg
ttcgattate
ttgcagggtt
cttetgegeg
geeccgegoca
gtcgeeggga
ccggcacgea
ttcctgatgg

gcctggctea’

aagcccaatyg

cgcttttacg
tacagecttgg

cccgcgaaat
aagtaa

cggegetget

aagtgcggtg
tgcgecattge

tcgaaatgge

cegacgatte
tcttecaatge
tgctcaaggc
attacaaaca
atgttgcgceg
gccaggeogt
aaaagaccgc
cctacgagaa
gcattgaaca
agcaagccaa
gcttcgaceyg
agatcggtac
cggaaatcga
tgctggaaca

ttcatgcgee
gaatgagtge
tgacaacctg
tgoggtetty
gacgattgat
gacgaagcag
tcagtatgcg
catcacgtte
cggegattee
gcaaaaagga
ctggtgcgeg
aatttcgctg
accggacgeyg
gectgacegge
ggtcgtegtt
gggccgeceeg
acacgaacdyg
agattatccg

<210> 10

<211> 371

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> SENAL

<222> (1)...(29)

<221> DOMINIO

<222> (30)...(371)

<223> Dominio catalitico

<400> 10

Ala
15
Lys

Ile Leu Ser Asn Leu Asn Ala

10
Ala

Met Ile Gly Ser Met Lys Thr

Thr
30
"Ala

Ala Ala Gln Gly

25
Cys Leu
40

Ile

Cys.Ala FPhe Thx
20

Val Arg

35 .

Pro

Leu Ser Leu Len

Pro Glu Trp Asn Glu Asn Gln Lys Pro

Gly Ser Ala Val Asp Leu Leu Leu Tyr

50
Asp

Glu Arg
’ 55

His

Ala Asp

arg His Gly Gly Trp Lys Asn Ile Glu Met Ala Ala

Ala Ala Thr
90

Thr

Glu Gln Gln Gln Ala Glu Leu Lys Gln Lys: Asp

85
Asn

Thr

Gln Val Ile Tyr Leu
110
Ala

Thr Ile Gly Thr Tyr

105
Elu

Ser Asp
100

Asn

Ala

Thr Phe
125

Asn

Thr GLln Phe
120

Lys

Val Phe Lys
115

Phe

Arg Ala Lys Arg

Ala Gly
140
Lys

Leu Ala Glih Tyr Gly

135
Arg Leu
150 -
Val Gly

Gly Leu
130

Gin

Lys Asp Tyr

Tyr His Ile Thr

155
Leu

Pro Pro Gln Gly Tyr

145
Asn

Tyr Tyr

ﬁsp Val
- 175

Asp Leu Arg
170

Alza Met Val

165

Asp Asp Leu

86

Trp

Val-

60
120
180
240
300

- 360

420
480
540
600
660
720

780

840
900
9260

1020
1080
1116

Leu
Proc
Tyr
Gln
Leu
80

Asp
Ala
Leu
Trp
Phe
160
Ala
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Arg
Ala

Ile

Gly Asp
Ser

Val

Ser
: 80
Gln Ala
145

val Ala

210

val
225
Ser
Gln
Leu

Ala

Thr
Gly
Pro
Lys-

Ser

Phe Ala

Ser Glu
Ala
260,
Gln Ala
275
Lys

AsSp

Pro

290

Ala
305
Ile

Glu

Gly
Phe

His

Pro Leu

Ser Gly

Glu Arg

340

Lys

ES 2 545639 T3

Gly Tyx Arg

val Gln Lys

Lys Lys
215
Pro

Gly

Ala
230 .
Val

Pro
Ser Gly
245
Arg

val Val

Leu Thr
Phe
285
Arg

Asn Gly

Ala
310
Asp

Trp
Arg Gly
325
Arg

Thr Gly

al
185
Ile

Phe

Gly
200
Thr Ala

Ala Arg

Leu Ile

Asp
Glu
Trp
Thr

Arg

Ser Asp

Cys Ile

Arg-

Leu

Arg
190
Lys

Ala

Cys

205 -

Ala
220
‘Glu

Cys

Tyx
235

Phe Leu

250

Ala
265
Tle

Glu

Gly
280
Asp Arg

Phe Tyr

Ile Val

Gly
345

Tyr

Ile
Lys
Val
Glu
Lys

330
Trp

Glu Ser

Val val

Gln
ﬁys
Mot
Ala

Gln

His Asp

Ile Ser
Ile
255
Ala

Gly

val
270
Lys

285

Val
300
Gly

val
Ile
3is
Tyr Ser

Tyr Thr

Glu
Thr
Lep

Asn

Asp Ala

Gly Arg
Glu
335
Pro

Ala
Ala
350

"Ala

Ile Lys Gly

365

Pro Ala Arg

360

Leu Glu Gln Asp Typ

355
Lys Lys
370

Lys Leu Tyr Gln

Lys
<210> 11
<211> 1167
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 11

atgtegttgy
ggtgttgagy
tctaagaaga
gatgagtggt
cgtgactcag
aaggctgega
cacactcagt
gagtcatitt
‘ccacagttet
atgatcggtg
gtcgatgaaa
ttgaaaacge
gtgacgtttg
agegtcgata
tcgattgaat
aagaaaaccy
agctitgttt
gatggagtge
tggtacgttyg
catgtegtea

<210> 12
<211> 388
<212> PRT

gaccaggtgce
caaagttgtt
atgaccagca
atgcgagegt
gtggctggce
ttcteegega
tatcttttet
taaaaggact
atccaaactt
tgatgaagcet
ctcggegtge
aggtggttgt
cgecegegoo
ttgttegatt
cggcagttaa
acgctactea
gggcgegett
ctaagtatga
atgaggcagce
cgacgcgagt

<213> Desconocido

taatccgaaa
cgatcgcgag
agtcggegec
tgaggcactt
caagaatatc
gaagaaaaag
ggcgegegte
ggattactta
gaatggctac
tetgegtagat
'gaaggctgcg
tgatgggcgt
tgcaagaaag
tctaatgteg
atggtttgag
acctaatggy
ttacgagatt
cgtcgogeag
aaaactgctg
tcattag,

gctcgegttce
cggttettea
atcgecgtgga
cgtatageceg
gagatggega
aatgactcaa
tatacagcac
ctgaaggegce
tacaaacgga
gttgcggcag

aacgcggtgyg.

cgcactgttt
tttgagttag
ataaaggatc
cagtcggage

ttegattgtyg

ggcacgaacc
atcgaacacg
aaaaaagatt

87

cctggtccaa
gcotogetge
aagatgcaca
ataacgtcgt
agacgttgag
caatcgacaa

aacagcagga

agtattcaaa
tcacgtacaa
cgaaacctga
aaaaaggcat
ggtgtgcaca
cttegttgag
catcgcgtaa
taaaaggcgt
tcgttgttaa
geccgatett
agcgacgaac
atccggegtyg

acaactatcy
ggaacgaacc
cggaaaggca

Arg
Gln
Glu
Leu
240
Glu
TP
Aép
Gln

Pro
320

Ile

Ala

GLy

tttctatcaa '
cgatcgtgag’

tggecgegact
gcgacatcge
tggtggetgg
cgatggegey
atacgegttt
cgtgtgcatt
acacgacgaa
cggeggtgay

cgtggttgaa.

taagtgggte
agatccggag

tgccgggegt -

gggttacgaa
gaagaaacga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1167
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<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (1)...(388)

<223> Dominio catalitico

<400> 12

Met
Lys
Phé
Gly
Ala
Arg
Ser

Ser

Lys
145
 Pro
Asn
Ala
Ala
Val
225
val
Ser
Asp
Phe
Ala
305
Ser
Phe
His

Leu

Thr
385

<210>13
<211> 1065
<212> ADN

Ser
Gln
Ser
Ala
50

Ser
Asp
Asp
Thr
Val
130
Gly
Gln
Asp
Ala
Ala
210
val
Thr
Gly
Pro
Glu
290
Thr

Ser

Ala’

Glu

Leu
370

Leu
Leu
Leu

35
Ile

Val

Ser
Arg
Ile
115
Tyr
Leu
Phe
Gly
Lys
185
Asn
Val
Phe
Gly
Ser
275
Gln
Gln
Val
Gly
Arg

355
Lys

Gly
Ser
20

Ala
Ala

Glu

Gly

Glu
100
Asp
Thr
Asp
Tyr
Ala
i80
Pro
Ala
Asp
Ala
Glu
280
Arg
Ser
Pro
Trp
Arg
340
Arg

Lys

Arg vVal His

<213> Desconocido

Pro
Gly
Ala
Trp
Ala
Gly
85

Lys
Asn
Ala
Tyr
Pro
165
Met
Glu
Val
ély
P:Eo
245
Ser
Asn
Glu
Asn
Ala
325
Asp
Thr

Asp

Gly
Val
Glu
Lys
Leu

70
Trp

Gly
Gln
Leu
150
Asn
Ile
Tyr
Glu
Arg
230
Ala
Val
Val
Leu
Gly
310
Arg
Gly
Gly

Tyr

Ala
Glu
Arg
Asp
Arg

Pro

Ala

Ala
Gln
135
Leu
Leu
Gly
Ala

Lys

215

Arg

Pro

Asp
Val
Lys
295
Fhe
Phe
Val
Tyr

Pro
375

Asn
Ala
Thxr
40

Ala
Ile
Lys
Ile
Thr
120
Gln
Lys
i\sn
Val
Phe
200
Gly
Thr
Ala
Ile
Glu
280
Gly
Asp
Tyr
Pro
Glu

360
Ala

Pro Lys

Lys
25
‘Ser
His
Ala
Asn
Leu
105
His
Glu
Ada
Gly.
Met
185
Val -
Ile
Val
Arg
val
265,
Ser
val
Cys
Glu
Lys
345
Trp

Trp

88

10
Leu

Lys
Gly
Asp
Ile
Arg
Thr
Arg
Gln
Tyr
170
Lys
Asp
Val
Trp
Lys
250
Arg
Ile
Lys
val
Ile
330
Tyr
Tyr

Lys

Ala
Phe
Lys
Lys
Asn
75

Glu
Glu
Gln
His
Tyr
155
Tyr
Leau
Glu
Cys
Cys
235
Phe
Phe

Glu

Trp

Val
315
Gly
Asp
Val

Lys

Arg
AsSp
Asn
Ala
Val
Met
Lys
Len
Arg
140
Ser
Lys
Leu
Thr
Ile
220
Ala
Glu
Leu
Ser
Val
300
Val
.‘I‘hr
Val
Asp

Arg
380

Val
Arg
Asp
45

Asp
val
Ala
Lys
Ser
125
Glu
Asn
Arg
Arg
Arg
205
Leu
Gln
Leu
Met
Ala
288
Lys
Lys

Asn

Ala

Glu

365
His

Fro

Glu
30

Gln

Glu
Phe
Lys

Lys

110

Phe
Ser
Gly
Ile
Asp
190
Arg
Lys
His
Ala
Ser

270
Val

Lys

Asp
Arg
Gln
350
Ala

val

Trp
15

Arg
Gln
Trp

Tyr

Thr.

a5
Asn

Leu
Fhe
Gly
Thr
175
Val
Ala
Thr
Agp
Ser
255
Ile
Lys
Thy
Pro
Pro
335
Ile
Ala

Val

Ser

Fhe

'Val

Tyr
Gln
80

Leu
Asp
Ala

Leu

Trp
160
Tyr
Ala
Lys
Gln
Glu
240
Leu
Lys
Trp
Asp
Glu
320
Ile
Glu
Lys

Thr
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<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 13

atgaaaacga
geggeacget
aggcgegttg
accgatacca
aacggtgcga
aaaaactacy
aacggcggat
aacgataatt
tactegttcy
cagtgcattc
catgatgaaa

ggttctgaat

gtgatcgatg
aaaaccgttce
gatgaaagtyg
ttttgtgatc
aacggttatg
tggaagatga

tcagecttat
ggaacgaatt
cttcgaatat
ccgegagatt
cgacggacga
agtcagcgtt
gygccgcaata
cgatggtgeyg
tcgaagegee
ttaagtgcca
cggatttcag

cagteggeat,

ccatcaccaa
aagagaccga
cccgaccgat
gcgatgatgt
cgtggetegy
agtggctgaa

<210> 14
<211> 354
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

ttgcctcgea
cgcccagaag
tctttetecac
cttcaatgga
gttgcgttte
ccgaaaaggce
ttcgecgecyg
gctgatgatt
gctgecgaaca
gatcgtegtg
cccccgateco
tgtacgecttg
cgccgtageg
tccgaatticg
gtgggcgegt
gccaaagccy
atactggecct
gecccaaagag

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(22)
<221> DOMINIO

<222> (23)...(354)
<223> Dominio catalitico

<400> 14
Met
Asp
Asp
Ser
Ala

65
Asn

Lys Thr Ile

Val Ala
20

Trp Tyr Arg

35

Gln Ser

Serxr

His
50
Arg Phe Phe

Gly Ala Thr

Ser Leu Ile
5
Ala Ala Arg
Gly Asp Glu
Leu Gln Gly

55
Asn Gly Asp
70
Thr
85

Asp Glu

atctotgctg
gcggatgatt
caatcactgc
gatctiagega
ctggeocegeg
ttcgaacaca
cccaaaagtt
ttecttegeg
caagcecygcyg
aacgggcaca
gegegtagtt
ctgatgagcc
tggttcgaat
cccaaagget
ttctacgaca
agtcttgecg
gaagacttge
cgeccageat

Cys Leu

. 10

Trp Asn
25

Gly Arg

40

Ser Trp

Leu Ala

Leu Arg
90

89

Ala
Glu
Arg
Pro
Lys

Phe

ggattctgga
ggtatcgagg
aaggaagctyg
agattcaggg
cagtttgtege
ttetecgegge
accaccgaca
aggtecacgac
aaagtttcga
agaccgegtg
acgaactgee
tcgatecagec
cggcgaaget
ggaatcgegt
tcaacaccaa
agatcggtta
tegeaagaga
tttga

Ile
Phe Ala

Val Ala

Ser Ala
Gln

Ser

tteggtigeg
tgacgaaggc
goccaagaat
cacgttcgac
cacgaaagaa
gcaatacgceg
cattaccttc
ttcgaatcte
tcgeggtgtg
gtgcgcegeaa

ttcgetgage

gagcecogegga
gccegggate
cgtcgtaaaa
Ccaaaccgtte
tgaacggcegy
gtatccageyg

Gly Ile

15
Lys Ala
30

Asn Ile

45

Asn
60

Lys

Ile
75

Leu Ala

Thr
Gln Gly Thr

Arg

Asp Thr
Phe

Ala Phe
a5

Leu
Asp
Leu
Thr
Asp

80
Val

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1065



10

Ala
His
Pro

Met

145

Tyr
Asp
His
Arg
Val
225
Val
Len
Gly
Ala
Asp
305
Asn
Glu
Ala
<210> 15
<211> 1575
<212> ADN

<213> Bacteria

<400> 15

Thx
Ile
Pro
130
Val
Serxr
Arg
Lys
Ser
210
Gly
Ile
Pro
Trp
Arg
2%0
Gly
Gly
Tyr

Phe

Lys
Leu
115
Pro
Arg
Phe
Gly
Thr
195
Ala
Tle
Aép
Gly
Asn
275
Phe
Val
Tyr

Pro

Glu
100
Ala

Lys

Leu-

Val
Val
180
Ala
Arg
Val
Ala
Ile
260
Arg
Tyr
Pro
Ala
Ala
340

Lys
Ala
Ser
Met
Glu
165
Arg
Trp

Ser

Arg

Ile
245
Lys
Val
Asp
Lys
Trp

325
Trp

ES 2 545639 T3

Asn
Gln
Tyr
Ile
150
Ala
Cys

Cys

Tyr.

Leu
230
Thr

Thr.

Val
Ile
Pro
310
Leu

Lys

Tyr
Tyr
His
135
Phe
Pro

Ile

Ala

Glu
215

Leu

Asn
Val
Val
Asn
295
Ser
Gly

Met

Glu
Ala
120
Arg
lLeu
Leu

Leu

Gln

200

Leu

Met

:Ala

Gln
Lys
280
Thr
Leu
Tyr

Lys

Ser
105
Asn
His
Axrg
Arg
Lys
185
His
Pro
Ser
val
Glu
265
Bsp
Asn
Ala
Trp

Trp
345

Ala

Gly

Ile

Thr
170
Cys
Asp
Ser
Leu
Ala
250
Thr
Glu
Lys
Glu
Pro

330
Len

Phe Arg

Gly Trp
Phe
140
Thr

Thr
Val
155
Gln Ala

Gln Ile

Glu Thr
Sexr
22¢
Gln

Leu

Asp
235
Trp Phe

Asp Pro

Ser Ala
Phe
300
Gly

Pro

Ile
315
Glu Asp

Lys Pro

Ly;
Pro
12%
Asn
Thr
Arg
Val
Asp
205
Gly
Pro
Glu
Asn
Arg
285
Phe
Tyr

Len

Lys

Gly

110
Gln

Glu
Val
190
Phe
Ser

Ser

Ser

Sér
270
Pro

Cys

{
‘Glu

Leu

Glu
350

Phe

Tyx

y BASn

Asn
Ser
175
Asn
Ser
Glu
Arg
Ala
255
Pro
Met
Asp
Arg
Ala

335
Arg

Glu
Ser
Ser
Leu
160
Phe
Gly
Pro
Ser
Gly
2490
Lys
Lys
Trp
Arg

Arg
320

Arg

Pro

atgagacgac
gegaccggeyg
tacgceggec
acgggecacayg
atcgaggtcg
aacaccgccyg
ggctecggeg
atccagaacy
gacgceateg
gcctegggey
tacgtgacce
agegagaced

gactcgegcey

cggatcaacyg
tacttegagyg
caggtcagey
ccggcggggce
gacceggeea

cagtegeact
tggtgctete
agaacggcegg
ccatccacge
agggaacgat
ccggagtgat
ccgtettega
tgacggtecyg
gcatggagag
gegagtecga
tgtegtacag
aactctegaa
cgcecetget
agtceggeat
actecaagga
gcaacgtcta
cggaccegea
cctgegtgee

ccggctceccac.
gatcceccag
caccaccggce
ggcectgtge
caaccacgee
cgagctgaag
ccaactegge |
gaacgtcaag
cgacgtcecge
gggectacgac
catcctgege
cagcttcate
gcgcggcggg

.caactccegt

cgtcectcgge
cgacaacgtyg
gtccaacace
ggacgtcgty

geggeactgg
geateggoegy
ggtgccggcyg
ggacgggcca
aacaccgcca
cagatcagca
atccacatcc
aagtcggget
aacgtctggg
ggcetetteg
aaatccggge
acgtaccacc
accgeccaca
gocggagecee
accttctaca
acctggtecg
accgtcteca
agccgaacyy

90

ccaccetgge
cggccgygeygyg
gecagaccgt
gcagcageac
aggtgtecgy
acgtcacget
gegagtccag
cgcogetgte
tcgaccacte
acatgaagga
gcggcggect
acaacctgta
tgtacaacaa
acgcecaaggt
cegacgecge
cccggggeac
tcecectacge
cgggtygccgg

cectggeggec
cgccaccggc
acgggccacc
cccgatcacy
ccccagetge
cgteggggte
caacatcatc
caacggegge
caccctggay
caacaccegg
cgtggggtee
cgagaacate

ccactacctg
ggacaacaac,

cgggtactgg
cgacaacaac

cttcagecte
caagggactt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
- 840
800
960
1020
1080
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15

caggtgtcga
accacacceg
cagcecggeg
ggcaccaget
tcgaccggcet
cgcgaggcgy
ggcgecgtge
aagaagatca
acgtacgeeg

ES 2 545639 T3

acggcagcetg ctececegeay acacceacge

cgccgacgac
ggacgaacct
acggcaacgt
ccgtgtegat
cgggcgegac
tgacctccgg
ccttegagat
gctag

<210> 16
<211> 524
<212> PRT
<213> Bacteria

<220>

<221> SENAL

<222> (1)...(33)

<221> DOMINIO

<222> (34)...(359)
<223> Dominio catalitico

<400> 16
Met Arg Arg Pro

Ala Ala
20
Gly

Ala Leu
Ala Ala
35

Gly

Ala
Thr Gly
50
His

Ala

Ile Ala Ala
65
Ile Val

Glu Glu

Gly Pro Ser Cys
100
val
115

Ile

Ser Asn

Gly His
130
val

bLeu
Thr Asn
145
Asp

Arg

Ala Ile Gly
Glu
180

Lys

Ser Thr Leu

Phe Met
195

Lys

Asp
Arg
210
Sgr

Leu Ser

Leu Asn Ser
225
Asp Ser Arg Ala
Leu

260

Asn His Tyr

Thr’

tcecacceeeyg
cagcatcggt
cegggacggy
caagtggggc
gggcgtcatce
cageggggcyg
cacggygeogcy

Val Ala Leu

Ala Thr Gly

Gly Ala Thr
Gln
55

Gly

Gly Gly

Leu Cys
- 70
Gly Thr
a5
Asnh

Ile

Thr ‘Ala

Leu Val Gly
Glu
1135

Lys

Ile Arg

Val Lys
150
Met Glu
1465 '
Ala

Ser Gly

Asp Asn Thr
Gly
215
Thr

Gly Arg

Phe Ile
230
Leu

Pro Leu

245

Arg Ile Asn

Ser.

agccecgacge
gecgggteeyg
gacctcggca
agcgecacca
ggctectgagc
gggacgatct
agcggcacgce

Arg Leu

10
Val
25

Tyr

val
Gly

Thr val

Arg Ala

Asn His

90
Ala Gly
105
Val Gly
120 .
Ser Ser

Ser Gly

Asp Val

His
Leu
Ala
Aré
Ser:
Ala
Val ‘Ile
Ser
Asn
Ser

Arg

ccacgccgac
cctecacgee
acggttcgag
cccactggte
cggtcteeceg
tegtectgaa
ccgtecceeg
cacggategce

Ala Ala

Ser Ile

Gly Gln

Ala Thr

Ser Ser
75 )
Asn Thr
Glu

Gly Ala

Leu
Pro
Asn
Thr
Thr
Ala
Leu

Val

gggcacgccg
cggaccgace
caaggccgac
teccggeeggt
catcgtecate
cggcgacacc

gacggecctg
cgagttcgag

Thr
" 15
Ala

Ala

Gln
30
Gly Gly

Gly Thr

Pro Ile
Val
a5

Gln

Lys

Lys
- 110

Phe Asp

125

Ile
140
Leu

Ile

Pro
. 155

Asn Val

170

Glu
185
Tyr

Gly
Arg
200
Gly Leu

Tyr His

Arg Gly

Ser
val
Val
His

Giy

Glu Gly

Thr Leu

Ile
Ser
Trp
Tyr.

Ser

Gln Asn

Asn Gly

Val Asp
175
Asp Gly
190

Tyr Ser

1205

Ser
220
Leu

Gly

Asn
235

Thr Ala

250

Ser
265 -

Glu

91

Gly

Ile Asn

Ser
Tyr
His

Ser

Glu Thr

Glu Asn

Met Tyrx
255
Arg Ala
270

Leu
Ser

Thr

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1575

Ala

Thr

-80

Ser

Ile

Gln

Val

Gly-

160
His

Leu
Iie
Glu
Ile
240

Asn

Gly
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15

Ala His

Leu

Gly

Ala
275
Thr

Lys

Fhe

290

Asn
305
Pro
Ala
Thr
Pro
Pro
385
Gln
Ser

Gly

Trp

Val Tyr

Phe
Ala
Gln
370
The
Pro
Lys
Thr

Gly

aAsp

‘@ly Pro
Leu
340
Ala

Ser

Gly
355
Thr Pro

Thxr Pro

Gly Gly
Asp
4290
His Trp
435

Ser Ala

Ala

450

Gly
465
Gly
Arg

Thr

<210> 17

<211> 1047
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 17

ttgcegeghy
tcctgggate
gtcogetgaga
atggcggege
gacgccacga
cgeggecacey
gctgegeaat
cggcgcatca
tegeagggee
tctgteteac
accggectggt
gaacatcegt
gaacggecygt
gcgeagattt

gtegtggegy.

accaacegge
gagatcgagce

Ala

Ala

Thr

Pro

Thr Gly

Val Leu

val
TYr
Asn
Asp
325
Asp
Gly
Thr
Thr
Thr
405
Gly
Ser
Thr
Val

Thr

ES 2 545639 T3

Asp
Thr
val
310
Pro
Pro
Lys
Pro
Pro
390

Asn

Thr

Pro

Thr

Ile
470

Ser

Asn

Asp
295
Thr

Gln'

Ala
Gly
Thr
375
Ser
Leu
Ser
Ala
Val
455
Gly

Gly

485

Ala Len
500
Arg Ile

515

cgcecgatgy
agatectecg
acgtgctctt
cgatgacege
tcgacaacac
ccgacgeacg
acgcgaatgg
cgttcaatga
agacgeccgtt
gcggegtcga
gccagcagca
cgattgecag
cgccggagat
caggtgtgcyg
tgcaggactc
cgatgtttee
ggcgcgetgyg

Lys

-Ala

Lys Ile

Glu Phe

tgagtcgtcea
tcagectgeg
gtatcagcge
cgctgacegt
gtcaacgacg
attcaaggac
aggctggect
cgacgcgaty
cgagttcgte
cgtcatgcety
cgacgagegg
caaggaaacce
cgtgtcegeg
gacggagcge
cgccgegecg
gggtegegac
atacagctgg

gacgactatec cgaagtggaa gaaatga

<210> 18

Asn Tyr- Phe

280
Ala

Ala Gly

Trp Ser Ala
Thr
330

Vval

Ser Asn
Cys
345
Gln

Thr
Leu Val
360
Pro

Thr Gly

Pro Thr Pro

Ile Gly
410
Asin

Ser

Gly
425
Ser

Tyr
Gly Thr
440
Ser

Arg Ile

Ser Trp Leu
Ala
490

Glu

Ser Gly
Phe
505
Thr

Thr

Glu
520

Tyr

tegeccagege
gcctggtacg
geggcaggag
gcgaaagtca
acgcagatec
gcggegetga
cagtatttte
gtgaatgtga
gacgcctege
cgeacgcaga
aactttcage
gcgagcatcg
gtggatggcyg
cggeccgacy
ccaatctggg
ggcgtcatca
tacggcgact

92

Glu Asp
TP
300
Gly

Tyr

Arg
315
Thr

Pro Asp

Ser Asn

Thr Pro
. 380
Sear Thr
395
Ala Gly

val Arg

Gly Ser
Ile
460
Leu

Val

Val

- 475

Thr

val

Ser
285
Gln
Thr
Ser
Val
Gly
365
Thr

Pro

Ser

‘Asp

Val
445
Arg

Asn

Lys’

Val
Asp
Ile
val
350
Ser
The
Gly
Asp
Gly

430
Ser

Glu

Gly

Ser

Asp
Ser

Asn

Pro

335

Ser’

Cys
Fro
Pro
Gly
415
Asp

Ile

Ala
Asp

Val

Val

Asn

320

Tyr

Arg

-Ser

Ala
Thr
400
Ser
Leu

Lys

Ala

Thr -

480
Pro

Gly

Ile Thr

Ala Gly

agacgtcatc
gcgatgegga
ggtggccgaa
cyggacgagcy
gttttettge
agggcatcga
ccectgegega
tgacgetget
ggcgceggcecyg
ttegagteaa
cggtgaagge
caagattcct

cagtegegty

gatcgaatcce
cccgettcta
agtacagcct
acgecgecay

Ile

Gly

495
Ala Ser

510

ggttgoggte
ggcgttgcga
gaacatcaac
cgcgeagaac
getegttett
cttecectgetg

cgactacteg

gegegagact
ggcggcgeay
cggegtgety
gegegegtac
gatggggatt
gttgcgagcg
gdgcggcgac
cgagattgge
cagcgagatc
actgctcaga

Gly -

60
120
120
240
300
360
420
480.
540
600

. 660
720
780
840
200
960
1020

' 1047
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15

20

<211> 348
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (1)...(348)

<223> Dominio catalitico

<400> 18
‘Met
1
Ser

Ty

Gln

Pro
Val
Gly

Arg

© 50

Met
65

Asp
Ala

Leu

Trp

Phe

145
Ser

Afg
: Gl_n
Giu

Ile

225-

Glu
Trp
Asp
Ala
Met
305
Glu

Arg
<210> 19

<211> 1122
<212> ADN

Thr
Ala
Leu
Lys.
Pro

130
Asn

Gln

Ala

Ile

Afg
210
Ala

Arg

Leu

Gly
Pro
290
Phe
Tle

Leu

<213> Desconocido

<220>

Arg

Ala

Gly
35

Ala
Ala
Thr
val
Gly
115
Gln
Asp
Gly
Ala
Arg
1585
Asn
Ser
Pro
Arg
Ser
275
Pro
Ser

Glu

Leu

Ala
Val
20
Ala

Ala

‘Ala

Ile
Leu
100
Ile
Tyr
Asp
Gin
Gln
180
Val
Phe
Lys
Ser
Ala
260
Asn
Ile
Gly
Arg

Arg
340

Asp
Phe
Ala
Thr
165
‘Ser

Asn

Gln

Glu

Pro

245
Ala

Pro
Trp
Arg
Arg

325
Asp

Gly
Trp
Ala
Gly

Arg

.70

Asn
Gly
Phe
Pro

Met

© 150

Pro
Val
Gly
Pro
Thx
230
_Gl u
Gln
Gly
Ala

Asp

310

Ala

Asp

<223> Obtenido de una muestra ambiental

Gly
Asp
Leu

Trp
55

Ala
Thr
Thr
Leu
Leu
135
Val
Phe
Ser
Val
val
215
Ala
Ile
Ile
Gly
Arg
295
Gly
Gly

Pyr

Glu
Gln
Arg

Pro

‘Lys

Ser
Ala
Leu
120
Arg
Asn
Glu
Arg
Lgu
200
Lys
Ser
Val
Ser
Asp
280
Fhe
Val
Pyx

Pro

Ser

Ile
25
Val

Lys-

Val

Thr

Ser
Leu
Ala
Asn
Thr

Thr

- 90

Asp
105
Ala

Asp

Val
Phe
Gly
185
Thr
Ala
Ile
Ser

Gly
265

val

Tyr
Ile
Ser
Lys
345

93

Ala
Ala
Asp
Met
Val
i70
val
Gly
Arg
Ala
Ala

250
Val

Val

Glu.

Lys

Trp
330
Trp

Ser Pro Ala

Arg'Gln
Glu Asn

Ile Asn
60

Asp Glu

5

Thr Gln

Afg Phe
Gln Tyr

Tyr Ser
140
Thr*Leu
155
Asp Ala

Asp Val
Trp C}ys

Ala Tyr
220

Arg Phe

235

Val Asp

Arg Thr

Ala Val

Ile Gly
300

Tyr Ser

315

Tyr Gly

Lys Lys

Pro

Val
45
Met

Arg
Ile
Lys
Ala

125
Arg

Leu

Ser
Met
Gln
205
~Glu
Leu
Gly
Glu
Gin
285
Thr
Leu

BSp

Gln
Ala
Len
Ala
Ala
Arg
Asp
110
Asn
Arg
Arg
Arg
Len
120
Gln
His
Met
Ala
Arg
270
Asp
Asn
Ser

Ty

Thr

Ala

Leu

Ala’

Gln

Phe

" 95

Ala
Gly
Ile
Giu
Arg
175
Arg
His
Pro
Gly
Val
285
Arg
Ser
Arg
Glu

Ala
335

Jer

Trp

' Tyr

Pro
Asn
8o
Leu
Ala
Gly
Thr
Thr
160
Gly
Thr
Asp
Ser
Ile
240

‘Ala

Pro
Ala
Pro
Ile

320
Ala
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<400> 19

gtgaacaggt
gttcecegge
ggcteggeeg
ggctggccca
gecggatggte
gerotggtgy
gactacctge
gacggctatt

-ctgcgegatg

agagecagaaa
geocggegtge
gcgcgcaact
ctecatgggaa
tggtigagag
aggcgcgaca
gagcettggea
agcgaaatcg
ctecctecageg
caggtagagy

ggcgcgaaga
cgcagatcca
aggegegtge
agaacaccga
tcacgaacac
cgeacgegac
tegeegetca
actcgcacat
cggcegeggy
cggecatcege
tgaccgeatg
acgaaccgec
tcgaaaagee
ccgtcegegat
ggcgegtegt
cggacegtec
agcacgagcg
aggagtacce
agggaatcege

ES 2 545639 T3

citettgege
ctggggcgge
gatcgccgac
cttgacggte
gatcgacaac

‘cggeggeate

gtatcccaat
cacctacaac
ceggeecect
tcgeggeate
gtgcgcccag
gacactctce
cacgccgagyg
cagcgggtty
cgccgatecyg
cgtcttcacce
ccaggaacggyg
cegttggege

‘gatacgegtce

<210> 20
<211> 373
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (1)...(373)

<223> Dominio catalitico

<400> 20
Met
Leu
Ile
Ala
Asn
65
Ala
Met

Arg

Asn
Arg
Arg
Asp
Thr
Asp
Arg

Ala

Arg Trp Arg Glu

Cys Met
20
Gln Glu
35
Ser Vval

Asp Leu

Gly Leu

Phe Leu
100
Ala Phe

115

Val
Pro
Leu
Thx
Thx
85

Ala

Glu

Pro

Glu

Gln
Val
70

Asn
Leun

Arg

Asp
Arg
Trp
Tyr
55

Ser
Thr

Val

Gly

gacttcgegg
ggtgtcatee
agcgttcttc
tegecacegt
gacgccacca
aagtaccgceyg
ggcggetgge
gacaatgaga
tactegticeg
gacatcatecg
cacgacgaaa
gggcacgaaa
atcgtecgegg
cgtctcgagy
gcagcgeegce-
ggccgegaca
tatgectact
‘gcgaaacacc
cctaatceeccet

Leu Arg
16

Ile

Phe

Pro Gln

Tyr Gly Ser

40
Gln

Ser Thr

Pro Pro Ser
Asn
90

Ala

Ile Asp

Ala His
105
Asp

Leu Tyr

120

94

cccgeatget
ggcaggaacc
aatacecagtic
ccgoccgaatt
¢gtigcegat
cegegticga
ctcagtattt
tggtcaacgt
tcgacagggce
tgecgcactea
agacgctcga
gegtecggeat

cggtgcaagg.

aattcaccga
tectgtggge
aggtgatceg
atggcacatg
tggetcgacy
ga

ccggtgeatg
ggaatggtac
gaccgctgge
ccttgecggat

gcgatttcete

acgcggtetyg
tccecctgegt
cctecacegtt
ceggocgegec
ggtgagacgy
gccggegtgg
cgtgcgettt
cgocgectgac
cgccgatgygce
gecgettctac
gtactcgete
gecggecacy
gagegtcagg

Asp
Ris
‘Ala
Ala
hla
75
Asp
Thr

Leu

Phe
Trp
Glu
Gly
00

Glu
Ala
Gly

Leu

Ala
Gly
Ala
45

Gly
Ehe
Thr
Gly

Ala
125

Ala
Gly
Arg
Trp
Leu
Thr
Ile

110
Ala

Arg Met
is
Gly Val

Ala Ile
Pro Lys

Ala Asp
80

Leu Pro

95

Lys Tyr

Gln Tyr.

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

1020

1080

1122
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Pro
Ser
145
Leu
Ala
Ile
Ala
Glu
225
Leu
Gly
Glu

Asp

Azn
130
His

Arg

Val
Gln
210
Pro
Met
Ala
Glu

Pro

- 290

Asp
305
Ser

Trp

His

Arg
<210>21

<211> 1269
<212> ADN

Arg
Glu
Pro
Leu

Val
370

<213> Desconocido

<220>

Gly
Ile
Asp
Arg
Arg
195,
His
Pro
Gly
Ala
Phe
275
Ala
Pro
Ile-
Ala
Ala’

355
Pro

Gly
Thr
Ala
Ala
130
Thr
Asp
Thr
Ile
Asp
260
Thr
Ala
Val
Glu
Thr
340
Arg

Asn

Trp
Tyx
Ala
165
Arg
Gln
Glu

Leu

Glu
245

Trp
Asp
Pro
Phe
His
325
Leu

Arg

Pro

ES 2 545639 T3

Pro
Asn
150
Ala
Ala
val
Lys
Ser
230
Lys

Leu

Ala

Leu'

Thr
310
Glu
Leu

Ser

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 21

Gln
135
Asp
Gly
Glu
Arg

Thr
215
Gly

Pro

Arg
Asp
Leu
295
Gly
Arg
Ser

Val

"Thr

Gly

atgcgtaaat
ctggceggcaa
accgaaacgce
cagcttaagg
gccaageega
gegtegtedyg
ggctggggca
atcgatgacg
gacgccacca
gaaggcgacyg
taccccaatyg
accctcaatyg
cagggcegact
aagggtcaga
gcgcagcagt
tcgatcagea
tcgectgaag

cgaactggge

agcccatcgyg

cgectgagea
cagacaaggc
agaccggcag
aggcgcgtet
aaaatcaggce
ccgateccac
tcgtggaaat
tctategege

‘geggetggee

acggegegat
tegecttect
aggtgcttct
acgatcegat
ccggtgaaag
tgcgegacge

cgtecacaacy
acagatcacc
gegggegeaa
ggcgetggct
cgccaacace
ggtcgecgat
ccgceaacgaa
cggttcggge
tecgetttcte
cteegecacg
geaggtctgy
gatccatgtg
gecetgagecy
cgatcttcecag
taccctettyg
cgceggtatg
catcgaaaaa

Tyr Phe Pro

Asn Ala Met
Pro
170

Ile

Arg Pro
Ala
185
Ala

Thi

Arg
200
Leu

Glu Pro

His Glu Ser

Pro Arg
250
Val Ala
265

Arg

Ala

Arg
280
Trp Ala

Arg Asp Lys

Arg Asn

. 330
Giua
345
Gln

Glua

Axrg Val

360

geecatectge
ctcgecgtge
tggcaggect
gccgagegeg
atgcecgeteg
aatatcgtca
cccacgeggt
aaatggaact
gccegegtag
cgeggcatea
cegettcagg
ctcgaactgt
ctgcgcegaca
cttaagcgca
cccagegegg
ctgatctacc
ggcgtggece

95

Gly

Arg

Gly

Tyr

Len
Val
155
Tyr
Val
Ala
val
235
ITle
Ile
Asp
Fhe
Val
315
Tyr

Pro

Glu

Ala

Arg
140
Asn
Ser
Arg
Leu
Trp
220
Gly
Val

Ser

Axg

Asp
Val

Phe

Gly

Thr
205
Ala
Ile

Ala

Gly

Arg

- 285

Tyr
300
Ile
Ala
Arg

Glu

Glu
Arg
Tyr
Trp

Gly
365

Gly
Leu
Val
Ile
1920
Ala
Arg

Val

Ala

Leu
270
Val
Leu
Tyr
Tyx
Arg

350
Tle

Tyr
Thr

Asp
175

Asp

Trp
Asn
Arg
Val
235
Arg
Val
Gly
Ser
Gly
335
Ala

Ala

Tyx
Val
160
Arg
Ile
Cys
Tyr
Phé
240
Gln
Len
Ala
Thr
Leu
320
Thxy
Lys

Ile

tcgegetgag
cgctcageee
atectcegecac
ccggtctgge
acaagccgct
gctatcagac
tgaaaggtca
tcatcggeac
cggcygegygce
cctacttgcet
gcggctatea
ttgacgacat
aggtcgagygc
acggcgaacg
cgcgtaacta
tcatgtecet
tgctgatcaa

cgecgeaccg
ggcgegectg
caccgaggca
cgaaatcccc
ggaatggtac
tceggcagge
ggecctacact
catcgacaac
cacgggcceqg
ggcggcgeag
cgacgecate
cgccageddga
cgcacaggca
caccctgtygy
cgageegteg
gcecaaccce
acttcagatc

60
120
180
240
300
360
420
480

© 540

600
660
720
780
840
. 900
260
1020
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aacggcatgg catgggaaaa ggacggcatg cgcaaacgtce
tegoecgetgt ggtcegogeta tcacgactcg gaaacgetge
gacatgcgca tcttcgacga cgtcaacgac atcagegacqg
tggtatggca caagcccgdc acgggeocatc gocgaatacg
ggcaaatga

<210> 22

<211> 422

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> SENAL

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

<221> DOMINIO

<222> (24)...(422)

<223> Dominio catalitico

<400> 22

Met Arg Lys Ser Asn Trp Ala Vgl Thx Thr

,Sir Ala Ala Pro Lzu'Ala.Ala_Lys Pro ;ge

Val Pro leu ggr Pro Ala Arg Leu iir Glu

Ala gsn ggp-éln Ala Tyr Leu gga Thr Thr
55 :

Asp Lys Ala Ala Leu Ala Ala Glu Arg Ala

65 - 70
Ala Lys Pro Lys Thr Gly Ser Ala Asn Thr
' ) 85 20
Leu Glu Trp Tyr Ala  Ser Ser Glu Ala Arg
- ' 100 ' : 105
Val Ser Tyr Gln Thr Pro Ala Gly Gly Trp
115 ' - 120
Asn Glu Pro Thr Arg Leu Lys Gly Gln Ala
130 135
Asp Pro Thr Gly Ser Gly Lys Trp Asn Fhe
145 ’ . 150 :
Asp Ala Thr Ile Val Glu Ile Arg Phe Lem
: 165 : : 170
Ala Thr Gly Pro Glu Gly Asp Val Tyr Arg
180 ) 185
Ile Thr Tyr Leu Leu Ala Ala Gln Tyr Pro
, 185 - ) 200
Val Trp Pro Leu Gln Gly Gly Tyr His Asp
L2210 : 215 )
Gly Ala Met Ile His Val Leu Glu Leu Phe
225 : 230 '
Gln Gly Asp Phe Ala Phe lLen Pro Glu Pro
245 250,
Ala Ala Gin Ala Lys Gly Gln Lys Val Len
. . 260 T 265 '
Arg Asn Gly Glu Arg Thr Leu Trp Ala Gln
' 275 - . 280
Leu Leu Pro Ser Ala Ala Arg Asn Tyr Glu

96

tggtcgecaa ggctgacgcec
tgcccatett cggtgaccge
aacgcagccg cggctatgec
aaaaatggaa acagggcaac

Ala Ile
Gly Gin
Thr Pro
Glp Ala
Gly Leu
Met‘Pro
Leu Val
Gly Lys
Tyr. Thr
: 140
Val Gly
155
Ala Arg
AlabSer
Asn Gly
Ala Ile
- 220
Asp Asp
235 -
Leu Arg
Leu Asp
Gln Tyr

Pro Ser

Leu
Ile
Prd
45

Gln
Ala
Leu
Ala
Asn
125
Ile
Thr
Val

Ala

Gly

205
Thx

Tle

Asp

Len

Leu
Thr
30

Glu
Leu
Glu
Asp
Asp

110
Gln

Asp

Ile

Ala

Thr

150
Trp

Leu

Lys

Gln

270

AsSp
285
Ser

Pro

Ile

Ala
Leuw
Gln
Lys
Ilé
Lys

o5
Asn

Ala

Asp
Asp
Ala
175
Arg
Pro
Asn
Ser
Val

255
Leu

Tle

Ser

Leu
Ala

Arg

-Ala

Pro
80

Pro
Ile

Arg

Ala

Asn

160
Ala .

Gly

Gln

Asp

Gly

240

Glu

Lys

Thr -

Thr

1080
1140
1200
1260
12695
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15

20

25

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(18)

<221> DOMINIO

<222> (19)...(393)
<223> Dominio catalitico

<400> 24

97

250 : 295 300
Gly Glu Ser Ala Gly Val Leu Ile Tyr Leu Met Ser Leu Pro Asn Pro
305 ’ 310 ) : 315 320
Ser Pro Glu Val Arg Asp Ala Ile Glu Lys 6ly Val Ala Leu Leu Ile
) 325 330 : 335
Lys Leu Gln Ile Asn Gly Met Ala Trp Glu Lys Asp Gly Met Arg Lys
o 340 345 350
Arg Leu Val Ala Lys Ala Asp Ala Ser Pro Leu Trp Ser Arg Tyr His
. 355 : ’ 360 S o 365
Asp Ser Glu Thr Leu Leu Pro Ile Phe Gly Asp Arg Asp Met Arg Ile
370 375 : 380 )
Phe Asp Asp Val Asn Asp Ile Ser Asp Glu Arg Ser Arg Gly Tyr Ala
385 : " 390 ) - 305 : 400
Trp Tyr Gly Thr Ser Pro Ala Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Glu Lys Trp
~ 405 410 415
Lys Gln Gly Asn Gly Lys ' ;
420
<210> 23
<211>1182
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<400> 23
atgaaccgty gogtgattgt tttgetggeg gocdgctocag ctygeggegea tggegeagtyg 60
ctggggtata tgacgectge gocagecgttg accgaggege gecattgocege gotgocoggog 120
.Ecggagcagyg gocgectggcg gggctacctc geccgotcec gocgcagecat ggacgocgac 180
aaggecygcoe tggcogecga gegogecgeg ctogeocaccg taccgocgge .gecgecgeat 240
gucggtggtg atggecgggat ggogegcaac cgtocgacgyg cttggtatgg gacgecggaa 300
gcgeggcaca togeggacaa tatcgtcage ttccagacge cgtecggcgg ctggggcaag 360
aacgtggacc gcacgggacc tgtgcgccag cgcggacage attacgttte cttegatgge 420
aaggagtcct ggaacttcat cggcacgatc gacaacaacg ccacaacgag cgagctgaaa 480
ttecetggege gecglgeagge gcaaatgcecce ggogegacgg gogacgaata ccggaaggec 540
geccoctgegeg geatcageta cctgttgaac tcacaatatc ccaacggegyg cttcoecgcag 600
gtctatccgec tgcaaggegy ctaccacgac gecatcacct tcaacgacga tgecttcegec 660
aacgtgctgce aagtgctget ggaagtggceg aaccgcaggg gegactatge cticgtecce 720
‘gaaaccgtgg caaccgatge ccgogeggec goggacaagg cgctccaaght coctgetggeg 780
agccagatca tcgteggegg cgtacgeace geetggtgce agecagcacga tgcgatcacg 840
ctggcgeceyg toggogecceg caatttcgaa coggecgoge tgaccagcac ggaaagegeg 500
cgcctgctga tgetgttgat getgotgece gatccgagee. eggagotgag ageghcaate 960"
catgcegggga tggectgget geagaaageg gegetgecgg gggatgtetg gtegegetac 1020
‘tatgacctga acacgatgag gccgatcttt ggggatcgtg accgeagtat ccacgatgat =~ 1080
gtgaaggaat tgagcgagga gaggcaaaaa ggcetatgget ggttcagtaa cggaccagee 1140
agagctaaac aggcttttga ggoctggacyg cgcaaacctt ga 1182
<210> 24
<211> 393
<212> PRT
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Met
His
Ala
~Tyr
Ala
65
Gly
Gly
Thr
Arg
Asn
;45
Phe
Tyr
'i‘yr

His

Val

225
Glu

Val
Cys
Phe
Leu
305
His
Txp
Arg
Gln

‘ala
385
<210> 25

<211> 1194
<212> ADN

Asn

Gly

Arg’

Leu
50

Ala
Gly

Thr

Pro

Gln

130
Phe

Leu
Arg
Pro
Asp

210
Leu

Thr

Leu

Gln

Glu

1290

Leu
Ala
Ser

Aép

Lys

370
Phe

<213> Desconocido

<220>

Arg
Ala
Ile
35

Ala
Glu
Gly
Pro
Ser
115
Arg
Ile
Ala
Lys
Asn
185
Ala
Leu
Val
Leu
Gln

275
Pro

Met

Gly
Arg
Arg
355
Gly

Glu

Gly
Val
20

Ala
Arg
Arg

Asp

Glu

100
Gly

Gly.

Gly
Axg
Ala
180
Gly
Ile
Glu
Ala
Ala
260
His
Ala
Leu
Met

Tyr

340

Ser
Tyr

Ala

Val
Leu
Ala
Sler
Ala
Giy
85

Ala
Gly
Gln
Thr
Val
165
Ala
Gly
Thr
Val
Thr
245
Ser
Asp

Ala

Leu

Ala
325

Tyr

Ile
Gly

Tzp

Ile’

Glyl

Leu
Arg
Ala
70

Gly
Arg
Trp
His
Ile
150
Gln
Leu
Phe
Phe
Ala
230
Asp
Gln
Ala
Leu
Pro
310
Trp
Asp
His
Trp

Thr
390

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 25

ES 2 545639 T3

Val
Tyr
Pro
Ala
55

Leu

Mat

His

Gly

Tyr
135
Asp
Ala
‘Axg
Pro
Asn
215
Asn

Ala

Ile

Ile
Thr
295
Asp
Leu
Leu
Asp
Phe

375
Arg

Leu

Met '

Ala
40

Ala
Ala
Ala
Ile
Lys

120
Val

-Asn

Gln

Gly.

Gln
200
Asp

Arg

Arg

Tle
Thr
280
Ser

Pro

-Gln

Asn
Asp
360
Ser

Lyé

Leau

Thr
25
Ser

Met

Thr
Arg
Ala
105
Asn
Sex

Asn

Met

Ile

185
val

Asp
Arg
ala
Val
265
Leu

Thr

Ser

Lys
Thr
345
Val
Asn

Bro

98

Ala
10

Pro
Glu
Asp
Val
Asn
80

Asp
Val
Phe
Ala

Pro

170

Ser
Tyr

Ala

Gly

Ala
250
Gly

Ala

Glu

Pro

Ala
330
Met

Lys

Gly

Ala
Ala
Gln
Ala

Pro
15

Arg

Asn
Asp
Asp
Thr
155
Gly
Tyr
Pro
Phe
Asp
235
Ala
Gly
Pro

Ser

Glu

‘315

Ala

Arg

Glu

Pro

Ala
Gln
Gly
BAsp
60
Pro
Pro
Ile
Arg
Gly
140
Thr
Ala
Leu
Leu
Aia
220
Tyr
Asp
Val
val
Ala
300
Leu
Leu
Pro
Leu

Ala
380

Pro

Pro

Ala

45
Lys

Ala

‘Thr

Val

Thr
125
Lys
Ser
Ala

Leu

Gln

205.

Asn
Ala
Lys
Arg

Gly
285

Arg

AQ:g
Pro
Ile
Ser

365
Arg

Ala
Leu
30

Trp
Ala
Pro
Ala
Ser
110
Gly
Glu
Glu
Gly
Asn
150
Gly
val
Phe
Ala
Thx
270
Ala

Leu

Gly

Phe
350

‘Glu

Ala

Ala
15

Thr
Arg
Ala
Pro
Trp
95
Phe
Pro

Ser

Leu

.Asp

175
Ser

Gly

Leu

Val
Leu
255
Ala
Afg
Leu
Ser
Asp
335
Gly
Glu

Lys

Glu
Gly
Leu
His
80
Tyxr
Gln
Val
Trp
Lys -
160
Glu
Gln
Tyr
Gln
Pro

240
Gln

Trp
Asn
Met

Tle

320

val
Asp
Arg

Gln
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15

ttggtcgctg
teggttacge
tattacgccyg

‘aaaaaactey

gttaagcagyg
attctctcect
gtgcgacaac
ggcgctacca
cgctttageyg
ggtggctgge
gacaatctta
tttgcatteg
gattgcgtat
cacgatgtta
accactgaaa
attattcaat
acctggacac
cgtttttatg
tacgatttgg
ccgaataaga

cccectattaag
aatcagcage
catccaaaaa
gtcagaaaaa
taaatgcaga

tccaaaccecc.

ctgggcaagc
gcactcaatt
acgcatttygg
cacaaaactt
cgegegacct
tgaccaaage
tgaaatcaca
aadcactgca
gcgeagecat
ccatacatge
gtggtgatgc
agataggcac
caaaagtgtc
cgctaaaaaa

ES 2 545639 T3

ctgeggeage
cacaaatcaa
aatacatcag
accaacattyg
ttggtttaaa
gtecggeggt
cttitggegtt
_.gatgttgctc
gegeggettg
tccactaacc
gatggtagtyg
gcagcaaatc
agttgtegte
‘accaaccaaa
.gctcagtttt
agccatagcece
ggaattaaaa
taataagcct
taaagagcgt
atatgctgaa

<210> 26

<211> 397

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> SENAL

<222> (1)...(15)

<221> DOMINIO

<222> (16)...(397)

<223> Dominio catalitico

<400> 26

Met Val Ala Ala Leu Leu Ser

Ser Thr Ala Lys Ser Val Thr

20
Asn Glu Lys Ser Ser
- 35
Gln Ala
50

Lys

Trp Asp

Fhe
55
Pro

His Asp Gln Asp
Leu
70
Ala

Gln Lys Pro Thr

val Gln Asn
85

Ile

Lys Val Asp

Val Met Glu Ile
100

Asp

Leu

Thr Ala

115

Lys Arg Met Lys

Ser’

gccaatctet
ttgcaaaatg:

.gcagaccagy

ccogcacaca
agtgacgaay
tggtcaaagc
gaagaaggct
gcgcaagcac
caattaattt
ggtagctacc
ctgcacaaaa
gcagegteag
aatggcacac
gcgcgegeat
ctgatggata
tggtatgagce
gataataaaa
atattigygy
cgcgaaggtt”
tggtctaaaa

Cys Gly
Gln Ser
Ser
40

Leu

Tyr
Ala

Ala His

Txp Phe

20
Gln
105
Val

Fhe

Ala
120

99

Ser
Ala
Tyr
Ala
Thr
Lys
Thr

Arg

atgcagaate
saaaaagcag
attttctege
ccaaagattt

‘gcaaacgtgt

gtaccgacdat
atatcccaac
accaageccac
tgactgcgca
acgattacat
cagcgcaggae
ctagcctcege
gcacactctag
ttgaaatggt
tcaaaaatcc’
aaaataaaat
attcgeagec
atcgcgatga
atgegtggta
aatatcccaa

Ala Asn

Ala Thr

Ala Ala

Leu
Asn

Ser

aaccgcaaaa
ttgggacage
cgctgaatta
tggttttgat
gatggagatt
ggccaaggeyg
attigataat
cggcgatcac
ataccegaat
cacctacaac
aaaaaatgat
gecgtgceactt
gggcgcacag
gtcactcact

cagcgcggat -
cgtcggaaaa '

actctgggcyg
cactgtgtat
ctecactgac
ataa

Tyr Ala
15
Gln Leu
0 .
Lys Lys

45

Glu Leu
. 60
Lys Asp
75
Ser "Asp

Pro Ser

Gln Pro

Lys
Fhe
Glu
G}y

Gly

Lys Leu
Gly Phe

Gly Lys
: 85
Gly Trp
110
Gln Ala

125

Glu

Gln-

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

- 780

840
800
260
1020
1080
1140
1194

Ile

Gly

Asp’

80
Arg

Ser

Phe
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Gly
Thr
145
Arg
Gln
Tyr
Val
Thr

225
Asp

Trp

Ala

Ser

Ile

305

Thr
Pro
Gly
Glu

Leﬁ
385

<210> 27
<211> 1917
<212> ADN

val
130
Gln
Phe
Tyr
His
Val
210
Lys
Cys
Gly
Phe

Phe

290.

His
TYp
Leu
Bsp
Arg

370
Lys

<213> Desconocido

<220>

Glu
Leu
Ser
Pro
Asp
195
Leu
Ala
Yal
Ala
Glu
275
Leu
ala
Thr
Trp
Arg
355
Arg

Lys

Lys
Meat
Asp
Asn
180
Tyx
His
Gln
Leu
Gln
280
Met

Met

Ala

Arg
Ala
340
Asp
Glu

Tyr

‘Gly

Leu
Ala
165
Gly
Ile
Lys
Gln

Lys

245

His
val
Aép
Ile
Gly
32s
Arg
Asp
Gly

Ala

ES 2 545639 T3

Tyr
Leu
150
FPhe
Gly
Thr
Thr
Iie
230
Ser
Asp
Ser
Ile
Ala
310
Asp
Phe
Thr
Tyr

Glu
390

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 27

Ile
13s
Ala
Gly
Trp
Tyr
Ala
215
4la
Gln
Val
Leun
Lys
295
Trp
Ala

Tyr

Val

Ala
375

Trp

Pro Thr

Gln Ala

Arg Gly

Gln
185
Asp

Pro

Asn
200
Gln Ala
Ala Ser
val val
Thr
265
Thr

Lys

Thr
280
asn Pro

Tyr Glu

Glu Leu

Ile
345
Tyr

Glu

Tyr
360
Trp Tyr

Ser Lys

Phe

His
Leu
170
Asn
Asn
Lys
Ala
Val
250
Leu
Thr
Ser
Gln
Lys
330
Gly
Asp

Ser

Lys

Asp
Gln
155
Gln
Fhe
Leu
Asn
Ser
235
Asn

Gln

Glu

Asn
3;5
Asp
Thr
Leu

Thr

Tyr

395

Asn
140
Ala
Leu
Pro
Thr
Asp
220
Leu
Gly

Pro

Sex-

Asp
300
Lys

"Asn

Asn
Ala
Asp

380
Pro

Gly

Thr.

Ile
Leu
Arg
205
Phe
Ala
Thr
Thr
Ala
285
Ile
Ile
Lys
Lys
Lys
365

Pro

Lys

Ala

Gly
Leu
Thr
190
Asp
Ala
Arg
Arg

Lys

270

Ala
Ile

val

Pro
350
Val

Asn

Thr
Asp

Thr

Ser

His
160
Ala

175

Gly
Leu
Phe
Ala
Thr
255
Ala
Met
Gln
Gly
Ser
335
Ile

Ser

Lys

Ser

Met
Val
Leu
240
Leu
Arg
Leu
Ser
Lys
320
Gln

Phe

Lys:

Thx

gigtctctet
gcagaaaccc
acgattcaac
atcaagcegg
cttcegeggey
ggaaataccc
ctgacgtttg
aaccgegega
dggcagccgcec
acggcctecg
gcgeactatce
accggacgag
gtcgtctttia
agagatcctg
gctaatecceg

ttagaaaact
gagcgtegaa
aageggtgga
gtgtgtatea
acgacgcgag
ggttggeatt
aaaactcctt
cgtttgaaaa
acttcttcaa

-cagtgtttga

gcaccagcga
acacgggccg
tcgattgety
aacgagagaa
tagctegtgt

cgcactgecy
gegeattgte
‘ccaggttcce
ggaacaagtg
caagaccgtc
caccacctta
cggcaccggt
ctgccggtte
agactgctac
gaactgcacec
tgagatggat
cggagtttat
gctggacgea
gaccgcgtgyg
cgcgtggtec

gttctgtgcg
gtggcegetg
aaagacaata
cgtgtcgecy
atcacctatc
attaatgcag
tcacaagcgy
ctcgggtgge
gtcgaaggec

attcacagca

accggttttyg
cteggaagge
cacatcagac
tttgecgagt
aggcagttga

100

gtctactgct
atggatcggy
cacaccceggt
cecggceaaacy
gattgagcge
acgactttcg
ttgetttgtt
aggacacttt
atgtcgattt
aaggcgaagg
tctttcateg
cgtggcgace
ctgaaggcty
acaagtcaaa
cgacagaaca

ttetgtogga
tgacgtcagy
cttgattcag
ctttatcact
actacaagcg
cgeecgagaac
tgtcgatgeg
gttitgtgaac
cattttcgge
ttatgtgacc
ttgtegtttg
ttacgegege
ggataatigg

.agggceceggt

agccgecgag

&0
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
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15

20

ttttegeggy
gcagtcggaa
gecgaggegt
cccaagaaca
gtgcgtaaga
ctagcgcagag
ctegattace
Lctcaacgget
ctgctgegeg
acgagtgcqgg
gtgaatggec
ccggcgagga
tttttgatgt
gegtggtteg
tatgagatcg
gtgaaacaga
aaactactga

aacgettttt
cgatcgegty
tgcgcatcgc
tcgacatggg
agaacgatte
tttacacggc
tgttgaagge
attacaaaca
acgtagcggc
cgaaggcggt
ggcgcaccgt
cgtttgaatt
cgatcaagaa
agcaatcgcea
gcactaatcg
tcgatgagga
agaccgacta

ES 2 545639 T3

cagcecgeget
ggacgatgcqg
tgacaacgtt
gaageegete
caccatecgat

gcaaaagcag.

gcagtatcca
catcacttte
agcgaaaccy
cgaaaaagga
gtggtgtgcyg
agtttegctg
ccegtegecg
agtgaaagat
teegatette
acgacgaaag
tcctgagtgg

gttcgeggge
cagaaaaaac
gttctttate
gacgacaagg
aacggcgcega
gagcggeatc
aacggagdgct
aacgacaacyg
gegtatgegt
atcgagtgca
caacatgacg
agtggtggtyg
gcggttgteg
ccogecggoa
gcecgggegtg
aattacgcat
aaagaaaaga

<210> 28
<211> 638
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(21)

<221> DOMINIO

<222> (28)...(308)
<223> Dominio de pectin metil esterasa

<221> DOMINIO

<222> (309)...(638)
<223> Dominio catalitico

<400> 28
Met
Leu
Ala
Val
Val
65
Len
Ala
Ala
Thr
Phe

145
Gly

Sex
Ser
Asp

Pro

50 .

Tyz
Arg
Leu
Asp
Gly
130
Glu

Ser

Leu
Val
Gly
35

Lys
Gln
Gly
Gln
Asp
115
Ser

Asn

Arg

Phe
Gly
Ser
Asp
Glu
Asp
Ala
100
Phe
Gln
cys

His

Arg
Bla
Gly
Asn
Gln
Asp
6ly
Arg
Ala
Arg

Phe

Lys
Glu
Asp
Thr

Val

Ala_

Asn
Ala
Val
Phe
150
Phe

Leu
Thr
Val
His
55

Arg
Ser
Thr
Glu
Ala
135

Leu

Lys

Ala Leu
Ala
25
Thr

Arg
Arg
Pro Val
Val Ala
Lys Thr
Leu

105
Leu

Arg

Asn
120

Leu Phe

Gly Trp

Asp Cys

101

Pro

S 10

Ser

Ile

_Leu

Ala
Val
80

Ala
Thx
val

Giln

Tyr

tctetgggea
cgaacgagtg
aacgtgactc
gtegagecgyg
cttacacgca
gcgagtcgtt
ggccgcagtt
cgatgatcag
ttgtcgacga
tactgaagac
aagtcacgct
aaagcgttga
aggcegatcga
aacctgcgtyg
acggcgtcgt
ggtacgttga
acgccaaaga

Val Leu

Lys BArg

Gln Gln

Ile Gln
Gly
15
Ile

Lys
?hr-
Phe Thr

Phe Glu

ggccaaccag
gtatgcgage
cggcggctygg

tettetgege

actctcgttt
tctgaaggga
ctatcccaat
cgtgatgaaa
agcacgacga
gcaggtggtt
cgegectgec

‘gatcgtgege

gtcggeggtt
ggcgegattt
taagtatgat
cgacgcagcyg
tcaatga

Cys
Ile
Ala
45

Ile
Arg
Tyr
Thr

Asn

Gly
Val
30

Val
Lys
Phe
Arg
Leu

110
Ser

125

Ala
140
Thr

Asp

Asp
155

val Glu

Asn
Leu

Gly

Arg
Phe

His

Len Leu
15°

Val Ala
Asp Gln
Pro Gly
Ile Thr
80

Leu Ser
a5

Ile Asn

Phe Gly

Ala Thr

Val Asn

160

Val Asp

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320

. 1380

1449

"~ 1500

1560

1620

1680
1740
1800
1860
1917



Phe
Ser
Met
Thr
225
Val
Trp
Glu
Trp
Arg

305
Ala

Trp
Tyr
Pro
Asn
3as
Leu

Phe

Gly

Thr

Val
465

Thr

Thr
Asp
Ser
Ile
545
Ala
Trp
Arg
Arg

‘Thr
625

<210> 29
<211> 1398

ile
Lys
Asp
210
Gly
Val
Asp
Tyr
Ser
290
Phe
Val
Tyr
Gln

‘Leu
370

Asp.

Ai_a
Len
Trp
Phe
450
Ala
ser
Gl_n
Glu

Leu

530 -

Lys

Trp

Asp

Lys
610
Asp

Phe
Gly
195
Thr
Arg
Phe
Asn
Lys
275
Arg
Phe
Gly
Ala
Arg
355
Asp
Ser
Arg
Lys

Pro

435

Asn
Ala
Ala
Val
Val
515
Ser
Asn
Phe
Arg
Gly
595

Asn

Tyx

Gly

180
Glu

Gly
Gly

Ile

Trp
260
" Ser

Gln.

Ser
Thr
Ser

340
Asp

Asp’

Thre

val

Gly

420

Gln
Asp
Ala
Ala
Val
500
Thr
Gly
Pro
Glu
Phe

580
Val

Tyr

Pro

163
Thr

Gly
Fhe

val

Asp

245
Arg

Lys
Len

Ai:g

Ile.

325
Ala

Ser
Lys
Ile
Tyr
405
Leu
Phe
Asn
Lys

Lys

485 .

Val

“Leu

Gly
Ser
Gln
565
Tyx
Val
Ala

Glu

ES 2 545639 T3

Ala

Tyr
Val
Tyr
230
Cys

Asp

‘Gly

Thr
Ala
310
Ala
Glu
Gly
Gly

Asp

Ser
Val
Phe
215

Leu

Trp

Pro

Pro

Thr-

295
Val

Trp

Ala
Gly

Arg

Ala
Thr
200
His
Giy
Leu
Glu
Gly

280
Glu

Asp
Leu
Trp

360
Ala

375

aAsn

390 .

Thr
Asp

Tyr

Ala

Pro
470
Ala
Asnh
Ala
Glu
Pro
550
Ser
Glu
Lys
Trp

Trp
630

Ala
Tyr
Pro
Met
455
Ala
Val

Gly

Pro

Sér'

535
Ala

Gln
Ile
Tyr
Tyr

615
Lys

Gly

Gln

Leu

Asn
440
Ile

Tyr.

Glu
Afg
Ala
520
Val
val
Valh

Gly

val
185
Ala
Arg
Arg
Asp
Arg
265
Ala

Gln

_Gly

Asp
Arg
345
Pro
Gly
Ala
Lys
Leu
425
Len
Gly
Ala
Lys
Arg
505

Pro

Glu

Val

Lys

Thr

- 585

Asp
600
Val

Glu

Val
Asp

Lys

102

170
Phe

His
Cys
Pro
Ala
250
Glu
Asn
Ala
Leu
Ala
330
Ile_
Lys
Leu
Thr
Gln
419
Lys

Asn

val

Phe

Glu
Tyr
Arg
Trp
235
His
Lys
Pro
Ala
Ser
315
Gin
Ala
Asn
Leu
Tyr
395
Glu
Ala

Gly

Met’

Val

" 475

Gly
4990
Thr
A;I.a
Tie
Glu

Asp

570

Asn

Lys-

Asp

Asn

Ile
Val
Arg
Val
Ala
555
Pro
Arg
Gln
Ala

Ala
635

Asn
Arg
Leu
220
Arg
Ile
Thr
Val
Glu
300
Gly
Lys

Asp

Ile

Arg
380
Thr
Arg
Gln
Tyr
Lys

460
Asp

‘Glu

Trp

Thr

Arg
540
Ile
Ala
Pro
Ile
Ala

620
Lys

Cys
Thr
205
Thr
Pro

Arg

Ala

‘Ala

285
Phe

Glin
Lys
Asn
Asp
365
Val
Gln
His
Tyr
Tyr
445
Leu
Glu
Cys
Cys
Phe
525
Phe
Glu
Gly
Ile
Asp
605
Lys

Asp

;l‘hr

"190

Ser

Gly

Pro
Trp
270
Arg
Ser
Ala

Pro

NVal

350

Met

Arg

Leu

Arg
Pro
430
Lys
Leu
Ala
Ile

Ala

" 310

Glu
Leu
Ser
Lys
Phe

580
Glu

Leu

Gin

175 .

Ile
Asp
Arg
Ala
Glu
255
Phe

‘Val

Arg
Asn
Asn
335
Val
Gly
Lys
Ser
Glu
415
Asn
His
Arg
Arg
Leu
495
Gln
Leu
Met
Ala
Pro
575
Ala
Glu

Leu

His
Glu
Asp
Arg
240
Gly
Ala
Ala
Glu '_
Gln
320
Glu
Leu
Lys
Lys -
Phe
400
Ser
Gly
Ile -
Asp
Arg
480
Lys
Hlis
Val
Ser
Val
560
Ala
Gly
Arg

Lys
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20

25

<212> ADN

ES 2 545639 T3

<213> Desconocido

<220>
<223> Obte

<400> 29

nido de una muestra ambiental

atgattaace
ctecegeaac
gegeggatea
aaggcgggaa
ggcggceggac
tcgaacaccea
aaatatctge
ttcatctacg
caaggcaaat
gtgatcagtc
gtegeggage
aaatgtaaga
catceggtge
aacaacgacy
gacaccggtg
aacacaccga
atcacggteg
atggacagtg
atgctggaga
gagatcgatt
tacgtggtceyg
gacaacgcge
aagagcgtceg
cgcgtggaga

<210> 30
<211> 465
<212> PRT

gtcgagattt
tggecgttegyg
aaccgecgaa
ccgatagcac
gegtegtegt
atctctacgt
cgatcgttca
cgtacgagca
cgttcttttg
agcaaaaagce
gegtgttcgg
acgtcttgat
tttgegagaa
gotgegatco
acgactgecat

ctgagaacat

gaagcgagat
cggatctgtg
atttctattt
tcaactatga
aggatctgac
caatttacga
tgaagaatgt
gtttatga

<213> Desconocido

<220>

cataaaagac
acaaaacgat
attteccgaag
gcaagcgatc
acccgcegge
ctcaaaaggc
cacgeggtgy
gacgaacatc
gaagtggcac
gcgggcdcga
tatcgggecac
cgaaggcgtyg
tgtcacegte
cgagtcgtgce
cgcgatcaag
categteege
ctcgggcgge
gaccgegete
ccgcaacatec
agaaggcegcyg
gtgcaccage
tgtgtcgetyg
ccgaggacty

<223> Obtained from an environmental sampl

<221> SENAL
<222> (1)...(27)
<221> DOMINIO

ctcatcatca
ccctggaaaa
cgegatttcg
gctaaageec

.gaatttctca
gcegactctga

gaagggatgg
gocgatcaccey
ggcaaccege
ctttacgaga
tatctecgge
acgatcateg
cgcaatctte
aaagacgtcc
tcgggtegea
aactgcacga
gtgcgaaact
cgggtaaaga
accgtcggge
aagggatcgt
gggaaccggc
cgtaacacga
aagatcgaaa

cctecgeegy
ctcaataccce
tcatcacgaa
tcgacgettyg
ccggtgcgat
agttttcgac
agttgatgca
gcgagggcac
gatacggcegy

tgatggacaa

cgcagttcat
actegecgat
acatctegte
tgatcgacaa
ataacgacygyg

tgaaagacgg

tgttcgeocaca
acaacgceate
aagtcgecgeg
acacaccggt
cegtegatct
cctteggeoge
acgttacegt

agtcgeggtt
gcagatcctce
gtteggegeyg
cgcgaaagce
ccatctcaag
cgaccccgaa
tctetegeeg
gctegacgge

‘caaccccgaa

gaacgtaccc
ccagecegtac
gtgggaagtt
geacggtccg
ctgcttette
tcgtoegtetg
tcacggtggt
cgattgcaag
gcggggcgge
tgctgtggte
catgcgcaac
gcaaggatta
gatgaagaac

.cagcggcacyg

<222> (77)...

(459)

<223> Dominio catalitico

<400> 30

Met Ile Asn Arg Arg Asp Phe Ile Lys Asp Leu Ile Ile Thr Ser Ala
Giy Val Ala val Lgu Pro Gln Leu Ala ;ge Gly Gln Asn Asp ;io Trp
Lys Thr Gln ggr Pro Gln Ile Leu iia Arg Ile Lys Pro ggo Lys Phe
Pro ggs iig Asp Phe Va; ;ée ;gr Lys Phe Gly 23a Eis Ala Gly Thr

103

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
o200
960
1620
1080
1140

- 1200

1260
1320
1380
1398
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Asp
65
Gly

Tle

Leu

Arg"

Tyr
145
Gln
Gly
Glu
Gly
Val
225
His
éer
Val

Ile

Ser
Gly
His
Lys
Trp
130
Glu
Gly
Asn
Met
His
210
Leu
Pro
His

Leu

Lys

- 290

Glu
305
Ile
His
Lys
Asn
Asn
385
Tyr
Leu
Thr

Gly

Asn
Thr
Asp
Asn
Ile
370
Tyr
Val
Gln
Thr

Leu
459

Leu |

465

<210> 31
<211> 1401
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

Thr
Gly
Lgu
Phe
118
Glu
Gln
Lys
Pro
Met
185
Tyr
Ile
Val
Gly

Ile
275

‘Sey

Ile
Val
Cys
Asn
355
Thr
Glu

Val

Gly

Phe
435
Lys

Gln
Arg

Lys

100,

Ser
Gly
Thr
Ser
Glu
180
AsSp

Léu

Glu

Leu

Pro
260

Asp -

Gly

Ile

Gly

Lys

340
Ala

Val
Glu
Glu
Leu
420
Gly

Ile

Ala

Val
LS

‘Ser

Thr
Met
Asn
Bhe
165
Val
Lys
Arg
Gly
Cys

245
Asn

Arg
Val
Ser

325
Met

Ser’

Gly

Gly

ES 2 545639 T3

Iie

70 .

Val
Asn
Asp
Glu
IIle
150
P_he
Ile
Asn

Pro

-Val

230
Glu

Asn

Cys-

Asn

. Arg

310

Glu

Asp-

Arg
Gln

Ala

© 390

Asp
405
Asp
Ala

Giu

Leu

Asn

Met

Asn

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 31

Ala
Val
Thr
Pro
Leu

135
Ala

Trp

Ser
Val
Gln
215
Thr
Asn
Asp
Phe

Asn

295

Asn
Ile
Ser
Gly
Val
375
Lys
Thr
Ala
Lyé.

val

455

Lys
Pro
Asn
Glu
120
Met
Ile
Lys
Gin
Pro
200
Phe

Ile

Val

Gly

Phe
280
Asp
Cys
Ser
Ala

Gly

-360

Ala
Gly
éys
Pro
Asn

440
Thr

Ala
Ala
Teu
105
Lys

His

Thr

Trp

Gln
185
Val

Ile

Ile
Thr
Cys
265
Asp
Gly

Thr

Gly

Asp
345
Met
Arg
Ser
Thr
Ile
425
Lys

val

104

Leu

Gly

.90

Tyr
Tyr
Leu
Gly
His
170
Lys
Ala
Gln
Asp
val
250
Asp
Thr
hrg
Met
Gly
330
Leu
Leu
Ala
Tyr
Ser
410
Tyr

Ser

Ser

Asp
75
Glu

Val

Ser
Glu
155
Gly
Ala
Glu

Pro

Ser.

235
Arg

Pro
Gly
Arg

Lys

Ala
Phe
Ser
Pro

Pro

Cys
Leu
Lys
Ile

125
Phe

140 |

Gly
Asn
Arg
Arg
Tyr
220
Pro
Asn
Glu
Asp
Leu

300
Asp

315

val
Trp
Glu

Val

Thr.
395°

Gly
Asp

val

_Gly

Arg
Thr
Asn

Val

Thr
Fro
Ala
Val
205
Lys
Met
Leun
Ser
Asp
285
Asn
Gly
Asn
Ala
Phe

365
Giu

380 .

Pro
Asn
Vél
val

Thr
460

val

Arg

Ser’

Lys,

445
Arg

Ala
Thyr
Gly
1190
Val
Ile
Len
Arg
Arg
190
Phe
Cys
Tip
His
Cys
270
Cys
Thr
His
Leu
Leu
350
Tyr
Ile

Met

.Pro

Len
430
Asn

Val

Lys
Gly

Ala

His

Tvyr
Asp
Tyr
175
Leu
Gly
Lys
Glu
Ile
255
Lys
Ile
Pro
Gly
Phe
335
Arg
Phe
Asp
Arg
Nal
415
Arg
val

Glu

Ala
84
Ala

Thr

"Phr

Ala
Gly
160
Gly
Tyr
Ile
Asn
val
240
Ser
Asp
Ala
Thr
Gly
320
Ala
Val
Arg
Phe
Asn
400
Asp
Asn

Arcj

Ser
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atgatcaatc tttatggcgt ctttgacatc cggacctttg gggocccaacc ggacggagaa 60
acgccttcca ctgcggegat tacggcocggec atcgaaactt gltgecgegge cgggggagga 120
gtggtctaca tcccggocgg acggttectc accggtecce . tocgectcaa aagecacgte 180
cggctccate tcgaggcegg agogcactig ctotttagtce aggacccgge cgattatect 240
gttctggaga cgagatggga ggggaaagag gtctigacct atgcacacca gatctacgge 300
gaggacctcyg aaggggtcge gattaceggt cgggggacca tcgacggecg gggegagact 360
tggtggcgac tcticcgoge caaagcettc acccatccec gaccecgcoet catcgecttt 420
accegctgea aggacatcct gatagaagga gtaaccctceg tcaattcace ggoctggace 480
atcaatcctg tgatgtgcyga gegggtgacce atcgataagg tgactatcat caaccegocce 540
gactcgecca acaccgacgg gatcgaccoo gattectocc ggaacgtcta tatcactaac €00
tgctacattyg acgtaggcga tgactgcatc gecatcaaag cgggecgaga ggactecctt 660
tatcggacgc cttgtgaaaa cattgtcatc geccaactgee tecatgegeca cggtcacgge 720
gguggtggtca tcggcagoga gaccagoggg gygtatteogea aggtagtcat taccaactge 180
atcttegagg acacegacceg gggcattaga cttaagtcec ggcgcdgacg cggegggttce 840
gtcgaggace tcegggegac gaatattate atggaaaagg tgctotgtee cticgtecte Q00
aacatgtact atgataccgg gggaggcgtg atcgacgage gcgcgecatga cttagaacce 260
catccggtaa gegaggctac accctcoctte cgoccgectet ccttecagtca cattactgec 1020
cgggaadgtgc aggccgecge ggoecttcocte tacggectgoe ccgaacagece tetggaggac 1080
gtcttattig acgatatetg gatagagctg gecgecgacg cttetectge cecgtecggee 1140
atgatgcyggyg cegteccgec catgagecaa ggtggtgtgc tetgctacygg tgcgeggegy 1200
atctecttee ggecacatgca coctoeqgeggg caccgeggte cggoccttcca gatcgaacge 1260
acggaggcegg tgcagttgat gggctgcteg accgacggea gtgaagacce ccagettgte 1320
ttgggtcaag cggaggaggt caccatccgt gactgcacct ttaccgccca gecaggacece 1380
gcaaaagaaa ggcaaaatta a ’ -1401
<210> 32
<211> 466
<212> PRT
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> DOMINIO
<222> (1)...(348)
<223> Dominio catalitico
<400> 32
Met Ile Asn Leu Tyr Gly Val Phe Asp Ile Arg Thr Phe Gly Ala Gln
1 ] : 10 15
Pro Asp Gly Glu Thr Pro Ser Thr Ala Ala Ile Thr Ala Ala Ile Glu
' 20 ; 25 . 30 .
Thr Cys Ala Ala Ala Gly Gly Gly Val Val Tyr Ile Pro Ala Gly Arg
' 35 40 . "~ 45 : :
Phe Leu Thr Gly Pro Leu Arg Leu Lys Ser His Val Arg Leu His Leu
- 80 55 . €0 :
Glu Ala Gly Ala His Leu Leu Phe Ser Gln Asp Pro Ala Asp Tyr Pro
65 ) . 70 . 75 80
Val Leu Glu Thr Arg Trp Glu Gly Lys Glu Val Leu Thr Tyx Ala His
85 - - 90 " 95
Gln Ile Tyr Gly Glu Asp Leu Glu Gly Val.Ala Ile Thr Gly Arg Gly
| 100 : 105 ' 110 .
Thr Ile Asp Gly Arg Gly Glu Thr Trp Trp Arg Leu Phe Arg Ala Lys
115 . . 120 125
Ala Phe Thr His Pro Arg Pro Arg Leu Ile Ala Phe Thr Arg Cys Lys
130 135 . 140 :

105



Asp
145
Ile

Ile

Ser

Cys
Cys
225
Gly
Ile
Ser
ile
Asp
305
His
His
Leu
Glu
Val
385
Ile
Gln
Gly
ile

Gln
485

Ile Leu Ile

Asn bPro Val
Pro
180

Val

Asn Pro
Asn
185
Ala

Arg

Ile
210
Glu

Ile

Asn Ile

Val Val Ile

Thr Asn Cys

260

Arg Arg Gly
275

Ile Met Glu

290 '

Thr

Gly Gly

Pro Val

Ile Thr Ala
340
Glu Gln
355

Ala

Pro

Leu ala

370
Pro

Pro Met

Ser Phe Axg

iIle Glu Arg
420
Glu Asp
435

Asp

Ser

Arg
450
Asn

Cys

Ser.

ES 2 545639 T3

Glu Gly
150
Met Cys
165
Asp Ser

Tyr Ile

Lys Ala

Val
Glu
Pro
Thr

Gly

Thr Leu

Arg Val

Val

Thr

Asn Ser
155

Ile Asp

170

Thr
185
Cys

Asn

Asn
200

Arg Glu

. 215

Ile
230
Ser

Val

Gly
245
Ile Phe

Arg Gly

Lys Val

Ala
Glu
Glu
Gly

Leu

Asn Cys

Thr Ser

Asp
Tyr
Asp
Leu

Gly

Gly Ile

Ile Asp
Leu
220
Arg

Ser

Met
235

Gly Ile

250

Thr
265
Val

Asp

Phe
280

Cys Pro

295

Val
3i0
Ala

Gly

Glu
325
Arg Glu

Pro Leu

Asp Ala

Ile
Tﬁr
Val
Glu

Ser

Asp Glu

Pro Ser

Asp
Glu
Phe
Arg

Phe

Arg Gly

Asp Leu

Val Leu
300
Ala His
315

Arg Arg

330

Gln Ala
345
Asp Val
360

Pro Ala

375

Gln
390
Met

‘Ser

His
405
Ala Glu

Pro Gln

Thr Phe

Gly
His
Ala
Leu

‘Thr
455

Gly Val

Leu Arg

Ala
Leu
Arg
Leu

Gly

Ala Ala

Phé Asp

Ala
380
TYX

Pro

Cys
395

His Arg

410

Val Gln
425
Val Leu
440

Ala Gln

Leu
Gly

Gln

Met Gly

Gln ala
Pro
460

Asp

Arg

-Cys

Pro Ala Trp

Thr
175
Asp

Lys Val

Pro
120
Gly

Asp

Val
205
Tyr

Asp

Arg Thr

His Gly His
Val
255

Leu

Lys
Ile Arg
270
Arg Ala Thr
285 .
Asn Met Tyr
Asp Leu Glu
Phe
338

Tyr

Len Ser

Fhe -Leu
350
Asp Ile Trp
365 o
Met Met Arg
Gly Ala Arg
Ala
415

Thr

Gly Pro
Ser
430
Glu Giu
445

Ala

Val

Lys Glu

Thr
160
Ile
Ser
Asp
Pro
Gly
240
Val
Lys
Asn
TYY
Pro
320
Ser
Gly
Tle
Ala
Axg
400
Fhe
Asp
Thr

Axrg

<210> 33

<211> 1041

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 33

atgaaacttc
cggattacgg
atcaagctga
tacgacgega
accatcgaca
accaagegec
caatacccca

gatgtctgat
cegacaagat
tcgacaacat
ccaateccgea
acggctacac
cggagatcet
gcggceggctyg

gctcacceotyg
caacaacaaq
catcaccetgg
caaacaaggc
ctacaccgag
cgattegtte
gccgcaacgy

cttectttgeg
cecgactect
cagaacccecg
gaagtctacg
ctgaatctce
aacaagggcce
tttecggtge

106

geagegectt
ggcttaccag
agggtyggetg
gcgactggga
tggcgeacgt
tggagtttet
ccaacaacta

cgecgeocgac
cgacgaagge
ggccaagtac
cggegtegge
ctacaceccte
gctcaaagec
cggcaagtgc

60

'120

180
240
300
360
420
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15
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gatggtgaac
cgtcgacgag
tctgaagete
gaagacactce
aagcegegece
cgccgtecac
gcgcgagaac
cttctacgac
gtcgctggac

gtgatgcagt
cagcgtcgeg
cagattaccg
gccgecggcege
gtcatgcget
geggcggcgyg
aacgacgtiga
atcgaaacca
gagatcgagce

atcacgctca
ggcaaggaag
gaccgeggga
tgggcceage
ccgggeetea
cccagtoceg
atcaccggea
ggcgageege

acgacaacgc
acttcgcttt
tcgactgcect
agtatgaccc
gcggetgega
aagttcagcyg
agaagctggt
tttgggcygcy

ccaaagcgaa
tgaacggcaa
cegeoeggyge
tgttcatgtc
cttggtacga
cactggccga
accgcecegtt
ccgaacgceqg

tcctgecagaa.

cgcgacggceg

tgaagaagtg

cgtcgcaaag
ggaggcgttt
gcttaccgec
gtacgagctc
tttggagaac
ggcgtcgaag
cgaccecaac
ctattgcggt
caagggctac

gccecctggge gacgagcgta_ atcgcaagty ggcggcgaag

tgaacagttyg a

gcttgggtec ctggagcagt

cacccaceog

<210> 34

<211> 346

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> SENAL

<222> (1)...(18)

<221> DOMINIO

<222> (19)...(346)

<223> Dominio catalitico

<400> 34

Gly Ser
15

Pro

Met Lys Leu Arg Cys Leu Met Leu Thr Leu Leu Leu Cys

Lys Ile Asn Asn Lys

30
Asn

Phe Ala Ala Asp Arg Ile Thr Ala Asp

Ile ‘Ile Asp Ile

45
Tyr

Leu Thr Ser Glu Gly Lys Leu

35
Gln

Ser Tip Asp

‘Ala Tyr Asp Ala

€0
Trcp

Thr Glu Gly Gly Trp Lys

55
Glu

Trp Asn
50

Pro

Pro

Gln Val Gly Asp Asp Gly Val

75
Leu

Gly
70
Tyr

Asn His Tyr
65

Thr

Lys

Ala
95
Asn

Thr Glu Asn Leu Leu
90

Ile Leu

Ile Asn Gly Thr

85
Thr

Asp Tyr
Phe
110
Gly

Glu Ser
105

Gln

Val Thr Leu Pro Asp

100
Phe

Tyr Lys Arg
Gly
125

Ile

Ala Pro Trp
120

Asn

Glu Leu Leu Tyr Ser

115
Phe

Gly Leu Lys
Leu

Gly Thr

Cys
140

Gin

Gln Val Asn Lys

135
Val

Arg Pro Pro Tyr

130

Asn Val

Leu Asn

155
Gln

bsp Val Gln Phe

145
Gly

Ala Met

Asn Ala
150 '

Ala

Met

Ala Lys
175

Gln

Glu
170
Asp Cys
185 .

Ala Trp Ala
200 -

Arg Ala

Phe Val Asp Arg Arg
165

Asp

Lys Glu Asp Phe
Leu
190

Asp

Ala Phe Ile Leu Leu Lys

180
Gly

Lys Glu Arg Gly

Gln Gln Tyxr. Pro

205
Bro

Thr val Asn Leu Thr

195
Ala

Lys
Leu Gly
220
Met

Ala Ala Glua
215

Val

Thr Leu ala Pro Tyr

210

Cys Glu

Phe Ser
235

Ala

Ala Pro Met Arg Leu Teu

230
Gln

Gly Ser
225

Pro

Glu

Ser Pro Glu Val Arg Ala Val His Ala Ala Rla Trp

107

Ala
Asp
Ile
Thr
Gly
80

His
Lys
Pro
Asn
Lys
160
Ala
Ile
Lys
Ser
Asn

240
Tyr

480
540
600
660
720
780
840
800
8960
1020
1041
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15

20

25
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245

Glu Bla Ser'Lys Ile Thr Gly

260
Val Leu Ala Asp
275

Ile

“Thr Asp Pro

Glu Thr Asn Arg
29%

Glu

Tyr Asp
' 290

Lys ieu Asp
310

Trp Ala

Lys Trp Ser
305
Ala Pro
325
His

Trp val Arg

Trp Ala Lys Pro Pro

Ala
: 340
<210> 35

<211> 1071

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 35

atgccaaaaa
acatggagcqg
gtcgeggace

atggcgttga.

tccgaaacga
atcaccgcecaa
ttcaacaaag
ttctatcegt
ggcgtectyga
gaagcgcgaa
cttcaggttyg
ctggcgectyg
ggcatcgtec
tetgegateg
ggcgagaaca
atecgaaacga
caggtcgaag
gtgaacgagg

attecgacga
acgtattcaa
aactcctcat
tgctgacgea
cgatcgacaa
gecttettaa
gtcttgatta
tgaaaaaagg
aggtgcttcg
gacttegege
tecgtcgacygy

cagcggcteyg-

gatacctgat
attggtatceg
cggttgtgaa
tgcgtccgat
cogagegtey
attatttgaa

cgegtggegg
acagaagect
ctatcaaaaa
gaaggaaaaa
ccggaccacg
accttcgccg
cctgettgee
ctattacaca
cgacatcgca
cgagcaagey
aaagaaaacc
caagtttgag
Jgcaggaaaaa
aaagaacaaqg
agacaaatcg
cttcatcgga
‘gaatggttac
dgtggaagggg

<210> 36

<211> 356

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> DOMINIO

<222> (1)...(356)

<223> Dominio catalitico

<400> 36

250

Lys Lys
265

Asn Gly

280

Pro .Phe

Ile Glu
Thr Ser

Val Asn
- 345

gaaaagactc
ctctggtace
gagaacggcy

gaagagctca

tatcctcagg
ceggegaate
tcccagtatg
cacatcacct
aataagaaag
gtcgecaaag
gtctgggcty
ccegtgtegt
ccgacgecyd
atcgacggaa
gctcccecta
cgtgattcgg
gcetggtacy
aaaagcgecy

108

Leu

Glu

Val

Pro

Arg Glua

Leu Trp

255
Asn Asn
270
Ala Arg

285

Cys
: 300

315
Leu

cgcccgattg

‘aaaccgacga

ggtttgagaa

ccgcaaageg-

tegegtatet
ttecgaaata
agaacggagg
tcaacgacga
aggattacgt
cgctgcetcet
cgcagtatga

tgaccgctag-

agatcacecga
tacgttggga
tatgggcacg
ttatcaagta
tcaccgecace
gagccaagta

Gly Arg

Glu Gln

Asp Gly

Tyr Arg
335

gagtcttgte
ggeggctcga

Asp
Phe

Val

Glu Arg Arg Lys Glleyr

320
Lys

gaatgtégac -

gtcagacgtc
cggtcgagta
caaagacgcc
atttccgeaa
cgcgatgatc
gttcgtggat
tattctgaag
cgagactacg
tgagagegtc

‘tgcgatcgag

gcgecatcaaa

gttctatcag

tgacgtgacyg
gaatgaattyg
g .

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

900
960
1020
1071



10

Met

Trp

Tyr
Gin
Leu
65

Ser
Leu
Asn
Leu
Lys
145
Gly
val
Lys
Lys
Ala
225
Gly
Asp
Gly
Lys
Arg
305
Gln
Pro
Ala

<210> 37

<211> 1860
<212> ADN

Pro Lys Asn

Ser Leu Val

Gln

Lys
50
Thr

Glu

Gly
Leu
Ala
130
Lys
Val
FPhe
Ala
Thr
210
Ala-
Ile
Ala
Ile
Ser

290
Fro

‘Val

Asn

Gly’

| 355

<213> Desconocido

<220>

Thr
35
Glu

Gln

Thr

Arg
Pro
115
Ser
Gly
Leu
Val
Leu
195
Val
Arg

Val

Ile

Arg
275
Ala

Ile

Glu

Gllu

Ala

20

Asp

Asn

Tys

Thr
val
100
Lys
Gln
Tvr
Lys

Asp

‘180

Pro
Trp
Lys
Arg
Giu
260
Trp
Pro
Phe
Ala
Leu
340
Lys

Ser

Thr

Glu

_Gi '

Glu
Ile
8s

Ile

Tyr

Tyr

Tyr

val

165
Glu

Leu
Ala
Phe
Tyr
245
Ser
Glu
Pro
Ile
Glu

325
Val

ES 2 545639 T3

Asp

Trp

Ala
Gly
Lys
70

Asp
Thr
Lys
Glu
Thr
1590
Leu
Ala
Ile
Ala
Glu
230
Leu
Ala
hrg
Ile
Gly
310
Arg

Asn

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 37

Asp Ala Trp Arg Glu Lys Thr Pro
10 :

Ser

‘Ala

Phe
55

Glu
Asn
Ala
Asp
Asn
135
His
Arg
Arg
Leu
Gln
215
Pro
Met
Ile
Ile
Trp
295
Arg
Arg

Glu

Pro Asp

15

Asp Val Phe Lys Gln Lys Pro Leu Trp

Arg
40

Glu
Glu
Arg
Ser
Ala
120
Gly
Ile

Asp

Arg,

Lys
200
Tyr
Val
Gln
Asp

Lys
280

Ala’

Asp
Asn

Asp

25

Val
Lys
Leu
Thr
Leu
105
Phe
Gly

Thr

Ile

Leu
185
Leu
Asp

Ser

Glu

Trp
265
Gly
Arg
Ser

Gly

Tyr
345

109

Ala

Asn
Thr
Thr
90

Leu
Asn
Phe
Phe
Ala
170
Arg
Gln
Glu
Leu
Lys
250
Tyr

Glu

Phe

val
TyE,
330
Leu

Asp
Val
Ala
75

Tyr

Lys

Lys

Pro

Asn
i55%

‘Asn

Ala
Val
Thr
Thr
235
Pro
Arg
Asn
Tyr
Ile

315
Ala

Lys

Gln
Asp
60

Lys
Pro
Pro
Gly
Gln
140
Asp
Lys
Glu

Val

Leu
45

‘Met

Arg
Gln
Ser

Leu

125

Phe
Asp
Lys
Gln

Val

. 205

Thr
220
Ala
Thr
Lys
Thr
Gln
300
Lys
Trp

Trp

Leu
Gly
Pro
Asn
Yal
285
Ile

Tyr

Tyr

Lys-

30

Leu
Ala
Ser
Val

Pro

T110°

Asp
Tyr
Ala
Glu
Ala

190
Asp

Alal

Glu
Glu

Lys

270

val
Glu
Asp
vVal

Gly
350

Ile

Leu
Asp
Ala
95

Pro
Tyr
Pro
Met
Asp
175
Val
Gly
Pro
Ser
Ile
255
Ile
Lys
Thr
val
Thr

335
Lys

Tyr
Met
Val -
80
Tyr

Ala

Leu
Leu
Tle
160
Tyr
Ala
Lys
Ala’
Val
240
Thr
Asp
Asp
Met
Thx
320
Ala

Ser
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15

atgttcacta
atagcagceeg
ttctctacca
cagcaaatca
gggggtgctt
atgatcaaag
gcctateget
ggttettcag
atgaaaatcg
ggcgttaacg
tcacccgatg
attacggtgt
agcagtgata
ggtgcacgtt
ggagttacca
tggttccaaa
tgggatctge
tggaccagcyg
agcattcett
tatgctggtyg
tcatcggtag
agcagtgeag
ggttcaattt
aacaatgtga
cgtgtgegta
tcgggccaaa
aatgctgecat
agttcaageg
aagtgcgctyg
ggtcgcaaag
gttgcggcat

ctactggcete
ctgttgcogtt
ctgatggtgg
acaccattat
accegcettat
accacacggt
acgtggaaat

caaacttcgg
gtgegettge
tgtagattga
gtgacctgac
cctacaacat
ttgcaggtgy
taccgttgca
gctcgggtat
atgetgtcaa
gcaacaacaa
gtggcaccat
acagctactc
tcggtaaaaa
cacctteate
cgccatccag
cgcteggtge
cgcteggtte
tcgcatecct
cctattacta
cagcgcgtat
gcggcgegee
atttgggcgg
gcaagtgggt
ttggttcgga

<210> 38
<211>619

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

tecattgcgee
gatggcaggc
caacgtatcg
tgccaacgca
-cattacctac
gaattcatcyg
taaagagttt
cattgtgatt
tggtgcgagt
tcacaaggaa
atttgaaagt
tatccgegat
ccgtaagatt
acgecggtgat
taacgttcgt
cecggttace
cgtgcgcaac
cgacgccace
gectgttage
.caatgcgcaa
agtgccagca
cacaccaact
aacggcaacc
gcaagaagtyg
ggctgcttca
ctggattaaa
tggtagcacyg
cgtattaggt
gacttgttca
taccaagaaa
tccacaggyce

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL

<222> (1)...(35)

<221> DOMINIO

<222> (36)...(387)
<223> Dominio catalitico

<400> 38

cggaattecy
acttcagecat
ggcgeocgtt
aaactggatg
accggtaatyg
ggcaactgcce
accaagggta
aataaatctg
aacgatgcgg

"ttgtttgegg

gcgattgata
agtaaaaaag
acgttccatc
tggacacaca
caaggtggct

tgccgttttyg

cectggtgatt
aactggacta

ccgeagtgtg

ttaacggegt
tecateggegg
acatecaagcet
aacaacagca
tatcgegata
gegcgtatgt
aataccactt
gegtecagtt
ggtactggtyg
gtgtcatcgg
gtatcggtag
aaccctaaca

110

cgocgttttte
ttgcagetge
cgtttactge
atgcaggtaa
aagactcegct
ctaacccgcyg
ttaccattca
acaatgtgat
atatgattcg
taaataatga
ttaaaaaagc
tagggctcga
acaatattta
tgtataacaa
acgegctaat
acagtagtaa
tcteccaccta
ccactcaacc
tcaaagacaa
ctgcgtgcag
caccttcaag
cgagttcagt
ttgtgttgayg
ccgacgetga
ataccgatag

cbtggtgttgt
ctgttgcatce

attatccaag
gcgatggctg
gtagttcaat
agtgttctta

ccttactgeg
gacgggtgge
atcgacttac
aaaagtcact
gattaaccag

‘ttggagcgaa
.aggcgcegaat
tgtgcgtaat

tatcgacacc
atgtaaaggt
atcgcaaaat
tggttcgagt
tegcaatgtt
tetttacgac
cgagaacaac
ctgeggttac
caacattacc
ttteecgatt
gttggcaaat
cagaaatact
ccgttcatce
tgeecgecaace
ttggtcaccc
tecategggg
cacagcggcea
caccaattce
aagcagctca
cggettetcoo
ggttgegttt
cgectgtace
caaacygttaa

60
120
1g0
240
300
360
420
480
540
600

. 660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440
1500

1560

1620
1680
1740
1800
1860



Met
Ser
Ala
Val
Thr
65

Gly

Leu

Cys

Glu

Phe
Len
Phe
Ser
50

Ile
Gly
Ile
Pro

Fhe
130

Thx
Thr
Ala
35

Gly
Ile
Ala
Asn
Asn

115
Thr

Thr
Ala
20

Ala
Ala
Ala
Tyx

Gln
100

Pro

Lys.

Thr
Ile
Ala

Arg

Asn

Pro
85
Met

Arg-

Gly

ES 2 545639 T3

Gly

Ala

-Thr

Ser

Ala
70
Leu

Ile
Trp

ile

Ser
Ala
Gly
Phe
55

Lys
Ile
Lys

Ser

Thr
135

His Cys

Ala Val
25

Gly Phe

40

Thr Ala

Leu Asp

Ile Thr

Asp His

105
Glu Ala
120
Tle Gln

111

Ala-
10
Ala
Ser
Ser
Asp
Tyr
90
Thr
Tyr

Gly

Arg

Leu
Thr
Thr
Ala

75
Thr

Val

Arg

Ala

Asn

Met
Thr
Tyr
60 -
Gly
Gly
Asn
Tyr

Asn
140

Ser

Ala

Asp.

45
Gln

Lys
Bsn
Ser

Val
125

Gly.

Ala

‘Gly

30
Gly

Gln

Lys

Glu

Ser
110
Glu

Ser

Arg

Thr

Gly
Ile
Val
Asp
Gly
Ile

Ser

Phe
Ser
Asn
Asn
Thzr
80

Ser
Asn
Lys

Ala'



5

Asn
145
Met
Arg
Ala
Glu
Tyr
225
Ser
Tyr
His
Val

Ala
305

‘Trp
Tyr
Thr
Val
Gly
385
Ser
Sef

Ser

Al&

Leu
465
Arg
Ser

Thr

Ser

Gly
545
Lys
Txp

Val

Gln-

<210> 39
<211> 1077

Fhe
Lys
1le
Val

Ser

210

Asn
Ser
Arg
Met
Aré
290
Val

Asp

.Asn

Thr
Sér
370
Lys
Ser
Arg
Ser
Thr
450
Gly
Val
Thr
Ser
Thx
530
Ala

Cys

Val

Gly

Gly

Gly

Ile
Asp
Asn
19%
Ala
Ile
Asp

Asn

Ile
Thr
355
Pro
Asn
Val
Ser
Ser
435
Asn

Ser

Arg

Ala
Gly
515
Ala

Pro

Ala

Ser
595
Asn

Ile

‘Gly

Thx
180
Asn

Ile.

Ile
Tle
Val
260
Asn
Gly
Pro
Arg
Thr
340
Gln
Gln
Asn
Ala
Ser
420
Serx
Asn
Gln
Ile

Ala

. 500
Val

Ser
Va;

Asp

y Phe

580
Ser

Pro.

Val
Ala
165
Gly
Glu
Asp
Arg
Ala
245
Gly
Asn
Gly
Val
Asn
325
Trp

Pro

Cys

Ala

Pro
405
Ser
Val
Ser
Glu
Ala
485
Ser
Val
Ser
Leun
Leu
565
Gly
Tle

Asn

ES 2 545639 T3

Ile
150
Leu
Val
Cys
Ile
Asp
230
Gly
Ala
Leu
Tyr
Thr
310
Asn
Thr
Phe
Val
Gln
390
Ser
Ser
Ala
Ile

Val

" 470
‘Ser

Gly
Thr
Ser
Gly
550
Gly
Arg
Ala

Lys
610

Asn

Ala

Asn

Lys
Lys
215
Ser
Gly

Arg

Tyr..
-280

Ala
295
Cys
Asn
Ser
Pro
Lys
375
Leu
Ser
Ala
Ala
val
455
Tyr
Leu
Gln

Asn

val
535

Gly

Gly
Lys
Cys

Cys

Lys Ser
Gly ala
Val Trp
185
Gly Ser
200
Lys Ala
Lys Lys
Arg Lys
Leu Pro
265
Asp Gly
Leu Ile
Arg Phe
val Arg

Gly Gly

Asp
Ser
170
Ile
Pro
Ser
val
Ile
250

Leu

Val

Glu

Asp

Asn
330

Thr

345 .

Ile Seér
360
Asp Lys

Thr Ala
Val Pro

Ala Pro
425

Thr Gly

440

Leu Ser

Arg Asp
Ala Ala
Thr Tyr

505
Ser Asn

520
bhla Ser

‘Thr Gly
Thr Cys

Gly Lys

585
Thr Val
600
Ser Tyr

112

Tle

Ser
Ala
410
Ser
Ser
Trp
Thr
Ser

490
Tyr

Ala

Serx
Asp
Ser
570
Trp
Ala

Lys

Asn
155
Asn
Asp
Asp
Gln
Gly
235
Thr
Gln
Thr
Asn
Sér
315
Pro
Iie
Pré
Ala
Ala

395
Ser

Ser

Ile
Ser
Asp
475
Ala

Tyr

Ala’

Ser
Tyr
555
Val
Val
Ala

Arg
615

Val
His
Gly
Asn
220
Leu
Phe
Arg

Ser

Asn
300

Ser

Gly
Asp
Tyx
Asn
380
Cys
Ser
‘Thr
Sér

Pro
460

‘Ala

Arg
Trp
Ser
Ser
540
Pro
Ser

Thr

Phe

Ile
Ala
Asn
Asp
205
Ile
Asp

His

.Gly

Ser
285

Trp
Asn
Asp
Ala
Ser
365
Tyr

Ser

BAla

Pro
Leu
445
Asn
Asp
Met
Ile
Ala
525
Ser
Ser
Ser

Lys

Gly
605

val
Asp
Glu
150
Leu

Thr

Gly

His
Gly
270
Gly
Fhe
Cys
Phe
Thr
350
Tyr
Ala
Gly
Ala
Thr

430
Gly

Asn-

Pro
TyL
Lﬁs
510
Arg
Ser
Gly
Gly
Lys

590
Ser

-Arg

Met
175
Leu
Thr
Val
Ser
Asn
255
Trp
Ile
Gln
Gly
Ser
335
Asn
Ser
Gly
Asn
Pro
415
Thr
Ala
Val
Ser
Thr
495
Asn

Ile

Serx

‘Phe

Asp
575
Val

Asp

Asn
160
Ile
Fhe
FPhe
Ser
Ser
240
Ile
Thr
Asn
Asn
Tyx

320
Thr

Trp
Pro
Val
Thr
400
Ser
Ser
Thr
Thr .
Gly
480
Asp
Thr
Gly
Gly
Ser
560
Gly

Ser

Pro
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<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 39

atggcgecga
gccgtggtga
gccateogtgy
aacgtegtac
‘cegecategg
-ctgccgatgg
ttegagegeg
ttctateege
cgggtygatga
gcegggegge
acgcagatce
ttgeagoecy
.gggatcgtge
gacggcygcety
acggacgccey
tgggcegegat
tttcactaca
Lactgggege

<210> 40
<211> 358
<212> PRT

tcctecegace
gctgegegge
agcaggagga
gccatcagtce
ggccggcgec
agtttctgge
ggctggatta
tgcgcgggygg
ttetgetegy
gegegegege
ggcagggcgag
cctgggcygey
gctatcteat
tggcatgget
acggcegece
tctacgagtt
cgtteggaga
gctecgtget

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra

<221> SENAL
<222> (1)...(32)

<221> DOMINIO
<222> (33)...(358)

<223> Dominio

<400> 40

Met
1
Met
Gln
Ala
His
65
Pro

Asp

‘Ala

catalitico

Ala Pro Ile
Léu
20

Pro Ala

Gly Leu

Gln
Fhe

50
Gln

Ala Ser

Ser Ala
Pro Ser Gly

Thr Thr

caacctcectt

ggggecagtg

gagcgegtte
ggccgaaggc
ggagggegte
gcgtgtgatc
tctgettgeg
ctattacgat
cgecagtggceg
tgcageegeyg
ggcgctgacg
cgcctatgag
gtcgategacs
gcgegegygce
tgacegecge
cggcgocaac
aatcgagcgce
ggaagactat

ambiental

Leu Arg
5 .
Ala Val

Pro Trp
Pro Ser

Glu Gly
70

Pro Ala

85

Leu Pro

Pro
Val
Ser
Met
55

Gly

Fro

Met

tgcacttacg
tcagegeage
goccteceegt
ggctggecta
gccaatacga
cacgccggcg
getcagtacg
cacgtgacgt
cgcggcygagy
gtegagcgdy
gtectggtgey
cecgecgtece
catecetege
gccattgceg
geegtggecy
cggecgatet
gagcggegoeyg
ccggectgge

Leu

Len

cgctetgeat
agccggeges
cgatgcgcag
agaacaccaa
tcgacaatga
gecgtecgata
cgaacggegg
tcaacgacga
cgccctatga
geectggeget
cgcagtatga

tgtecggege

ccgaagtoegt
gcgtgegegt
acgegggcge
tcctggggeg
caggctacaa
gegegegegt

Cys Thr

10

Ser Cys
25
Thr Ala
40
Arg Ser

Trp Pro
Glu

Glu Phe

113

Ala
Tle
Val
Lys
Gly Val

Leu

Ala Gly

Val Glu

gggecttgote |

atggagcacyg
cgtegecgac

tetggeggeg

tgcgacgacg
caagccggec
ctggecgcag
cgoecatgatc
atttgtcgac
catcctgcge
cagcgecace
ggaaagtgty
cgcecgeegte
ggagaatttc
geegecgate
tgattcegtt
ttattacgga
gegatga

Ala Leu

Tyr
) 15
Val
30

Glu

Pro

Gln Glu

45

Ala Asp
60
Asn Thr
75
Ala Asn

Ala Arg

bsn Val Val

Asn Leu

Thr Ile Asp

95
Val Ile His

Ser

Ala

60
120
180
240
300
360

.420

480
540
€00
660
720
780
840
9200
960

1020
1077

Cys
Ala
Ser
Arg
Ala
BO

Asn

Ala



ES 2 545639 T3

15

114

100 105 110
Gly Gly Val Arg Tyr Lys Pro Ala Phe Glu Arg Gly leu Asp Tyr Leu
115 - 120 125
Leu Ala Ala Gln Tyr Ala Asn Gly Gly Trp Pro Gln Phe Tyr Pro Leu
130 135 140
Arg Gly Gly Tyr Tyr Asp His Val Thr Phe Asn Asp Asp Ala Met Ile
145 - 150 " 155 160
Arg val Met Ile Leu Leu Gly Ala Val Ala Arg Gly Gly Ala Pro Tyr
’ 165 170 175
Glu Phe Val Asp Ala Gly Arg Arg Ala Arg Ala Ala Ala Ala Val Glu
' g0 185 ) 120
Arg Gly Leu Ala Leu Ile Leu Arg Thr Gln Ile Arg Gln Gly Gly Ala
- 195 - 200 - 205
Leu Thr Val Trp Cys Ala Gln Tyr Asp Ser Ala Thr Leu Gln Pro Ala
210 . 215 . 220"
Trp Ala Arg Ala Tyr Glu Pro Pro Ser Leu Ser Gly Ala Glu Ser Val
225 ’ 230 235 : 240
Gly Ile Val Arg Tyr Leu Met Ser Ile Asp His Pro Ser Pro Glu Val
' 245 o 250 255
Val Ala Ala Val Asp Gly Ala Val Ala Trp Leu Arg Ala Ala Ala Ile
: 260 . 265 270
Ala Gly Val Arg Val Glu Asn Phe Thr Asp Ala Asp Gly Arg Pro Asp
275 280 285
Arg Arg Ala Val Ala Asp Ala Gly Ala Pro Pro Ile Trp Ala Arg Phe
290 . 295 i 300 .
Tyr Glu Phe Gly Ala Asn Arg Pro Ile Phe Leu Gly Arg Asp Ser Val
305 ' : 310 315 320
Phe His Tyx Thr Phe Gly Glu Ile Glu Arg Glu Arg Arg Ala Gly Tyr
" 325 330 o 335
Asn Tyr Tyr Gly Tyr Trp Ala Arg Ser Val Leu Glu Asp Tyr Pro Ala
: , 340 : 345 350
Trp Arg Ala Arg Val Arg
- 355 .
<210>41
<211> 1080
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<400> 41
atgaaaaatt tasaatacag tttagtttca tttgtactac tcattactat gaatgttttt 60
acgcaagaaa aaaaagtaac ttggaaaagc atcacagaaa ataacgatga aaattggttt 120
gtaagegaag aagccaaaaa aatagccgaa aatgttttgt tatatcaacg cgatattggt 180
ggttggccaa aaaacactga aattcaaaat gaacttteoag aaaaagaaaa actaacatta 240
aaagaattaa aatcggatcc aaaaggatgt accatcgaca atggtgcaac gtgtcaggaa 300
ttacttitct tatccaaaat atataaatcc aatccagatg agcgatataa aatggettte 360
ttaaaaggtg tgatttacct gattacagect caatacaaaa atggtggttg gecacaatat 420
taccctttga gagaaggata ttacactcat attacttaca acgataatgc aatggtgaat 480
gttttaaagt tgttgaaaga agttaaagat aaatctgatt actactcaat tcaagcaccec. 540
gatgaaattt ccaaaatggc 'tgaagtatca tttaataaag gagtcgattg catattaaaa 600
acacagtaca aacaaaatgg aatattaacc gcttggtgtyg cacaacatga cagggaaaca 660
ttgaaacctg ctaaagcaag agettatgaa ttgecttegt taagcggaaa agaatcagec 720
aaaattgtgt tgttattaat gtcaatcgaa aatccatcta aagaagtaat tactgccgta 780
aattcagcay ttaattggtt tgaaaaaaca azaatcaacyg gaattaaaat tgaaaccatt 840
tecaceggga aaaaggatga aaaagataga attgttgttg aaagtectga tgctecgeeg 900
ctttgggcaa gatttatgga attaagtgac aacaaaccat ttttttgtga tegtgacgga 9260
aagaaaaaat acagcatgtc agaaattaght caagagegta gaaccggeta tgeatgghtac 1020
accaacgaac cadaagaagt tttaaaaaaa tacgatgatt ggaagtcatce attaaactaa 1080
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<210>42
<211> 359
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(21)
<221> DOMINIO

<222> (22)...(359)
<223> Dominio catalitico

<400> 42

Met
Met
Glu
Ala
Asn
65

Lys
Thr
Asp
Thr
Glu
145
val
Ile
Lys
Leu
Lys
225
Lys
Ile
Asn
Aép
Phe
305
Lys
Tyr
Asp

<210>43
<211> 1902

Lys Asn Leu

Asn
Asn
Glu
50

Thr
Glu
Cys
Glu
Ala
130
Gly
Leu
Gln
Gly

Thr
210

‘Ala

Ile
Thr
Gly
Arg
290
Met

Lys
Ala

Trp

val
Asn
35

“Asn

Glu
Leu
Gln
Arg

115
Gln

-Tyx

Lys
Ala
Val
195
Ala
Arg
Val

Ala

Ile

275
Ile

Glu

Lys.

Trp

Lys
355

Phe
20

Asp
val
Ile
Lys
Glu
100
Tyr
Tyr
Tyr
Leu
Pro
180
Asp

Trp

Ala

Leu
val
260
Lys
Val
Leu
Tyr
Tyr

340
Ser

Lys
Thr

Glu

Leu

Gln
Ser
85
Leu
Lys
Lys
Thr
Leu
165
Asp
Cys
Cys
Tyr
Leu
245
Asn
Ile
Val
Ser
Ser
325
Thr

Ser

Tyr

Gin

Asn
Leu
Asn
70

Asp

Leu

ﬂet

Asn

His
150
Lys

Glu

Ile
Ala
Glu
230
Leu

Ser

Glu

Glu
Asp
310
Met
Asn

Leu

Ser
Glu

Trp

Leu Val

Lys Lys
25
Phe Val

40

Tyx
55

Glu
Pro

Phe

Ala

Gly
135
Ile

Glu

Ile
Leu
Gln

215
Leu

Met’

Ala
Thr
Ser
285
Asn
Ser
Glu

Asn

Gln Arg
Leu Ser
Lys Gly

Len Ser
105
Phe Leu
1207
Gly Trp

Thr Tyr
Val Lys
Ser Lys
. 185
Lys Thr
200

His Asp

Pro Ser

Ser Ile

Val Asn
265

Ile Ser

280

Pro Asp

Lys Pro
Glu Ile

Pro Lys
345

115

Ser
10

Val
Ser
Asp
Glu
Cys
90

Lys
Lys

Pro

Asn

Asp
170
Met
Gln
Arg

Leu

Glu
250

Trp

Thr

Ala

Phe

Ser
330
Glu

Fhe
Thr
Glu
Ile
Lys
75

Thr
Ile
Gly
Gln
Asp
155
Lys

Ala

Tyzx

Glu

Val

Trp

Glu

Gly
60

Glu
Ile
Tyx
Val
Tyr
140
Asn
Ser
Glu
Lys

Thr

- 220

Ser
235
Asn
Fhe
Gly
Pro
Phe
315
Gln

Val

Gly
ﬁro
Glu
Lys

Pro
300

Cys

Glu

Leu

Leu

Lys

Ala’

45
Gly

Lys
Asp
Lys
Ile
125
Tyr

Ala

Asp’

vVal
Gln
205
Leu
Lys
Ser
Lys
Lys
285
Leu
Asp
Arg

Lys

Leu
Ser
30

Lys
Trp
Leu
Asﬁ
Ser
110
Tyr
Pro
Met
Tyr

Ser

190

Asn

Lys

“Glu

Lys
Thr
270
Asp
Trp
Arg
Arg

Lys
350

Ile
15

Ile
Lys
Pro
Thr
Gly

05 .
Asn

Leu

Leu

?al'

Tyr
175

Fhe’

Gly
Pro
Ser
Glu
255
Lys
Glu
Ala
Asp
Thr

335
Tyr

Thr

‘Thr

Ile
Lyé
Leu
Ala
Pro
;le

Arg

Asn

160
Ser

Asn
Ile
Rla
Ala
240
val
Ile
Lys
Arg
Gly
320
Gly

Asp
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<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 43
gtggatccaa agaattgggg -cageggattt accggcgaaa tcaaagtaac tqacéacaca " 60
agccaaacag tcaatagetyg gtetgtgtea tggcaagagg caggagecag tgtaactaat 120
tcctggaatg caaccttggg agggacgaat ccttataccg caaccgggtt aggatggaac 180
tcaaccctgg cgcecggage ctetgecagt tttggtitte aagcaaacgg cactgcgggy 240
geaccaaagg taaatggeag tttgtgtggt gcgactgcat catctgcage gaccagcaaa 300
tccagtgega gtgttgcgag ttcaaagatt gecaagttcaa ttcaatcaag tgcaactage 360
agttcaaaat cgtccagttc tgctgcacct tcaagcacge caaaatccag tagetctget 420
ccaacggctg catcattcac tattcaagaa gagcaagccg gttittgecg tgtagacggt 480
attgcaacgg asaagtaccaa caccggattc accggcaacg gctacaccaa ttccaataat . 540
gtacaaggtg ctgccattgt gtgggcggta aatgcaacta ccagtgcacyg ccatacaatt 600
actttecget tcgectaatgg tggeactgeg aatcgcaatg getcgcectagt cattaacgge 660
ggcagcaatg gtaattacac ggtgecaatta. ccacgcaccg cgagctggge tgactggcaa 720
acagtaagtc tggaaattga tttggtacaa ggcaataaca atttgcaact caccgecattyg 780
actgcagatyg goctcgcaaa tatcgacttc atcaaaattg aaggageatc aaccaaageg B40
ggaacctgtyg caggtgcggt cagcagtage aghgttgect cttcggtaaa atccagtget - 900
agcgceggcaa geagttctgt accaacgaac accggegeca tgetaacttt ggatggeaac . 960
cctgecegeaa gotggettaa caaatcgcegt acaaagigga gogeatogeg cgoctgacatt 1020
gttgectctt ‘atcaacagte caacggegge tggccaaaaa atctggatta caattcagtg 1080
agegetggta atggeggecag tgcaagcggo accatcgata atggtgcaac tattactgaa 1140
atggtttatc tcgctgaggt ttacaaaace ggaaacaata ccaagtaccg cgatgecagtt. 1200
cgecgtgcag caaactttat cgtgagtteg caatatageca ctggegegtt gocegeaattt 1260
tatccgctca aaggtggeta tgedgaccac gocaccttta atgataacgg catggottac 1320
gcattaactg tattggattt cgctgcaaac aagcgogege cttttgatac ggatgtcottt 1380
aatgacacag accgegcaaa atttaaaaca gocgghbaacca aaggtgttga ttacattita 1440
amagcgcaalt ggaaacaaaa tggaaaatta acagectggt gogcacaaca tggcgegact 1500
gactatcaac ctaaaaaagc acgcgcttat gaattggaat cactgagtgg tagcgagtcet 1560
gttggtgtaa ttgcattttt aatgacgcag ccgcagacag cacaaatcca aacggoegtt 1620
aaagcaggce tcaactggtt caatageccg ageacctatt tggaaggtta cacctacgat 1680
tecatccaaag cgtceccactaa tcoccatagtg cagaaagegg gaagtagaat gtggtatcege’ 1740
ttttacgatt taaataccaa ccgtggtttt ttcagegacc gggacggecag caaattctat 1800
gacattacca aaatgtctga agaacgtcgec acgggttata gttggggtgg cgottatggt | 1860
gagagcatca tegectitgg caaaaaagtg ggetatctat aa 1%02

<210> 44

<211> 633

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> UNION

<222> (4)...(89)

<223> Médulo de unién a carbohidratos
<221> UNION

<222> (152)...(275)

<223> Mbdulo de unién a carbohidratos
<221> DOMINIO

<222> (277)...(633)

<223> Dominio catalitico

<400> 44

116



Met

Thr

Glu

Thr

Pro

65 .

Ala
Ala
Seyr
Ala
Ser
145
Ile
Asn
Thr
Thr
Asn
225
Thr
-Leu
Tle
Ser
Sar
308
Pro

Arg

Lys-

Ser

Asp

Asn

Pro

Asn

Lys

Thr
20

Ala Gly Ala

Asn
50
Gily

Prd

“Thr

Ile

Pro
130
Phe

Ala

Ser
Thr
Ala
210
Tyr
val
Thr
Glu
Ser
290
Ser

Ala

Ala

Asn

Gly
370

35
Pro

Ala
Lys
Ser
Gln
115
Ser

Thr

Thr

Asn
Ser
195
Asn
Thr
Ser
Ala
Gly
275
Ser
Val
Ala
Asp

Leu

Tyr
Ser
Val
Lys
100
Ser
Ser
Ile'
Glu
Asn
180
hla
Arg
val
Léu

Leu

260

Ala
Val
Pro
Ser
Ile

340
Asp

355 -

Thr

Ile

Asn
Se}
Ser

Thr

Ala.

ES 2 545639 T3

Trp
Gln
Va]_.
Ala

Ser

- 70

Asn
85

Ser
Ser
Thr
Gln
Ser

165
Val

Arg

Asn
Gln
Glu
245
Thr
Ser
Ala
Thr
Trp
325
Val
Tyr

Asp

Gly
Ser
Ala
Pro

Glu
150

Thr-

Gln
His
Gly
Leu
230
Ile
Ala
Thr
Ser
Asn
310
Leu
Ala

Asn

Asn

Gly
Thr
Thr
Thr
55

Phe
Ser
Ala
Thr
Lys
135
Glu
Asn
Gly
Thr

Ser

. 215

Pro
Asp
Asp
Lys

Ser

295

Thr
Asn
Ser

Ser

Gly

375

Ser
Val
Asn

40
Gly

Gly

Leu
Ser
Ser
120
Ser
Gin
Thr

Ala

- 185

Ile

200
‘Leu

Arg

Leu

Gly

Ala

280
Val

Gly
Lys
Tyr
Val

360
Ala

Gly

Asn
25

Ser-
_Leu‘
Phe

Cys

‘Val
105
Ser
Ser
Ala
Gly
Ala
Thr
Val

Thr

val

Leu
265
Gly
Lys
Ala
Ser
Gin
345

Ser

Thr

117

Phe
10
Ser
Trp
Gly
Gln
Gly"
a0
Ala
Ser
Ser
Gly
Phe
170
Ile
Phe
Ile
Ala
Gln
250
Ala
Thr
Ser
Met
Arg
330
Gln
ala

Ile

Thr
Trp
Asn
Trp
Ala
75

Ala

Ser

Lys

-Ser'

Phe
155
Thr
Val
Arg

Asn

-Ser

235

Gly

Asn
Cys
Ser
Leu
315
Thr

Ser

.Gly

Thr

Gly

Ser

Asn
60

Asn
Thx
Ser
Ser
Ala
140
Cys

Gly

Trp
Phe
Gly
220
Trp
Asn
Ile
Ala

Ala

300

Thx
Lys
Asn
A_sn

Glu

3so.

Glu

val
Thr
45

Ser
Gly
Ala
Lys

Sex

125°

Pro
Arg
Asn
Ala
Ala
205
Gly
Ala
Asn

Asp

Gly
285

Ser
Leu
Trp

Gly

Ile
Ser
30

Len
Thr
Thr

Ser

Ile
110

Ser
Thr
Val
Gly
Val
120
Asn
Ser
Asp
Asn
Phe
270
Ala
Ala
Asp
Ser

Gly

© 350

Gly
365
Met

Gly

Val

Lys
15
Trp

Gly

Leu

Ala
Ser
a5

Ala
Ser
Ala
Asp
Tyr
175
Asn

Gly

Asn

Trp

Val
Gln
Gly

Ala

Gly

80
Ala

Ser
Ala
Ala

Gly
160

‘Thr

Ala
Gly
Gly

Gln

- 240

Leu
255
Ile
Val
Ala
Gly
Ala
335
Trp

Ser

Tyr

Gln

Lys

Ser

Ser
Asn
320
Ser
Pro
Ala

Leu
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15

Ala
385

Glu

Val

Tyr Lys

Arg
Len
Phe

Ala

Arg
Pro
Asn

Asn

ABla Ala

Asn

ES 2 545639 T3

Thr
390
Phe

Gly

Ile

405

Phe
420
Asn

Gln

Asp
435

Lys Arg

450

Arg
465
Lys
His
Glu

Thr

Ala
Ala
Gly
Ser

Gln

Lys Phe

Gln Trp

Tyr
Gly
Ala
Lys

Lys

Pro Leu

Met Ala

Asn

Asn

Thr

Lys
395 .

Tyr

Axrg

Asp

Ala

Val

400

Val
Lys

Tyr

Ser Ser
_ 410
Gly Gly
425

Ala Leu

440

FPhe
455
Ala

Pro
Thr
470

Gln Asn

485

Ala Thr

- 500
Leu Ser
515

Pro Gln

530

Asn
545
Ser
Met
Asp

Arg

Tpp
Ser.
Trp
Arg

Arg

Phe Asn

Lys Ala

Tyr Arg
580
Asp Gly
5985

Thr Gly

610

Ala
625

<210> 45
<211> 987
<212> ADN

Phe

Gly Lys

<213> Desconocido

<220>

Asp
Gly
Thr
Ser
Ser
- 565
,Ehe
Ser
Tyr

Lys

Tyr Gln

Ser Glu.

Gln
535
Ser

Ala

Fro
550
Thr Asn

Tyr Asp
Lys Phe

Asp
Val
Gly
Pro
Ser
520
Ile
Thr
Pro
Leu

Tyr

Thr Asp

Thxr Lys
Leu
490
Lys

Lys

Lys
508
Val Gly

Glin Thr

Tyx Leu

Ile Val
- 570
Asn Thr
585 .

Asp Ile

600

Ser )
615

Val Gly

630 -

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 45

atgactagac
cagteccaccey
gccgogeacg
aaggacatcyg
accatcgaca
gcaccggcgyg
ctcgaggege
tecgegetacy
gteteggegg
gctgecgteg
ctgaccgect
ttcgageacy
cgtoccgceega
gtcecgectec
ttetcgggge
gagggctacg
tggaagtegc

<210> 46
<211> 328

gcgecttcat
tgcgetggaa
tcgtcgecga
acatgacggc
acggcgecac
ctgeccgecca
agtatcccaa
tcacgttcaa
gagatgcgee
ccaagggggt
gatgcgegea
cgtcgectcag
cgccagegat
ctgacggacy
gagacagtgt
cgtggtacgg
ggcttceggg

cgeggttate
ggacgtgctc
cacggtygctyg
goecgeoggcyg
gaccacgcad

cacctacacg

cggcggetgyg
cgacgacgeg
gttcacgttc
ctcegteate
acacgacgay
cggcaacgayg
cgtcgocgeg
gtgggccega
cgtgcgctac
cacgtggecy
caagtag

Gly

Tyr

Gly Ala

Leu

tgtttetteg
gagecagtccg
ctgtatcaac .
gaccgcacte
atccgectge -
gcggocggegco
ccgecagttet
atgatgaacg
gtggacgaac
ctgaagtcge
atcaccctgg
tctgtegega
gtcgatgcgy
ttctacgagt
aaactecgagg
aggacgcttyg

118

Gln Tyr

Tyr Ala

Thr Val

Ser
Asp

Leu

Thr Gly
415
His Ala
430

Asp Phe

445

Phé
460
Val

Val

Gly
475
Thr Ala

Ala Arg

val ;le

Asn
Asp
Trp
Ala

Ala

Asp Thr

Tyr Ile
Ala
495
Glu

Cys

Tyr
510

Phe Leu

525

Ala Val
540
Glu Gly
555
Gln Lys

Asn Arg

Thr Lys

Lys
Tyr
Ala
Gly

Met

Ala Gly

Thr Tyr
Ser
575
FPhe

Gly

Phe
590

Ser Glu

605

Tyr Gly

620

cggeegtctyg
agggctggta
gtecatcecgy
cteecgegeg
tcgctegtge
ttegegggat
tcccectgeg
tgatgticet
aacgccgega
aggtccggat
caccgegtec
tegtgogett
cggtcgoctg
tcggtaccaa
agatcgaaca
ttgagaagat

Glu

Ser Ile

cgcgcacgeyg
ttecacgace
tggatggeccyg
tccagacgeg
ggectoeggygce
cgattacctg
caaggactat
gcetggacgag
ccgogogege
cgacgggacg
ggecgcgeace

cctgatgacc

gctcagacge

tcgtecgate

ggaacgtcag
gtaccctgeca

Ala’
Thr
Ala
Asp
Leu
48Q
Gln
Leu
Met
Leu
Asp
560
Arg
Serx

Glu

Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
260
287
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<212> PRT
<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obt~enido de una muestra ambiental
<221> SENAL

<222>(1)..
<221> DOMINIO

.(20)

<222> (21)...(328)
<223> Dominio catalitico

<400> 46

<210> 47

Met Thr Arg

i
Cys

Ser
val
Met
65

Thr
Ala
Ala
Gly
Thr
145
Val
Asp
Ser
Asp
Ser
225
Trp

Glu

<211> 1077
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>

Ala
Glu
Leu
S50

Thr
Ile
Ala
Leu
Trp
130
Phe
Ser_
Arg
Gln
Glu

210
Leu

‘Pro

leu

Phe

Tyr'
290
Tyr

Lys

His
Gly
35

Leun
Ala
Asp
Ser
Arg
115
Pro

Asn

Ala

Ala
Val
195
Ile
Ser
Pro
Arg
Gly
275
Lys
Gly

Ser

Arg

Ala
20
Txp

Tyr
Pro
Asn
Gly
100
Gly
Gln
Asp
Gly
Arg
180
Arg
Thr
Gly
Thr
Arg
260
Thr
Leu

Thr

Arg

Ala
Gln
Tyr
Gln
Pro
Gly
Ala
Ile
Phe

Asp

"165
JAla

Ile
Leu
Asn
Pro
245
Val
Asn
Glu
Trp

Leu
325

Phe
Ser
Ser
Axrg
Ala
70

Ala
Pro
Asp
Phe
Ala
150
Ala
Ala
Asp
Ala
Glu
230
Ala
Arg
Arg
Glu
Pro

310
Pro

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 47

Ile
Thr
Tﬁr
Pro
55

Asp
Thr
Ala
Tyr

Pro
135

‘Met

Pro
Val
Gly
Pro
215
Ser
Ile
Leu
Pro
Ile
295
Arg

Gly

Ala
{'al
Thr
40

Ser

Arg

Thr

Ala-

Leu
120
Leu

Met

Phe
Ala
Thr
200
Arg
Val
Val
Pro
Ile
280
Glu
Thr

Lys

Val
Arg
25

Ala
Gly
Thr
Thr
Ala
105
Leu
Arg
Asn
Thr

Lys
185

Leu

Pro
Ala
Ala
Asp
265
Phe
Gln

Leu

119

Ile
10

Trp
Ala
Gly
Pro
Gln
Ala
Glu
Lys
val

Phe

170

Gly

Thr

Ala
Ile
Ala
250
Gly
Ser

Glu

val

Cys
Lys
His
Trp
Pro
Ile

His

Asp
Met
155
Val
Val
Ala
Arg
Val

235
Val

Argl

Gly
Erg

Glu
315

Phe
Asp
val
Pro
60

Ala
Arg
'fhr
Gln
Tyr
140
Phe
AsSp
Ser
Trp
Thr
220
Arg
Asp
Trp
Arg
Gln

300
Lys

Phe
Val
Val
45

Lys
Arg
Leun
Tyr
Tyr
125
Ser
Leu
Glu
Val

Cys
205

Fhe

Fhe
Ala
Ala
Asp
285
Glua

Met

Ala
Leu
30

Ala
Asp
Pro
Leu
:I'hr
110
Pro
Arg
Leu
Gln
Ile
190
Ala
Glu
Leu
Ala
Arg
270
Ser
Gly

Tyr

Ala
15

Glu
Asp
Ile
Asp
Ala
Ala
Asn
Tyxr
Asp

Arg

175

Leu
Gln
His
Met
Val
255
Phe
Val
Tyr

Pro

Val
Gln
Thr
Asp
Ala
Arg
Ala :
Gly
val

Glu
160

Arg

Lys
His
Ala
Thr
240
Ala
Tyr
val
Ala

Ala
320
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15

atgaaaaatt
gggcaggtaa
gecatctgatyg
ggatggecta
atagatctta
atggtattcec
ttaaaaggac
taccctttaa
attcttatga
gataaagttt

‘acacagtaca

ttagaaccetg
aaaataacgt
gatgctgetg
accggagetg
tgggcgegtt
aaaaaatatt
aacgaaccaa

ttaaaaatat
acaaaaaatc
gagctgeaca

aaaatattga

agtctacgge
tctctaagat
ttaattattt
aaaaaggtta
tcttaaagaa
taaagcaggt

‘agcaaaagydg

caaatgcaag
tgttgetaat
tggcgtggtt
atggcaaaaa
tratggaact
cgettgctga
aagaagtttt

ES 2

tgtaggageg
ttggeggget
gattgcagat
aatgcagygaa
caaagaaagt
atataaacaa
gcttgaagea
ttatacccac
tattaaggaa
ategacagcet
tgtgettaca
ggcttttgag
gtctgtaaaa
tgaaaaasca
ggatagggta
dgataccaac
gataggtcat
aaagaaatac

<210> 48

<211> 358

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> SENAL

<222> (1)...(21)

<221> DOMINIO

<222> (22)...(358)

<223> Dominio catalitico

<400> 48
Met Lys Asn Phe Lys
1 ’ 5
Phe Cys Val His Gly

Asn Ile

Gln Vval

Asn Ala

35

Gln Ser Asp'Asp Trp

Ala Asp
S0
Asn Ile

65

Ile Asp

Asn Val
Glu Met

Leu Lys

Leu

Gln

Ser

Leu Tyr
55
Glu Pro
70

Thr Ala

85

Glu Val Phe

100

Thr Cys Gln Met

545639 T3

ttacttatat
attacacagt
aatgtattac
ccgettagtg
actacagata
aagcecgaag
cagtataaaa
attacctata
gatgecaact
tttgacagag
agctggtgtg
ttagcatcac
aatcegtcta
aaaattgaag
gtagtacaaa
aggccatttt
gaacgccgta
accaaatgga

Ala
10
Lys

val Gly
L&s
25

Ala

Asn

Fhe
40
Gln

Ser

Arg Ash

Leu Ser Glu

Glu Ser
90

Lys

Lys

Ser
105

Leu

120

ctgtaacgtt
ctaacgacga
tctatcagey
aggecygacaa
atggggetac
agaagtataa
atggtyggatg
atgacgatte
attacagtat
gcattgactg
tccagcacga
taagtggtaa
aagaggitgt
gcattaaagt
gggctgatygc
tttgegacag
acggatatgy
aaaacagtct

Leu Leu

Ser Trp

Asp Gly
.45
Gly
60
Asp

val

Ala
75
Thr Thr

Ile Tyr

ttgtgtgecac
tgecatggttt
caatgttggc
aaaaaagctg
gtgtcaggaa
agaggctitt
gccacagttc
tatggtaaac
tacgccaage
cattctaaaa
tgaggttaca
agaatctgcect
tgctgetgta
agaagaagta
cgaaccattyg
ggacggtata
ctggtacacc
taaatag

Ile
Arg

Ala

val
i5
Ile

Ser

Ala
30

Ala Gln

Thr

Thr

ILle

Gly Trp
Lys

Asp

Pro Lys
Leu
80
Ala

Lys Lys

Giy-
95

Asn

Pro

Lys

Gln
110

Lys

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

1020
1077
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Glu
Glu
Lys
145
Ile
Ile
Arg
Len
IAsn
225
Lys
Val
Glu
Arg
Met
305
Lys
Gly
Trp

<210> 49
<211> 1023
<212> ADN

Glu
Ala
130
Gly
Leu
Thr
Gly
Thx
210
Ala
Ile
Ala
Gly
Val
290
Glu
Lyé

Trp

-Lys

<213> Desconocido

<220>

Lys
115
Gln
Tyr

Met

Pro.

Ile
125
Ser
Arg
Thr
Ala
Ile
275
Val
Leu
TYr
Tyxr

Asn
355

Tyr
TYr
Tyx
ile
Ser

180
Asp

Trp
Ala
Leﬁ
val
260
Lys
Val
Asp
Ser
Thr

340
Ser

Lys
Lys
Thr
Leu
165
Asp
Cys
Cys

Phe

Levw
245

Asp
val
Gln
Thr
Leu
azs

Asn

Leu

ES 2 545639 T3

Giu
Asn
His
150
Lys
Lys
Ile
Ala
Glu
230
Leu
Ala
Glu
Arg

Asn

310

Ala
Glu

Lys

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 49

Ala
Gly
135
Ile
Asn

Val

Leu

Cln

215
Leu

Met
Ala

Glu

‘Lys

Phe Leu
120
Gly Trp

Thr Tyr

Ile Lys

Leu Lys
185
Thr
200
His Asp

Ala Ser

Sex Val
Ala
265
Thr

Val

Val

. 2B0

‘Ala

295
Arg

Glu

Pro

Asp Ala

Pro.Phe
Ile Gly

Lys Glu
345

Lys

Pro
Asn
Glu
170
Gln
Gin
Glu
Leu
Lys
250
Trp
Gly

Glu

Phe

ﬂis
330
Val

Gly
Gln
Asp
155
Asp
Val
Tyrx
Val
Ser
235
Asn
Phe
Ala
Pro
Cys
315
Glu

Leu

Leu

Phe

. 140

Asp
Ala
Ser
Lys
Thx
220
Gly
Pro
Glu
Asp
Leun
300
Asp
Arg

Lys

Asn:

125
Tyr

-Sérl

Asn

Thr

Gln

205

Leu
Lys
Sér
Lys
Gly
285
Trp
Arg
Arg

Lys

Tyr
Pro
Met
Tyr
Ala
190
Lys
Glua
Glﬁ

Lys

Leu
Léu
Val
Tyr
175
Phe
Gly
Pro
Ser

Glu

- 255

Thr
270

Lys
Ala
Asp
Asn

Tyr
350

Lys

Lys
arg
Glg
Gly

335
Thr

Leu
Lys
Asn
160
Ser

Asp

Val

-Ala

Ala
240
val
Ile
Asp
Phe

ile

1320

Tyr

Lys

atgttaagtt
accaaaaatt

‘aaacagttgg

cagcagatca
gaaataactg
gtagaaaagg
tactacccaa
aatgcattac
ccecatatttg
acacaggtca
ttacaacctg
tccatcgttce
catgcaatac
gatagggtga
gcgegatttt
daatacaact
tggccggaaa

taa

<210> 50

tcatcgcggt
cagtggccga
tagacaaaag
agaaaacaga
aattgatcaa
ggattgcata
ataaattata
tagtgcttta
tgtcaaaagec
tacaagacgg
ctcaggcaag
getttctecat
aatggttega
ctggaaaata
atzatctega
ttgaggaggt
agctgatcca

atcagtgttt
aaagatgett
tgtegtigat
tattgatcat

ggcttttaag

tattttatcg
ctatagagct
caaagtagcc
gcaaaaagca
aaaaaggagt
aaagtttgaa
gctacagecet
acagcatgat
tcaacggcaa
agacaaccgce
ttcagaggayg
aaaggactat

cataattact
cagtaccagt
tacagtcttc
gctacgctcg
gacactaaaa
gctcaatatg
gagataacat
aataagcgag
gttgaaaaqgqg
atttgggcty
ccagetteat
gcaaccactg
attgaaggtt
cttgtcgeag
ccattgtttg
cgtagaaatg
ccaaaatgga

121

gcacagggca
tgtcaaatgy
cattaacgaa

acaacagtgc

ataaggcata
agaatggcgg
acaacgatga
aggggtttga
gtataacctqg
cgcaatacga
tgagcacaag
aaattaagca
accgtttcga
atcggacttc
gagatcggga
gctatgetty
aaaaacaata

gacagcgtec
cgectggecce
agagcgecta
gacaacccgg
trtgactget
atttccacaa
tgcgatgatce
ggctatcaat
tatcctaaaa
tcagaacact
tgaatctgtt
agcgatcgaa
ccgcatacaa
cacgatttgg
caatacaate
gttcggeaac
caaaattaaa

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

- 960
1020

1023
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<211> 340
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(16)
<221> DOMINIO
<222> (17)...(340)

<223> Dominio catalitico

<400> 50
Met Leu

1
.Gln Thr

Gln Leu

Val Asp
50

Lys Thr

65

Glu Ile

Tyr Leu
Tyr Glu
Arg Ala
130
Val Leu
145
Pro Ile
Cys Ile

Ala Ala

Phe Glu’

210
Phe Leu
225
His ala

Asp Arg
Ala Asp

Asn Arg
250

Glu Glu-

305

Tep. Pro

Ser

Ala
Ser
35

Tyr
Asp
Thr
Thr
Asn
115
Glu

Tyr

Phe

Leu
Gln
195
Pro
Met
Ile
Ile
Arg
275
Pro

Val

Giu

Phe

Ser
20

Asn
Ser
Ile
Glu
Ala
100
Gly
Ile
Lys
val
Lys
180

‘Tyr

Ala
Leu
Gln
Gln

260
Thr

Leu

Ser

Lys

Ile
5
Thr

Gly

Leu

Asp

Leu.

8s
Val

Gly
Thr

V’al

Sexr

165
Thr

Asp
Ser
Gln
Trp
245
Asp
Ser
Phe
Glu

Leu

Tyr Lys Ile Lys
340

<210>51
<211>1131

<212> ADN

<213> Desconocido

Ala
Lys
Ala
Pro
His
70
Ile
Glu
Phe
Tyr
Ala .
150
Lys
Gln
Gln
Lieu
Pro
230
Phe
Arg
Thr
Gly
Glu

310
Ile

325

val
Asn
Trp
Leu
55

Ala
Lys
Lys
Pro
Asn
135
Asn
Ala
Vai
Asn
Ser
215
Ala
Glu
val
Ile
Asp

295
Arg

Gln

Ser

Ser

Pro
-40

Thr

Thre

Gly

Gln

-120

Asp

Lys

Gln
Ile

Thr
200

Thr-

Thr
Gln
Thr

Trp

280

Arg

Arg

Lys

Val
Val
25

Lys
Lys
Leu
Phe
‘Ile
105
Tyr
Asp
Arg
Lys

Gln

185

Leu
Ser
Thr
His
Gly
265
Ala
Asp

Asn

Asp

122

Phe

10

Ala,

Gln
Glua
Asp
Lys
20 -
Ala
Tyx
Ala
Glu

Ala

His

Glu

Leu

Arg

Asn

75

Asp
Tyr
Pro

Met

Gly

155
Val

170

Asp
Gln
Glu
Glu
Asp
250
Lys
Arg

Asn

Gly

Tyr Pro

Gly
Pro
Ser
Ile
235
Ile
Tyxr
Fhe
Thr
Tyr
315

- 330

Asn
Lys
val
Leu

Ser

“Thr

Ile

BAsn

Ile
140
Phe

Glu

Lyé

Ala
Val
220
Lys
Glua
Gin
'l‘y'r
Ile
300
Ala

Lys

Tyr
Met
As;;
Gln
Ala
Lys
Leu
Lys
125
Asn
Glu
Lyé
Arg

Gln

205

Ser
Gin
Gly
Arg

Asn

Cys

Leu

Lys
Gln

Thz

Asn

Ser
110
Leu

Ala

Ala

Gly
Ser
190
Ala
Iie
Ala

Tyr

“Thr

15
Gln

Ser
Ile
Thr

Lys
95

Ala.

Tyr
Leu
Ile

Ile
175

Tle

Arg
Vval
Ile

Arg

- 255

Gln
270
Leu

285 |

Lys

Trp.

Trp

Tyr
Phe

Lys

Leu
Glu
Asn
Gly

Lys

Gly
Tyr
Val
Lys
Arg
Ala
Gln
Tyr -

Leu

Asn .

160 -
Thr

Trp
ﬁys
Arg
Glu
240
Phe
val
Asp -
FPhe
Asn

320
Gln

335
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123

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<400> 51
gtgacgtggg atcagatcct tegtcagect gecgectggt acggeggtcoc ggaagegcega 60
cggatcgega atctggtect goctgtaccag cgogegacgg ggggetggcce caagaacatc 120
gacatggcge ggtegttgte teeggacgat cgcacgacgce tegeggegga acgggeectce 180
accgactcega ‘cgatcgacaa tggatcgacg acgacgcagt tgoggtttct cgcgatggtg 240
cagcacgccc agcaggcace cgtgcgegace gecatcacge acggectgga ctatctgetg 300
aacgcegcaat actcgaacgd cggatggecg cagtactttc cgctccgaga cgactactcy 360
cgteacatca cgttcaacga cgacgegatg atcaatgtaa tgacggtget acgecgatgtce 420
gcagaagctc gcatgecctt cgaagggate gacgcggteco gtegggaceqg ggegegtgtco 480
gccatcacge gtggcatega cgtgattcte gggacgcaaa tecgegtegg ggaccgtctg 540
acgggctggt gccagcagcea tgacgagcge tccctcgecc ccaccaagge togcegectac 600
gagcacccat cgatcgccag caaggaaacyg gtaaccatca cgcgettect catgacccte 660
gatcgcoecga gtcageagat catcegeggeyg atcgaggoegg ctghtcgaghg gttgegegtg - 720
gcgacectgt cgagtgtgeg agttgagegt cyggecggacc cggecgagtec gaccggatat 780
gacgtegteg cegegeocgga tgecgoccgea coteegacct gggcacggtt ctacgagatce 840
ggcacgaace goccaatgtt ttccggeocge gacggegtga tcagattccocg getegeggac 900
atcgagatty agcgecgcac cggctacage tggatgggeg actatgeege gaggtigetg 960
aacgaggagt atccegygcgtg ggcgaggcta cgecgggega getttcagaa cgecgagetyg 1020
cacaaggagt ccggtgaagt cgtacacacg gcgatcgtge acgatcttge cttecttgat 1080
gtcgaagaca aagaccagec gcagccgaaa gtgetttteg ctgggegata g 1131
<210> 52
<211> 376
<212> PRT
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> DOMINIO
<222> (1)...(376)
<223> Dominio catalitico
<400> 52
Met Thr Trp Asp Gln Ile Leu Arg Gln Pro Ala Ala Trp Tyr Gly Gly
1 - 5 10 - 15 :
Pro Glu Ala Arg Arg Ile Ala Asn Leu Val Leu Leu Tyr Gln Arg Ala
20 25 - 30
Thr Gly Gly Trp Pro Lys Asn Ile Asp Met Ala Arg Ser Leu Ser Pro
35 40 45
Asp Asp Arg Thr Thr Leu Ala Ala Glu Arg Ala Leu Thr Asp Ser Thr
50 . 55 . . 60
Ile Asp Asn Gly Ser Thr Thr Thr Gln Leu Arg Phe Leu Ala Met Val
65 70 15 80
Gln His Ala Gln Gln Ala Pro Val Arg Asp Ala Ile Thr His Gly Leu
B 85 ' 90 : -
Asp Tyr Leu Leu Asn Ala Glan Tyr Ser Asn Gly Gly Trp Pro Gln Tyr
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. Phe
Bla

Met
145

Ala

‘Gly

Ala

Glu

Gln.

225
Ala

Pro
Thr
Gly
Arg
305
Asn
Asn
Val
Pro
<210> 53

<211> 1977
<212> ADN

Pro

Met
130
Pro
Ile
Asp
Pro
Thr

210
Gln

Thr

Thr

Trp

Arg
250
Arg
Glu
Ala
His

Lys
370

<213> Desconocido

<220>

- 100

Leu
115
Ile
Phe
Thr
Arg
Thr
195
Val
Ile
Leu

Gly

Ala

275

Asp
Thr
Glu
Glu
Asp

35%
Val

Arg
Asn
Glu

Arg

Asp

Val

Gly

Gly

" 165

Leu
1890

Lys

Thr

Ile

'Ser

Tyr
260
Arg
Gly
Gly
Tyr
Leu
340

Leu

Leu

Thr
Ala
Ile
Ala

Gly

~245

Asp
Fhe
Val
Tyr
Pro

325
His

JAla

Phe

ES 2 545639 T3

Asp
Met
Ile
150
Ile
Gly
Arg
Thr
Ala

230
val

val

Tyr
Ile
Sef
310
Ala
Lys
Phe

Ala

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 53

Tyr

Thr

-135
Asp

Asp

Trp
Ala
Arg
215
Ile
Arg

Val

‘Glu

Arg
295
Trp
Trp
Glu

Leu

Gly
375

atgaataact
ctcgecactygg
tggggctetyg’
aattggtcetyg
ctgagcggat
aaagcttcag
ggaaccttgt
gtagcgagta
agectctaaat
gecggtttet
aatggctaca
cccaacagca
aatggttcgt
accggcgeat

caacaaaaaa
caatcgcatce
gctttacecgg
tgtcttggca
caaatcctta
caagttttgg
gtggtaccag
gcgtigectgt
ccagcagcag
gccgtgtaga
ccaacaccac
gecgotacac
tattaattaa
gggcaacctg

aatgattcgg
acccteatgyg
agaaattaaa
ggaatcagge
taccgecaaca
ttttcaagea

cacatcatca’

atcaagcagt
tgtgccgaca
tggcattgea
taatgcgecaa
cctcacctte
cgacggaage
gcaaaccgte

1056

Ser Arg His

120 .
Val Leu Arg

Ala V&l Arg

Ile Leu
170
Gln

Val
Gln
~ 185
Tyr Glu

200 -
Fhe Leu

Cys

Met

Glu Ala Ala

Val Glu Arg
250
Ala Pro
265

Gly

Ala
lie Thr
280

Phe Leu

Arg
Met Gly Asp
Ala -Leu
. 330
Glu

Arg
Ser Gly
345

Asp Val

360

Arg

ccactcaagg
geggettget
gtaaccaacy
gtgaccgtca
tcactcgggt
aatggaacag
acaggtacat
aaatcatcaa
gtttcatcat
actgaaagta
ggcgetgcaa
cgttatgceca
aatggtaact
agtgttgaag

124

His

Glu

Ile
Asp
Aryg
155
Gly
His
Pro

Thr

Val
235

Axg

Asp

Asn

Tyr
315
Arg
Val

Asp

Thr
Val
140
Asp
Thr
Asp
Ser
Leu
220
Glu
Pro

Ala

Arg

Asp
300
Ala
Arg
Val

Lys

Phe
125
Ala

Arg

.Gln

Glu

Ile
205
Asp
Trp
Asp
Ala
Pro
285
Ile
Ala
Ala
ﬁis

Asp
365

110
Asn

Glu
Ala
Ile
Arg
190
Ala
Arg
Leu
Pro
Ala
270
Met
Glu
Arg
Ser
Thr

350
Gln

Asp
Ala
Arg
Arg
175
Ser
Ser
Pro

Arg

Asp

Arg

val

160
Val

Leu
Lys
Ser

Val

© 240

Ala
255"
Pro
Phe
Ile
Leu
Phe
335
Ala

Pro

Ser
Pro

Ser

Glu

Leu

320

Gln

Ile

Gln

catcttttge
cttacagegt
atacaacatc
ctaacgcatyg
ggaacggaac
cgggegeace
cctcagttge
gctetgttge
tcactattca
ctaacactgg
ttgaatggge
atgetggtac
acacagtgca
tggatttggt

cttgggcgct
aaccaataat
gactgtaaat
gaatgcaaca
tctcacteca

gaaagtaaat
accttcatce -

aaccatcagt
ggaagagcaa
ctatacaggt
aattaatgct
cagctaatcge
attgeccaagt
gcaaggeaat

60

120

180
240
300

. 360

420
480
540
600
660
720
780
840
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15

20

aatattttga

attgaaggcg

tcaattaaat
acactggatg
agcagagctg
gactacaact
gcaaccataa
taccgegacy
gctttaccge
aatggtatgg
gataacgata
gtcgattaca
caacacggtg
agtggtagtyg
attgaagcag
aattacactt
aaaatgtggt
ggcagcaagt
ggtggtgact

<210> 54
<211> 658
<212> PRT

aactcgette
cacaagccaa
caagttccag
gtaaccctge
acatcgtact
cggtaggete
ccgaaatggt
ccgtgegcag
agttttatec
cttacgegtt
ttttctctga
tattzaaagce
ctaatgatta
aatctgtegg
ctgtgcgtge
acgattectte
atcgctttta
tctacgacat

acggcagcte

<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

gettactget
agctggtgta
ttcatcatcy
tgcaaactgg
ttcgtatcag
aggtaatggt
gtacctecgct
agcagcegaat
gctgaaaggt
gactgttcty
ctctgaccege
gcaatggaaa
tcaaccgaaa
tgtacteget
aggtgtggcc
caaagettcg
tgacctgaat
cacccaaatg

gattatcagc.

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222>(1)...(31)
<221> UNION

<222> (32)...(124)

<223> Mbdulo de unién a carbohidratos

<221> UNION

<222> (180)...(303)

<223> Médulo de unién a carbohidratos

<221> DOMINIO
<222> (304)...(658)

<223> Dominio catalitico

<400> 54

Met Asn Asn Ser

1
Ala

Leu

Cys

Ile

Ser

Lys

Ala
20
Ser

Gly

Tyr
35 .

vVal Thr

50

Ser
65

Leu
Thr

Thr

Trp
Ser
Leu

Ala

Gln Glu

Gly Ser

Ala Pro
100

Gly Ala

Thr Lys Lys

Leu Ala Leu

Val Thr Asn
Thr
55

Val

Asn Asp

Ser Gly

Asn Pro
85

Lys

Tyr

Ala Ser

Pro Lys val

gatggecttg
tgcagcacta
tccagctcaa
tttaataaat
caatcaaatg
ggtagcgaca
gaagtgtata
tttattgtga
ggttacgecag
gatttcgcgg
agcaaattta -
cagaatggaa
aaagcgegtyg
ttcttaatga
tggtttaata
accaatccaa
accaaccgcyg
tcagaagage
ttcgcacaaa

Met Ile
10
Ala Ile
- 25
Asn Trp
40
Thr Ser

Thr Val

Thr Ala

90
Ala Ser
105

Asn Gly

125

Arg

Ala-

Gly
Thr
Thr
Thr
Phe

Thr

cgaatataga
cggtaagtag
ctgcagcagt
ccagaaccaa
gtggctggcce
gcggeactat
aaaatggcay
gttcacaata
atcacgcectac
taaataaacg
aaactgetgt
aattaaccgt
cttacgagtt
ctcaaccaca
gcccaagcac
tcgtgccaaa
gtttctteag
gtegeactgg
aagtgggata

Pro Leu

Ser Pro

Ser Gly

Lys
Ser

Phe

ttcattaaaa
cagctcttceg
aaaaacatta
gtggaatgtce
aaaaaatttg
tgataatggt
gaataccaaa
cagcactggt
ctttaatgat
cgegecattt
taccaaaggc
atggtgcgca
agaatcattg

aaccacgcaa’

ctacttgaat
atccggaagce
tgatcgtgac
ttacagttgg
tctctaa

Ala
15
Trp
30
Thr

Ser Fhe

Ala Ala

45

Val 3sn
60
Asn Ala
75

Ser Leu

Gly Phe

Leu Cys

Asn
Trp
Gly
Gln

Gly

Trp
Asn
Trp

Ala
110

Thr.

Gly Glu
Ser Val

Ala Thr
80

Asn Gly

95

Asn Gly

Ser Thr

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1360
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1977



Ser
Val
145
Ser
Gln
Ser
Ala
Arg

. 225
Asn

Gln

Glu
Thr

Gln
305

Ser

val
Lys
Tyr
val
385
‘Bla
Gly
Val
‘Lys
Tyr
465
Asp
Val
Gly
Pro
Ser
545
Tle

Thr

Ser-

130
Ala

Ser
Glu
Thr
Gln
210
Tyr
Gly
Leu
Val
Ala
290
Bla
Tle
Lys
Ser
Gln
370
Gly
Thr

Asn

‘SBer

Gly
450
Ala

Asn

Thr
Lys
Lys
530
Val
Glu

Tyr

115
Thr

val
Lys
Glu
Asn
195
Gly
Thr
Ser
Pro
Asp
275
Asp
Lys
Lys
Thr
Arg
355
Gln
Ser
Tie
Thr
Ser
435
Gly
Leu
Asp
Lys
Leu
515
Lys
Gly
Ala

Leu

Gly
Ser
Ser
Gln
180
Thr
Ala
Leu
Leu
Ser _
260
Leu
Gly
Ala
Ser
Leu
340
Thr
Ser
Gly
Thr
Lys
420
Gln
Tyr
‘I‘i‘:r

Ile

Gly

300
Thr.

Ala
Val
Ala

Asn
580

Thr

Ser

Ser
165

Ala
Gly
Ala
Thr
'I.eu
245
Thr
Val
Leu
Gly
Ser
32_5
Thr
Lys
Asn
Asn
Glu
405
Tyr

Tyr

Ala

val
Phe
485
val
Val
Arg
Leu
val

565
Asn

ES 2 545639 T3

Ser
Ser
150
Ser

Gly

Tyr

Ile

Phe
230
1le
Gly
Gln
Ala
Val
310
Ser
Leu
Trp
Gly
Gly
390
Met

Arg

‘Ser

Asp
Leu
470
Ser
Asp
Trp
Ala
Ala
550
Arg

Tyxr

Ser
135
Lys
Ser
Fhe
Thr
Glu
215
Arg
Asn
Ala
Gly
Asn
295
Cys
Ser
Asp
Asn
Gly
375
Gly
Val
Asp
Thr
His

455
Asp

Asp I

Tyr
Cys
Tyr
535
Phe
Ala

Thr

120
val

Ser
val
Cys
Gly
200
Trp
VL
Asp
Trp
Asn
280
Ile

Ser

Ser

Ala
Ser
Pro
Arqg
185
Asn
Ala

Ala

Gly

Ala
265
Asn
Asp
Thx

Ser

Gly BAsn

Val
360
Trp

Ser

345
Ser

Pro

Asp

Tyr Leu

Ala

Vval
425

Gly Ala

440
Ala

Phe
Ser
Ile
Ala
520
Glu
Leu

Gly

Tyr

Thr
Ala
Asp
Leu
505
Gln
Leu
Met
Val

Asp
585

126

Fro

Ser

Thr

170

Val
Gly
Ile
Asn
Ser

250
Thr

Ile

Ser
Thr
Ser
330
Pro
Arg
Lys
Ser
Ala
410
Arg
Leu
Phe
val
Axg
490
Lys
His
_Glu
Thr
Ala

570
Ser

Ser
Ser
15%
val
Asp
Tyr
Asn
Ala
235
Asn

Leun
Len
Val
315
Ser

Ala

Ala

Gly
395
Glu

Axg-

Pro
Asn
Asn
475
Ser
Ala
Gly
Se.f
Gln
555
Trp

Ser

Ser
140
Val
Ser
Gly
Thx

Ala

- 220

Gly

Gly

Gln

Lys
Lys
300
Ser
Ser
Ala
Asp
Leu
380
Thr
val
Ala
Gln

Asp

460"

Lys
Lys
Gln'.
Ala
Leu
540

Pro

Phe

Lys

125
Val

Ala
Ser
Ile
Asn
205
Pro
Thr
Asn
Thr
Leu
285
Ile
Ser
Ser
Asn

Ile
365

-Asp

Ile

Tyr
Ala
Phe
445
Asn
Arg
Phe
Trp
Asn
525
Ser
Gln
Asn

Ala

Ala,

Thr
Ehe
Ala
190
Thr
Asn
Ala
Tyr
Val
270
Ala
Glu
Ser
Thr
Trp

350
Val

Tyr-

Asp

Lys
Asn
430
Tyx
Gly
Ala
Lys
Lys
510
Asp
Gly
Thr

Ser

Ser
580

Ser
Ile
Thr
17%
Thr
Thr
Ser
Asn
Thr
255
Ser
Ser
Gly
Ser
Ala
335
Phe

Leu

Asn

Asn

415 -

Phe

Pro

Met

Pro

Thr
495

Gln

Tyr
Ser
Thr
Pro

575
Thr

‘ser

Ser.
160
Ile
Glu
Asn
Ser
Arg
240
Val
Val
Leu
Ala
Ser
320
Ala
Asn
Ser
Ser
Gly
400
Gly
Ile
Leu
Ala
Phe
480
Ala
Asn

Gln

Glu

Gln
560
Ser

AsSn
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15

20

25

Pro Ile Val Pro Lys Ser Gly Ser Lys Met Trp Tyr Arg Phe Tyr ASp
595 600 605 :
Leu Asn Thr Asn Arg Gly Phe Phe Ser Asp Arg Asp Gly Ser Lys Phe
610 _ " 615 : 620
Tyr Asp Ile Thr Gln Met Ser Glu Glu Arg Arg Thr Gly Tyr Ser Trp
'625 : 630 . 635 ' : 640
Gly Gly Asp Tyr Gly Ser Ser Ile Ile Ser Phe Ala Gln Lys Val Gly
- 645 650 : 655
Tyr Leu
<210> 55
<211> 1125
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<400> 55
gtggtcctag gtaataacgg cggcagettyg agttgegtece aatatattgt gattgtgaaa 60
ggacccggtyg gacctcgace goeggtgaaa ccoggcegtce aggegocccgt tagggttace 120
tggagcgeat gectagtcocca geggoccgaa tggtacggga gtgacgaage gatccgeatc . 180
geggacaacg tcoctoctota ccagegeaac accggegggt ggccgaagga catagatatg 240
éccgachca tcccggaaca caggaagtce tttttectca ccgagaagga gcggaccgat 300
gactcgacca tcgacaacgg tgccaccgtbg acccagctca agtatctege cegegtcectac | " 360
aaggegacca ggctggaacg gttcaaggag ggettcctca aaggtctega ctacctettg 420
gecégeccagt acccgaacgg oggotggece cagtattate qtaacttgég gggctactac 480
gccaacatca cttataacga caatgccatg gtgaacgtgec tcaccctcct ccagageatc 540
gccaaaaagg'gcccggagta cgacttcecgtc gacccggecge gococgggagaa ggoecgecedg 600
gocogtggcga aagggatega ctgcatccte aagacccaga tccgtgtcaa tggaaaactt 660
accgectggt gegocccagea tgacceccaag acgctggege ecgegecgge ccgttegtat 720
gagcttgagt ccatcagegg tttogagage gtegggatcg tcoeggttctt aatgagecte 780
gagaatccga gcccgaaggt catcgaggcy gtagaggecy ccgtgaaatg gttcegaggag 840
gtcaagctta cegggatcaa ggtggtegag aaaccegace cgteccttee gggeggttac 900
gaccgegtgyg tggtcgaaga ccccaacgeg ccgeccatect gggeccggtt ctacgagate | 960
ggcaccaace gtcccttett ctgcggecge gatggtatca aaaaatacag cctggcggayg 1020
atcgaacacyg aacgccegggt cggttactec tggtacacea atgecccegge ctacctcatce 1080
gagaaggagt atccgctectg gocgggccaaa caccctacca agtaa 1125
<210> 56
<211> 374
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> DOMINIO

<222> (1)...(374)

<223> Dominio catalitico

<400> 56

127
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<210> 57

Met
Val

Val

Pro

Leu
65
Ala

- G1ln

Leu
Lys
Pro

145
Ala

Leu

Ala

Ile

Ala
225
Glu
Leu

Ala

Val

Val
Tle

Gln

Glu
50

-Leu

Glu
Axg
Lys
Glu
130
Asn
Asn
Gln
Arg
Leu
210
Gln
Leu
Met

Ala

Glu

T 290

Val
305
Gly
Ser
Thr

Ala

<211> 1170
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>

.Glu

Thr

Leu

Asn

Lys
370

Leu
val

Ala
5.

Trp
Tyr
Pro
Thr
Tyrx
115
Gly
Gly
Ile
Ser
Arg
195
Lys
His
Glu
Ser
Val
275
Lys
Asp
Asn
Ala
Ala
355
His

Gly
Lys

20
Pro

Tyr
Gln
Ile
Asp
100
Leu
Phe
Gly
Thr
Ile
180
Glu
Thr
Asp
Ser
Leu
260
Lys
Pro
Pro
Arg
Glu
340

Pro

Pro

Asn
GlLy

Val

Gly
Arg
Pro
85

Asp
Ala
Leu
Trp
Tyz
165
Ala
Lys
Gln
Pro
Ile

245
Glu

Trp
Asp
Asn
Pro
325
Ile
Ala

Thr

ES 2 545639 T3

Asn
Pro

Arg

Ser
Asn
70

Glu
Ser
Arg
Lys
Pro
150
Asn
Lys
Ala
Ile
Lys
230
Ser
Asn
Phe
Pro
Ala
310
Phe
Glu
Tyx

Lys

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 57

Gly

Val

Asp
55

Thx
His
Thr
Val
Gly

135
Gln

Asp-

Lys
Ala
Arg
215
Thr
Gly
Pro
Glu
Ser
295
Pro

Phe

His

Leu

Gly Ser

Gly Pro
25

‘Thr Trp

40

Glu Ala

Gly Gly

Arg Lys

Ile aAsp
. 105

Tyr Lys

120

Leu Asp

Tyr Tyt

Asn Ala

‘Ala Pro

185
Arg Ala
200
Val Asn
Leu Ala
Phe Glu
Ser Pro

265
Glu Val
280 -
Leu Pro
Pro Ile
Cys Gly
Glu Arxg

345
Ile Glu

360

128

Leu
10
Arg

Ser

Ile.
Trp
Ser
S0

Asn

Ala

. Tyr

Pro
Met
170
Glu
Val
Gly
Pro
Ser
250
Lys
Lys
Gly
Trp
Arg
330
Arg

Lys

Ser
Pro

ala

Arg
Pro
75

Phe
Gly
Thr
Leu
Asn
155
Yal
Tyr
Ala
Lys
Ala

235
Val

Val-

Leu

Ala
315
Asp
Val

Glu

Cys
Pro

Cys

Ile
60
Lys

Phe

Ala'

Arg

Leu
140
Leu

Ash

Asp
Lys
Leu
220
Pro

Gly

Ile

Thr

Tvyxr
300

Arg.

Gly

Gly

Tyr

val
Val

Leu
45

Ala
Asp
Leu
Thr
Leu
125
Ala
Arg
val
Phe

Gly

Gln
Lys

30
val

Asp

Ile

Thr

Val

-110

Glu

Ala

Gly

Leu

‘Val

150
Ile

205 -

Thr
Ala
Ile
Glu
Gly
285
Asp
Phe
Ile
Tyr

Pro
365

Alg

Arg

Val'

Ala
270
Ile
Arvg

Tyr

Lyé

Ser
350
Leu

Tyr
15
Pro

Gln

Asn
Asp
Glu
95

Thr
Arg
Gln
Tyr

Thr

175

Asp
Asp
Trp
Ser
Arg
255
Val
Lys
Val

Glu

‘Ile
Ala

Arg

Val
Met
80

Lys
Gln
Phe
Tyr
Tyr
160
Leu
Pro
Cys
Cyé
Tyr
240
Phe
Glu
Val
Val

Ile

320

Lys
335
Trp

T2p

Tyrx .

Tyr
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atggacaaac
cecgaaaatt
ctcgaaaaaa
cegetetggt.
aaagacaacg
cgcgaaaage
acctacacgc

cocgecgacea
gegtcegeagt
acgcacatca
‘gccaaaaaga
teggteogaaa
acggtttyyg
gaaccggttt
tcaaagcceg
aacaaaatcyg
aaaaacgcgc
atcgggegeg
ggctacgegt
ctggaaaaaa

<210> 58

<211> 389

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

gcgtcaaatg
tectcaaagyg

caaaacctga

atcaaaccga
geggctggga
tcgccaaaga
aagtcgettt

atttececcgaa
acgaatcggg
cgttcaacga
aggaagacta
aagcgctgec
cggcgeagta
ctttaacggc
accaggegac
aaggcattcg
cgecgattitg
acgccatcat
ggtacgtctc
ttaaaaaatc

ES 2 545639 T3

gattcatcag
caaagacgge
ctggcagcte
tgaagcggeg
aaaaaatcte
aaaatcgaac
tctcgecaaa

acataaggaa
cggctttoeg
cgatgcgatg
tetttttgtt
gctgattctg
tgacgaaaac
gggcgaatcg
gattgacgcg
atgggtgcgce
ggcgeggttt
tegttacgac
ggagccgaac
agtaaagtaa

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (1)...(389)

<223> Dominio catalitico

<400> 58

ctttcaaaag
tggaateccga
gttacgtgga
cgcattgcey
gatatgacgg
acgtcggaaa
gtcattacgg

gettttttca

.cagttttatc

attggegttt
dgacgaagaac
aaattgcagg
acttttaaac
gtcggecateg
attgaatctg
dgaaaacggcyg
tacgaaatcyg
gtgtctgaaa
gagctgcttyg

129

aagaagcaaa
aaaaggcgga
acgacgegtt
accaggtgat
cgatgctcac
cgacgatcga
gcagecttgea

agggcttgga
cgctcaaaaa

tgaaggtttt
gecegectgaa
ttgaagtegg
cegcagegge
tecggtttit
ccattceagtg
aaaaccgegt
aaacgatgaa
tcgaagecga
aaaaagatta

gcagttcgag
tgaccygctgg
acgccaggeg
tttgtaccag

gcaagccgaa

caaccgeacg
gaaaacgact

ttacctgete
aggttattac
gcgcgaaatc
agcyggaaaaa
cggcaaaaaa
gcgaaagttt
aatgtacgat
gtatcgcgeg
cgtcaaggac
gccgatitte
gegeogeaac
cccgaaatygg

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1170
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Met Asp
Lys Gln
Pro Lys

Gln Leu
50
Gln Thr

Lys Asp
Thr Gln

Glu Thr

Ala Lys
130
Phe Pro
145
Ala Ser

Lys Gly
Val Leu

Fhe Val
210
Ala Leu
225
Thr Val

Ala Arxg
Ile val

Asp Ala
290

Gly Ile

305

Lys Asn

Lys Pro
Glu Ile

Pro Asn

370
Lys Lys
385

<210> 59

<211> 1080

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

Lys Arg

Phe
Lys
a5
Val
Asp
Asn
Ala
Thr
115
Val
Lys
Gln
Tyr
Lys
195
Asp
Pro
Trp
Lys
Arg
275
Ile
Arg
Ala
Ile
Glu
355
Glu

Serxr

Glu
20

Ala
Thr
Glu

Gly

Val
5
Pro
Asp
Trp
Ala

Gly

© B85

Glu
100
Ile
Ile
His
Tyr
Tyr
180
Val
Glu
Leu
Ala
Phe
260
Phe
Glu
Trp
Pro
Phe
3490
Ala

Leu

Val

Arg
Asp
Thr
Lys

Glu

165

Thr
Leu
Glu
Ile
Ala
245
Glu
Leu
Ser
Val

Pro

.325.

Ile
Glu
Leu

Lys

ES 2 545639 T3

Lys
Glu
Asﬁ
Asﬁ
Ala
70

Trp
Glu
Asn

Gly

Glu

150
Ser

His
Arg
Arg
Leu
230
Gin
Pro
Met
Ala
Arg
310
Ile

Gly

Trp
Asn
Arg
Asp
55
Arg
Glu
Lys
Aryg
‘Ser

135
Ala

Gly

Ile
Glu
Arg
215
Lys

Tyr

val

Tyr
Ile

295
Glu

Trp

Arg

Arg Arg

Glu

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 59

Lys
375

Ile His

Phe Leu
25

Trp Leu

40

Ala Leun

Ile Ala
Lys Asn

Leu Ala
105

Thr Thr

120

Leu Gln

Phe Phe
Gly Phe
Thr Phe -
185
Ile Ala
200
Leu Lys
Len Gln
Asp Glu
Ser Leu
265
Asp Ser
280
Gin Trp
Asn Gly
Ala Arg

Asp Rla
' 345

"Asn Gly

360°
Asp Tyr

130

Gln
10

Lys
Glu
Arg
hsp
Leu
Lys
Tyr
Lys
Lys

Pro

170 .
Asp.

Asn
Lys
Ala
Val
Asn
250
Thr
Lys
Tyr
Glu
Phe
330
ITle
Tyr

Pro

Len
Gly
Lys
Gln
Glg
Asp
Glu
Thr
Thr
Gly

155
Gln
Lys
Glu
Glu
235
Thr
Ala
Pro
Arg
Asn
315
Tyr
Ile
Ala

Lys

‘Ser

Lys
Thr
Ala

60
Val

Met '

Lys
Gln

Thr
140

Leu

Phe
Asp
Lys
Lys
220
Val
Phe
Gly
Asp
Ala
300
Arg
Glu
Arg
Trp

Trp

- 380

Lys
Asp
Lys

45
Pro

Tle’

Thr

Ser
Val
125
Pro

Asp

Tyxr

Ala.

Glu
205
Ser
Gly

Lys

Glu,

Gln
285
Asn
Vai

Ile

Tyr

Tyr
365
Leu

Gl Glu
. 15
Gly Trp
30 .
Pro Asp

Leu Trp
LeulTyr

Ala Met
: 95
Asn Thr
110

Ala Phe

Pro Thr

Tyr Leu

Pro Leu.

175
Met Ile
180,
Asp Tyr

Val Glu
Gly Lys

Pro Ala
- 255
Ser Val
270
Ala Thr

Lys Ile

Val Lys

Glu Thr
335

Asp Val

350

Val Ser

Glau Lys

Ala
Asn
Trp
Tyr
Gln
80

Leu
Ser
Len
Asn
Leu
160
Lys
Gly
Leu
Lys
Lys
240
Ala
Gly

Ile

.Glu

Asp
320
Met
Ser
Glu

1le
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15

atgagaatcc
cctgcgeaayg
tatggcaceyg
ggcggatgge
gcgegagtga
ctocgoegegeg
ctegactate
cggcaggact
ctgctctcag
gagaaaagcc
gttgacggee
aaggcccygoy
tttetcatga
gcatggetga
ctgccggagg
cgcttctacg
tactecgetygg
cecegogaage

<210> 60
<211> 359
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

ggtcctcttc
cgcaggtcac
atgaagcceg
caaagaacac
agccagactc
tctaccgtte
tgttggeage
attcgegceta
acgtcgctge
ggacggctgt
ggctgacege

‘cctacgaaca

ccegcgataa
aggeggtygea
ggcgtgacgt
aaatcgggac
cagagatcga.
tgetegatac

ES 2 545639 T3

aatcagcgttc
cgtgcgetgg
tcgaattgce
ggacatgacc
gacgatcgat
atcacccgat
gcagtatgce
tatcacgttc
cagaaatgge
agagaaggcc
gtggtgegee
tecgtcgety
accggatcag

gctcaaagga

ggtgaccgtc
caatcgecey
gcacgaacgc
cgaataccca

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(24)
<221> DOMINIO

<222> (25)...(359)

<223> Dominio catalitico

<400> 60

ggcctgattt
geggacgtoee
gaccacgtgce
gcagcocgecey

aacggcgega

ccccgttate
aacggegygct
aacgacaacyg

gactgggcgt.

gtagaagtca
caacacgacg

agcggacagg

agagtecgtcyg

cttcgegteg

gctgacecegt
atcttctetg
cggatagggt
tectggcgac

131

gcagtctgge
tgaaccagce
tcegageatca
atccggeggt
cegtcactoga
gcgatgeget
ggccgeagtt
cgatgatcaa
ttgctgatge
tectgegege
aggtgacact
agacgatggyg
atgcaatcga
accagcgecy
cggcegecgee
gacgcgacgyg
acgcctggcet
ggactcaaca

gctaagggty

cgcegectgg

acgagcggaa
gctcacagec
aatgcgegte
gctcaagggt
ctaccecgetc
tgtegtgacy
cagccggege
gcaggtgaga
cgageogege
gatcatccgyg
ggcygtcagtyg
cgatcceteg
gctctgggcy
cgtgatccga
cggaacctgg
aaggcegtga

60
120
-180
240
300
360
420
- 480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
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<210> 61

Met
Ala
Val
Ile
Lys
65

Ala
Glu
Tyxr
Tyr
Ser
145
Leu
Ala
Val
Cys
Tyr
225
Phe
Glu
val
Thr

Ile
305

‘Tyr

Leu

Arg

<211> 1224
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>

Arg
Leu
Leu
Ala
50

Asn
Arg
Met
Ai:g
Ala
130
Arg
Leu
Ser
Ile
Ala
210
Glu
Leu
Ala
Asp
Val
290
Gly
Ser
Gly

Arg

Iie
Arg
Asn
35

Asp
Thi
val
Arg
Asp
115
Asn
Tyr
Ser
Arg
Leu
195
Gln
His
Met

Ser

Gln
275

Ala

Thr
Leu
Thr
'fhr
355

Arg

Val
20

Gln

His
Asp
Lys
Val
100
Ala
Gly
Ile
Asp
Arg
180
Arg
His
Pro
Thr
val
260
Arg
Asp
Asn

Ala

Trp
340

Gln

Ser
Pro
Pro
Val
Met
Pro
B85

Leu
Leu
Gly
Thr
Val
165
Glu
Ala
Asp
Ser
Arg

245
Ala

Arg

Pro
Arg
Glu
325
Pro

Gln

ES 2 545639 T3

Sexr
Ala
Ala
Leu
Thr
70

Asp
Ala
i.eu
Trp
Phe
150
Ala
Lys
Gln
Glu
Leun

230
Asp

Asp
Ser
Pro
310
Ile
Ala

Arg

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 61

Ser
Gln
Ala
Glu
55

Ala
Ser
Arg
Lys
Pxo
135
Asn
Ala
Ser
Val
Val
215
Ser
Lys
Leu
Pro
Ala
295
Ile
Glu
Lys

Pro

Ile
Ala
Trp
40

His
Ala
Thr
Val
Gly
120
Gln

Asp

Gly

Arg
Arg
20 0
Thr
Gly
Pro
Lys
Sei‘
280
Pro
Phe
His

Leu

Ala
Gln
25

Tyr
Gln
Pro
Ile
Tyr

105
Leu

Phe

Asn
Asn
Thr
igs
Val
Len
Gln
Asp
Ala
265
Leu

Pro .

Ser
Giu
Leu
345

132

Phe
Val
Gly
Arg
Asp
Asf.t
S0

Arg
Asp
Tyr
Ala
Gly
170
Ala
Asp

Glu

Giu

Gly
Thr
Thr
Ala
Pro
75

Asn
Ser
Tyr
Pro
Met
155
Asp
Val
Gly

Pro

Thr

. 235

Gln
250
Val
FPro
Leu
Gly
Arg

330
Asp

Arg
Gln
Glu
Trp
Arg
_3 15
Arq

Thr

Leu
val
Asp
Glu
60

Ala
Gly
Ser
Leu
Leu
140
Ile
Trp
Glu
Arg
Arg
220
Val
Vai
Leu
Gly
Ala
300
Asp
Ile

Glu

Ile
Arg
Glu
Gly
Val
Ala
Pro
Leu
125
Arg
Asn
Ala
Lys
Leu
205
Lys
Gly
Val
Lys
hrg
285
Arg
Gly
Gly

Tyr

Cys
TR
Ala
Gly
Leu
Thr
Asp
110
Ala
Gln
Val
Phe
Ala
190
Thr
hla
Ile
Asp
Gly
270
Asp
Fhe
Val
Tyr

Pro
350

Ser
15

Ala
Arg
Trp
Thr

Val

Pro

Ala
Asp
val

Ala
175

Val’

Ala
Arg
Ile
Ala
255
Leu
Val
Tyr
Ile
Ala

335
Ser

Leu

Asp
Arg
Pro
Ala
80

Thr
Arg
Gln
Tyr
Thr
160
Asp
Glu

Trp

Arg
240
Ile
Arg
val
Giu
Arg
320
Trp

Trp
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gtggaattac
ttggtgcaag
atcgattcegt

.agcageagct

agttcaacga
aacaaatcca
tccaacggeg

.agcgatageg

gtttacaaaa
attgtcagct
tatgcagacc
tttgcagtca
aaattcaaaa
aacggaaaat
gecgaegogect
ttgatgacce
ttcaatagce
aatccaatag
aatcgtgget
gaagagcgte
gcgcaaaaaqg

cagtaaccgg
gtaacaacct
tgaaaattga
cttcatccgt
cgacggtaaa
gaaccaaatyg
gctggeocaaa
gcaccatcga
atggcaacaa
cgcaatacag
acgccacctt
acaaacygcygc
ccgetgttge
taaccgtgty
atgaattgga
aaccgcaaac
ccaacacgta
ttgeccaagte
tettecagtga
gcactggata
tgggatatct

ES 2 545639 T3

cgcatgggca
gttaaaactt
cggcgcacaa
tgcttcateg
aacattaaca
gaataccage
aaatctcgat
taacggtgcea
caccaagtat
cactggtgea
taacgataac
cccatttgat
caaaggtgtg
atgtgcacaa
atcactgagt
cgcacaaatt
tttgaacaat
tggaagcaaa
tcgegatgge
tagctggggt
gtaa -

acctggcaaa
tetgegatca
accaaagccg
attaaatcaa
ctggatggea
agagccgatyg

tacaattcag .

accattactg
cgegatgedg
ttaccacaat

ggcatggcat

actgatgttt
gattacattt
catggtgcta
ggcagcgaat
gaagccgetg
tacacttacg
atgtggtatc
agcaaattct
ggtgattacg

cecgcaactgt

cggctgatgg

gegtgtgeag
getecagtte
acccegeage
ttgtacttte
taagegcagg
aaatggttta
tgcgcagage
tttatccatt
atgcattaac
tectecgatte
tgaaagegea
cecgattateca
ctgttggtgt
taaaagecceqgg
actcttcaaa
gcttttacga
atgacatcac
gcacgtcegat

tgaaattgat
tttggcaaat
cactgtggca
atcctcttee
aaactggttt
ctatcaacaa

taatggcggq"

tctegeggaa
cgcaaatttt
gaaaggcgge
ggtattggat
tgatcgcgeg
gtggaaacaa
accgaaaaaa
actcgettte
tatagcctgyg
agcgtcaact
tttaaatacc
ccagatgtea
tatttectte

<210> 62

<211> 407.
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> DOMINIO
<222> (0)...(407)
<223> Dominio catalitico

<400> 62

Met Glu Leu Pro

1
Val

Ile
Ala
Ser
65

Ser
Ala
Asp
Leu
Thy
145
Val

Ala

Glu

Thr

Gln

50
Ser

Ser

Asﬁ

Val
Asp
130
Ile
Tyr

Ala

Ile
Ala
35

Thr
Vél
Thr
Trp
Val
115
Tyxr
Asp
Lys

Asn

Asp
20

Asp
Lys
Ala
Thr
Phe
100
Leu
Asn
Asn

Asn

Phe

Val
Leu
Gly
A;a
Ser
Thr
85

Asn
Ser
Ser
Gly
Gly

165
Ile

Thr
val
Leu

Gly

.Ber

70
Val

Llys
Tyr
Val
Ala
150

Asn

Val

Gly
Gln
Ala
Val

55
Ile

Lys

Ser

Gln
Ser
135
Thr
Asn

Ser

Ala
Gly
Asn
40

Cys
Lys
Thr
Arg
Gln
120
Ala
Ile
Thr

Ser

Trp

Asn
-25
Ile

Ser

Ser
Leu
Thr
105
Ser
Gly
Thr
Lys

Gln

133

Ala
10

Asn
Asp

Thr

Ber

Thr
20

Lys
Asn
Asn
Glu
Tyr

170
Tyr

Thr
Leu
Ser
Val

Ser

75

Leu
Tep
Gly
Gly
Met
155
Arg

Ser

Trp

Leu

Ala
60

Ser
Asp
Asn
Gly
Gly
140
val
Asp

Thr

Gln

Lys

Lys

45
Ser

Ser
Gly
Thr

Trp

125

Ser
Tyr
Ala

Gly

Thr
Leu
30

Ile
Ser
Ser
Asn
Ser
1i0
Pro
Asp
Leu
vVal

Ala

Ala
i5

Ser
Asp
Sér
Ser
Pro
95

Arg
Lys
Ser
Ala
ATg
175
Leu

Thr

60
120
130
240
300
360
420
4890
540
600
660
120
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1224

Ala

Gly

Ser_

Ser
80
Ala

Ala

Asn

Gly
Glu
160
Arg

Pro
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Gln

Asp
Lys
225
Lys
Gln
Ala
Leu
Pro
‘305
Phe
Lys
Tyr
Asp
Thr

385
Ala

<210> 63
<211> 1023
<212> ADN

Fhe
Asn
210
Arg
Phe

Trp

ITHr

Ser
2980
Gln
Asn
Ala
Arg
Gly
370
Gly

Gln

<213> Desconocido

<220>

Tyr
195
Gly
Ala
Lys

Lys

180
Pro

Met
Pro
Thr

Gln

- 260

Asp
275

Gly

Thr
Sef
Ser

Phe

" 355

Ser
Tyr

Lys

Tyr
Ser
Ala
Pro
Thr
340
Tyr
Lys
Ser

Vil

Len LyS
Ala Tyr

Phe Asp
230
Ala Val
245
Asn Gly

Glh Pro
Glu Ser

Gln Ile
- 310
Asn Thr
325
Asn Pro

Asp Leu
Phe Tyr
Trp Gly

390

Gly Tyr
405

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 63

ES 2 545639 T3

Gly
Ala
215
Thr
Ala
Lys
Lys
Val
285
Glu
Tyr
Ile
Asn
Asﬁ
375
Gly

Leu

Gly
200
Leu
Asp
Lys
Leu
Lys

280
Gly

Leu
‘Val
Thr
360
Ile

Asp

-atgttaagtt

accaaaaatt
aaacagttgg
cagcagatca
gaaataactyg
gcagaaaadgqg
tactacccaa
aatgcattac
cceatatttyg
acacaggtca
ttacaacctg
tccatcgtte
catgcaatac
gatagggtga

gcgegatttt

aaatacaact
tgaccggaaa
taa

tcatcgeggt
cagtggccega
tagacaaaag
agaaaacaga
aattgatcaa
ggattgcata
ataaattata
tagtgctita
tgtcaaaagce
tacaagacgyg
ctcaggcaag
getttcteat
aatggttcga
ctggaaaata
ataatctcga
ttgaggaggt
agctgatcea

atcagtgttt
aaagatgctt
tgtcgttgat

tattgatcat

ggcttttaag
tattttateyg
ctatagaget
caaagtagcc
gcaaaaagca
aaaaaggagt
aaagtttgaa
gctacagecct
acagcatgat
tcaacggcag
agacaaccgt

ttcagaggag

aaaggactat

<210> 64
<211> 340
<212> PRT

<213> Desconocido

185
Tyr Ala

Thr Val’
Val Phe
Val
250
Val

Gly

Thr
265
Ala Arg

Val Leu

Ala Val
Asn
330
Lys

Asn

Ala
-345
Asn Arg

Thr Gin

Tyr Gly

cataattact
cagtaccagt
tacagtcttc
getacgctcy
gacactaaaa
gctcaatatyg
gagataacat
aataagcgag
gttgaaaagg
atttgggcty
ccagctteat
gcaaccactg
attgaaggtt
cttgtegetg
ccattgtityg
cgtagaaatyg
ccaaaatgga

134

Asp
Leu
Ser
23%
Asp
Trp
Ala
Ala
Lys
315
Tyr
Ser
Gly
Met

Thr

395

His
Asp
220
Asp

Tyr

Cys.

Ty

Phe
300
Ala
Thr
Gly
Phe
Ser

380
Ser

Ala
205
Fhe
Ser

Ile

Ala

Glu
285
Leu
Gly
Tyr
Ser
Phe
365
Glu

Ile

-190

™hr
Ala
Asp
Leu
Gln
270
Leu
Met
val
Asp
Lys
350
Ser

Glu

Ile

FPhe

Val:

Arg
Lys
255
His
Glu
Thr

Ala

-Ser

335
Met

) Asp

Arg

Ser

Asn
Asn
Ala
240
Ala

Gly

Ser

Gln-

320
Ser

Trp'

Arg
Arg

Phe

400

gtacagggca
tgtcaaatygy
cattaacgaa
acaacagtgc
ataaggcata
agaatggegg
acaacgatga
aggggtttga
gtataaccty
cgcaatacga
tgagcacaag
aaattaageca
accgtttcga
atcggactte
gagatcggga
gctatgettg
aaaaacaata

gactgcgtce
cgcetggecc
agagctceta
gacaacccygg
tttgactget
atttecacaa
tgecgatgatc
ggctatcaat
tatcctaaaa
tcagaacact
tgaatctgtt
agcgatcgaa
ccgcatacaa
cacgatttgg
caatacaatc

‘gtteggecaac

caaaattcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860

- 1020

1023
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<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(16)
<221> DOMINIO

<222> (17)...(340)
<223> Dominio catalitico

<400> 64
Met
Gln
Gln
Val
Lys
65
Glu
Tyr
Tyr
Arg
Val
145
Pro
Cys
Ala
Phe
Phe
225
Hisg
Asp
Ala

Asn

Glu
305

Trp

Tyr
<210> 65
<211> 1311
<212> ADN

<213> Bacteria

<400> 65

Leu
Thr
Leu
Asﬁ
50

Thr
Tle
Leu
Glu
Ala
130
Leu
Ile
Ile
Ala

Glu

210

Leu
Ala
Arg
Asp
Arg
290
Glu

Pro

Lys

Ser
Ala
Ser
35

Tyr

Asp

Thr-

Thr
Asn
115
Glu
Tyr
Phe
Leu
Gln
1585
Pro
Met
Ile
Ile
Arg
275
Pro
Yal
Glu

Ile

-Phe

Ser
20

Asn
Ser
Ile
Glu
Ala
100
Gly
Ile

Lys

.Val

Lys
180
Tyr
Ala
Leu
Gln
Gln
260
Thr
Leu
Ser
L&s
Gln
340

Ile
Thr
Gly
Leu
Asp
Leu
BS

Ala
Giy
Thr
Val
Sef
165
Thr
Asp
Ser
Gln
245
Asp
Ser

Phe

Glu

Leu’

325

Ala
Lys
Ala

Pro

His

70
Ile

Glu
Phe
Tyr

AYa
150

Lys

Gln
Gin
Leu
Pro
230
Phe
Afg
Thr

Gly

Glu

310
Ile

Val

Asn

Trp

Leu
55

‘Ala

Lys

Lys

Pro

Asn
135
Asn

Ala

Val

Asn
Ser
215
Ala
Glu
Val
Ile

Asp
295

Arg

Gln

Ser Val

Ser Val
25

Pro Lys

490

Thr Lys

Thr Leu
Ala Phe

Gly Ile
T105
Gln Tyr
120
Asp BAsp

Lys Arg
Gln Lys
Ile Gln

185

Thr Leu
200

.Thr Ser

Thr Thr
Gln His
Thr Gly

265
Trp Ala

280

Arg Asp

Arg Asn

Lys Asp

135

Phe
10

Ala
Gln
Gln

Asp

His
Glu
Leu
Leu

Asn

75

Lys

Asp

80 ..

Ala
Tyr
Ala
Glu
Ala
170
Asp
Gin
Glu
Glu
Asp
250
Lys
Arg

Asn

Tyr
330

Tyr
Pro

Met

Gly

155
Val

Gly

Pro
Ser

Ile

Asn
Lys

Val

Leu-

o0
Ser

Thr
Ile

Asn

Tle

140
Phe

Glu
Lys
Ala
Val

220
Lys

235 .

Ile
Tyr

Phe

Thr

Tyr

315
Pro

Giu
Gln

Tyr

Ile
00

Ala

Lys

Tyr
Met
Asp
45

Gln
Ala
Lys
Leﬁ
Lys

125
Asn

Glu

Lys
Arg
Gln
205
Ser
Gln
Gly

Arg

Cys
ieu
30

Lys

Gln

Thr
Asn

Ser
110

Leu

Ala
Ala
Gly
Ser
180
Ala
Ile
Ala
Ty

Gln

- 270

Asn
285
Lys
Trp

Trp

Leu
Tyr
Phe

Lys

Thr
15

Gln
Ser
Ile
Thr
Lys

95
Ala

Tyr

Leu
Ile

Ile
175

‘Ile

Arg
Val

Tle

Arg
255

Leu

Glu

Asn-

Gly

Lys
335

Gly

.Tyr

Vai
Lys
Arg
Ala
Gln
Tyr

Leun

Asn

160
Thr
Trp
Lys
Arg
Glu
240
Phe
Va;
Asp
Phe

Asn

320

Gln
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. gtgaaccgac

gcecccegecqg
‘ccggctegey
ggtggggceg
goccgegeteg
goccacageoyg
gcegactacg
ctgecgggegg
accacgatcyg
ggcgtcgaca
cagtgggace
gtgtacgget
gacagttcgc
gtcgtgcggg
accctgatga

accectgcace
“‘caggtcgacyg

ggegteggge
gtgceggeceg
'tacgtgaacyg
cagttgcgyg
geegteceeg

gtacccgecet
ccggtgeeca
ccacgctgee
ccgccgagge
cggtgcccegy
ceggetgegyg
acccggoogt
cgtecgegac
teggggtegy
acgtcgtggt
cgaccgacygy
ccacccatgt
tgccetegta
gegeggacet
tcggcaacag
acaacctgtt
cgtacaacaa
aggagtccca
ggaagatcct
gcaggecggt
ccgacgeggg
cgctcgtega

<210> 66
<211> 436
<212> PRT
<213> Bacteria

<220>
<221> SENAL
<222> (1)...(28)

<221> DOMINIO

<222> (29)...(436)
<223> Dominio catalitico

<400> 66

Met
Leu
Ala
Gly
Ala
65

Ala

Gly

Asn Arg Arg.

Thr Val Thr
2¢

Pro Arg

35

Gly Trp

Ala
Asp
Glu Ala Ser
Ala Leu Ala

Thr Leu Asn

100

ES 2 545639 T3

gggagcggtc
cgecgecget
cgccggoegac
cteecgggte
ctcecgagece
cgcecttegag
gtgggggtac
cgcgcagygge
caggcacacyg
ccgcaacctg
cgcgaceggy
ctggatcgac
ctacggcgag
cgtecacggte
cgacagcegeg
cgagaacgte
ccacttcgte
gctcttegeg
caagaagtgg
‘cgacctgcte
ctggaccecece
ccacegegeyg

Thr
Ala

Pro Val Ala
Ser Glu
55

-Phe

Ala
Val
70
Pro

Arg

val
85
Ala

Gly

Thr Ala

Arg Leu

Pro Ala'

gocgegaceyg
cceccacgecy
ggetgggegt
ttcaccgteg
aggatcgtca
gegeeggget
gagaaggagg
caggccatca
gggatcacgg
acgctggaga
gcgtggaact
cacaacacct
gtctaccage
tcgtggaacyg
ggcgocaceg
gtcgageggq
gtgccgagtt
gagaagaacy
aaggacgcge
gcecgtccaca
gtcctgegea
ggcgcogges

Gly Ala
10
Ala

Asp Pro

Gly Thr
Thr Val
Ser Glu

20
Ala Gly
105

136

ccctegeect
cgcecacgeto
ccgagyggac
ccacctggga
aggtggtggyg
acgacttege
tcagcggece
aggtcaaggt
gcggcagect
geccgctega
ccgagtacga
tcaccgacgg
agcacgacgg
ccttcacega
accggggcaa
cgoocegggt
cggectacgace
cgttcacecct
cegtcaccac
acacccagtt
ccagggtega
gctectgety

gacggtcace
ggtcgecgat
cggcacgace
ggagttceyg
cacgctgaac
ccgctacctc
gcaggaggag
gccggcgaac
ccaggtgcag
ctgettceceg

‘cagecetegtce

cgcccaceey
cgaactggac
ccacgacaag
gctgegggte

caggttcggg

gtacagcctg
cgccggggge
cgtcggcaac
cccggaggayg
ccacccgagg
a

Val
Gly Ala
Ala
Gly
Ala
Pro

Cys

Ala
H;s
Arg
Thr
Thr
75

Arg

Gly

Ala
Ala
Ala
Thr
60
Trp
Ile

Ala

Thr
Ala
Thr
Gly
Glu
val

Phe

Ala
Ala
30

Leu
Gly
Glu
Lys
Glu
110

Leu
15
Pro
Pro
Ala
Phe
Vai
o5
Ala

Ala
His

Ala

‘Ala

Arg
val

Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1311
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Gly Tyr Asp Phe Ala Arg Tyr Leu Ala Asp Tyr Asp Pro ala Val Trp
' 115 120 . : ©125 : )
Gly Tyr Glu Lys Glu Val Ser Gly Pro Gln Glu Glu Leu Arg Ala Ala
130 138 140 o :
Ser Ala Thr Ala Gln Gly Gln Ala Ile Lys Val Lys Val Pro Ala Asn
145 150 : - 155 . . ’ 160
Thr Thr Ile Val) Gly val Gly Arg His Ala Gly Ile Thr Gly Gly Ser
165 170 . : 175
Leu Gln Val Gln Gly Val Asp Asn Val Val Val Arg Asn Leu Thr Leu
o 180 . 185 . 190
‘Blu Ser Pro Leu Asp Cys Phe Pro Gln Trp Asp Pro Thr Asp Gly Ala
195 200 205 P
Thr Gly Ala Trp Asn Ser Glu Tyr Asp Ser Leu Val Val Tyr Gly Ser
2106 ' ' 215 - ' 220
Thr His Val Trp Ile Asp His Asn Thr Phe Thr Asp Gly Ala His Pro
225 : 230 235 - ' 240
Asp Ser Ser Leu Pro Ser Tyr Tyr Gly Glu Val Tyr Gln Gln His Asp
- 245 250 o 255
Gly Glu Leu Asp Val Val Arg Gly Ala Asp Leu Val Thr Val Ser Trp
. 260 - . 265 - 270 '
Asn Ala Phe Thr Asp His Asp Lys Thr Leu Met Ile Gly Asn Ser Asp
275 ' 280 ) 285 :
Ser Ala Gly Ala Thr Asp Arg Gly Lys Leu Arg Val Thr Leu His His
: 230 ' 295 . 300 )
Asn lLieu Phe Glu Asn Val Val Glu Arg Ala Pro Arg Val Arg Phe Gly
305 : ' 310 315 ' - 320
Gln Val Asp Ala Tyr Asn Asn His Phe Val Val Pro Ser Ser Ala Tyr
. : 325 330 .- 335
Ala Tyr Ser Leu Gly Val Gly Gln Glu Ser Gln Leu Phe Ala Glu Lys
: : 340 . ) 345 . 350
Asn Ala Phe Thr Leu Ala Gly Gly Val Pro Ala Gly Lys Ile Leu Lys
355 . 360 - 365
Lys Trp Lys Asp Ala Pro Val Thr Thr Val Gly Asn Tyr Val Asn Gly
370 : 375 380
Arg Pro Val Asp Leu Len Ala Val His Asn Thr Gln Phe Pro Glu Glu
385 . 390 o 395 - ' 400
Gln Leu Arg Ala Asp Ala Gly Trp Thr Pro Val Leu Arg Thr Arg Val
: ' 405 _ 410" 415
Asp His Pro Arg Ala Val Pro Ala Léeu Val Asp His Arg Ala Gly Ala
: : 420 425 o 430
Gly Arg Ser Cys ' :
435 :

<210> 67

<211> 1995

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 67

atgaaaaatt caaazactgt ttttactgeca caasdaaaaac tcatgcactc ttgcattgec 60
gcegetatey gettggegat aagticaggt gettggtgag cttgtactia cactgtcacce 120
aataattggg gttetggett caccgatgaa atcaaagtta ccaacaacac atcatcdgget 180
gtaaatggtt ggtctgtgtc ttggcaggaa tcaggcgcat cagtcaccaa ctceatggaac 240
.gcaactctga goggatcaaa tccttatacg gecageceogect taggttggaa tgcaactctc 300
gcaccegygtg cttotgccag ttttggottt caagcaaatg gcactgctag cgcacctaaa - 360
gtgaatggca ctttatgtgg aacagctact teatcaacac ctgegtcate cageagtgtt 420
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.gcgagttegy

actgtgagta
caggaagagc
ggctttaccy
gcggtaaatyg
actgcagcac
gatttaccac
gtacaaggca

-gattcattaa

agtgttgeea
accactgcaa
agaaccaaat

ggctggccaa

ggcactatcg
aacgggggca
tcagcaataca
cacgecacct
aacaaacgtg
actgccgtga

‘ctcacecgeat

tatgagttag
caaccacaaa
cecgaatacat
gtgtacaaat
ttetttagtyg
cgcaccygget
gtggattatc

ttaaatcaag
gtagttctat
aagctggeit
gcaacyggcta
caccgagcag
gcaatggtte
taaccggcge
ccaacacget
aaattgatgg
gcagttctte
aaatgctgac
ggaatagcayg
aaaatctgga
acaacggegc
atacaaaata
gcactggtge
ttaacgataa
cgeegtttyga
ccaaaggtat
ggtgtgcgea
tatctttaag
ctgegeaaat
acttggctaa
ccggcageag
atcgegatgyg
acagetgggy
tctaa

ES 2 545639 T3

cgcaccegtt
cgccageage
ctgtegtgtt
taccaatgca
tggcegectac
actgttaatt
atgggcgact
gaaactttct
caaccaaccyg
atccgttaaa
tettgatgge

“tegtgeggac

ttacaactca
aaccatcacg
tcgecgatgea
gttaccacaa
cggcatggct
taacgatgta
tgattacatt
acacggagca
cggcagcgaa
cgaagcagcyg
ttacacctac
aatgtggtat
cagcaaattc
cggttcttac

<210> 68

<211> 664

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(32)

<221> UNION
<222> (33)...(126)
<223> Mbdulo de unién a carbohidratos

<221> UNION
<222> (184)...(307)
<223> Médulo de unién a carbohidratos

<221> DOMINIO
<222> (308)...(664)
<223> Dominio catalitico

<400> 68

tegtccagea
agcgcaccaa
gatggcattg
aacaacgcac
acactcacat
aacggcggta
tggcaaacag
gcattaaccg
aaagcaggca
tccagttcaa
aacccegecg
attgtgttgt
gtaagcgcag
gaaatggttt
gtacgtzaaag
ttttacceat
tacgcattaa
ttttetgatg
ttygaaagcec
aacgactatc
tecgttggea
gttaaagccg
gactegtcaa
cgetictacg
tatgacatca
ggtgaatcga

gtaaatcate
gtgtttette
caacagaaaqg
aaggtgcagc
tecegtttege
gcaatggtaa
cgactgtaga
cagatggcett
cttgcagcaa
gttcttcate
caagttggtt
cttaccagea
gtaatggtgg-
atctcgcaga
cggcaaactt
tgaaaggtygg
cggtattgga
cagaccgcgc
aatggaaaca
aaccaaaagc
tcategettt
gtgtaaactg
aagcctctac
atctgaacac
ctcaaatgtc
ttatcagctt

cagctcaate
attaacaatt
caccaacacc
gattgaatgg
aaatggcggc
ctacaccgtg
aatcgatttg
agctaatatc
tacatcaagc
aagctcatce

caacaaatce -

agctaacyggce
tagcgacagce
agtttataaa
tattgtgagt
ttatgcagat
ttttgeaggty
aaaattcaaa
aaatggaaaa
ggegegtygct
cctgatgace
gbttecgctage
caatecgatt
caatcgegga
tgaagaacgt
cgcgcaaaaa

480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15690
1620
1680

- 1740

Met Lys.Asn Ser Lys Thr Val Phe Thr Ala Gln Lys Lys Leu Met His

1 5
Ser Cys
20 :

Ser Ala
35

Gly Glu

190

25

40

138

15

30

45

Ile Ala Ala Ala Ile Gly Leu Ala Ile Ser Ser Gly Ala Trp

Cys Thr Tyr Thr Val Thr Asn Asn Trp Gly Ser Gly Phe Thr

Ile Lys Val Thr Asn Asn Thr Ser Ser Ala Val Asn Gly Trp

1800
1860
1920
1280
1995



Ser
65
Ala
Asn
Asn
Bla
Lys
145
Thr
Ser
Ile
Asn
Pro
225
Thr
-Asn
Thre
.Leu
Ile
308
Ser
Ser
Ala
Ala
Asn
385
Gly
Glu
Lys
Pro
Asn
485
Asn

Ala

Ala

50
Val

Thr
Ala
Gly
Thx
130
Ser
Val
Leu
Ala
Ala
210
Ser
Ala
Tyr
ala
Ser
290
AsSp
val
Ser
Ala
Asp

370
Leu

Thr

Val

Ala

Gln

450,

Asp
Lys
Lys

Gln

Ser
Leu
Thr
Thr

115
Ser

Ser
Ala
Thr
Thr
275
Ala
Gly
Ala
Ser
Ser
355
1le
Asp
Ile
Tyr
Ala
435
Phe
Asn
Arg
Phe

Trp
515

Trp
Ser
L=u
100
Ala

Ser

Ala

 ser

Ile
180
Glu
Asn
Gly
Arg
Val
260
Val
Leu
Asn
Ser
Ser
340
Trp

Val

Tyr

Asp
Lys
420
Asn
Tyx
Gly
Ala
Lys

500.
Lys

Gin

Gly

85 |

Ala

Ser

Thr

Pro

Ser
165
Gln
Ser
Ala
Axg
Asn
245
Asp
Glu
Thr
Gln
Ser
325
Thr
Phe
Leu
Asn
Asn
405
Asn
Phe

Pro

Met

Pro

485
Thr

Glin

ES 2 545639 T3

Glu
70

Ser
Pro
Ala
Pro
Val
150
Ser
Glu
Thr
Gln
Tyr
230
Gly
Leu
Ile
Ala
Fro
310
Ser
Thr
Asn
Ser
Ser
390
Gly
Gly
Ile
Leun
Ala
470
Phe
Ala

Asn

55
Ser

Asn

Gly
Fro

Ala

135

Ser
Ile
Glu
Asn

Gly

.215

Thx
Ser
Pro
Asp
Asp
295
Lys
Ser
Ala
Lys
Tyx
375
val
Ala
Gly
Val
Lys
455
Tyr
Asp
Val

Gly

Gly Ala
Pro'Iyr

Ala Ser
105

Lys Val

120

Ser Ser

Ser Ser
Ala Ser
Gln Ala

- 185
Thr Gly

- 200

Ala Ala
Leu Thr

Leu Leu

.Leu Thr

265
Leu Val
280

"Gly Leun

Ala Gly
Sep Val

Lys Met
345

Ser Arg

360

Gln Gln

Ser Ala

Thr Ile

Asn Thr
425

Ser Ser

440

Gly Gly

Ala Leu
Asn Asp
Thr Lys

505

Lys Leu
520

139

Ser
Thr
o0

Ala

Asn

Ber

Ser
Ser
170
Gly
Fhe
Ile
FPhe

Ile
250

Gly

Gln
Ala

Thr

Val
75

Ala
Ser
Gly
Ser
Lys
155
Ser
Phe
Thr

Glu

Arg

235
Asn

Ala
Gly
Asn

cys

. 315

Lys

330

Leu
Thr
ala
Gly
Thr
410
Lys
Gln
Tyr
Thr
Val
499
Gly

Thr

Ser
Thr

Lys

Asn
395
Glu
Tyr
Tyr
Ala
Val
475
Phe
Ile

Ala

€0
Thr

Ala
Phe
Thr

Val
140

.Ser

Ala
Cys
Gly
Trp
220
Fhe
Gly
Trp
Thr
Tle
300
Ser
Ser

Leu

Trp

Asn

Bla.

Gly

Leu

128

Ala
Ser
Pro
Arg
Asn
205
Ala
Bla
Gly
Ala
Asn
285
Asp
Asn
Ser
Asp

Asn

* 365

Gly
380
Gly
Met
Arg
Serx
Asp

460
Leu

Ser

Asp

Tep

Gly
Gly
Val

Asp

Thr

445
His

Asp
Asp
Tyr

Cys
525

Ser
Leu
Phe
110
Cys
Ser
Sex

Ser

Val
120

Gly

Val
Asn
Ser
Thr
270
Thx:
Ser
Thr
Ser
Gly

350
Ser

Trp
Ser
Tyr

Ala
430

Gly

Ala

Phe

Ala

Ile
510
Ala

Trp
Gly
Gln
Gly
Ser
sSer
Val
175
2sp
Tyr
Asn
Gly
Asn
255
Trp
Leun
Leu
Ser
Ser
335
Asn
Ser
Fro
Asp
Leu
415
Val

Ala

Thr

Asp
495
Leu

Gln

Asn
80
Trp
Ala
Thr
Val
Ile
160
Ser
Gly
Thr
Ala
Gly
240
Gly
Gln
Lys
Lys
Ser
320
Ser
Pro-
Arg
Lys
Ser
400
Ala
Arg
Leu
Phe
Val
480
Arg
Lys

His
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Gly

Ala

Asn Asp

530

Ser
545
Gln

'Trp
Sér

Trp

Leu
Pro
Phe
Lys

Tyr

Ser Gly

Gln Thx

Ser
580
Ser

Ala

Ala
595

Arg Phe

610

Arg
625 .
Arg

Asp

Thr

Gly Ser

Gly Tyr

Tyx
Ser
Ala
565
Pro
Thr

Tyr
Lys

Ser

ES 2 545639 T3

Gln Pro
535
Glu Ser
550
Gln Ile
Asn Thr
Asn Pro
Leu
615

Tyr

Asp
Phe
630

Trp Gly

Lys Ala Ala

Val Gly Ile

Ala Ala
570
Ala

Glu

Leu
585
Val

Tyr

Ile
600
Asn

Tyx

Thr Asn

Asp ¥le Thr

Gly Ser Tyr

645 650

Phe Gin Lys Val Tyr Leu

660

Ala Gly

<210> 69

<211> 1035

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 69

atggcgegtt
gccgcggcyg

ccggegggge

ccgasaaace
actttecgaca
accggcegate
cagcttecca
atcaccttca
gegecggagt
cgegggetgy
tgtgececage

‘tcgeteageyg

accecggaga
gaagggttcc

cegecgetot

gacggtgtca
tggtacgacy
gggacgcaga

tgttceggtyg
gcecggattg
aacaggcggt
tggacaccac
acggcgcecac
cgcgetgega
geggeggetyg
acgacggtgt
ttcgctgggt
agtgcctect
atgacgcgga
gcgcggaaag
tegegegege
gtctegaacy
gggcgcggtt
agaagtacgce

cctggggtga

aatga

cgtgtgtgec
gtcecgecty
gacgaacgtt

‘ccgogageeg

caccggegay
agcecgeggtg
geccgcagtgt
catggtgcgce
ggacgaggcyg
gcgctgecag
gaactttcaa
cygccggeate
ggtcgaggce
aacggecgac
ctacgagatc
cctgagecgag
accggtegeo

agcctgggag
ctcgegeaac
ttgtectgge
cgtcggcagy
ttgeggtttic
‘ctecggggge
catectecoge
atcctggage
cggegegege
gtggtegteg
ccgegaccgyg
ctggtgttee
ggggcggect
gacgcgceggg
gggaccaatc
atcgageggg
cgccattatg

<210>70

<211> 344

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(22)

<221> DOMINIO

<222> (23)...(344)
<223> Dominio catalitico

140

Ala
540
Ala

Arg

Ile
555
Val Lys

Asn Tyx

Lys Ser

Tyr
Phe
Ala
Thr

Gly

Glu Leu

Thr
560
Asn

Leu Met
Val
575
Asp

Gly
Ty Ser
590
Ser

Arg Met

605

Gly
620
Met

Arg

Gln
635

Gly Glu

gatgggccge
cggacccttyg
agagcgcgac
attcecgecce,
tggcgoggge
tggacggcat
gcgcgectta
tgectgegoga
gggtgegege
agggcagact
cacgcgcoeta
tcatgagect
ggttttegge
tggtggaaga
gecccatctt
aacgcegggt
cccagtggeg

Phe

Ser

Ser

Pﬁe Ser Asp
Glu

Glu- Arg

640.

Ile Ile Ser

Val

655

ggttetggeco
gtttegcagt
aggcgeetgg
goccgagggo
gtttgeggcce
cctecgeggec
tcagegecac
gatagaccgc
ggecttcact
caccgtgtygg

cgaactggaa

ggagccgeca
ggtaaagcett
gecgggegeg
tgceggtege
cggectatgeg
ggagcgttac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

- 720

780
840
900
960.
1020
1035



10

<400> 70

Met

Ala

Gln

Asn
‘Asp

.Thr

Gly
Gln
Asp
145
Ala
Ala
Val
Phe
Ala

225
Thx

Arg
Glu
Lys
305
Trp
Axg
<210>71

<211> 1038
<212> ADN

Ala
Val
Fro
Val
Thr
Phe
Phe
Len
Cys

130
Gly

Pro.

Ala
Glu

Gln
210

Glu

Pro
Val
Val
Ile
290
Tyr
Tyr

Glu

<213> Desconocido

<220>

Arg

Leu

Leu

Ala

- 20

Asp
35

Leu ;

The

Asp

‘Ala

Asp
115
His
Val
Glu
Phe
Gly
195
Pro
Ser
Glu
Lys
Val

275
Gly

Ala

Gly

-Arg

Pro
Ser
Arg
Asn

Ala

100.

Gly
Pro
Met
Phe
Thr
180
Arg
Arg
Ala
Ile

Leu

Phe
A;a
Trp
Trp
Glu
Gly
85

Thr
Ile
Pro
Val
Arg
165
Arg
Leu
Pro
Gly
Ala

245
Glu

260 .

qu
Thr
Leu
Ala

Tyr
340

Glu
Asn
Ser
Trp

325
Gly

ES 2 545639 T3

Arg
Ala
Phé
Gln
Pro

Ala

Gly

Leu

Arg

oys
Ala
Arg
Ser’
Arg
Thr
Asp

Ala

Val Cys

-Gly Pro

25
Ser Pro

Ala Thr
Arg Glﬁ
Thr Gly
Pro Arg

. 105
Ala Gln

" 120

Ala

-+ 135

Arg
156
Trp

Gly

Thr

Ala
Iie
230
Arg
Gly

Pro

Arg

Glu
310
Gly

Thr

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 71

Ile
Val
Leu
ﬁal
Arg
215
Leu
Ala
Phe

Gly

Pro Tyr
Leu Glu
Asp Glu
Glu Cys
185
Trp Cys
200
Ala Tyr
Val Phe
Val Glu
Arg Léu

265
Ala Pro

280

Prq
295
Ile
Glu

Gln

Ile Phe
Glu Arg
Pro Val

Lys

Ala
10
Asp

Ala

:Gly

Asp
Glu
Cys
Leu
Gln
Leu
Ala
170
Leu
Ala
Glu
Leu
Ala
250
Glu
Pro
Ala
Glu

Ala
330

Ser

Trpl

Gly
Ala
Sex
Leu

Glu

Pro

Arg.

Leu
155

Arg

Leu
Gln
Leu
Met
235
Gly

Arg

Gly

Arg
315
Arg

Leu
Ser
Gln
Trp
Ala
Arg
Ala
Ser

His
140

Arg

Arg

Arg

His

Glu

Gly
Arg
Gln
45

Pro

Pro

Phe

Ala
Gly
125
Ile

Glu

Ala
Cys

Asp

205

Ser

220

Se;

Ala
Thr
Trp

Arg
300

Arg

His

Leu

Ala

Ala-

Ala
285
Asp
Val

Tyr

Gly
30

Ala
Lys
Pro
Leun
Val
110
Gly
Thr
Ile
Arg

Gln
180

Ala

Leu
Glu
Trp
Asp

270
Arg

Gly

Gly

Ala

Trp
15

Leu
Val
Asn
Glu
Ala
a5

Leu
Trp
Phe
Asp
Val
175
val
Glu
Ser

Pro

Phe

255
Asp

Phe
Val

Tyr

Ala
Ala
Thr
Leu
Gly
80

Arg

Arg

'Pro

Asn

Arg
160

Arg

Val
Asn
Gly

Pro
240

Ser

Ala
Tyr
Lys

Ala

" 320

Gln-

335

Trp

gtgactcgtg tcgccctige gatggggett gttgcatggg tteccggeget cgecttcaget

141

. 60
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gggccegetg
~atcgecgega
acaacgaagce
acaaccgacdg
cgcaccgegt
tggccgeagt
gecatggtee
ctggacgeeg
ctgaagtgce
aaggaccteg
teggtceggga
gccatcgacy
gtcgagegeg
gcaccgeceoac
cgcgacggea
gectggtatyg
aagctggcece

catatttgca.

acgtactcge
cgttcaccgg
agetcecoggtt
tcgagaaggg
cgcacecgce
gttigatgga
accgecgcaa
agatcaaggt
ctecceggec
tcgtecgect
gcgcagtege
acccgaagta
tctgggegey
tcaagaagta
gcacctggcee
ggccgtga

ES 2 545639 T3

gaagccggac
gcatcaggee
cgaccggacy
tetagegege
gctegattac
cggcaccgge
gctegtgego
ggcctgecge
cgacagtaag
ggcgcggacc
actcatgagce
gtggttecay
tccgggegge
cttectacgaa
cgcgetcogee
gogegaccty

gactggttceg
gatctcggeg
caaatcaaac
atccacaacyg
atcttgaaayg
taccaccgge
gaagtcogcga
gcecgetttcy
ctgacggcat
tacgagctcyg
ctecgategac
tcggegaagc
cgggaacgcg
atecggcacga
gagatecggec
ctggagaagyg

ccagtccega
ggtggccgaa
cgaccttcga
cgactcgcga
cacaatacgce
acatcacctt
cctecgaateg
ategcggeat
ggtgcgecca
tctcactcag
caagcccgga
tcgaaggceac
tggtggtgaa
atcgcececat
cogaacggcyg
aatacccagg

<210> 72

<211> 345

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(20)

<221> DOMINIO
<222> (21)...(345)
<223> Dominio catalitico

<400> 72

Met Thr Arg Val Ala Leu Ala Met Gly Leu Val Ala Trp Val
-1 5 . ~10 - :
Leu Ala Ser Ala Gly Pro Ala Ala Tyr Leu Gln Lys Pro Asp
20 25 . 30
Pro Glu Ala Arg Ala Ile Ala Ala Asn Val Leu
35 .40 45
Gln Ala Asp Leu Gly Gly Trp Pro Lys Asn Ile Asp Thr Thr
: 50 55 60
Phe Thr Gly Asp Arg Thr Gln Ile Lys Pro Thr Phe
65 70 - 18
Thr Thr Asp Glu Leu Arg Phe Leu Ala Arg Ile
85" . " 90
Arg Thr Ala Phe Glu Lys
105
Gly Gly Trp
120
Thx

Phe Ala Ser

Asp Asn
His Asn Ala
Tyr

110
Pro

Asp Glu Lys Tyr Gly

100 )
Tyr Ala Asn

Leu Asp

His
125
Asn Asp Asn Ala
140
Asn

Gln Pro Gln Ser
o ‘115
Thr Gly Tyr
130
Met

Lys_Ala
Ile Met
135
Glu

His Arg His Phe

Ser Arg Tyr

155
Ala Cys Arg Ala
170
Lys

Leu Glu Leu Val Thr'

145
Leu Asp Ala Asp

Arg
150
Arg Arg
165
Leu

val Ala

Lys Ala Phe Asp

Ser Lys
190
Arg

1le Val
185

Glu Lys

Tle Asp
180

Cys Ala

Ile Glu-Cys Lyé Cys Gln

Ala Trp Gln His Asp Asp Leu Ala Pro

142

‘Thr
- 85

ggccagggca

gaacatcgac’

taacagegeg
cgagaagtac
aaacggeggt
caacgacaat

gtacgacttc -

cgaatgcatc
geacgacgag
cggctoggag
ggtcgetcgg
caaggtcgtt
ggatccaaag
cttctecgac
gaatggetat
gtggaaaaag

Pro Ala
15 :
Asp Trp
Ala His

Lys Pro
Ser Ala
B0

Arg

Ile Leu

Pro Gly

Val Arg
Phe
160
Gly

Asp

Arg

175

Leu Thr

Pro Ala

1120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1038
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195
Thr Tyr
210 :
Val Arg
225

Ala

Leun

I1le Asp
Thr Lys Val
Arg Val Val
275
Glu Ile
290

Lys

Tyr
Lys
305
Ala

Tyr

Trp Tyr

Gly Trp Lys

Glu
Leu
Gly
Val
260
Val
Gly
Ala
Gly

Lys

Leu_Vél

Met Ser

Ala Val
245
val Glu
LYs Asp
Thr Asn
Bia
310
Trp

Leu

Thr
325

Lys Leu

340

<210>73

<211> 1221

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

Leu
230 -

Ala

ES 2 545639 T3

200

Ser Leu Ser
215 ,
Asp Arg

Ala Trp Phe
Pro
265

Ala

Arg Asp

Pro Lys
280
aArg Pro Ile
295
Glu ‘'Ile Gly

Pro Arg Asp
Arg
345

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 73

atgctcacca
catgcggaca
actgcgageg
gcagaccagg
cctgagtaca
actgaaggta
tcaaaacgca
azaaaattaca
caggcgceatc
tttatcatca
aagtatcacyg
cacaaggttg
gcacaagcga
ggccaattaa
cgcgectatyg
atggatttgce
tatgagcaaa
gataaggatg
tttggegace
acgggttatg
gctaaacaat

<210> 74
<211> 406
<212> PRT

aaacatcact
caccagcaag
atgctgecge
cgecagctcaa
ccaaagaatt
aacgagtgat
ctgacatgag
tceccacctt
aagccactgg
ccgctcaata
atcacatcac
ccatggccaa
gectegaacg
ctatatgggg
aaatgatttc
aacadcccag
ataaaattat
caccgccaat
gcgatgactc

cctggtacac

atccgcaata

<213> Desconocido

<220>

acttattgca

caatgcaccyg
ctggaaaaat
agccgagcectyg
tggttttgasa
ggatattatc
caaagegecyg
tgataatgge
cgataaacge
tcecaatgge
ttacaacgat
ggatgaattt
cgcgcetggac
tgcgcagcac
actcaccagt
cgctgacatt
cggaaaaacc
ctgggcgegt
tgtccattac
aacctcacece
a .

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(22)

<221> DOMINIO

Gly Ser

Glu

205
Ser

220

Ser
235
Ser

Pro

Gln
250
Lys Tyr

Pro Pro

Phe Ser

Glu
315
Leu

Pro

Leu
330

Pro -

ttgctaggea
acaaccaatg
tatctcgeca
aaaaaactcyg
gtgaagcagt
ctatcgttte
cgcaaacccg
gcgaccageca
tacagcgatyg
ggctggocac
gccctgatge
geecttigtat
tgegttttga
gatgccaaaa
tctgaaageg
attaaatccyg’
tggacccggg
ttttatgaga

‘gatctggcaa

aatcaggtat

143

Pro
Ala
-Pro
Leu
Asp
300
Arg-

Glu

Glu
Lys
Gly

o270
Txp
285
Axg
Arg

Lys

Val Ala
Leu Glu

255
Gly Arg
Ala Arg
Asp Gly
ﬁsn-Gly

Glu Tyr

Val Gly Ile

Aryg
240.
Gly
Glu
Phe
Ile
Tyr

320
Pro

T 335 -

gttgttgtat
catcaattce
aatccaacga
ggcaaaaaac
catctgagtg
aaactectte
gccaggeatt
cacaattaat
catttgcgeg
aaaattttcc
gcgatttaat
ccaaggegea
aaacccaggt
ccttaaaace
tgtggatgct
tgcacgegge
gcgacacagt
taggtacgaa
aggtatcgga
taagaaagta

cgcaccatta
gctacageaa
gttgcgcaaa
cgcgagtttyg
gtttaaaagc
tggcggcetyg
tggtgttgaa
gctactggca

cgggcttgaa -

attggttgge
ggtagtagcta
gcaacaggeco
gatggccaat
cgccaaagoy
cgatttttta
tgccgettgg
tctgaaagac
caaacccctg
agagegecge
cgcgegetgg

60
120
1890

- 240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020

1080

1140

1200

1221
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<222> (23)...(406)
<223> Dominio catalitico

<400> 74
Met
Iie
Asn
-Lys
Gln
65
Pro
Tfp
Phe
Ala
Pro
145
Gln
Arg
Pro
Asn
Met
225
Ala
Val
Lys
Thr
Gln
305
Tyr
Val
Glu
His

385
Ala

<210> 75
<211> 1767
<212> ADN

Leu
Ala
Ala
Asﬁ

50
Leu

Glu

Phe
Gln
Pro
130
Thr
Ala
Gly
Gln
210
Ala
Gln
Met
Thx
Ser
290
Pro
Glu
Leu

Ile

Tyr

370

Tyr

Lys

Thr
Pro
Ser
35

Tyr
Lys
Tyr
Lys
Thr
115
Arg
Phe
His
Len

Asn
195

3 Ala

Lys
Ala
Ala
Leu
275
Ser
Ser
Gln
Lys
Gly
355
Asp
Thr

Gln

Lys
Leu
20

Ile
Leu
Ala
Thr
Ser
100
Pro
Lys
Asp
Gln
Glu
180
Phe
Leu
Asp
Ser
Asn
260
Lys
Glu

Ala

Asn

Asp
340
Thr
Leu
Thr

Tyr

405

Thr
His
Pro
Ala
Glu
Lys
B5

Thr
Ser
Pro
Aszn
Ala
165
Phe
Pro
Met
Glu
Leu
245
Gly
Pro
Ser
Asp
Lys
325
Asp
Asn
Ala

Ser

Pro

ES 2 545639 T3

Ser

Ala

Leu

Len
70
Glu

Glu

Gly
Gly
Gly
150
Thr
Ile

Leu

Phe
230
Glu
Gln
Ala
val
lle
310
Ile
Lys
Lys
Lys
Pro

390
Gln

Leu Leu
Asp Thr

Gln Gln
40

Ser Asn

55

Lys Llys

Phe Gly
Gly Lys

Gly Trp
120

Gln Ala

135

Ala Thr

Gly Asp
Ile Thr

Val Gly
200

Asp Leu

215

Ala Phe

Arg Ala
Leu Thr

Lys Ala
280

Trp Met

295

Ile Lys

Ile Gly
Asp Ala

Pro Leu
360

Val Ser

375

Asn Gln

Ile

Ala

~ 10

Pro
25

Thr
Glu
Leu
Phe
Arg
105
Ser
Phe
Ser
Lys
Ala
185
Lys
Met
Val

Leu

Ala
Ala
Leu
Gly
Glu
o0

Vval
Lys
Gly
Thr
Arg
170
Gin
Tyr
Val

Ser

Asp

. 250

Ile
265

Arg

Leu
Ser
Lys
Pro
345
Fhe
Glu

Val

144

Trp
Ala
Asp

Val

Leu
Ser
Ser
Arg

Gln
75

Val

Met
Arg
Val
Gln
155
Tyr
Tyr
His
Val
Lys
235
Cys
Gly
Tyr
Fhe

His

- 315

Thr

-330

Pro
Gly
Glu

Leu

Trp
Ile
Asp
Arg

Lys

395

Leu
Asn
Asp
Lys
60

Lys
Lys
Asp
Thr
Glu
140
Leu
Ser
Pro
Asp
Leu
220
Ala
Val
Ala
Glu
Leu
300
Ala
Thy
Trp
Arg
Arg

380
Lys

Gly
Ala
Ala
45

Ala
Thr
Gln
Ile
Asp
125
Lys
Met
Asp
Asn
ﬁis
205
His

.Gln

Leu

‘Gln

Met
285
Met
Ala
Arg
Ala
Asp
365
Thr

Tyr

Ser
Pro
30

Ala
ASp
Ala
Ser
Ile
Met
Asn
Leu

Ala

Gly
190

Ile

Lys
Gln
Lys
His
270
Ile
Asp
Ala
Gly
Arqg
350
Asp
Gly

Ala

Cys
15

Thzr
Ala
Gln
Ser
Sef
95

Ser
Tyr
Leu
Phe
175
Gly
Thr
val
Gln
Thr
255
Asp
Ser
Leu
Ala
Asp
33S
Phe
Ser

Tyr

Axg

Leun

Cys
Thr
Trp
Ala
Leu
80

Gilu
Ser
Lys
Ile
Ala
160
Ala
Trp
Tyr
Ala
Ala
240
Gln

Ala

Gln
Trp
320
Thr
Tvr
Vai
Ala

Trp
400
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15

20

25

<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 75

argaccacaa

aceggetgge
geccagcaga
‘atecaccgagt
agagtcaaag
aaagccgeca
aactggtact
ggcgcgcaag
tgcggcgeca
tecgeccatygy
agcatectga
ggcatgaacce
aacaacgceg
gacaagtacc
ctggggcact
cagggctacce
attcacttct
gagtcctgeg
gccatcaaat
cagaactgca
ggcatcgage
ccgoctgggea
ttctacgtge
acgotgccyg
atcgactgeg
gacgtgcata
tgctaccagg
acggccatec
aacagcgcag
atcgatggca

<210>76
<211> 588
<212> PRT

cccgeceygcac
cegecttgge
tcatcgaccyg
teggecgocaa

gcgaactcga’

tcgeegeage
gcaagggccc
tctacttcag
acggcaagcet
tctacgegeg
acggccagge
cogeccggoge
aggagccaat
tgeegetget
acetgeggee
aggtcatcaa
ccaaagtgeg
acaccatcct
ccggcaagaa
tcatgaaccyg
atatctacge
cggccatecy
gegacgtgac
gatctecget
attacgcgec
tctcgaacgt
ccatggtget
tgcegatcac
agecetggtt
aggagtacaa

<213> Desconocido

<220>

tatccrgaaa
cgccgeacag
cttegecaag
accctgcaag
aacgccagca
gagcaaggcc
tatcgtgety
cgccaacgee
ggtgctcteg
cgggcaaaag
cggegtggey
geogecegge
cgccagactg
gtccgaagee
gtegatggte
cacgcegtic
catggaaagc
ggtggacgge
cegagacteg
cggecacgge
gcagaaaatc
aatgaagacg
getgecgaat
ggcaggcaag
gaatgacgac
cegegtcage
gctegggece

gaatgtcacc’

cgecgttecaac
cgtatga

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(34)

<221> DOMINIO
<222> (110)...(555)
<223> Dominio catalitico

<400> 76

gecgocgeca
gccgcgcaag
ccgctcaget
ctggtcaaag
ccgeaagege

ggaggaggyc.

ctgtcgaacg
aaggactteg
cgetggcaag
aatatcgcca
ttegaagacy
agcaccacge
cccacgcgee
ggcgtgeceq

‘gaattcgtoeg

tggattcatc
ateggeccga
tgcctgttca
caatacggee
ggcgttacge
gaattcecgea
aacatgaacc
ggcgtgegta
gtctecacca
agegtgcgeg
aatgtgaaasa
gtggeggeca
gtcagcgatt
gtgcagggac

gegccggege
cogecgaceo
tecegaacag
cccagggect
cggacgccta
gcgtgetgat
tgcacgtgea
cocegegacgg
gcaacgattg
ttaccggega
gcagcggceaa
accagggcge
acgcgaacty
ccgagcgocg
actgcgggga
acccggtcaa
attcggacgg
ataccgacga
caacgcgcaa
tgggcagega
acgcgttctg
gcggcggcta
ccaagagcgg
gcggcggogo
tgcggeccgee
cggccgaagg
gcttcaacgg

cggacttegy:

tcaagctgcg

gatcgceage

gtgggcccge |

ggacttcecyg
ggtcgaagta
cceggeaate
ccocggeogge
cettgecaag
cgactacgac
cctgaacttc
agactggace
tggctgatygg

agccaatceg .

gagcgecgac
cgtgttcggt
tgtgctgatg
ctcacgcaac
tttcgatcce
cgactgcatce
tatggtggtc
aatggcgygt
ggaccacgac
cettegteat
cttctacaag
tgttatcact
gcaggtgtcg.
ctegttctce
cgegectgge
cacgccegege
caacgtgcygc

Met Thr Thr Thr Arg Arg Thr Ile Leu Lys Ala Ala Ala Ser Ala Gly

145

by
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1767



Ala
Glln
Ala
Giy
65

Arg
rye
Gl y
Val

Tyr

145

Cys
Cys
Ala
Val
Ala
225
Asn
Trp
Pro
Met
Val
305
Tle
Gly
Phe
Asp
Met
3B5
Gly
Trp
Asn

Pro

Ser
465

Ile
Ala
Lys
50

Ala
Val
Pro
Arg

Teu
130

.Phe

Gly
Leu
Ile
Ala
210
Gly
Asn
Ser
Ala
vVal
290
Ile
His

Phe

Asn

Ser
370

Asn

Ile
Asp
Arg
Asn

450
Pro

‘Ala

Ala
35

Pro
Lys
Lys
Ala
Val
115
Leu
Ser
Ala
Asn
Thr
1985
Phe
Ala
Ala
Ala
Glu
275
Glu
Asn
Phe
Asp
Thr
355
Gln
Arg
Glu
His
Gly

435
Gly

Leu

Ser
20

Asp
Leun
Fro
Gly
Ile
1900
Leu
Ser
Ala
Asn
Phe
180
Gly

Glu

Pro

Glu

Asp
260
Arg

‘Phe

Thr
Ser
Pro
340
Gly

Tirr

Gly

His

Asp
420
Gly

Val

Ala

;I'hr
Pro
Ser
Cys
Glu

85
Lys

Ile

Asn
Asn
Gly
165
Ser
Glu
Asp
Pro
Glu
245
Asp
Arg
Val
P.‘I_!‘O

Lys

. 325

Glu
Asp
Gly
His
Ile
405

Pro

Tyr

Arg

Gly

ES 2 545639 T3

Gly
Trp
Phe
Lys
70

Leu
Ala
Pro
Val
Ala
150
Lys

Pro

Asp

Gly.

Gly

230
Pro

Lys

Val

Asp

Phe
310
Val

Ser

Asp
Pro
Gly
390
Tyr
Leu
Len

Thr

Lys

470

Trp
Ala
Pro
55

Leu

Glu

Ala

Ala
His
135
Lys
Leu
Met
Trp
Ser
215
Ser
Ile
Tyr
Fhe
Cys
295
Trp
Arg
Cys
Cys
Thr
375
Gly
Ala
Gly

Arg

Lys’

455
Val

Pro
Arg
40

Asn
val
Tiur
Ile
Gly
120
Val
Asp
Val
Val

Thr

Ala
25

Ala
Arg
Lys
Prd
Ala
105
Asn

His

Phe

Leu

Tyr
185
Ser

200

Gly

Thr

Leu
Gly
280
Gly
Ile

Met

-Asp

Ile

360

Arg
Val
Gln
‘I'Ihr

His

440

Ser

Ser

Asn
Thr
Arg

Pro
265

Leu

Asp
His
Glu
Thr
3458
Ala
Asn
Thr
Lys
Ala
425
Phe
Gly

Thr

146

10
Leu

Gln
Asp
Ala
Ala
=14

Ala
Trp
Leu
Ala
Ser
170
Ala
Ile
Gly
His
Leu
250
Len
Gly
Val
His
Ser
330
Ile
Ile
Met
Leu
Ile
410
Ile
Tyr
Phe

Ser

Ala
Gln
Phe
Gln
75

Pro
Ala
Tyr
Ala
Arg
155
Arg
Arg
Leu
Trp
Gln
235
Pro
Leu
His
Leu

Pro

-315

Ila
Leu
Lys
val
Gly
395
Glu

Arg

val

Tyr

Gly

475

Ala
Ile
Pro
&0

Gly
Gln
Ser
Cys

Lys
140

Asp-

Trp
Gly

Asn

Trp’
220,

Gly
Thr
Ser
Tyr
Met
300
Val
Gly
Val
Ser
Val
380
Ser
Phe
Met
Arg
Lys

460
Gly

Ala

Gin

30

Ile

45

Ile
Let
Ala
Lys
Lys
125
Gly
Gy
Gln

Gln

Gly’

205
Gly

ala
Arg
Glu
Leu
285
Gln
Asn
Ero
Asp
Gly
365
Gln
Glu
Arg
Lys
Asp
445
Thr

Ala

Asp
Thr
Val
Pro

Ala
110

Gly

Ala’

As'p

Gly

Lys .

190
Gln

Met
Ala
His

Ala
270

Arg

Gly
Ser
Asn
Gly
350
Lys
Asn
Met
Asn
Thr
430
Val

Leu

Val

15

Ala

Arg
Glu
Glu
Asp
85

Gly
Pro
Gln
Tyr
Asn
175
Asn
Ala
Asn

Asn

Ala

255
Gly

Pro
Tyr

Arg

Ala
Phe
Phe
Val
80

Ala
Gly
Ile
Val
Asp
160
Asp
Ile
Gly
Pro
Pro
240
Asn
val
Ser

Gln

Asn

- 320

Ser
335

Cys

Asn
Cys
Ala
Ala

415
Asn

Thr-

Pro

Ile

Asp

Leu

"Arg

Ile
Gly
400
Phe
Met
Leu

Gly

Thr )
480
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15

Ile.
Pro
Lys

Gly

AsSp
Gln
Thr

Pro

Cys Asp

Tyr

ES 2

Ala Pro

485

Ser
" 500
Ala Glu
515
Val

Val

Ala

530

Pro
545
Asn

Ile Thr

Ser

Asn

hla Glu

Asp
Gly
Ala
Val
fro

565
Ile

Val His

Ser
Phe

535
Val

Ser

Thr
350

Trp Phe

Phe-

Arg arg Asp Gly

580

Asn Val

<210> 77

<211> 2043

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 77

atgaaaacct

‘gctagtgtca

aataattggg
gtgaacaatt

gcaacgctca.

gcccccaatqg
gtgaatggca
agctcggtta
atcactagca
tccagagcga
ggcttetgte

‘ggctacacca

agcagtggece
ggctcgttgt
ggcgcatggg
attttaaaac
gacggcgege
agctcgtcgth
atactgacat
aatagcagcce
aacctggatt
aatggtgcaa
accaaatate

-acaggcgect

aacgataacg
ccgtttgata
aaaggtgtgyg
tgtgcacaac
tcattgagtg

gcgcaaateg .

ttggctaact
ggaagcagaa
cgcegatggcea
agctggggtg
taa

ccagagcaat
gcatggcaat
gctcaggatt
ggtctgtgte
gtggctcaaa
catcggoecac
gcttgtgegg
aatcaagcgce
gctetitage
gcagtagtge
gtgttgatgg
atgcgaacaa
gttatacagt
taatcaatgqg
caacctggca
tcteggegtt
aaaccaaagc

ccgttaaatc:

tagacggtaa
gcgecgatat
acaactcagt
ccattaccga
gcgatgeagt
tgccacaatt
gcatggegta
acgacatttt

attacatttt

acggtgctac
gtagcgagte
aagcggcggt
acacttacga
tgtggtatcg
gcaaattcta
gctcttacygyg

ttttactaca
gagttctgce
taccggcgaa

atggcaggaa.

cccttacaca
ttttggttte
caccaacact
geccegtateg
gagaagttet
gccaagegtt
catigcgaca
cgegcaagge
agecttecge
caggtagcaat
aattgecage
aaccgctgac
aggtacttge
cagcgceaagt
cccggecgoeo
tgtgttgtet
gagcgcaggc
aatggtttac
gcgeagagea

ttatcegtig

cgegttgacy
ctctgattet
aaaagcgcag
ggattaccaa
ggtcggcatt
caaggcgagt
ttcatcaaaa
cttctatgac
tgatatcacce
tgaatctatt

<210>78
<211> 680
<212> PRT

545639 T3

Asp
490
Asn

Asn Asp

Serx
505
Cys

Ile
Ser Tyr
520
Asn

Gly Ala

Ser Asp Ser
Asn
570
Tyr

Ala FPhe
Glu

Lys
.- 585 .

tcaacacttt
gcatgggcgg
atcaaagtga
tceggtgegyg
gccgtatceg
caggcaaacg
tcatcaacac
tccagcagea
attgccteca
ttctetttta
gaaagcacca
gcagcgattg
ttcgecaatyg
ggtaattaca
gtggaaattg
ggtttggcca
agcactacat
tcttcttcga
agctggttca
taccagceaat
aatggcggga
ctegetgaaa
gcaaactttt
aaaggcggct
gtattggatt
gatcaggcga
tggaaacaaa
ccgaaaaaayg
ctcgecettet
gtcaactggt
gcgtctacca
ctgaacacca
caaatgtcag’
atttcecttceg

147

Ser
-Val
Gln
Pro
Asp
555
Val

Asn

Val
Arg
Ala
Gly
540
Phe
Gln

Val

Val Arg
495

Asn

Axg Pro
Val Ser

510
Met Val ‘Leu
525

Thr

Leu

Ala Ile Leu

Gly Thr- Preo Arg

560

Gly Leuw Lys Leu

575

Val

tacaccgege
gttgtaccta
ccaacaacac
ctatcaccaa
ctggttggaa
gttctgcegg
cggcatceay
gatcatccag
gcagctcact
cgatccagga
acaccggttt
aatgggcagt
geggcacage
ctgtggagtt
atttagtgca
atatagactc
caagcagcag
gttcatccac
acaaatccag
ccaacgygcygg
gcgacagcdg
tttataaaaa
tagtgagcte
atgcggatca
tcgcagtaaa
aattcaaaac
atggaaaact
cgcgogetta
tgatgaccca
tegecagtee
acccgattgt
accgtagttt
aagagcgtcg
cgcaaaaagt

gcettatcgeg
taccgtcace
caccgccage
cgectggaat
tggecacactt
tgcacctaaa
cagtgttgec

ttcaatcget |

agttagtage
agagcaagceg
taccggcaat
cagecgcacct
agcgogeaac
aceccctgacco
aggcaataat
attaaaaata
cgttgcecage
cgctgcaaaa
gaccaagtgg
ttggccaaaa
cacecatcegac
cggcggcaac
gcaatacage
tgcgaccttt
caaacgegea

cgetgttgee

cactgcatgg
tgaattggaa
accacaaace
aaatacttat
gtataaatcc
ctttagtgat
caccggttat
gggttatctyg

60
120
iso
240
300
360
420

" 480

540
600
660
720
780
840
800
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980

2040
2043
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<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(33)

<221> UNION

<222> (34)...(126)
<223> Mbdulo de unién a carbohidratos

<221> UNION

<222> (199)...(322)
<223> Mbdulo de unién a carbohidratos

<221> DOMINIO

<222> (323)...(680)
<223> Dominio catalitico

<400> 78

Met
Ala
Ala
Gly
Ser
65

Ala

Asn

Asn

Ser
145
Ile
Leu
FPhe
Ala
Ala
225
‘Ser

Ala

Lys
Lenu
Gly
Glu
50

Val
Thr
61y
Gly

Thr

130

Ser
Thr
Val
Thr
Thr
210
Asn
Ser

Ala

Thr
Ile
Cys
35

Ile
Ser

Leu

Thr

Ser
115
Ser
Ala
Ser
Ser
Ile
195
Glu
Asn

Gly

Arg

Ser
Ala
20

Thr
Lys
Frp
Ser
Leu
100
Ala
Ser
Pro
Ser
Ser
180
Gln
Ser
Ala
Arg

Asn
260

Arg
Ala
Tyx
Val
Gln
Gly
85

Ala
Gly
Thr

Val

Ser

165
Ser

_Glu

Thr
Gln
Tyr

245
Gly

Ala
Ser
Thr

Thr

Glu

70
Ser

Pro
Ala
Pro
Ser
150
Leu
Arg
Glu
Asn
Gly
230
Thr

Ser

Ile
Val
Val

Asn

Ser

Asn

Asn
Pro
ala
135
Ser
Ala
Ala
Gln

Thr

215

Ala
Val

Leu

Phe
Ser
Thr
40

Asn
Gly
Pro
Ala
Lyé
120
Ser
Ser
Arg

Ser

Ala
200

‘Gly

Ala

Ala

Leu

Thr
Met
25

Asn

Thr

-Ala

Tyr
Ser
105
val
Ser
Ser
Ser
Ser

185
Gly

_Phe

Iie
Phe

Ile
265

148

Thr
10

Ala
Asn
Thr
Ala
Thr
90

Ala
Asn
Ser
Arg
Ser

170
Ser

Phe.

Thr
Glu
Arg

250
Asn

Ser
Met
Trp
Ala
Ile
75

Ala
Thr
Gly
Val
Ser
155
Ile
Ala

Cys

Gly

Trp

235
Phe

Gly

“Thr

Ser
Gly
Ser
60

Thr

Val

Phe

Ser
Ala
149
Ser
Ala

Pro

Arg-

Asn

220

Ala
Ala

Gly

Leu
Ser
Ser
45

Val
Asn
Ser
Gly
Leu
125
Ser
Ser
Ser
Ser
Val
205
Gly
val

Asn

Ser

Leu
Ala
Gly
Asn
Ala
Ala
Phe.
110
Cys
Ser
Ser
Ser
val

190
Asp

Tyr

Ser
Gly

Asn
270

His
15
Ala
Phe
Asn
Trp
Gly
95
Gln
Gly
Vval
Ile
Ser
175
Phe
Gly
Thr
Ala
Gly
255
Gly.

‘Arg

Trp

Thr
Trp
Asn
80

Trp
Ala

Thr

‘Lys

Ala
160
Ser -
Ser
Ile
Asn
Pxo
240
Thr

Asn
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<210>79

Tyr

Ala

Thr

Ser

290

Ser

305
Asp

‘Ser

Ser

Ala

Ala
385
Asn
Gly
Glu
Arg
Pro
465
Asn

Asn

Ala

Ala

Gly
545
Ser
Gln
Trp
Ser
Trp
625
Arg
Arg

Phe

<211> 1746
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>

Ala
Gly
Val
Se:
Ala
370
Asp
Leu
Thr
Ile
aAla
450
Gln
Asp
Lys
Lys
Gln
530
Ala
Le
Pro
Phe

Lys

610 -

Tyr
Asp
Thr

Ala

Vval
275
Val
Leu
Ala
Aia
Ser
355
Ser
Ile
Asp
Ile
Tyr -
435
Ala
FPhe

Asn

Arg

Phe

915
Trp

Thr
Ser
Gln
Ala
595
Ala
Arg
Gly
Gly

Gln
675

Glu

Glu-

Thr

Gln

Ser
340

Sexr-
Trp.

val

Tyr
Asp
420
Lys
Asn
Tyr
Gly
Ala
500
Lys
Lys
Asp
Gly
Thr
580
Ser
Ser
Phe
Ser
Tyr

660
Lys

Leu
Ile
Ala

Thr

+ 325

Ser
Thr
Fhe

Leu

Asn .

408
Asn

Asn

Phe

FPro
Met
485
Pro
Thr
Gln

Tyr

Ser-

565
Ala

Pro
The
Tyx
Lys

645
Ser

val

ES 2 545639 T3

Pro
Asp

Asp
310

‘Lys

Ser
Ala
Asn
Ser
380
Ser
Gly
Gly
Leu
Leu
470
Ala
Phe
Ala
Asn
Gln

550
Glu

‘Gln

Asn

.Aén

Asp

630
Tyr

Phe

Trp

Gly

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 79

Leu
Leu
295
Gly
Ala
Sér
Ala
Lys
375
Tyr
Val
Ala
Gly

val
455

Lys,

Tyr
Asp
Val
Gly

535
Pro

Ser

Ile

Thr

Pro

615

Leu

Gly

Tyr

Thr Gly
280
Val Gln

Leu Ala

Gly Thr

Ser val
345

Lys Ile

360

Ser Arg

Gln Gln-

Ser Ala-

Thr Ile
425
Asn ‘Thr
440 -
Ser Ser

Gly Gly
Ala Leu

Asn Asp
505

Ala Lys

520

Lys Leu

Lys Lys
Val Gly
Glu ala
585
Tyr Leu
600
I;e Val
Asn Thr
Asp Ile
Gly Ser
. 665
Leu
680

149

‘Ala

Gly
Asn
Cys
330
Lys
Len
Th?
Ser
Gly

410
Thr

Lys

Gln
Tyr
Thr
490
Ile
Gly

Thr

Ala

Ile
570
Ala
Ala
Tyr
Asn
Thr

650
Tyr

Trp
Asn
Ile
315
Zer
Ser
Thr
Lys

Asn

395.

Asn
Glu
Tfr
Tyr
Ala
475
val
Phe
val
Ala
Arg

555
Leu

Vval

Asn
Lys
Arg
635
Gln

Gly

Ala
Asn
300
Asp
Thr
Sexr
Leu
Trp

380
Gly

.Gly‘

Met
Arg
Ser
460
Asp
Leu
Ser
Asp
540
Ala
Ala
Lys
Tyr
Ser
620
Gly

Met

Glu

Thr
285
Ile
Ser
Thr
Ala
Asp
365
Asn

Gly

Gly
val

Asp

445,

Thr
His
Asp
Asp

Tyr

- 525
Trp

Cys
Tyr

Phe

Thr
605
Gly

Phe

Ser

Ser

Trp
ﬁeu
Leﬁ
Ser
Ser
350
Gly
Ser
Trp
Sér

Tyr
430
Ala
Gly
Ala
Phe
Ser
510
Ile
Ala
Glu
Leu
Gly
590
Tyr
Sex
Phe
Glu

Ile

- 670

Gln
Lys
Lys
Ser
335
Ser
Asn
Ser
Pro
Rsp
415

Leun

val

Ala

Thr
Ala
485
Asp
Leu
Gln
Leu
Met
575
val
Asp
Arg
Ser
Glu

655
Ile

Ile
Leu
Ile
320
Ser
Ser
Pro

Arg

Lys

400
Ser

Ala
Arg

Leu

-Phe

480
Val

Arg

Lyg
His
Glu
560
Thr
Asn
Ser

Met

Asp
640

Arg

Ser
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atgacgacac gacgcgaatt catcaaagge tttctactta ccggagcage cgtggeegtc 60
getecgegtt taattgegtt cggcgcggag gcaagtccogt gggaaacgat gatgectteg 120
atcctegeoac gecatcacace acctegtttt ccgaaacgca cetictatet caatcgatte 180
ggcgccaagy gcgatagagt cacagactge accgeggett ttcatcegege gatcgatgaa 240
tgcaccaaag ccggcggtgg gaaagtcgte gtgccggegg goacttatct caccggegeg 3C0
attcatttga agagcaacgt caacctcgaa gtcectceggaag gogegacgat caagttcagt 360
caggacccga aacactacct geetgitgte ttectegegtt gggaaggtgt cgaagtcttc 420
aactactege ctticattta cgcgttoegaa cagcgaaaca tegegatcac cggcaaagge 480
acgcetcgacg gacagagtga tteggaacac tggtggecgt ggaacggeeg tcocgeagtac 540
ggatggaatg aagggatgaa acagcagcgt cccgatcgea acgegttgtt cacaatggeg 600
gagaaaggceg tgecggtgeg cgagegcatc ttiggegaag gtcattattt gaggecgcag 660
ttcattecage cgtaccgectyg ccagaacgtg ctgatccagg goegtgacgat toggaacteg 720
ccgatgtggg agattcatce ggtgttgtge cgcocaacgtga ctattcacga cgtgcacatce 780
gatagtcatg gaccaaacaa cgacggctge aatcccgaat cgtgecagcga cgtgttgatt 840
aaggatagect acttcgatac cggegacgac tgcatcegega tcaaatceggg acgcaacgcce 900
gacgggcgge ggcttaaago gecgactgayg aacatcatcg ttcaaggatg tcgeoatgaaa 960
gacggccacg gtggaatcac ggtcggcage gagatctegg goggegtgeg aaacctgttt 1020
gccgagaatt goecggctcga cagtccaaac ctegatcacg cectgocgogt gaagaacaat 1080
gccatgcegeg geoggattact cgagaactte cacttccgta acatcgaagt cgggcaggtg 1140
gcceatgecg tgattacgat cgacttcaac tacgaagagg gcegcdaaagg gtogttcacg 1200
ccggtcgtte gegattacac ggtcgategt ttgegeageca cgaagagcaa geacgcactc 1260
gacgtccagg gtctgececgyg cgegecggte atcaacctge gattgacaaa ctgcacatte 1320
aacgatgtge agcaaccgaa cattctcaag aacgtcgaac aatcaacctt tgagaacgtc 1380
acgattaacg gaaagacgat cacacaaaca ggatccatct cagaaagagce ggccacgaca 1440
geaatgaccy cgctttggeg cgacgegteyg aggaaagaaa acggttatcce cgocgaagtgg 1500
acctatgate atgggctggt cctgaaagga atcgagogeg tttggaacaa taccggegat 15860
aagaagtate tgaagttcat ccaggacage atggaccact tcgtcaacga cgacggctcec Clezo
attcgeacct acacgatcga cgagtacaac atcgatcacyg ttcettcccgg acgaaacetce 1&80
ctgttecttt acaaaactac cggtcaggaa aagtatcgea aagocgcocge gttcttgege 1740
gaacaa . C : 1746
<210> 80
<211> 582
<212> PRT
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<221> SENAL
<222> (1)...(28)
<221> DOMINIO
<222> (81)...(458)
<223> Dominio catalitico
<400> 80
Met Thr Thr Arxg Arg Glu Phe Ile Lys Gly Phe Leu Leu Thr Gly Ala
1 5 - .10 15
Ala Val Ala Val Ala Pro Arg Leu Ile Ala Phe Gly Ala Glu Ala Ser
20 . 25 30
Pre Trp Glu Thr Met Met Pro Ser Ile lLeu Ala Arg Ile Thr Pro Pre
35 . 40 45
Arg Phe Pro Lys Arg ‘Thr Phe Tyr Leu Asn Arg Phe Gly Ala Lys Gly
50 55 60 ' )
Asp Gly Val Thr Asp Cys Thr Ala Ala Phe Hig Arg Ala Ile Asp Glu

150



65
Cys

Leu
Glu
Val
Phe
145
Thr

Arg

Arg
Tyr
‘225
Pro

Asp

Glu

Asp
Leu
305
Asp
Arg
His
Asn
Ile
385
Pro

Lys

Lew

Leu
Lys
465
Ala
Pro

Arg

Asp

Thr

Thr

Val
130
Ile
Leu
Pro
Asn
Ile
210
Arg
Met
Val

Ser

290

Lys )

Gly
Asn
Ala
Phe
370
Thr
Val
His
Arg
Lys
450
Thr
Met
Ala
Val

Ser
530

Lys

Gly

v Ala

115

‘Phe

Tyr
Asp
Gln
Ala
185
Phe
Cys
Trp
His
Cys
275
Cys
Ala
His
Leu
Leu
355
His
Ile
Val
Ala
Leu
435
Asn

Ile

Thr

Lys -

T:fp
515
Meb

Ala

Ala
100
Thr

Ser

Ala
Gly
Tyr
180

Leun

Gly

" Gln

Glu
Ile
260
Ser
Ile
Fro
Gly
Phe
340
Arg
Phe
Asp
Arg
Leu

420
Thr

val

Thr

Ala

500
Asn

Asp

Gly
85

Ile

Ile
Arg
Phe
Gln
165
Gly_
FPhe
Glu
Asn
Ile
245
Asp
Asp
Ala
Thr
Gly
325
Ala
Val
Arg
FPhe
Asp
105
Asp
Asn
Glu
Gln

Leu
485

Thr

Asn

His

ES 2 545639 T3

70

Gly

His
Lys
Trp
Glu
150
Ser
Trp
Thr
Gly
Val
230
His
Ser
Val
Ile
Glu
31¢
Ile
Glu
Lys
Asn
Asn
390
Tyr
Val
Cys
Gln

Thr
470

Trp
Tyr
Thr

Phe

Gly
Leu
Fhe
Glu
135
Gln
Asp
Asn
Met
His
215
Leu
Pro
His

Leu

Lys

295.

Asn
Thr
Asn
Asn

Ile
375

Tyr-

Thr
Gln
Thr
Ser
455
Gly
Arcj
Asp
Gly

Val

- 535

Lys
Lys
Ser
i2¢
Gly
Arg

Ser

Glu-

Ala
200
Tyr
Ile
Val
Gly
Ile
280
Ser
Ile
Val
Cys
Asn
360
Glu
Glu
Val
Gly

Phe

440

Thr
Ser
Asp
His
Asp

520
Asn

Val
Ser
105
Gln
Val
Asn

Glu

Gly
185

Glu

Leu
Gln
Len
Pro
265
Lys
Gly
Ile
Gly
Arg
345
Ala
Val

Glu

Asp

Leu
425
Asn
Phe
Ile
Ala
Gly
505
Lys

Asp

151

‘Val
90
Asn
Asp
Glu
Ile
His
170
Met
Lys
Arg
Gly
Cys
250
Asn
Asp
Arg
Val
Ser
330
Leu
Met
Gly
Gly
Arg
_4 10
Pro
Asp
Glua
Ser
Ser
490
Leu

Lys

Asp

75
Val

Val
Pro
\%al
Ala
155
Trp
Lys
Gly
Pro
Val
235
Arg
Asn
Ser

Asn

Gln

Pro
Asn
Lys
Phe
140
Ile
Trp
Gln

Val

Ala
Leu
His

125
Asn

Thr

Pro
Gln

Pro

-205

Gin
220
Thr
Asn
Asp

Tyr

Ala

300
Gly

315,

Glu
Asp
Arg
Gln
Ala
395
Leun
Gly
Val
Asn
Glu
475
Arg
Val
-‘I'yr

Gly

Ile
Ser

Gly

Phe
Ile
Val
Gly
Phe
285
Asp

Cys

Serl

Pro

-Gly

© 365

Val
380
Lys
Arg
Ala
Gln
Val
450
Arg
Lys
Leu

Leu

Ser
540

Ala
Gly
'Ser
Pro
Gln
445
Thr
Ala

Glu

Lys

Lys
525
Ile

Giy

Glu

-110

Tyr
Tyr

Gly

Trp

Arg
1%0
Val
Ile
Arg
Thr

Cys
270

"Asp

Gly

Arg
Gly
Asn
350
Leu

His

Ser.

Thr
Val
430
Pro
Ile
Ala
Asn
Gly
510
Phe

Arg

Thr
95

Val
Leu
Ser
Lys
Asn
175
Pro
Arg
Gln
Asn
Ile
255
Asn

Thr

Arg

‘Met

Gly
335
Leu
Leu
Ala
Phe
Lys
415
Ile
Asn
Asn
Thx
Gly
495
Ile
Ile

Thr

80
Tyr

Ser
Pro
Fro
Gly
160
Gly
Asp
Glu
Pro
Ser
240
His
Pro
Gly
Arg
Lys
320
Val
Asp
Glu

Val
Thr
400
Ser
Asn
Ile .
Gly
Thr
480
Tyr
Glu
Gln

Tyr
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15

20

25

30

Thr Ile Asp Glu 'Tyr Asn Ile Asp His Val Leu Pro Gly Arg Asn Leu
545 550 ’ 555 560
Leu Phe Leu Tyr Lys Thr Thr Gly Gln Glu Lys Tyr Arg Lys Ala Ala
) 565 570 575
Ala Phe Leu Arg Glu Gln o
580
<210> 81
<211> 1065
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<400> 81
atgacgctac ccgbtgttic cctgeogegtyg ctgctggecge tgetggecac gttgocggte 60
gcctgegegg gegetgoggt atccgeggca gogaccgace cggtcgecga gaacakgetg 120
ctgctgoaga ccgectocgg tygotggtee aagcactacc gcogggaagaa ggtcgactac 180
acqgcgcaatt acgacaccgc cdagegcgee gegctgegeg cgecoggceg geatgacgac 240
gcgacgatcq acaacaagge cacgaccage gagatcgect acctggtgea ggceacatgece 300
aggacgggca, acceggegta cctcgacggt goccgcocgeg gggtcgaata cctgetgege 360
gcgeagtace cgaatggtgg ctagccgecag ttctaccccg accactegtce ctaccggeac " 420
cagatcacge tcaacgacga cgcgatggtg catgccatca cocgtgctgea ggacatcgoce 480
gecggcecgeg acggeatgea ggegttgacyg cecgagtteg gegtocgege cgeocgecgeo 540
gcgeagegeg goatcggaaa cctgetegag ttgeaggtge ggatcgacgg cgageegace 600
atctgggecyg cgcagtacga cgagecatage ctgcagcocgg ccaaggeccg cgectatgaa 660
ctgccectege tggoeegtgge cgaatcggte ggegtggtge goctgcetgat gegccagocyg 720
aggceggatg cccggaccgt cgecgegate gaatcggegg cocgetgget ggaggegeat 780
cgectygcaty acctggeoget cgazacgcgte gadgcocaccegg ccgaggaaac gggcaadgac 840
gtgcgggteg tgacceggee cggegeoctcog ctgtgggege gottctacga  cectggatgga S00
cagcagcctc tgttcegtcga ccgogacage aagoccgtee cgttegoccag ccoctgoccaac 260
gagcgecgea ceggetatge ctggtacgge acctggecgg agaagctget ggcgecaggaa 1020
ctecccgeget ggegegaggt ccatgcegec ggcgecgegoe cotga ' 1065
<210> 82
<211> 354
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(30)

<221> DOMINIO
<222> (31)...(354)
<223> Dominio catalitico

<400> 82

Met Thr Leu Pro Val Val Ser Leu Arg Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala

1
Thr Leu
' 20
Asp Pro
35
Trp Ser
50

5

10
Pro Val Ala Cys Ala Gly Ala Alq Val Ser Ala Ala Ala Thr

25

40

Lys-His Tyr Arg Gly Lys Lys Val Asp
- 55 - B

152

- 60

15
30

45

val Ala Glu Asn Met Leu Leu Leu Gln Thr Ala Ser Gly Gly

Tyr Thr Arg Asn Tyr
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Ala

Leu Arg Ala

Thr Thr Ser
90
Pro
105.
Alz

Asn
Arg
120
Ser

Ser Tyr

Ile Thr
Thr
176
Gly

Ala Leu
Ile
185
Ile

Gly

Thr Trp

| 200

Asp Thr Ala Glu Arg Ala Ala
65 - . 70
Ala Thx Ile Asp Asn Lys Ala
: 85
Gln Ala His Ala Arg Thr Gly
100 .
Arg Gly Val Glu Tyr Leu Leu
115 ’ T
Pro Gln Phe Tyr Pro Asp His
130 - . 135
Asn Asp Asp Ala Met Val His
145 - 150
Ala Gly Arg Asp Gly Met Glm
- 165 -
Ala Ala Ala Ala Ala Gln Arg
180
Val Arg Ile Asp Gly Glu Pro
) 125 :
His Ser Leu Gln Pro Ala Lys
210 215
Ala Val Ala Glu Ser Val Gly
225 230
Arg Pro Asp Ala Arg Thr Val
’ ’ 245 :
Leur Glu Ala His Arg Leu His
- 260
_Pro Ala Glu Glu Thr Gly Lys
- 275
Ala Ser Leu Trp Ala Axrg FPhe
290 285
Phe Val Asp Arg Asp Ser Lys
305 K 310
Glu Arg Arg Thr Gly Tyr Ala
o 325
Leu Ala Gln Glu Leu Pro Arg
- 340
Ala Pro
<210> 83
<211> 3618
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<400> 83
ttgactgcte tttcaagaaa cagtcaggtt
caggtaacct acaatctaaa acgcagtacc
gaaaaaatgg cagaaaccga cttccgggat
tatgttgtat ctgccgaaac gagtageggt
gtgcctgtag cgecattgea agetecgace
gtaaccattc attgggaatc cgtcaatggt
Caaaagggca tcggctatga agtcatcaaa
accgggatte ccgatggega gaagtactat
gaaagtgcaa attcccaacc gattaacggt
attccaaacg gtatgaacgce tactgccggt
gtatccggeyg cagattccta tagecatcaag

Ala Arg Ala

Val Val Arg

Ala Ala Ile

250 -

Asp Leu Ala
265

Asp Val

280

Tyr

Arg

Asp Leu

Pro Val Pro
Gly
330
Glun

Trp Tyr

Trp Arg
345

gatgtaagct
acgaaggagy
acagggttag
gagagtgcag
ggoectttcag
gccgagtcett
aacggtgtaa
tatgtegtat
gectgetgtat
gatggcagag
cgcggtgagt

153

Ala'

Gln

Pro
75

Glu
Tyr
Tyr
Arg
Val
155
Pro
Asp
Ala
Tyr
Leu
235
Glu
Leu
Val
Asp

fhe

Gly
Ile
Leu
Pro
His
140
Leu
Glu
Leu
Aia
Glu
220
Len
Ser
Glu
val
Gly

300
Ala

315

Thr

Val

Trp

His

gggaaccgag
gtcettatea
agaatggcca
attcacaagc
caagtcatgg
accaagtctt
cggaaaccag
ccgoecaagaa
cgacgagtgy
ctgccttaac
ttaacagtgg

Arg

Ala

Asp

Asn
125
Gln
Gln
Phe
Leu
Gin
205

Leu

Met
Ala
Ara
Thr
285
Gln
Ser

Fro

Ala

His
Tyx
Gly

110
Gly

Iie

Asp
Gly
Glu
190
Tyr

Pro

Arg

Ala
Val
270
Arg
Gln
Leu

Glu

Ala

Asp

Leu

Ala

Gly
Thr
Ile
Val
175
Leu

Asp

Ser

Gln'

Arg
255
Asp
Pro
Pro

Pro

Lys
335

Asp
80

Val
Arg
Trp
Leu
Aia
160
Arg
Gln
Glu

Leu

Pro
240

Trp

Ala

Giy
Leu
Asn

320
Leu

350

tteegeocaa
gaccattget
gaagtattac
tataacggct

caatggcggg

gocgcagtaaa
ttatacagat
cgatacaget
tgtaccagcc
ctggtceget
tcaatatgag

Gly Ala

60
120
180

. 240

ac0
360
420
480
540
€00
660
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15

gtcatigeta
acctatgatt
atcgcecgtta
attcaagaag
aaaaatggtc
gtaggggaaa
ccagacggea
tttattgeee
gcegcttaty
gatacattat
gtggatttca
cgtacaggea
tttttagatt
tagegtectt
gacggatgqgg
aatzazacatgg
ccggaggaay
cctgagagaa
caacgagatt
gcagcegttt
acggtggtge
aatcaggcta
atcgatgatc
ccgattacag
gtatcggaaa
acgattaccg
ccaaaaggga
gcaaataccy

gcattgcaaa

acagtggaaa
acgaaggaaqg
catattcaat
gcggatgecc
aaatataaac
ggtgaactag
atgtataaag
ttactagaga
tactcagatt
atggttaaag
cagattgatg
gacggtgaag
gctegtgegt
ttgatgtcac
tggtttgaag
tatttetacc
cgceccgattt
gaaagaagag

adcacaactg

aacgccgctg
ggttctacaa

<210> 84

<211> 1205
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (268)...(556)
<223> Dominio de pectin metil esterasa

<221> DOMINIO

aaaatataca
atgtgattic
ctectgegaa
ccattgatgc
aatatcgtga
gtaaggaagg
aaccattagg
aaaatttaac
taagggccga
atgcccatac
tttttggegy
gtaagttaac
caaaaatcac
attcagectgt
ataactgggg

ggccagggge
cgaatcaata
tcgggattat
ccattgtcaa
ctgtcaatgg
tgaatgacgg
ttectgeagt

‘ttaaaggaga

ggaagctgaa
agttgacatt
ctgttgatca
atgctgttcc
ttgaggttac
cggctacgasa
gcattaccac
cctttcaaga
atttgaatgc
tcttaacctg

.ggccatggga

ggacgattga
aaacaggtga
tgcaggttga
atgtgacctt
aaaagaagta
atgcattgag
taaccgcatg
atgaacatcc
tgecegaatce
aggcaaaatt
cggacgccaa
tctcaggaag
acggctaccg
gctactacyga
gcgaatettt
gcaagtaa

ES 2 545639 T3

ctetaccggt
cgetgtcaat
agtaacggtt
tgcacctgat
aaagcttacg
gaccgtgett
cacttccaat
catccagaac
tcgtctctac

gggaagacag

-agccacagec

cgcagctagt
ctcagatgaa
cacctatatc
gaaagttgaa
agacccgaaa
cactgtgcaa
cccattatca
tacaccaagce
gaaggaaatt
tttgaacact
gttaaaaatt
aaaaaacggy
cgaagcagga
tagtacaaaa
ggcagggaat
agacggtcec
ttttaatage
cgtttgggca
aaaagtgaat
agatggasace
cgattattat

-geagatggat

tgggaaagaa
taatgacgca

‘tgctegttat

ttececggegge
taatgataat
tccgtttaat
cegtgggety

gtgtgctcag
ttcaatctct

ttcaactgay
dggegggaacg
cagcaatacg
agacggtgte
ctgggcagga
aaacagagta

‘ggaaatagga

tatcaagata
gagcaagggg
gtagcgaaaqg
aacagtacga
atccctaaga
gtttttaatg
agttcaagta

.gactctggtc

tttgaaaacg
tattataaaa
ttgtttgata
accgatcaag.
ggcgtgacca
aacaccgaaa
aacgagaaaa
aagcgggatc
aatgtgatga

-ccactgteag

tttacaatta
tccttacaaa
attacagtgg

gtttatgatc.

aatcactaca
acagttatgg
gtecattttaa
gaagccgaat
gtcaagatta
aagctagaaa
gctctcaate
aaggataace
attacgctee
accggggate
catggcgget
ccaaaatctg
acaacaaacyg
aaggattccg
tggccgcagg
gcgatggttce

tccaacctag

gattatatgt
catgaccctyg
ggtteggaat
gttcaggctg
aagtatgtat
tggtaccgct
attaaacaca
gaatggecge
tacgtagaag
aacttatata

154

taggecttac
aaagtttagg
aaggcggaga
aacggcatgt
gcaaaaccaa
ataatgcaaa
tetttateta
aaggaacagq
tgcagttttt
acktgctacgt
cctgtcacet
tecacaccgta
atgtgcatet
tggatgcatc
cagccagata.
catggaccac
aaggatctga
caccgattat

‘caggtcaagt

aggatggcag
gagctgtaga
atgagaaacc
atgtaatcta
tgaatggtga
agecggggtt
¢tatcactat
tcaaaagtga
aatttgattc
ctggtttgaa
aaaccgtage
caaaagttga
gtacgecagga
ggtttaaaaa
aatggtattc
agattctett
ttttaaaagg
tctatectge
gcgttatgag
gtgacgagea
taaaatcgea
tgacgtatga
ctgtagggat
ccattcatgg
caggcgatcc
tctatgaaat
acatcttaga
aaaaattatt
tegttgggga
gaatagaggce

aaacggtgat
ctcegaacec
ctttaaaacyg
tatttttata
tctgagtett

tacgecctagy

tgccaatgat
tcaagcagtt
aggataccag

agaaggggat

tecatagcaag
tgggtatgtt
cgggegacct
gattgttect
ttcagaatac
acaattaacyg
cggctgggat
ttcacttgat
ggataaagaa
ctteageacyg
tgcagcaggg
tgtegtatcc
caatccgeotyg

gazagtaaat -

aaataacatt
caatgtggtt
aacaacaaat
tagtgatatt
acaattgatyg
ggtgatcaaa
agatecegttt
cattaagcat
ctgggtggaa
gactaatcat
tttagctetyg
aattgatttt
aagaageggr
tgtattaacg
actttctgag
aattaaggta
accgaaaggyg

tgtccagtat .

agctctaaat
aaatgggcaa
tggeaccaat
gattgaaaaa
aaatatcgee
tcagtctaaa
cteggettee

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1329
1380

1440

1500
1560
1620
1680

1740

1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220

2280

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3618



<222> (782)...(1164)
<223> Dominio catalitico

<400> 84

Met

Sexr

Glu
Arg
Ala
65

Val
Gly

Ser

Ile

Asp
145
Glu

Gly

Ile
Asn
225
Thr
Gly
Lys
Pro
Tyr
305
Val
Asn
Ser
Gln

Arg

385.

Thi
Ser

Giy

Asp

Glu
Pro

Asn

Tyr

Lys
130
Gly
Ser
Val
Ala
Lys
210
Ile
Tyr
Ser
Glu
Asp
290
Arg
Gly
Thr
Ile
Asn

370
Ala

Ala
Ala
Prp

35
Thr

'Thr

Val
Gly
Gln
115
Asn
Glu
Ala
Ero
Ala
195
Arg
His
Asp
Gilu
Gly
275
Asn
Glu
Glu
Pro
Phe
355
Asp

Asp

Len
Glnl
Tyr
Gly
Ser
Ala
Gly
100
Val
Gly
Lys
Asn
Ala
180
Leu
Gly
Ser
Tyr
Pro
260
Gly
Ser
Lys
Ser
Gly
340
Ile

Ser

Arg

Ser
Gln
Gln
Leu
Ser

Pro
85

Val

Len
Val
Tyr
Ser
165
Ile
Thr
Glu
Thx
Val
245
Ile
Asp
Thr

Leu

Lys

325
Pro

Tyr
Gly

Leu

ES 2 545639 T3

Arg
val
Thr
Glu
Gly
70

Leu

Thr
Arg
Thr
Tyr
150
Gln
Pro
Trp
Phe
Gly
230
Ile
Ala
Phe
Lys

Thr
310

-Glu

Asp
Ala
Gln

Tyx
390

Asn
Thr
Ile
Asn
Glu
Gln
Ile
Ser
Glu
135
Tyx
Pro
Asn
Ser
Asn
215
Tyr
Ser
val
Lys
Arg
295
Ile

Gly

Gly

Asn

Gly
375
Phe

Ser-Gin

Tyr Asn
25

Ala Glu

40

Gly Gln

Ser Ala
Ala Pro
His Trp
105
Lys Gln
120
Thr Ser
Val Val

Ile Asn

Gly Met

185
Ala val
200
Ser Gly

Gln Asp
Ala val
Thr Pid
265
Thr -Ile
280
His Val
Pro Lys

Thr val

Lys Pro

345
Asp Fhe
360
Thr Gly

Glu Asn

155

vVal
Leu

Lys

Lys

Asp
Thr
S0

Glu
Lys
Tyr
Ser
Gly
170
Asn

Sér

Gln

Ile
Asn
250
Ala
Gln
Ile
Ser
Leu
330
Leu

Ile

Gln

Val.

Asp
Lys
Met
Tyr
Ser
Gly

Ser

Gly.

Thr

Ala
155
Ala

Ala-

Gly
Tyr
Gly
235
Glu
Lys
Glu
Phe
Lys
315
Val
Gly
Ala
Ala

Gln
395

val
Arg
Ala
Tyr
&80

Gln
Leu
val
Ile
Asp
140
Lys
Ala

Thr

Ala

Glu
220
Leu
G1ln
Vval
Ala
Ile
300
Thr
Phe
Thr
Gln
Val

380
Phe

Ser
Ser
Glu
45

Tyr
Ala

Ser

Asn

Gly-

125
Thr

Val
Ala
Asp
205
Val
Thr
Gly
fhr
ile

285
‘LYS

Asn

Asn
Ser

Asn

365

‘ala

Leu

Trp

-Thr

30
Thr

val
Ile
Ala
Gly
110
Tyr
Gly
Asp
Ser

Gly

190

Ser
Ile
Asn
Glu
Val
270
Asp

Asn

Leu
Asp
Asn
350
Leu

Ala

Gly

Glu
15

Thr
Asp
Val
Thr
Ser
95

Ala
Glu
Ile
Thx
Thr
17%
Asp
Tyr
Ala
Gly
Ser
255
Val
Ala
Gly
Ser
Asn
335
Ser
Thr
Tyr

Tyr

Pro
Lys
Phg

Ser

‘Ala

80
His

Glu

Val
Bro
Ala
160
Ser
Gly
Ser
Lys
Asp
240
Leu
Ala
Ala
Gin
Phe
320
Ala
Ser
Ile
val

Gln
400



Asp
Val
Asp
Ala
Lys
465
Trp
Ser
Lys
. Pro
Asn
545
" Pro
Ile
Ile
Glu
Asn
625
Asn
Pro
Tyr
Ala
Leu
705
Thr
‘Ile
Ile
Asn
Ala
785
Thr
Ala
Leu

Tyr

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser

450

Ile
Arg
Ile
Thr
Lys

530
Gln

Glu

Ser
Thr
Ile
610
Asp
Gln

Val

‘Asn

Gly
690
Thz
Ile
Asn
Ile
Sex
770
Thi
Val
Val
Pro

Tyr
850
Thr

Leu
Gly
Cys
435
Thr
Thr
Pro
val
Ala
515
Lys
Tyx
Arg
Leu
Gly
595
Ser
Gly
Ala'
Val
Val
675
Thx
Phe
Thr
Val
Lys
755
Lys
Asn
Glu
Ile
Lys
835
Thr

Trp

Tyr
Asp
420
His
Asp
Ser
Tyr
Pro
500
Arg
Ary
Thr
Ile
Asp
580
Gin
Leu
Leu
Ile
Ser
660
Ile
Val

Ser

Ala

Val
740
Ser
Leu
Val
Ser
Lys
820
Val
Gly

Gln

Ala
405
val
Leu
Gln
Asp
Ser
485
Asp
Tyxr
Asp
val
Gly
565
Gln
val
Gln
Asn
Pro
645
Ile

Tyr

‘Met

Thr
V&l
725
Pro
Glu
Glu
Trp
Ile
805
Thr
Glu
Asp

Met

ES 2 545639 T3

His
Asp
His
Val
Glu
470
Ala
Gly
Ser
Pro
Gln
550
Ile
Arg
Asp
Lys
Thr
630
Ala
Asp
Asn
Val
Lys
710
Asp
Lys
Thr
Lys
Ala
790
Thx
Lys
Asp
Arg

Asp

Thr
FPhe
Ser
Thr
455
Gly
Val
Trp

Glu

Trp
535
Asn
Ile
Asp
Lys
Asp
61s
Ile
val
Asp
Pro
Asn
695
val
Gln
Gly
Thr
- Phe
715
Ala
Thr
Glu
Pro
Thr

855
His

Gly
Ile
Lys
440
FPro
Val
Thr

Asp

Arg
Phe
425
Arg
Tyr
Thr
Tyr

Aén

- 505

Tyr
520
Thr
Val
Pro
Ser
Glu
600
Gly
Thr
Leu
Leu

Leu

Asn

Thr

Met

Leu
Ile
585
Ala
Sex
val
Lys
Lys

665
Pro

680 .

Gly
Ile
Ala
_Asn
Asn
760
Asp
Leu
Lys
Ala

Phe

Glu’

, Leu

Gly
Bla
745
Ala
Ser
Asn
IVal
Phe

825
His

840,

Gln

Gly

Asp

Gly

156

Gln
410
Gly
Thr
Gly
Asn
Ile
490
Trp
Asn
Gln
Lys
Ser
570
Val
Ala
Phe
Gly

Ile

Tyr
Gly

Gly

Tyr-

Val
475
Asn
Gly
Met
Leu
Gly
855
Pro
Asn
val
Ser
Ala

635
Val

650 "

Gly
Ile
Lys
Lys
Asn
730
Val
Asn
Ser
Pro
Asn
810
Gln
Ile
Ile

'I‘rp

Glu
Thx
Val
Pro
715
Glu
Pro

Thr

.Asp

Gly
795
Lys
Glu
Gln
Lys

Fhe

Tyr
Ala
Ser
Val
460
His
Thx
Lys
Gly
Thr
540
Ser
Leu
Thr
Ser
Thr
620
Val
Tyr
Lys
Gly
Asn
700
Gly
Ala
Asp
val
Ile
780
Leu
Asp
Asp
Tyx
His

BéD
Lys

Lys
Thr
Lys
445
Phe
Leu
Glu
Val
Pro
525
Pro
Aép
Sér
Pro
Val
605
Thr
Asp

Asp

Asn

Lys
685
val
Leu
Glu
Gly
Glu
765
Ala
Lys
Agn

Gly

Leu,

845
Ala

Asn

Asn
Ala
430
Leu
Len
Gly
Met
Glu
510
Gly
Glu
Gly
Ala
Ser
590
Asn
Val
Ala
His
Gly
67¢
Leu
Ser
aAsn
Ser
Pro
750
Val
Leu
Gln
Gln
Thr
830
Asn
Asp

Trp

Cys
415
Leu
Thz
Asp
Arg
Asp
495
Asn
Ala
Glu
Trp

Pro

" 575

Phe
Gly
Val
Ala
Glu
655
Asn
Asn
Glu
Asn
Tle
735
Val
Thr
Gln
Leu
Thr
81s
Ile
ala
aAla

Val

Phe
Ala
Ser
Pro

480
Ala

Glu .

Asp
Ala
Asp
560
Ile
Thr
Lys '
Leu
Gly
640
Lys
His
Glu
Lys
Ile
720
Thr
Lys
Phe
Thr
Met

800
Val

Thr

Asp
Leu

Glu



10

865

Lys Tyr Lys Arg
His
900
Leu

Ser Thr Asn
Glu Tle

. 915
Tyr Lys
930
val

Asn

Arg Asp

Gln Ser
945
-Tyr

Asp

Ser Asp Tyr
Thr
980

Glu

Ser val Leﬁ

Leu Gly Asp
995
Leu Asp
1010
Thr Ala Txp
1025

Ala Arg Ala

Gly Tyx

Cys
Tyr
Ile Val Gln Tyr
- 1060
Ala Ala Ile

1075

Gly Thr Lys
1090

Asp Ala Asn Ser Asn Thr

1105
Arg Pro Ile

Glu Ile Glu
1140

Pro Gln Lys
1155

Pro
885
Gly
Phe
Ser
Gly
Vval
965
Met
Gln
Met
Ala
Glu His
1045

Leu Met
His Gly Ala

Tyr Val Ser

ES 2 545639 T3

870

Trp Gly Glu
8290

Ile

Asp Lys
Thr
205
Met

Glu Leu Gly

Ala Leu
820
Lys

Leu Tyr

Val Leu
935

Trp

Gly Ile

Gly Pro Gln
950

Thr

val

Fhe Asn
870

Lys

Asn Asp

Glu Lys
985
Gln

Val Lys
Glu
1000
Ser Gln

Leu Ser Ile

Lys Ile
1015

Gln His Asp Pro

1030

Leu
Val

Ser
1050

Pro Ser Ile

Ser Leu Pro
1065

Leu Asn Trp Phe

1080

Gly Asp Pro Asn

1095

Trp Tyr Arg Phe

1110

Phe Sex Gly Arg Asp Gly Val
©o112s
Lys Glu Arg Arg Asp Gly Tyr

1130
Arg
1145

Leu Leu Asn Ile Ala Asn Thr

ileo

Arg Val Tyr Val Glu Val Val Gly Asp Gln

1170

1175

Gl Ser Leu Glu Ile Gly Asn Leu Tyr Arg

1185
Gly Ser Thr Ser

<210> 85

<211> 1152

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

1190

Lys
1205

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 85

atgtcggttg gaccaggtgce
ggtgttgagg caaagctgtt
tctaagaaaa atgatcagga
gatgagtggt atgcgagtgt
cgegactecag .gkggttggee
caggctgega tcectecgeca

taatccgaaa
tcagegegag
agtcggegog
tgaggecactyg
caagaacatc
gaagaaaaag

gctegtgtte
cggttettea
atcgecgtgga
cggatggcey
gacatggcga
aacgactcca

157

875

Pro Lys Ser

Asp Asn Asp

Lys Glu Thr

880

Glu Trp Tyr

895
Thr

Ala Thr

210
Gly

Asp Ala

925

Phe Leu
840

Pro

Asp

Tyr Ala

955

Ala Met Val

Tyr. Pro Phe

Asp Asp Ala

Leu Glu Met

Ser Gly
960
Met

Arg

Val
975
Ser

Arg
Asn Asn
990
Leu

Gly Arg

1005

Val
1020
Tyr Glu

Lys

Thr
1035
Gly Ser Glu

Asn Pro Ser Thr Glu

Glu.Glu Ala

108
Gly Gln Tyr

1100

Tyr Glu Ile
1115 .
Ile Lys His
Trp Ala

Thx Gly Tyr

Asp.

Gly Glu Val

Pro Gly
1040
Gly

Lys

Val
1055
Val Gln

Ser

1070

Lys
5

Phe

Leu Ala
Tyr Pro

Thx Asn
1120-

Ile Leu

1135

Glu Trp

Gly
Asn
Gly

1150
Tyr Glu Asn

1165

S8er Lys Asn
1180
Ile Glu Ala

1195

catggtecaa
gectegetge
aagatgcaca
ataacgtcgt
aggeactcaa
cgatcgacaa

Ala Ala Gly

Ser Ala Ser
1200

acagttatcyg
ggagcacact
tggaaagceg
tetctatcaa
cgatcgtgag
tggtgcgact

60
120
180

. 240

300
360
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cacacacagt
gagiegtttt
ccgcagttet
atgattggtg
gtcgacgaag
ttgaaaacge
gtaacgttag
agcgtagata
gecggttgaat
aagaaggcgy
agcteggttt
gatggagtgyg
tggtacgttg

‘acatctcetgt

tatecctttet
tcaaaggatt
atcogaacce
tgatgaaggt
ctcggcegege
aggtggtggt
cgecagetce
tcgttegatt
cggcggttaa
acgcttctaa
gggegegett
tcaaatacga
atgaagcagc
ga .

ES 2 545639 T3

ggcgegegte
ggattactta
gacgggctat
gectgegegat
gaaggcgacg
agatgggcgt
tacgegaacc
tttaatgteg
gtggtttgag
acctggeggg
ttatgagatt
cgtggcgcag
caagctgctg

tatacagcac
ctgaatgecge
cacaagcaca
ategetgegyg
agtgcagttg
cgecactgtgt
ttcgagttaa
atcaaggatc
caatcggagt
tttgattgcy
ggcacgaacc
atcgaacacyg
aagaaagagt

agecgtcagga
agtatccaaa
ttacttacaa
cgaagecttt
aaaaagggat
ggagtgcgca

cttcgttgag.

cgtcgectaa
taaaaggcgt
tcgtagttaa
ggccgatctt
agcggcgygac
atccggeetg

gegacatoge
tggaggeigg
cgacggtgeg
gtacgctttt
cgagtgeatt
acatgatgaa
cggcggtgag
agtagttgat
gaagtgggtt
ggatccggag
ttcegggege
gaattatgag
gcggaaaaga

<210> 86

<211> 383

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (1)...(383)
<223> Dominio catalitico

<400> 86

Val Trp
15

Arg

Met Ser Val Gly Pro Gly Ala Asn Pro Lys Ala Arg Pro

10

Lys Gln Leu Ser Gly Val Glu Ala Lys Leu Phe Gln Arg Glu

Phe
Gly
Ala
63

Arg
Asn
Ser
Arg
145
Pro
Asn

Ala

Ala

Ser
Ala
Ser
Asp
Asp
Thr
Val
130
Gly
Gln
Asp-
Ala

Thr

20
Leu Ala
35
Ile -Ala

Val Glu

Ser Gly
Glu
100
Asp

Arg

Ile
115
Tyr Thr

Leu Asp

Phe Tyr
.Ala
180
Fro

Gly

Lys
195

Ser Ala

. 210

Val
225
Val

val

Thr

Vél Asp

Leu Ala

Ala

‘Tyr

Pro

Ala Glu

Trp Lys Asp
55
Leu Arg
- 70

Trp

Ala

Gly Pro

Gln Ala Ala

Asn Gly Ala

Gln Arg
135

Leu Leu

150

Pro Asn Pro

165
Met

Ile Gly

Lgu‘Tyr Ala

Val Glu Lys
215
Axrg Arg
230

Ala

Gly

Pro

His-

25
Thr Ser
40 .
Ala His

Met Ala-

-Lys Asn
Leu
105
His

Ile

Thr
120
Gln Glu

Asn Ala

Thr Gly

Val Met
-185
Phe Val
200
Gly Ile

Thr val

Ala Arg

158

Lys
Gly
Asp
Ile
20 :
Arg Gln
Thr
Arg
Gln
Tyr
170
Lys
Asp
Glu
Trp

Thr

ﬁys Asn

Lys Pro

Asn
75
Asp

Val
Met
Lys

Gln Leu

His Arg
140
Tyr Pro
155
His Lys
Val Leu

Glu Ala

Asp
Asp
Val
Ala
Lys
Ser
125
Glu
Asn
His

Arg

Arg Arg

30
Gln Glu

Glu Trp

Leu Tyr
Ala
95

Asn

Lys

Lys
110

Fhe Leu

Ser Phe

Gly Gly
Thr
175
Ile

Ile
Asp

190
Ala

205

Ile
220
Ala

Cys
Ser
235

‘'Phe Glu

Leu
Gln His

Leu

Lys Thr

Ser

"Asp.

‘Ser

420

480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1152

Phe

Val
Tyr
Gln
80

Leu

Asp

Ala

Phe

Trp

160

Tyr
Ala
Lys
Gln

Glu

‘240

Len
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15

Ser
Asp

Phe

Gly
Pro

Glu

Gly Glu

ES 2 545639 T3

245

Ser Val Asp

260 . .

Ser Pro
275

Gln Ser

280

Ala
305
Ser
Phe
His

Leu

Ser

Ser

Ser

Glu

Leu

Lys Pro

Val Trp
Arg
340
Arg

Gly

Arg
355

Lys Lys

370

Lys Val Val

Glu Leu Lys
295
Gly Phe
310
Arg

Gly
Ala Phe
325
Asp

-Gly Val

Thr Asn Tyr
Pro

375

Glu Tyr

‘Val

<210> 87

<211> 1698

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 87

atgtctacta
gcagtyggega
actgatggeg

-aacaccattg

aatgaagaca
tgceocgaacc
ggtgtcaceca
tecagcaatg
gceggatatga
gcggtgaaca
gacatcaaga
aaagtgggec
caccacaaca
cacatgtata
ggttatgegt
tacgacagca
gatttecgcga
acgaccaccyg
tgcegtgaagyg
tcatcagtgt
aaatcatcca
tecatecaget
ategcgttaa
ctgacactgg
cgtattgetyg
caaacgttect
gcttcggegg
agtggecgete
agccatccea

caaaatgttt
tgtttgcagg
.gtgcggecaag
ttgccaatge
gcttgattaa
cacgctggag
tcatcggtge
tgattatccg
tteogtatega
acgaatgtaa
aagattcaca
ttgatggttc
tttacaaaaa
acaacctgta
tgattgaaag
gecaactgedg
cctataacat
cteegttece
acaagttagge
gtggtggaay
gctecggtage
cggtagtgee
ccgccactge
gcacccagga
cccetgagtte
actacltggat
caattggega
gcaccagtcyg
gagcttga

taacacagcce
ttctteagta
cggctegeaa
gaagagtggc
ccagatgatc
tgaaacctac
caatggttct
caacatgaaa
tageggeact
aggttcaccg
caacatcacc
cagcageage
cgtgaatgca
cgacggecatt
caactggtte
tttectgggat
cacctggacc
gatcagcatt
.cagcgtiagcg
cagctctgtt
aaccagcaag
atcatcatca
taccggcaat
ggtgtatcge
cagcactcge
caaaaacacc
tgcagctcge
cgcagtttcg

<210> 88

<211> 565

<212> PRT

<213> Desconocido

250

Ile Val Arg

265
Asp Ala Val
280
Gly

Val Lys

Asp Cys

Glu Ile

330

Tyr

Lys
345
Glu Trp
360

Ala

Tyr

Trp

ceaggtttta:
ttegeagegg
tectteacgyg
ggttacccgg
aaagaccaca
wgcaaggtag
tcggcaaact
atcggtgege
aacgtatyggg
gatggcgatt -
gtgtcttaca
gatatcgcey
cgcttgtogt
accggttceyg
caaaatgcagg
ctgcgcaata
ageggeggea
ccttacagct
ggtgtgggta
ccatcatcaa
teccageteeg
agctoaagtt
agcattgtcc
gataccgatt
atgtacaccg
accaacggtg
gccattegeg
actgggtcaa

159

Val
Tyr

RArg

Phe Leu

Glu Ser
Val
300 -
Vall

Trp

Val
315
Gly Thr.

Asp Val

val Asp

Arg'
380

Lys

ccctgaaagce
ctacaggtygyg
cggecaacct
ttgtgattac
ccgtggattc
aaattaagga
tceggtattgt
tggceggtge
ttgaccacaa
tgaccttega

acectgattcg

gtggccgega
tgcaacgegg
gtatcaacgt
ttaacceggt
acaacgtgaa
ctattgatgce
actogeooeggt
aaaacggtgc
gctcagtege
teocgetacgac
cagtggttaa
tgagctggte
cagacccaaqg
atgccactge
taaccaccaa
catgcgcagg
atcctegtag

Met
Ala
285
Lys
Lys
Asn
Ala
Glu

365
Thr

255

Ser Ile Lys
270
Val Lys Trp
Lys Ala Asp
Glu
320

Ile

Asp Pro
Pro
335
Ile

Arg
Gln Glu
350
Ala

Ala Lys

Ser Len

agtcgcagca
tttttccacy
tgaccagctc
ctataccggt
ttcaggcaac
gatgaccaaa
ggtgaacaag
cagcaacgac
cgaattgttc
aagcgcceatc
cgacagcaaa
gatcactttc
tggctggacy- -
acgtcaggcc
gacttgoeogt
gtcgceccagea
aaccaactgg
gtctecacag
agttctgaac
tactacttcc -
gtecagtaag
taacggcagc
gcogaacaac
tggccgtgtg
atecggeggge
tteccaatgeg
aaaccgagga
gecctgecggt

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260

1320

1380
1440
1500
1560
1620
le80
le98
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<220>

ES 2 545639 T3

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(32)

<221> DOMINIO

<222> (33)...(375)
<223> Dominio catalitico

<400> 88
Met

Ala

Ala

Ser
Ala
65

Asn
Ser
Val
Gly
Ile
145
Ala
Asn
Asp
Tle
Asp
225
His
Gly

Ser

Trp

Ser

Val

Ala

Gln
50
Asn

Glu.

Ser

Glu

Th»
Ala
Thr
35

Ser
Alzs

Asp

Gly

Ile

© 115

Ser
130

Ile

Asp
Glu
Léu
Thr
210
Gly
His
Gly
Gly

Phe

- 290

Asn
305
Asp

Ala

Ser

Cys’

Phe
Thr

Tyr

Se:r;
Arg
Met
Leu

Thr

195

Val
Ser
Asn
Trp
ile
275
Gln

Gly

Ala

Asn

Ser

Thr
Ala
20

Gly
Phe
Lys
Ser
Asn
100
Lys
Ala
Asn
Ile
Fhe
180
Fhe
Ser
Ser
Ile
Thr
260
Asn
Asn
Phe
Thr
Trp

340
Pro

Lys
Ala
Gly
Thr
Sex
Leu
85

Cys
Glu
Asn
Met
Arg
165
Ala
Glu
Tyr
Ser
Tyr
245
His
Val
Ala
Trp
Tyr
325
Thr

Val

Cys
Val
Phe
Ala

Gly
70

Ile.

Pro
Met

Phe

Lys

150
Ile

Val
Ser
Asn

Ser
230

‘Lys

Met
Arg
Val
Asp
310
Asn

Thr

Ser

Fhe
Ala
Ser
Ala
55

Gly

Asn

Asn

Thr
Gly

135
Ile

Asp

Asn

-Ala

Leu
215
Asp
Asn
Tyr
Gln
Asn
295
Leu
Ile
Thr

Pro

Asn Thr

Met Phe

25 -

Thr Thr

40

Asn Leu

Tyr Pro

Gln Met

Pro Arg
105

Lys Gly

120

Ile Val

Gly Ala

Ser Gly.

Asn Glu
i85

Ile Asp

200

Ile Arg

Ile Ala
val Asn

Asn Asn

265
Ala Gly
280 -
Pro Val

Arg Asn

‘Thr Trp

hAla Pro
345
Gln Cys

160

Ala
10
Ala
Asp
Asp
val
Ile
90
Trp
Val
val
Lgu
Thr
170
Cys

Ile

Gly
Ala
250
Leu
Tyr
Thr
Asn
Thr
330
Phe

val

Pro
Gly

Gly

Gln

Val
75

Lys
Ser
Thr

Asn

Ser
Gly
Leﬁ
60

Ile
Asp
Glu
Ile

Lys

- 140

Ala
155
Asn
Lys
Lys
Ser
Gly
235
Arg
Tyxr
Ala
Cys
Asn
315
Ser

Pro

Lys

Gly

Val
Gly
Lys
Lys

220
Arg

Leu

Asp

Leu

Arg

300

Val

Gly

Ile

Asﬁ

Phe
Ser
Ala
45

Asn
Thr
His

Thr

Ile

125
Ser

BAla
Trp

Ser

Thr

Val

30
Ala

Thr

Thr

Tyr
110

Gly

Ser
Ser
Val

Fro

© 180

Asp
205
Lys

Glu

Pro
Gly

Ile
285

Tyr
Lys

Gly

Sex

Lys

‘Ser

Val

Ile
Leu
Ile
270
Glu
Asp
Ser
Thr
Ile

350
Len

Leu
15

Phe
Ser
Ile
Thr
Val
95

Arg
Ala
Asn

Asn

Asp
175

Asp

His
Gly
Thr
Gln
255
Thr
Ser
Ser
Pro
Ile
335

Pro

Ala

Lys
Ala
Gly

Val

I'Gly

80
Asp

Lys

Asn

Val

Asp
160
His
Gly
Asn
Leu
Phe
240
Arg
Gly
Asn
Ser
Ala
320
Asp
Tyr

Ser
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15

Val

Ala

355"

Gly val

370

Gly
385
Lys
Thr
Ser

Gly

Gly
Ser
Ser
Ser

Ash

Ser Ser

Ser Ser

Gly
Ser

Ser

ES 2 545639 T3

Asn
375
Pro

Lys
Val
390

Val Ala

405

Ser Lys
420
Val
435

Ser Ile

450

Thr
465
Arg

Gly
‘Ala
Thr

545
Ser

Gln
Ile
Ser
Val
Arg
530

Ser

His

Glu Val

Ala Aala

Ser
Val.Asp
Val
Tyr

Leu

Ser Ser

Asn Gly
Leu

455
Arg Asp
470

Ser Ser

485

Ala Gly
500
Thr Thr
515 _
Ala Ile

Arg Ala

Pro Arg

Giln
Asn
Arg

val

Thr Phe

Ser Asn

Ala Cys
535
Ser Thr

550

Ala

565

Ser:

<210> 89

<211> 1377

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 89

atgacgacgc
gcaccgegtt
atcctcgaac
ggagcaaaaqg
tgttecgaaag
attcacttga
caaaacccga
aactactcac
acgctcgatyg
ggttggaaagy
gaaaaaggtg
ttcattcage
ccgatgtgag
aacagtcatg
aagaactgtt
gacggceegge
gatggacacg
gcggagaact
gegatgegty
gocgecatgeag
ccggtggtte
gacgttcaag

gacaatgttg

<210> 90

gacgcgaatt
tectggegtt
gcatcaagcc
gcgacgggea
cgggceggtgg
agagcaacgt
aagactatct
ctttecatcecta
ggcagagtga
aagggatgag
tttcggtteg
cgtatcgetyg
aaattcatce
gaccaaacaa
acttegacac

ggcttaaage

gcgggatcac

gceggettga:

gagggctget
tgatcacgat
gtgactacac
gtctgteggg

ccgaagggaa

cattcgagat
ttctteggtyg
accgcgtttt
aactgattgc
caaagtgatc
caatctcgayg
cccggbggtt
cgcatttgaa
taacgaacac
ccaccagecgt
cgaacgtgtt
ccagaacgta
ggtgctgtge
cgatggctge
tggcgacgac
gccgacagag
tgteggecagt
tagtccaaac
cgagaatttg
cgattttaat
tgtcgatggt
cgcgccgatce

cgtcgtgaag

360
Gly Ala Val

Ser Ser Ser

Ser Lys
410
val

Thr

Val
425
Ile Ala

Ser

Ser
440
Trp

Ser Pro

Thr Asp Ser

Ser Thr Arg
490
Tyr Trp
Ala
520

Ala

Tyr
505
Ala Ser
Gly

Gly Ser Asn

cttttggttyg
gcgagtecgt
ccgaaacgca
acttcagctt
gttccgeagy
atcteccgaag
ttttcgegtt
cagcagaaca
tggtggeecat
ccggatagaa
ttcggcgagy
ttgategacy
cggaatgtca
aatcccgagt
tgtatcgegg
aacgtgateg
gagatctcag
ctggaccatg
cacttcegaa
tacgaggaag
ttgcgeagea
gtaaatctge

aatgttaagg

161

Asn.

365

Asn
380
Val

Leu

Ser
305
Ser Ser

Pro Ser.

Leu Thr

Ser
Ala
Ser
Ser

Ala

Ser Val Cys
Thy Ser
400
Thr

Thr

Val Ala

415
Ser

Ser Ser

430 .
Thr Ala Thr

445

Asn
480
Pro

Asn

Asp
475
Met Tyr

Ile Lys

Ala Ala

Leu
Ser
Thr
Asn

Iie

Thr Leu Gly
Val
480

Thr

Gly Arg
Ala
495
Thr Asn

Asp

Thr
510
Gly

Asp Ala

525

Gly
540 -
Aryg

Arg

Pro
555

gcggegtagt
gggaaacggt
cgtgetatet
ttegacgege
gaatgtatct
gcgcogacgat
gggaaggcgt
tecgegatcac
ggaacggacg
acgcgctctt
gtcattactt
gagttacgat

-tegtgcaaaa

cgtgcactga
tcaaatcagg
tgecaagactg
gecgatgtgag
ctttgecgggt
acatcgaagt
gcgcgaaagg
cgcegaagcaa
gtctgacgaa

acgcgacaat

Ser

Gly

Gly Ala Arg
Gly
560

Pro Ala

ggtcgetgtt
gatgectteg
caaccggtit
aatcgatcag
caccggcgca
caagttcagt
cgaagtattc
gggcaagggc
cgeccaggtac
tgcgatggeg
aaggccgcag
acgaaacteg
cgtgcacatt
tgtgctgatt
acgcaacgcy
tcaaatgaaa
aaatctgttt
taagaacaac
tggtcaggtg
atcgttcacyg
atacgcgctce
ttgcacgttc

tcaaaaa

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1377
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15

<211> 459
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(31)

<221> DOMINIO
<222> (32)...(459)
<223> Dominio catalitico

<400> 90

Met Thr Thr Arg Arg Glu Phe

ES 2 545639 T3

Val Val Ala Val Ala Pro Arg

20.

Pro Trp Glu Thr Val Met Pro

35

JArg Phe Pro Lys Arg Thr Cys

55

Asp Gly Gin Thx Asp Cys Thr

Cys Ser Lys Ala Gly Gl
85
Leu Thr Gly Ala Ile Hi
100

y Gly

8 Leun

Glu Gly Ala Thr Ile Lys Phe

115

Val Val Phe Ser Arg Trp Glu

130

135

Phe Ile Tyr Ala Phe Glu Gln

-145 15
Thr Leu Asp Gly Gln Se
165

0
r Asp

Arg Ala Arg Tyr Gly Trp Lys

180
Arg Asn Ala Leu Phe Al
195
Arg Val Phe Gly Glu Gl
210

Tyr Arg Cys Gln Asn Val Leu

a Met

y His
215

225 230

Pro Met Trp Glu Ile Hi
245
Asn Val His Ile Asn Se
260
Glu Ser Cys Thr Asp Va
275
Asp Asp Cys Ile Ala Va
250

s Pro
r His
1 Leu

1l Lys
295

Leu Lys Ala Pro Thr Glu Asn

305 31
Asp Gly His Gly Giy Il

0
e Thr

Ile Arg

Phe Leu
25

Ser Ile

40

Tyr Leu

Ser Ala
Lys Val
Lys .Ser
105
Ser Gln
120
Gly Val
Gln Asn
Asn Glu

Glu Gly

Asp
10

Ala
heu
Asn
Phe
Ile
=14

Asn
Asn
Glu
Ile
His
170
Met

. 185

Ala Glu
200
Tyr Leu
Ile Asp
val Leu
Gly Pro
265
Ile Lys
280
Ser Gly
Val Ile

Val Gly

162

Lys
Aré
Gly
Cys
250
Asn
Asn
Arg
Val

Ser

Leu
Phe
Glu
Arg
Arg
15

Val
Val

Pro

‘Val

Ala
155
Trp
Ser
Giy
Pro
Val

235
Arg

Asn

Cys
hsn

Gln

1315

Glu

Leu Val
Ser Ser

Arg Ile
45

Phe Gly

60

Arg Ala

Pro Gln
aAsn Leu

Lys Asp
125
Phe Asn
140,
Ile Thr

Trp Pro
His Gin

Val Ser
205
Gln Phe
220
Thr Ile

Asn Val

Asp Gly

Tyr Phe
285

Ala Asp

300

Asp Cys

Ile Ser

Gly

Val
30

Lys
Ala
Ile
Gly
Glu
110
Tyx
Tyr
Gly
Trp
Axrg
150

val’

Ile
Arg
Ile
Cys
270
Asp

Gly

Gln

Gly

Gly
15

Ala

Pro
Lys
Asp
Met
85

Ile
Leu
Ser
Lys
Asn
175
Pro
Arg
Gln
Asn
Val
255
Asn
Thr
Arg
Met

Gly

Val
Ser
Pro
Gly
Gln
Tyr
Ser
Pro
Pro
Gly
160
Gly
Asp
Giu
Pro

Ser

-240

Gln
Pro
Gly
Arg
Lys

320
Val



ES 2 545639 T3

15

20

25

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (1)...(374)

<400> 92

163

325 330 335
Arg Asn Leu Phe Ala Glu Asn Cys Arg Leu Asp Ser Pro Asn Leu Asp
: 340 345 . 350
His Ala Leu Arg Val Lys Asn Asn Ala Met Arg Gly Gly Leu Leu Glu
355 360 R 365 :
Asn Leu His Phe Arg Asn Ile Glu Val Gly Gin Val Ala His Ala Val
. 370 375 ' 380
Ile Thr Ile Asp Phe Asn Tyr Glu Glu Gly Ala Lys Gly Ser FPhe Thr
385 ) 390 395 400
Pro val val Arg Asp Tyr Thr Val Asp Gly Leu Arg Ser Thz Arg Ser
405 410 415
Lys Tyr Ala Leu Asp Val Gln Gly Leu Ser Gly Ala Pro Ile Val Asn
420 425 : 430
Leu Arg Leu Thr Asn Cys Thr Phe Asp Asn Val Ala Glu Gly Asn Val
435 440 ' 445
Val Lys Asn Val Lys Asp Ala Thr Ile Gln Lys
450 455
<210>91
<211> 1125
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<400> 91
gtggtcctag gtaataacgg cggcagecttg agttgegtee aatatattgt gattgtgaaa T 60
ggacceggtg gacctegacc gecggtgaaa coggecgtee aggegeccgt tagggttace 120
tggagegeat cectagtcoca geoggecegaa tggtacggga gtgacgaage gatccgeatc 180
gcggacaacg tectcetcta ccagegeaac aceggogggt ggccgaagga catagatatg 240
gecgagecea teccggaaca caggaagtec tttttcetca ccgagaagga gcggaccgat 300
gactecgacca tcgacaacgg tgccaccgtg acccagctca agtatctcge ccgegtctac 360
aaggcgacca ggctggaacg gttcaaggag ggettectca aaggtctega ctacctettg 420
geccgeccagt aceccgaacgg cggotggece cagtattatc ctaacttgag gggctactac 480
gccaacatca cttataacga caatgecatg gtgaacgtgc tcaccctoct ccagagcatce 540
gccaaaaagy ccccggagta cgactteogte gacccggoge gecgggagaa ggecgcecgg 600
gccgtggecga aagggatcga ctgoatcctc aagacccaga tccgtgtcaa tggaaaactt . 660
accgeetggt gogeoccagea tgacgccaaq acgoctggoge cegegecgge cegttegtat 720
gagcttgagt ccatcagegg tttcgagage gtcgggateg tocggttett aatgagecte 780
gagaatccga geccgaaggt catcgaggeg gtagaggeeg cocgtgaaatg gttoegaggag 840
gtecaagetta cegggatcaa ggtggtcgag aaacccgace cgteccoccttec gggeggttac 200
gaccgegtygyg tggtegaaga ccoccaacgcyg cegocccatct gggeoccggtt ctacgagate 960
ggcaccaace gtcccttett ctgeggecge gatggtatca aaaaatacag ccoctggeggag 1020
atcgaacacg aacgecgggt cggttactcece tggtacacca atgecccgge ctaccteate 1080
gagaaggagt atcegetctg gogggecaaa caccctacca agtaa 1125
<210> 92
<211> 374
<212> PRT
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Met
Val
val
Pro
Leu
‘Rla
Glu
Leu
Lys

Pro

145,

Ala

Ala
Ile
Ala
225
Glu
Leu
Ala
Val
Val
305
Gly

Ser

Thr

Ala

<210> 93
<211> 1062
<212> ADN

Val
Ile
Gln
Glu
Leun
Glu
Arg
Lys

Glu

130

Asn
Asn
Gln

Arg

Leu.
210

Gln

Leu

Met
Ala
Glu
290
Glu
Thr
Le'u
Asn
Lys
370

<213> Desconocido

<220>

Leu
Val
Ala
Trp
Tyr
Pro
Thr
Tyr
115
Gly
Gly
Ile
Ser
Arg
185
Lys
fHis
Glu
Serx
val
275
Lys

Asp

Asn

Ala

Ala
355
His

Gly

Lys

20 -

Pro

Tyr

Gln
Ile
Asp
100
Leu
Phe
Gly

Thr

Ile
"180

Glu
Thr
Asp
Ser

Leu
260

Lys’

Pro
Pro
Arg
Glu
340

Pro

Pro

Asn

Val
Gly
Arg
Pro
Asp
Ala
Leu

Trp

Tyr-

165

Ala

Lys
Gln
Ala
Ile
245
Glu
Trp
Asp

Asn

Pro-

325
Ile

Ala

Thr

Gly

ES 2 545639 T3

Asnh

Pro-

Arg
Ser
Asn
Glu
Ser
Arg
Lyls
Pro
150
Asn
Lys

Ala

Ile

Lys
230
Ser
Asn
Phe
Pro
Ala
310
Phe
Glu
Tyr

Lys

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 93

Gly
Gly
Val
Asp
Thr
His
Thr
Val
Gly
135
Gln
Asp
Lys
Ala
Arg
215
Thr

Gly

Pro

Glu

Ser

295
Pro

Phe

His

Leu

Gly
Gly
Thr

40
Glu

Gly

Arg.

Ile
Tyxr
120
Leu
Tyr
Asn
Al a
Arg
200
Val
Len

Fhe

Ser

Ser

Pro
25

Trp
Ala
Gly
Lys
Asp
105
Lys
Asp
Tyr
Ala
Pro
185
Ala
Asn
Ala
Glu

Pro

T 265

Glu
280
Leu
Pro

Cys

Glu

Ile
360

Val
Pro
Ile
Gly
Arg

345
Glu

Leu
10

Arg
Sei:
Ile
Trp
Ser
90

Asn
Ala
Tyr
Pro
Met

170
Glua

‘val

Gly
Fro
Ser

250
Lys

Lys

Gly

Trp.

Arg

330

Arg

Lys

Ser
Pro
Ala
Arg
Pro
75

Phe
Giy
Thx
Leu
Asn
155
val
Tyr
Ala
Lys
Ala
235
Val
Val
Leu
Gly

Ala

.315

Asp

Val

Glu

Cys
Pro
Ser
Ile
60

Lys
Phe
Ala
ii\rg
Leu
1490
Leu
Asn
Asp
Lys
Leu
220

Pro

Gly

Ile

Thr
Tyr
300
Arg

Gly

Gly.

Tyr

val
Val
Leu
45

Ala

Asp

Leu-

Thr

L'eu
125
Ala

Arg’

Val
Fhe
Gly
205
Thr
Ala

Tle

Glu

Gly
285
Asp
Phe
Ile
Tyr

Prb

. 363

Gln

Lys
30
Val

Asp'

Ile
Thr
Val
110
Glu
Ala
Gly
Leu
val
190
Ile
Ala

Arg

Val

Ala
270
Ile

Arg

Tyr
Lys
Ser

350
Leu

Tyx

‘15

Pro
Gln
Asn
Asp
Glu

Thr

Arg
Gln
Tyr
Thr
175
Asp
Asp
Trp
Ser
Arg
255
Val

Lys

val

Glu

Lys

"335

Trp

Trp

Ile
Ala
Arg
Val
Met
Lys
Gln
Phe
Tyr'
Tyr
160
Leu
Pro

Cys

Cys,

Tyr
240
Phe
Glu
val
Val
1le
320
Tyr
Tyr

Arg

gtggatccaa agaattggaa cccgaaaaaa gocgacgatt catggctega aaagacgaaa

164

60



cccgattace
gtcgacgaag
tgggaaaaaa

aaagaaaaat

tatctggeaa

ggattggatt
ttygaaaaacy
aaattgctgc:

cgcgocagaqg
gccatcgacg
gcaaatgcga
agatttttga
atcgaatggt
aacctggteyg
accatgecgee

gaagccgaac

aaagattatc

ggctggtete
cgacgegeat
acgtcgacat
ctcacacecga
aagtcatcac
ttectgctege
attattcgeg
gegacgtgge
cggaaggcge
gcaaaaaaac
gaaagtttga
tgctcgacge
ttcaaaaaaa
tcaaagacaa
ccatttttat
gocgcaacygy
cgaaatggaa

ES 2 545639 T3

ctggcgegac
cgccaaccag
ggcggcgatg
tacgaccatc
ggcgaaaaac
gatgcagtat
cgagattact
aaaaaagaag
ggtcgaaaaa
gatctgggeyg
gcecegoecteg
caaacccgac
caaactgage
agcggegecyg
cgggegegac
ctacggctgg
agagaaaatt

gttttagatc
gttttgetet
ctcactcaag
gacaacggcy
atcgaagctc
gaaaacggag
ttcaacgacg
gaagattatt
ggcgteccgee

_gcgcagtacg

ctegettege
gaggaaaaaa
ggcattcget

ccgatectggg-

gcggtgatte
tacacgaacg
aagaaaaatt

aaactcagct
ttcagecgega
ccgaacgaga
cgacgaccac
ataaacagtc
gatttcogea
acgcgatgat
tattegtcega
tgatcttgaa
acgaaaacac
gcgaateggt
tcggagegat

gggaatcgaa

gaaggtttita
gctacgatgt
agecgaacga
ag -

ctggtacgeg
taacggcgge
aaaactcgte
gcagetgegt
gtttctcaag
-atattatecct
caatgttctt
cgaagaccgyg
aacacaggtc
tttgaaaccy
cagcgtggtc
cgaatcggeg
aageggagaa
tcaattcgaa
catgcaaatc
gettitggac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
‘960
1020
1062

<210> 94

<211> 353

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (1)...(353)

<400> 94

Ala Asp Asp Ser Trp Leu

15
Val

Trp Asn Pro Lys Lys
10

Leu Val
25

Val

Met Asp Pro Lys Asn
1 5
Glu Lys Thr Lys Pro
20
Gln

Asp Tyr Arg Ser Tip Arg Leu

30
Thr Arg Ala
45

Trp

Ala Glu Ala Ile
40
Arg

Thr Leu Asp
35

Val

Asp Gln Tep Tyr

Asn Gly Gly. Glu Lys Asn

60
Arg

Asn Gln Leu Phe Gln Asp
50

Asp

Leu

val
80
Thr

Gln Glu Glu Len

75
Asp

Ala Met Leu Thr. Ala Lys

70
Thr

Val
5
Lys

Met Ala

Ile Ala Thr

S0
Ile

His Thr Thr Gly

85
Tyr

Glu Lys Ser Asp Asn

Ala Asn Ile Glu

110
Leu

Val Thr
105

Gly

Thr Gln Leu Arg Ala Lys Lys

100
Gln

Leu

Leu Ala Met
125

Leu

Lys Phe
120

Pro

Ala His Lys Ser Phe Leu Asp

115
Glu

Leu
Pro Asn
1406
Met

Phe Lys
135

Phe

Gln Tyr Asn Gly Gly T&r Tyxr

130
Ser

qu Asp
Leu
leQ
Val

Ala Ile Val
155

Glu

Glu Ile Thr Asn Asp

150
Val

Tyr Asn
145 ’

Lys

Arg Asp
Phe
175
Gly

Ala Lys Lys ‘Tyr Leu

170
Gly

Leu: Asp
165

Arg

Leu Arg Lys Asp

Ala Glu Val val

185
Ala

Lys
190
Lys

Glu Asp Arg Ala

180
Leu

Asp Arg Ala Glu

Val Thr Ile

200
Asq

Lys
205
Ala

Ile Thr Gln
195 '

Ala

Arg Leu Lys Ile Asp Gly

Pro Ala Arg

220
Ser

Gln Glu Thr Leu

215
Leu

Ala
210
Phe

Trp Tyr Asp Lys

Lys. Glu Pro Ala Ser Ala Ser Arg Glu val Ser val val

165
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15

20

25

30

225
Arg

Iile

Arg

Ala
Ile
308
Glu

Glu

Phe

Glu

Trp,

Pro
290
Phe

Ala

Leu

Aén-

<210>95
<211>1074
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

Leu
Ser
Glu

275
Pro

Ile

Glu

Léu

Met
Ala
260
Ser
Ile
Gly
Arg
Asp
340

Leu-

245
Ile

Lys -

Trp
Arg
Arg

325
Lys

ES 2 545639 T3

230
Asp

Glu
Ser
Gly
Asp
310
Asn

Asp

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 95

Ala

Tzp

Gly

Arg
295
Ala
Gly

Tyr

atgacgctac
gcctgegegyg
cttctgcaga
gecgegegact
gegacgatcyg
aggacgggea
gcccagtace
cagatcacgce
gcgggcegca
gcgeagegcey
atatgggceeg
ctgccttoge
gegectgatg
cgcctgeegg
gtcogegtcyg
caggtgcecge
gagcgtegta
ctcecgeget

cegttgtttc
gegecgegge
ccgcecteagg

acgacgccege

acaacaaggce
atccggccta
cgaacggcgy
tcaacgacqga
acggcatgca
geatcggaaa
cgcagtacga
tggcegtgge
cgegcacggr,
acctegeect
tggceagace
tgttegtega
ceggctatgg
ggcgcaaggt

cctgegoegta
accegegact
cggctggtece
cgagegegec
cacgaccacce
cctegacgge
ctggcegcag
tgcgatggtg
ggtgctggeg
cctgctegag
cgagaccagc
cgaatcggtce
cgcegegate
ggaacgcatc
gggcgegteg
tcgoaacage
ctgagtatgge
cecatgeggec

<210> 96

<211> 357

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(31)

<221> DOMINIO
<222> (32)...(357)
<223> Dominio catalitico

<400> 96

Lys Fro Asp

250

Phe Gln Lys
265

Glu Asn Leu

230

Fhe

Tyr Gln

Val Ile Arg
Trp
330

Txp

Tyr Gly

Pro Lys
345

ctgctggege
gcgaccgatc
aagcactacc
gegotgegey
gagatcgect
gegcgeogeg
ttctacceeg
cacgecatca
ccggagttcg
ttgcaggtgc
ctgcaaccgg
ggcgtgatge
dgaggcggcgg
gaagccccey .
ttgtgggcege
cgtceggtge
acctggcegg
agcgcgggacy

166

235
Glu Glu
Asn Lys
val val
Glu
300
Asp

Phe

Tyr
315
Tyr Thr

Lys Glu

Lys
Leu
Lys
285
Thr
val
Asn

Lys

Ile
ser
270
Asp
Met
Met
Glu

Ile
350

Gly
255
Gly

Lys

Arg
Gln
Pro

335
Lys

240
Ala

Ile
Ala

Pro

Ile

320
Asn

Lys

tgetggecac
cggtegeega
gcgagaagaa
cgcccgaceg
acctggtgca
gegtegagta
accattegte
cegtgetgea
gcgtocgege
ggatcgecgg
ccaaggcccy
gectgetgat
ccgactgget’
ccgaggaaac
gcttctacga
cettogeega
aaaagctget
ctceéggoecy:

gtcgecggte
gaacatgctg
ggtcgactac
gcatgacgat
ggcacatgce
cctgctgege
ctaccggecac
ggacatagee
cgcecgeggec
ggtgecgacyg
cgcgtacgaa
gocgccageeg

ggaggcgcac

cggcaaggac
cctegagcgy
gecttececaac
ggcacaggaa
ttga

60
120
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1074
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Met

Thr

Asp

Trp
Asp
65
Ala
Gln
Arg
Pro
Asn
145
Ala
Ala
val
Thr
Ala
225
Ala
Leu
Pro
ala
Phe
308
Glu
Leu
Gly
<210> 97

<211> 2097
<212> ADN

Thr
Ser
Pro
Ser
50

Ala
Thr
Ala
Gly
Gln
130
Asp
Gly
Ala
Arg

Ser
2190

Val

Pro
Glu
Ala

Ser

290

Val
Arg
Ala

Ala

<213> Desconocido

<220>

Leu
Pro
Val
35

Lys
Ala
Ile
His

Val

115

Phe
Asp
Arg
Aia

Ile

-185

Leu

Ala

Asp

Ala

.Glu
275

Leu
Asp
Arg
Gln

Pro
355

Pro
Val
20

Ala
His
Glu
Asp
Ala
100
Glu
Tyr

Ala

"‘Asn

Ala
180
Ala

Gln

Glu

Ala

His
260

Glu

Trp
Axg
Thr
Glu

340
Ala

Val
Ala
Glu
Tyr
Arg
Asn
B5

Arg
Tyr
Pra

Met

Gly
165

‘Ala

Gly
Pro
Ser

Arg

245 .

Arg
Thr
Ala
Asn
Gly
325

Leu

Axg

ES 2 545639 T3

val

Cys
Asn
Arg
ala

70
Lys

Thr

Leu
Asp
Val
150
Met
Gln
Val
Ala
val
230
Thr
Leu

Gly

Arg

Ser.

3i0
Tyr

Pro

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 97

Ser
Ala
Met
Glu

55
Ala

Ala'

Gly
Leu
Ris
135
His
Gln
Arg
Pro
Lys
215
Gly
Val
Pro
Lys
Fhe
295
Arg
Gly

aArg

Leun
Gly
Lieu

40
Lys

Leu

Thr

Asn
Arg
120
Ser

Ala

Val

Gly
Thr
200
Ala
val

Ala

Asp

Asp
280
Tyr
Pro
Trp

Trp

Arg
Ala
25

Leu
Lys
Arg
Thr
Pro
105
Ala

Ser

Tle

Leu

Ile
185
Ile
Arg
val
Ala
Leu
265
Val
Asp
Val
Tyr

Arg
345

167

Val Leu
10

Ala Ala
Leu Gln
Val Asp

75

Thr Glu
20

Ala Tyr
Gln Tyr
Tyr Arg

Thr Val
155

‘Ala Pro

170
Gly Asn

Trp Ala
Ala Tyr

Arg Leu
235

Ile Glu

250

Ala Leu

Arg Val
Leu Glu

Pro "Phe
315

Gly Thr

330

Lys Val

Leu
Pro
Thr

Tyr

-60

Asp
Ile

Leu

Pro

His

140
Len

Glu
Leu
Akz
Glu
220
Leu
Ala
Glu
val
Arg
300
Ala
Trp

His

‘Ala

Ala

IAla

45
Ala

Aryg
Ala
Asp
Asﬂ
125
Gln
Gln
Phe
Leu
Gln
205
Leu
Met
Ala

Arg

Ala

285
Gln

Glu
Pro

Ala

Leu
Thr
30
Ser.
Arg
His
Tyr
Gly
110
Gly
Tle
Asp
Gly
Glu
190
Tyr
Pro
Arg
Ala
Ile
270
Arg
Val
Leu’

Glu

Ala
350

Leu
15

Ala
Gly
Aszp
Asp

Leu

95 .

Ala

Gly

Thr .

Tle
Val
175
Leu

Asp

Ser

Gln
Asp
255
Glu
Pro
Pro

Pro

Lys

Ala
The
Gly
Tyr
Asp
80

Val
Arg

Trp

Ala .
160 °
Arg
Gln
Glu
Leu
Pro
240
Trp -
Ala
Gly

Leu

JAsn .

320 -
Leu

335

Ser

Ala
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15

20

ttgaacgeeg
gtgccegege
cagcdcagcy
gaggcgatca
aaaccaggcea
atcggegaag
ctecgacggea
ttcacgatcg
ttgcgagtgg
acgatcttte
gatttcattt
gacggctacc
aacagcatcyg
ttcgcegeacy
aacaactggg
ggcgcagggeyg
ctegetgate
gtcegeceegt
cccgacgteg
ccagcgtcegt
caacggcaca
gatcgcgcge
acgacgcgge
caggcgtcga
tggcecgeagt
gcgatgateg
ggcgtcgacy
attctggect
goacgcacgc
gaaaccgtga
gcegecateg
gagcggoggce
aacgcggego
ggccgggacy
tacagctggg

cecggoagecy
tggcgcoctt
tcgatgegat
acgcegegec
cgtatcgcga
acceggeacyg
agcccategg
agaacctcac
acggcgatcyg
tcaaccgtgyg -
teggeggege
tcacggcegce-
tcagtggaga
tggccttcat
accggccgga
gcagcgtege
tgacgaccga
acccgtegygc
ctggcccgea
ggctggccac
ctggeggety
gtctcacgge
agatcgagtt
tgctggetygg
atttceccget
cggccgegac
cgactcgeey
cgcagattcg
tggagceage
cgatcgtcaa
atgccgegat
ccgatcecte
cgetectggge
gcgtcatcaa
tcggaccgta

ES 2 545639 T3

gcggttegeg
ctttegegac
cgtegecgceg
gcagaacacc
ggtegtetac
gacgacgatc
cacgtttcgc
catcgagaac
cgtgacggtyg
gogecactac
gacggcggtg
gtccacgece
agctggegee
caagacgacg
gcgtgagaag
tgcacgogtc
ggtggtgett
cgttegegee
gagcccgece
acccgaagceg
geccaaaaac
cgatcgecgeg
tctegeeegg
gatcgactac
ccgcaacgac
gatcctgeag
ccggeygggeg
cgtcaacggce
gcgegygoge
ttteetgegyg
ggagtggcete
aggaccggge
ccgcttetac
gtaccggectc
cgeogecaggeg

<210> 98

<211> 698

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (45)...(333)
<223> Dominio de pectin metil esterase

<221> DOMINIO
<222> (336)...(698)
<223> Dominio catalitico

<400> 98

Met Asn Ala Ala Gly Ser Arg Arg Phe Ala Gln Leu Val Val Ala Asp

1 5

Leu Arg Arg lLeu Val Pro Ala Leu Bla Pro Phe Phe Arg Asp Glu Prd

20

Leu Ala Gly Gly Val Ala Ala Leu Gln Arg Ser Val Asp BRla Ile Val
45 :

35

caactcegteg
gagccgcetgyg
gacggcaccg
agcacgacca
gtgcagegtg
acgtaccace
acgccgacga
ggggcaggge
aggaacagcc
ttcgaggact
ttegagegat
gcggagcaac
cgcacgtacae
atgggcgagyg
accgtgegtt
geetgggege
ggcggeaccd
aacgeggcgce
gocottgacgt
ctgcggatiyg
ctcgacatgg
ctegacgact
atcgoegecyg
ctgctegegy
tactcgegec
tcggtegege
gcggaggcecy
cagctcactg
acctacgage

tegatcgaac

aaggeegtygce
ggttacgacy
gagattggea
gecgagateg
ctgctcgatyg

10
25

410

168

tegeggatet
cdgggaggagt
gacagtttge
gcegctggat
agaagcgctt
tcaaagcgte
tggtggtgga
cggtcggtca
geetgetyggg
cgttcategg
gccatctteg
gattcggctt
tecggtegace
tggtgcacec
ttetegaage
gcgtcgccac
acggctggga
cgctgccgeg
gggaccaggt
ccgagaacgt
cgcagceogtt
cgaccatcga
ccaaccgcga
cccagtatee
acatcacgtt
tggeccgtec
togegegege
gctggtgeca
atcecatcgat
cgcgcgaccg

agatccgegg

tggtgatggt
ccaatcglce
aaattgaacyg
aagagegcag

gcggegygetg
cgeegegete

gacggtgcag

‘catcctegte

cgtcacgctg
tgacgtgggg
tgecgacyat
agcgctggcec
ctggcaggac
cgggcacygtg
cgectggegy
cgtgttocctg
gtggcgggceyg
ggtgggctgg
aggcaccage
gccagcocegag
ccogegtege
gccgecocggg
cgegogecag
gcgectctat
gacggacgec
caatggogee
cgagcgegey
aaacggcggc
caacgacgac
gccgttegece
ccatcgegtyg
gcagcacgat
cagtggtcge
ccagacccaa
ctggcgeacy
ggaggaccoce
gatctactcg

gcggaccggce

‘gaagtaa

15

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540
000
660
720
780

" 840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

© 1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2097



Ala
Ala
65
Lys
Fhe
His
Phe
Asn
145
Len
Gly
Asp
Ala
Thr
225
Asn
Pro
Glu
Glu
Ser
305
Leu
Asp
Ala
Pro
Leu
385
Gln

Leu

Ala

Leu
4865

Trp
Phe

Ala

Ala
50

Ala
Pro
val
Leu
Arg
130
Len
Arg
Trp
Ser
Val
210
Ala

Ser

Trp

-Val

Lys
280
val
Ala
Pro
Pro
Pro
37 0
Ala
Arg
Thr
Ser
Arg
450
Ala
Pro

Asn

Leu

Asp
Pro
Gly
Thr
Lys
115
Thr

Thr

Val

Gln
Phe
195
Phe
Ala
Ile
Arg
val
275
Thr

Ala

‘Asp

Arg
Leu
355
Ala
Thr
His
Asp
Thi
435
Ile
Gly
Gln
Asp

Ala

Gly
Gln
Thr

Leu
100

Ala.

Pro
Ile
Asp
Asp
180
Ile
Glu
Ser
Val
Ala
260
Arg
Val
Ala
Leu
Arg
340
Pro
Leu
Pro
Thr
Ala
420
Ile
Ala
Ile
Tyr
Asp

500
Arg

Thx
Asn

Tyr
85

Ile

Ser

Thr

Glu
Gly
165
Thr
Gly
Arg
Thr
Ser
245
Phe
Pro
aArg
Arg
Thr
325
Val
Arg
Thr

Glu

ES 2 545639 T3

Gly
Thr
70

Arg
Gly
Asp
Met
Asn
150
Asp
Ile
Gly
Cys
Fro
230
Gly
Ala
val
Phe
val
310
Thr
Ala
Pro

Trp

Ala

T 390

Gly
405
Asp
Asp
Ala
Asp

Phe

485

Ala

Pro

Gly
Arg
Asn
Ala
Tyr
470
Pro
Met

Pro

Gln
55
Ser

Glu

Glu.

Val
Val
135
Gly
Arg
Fhe
His
His
215
Ala
Glu

His

Gly

Leu
295
Ala
Glu
Pro
-Pfo
Asp

375
Leu

Trp
Ala
Gly
Asn
455
Leu
Leu

Ile

Phe

Phe

Thr

‘val

Asp
Gly
120
Val

Ala

Val

Leu
Val
200
Leu
Glu
Ala
Val
Trp
280
Glu
Trp
Val
Tyr
Gly
360
Gln
Arg
Pro
Arg
Ala
440
Arg

Leu

Arg

Ala

Ala

Ala
Thr

Val

Pro’

105
Leu

Asp

‘Gly

Thr
Asn
185
Asp
Arg
Gln
Gly
Ala
265
Asn
Ala
Ala
Val
Pro

345
Pr_o

Val.

Ile
Lys.

Leu
425

Thr

Asp
Ala
Asn
Ala

505
Gly

169

Thr
Ser
Tyr
80

Ala
Asp
Ala
Pro
Val
170
Arg
Phe
Ala
Arg
Ala
250
Phe
asn
Gly
Arg
Leu

330
Ser

Asp
Ala
Ala
Azsn
410
Thr
Thr
Glu
Ala
Asp
4990
Ala

val

val
Arg
15

Val
Arg
Gly
Bsp
val
155
Arg
Gly
Ile
Trp
Phe
235
Arg
Ile
Trp
Thr
Val
315
Gly
Ala
vVal
A.i'g
Glu
395
Leu
Ala
Arg
Arg
Gln
475
Tyr

Thr

Asp:

Gln
60

Trp
Gln
Thr
Lys
Asp
140
Gly
Asn
Arg
FPhe
Arg
220
Gly
Thr
Lys
Asp
Ser
300
Ala
Gly
Val
Ala
Gln
380
Asn
Asp
Asp
Gln
Ala
46

Tyr
Ser

Ile

Ala

Glu
Ile
Arg
Tht
Pro
125
Phe
Gln
Ser
His

Gly

Ala
Ile
Glu
Te
110

Ile

Thr
Ala
Arg
Tyr

150
Gly

205 .

Asp
Phe
Tyr
Thr

Arg

285

Gly
Thr
Thr
Arg
Gly
365
Pro
val
Met
Arg
Ile
445
Gln
Pro
Ary

Leu

Thr

Gly
Val
Leu
Thr
270
Pro
Aia
Pro

Asp

Ala

350

Pro

Ala

Arg

Ala
Ala
430
Glu
Ala
Asn
His
Gln

510
Arg

Ile

Leu

Asn

Val

- 80

Lys
95

Thr
Gly
Ile
Leu
Leu
175
Phe
Ala
Tyr
Phe
Gly
255
Met
Glu
Gly

Ala

Gly

335
Asn

Gln
Ser
Leu
Gln
415
Leu
Phe
Ser
Gly
Ile
495

Ser

Arg

Arg
Tyr
Thr
Glu
Ala
160
Leu
Glu
Thr
Leu
Leu
2490
Arg
Gly
Arg
Gly

Glu
320

Trp
Ala
Ser
Trp
Tyr
400
Pro
Asp
Leu
Met
Gly
480
Thr
Val

Arg
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Afg
Gln
545
Ala
Ile
Glu
Trp
‘Asp
625
Asn
Pro

Ile
Gln
<210> 99

<211> 1782
<212> ADN

515
Ala Ala
530

Ile

Glu

Arg Val

Arg Thr Leu

Asn

Glu

ES 2 545639 T3

Ala
- 535
Gln

Val

Gly
550
Pro Ala

565

Ser Gly Arg
580
Arg Asp
595

Lys

Pro

Leun
610
Pro

Ala

Ser 'Gly

Ala Ala Pro

Glu
Arg
val
Pro

Leun

Thr Val

Gin Thr
Ile
615
Gly

Gln

Gly-
630

Trp Ala

645

ile Ser

660

Tyr

Ile
675
Leu

Glu
Ala
690

<213> Desconocido

<220>

Gly Arg
Glu Arg

Leu Asp

Asp

Axg Thr
Glu

Glu
' 695

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 99

atgttcacta

atggctgetg
ttttcgacca
acccaaatce
tacaccggea
tcaggcaact
atgaccaagg
gtgaataaat
aataacgatg
gaattattcg
agcgegattg
gacagtaaaa
attactttce
ggttggacge
cgccaaaacyg
acctgcegtt
aacccygggta
accaactgga
actcegecaat
cagctgactg
gcaagtteca
agtgceggta

gaaatttatc.

accagcgega
gtgazatatc
agttcaggta

ctaacagctce
cggtggctat
cggatggcegy
agcaaatcct
atgaggattc
gcectaaagc
gtgtcaceat
ccagcaacgt
cggatatgat
ccgtgaacaa
atatcaaaaa
aagtcggttt
accacaatat
acatgtacaa
gttatgegtt
ttgacagcag
attttgegac
ccaccactge
gtgtgaaaga
ccteggecty
gctetgegge
atgcatcggt
aggatacygga

-ccaactacac

gcaccaccaa
caaccccgte

tatttgegee
gatcgcggge
caatgtgtea
tgaggatgee
actgattaac
gegttggaat
tcagggtgcc
gattattcge
cegtgtggac
cgagtgtaag
agccteogeaa
agatgygctce
ctaccgeaac
caacctgtac
aattgaaagc
caactgeggce
ttacaacate
gecccttecet
tegtetageg
cggtggtgcy
aaacagttec
tgcacttaac
ttetgatcece
cgcaacaggt
taatgtgtgg
atcatccagc

520
Arg

Leu
Arg
Thr

Gln

Ala
Thr
Gly

Ile
585

Ala

600-

Arg
Tyr
Arg
aly
Gly

680
Arg

Gly
Asp
Phe
Val
665
Tyr

Arg

His
Gly
Axrg

570
Val

Ala

Trp
Val
Tyr
650
Ile

Ser

Lys

Val
540
Cys

Arg

Trp
555
Thr

Asn Phe

Ile Asp
Thr
620
Val dMet
635
Glu Ile

Lys Tyxr

Trp Val

Tyr

525
Ile

‘Gln

Glu

Léu

Ala

605
Glu

Val

.Gly

Arg

Gly

Leu
Gln
His
Arg
590
Ala

Arg

Glu

Thr

Leu

670

Pro

685

Ala

His

Pro
57%
Ser
Met
Arg

Asp

Asn,
655

Ala

Tyr

Ser

Asp
560
Ser

Ile

Glu
Pro
Pro

640
Arg

Glua

cggaaatccg
acctctgcct
gggtcaaaat
aaagatggca
caagtcgtce
gatgcctacc
aatggttegt
aacatgaaga
agcggtgtga
ggttcacccg
gatatcaceg
agcagecageg
gtaggtgege
gacggcatta
aactggttecc
aagtgggatc
acctggacca
atcagcattce
agttacgegg.
gcatcgteoea
gctgcatcag
tggaccgtga
gccggacgtyg
ctgagcaacyg
agcaactcca
agcgoggett

170

cgecgtttttc
ttgcggecte
cctttacege
attatccyggt
gggatcacac
gcaaagtcga

cggegaattt

ttggtgcact
acgtctggat
atggcgatct
tgtectacaa
atatcgeccgg
gecttacctte
ccagetcgag
aaaacdgcggt
tgcgcaacaa
gtggcggcac
cctacagcta
gtgtgggtaa
cacctgecatc
gcagtgtgag
atgccaacat
tgcgeattge
gcactaccta
atgtgttcag
catcaacgcc

actgactgcc
taccggtgge
ctcaageccac

ggtgatcace

cgtcgattct
aatcaaagaa

cggaatcgtgll

gggcggcegct
cgatcacaac
gacctitgaa
cgtgattcge
cggccgeaaa
gcagegegge
catcaacgtyg
taacccggtc
taacatccge
catcgacgce
ttcaccggtt
aaacggcgcg
gtccacacet
tttgggtgge
taaztgcgetg
gtcgetgeca

ttacttctgy

cgccaagcca
aagtggtgca

60
120
. 180
240
. 300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
" 900
960
1020
1080

T 1140

1200
1260

-1320

1380

- 1440

1500
1560
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ccggtgttaa gtggtacagg tgattacqca
ggcacctget cagtcgecte gggcgatggt
gtcaccaaaa aagtgtcagt cggtagetct
gatccacaaqg gcaatcccaa taagtgttct

<210> 100
<211> 593
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(35)

<221> DOMINIO
<222> (36)...(593)
<223> Dominio catalitico

<400> 100

Met Phe Thr Thr Asn Ser Ser

Thr Ala Ala Ala
20

Ala

Sexr Leu Met

Phe Ala Ser Thr

" 35
Gly

Ala Gly

Val Ser Ser Lys Ser Phe

50 :
Ile Glu Ala Lys
' 70

Asp

Gln
65
Tyr

Leun Asp
Glu
85

Ser

Thr Gly'Asn Ser

Val Ser
100
Val

Thr Asp Gly Asn

Tyr Arg Lys Glu Lys

115
Asn

Ile

Ala
135
Asn

Ala
130
Asn

Gly Gly Ser Ser
val Ile Arg-
150.
Met

Ser
145
Asn

Ile

Asn Asp Ala Asp Ile
o 165
Giu Phe

Asn Leu

180
Asp

Ile Asp His

Pro Asp Gly Leu Thr Phe

.195%
Asp Val Ser
215
-Ser

Gln Ile Thr
210

Gly

Ser

Ser
230
Asn

val
225
Ile

Leu Asp Gly
His ile
245

Gly

Thr Phe His

Gln Arg Gly Thr

260
Ser

Leu Trp

Ile Thr Ser Ile Asn

275
Asn

Gly

Phe Gln Asn

295

Glu Ser

Trp
290 .

‘Ile

agcggcttet ccaagtgtge tgatctgggr
tgggttgect ttggtcgecaa aggcaagtgg |
attgcctgta cegttgocege gtttggatet
tataaaaagt aa

Ala Ser Ala Arg Phe

10
Ala

Cys Arg Lys

Ala Val Ile Ala Gly Thr Ser

25
Phe

Met

Gly Ser Thr Thr Asp Gly Gly Asn

His Gln Ile Gln

60
Pro

Ser Ser

Thr Thr

Ala
Thr
80

His

Asp Gly Asn Tyr val val Ile

7% .
Gln Val Val

Arg Asp

95 |
Asp

Tle Asn
90

Lys

Leu

Asn Ala
110

Thr

Fro Ala Arg Trp
~105
Met

Cys
val Gln
125
val

Giu Thr
120
Asn

Lys Gly Ile

Ile Val
140
Ala

Phe Gly Asn Lys
Ala
160

Trp

Ile Gly Leu
. 185

Sle r

Met’Lys' Gly Gly

Gly Val Asn Val
~ 175

‘Gly

Arg val Asp

170

Val Asn Asn Glu Ser

185
Ser

Cys Lys
190

Lys

Ala
Ile Ala
205
Asp

Glu Ala Lys
200

Ty;

Ile Asp

Val Ile Arg Ser Lys Lys

220
Ala

Asn

ile
235
Val

Ser Ser Asp Gly Gly Arg Lys

Ala Leu Pro
255

Asp

Bsn Gly Aryg
250

Tyr

Tyr Arg

Leﬁ-Tyr Gly

270
Ala

Met Asn
265

Arg

His Asn

val Gin Asn Leu Ile

280
Ala

Gly Tyr

285

Val Thr Cys Arg Fhe

. 300

Val Asn Pro

171

Ser-’

240..

1620
1680
1740
1782



Asp
305
Asn
Thr
Ile

Leu

Ser
Pro
Ile
Pro

Ala

Ser

Gly Asp
Ala
340
Ser

Aszp

Tyr
355

Ser Tyr

370

Ser
385
Ala
Ser.
Val

Asp

Ala
Ser

Leu

Pro

Cys Gly

Ser Ser
Gly Gly

420
Bla Asn
435
Ala

450

Asn
465

Val

Sef
Ala

Tyr

Tyz
Lys
Ala
Ser

Pro

Thr Ala

Tyr Arg
Pro
500
Thr

Lys

Ser
515

Ser Gly

530

Val
545
Val
Bla

Lys

Ala
Thr

'Phe

Ser Gly

Lys Lys

Gly Ser

580

Asn )

TIle

Gly’

ES 2 545639 T3

Cys Gly
310
Ala

Lys
Phe Thr
325
Thx

Asn Trp

Tyr Ser
Val
375
Ala

Ala Gly
Ala
390
Ala

Gly

Sex
405
Ser

Ala

Ala Gly

Asn Ala

Arg Val Aryg

455

Thr Gly Leu
470
Thr Thr Asn
485,
Ser

Ser Gly

Pro Ser Gly

Phe Ser Lys

535

Asp Gly Trp
550

Val Ser

565

Asp

Yal

Pro Gln

Pro

Trp Asp

Tyr Asn
Thr
345
Thr

Thy

Val
360
Gly Lys

Ser Ser

Asn Ser

Leu
Ile
" 330
Thr
Pro
Asn
Thr

‘Ser

Arg Asn
315
Thr Trp

Ala Pro

Gln Cys
Ala
380
Ala

Gly
Pfo
395

Ala Ala

410

Ala
425
Glu

Asn

Leu
440
Ile Ala

Ser Asn

Asn Val
Thr
505
Pro

Thr

Ala
520 |
Cys Ala
Val

Gly Ser.

Asn
585

Gly

Ser
Ile
Ser

Gly

Val

-Ala Phe

Val Ala

Tyr Gln
Pro
460
Thr

Leu

Thr
475

‘Ser Asn

490
Pro

Ser 3er

Leu Ser

Asn
Thr
FPhe
val
365
Gln
Ser
Ser
Leu
Asp
445
Thr
Tyr
Ser

Ser

Gly

Asn Ile

Ser Gly
: 335
Pro Ile
350
Lys Asp

Leu Thr

Ser Thr

Ser
415
Trp

Gly

Asn
430 .
Thr Asp

Ser Ala

Phe
Val

495
Ser

Asn

Ser
510

Thr Gly

525

Gly
540
Arg

Leu

Gly
555
Ile Ala

Asn Lys

Gly
Lys
Cys

Cys

Thr Cys

Gly Lys

Val
575
Typ

Thr

Ser
590

Arg
320
Gly
Ser
Arg
Ala

Pro

400

Val
Thr
Ser
Th;
Trp
480
Phe
Ala

Asp

Ser

Trp
560
Ala

Lys

<210> 101
<211> 1404
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 101

atgactatag
atcgcacega
ctegetegea
gcaaageccgg
gcaggcggag
aaatcgaacg
aaggcatate
ccgticatet
dggccagggaa
aacacgctca

ccggtegeeg

accgtcgaga
gtgatgegtt
tacggccacce
gaaccgacag
gacgtgttct

‘taaacttteca

tcecgattgt
acgcttatga
aatcattectt

gecaacggec.

aacgtgtett

attccttata
cggccaagct
gaaatttceg
cgcecgetgeg
cgtteccgea
cgtgtcaaaa
acatacgcga
gcagacgaac
ctggaaatgg
cgctegtgeg
cggtctegga

gacctcatta
gatccatgga
aagcgagatt
atcgcaaaag
ggagagtttc
ggcgcgacygc
tgggaaggaa
atcgctatca
catggcaatc
cggctttacg
cattatctge

172

tcggcacege

‘aaaccgtcta

tcatcatcac
ctatcacege
tcaccggagc
tgazattctc
tggagctgat
cgggtcaggy
cggecttatgyg
agatgatgga
ggocgeagtt

‘cggcttegea

tccgecaaatc .

tagatteggc
gtgcagcaag
gatccatectg
gaccgacccy
geatctgtea
aacgctcgac
cggcgatecy
taagaatgtyg
tattecagcecg

60
120

‘180

240

.300

360
420
480
540
600

660
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tacaaatgca
gttcatccgg
ccgaacaatg
ttegacacey
atcaatgtec
ggcatcacgg
cgactcgaca
ggcaagcteg
gtcgagatcyg
aattatgttg
ttggacaacqg
aatcgtagtg
aggatcgtaa

ggaacgtttt

tgctttgega

acggatgega
gcgacgatty
cgaccgagaa
tcggcagtga
grgcggatct
agaattttta
attttaatta
ttgaaggact
cgccgatcta
ttgtgaaaaa
acgaactggt

ES 2 545639 T3

gatcgaagat
gaacgtcacyg
tecggagteg
catcgcegatc
catcatcgtc
gatttcggga
ctggaccgcg
‘ttttcggaat
cgaggaaggt
gacatgcgcce

_caatgtaacg
cgttegtgga
atga

gtgacgatcyg
gtccgaaatg
tgcaaggacy
aagtccggece
cgcaactgeca
ggcgtgcgaa
cttcgcgtca
ataacggtcg
gcgaaagget
acaggcaatc

ctgcgaaact

cttcggcteg

tcgattegece
ttcacattte
tactgatcga
gcaacaatga
caatgaaaga
atctttttge
agaacaatgc
gecaggtege
cgtatattec

gegecgtoga:

gtacgtttgg
agaatgtgaa

gatgtgggaa
atcgcatggt
caactgtttt
cggtegtegg
cggtcatyge
gcacgattgt
gtcgcgaggce
acgcgetgtg
tgtegticga
tctgcaagga
ttctgtcega
gatcggegge

<210> 102
<211> 467
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(28)

<221> DOMINIO

<222> (78)...(459)
<223> Dominio catalitico

<400> 102
Met

1
Ala

Trp

Phe

50

Thr
65

Ala
Ala
Thr
Thr
Ala
145
Gly
Gly
Tyr

Leu

Asn

Thr Ile Asp
Ala
20
Thr .Val
35

Lys Arg

Gly Phe

Lys
Pro

Asp Ser Ala

Gly Gly Gly

Ile Leu
100
FPhe

His
Leu Lys
115
Trp

Arg Glu

130
Tyxr

Glu Gln

Gln Gly Lys
Gly Pro
180

Met

Asp
Glu Met
195
Gly His
210 ’
Val

Tyr

Leu Ile

Arg

Ile

Tyr
Asp

Ala

Arg
Ala
Fro

Phe

Ala.

- 70

Arg
g5

Lys
Ser
Gly

Thr

Ser

165
Asn

Asp
Leu

Glu

Val
Ser
Thr
Met
Asn
150
Phe

Thr

Lys
Arg

Asp

Glu
Pro
Gln
Ile
Ile
Leu
Asn
Asp
Glu
135
Ile

Phe

Leu

Pro
21%
Val

Phe Leu
Ser Asp
- 25
Ile Leu
C 40
Ile Thr

Ala Lys

'Val Pro
Asn
105
Lys

Val

Pro
120
Leu Met
Ala Ile
Trp Lys
Gln
185
Pro

Ser

val
200
‘Gln Phe

Thr Ile

173

Ile
10

Ala
Ala
Arg
Ala

Ala
90

Fhe.

Ala
His
Thr
170
Arg
Val
Ile

Val

Asp
Phe
Arg
FPhe
Ile
15

Gly
His
Tyr
Leu
Gly
155
His

Pro

RAla

‘Gln

Asp

Len
Gly
Ile
Gly
60

Thr

Glu

val

Len

Ser
140
Gln
Gly
Ala
Glu

Pro

220

Ser

Tle

Gin

Arg

Ala

Ala

Phe
Ser
Pro
12%
Pro

Gly

Asn

Arg
Arg
205
Tyr

Pro

Tle
Ala
30

Pro
Lys
Cys
Leﬁ
Lys
110
Ile
Phe
Thr
Pro
Ala
150
Val
Lys

Met

Gly

"15

Asp
Pro
Pro

Ser

“Thr

95
Gly

Val
Tfie
Leu
ala
175
Arg
Phe
Cys

Trp

720
780
840
900
960
1020
1080 .
1140
1200

"1280
S1320°

Thr

Pro

Lys

Gly

Lys
80

Gly
Ala
His
Tyr

Asp
160

Tyr:

Leu
Gly
Axrg

Glu

1380
1404
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15

225
val

Ser
Bsp

Ala

His
Ser

Yal

Pro
His

Leu
275

Ile. Lys

290

Thr
305
Gly
Ala
Val

Arg

Glu
Ile
His
Lys

Asn

Asn
Thr
Asp
Asn

355
Ile

370

Phe
asgs
Asn
Asp

Asn

Azrg

Tyr
Leu
Cys

Gly

Tyr
Val
:Gln
Thr

435
Leu

Val

Gly
260
Ile
Ser
Ile
Val
Cys
340
Asn
Thr
Glu
Val
Gly
420
Phe

Arg

Leu
245
Fro
Asp
Gly
Ile
Gly
325
Arg
Ala
Val
Glu
Glu
405
Leu

Gly

Leu

ES 2 545639 T3

230
Cys

Asn

Asn
Arg
Val
310
Ser
Leu
Ser
Gly
Gly
390
Gly
Asp

Ser

Glu

Glu
Asn
Cys
Asn
295
Arg
Glu
Asp
Arg

Gln
375

Ala’

Leu
Asn
Val

Asn

Ile

450

455
Leu ,

Glu Val
465

<210> 103
<211>1101
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 103

atgaacaccy
gcgctgeagg
accgegteoyg
ttcaccgatyg
gacaacaagg
aatgccgect
ccgaacggcyg
ttcaacgatyg
ggcgegetygyg
ggcategect
gcgceagtacyg
ctggcggteg
ccgeaggtge
gacctggcece
gtcgecgage
atgttegtga
cgegtegget
cgctggtaca
aggccgecga

<210> 104

cactgcaccy
cacaggccac

gcggctggte

ccgaacgtge
cgaccacgct
atetggcygge
getggecgea
atgcgatgac
cgcagctgac
gcgtgctege
acgaagccac
ccgaateggt
tgacggeggt
ggcgaaagat
coggegegte
accgcegaagy
acgcctggta
acacccatge
ageggeectyg

cgtcatccge
gcagaccgag
caagcaccac
ggegetgege
tgagatcgtce
tgecgcagegc
gtactaccey
ccgegtgetg
acccacgcat
cacccaggta
gctgecageeg
cggggtgatyg
cgaggecyggce
cgacgegece
getgtgggea
cgagcaggtg
tggcgtgtagy
cgaggcattg
a

Thr
250
Cys

Asn Val
Gly

- 265
Phe 'Phe
280
Asn

Asp
Asp

Asp Gly

Asn Cys Thr

Ser Gly
330
Ala Asp
345

Gly

Ser

Gly
360
Val

Lys
Ala

Lys Gly Ser
Ala
41¢

Ile

Thr Cys
Pro
425
Asn

Ala
Arg Arg
440
val

Lys Ile

ctgcegetge
ccegtegeeg
cagggcaagg
gegeccgace:
gcgetgetgg
ggcgtggact
gaccgttege
gagcitgetgeo
ggcgaacgeg
cggatcgaty
gcgaaggegce
cggctgetga
gcacgctggce
ggcgaagaaa
cgcttctacy
geceegettcg
ccggagaagce
cgegegatta

174

235
Val Arg

Asp Pro

Thr Gly

Arg Arg
300
Met Lys
315
Gly val

Leu Trp

Leu Glu
Val
380
Ile

Ala

Tyr
395
Thr Gly

Tyr Asn

Ser Val

Gly Gly

Asn

Glu

Asp
285

Tle-

Asp
Arg
Thr
Asn
385
Val
Pro
Asn
val
Val

445
Arg

Val
Ser
270
Asp
Asn
Gly
Asn

Ala

350

Phe
Glu
Vai
Arg
Thr

430
Lys

His
255
Cys
Cys
Val
His
Leu

335
Leu

Tyr

Ile
Val
Ala
415
Leu

Asn

Val

240
Ile

Lys
Ile
Pro
Giy
320

Phe-

Arg

Phe

Arg
400
Val
Arg
Val

Asn

- 460

tgctggeget
agaacatgct
cggtcgacta
gcagggacga
aagcccacca
acctgetgge
tgtaccggeca
aggacatecgt
ccagggcege
gecgagetcac
gctectacga
tgcgcoccagee
tggaggcgcea
ccggccagga
acctgcagea
ccgacatgece
tgctgcagea -
cgcctgegea

Ile

gtgcetgece
gctactgeag
cggccacacyg
tgcgacgatce
gcgcaccggco
cgogeagtac
ccaggtcace
cgagggcaag
gctcgacagg
gctetgggec
gctgccateg
acagcegtceyg
ccgeatgege
cgtggtgatc
ccagcagceg
caacgaacgc
ggagctgcca
tgccgagececa

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1101
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<211> 366
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(26)

<221> DOMINIO
<222> (27)...(366)
<223> Dominio catalitico

<400> 104

ES 2 545639 T3

Met Asn Thr Ala Leun His Arg

1 5

"Leu Cys Leu Pro Ala Leu Gln

20

Ala Glu Asn Met Leu Leu Leu

35

His His Gln Gly . Lys Ala Val

50

Glu Arg Ala Ala Leu Arg Ala

65 70

Asp Asn Lys Ala Thr Thr Leu

85

Gln Arg Thr Gly Asn Ala Ala

100

Asp Tyr Leu Leu Ala Ala Gln

115

Tyr Pro Asp Arg Ser Leu Tyr

130

135

"Ala Met Thr Arg Val Leu Glu
145 150
Gly Ala Leu Ala Gln Leu Thr

165

Ala Leu Asp Arg Gly Ile Ala

180

Asp Gly GIu Leu Thr Leu Trp

195

Gln Pfo Ala Lys Ala Arg Ser

210

215

Glu Ser Val Gly Val Met Arg
225 230
Pro Gln val Leu Thr Ala Val

245

His Arg Met Arg Asp lLeu Ala

260

Glu Thr Gly Gln Asp Val Val

275

Trp Ala Arg Phe Tyr Bsp Leu

290

295

Arg Glu Gly Glu Gln Val Ala
305 310
Arg Val Gly Tyr Ala Trp Tyr

325

Gln Glu Leu Pro Arg Trp Tyr

340

Ile Thr Pro Ala His Ala Glu

355

Val Ile

Ala Gln
25

@ln Thr

40

Asp Tyr

Pro Asp
Glu Ile

Tyr Leu
1056
Tyr Pro
120 -
Arg His

Leu Leu
Pro Thr

Cys Val
i85
Ala Ala
200
Tyr Glu

Leu Leu

Glu ala

Arg Arg
285
Ile val
280
Gln His

Arg Phe
Gly Vval
Asn Thr

345
Pro Arg
360 ’

175

Arg
10

Ala

Ala
Gly
Arg
val
90

Ala

Asn

GIn

Gln
His
170
Leu
Gln
Leu
Met
Gly
250
Lys
Ala
Gln
Ala
Trp

330
His

Pro

Leu
Tﬁr
Ser
His
Arg
ala
Ala
Gly
val
Asp
155
Gly
Ala
Tyr
Pro
Arg
235
Ala
Ile
Glu
Gin
Asp

315
Pro

Ala

Pro

Pro
Gln
Gly
Thr
Asp
Leu
Ala
G;y
Thr

140
Ile

Glu.

Thr
Asp
Ser
220
Gln
Arg
Asp
Pro
Pro
300
Met

Glu

Glu

Lys

Leu
Thr
Gly
45

Fhe

Asp

Gln

Trp
125
Phe
Val
Arg
Gln
Glu
205
Leu
Fro
Trp
Ala
Gly
285
Met

Pro

Lys

Ala

Arg
365

Leu
Glu
30

Trp

Thr

Ala

Glu

Arg
110

Pro-

Asn
Glu
Ala
Val
190
Ala

Ala

Gln

Leu
Pro
270
Ala

Phe

-Asn

Leu

Leu
1350
Pro

Leu

15

Pro
Ser
Asp
Thr
Ala
95

Gly

Gln

Asp.

Gly
Arg
175
Arg
Thr
Val
Pro
Glu
255
Gly
Ser
Val
Glu

Leu

335
Arg

Ala
Val
Lys
Ala
Tle
80
His
Val
Tyr
Asp
Lys
leD
Ala
Ile
Len
Ala
Sex
240
Ala

Glu

Asn
Arg

320
Gln

Ala
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<210> 105

<211> 1203

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 105
atgcaattca tegaaacaca gcaattgggg accgcecgega aacccegtgge- gggacgagga’ 60
ggcgacaggc getttecgeg ggtcatgece gecgtitgeg cgggocttge cctegecgtg 120
tegteggecg agecggtceg ggogeaggge goggatgcgg atgoggatgg cccactgecece iso
aggtggaaca ggaggctggt ggatcgcece gaggactggt togectcega cgagggacag 240
cgcgttgceg ccaacgtect cocgctaccaa teggcggaad gagectggoc caaaaacace 300
aatctggceog ccactcccet togececgag gacattceet cctegacctc cggggtggceo 360
aacacgatcg acaatgadge caccaccygtg ccecatteggt ttttggocccg tttegcgecaa 420
atcaacgagg acacggccag ccgegaggey gtccagcegeg gattggacta totcctcaag 480
gcgecaatate cgaacggtgg ctggccgcag tatttecege tcoegeoegegy ctaccacteg 540
cacatcacct acaacgacga cgccatggtg aatgtgetcg acctgctget ggacgtgteg 600
ctgggcgagg agccgttega ttttgtggac gaggatcgoce goccagoggge cgecgaccgec - 660
gtggageggg ggatcgaatg catccteocoge acccaaatcc ggcaggagga ccaacccace 720
ggctggtgey cgcagtatga ccccgaaace ttggeccegg cgtggggacy ggcgtacgag 780
ccgecgtega tticcggage cgagaccgte ggcgtggege ggtitctgat geggectggag B840
tegecatcge cggaageegt cgaagecate gagggegeca togoctgget cgacacggty 200
ggcatcgagg aattgcgtcet cgaatggtte accaacagcg agggcaageg tgaccggedc 560
gtggtcgagg acgecttecgt gggeacceott tgggcgegel tttacgaact cgaaacgaac i020
cgcecceettgt tegtggaceyg cgacggggtg ctecgctacyg acttogcgga actgacggeg 1080
gagcgceegee aaggttacag ctactacgge acttggecgg cgecattget ggccacggaa 1140
tatcegeget ggcgeaggat gaacgagtec gocectgotcyg agtocgtectt catctogcat 1200
tga . : : : ’ 1203

<210> 106

<211> 400

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(43)

<221> DOMINIO
<222> (44)...(400)
<223> Dominio catalitico

<400> 106

Met Gin Phe Ile Glu Thr Gln Gln Leu Gly Thr Ala Ala Lys Pro Val
1 o 5 . : 10 15
Ala Gly Arg Gly Gly Asp Arg Arg Phe Pro Arg Val Met Pro 2Ala Val
20 25 . 30 -
Cys Ala Gly Leu Ala Leu Ala Val Ser Ser Ala Glu Pro Val Arg Ala
35 _ . 40 45 .

176



10

Gln
Arg
65

Arg
Pro

Pro

Thr

Thr
145
Ala
Gly
Leu
val
Ile
225
Gly
Arg
Ala
ala
Leu
305
val
Ley
Tyr
-TYr_

Arg
385

<210> 107
<211> 1074
<212> ADN

Gly Ala

50
Leu

val

Lys

Ser-:
© 115

Val
130
Ala

Gln,

Tyx
Asp
219
Glu
Trp
Ala
Arg

Ile

290

Arg
Val

Glu

Asp.

Gly
370
Arg

<213> Desconocido

<220>

Val

Ala
Asn
Ser
Pro
Ser
Tyr
His
Leu
195
Glu
Cys
Cys
Ty
FPhe
275
Glu

Leu

Glu;

Thr
Phe
355
Thr

Met

Asp’

Asp
Ala
Thr
100
Thr
Ile
Arg
Pro
Ser
180

Leu

Asp

Ile

Ala
Glu
260
Leu
Gly
Glu

Asp

‘Asn

340
Ala

Tep

Asn

Ala
Arg
Asn
85

Asn
Ser
Arqg
Glu
Asn
165
His
Leu
Arg
Leu
Gln
245
Pro
Met
Ala
Trp
Ala
325
Arg
Glu

Fro

Glu
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Asp
Pro
70

Val
Leu
Gly
Phe
Ala
150
Gly
Ile
Asp
Arg
Arg
230
Tyr
Pro
Arg
Ile
Phe
310
Ser

Pro

Leu

Ala

Ser
390

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 107

atgacgctac ccgttgttte
gectgegeqgy gegetgegge
cttetgeaga ccgectcegg
gecgegegact acgacgeoge
gecacgateyg acaacaagge

Ala
55

Glu
Leu
Ala
Val

Leu
135

‘Val

ély
Thr
Val
Gln
215
Thr
Aép
Ser
Leu
Ala

295
TFhr

val

Léu
Thr
Pro

375
Ala

cctgcgegta
aceccgegact
cggctggtee aagecactace
cgagcgegee gegetgoegey
cacgaccacc

Asp
Asp
Arg

Ala

Ala’

120
Ala

Gln

Trp
Tyx
Ser
200
Arg

Gln

Pro.

Ile

Gly
Trp
Tyr
Thr
105
Asn
Arg
Arg
Pro

Asn
185

Leu‘

Ala

Ile

‘Glu

‘Ser

T 265

Glu
280
Trp
Asn
Gly
Phe
Ala
360
Lau

Leu

Ser

Leu

Ser

Thr
val
345
Glu
Léu

Leu

Pro
Phe
Gln
20

Pro
Thr
Phe

Gly

Gln

170
Asp

Gly

Ala

Arg
Thr
250
Gly
Pro
asp
Glu

Leu

330

Asp
Arg
Ala

Glu

ctgetggege
gcgaccgatc

gagatcgcat

177

Leu

Ala
15
Ser

Leu

Ile
Ala
Leu
155
Tyr
Asp
Glu
Thy
Gln
235
Leu
Ala
Ser
Thr
Gly
315
Trp
Arg.
Arg
Thr

Ser

Pro
Ser
Ala
Arg
Asp
Gln
1490
Asp
Phe
Ala
Glu
Ala
220
Glu
Ala
Glu
Pro
Vhi
300
Lys
Ala
Asp
Gln
Glu

380
Ser

395

Arg

Asp

Glu

Pro
Asn
125%
Ile
Tyr

Pro

Met

Pro

205
Val

Asp
Pro
Thy
Glu
285
Gly
Arg

Arg

Gly
365
Tyr

Phe

tgctggccac
cggtegeocecga gaacatgetg

gcgagaagaa
- cgecegaceyg
acctggtgea

Trp

Glu

Gly
Glu
110
Glu

Asn

Leu:

Leu
val
190
Phe
Glu
Gln

Ala

Asn
Gly
Ala
95

Asp
Ala
Glu
Leu
Arg
175

Asn

Asp

Arg

Pro

Trp

T 255

Val

270
Ala

Ile
Asp
FPhe
Val
350
Tyr
Pro

Ile

Gly
Val

Glu

Arg

Tyr
335
Leu

Ser

.,Axg

Ser

Arg

.Gln

80
Trp

ITle
Thr
Asp
Lys
160
Arg
Val

Phe

Gly

Thr

240
Gly

Val

Glu

Glu

Arg

320

Glu

Arg

TYr

Trp

His
400 -

gtcgeeggte

ggtcgactac
gcatgacgat
ggcacatgec

120
180
240
300



dggacgggea
gcgeagtace
cagatcacgc
gcgggecgea
gcgcagcgey
atctggagccyg
ttgoecteyge
gggcctgatg
cgcecctgoccgy
gtcogegteg
caggtgccge
gagcgtegta
ctcecegeget

atccggecta
cgaacggcgy
tcaacgacga
acggcatgea
gcatcggaaa
cgcagtacga
tggeegtgge
cgcgeacgat
acctcgecet
tggccagacc
tgttegtega
cecggctatgy
ggcgcaagyt

ES 2 545639 T3

cctcgacgge
ctggecgeag
tgcgatggtg,
ggtgctggceyg
cctgctcgag
cgagaccace
cgaatcggtyg
cgeegegate
ggaacgcate
gggcgegteg
tegeaacage
ctggtatgge
ccatgeggee

gcgcgccgeyg
ttetaceceey
cacgccatca
ccggagttcg
ttgcaggtge
ctgcaaccgg
ggcgtgatge
gaggcggcgyg
gaagcecccog
ttgtgggege
cgtecggttc
acctggccgg
agcgcgggcy

gcgtcegagta
accattcgtc
cegtgetgea
gcgtecgegoe
ggatcgacgg
ccaaggcccg
gectgetgat
cggactggct

.ccgaggaaac

gcttctacga

cattcgecga

aaaagctget
cteccggeceg

cctgetgege
ctaccggcac

ggacatcgce

cgccgeggec
ggtgccgacyg
tgegtacgag
gcgeocagecg
ggaggcgeac
cggcaaggac
cctegagegy
gcttecceaac
ggcacaggaa
ttga

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1074

<210> 108

10

15

20

<211> 357
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(31)

<221> DOMINIO

<222> (32)...(357)
<223> Dominio catalitico

<400> 108

‘Met
1
Thr
Asp.
Trp
Asp
65
Ala
Gln
‘Arg
‘Pro
Asn
145
Ala
Ala
val

Thr

Thr
Sef
Pro
Ser
50
Ala
Thr
Ala
Gly
Gln
130
Asp
Gly
Ala
-Arg
Thx

210
Val Ala

Leu Pro

Pro vVal

20
Val Ala
35 .
Lys His

Ala Glu

Ilé Asp
Ala
100
Glu.

His

Val
115
Phe Tyr

Asp Ala

Arg Asn

Ala
180
Asp

Ala

Ile
195
Lgu Gln

Glu

Arg

Val Val Ser

Ala Cys Ala
Glu Asn Met
Glu
55

Ala

Tyr Arg
Ala
70
Asn Lys
85

Arg

Ala

Thr Gly

Tyr Leu Leu
His
135
His

Pro Asp

Met Val

150
Gly Met Gln

165

Ala Gln Arg

Gly Val Pro

Pro Ala Lys

218
Gly

Ser Vval

Leu

Ala
25
Leu

Gly

Leu
40
Lys Lys
Leu Axrg
Thr Thr

20
Asn Pro
"105
Arg Ala
120
Ser Serxr

Ala Ile

Val Leu

Arg Val
Ala
Leu
Val
Ala
Thr
Ala
Gln
Tyr
Thr

Ala

Leu Leu

Ala Pro

Gin .Thr

Ala
Ala

Ala

Leu
15
Ala

Leu

Thr
.30

Ser Gly

25

Asp Tyr
60
Pro Asp
75

Glu Ile

Tyr Leu

Tyr Prd
His
140
Leu

Arg
Val

155

Pro Glu

170

Ile.
185
Ile

Gly

Thr
200
Ala Arg

Val Met

178

Gly
Trp
Ala

Arg

Asn Leu

Ala Ala

Ala
Arg
Ala
Asp
Asn
125
Gln
Gln
Phe

Leun

Gln

Arg Asp

His Asp
Leun
95

Ala

Tyr

Gly
110 -
Gly Gly

Ile Thr

Asp Ile

Val-
175
Leu

-Gly
Glu
190

Tyr Asp

205

Glu
220
Len

-TYr

Leu

Leu

Met

Pro Ser

-Arg Gln

Ala
Thr
Gly

Tyr

Asp

80
Val

Arg
Trp
Leu
Ala
160
Arg
Gln
Glu
Leu

Pro
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15

20

25

225 230 | 235 240
Gly.Pro Asp Ala Arg Thr Ile Ala Ala Ile Glu Ala Ala Ala Asp Trp
245 250 255
Leu Glu Ala His Arg Leu Pro Asp Leu Ala Leu Glu Arg Ile Glu Ala
260 . 265 270 :
Pro ala Glu Glu Thr Gly Lys Asp Val Arg Val Val Ala Arg Pro Gly
: 275 280 : 285 .
Ala Ser Leu Trp Ala Arg Phe Tyr Asp Leu Glu Arg Gln Val Pro Leu
2380 o 295 . 300
Phe Val Asp Arg Asn Ser Arg Pro Val Pro Phe Ala Glu Leu Pro Asn
305 . 310 . . 315 ' . .- 320
Glu Arg Arg Thr Gly Tyr Gly Trp Tyr Gly Thr Trp Pro Glu Lys Leu
_ : 325 330 : . 335
Leu Ala Gln Glu Leu Pro Arg Trp Arg Lys Val His Ala Ala Ser Ala
: 340 345 : 350
Gly Ala Pro Ala Arg
355
<210> 109
<211> 1422
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental
<400> 109
atgacgacac gacgcgaatt catcaaagge ttictactta ccggagcage cgtggceccgtce 60
getcegegtt tgettgegtt cgecacggag gcaagtocgt gggaaacgat gatgecticg 120
atcctegeac gcecatcagace acctegiitt ccgaaacgea ccettctatet caatcgatte 180
gycgccaadg gtgatggagt cacagactge accgeggett ttcategege gategatgaa 240
‘tgcaccaaag ccggeggtgg gaaagtegtc gtgccggegg geacttatct caceggcgcg - 300
attcatttga agagcaacgt caacctcgaa gtctcggaag gcgoegacgat caagttcagt 360
caggacccga aacactacct gectgttgte ttctegegtt gggaaggtgt cgaagtcttce 420
aactactcge ctttcattta cgegttcegaa cagcgaaaca tcgcgatcac cggeaaaggc 480
acgctcgacyg gacagagtga ttcggaacac tggtggecgt ggaacggecg tcegeagtac "540
ggatggaaag aagggatgaa acagcagegt cccgatcgea acgegttgtt cacaatggeg 600
gagaaaggcg tgccgglgcg cgagcgcatc tttggegaag gtcattattt gaggccgeaqg 660
ttcattcagc cgtaccgetg ccagaacgtg ctgatccagg gogtgacgat tocggaactcg 720
ccgatgtggyg agattcatee ggtgttgtge cgtaacgtga ctattcacga cgtgcacatc 780
gatagtcatg gaccaaacaa cgacgyctgce aatcccgaat cgtgcagega cgtgttgatt 840
aaggatagct acttcgatac cggegacgac tgcatcgcga tcaaatcggg acgcaacgcc 200
gacgggcggc ggcttaaagc gecgactgag aacatcatcg ttcaaggatg tcgcatgaaa 960
gacggccacg gtggaatcac ggtcggcagc gagatctcocgyg goggcgtgeg aaacctgtit 1020
geegagaatt gocggctcga cagtccaaac ctcgatcacg ccoctgegegt. gaagaacaat 1080
gecatgegeg goggattact cgagaactic cacttcecgta acatcgaagt cgggecaggtg 1140
gceccatgecyg tgattacgat cgacttcaac tacgaagagg gogogaaagg gtcoghtcacg 1200
ceggtegtic gcgattacac ggtcgatcgt ttgegcagea cgaagagcaa gcacgcactc' 1260
gacgtccagg gtctgeccgg cgegecggte atcaacctge gattgacgaa ctgeacatte 1320
aacgatgtge agcaaccgaa cattctcaag aacgtcgaac aatcaacctt tgaaaacgtce 1380
acgattaacg gaaagacgat cacacaaaca ggatccaaaq aa - . 1422
<210> 110
<211> 474
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(21)

179
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<221> DOMINIO

<222> (28)...(308)
<223> Dominio de pectin metil esterasa

<221> DOMINIO

<222> (309)...(637)
<223> Dominio catalitico

<400> 110

Met
Ala
Pro
Arg
Asp
65

Cys
Leu
Glu
val
Phe
145
Thr
Arg
Arg
Axg
Tyr

225
Pro

Asp
Glu
Asp
Leu
305
Asp
Arg

His

Thr
\-Ial
Trp
Phe
50

Gly
Thr
Thr
Gly

Val
130

Ile’

Len
Pro
Asn
Ile
210
Arg
Met
Val
Ser
290
Lys
Gly
Asn

Ala

Thr

Glu
35

Pro
val
Lys
Gly

Ala

115

Phe
Tyr
Asp
Gln

Ala

185

Phe

oye

Trp
His
Cys
275
Cys
Ala
His
Leu

Leu
355

Arg

Val
20
Thr

Lys

Thr
Ala
Ala
160
Thr
Ser
Ala
Gly
Tyr
180
Leun
Gly
Gln
Glu
Ile
260
Ser
Ile
Pro
Gly
Fhe

340
Arg

Arg
Ala
Met
Arg
Asp

Gly

.85

Ile
Ile
Arg
Phe

Gln

165

Gly
Phe
Glu
Asn
Ile
245
Asp
Asp
Ala
Thr
Gly
325
Ala

Val

ES 2 545639 T3

Glu
Pro
Met
Thx
Cys
70

Gly
His
Lys
Txp
Glu
150

Ser

Trp

Thr

Gly
Val
230
His
Ser
Val
Ile
Glu

310
Ile

Glu

Lys

Phe
Arg
Pro
Phe
55

Thr
Gly
Leu
Phe
Glu
135
Gln
Asp
Lys
Met
His
215
Leu
Pro
His
Leu
Lys
285
Asn
Thr

Asn

Asn

Ile

Leu

Ser
40

‘Tyr

Ala
Lys
Lys
Ser
120
Gly
Arg
Ser
Glu
Ala
200
Tyr
Ile
val
Gly
Ile
280
Ser
Ile
val
Cys

Asn
380

Ala

Val

Ser

105

Gln
val
Asn
Glu
Gly
185
Glu
Leu
Gln
Leu
Pro
265
Lys
Gly
Ile
Gly

Arg

.345

Ala

180

Phe
Val
90

Asn
Asp
Glu

Tle

‘His

17¢

Met:

Lys
Arg
Gly
Cys
250
Asn
so
Arg
Val
Ser
330

Leu

Met

Phe
Phe
Ala
Arg
His
75

Val
Val
Pro
val
Ala
155
Trp
Lys
Gly
Pro
Val
235
Arg

Ser
Asn

Gln
315

Glu-

Asp

Arg

Leu

Ala

Phe
60

Arg
Pro
Asn

Lys

Fhe
140

Ile

Trp
Gln
Val
GIn
220
Thr

Asn

Asp

Tyr

Ala
300
Gly
Ile
Ser

Gly

Leu
Ala
Ile
45

Gly
Ala
Ala
Leu
His
i25
Asn
Thr
Bro

Gln

Pro

205

Phe
Ile
Val
Gly

Fhe
285

Asp
Cys
Ser
Pro

Gly
365

Thr

Glu
Arg
Ala

Iie

Gly

Glu
110
Tyr
TyY

Gly

Trp

Arg
190
Val

Tle

Arg'

Thr
Cys
270
Asp
Gly
Arg
Gly
Asn

350
Leu

Gly
Ala
Pro
i.ys
Asp
Thr
95

val

Leu

Ser

Lys
Asn
175
Pro
Arg
Gln
Asn
Ile
255
Asn
Thr
Ai:g
Met
Gly
335

Leu

Leu

Ala
Ser
Pro
Gly
Glu
80

Tyr
Ser
Pro
Pro
Gly
160
Gly
Asp
Glu
Pro
Ser
240
His
Pro
Gly
Arg
Lys
320
Val
Asp

Giu
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ile
375
Tyr

FPhe Phe
370

Thr

Asn His Arg Asn
Asn
390

Tyr

Ile Phe
385

Pro

Ile Asp

Val val Arg Asp Thr

405
Leu Asp Val Gln
420

Thr

Lys His Ala
Leu
435

Asn

Leu Arg Asn Cys Thr

Ser
455

Gly

Leu Lys Val Gln
450

Thr

Glu

Thx
470

Lys Ile Thr Gln

465

<210> 111
<211> 1440
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 111

atgcaaaatc gtcgagaatt tttacaactt

ttgcecgcaga
aagattttag
tatggagcecy
gcgtgegeca
gcgattcatt
tccaccaace
atgcatatttc
ggaacgctcyg
ggcggaaate
gaaaaaggcyg
tttatccagc
ccgatgtggyg
tctacecacy
gaagactgct
gacgggcgac
gacggtcacyg

.gcggaaaaca

gctteogegeg
teogcgcgegyg
ccggtegttce
gatctgcagy
aacgtggteg
aagattaacg

tttctttegg
ccagaatcaa
ttgcggacygy
aategggegy
tgaaatcaaa
cgaaagatta
cgectitaat
acgggcaggg
cggatgtgat
tgectgtgge
cctataaatyg
aagttcaccec
gaccgaacaa
atttcgacac
gcatcaatgt
gcggaatcac
accggctcga
gcggaaaact
tcgtcgaaat
gcaattacgt
gcttggacaa
aaaagccgad
gcaaagtcgt

gcagactaaa
accgccgaza
gaaaaccctg
cgggcgegte
cgtcaatctyg
tetgecgate
ttatgectac
caaggcetttt
cagccagegt
ggagcggatt
caaaaatgtt
cgttttgtge
cgacggutge
cggegacgat

tcegaccgaa’

catcggaagc
cagcgeggat
ggagaatttt
agattttaat
ggtcgaaaat
cgcoceccgatt
cgtcgtgaaa
cgagagtctyg

<210> 112
<211> 479
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(27)

<221> DOMINIO
<222> (82)...(461)

<223> Dominio catalitico

Glu

Glu

Val

Val Gly
Glu Gly

Asp Arg

Val
380
Lys

Gln

Ala
3985

.Leu Arg

410

Gly

425
Phe
440
Thrx

Ser

ttatttgecyg
caagccgacy
tttcgcaaaa
gcgaccgaaa
gtcgtgecece
cacatcacga
gttcacacge
gagcaaacca
ttctggaaat
cecggogegey
ttcagcgaaa
ttgatcgaag
gaaaacgtga
gatccggaaa
tgcattgecea
aacgtegteyg
gagatttccg
ttgtggactg
tacttceegeg
tacgaggaag
ctaacctgca
tacgacatca
aacgtcaaayg
gaaaatgctg

181

Leu Pro
Asn Asp

Phe Glu

Gly

Val Gln

Ala His
Gly Ser
Sér
Ala Pro

Gln Pro

Ala
Phe
Thr Lys
-415
Val Ile
430

Asn

445

Val
460

Asn

Lys Glu

gtgccggtge
cctggacgac
aagattttec
gcatcaaaaa
agggagaatt
aaggcgcgac
getgggaagg
acatcgccgt
ggcacggaaa
ceceggetgta
ctcagtatct
gcgttaaaat
cgatccgaaa
gctgcaagga
tcaaggeggy
tgcgegggtg
gcggegtgcyg
cgctgagagt
atatcaccgt
gcgectaaagg
ataaaggcaa
cgatgaaaaa
gcgtcaaact
caacgacggc

Thr

Ile

cggacttgtt
cgagtateceg
gatcaccaaa
agccatcgaa
tttgaccage
cgtcaaattt

Val
Thx
400
Ser
Asn

Ile

Gly

gatggaattg -

caccggcgay
cccgegetac
tgaaatgatg
tcgececgeag
catcgatteyg

acttcatatt:

cgttttgatc
gcgcaatgaa
cgtgatgaag

aaatgtttte -

gaaaaacaac
cgagcaggte
aaaacacacg
tegageggte
ctgtacgttt
ggaaaacgtyg
taaaaaataa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
9200
260

1620
1080

© 1140

1200
1260
1320
1380
1440



<400> 112

Met

Ala

Asp -

Pro
Ala
€5

Ala

Phe

. Thr

Pro
Pro
145
Gly
Asn
Arg
Arg

Tyr
225

Pro

Lys

Glu:

Asp
Ile
305
Asp
Arg
Thr
Asn
Val
385

Fro

Asn

Thr
Pro
Ala
Ile
210
Lys
Met
Lgu
Ser

Asp

Asn

Leu-

Arg

val

- 20

'Trp
35

Phe
Giy
Ala
Thr
Gly
115
Val
Ile
Leu
Arg
Arg
195
Phe
Cys
Trp
His

Cys

+ 275

Cys

290 .

Asn
Gly
Asn

Ala

Val
His
Val

Leu

355

Fhe
370
Glu
vVal

Arg

Tyr

Ile

Val

Ala

Thr
Arg
Lys
Lys

Gly

100

Ala
His
Tyr
ASp
Tyr
180
Leu
Gly
Lys
Glu
Ile
260
Lys
Ile
Pro
Gly
Phe
340
Arg
Phe
Asp
Arg

val

420

Arg
Leu

Thr

Lys

Thr
Sexr
85

Ala
Thr
Thr
Ala
Gly

165
Gly

Tyr

Glu

Asn

Val

245

Ser
Asp
Ala
Thr
Gly
323
2la
val
Arg
Phe
Asn

405
Asp

ES 2 545639 T3

Glu
Pro
Glu
Lys
Leu
70

Gly
Ile
Val
Arg
Tyxr
150
Gln
Gly
Glu

Thr

Val.

230
His

Thr
Val
Ile
Glu
310
Ile
Glu
Lys
Asp

Asn

" 390

Tyr

Leu

Phe
Gln
Tyr
Asp
Ala
Gly
ﬁis
Lys
Trp
135
Glu

Gly

IAsﬂ

Met
Gln
215
Leu
Pro

His

-Leu

Lys
295

Asn

Thr

Asn

Asn

‘Ile

375

Tyr

Val

Gln.

Leu
Ile
Pro
40

Fhe
Thr

Gly

Leu

Phe

120.

Glu
Gln
Lys
Pro
Met
200
Tyxr
Ile
Val

Gly

Ile
280

Ala

val
Ile
Asn
Asn
360
Thr
Glu
Val

Gly

Gln
Ser
25

Lys

Pro

Glu

.Arg

Lys
105
Ser
Gly
Thr
Ala
Asp
185
Glu
Leu
Glu
Leu
Pro
265
Glu
Gly
Val
Gly
Arg
345
Bla

Vval

Glu

Glu

Leu

425

Leu
10

Phe
Ile
Ile
Ser
Val
90

Ser
Thr
Met
Asn
Phe
170
Val
Lys
Arg
Gly

Cys

-250

Asn
Asp
Arg
Val
Ser
330
Leu

Ser

Giy

bly

Asn
410
Asp

Leu
Gly
Leu
Thr
Ile
75

Val
Asn
Asn
Glu
Ile
155
Phe

Ile

Gly

Pro
val
235
Glu
Asn
Cys
Asn
Arg
315
Glu
Asp
Arg
Gln
Ala
395

Len

Asn

Ile Thr Met Lys_Asn Cys Thr Phe Asn Val Val

435

440

Phe
Gin
Ala
Lys
60

Lys
Val
Val
Efo
Leu
140
Ala
Trp
Ser
Val
Gln
220
Lys
Asn
Asp
Tyr
Glu
300
Gly
Ile
Ser
Gly
val

380
Lys

Thr

Ala

Ala

Thr-

Arg

" 45

Tyr
Lys
Pro
Asn

Lys
125

Met "’

val
Lys
Gln
Pro
205
Phe
Ile
val
Gly
Phe
285
Asp
Cys

Ser

Ala

Gly

Lys

‘30

Ile
Gly
ﬁla

Gln

.Leu

110
Asp

His
Thr
Trp
Arg
190
Val
Ile
Ile

Thr

Cﬁs

270
Asp

Gly

Val

Cly

Asp

- 350

Gly
385

Ser

Gly
Cys

Pro

Lys
Axrg
Lys
Asﬁ

Ile

430

Ala

Gl
Lys
Ala
Iie
Gly

95
His

Tyr

Ile
Gly
His
175
Pro
Ala

Gln

Asﬁ

Ile
255
Asp

Thr
Arg
Met
Gly

335
Leu

Leu

Ala
His
Lys

415
TYX

Gly
Ala
Pro’
Val
Glu
80
Glu
Ile
Leﬁ
Séf
Glu

160
Gly

Ala

Glu
Pro
Ser
240
Arg
Pro
Gly
Arg

Lys

~320

Val
Trp
Glu
Val
Thr -
400
Gly

Asp

Glu Lys Pro Ser Val

445

Val Lys Asn Val Lys Gly Val Lys Leu Glu Asn Val Lys Ile Asn Gly

465

450

455

182

475

. . 480
Lys Val Val Glu Ser Leu Glu Asn Ala Ala Thr Thr Ala Lys Lys
470
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<210>113

<211> 1017

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 113
atgaagatat ttttaacaat attgctcteg gcattattca gcatttcaaa tgcacaggtyg 60
ctatcggate ctgttgegga tegtatgace agetaccaac ttaaaaacgg aggctggecg 120
aagcacttgg ccgataaatc tgttgttaac tattcaaaac ctetctcace tgetttgeaa 180
aaagtcatcg atcaatcgac cgaaaagtct gegacaattg ataataatge aaccacacgt 240
gagataaacc atcttctcct cgcettattcc aaaaccaaca atgacaagta tettcaageg 300
gcgacaaaag gtgttgagta tatcctgagt gotcaaaatg acaaaggagg atggcctceaa 360
tattatccag acagtagctc atategtggt cagatcacct acaatgacgg cgcgatgatt 420
aatgtattgg aaattttact ttcecatatca acaaaacaag agecctatgc tgttctaacg 480
aataaattta acgaaagaat agaaagggcce ttaacacgag ggattcactg catcttacaa 540
acccaggtta aacaaggaga taaactaacc atctgggoceg cacagtacga tcagaaaaca 600
atggaacctg ctcaagecag actgtttgaa ccggtagegt tagcgacage ggaatcggeg 660
ggcattctee getttttaat gegtettgac catectacte cecgaaataaa aaatgcaatce 720
aaccacgctg tagaatggtt ttcctcocccat aaagaggtag gcectatgatta cgttaaaacg . 7180
gaaaaaaacqg gaaaactttt gegggatttyg gtttettege cggectcetac cgtatgggea 840
agattttatg acatcaggac gaatcaaccc atctttggtg atcgcgataa tacgataaag 8500
tattegctga atgaaataag cgaggaacga caaaatgget actcttggta tggtaactgg 960
ccagaaaaga taattacaaa agaatatgaa aaatggctta agaaggtaza tgaataa 1017

<210> 114

<211> 338

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> SENAL
<222> (1)...(18)

<221> DOMINIO

<222> (19)...(388)

<223> Dominio catalitico

<400> 114

Met Lys Ile Phe Leu Thr Ile Leu Leu Ser Ala Leu Phe Ser Ile Ser’
. : . .10
Asn Ala Gln Val Leu Ser Asp, Pro Val Ala Asp Arg Met Thr Ser Tyr

1

Gln Leu Lys Asn Gly Gly Trp Pro Lys His Leu Ala Asp

’ 45

Val Asn Tyr Ser Lys Pro Leu Ser Pro Ala Leu Gln Lys Val Ile
‘50 .

20

35

5

25

40

55

183

60

15

30 .

Lys Ser Val

Asp
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Gln
65
Glu
Tyr
Asn
Arg
Ile
145
Asn
Cys
Ala
Phe
Phe
225
Asn
Tvyr
Ser
Gln
Gla
305
Pro
Asn
<210> 115

<211> 996
<212> ADN

Ser
Ile
Leu
Asp
Gly
130
Len

Lys

Ile

Ala
Glu
210
Leu

His

Val

Pro
Pro
290
Ile
Glu

Glu

<213> Desconocido

<220>

Thr
Asn
Gln
Lys
115
Gln
Leu
Fhe
Leu
Gln
195
Pro
Met
Ala
Lys
Ala
275
Ile

Ser

Lys

'Glu

Eis
Ala
100
Gly
Ile
Ser
Asn
Gln
180
Tvyr
val
Arg
Val
Thr
260
Ser
Phe
Glu

Tle

Lys
Leu
85

Ala
Gly
Thr
ile

Glu

- 165

Thr

Asp

Leu
Glu
245
Glu
Thxr
Gly
Glu

lle
325

ES 2 545639 T3

Ser
70

Leun
Thr
Tep
Tyr
Ser
150
Arg
Gin
Gln
Leu
Asp
230
Trp
Lys
val
Asp

Arg

. 310

Thr

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 115

Ala

Leu

Lys
Pro
Asn
135
Thr
Ile
val
Lyg
Ala

215
His

Phe

Ash
Trp
Arg
295
Gln

Lys

'Ala

.Gly

Thr Ile
Tyr
Gly val
105
Gln Tyr
120 -
Asp Gly

Lys Gln

Glu Arg
Gln
185
Met

Lys.

Thr
200
Thr Ala

Pro Thr

Ser Ser
Lys
265
Ala Arg
280
Asp Asn

Asn Gly

Glu Tyr

Asp
Ser

90
Glu

Ala
Glu
Ala
170
Gly
Glu
Glu

Pro

His.

250
Leu

Phe
Thx
Tyr

Glu
330

Asn
75

Lys
Tyr
Fro
Met
Pro
155

Leu

Asp

Pro

Ser
Glu

235
Lys

Leun

Tyr
Ile
Ser

315
Lys

Asn

Thx

Ile

AsSp
Ile
140
Tyr
Thr
Lys
Ala
Ala
220
Tle
Glu
Arg
Asp

Lys
3090

Trp.

Trp

Ala
Asn
Leu
Ser
125
Asn
Ala
Arg

Leu

Gln

. 205

Gly
Lys
Val
Asp
Ile

285
Tyr

Tyr

Leu

Thr
Asn
Ser
110
Ser
Val
Val
Gly
Thr
190
Ala

Ile

Asn

Gly

‘Leu

270
Arg

Ser
Gly

Lys

Thr
Asp
95

Ala
Ser
Leu
Leu
Ile
175
Ile
Arg

Leu

Ala

Tyr
255
Val
Thr
Leu

Asn

Lys
335

Arg'

80
Lys

Gln

Ty

Glu .

Thr
160
His
Trp
Leu

Arg

Ile
240

Asp

Ser

Asn

Asn

Trp
320
Val

gtggecaagg
tgggcgacga
gccgaaaccey
acggegetee
tcgacgateg
gecacgegeg
tcgecagtaca
gacatcacgt
gacgggtcagy
gtgacgcgeyg
ggetggtgee
catcecgtega
aatccgtege

cgatcggegyg
ttctecggeca
tgcgcgcgay
agagcgacqge
acaatggegce
acgagcetttt
gcaacggcygyg
tcaacgacga-
caggtttega
ccatcgeggt
agcagtacga
ttgecgageey
cagagatcegt

tcegttgeeg
gecategecg
ccagagagec
tgagcggeag
cacggtcacc
acgggagygcc
ctggccacaa
cgcgatgacc
attcgtegac
gatcctecge
cgccgacgeq
cgagacggtc
ggctgcegtt

ccggecaccad
tggtacgecgt
accggegyckt
gegetgcgaa
gagctteget
gtgcttcgcg
tactttccegt
ggcgtggtge
aaggcgagac
acgcagattc
ctgacgcegy
gggatcgege
gacgcggcty

184

ggcagggate
ccgeggacge
ggcegaagaa
atgcoccgege
ttctcaceccyg
gcctcegacta
tgcggaccga
tgctgetgaa
gtgaccgcge
gggtcaacgyg
cgcgeygggeyg
ggctgetgat
ceogeatggtt

gccggtaacg
gaaggcggtt
cacggattgg
cgagaccgat
cgtgtatgte
cctgctggeg
ttactcgegg
ggatgccgeg
tgccgeggce
tacgectgace
ctegtacgag
gggcgtgccyg

‘gggtaaatcyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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15

gaactgaagg gtgtgcccga
gctacgaate ggccgatcta
atcgagctcg agcggegceac
acgaccgaat atecgaaatg

<210> 116
<211> 331
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

ES 2 545639 T3

ggcgacggceg ccaggacttt gggcgegett ctacgacatc
gacggcgtca tcaagtaccg geicgacgag

ttcgggecge
aggctacage
gcgggcggea

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<221> DOMINIO
<222> (1)...(331)

<223> Dominio catalitico

<400> 116
Met
1
Ser
Ala
Arg
Ser
65
Ser
Arg
Arg

Pro

Asn
145

Asp
‘Ala
Ile
Asp
Ala
225
Asn
Leu
Leu
Gly
Arg

305
Thr

Ala
Pro
Ser

Ala
50

Asp
.Thr
Val-

Gly

Gln
130
Asp
Gly
Alla
Arg
Ala
210
Ser
Pro
Gly
Txp
Arg
290
Arg

Thr

Lys

‘Val

‘Ala
35
Thr

Ala

Ile-

Tyr
Leu
115
Tyr
Asp
Sexr
Ala
val
1585
Leu
Arg
Ser
Lys
Ala
275
Asp
Thr

Glu

Ala
Thr
20

Asp
Gly
Glu
Asp
Val
100
Asp
Phe
Ala
Ala
Ala
180
Asn

Thr

Glu

Pro-

Ser
260
Arg
Gly
Gly

Tyr

Ile
Trp

Ala

Gly

Arg
Asn
85

Ala
Tyr
Pro
Met
Gly
165
Val
Gly

Pro

Thr

Glu

245
Glu

Phe

Val

Tyr

Pro

Gly
Ala
Lys
Trp
Gln
70
Gly
Thr
Leu
Leu
Thr
150
Phe
Phy
Thr
Ala
val
230
Ile
Leu
Tyr
Ile
Ser

310
Lys.

Gly
Thr
Ala
Pro
Ala
Ala
Arg
Leu

Arg
135

Gly

Glu

Arg

Leu

Arg
215
Gly
Val

Lys

Asp

Lys
285

Trp

Trp

tgggttggee cgtacgecge ggcatttctg
cgatga - .

Pro
1; le
Val
40 -
Lys
Leu
T.hr
Asp
Ala
120
Thr
val
Phe
Ala
Thr
200
Gly

Ile

Gly
Ile
280
Tyr
val

Arg

325

Leu

Pro

- 10

Leu
25

Ala
Asn
Arg
val
Glu

105
Ser

Asp

Val
val
Ile
185
Gly
Arg
Ala
Ala

Val
265

Ala

"Arg

Gly

Ala

185

Arg
Glu
Thr
Asn
Thr
90
Leu
Gln
Tyr
Leu
Asp

170
Ala

Trp

-Ser

Arg
Val
250
Pro
Thr
Leu

Pro

Ala

Pro

Gln
Thr

Asp

Ala
75
Glu

Leu

Tyr

Ser
Leu
155
Lys
Val
Cys
Tyr
Leu
235
Asp
Glu
Asn
Asp
Tyr

315
Arg

Ala

Pro
Val
Trp
Arg
Leu
Arg

Ser

Pro
Ser
Arg
Thx
Ala
Arg
Glu

Asn

- 125

Arg
140

Leu.

Ala
Ile
Gln
Glu

220
Leu

Ala.

Ala
Arg
Glu

300
Ala

Asp
Lys
Axg

Leu

Gln

205
His

Met
Ala
Thr
Pro
285
Ile

Ala

330

Gly

Gln

- 15

Pro
30

Ala
Ala
Glu
Phe
Ala
110
Gly
Ile
Asp
Arg
Arg
190
Tyx
Pro
Gly
Ala
Ala
270
Ile
Glu

Ala

TEp
Ser
Leu
Tli;:
Leu
85

Val
Gly
Thr
Ala
Asp
175
Thr
Asp
Ser
Val
Ala
25%
Pro
Tyr

Leu

Phe

Gly

Tyr

Gln

Gln
Asp
Thr

Leu

Trp

Phe’

Ala.

160

Arg

Gln

Ile

Pro

‘240

Trp
Gly

Ser

Glu

Leu

320

B840
200
960
996
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<210> 117

<211> 1725

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<400> 117
atgaagaatt ttgggtttgg taactacaag ttttttgtag cggcaatgte tgtcgogtct 60
ttttcgtaty cggcaagcta tacaccecccyg tcaacageag tttegaazat caacagetat 120
cgaggctatt cggagetgac ttcagectgeca tocggeatgg atatcegacca gtacacctac. 180
aacatgacca cttggcaaat cgcaaacgge ggtttttaca aagccatgge cgacaagtat 240
aaaagcgegt atggcggegg tcaaaaatce gaatggcaag ctaaaggcgg tggcgaccte 300
ggcactatag acaacaacge caccatccag gaaatgegtt tgetcgeegt gogttacaaa 360
gaaacgacga acaacaatta caaatccgeca tttaagacaa gtttcaacaa ggceggtcaat 420
Lttecttttga ccatgecageg ctccaaagge ggactcecac aaghtttggooc caaacgeggce 480
aactattctg accaaatcac gctaaatgac aacgccatga tccgcegccat ggtcacgatg 540
atggatatcg ccaacaagac gagtccattt gattcggata tcatcgacga cgecaccege 600
agcaaaatga aatcggetcet cgacaaageg gtegattact tgcltcaagge gecaaatcgtg 660
aacgacggaa aggtcacggt atggtgcgce cagcacgaca ccaacagcct cgeccccgta 120
ggcgcacgag cctacgaact cccgagcaaa tccggcaacyg aatccatggg cgttgtgtgg 180
tttttgatga actggeccaga ccaaaacgaa gcaatccaga aggcggtcaa aggegcaatc 840
gettggtaca aaaagaataa actaaaagac aaggcgtita gcaagaccgc aggogttgtg 900
gacaaggegg gtteateget gtggttecge ttttacgaag tcaacaacga caactacttt 960
ttetgegace gegatagtge tageaccaag acgcaggact tcatgaaaat cagcogaagaa 1020
cgtcgcaagg gctaccagtyg ggeaggegat tacggetctg caattctagyg caccgaaaat 1080
gecataccttg aagcactcge caagatggac gacaactatg ttccacctec gecageacca 1140
gctatgtgcg gaaacgacac ttgcaaaacg tacatcgatg gegttgactt tattgacatt 1200
caaggcgtca aggaaacaac caacacggga ttegttggeg aaggttacge caacgttgac 1260
aactccaccyg gaagctatgt gacctacgge gtecaccgcat tcaaggaagg caaatacact 1320
ttgttcatca gctttgcaaa cggeggtggt tccgeacgeg gttacagegt ttctgeagga 1380
gacaagacgt tacttgcaga c¢ggeagcatg gaatctacag ccgcatggac cacttggaaa 1440
atgcaatcca tcgaaatcga attgccaatg ggctatagog aactcaagtt cacaagectt 1500
tcgaaagacyg gtatggegaa catcgattac atcggetgga tgaacgatga tttgaaagtt 1560
ggcgaagttg aagtaccacg ctcecatccatt gaagcaatac gcgcecatceg caaageccag 1620
caggacaacc gctactttgt ggactttgge ggcaacaata atagcgcagg ggettacttt 1680
aagcgtggca tcaacacgtt ccgegtgaat gggaagatga ggtaa 17235

<210> 118

<211>574

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<221> SENAL
<222> (1)...(24)

<221> DOMINIO
<222> (25)...(574)
<223> Dominio catalitico

<400> 118
Met

Lys Asn Phe Gly Phe Gly Asa Tyr
1 5 .

Lys Phe Phe Val Ala Ala Met
10 15 :

186



Ser

JAla

Ala

“Trp
Lys
Gly
Arg
Ser
Met
145
Asn
Met
Asp
Lys
val
225
Gly
Gly

‘Gln
Lys
Ser
305
Phe
Ile
Ser
Met
Asn
385
Gln
Ala
Ala
Gly
Leu

465
Met

Val
V._al
Ala
Gln
Ser
Gly
Leu
Ala
130
Gln
Tyr
Val
Ile
Ala
210
Thr
Ala
Val
Lys
Asp

280
Serx

Serx
Ala
Asp
370
Asp

Gly

Asn

Fhe
Gly
450
Ala

Gln

Ala
Ser
Ser
Ile
Ala
Asp
Leu
115
Phe
Arg
Sexr
Thr
Ile
195
Val
Val
Arg
val
Ala
275
Lys

Leu

'Asp

Glu
Ile
355
Asp
Thr
Val

Val

Lys

435
Ser

Asp

Ser

Ser
20

Lys
Gly
Ala
Tyr
Leu

100
Ala

Lys

Ser
Asp
et
180
Asp
Asp
Trp
Ala
Trp
260
Val
Ala
Trp
Arg
Glu
340
Leu
Asn
Cys
Lys
Asp

420
Glu

Ala

Gly

Ile

Phe
Ile
Met.
Asn
Gly
Gly
val
Thr
Lys
Gln
165
uet
Asp
Tyxr
Cys
Tyr
245
Phe
Lys
Phe

Phe

Asp

ES 2 545639 T3

Ser
Asn
Asp
Gly
Gly
Thr
Arg
Ser
Gly
150
Ile
Asp
Ala
Leu
Ala
230
Glu
Leu
Gly
S_er

Arg

“Tyr

Ser
Ile
55

Gly
Gly
Ile
Tyr

FPhe

.135

Gly

Thr-

Ile
Thr
Leu
215
Gln
Leu

Met

Ala

Ala
Tyr
40

Asp
Fhe
Gln
Asp
Lys
120
Asn
Leu
Leu
Ala
Arg
200
Lys
His
Pro

Asn

Ile

- 280

Lys
295
Phe

310

Gly

325

Arg
Gly
Tyr
Lys
Glu
405
Asn
Gly
Arg

Ser

Glu

Arg
Thr
Val
Thr
390
Thr

Serxr

Lys

Gly

Met
470
Ile

Ala
Lys

Glu

.Pro

375
Tyr

Thr
Thr
Tyx
Tyr
455
Glu

Glu

Thr
Tyr
Ser
Gly
Asn
360
Pro
Ile
Asn
Gly
Thr
440
Ser

Ser

Leu

Ala
25
Arg

Gln

Tyr
Lys

Asn

105 -

Glu
Lys
Pro
Asn
Asn
185
Ser
Ala
Asp
Ser
265
Ala
Ala
Glu
Thr
Tyr
345
Ala

Pro

Asp

Thr
Ser
425
Leu
Val
Thr

Pro

187

Ser
Gly
Tyr
Lys
Sex
14

Asn
Thr
Ala
Gln
Asp
170
Lys
Lys
Gln

Thr

Tys

250

- Pro

Trp

Gly

Val.

Lys
330
Gln

Tyfr:

Pro.

Gly
Gly
410
Tyr
Phe
Ser

Ala

Met

Tyr
Tyr
Thr

Ala

75

Glu
Ala
Thr
Val
Val
155
Asn
Thr
Met
Ile
Aén
235

Ser

Asp

Tyr

Val

asn
315
Thr

Trp

Leu

Val
385
Phe
val
Ile
Ala
Ala

475
Gly

Thr
Ser
Tyr
60 .
Met
Trp
Thr

Asn

Asn
140

.Trp

Ala
Ser
Lys
Val
220
Ser
Gly
Gln
Lys
Val
300
Asn
Gln
Ala
Glu
Pro
380
Asp
Val
Thr
Ser
Gly

460
Trp

Tyr

Pro
Glu
45

Asn
Ala

Gln

Ile

Asn
125
Phe
Pro
Met
Pro
Ser
205
Asn
Leu
Asn
Asn
Lys

285
Asp

Asp

Asp
Gly
Ala
365
Ala
Phe
Giy
Tyr
Phe
445
Asp
Thr

Ser

Pro
30

Leu
Met
Asp
Ala
Gln
110
Asn

Leu

‘Lys

Tle

Phe
150
Ala

Asp

Ala

Glu

‘Glu

270
Asn

Lys
ASn
Fhe
Asp
350
Leu
Met
Ile
Glu
Gly
430
Ala
Lys
Thr

Glu

Ser
Thr .
Thr
Lys
Lys
95
Glu
Tyr
Leu
Arg
Arg
175
Asp
Leu
Gly

Pro

Ser-

255

Ala
Lys
Ala
Tyr
Met
335
Tyr
Ala
Cys
Asp
Gly
415
val.
Asn
Thr
Trp

Leu

Thr
Ser
Thr
Tyr
80

Gly
Met
Lys
Thr
Gly
160
Ala

Ser

‘Asp

Lys
Val
240
Met
Ile
Len
Gly
Phe

320
Lys

Gly

Lys
Gly
Ile
400
Tyr
Thr
Gly
Lesu
Lys

480
Lys
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20

485 . : 490 . 495 .
Phe Thr Ser Leéu Ser Lys Asp Gly Met Ala Asn Ile Asp Tyr .Ile Gly
500 505 510
Trp Met Asn Asp Asp Leu Lys Val Gly Glu Val Glu Val Pro Arg Ser
515 520 : ' 528
Ser Ile Glu Ala Xle Arg Ala Ile Arg Lys Ala Gln Gln Asp Asn Arg
530 535 : 540 .
Tyr Phe Val Asp Phe Gly Gly Asn Asn Asn Ser Ala Gly Ala Tyr Fhe
545 : . 550 555 560
Lys Arg Gly Ile Asn Thr Phe Arg Val Asn Gly Lys Met Arg
- 565 570 :
<210> 119
<211> 1848
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental.
<400> 119
gtgtcatgge aggaatccgg tgcggetate accaacgect ggaatgcaac getcagtgge 60
tcaaaccett acacageegt atcegetggt tggaatggea cacttgccec caatgeateg 120
‘geccacttttg gtttccagge aaacggttct gccggtgcac ctaaagtgaa tggeagettg 180
tgcggeacca acactteatc aacaccggca tcecagcagtg ttgocagocte ggttaaatca 240
agegegeccg tatcgtccag cagcagatca tocagttcaa tcgctatcac tageagetcet 300
ttagcgagaa gttctattge ctecagcage teactagtta gtagetcecag agegageagt 360
agtgcgccaa gogttttete ttttacgatc caggaagagc aagegggett ctgtegtgtt 420
- gatggeattg cgacagaaag caccaacacc ggttttaccg gcaatggcta caccaatdeg 480
aacaacgcge aaggcgeagce gattgaatgg gcagtcageg cacctageag tggeocgttat 540
acagtagcct tcegcocttege caatggegge acagcagcgc gcaacggecte gttgttaate 600
aatggcggta gcaatggtaa ttacactgty gagttaccce tgaccggcege atgggcaace 660
tggcaaattyg ccagegtgga aattgattta gtgcaaggea ataatatttt aaaacteteg 720
‘gegttaaceg ctgacggttt ggeccaatatc gactcattaa aaatagacgg cgcgcaaace 780
aaagcaggta cttgcagcac tacatcaage agcagcegttyg ccageagete gtegtecgtt 840
aaatccagey caagttette ttegagttca tecaccgetyg caéaaatact gacattagac 900
ggtaaccegg ccgecagetg gttcaacaaa tccaggacca agtggaatag cagcogegec - 960
gatattgtgt tgtcttacca gcaatccaac ggeggttgge caaaaaacct ggattacaac 1020
tcagtgagcyg caggcaatgg cgggagcegac agcggcacca tcgacaatgg tgcaaccatt 1080
accgaaatgg tttacctcgc tgaaatttat aaaaacggcyg gcaacaccaa atatecgcgat = 1140
gcagtgcgeca gagcageaaa ctttttagty agetcgecaat acageacagg cgecttgeca 1200
caattttatc cgttgaaagg cggctatgeg gatcatgcega cctitaacga taacggeatyg 1260
gogtacgegt tgacggtatt ggatttcgeca gtaaacaaac gegeaccgtt tgataacgac 1320
attttctetg attetgateg ggcgaaattc aaaaccgetyg ttgoccaaagg tgtggattac 1380
attttaaaag cgcagtggaa acaaaatgga aaactcactg catggtgtge acaacacggt 1440
gctacggatt accaaccgaa aaaagcgege gcttatgaat tggaatcatt gagtggtage 1500
gagtcggteg gcattetcge cttettgatg acccaaccac aaaccgcgeca aatcgaageg 1560
.gcggtcaagy cgggtgtcaa ctggttegec agtccaaata cttatttgge taactacact 1620
tacgattcat caaaagcgtce taccaacccqg attgtgtata aatccggaag cagaatgtgg 1680
tatégettct atgacctgaa caccaaccgt ggtitctitta gtgatcgega tggcagcaaa 1740
ttctatgata tcacccaaat gtcagaagag cgtegeaceg gttatagetg gggtggetet 1800
tacggtgaat ctattatttc cttegegeaa aaagtgggtt atctgtaa 1848
<210> 120
<211> 615
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<221> UNION
<222> (1)...(61)

188
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<223> Médulo de unién a carbohidratos

<221> UNION

<222> (139)...(257)
<223> Mbdulo de unién a carbohidratos

<221> DOMINIO

<222> (258)...(615)
<223> Dominio catalitico

<400> 120
Met
;I'hr
Gly

Gly

Thr'

65
Ser

Thr

Val

Thr

Thr
145
Asn
Sei:
Ala
Thr
Ser
225
Ala
Gly
Val
Ser
Ala
308
Asp

Leu

Ser
Leu

Thr

Ser_

50
Ser

Ala
Ser
Ser
Ile
130
Glu
Asn
Gly
Arg
Val
210
Val

Leu

Ala
Ala
Ser
290
Ser

Ile

Asp

Trp
Ser
Leu
35

Ala

Ser

‘Pro

Ser
Ser
115
Gln

Ser

'Al a

Arg

Gln
Gly
20

Ala
Gly
Thr
Val
Ser

100
Ser

Glu

Thr

Gln

Tyr

180

_A;.sn
195
Glu
Glu
Thr
Gln
Ser
275
Ser
Trp
val

Tyr

Gly
Leu
Ile
Ala
Thr
260
Ser
Thr
Phe

Leu

Asn
340

Glu
Ser
Pro
Ala
Pro
Ser
a5

Leu
Arg
Glu
Asn
Gly
165
Thrx
Ser
Pro
Asp
Asp
245
Lys

Ser

Ala

Asn

Ser
325

Ser

ES 2 545639 T3

Ser

Asn
Asn

Pro

Ala.

70
Ser

Ala

Ala

Gln-

Thr

150.

Ala
Val
Leu
Leu
Leu
230
Gly
Ala
Ser

Ala

‘Lys

310
Tyr

Val

Gly
FPro
Ala
Lys
55

Ser
Ser
Arg
Ser
Ala
135
Gly
Ala
Ala
i.eu
Thr
215
Val
Leﬁ
Gly
Ser
Lys
295
Ser
Gln

Ser

Ala

Tyr

_'Ser

40
Val

Ser
Sex
Sex
Sez;
120
Gly
Phe
Ile
Phe
Ile
200
Gly
Gln
Ala
Thr
Val
280
Tle
Arg

Gln

Ala’

Ala
Thr
25

Ala
Asn
Ser
Arg
Ser
105
Ser
Phe
Thx
Glu
Arg

185
Asn

Ala

Gly
Asn
Cys
265
Lys
Leu
Thr

Ser

Gly
345

189

Iie
10
Ala
Thr
Gly
Val
Ser
90
Ile
Ala
Cys

Gly

Prp

17¢
Phe

Gly
Trp
Asn
Ile
250
Sgr
Ser
‘i‘hr‘
Lys
Asn

330
Asn

Thr
Val
FPhe
Ser
Ala
75

Ser

Ala

Pro

Arg

Asn
155
Ala
Ala
Gly
Ala
Asn
235
Asp
Thr

Ser

Leu

Trp
315

Gly’

Gly

Asn

Ser

Gly

Ala
Ala

Fhe

- 457

-Leu

60
Ser

Ser
Ser
Ser
Val
140
Gly

Val

Asn

Ser
Thr
220
Ile

Ser

Thr

Als

Asp
300
Asn
Gly

Gly

Cys
Ser
Ser
Ser

val

Trp
Gly
30

Gln
Gly
val
Ile
Ser

110
Phe

125 |

Asp
Tyr
Ser
Gly
Asn
205
Trp

Leu

Leu

Ser

Ser
285

Gly

Ser
Trp

Ser

Gly
Thr
Ala
Gly
190
Gly
Gln
Lys
Lys
Ser
270
Ser
Asn
Ser

Pro

Asp
350

Asn
i5

Trp

Ala
Thr
Lys
Ala
95
Ser
Ser
Ile
Asn
Pro
175
Thr

Asn

Ile

Leu
Ile
255
Ser
Ser
Pro

Arg

Lys

Ala
Asn
Asn
Asn
Ser
g0
Ile
Leu
Phe
Ala
Ala
160
Ser
Ala:

Tyr

Ala

Ser
240
Asp
Ser
Ser
Ala
Ala
320
Asn

335

Ser

Gly
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Thr

Ile

Ile

Tyr

" 370

Ala
385

Gln.

Lys
Lys
Gln
465
Ala

Leu

Pro

Phe
Lys
545
Tyr
Asp
Thr
Ala
<210> 121
<211> 1047
<212> ADN

<213> Bacteria

<400> 121

Ala

Phe

Asn

Phe
450
Trp

Thr -

Ser

Gln

ala

530
Ala

Arg

Gly

Gly

Gln

610"

Asp
355
Lys

Asn

Phe

Ser

Tyr
595
Lys

Asn
Agn
Phe
Pro
Met
420

Pro

Thr

- Gln

TYr

.Se:

500
Ala

Fro

Thr

Tyr

Lys
580
Ser

val

Gly
Gly
Leu
Leu
405
Ala
Phe
Ala
Asn
Gln
485
Glu
Gln
Asn
hsn
Asp
565
Fhe

Trp

Gly

ES 2 545639 T3

Ala
Gly
Val
390
Lys
Tyr

asp

Val

Gly

Thr,
Asn
375
Ser
Gly
Ala
Asn
Ala

455
Lys

470

Pro
Ser
Ile
Thr
Pro
550
Leu
Tyr
Gly

Tyr

Lys
Val
Glu

Tyf

535

Ile
Asn
Asp
Gly

Leu
615

Ser

Léu

atgatgagat
ggtgtatcct
acgttaaatg
aatgaattaa
aacggtacga
aatgtatega
tggcgagcga
aaagatgega
tatgceaget
gcttacaata
gggaactctg
aacttaaact

.tttgagaaca

cataacgttt
tattggaatg
acgaccaatt
gttygtcacac
cgattgetcet

<210> 122
<211> 348

caagcatcgt
ttcaaacgge
ggggaacaac
taaacgettt
taacacctag
ttttaggggt
ataatatcat
ttagcattga
tgaacgttca
ttaccttete
atagtgataa
ctegegtace
ttttagaaac
ttgagaatge
ttgccaataa
atcgacetec
gttatgcggyg
ggtyggetttt

caagctagtt
agaagcgaat
tggtyggtgca
gaagtccaaa
taatacgtct
tggtacaaat
cattecgcaac
agggccoetct
taaagaccac
ttggaattat
ctacgaccga
tgcgtaccgt
aggecattaat
caccaacecqg
ccgctatate
ttatccctat
agttggtgte
tgcataa

Iie
360
Thx

Thr Glu

Lys Tyr

Gln Tyr
Ala
410
Val

Gly Tyf
Thr
425
Ile

Asp Phe

440
Lys Gly Val

Leu Thr Ala

Bla Arg
490

Leu

Lys

Ile
505
Ala

Gly
Ala Val
520
Leu-

Ala Asn

Val Tyr Lys

Thr Asn Arg

570

Ile Thr. Gln
585

Ser Tyr

600

gctttcagtyg
acgccaaatt
ggtggagatg
aaccctaatc
gatagtaaga
ggacgattaa
ttgacgatce

cggaacattit

tatgacggct
gtccatgatyg
aacataacat
tttggaaagg
tcacggatgy
ttaggattct

.aatagcacgy

acggtcacac
atccageccgt

190

Gly

Met
Arg
Ser
385
Asp

Leu

Ser

Asp

Trp
475
Ala
Ala
Lys
Tyr

Ser

555

Gly
Met

Glu

Val

-ASD

380
Thr

His
Asp
Asp

Tyr
460

Cys’

Tyr
Fhe
Ala
Thr
540
Gly
Phe

Ser

Ser

Tyr
365
Ala

Gly

ala

Phe
3er
445
Ile
Ala
Glu
Leu
Gly
525
Tyr

Ser

Fhe-

Glu
Ile
605

Leu
Val
Ala
Thr
Ala
430
Asp
Leu
Gln
Leq
Met
510
Val
Asp
Arg
Sef
Glﬁ

590
Ile

Ala

-Arg

Leu
Pﬁe
415
Val

Arg

Lys
His
Glu
495
Thr
Asn
Ser
Met
Asp
575
Arg

Ser

Glu
Arg
Pro
400
Asn
Asn
Ala
Ala
Gly
480
Ser
Gln
Trp

Ser

Trp .

560
Arg

Arg

Phe

ttgtggttat
tcaacttaca
tagtgacggt
gtccgttaac
tcgatattaa
atgggatcgg
atgaagtcca
ggattgacca
tgtttgacgt
gctggaaage
tccaccataa
cgcacttgtt
gagcggaaat
ggcatagcag
gtagcatgee
cagttggtga
atgcaagaaa

gttatggete

aggctttgec
tegtacaggg
aatttatgta

ggatgtttce

tattaaagta
tacaggtgat
taacgagctt
aaagcgcgat
gatgctcatg
ctacttcaaa
tagcaattac
gctegttgaa
tcgaacaggt
gaccacttee
tgtgaaatcg
gocatcecgag

60
120

- 180

240
300
360
420
480

- 540

600
660
720
780
840
200
960

1020
1047



10

15

<212> PRT
<213> Bacteria

<220>
<221> SENAL
<222> (1)...(29)

<221> DOMINIO

<222> (30)....(348)
<223> Dominio catalitico

<400> 122
Met
1

Met

"Asn
Gly
Asn
65
Asn
Lys
Leu
Arg
Ser
145
Tyr
Val
Asp
Asp
Arg
225
Phe
Met
Phe
Tyr
Arg
305
Val

Lys

<210> 123
<211> 1830
<212> ADN

Met
Leu
Phe
Ala
50

Ala
Gly
Asp
aAsn
Asn
130
Iie
Ala
Lys

Gly

Arg:
210

Val
Glu
Len
Trp
Tle
290
Pro

Val

Pré

Arg

Trp

Azsn
35

Gly
Leu
Thr
val
Gly
115
Leu

Glu

_Ser

Arg

Trp
195
Asn

Pro

,Asn

Val
His
275
Asn
Pro

Th;

Ser

Ser
Leu
20

Leu
Gl'y

Lys

Ile‘

Ser
100
Ile
Thr
Gly
Leu
Asp
180
Lys

ile

JAla

Ile

Glu’

260
Ser

Ser

Tyr
Arg

Glu

Ser
Glyl
Gln
Asp
Ser
Thr
85

Asn
Gly
Ile
Pro
Asn

165
Ala

Ala

Thr

TyL

Leu
245
His
Ser
Thx
Pro
Tyx

325
Arg

340

ES 2 545639 T3

Ile
val
Gly
.Val
Lys

70
Pro

Val

Ile
His
Ser
150
val
Tyr
Met
Phe
Arg
230
Glu
Asn
Arg
Gly
Tyr
310
Ala

Leu

Val
Sex
Pﬁe
val
Asn
Ser
Ser

Lys

Lys
Phe
Ala
Thr

Pro

Asn

Ile

Val

© 120

Glu
135

Arg’

His
Asn
Leu
His
215
Phe

Thr

Val

Thr
Ser
295
Thr
Gly

Leu

Val

Asn.

Lys
Ile
Met
200
His
Gly
Gly
Phe
Gly
280
Met
Val
Val

Trp

Leu
Gln
25

Thr
Val
Asn
i‘hr
Leu
1905
Trp
His
Ile
Asp
Thr
185
Gly
Asn
Lys
Ile
Glu
265
Tyr
Pro
Thr
Gly

Trp

191

val
10
Thr
Leu
Arg
Arg
Ser
90
Gly
Arg
Thr
Trp
His
170
Phe
Asn
Tyxr
Ala
Asn
250
Asn.
Trp
Thx
Pro
val

330
Leu

345

Ala
Ala
Asn
Thr
Pro
75

Asp
Val

Aia

Gly

Ile
155
Tyr
Ser
Ser
Phe
His
235
Ser
Ala
Asn
Thr
Val
315
Ile

Phe

Phe
Glu
Gly
Gly

Len

Serx-

Gly
Asn
Asp
140
Asp
Asp
Trp
Asp
Lys
220
Leun
Arg
Thr
Val
Ser
300
Gly
Gln

Ala

Ser
Ala
Gly
Asn
Thr
Lys

Thr

aAsn’

125
Lys

His
Gly
Asn

Ser

- 205

Asn
Phe
Met
Asn
Ala
285
Thr
Asp

Pro

Val

val

- 15

Asn

"30

Thr
.Glu
Ile
Ile
Asn
110
Ile
Asp
Asn
Len
Tyr
180
Asp.
Len
Ser
Gly

Pro
270

Asnh

Thr
Val

Tyr

Thr
Th
Leu
Tyr_

Asp

.95

Gly

Ile

Rla

Glu
Phe
175
val
Asn
Asn
Asn
Ala
255
Leu

Asn

Asn

Lys
Ala
335

Val
Pro
G}y
Ile
Val
80

Ile
Arg
Ile
Tle
Leu
160
Asp
His -
Tyr

Ser

. Tyr

240
Giu

Gly
Arg
Tyr
Ser

320
Arg
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15

20

25

ES 2 545639 T3

<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<400> 123

ttgagtctac
tggggetggg
ttttctgatg
cazatcaaac
ttcatcctta
aacgcecoges
caaggactgy
acagtgacct
cagaaaacaq
tctgagaata
ggagetgace
gactctceaag
cacttctact
agcaatcatg
atgcgtegte
tgtcetggea
aactatgcetyg
acagctaagyg
gactatacca
ggcgecacat
caagaaggcg
ggctattecea
gecatggtceta
tctaatggag
ttctattctt
ggtttccgea
gacgtacaaa
actccaacaa
gtcacctata
ggegitacet
cagaacggaa

ttagtgtaat
ccacctgcete
catcttcegt
aggctatege
atgaatacat
tgtgtacaaa
agggactgag
gtgacgagcy
gatcctatac
tcatcatceg
tgattaccaa
atggtgccct
atacagaccg
aaatggtgat
tgcecgeaage
atagtgtcgg
ctgecaggtygt
ataatagttt
agattgcage
taggcaacga
aatcttcact
ttatagagtt
atggtagtgc
cagaaaacat
atatcaatat
cctgtttetg
tcttgaaate
atgttgtaag
gtgatgaaag
ataaccttca
agaaaatcat

gaceccttttyg
cgatgagtca
tactctgaaa

tcagaaagac-

caagatttcyg
gttctaccta
tagtacaaat
tgcetttite
cctacccaat
aaatatttcg
tcagggtaag
ggacagcaag
cagttactca
tcacatgacc
agatgactgt

-tatgaccatt

caacaagcca
tgcaaactea
cgcegacgtt
tgcaacatac
ctactattte
taatgatggc
aattcaactt
ctteocacagea
aaaagaagaa
gcagaaagtt
tegtgatceca
tttcaaaaat
cacaggtatc
aggtatecgt
tatcaaataa

cctgtaatgg
gcgacagett
gcotettggea
atcattatct
accaaaaaca
accgctgatg
caacatacag
accaagaaag
aaatcaggta
ctgataggge
cacgtctgga
gtatgcgact
catgectaca
tttgcatgta
ttcatacacc
aacagttaca
ttagatggca
caagcoeggtt
ccagctacge
attctgtcta
attgatggcc
gcaacattgce
ggtgacgata
cctactggea
aaactcgact
gccaacctca
cagaatactg
tcaggtgaac
tetgectatee
atagataatc

<210> 124
<211> 609
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<221> SENAL
<222> (1)...(21)

<221> DOMINIO
<222> (22)...(390)
<223> Dominio catalitico

<400> 124

192

caagtaacaa
atactctgaa
atgaacaaac
tagatggtte
aaaccatcat
atattacgta
gaactctgcc
ccatcatgga
tecttttattt
caggagccgt
ttgaccattg

gggccaceta

cttgeggtty
atatctgggg
ttgtgaacaa
gcaaagcatt
gtggggcecaa
ctgttgtgtc
tgactggaac
ctattccaac
tggtgggaac
tgctgaacaa
attatacgag
aaaaagtaag
tcaccaaata
cttattctge
acgtggecate
agctttgttt
agaaaaaaat
ccaccaaggyg

cgtagctoee
cggaggttge
agatgacaaa
caatggcgat
tggtatcaac
ccttaaagea
tgatggeaca
actccaatat

agatgccocget -

agatatagac
cacgtttgtyg
tacctataac
cggatgggte
agcaaaatgt

ctatcacaac . .

ggttgagggt
ccgtaatgta
tgtgccatac
agagggtgca
tgtcgaccga
taatagtgaa
taaagagaaa
tattaaactt
tggtattacc
tecagaatat
gacttctgat
attccatttc
cttaatgaaa
gecctatcgat
aatctatatt

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080

1140
1200

-1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1830



Leu

Asn

Ala’

Leu
Ala
65
Phe
Ile
Asp
Thr
Aé.p
145
Gln
Leu
Gly
Gly
Gly
225
His
Cys
Cys
Asp
Ser
305
Asn
Asn
Gly
Asp
‘Gly
385
Gln
Thr
Len

Glin

Gla

Ser
val
Tyr
Lys
50

Ile
Tle
Gly
Agp
Asn
130
Glu
Lys
Asp
Pro
Lyé
210
Ala
Phe
Gly
Asn
Cys

290
Val

Tyr'

Arg

Serx
Val
370
Asn
Glu
Asn
Leu
Leu

450
Asn

Leu
Ala
Thr

35
Ala

‘Ala

Leu
Ile
Ile
115
Gin
Arg
Thr
Ala
Gly
195
His
Leu
Tyr
Trp
Ile
275
Phe

Gly

Ala

Asn

Val
355
Pro

Asp

Gly
Serx
Leu
435
Gly

Ile

Leu
Pro
20

Leun
Leu
Gln
Asn
Rsﬁ
100
Thr
His
Ala
Gly
Ala
180
Ala
Val
Asp
Tyr

Val
260

Trp
Ile
Met
Ala
val
340
Val
ala
Ala
Glu
Glu
420
Asn

Asp

Phe

Ser
Trp
Asn
Cly
Lys
Glu
85

Asn
Tyx
Thr
Phe
Ser
165
Ser
Val
Trp
Ser
Thr
245
Ser
Gly
His
Thr

Ala

. 325

Thr
Ser
Thr
Thr
Ser
405
Gly
Asn
Asp

Thr

ES 2 545639 T3

Val
Gly
Gly
Asn
Asp
76

Tyr
Ala
Léu
Gly

Phe
150

Tyr

Glu
Asp
Ile
Lys
230
Asp
Asn
Ala
Leu
Ile

310
Gly

Ala

Val
Leu
Tyr
380
Ser
Tyr
Lys

Asln

Ala

Met

Trp

Gly
Glu
55

Ile
Ile
Arg
Lys
Thr
135
Thr
Thrx
Asn
Ile
Asp
215
Val
Arqg
His
Lys
Val
295

Asn

Val

Lys

Pro
Thr
375
Ile
Leu
Ser
Glu
Tyr

455
Pro

Thr
Ala
Cys
40

Gln
Ile
Lys
Len
Ala
120
Len
Lys
Leu
Ile
Asp
200
His
Cys
Ser
Glu
Cys
280
Asn
Ser
Asn
Asp
Tyr
360
Gly
Len
Tyr
Ile
Lys
440
Thr

Thr

Leu
Thr
25

Ehe
Thr
Ile
Ile
Cys
105
Gln
Pro
Lys
Pro
Tle
185
Gly
Cys
Asp
Tyr
Met
265
Met

Asn

Tyr

Lys.

Asn
345
Asp
Thr
Ser
Tyr
Ile
425
Ala

Ser

Gly

193

Leu
10

Cys
Ser
Asp
Leu
Ser
Thr
Gly

Asp

Ala

Asn
170
Ile
Ala
Thr
Trp
Ser
250
Val
Arg
Tyx
Ser
Pro
330
Ser
Tyr
Glu
Tﬁr
Phe
410
Glu

Trp

Ile

Lys

Pro
Ser
Asp
Asp
Asp
Thr
Lys
Leun
Gly
Ile
155
Lys
Arg
Asp
Phe
Ala
235
His
Ile
Arg
His
Lys
315
Len
Phe
Thr
Gly
Ile
395
Ile
Phe
Ser
Lys

Lys

val
AsSp
Ala
Lys
60
Gly
Lys
Phe
Glu
Thx
140
Met
Ser
Asn
Len
val
220
Thr
Ala
His
Leu
Asn
300
Ala
Asp
Ala
Lys
Ala
380
Pro
Asp
Asn
Asn
Leﬁ

460
Val

Met
Glu
Ser
45

Gln

Ser

‘Asn

Tyr
Gly
125
Thr
Glu
Gly
Ile
Ile
205
Asp
Tyr
Tyr
Met

Pro
285

.Cys

Leu.

Gly
Asn
Ile
365
Gly
Thr
Gly
Asp
Gly
445

Ser

Ser

Ala
Serxr
Ser
Ile
Asn
Lys
Leu

110
Leu

val

Leu
Ile
Ser
190
Thr
Ser
Thx

Thr

Ser
15

Ala
Val
Lys
Gly

Thr

.85

Thr
Ser
Thr
Gln
Phe
175
Leu
Asn
Gln
Tyr

Cys

" 255

Thr

270

Gln
Pro
val
Ser
Ser
350
Ala
Ala
Val
Leu
Gly
430
Ser

Asn

Gly

Phe
Ala
Gly
Glu
Gly
338
Gln
Ala

Thr

-AsSp

val
415
Ala

Al a'

Gly

Ile

Asn

Thx

Thr

Giln
Asp
BO
Ile
Ala
Ser
Cys
Tyr:
160
Tyr
Ile
Gln
Asp
Asn
240
Gly
Ala
Asp
Asn
Gly
320
Ala
Ala
Ala
Leu
Arg
400
Gly
Thr
Ile

Rla
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15

20

25

465
Phe Tyr

Tyr Pro

Leu
Asp

530

Val Val

545
Val
Met
Asn

Lys

<210> 125
<211> 1170
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<400> 125

atgaggtcta
aatggcgatt
gttggtgtaa
gcgetcegaty
aatgggaaat
actggcgatg
aatatcatca

-gatttgcttt

ggtatagatg
atattcaatt
gatagcgaag
tgcaatcage
gattgcgcety
aactgctact
tttattgatt
ccatacgttt
ggcgcaacgco
agtgctgtct
cgtgttaaca
gtaaccacac

<210> 126
<211> 389
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<221> DOMINIO
<222> (24)...(325)
<223> Dominio catalitico

<400> 126

Thr

Pro

Thr
Pro

Pro

Ser
Glu
Tyr

515
Gln

Ser

Tyrx
Ile

Thr
585

Tyr

Tyr

500

Ser

Asn

‘Phe

Ser

Asp
580
Lys

Ilg
485
Gly
Ala
Thr
Lys
Asp

365
Gly

Gly

ES 2 545639 T3

470
Asn

Ehe
Thr
Asp
Asn
550
Glu
vVal

Ile

Ile

Arg

Ser

Lys Glu

Thr Cys
505

Asp Asp

© 520

Val
535
Ser
Ser
Thr

Tyr

Ala Ser

Gly Glu

Thr Gly
Asn
585
Gln

Tyr

Ile
600

Glu
490
Phe
Val
Phe
Gln

Ile

-570

Leu

Asn

475
Lys

Trp

Gln

His
Laﬁ
535
Ser
Gln

Gly

Leu
Gln
Ile
FPhe
540
Cys
Ala
Gly

Lys

Asp
Lys
Leu

525
Thr

Phe’

Ils
Ile

Lys
609

, 480
Phe Thr Lys

495
Ala

Val Asn

510

Lys Ser Arg

Pr¢ Thr.

Leu Met Lys
560

Gln Lys Lys

. 575
&rg Ile
590
Ile

Ile Ile

Asn

Asp

aaatcatcag

tcactattag
ataatgcteg
ctgctaatgt
cagtgtcaga
ctteggaatc
tgcgaaacct
cgcteactgg
gcaatttcga
ataccgatcg
atgctgecta

gaatgccaat-

gcaatagtgt

ttgccacggg

gctatacaga
actctaagtt
ttacttctce

ctgttgatag

cgctcaatag
aaaaggtttt

cgccataaat
tgctacaatg
cctatgcace
a2aaatcagea
acaacghtgaa
gtgtcagaaa
cgttttggtt
ttctaageat
tattaccaag
tgcatacgac
tttgaacact
ggctegtget
ggctgttaac
tgtgaagcca
agattcatac
tgatgtgcaa
gecttgtcata
cgatgttgtg
aggcatcaat

ggtgaaatag

aattatagtg
agtttcagta
aagttctatc
agttcaacca
taccttacte
gegggeatet
ggcecctggec
ttttgggtcyg
agtagcgatt
cacatgaact
actatggcat

‘ggtaatattc
-cctegtaaaa

ttctcgeaga
acttttcage
ttagtacceg
ggtegggaag
ttggtcgaat
ategttagaa

194

ttattattct
gcaaatcaaa
taaccgatga
gtggaggtgg
gtcaaacaat
ttagcttcag
catgegatgt

.atcactgtga

tcaatactgt
ccaatcttat
gcaatattty
accttgtgaa
attctgagtt
gtggtgcgtt
agagtggtac
agcaactcaa
agggtgttgt
actattcget
ctatttacge

cgatggctcg
caaaaccata
aataaagact
tacactctca
tatcgatcta
tagttgtace
aggtggcaac
gttaaccgat

‘tacttggtgt

tggtagctce
gggctacaag
caacttttac
cttagtcgag
gggatacaac
agtgtetgtyg
taaatatget
tactcctatt
gactggtaat
caacggcaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080

" 1140

1170



10

Met
Leu
Ser
Cys
Ala
65
-Asn
Ile
Ile
Leu
Leu
145
Gly

Val

Asn
Met:
225
Asp
Phe
Gln
Ser
Ser
305
Gly
val

Glu

1le

Lys
385

<210> 127
<211> 1449
<212> ADN

Arg

Asp

Ser
Thr
50

Asn
Gly
Ile

Phe

Ser
Gly
Lys
35

Lys
Val
Lys
Asp

Ser

- 115

Val
130
Thr

Ile

Thr
Ser

Thr

.210

Pro
Cys
Leu
Ser
Tyr
290
Lys

Ala

Thr

Tyr

Asn
370
val

<213> Desconocido

<220>

Gly

Gly
asp
Trp
Asﬁ
195
'I_‘hr
Met
Ala
Val
Gly
275
Thr
Phe
Thr
Pro
Tyr
355
Ile

Leu

Lys
Ser
20

Ser
Phe
Lys
Ser

Leu

‘100

Phe
Pro
Ser
Gly
Cys
180
Leu
Met
Ala
Gly
Glu
260
Ala
Phe
Asp
Leu
Ile
340
Ser

Val

val

Ile
Asn
Asn
Tyr
Ser
Val
85

Thr
Serx
Gly
Lys

hsn

165 .

Ile
Ile
Ala
Arg
Asn
245
Asn
Leu
Gln
Val
Thr
325
Ser
Leu

Arg

Lys

ES 2 545639 T3

Ile
Gly
Lys
Leu
Ala
70
Ser
Gly
Ser
Pro
His
150
Phe
Phe
Gly
Cys
Ala
230
Ser
Cys
Gly
Gln
Gln
310
Ser

Ala

Thr

Thr

<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<400> 127

Ser
Asp

Thr

Thr-

55

Ser

Glu

Asp
Cys
Cys
135
Phe
Asb

Asn

.Ber

Asn
215
Gly
Val
Tyr
Tyr
Ser

295
Leu

Pro

Val
Gly

Ile
375

Ala
Ehe
ile
40

Asp

Ser

Gln

Thr
120
Asp
Trp
Ile
Tyr

Sef
200

‘Ile

Asn
Ala
Phe
Asn
280
Gly

val

Leu-

Ser

Asn
360
Tvr

Ile

Thr
25

Val

Glu
Thr
Arg
Ser
105
Asn
Val

Val

Thr

Thr
185
Asp
Trp
Ile
Val
Ala
265
Fhe
Thr
Pro
Val
Val
345
Arg

Ala

195

Asn
i0

Ile
Gly
Ile
Ser
Glu
90

Glu
Ile
Gly
Asp
Lys
170
Asp

Ser

Gly

His

Asn
250
Thr
ile

V’a;

Glu

Ile
330
Asp
Val_

Asn

Asn
Ser
val
Lys
Gly

75
Tyx

Ser -

Tle
Gly
His
155
Ser
Arg
Glu
Tyr
Leu
235
Pro
Gly
Asp
Ser
Gln

315
Gly

‘Ser

Asn

Gly

Tyr
Ala
Asn
Thr
60

Gly
Len
C)I(s
Met

Asn

140

Cys
Ser
Ala
Asp
Lys
220
val

Arg

val

Cys

Val

300

Leu
Arg
Asp

Thr

Lys

380

Ser
Thr
Asn
45

Ala

Gly

Thr

Gln

Arg
125
Asp
Glu
Asp
Tyr

Ala

205.

Cys
Ash
Lys
Lys
Tyr
285
Pro
Asn
Glu
val
Leu

365
val

Val
Met
30
Ala
Leu
Thr
Arg
Lys
110
Asn.
Leu
Leu I
Phe

Asp
190

Ala

Asn
Asn
Asn
Pro
270
Thr
Tyr
Lys
Glu
vVal
350.

Asn

Thr

Ile
15
Ser
Axrg
Asp
Let;
Gln
a5 .
Alg -
Leu
Leh
Thx
Asn
175
His
Tyt
Gln
Phe
Ser
253
Phe
Glu
Val
Tyr

Gly
335

Len

Arg

Thr

Ile
Phe
Leu
aAla
Ser
80
Thi '
Gly
Val
Ser
Asp
160
Thr
Met.
Leu
Arg
Tyr
240
Glu
Ser
Asp
Tyr
Ala
320
Val
Val
Gly

Gln
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15

20

atgcaatatg
ctggcacagg
aaagccagty
cegectgeota
caggtaatac
aacggcgcag
actgtaagca
getgagtttg
gaaccaggcc
ggcactaccg
atggtatcgyg
actatcacac
gtcagcatta
cgggccaata
gacgctatta
aacagcetga
gataacgtaa
agcagtgatt
gtaaattcac
aacgacatte
aatgtgttty
tgggacacce
attatecgecy
ctgttaccca
agtttctaa

gcaaattagt
caaataacct
gcagtagcta
ataacggceca
tgcgtgaaca
tattggcaac
cgaaaaaact
aagtttattt
cggtaacttc
goggeagtyy
cgctacaaaa
cgggtaatic

‘ttggtgtagg
acgttattat

ccattgaagg
atgtgggtaa
ctatctctta
ccgacaacta
gcctgccact
aggacaccgyg
aaaacgcgaa
gcggtaatag
ggccaaatgt
ccaaccaggt

ES 2 545639 T3

acgcttgtcg
ggcaattaca
cggegatgta
aagagtgtceg
gggcagtaat
cggcaccage
caatctggaa
aaataccaat
ttgcgcageyg
cagcaacgcyg
ccgegatcta
tggcggtgte
caacaatgcyg
ccegeaacctt
cccggegogt
agatttttac
caactacctyg
caaccgecgt |
gttecgtitt
tattaacage:
aaacccgata
ctttagcaat
acaacccaca
aaaagcccac

gcactgacaa
ggccccyggag
aaagacgccy
gttaagtgga

gtaaccagct

attggtagea
atactaactg
ggcggcaace
tctccacagg
gtcacggtaa
aaccggcecgc
agtaagtttg
ttgtttgacg
acaatgcgtt
aatatctgga
gacgagctta
cacgacagct
attaccttte
ggccagggee
cggatgggtg
gtgtcgtitt
attacctggc
gcggtgctaa
gtactggecea

cagegetygge
ccggggctga
atctgcaaag
gcagcgetat
ggcggctggt
acagaacggt
ccagcggtgc
cgccaaatcc
getatgecte
cggtaagcac
tcactateeg
acattaaaga
gtatcggtat
atgttaacac
ttgaccacas
taagcggtaa
ggaaaacctc
accataacca
atatttacaa
cggtaattcg
attccagcgg
aggaatacce
acctgcecta
acgccggegt

attcagegee
tggttccage
ctactggcaa
cagcgttaat
aaataatgac
taacttcage

-ccegegeatt

tactgacccy

gcttaacggt

cggcgctceaa
ggttaatgge
tatggataat
taaaatctgyg
cgygcgataaa
cgaaatctat

aaaagacgta

gctgtggggc
ctggcataag
taactattac
tattgaaaac
ctacggttac
cagcgacggce
cagctttaac
gaataaatgt

<210>128
<211> 482
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental.

<221> SENAL
<222> (1)...(24)

<221> DOMINIO
<222> (5)...(482)

<223> Dominio catalitico

<400> 128

Met Gln Tyr
1
Ala Phe Ser

Gly Bla Gly
35
Asp Val Lys
50
Asn Gly Gln
65 _
Gln Val Iie

Gly Lys
5
Ala Leu
20
Ala Asp

Asp Ala
Arg Val

Leu Arg
' 85

Leu val

Ala Gln
Gly Ser
Leu

55
Val

Asp

Ser
70

Glu Gin

Ser
10
Asn

Arg Leu

Ala Asn
- 25
Ser Lys

-40
Gln Ser

Ala,
Tyr
Lys Trp Ser

Gly Ser Asn

196

Ala Leu

Leu Ala

Ser'Gly
Gln
60
Ala

Trp

Serx
75

Val Thr

Thr
Ile
Ser
45

Pro
Ile

Ser

Thr
Thr
30

Ser
Pro

Ser

Trp

Ala Leu
15

Gly Pro
Tyr Gly
Ala Asn

Val Asn

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

840
800
960

1020

1080

1140

1200

1260.

1320

1380

1449

1449

80

Arg Leu
95



val
Ser
Leu
Val
145

Glu

Ser

<210> 129
<211> 117

Val

Asp

Asn
Asn
Glu
130
Tyr

Pro

Leu

Thr

Leu

"210

Gly
225
Val
Ile
Arg
Ala
Val
305
Asp
Ser
Phe
Aré
Asp
385
Asn
Gly
Trp
Pro
Asn

465
Ser-

3

<212> ADN

<213> Bacillus halodurans ATCC 27557

<220>
<400> 129

Asn
Ser
Lys
Tyr
Arg
290
Gly
Asn
Leu
His
Phe
370
Thr
Val
Tyr
Gln
Thr
450
Gln

Phe

Asn
Arg
115
Ile

Leu

Gly

Asn.

val
195
Asn
Ser
Ile
Ile

Val

Asp
100
Thr
Leu
Asn
Pro
Gly
180
Ser
Arg
Gly

Ile

Trp

260
Asn

275 .

Asn
Lys

Val

Trp

His
355
Gly
Gly
Phe
Gly
Glu
435
Ala

Val

Ile
Asp
Thr
Gly
340
Asn
Gin
Ile
Glu

Tyr

42Q

Tyr

val

Lys

Asn
val
Thr
Thr
val
165
Gly
Thr
Pro
Gly
Gly
245
Arg
Thr
Trp
Phe
Ile
325
Ser
His
Gly
Asn

Asn

405

Trp

Pro

Leu

Ala

ES 2 545639 T3

Gly
Asn
Ala
Asn
150
Thr
Thr
Gly
Leti
Val
230
Val
Ala
Gly
Ile
Tyr
310
Ser
Sér
Irp
His
Ser
390
Ala
Asp-
Ser

Asn

His
470

Ala
Phe
Serx
135
Gly
Ser
Thr
Ala

Thr

215

Ser
Gly
Asn
Asp
Asp
295
Asp
Tyr
Asp
His
Ile
375
Arg

Lys

Thr-

Asp

Len
455
Val

Val
Ser
120
Gly
Gly
Cys
Gry
Gln
200
Ile
Lys
Asn
Asn
Lys

280
His

Glu

Leu
105
Thr
Ala
Asn
Ala
Gly
185
Met
Arg
Phe
Asn
Val
265
Asp

Asn

Leu

Asn Tyr

Sex
Lys
360
Tyr
Met
Asn
Arg
Gly

440
Pro

‘Leu

Asp
345
Val
Asn
Gly
Pro
Gly
425
Ile
Tyr

Ala

197

Ala
val
PrQ
Pro
Ala
170
Ser
Val
Va;
Asp
Ala
250
Ile
Ala
Glu
Ile
Leu
330
Asn
Asn

Asn

Ala

Thr
Ser
Arg
Pro
155
Ser
Gly
Ser

Asn

Ile

.235

Leu

Ile,

Ile
Ile

Ser

315

His

Tyr

Ser’

Tyr

Val

- 395

Ile
410
Asn

Ile

Ser-

Asn

Val

‘Ser

Ala
Phe

Ala

475

Gly
Thr
Ile
140
Asn
Ero
Ser
Ala

Gly

- 220

Lys
Phe
Arg
Thr

Tyr

- 300

Gly
Asp
Asn

Arg

Thr

Ser

© 110

Lys
125%
Ala
Pro
Gln
Asn

Leu
205

Thr

Asp
Asp
Ile
285
Asn
Lys
ser
Arg

Leu

- 363

Tyr

380

Ile

Ser

Phe

Gly

Asn
460
Gly

Asn
Arg
Phe
ser
Pro
445

Leu

Val

Lys
Glu

Thr

Gly

Ala
190
Gln
Ile
Met

cly

Leu

270
Glu
Ser
Lys
Trp
Arg
350
Fro
Asp
Ile
Tyr
Asn
430
Asn

Leu

Asn

Ile
Leu
Phe
Asp
Tyr
175
val
Asn
Thr
Asp
Ile
255
Thr
Gly
Leu
Asp
Lys
335
Ile
Len
Ile
Glu
Ser
415
Ile

val

-Pro

Lys

Gly
Asn
Glu
Pro
160
Ala

Thr

.Arg

Pro
Asn
240
Gly
Met
Pro
Asn
Val
320
Thr
Thr
Fhe
Gin

Asn
400

-Ser

Thr
Gln
Thr

Cys
480



10

15

atgagttcga
aatggcegatt
gtgggtgtga
gcectegaty
tctaatggta
tatcteggeyg
actaatatta
aacgacttge
gatggcatcg
tgcactttca

tccgatteaqg-

aagtgcaatc
tacaactgee
gagaattgct
ctatttateg
gtyccataca
gctggegeaa
gtctecagtca
aagcgeatca
aacgtgacca

<210> 130
<211> 390
<212> PRT

aaatcaaaaa
ttacagtcaa
acaatgcteg
ctgeccgatgt
cgteggtcag
atagctcaga
ttatgcgcaa
tttegetegt
atgacaactt
gctataccga
agaatgcggc
agcgtatgce
ctggcaatag
atttcgcaag
attgctacac
catatagcaa
cattgacttc
ttgctgcaaa
gcgaaccaac:
cacaaaaggt

ES 2 545639 T3

tgctatcaat
tgetacaaty
cctatgecace
gaaatctaag
tgaggctcge
atcgtatcag
cattgtttte
tggttcgaag
cgacatcace
ccgegeatac
ttaccttaat
tatggctegt
cgtggctgtg
tggcgttaag
cgaagatact
attcgatgct
gccegettgtt
tagcgatgte
taaaagcatc
cttggtgaaa

<213> Bacillus halodurans ATCC 27557

<220>

<222> DOMINIO
<222> (38)...(326)
<223> Dominio catalitico

<400> 130
Met
Leu
Ser
Cys
Ala
65
Ser
Thr
Gly
Val
Ser
145
Asp
Thr

Met

Ser Ser

Asp Gly
20
Lys
35
Lys

Gly
Thr
Asp Val
Asn Gly

Leu Ile

Lys
Ser
Ser
Phe
Lys
Thr

Asp

Ile Lys

Asn Gly
Asn Lys

Tyr Ile

Asn Ala
Asp Phe
Thr Ile

Thr

aactatagty
agtttcagtg

‘aaattctaca

agctcaagta
gaattggeta
azagctggta
gttggcecetg
catttctggyg
aagagtageg
gaccacatga
actactatgg
gcecggtaata
aatcctcgea
cctttcoctege
tacaccttcecc
cagetigtte
attggtaggg
atatctgtag
aatatcegtta
taa

Ile

Thr
25
Val
40

Pro Glu

55

Ser Lys
70

Ser Val

Tyr Leu

-100

FPhe
115
val

Ile

Fhe
130
Leu Val

Gly Ile

Val Ser

Gly
Gly
Gly
Asp

Trp

Phe Ser

Pro Gly

Sex
Ser
Gly
Asn

Pro

Ser Ser

Glu Ala
Ser
105
Thr

Asp

Cys
120

Cys Asp

135

Ser Lys

. 150
Gly &sn
165

Cys Thr

180

Ser
195

Asn

Asn

Leu Ile

His
Phe
Phe

-Gly

Phe Trp

Asp Ile

Ser Tyr
185
Ser Ser
200

198

Asn

Asp

ttattattet
gcaagtccaa
ttacgccega
gtggcactgg
ctegicaaac
tetttggett
gtccatgega
tcgaccactyg
acttcaacac
attccaacct
cttccaacgt
ttcacctcecgt
aaaactcaga
agagcggege
agaaatctgyg
ccgagcaact
aatctgagaa
aatactattc
gaactattta

Asn
10
Val

Asn Tyr

Asn Ala

Gly Val Asn
Glu
60 .

Thr

Ile Lys

Ser Gly
75
Arg Glu
20
Ser

Leu

Glu Ser

ile

Val Gly Gly

1490

Val Asp His
155

Thr Lys

170

Thr

Ser
Asp Arg

Ser'Glu

Ile

cgatggcteg
taaaactatt
gataaaagaa
tggaactctt
gttgattgat
tagcaactgc
tgtaggtgge
cgagtttacc
cgtttcegtgg
tattggtage
ctggggcaat
aaataattat
atttttggtg
tcttagetat
ctctactacg
cacccaatte
tgttacacca
gectcactgge
tactaacgge

Ser
15
Met
30
Ala

Thr

Asn
45
Ala Leu

Gly Gly
Thr

' 85
Gln
110
Arg

Ala
Tyr

Met
125
Asn Asp

Cys Glu

Ser Asp

Ala Tyr
190

Asn Ala

205

Val Ile
Ser
Arg
Asp
Thr
Arg
Lys
Asn
Leu
Phe
Phe
175
Asp

Ala

60
120
180

- 240
300
360
420
480
540
‘600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
11737

Ile
Phe
Leu
Ala
Leu
Gln .
Ala
Ile .
Léu
Thr
160
Asn

His

Tyr



10

15

20

Leu
Arg
225
Tyr
Glu
Ser
Asp
Tyr
305
Ala
Asn
val
Gly

Gln
385

<210>131
<211>972
<212> ADN

Asn
210
Met
Asn
Phe
Gln
Thy
290
Ser
Gly
Val
Glu
Ile

370
Lys

<213> Desconocido

<220>

Thr
Pro
Cys
Leu
Ser
275
Tyr
Lys
Ala

Tyr
355
Asn

Val

Thr

Met

‘Pro

'val

260
Gly

Thr
Phe
Thr

Pro
340

Tyr

Ile

Leu

Met

Gly
245

Glu

Ala
Phe
Asp

Leu

325

Val
Ser
Val

Val

ES 2 545639 T3

Ala

Arg
230
Asn

Asn

Leu
Gln
Ala
310
Thr
Ser
Leu
Arg
Lys
390

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 131

Ser
215

Ala.

Ser
Cys
Ser
Lys
295
Gln
Ser
Val
Thr

Thr

ars -

atggcaaaaa
accaagtgga
tggccaaaaa
accatcgaca
ggcggcaaca
caatacagca
gcgaccttta
azacgcgeac:
gctgttgececa
actgcatggt
gaattggaat
ccacaaaccq
aatacttatt
tataaatccyg
tttagtgatc-
accggttata
ggttatctgt

tactgacatt
atagcagcceg
acctggatta
atggtgcaac
ccaaatateg
caggecgeett
acgataacgg
cgtttgataa
aaggtgtgga
gtgcacaaca
cattgagtgg
cgcaaatcega
tggctaacta
gaagcagaat
gegatgycag
getggggtgy
ag

agacggtaac
cgcegatatt
caactcagtg
cattaccgaa
cgatgecagtg
gccacaattt
catggcgtac
cgacattttc
ttacatttta
cggtgctacyg
tagcgagteg
agcggeggte
cacttacgat
gtggtatcgc
caaattctat
ctettacggt

<210> 132
<211> 323
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de una muestra ambiental

<400> 132

Aan Val Trp

Gly Asn Ile

val Ala val
. 250
Phe ala
265

Leu

Tyr
Tyr Phe
280
Sexr

Gly Ser

Leu Val Pro
val
330

Ala

Pro Leu

Ile ala
345
Gly Lys
360

Ile

Arg

Tyr Thr

ccggecgeca
gtgttgtett
agecgcaggea
atggtttace
‘cgcagagcag
tatccgttga
gcgttgacgy
tctgattctyg
aaagcgeagt
gattaccaac
gteggecattc
aaggegggtyg
tcatcaaaag
ttctatgace
gatatcacce
gaatctatta

199

Gly
His
235
Asn
Ser
Ile
Thx
Glu
315
Tle
AsSTx

Ile

Asn

Asn
220
Leu
Pro
Gly
Asp
Tht
300
Gln
Gly
Ser

Ser

Gly

380

Lys
val
Arg
val
Cys
285
val
Leu
Arg
Asp
Glu

365
Asn

Cys.-

Asn
Lys
Lys
270
Tyr
Pro
Thr
Glu
val
350

‘Pro

Val

Asn
Asn
Asn
255
Pro
Thr
Tyr
Gln
Ser
335
Ile
Thr

Thr

Gln
Tyr
240
Ser
Phe
Glu
Thr

Phe

320

Glu
Ser
Lys

Thr

gctggttcaa
accagcaatc
atggcgggag

"tegetgaaat

caaacttttt
aaggcggceta
tattggattt
atcgggegaa
ggaaacaaaa
cgaaaaaage
tcocgecttctt
tcaactggtt
cgtctaccaa
tgaacaccaa
aaatgtcaga
tttecttege

caaatccadgg
caacggcggt
cgacagcggce
ttataaaaac
agtgagctcy
tgcggatcat
cgcagtaaac
attcaaaacc
tggaaaacte
gegegettat
gatgacccaa
cgccagtceca
ccegattgtyg
ccgtggtttice
agagcgtege
gcaaaaagtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
972
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Ala Trp Phe
15

Val

Asn ‘Ala Ser
10

Ser

Met Ala Lys Ile Leu Thr Gly
1 5
Asn Lys Ser Arg Thr

20

Gin

Leu Asp
Ile
30 -
Asp

Ser Ala Leu
- 25

Trp

Lys Trp Asn Asp

Leu Asn
45
Thr

Gln Ser Asn Gly Pro Asn Tyr

35
Ser

Ser Tyr Gly

Val Asn Gly Ser Asp ' Gly Ile Asn

50
Ala

Ser Ala Gly Gly Asp

"Gly Thr Ile Thr Glu Met Val Tyr Leu Glu Ile Lys Asn

65
Gly

Tyx

Gly Asn Thr Lys Arg BAsp Arg Ala Ala Asn Phe

85.
Gln

Tyr Ala val

" eg -
Ala Gln Phe
110

Asn

Ser Thr Pro Tyr Pro

100
Gly

Ser Gly
105

Ala

Len Val Tyr Ser

Thr Phe Asn Asp Gly

125
Lys

‘His
120
Asp

Gly TYr Ala Asp
115

Ala

Leu Lys Met
Val Ala Pro

Ala Asn

140
Ala

Leu
135
Ser

Ala Tyr Thr val Phe

130
Asp

Leu Arg
Thr
160
Gln

Phe Ser Lys Phe Lys

150
Val

Ile Asp Asp Arg

155
Lys

Phe
145
Ala

Asn Asp

Ala Trp Lys

175
Asp

Leu
170
Gln

Gly Tle
165-
Thr

Val Ala Lys Asp Tyr Gln

Ala Thr
© 190
Ser

Ala His Tyx
185

Glu

Gly Leu Ala Trb Cys Gly

180
Lys

Asn Lys

Leu ély Ser
205

Pro

Ala Tyr Léu Glu Ser

200
FPhe

Lys
195
Val

Gln Pro Arg

Gln Gln Alza

220
Trp

Ala Met
215

Lys

Ser -Ile Leu

210
Ile

Glu Gly Leu Thr Thr

Pro
240
Thr

val Asn Phe Ala Ser

235
Ser

Ala Val Ala
230

Asn

Gln Glu Aia
225
Asn

Gly

Ala Ser
255

Phe

Ala Ser
245 .

Tyr

Thr Asp Lys
250

Arg

Tyr Leu Tyr Thr Tyr

Azg
270
Gly

Ser Met Trp Tyr

265
Phe

Jle Val
260

Thr

Asn Pro Lys Ser Gly Tyr

Phe Ser Lys
280

Ser

Asp
285
Thy

Asn Asn Gly Asp Arg,

275
Asp

Leu Aryg

Asp Ser

Thr Gln Met Glu Glu Arg Gly Ser

295
Glu

Ile Arg
300

Phe

Tvr Tyr
2%0

Gly

Fhe

Val
320

Ile Ser tys

315

Gly Ser .Ile

310

Trp Tyr Gln
305 :

Gly

Gly Ala

Ser

Tyr Leu .

<210> 133
<211> 972

<212> ADN
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Polinucleétido generado sintéticamente

<400> 133
60

atggcaaaaa
accaagtgga
tggccaaaaa
accatcgaca
ggcggcaaca

tactgacatt
atagcagecy
acctggatta
atggtgcaac
ccaaatatceg

agacggtaac
egecgatatt
caactcagtg
cattaccgaa
cgatgcagtyg

ccggcogeca
gtgttgtett
agcgcaggea
atggtttace
¢gcagageag

200

getggtteaa
accagcaate
atggcgggag
tegetgaaat
caaacttttt .

caaatccagg

caacggcggt
cgacageggo
ttataaaaac

agtgagcteg

120
180
240
300



10

caatacagca
gcgaccttta
aaacgcgcac
gctgttgcca
actgcatggt
gaattggaat
ccacaaaccg
aatacttatt
tatazaaagy
tttagtgatc
accggttata
ggttatctgt

caggcgcett
acgataacgg
cgtttgataa
aaggtgtgga
gtgcacaaca
cattgagtgy
cgcaaatcga
tggctaacta
gaagcagaat
gcgatggcag
getggggtag
ag

ES 2 545639 T3

gccacaattt
catggcgtac
cgacattitte
ttacatttta
cggtgcttty
taaggagtceg
agcggeggte
cacttacgat
gtggtatcge
caaattctat
ctetigygggt

<210>134
<211> 323
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Polinucleétido generado sintéticamente

<400> 134

Met Ala Lys Ile Leu Thr

Ser Arg Thr Trp
20

Gln

Asn Lys Lys

Gln Ser Asn
35

Ser

Ser Tyr Gly

Ser Val- Ala Asn
. 50
Gly Ala

65

Gly

Gly Gly

55

Thr Ile Thr Glu Met

70

Gly Asn Thr Lys Tyr Arg

85

Leu Val Ser Ser Gln Tyr

Leu

Leu

Ala

Lys

Tﬁr

100
Gly Gly
115

Ala Leu.

© 130

Phe
145
Ala
Asn
Gln

Glu

Asp
val
Gly
Pro

Ser .Val

Ash Asp

Ala Lys

Ser

Tyr His Asp

Thr Val Leu

B 135
Ile Phe Ser
150
Val

Gly Asp

- 165

Leu
180
Lys

Lys

Lys
195
Gly

210

Gln
225
Asn
-Asn

Asp

_Phe

Ile
Thr
Pro
Leu

Tyr

Glu Ala

Tyr Leu
val
260
Thr

Iie
Tyr
. 27%

Asp Ile

Thr Ala Trp

Gly Arg Ala
Ala
215

Lys

Ile Leu
Val
230
Asn

Ala

Ala
245
Tyr

Tyr

Lys Lys

Asn Arg Gly

Thr Gln Met

tatccgttga
gegttgacqgg
tctgattety
aaagcgcagt
gattaccaac
gteggecattce
aaggcgggty
tcatcaaaag
ttectatgacc
gatatcacce
gaagttatta

asp Gly

Ser
25
Trp

Asn
Gly

Gly Ser

Val Tyr

Asp Ala

Thr Gly
. 105
His Ala
120
Asp Phe

Asp Ser.

Tyr Ile
Cys

185
Tyr Glu
200
Phe Leu

Ala Gly

Thr Tyr

Gly Ser
265
Phe Phe
280

Ser Glu

201

Asn
10

Ser
Pro
Asp
Leu
Val

90
Ala

Thr
Ala
Asp
Leu
170
Ala Gln
Leu
Met
Val
Asp
250
Arg

Ser

Glua

aaggceggcta
tattggattt
atcgggcgaa
ggaaacazaa
cgaaaaaagyg -
tegecttott
tcaactggtt
cgtctaccaa
tgtataccaa
aaatgtcaga
tttcecttege

Pro Ala

Arg Ala

Lys Asn

Ala
Asp

Leu

tcatgatecat
cgcagtaaac
attcaaaacc
tggaaaacte
tecgegettat
gatgacccaa
cgccagteca
ccegattgtyg
cegtggttte
agagcgtcgc
gcaaaaagtg

Ser Trp
15
Ile Val
30

Asp Tyr

45

Gly
60
Glu

Ser

Ala
75
Arg

Leu Pro

Phe Asn

Val Asn
140
Arg Ala
1585
Lys Ala

His Gly

Glu Ser

Gln
220
Trp

Thr

Asn
235
Ser Ser

Met Trp
Asp Arg

Thr
Ilé
Ala

Gln

Asp
125
Lys
Lys
Gln
Ala
Leu
205
Pro
Phe
Lys
Tyr

Asp

Ile Asp

Lys
Ala Asn
Phe

110
Asn

Tyr
Gly
Arg Ala
Phe Lys
Lys
175
Asp

Trp

Len
150
Ser Gly

Gln Thxr

Ala Ser
Ser
255
Phe

Ala

Arg
270

Gly Ser

. 285

Arg Arg

Thr

Gly Tyr

Phe
Leu
Asn
Asn

Asn

Phe

Pro
Met

Pro

Thr

160
Gln

Tyr

Lys

Ala

Pro
240
Thr
Tyr
Lys

Ser

360

420

480
540
600
660
720
780

‘840

900
960
972



ES 2 545639 T3

290 1285 o 300
'Trp Gly Gly Sex Trp Gly Glu Val Ile Ile Ser Phe Ala Gln Lys Val
305 - 310 ‘315 320
Gly Tyr Leu '

202



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 545639 T3

REIVINDICACIONES
1. Un acido nucleico aislado, sintético, o recombinante que comprende

(a) una secuencia de acidos nucleicos que tiene una identidad de secuencia de al menos un 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o superior 0 que es idéntica en un 100 % a la SEC ID N°: 77, sobre
una region de al menos 950, 1000, 1050, 1100, 1150 o mas restos, o la longitud completa de un gen o de un
transcrito, en la que el acido nucleico codifica al menos un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa;
(b) una secuencia de acidos nucleicos que comprende una secuencia como se establece en la SEC ID N°: 77,

(c) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que tiene una secuencia como se establece en
las SEC ID N°: 78, SEC ID N°: 132 0 SEC ID N°: 134;

(d) una secuencia que se hibrida en condiciones rigurosas con un acido nucleico que comprende la SEC ID N°:
77, SEC ID N°: 131 o SEC ID N°: 133, en la que el acido nucleico codifica un polipéptido que tiene una actividad
de pectato liasa,

en la que las condiciones rigurosas incluyen una etapa de lavado que comprende un lavado en 0,2X SSC a una
temperatura de aproximadamente 65 °C durante aproximadamente 15 minutos;

(e) el acido nucleico de (a), (b), (c) o (d) que codifica un pectato liasa pero que carece de una secuencia sefial,
un dominio prepro, 0 una combinacién de los mismos;

(f) el acido nucleico de (a), (b), (c), (d) o (e) que codifica un pectato liasa pero que también tiene una secuencia
heterdloga; o

(g) una secuencia complementaria con (a), (b), (c), (d), (e), o (f).

2. Una sonda de acido nucleico para identificar un acido nucleico que codifica un polipéptido con una actividad de
pectato liasa, en el que la sonda comprende de aproximadamente 60 a 100, o de aproximadamente 60 a 150 bases
consecutivas de una secuencia que comprende la SEC ID N°: 77, SEC ID N°: 131 o SEC ID N°: 133, en el que la
sonda identifica al acido nucleico mediante unién o hibridacién en condiciones rigurosas,

en la que las condiciones rigurosas incluyen una etapa de lavado que comprende un lavado en 0,1x SSC, SDS al
0,5 % a una temperatura de 68 °C durante aproximadamente 15 minutos.

3. Un &cido nucleico aislado, sintético o recombinante

(A) que tiene una secuencia que comprende una modificacion de la secuencia de la SEC ID N°: 131, en la que la
modificacién de la SEC ID N°: 131 comprende uno o mas de los siguientes cambios:

los nucleétidos en los restos 352 a 354 son CAT o CAC,

los nucleétidos en los restos 544 a 546 son GTG, GTT, GTC, o GTA,

los nucleétidos en los restos 568 a 570 son TTG, TTA, CTT, CTC, CTA, o CTG
los nucleétidos en los restos 589 a 591 son GGT, GGC, GGA, o GGG,

los nucleétidos en los restos 622 a 624 son AAG 0 AAA,

los nucleétidos en los restos 655 a 657 son ATG,

los nucleétidos en los restos 667 a 669 son GAG 0 GAA,

los nucleétidos en los restos 763 a 765 son CGG, CGT, CGC, CGA, AGA, AGG,
los nucleétidos en los restos 787 a 789 son AAG 0 AAA,

los nucleétidos en los restos 823 a 825 son TAT o TAC,

los nucleétidos en los restos 925 a 927 son TGG, o

los nucleétidos en los restos 934 a 936 son GTT, GTG, GTC, o GTA; o

(B) que tiene la secuencia de la reivindicacion 1(a), que comprende adicionalmente una modificacion de
secuencia, en el que la modificacion de la secuencia comprende uno o mas de los siguientes cambios:

los nucledtidos en la posicion equivalente de los restos 352 a 354 de la SEC ID N°: 131 se cambian a CAT o
CAC,

los nucleodtidos en la posicion equivalente de los restos 544 a 546 de la SEC ID N°: 131 se cambian a GTG,
GTT, GTC, o GTA,

los nucledtidos en la posicion equivalente de los restos 568 a 570 de la SEC ID N° 131 se cambian a TTG,
TTA, CTT, CTC, CTA, 0 CTG

los nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 589 a 591 de la SEC ID N°: 131 se cambian a GGT,
GGC, GGA, 0 GGG,

los nucledtidos en la posicion equivalente de los restos 622 a 624 de la SEC ID N°: 131 se cambian a AAG o
AAA,

los nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 655 a 657 de la SEC ID N°: 131 se cambian a ATG,
los nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 667 a 669 de la SEC ID N°: 131 son GAG o0 GAA,

los nucledtidos en la posicion equivalente de los restos 763 a 765 de la SEC ID N°: 131 se cambian a CGG,
CGT, CGC, CGA, AGA, AGG,

los nucledtidos en la posicion equivalente de los restos 787 a 789 de la SEC ID N°: 131 se cambian a AAG o
AAA,
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los nucledtidos en la posicidn equivalente de los restos 823 a 825 de la SEC ID N°: 131 se cambian a TAT o
TAC,

los nucleétidos en la posicion equivalente de los restos 925 a 927 de la SEC ID N°: 131 se cambian a TGG, o
los nucleodtidos en la posicion equivalente de los restos 934 a 936 de la SEC ID N° 131 se cambian a GTT,
GTG, GTC, o GTA.

4. Un método para generar una variante de un &cido nucleico que codifica un polipéptido con una actividad de
pectato liasa que comprende

(A)

(a) proporcionar un acido nucleico molde que comprende una secuencia como se establece en la SEC ID
NO: 77,y

(b) modificar, suprimir o afiadir, 0 una combinacién de los mismos, uno o mas nucleétidos en la secuencia
molde para generar una variante del acido nucleico molde,

en el que la variante tiene una identidad de al menos un 90 % con la secuencia de acidos nucleicos de la
reivindicacion 1; o

(B)

(a) proporcionar un acido nucleico que codifica un polipéptido con una actividad de pectato liasa que
comprende una secuencia como se establece en la reivindicacion 1; vy,

(b) identificar un codén en el acido nucleico de la etapa (a) y sustituirlo con un coddn diferente que codifica el
mismo aminoacido que el del coddn sustituido, modificando de este modo los codones en un acido nucleico
que codifica una pectato liasa.

5. Un casete de expresion, un vector o un vehiculo de clonaciéon que comprende un acido nucleico que comprende
una secuencia como se establece en la reivindicacion 1 o 3.

6. Una célula hospedadora que comprende un casete de expresion, un vector o un vehiculo de clonacién como se
establece en la reivindicacion 5.

7. Un animal no humano transgénico o planta transgénica o semilla transgénica que comprende una secuencia
como se establece en la reivindicacion 1 o 3, 0 que comprende un casete de expresion, un vector o un vehiculo de
clonaciéon como se establece en la reivindicacion 5.

8. Un método para producir un polipéptido recombinante que comprende las etapas de: (a) proporcionar un acido
nucleico, en el que el acido nucleico comprende una secuencia como se establece en la reivindicacion 1 o 3; y (b)
expresar el acido nucleico de la etapa (a) en condiciones que permiten la expresion del polipéptido, produciendo de
este modo un polipéptido recombinante, en el que opcionalmente el método es para sobreexpresion del polipéptido
mediante el uso de un promotor de actividad elevada, un vector dicistrénico o mediante la amplificaciéon genética del
vector.

9. Un polipéptido aislado, sintético o recombinante

(a) que tiene una identidad de secuencia de al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, o superior 0 que es idéntico en un 100 % a la SEC ID N°: 78, sobre una region de al menos 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 0 mas restos, o la longitud completa y en el que el polipéptido tiene actividad
de pectato liasa,

(b) codificado por un acido nucleico que tiene una secuencia como se establece en la reivindicacion 1 o 3,

(c) el polipéptido de (a) o (b), pero que carece de una secuencia sefial, un dominio prepro, 0 una combinacion de
los mismos; o

(d) el polipéptido de (a), (b) o (c), pero que también tiene una secuencia heterologa; en el que el polipéptido has
actividad de pectato liasa; o

(e) el polipéptido de (a), (b), (c), o (d), en el que el polipéptido comprende al menos un sitio de glicosilacién o esta
glicosilado.

10. Un polipéptido aislado, sintético o recombinante

(A) que tiene una secuencia que comprende una modificacion de la secuencia de la SEC ID N°: 132, en el que la
modificacién de la SEC ID N°: 132 comprende una o mas de las siguientes mutaciones: la alanina en la posicion
del aminoacido 118 es histidina, la alanina en la posicién del aminoacido 182 es valina, la treonina en la posicién
del aminoéacido 190 es leucina, la alanina en la posicion del aminoacido 197 es glicina, la serina en la posicion
del aminoacido 208 es lisina, la treonina en la posicion del aminoacido 219 es metionina, la treonina en la
posicion del aminoacido 223 es acido glutamico, la serina en la posicion del aminoacido 255 es arginina, la serina
en la posicién del aminoacido 263 es lisina, la asparagina en la posicion del aminoacido 275 es tirosina, la
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tirosina en la posicion del aminoacido 309 es triptéfano, o, la serina en la posicién del aminoéacido 312 es valina;
o]

(B) que tiene la secuencia de la reivindicaciéon 9 y que comprende una modificacion de la secuencia, en el que la
modificacién de la secuencia comprende uno o mas de los siguientes cambios:

el aminoéacido en la posicion equivalente de la alanina en el resto 118 de la SEC ID N°: 132 se cambia por
una histidina,

el aminoacido en la posicion equivalente de la alanina en el resto 182 de la SEC ID N° 132 se cambia por
una valina,

el aminoéacido en la posicion equivalente de la treonina en el resto 190 de la SEC ID N°: 132 se cambia por
una leucina,

el aminoéacido en la posicion equivalente de la alanina en el resto 197 de la SEC ID N°: 132 se cambia por
una glicina,

el aminoacido en la posicion equivalente de la serina en el resto 208 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una
lisina,

el aminoéacido en la posicion equivalente de la treonina en el resto 219 de la SEC ID N°: 132 se cambia por
una metionina,

el aminoéacido en la posicion equivalente de la treonina en el resto 223 de la SEC ID N°: 132 se cambia por
una acido glutamico,

el aminoacido en la posicion equivalente de la serina en el resto 255 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una

arginina,

el aminoacido en la posicion equivalente de la serina en el resto 263 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una
lisina,

el aminoacido en la posicién equivalente de la asparagina en el resto 275 de la SEC ID N°: 132 se cambia por
una tirosina,

el aminoacido en la posicion equivalente de la tirosina en el resto 309 de la SEC ID N°; 132 se cambia por un
triptéfano, o,

el aminoacido en la posicion equivalente de la serina en el resto 312 de la SEC ID N°: 132 se cambia por una
valina.

11. Un heterodimero o un homodimero que comprende un polipéptido como se establece en cualquiera de las
reivindicaciones 9 o 10.

12. Un polipéptido inmovilizado, en el que el polipéptido comprende una secuencia como se establece en cualquiera
de las reivindicaciones 9 o 10.

13. Un anticuerpo aislado, sintético o recombinante que se une de forma especifica a un polipéptido como se
establece en la reivindicacion 9 o 10.

14. Un método para hidrolizar, licuar, retirar, descomponer o alterar una composicién que comprende pectina,
pectato (acido poligalacturénico), homogalacturonano, ramnogalacturonano o pared de célula vegetal que
comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa como se establece en cualquiera de las
reivindicaciones 9 o 10;

(b) proporcionar una composicion que comprende una pectina, un pectato, homogalacturonano,
ramnogalacturonano o pared de célula vegetal; y

(c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) con la composicion de la etapa (b) en condiciones en las que
el polipéptido se hidroliza, licda, retira, descomponen o altera dicha composicion.

15. Una composicién que comprende un polipéptido como se establece en cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10,
0 un &cido nucleico como se establece en cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3.

16. Un método para lavar un objeto que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar una composicién que comprende un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa como
se establece en cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10;

(b) proporcionar un objeto; y

(c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y el objeto de la etapa (b) en condiciones en las que la
composicion puede lavar el objeto.

17. Un método para limpieza de material de fibra, hilo, textil, tejido o celulésico que comprende las siguientes etapas:
(a) proporcionar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa como se establece en cualquiera de las
reivindicaciones 9 o 10;

(b) proporcionar una fibra, un hilo, un textil, un tejido o un material celulésico; y
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(c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y el material de fibra, hilo, textil, tejido o celulésico de la etapa
(b) en condiciones en las que la pectato liasa puede limpiar el material de fibra, hilo, textil, tejido o celulésico.

18. Un método para mejorar la extraccion de aceite de un material vegetal rico en aceite que comprende las
siguientes etapas:

(a) proporcionar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa como se establece en cualquiera de las
reivindicaciones 9 o 10;

(b) proporcionar un material vegetal rico en aceite; y

(c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y el material vegetal rico en aceite.

19. Un método para preparar un zumo, jarabe, puré o extracto de fruta o vegetal que comprende las siguientes
etapas:

(a) proporcionar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa como se establece en cualquiera de las
reivindicaciones 9 o 10;

(b) proporcionar una composicién o un liquido que comprende un material de fruta o vegetal; y

(c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y la composicion, preparando de este modo el zumo, jarabe,
puré o extracto de fruta o vegetal.

20. Un método para tratar un papel, un producto de papel, o una pasta de madera que comprende las siguientes
etapas:

(a) proporcionar un polipéptido que tiene una actividad de pectato liasa como se establece en cualquiera de las
reivindicaciones 9 o 10;

(b) proporcionar una composiciéon que comprende un papel, un producto de papel, o una pasta de madera; y

(c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) y la composicion de la etapa (b) en condiciones en las que la
pectato liasa puede tratar el papel, producto de papel, pasta de papel, o pasta de madera.

21. Un proceso de biolimpieza que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar una pectato liasa como se establece en cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10;

(b) proporcionar un material que comprende pectina, acido poligalacturénico (pectato), homogalacturonano,
ramnogalacturonano o pared de célula vegetal;

(c) poner en contacto la pectato liasa de (a) con el material de (b) en condiciones alcalinas en un tampoén de
bicarbonato o equivalente.

22. El acido nucleico aislado, sintético o recombinante de la reivindicacién 1, en la que el acido nucleico comprende
la SEC ID N°; 133.

23. El polipéptido aislado, sintético o recombinante de la reivindicacion 9, en la que el polipéptido comprende la SEC
ID N°: 134.

24. El polipéptido aislado, sintético o recombinante de la reivindicacion 9, en la que el polipéptido comprende la SEC
ID No: 132.

25. Una formulacion para tratar un material, comprendiendo dicha formulacién al menos un polipéptido de la
reivindicaciéon 9 o 10 a una dosificacion seleccionada entre:

i. entre 1y 100 g por ton de material a tratar;

ii. entre 1 ug y 100 ug por g de material a tratar;

iii. entre 0,5 mg y 50 mg por 0,45 kg de material a tratar

iv. una dosificacion que comprende una potencia enzimatica entre 100 y 40.000 unidades/ml.
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FIGURA 7
Actividad
Mutante Tenlpe!'mum e especica (SA)
positivo fusion {°C} a3n*C SAhad40 *C SAab0°*C SAaed*C SAavT0*C
AR 60,6 370,3 582,1 848,2 ND ND
EB 58.3 366,8 5424 648,56 ND ND
CcC 57 331 439,7 7136 ND ND
DD 58 468,6 5958 714,86 ND ND
EE G0 102,2 202,5 3ren ND ND
FF 58,5 5855 7445 9558 ND ND
GG 57,2 3238 590,4 909,3 ND ND
HH 58,7 2676 4255 706,3 ND ND
| 57,8 3571 527,3 8751 ND ND
JJ 57.5 372,2 5376 8349 ND ND
KK 58,9 4441 678,9 8594 ND ND
LL 58.4 375,2 5576 1007,1 ND ND
A 7 ND ND 1A 4833 TriT
B 70,4 ND ND 37,0 4324 628,0
C 72,5 ND ND 3776 468,6 8491
D 73.25 ND ND 323,8 352,2 9264
E 7 ND ND 3404 557,6 641,7
F 71,75 ND ND 389,3 5508 438,3
G 73 ND ND 2974 5459 T790,4
H 72,25 ND ND 356,1 480,3 980,2
| 70,4 ND ND 3639 7014 G66,2
J 72,8 ND ND 241,6 622,2 6946
K 1.5 ND ND 2984 7014 T00.4
L 73 ND ND 245,5 9470 1003,7
M 73 ND ND 304,2 5478 309,1
N 73 ND ND 6858 1010,5 1284,5
0 71.3 ND ND 268,0 5175 330,7
P 72 ND ND 398,2 5429 689,7
i) 70,8 ND ND 354,1 382,5 526,3
R 71,9 ND ND 361,0 4089 7220
s 70,9 ND ND 7533 1186,6 5791
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FIGURA 8

Cinética
ATiernpo:  2:00
o il e [: 331

Lecturas: 11

Lmi 23

Ayl Oncey

Callxniz Onca

Tiermnoo de esoera: 0:00
Tiemnpo final ; 2:00

Corbinacion de longitud de onda: Lot
Modo de Datos: fbsorbancia
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