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ES 2564 692 T3

DESCRIPCION
ADN polimerasas con discriminacién incrementada de no correspondencia 3'

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona ADN polimerasas con discriminacion incrementada de no correspondencia 3'y su
utilizacién en diversas aplicaciones, incluyendo la extension y amplificacion de polinucleétidos de acidos nucleicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las ADN polimerasas son responsables de la replicacion y mantenimiento del genoma, un papel que es crucial para
transmitir con precision la informacion genética de generacion a generacion. Las ADN polimerasas funcionan en las
células como los enzimas responsables de la sintesis del ADN. Polimerizan los desoxirribonucleésidos trifosfato en
presencia de un activador metalico, tal como MgZ+, en un orden dictado por el molde de ADN o molde polinucleétido
que se copia. In vivo, las ADN polimerasas participan en un abanico de procesos de sintesis del ADN, incluyendo la
replicacion del ADN, la reparacion del ADN, la recombinacion y la amplificacion génica. Durante cada proceso de
sintesis de ADN, se copia el molde de ADN una vez o como maximo unas pocas veces, produciendo réplicas
idénticas. En contraste, in vitro, la replicacion del ADN puede repetirse muchas veces, tal como, por ejemplo, durante
la reaccion en cadena de la polimerasa (ver, por ejemplo, la patente US n° 4.683.202).

En los estudios iniciales de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se afiadia la ADN polimerasa al inicio de
cada ronda de replicacion del ADN (ver la patente US n° 4.683.202, supra). Posteriormente se determin6 que las
ADN polimerasas termoestables podian obtenerse de bacterias que crecen a temperaturas elevadas, y que estos
enzimas solo necesitan afiadirse una vez (ver las patentes US n° 4.889.818 y n° 4.965.188). A las elevadas
temperaturas utilizadas durante la PCR, estos enzimas no resultan inactivados irreversiblemente. En consecuencia,
pueden llevarse a cabo ciclos repetitivos de reacciones en cadena de polimerasa sin afadir enzimas frescos al inicio
de cada proceso de adicion sintética. Las ADN polimerasas, en particular las polimerasas termoestables, son la
clave para un gran ndmero de técnicas en estudios de ADN recombinante y en el diagndstico médico de
enfermedades. Para las aplicaciones diagnoésticas en particular, una secuencia diana de acidos nucleicos puede ser
meramente una porcion pequefia del ADN o ARN en cuestién, de manera que puede resultar dificil detectar la
presencia de una secuencia diana de acidos nucleicos sin la amplificacion.

El patrén de pliegue global de las ADN polimerasas es similar al de la mano derecha humana y contiene tres
subdominios diferentes de palma, dedos y pulgar (ver Beese et al., Science 260:352-355, 1993); Patel et al.,
Biochemistry 34:5351-5363, 1995). Aunque la estructura de los subdominios de dedos y pulgar varian mucho entre
polimerasas que difieren en el tamafio y en las funciones celulares, los subdominios de palma cataliticos son todos
superponibles. Por ejemplo, el motivo A, que interactia con el dNTP entrante y estabiliza el estado de transicion
durante la catalisis quimica, es superponible con una desviacién promedio de aproximadamente 1 A entre la pol a de
mamiferos y las ADN polimerasas de la familia procarittica de pol | (Wang et al., Cell 89:1087-1099, 1997). El motivo
A se inicia estructuralmente en una cadena 3 antiparalela que contiene predominantemente residuos hidrofébicos y
continda a una hélice a. La secuencia de aminoacidos primaria de los sitios activos de la ADN polimerasa se
encuentra excepcionalmente conservada. En el caso del motivo A, por ejemplo, la secuencia DYSQIELR (SEC ID n°
28) se conserva en las polimerasas de organismos separados por muchos millones de afios de evolucion, entre
ellos, por ejemplo, Thermus aquaticus, Chlamydia trachomatis y Escherichia coli.

Ademas, de estar bien conservado, el sitio activo de las ADN polimerasas también ha demostrado ser relativamente
mutable, capaz de ajustarse a determinadas sustituciones de aminoacidos sin reducir significativamente la actividad
de la ADN polimerasa (ver, por ejemplo, la patente US n° 6.602.695). Dichas ADN polimerasas mutantes puede
ofrecer diversas ventajas selectivas en, por ejemplo, aplicaciones diagndsticas y de investigacion que comprenden
reacciones de sintesis de acidos nucleicos. Por ejemplo, el documento n°® WO 2008/046612 da a conocer la ADN
polimerasa Z05 D580G con una tasa mejorada de extension de los acidos nucleicos y/o una eficiencia mejorada de
transcripcion inversa. De esta manera, existe una necesidad en la técnica de identificar las posiciones de
aminoacidos que pueden mutarse para rendir actividades mejoradas de polimerasa. La presente invencion, tal como
se proporciona en la presente memoria, satisface ésta y otras necesidades.

BREVE DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

En la presente memoria se proporcionan ADN polimerasas que presentan una discriminacién incrementada de no
correspondencias 3' en comparacion con una polimerasa de control no modificada correspondiente, y métodos de
preparacion y utilizacion de estas ADN polimerasas. En algunas realizaciones, la polimerasa es una ADN polimerasa
termoestable. En algunas realizaciones, la ADN polimerasa es una ADN polimerasa termoactiva. En algunas
realizaciones, la ADN polimerasa de la presente invencion se deriva de una especie de Thermus. Una ADN
polimerasa que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a SEC ID n°® 1 0 a SEC ID n° 2 y que presenta
una actividad de discriminacién incrementada de las no correspondencias 3' en comparacion con una ADN
polimerasa de control, en la que la ADN polimerasa comprende un motivo en el dominio de polimerasa que
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comprende A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X1o-R-V-L-F-D-E-L, en la que X1 es A, G, Ko R (SEC ID n° 10), en el que
la ADN polimerasa de control presenta la misma secuencia de aminoacidos que la ADN polimerasa excepto en que
el aminoacido X1o de la ADN polimerasa de control es E.

En algunas realizaciones, la ADN polimerasa comprende ademas un motivo que comprende T-G-R-L-S-S-X7-Xg-P-
N-L-Q-N, en la que X7 es Ser (S) o Thr (T), y Xs es cualquier aminoacido diferente de D o E (SEC ID n°® 27). En
algunas realizaciones, el aminoacido correspondiente a la posicion Xg se selecciona de entre el grupo que consise
delL,G, T,Q, A, S, N, Ry K. En algunas realizaciones, la polimerasa presenta una identidad de secuencias de por
lo menos 90%, mas preferentemente de por lo menos 95% respecto a SEC ID n° 1. En algunas realizaciones, la
ADN polimerasa es una ADN polimerasa Z05, y el aminoacido en la posicion 580 de SEC ID n° 1 se selecciona de
entre el grupo que consiste de L, G, T, Q, A, S, N, Ry K. En otras realizaciones, la ADN polimerasa es una ADN
polimerasa de Thermus aquaticus. En determinadas realizaciones Xio es K.

También se da a conocer que la ADN polimerasa se deriva de una especie de Thermotoga. Segun la invencién se
ha descubierto que el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 493 de SEC ID n° 1 puede
mutarse respecto al aminoacido nativo en esa posicién para producir un enzima que presenta una discriminacion
incrementada de no correspondencias 3' respecto a una polimerasa de control no modificada correspondiente. En
las ADN polimerasas derivadas de una especie de Thermus, el aminoacido nativo correspondiente a la posicion 493
de SEC ID n° 1 es E. En las ADN polimerasas derivadas de una especie de Thermotoga, el aminoacido nativo
correspondiente a la posicién 493 de SEC ID n° 1 es S. En las ADN polimerasas derivadas de otras especies no
Thermus, no Thermotoga, el aminoacido correspondiente a la posicion 493 de SEC ID n° 1 puede ser un aminoacido
diferente de E 0 S, por ejemplo A o G. Ver la figura 1.

Se da a conocer ademas que el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 493 de SEC ID n° 1
es cualquier aminoacido diferente de E, S, A o G, y la ADN polimerasa de control presenta la misma secuencia de
aminoacidos que la ADN polimerasa excepto en que el aminoacido de la ADN polimerasa de control correspondiente
a la posicion 493 de la SEC ID n° 1 es E, S, A o G. Por ejemplo, el aminoacido en la posicidon correspondiente a la
posicion 493 de la SEC ID n° 1 se seleccionade entre V, L, I, M, F, W, P, T, C, Y, N, Q, D, K, R o H. Sin embargo, se
ha descubierto ademas que la insercion de A o G (el aminoacido nativo en algunas especies no Thermus no
Thermotoga) en lugar de E en la posicion 493 de las polimerasas de Thermus también incrementa la discriminacion
de las no correspondencias 3'. De esta manera, se da a conocer que la ADN polimerasa se deriva de una especie de
Thermus, y el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n° 1 es cualquier
aminoacido diferente de E, y la ADN polimerasa de control presenta la misma secuencia de aminoacidos que la ADN
polimerasa excepto en que el aminoacido de la ADN polimerasa de control correspondiente a la posicion 493 de la
SEC ID n° 1 es E. Por ejemplo, en el caso de que la ADN polimerasa se derive de una especie de Thermus, el
aminoacido en la posiciéon correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n° 1 puede seleccionarse de entre S, A,
G, V,LILMFWPTC,Y, N, Q,D, K, Ro H. Se da a conocer ademas que el aminoacido en la posiciéon
correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n® 1 se selecciona de entre S, A, Q, G, K o R. En algunas
realizaciones, el aminoacido en la posicién correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n° 1 se selecciona de
entre A, G, K o R. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicion correspondiente a la posicion 493 de la
SECIDn°1esK.

Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa se deriva de una especie de Thermus y el aminoacido en la
posicién correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n°® 1 es un aminoacido que presenta una cadena lateral sin
carga no polar (por ejemplo N, Q, H, S, T oY), una cadena lateral sin carga no polar (por ejemplo G, A, L, M, W, P,
F, C, V o l) o una cadena lateral con carga positiva polar (por ejemplo R o K) a pH neutro. En algunas realizaciones,
el aminoacido correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n°® 1 que presenta una cadena lateral sin carga no
polar es A o G. En algunas realizaciones, el aminoacido correspondiente a la posicién 493 de la SEC ID n°® 1 que
presenta una cadena lateral con carga positiva polar es R o K. En algunas realizaciones, el aminoacido
correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n°® 1 que presenta una cadena lateral con carga positiva polar es K.

Ademas, se da a conocer que otros aminoacidos, situados préximos al aminoacido correspondiente a la posicion
493 de la SEC ID n° 1 también pueden mutarse para producir un enzima que presenta una discriminacion
incrementada de no correspondencias 3' respecto a una polimerasa de control no modificada correspondiente. Por
ejemplo, las mutaciones en los aminoacidos correspondiente a las posiciones 488 y/o 497 de la SEC ID n° 1 también
producen un enzima que presenta una discriminacién de no correspondencias 3' incrementada respecto a una
polimerasa de control no modificada correspondiente.

Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa que presenta una discriminacién incrementada de no
correspondencias 3' comprende un motivo en el dominio de polimerasa que comprende:

A-G-H-P-F-N-L-N-Xs-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L, en la que:
XeesS, G A D FK C,ToY,
X10 es cualquier aminoacido diferente de E,
XizesF, A G,S, T,Y,DoK(SEC ID n° 8).
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Se da a conocer ademas que X1 se seleccionade entre L, M, W, P, T,F,Y,C,N,D,V,|,R,K,Q,H,S,A0G.
Se da a conocer ademas que Xig se selecciona de entre R, K, A 0 G (SEC ID n° 49).

Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa que presenta una discriminacién incrementada de no
correspondencias 3' comprende un motivo en el dominio de polimerasa que comprende:
A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X1¢-R-V-L-F-D-E-L, en la que:
Xi0 es cualquier aminoacido diferente de E (SEC ID n° 9).

Se da a conocer ademas que X1 se seleccionade entre L, M, W,P, T,F,Y,C,N,D,V,|,R,K,Q,H,S,Ao0G.
Se da a conocer ademas que Xig se selecciona de entre R, K, A o G (SEC ID n° 50).

En algunas realizaciones, la ADN polimerasa que presenta una discriminacion incrementada de no
correspondencias 3' comprende un motivo en el dominio de polimerasa que comprende:
A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X1o-R-V-L-F-D-E-L, en la que:
Xioes A, G, Ko R (SEC ID n° 10).

En algunas realizaciones de dicha ADN polimerasa, X1o se selecciona de entre Ao G.

En algunas realizaciones, la ADN polimerasa que presenta una discriminacion incrementada de no
correspondencias 3' comprende un motivo en el dominio de polimerasa que comprende:
A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X1o-R-V-L-F-D-E-L, en la que:
Xi0es K(SEC ID n° 11).

En algunas realizaciones, el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 580 de la SEC ID n° 1
es cualquier aminoacido diferente de D o E. En algunas realizaciones, el aminoacido de la ADN polimerasa
correspondiente a la posicion 580 de la SEC ID n° 1 es cualquier aminoacido diferente de D. En algunas
realizaciones, el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicién 580 de la SEC ID n° 1 se
selecciona de entre el grupo que consiste de L, G, T, Q, A, S, N, Ry K. En algunas realizaciones, el aminoacido de
la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 580 de la SEC ID n° 1 es G.

En algunas realizaciones, la ADN polimerasa segun la invencién comprende ademas un motivo que comprende:

T-G-R-L-S-S-X7-Xg-P-N-L-Q-N, en el que:
Xzes Ser (S)o Thr (T),y
Xg es cualquier aminoacido diferente de D o E (SEC ID n° 27).

En algunas realizaciones, el aminoacido correspondiente a la posicién Xg se selecciona de entre el grupo que
consistede L, G, T,Q, A, S,N, Ry K(SEC ID n° 51).

Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa comprende ademas una mutacién en uno o mas aminoacidos
correspondiente a una posicion seleccionada de entre 488 y/o 497 de la SEC ID n° 1. Se da a conocer ademas que
el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 488 de SEC ID n° 1 es cualquier aminoacido
diferente de S. Se da a conocer ademas que el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 488
de la SEC ID n° 1 se selecciona de entre G, A, V,L,I, M,F, W, P, E, T,C, N, Q, D, Y, K, R o H. Se da a conocer
ademas que el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 488 de la SECIDn°1es G, A, D, F,
K, C, T o Y. Se da a conocer ademas que el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 497 de
la SEC ID n° 1 es cualquier aminoacido diferente de F o Y. Se da a conocer ademas que el aminoacido de la ADN
polimerasa correspondiente a la posicién 497 de la SEC ID n° 1 se seleccionade entre R, V, L, I, M, W, P, T, C, N,
D,E, S, A G, K, EoH. Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa se deriva de una especie de Thermusy el
aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicién 497 de la SEC ID n° 1 es cualquier aminoacido
diferente de F. De esta manera, el aminoacido de la ADN polimerasa correspondiente a la posicion 497 de la SEC ID
n1esA G, S, T,Y,DoK.

Diversas ADN polimerasas pueden mutarse segun la presente invencion. Resultan particularmente adecuadas las
polimerasas termoestables, incluyendo las polimerasas termoestables de tipo salvaje o naturales de diversas
especies de bacterias termofilicas, asi como polimerasas termoestables sintéticas derivadas de dichos enzimas de
tipo salvaje o naturales mediante sustitucion, insercién o delecion de aminoacidos, u otra modificacion. Entre las
formas no modificadas ejemplares de polimerasa se incluyen, por ejemplo, la ADN polimerasa CS5 (SEC ID n° 29),
CS6 (SEC ID n° 30) o0 Z05 (SEC ID n° 1) o una ADN polimerasa funcional que presenta una identidad de secuencia
de aminoacidos respecto a dicha ADN polimerasa de por lo menos 80%, preferentemente de por lo menos 90%,
mas preferentemente de por lo menos 95%. Entre otras polimerasa no modificadas se incluyen, por ejemplo, las
ADN polimerasas de cualquiera de las especies de bacterias termofilicas siguientes (o de una ADN polimerasa
funcional que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, preferentemente de por lo menos 90%,
mas preferentemente de por lo menos 95%, respecto a dicha polimerasa): Thermotoga maritima (SEC 1D n°® 38),
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Thermus aquaticus (SEC ID n° 2), Thermus thermophilus (SEC ID n° 6), Thermus flavus (SEC ID n°® 4), Thermus
filiformis (SEC ID n° 3), Thermus sp. Sps17 (SEC ID n°® 5), Thermus sp. Z05 (SEC ID n° 1), Thermotoga neopolitana
(SEC ID n° 39), Thermosipho africanus (SEC ID n° 37), Thermus caldophilus (SEC ID n°® 7), Deinococcus
radiodurans (SEC ID n° 36), Bacillus stearothermophilus (SEC ID n° 40) o Bacillus caldotenax (SEC ID n° 41). Entre
las polimerasas adecuadas se incluyen también las que presentan actividad de transcriptasa inversa (TI) y/o la
capacidad de incorporar nucleétidos no convencionales, tales como ribonucleétidos u otros nucleétidos 2'-
modificados.

Aunque las ADN polimerasas termoestables que presentan una actividad de discriminaciéon de no correspondencias
3' eficiente resultan particularmente adecuadas para llevar a cabo la PCR, las ADN polimerasas termoactivas, pero
no termoestables, que presentan una actividad de discriminacién de no correspondencias 3' eficiente también
pueden someterse a mutacion segun la presente invencion.

En algunas realizaciones, la ADN polimerasa es una ADN polimerasa de Thermus. Por ejemplo, la ADN polimerasa
presenta una identidad de secuencias de por lo menos 80%, preferentemente de por lo menos 90%, mas
preferentemente de por lo menos 95%, respecto a una polimerasa seleccionada de entre el grupo que consiste de:

(a) una ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. (Z05) (SEC ID n° 1),

(b) una ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq) (SEC ID n° 2),

(c) una ADN polimerasa de Thermus filiformis (Tfi) (SEC ID n° 3),

(d) una ADN polimerasa de Thermus flavus (Tfl) (SEC ID n° 4),

(e) una ADN polimerasa Sps17 de Thermus sp. (Sps17) (SEC ID n° 5), la ADN polimerasa Sps17 (Sps17)
(SEC ID n° 5),

(f) una ADN polimerasa de Thermus thermophilus (Tth) (SEC ID n° 6), y

(g) una ADN polimerasa de Thermus caldophilus (Tca) (SEC ID n° 7).

Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa es una ADN polimerasa de Thermotoga. Por ejemplo, la ADN
polimerasa presenta una identidad de secuencias de por lo menos 80%, preferentemente de por lo menos 90%, mas
preferentemente de por lo menos 95%, respecto a una polimerasa seleccionada de entre el grupo que consiste de:

(a) una ADN polimerasa de Thermotoga maritima (Tma) (SEC ID n° 38),
(b) una ADN polimerasa de Thermotoga neopolitana (Tne) (SEC ID n°® 39).

Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa presenta una identidad de secuencias de por lo menos 80%,
preferentemente de por lo menos 90%, mas preferentemente de por lo menos 95%, respecto a la SEC ID n° 1. Se da
a conocer ademas que la ADN polimerasa es una ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. (Z05) (es decir, SEC ID n°
1), excepto en que el aminoacido en la posicion 493 es cualquier aminoacido diferente de E o S. Se da a conocer
ademas que la ADN polimerasa es una ADN polimerasa Z05 y que el aminoacido en la posicién 493 es cualquier
aminoacido diferente de E. Por ejemplo, el aminoacido en la posicion 493 se selecciona de entre V, L, I, M, F, W, P,
T,C,Y,N,Q,D,K, R, S, A GoH. En algunas realizaciones, la ADN polimerasa es una ADN polimerasa Z05, y el
aminoacido en la posicion 493 es G, A, Ko R. En algunas realizaciones, la ADN polimerasa es una ADN polimerasa
Z05, y el aminoacido en la posicion 493 es K. En algunas realizaciones, la ADN polimerasa es una ADN polimerasa
Z05 que comprende ademas una sustitucion en la posicion 580 y el aminoacido en la posicion 580 es cualquier
aminoacido diferente de D o E. En algunas realizaciones, la ADN polimerasa es una ADN polimerasa Z05 y el
aminoacido en la posicion 580 es cualquier aminoacido diferente de D. En algunas realizaciones, la ADN polimerasa
es una ADN polimerasa Z05 y el aminoacido en la posicion 580 se selecciona de entre el grupo que consiste de L,
G, T,Q, A, S, N, Ry K. En algunas realizaciones, la ADN polimerasa es una ADN polimerasa Z05 y el aminoacido
en la posicion 580 es G.

La polimerasa mutante o mejorada puede incluir otras modificaciones no de sustitucion. Una de estas modificaciones
es una modificacién covalente térmicamente reversible que inactiva el enzima pero que se revierte para activar el
enzima con la incubacién a una temperatura elevada, tal como una temperatura utilizada tipicamente para la
extension de polinucledtidos. Los reactivos ejemplares para dichas modificaciones térmicamente reversibles se
describen en las patentes US n® 5.773, 258 y 5.677.152.

En algunas realizaciones, la actividad de no correspondencia 3' se determina utilizando un polinucleétido diana
BRAF V600R mutante que presenta la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID n°® 35 (BRAF de tipo salvaje=SEC
ID n°® 34) en presencia de un cebador directo que es perfectamente correspondiente con la secuencia mutante y
presenta una unica no correspondencia A:C 3' respecto a la secuencia de tipo salvaje en una o mas mezclas de
reaccion que presentan un numero predeterminado de copias de polinucleétido diana BRAF V600 de tipo salvaje y
un numero predeterminado de copias de polinucledtido diana BRAF V600R mutante igual en nimero o de menor
numero que el nimero de copias de diana de tipo salvaje (por ejemplo 10.000 o menos copias). Dos o0 mas mezclas
de reaccion pueden presentar nimeros titulados de copias del polinucledtido diana mutante BRAF V600R (por
ejemplo titulaciones 1:5, titulaciones 1:10, por ejemplo 10.000 copias, 1.000 copias, 100 copias, 10 copias, 1 copia, 0
copias en varias mezclas de reaccion). La capacidad de discriminacion de no correspondencias 3' de una polimerasa
de la invencién puede compararse con la capacidad de discriminacién de no correspondencias 3' de una polimerasa
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de referencia (por ejemplo una polimerasa no modificada o natural), durante una unidad de tiempo preseleccionada,
tal como se indica en la presente memoria. Las polimerasas con capacidad incrementada de discriminacién de no
correspondencias 3' no amplificaran la secuencia de tipo salvaje al ponerlas en contacto con un cebador que sea
perfectamente correspondiente con un alelo mutante, o requeriran un ndmero mayor de ciclos de PCR para
amplificar la secuencia de tipo salvaje utilizando el cebador mutante especifico de alelo (es decir, mostraran un valor
de Cp mas alto), en comparacion con una polimerasa no modificada o natural.

En diversos otros aspectos, la presente invenciéon proporciona un acido nucleico recombinante codificante de una
ADN polimerasa mutante o mejorada tal como se indica en la presente memoria, un vector que comprende el acido
nucleico recombinante y/o una célula huésped transformada con el vector. En determinadas realizaciones el vector
es un vector de expresion. Las células huésped que comprenden dichos vectores de expresion resultan Utiles en
métodos de la invencion para producir la polimerasa mutante o mejorada mediante el cultivo de las células huésped
bajo condiciones adecuadas para la expresion del acido nucleico recombinante. Las polimerasas de la invencion
pueden encontrarse contenidas en mezclas de reaccion y/o kits. Las realizaciones de los acidos nucleicos
recombinantes, células huésped, vectores, vectores de expresion, mezclas de reaccion y kits son tal como se han
indicado anteriormente y se indican en la presente memoria.

En todavia otro aspecto, se proporciona un método para llevar a cabo la extensién de polinucleétidos. EI método
incluye generalmente poner en contacto una ADN polimerasa que presenta una discriminacion incrementada de no
correspondencias 3' tal como se indica en la presente memoria, con un cebador, un molde polinucleétido y
nucledsidos trifosfato bajo condiciones adecuadas para la extension del cebador, produciendo de esta manera un
cebador extendido. El molde polinucleétido puede ser, por ejemplo, un molde de ARN o ADN. Entre los nucleésidos
trifosfato pueden incluirse nucleétidos no convencionales, tales como, por ejemplo, ribonucleétidos y/o nucledtidos
marcados. Ademas, el cebador y/o molde puede incluir uno o mas analogos de nucleétido. En algunas variaciones,
el método de extension de polinucledtido es un método para la amplificacion de polinucleétidos que incluye poner en
contacto la ADN polimerasa mutante o mejorada con una pareja de cebadores, el molde polinucledtido y los
nucledsidos trifosfato bajo condiciones adecuadas para la amplificacion del polinucleétido. La reaccion de extension
del polinucleétido puede ser, por ejemplo, PCR, extension isotérmica o secuenciacion (por ejemplo la reaccion de
secuenciacion 454). En algunas realizaciones, el método de extension del cebador es un método para llevar a cabo
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La presente invencion proporciona ademas un kit Gtil en dicho método de extension de polinucledtidos.
Generalmente, el kit incluye por lo menos un recipiente que proporciona una ADN polimerasa mutante o mejorada tal
como se indica en la presente memoria. En determinadas realizaciones, el kit incluye ademas uno o mas recipientes
adicionales que proporcionan uno o mas reactivos adicionales. Por ejemplo, en variaciones especificas, el recipiente
o0 recipientes adicionales proporcionan nucledsidos trifosfato, un tampén adecuado para la extension de
polinucledtidos y/o un cebador hibridable, bajo condiciones de extensidon de polinucledtidos, a un molde
polinucleétido predeterminado.

Se proporcionan ademas mezclas de reaccién que comprenden las polimerasas de la invencion. Las mezclas de
reaccion pueden contener ademas un acido nucleico molde (ADN y/o ARN), uno o mas polinucleétidos cebadores o
de sonda, nucledsidos trifosfato (incluyendo, por ejemplo, desoxirribonucleétidos, ribonucledtidos, nucledtidos
marcados, nucleoétidos no convencionales), tampones, sales, marcajes (por ejemplo fluoréforos).

En la presente memoria se describen realizaciones adicionales de la invencién.
DEFINICIONES

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan los mismos significados entendidos comunmente por el experto ordinario en la materia a la que se refiere
la presente invencion. Aunque pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria en la practica o ensayo de la invencion, soélo se describen métodos y materiales ejemplares. Para
los fines de la presente invencion se definen a continuacion los términos siguientes.

Las formas singulares, tales como "un", "una"
indique claramente lo contrario.

, "el" y "la" incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto

Un "aminoacido" se refiere a cualquier unidad monomérica que puede incorporarse en un péptido, polipéptido o
proteina. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "aminoacido” incluye los veinte alfa-aminoacidos
naturales o genéticamente codificados. alanina (Ala o A), arginina (Arg o R), asparagina (Asn o N), acido aspartico
(Asp o D), cisteina (Cys o C), glutamina (GIn o Q), acido glutamico (Glu o E), glicina (Gly o G), histidina (His o H),
isoleucina (lle o I), leucina (Leu o L), lisina (Lys o K), metionina (Met o M), fenilalanina (Phe o F), prolina (Pro o P),
serina (Ser o S), treonina (Thr o T), triptéfano (Trp o W), tirosina (Tyr o Y) y valina (Val o V). En los casos en que los
"X" residuos no estan definidos, estos deben definirse como "cualquier aminoacido". Las estructuras de estos veinte
aminoacidos naturales se muestran en, por ejemplo, Stryer et al., Biochemistry, 5a ed., Freeman and Company,
2002. Algunos aminoacidos adicionales, tales como la selenocisteina y la pirrolisina, también pueden encontrarse
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codificados genéticamente (Stadtman, "Selenocysteine”, Annu. Rev. Biochem. 65:83-100, 1996, e Ibba et al,,
"Genetic code: introducing pyrrolysine”, Curr. Biol. 12(13):R464-R466, 1996). El término "aminoacido" incluye
ademas aminoacidos no naturales, aminoacidos modificados (por ejemplo que presentan cadenas laterales y/o
esqueletos modificados) y analogos de aminoacidos. Ver, por ejemplo, Zhang et al., "Selective incorporation of 5-
hydroxytryptophan into proteins in mammalian cells", Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101(24):8882-8887, 2004;
Anderson et al., "An expanded genetic code with a functional quadruplet codon”, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
101(20):7566-7571 1, 2004; lkeda et al., "Synthesis of a novel histidine analogue and its efficient incorporation into a
protein in vivo", Protein Eng. Des. Sel. 16(9):699-706, 2003; Chin et al., "An Expanded Eukaryotic Genetic Code",
Science 301(5635):964-967, 2003; James et al. "Kinetic characterization of ribonuclease S mutants containing
photoisomerizable phenylazophenylalanine residues”, Protein Eng. Des. Sel. 14(12):983-991, 2001; Kohrer et al.,
"Import of amber and ochre suppressor tRNAs into mammalian cells: A general approach to site-specific insertion of
amino acid analogues into proteins”, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98(25):14310-14315, 2001; Bacher et al.,
"Selection and Characterization of Escherichia coliVariants Capable of Growth on an Otherwise Toxic Tryptophan
Analogue”, J. Bacteriol. 183(18):5414-5425, 2001; Hamano-Takaku et al., "A Mutant Escherichia coli Tyrosyl-tRNA
Synthetase Utilizes the Unnatural Amino Acid Azatyrosine More Efficiently than Tyrosine", J. Biol. Chem.
275(51):40324-40328, 2000, y Budisa et al., "Proteins with {beta}-(thienopyrrolyl)alanines as alternative
chromophores and pharmaceutically active amino acids," Protein Sci. 10(7):1281-1292.

A titulo ilustrativo adicional, un aminoacido es tipicamente un acido organico que incluye un grupo amino sustituido o
no sustituido, un grupo carboxi sustituido o no sustituido, y una o mas cadenas laterales o grupos, o analogos de
cualquiera de dichos grupos. Entre las cadenas laterales ejemplares se incluyen, por ejemplo, tiol, seleno, sulfonilo,
alquilo, arilo, acilo, ceto, azido, hidroxilo, hidrazina, ciano, halo, hidrazida, alquenilo, alquinilo, éter, borato, boronato,
fosfo, fosfono, fosfina, heterociclico, enona, imina, aldehido, éster, tioacido, hidroxilamina o cualquier combinacion
de dichos grupos. Entre otros aminoacidos representativos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, aminoacidos
que comprenden entrecruzantes fotoactivables, aminoacidos de unién a metales, aminoacidos de espin marcado,
aminoacidos fluorescentes, aminoacidos que contienen metal, aminoacidos con nuevos grupos funcionales,
aminoacidos que interactian covalente o no covalentemente con otras moléculas, amionacidos fotoenjaulados y/o
fotoisomerizables, aminoacidos radioactivos, aminoacidos que comprenden biotina o un analogo de biotina,
aminoacidos glucosilados, otros aminoacidos modificados con carbohidratos, aminoacidos que comprenden
polietilenglicol o poliéter, aminoacidos sustituidos con atomos pesados, aminoacidos quimicamente cortables y/o
fotocortables, aminoacidos que contienen azlcares unidos mediante carbonos, aminoacidos redox activos,
aminoacidos que contienen aminotioacido y aminoacidos que comprenden una o mas fracciones téxicas.

El término "aptamero” se refiere a un ADN de cadena sencilla que reconoce y se une a la ADN polimerasa e inhibe
eficientemente la actividad de la polimerasa, tal como se describe en la patente US n° 5.693.502.

El término "mutante”, en el contexto de las ADN polimerasas de la presente invencion, se refiere a un polipéptido,
tipicamente recombinante, que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos respecto a una ADN polimerasa
natural o no modificada correspondiente.

La expresiéon "forma no modificada", en el contexto de una polimerasa mutante, es una expresion utilizada en la
presente memoria con el fin de definir una ADN polimerasa mutante de la presente invencion: la expresion "forma no
modificada" se refiere a una ADN polimerasa funcional que presenta la secuencia de aminoacidos de la polimerasa
mutante excepto en una o mas posiciones de aminoacidos especificadas como caracterizadoras de la polimerasa
mutante. De esta manera, la referencia a una ADN polimerasa mutante en términos de (a) su forma no modificada y
(b) una o mas sustituciones de aminoacidos especificadas, se refiere a que, con la excepcién de la sustitucion o
sustituciones de aminoacidos especificadas, la polimerasa mutante presenta una secuencia de aminoacidos idéntica
a la forma no modificada en el motivo especificado. La "polimerasa no modificada" (y por lo tanto también la forma
modificada que presenta una discriminacién incrementada de no correspondencias 3') puede contener mutaciones
adicionales para proporcionar la funcionalidad deseada, por ejemplo una incorporacion mejorada de
dideoxirribonucleodtidos, ribonucledtidos, analogos de ribonucledtido, nucledtidos marcados con pigmento,
modulacién de la actividad de nucleasa 5', modulacion de la actividad de nucleasa (o correctora de errores) 3', o
similar. De acuerdo con lo anterior, al llevar a cabo la presente invencién tal como se describe en la presente
memoria, la forma no modificada de una ADN polimerasa se encuentra predeterminada. La forma no modificada de
una ADN polimerasa puede ser, por ejemplo, una ADN polimerasa de tipo salvaje y/o una ADN polimerasa natural, o
una ADN polimerasa que ya ha sido modificada deliberadamente. Una forma no modificada de la polimerasa
preferentemente es una ADN polimerasa termoestable, tal como las ADN polimerasas de diversas bacterias
termofilicas, asi como variantes funcionales de las mismas que presentan identidad de secuencia respecto a una
polimerasa termoestable de tipo salvaje o natural. Entre dichas variantes pueden incluirse, por ejemplo, ADN
polimerasas quiméricas tales como, por ejemplo, las ADN polimerasas quiméricas indicadas en la patente US n°
6.228.628 y en la solicitud de patente US publicada n° 2004/0005599. En determinadas realizaciones, la forma no
modificada de una polimerasa presenta actividad de transcriptasa inversa (TI).

La expresion "polimerasa termoestable” se refiere a un enzima que es estable frente al calor, es resistente al calor y
conserva suficiente actividad para llevar a cabo reacciones posteriores de extension de polinucleétido y no resulta
irreversiblemente desnaturalizada (inactivada) tras someterla a las temperaturas elevadas durante el tiempo
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necesario para desnaturalizar acidos nucleicos de doble cadena. Las condiciones de calentamiento necesarias para
la desnaturalizacion de los acidos nucleicos son bien conocidas de la técnica y se ejemplifican en, por ejemplo, las
patentes US n°® 4.683.202, n° 4.683.195 y n° 4.965.188. Tal como se utiliza en la presente memoria, una polimerasa
termoestable resulta adecuada para la utilizacién en una reaccién de ciclado térmico, tal como la reaccién en cadena
de la polimerasa ("PCR"). La desnaturalizacion irreversible para los fines de la presente memoria se refiere a una
pérdida permanente y completa de la actividad enzimatica. Para una polimerasa termoestable, "actividad enzimatica"
se refiere a la catalisis de la combinacion de los nucledtidos de la manera correcta para formar productos de
extension de polinucleétido que son complementarios a una cadena molde de acidos nucleicos. Entre las ADN
polimerasas termoestables procedentes de bacterias termofilicas se incluyen, por ejemplo, las ADN polimerasas de
Thermotoga maritima, Thermus aquaticus, Thermus thermophilus, Thermus flavus, Thermus filiformis, Thermus
species Sps17, Thermus species Z05, Thermus caldophilus, Bacillus caldotenax, Thermotoga neopolitana y
Thermosipho africanus

El término "termoactivo" se refiere a un enzima que mantiene las propiedades cataliticas a temperaturas utilizadas
comunmente para las etapas de transcripcion inversa o hibridacion/extension en las reacciones de RT-PCR y/o PCR
(es decir, 45°C a 80°C). Los enzimas termoestables son aquellos que no resultan irreversiblemente inactivados o
desnaturalizados al someterlos a las temperaturas elevadas necesarias para la desnaturalizacién de los acidos
nucleicos. Los enzimas termoactivos pueden ser o no termoestables. Las ADN polimerasas termoactivas pueden ser
dependientes de ADN o ARN de especies termofilicas o de especies mesofilicas, incluyendo, aunque sin limitarse a
ellos, Escherichia coli, virus de la leucemia murina de Moloney y virus de la mioblastosis aviar.

Tal como se utiliza en la presente memoria, una proteina "quimérica" se refiere a una proteina cuya secuencia de
aminoacidos representa un producto de fusién de subsecuencias de las secuencias de aminoacidos de por lo menos
dos proteinas diferentes. Una proteina quimérica tipicamente no se produce mediante manipulacién directa de las
secuencias de aminoacidos sino que, por el contrario, se expresa a partir de un gen "quimérico" que codifica la
secuencia de aminoacidos quimérica. En determinadas realizaciones, por ejemplo, una forma no modificada de una
ADN polimerasa mutante de la presente invencion es una proteina quimérica que consiste de una region
aminoterminal (N-terminal) derivada de una ADN polimerasa de una especie de Thermus y una region
carboxiterminal (C-terminal) derivada de la ADN polimerasa Tma. La region N-terminal se refiere a una region que se
extiende entre el extremo N-terminal (posicién aminoacida 1) y un aminodcido interno. De manera similar, la regién
C-terminal se refiere a una region que se extiende desde un aminoacido interno y el extremo C-terminal.

En el contexto de las ADN polimerasas mutantes, "correspondencia” con otra secuencia (por ejemplo regiones,
fragmentos, posiciones de nucledtidos o aminoacidos, o similares) se basa en la convencién de numerar las
posiciones de los nucleétidos o aminoacidos y posteriormente alinear las secuencias de manera que se maximice el
porcentaje de identidad de las secuencias. Debido a que no todas las posiciones dentro de una "region
correspondiente” dada necesitan ser idénticas, las posiciones no correspondientes dentro de una region
correspondiente pueden considerarse "posiciones correspondientes”. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, tal
como se utiliza en la presente memoria, la referencia a una "posicién de aminoacido correspondiente a la posicion
de aminoacido [X]" de una ADN polimerasa especificada se refiere a posiciones equivalentes, basadas en la
alineacion, en otras ADN polimerasas y homdlogos y familias estructurales. En algunas realizaciones de la presente
invencion, la "correspondencia" de las posiciones de aminoacidos se determina con respecto a una regién de la
polimerasa que comprende uno o mas motivos de SECIDn° 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 36, 37, 38, 39,40 0 41. En el caso de
que una secuencia de polipéptidos de una polimerasa difiera de SECIDn°1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 36, 37, 38, 39, 40 0 41
(por ejemplo por cambios en los aminoacidos o la adiciéon o delecién de aminoacidos), puede ser que una mutacion
particular asociada a la actividad mejorada tal como se comenta en la presente memoria no se encuentre en el
mismo numero de posiciéon que en SEC ID n° 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 36, 37, 38, 39, 40 o 41. Lo anterior se ilustra, por
ejemplo, en la Tabla 1.

El término "recombinante”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una secuencia de aminoacidos o
una secuencia de nucleétidos que ha sido modificada deliberadamente mediante métodos recombinantes. La
expresion "acido nucleico recombinante" en la presente memoria se refiere a un acido nucleico, originalmente
formado in vitro, en general, mediante la manipulacion de un acido nucleico por parte de endonucleasas, para
producir una forma no observada normalmente en la naturaleza. De esta manera, un acido nucleico aislado de ADN
polimerasa mutante, en una forma lineal, o un vector de expresién formando in vitro mediante el ligamiento de
moléculas de ADN que normalmente no se encuentran unidas, se consideran ambas recombinantes para los fines
de la presente invencion. Se entiende que una vez se ha preparado un acido nucleico recombinante y se ha
reintroducido en una célula huésped, se replicara de manera no recombinante, es decir, utilizando la maquinaria
celular in vivo de la célula huésped y no mediante manipulaciones in vitro; sin embargo, dichos acidos nucleicos, una
vez se han producido recombinantemente, aunque posteriormente se repliquen no recombinantemente, todavia se
consideran recombinantes para los fines de la invencion. Una "proteina recombinante" es una proteina generada
utilizando técnicas recombinantes, es decir, mediante la expresién de un acido nucleico recombinante tal como se ha
ilustrado anteriormente.

Un acido nucleico se encuentra “operablemente ligado” en el caso de que se encuentre en una relaciéon funcional
con otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o un intensificador se encuentra operablemente
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ligado a una secuencia codificante en el caso de que afecte a la transcripcion de la secuencia; o un sitio de union
ribosémica se encuentra operablemente ligado a una secuencia codificante en el caso de que se encuentre
posicionado de manera que facilite la traduccién.

La expresion "célula huésped" se refiere a organismos unicelulares tanto procariéticos como eucariéticos (por
ejemplo bacterias, levaduras y actinomicetos) y células individuales de plantas o animales de orden superior
cultivados en cultivo celular.

El término "vector" se refiere a un trozo de ADN, tipicamente de doble cadena, en el que puede haberse insertado un
trozo de ADN foraneo. El vector puede ser, por ejemplo, de origen plasmidico. Los vectores contienen secuencias
polinucledtidas de "replicon" que facilitan la replicacién auténoma del vector en una célula huésped. EI ADN foraneo
se define como ADN heterdlogo, que es ADN no presente naturalmente en la célula huésped, que, por ejemplo,
replica la molécula del vector, codifica un marcador seleccionable o cribable, o codifica para un transgén. El vector
se utiliza para transportar el ADN foraneo o heterdlogo al interior de una célula huésped adecuada. Una vez dentro
de la célula huésped, el vector puede replicarse independientemente o concurrentemente con el ADN cromosémico
del huésped, y pueden generarse varias copias del vector y su ADN insertado. Ademas, el vector puede contener
ademas los elementos necesarios que permiten la transcripciéon del ADN insertado para formar una molécula de
ARNmM o de otro modo provocar la replicacién del ADN insertado en multiples copias de ARN.

Algunos vectores de expresion adicionalmente contienen elementos de secuencia contiguos al ADN insertado que
incrementan la semivida del ARNm expresado y/o permiten la traduccién del ARNm en una molécula de proteina. De
esta manera, pueden sintetizarse rapidamente muchas moléculas de ARNm y del polipéptido codificado por el ADN
insertado.

El término "nucledtido", ademas de referirse a los mondmeros ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos naturales, en
la presente memoria se entendera que se refiere a variantes estructurales relacionadas de los mismos, incluyendo
derivados y analogos, que son funcionalmente equivalentes con respecto al contexto particular en el que se esta
utilizando el nucledétido (por ejemplo la hibridacién con una base complementaria), a menos que el contexto indique
claramente lo contrario.

La expresion "acido nucleico" o "polinucleétido” se refiere a un polimero que puede ser correspondiente de un acido
nucleico de ribosa (ARN) o un polimero acido nucleico de desoxirribosa (ADN), o un analogo de los mismos. Lo
anterior incluye polimeros de nucleétidos, tales como ARN y ADN, asi como formas sintéticas, formas modificadas
(por ejemplo quimica o biogquimicamente modificadas) de las mismas, y polimeros mixtos (por ejemplo subunidades
de tanto ARN como ARN). Entre las modificaciones ejemplares se incluyen la metilacion, la sustitucién de uno o mas
nucledtidos naturales por un analogo, modificaciones internucleétidas, tales como enlaces sin carga (por ejemplo
fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos y similares), fracciones colgantes (por ejemplo
polipéptidos), intercalantes (por ejemplo acridina, psoralén y similares), quelantes, alquilantes y enlaces modificados
(por ejemplo acidos nucleicos alfa-anoméricos y similares). También se encuentran incluidas moléculas sintéticas
que imitan a los polinucledtidos en su capacidad de unirse a una secuencia designada, mediante enlaces de
hidrégeno y otras interacciones quimicas. Tipicamente, los monémeros nucleétidos se encuentran unidos mediante
enlaces fosfodiéster, aunque las formas sintéticas de acidos nucleicos pueden comprender otros enlaces (por
ejemplo acidos péptido-nucleicos tal como se indica en Nielsen et al. (Science 254:1497-1500, 1991). Un &acido
nucleico puede ser o puede incluir, por ejemplo, un cromosoma o segmento cromosoémico, un vector (por ejemplo un
vector de expresion), un casete de expresion, un polimero de ADN o ARN desnudo, el producto de una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), un oligonucledtido, una sonda y un cebador. Un acido nucleico puede ser, por
ejemplo, de cadena sencilla, de doble cadena o de triple cadena, y no se encuentra limitado a ninguna longitud en
particular. A menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de acidos nucleicos comprende o codifica
secuencias complementarias, ademas de cualquier secuencia indicada explicitamente.

El término "oligonucleotido” se refiere a un acido nucleico que incluye por lo menos dos unidades monoméricas de
acidos nucleicos (por ejemplo nucledtidos). Un oligonucleétido tipicamente incluye entre aproximadamente seis y
aproximadamente 175 unidades monoméricas de acidos nucleicos, mas tipicamente entre aproximadamente ocho y
aproximadamente 100 unidades monoméricas de acidos nucleicos, y todavia mas tipicamente entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 50 unidades monoméricas de acidos nucleicos (por ejemplo
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35 o
mas unidades monoméricas de acidos nucleicos). El tamafio exacto de un oligonucledtido depende de muchos
factores, incluyendo la funciéon dultima o utilizacion del oligonucleédtido. Los oligonucleétidos se preparan
opcionalmente mediante cualquier método adecuado, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, el aislamiento de una
secuencia existente o natural, la replicacion o amplificacion del ADN, la transcripcion inversa, la clonacion y la
digestion de restriccion de secuencias apropiadas, o la sintesis quimica directa mediante un método tal como el
método de fosfotriéster de Narang et al. (Meth. Enzymol. 68:90-99, 1979), el método de fosfodiéster de Brown et al.
(Meth. Enzymol. 68:109-151, 1979), el método de dietilfosforamidita de Beaucage et al. (Tetrahedron Lett. 22:1859-
1862, 1981); el método de triéster de Matteucci et al. (J. Am. Chem. Soc. 103:3185-3191, 1981); los métodos de
sintesis automatizada, o el método de soporte sélido de la patente US n° 4.458.066, u otros métodos conocidos por
el experto en la materia.
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El término "cebador" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un polinucleétido capaz de actuar como
punto de inicio de la sintesis de acidos nucleicos dirigida por molde en caso de encontrarse bajo condiciones en que
se inicia la extension del polinucledtido (por ejemplo bajo condiciones que comprenden la presencia de los
nucledsidos trifosfato necesarios (tal como dicta el molde que se copia) y una polimerasa en un tampén apropiado y
a una temperatura o ciclo o ciclos de temperatura adecuados (por ejemplo tal como en una reaccién en cadena de
polimerasa)). A titulo ilustrativo adicional, los cebadores también pueden utilizarse en una diversidad de otros
procedimientos de sintesis mediados por oligonucledtidos, incluyendo como iniciadores de la sintesis de ARN de
novo y en procedimientos in vitro relacionados con la transcripcion (por ejemplo la amplificacion basada en la
secuencia de acidos nucleicos (ABSAN), la amplificacién mediada por la transcripcion (AMT), etc.). Un cebador es
tipicamente un oligonucleétido de cadena sencilla (por ejemplo un oligodesoxirribonucleétido). La longitud apropiada
de un cebador depende de la utilizacién pretendida del cebador, aunque tipicamente se encuentra comprendida
entre 6 y 40 nucledtidos, mas tipicamente entre 15 y 35 nucledtidos. Las moléculas de cebador cortas generalmente
requieren temperaturas mas bajas para formar complejos hibridos suficientemente estables con el molde. Un
cebador no debe reflejar necesariamente la secuencia exacta del molde, pero debe ser suficientemente
complementario para hibridarse con un molde para que se produzca la elongaciéon del cebador. En determinadas
realizaciones, la expresion "pareja de cebadores" se refiere a un conjunto de cebadores que incluye un cebador de
sentido 5' (en ocasiones denominado "directo") que se hibrida con el complemento del extremo 5' de la secuencia de
acidos nucleicos que debe amplificarse, y un cebador antisentido 3' (en ocasiones denominado "inverso") que se
hibrida con el extremo 3' de la secuencia que debe amplificarse (por ejemplo en el caso de que la secuencia diana
se exprese como ARN o sea un ARN). Un cebador puede marcarse, si se desea, mediante la incorporacion de un
marcaje detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por
ejemplo, entre los marcajes utiles se incluyen p, pigmentos fluorescentes, reactivos electrodensos, enzimas (tales
como los utilizados cominmente en los ensayos de ELISA), biotina o haptenos y proteinas para los que se dispone
de antisueros o anticuerpos monoclonales.

La expresion "sonda de nucleasa 5" se refiere a un oligonucleétido que comprende por lo menos una fraccion de
marcaje emisora de luz y que se utiliza en una reaccion de nucleasa 5' para llevar a cabo la deteccion del acido
nucleico diana. En algunas realizaciones, por ejemplo, una sonda de nucleasa 5' incluye Unicamente una sola
fraccion emisora de luz (por ejemplo un pigmento fluorescente, etc.). En determinadas realizaciones, una sonda de
nucleasa 5' incluye regiones de autocomplementariedad de manera que las sondas son capaces de formar
estructuras de horquilla bajo condiciones seleccionadas. A titulo ilustrativo adicional, en algunas realizaciones una
sonda de nucleasa 5' comprende por lo menos dos fracciones de marcaje y emite radiacion de intensidad creciente
después de que uno de los dos marcajes se escinda o de otro modo se separe del oligonucledtido. En determinadas
realizaciones, se marca una sonda de nucleasa 5' con dos pigmentos fluorescentes diferentes, por ejemplo un
pigmento informador en el extremo 5'y el pigmento o fraccién inhibidor en el extremo 3'. En algunas realizaciones,
las sondas de nucleasa 5' se marcan en una o0 mas posiciones aparte de, o ademas de, las posiciones terminales.
En el caso de que la sonda se encuentre intacta, la transferencia de energia tipicamente ocurre entre los dos
fluoréforos, de manera que la emision fluorescente del pigmento informador resulta inhibida por lo menos en parte.
Durante una etapa de extension de una reaccion en cadena de polimerasa, por ejemplo, una sonda de nucleasa 5'
unida a un acido nucleico molde se escinde por la actividad de nucleasas 5' a 3' de, por ejemplo, una polimerasa Taq
u otra polimerasa que presente dicha actividad, de manera que la emision fluorescente del pigmento informador ya
no se encuentra inhibida. También se describen sondas de nucleasa 5' ejemplares en, por ejemplo, las patentes US
n® 5.210.015, n® 5.994.056 y n° 6.171.785. En otras realizaciones, una sonda de nucleasa 5' puede marcarse con
dos o mas pigmentos informadores diferentes y un pigmento o fraccién inhibidora 3'-terminal.

El término "FRET" o "transferencia de energia de resonancia fluorescente" o "transferencia de energia de resonancia
de Foerster" se refiere a una transferencia de energia entre por lo menos dos cromoéforos, un cromoforo donante y
un cromoforo aceptor (denominado inhibidor). El donante tipicamente transfiere la energia al aceptor cuando el
donante es excitado por radiacion luminica de una longitud de onda adecuada. El aceptor tipicamente reemite la
energia transferida en forma de radiacion luminica con una longitud de onda diferente. En el caso de que el aceptor
sea un inhibidor "oscuro", disipa la energia transferida en una forma que no es luz. Que un fluoréforo particular actue
como donante o aceptor depende de las propiedades del otro elemento de la pareja FRET. Entre las parejas de
donante-aceptor utilizadas cominmente se incluyen la pareja FAM-TAMRA. Son inhibidores utilizados cominmente,
DABCILO y TAMRA. Entre los inhibidores oscuros utilizados cominmente se incluyen BlackHole Quenchers™
(BHQ), (Biosearch Technologies, Inc., Novato, Cal.), lowa Black™ (Integrated DNA Tech., Inc., Coralville, lowa) y
BlackBerry™ Quencher 650 (BBQ-650) (Berry & Assoc., Dexter, Mich.).

El término "convencional" o "natural" en referencia a bases de acidos nucleicos, nucledsidos trifosfato o nucleétidos
se refiere a aquellos presentes naturalmente en el polinucleétido que se describe (es decir, para el ADN son dATP,
dGTP, dCTP y dTTP). Ademas, se utilizan frecuentemente dITP y 7-deaza-dGTP en lugar de dGTP, y 7-deaza-dATP
puede utilizarse en lugar de dATP en reacciones de sintesis de ADN in vitro, tales como la secuenciacion.
Colectivamente pueden denominarse dNTP.

La expresion "no convencional" o "modificado” en referencia a una base de acidos nucleicos, nucledsido o nucleétido
incluye las modificaciones, derivaciones o analogos de bases convencionales, nucledsidos o nucleétidos que se
observan naturalmente en un polinucleétido particular. Determinados nucleétidos no convencionales se encuentran
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modificados en la posicién 2' del azucar ribosa en comparacion con los dNTP convencionales. De esta manera,
aunque para el ARN los nucleétidos naturales son ribonucledtidos (es decir, ATP, GTP, CTP, UTP, colectivamente
rNTP), debido a que estos nucledtidos presentan un grupo hidroxilo en la posicién 2' del azucar que, a titulo
comparativo, se encuentra ausente en los dNTP, tal como se utiliza en la presente memoria, los ribonucleétidos son
nucleétidos no convencionales como sustratos para las ADN polimerasas. Tal como se utiliza en la presente
memoria, entre los nucledtidos no convencionales se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, compuestos utilizados
como terminadores para la secuenciacion de acidos nucleicos. Entre los compuestos terminadores ejemplares se
incluyen, aunque sin limitarse a ellos, compuestos que presentan una estructura de 2',3'-dideoxi y se denominan
dideoxinucledsidos trifosfato. Los dideoxinucledsidos trifosfato ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP se denominan
colectivamente ddNTP. Entre los ejemplos adicionales de compuestos terminadores se incluyen analogos 2'-PO, de
ribonucledtidos (ver, por ejemplo, las solicitudes publicadas de patente US n° 2005/0037991 y n° 2005/0037398).
Entre otros nucledtidos no convencionales se incluyen los dNTP fosforioato ([[a]-S]JdNTPs), los dNTP 5’-[a]-borano,
los dNTP [a]-metil-fosfonato y los ribonucledsidos trifosfato (rNTP). Las bases no convencionales pueden marcarse
con is6topos radioactivos tales como 32P, 3po 353, marcajes fluorescentes, marcajes quimioluminiscentes, marcajes
bioluminiscentes, marcajes haptenos tales como biotina, o marcajes enzimaticos tales como estreptavidina o avidina.
Entre los marcajes fluorescentes pueden incluirse pigmentos con carga negativa, tales como pigmentos de la familia
de la fluoresceina, o pigmentos de carga neutra, tales como pigmentos de la familia de la rodamina, o pigmentos con
carga positiva, tales como los pigmentos de la familia de la cianina. Entre los pigmentos de la familia de la
fluoresceina se incluyen, por ejemplo, FAM, HEX, TET, JOE, NAN y ZOE. Entre los pigmentos de la familia de la
rodamina se incluyen rojo Texas, ROX, R110, R6G y TAMRA. Diversos pigmentos o nucleodtidos marcados con FAM,
HEX, TET, JOE, NAN, ZOE, ROX, R110, R6G, rojo Texas y TAMRA son comercializados por Perkin-Elmer (Boston,
MA), Applied Biosystems (Foster City, CA) o Invitrogen/Molecular Probes (Eugene, OR). Entre los pigmentos de la
familia de la cianina se incluyen Cy2, Cy3, Cy5 y Cy7 y son comercializados por GE Healthcare UK Limited
(Amersham Place, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el "porcentaje de identidad de secuencias" se determina mediante la
comparacion de dos secuencias alineadas 6ptimamente en una ventana de comparacion, en la que la parte de la
secuencia en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir huecos) en
comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para la alineacion éptima
de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el numero de posiciones en las que se observa una
base de acidos nucleicos o residuo aminoacido idéntico en ambas secuencias, rindiendo el numero de posiciones
correspondientes, dividiendo el nimero de posiciones correspondientes por el nimero total de posiciones en la
ventana de comparacion y multiplicando el nimero por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencias.

Los términos "idéntico" e "identidad", en el contexto de dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos, se
refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales. Las secuencias son "sustancialmente idénticas"
en el caso de que presenten un porcentaje especificado de nucledtidos o residuos aminoacidos que son iguales (por
ejemplo por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo menos 30%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo
menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo
menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90% o por lo menos 95% de identidad en una
region especificada), al comparar y alinear para la maxima correspondiente en una ventana de comparacion o region
designada segun se mide utilizando uno de los algoritmos de comparacién de secuencias siguientes o mediante
alineaciéon manual e inspeccion visual. Estas definiciones también se refieren al complemento de una secuencia de
ensayo. Opcionalmente, la identidad existe en una region que presenta una longitud de por lo menos
aproximadamente 50 nucledtidos, o mas tipicamente en una regién de 100 o 500 o 1.000 o mas nucledtidos de
longitud.

Las expresiones "similitud" o "porcentaje de similitud" en el contexto de dos o mas secuencias de polipéptido, se
refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias que presentan un porcentaje especificado de residuos
aminoacidos que son iguales o similares segun definen las sustituciones conservadoras de aminoacidos (por
ejemplo una similitud de 60%, opcionalmente similares al 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95% en una region
especificada), al compararse y alinearse para la maxima correspondencia en una ventana de comparacion o region
designada segun se mide utilizando uno de los algoritmos de comparacion de secuencias siguiente, o mediante
alineaciéon manual e inspeccién visual. Las secuencias son "sustancialmente similares" entre si en el caso de que
sean por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo menos 30%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos
45%, por lo menos 50% o por lo menos 55% similares entre si. Opcionalmente, esta similitud existe en una region
que presenta una longitud de por lo menos aproximadamente 50 aminoacidos, o mas tipicamente en una region de
por lo menos aproximadamente 100 a 500 o 1.000 o mas aminoacidos de longitud.

Para la comparacion entre secuencias, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia, con las que
se comparan las secuencias de ensayo. Al utilizar un algoritmo de comparacién de secuencias, se introducen las
secuencias de ensayo y de referencia en un ordenador, se fijan las coordenadas de la subsecuencia, en caso
necesario, y se fijan los parametros del programa de algoritmo de secuencias. Habitualmente se utilizan los
parametros por defecto del programa, o pueden fijarse parametros alternativos. A continuacién, el algoritmo de
comparacion de secuencias calcula el porcentaje de identidades o similitudes de secuencia para las secuencias de
ensayo respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.
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Una "ventana de comparacion”, tal como se utiliza en la presente memoria, incluye la referencia a un segmento de
cualquiera de entre varias posiciones contiguas seleccionadas de entre el grupo que consiste de entre 20 y 600,
habitualmente de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 200, mas habitualmente de entre
aproximadamente 100 y aproximadamente 150, en el que una secuencia puede compararse con una secuencia de
referencia del mismo niumero de posiciones contiguas tras la alineacion 6ptima de las dos secuencias. Los métodos
de alineacién de secuencias para la comparacion son bien conocidos de la técnica. La alineacién optima de
secuencias para la comparacion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologias locales de
Smith y Waterman (Adv. Appl. Math. 2:482, 1970), mediante el algoritmo de alineacién de homologias de
Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:443, 1970), mediante el método de busqueda de similitudes de Pearson y
Lipman (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988), mediante implementaciones computerizadas de dichos
algoritmos (por ejemplo GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete Wisconsin Genetics Software, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.) o mediante alineacién manual e inspeccién visual (ver, por
ejemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (suplemento de 1995)).

Los algoritmos adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencias y de similitud de secuencias
son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, los cuales han sido descritos en Altschul et al. (Nuc. Acids Res. 25:3389-
402, 1977), y en Altschul et al. (J. Mol. Biol. 215:403-10, 1990), respectivamente. El software para llevar a cabo los
analisis de BLAST se encuentra disponible publicamente en el National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Este algoritmo implica identificar en primer lugar las parejas de secuencias de alta
puntuacion (PSAP) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de pregunta que
corresponden o satisfacen alguna puntuacion umbral T de valor positivo estando alineadas con una palabra de la
misma longitud en una secuencia de base de datos. T se denomina umbral de puntuacién de palabra vecina
(Altschul et al., supra). Estos resultados iniciales de palabras vecinas actian como semillas para iniciar busquedas
de PAP mas largas que las contengan. Los resultados de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de
cada secuencia tanto como pueda incrementarse la puntuacién acumulada de alineacion. Las puntuaciones
acumuladas se calculan utilizando, para las secuencias de nucleodtidos, los parametros M (puntuaciéon de premio
para una pareja de residuos correspondientes, siempre >0) y N (puntuacién de penalizaciéon para residuos no
correspondientes, siempre <0). Para las secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz de puntuacion para
calcular la puntuaciéon acumulada. La extension de los resultados de palabras en cada direccion se detiene en el
caso de que: la puntuacién acumulada de alineacion caiga en una cantidad X respecto al valor maximo alcanzado; la
puntuacion acumulada vaya a cero o menos debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de residuos de
puntuaciones negativas, o se alcance el final de cualquiera de las dos secuencias. Los parametros W, T y X del
algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias
de nucledtidos) utiliza como valores por defecto una longitud de palabra (W) de 11, un valor esperado (E) de 10,
M=5, N=-4 y una comparacion de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza
como valores por defecto una longitud de palabra de 3 y un valor esperado (E) de 10, y la matriz de puntuaciones
BLOSUMG62 (ver Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915, 1989) alineaciones (B) de 50, valor
esperado (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST realiza ademas un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (ver, por ejemplo,
Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-87, 1993). Una medida de similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad
de que una correspondencia entre dos secuencias de nucleétidos o de aminoacidos se produzca por azar. Por
ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia en el caso de que la probabilidad de
suma mas pequefia en una comparacion del acido nucleico de ensayo y el acido nucleico de referencia sea inferior a
aproximadamente 0,2, tipicamente inferior a aproximadamente 0,01, y mas tipicamente inferior a aproximadamente
0,001.

La expresion "discriminacion de no correspondencias” se refiere a la capacidad de un biocatalizador (por ejemplo un
enzima, tal como una polimerasa, ligasa o similar) de distinguir una secuencia totalmente complementaria de una
secuencia que contiene no correspondencias, durante la extension de un acido nucleico (por ejemplo un cebador u
otro oligonucleétido) de una manera dependiente del molde mediante la unién (por ejemplo covalentemente) de uno
o0 mas nucledtidos al acido nucleico. La expresion "discriminacion de no correspondencias 3" se refiere a la
capacidad de un biocatalizador de distinguir una secuencia totalmente complementaria de una secuencia (casi
complementaria) que contiene no correspondencias en la que el acido nucleico que debe extenderse (por ejemplo
un cebador u otro oligonucleétido) presenta una no correspondencia en el extremo 3'-terminal del acido nucleico en
comparacion con el molde con el que se hibrida el acido nucleico. En algunas realizaciones, el acido nucleico que
debe extenderse comprende una no correspondencia en el extremo 3' respecto a la secuencia totalmente
complementaria. En algunas realizaciones, el acido nucleico que debe extenderse comprende una no
correspondencia en la pendltima posicion (N-1) 3' y/o en la posicion N-2 respecto a la secuencia totalmente
complementaria.

La expresion "valor Cp" o valor de "punto de cruce" se refiere a un valor que permite la cuantificacién de los acidos
nucleicos diana de entrada. El valor Cp puede determinarse segun el método de maximo de segunda derivada (Van
Luu-The et al., "Improved real-time RT-PCR method for high-throughput measurements using second derivative
calculation and double correction”, BioTechniques, vol. 38, n° 2, febrero de 2005, paginas 287-293). En el método de
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la segunda derivada, un valor de Cp corresponde al primer pico de una curva de segunda derivada. Este pico
corresponde al inicio de una fase log-lineal. El método de segunda derivada calcula un valor de segunda derivada de
la curva de intensidad de fluorescencia en tiempo real y Unicamente se obtiene un valor. El método de Pc original se
basa en una aproximacion diferenciable definida localmente de los valores de intensidad, por ejemplo mediante una
funcién polindmica. A continuacion se calcula la tercera derivada. El valor de Cp es la raiz mas pequena de la
tercera derivada. El valor de Cp también puede determinarse utilizando el método de punto de ajuste, en el que se
determina el valor de Cp como la interseccién de una linea paralela a la linea umbral en la region log-lineal (Van
Luu-The et al., BioTechniques, vol. 38, n° 2, febrero de 2005, paginas 287-293). Estos calculos pueden ser
facilmente realizados por cualquier experto en la materia.

La expresion "eficiencia de PCR" se refiere a una indicacion de la eficiencia de amplificaciéon ciclo a ciclo para el
molde de cebador perfectamente correspondiente. La eficiencia de la PCR se calcula para cada condicion utilizando
la ecuacion: Eficiencia de PCR (%)=(10°""*"®1) x 100, en la que la pendiente se calcula mediante regresion lineal
con log numero de copia en el eje y, y Cp se representa en el gje x.

El término "multiplex” se refiere a la amplificacion con mas de un grupo de cebadores, o la amplificacion de mas de
un sitio de polimorfismo en una Unica reaccion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 ilustra una alineacion de secuencias de aminoacidos de una region del dominio de polimerasa de ADN
polimerasas ejemplares de diversas especies de bacterias: Thermus species Z05 (Z05) (SEC ID n° 12), Thermus
aquaticus (Taq) (SEC ID n° 13), Thermus filiformus (Tfi) (SEC ID n° 14), Thermus flavus (Tfl) (SEC ID n° 15),
Thermus especie Sps17 (Sps17) (SEC ID N°16), Thermus thermophilus (Tth) (SEC ID n° 17), Thermus caldophilus
(Tca) (SEC ID n°® 18), Thermotoga maritima (Tma) (SEC ID n°® 19), Thermotoga neopolitana (Tne) (SEC ID n° 20),
Thermosipho africanus (Taf) (SEC ID n° 21), Deinococcus radiodurans (Dra) (SEC ID n°® 23), Bacillus stearo-
thermophilus (Bst) (SEC ID n° 24) y Bacillus caldotenax (Bca) (SEC ID n° 25). Ademas, las regiones polipeptidicas
mostradas comprenden el motivo de aminoacidos A-G-X1-Xz-F-X3-X4-Xs5-Xg-X7-Xg-Q-Xo-X10-X11-X12-L-X13-X14-X15-L
(SEC ID n° 26), las posiciones variables del cual se definen adicionalmente en la presente memoria. Este motivo se
subraya en negrita para cada secuencia de polimerasa. Las posiciones de aminoacidos que pueden mutar segun la
presente invencion se indican con un asterisco (*).

La figura 2 proporciona las identidades de secuencia entre los enzimas ADN polimerasa | siguientes: ADN
polimerasa Z05 de Thermus sp. (Z05), ADN polimerasa Z05 (Z05); ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq);
ADN polimerasa de Thermus filiformis (Tfi); ADN polimerasa de Thermus flavus (Tfl); ADN polimerasa Sps17 de
Thermus sp. (Sps17); ADN polimerasa de Thermus thermophilus (Tth); ADN polimerasa de Thermus caldophilus
(Tca); ADN polimerasa de Deinococcus radiodurans (Dra); ADN polimerasa de Thermotoga maritima (Tma); ADN
polimerasa de Thermotoga neopolitana (Tne); ADN polimerasa de Thermosipho africanus (Taf); ADN polimerasa de
Bacillus stearothermophilus (Bst) y ADN polimerasa de Bacillus caldotenax (Bca). (A) identidades de secuencia a lo
largo del enzima polimerasa | entero (correspondiente a los aminoacidos 1 a 834 de Z05), y (B) identidades de
secuencia a lo largo del subdominio de polimerasa correspondiente a los aminoacidos 420 a 834 de Z05.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion proporciona ADN polimerasas mejoradas en las que se han identificado uno o mas
aminoacidos en el dominio de polimerasa que mejoran una o mas actividades o caracteristicas de las polimerasas.
Las ADN polimerasas de la invencion son enzimas activos que presentan una actividad incrementada de
discriminacion de no correspondencias 3' (es decir, las polimerasas de la invencion indicadas en la presente
memoria es menos probable que extiendan cebadores no correspondientes con el molde en el extremo 3' del
cebador o proximo al mismo) respecto a la forma no modificada de la polimerasa que de otro modo es idéntica
excepto por la diferencia de aminoacido indicada en la presente memoria. Las ADN polimerasas resultan utiles en
una diversidad de aplicaciones que implican la extensiéon de polinucleétidos o la amplificacion de moldes
polinucledtidos, incluyendo, por ejemplo, aplicaciones en estudios de ADN recombinante y diagndstico médico de
enfermedades.

Polimerasa de la invencion

Se dan a conocer ADN polimerasas que pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:

Ala-Gly-His-Pro-Phe-Asn-Leu-Asn-Xg-Arg-Asp-Gln-Leu-X10-Arg-Val-Leu-X13-Asp-Glu-Leu (también denominada
en la presente memoria en el codigo de una letra: A-G-H-P-F-N-L-N-Xs-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L), en el que:

Xe es Ser (S), Gly (G), Ala (A), Asp (D), Phe (F), Lys (K), Cys (C), Thr (T) o Tyr (Y),
Xio0 es cualquier aminoacido diferente de Glu (E), y
Xi3 es Phe (F), Ala (A), Gly (G), Ser (S), Thr (T), Tyr (Y), Asp (D) o Lys (K) (SEC ID n° 8).
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En la presente memoria, X1 se seleccionade entre L, M, W, P, T,F,Y,C,N,D,V,|,R,K,Q,H,S,A0G. Sedaa
conocer ademas que Xig se selecciona de entre R, K, A 0 G (SEC ID n° 49).

Se dan a conocer ademas ADN polimerasas derivadas de una especie del género Thermus que pueden
caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:

Ala-Gly-His-Pro-Phe-Asn-Leu-Asn-Ser-Arg-Asp-GIn-Leu-X1-Arg-Val-Leu-Phe-Asp-Glu-Leu (también denominado
en el codigo de una letra: A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X10-R-V-L-F-D-E-L), en el que Xio es cualquier
aminoacido diferente de Glu (E) (SEC ID n° 9).

En algunas realizaciones, las ADN polimerasas de la invencion derivadas de una especie del género Thermus
pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:

Ala-Gly-His-Pro-Phe-Asn-Leu-Asn-Ser-Arg-Asp-Gin-Leu-X1-Arg-Val-Leu-Phe-Asp-Glu-Leu (también denominado
en el codigo de una letra: A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X10-R-V-L-F-D-E-L), en el que:
Xioes Ala (A), Gly (G), Lys (K) o Arg (R) (SEC ID n° 10).

En algunas realizaciones, las ADN polimerasas de la invencion derivadas de una especie del género Thermus
pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:

Ala-Gly-His-Pro-Phe-Asn-Leu-Asn-Ser-Arg-Asp-GIn-Leu-X1-Arg-Val-Leu-Phe-Asp-Glu-Leu (también denominado
en el codigo de una letra: A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X10-R-V-L-F-D-E-L), en el que:
Xioes Lys (K) (SEC ID n° 11).

Ademas, se da a conocer que las ADN polimerasas pueden comprender sustituciones de aminoacidos adicionales,
por ejemplo en las posiciones Xs y X3 del motivo nativo (SEC ID n° 26). Las sustituciones adicionales en las
posiciones Xs y X413 también pueden resultar en una discriminacién incrementada de no correspondencias 3'. De esta
manera, se dan a conocer ADN polimerasas que pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:

Ala-Gly-X1-Xo-Phe-X3-X4-Xs5-Xe-X7-Xg-GIn-Xo-X10-X11-X12-Leu-X13-X14-X15-Leu (también denominado en la presente
memoria con el codigo de una letra: A-G-Xi-Xo-F-X3-X4-Xs5-Xg-X7-Xg-Q-Xg-X10-X11-X12-L-X13-X14-X15-L), en el que:
Xj es His (H), Glu (E) o GIn (Q),

Xz es Pro (P), Thr (T) o Glu (E),

Xz es Asn (N) o His (H),

Xs es Leu (L) o lle (1),

Xses Asn (N) o Arg (R),

X es cualquier aminoacido,

X7es Arg (R), Pro (P) o Ser (S),

Xg es Asp (D), Lys (K) o Thr (T),

Xg es Leu (L) o Val (V),

Xi0 es cualquier aminoacido diferente de Glu (E), Ser (S), Ala (A) o Gly (G),

X11 es Arg (R), Asn (N), Tyr (Y), Thr (T) o Val (V),

Xizes Val (V) o lle (1),

X13 es cualquier aminoacido,

Xises Asp (D)o Glu (E), y

Xises Glu (E) o Lys (K) (SEC ID n° 42).

Se dan a conocer ademas ADN polimerasas que pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:
Ala-Gly-X1-Pro-Phe-Asn-Xs-Asn-Xg-X7-Xg-GIn-Xg-X10-X11-X12-Leu-X13-X14-X15-Leu  (también denominado en la
presente memoria con el cédigo de una letra: A-G-X1-P-F-N-X4-N-Xg-X7-Xg-Q-Xg-X10-X11-X12-L-X13-X14-X15-L), en el
que:

X1 es His (H) o Glu (E),

Xs es Leu (L) o lle (1),

X es cualquier aminoacido,

Xzes Arg (R) o Pro (P),

Xg es Asp (D) o Lys (K),

Xg es Leu (L) o Val (V),

Xi0 es cualquier aminoacido diferente de Glu (E) o Ser (S),

X171 es Arg (R) o Asn (N),

Xizes Val (V) o lle (1),

X13 es cualquier aminoacido,

Xises Asp (D)o Glu (E), y

Xises Glu (E) o Lys (K) (SEC ID n° 43).

Se da a conocer ademas que las ADN polimerasas pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente
(correspondiente a las ADN polimerasas derivadas de Thermus 'y Thermotoga):
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Ala-Gly-X1-Pro-Phe-Asn-Xs-Asn-Ser-X7-Xg-GIn-Xg-X10-Arg-X12-Leu-Phe-X14-X1s-Leu (también denominadas en la
presente memoria en el cédigo de una letra: A-G-X1-P-F-N-X4-N-S-X7-Xg-Q-Xo-X10-R-X12-L-F-X14-X15-L), en el que:
X1 es His (H) o Glu (E),

Xs es Leu (L) o lle (1),

Xzes Arg (R) o Pro (P),

Xg es Asp (D) o Lys (K),

Xg es Leu (L) o Val (V),

Xio0 es cualquier aminoacido diferente de Glu (E) o Ser (S),

Xizes Val (V) o lle (1),

Xises Asp (D)o Glu (E), y

Xises Glu (E) o Lys (K) (SEC ID n° 44).

Se dan a conocer ademas ADN polimerasas que pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:
Ala-Gly-His-Pro-Phe-Asn-Leu-Asn-Xg-Arg-Asp-Gin-Leu-X10-Arg-Val-Leu-X13-Asp-Glu-Leu (también denominado en el
cadigo de una letra: A-G-H-P-F-N-L-N-Xg-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L), en el que:

X es cualquier aminoacido,

Xio0 es cualquier aminoacido diferente de Glu (E), y

Xi3 es cualquier aminoacido (SEC ID n° 45).

Se dan a conocer ademas ADN polimerasas que pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:
Ala-Gly-His-Pro-Phe-Asn-Leu-Asn-Xg-Arg-Asp-Gin-Leu-X10-Arg-Val-Leu-X13-Asp-Glu-Leu (también denominado en el
cadigo de una letra: A-G-H-P-F-N-L-N-Xg-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L), en el que:

Xe es cualquier aminoacido diferente de Ser (S),

Xio0 es cualquier aminoacido diferente de Glu (E), y

Xi3 es cualquier aminoacido diferente de Phe (F) (SEC ID n° 46).

Se dan a conocer ademas ADN polimerasas que pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:
Ala-Gly-His-Pro-Phe-Asn-Leu-Asn-Xg-Arg-Asp-Gin-Leu-X1o-Arg-Val-Leu-X13-Asp-Glu-Leu (también denominada en la
presente memoria en el cédigo de una letra: A-G-H-P-F-N-L-N-Xg-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L), en el que:

Xe es Ser (S), Gly (G), Ala (A), Asp (D), Phe (F), Lys (K), Cys (C), Thr (T) o Tyr (Y),

Xioes Ser (S), GIn (Q), Ala (A), Gly (G), Lys (K) o Arg (R), y

Xizes Phe (F), Ala (A), Gly (G), Ser (S), Thr (T), Tyr (Y), Asp (D) or Lys (K) (SEC ID n° 47).

Se dan a conocer ademas ADN polimerasas que pueden caracterizarse porque presentan el motivo siguiente:
Ala-Gly-His-Pro-Phe-Asn-Leu-Asn-Xg-Arg-Asp-Gin-Leu-X1o-Arg-Val-Leu-X13-Asp-Glu-Leu (también denominado en el
cadigo de una letra: A-G-H-P-F-N-L-N-Xg-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L), en el que:

Xe es Ser (S), Gly (G), Ala (A), Asp (D), Phe (F), Lys (K), Cys (C), Thr (T) o Tyr (Y),

Xioes Lys (K), y

Xi3 es Phe (F), Ala (A), Gly (G), Ser (S), Thr (T), Tyr (Y), Asp (D) o Lys (K) (SEC ID n° 48).

Este motivo se encuentra presente en el dominio de "dedos" de muchas ADN polimerasas dependientes de ADN de
familia A, particularmente las ADN polimerasas termoestables de bacterias termofilicas (Li et al., EMBO J. 17:7514-
7525, 1998). Por ejemplo, la figura 1 muestra una alineacion de secuencias de aminoacidos que comprende la
secuencia nativa correspondiente al motivo anteriormente indicado en ADN polimerasas de varias especies de
bacterias: Escherichia coli, Bacillus caldotenax, Bacillus stearothermophilus, Deinococcus radiodurans, Thermosipho
africanus, Thermotoga maritima, Thermotoga neopolitana, Thermus aquaticus, Thermus caldophilus, Thermus
filiformus, Thermus flavus, Thermus sp. Sps17, Thermus sp. Z05 y Thermus thermophilus. Tal como se muestra, el
motivo de SEC ID n° 8, excepto en el que Xip es E, S, A o G, se encuentra presente en cada una de dichas
polimerasas, indicando una funcién conservada de esta region de la polimerasa. La figura 2 proporciona identidades
de secuencia entre dichas ADN polimerasas.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se da a conocer una polimerasa que comprende SEC IDn° 8, 9, 10 0 11
(por ejemplo en la que X1o se selecciona, segun resulte apropiado en la secuencia de consenso, de entre G, A, V, L,
LM, F,W,P,S, T,C,Y,N, Q, D, K, R o H), que presenta la actividad y/o las caracteristicas mejoradas indicadas en
la presente memoria, y en la que la ADN polimerasa de otro modo es una ADN polimerasa de tipo salvaje o natural,
tal como, por ejemplo, una polimerasa de cualquiera de las especies de bacterias termofilicas listadas anteriormente,
o es sustancialmente idéntica a dicha ADN polimerasa de tipo salvaje o natural. Por ejemplo, la polimerasa
comprende SEC ID n° 8, 9, 10 0 11 y es idéntica por lo menos al 80%, 85%, 90% o 95% respecto a SEC ID n° 1, 2,
3,4,5,6,7, 36, 37, 38, 39, 40 o 41. En una variacion, la forma no modificada de la polimerasa es una especie del
género Thermus. Se da a conocer ademas que la polimerasa no modificada procede de una especie termofilica de
un género diferente de Thermus, por ejemplo de Thermotoga. Se encuentran disponibles las secuencias de acidos
nucleicos y de aminoacidos completa para numerosas ADN polimerasas termoestables. Cada una de las secuencias
de Thermus aquaticus (Taq) (SEC ID n°® 2), Thermus thermophilus (Tth) (SEC ID n° 6), Thermus sp. Z05 (SEC ID n°
1), Thermus species Sps17 (SEC ID n° 5), Thermotoga maritima (Tma) (SEC ID n°® 2) y Thermosipho africanus (Taf)
(SEC ID n° 37) han sido publicadas en la solicitud publicada de patente internacional PCT n°® WO 92/06200. La
secuencia de la ADN polimerasa de Thermus flavus (SEC ID n° 4) ha sido publicada en Akhmetzjanov y Vakhitov
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(Nucleic Acids Research 20:5839, 1992). La secuencia de la ADN polimerasa termoestable de Thermus caldophilus
(SEC ID n° 7) se encuentra en EMBL/GenBank n° de acceso U62584. La secuencia de la ADN polimerasa
termoestable de Thermus filiformis puede recuperarse del deposito n° 42380 de la ATCC utilizando, por ejemplo, los
métodos proporcionados en la patente US n°® 4.889.818, asi como la informacién de secuencia proporcionada en la
Tabla 1. La secuencia de la ADN polimerasa de Thermotoga neapolitana (SEC ID n° 39) es de la base de datos de
patentes GeneSeq n° R98144 y del documento n® PCT WO 97/09451. La secuencia de la ADN polimerasa
termoestable de Bacillus caldotenax (SEC ID n°® 41) se describe en, por ejemplo, Uemori et al. (J Biochem (Tokyo)
113(3):401-410, 1993; ver también el n° de acceso de la base de datos Swiss-Prot Q04957 y los n° de acceso de
GenBank D12982 y BAA02361). Los ejemplos de formas no modificadas de ADN polimerasas que pueden
modificarse tal como se indica en la presente memoria también se describen en, por ejemplo, las patentes US n°
6.228.628, n° 6.346.379, n° 7.030.220, n° 6.881.559, n° 6.794.177 y n® 6.468.775, y las solicitudes de patente US n°
20040005599; 20020012970; 20060078928 y 20040115639. También se proporcionan secuencias representativas
de polimerasas de longitud completa en el listado de secuencias.

En algunas realizaciones, la polimerasa de la invencién, ademas de presentar un dominio de polimerasa que
comprende SEC ID n° 10 o n® 11, también comprende un dominio de nucleasa (por ejemplo correspondiente a las
posiciones 1 a 291 de Z05).

En algunas realizaciones, una polimerasa de la invencién es una polimerasa quimérica, es decir, comprende
regiones polipeptidicas de dos o mas enzimas. Se describen ejemplos de dichas ADN polimerasas quiméricas en,
por ejemplo, la patente US n°® 6.228.628. Resultan particularmente adecuadas las ADN polimerasas de familia CS
quiméricas, que incluyen las polimerasas CS5 (SEC ID n° 29) y CS6 (SEC ID n°® 30) y variantes de las mismas que
presentan una identidad o similitud de secuencia sustancial con la SEC ID n® 29 o la SEC ID n° 30 (tipicamente una
identidad de secuencia de por lo menos 80%, mas tipicamente de por lo menos 90% y todavia mas tipicamente de
por lo menos 95%) y de esta manera pueden modificarse para contener SEC ID n° 8. Las ADN polimerasas CS5 y
CS6 son enzimas quiméricas derivadas de las ADN polimerasas de Thermus sp. Z05 y de Thermotoga maritima
(Tma). Comprenden el dominio N-terminal de nucleasa 5' del enzima de Thermus y la exonucleasa 3'-5' C-terminal y
los dominios de polimerasa del enzima Tma. Estos enzimas presentan una actividad de transcriptasa inversa
eficiente, pueden extender cebadores que contienen analogos de nucledtidos y pueden incorporar dNTP, dUTP,
dITP alfa-fosforotioato y también dNTP marcados con pigmentos de la familia de la fluoresceina y la cianina. Las
polimerasas CS5 y CS6 también son enzimas de PCR activados por Mg2+ eficientes. Las polimerasas quiméricas
CS5 y CS6 se describen adicionalmente en, por ejemplo, la solicitud publicada de patente US n° 2004/0005599.

En algunas realizaciones, la polimerasa de la invencion comprende SEC ID n® 10 o n° 11 y comprende ademas uno
0 mas cambios de aminoacidos adicionales (por ejemplo la sustitucion, adicion o delecién de aminoacidos) respecto
a una polimerasa nativa. En algunas realizaciones, dichas polimerasas conservan el motivo de aminoacidos de SEC
ID n°® 10 o n° 11, y comprenden ademas el motivo de aminoacidos de SEC ID n° 27 (correspondiente a la mutacion
D580X de Z05 (SEC ID n° 1), de la manera siguiente:

T-G-R-L-S-S-X7-Xg-P-N-L-Q-N, en el que:
Xzes Ser (S)o Thr(T),y
Xg es cualquier aminoacido diferente de D o E (SEC ID n° 27).

La mutacion caracterizada por la SEC ID n°® 27 se comenta en mayor detalle en, por ejemplo, la publicacion de
patente US n° 2009/0148891. En algunas realizaciones, dichas polimerasas variantes funcionales tipicamente
presentan una identidad o similitud de secuencias sustancial respecto a la polimerasa de tipo salvaje o natural (por
ejemplo SEC ID n° 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 39, 40, 41, 42, 43 0 44), tipicamente una identidad de secuencias de por lo
menos 80% y mas tipicamente de por lo menos 90%, todavia mas tipicamente de por lo menos 95%.

Se da a conocer ademas que el aminoacido en la posicion Xio se sustituye por un aminoacido tal como se indica en
SECIDn° 8,9, 10 0 11, y el aminoacido en la posicion Xs se sustituye por un aminoacido tal como se indica en SEC
ID n° 27. De esta manera, el aminoacido en la posicion X1o es cualquier aminoacido diferente de Glu (E), Ser (S), Ala
(A) o Gly (G), y el aminoacido en la posicidon Xg es cualquier aminoacido diferente de Asp (D) o Glu (E). Se da a
conocer ademas que entre las sustituciones de aminoacidos se incluyen leucina (L), glicina (G), treonina (T),
glutamina (Q), alanina (A), serina (S), asparagina (N), arginina (R) y lisina (K) en la posicion Xg de SEC ID n° 27. Se
da a conocer ademas que en el caso de que la ADN polimerasa de la invencién se derive de Thermus sp., entre las
sustituciones de aminoacidos se incluyen independientemente alanina (A), glicina (G), lisina (K) o arginina (R) en la
posicion Xio y glicina (G) en la posicion Xs. Se da a conocer ademas que entre las sustituciones de aminoacidos se
incluyen independientemente lisina (K) en la posicion X1 y glicina (G) en la posicion Xs. Pueden determinarse otra u
otras sustituciones de aminoacidos en uno o mas de los sitios identificados, utilizando, por ejemplo, métodos
conocidos de mutagénesis dirigida a sitio y la determinacion del rendimiento de extensién de polinucleétido en
ensayos descritos adicionalmente en la presente memoria o de otro modo conocidos por el experto en la materia.

Debido a que la longitud exacta de las ADN polimerasas varia, las posiciones aminoacidas exactas correspondientes
a cada uno de Xio y Xg pueden variar dependiendo de la polimerasa particular utilizada. Los programas de alineacion
de secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos se encuentran disponibles facilmente (ver, por ejemplo, los
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indicados supra) y, dados los motivos particulares identificados en la presente memoria, sirven para ayudar en la
identificacion de los aminoacidos exactos (y codones correspondientes) para la modificacion segun la presente
invencion. Las posiciones correspondientes a cada uno de Xg, X10, X13 Y Xs se muestran en la Tabla 1 para ADN
polimerasas termoestables quiméricas representativas y ADN polimerasas termoestables de especies termofilicas
ejemplares.

Tabla 1. Posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones de motivo X3, X10, X13 (por ejemplo de SEC
IDn°8,9,10y 11) y Xg(de SEC ID n° 27) en las polimerasas ejemplares.

Organismo o secuencia quimérica Posicion de aminoacido

Consenso (SEC ID n°) X6 X10 X13 X8 (de SEC ID n° 27).
T. thermophilus (6) 488 493 497 580
T. caldophilats (7) 488 493 497 580
T.sp.Z05(1) 488 493 497 580
T. aquaticus (2) 486 491 495 578
T. flavus (4) 485 490 494 577
T. filiformis (3) 484 489 493 576
T. sp. Sps17 (5) 484 489 493 576
T. maritima (38) 548 553 557 640
T. neapolitana (39) 548 553 557 640
T. africanus (37) 548 553 557 639
B. caldotenax (41) 530 535 539 621
B. stearothermophilus (40) 530 535 539 620
CS5 (29) 548 553 557 640
CS6 (30) 548 553 557 640

En algunas realizaciones, la ADN polimerasa mutante de la presente invencion se deriva de la ADN polimerasa Z05
de Thermus sp. (SEC ID n°® 1) o una variante de la misma (por ejemplo D580G o similar). Tal como se ha indicado
anteriormente, en la ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. nativa, la posicion X4o corresponde al acido glutamico (E)
en la posicion 493; la posicidon Xs corresponde a la serina (S) en la posicion 488; la posicion X3 corresponde a la
fenilalanina (F) en la posiciéon 497 de SEC ID n° 1, y la posicién X8 de la SEC ID n° 27 corresponde al aspartato (D)
en la posicion 580 de la SEC ID n® 1. De esta manera, se da a conocer que la polimerasa mutante comprende por lo
menos una sustitucion de aminoacido, respecto a la ADN polimerasa Z05 de Thermus sp., en E493, S488, F497 y
D580. De esta manera, se da a conocer que el aminoacido en la posicion E493 no es E. Se da a conocer ademas
que el aminoacido en la posicién 493 se selecciona de entre G, A, V, L, I, M,F, W,P,S, T,C,Y,N,Q, D, K, Ro H.
Se da a conocer ademas que el residuo aminoacido en la posicion E493 es S, A, Q, G, K o R. En determinadas
realizaciones, el residuo aminoacido en la posicion E493 es A, G, Ko R. Se da a conocer ademas que tipicamente el
aminoacido en la posicién S488, en caso de sustituirse, no es S. Se da a conocer ademas que el aminoacido en la
posicion 488 de la SEC ID n° 1 se seleccionade entre G, A, V,L,I, M,F, W,P,E, T,C,N,Q,D,Y,K,RoH. Sedaa
conocer ademas que el residuo aminoacido en la posicion S488 puede sustituirse o no sustituirse, y es S, G, A, D, F,
K, C, To Y. Se da a conocer ademas que tipicamente el aminoacido en la posicién F497, en caso de sustituirse, no
es F. Se da a conocer ademas que el aminoacido en la posicion 497 se selecciona de entre G, A, V, L, |, M, E, W, P,
S, T,C,Y, N, Q, D, K, Ro H. Se da a conocer ademas que el residuo aminoacido en la posicién F497 puede
sustituirse o no sustituirse, yes F, A, G, S, T, Y, D o K. Se da a conocer ademas que los residuos aminoacidos en la
posicion D580 pueden seleccionarse de entre leucina (L), glicina (G), treonina (T), glutamina (Q), alanina (A), serina
(S), asparagina (N), arginina (R) y lisina (K). Entre las ADN polimerasas Z05 de Thermus sp. mutantes se incluyen
las que comprenden la sustitucion o sustituciones de aminoacidos E493K y D580G.

Entre las ADN polimerasas Z05 de Thermus sp. ejemplares se incluyen las que comprende la sustitucién o
sustituciones de aminoacidos E493S, E493A, E493Q, E493G, E493K, E493R, S488F, S488T, S488Y, S488G,
S488A, S488D, S488K, S488C, F497Y, FA97S, F497T, F497A, F497G, F497D, F497K y/o D580G Se da a conocer
ademas que la ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. mutante comprende, por ejemplo, las sustituciones de residuos
aminoacidos E493 K (o E493A, E493Q, E493G, E493S, E493R) y D580G. Se da a conocer ademas que la ADN
polimerasa Z05 de Thermus sp. mutante comprende, por ejemplo, las sustituciones de residuos aminoacidos E493 K
(0 E493A, E493Q, E493G, E493S, E493R) y S488F (0 S488T, S488Y, S488G, S488A, S488D, S488K, S488C). Se
da a conocer ademas que la ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. mutante comprende, por ejemplo, las
sustituciones de residuos aminoacidos E493 K (o E493A, E493Q, E493G, E493S, E493R) y F497S (o F497Y,
F497T, F497A, F497G, F497D, F497K). Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa Z05 de Thermus sp.
mutante comprende, por ejemplo, las sustituciones de residuos aminoacidos E493 K (o E493A, E493Q, E493G,
E493S, E493R), F497S (o F497Y, F497T, F497A, F497G, F497D, F497K) y S488F (o S488T, S488Y, S488G,
S488A, S488D, S488K, S488C). Se da a conocer ademas que la ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. mutante
comprende, por ejemplo, las sustituciones de residuos aminoacidos seleccionados independientemente de entre
E493K (o E493A, E493Q, E493G, E493S, E493R), F497S (0 F497Y, F497T, FA97A, FA97G, F497D, F497K), S488F
(0 S488T, S488Y, S488G, S488A, S488D, S488K, S488C) y/o D580G).

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2564 692 T3

Se da a conocer que la ADN polimerasa se deriva de una especie de Thermus, y el aminoacido correspondiente a la
posicion 493 de la SEC ID n° 1 es un aminoacido que no presenta una cadena lateral con carga negativa polar a pH
neutro (por ejemplo E). De esta manera, se da a conocer que la ADN polimerasa se deriva de una especie de
Thermus y el aminoacido correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n° 1 presenta una cadena lateral sin carga
polar (por ejemplo S, Q), una cadena lateral sin carga no polar (por ejemplo A, G) o una cadena lateral con carga
positiva polar (por ejemplo R o K) a pH neutro (por ejemplo aproximadamente pH 7,4). En algunas realizaciones, el
aminoacido correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n° 1 presenta una cadena lateral sin carga no polar (por
ejemplo A, G) o una cadena lateral con carga positiva polar por ejemplo R o K). En algunas realizaciones, el
aminoacido en la posicién correspondiente a la posicion 493 de la SEC ID n°® 1 que presenta una cadena lateral con
carga positiva polar es R o K. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posiciéon correspondiente a la posicion
493 de SEC ID n° 1 que presenta una cadena lateral con carga positiva polar es K.

En algunas realizaciones, las ADN polimerasas de la presente invencion también pueden incluir otras modificaciones
no por sustitucion. Entre dichas modificaciones pueden incluirse, por ejemplo, modificaciones covalentes que es
conocido de la técnica que confieren una ventaja adicional en aplicaciones que comprenden la extension de
polinucledtidos. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, la ADN polimerasa mutante incluye ademas una
modificacién covalente térmicamente reversible. Las ADN polimerasas que comprenden dichas modificaciones
térmicamente reversibles resultan particularmente adecuadas para las aplicaciones de inicio en caliente tales como,
por ejemplo, diversas técnicas de PCR de inicio en caliente. Los reactivos modificadores térmicamente reversibles
que pueden utilizarse de acuerdo con las ADN polimerasas mutantes de la presente invencién se describen en, por
ejemplo, la patente US n° 5.773.258.

Por ejemplo, las polimerasa particularmente adecuadas que comprenden una modificacion covalente térmicamente
reversible son:
R, R,

0 0 Om

en la que Ry y Ry son hidrogenos o radicales organicos, que pueden estar unidos, o que presenta la férmula Il a
continuacion:

| He

0 o 0 1)

en la que R1 y Ry son radicales organicos, que pueden encontrarse unidos, y los hidrégenos se encuentran en cis,
esencialmente tal como se indica en Birch et al., supra.

Las ADN polimerasas de la presente invencion pueden construirse mutando las secuencias de ADN que codifican la
polimerasa no modificada correspondiente (por ejemplo una polimerasa de tipo salvaje o una variante
correspondiente a partir de la que se deriva la polimerasa de la invencion), tal como mediante la utilizacion de
técnicas comunmente denominadas mutagénesis dirigida a sitio. Las moléculas de acidos nucleicos codificantes de
la forma no modificada de la polimerasa pueden mutarse mediante una diversidad de técnicas de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) bien conocidas por el experto ordinario en la materia (ver, por ejemplo, PCR
Strategies (M. A. Innis, D. H. Gelfand y J. J. Sninsky editores, 1995, Academic Press, San Diego, CA), capitulo 14;
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (M. A. Innis, D. H. Gelfand, J. J. Sninsky y T. J. White eds.,
Academic Press, NY, 1990).

A titulo de ejemplo no limitativo, el sistema de dos cebadores, utilizado en el kit de mutagénesis dirigida a sitio
Transformer de Clontech, puede utilizarse para introducir mutantes dirigidos a sitio en un polinucleétido codificante
de una forma no modificada de la polimerasa. Tras la desnaturalizacién del plasmido diana en este sistema, se
hibridan simultaneamente dos cebadores con el plasmido: uno de estos cebadores contiene la mutacion dirigida a
sitio deseada; el otro contiene una mutacion en otro punto en el plasmido que resulta en la eliminacién de un sitio de
restriccion. A continuacion, se lleva a cabo la sintesis de segunda cadena, ligando estrechamente dichas dos
mutaciones, y los plasmidos resultantes se transforman en una cepa mutS de E. coli. Se aisla el ADN plasmidico a
partir de las bacterias transformadas, cortadas con el enzima de restriccion relevante (linearizando de esta manera
los plasmidos no mutados) y después se transforma nuevamente en E. coli. Este sistema permite la generacion de
mutaciones directamente en un plasmido de expresion, sin la necesidad de subclonacién o la generaciéon de
fagémidos de cadena sencilla. El ligamiento estrecho de las dos mutaciones y la posterior linearizacion de plasmidos
no mutados resulta en una elevada eficiencia de mutacién y permite un cribado minimo. Tras la sintesis del cebador
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inicial de sitio de restriccion, este método requiere la utilizacion de Unicamente un nuevo tipo de cebador por cada
sitio de mutacion. En lugar de preparar cada mutante posicional por separado, puede sintetizarse un juego de
cebadores oligonucledtidos "disefiados degenerados” con el fin de introducir todas las mutaciones deseadas en un
sitio dado simultaneamente. Los transformantes pueden cribarse mediante secuenciacion del ADN plasmidico
pasando por la region mutagenizada con el fin de identificar y separar los clones mutantes. Cada ADN mutante
seguidamente puede cortarse y analizarse mediante electroforesis, tal como, por ejemplo, en un gel Mutation
Detection Enhancement gel [gel de deteccion mejorada de mutaciones] (Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg, NJ)
para confirmar que no se han producido otras alteraciones en la secuencia (mediante comparacion del
desplazamiento de las bandas con el control no mutagenizado). Alternativamente, puede secuenciarse la region de
ADN entera para confirmar que no se han producido sucesos de mutacion adicionales en el exterior de la region
diana.

Los duplex mutantes verificados en vectores de sobreexpresion pET (u otro) pueden utilizarse para transformar E.
coli, tal como, por ejemplo, la cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS, para la produccion de nivel elevado de la proteina
mutante y la purificacion mediante protocolos estandares. El método de mapeado FAB-MS, por ejemplo, puede
utilizarse para comprobar rapidamente la fidelidad de la expresion del mutante. Esta técnica permite la
secuenciacion de segmentos de toda la proteina y proporciona la confianza necesaria en la asignacion de las
secuencias. En un experimento de mapeado de este tipo, se digiri6 la proteina con una proteasa (la eleccion
dependera de la region especifica que debe modificarse, ya que este segmento es de gran interés y el mapa
restante deberia ser idéntico al mapa de la proteina no mutagenizada). El juego de fragmentos cortables se
fracciona mediante, por ejemplo, HPLC microbore (de fase inversa o de intercambio idnico, nuevamente segun la
region especifica que debe modificarse) para proporcionar varios péptidos en cada fraccion y se determinan los
pesos moleculares de los péptidos mediante métodos estandares, tales como FAB-EM. A continuacion, se compara
la masa determinada de cada fragmento con los pesos moleculares de los péptidos esperados de la digestion de la
secuencia predicha y se determina rapidamente la correccion de la secuencia. Debido a que este enfoque de
mutagénesis a la modificacién de proteinas es dirigido, la secuenciacion del péptido alterado no deberia resultar
necesaria en el caso de que los datos de la EM concuerden con la predicciéon. En caso de que resulte necesario
para verificar un residuo modificado, puede utilizarse la EM/EM-CAD en tandem para secuenciar los péptidos de la
mezcla en cuestion, o puede purificarse el péptido diana para degradacién de Edman subtractiva o digestion con
carboxipeptidasa Y, segun la localizacion de la modificacion.

Pueden generarse de diversas maneras ADN polimerasas mutantes con mas de una sustitucion de aminoacido. En
el caso de los aminoacidos situados muy proximos entre si en la cadena polipeptidica, pueden mutarse
simultaneamente utilizando un oligonucledtido que codifica para la totalidad de las sustituciones de aminoacidos
deseadas. Sin embargo, en el caso de que los aminoacidos se encuentren situados a cierta distancia unos de otros
(separados por mas de diez aminoacidos, por ejemplo), resulta mas dificil generar un Unico oligonucleétido que
codifique para todos los cambios deseados. En su lugar, puede utilizarse dos métodos alternativos. En el primer
método, se genera un oligonucledtido separado para cada aminoacido que debe sustituirse. A continuacion, los
oligonucledtidos se hibridan con el ADN molde de cadena sencilla simultdneamente y la segunda cadena del ADN
que se sintetiza a partir del molde codificara todas las sustituciones de aminoacidos deseadas. Un método
alternativo incluye dos o mas rondas de mutagénesis para producir el mutante deseado. La primera ronda es tal
como se ha indicado para los mutantes Unicos: el ADN codificante de la polimerasa no modificada se utiliza para el
molde, un oligonucledtido codificante de la primera o primeras sustituciones de aminoacidos deseadas se hibrida
con dicho molde y seguidamente se genera la molécula de ADN heteroduplex. La segunda ronda de mutagénesis
utiliza el ADN mutado que se ha producido en la primera ronda de mutagénesis a modo de molde. De esta manera,
este molde ya contiene una o mas mutaciones. El oligonucleétido codificante de la sustitucion o sustituciones de
aminoacidos deseadas adicionales seguidamente se hibrida con dicho molde y la cadena de ADN resultante ahora
codifica mutaciones procedentes de tanto la primera como la segunda rondas de mutagénesis. Este ADN resultante
puede utilizarse como molde en una tercera ronda de mutagénesis, y de esta manera sucesivamente.
Alternativamente, puede utilizarse el método de mutagénesis multisitio de Seyfang y Jin (Anal. Biochem. 324:285-
291, 2004).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, también se proporcionan acidos nucleicos recombinantes que codifican
cualquiera de las ADN polimerasas de la presente invencién (por ejemplo polimerasas que comprenden cualquiera
de entre SEC ID n° 8, 9, 10 o 11). Utilizando un acido nucleico de la presente invencion, codificante de una ADN
polimerasa de la invencion, puede generarse una diversidad de vectores. Cualquier vector que contenga replicon y
secuencias de control que se derivan de una especie compatible con la célula huésped puede utilizarse en la
practica de la invencion. Generalmente, entre los vectores de expresion se incluyen regiones de acidos nucleicos
reguladoras de la transcripcién y de la traduccion operablemente ligadas con el acido nucleico codificante de la ADN
polimerasa mutante. La expresién "secuencias de control" se refiere a secuencias de ADN necesarias para la
expresion de una secuencia codificante operablemente ligada en un organismo huésped particular. Entre las
secuencias de control que resultan adecuadas para los procariotas se incluyen, por ejemplo, un promotor,
opcionalmente una secuencia de operador, y un sitio de unidn ribosémica. Ademas, el vector puede contener un
elemento retrorregulador positivo (ERP) para incrementar la semivida del ARNm transcrito (ver Gelfand et al.,
patente US n° 4.666.848). Las regiones de acidos nucleicos reguladoras de transcripcion y traduccién generalmente
resultaran apropiadas para la célula huésped utilizada para expresar la polimerasa. Se conocen de la técnica
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numerosos tipos de vectores de expresion apropiados, y secuencias reguladoras adecuadas, para una diversidad de
células huésped. En general, entre las secuencias reguladoras de la transcripcion y la traduccion pueden incluirse,
por ejemplo, secuencias de promotor, sitios de unidn ribosémica, secuencias de inicio y parada transcripcional,
secuencias de inicio y parada traduccional y secuencias intensificadoras o activadoras. En realizaciones tipicas,
entre las secuencias reguladoras se incluyen un promotor y secuencias de inicio y parada transcripcional. Entre los
vectores tipicamente también se incluye una region policonectora que contiene varios sitios de restriccion para la
insercion de ADN foraneo. En determinadas realizaciones, se utilizan "sefializadores de fusion" para facilitar la
purificacion y, si se desea, la eliminacion posterior de la secuencia de etiqueta/sefializadora, por ejemplo una
"etiqueta de His". Sin embargo, éstas generalmente no resultan necesarias al purificar una proteina termoactiva y/o
termoestable a partir de un huésped mesofilico (por ejemplo E. coli), en el que puede utilizarse una "etapa térmica".
La construccion de vectores adecuados que contiene ADN codificante de secuencias replicacion, secuencias
reguladoras, genes de seleccion fenotipica y las polimerasas mutantes de interés se prepara utilizando
procedimientos estandares de ADN recombinante. Los plasmidos aislados, vectores viricos y fragmentos de ADN se
corta, adaptan y ligan entre si en un orden especifico para generar los vectores deseados, tal como es bien conocido
de la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York, NY, 2a ed. 1989)).

En determinadas realizaciones, el vector de expresion contiene un gen marcador seleccionable para permitir la
seleccion de las células huésped transformadas. Los genes de seleccidon son bien conocidos de la técnica y varian
segun la célula huésped utilizada. Entre los genes de seleccion adecuados pueden incluirse, por ejemplo, genes
codificantes de la resistencia a ampicilina y/o a tetraciclina, que permite que las células transformadas con estos
vectores crezcan en presencia de estos antibioticos.

En un aspecto de la presente invencién, se introduce en una célula un acido nucleico codificante de una ADN
polimerasa de la invencion, solo o en combinacion con un vector. Por "se introduce en" o equivalentes gramaticales
en la presente memoria se hace referencia a que los acidos nucleicos entran en las células de una manera
adecuada para la integracion, amplificacion y/o expresion posteriores del acido nucleico. El método de introduccion
esta dictado en gran medida por el tipo celular diana. Entre los métodos ejemplares se incluyen la precipitacion con
CaPOy, la fusion de liposomas, Lipofectin®, la electroporacion, la infeccion virica y similares.

En algunas realizaciones se utilizan procariotas como células huésped para las etapas de clonacion iniciales de la
presente invencion. Resultan particularmente Utiles para la produccion rapida de grandes cantidades de ADN, para
la produccion de ADN molde de cadena sencilla utilizado para la mutagénesis dirigida a sitio, para el cribado de
muchos mutantes simultdneamente y para la secuenciacion de ADN de los mutantes generados. Entre las células
huésped procariéticas adecuadas se incluyen E. coli K12 cepa 94 (ATCC n° 31.446), E. coli cepa W3110 (ATCC n°
27,325), E. coli K12 cepa DG116 (ATCC n° 53,606), E. coli X1776 (ATCC No. 31,537) yd E. coli B; sin embargo,
muchas otras cepas de E. coli, tales como HB101, JM101, NM522, NM538, NM539 y muchas otras especies y
géneros de procariotas, incluyendo bacilos tales como Bacillus subtilis, otras enterobacteriaceas tales como
Salmonella typhimurium o Serratia marcesans, y diversas especies de Pseudomonas pueden ser utilizados como
huéspedes. Las células huésped procariéticas u otras células huésped con paredes celulares rigidas se transforman
tipicamente utilizando el método de cloruro de calcio tal como se describe en la seccién 1.82 de Sambrook et al.,
supra. Alternativamente, puede utilizarse la electroporacion para la transformacién de estas células. Las técnicas de
transformacion de procariotas se describen en, por ejemplo, Dower, en Genetic Engineering, Principles and Methods
12:275-296 (Plenum Publishing Corp., 1990); Hanahan et al., Meth. Enzymol., 204:63, 1991. Entre los plasmidos
utilizados tipicamente para la transformacion de E. coli se incluyen pBR322, pUCI8, pUCI9, pUCII8, pUC119 y
Bluescript M13, la totalidad de los cuales se describe en las secciones 1.12 a 1.20 de Sambrook et al., supra. Sin
embargo, también se encuentran disponibles otros muchos vectores adecuados.

En algunas realizaciones, las ADN polimerasas de la presente invencion se producen mediante cultivo de una célula
huésped transformada con un vector de expresién que contiene un acido nucleico codificante de la ADN polimerasa,
bajo condiciones apropiadas para inducir o causar la expresion de la ADN polimerasa. Los métodos de cultivo de
células huésped transformadas bajo condiciones adecuadas para la expresion de proteinas son bien conocidas de la
técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et al., supra). Entre las células huésped adecuadas para la produccion de las
polimerasas de vectores plasmidicos que contiene promotor pL lambda se incluyen E. coli cepa DG116 (ATCC n°
53606) (ver la patente US n°® 5.079.352 y Lawyer F.C. et al., PCR Methods and Applications 2:275-87, 1993). Tras la
expresion, la polimerasa puede ser recolectada y aislada. Los métodos para purificar la ADN polimerasa
termoestable se describen en, por ejemplo, Lawyer et al., supra.

Tras la purificacion, puede someterse a ensayo la discriminacion de no correspondencias 3' de una ADN polimerasa.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, se determina la actividad de discriminaciéon de no correspondencias 3'
mediante la comparacion de la amplificacién de una secuencia diana perfectamente correspondiente con el cebador,
y la amplificacion de una diana que presenta una no correspondencia de una sola base en el extremo 3' del cebador.
La amplificacion puede detectarse, por ejemplo, en tiempo real mediante la utilizacion de sondas TaqManTM. La
capacidad de una polimerasa de distinguir entre las dos secuencias diana puede estimarse comparando las Cp de
las dos reacciones. Opcionalmente, puede llevarse a cabo la amplificacién simultanea de un segundo gen diana en
cada pocillo y detectarse en un segundo canal 6ptico a modo de control. La expresion "valor de delta Cp" se refiere a

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2564 692 T3

la diferencia en valor entre la Cp asociada al molde con no correspondencias menos la Cp de la diana
correspondiente (ver, por ejemplo, la seccion de Ejemplos). En algunas realizaciones, las polimerasas mejoradas de
la invencién presentan un valor de delta Cp de por lo menos 1, 2, 3, 4, 5 0 mas en comparacién con una polimerasa
de control de otro modo idéntica que presenta un aminoacido nativo (por ejemplo E) en la posiciéon X1o de SEC ID n°
8. En algunas realizaciones, esta determinacion se realiza con los materiales precisos y condiciones indicadas en los
Ejemplos.

Meétodos de la invencion

Las ADN polimerasas mejoradas de la presente invencién pueden utilizarse con cualquier fin en el que dicha
actividad enzimatica resulte necesaria o deseada. La ADN polimerasa mejorada puede ser una ADN polimerasa
termoactiva o termoestable, tal como se indica en la presente memoria. De acuerdo con lo anterior, en un aspecto
de la invencién, se proporcionan métodos de extensién de polinucledtidos, incluyendo la PCR, utilizando las
polimerasas de la invencion. En algunas realizaciones, la invencion proporciona una ADN polimerasa termoactiva
que resulta util para extender un molde de ARN o ADN en el caso de que la amplificacién del acido nucleico molde
no resulte necesaria, por ejemplo en el caso de que se desee detectar inmediatamente la presencia de un acido
nucleico diana. En algunas realizaciones, la invencién proporciona una ADN polimerasa termoestable que resulta util
en el caso de que se desee extender y/o amplificar un acido nucleico diana. Las condiciones adecuadas para la
extension de polinucledtidos son conocidas de la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et al., supra; Ver también
Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology (4a ed., John Wiley & Sons 1999). Generalmente se hibrida un
cebador con un acido nucleico diana para formar un complejo de cebador-molde. El complejo de cebador-molde se
pone en contacto con la ADN polimerasa mutante y nucledsidos trifosfato en un ambiente adecuado para permitir la
adiciéon de uno o mas nucledtidos al extremo 3' del cebador, produciendo de esta manera un cebador extendido
complementario al acido nucleico diana. El cebador puede incluir, por ejemplo, uno o mas analogos de nucledtido.
Ademas, los nucledsidos trifosfato pueden ser nucleétidos convencionales, nucleétidos no convencionales (por
ejemplo ribonucledtidos o nucledtidos marcados) o una mezcla de los mismos. En algunas variaciones, la reaccion
de extension de polinucledtido comprende la amplificacion de un acido nucleico diana. Las condiciones adecuadas
para la amplificacion de acidos nucleicos utilizando una ADN polimerasa y una pareja de cebadores también son
conocidas de la técnica (por ejemplo los métodos de amplificacion por PCR). (ver, por ejemplo, Sambrook et al.,
supra; Ausubel et al., supra; PCR Applications: Protocols for Functional Genomics (Innis et al., editores, Academic
Press 1999)).

En algunas realizaciones, la utilizacion de las presentes polimerasas, que proporcionan una discriminacion
incrementada de las no correspondencias 3', permite, por ejemplo, la deteccion de alelos raros. Por ejemplo, la
fidelidad de la discriminaciéon de no correspondencias 3' de una polimerasa particular determina su sensibilidad
(capacidad de detectar con precision cantidades reducidas de una secuencia diana en presencia de cantidades mas
grandes de una secuencia no diana diferente aunque relacionada). De esta manera, la discriminacién incrementada
de no correspondencias 3' resulta en una mayor sensibilidad para la deteccion de alelos raros. La deteccion de
alelos raros resulta util, por ejemplo, durante el cribado de biopsias u otras muestras para cambios genéticos raros,
por ejemplo una células portadora de un alelo de cancer en una masa de células normales.

En algunas realizaciones, las polimerasas mejoradas se utilizan para la extensiéon de polinucleétidos en el contexto
de la PCR especifica de alelo o la deteccion de polimorfismos de nucleétido unico (PNU). Se describen métodos
ejemplares de deteccion de PNU en Chen et al., "Single nucleotide polymorphism genotyping: biochemistry, protocol,
cost and throughput", Pharmacogenomics J. 3(2):77-96, 2003; Kwok et al., "Detection of single nucleotide
polymorphisms", Curr. Issues Mol. Biol. 5(2):43-60 (abril de 2003); Shi,"Technologies for individual genotyping:
detection of genetic polymorphisms in drug targets and disease genes", Am. J. Pharmacogenomics 2(3):197-205,
2002, y Kwok, "Methods for genotyping single nucleotide polymorphisms" Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2:235-
58, 2001. Las técnicas ejemplares para la deteccién de alto rendimiento de PNU se describen en Marnellos, "High-
throughput SNP analysis for genetic association studies"”, Curr. Opin. Drug Discov. Devel. 6(3):317-21 (mayo de
2003). Entre los métodos de deteccion de PNU comunes se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, ensayos TagMan,
ensayos de baliza molecular, matrices de acidos nucleicos, extension de cebador especifico de alelo, PCR
especifica de alelo, extension de cebadores ordenados, ensayos homogéneos de extension de cebadores, extension
de cebador con deteccidon mediante espectrometria de masas, pirosecuenciacion, extensién multiplex de cebadores
ordenados en matrices génicas, ligamiento con amplificacion de circulo rodante, ligamiento homogéneo, OLA
(patente US n° 4.988.167), reaccion multiplex de ligamiento ordenada sobre matrices génicas, polimorfismo de
longitudes de fragmentos de restriccion, ensayos de etiqueta de extension de base Unica y el ensayo Invader.
Dichos métodos pueden utilizarse en combinacion con mecanismos de detecciéon tales como, por ejemplo, la
deteccion mediante luminiscencia o quimioluminiscencia, la deteccion de fluorescencia, la deteccién de fluorescencia
resuelta en el tiempo, la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia, la polarizacion de fluorescencia,
la espectrometria de masas y la deteccion eléctrica.

La deteccion de muiltiples alelos diferentes también puede llevarse a cabo utilizando reacciones multiplex, que

permiten la deteccién de multiples alelos diferentes en una sola reaccién. En las reacciones multiplex, se utilizan dos
0 mas cebadores especificos de alelo para extender y amplificar PNU o muiltiples polimorfismos de nucleétidos o
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alelos. Se describen métodos ejemplares de deteccién multiplex de polimorfismos de nucleétidos Unicos y multiples
en la publicacién de patente US n°® 2006/0172324.

Entre otros métodos para detectar productos de extension o productos de amplificacion utilizando las polimerasas
mejoradas descritas en la presente memoria se incluyen la utilizacion de pigmentos de unién a nucleétidos de doble
cadena fluorescentes o pigmentos intercalantes de nucleotidos de doble cadena fluorescentes. Entre los ejemplos
de pigmentos de unién a ADN de doble cadena fluorescentes se incluyen verde SYBR (Molecular Probes). Entre los
ejemplos de pigmentos intercalantes de doble cadena fluorescentes se incluyen bromuro de etidio. Los pigmentos de
union a ADN de doble cadena pueden utilizarse conjuntamente con el analisis de curvas de fusion para medir los
productos de extensiéon de cebadores y/o los productos de amplificacion. El analisis de curvas de fusion puede
llevarse a cabo en un instrumento de PCR en tiempo real, tal como el instrumento ABI 5700/7000 (formato de 96
pocillos) o ABI 7900 (formato de 384 pocillos) con software incorporado (SDS 2.1). Alternativamente, el analisis de
curvas de fusion puede llevarse a cabo como un andlisis de punto final. Se describen métodos ejemplares de
analisis de punto de fusién en la publicacién de patente US n°® 2006/0172324.

En todavia otras realizaciones, las polimerasas de la invencién se utilizan para la extensién de cebadores en el
contexto de la secuenciacion del ADN, el marcaje del ADN o el marcaje de productos de extension de cebador. Por
ejemplo, la secuenciacién del ADN mediante el método de dideoxinucledtido de Sanger (Sanger et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74: 5463, 1977) resulta mejorado por la presente invencion para las polimerasa capaces de
incorporar nucleotidos de terminacion de cadena no convencionales. Los avances en el método basico de Sanger et
al. han proporcionado nuevos vectores (Yanisch-Perron et al., Gene 33:103-119, 1985) y analogos de bases (Mills et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:2232-2235, 1979; y Barr et al., Biotechniques 4:428-432, 1986). En general, la
secuenciacion del ADN requiere la extension de cebador dependiente de molde en presencia de analogos de base
terminadores de cadena, resultando en una distribucion de fragmentos parciales que posteriormente se separan
segun tamano. El procedimiento de secuenciacion dideoxi basico implica: (i) hibridar un cebador oligonucleoétido,
opcionalmente marcado, con un molde, (ii) extender el cebador con ADN polimerasa en cuatro reacciones
separadas, conteniendo cada una una mezcla de dNTP no marcados y una cantidad limitante de un agente
terminador de cadena tal como ddNTP, opcionalmente marcado, y (iii) resolver los cuatro conjuntos de productos de
reaccion en un gel de poliacrilamida/urea desnaturalizante de alta resolucion. Los productos de reaccion pueden
detectarse en el gel mediante autorradiografia o mediante deteccion de la fluorescencia, segun el marcaje utilizado,
y la imagen puede examinarse para inferir la secuencia de nucleétidos. Estos métodos utilizando ADN polimerasas
tales como el fragmento Klenow de E. coli Pol | o una ADN polimerasa de T7 modificada.

La disponibilidad de las polimerasas termoestables, tales como la ADN polimerasa Taq, ha resultado en métodos
mejorados de secuenciacion con ADN polimerasa termoestable (ver Innis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:9436,
1988) y modificaciones de los mismos denominados "secuenciacion ciclica" (Murray, Nuc. Acids Res. 17:8889,
1989). De acuerdo con lo anterior, pueden utilizarse polimerasas termoestables de la presente invencion
conjuntamente con dichos métodos. Como alternativa a la secuenciacion dideoxi basica, la secuenciacion ciclica es
una amplificacién asimétrica ilneal de secuencias diana complementarias a la secuencia del molde en presencia de
terminadores de cadena. Un unico ciclo produce una familia de productos de extension de todas las posibles
longitudes. Tras la desnaturalizacién del producto de reaccion de extension del ADN molde, se producen multiples
ciclos de hibridacion de los cebadores y de extension de los cebadores, en presencia de terminadores tales como
los ddNTP. La secuenciacion ciclica requiere menos ADN molde que la secuenciacion de terminacion de cadena
convencional. Las ADN polimerasas termoestables presentan varias ventajas en la secuenciacion por ciclos: toleran
las estrictas temperaturas de hibridacién que se requieren para la hibridaciéon especifica del cebador a los acidos
nucleicos diana, asi como toleran los multiples ciclos de desnaturalizacién a temperatura elevada que se producen
en cada ciclo, por ejemplo 90°C a 95°C. Por este motivo, la ADN polimerasa AMPLITAQ® y sus derivados y
descendientes, por ejemplo la ADN polimerasa CS AmpliTaq y la ADN polimerasa FS AmpliTaq se han incluido en
los kits de secuenciacion por ciclos Taq comercializados por companias tales como Perkin-Elmer (Norwal, CT) y
Applied Biosystems (Foster City, CA).

Las polimerasas mejoradas encuentran utilidad en la secuenciacion de 454 (Roche) (Margulies M. et al., Nature
437:376-380, 2005). La secuenciacion de 454 implica dos etapas. En la primera etapa, se rompe el ADN en
fragmentos de aproximadamente 300 a 800 pares de bases y se generan extremos romos en los fragmentos. A
continuacion se ligan adaptadores oligonucleétidos a los extremos de los fragmentos. Los adaptadores sirven como
cebadores para la amplificacion y secuenciacion de los fragmentos. Los fragmentos pueden unirse a perlas de
captura de ADN, por ejemplo perlas recubiertas con estreptavidina, por ejemplo Adaptor B, que contiene la etiqueta
5'-biotina. Los fragmentos unidos a las perlas se amplifican por PCR en gotas de una emulsion de aceite en agua. El
resultado son multiples copias de fragmentos de ADN amplificados clonalmente sobre cada perla. En la segunda
etapa, se capturan las perlas en pocillos (de un volumen de picolitros). Se lleva a cabo la pirosecuenciacion de cada
fragmento de ADN en paralelo. La adicion de uno o mas nucleétidos genera una sefal de luz que se registra con
una camara CCD en un instrumento de secuenciacién. La intensidad de la sefial es proporcional al nimero de
nucleétidos incorporado.
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La pirosecuenciacion utiliza el pirofosfato (PPi) que es liberado con la adicion de un nucleétido. Se convierten los PPi
en ATP con la ATP sulfurilasa en presencia de adenosin-5'-fosfosulfato. La luciferasa utiliza el ATP para convertir la
luciferina en oxiluciferina, y esta reaccion genera luz que se detecta y se analiza.

Entre las variaciones de los métodos de secuenciacion de terminacion de cadena se incluyen la secuenciacion de
pigmento-cebador y la secuenciacion de pigmento-terminador. En la secuenciacion de pigmento-cebador, los
terminadores ddNTP no se encuentran marcados y se utiliza un cebador marcado para detectar los productos de
extension (Smith et al., Nature 32:674-679, 1986). En la secuenciacion del ADN de pigmento-terminador, se utiliza
una ADN polimerasa para incorporar los dNTP y ddNTP marcados fluorescentemente en el extremo de un cebador
de ADN (Lee et al., Nuc. Acids Res. 20:2471, 1992). Este procedimiento ofrece la ventaja de que no resulta
necesario sintetizar cebadores marcados con pigmento. Ademas, las reacciones de terminador-pigmento resultan
mas convenientes en el aspecto de que las cuatro reacciones pueden llevarse a cabo en el mismo tubo.

Los métodos de pigmento-cebador y de pigmento-terminador pueden automatizarse utilizando un instrumento de
secuenciacion automatica producido por Applied Biosystems (Foster City, CA) (patente US n° 5.171.534). Al utilizar
el instrumento, la mezcla de reaccidon de secuenciacion completada se fracciona en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante o capilares montados en el instrumento. Un laser en el fondo del instrumento detecta los productos
fluorescentes al separarlos electroforéticamente segun su tamafio a través del gel.

Se utilizan comunmente dos tipos de pigmento fluorescente para marcar los terminadores utilizados para la
secuenciacion de pigmento-terminador cargados negativamente y pigmentos fluorescentes zwiteridnicos. Entre los
pigmentos fluorescentes con carga negativa se incluyen los de las familias de la fluoresceina y de BODIPY. Los
pigmentos BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) se han descrito en la publicacion de patente
internacional n® WO 97/00967. Entre los pigmentos fluorescentes zwiteridnicos se incluyen los de la familia de la
rodamina. Los kits de secuenciacion ciclica disponibles comercialmente utilizan terminadores marcados con
derivados de la rodamina. Sin embargo, los terminadores marcados con rodamina son bastante caros y el producto
debe separarse del pigmento no incorporado-ddNTP antes de la carga en el gel ya que comigran con los productos
de secuenciacion. Los terminadores de la familia del pigmento rodamina aparentemente estabilizan las estructuras
de horquilla en las regiones ricas en GC, lo que provoca que los productos migren de manera anémala. Lo anterior
puede implicar la utilizacion de dITP, que relaja la estructura secundaria aunque también afecta a la eficiencia de
incorporacion del terminador.

En contraste, los terminadores marcados con fluoresceina eliminan la etapa de separacion previa a la carga en el
gel ya que presentan una carga negativa neta mayor y migran mas rapido que los productos de secuenciacion.
Ademas, los productos de secuenciacion marcados con fluoresceina presentan una mejor migracion electroforética
que los productos de secuenciacion marcados con rodamina. Aunque la ADN polimerasa Taq de tipo salvaje no
incorpora eficientemente los terminadores marcados con los pigmentos de la familia de la fluoresceina, ello puede
conseguirse ahora eficientemente mediante la utilizacién de los enzimas modificados tal como se describen en la
solicitud publicada de patente US n® 2002/0142333. De acuerdo con lo anterior, las modificaciones tal como se
indican en el documento n°® US 2002/0142333 pueden utilizarse en el contexto de la presente invenciéon para
producir polimerasas termoestables que incorporan pigmento de la familia de la fluoresceina, que presentan tasas
de extension de cebador mejoradas. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, la ADN polimerasa no modificada
segun la presente invencién es una polimerasa termoestable modificada tal como se indica en el documento n® US
2002/0142333 y que presenta el motivo indicado en la SEC ID n° 8 (o un motivo de SEC ID n® 9, 10 0 11) y
opcionalmente el motivo de SEC ID n° 27.

Entre otros formatos ejemplares de secuenciacion de acidos nucleicos en los que las ADN polimerasas mutantes de
la invencién pueden utilizarse se incluyen los que implican compuestos terminadores que incluyen analogos 2'-POg4
de ribonucleotidos (ver, por ejemplo, las solicitudes publicadas de patente US n° 2005/0037991 y n°® 2005/0037398,
y la solicitud de patente US n°® 12/174,488).

Kits

En otro aspecto de la presente invencion se proporcionan kits para la utilizacién en métodos de extensién de
cebador descritos en la presente memoria. En algunas realizaciones, el kit se encuentra compartimentalizado para
facilitar el uso y contiene por lo menos un recipiente que proporciona una ADN polimerasa de la invenciéon que
presenta una discriminacion de no correspondencias 3' incrementada segun la presente invencion. También puede
incluirse uno o mas recipientes adicionales que proporcionan uno o mas reactivos adicionales. Dichos recipientes
adicionales pueden incluir cualesquiera reactivos u otros elementos reconocidos por el experto en la materia para la
utilizacion en los procedimientos de extension de cebadores segun los métodos indicados anteriormente, incluyendo
reactivos para la utilizacion en, por ejemplo, procedimientos de amplificacion de acidos nucleicos (por ejemplo PCR,
RT-PCR), procedimientos de secuenciacién del ADN o procedimientos de marcaje de ADN. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones, el kit incluye ademas un recipiente que proporcionar un cebador de sentido 5' hibridable,
bajo condiciones de extension de cebador, a un polinucleétido molde predeterminado, o una pareja de cebadores
que comprende el cebador de sentido 5' y un cebador antisentido 3' correspondiente. En algunas realizaciones, el kit
incluye uno o mas recipientes que contienen uno o mas cebadores que son totalmente complementarios a
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polimorfismos de nucleétido Unico o a polimorfismos de multiples nucleétidos, en el que los cebadores resultan utiles
para reacciones multiplex, tal como se ha indicado anteriormente. En otras variaciones no mutuamente excluyentes,
el kit incluye uno o mas recipientes que proporcionan nucleésidos trifosfato (convencionales y/o no convencionales).
En realizaciones especificas, el kit incluye dNTP alfa-fosforotioato, dUTP, dITP y/o dNTP marcados tales como, por
ejemplo, dNTP de la familia de los pigmentos de la familia de la fluoresceina o de la cianina. En todavia otras
realizaciones no mutuamente excluyentes, el kit incluye uno o mas recipientes que proporcionan un tampon
adecuado para una reaccion de extension de cebador. En algunas realizaciones, el kit incluye una o mas sondas
marcadas o no marcadas. Entre los ejemplos de sondas se incluyen sondas FRET (transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia) de marcaje dual y sondas de baliza molecular. En otra realizacion, el kit contiene un
aptamero, por ejemplo para ensayos de PCR de inicio en caliente.

Mezclas de reaccion

En otro aspecto de la presente invencion se proporcionan mezclas de reaccién que comprenden las polimerasas con
actividad incrementada de discriminaciéon de no correspondencias 3', tal como se describe en la presente memoria.
Las mezclas de reaccién pueden comprender ademas reactivos para la utilizacion en, por ejemplo, procedimientos
de amplificacion de acidos nucleicos (por ejemplo PCR y RT-PCR), procedimientos de secuenciacion del ADN o
procedimientos de marcaje del ADN. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, las mezclas de reaccion
comprenden un tampoén adecuado para una reaccion de extension de cebadores. Las mezclas de reaccion pueden
contener ademas un acido nucleico molde (ADN y/o ARN), uno o mas polinucleétidos cebadores o de sonda,
nucledsidos trifosfato (incluyendo, por ejemplo, desoxirribonucledtidos, ribonucleétidos, nucledtidos marcados,
nucledtidos no convencionales), sales (por ejemplo Mn®*, Mg®*) y marcajes (por ejemplo fluoréforos). En algunas
realizaciones, la mezcla de reaccion comprende ademas pigmentos de unién a ADN de doble cadena, tales como
verde SYBR o pigmentos intercalantes de ADN de doble cadena, tales como bromuro de etidio. En algunas
realizaciones, las mezclas de reaccion contienen un cebador de sentido 5' hibridable, bajo condiciones de extension
de cebador, a un polinucledtido molde predeterminado, o una pareja de cebadores que comprende el cebador de
sentido 5' y un cebador antisentido 3' correspondiente. En determinadas realizaciones, la mezcla de reaccion
comprende ademas una sonda de hidrélisis FRET fluorogénica para la detecciéon de acidos nucleicos de molde
amplificados, por ejemplo una sonda Tagman®. En algunas realizaciones, la mezcla de reaccion contiene dos o mas
cebadores que son totalmente complementarios a polimorfismos de nucleétido Unico o a polimorfismos de multiples
nucledtidos. En algunas realizaciones las mezclas de reaccion contienen dNTP alfa-fosforotioato, dUTP, dITP y/o
dNTP marcados tales como, por ejemplo, dNTP de la familia de los pigmentos fluoresceina o cianina.

EJEMPLOS
Los ejemplos siguientes se ofrecen a titulo ilustrativo, aunque no limitativo, de la invencion reivindicada.

Ejemplo 1: identificacion de ADN polimerasas mutantes con discriminacién incrementada de no correspondencias 3'

Se identificaron las mutaciones en la polimerasa Z05 D580G que proporcionaban una capacidad reducida de
extender un cebador oligonucleétido con una no correspondencia 3' respecto a un molde. Brevemente, las etapas
en este procedimiento de cribado incluian la generaciéon de una biblioteca, la expresion y purificacion parcial de los
enzimas mutantes, el cribado de los enzimas para la propiedad deseada, la secuenciacion del ADN, la purificacion
clonal y la caracterizacion adicional de los mutantes candidatos seleccionados. Se describe en mayor detalle cada
una de estas etapas a continuacion.

Generacion de biblioteca clonal: un acido nucleico codificante del dominio de polimerasa de la ADN polimerasa Z05
D580G se sometié a PCR con tendencia a errores (mutagénica) entre los sitios de restriccion Blp | y Bgl 1l de un
plasmido que incluia esta secuencia de acidos nucleicos. La secuencia amplificada se proporciona como SEC ID n°
33. Los cebadores utilizados para ello se proporcionan a continuacion:

Cebador directo: 5-CTACCTCCTGGACCCCTCCAA-3’ (SECIDn°31)y

Cebador inverso: 5-ATAACCAACTGGTAGTGGCGTGTAA-3’ (SEC ID n° 32).

Se llevé a cabo una PCR utilizando un abanico de concentraciones de Mg2+ de entre 1,8 y 3,6 mM con el fin de
generar bibliotecas con un abanico de tasas de mutacién. Las condiciones de tampon fueron bicina 50 mM, pH 8,2,
KOAc 115 mM, glicerol al 8% p/v y 0,2 mM de cada dNTP. Se utiliz6 el enzima de PCR de inicio en caliente
GeneAmp® AccuRT a razén de 0,15 U/ml. Partiendo de 5x10° copias de ADN plasmidico Z05 D580G linearizado por
cada volumen de reaccion de 50 ul, las reacciones se desnaturalizaron utilizando una temperatura de 94°C durante
60 segundos, seguido de 30 ciclos de amplificacion utilizando una temperatura de desnaturalizacién de 94°C durante
15 segundos, una temperatura de hibridacion de 60°C durante 15 segundos, una temperatura de extensién de 72°C
durante 120 segundos y seguido de una extension final a una temperatura de 72°C durante 5 minutos.

El amplicén resultante se purificd con un kit de purificacion por PCR QlAquick (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) y se
corté con Blp | y Bgl Il y después se purificd nuevamente con un kit de purificacién por PCR QIAquick. Se prepar6 un
vector plasmidico Z05 D580G mediante corte con los mismos dos enzimas de restriccion y con tratamiento con
fosfatasa alcalina, recombinante (RAS, n° de cat. 03359123001) y se purificd con un kit de purificacion por PCR
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QIlAquick. El vector cortado y el inserto mutado se mezclaron en una proporcion de 1:3 y se trataron con ADN ligasa
de T4 durante 5 minutos a temperatura ambiente (kit NEB Quick LigationTM). Las ligaciones se purificaron con un kit
de purificacion por PCR QIAquick y se transformaron en una cepa huésped E. coli mediante electroporacion.

Se sembraron alicuotas de los cultivos expresados en medio selectivo con ampicilina con el fin de determinar el
numero de transformantes Unicos en cada transformacion. Las transformaciones se almacenaron a una temperatura
de entre -70°C y -80°C en presencia de glicerol como crioprotector.

A continuacién, se extendid cada biblioteca sobre placas de agar selectivas con ampicilina de gran formato. Se
transfirieron las colonias individuales a placas de 384 pocillos que contenian caldo de Luria 2X con ampicilina y
glicerol al 10% p/v utilizando un recolector de colonias automatico (QPix2, Genetic Ltd.). Estas placas se incubaron
durante la noche a 30°C para permitir el crecimiento de los cultivos y después se almacenaron a una temperatura de
entre -70°C y -80°C. Se afadio suficientemente poco glicerol al caldo Luria 2X para permitir el crecimiento del cultivo
aunque suficiente para proporcionar crioproteccion. Se prepararon varios miles de colonias a varios niveles de
mutagénesis (Mg”") de esta manera, para su uso posterior.

Preparaciéon _de biblioteca de extractos. Parte 1 - fermentacion: a partir de las bibliotecas clonales indicadas
anteriormente, se prepar6é una biblioteca correspondiente de extractos parcialmente purificados adecuados para
fines de cribado. La primera etapa de este procedimiento era preparar cultivos de expresion a pequefia escala de
cada clon. Estos cultivos se cultivaron en formato de 96 pocillos; por lo tanto, habia 4 placas de cultivo de expresion
por cada placa de biblioteca de 384 pocillos. Se transfirieron 0,5 ul de cada pocillo de la placa de biblioteca clonal a
un pocillo de una placa de in6culo de 96 pocillos, que contenian 150 ul de medio A (ver la Tabla 3, posteriormente).
Esta placa de in6culo se agité durante la noche a 1.150 rpm a 30°C en una placa incubadora/agitador iEMS
(ThermoElectron). A continuacion, dichos cultivos de inéculo se utilizaron para inocular el mismo medio, esta vez
inoculando 20 pl en 250 pl de medio A en placas de 96 pocillos de gran formato (Nunc n® 267334). Estas placas se
incubaron durante la noche a 37°C bajo agitacion. El plasmido de expresion contenia elementos de control
transcripcional que permiten la expresion a 37°C pero no a 30°C. Tras la incubacién durante la noche, los cultivos
expresaron la proteina del clon hasta tipicamente 1-10% del total de proteinas celulares. Las células de estos
cultivos se recolectaron mediante centrifugacion. Estas células se congelaron (-20°C) o se procesaron
inmediatamente, tal como se indica posteriormente.

Tabla 2. Medio A (esterilizado mediante filtracion antes de la utilizacion)

Componente Concentracion
MgSO,-7H,0 0,2 g/l

Acido citrico-H,0 2gll

KoHPO4 10 g/l
NaNH4PO4-4H,0 3,59/

MgSO. 2mM

Acidos casamino 2,54/l
Glucosa 2 g/l
Tiamina-HCI 10 mg/l
Ampicilina 100 mg/l

Preparaciéon de biblioteca de extractos. Parte 2 - extraccion: se resuspendieron los pellets celulares de la etapa de
fermentacion en 25 ul de tampoén de lisis (Tabla 3, posteriormente) y se transfirieron a placas de termociclador de
384 pocillos y se sellaron. Observar que el tampdn contenia lisozima para ayudar en la lisis celular y ADNasa para
eliminar el ADN del extracto. Para lisar las células, las placas se incubaron a 37°C durante 15 minutos, se
congelaron durante la noche a -20°C y se incubaron nuevamente a 37°C durante 15 minutos. Se afiadio sulfato
amonico (1,5 pl de una solucién 2 M) y las placas se incubaron a 75°C durante 15 minutos con el fin de precipitar e
inactivar las proteinas contaminantes, incluyendo las nucleasas afiadidas exdgenamente. Las placas se
centrifugaron a 3.000xg durante 15 minutos a 4°C y los sobrenadantes se transfirieron a una nueva placa para
termociclador de 384 pocillos. Estas placas de extractos se congelaron a -20°C para el uso posterior en los cribados.
Cada pocillo contenia aproximadamente 0,5 a 3 mM del enzima polimerasa mutante de la biblioteca.

Tabla 3. Tampon de lisis

Componente Concentracion o porcentaje
Tris, pH 7,5 50 mM

EDTA 1 mM

MgCl» 6 mM

Tween 20 0,5% viv

Lisozima (de polvos) 1 mg/ml

ADNasa | 0,05 unidades/ul
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Cribado de bibliotecas de extractos para tasa de extensién reducida de no correspondencias de cebador 3': se cribd
la biblioteca de extractos mediante la comparaciéon de la tasa de extension de un cebador perfectamente
correspondiente con un oligonucledtido molde frente a la tasa de extension de un cebador con una no
correspondencia G:T 3'.

Los extractos de enzima anteriormente indicados se diluyeron 10 veces para las reacciones de extension de cebador
mediante la combinacion de 2,5 ul de extracto con 22,5 pl de un tampén que contenia Tris-HCI 20 mM, pH 8, KCI
100 mM, EDTA 0,1 mM y Tween-20 al 0,2% en una placa para termociclador de 384 pocillos, tapando y calentando
durante 10 minutos a 90°C. Las reacciones de control con cebador de correspondencia perfecta combinaban 0,5 pl
del extracto diluido con 15 pl de mezcla maestra en placas para PCR de 384 pocillos. Se realizé un seguimiento de
la extension del molde con cebadores cada 10 segundos en un ciclador térmico cinético modificado utilizando una
camara CCD (ver Watson, supra). La mezcla maestra contenia 50 nM de molde de cebador cebado, tricina 25 mM,
pH 8,3, KOAc 100 mM, 0,6X Verde SYBR I, 200 mM de cada dNTP, 100 nM de aptamero y acetato de magnesio 2,5
mM. Con el fin de distinguir la fluorescencia derivada de la extension de la fluorescencia de fondo, se incluyeron
pocillos paralelos en el experimento en los que se habia bloqueado la extension de la cadena de cebador omitiendo
los nucleédtidos de la mezcla maestra de reaccion. Las reacciones con el cebador no correspondiente 3' se llevaron a
cabo tal como anteriormente excepto en que se anadieron 1,5 yl de extracto diluido a cada reaccion y en que el
acetato de manganeso 1,5 mM se sustituyd por acetato de magnesio. El incremento de la cantidad del extracto en
tres veces y la utilizacion de manganeso como el metal activador provocan que la extensién de no
correspondencias resulte mas probable y, por lo tanto, mejoran la selectividad del cribado para aquellos enzimas con
la capacidad mas alta de discriminar contra la extensién de no correspondencias 3'.

Se cribaron aproximadamente 5.000 extractos mutantes utilizando el protocolo anteriormente indicado. Se
seleccionaron aproximadamente 7% del pool original para el nuevo cribado basandose en un valor de extension de
cebador perfectamente correspondiente superior a un valor de corte arbitrario y la proporcion entre la extension de
baja no correspondencia y perfecta correspondencia. Los pocillos de cultivo correspondientes a los mejores
extractos se introdujeron en medio de crecimiento fresco y se cultivaron nuevamente para producir nuevas placas de
cultivo que contenian los mejores mutantes, asi como varios cultivos parentales que se utilizarian para la
comparacion. A continuacién, se utilizaron estas placas de cultivo para preparar extractos frescos que se cribaron
nuevamente para confirmar el fenotipo de cribado original. Las tasas de extension de cebador para las reacciones
con los cebadores de correspondencia 3' perfecta y no correspondiente 3' se calcularon como la pendiente del
incremento de fluorescencia durante el tiempo para la parte lineal de la curva. La proporcion entre la pendiente de
extension no correspondiente y la pendiente de la extension perfectamente correspondiente se utilizé para ordenar y
seleccionar los mejores candidatos. Los clones seleccionados del nuevo cribado, ademas de para la comparacion el
clon parental Z05 D580G, con sus genotipos y fenotipos respectivos, se incluyen en la tabla a continuacion.

Tabla 4.
Pendiente de . Pendiente NC
. . Pendiente de no .
Enzima correspondencia correspondencia (NC) / Pendiente
perfecta (CP) P CP
Z05 D580G 8,29 8,04 0,97
Z05 D580G Q416H E493K P733L 20,00 0,76 0,04

Diversas sustituciones de aminoacidos en la posicién E493 de Z05: se examiné el efecto de diversas sustituyentes
en la posicion E493 de la ADN polimerasa Z05 sobre la discriminacién de no correspondencias en la PCR especifica
de alelo. Se crearon dichas sustituciones tanto en la ADN polimerasa Z05 como en la ADN polimerasa D580G
mediante mutagénesis dirigida a sitio basada en PCR o mediante clonacion de fragmentos génicos sintéticos en
vectores para uno o ambos enzimas y se purificaron y se cuantificaron los enzimas mutantes expresados. Se
compararon Z05 E493 mutantes G (glicina), K (lisina) y R (arginina) y Z05 D580G mutantes A (alanina), G (glicina), K
(lisina) y R (arginina) con el enzima parental respectivo en un ensayo de PCR especifico de alelo.

Las ADN polimerasas de control del presente ejemplo eran: ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. de SECIDn° 1 o
una ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. de SEC ID n° 1 excepto en que el aminoacido en la posicion 580 es glicina
(por ejemplo una sustitucion D580G) (en lo sucesivo polimerasa Z05 D580G).

Se utilizaron cebadores que amplificaban una regidon del gen BRAF humano y que eran perfectamente
correspondientes con la diana en el caso de que dicha diana portase una mutacién en el codéon 600 de BRAF,
V600K. Contra la diana BRAF de tipo salvaje, presente en el ADN gendmico humano, el cebador selectivo de alelo
resulta en una Unica no correspondencia A:C en el extremo 3'. El cebador comun es perfectamente correspondiente
con el gen BRAF, al igual que la secuencia de sonda, lo que permite la deteccion TagMan en tiempo real de la
amplificacion. Cada reaccion presentaba 10.000 copias (33 ng) de ADN gendmico de linea celular humana de tipo
salvaje o bien 10.000 o 100 copias de un plasmido linearizado que contenia la secuencia mutante BRAF V600R en
un volumen final de 16 pl. Para considerar los diferentes 6ptimos salinos de los enzimas, se llevaron a cabo
amplificaciones utilizando un rango de concentraciones de KCI de 25 a 130 mM. Las condiciones del tampén fueron
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, MgCl, 2,5 mM, 0,2 mM de cada dNTP, UNG 0,02 U/ml y 200 nM de aptamero. Los
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cebadores directo e inverso se encontraban a una concentracion de 100 nM y la sonda, de 25 nM. Todas las ADN
polimerasas se sometieron a ensayo a 20 nM y se afiadioé tampdn de almacenamiento de enzima al 2% (v/v) (glicerol
al 50% v/v, KCI 100 mM, Tris 20 mM, pH 8,0, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, Tween-20 al 0,5%) a las reacciones. Las
reacciones se llevaron a cabo en un ciclador térmico LightCycler 480 de Roche y se desnaturalizaron utilizando una
temperatura de 95°C durante 60 segundos, seguido de 99 ciclos de amplificacion, utilizando una temperatura de
desnaturalizacion de 92°C durante 10 segundos y una temperatura de hibridacion de 62°C durante 30 segundos.

Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado, se calcularon los puntos de cruce ("Cp") mediante el método de
cuant. abs./max. de 2a derivada y se calcularon los promedios de las Cp. Se calcul6 la eficiencia de la PCR a partir
de la pendiente de las reacciones de plasmido de correspondencia perfecta de 100 y de 10.000 copias a la
concentracion de KCI que resultaba en la Cp mas temprana de plasmido de correspondencia perfecta de 10.000
copias. La delta Cp de alto niumero de copia es igual a la diferencia entre los valores de Cp de las reacciones con
10.000 copias de diana gendémica de tipo salvaje con no correspondencia 3' y los valores de Cp de las reacciones
con 10.000 copias de diana plasmidica con correspondencia perfecta.

La tabla a continuacion contiene los valores de Cp promediados a la concentracién de KCI para cada enzima que
resultaron en el Cp de plasmido de alto nimero de copia mas temprano y la eficiencia calculada de la PCR y la delta
Cp de alto numero de copia. Los datos indican que varias sustituciones de aminoacidos en la posiciéon E493 de la
ADN polimerasa Z05 resultan en una discriminacion mejorada de las no correspondencias del cebador en la PCR
selectiva de alelo.

Tabla 5. Cp de la amplificacion del plasmido mutante BRAF V600K frente al ADN genémico humano utilizando
enzimas Z05 mutantes E493

10.000 Delta Cp de
100 copias - 10.000 - L alto numero
. . copias . Optimo de Eficiencia .
Enzima plasmido LU copias de de copia
plasmido KCI de la PCR
mutante ADNg (ADNg-
mutante P
plasmido)
Z05 31,3 24,5 26,8 100 96,1 2,3
Z05 E493G 31,1 24.5 27,7 85 100,8 3,2
Z05 E493K 33,4 26,3 30,3 100 90,9 4,0
Z05 E493R 31,7 247 29,2 85 94,1 4,5
Z05 D580G* 31,2 24,3 26,3 115 96,3 2,0
Z05 D580G E493A 31,0 241 26,2 115 93,3 2,1
Z05 D580G E493G 30,9 24,2 27,1 115 98,5 2,9
Z05 D580G E493K 31,6 24,9 31,5 100 99,1 6,6
Z05 D580G E493R 31,0 24,2 27,9 115 97,6 3,7

Promedio de 4 experimentos

El presente ejemplo demuestra que los enzimas mutantes E493A, E493G, E493K y E493R presentan una deteccion
mejorada de alelos raros en comparacion con ambas polimerasas de control, Z05 y Z05 D580G.

Ejemplo 2: ADN polimerasa Taq con mutacién E491K

El presente ejemplo muestra que una mutacién en la posiciéon E491 de la ADN polimerasa Taq resulta en una
discriminacion incrementada de no correspondencias 3'.

La posicidon de aminoacido homdloga de E493 en la ADN polimerasa Z05 es E491 en la ADN polimerasa Taq. Se
clon6 un fragmento de ADN sintético que contenia una mutacién E491K (lisina) en la ADN polimerasa Taq y la
proteina expresada se purificd y se cuantificd. A continuacion, la ADN polimerasa Taq E491K se comparé con la
ADN polimerasa Taq parental en un ensayo de PCR selectivo para alelo.

La ADN polimerasa de control del presente ejemplo es una ADN polimerasa Taq de Thermus sp. de SEC ID n° 2.

Se utilizaron cebadores que amplificaban una regidon del gen BRAF humano y que eran perfectamente
correspondientes con la diana en el caso de que dicha diana portase una mutacién en el codéon 600 de BRAF,
V600K. Contra la diana BRAF de tipo salvaje, presente en el ADN gendmico humano, el cebador selectivo de alelo
resulta en una Unica no correspondencia A:C en el extremo 3'. El cebador comun es perfectamente correspondiente
con el gen BRAF, al igual que la secuencia de sonda, lo que permite la deteccion TagMan en tiempo real de la
amplificacion. Cada reaccion presentaba 10.000 copias (33 ng) de ADN gendmico de linea celular humana de tipo
salvaje o bien 10.000 o 100 copias de un plasmido linearizado que contenia la secuencia mutante BRAF V600R en
un volumen final de 16 pl. Para considerar los diferentes 6ptimos salinos de los enzimas, se llevaron a cabo
amplificaciones utilizando un rango de concentraciones de KCI de 25 a 130 mM. Las condiciones del tampén fueron
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, MgCl; 2,5 mM, 0,2 mM de dATP, 0,2 mM de dCTP, 0,2 mM de dGTP, 0,4 mM de dUTP, 0,2
MM de aptamero y 0,02 U/ul de UNG. Los cebadores directo € inverso se encontraban a una concentracion de 100
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nM y la sonda, de 25 nM. Todas las ADN polimerasas se sometieron a ensayo a 20 nM y se afiadié tampon de
almacenamiento de enzima al 2% (v/v) (glicerol al 50% v/v, KCI 100 mM, Tris 20 mM, pH 8,0, EDTA 0,1 mM, DTT 1
mM, Tween-20 al 0,5%) a las reacciones. Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador térmico LightCycler 480
de Roche y se desnaturalizaron utilizando una temperatura de 95°C durante 60 segundos, seguido de 99 ciclos de
amplificacion, utilizando una temperatura de desnaturalizacion de 92°C durante 10 segundos y una temperatura de
hibridacion de 62°C durante 30 segundos.

Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado, se calcularon los puntos de cruce ("Cp") mediante el método de
cuant. abs./max. de 2a derivada y se calcularon los promedios de las Cp. Se calcul6 la eficiencia de la PCR a partir
de la pendiente de las reacciones de plasmido de correspondencia perfecta de 100 y de 10.000 copias a la
concentracion de KCI que resultaba en la Cp mas temprana de plasmido de correspondencia perfecta de 10.000
copias. La delta Cp de alto niumero de copia es igual a la diferencia entre los valores de Cp de las reacciones con
10.000 copias de diana gendémica de tipo salvaje con no correspondencia 3' y los valores de Cp de las reacciones
con 10.000 copias de diana plasmidica con correspondencia perfecta.

La tabla 6 muestra los valores de Cp promediados a la concentracién de KCI para cada enzima que resultaron en el
Cp de plasmido de alto nimero de copia mas temprano y la eficiencia calculada de la PCR y la delta Cp de alto
numero de copia. Los datos indican que una sustitucién de aminoacido E491K en la ADN polimerasa Taq resulta en
una discriminacion mejorada de las no correspondencias del cebador en la PCR selectiva de alelo.

Tabla 6. Cp de la amplificacion del plasmido mutante BRAF V600K frente al ADN gendmico humano utilizando
enzimas Taq mutantes E491

100 copias 10'(.)00 10'(.)00

plasmido copias copias de L o Delta ,Cp de

mutante plasmido ADNg Optimo de Eficiencia de | alto niUmero
Enzima mutante humano KCI la PCR de copia
Taq 32,3 25,2 33,3 85 90,9 8,1
Taq E491K 34,4 26,7 36,4 55 82,1 9,7

El presente ejemplo demuestra que el enzima mutante E491K presenta una deteccion mejorada de alelos raros
comparado con el enzima Taq parental de control.

Ejemplo 3: identificaciéon de polimerasas mutantes adicionales con discriminacién incrementada de no
correspondencias 3'

El presente ejemplo muestra que las polimerasas que presentan una mutacion en la posicion S488 de la ADN
polimerasa Z05 de Thermus sp. presentan una discriminacién incrementada de no correspondencias 3'.

Las ADN polimerasas de control del presente ejemplo eran: ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. de SEC IDn°1y
una ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. de SEC ID n° 1 excepto en que el aminoacido en la posicion 580 es glicina
(por ejemplo una sustitucion D580G) (en lo sucesivo polimerasa Z05 D580G).

Las reacciones se llevaron a cabo por duplicado, se calcularon los puntos de cruce ("Cp") mediante el método de
cuant. abs./max. de 2a derivada y se calcularon los promedios de las Cp. Se calcul6 la eficiencia de la PCR a partir
de la pendiente de las reacciones de plasmido de correspondencia perfecta de 100 y de 10.000 copias a la
concentracion de KCI que resultaba en la Cp mas temprana de plasmido de correspondencia perfecta de 10.000
copias. La delta Cp de alto niumero de copia es igual a la diferencia entre los valores de Cp de las reacciones con
10.000 copias de diana gendémica de tipo salvaje con no correspondencia 3' y los valores de Cp de las reacciones
con 10.000 copias de diana plasmidica con correspondencia perfecta.

Las condiciones de reaccion fueron las indicadas en el Ejemplo 1. La Tabla 7 muestra los valores de Cp
promediados a la concentracién de KCI para cada enzima que resultaron en el Cp de plasmido de alto nimero de
copia mas temprano y la eficiencia calculada de la PCR y la delta Cp de alto nimero de copia. Los datos en la Tabla
7 indican que varias sustituciones de aminoacidos en la posiciéon S488 de la ADN polimerasa Z05 resultan en una
discriminacion mejorada de las no correspondencias del cebador en la PCR selectiva de alelo.

Tabla 7. Cp de la amplificacion del plasmido mutante BRAF V600K frente al ADN genémico humano

100 copias | 44 599 10.000 Delta Cp de
plasmido - . Aot ficienci alto niumero
Enzima mutante copias copias de ptimo de Eficiencia de copia
plasmido ADNg KCI de laPCR
(ADNg-
mutante humano P
plasmido)
Z05 31,3 24,5 26,8 100 96,1 2,3
Z05 S488C 34,8 27,1 36,8 40 81,6 9,7
Z05 S488F 34,3 26,8 35,2 40 84,6 8,4

28



10

15

20

25

30

35

ES 2564 692 T3

Z05 S488G 32,5 25,4 30,4 70 90,1 5,0
Z05 S488T 33,4 26,2 34,1 55 89,7 8,0
Z05 S488Y 33,8 26,4 34,6 55 86,1 8,2
Z05 D580G* 31,2 24,3 26,3 115 96,3 2,0
Z05 D580G S488A | 31,0 24,2 26,9 100 96,3 2,7
Z05 D580G S488D | 32,1 25,0 31,6 70 92,4 6,5
Z05 D580G S488F 32,3 25,2 30,6 85 91,3 5,4
Z05 D580G S488G | 31,1 24.5 28,2 100 99,5 3,7
Z05 D580G S488K | 31,4 24,6 29,9 100 95,8 5,4
* Promedio de 4 experimentos

El presente ejemplo demuestra que los enzimas mutantes S488C, S448F, S488G, S488T, S488Y, S488A, S488D y
S488K presentan una deteccion mejorada de alelos raros en comparacion con los enzimas de control parentales,
Z05y Z05 D580G.

Ejemplo 4: identificaciéon de polimerasas mutantes adicionales con discriminacién incrementada de no
correspondencias 3'

El presente ejemplo muestra que las polimerasas que presentan diversas sustituciones en la posicion F497 de la
ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. presentan una discriminacién incrementada de no correspondencias 3'. Se
crearon dichas sustituciones tanto en la ADN polimerasa Z05 como en la ADN polimerasa D580G mediante
clonaciéon de fragmentos génicos sintéticos en vectores para uno o ambos enzimas y los enzimas mutantes
expresados se purificaron y se cuantificaron. Se compararon Z05 F497 mutantes A (alanina), G (glicina), S (serina),
T (treonina) e Y (tirosina) y Z05 D580G mutantes D (acido aspartico), K (lisina) y S (serina) con el enzima parental
respectivo en un ensayo de PCR especifico de alelo.

Las ADN polimerasas de control del presente ejemplo eran: ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. de SECIDn° 1 o
una ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. de SEC ID n° 1 excepto en que el aminoacido en la posicién 580 es glicina
(por ejemplo una sustitucion D580G) (en lo sucesivo polimerasa Z05 D580G).

Las condiciones de reaccion fueron las indicadas en el Ejemplo 1. La Tabla 8 muestra los valores de Cp
promediados a la concentracién de KCI para cada enzima que resultaron en el Cp de plasmido de alto nimero de
copia mas temprano y la eficiencia calculada de la PCR y la delta Cp de alto nimero de copia. Los datos indican que
varias sustituciones de aminoacidos en la posicion F497 de la ADN polimerasa Z05 resultan en una discriminacion
mejorada de las no correspondencias del cebador en la PCR selectiva de alelo.

Tabla 8. Cp de la amplificacion del plasmido mutante BRAF V600K en presencia de ADN gendmico humano
utilizando enzimas Z05 mutantes F497

| 10.000 10.000 Delta Cp de
100 copias . ias d Optimo d Eficienci alto numero
Enzima plasmido copias copias de ptimo de iciencia de copia
plasmido ADNg KCI de laPCR
mutante (ADNg-
mutante humano P
plasmido)
Z05 31,3 24.5 26,8 100 96,1 2,3
Z05 F497A 39,1 30,1 43,2 25 67,7 13,1
Z05 F497G 39,6 30,6 43,8 25 66,5 13,3
Z05 F497S 39,5 30,7 44,3 25 69,1 13,6
Z05 F497T 40,7 31,4 46,7 25 64,0 15,3
Z05 F497Y 31,0 24,3 26,6 100 98,1 2,4
Z05 D580G* 31,2 24,3 26,3 115 96,3 2,0
Z05 D580G F497D 37,0 28,9 40,8 25 76,9 12,0
Z05 D580G F497K 35,9 27,9 40,7 55 76,9 12,8
Z05 D580G F497S 34,3 26,8 34,7 55 84,1 7,9
* Promedio de 4 experimentos

El presente ejemplo demuestra que los enzimas mutantes F497A, F497G, F497S, F497T, F497Y, F497D y F497K
presentan una deteccion mejorada de alelos raros en comparacion con los enzimas de control parentales, Z05 y Z05
D580G.

Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en la presente memoria se proporcionan Unicamente a titulo
ilustrativo y que el experto en la materia concebira diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos.
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LISTADO DE SECUENCIAS INFORMAL

SEC ID n° 1: ADN polimerasa Z05 de Thermus sp. (Z05)

MKAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGYKAV
FVVFDAKAPSFRHEAYEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGFEADDVLATL
AKKAEREGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLHPEGHLITPEWLWEKYGLKPEQWVDFRALVGD
PSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENILKNLDRVKPESVRERIKAHLEDLKLSLELSRVRS
DLPLEVDFARRREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLEAPAPLEEAPWPPPEGAFVGFVLSR
PEPMWAELKALAACKEGRVHRAKDPLAGLKDLKEVRGLLAKDLAVLALREGLDLAPSDDPMLL
AYLLDPSNTTPEGVARRYGGEWTEDAAHRALLAERLQONLLERLKGEEKLLWLYQEVEKPLSR
VLAHMEATGVRLDVAYLKALSLELAEEIRRLEEEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELRLPA
LGKTQRKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILOHRELTKLEKNTYVDPLPGLVHPRTGRLHTRFN
QTATATGRLSSSDPNLONIPIRTPLGQRIRRAFVAEAGWALVALDYSQIELRVLAHLSGDENL
IRVFQEGKDIHTQTASWMFGVSPEAVDPLMRRAAKTVNFGVLYGMSAHRLSQELATPYEEAVA
FIERYFQSFPKVRAWIEKTLEEGRKRGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQ
GTAADLMKLAMVKLFPHLREMGARMLLOQVHDELLLEAPQARAEEVAALAKEAMEKAYPLAVPL

EVEVGIGEDWLSAKG
SEC ID n° 2: ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq)

MRGMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFHALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGDAVT
VVFDAKAPSFRHEAYGGYKAGRAPTPEDFPROLALIKELVDLLGLARLEVPGYEADDVLASLA
KKAEKEGYEVRILTADKDLYQLLSDRIHVLHPEGYLITPAWLWEKYGLRPDQWADYRALTGDE
SDNLPGVKGIGEKTARKLLEEWGSLEALLKNLDRLKPAIREKILAHMDDLKLSWDLAKVRTDL
PLEVDFAKRREPDRERLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRKE
PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAY
LLDPSNTTPEGVARRYGGEWTEEAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSAVL
AHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAEEIARLEAEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIG
KTEKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQYRELTKLKSTYIDPLPDLIHPRTGRLHTRFNQT
ATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFTAEEGWLLVALDYSQIELRVLAHLSGDENLIR
VFQEGRDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELATPYEEAQAFT
ERYFQSFPKVRAWIEKTLEEGRRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNMPVQGT
AADIMKLAMVKLFPRLEEMGARMLLQVHDELVLEAPKERAEAVARLAKEVMEGVYPLAVPLEV
EVGIGEDWLSAKE

SEC ID n° 3: ADN polimerasa de Thermus filiformis (Tfi)

MLPLLEPKGRVLLVDGHELAYRTFFALKGLTTSRGEPVOAVYGFAKSLLKALKEDGEVAIVVF
DAKAPSFRHEAYEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGLVRLEVPGFEADDVLATLARKA
EREGYEVRILSADRDLYQLLSDRIHLLHPEGEVLTPGWLQERYGLSPERWVEYRALVGDPSDN
LPGVPGIGEKTALKLLKEWGSLEATILRKNLDQVKPERVWEAIRNNLDKLOQMSLELSRLRTDLPL
EVDFAKRREPTGKGLKAFLERLEFGSLLHEFGLLEAPKEAEEAPWPPPGGAFLGFLLSRPEPM
WAELLALAGAKEGRVHRAEDPVGALKDLKEIRGLLAKDLSVLALREGREIPPGDDPMLLAYLL
DPGNTNPEGVARRYGGEWKEDAAARALLSERLWOALYPRVAEEERLLWLYREVERPLAQVLAH
MEATGVRLDVPYLEALSQEVAFELERLEAEVHRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPPIGKT
EKTGKRSTSAAVLELLREAHPIVGRILEYRELMKLKSTYIDPLPRLVHPKTGRLHTRFNQTAT

ATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRKAFIAEEGHLLVALDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVF
REGKDIHTETAAWMFGVPPEGVDGAMRRAAKTVNFGVLYGMSAHRLSQELSIPYEEAAAFTER

YFQSFPKVRAWIAKTLEEGRKKGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAA
DLMKLAMVKLFPRLRPLGVRILLQVHDELVLEAPKARAEEAAQLAKETMEGVYPLSVPLEVEV
GMGEDWLSAKE
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SEC ID n° 4: ADN polimerasa de Thermus flavus (Tfl)

MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGDVVVV
VFDAKAPSFRHEAYEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGLVRLEVPGFEADDVLATLAK
RAEKEGYEVRILTADRDLYQLLSERIAILHPEGYLITPAWLYEKYGLRPEQWVDYRALAGDPS
DNIPGVKGIGEKTAQRLIREWGSLENLFQHLDQVKPSLREKLQAGMEALALSRKLSQVHTDLP
LEVDFGRRRTPNLEGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLEGPKAAEEAPWPPPEGAFLGFSFSRPEP
MWAELLALAGAWEGRLHRAQDPLRGLRDLKGVRGILAKDLAVLALREGLDLFPEDDPMLLAYL
LDPSNTTPEGVARRYGGEWTEDAGERALLAERLFQTLKERLKGEERLLWLYEEVEKPLSRVLA
RMEATGVRLDVAYLQALSLEVEAEVRQLEEEVFRLAGHPFNLNSRDOQLERVLFDELGLPAIGK
TEKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVDRILQYRELTKLKNTY IDPLPALVHPKTGRLHTRFNQTA
TATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFVAEEGWVLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRV
FQEGRDIHTQTASWMFGVSPEGVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSGELSIPYEEAVAFIE
RYFQSYPKVRAWIEGTLEEGRRRGYVETLFGRRRYVFPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQOGTA
ADLMKLAMVRLFPRLQELGARMLLOVHDELVLEAPKDRAERVAALAKEVMEGVWPLQVPLEVE
VGLGEDWLSAKE

SEC ID n° 5: ADN polimerasa Sps17 de Thermus sp. (Sps17)

MLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGEVAIVVF
DAKAPSFRHEAYEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGLVRLEVPGFEADDVLATLAKKA
EREGYEVRILSADRDLYQLLSDRIHLLHPEGEVLTPGWLQERYGLSPERWVEYRALVGDPSDN
LPGVPGIGEKTALKLLKEWGSLEAILKNLDQVKPERVREATIRNNLDKLOMSLELSRLRTDLPL
EVDFAKRREPDWEGLKAFLERLEFGSLLHEFGLLEAPKEAEEAPWPPPGGAFLGFLLSRPEPM
WAELLALAGAKEGRVHRAEDPVGALKDLKEIRGLLAKDLSVLALREGREI PPGDDPMLLAYLL
DPGNTNPEGVARRYGGEWKEDAAARALLSERLWQALYPRVAEEERLLWLYREVERPLAQVLAH
MEATGVRLDVPYLEALSQEVAFELERLEAEVHRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPPIGKT
EKTGKRSTSAAVLELLREAHPIVGRILEYRELMRLKSTYIDPLPRLVHPKTGRLHTRFNQTAT
ATGRLSSSDPNLOQNIPVRTPLGORIRKAFIAEEGHLLVALDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVF
REGKDIHTETAAWMFGVPPEGVDGAMRRAAKTVNFGVLYGMSAHRLSQELSIPYEEAAAFTER
YFQSFPKVRAWIAKTLEEGRKKGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVOGTAA
DLMKLAMVKLFPRLRPLGVRILLOVHDELVLEAPKARAEEAAQLAKETMEGVYPLSVPLEVEV
GMGEDWLSAKA

SEC ID n° 6: ADN polimerasa de Thermus thermophilus (Tth)

MEAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGYKAV
FVVFDAKAPSFRHEAYEAYKAGRAPTPEDFPROLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATL
AKKAEKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLHPEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGD
PSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENLLENLDRVKPENVREKIKAHLEDLRLSLELSRVRT
DLPLEVDLAQGREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLEAPAPLEEAPWPPPEGAFVGFVLSR
PEPMWAELKALAACRDGRVHRAADPLAGLKDLKEVRGLLAKDLAVLASREGLDLVPGDDPMLL
AYLLDPSNTTPEGVARRYGGEWTEDAAHRALLSERLHRNLLKRLEGEEKLLWLYHEVEKPLSR

VLAHMEATGVRRDVAYLQALSLELAEEIRRLEEEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELRLPA
LGKTQKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQHRELTKLKNTYVDPLPSLVHPRTGRLHTRFN
QTATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFVAEAGWALVALDYSQIELRVLAHLSGDENL
IRVFQEGKDIHTQTASWMFGVPPEAVDPLMRRAAKTVNFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEEAVA
FIERYFQSFPKVRAWIEKTLEEGRKRGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQ
GTAADLMKLAMVKLFPRLREMGARMLLQVHDELLLEAPQARAEEVAALAKEAMEKAYPLAVPL
EVEVGMGEDWLSAKG
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SEC ID n° 7: ADN polimerasa de Thermus caldophilus (Tca)

MEAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGYKAV
FVVFDAKAPSFRHEAYEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGY EADDVLATL
AKNPEKEGYEVRILTADRDLDQLVSDRVAVLHPEGHLITPEWLWQKYGLKPEQWVDFRALVGD
PSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENLLEKNLDRVKPENVREKIKAHLEDLRLSLELSRVRT
DLPLEVDLAQGREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLEAPAPLEEAPWPPPEGAFVGFVLSR
PEPMWAELKALAACRDGRVHRAADPLAGLKDLKEVRGLLAKDLAVLASREGLDLVPGDDPMLL
AYLLDPSNTTPEGVARRYGGEWTEDAAHRALLSERLHRNLLKRLOGEEKLLWLYHEVEKPLSR
VLAHMEATGVRLDVAYLOALSLELAEEIRRLEEEVFRLAGHFPFNLNSRDQLERVLFDELRLPA
LGKTQKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILOQHRELTKLKNTYVDPLPSLVHPNTGRLHTRFN
QTATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFVAEAGWALVALDYSQIELRVLAHLSGDENL
IRVFQEGKDIHTQTASWMFGVPPEAVDPLMRRAAKTVNFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEEAVA
FIERYFQSFPKVRAWIEKTLEEGRKRGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPV(Q
GTAADLMKLAMVKLFPRLREMGARMLLOVHDELLLEAPQAGAEEVAALAKEAMEKAY PLAVPL
EVEVGMGEDWLSAKG

SECIDNn°8

A-G-H-P-F-N-L-N-X6-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L, en la que X6 es
S, G, A, D, F, XK, C, T, o Y; X10 es un aminoacido diferente de
E; yXl3es F, A, G, S, T, Y, Do K.

SECIDn°9
A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X10-R-V-L-F-D-E-L, wherein X10 is an amino acid other than E.

SECID n°10
A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X10-R-V-L-F-D-E-L wherein X10 is A, G, Kor R.

SECID n° 11
A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X10-R-V-L-F-D-E-L
wherein X10 is K.

SEC ID n° 12 Z05
EEEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELRLPALGKT

SEC ID n° 13 Taq
EAEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKT

SEC ID n° 14 Tfi
EAEVHRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPPIGKT

SEC ID n® 15 Tfl
EEEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKT

SEC ID n° 16 Sps17
EAEVHRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPPIGKT

SEC ID n® 17 Tth
EEEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELRLPALGKT

SECID n° 18 Tea
EEEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELRLPALGKT

SECID n°19 Tma
AEEIYRIAGEPFNINSPKQVSRILFEKLGIKPRGKT

SEC ID n° 20 Tne
AEKIYQIAGEPFNINSPKQVSNILFEKLGIKPRGKT

SEC ID n° 21 Taf
KEKVFEIAGETFNLNSSTQVAYILFEKLNIAPY-KK
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SEC ID n° 23 Dra
ESQIHEYAGEEFHIRSPKQLETVLYDKLELASSKKT

SEC ID n° 24 Bst
ERRIYELAGQEFNINSPKQLGTVLFDKLQLPVLKKT

SEC ID n° 25 Bca
EQRIYELAGQEFNINSPKQLGVILFEKLQLPVLKKS

SEC ID n° 26 motivo de consenso nativo

A-G-X1-X2-F-X3-X4-X5-X6-X7-X8-Q-X9-X10-X11-X12-L-X13-X14-X15-L, wherein X1is H, E, or Q; X2is P, T, or E;
X3isNorH; X4isLorl; X5isNorR; X6is S; X7isR, P, orS; X8isD, K,orT; X9isLorV; X10is E, S, A, or G;

X11isR,N,Y, T,orV; X12isVorl; X13isForY; X14 is D or E; and X15is E or K.

SEC ID n° 27 motivo Z05 D580 modificado
T-G-R-L-S-S-X7-X8-P-N-L-Q-N

en el que Xyes Ser (S)o Thr (T), y

Xg es cualquier aminoacido diferente de Asp (D) o Glu (E)

SEC ID n° 28 Sitio activo conservado de ADN polimerasa
DYSQIELR

SEC ID n° 29 ADN polimerasa CS5

MKAML PLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGYKAV
FVVFDAKAPSFRHEAYEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGFEADDVLATL
AKKAEREGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLHPEGHLITPEWLWEKYGLK PEQWVDFRALVGD
PSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENILKNLDRVKPESVRERIKAHLEDLKLSLELSRVRS
DLPLEVDFARRREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLEESEPVGYRIVKDLVEFEKLIEKLR
ESPSFAIDLETSSLDPFDCDIVGISVSFKPKEAYYIPLHHRNAQNLDEKEVLKKLKEILEDPG
AKIVGONLKFDYKVLMVKGVEPVPPYFDTMIAAYLLEPNEKKFNLDDLALKFLGYKMTSYQEL
MSFSFPLFGFSFADVPVEKAANYSCEDADITYRLYKTLSLKLHEADLENVFYKIEMPLVNVLA
RMELNGVYVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEEIYRIAGEPFNINSPKQVSRILFEKLGIKPRGK
TTKTGDYSTRIEVLEELAGEHEIIPLILEYRKIQKLKSTYIDALPKMVNPKTGRIHASFNQTG
TATGRLSSSDPNLONLPTKSEEGKEIRKAIVPQDPNWWIVSADYSQIELRILAHLSGDENLLR
AFEEGIDVHTLTASRIFNVKPEEVTEEMRRAGKMVNFSIIYGVTPYGLSVRLGVPVKEAEKMI
VNYFVLYPKVRDYIQRVVSEAKEKGYVRTLFGRKRDIPQLMARDRNTQAEGERIAINTPIQGT
AADIIKLAMIEIDRELKERKMRSKMIIQVHDELVFEVPNEEKDALVELVKDRMTNVVKLSVPL
EVDVTIGKTWS

SEC ID n° 30 ADN polimerasa CS6

MKAML PLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGYKAV
FVVFDAKAPSFRHEAYEAYKAGRAPTPEDF PRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGFEADDVLATL
AKKAEREGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLHPEGHLITPEWLWEKYGLKPEQWVDFRALVGD
PSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENILKNLDRVKPESVRERIKAHLEDLKLSLELSRVRS
DLPLEVDFARRREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLEESEPVGYRIVKDLVEFEKLIEKLR
ESPSFAIALATSSLDPFDCDIVGISVSFKPKEAYYIPLHHRNAQNLDEKEVLKKLKEILEDPG
AKIVGQNLKFDYKVLMVKGVEPVPPYFDTMIAAYLLEPNEKKFNLDDLALKFLGYKMTSYQEL
MSFSFPLFGFSFADVPVEKAANYSCEDADITYRLYKTLSLKLHEADLENVFYKIEMPLVNVLA
RMELNGVYVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEEIYRIAGEPFNINSPKQVSRILFEKLGIKPRGK
TTKTGDYSTRIEVLEELAGEHEI IPLILEYRKIQKLKSTYIDALPKMVNPKTGRIHASFNQTG
TATGRLSSSDPNLONLPTKSEEGKEIRKAIVPQDPNWWIVSADYSQIELRILAHLSGDENLLR
AFEEGIDVHTLTASRIFNVKPEEVTEEMRRAGKMVNFSIIYGVTPYGLSVRLGVPVKEAEKMI
VNYFVLYPKVRDYIQRVVSEAKEKGYVRTLFGRKRDIPQLMARDRNTQAEGERIAINTPIQGT
AADITKLAMIEIDRELKERKMRSKMI IQVHDELVFEVPNEEKDALVELVKDRMTNVVKLSVPL
EVDVTIGKTWS

SEC ID n° 31 Cebador directo
5'-CTACCTCCTGGACCCCTCCAA-3
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SEC ID n° 32 Cebador inverso
5'-ATAACCAACTGGTAGTGGCGTGTAA-3’

SEC ID n° 33 Dominio de polimerasa de la ADN polimerasa Z05 D580G

CTACCTCCTGGACCCCTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGGGGGGAGTG
GACGGAGGACGCCGCCCACCGGGCCCTCCTCGCTGAGCGGCTCCAGCAAAACCTCTTGGAACG
CCTCAAGGGAGAGGAAAAGCTCCTTTGGCTCTACCAAGAGGTGGAAAAGCCCCTCTCCCGGGT
CCTGGCCCACATGGAGGCCACCGGGGTAAGGCTGGACGTGGCCTATCTAAAGGCCCTTTCCCT
GGAGCTTGCGGAGGAGATTCGCCGCCTCGAGGAGGAGGTCTTCCGCCTGGCGGGCCACCCCTT

CAACCTGAACTCCCGTGACCAGCTAGAGCGGGTGCTCTTTGACGAGCTTAGGCTTCCCGCCCT
GGGCAAGACGCAAAAGACGGGGAAGCGCTCCACCAGCGCCGCGGTGCTGGAGGCCCTCAGGGA

GGCCCACCCCATCGTGGAGAAGATCCTCCAGCACCGGGAGCTCACCAAGCTCAAGAACACCTA
CGTAGACCCCCTCCCGGGCCTCGTCCACCCGAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCA
GACAGCCACGGCCACGGGAAGGCTCTCTAGCTCCGGGCCCAACCTGCAGAACATCCCCATCCG
CACCCCCTTGGGCCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCGTGGCCGAGGCGGGATGGGCGTTGGETGGEC
CCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCCGGGTCCTCGCCCACCTCTCCGGGGACGAGAACCTGAT
CAGGGTCTTCCAGGAGGGGAAGGACATCCACACCCAGACCGCAAGCTGGATGTTCGGCGTCTC
CCCGGAGGCCGTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAGACGGTGAACTTCGGCGTCCTCTA
CGGCATGTCCGCCCATAGGCTCTCCCAGGAGCTTGCCATCCCCTACGAGGAGGCGGTGGCCTT
TATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGGATAGAARAGACCCTGGAGGA
GGGGAGGAAGCGGGGCTACGTGGAAACCCTCTTCGGAAGAAGGCGCTACGTGCCCGACCTCAA
CGCCCGGGTGAAGAGCGTCAGGGAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGG
CACCGCCGCCGACCTCATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTTCCCCCACCTCCGGGAGATGGG
GGCCCGCATGCTCCTCCAGGTCCACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGGGCCGA
GGAGGTGGCGGCTTTGGCCAAGGAGGCCATGGAGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTGCCCCTGGA
GGTGGAGGTGCGGATCGGGGAGGACTGGCTTTCCGCCAAGGGCTGATATCAGATCTCCCTGAT
TATGCGTCAGTCTATGAAGAAAAATCGTATACAGATGGACGAAGAGAGAATCCTTGTGAATTT
AACAGAGGGTATAGGGATTACACGCCACTACCAGTTGGTTAT

SEC ID n° 34 - Secuencia de tipo salvaje de BRAF
AGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTT

TGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTA

SEC ID n° 35 - secuencia mutante BRAF V600R
AGTAAAAATAGGTGATTTTCGGTCTAGCTACAAGGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTT
TGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTA

SEC ID n° 36 ADN polimerasa de Deinococcus radiodurans (Dra)

MADASPDPSKPDALVLIDGHALAFRSYFALPPLNNSKGEMTDAIVGFMKLLLRLARQKSNQVI
VVFDPPVKTLRHEQYEGYKSGRAQTPEDLRGOQINRIRALVDALGFPRLEEPGYEADDVIASLT
RMAEGKGYEVRIVTSDRDAYQLLDEHVKVIANDFSLIGPAQVEEKYGVTVRQWVDYRALTGDA
SDNIPGAKGIGPKTAAKLLOQEYGTLEKVYEAAHAGTLKPDGTRKKLLDSEENVKFSHDLSCMV
TDLPLDIEFGVRRLPDNPLVTEDLLTELELHSLRPMILGLNGPEQDGHAPDDLLEREHAQTPE
EDEAAALPAFSAPELAEWQTPAEGAVWGYVLSREDDLTAALLAAATFEDGVARPARVSEPDEW
AQAEAPENLFGELLPSDKPLTKKEQKALEKAQKDAEKARAKLREQFPATVDEAEFVGQRTVTA
AAAKALAAHLSVRGTVVEPGDDPLLYAYLLDPANTNMPVVAKRYLDREWPADAPTRAAITGHL
VRELPPLLDDARRRKMYDEMEKPLSGVLGRMEVRGVQVDSDFLOTLSIQAGVRLADLESQIHEY
AGEEFHIRSPKQLETVLYDKLELASSKKTKLTGQRSTAVSALEPLRDAHPIIPLVLEFRELDK
LRGTYLDPIPNLVNPHTGRLHTTFAQTAVATGRLSSLNPNLOQNIPIRSELGREIRKGFIAEDG
FTLIAADYSQIELRLLAHIADDPLMQQOAFVEGADIHRRTAAQVLGLDEATVDANQRRAAKTVN
FGVLYGMSAHRLSNDLGIPYAEAATFIEIYFATYPGIRRYINHTLDFGRTHGYVETLYGRRRY
VPGLSSRNRVOQREAEERTLAYNMPIQGTAADIMKLAMVQLDPQLDAIGARMLLOQVHDELLIEAP
LDKAEQVAAL TKKVMENVVOLKVPLAVEVGTGPNWFDTK
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SEC ID n°® 37 ADN polimerasa de Thermosipho africanus (Taf)

MGKMFLFDGTGLVYRAFYAIDQSLOTSSGLHTNAVYGLTKMLIKFLKEHISIGKDACVFVLDS
KGGSKKRKDILETYKANRPSTPDLLLEQIPYVEELVDALGIKVLKIEGFEADDITATLSKKFE
SDFEKVNIITGDKDLLOLVSDKVFVWRVERGITDLVLYDRNKVIEKYGIYPEQFKDYLSLVGD
QIDNIPGVKGIGKKTAVSLLKKYNSLENVLKNINLLTEKLRRLLEDSKEDLQKSIELVELIYD
VPMDVEKDEI IYRGYNPDKLLKVLKKYEFSSITIKELNLQEKLEKEY ILVDNEDKLKKLAEEIE
KYKTFSIDTETTSLDPFEAKLVGISISTMEGKAYYIPVSHFGAKNISKSLIDKFLKQILQEKD
YNIVGONLKFDYEIFKSMGFSPNVPHFDTMIAAYLLNPDEKRFNLEELSLKYLGYKMI SFDEL
VNENVPLFGNDFSYVPLERAVEYSCEDADVTYRIFRKLGRKIYENEMEKLFYEIEMPLIDVLS
EMELNGVYFDEEYLKELSKKYQEKMDGIKEKVFEIAGETFNLNSSTQVAY ILFEKLNIAPYKK
TATGKFSTNAEVLEELSKEHEIAKLLLEYRKYQKLKSTYIDSIPLSINRKTNRVHTTFHQTGT
STGRLSSSNPNLONLPTRSEEGKEIRKAVRPQRODWWILGADYSQIELRVLAHVSKDENLLKA
FKEDLDIHTITAAKIFGVSEMFVSEQMRRVGKMVNFAIIYGVSPYGLSKRIGLSVSETKKIID
NYFRYYKGVFEYLKERMKDEARKKGYVITTLFGRRRYIPQLRSKNGNRVQEGERIAVNTPIQGTA
ADIIKIAMINIHNRLKKENLRSKMILOQVHDELVFEVPDNELEIVKDLVRDEMENAVKLDVPLK
VDVYYGKEWE

SEC ID n°® 38 ADN polimerasa de Thermotoga maritima (Tma)

MARLFLFDGTALAYRAYYALDRSLSTSTGIPTNATYGVARMLVRFIKDHIIVGKDYVAVAFDK
KAATFRHKLLETYKAQRPKTPDLLIQQLPYTIKKLVEALGMKVLEVEGYEADDITATLAVKGLP
LFDEIFIVTGDKDMLOQLVNEKIKVWRIVKGISDLELYDAQKVKEKYGVEPQQIPDLLALTGDE
IDNIPGVTGIGEKTAVQLLEKYKDLEDILNHVRELPOQKVRKALLRDRENAILSKKLAILETNV
PIEITNWEELRYQGYDREKLLPLLKELEFASIMKELQLYEESEPVGYRIVKDLVEFEKLIEKLR
ESPSFAIDLETSSLDPFDCDIVGISVSFKPKEAYYIPLHHRNAQONLDEKEVLKKLKEILEDPG
AKIVGONLKFDYKVLMVKGVEPVPPYFDTMIAAYLLEPNEKKFNLDDLALKFLGYKMTSYQEL
MSFSFPLFGFSFADVPVERAANYSCEDADITYRLYKTLSLKLHEADLENVFYKIEMPLVNVLA
RMELNGVYVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEEIYRIAGEPFNINSPKOVSRILFEKLGIKPRGK
TTKTGDYSTRIEVLEELAGEHEI IPLILEYRKIQKLKSTYIDALPKMVNPKTGRIBASFNQTG
TATGRLSSSDPNLONLPTKSEEGKEIRKAIVPQDPNWWIVSADYSQIELRILAHLSGDENLLR
AFEEGIDVHTLTASRIFNVKPEEVTEEMRRAGKMVNFSIIYGVTPYGLSVRLGVPVKEAEKMI
VNYFVLYPKVRDYIQRVVSEAKEKGYVRTLFGRKRDIPQLMARDRNTQAEGERIAINTPIQGT
AADITIKLAMIEIDRELKERKMRSKMI IQVHDELVFEVPNEEKDALVELVKDRMTNVVKLSVPL
EVDVTIGKTWS

SEC ID n° 39 ADN polimerasa de Thermotoga neopolitana (Tne)

MARLFLFDGTALAYRAYYALDRSLSTSTGIPTNAVYGVARMLVKFIKEHIIPEKDYAAVAFDK
KAATFRHKLLVSDKAQRPKTPALLVOOLPYIKRLIEALGFKVLELEGYEADDI TATLAVRAAR
FLMRFSLITGDKDMLQLVNEKIKVWRIVKGISDLELYDSKKVKERYGVEPHQIPDLLALTGDD
IDNIPGVTGIGEKTAVQLLGKYRNLEYILEHARELPOQRVRKALLRDREVAILSKKLATLVTNA
PVEVDWEEMKYRGYDKRKLLPILKELEFASIMKELQLYEEAEPTGYEIVKDHKTFEDLIEKLK
EVPSFALDLETSSLDPFNCEIVGISVSFKPKTAYYIPLHHRNAHNLDETLVLSKLKEILEDPS
SKIVGONLKYDYKVLMVKGISPVYPHFDTMIAAYLLEPNEKKFNLEDLSLKFLGYKMTSYQEL
MSFSSPLFGFSFADVPVDKAAEYSCEDADITYRLYKILSMKLHEAELENVFYRIEMPLVNVLA
RMEFNWVYVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEKIYQIAGEPFNINSPKQVSNILFEKLGIKPRGK

TTKTGDYSTRIEVLEEIANEHEIVPLILEFRKILKLKSTYIDTLPKLVNPKTGRFHASFHQTG
TATGRLSSSDPNLONLPTKSEEGKEIRKAIVPQDPDWWIVSADYSQIELRILAHLSGDENLVK

AFEEGIDVHTLTASRIYNVKPEEVNEEMRRVGKMVNFSIIYGVTPYGLSVRLGIPVKEAEKMI
ISYFTLYPKVRSYIQOVVAEAKEKGYVRTLFGRKRDIPQLMARDKNTQSEGERIAINTPIQGT
AADITKLAMIDIDEELRKRNMKSRMIIQVHDELVFEVPDEEKEELVDLVKNKMTNVVELSVPL
EVDISIGKSWS
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SEC ID n° 40 ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus (Bst)

MKNKLVLIDGNSVAYRAFFALPLLHNDKGIHTNAVYGFTMMLNKILAEEQPTHILVAFDAGKT
TFRHETFODYKGGRQQTPPELSEQFPLLRELLKAYRIPAYELDHYEADDI IGTMAARAEREGF
AVKVISGDRDLTQLASPQVTVEITKKGITDIESYTPETVVEKYGLTPEQIVDLKGLMGDKSDN
IPGVPGIGEKTAVKLLKOQFGTVENVLASIDEIKGEKLKENLRQYRDLALLSKQLAATCRDAPV
ELTLDDIVYKGEDREKVVALFQELGFQSFLDKMAVQTDEGEKPLAGMDFAIADSVTDEMLADK
AATLVVEVVGDNYHHAPIVGIALANERGRFFLRPETALADPKFLAWLGDETKKKTMFDSKRAAV
ALKWKGIELRGVVFDLLLAAYLLDPAQAAGDVAAVAKMHQYEAVRSDEAVYGKGAKRTVPDEP
TLAEHLARKAAATWALEEPLMDELRRNEQDRLLTELEQPLAGILANMEFTGVKVDTKRLEQMG
AELTEQLOQAVERRIYELAGOEFNINSPRQOLGTVLFDKLQLPVLEKKTKTGYSTSADVLEKLAPH
HEIVEHILHYRQLGKLOSTYIEGLLKVVHPVTGKVHTMFNQALTQTGRLSSVEPNLONIPIRL
EEGRKIRQAFVPSEPDWLIFAADYSQIELRVLAHIAEDDNLIEAFRRGLDIHTKTAMDIFHVS
EEDVTANMRRQAKAVNFGIVYGISDYGLAQNLNITRKEAAEFIERYFASFPGVKQYMDNIVQE
AKQKGYVTTLLHRRRYLPDITSRNFNVRSFAERTAMNTPIQGSAADIIKKAMIDLSVRLREER
LOARLLLQVHDELILEAPKEEIERLCRLVPEVMEQAVALRVPLKVDYHYGPTWYDAK

SEC ID n° 41 ADN polimerasa de Bacillus caldotenax (Bca)

MKKKLVLIDGSSVAYRAFFALPLLHNDKGIHTNAVYGFTMMLNKILAEEEPTHMLVAFDAGKT
TFRHEAFQEYKGGRQQTPPELSEQFPLLRELLRAYRIPAYELENYEADDI IGTLAARAEQEGF
EVEVISGDRDLTOLASPHVTVDITKKGITDIEPYTPEAVREKYGLTPEQIVDLKGLMGDKSDN
IPGVPGIGEKTAVKLLRQFGTVENVLASIDEIKGEKLKETLROQHREMALLSKKLAAIRRDAPV
ELSLDDIAYQGEDREKVVALFKELGFQSFLEKMESPSSEEEKPLAKMAFTLADRVTEEMLADK
AALVVEVVEENYHDAPIVGIAVVNEHGRFFLRPETALADPQFVAWLGDETKKKSMFDSKRAAV
ALKWKGIELCGVSFDLLLAAYLLDPAQGVDDVAAAAKMKQYEAVRPDEAVYGKGAKRAVPDEP
VLAEHLVRKAAATWALERPFLDELRRNEQDRLLVELEQPLSSILAEMEFAGVKVDTKRLEQMG
EELAEQLRTVEQRIYELAGQEFNINSPKQLGVILFEKLQLPVLKKSKTGYSTSADVLEKLAPY
HEIVENILQHYRQLGKLQSTYIEGLLKVVRPDTKRKVHTIFNQALTQTGRLSSTEPNLOQNIPIR
LEEGRKIRQAFVPSESDWLIFAADYSQIELRVLAHIAEDDNLMEAFRRDLDIHTKTAMDIFQV
SEDEVTFNMRRQAKAVNFGIVYGISDYGLAQNLNISRKEAAEFIERYFESFPGVKRYMENIVQ
EAKQKGYVTTLLHRRRYLPDITSRNFNVRSFAERMAMNTPIQGSAADI TKKAMIDLNARLKEE
RLOARLLLOQVHDELILEAPKEEMERLCRLVPEVMEQAVTLRVPLKVDYHYGSTWYDAK

SEC ID n° 42

A-G-X1-Xo-F-X3-X4-X5-Xg-X7-Xg-Q-Xo-X10-X11-X12-L-X13-X14-X15-L,

enelque XiesH,E,0Q; X,esP, T,0E; XsesNoH; XsesL ol; Xses N o R; Xs es cualquier aminoacido; X7 es R,
P,0S; Xses D, K, oT; Xges L 0V; Xioes cualquier aminoacido diferente de E, S, A, 0 G; Xi11es R, N, Y, T, 0V, X2
es V o |; X43 es cualquier aminoacido; Xises D o E; Xises E o K.

SECID n°43

A-G-X1-P-F-N-X4-N-Xg-Xg-X7-Xg-Q-Xo-X10-X11-X12-L-X13-X14-X15-L,

en el que X1 es Ho E; X4 es L o |; Xg es cualquier aminoacido; Xres Ro P; Xses D 0 K; Xges L o V; Xy es cualquier
aminoacido diferente de E 0 S; X11es Ro N; X2 es V o |; Xi3es cualquier aminoacido; X1ses Do E; y Xises E o K.

SECID n° 44

A-G-X1-P-F-N-X4-N-S-X7-Xg-Q-Xo-X10-R-X12-L-F-X14-X15-L,

enelque XiesHoOE; XsesLol; X7esR o P; Xges DoK; Xges L oV; Xqoes cualquier aminoacido diferente de E o
S; Xi2esVol; XisesDoE; and Xises E o K.

SEC ID n° 45
A-G-H-P-F-N-L-N-Xs-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L
en el que Xg es cualquier aminoacido; X1 es cualquier aminoacido diferente de E; y Xi3 es cualquier aminoacido.

SEC ID n° 46

A-G-H-P-F-N-L-N-Xs-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L en el que Xs es cualquier aminoacido diferente de S; Xio es
cualquier aminoacido diferente de E; y X413 es cualquier aminoacido diferente de F.
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SEC ID n° 47
A-G-H-P-F-N-L-N-Xg-R-D-Q-L-X19-R-V-L-X13-D-E-L

enelque Xges S,G,A,D,F,K,C, T,0Y; Xwes S,Q,A G, K oR;yXizesF, A, G, S, T,Y,DoK.

SEC ID n° 48
A-G-H-P-F-N-L-N-Xg-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L

enelque Xges S,G,A,D,F,K,C, T,0Y; XioesK;y XizesF,A, G, S, T,Y,DoK.

SEC ID n° 49
A-G-H-P-F-N-L-N-Xg-R-D-Q-L-X19-R-V-L-X13-D-E-L

enelque Xges S,G,A,D,F,K,C, T,oY; Xi0es R,K,AoG; and XizsesF,A,G,S, T,Y,DoK.

SEC ID n° 50
A-G-H-P-F-N-L-N-Xg-R-D-Q-L-X10-R-V-L-X13-D-E-L
en el que Xges S; Xipes R, K, Ao G;y XzesF.

SEC ID n° 51

T-G-R-L-S-S-X7-Xg-P-N-L-Q-N

enelque X7esSoT;yXgesL, G, T,Q A, S,N,RoK
LISTADO DE SECUENCIAS

[0161]

<110> F. Hoffmann-La Roche AG Roche Diagnostics GmbH

<120> ADN polimerasas con discriminacién incrementada de no correspondencias 3'

<130> 26426 WO-HS

<140> No asignado todavia
<141> No asignado todavia

<150> US 61/356,279
<151>2010-06-18

<160> 51

<170> FastSEQ for windows versién 4.0
<210>1

<211> 834

<212> PRT

<213> Thermus sp.

<220>

<223> ADN polimerasa de Thermus sp. Z05 (Z05) Z05 DNA polymerase (Z05)

<400> 1
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Met
val
Leu
Lys
val
65

Ala
Leu
Glu
Lys
Asp
145
Gly
Pro
ASn
Leu
val
225
Leu
Glu
Ala
Leu

Glu
305

Lys
Asp
Thr
Ser
val
Tyr
Ala
val
Ala
130
Leu
His
Glu
Leu
Lys
210
LyS
Lys
val
Phe
Leu

290
Gly

Ala
Gly
Thr
35

Leu
Phe
Lys
Leu
Pro
115
Glu
Tyr
Leu
Gln
Pro
195
Glu
Pro
Leu
ASp
Leu
275
Glu

Ala

Met
His
20

Ser
Leu
AsSp
Ala
Ile
100
Gly
Arg
Gln
Ile
Trp
180
Gly
Trp
Glu
ser
Phe
260
Glu
Ala

Phe

Leu
His
Arg
Lys
Ala
Gly
85

Lys
Phe
Glu
Leu
Thr
165
val
val
Gly
ser
Leu
245
Ala
Arg
Pro

val

ES 2564 692 T3

Pro
Leu
Gly
Ala
LysS
70

Arg
Glu
Glu
Gly
val
150
Pro
Asp
Lys
Ser
val
230
Glu
Arg
Leu

Ala

Gly
310

Leu
Ala
Glu
Leu
Ala
Ala
Leu
Ala
135
Ser
Glu
Phe
Gly
Leu
215
Arg
Leu
Arg
Glu
Pro

295
Phe

Phe
Tyr
Pro
40

Lys
Pro
Pro
val
ASp
120
Glu
Asp
Trp
Arg
Ile
200
Glu
Glu
ser
Arg
Phe
280
Leu

val

Glu
Arg
val
Glu
ser
Thr
Asp
105
Asp
val
Arg
Leu
Ala
185
Gly
ASh
Arg
Arg
Glu
265
Gly
Glu

Leu

38

Pro
Thr
Gln
ASp
Phe
Pro
90

Leu
val
Arg
val
Trp
170
Leu
Glu
Ile
Ile
val
250
Pro
ser

Glu

Ser

Lys
Phe
Ala
Gly
Arg
75

Glu
Leu
Leu
Ile
Ala
155
Glu
val
Lys
Leu
Lys
235
Arg
Asp
Leu
Ala

Arg
315

Gly
Phe
val
Tyr
60

His
ASp
Gly
Ala
Leu
140
val
Lys
Gly
Thr
Lys
220
Ala
ser
Arg
Leu
Pro

300
Pro

Arg
Ala
Tyr
45

Lys
Glu
Phe
Phe
Thr
125
Thr
Leu
Tyr
Asp
Ala
205
Asn
His
Asp
Glu
His
285
Trp

Glu

val
Leu
Gly
Ala
Ala
Pro
Thr
110
Leu
Ala
His
Gly
Pro
190
Leu
Leu
Leu
Leu
Gly
270
Glu
Pro

Pro

Leu
15

Lys
Phe
val
Tyr
Arg
95

Arg
Ala
ASp
Pro
Leu
175
ser
Lys
Asp
Glu
Pro
255
Leu
Phe
Pro

Met

Leu
Gly
Ala
Phe
Glu
80

GIn
Leu
Lys
Arg
Glu
160
Lys
Asp
Leu
Arg
Asp
240
Leu
Arg
Gly

Pro

Trp
320
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Ala
Ala
feu
Leu
Ser
385
Thr
Asn
Gln
Thr
Leu
465
Gly
Phe
Lys
Pro
Asn
545
Arg
Ser
Gly
val
Ser
625
His
Asp
Tyr
Glu
val
705
Tyr
Ala
Met
Lys
val
785
val
val
Lys

<210> 2
<211> 832
<212> PRT

Glu
Lys
Leu
Ala
370
ASn
Glu
Leu
Glu
Gly
450
Ala
His
Asp
Arg
Ile
530
Thr
Leu
ser
Gln
Ala
610
Gly
Thr
Pro
Gly
Glu
690
Arg
val
Arg
Pro
Leu
770
His
Ala
Pro

Gly

Leu
Asp
Ala
355
Pro
Thr
Asp
Leu
val
435
val
Glu
Pro
Glu
Ser
515
val
Tyr
His
Ser
Arg
595
Leu
ASp
GIn
Leu
Met
675
Ala
Ala
Glu
val
val
755
Phe
Asp
Ala

Leu

<213> Thermus aquaticus

<220>

Lys
Pro
340
Lys
ser
Thr
Ala
Glu
420
Glu
Arg
Glu
Phe
Leu
500
Thr
Glu
val
Thr
Asp
580
Ile
Asp
Glu
Thr
Met
660
ser
val
Trp
Thr
LYS
740
Gln
Pro
Glu
Leu

Glu
820

Ala
325
Leu
Asp
Asp
Pro
Ala
405
Arg
Lys
Leu
Ile
ASh
485
Arg
Ser
Lys
Asp
Arg
565
Pro
Arg
Tyr
Asn
Ala
645
Arg
Ala
Ala
Ile
Leu
725
ser
Gly
His
Leu
Ala

805
val

ES 2564 692 T3

Leu
Ala
Leu
AsSp
Glu
390
His
Leu
Pro
Asp
Ar

470
Leu
Leu
Ala
Ile
Pro
550
Phe
Asn
Arg
Ser
Leu
630
Ser
Arg
His
Phe
Glu
710
Phe
val
Thr
Leu
Leu
790
Lys
Glu

Ala
Gly
Ala
Pro
375
Gly
Arg
Lys
Leu

val
455

g Arg

Asn
Pro
Ala
Leu
535
Leu
Asn
Leu
Ala
Gln
615
Ile
Trp
Ala
Arg
Ile
695
Lys
Gly
Arg
Ala
Ar

775
Leu
Glu

val

<223> ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq)

Ala
Leu
val
360
Met
val
Ala
Gly
ser
440
Ala
Leu
ser
Ala
val
520
Gin
Pro
Gln
Gln
Phe
600
Ile
Arg
Met
Ala
Leu
680
Glu
Thr
Arg
Glu

Ala
760

g Glu

Glu
Ala

Gly

Cys
Lys
345
Leu
Leu
Ala
Leu
Glu
425
Arg
Tyr
Glu
Arg
Leu
505
Leu
His
Gly
Thr
Asn
585
val
Glu
val
Phe
Lys
665
ser
Arg
Leu
Arg
Ala
745
ASp
Met
Ala
Met

Ile
825

39

Lys
330
Asp
Ala
Leu
Arg
Leu
410
Glu
val
Leu
Glu
Asp
490
Gly
Glu
Arg
Leu
Ala
570
Ile
Ala
Leu
Phe
Gly
650
Thr
GIn
TYr
Glu
Arg
730
Ala
Leu
Gly
Pro
Glu

810
Gly

Glu
Leu
Leu
Ala
Arg
395
Ala
Lys
Leu
Lys
Glu
475
Gln
LySs
Ala
Glu
val
555
Thr
Pro
Glu
Arg
GlIn
635
val
val
Glu
Phe
Glu
715
Tyr
Glu
Met
Ala
Gln
795
Lys
Glu

Gly
Lys
Arg
Tyr
380
Tyr
Glu
Leu
Ala
Ala
460
val
Leu
Thr
Leu
Leu
540
His
Ala
Ile
Ala
val
620
Glu
Ser
Asn
Leu
Gln
700
Gly
val
Arg
Lys
Arg
780
Ala
Ala

ASp

Arg
Glu
Glu
365
Leu
Gly
Arg
Leu
His
445
Leu
Phe
Glu
Gln
Arg
525
Thr
Pro
Thr
Arg
Gly
605
Leu
Gly
Pro
Phe
Ala
685
Ser
Arg
Pro
Met
Leu
765
Met
Arg
Tyr

Trp

val
val
350
Gly
Leu
Gly
Leu
Trp
430
Met
Ser
Arg
Arg
LysS
510
Glu
LysS
Arg
Gly
Thr
590
Trp
Ala
LysS
Glu
Gly
670
Ile
Phe
Lys
Asp
Ala
750
Ala
Leu
Ala
Pro

Leu
830

His
335
Arg
Leu
Asp
Glu
Gln
415
Leu
Glu
Leu
Leu
val
495
Thr
Ala
Leu
Thr
Arg
575
Pro
Ala
His
Asp
Ala
655
val
Pro
Pro
Arg
Leu
735
Phe
Met
Leu
Glu
Leu

815
ser

Arg
Gly
Asp
Pro
Trp
400
Gln
TYPr
Ala
Glu
Ala
480
Leu
Gly
His
Lys
Gly
560
Leu
Leu
Leu
Leu
Ile
640
val
Leu
Tyr
Lys
Gly
720
Asn
Asn
val
Gln
Glu
800
Ala

Ala



<400> 2

Met
val
Leu
Lys
val
65

Tyr
Ala
val
Ala
Leu
145
Tyr
Asp
Leu
Glu
LysS
225
Leu
Asp
Leu
Glu
Ala
305
Leu
Glu
Ala
Pro
Thr
385
Glu
Trp
val
val

Glu
465

Arg
Asp
Thr
Ser
Phe
Lys
Leu
Pro
Glu
130
Tyr
Leu
Gln
Pro
Glu
210
Pro
Ser
Phe
Glu
ser
290
Phe
Leu
Pro
Lys
Gly
370
Thr
Ala
Gly
Glu
Arg
450
Glu

Gly
Gly
Thr
35

Leu
ASp
Ala
Ile
Gly
115
Lys
Gln
Ile
Trp
Gly
195
Trp
Ala
Trp
Ala
Arg
275
Pro
val
Ala
Tyr
Asp
355
Asp
Pro
Gly
Arg
Arg
435
Leu

Ile

Met
His
20

Ser
Leu
Ala
Gly
Lys
100
Tyr
Glu
Leu
Thr
Ala
180
val
Gly
Ile
Asp
Lys
260
Leu
Lys
Gly
Leu
Lys
340
Leu
Asp
Glu
Glu
Leu
420
Pro
Asp

Ala

Leu
His
Arg
Lys
Lys
Arg
85

Glu
Glu
Gly
Leu
Pro
165
Asp
Lys
Ser
Arg
Leu
245
Arg
Glu
Ala
Phe
Ala
325
Ala
Ser
Pro
Gly
Arg
405
Glu
Leu
val

Arg

ES 2564 692 T3

Pro
Leu
Gly
Ala
Ala
70

Ala
Leu
Ala
Tyr
Ser
150
Ala
Tyr
Gly
Leu
Glu
230
Ala
Arg
Phe
Leu
val
310
Ala
Leu
val
Met
val
390
Ala
Gly
ser
Ala

Leu
470

Leu
Ala
Glu
Leu
55

Pro
Pro
val
Asp
Glu
135
Asp
Trp
Arg
Ile
Glu
215
Lys
LysS
Glu
Gly
Glu
295
Leu
Ala
Arg
Leu
Leu
375
Ala
Ala
Glu
Ala
Tyr

455
Glu

Phe
Tyr
Pro
40

Lys
Ser
Thr
Asp
Asp
120
val
Arg
Leu
Ala
Gly
200
Ala
Ile
val
Pro
Ser
280
Glu
Ser
Arg
Asp
Ala
360
Leu
Arg
Leu
Glu
val
440
Leu

Ala

Glu
Arg
val
Glu
Phe
Pro
Leu
105
val
Arg
Ile
Trp
Leu
185
Glu
Leu
Leu
Arg
Asp
265
Leu
Ala
Arg
Gly
Leu
345
Leu
Ala
Arg
ser
Arg
425
Leu
Arg

Glu

40

Pro
Thr
Gin
Asp
Arg
Glu
90

Leu
Leu
Ile
His
Glu
170
Thr
Lys
Leu
Ala
Thr
250
Arg
Leu
Pro
Lys
Gly
330
Lys
Arg
Tyr
Tyr
Glu
410
Leu
Ala
Ala

val

Lys
Phe
Ala
Gly
His
75

Asp
Gly
Ala
Leu
val
155
Lys
Gly
Thr
Lys
His
235
Asp
Glu
His
Trp
Glu
315
Arg
Glu
Glu
Leu
Gly
395
Arg
Leu
His
Leu

Phe
475

Gly
His
val
Asp
Glu
Phe
Leu
Ser
Thr
140
Leu
Tyr
Asp
Ala
Asn
220
Met
Leu
Arg
Glu
Pro
300
Pro
val
Ala
Gly
Leu
380
Gly
Leu
Trp
Met
Ser

460
Arg

Arg
Ala
Tyr
Ala
Ala
Pro
Ala
Leu

125
Ala

Gly
Glu
Arg
205
Leu
Asp
Pro
Leu
Phe
285
Pro
Met
His
Arg
Leu
365
Asp
Glu
Phe
Leu
Glu
445
Leu

Leu

val
Leu
Gly
val
Tyr
Arg
Arg
110
Ala
Asp
Pro
Leu
Ser
190
Lys
Asp
Asp
Leu
Ar

270
Gly
Pro
Trp
Arg
Gly
350
Gly
Pro
Trp
Ala
Tyr
430
Ala
Glu

Ala

Leu
15

Lys
Phe
Ile
Gly
Gln
95

Leu
Lys
Lys
Glu
Arg
175
Asp
Leu
Arg
Leu

Glu
255

g Ala

Leu
Glu
Ala
Ala
335
Leu
Leu
ser
Thr
Asn
415
Arg
Thr
val

Gly

Leu
Gly
Ala
val
Gly
80

Leu
Glu
Lys
Asp
Gly
160
Pro
Asn
Leu
Leu
Lys
240
val
Phe
Leu
Gly
Asp
320
Pro
Leu
Pro
ASn
Glu
400
Leu
Glu
Gly
Ala

His
480
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Pro Phe
Glu Leu
Ser Thr

val Glu
530

Tyr Ile

545

His Thr

ser Asp
Arg Ile

Leu Asp
610

Asp Glu

625

Glu Thr

Leu Met
Met Ser

Ala Gln
690

Ala Trp

705

Glu Thr

val Lys
val Gln

Phe Pro
770

Asp Glu

785

Arg Leu

Leu Glu
<210> 3

<211> 830
<212> PRT

Asn
Gly
Ser
515
LysS
Asp
Arg
Pro
Arg
595
Tyr
Asn
Ala
Arg
Ala
675
Ala
Ile
Leu
Ser
Gly
755
Arg
Leu
Ala

val

<213> Thermus filiformis

<220>

Leu
Leu
500
Ala
Ile
Pro
Phe
Asn
580
Arg
ser
Leu
ser
Arg
660
His
Phe
Glu
Phe
val
740
Thr
Leu
val
Lys

Glu
820

Asn
485
Pro
Ala
Leu
Leu
Asn
565
Leu
Ala
Gln
Ile
Trp
645
Ala
Arg
Ile
Lys
Gly
725
Arg
Ala
Glu
Leu
Glu

805
val

ES 2564 692 T3

ser
Ala
val
Gln
Pro
550
Gln
Gln
Phe
Ile
Arg
630
Met
Ala
Leu
Glu
Thr
710
Arg
Glu
Ala
Glu
Glu
790
val

Gly

Arg
Ile
Leu
Tyr
535
Asp
Thr
Asn
Ile
Glu
615
val
Phe
Lys
Ser
Arg
695
Leu
Arg
Ala
Asp
Met
775
Ala
Met

Ile

<223> ADN polimerasa de Thermus filiformis (Tfi)

<400> 3
Met Leu
1.
His His
Ser Arg
Leu Lys
50

Ala Lys
65

Gly Arg

Lys Glu

Pro
Leu
Gly
35

Ala
Ala
Ala

Leu

Leu
Ala
20

Glu
Leu
Pro
Pro

val

Leu
Tyr
Pro
Lys
Ser
Thr

85
Asp

Glu
Arg
val
Glu
Phe
70

Pro

Leu

Pro
Thr
Gln
Asp
55

Arg
Glu

Leu

Asp
Gly
Glu
520
Arg
Leu
Ala
Ile
Ala
600
Leu
Phe
Gly
Thr
Gln
680
Tyr
Glu
Arg
Ala
Leu
760
Gly
Pro
Glu

Gly

Lys
Phe
Ala
40

Gly
His
Asp

Gly

Gln
Lys
505
Ala
Glu
Ile
Thr
Pro
585
Glu
Arg
Gln
val
Ile
665
Glu
Phe
Glu
Tyr
Glu
745
Met
Ala
Lys
Gly

Glu
825

Gly
Phe
val
Glu
Glu
Phe

Leu

41

Leu
490
Thr
Leu
Leu
His
Ala
570
val
Glu
val
Glu
Pro
650
Asn
Leu
Gln
Gly
val
730
Arg
Lys
Arg
Glu
val

810
Asp

Arg
Ala
Tyr
val
Ala
Pro

val

Glu
Glu
Arg
Thr
Pro
555
Thr
Arg
Gly
Leu
Gly
635
Arg
Phe
Ala
Ser
Arg
715
Pro
Met
Leu
Met
Arg
795
Tyr

Trp

val
Leu
Gly
Ala
Tyr
75

Arg

Arg

Arg
Lys
Glu
Lys
540
Arg
Gly
Thr
Trp
Ala
620
Arg
Glu
Gly
Ile
Phe
700
Arg
Asp
Ala
Ala
Leu
780
Ala
Pro

Leu

Leu
Lys
Phe
Ile
60

Glu
Gln

Leu

val
Thr
Ala
525
Leu
Thr
Arg
Pro
Leu
605
His
AsSp
Ala
val
Pro
685
Pro
Arg
Leu
Phe
Met
765
Leu
Glu
Leu

Ser

Leu
Gly
Ala
val
Ala
Leu

Glu

Leu
Gly
510
H1s
Lys
Gly
Leu
Leu
590
Leu
Leu
Ile
val
Leu
670
Tyr
Lys
Gly
Glu
Asn
750
val
Gln
Ala
Ala

Ala
830

val
Leu
30

Lys
val
Tyr
Ala

val

Phe
495
Lys
Pro
Sser
Arg
Ser
575
Gly
val
ser
His
Asp
655
Tyr
Glu
val
Tyr
Ala
735
Met
Lys
val
val
val

815
Lys

Asp
Thr
Ser
Phe
Lys
Leu

95
Pro

Asp
Arg
Ile
Thr
Leu
560
Ser
GIn
Ala
Gly
Thr
640
Pro
Gly
Glu
Arg
val
720
Arg
Pro
Leu
His
Ala
800
Pro

Glu

Gly
Thr
Leu
Asp
Ala
80

Ile

Gly



Phe
Glu
Leu
145
Thr
val
val
Gly
Arg
225
Leu
Ala
Arg
Pro
Leu
305
Ala
val
Asp
Asp
Pro
385
Ala
Arg
Arg
Leu
Leu
465
Asn
Gly
Ser
Arg
Asp
545
Arg
Pro
Arg
Tyr
Asn

625
Ala

Glu
Gly
130
Leu
Pro
Glu
Pro
ser
210
val
Glu
Lys
Leu
Lys
290
Gly
Leu
Gly
Leu
Asp
370
Glu
Ala
val
Pro
Asp
450
Glu
Leu
Leu
Ala
Ile
530
Pro
Phe
ASn
Lys
Ser
610
Leu

Ala

Ala
115
Tyr
Ser
Gly
Tyr
Gly
195
Leu
Trp
Leu
Arg
Glu
275
Glu
Phe
Ala
Ala
ser
355
Pro
Gly
Arg
Ala
Leu
435
val
Arg
Asnh
Pro
Ala
515
Leu
Leu
Asn
Leu
Ala
595
Glin
Ile

Trp

100
Asp

Glu
Asp
Trp
Arg
180
Ile
Glu
Glu
Ser
Arg
260
Phe
Ala
Leu
Gly
Leu
340
val
Met
val
Ala
Glu
420
Ala
Pro
Leu
Ser
Pro
500
val
Glu
Pro
Gln
Gln
580
Phe
Ile
Arg

Met

Asp
val
Arg
Leu
165
Ala
Gly
Ala
Ala
Arg
245
Glu
Gly
Glu
Leu
Ala
325
Lys
Leu
Leu
Ala
Leu
405
Glu
Gln
Tyr
Glu
Arg
485
Ile
Leu
Tyr
Arg
Thr
565
Asn
Ile
Glu
val

Phe

ES 2564 692 T3

val
Arg
Ile
150
GIn
Leu
Glu
Ile
Ile
230
Leu
Pro
ser
Glu
ser
310
Lys
Asp
Ala
Leu
Arg
390
Leu
Glu
val
Leu
Ala
470
Asp
Gly
Glu
Arg
Leu
550
Ala
Ile
Ala
Leu
Phe

630
Gly

Leu
Ile
135
His
Glu
val
Lys
Leu
215
Arg
Arg
Thr
Leu
Ala
295
Arg
Glu
Leu
Leu
Ala
375
Arg
Ser
Arg
Leu
Glu
455
Glu
Gln
Lys
Leu
Glu
535
val
Thr
Pro
Glu
Ar

615
Arg

val

Ala
120
Leu
Leu
Arg
Gly
Thr
200
Lys
Asn
Thr
Gly
Leu
280
Pro
Pro
Gly
Lys
Arg
360
Tyr
Tyr‘
Glu
Leu
Ala
440
Ala
val
Leu
Thr
Leu
520
Leu
His
Ala
val

Glu
600

g val

Glu

Pro

105
Thr

Ser
Leu
Tyr
Asp
185
Ala
Asn
Asn
ASp
Lys
265
His
Trp
Glu
Arg
Glu
345
Glu
Leu
Gly
Arg
Leu
425
His
Leu
His
Glu
Glu
505
Arg
Met
Pro
Thr
Arg
585
Gly
Leu
Gly

Pro

42

Leu
Ala
His
Gly
170
Pro
Leu
Leu
Leu
Leu
250
Gly
Glu
Pro
Pro
val
330
Ile
Gly
Leu
Gly
Leu
410
Trp
Met
Ser
Arg
Arg
490
Lys
Glu
LysS
Lys
Gly
570
Thr
His
Ala
Lys
Glu

Ala
Asp
Pro
155
Leu
ser
Lys
Asp
Asp
235
Pro
Leu
Phe
Pro
Met
315
His
Arg
Arg
ASp
Glu
395
Trp
Leu
Glu
GIn
Leu
475
val
Thr
Ala
Leu
Thr
555
Arg
Pro
Leu
His
Asp

635
Gly

Arg
Arg
140
Glu
ser
Asp
Leu
GlIn
220
Lys
Leu
Lys
Gly
Pro
300
Trp
Arg
Gly
Glu
Pro
380
Trp
Gln
Tyr
Ala
Glu
460
Ala
Leu
Gly
His
Lys
540
Gly
Leu
Leu
Leu
Leu
620
Ile

val

Lys
125
ASp
Gly
Pro
Asn
Leu
205
val
Leu
Glu
Ala
Leu
285
Gly
Ala
Ala
Leu
Ile
365
Gly
Lys
Ala
Arg
Thr
445
val
Gly
Phe
Lys
Pro
525
Ser
Arg
Ser
Gly
val
605
Ser
His

Asp

110
Ala

Leu
Glu
Glu
Leu
190
Lys
Lys
Gln
val
Phe
270
Leu
Gly
Glu
Glu
Leu
350
Pro
Asn
Glu
Leu
Glu
430
Gly
Ala
His
Asp
Arg
510
Ile
Thr
Leu
Ser
GlIn
590
Ala
Gly
Thr

Gly

Glu
Tyr
val
Arg
175
Pro
Glu
Pro
Met
ASp
255
Leu
Glu
Ala
Leu
Asp
335
Ala
Pro
Thr
Asp
TYyr
415
val
val
Phe
Pro
Glu
495
Ser
val
Tyr
His
Ser
575
Arg
Leu
Asp
Glu

Ala

GlIn
Leu
160
Trp
Gly
Trp
Glu
ser
240
Phe
Glu
Ala
Phe
Leu
320
Pro
Lys
Gly
Asn
Ala
400
Pro
Glu
Arg
Glu
Phe
480
Leu
Thr
Gly
Ile
Thr
560
Asp
Ile
Asp
Glu
Thr

640
Met
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645
Arg Arg Ala Ala Lys Thr val
. 660
Ala His e;g Leu Ser GIn Glu
Ala Phe Ile Glu Arg Tyr Phe
6390 695
ITe Ala Lys Thr Leu Glu Glu
705 710
Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr
725
Ser val Arg Glu Ala Ala Glu
740
Gly Thr 9}? Ala Asp Leu Met
Arg Leu Arg Pro Leu Gly val
770 775
Leu val Leu Glu Ala Pro Lys
785 790
Ala Lys Glu Thr Met Glu Gly
805
val Glu val Gly Met Gly Glu
820

<210> 4

<211> 831

<212> PRT

<213> Thermus flavus

<220>
<223> ADN polimerasa de Thermus flavus (Tfl)

<400> 4

Met Ala Met Leu Pro Leu Phe

Asp Gly His ggs Leu Ala Tyr
Thr Thr ger Arg Gly Glu Pro
5

Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys
50 55

Phe Asp Ala Lys Ala Pro ser

65 70

Lys Ala Gly Arg Q}a Pro Thr

Leu ITle Lys Glu Leu val Asp

100

Pro Gly igg Glu Ala Asp Asp

Glu Lys Glu Gly Tyr Glu val
130 135

Tyr GIn Leu Leu Ser Glu Arg

145 150

Leu Ile Thr Pro Ala Trp Leu

165
GIn Trp val Asp Tyr Arg Ala
180

Pro Gly Vg1 Lys Gly Ile Gly
195

Trp Gly Ser Leu Glu Asn

210 215

Pro Ser Leu Arg Glu Lys Leu

225 230

Ser Arg Lys Leu Ser GIn val

245

Arg Thr Pro

Glu

Phe Gly Arg Arg
260

Asn
Leu
680
GIn
Gly
val
Arg
Lys
760
Arg
Ala
val

Asp

Glu
Arg
val
Glu
Phe
Pro
Leu
val
120
Arg
Ile
Tyr
Leu
Glu
200
Leu
Gln
His

Asn

Phe
665
ser
Ser
Arg
Pro
Met
745
Leu
Ile
Arg
Tyr

Trp
825

Pro
Thr
GlIn
Asp
Arg
Glu
Leu
105
Leu
Ile
Ala
Glu
Ala
185
Lys
Phe
Ala
Thr

Leu
265

43

650
Gly

Ile
Phe
Lys
Asp
730
Ala
Ala
Leu
Ala
Pro

810
Leu

Lys
Phe
Ala
Gly
His
ASp
90

Gly
Ala
Leu
Ile
170
Gly
Thr
GIn
Gly
ASp

250
Glu

val
Pro
Pro
Lys
715
Leu
Phe
Met
Leu
Glu
795

Leu

Ser

Gly
Phe
val
Asp
Glu
Phe
Leu
Thr
Thr
Leu
155
Tyr
Asp
Ala
His
Met
235
Leu

Gly

Leu
Tyr
Lys
700
Gly
Asn
Asn
val
Gln
780
Glu
Ser

Ala

Arg
Ala
Tyr
val
60

Ala
Pro
val
Leu
Ala
140
His
Gly
Pro
Gln
Leu
220
Glu
Pro

Leu

Tyr
Glu
685
val
Tyr
Ala
Met
Lys
765
val
Ala
val

Lys

val
Leu
Gly
val
Tyr
Arg
Arg
Ala
125
Asp
Pro
Leu
Ser
Arg
205
Asp
Ala
Leu

Arg

Gly
670
Glu
Arg
val
Arg
Pro

750
Leu

Ala
Pro

Glu
830

Leu
Lys
Phe
val
Glu
Gln
Leu
110
Lys
Arg
Glu
Arg
Asp
190
Leu
Gln
Leu
Glu

Ala
270

655
Met

Ala
Ala
Glu
val
3
Phe
Asp
Glin

Leu
815

Ser
Ala
Trp
Thr
720
Lys
Gin
Pro
Glu
Leu

800
Glu

Leu val

Gly Leu

Ala Lys

val

val

Ala Tyr

Leu

Glu

Ala

val

Arg Ala

Asp Leu

Gly Tyr

160

Pro Glu

175
Asn

Ile

Ile Arg

val

Lys

Ala Leu

val
255
Phe

240
Asp

Leu
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Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu Leu Glu
275 280 285
Gly Pro Lys Ala Ala Glu Glu Ala Pro Trp Pro Pro Pro Glu Gly Ala
290 295 300
Phe Leu Gly Phe Ser Phe Ser Arg Pro Glu Pro Met Trp Ala Glu Leu
305 310 315 320
Leu Ala Leu Ala Gly Ala Trp Glu Gly Arg Leu His Arg Ala GIn Asp
325 330 335
Pro Leu Arg Gly Leu Arg Asp Leu Lys Gly val Arg Gly Ile Leu Ala
340 345 350
Lys Asp Leu Ala val Leu Ala Leu Arg Glu Gly Leu Asp Leu Phe Pro
355 360 365
Asp Asp Pro Met Leu Leu Ala Tyr Leu Leu Asp Pro Ser Asn Thr
370 375 380
Thr Pro Glu Gly val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr Glu Asp
385 390 395 400
Ala Gly Glu Arg Ala Leu Leu Ala Glu Arg Leu Phe GIn Thr Leu Lys
405 410 415
Lys Gly Glu Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Glu Glu val
420 425 430
Glu Lys Pro Leu Ser Arg val Leu Ala Arg Met Glu Ala Thr Gly val
435 440 445
Arg Leu Asp val Ala Tyr Leu GIn Ala Leu Ser Leu Glu val Glu Ala
450 455 460
Glu val Arg GIn Leu Glu Glu Glu val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro
465 470 47 480
Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp GIn Leu Glu Arg val Leu Phe Asp Glu
485 490 495
Leu Gly Leu Pro Ala Ile Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser
500 505 510
Thr Ser Ala Ala val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro Ile val
515 520 525
Asp Arg Ile Leu GIn Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Asn Thr Tyr
530 535 540
ITe Asp Pro Leu Pro Ala Leu val His Pro Lys Thr Gly Arg Leu His
545 550 555 560
Thr Arg Phe Asn Gln Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser
565 570 575
Asp Pro Asn Leu Gln Asn Ile Pro val Arg Thr Pro Leu Gly Gln Arg
580 585 590
Ile Arg Arg Ala Phe val Ala Glu Glu Gly Trp val Leu val val teu
595 600 605
Tyr Ser GIn Ile Glu Leu Arg val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp
610 615 620
Glu Asn Leu Ile Arg val Phe GIn Glu Gly Arg Asp Ile His Thr Gln
625 630 635 640
Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly val Ser Pro Glu Gly val Asp Pro Leu
645 650 655
Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr Ile Asn Phe Gly val Leu Tyr Gly Met
660 665 670
Ser Ala His Arg Leu Ser Gly Glu Leu Ser Ile Pro Tyr Glu Glu Ala
675 680 685
val Ala Phe Ile Glu Arg Tyr Phe GIin Ser Tyr Pro Lys val Arg Ala
690 695 700
Trp Ile Glu Gly Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr val Glu
705 710 715 720
Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr val Pro Asp Leu Asn Ala Arg val
725 730 735
Lys Ser val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala pPhe Asn Met Pro val
740 745 750
GIn Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met val Arg Leu Phe
755 760 765
Pro Arg Leu GIn Glu Leu Gly Ala Arg Met Leu Leu Gln val His Asp
770 775 780
Glu Leu val Leu Glu Ala Pro Lys Asp Arg Ala Glu Arg val Ala Ala
785 790 795 800
Leu Ala Lys Glu val Met Glu Gly val Trp Pro Leu GIn val Pro Leu
805 810 815
Glu val Glu val Gly Leu Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu
820 825 830

Glu

Glu Arg Leu

Asp

<210>5
5 <211> 830
<212> PRT

44



<213> Thermus sp.

<220>

ES 2564 692 T3

<223> ADN polimerasa sps17 de Thermus sp. (Sps17)

<400> 5

Met
His
Ser
Leu
Ala
Gly
Lys
Phe
Glu
Leu
145
Thr
val
val
Gly
Arg
225
Leu
Ala
Arg
Pro
Leu
305
Ala
val
Asp
Asp
Pro
385
Ala
Arg

Arg

Leu
His
Arg
Lys
50

Lys
Arg
Glu
Glu
Gly
130
Leu
Pro
Glu
Pro
Ser
210
val
Glu
Lys
Leu
Lys
290
Gly
Leu
Gly
Leu
Asp
370
Glu
Ala
val

Pro

Pro
Leu
Gly
Ala
Ala
Ala
Leu
Ala
115
Tyr
Ser
Gly
Tyr
Gly
195
Leu
Arg
Leu
Arg
Glu
275
Glu
Phe
Ala
Ala
ser
355
Pro
Gly
Arg
Ala

Leu

Leu
Ala
Glu
Leu
Pro
Pro
val
100
Asp
Glu
Asp
Trp
Arg
180
Ile
Glu
Glu
Ser
Arg
260
Phe
Ala
Leu
Gly
Leu
340
val
Met
val
Ala
Glu

420
Ala

Phe
Tyr
Pro
Lys
Ser
Thr
85

Asp
Asp
val
Arg
Leu
165
Ala
Gly
Ala
Ala
Arg
245
Glu
Gly
Glu
Leu
Ala
325
Lys
Leu
Leu
Ala
Leu
405
Glu

Gln

Glu
Arg
val
Glu
Phe
70

Pro
Leu
val
Arg
Ile
150
GIn
Leu
Glu
Ile
Ile
230
Leu
Pro
Ser
Glu
Ser
310
Lys
Asp
Ala
Leu
Arg
390
Leu
Glu

val

Pro
Thr
Gln
Asp
55

Arg
Glu
Leu
Leu
Ile
135
His
Glu
val
Lys
Leu
215
Arg
Arg
Asp
Leu
Ala
295
Arg
Glu
Leu
Leu
Ala
375
Arg
ser
Arg

Leu

Lys Gly
Phe Phe
Ala val
Gly Glu
His Glu
Asp Phe
Gly Leu
105
Ala Thr
120
Leu Ser
Leu Leu
Arg Tyr
Gly Asp
185
Thr Ala
200
Lys Asn
Asn Asn
Thr Asp
Trp Glu
265
Leu His
280
Pro Trp
Pro Glu
Gly Arg
Lys Glu
345
Arg Glu
360
Tyr Leu
Tyr Gly
Glu Arg
Leu Leu

425
Ala His

45

Arg
Ala
Tyr
val
Ala
Pro
90

val
Leu
Ala
His
Gly
170
Pro
Leu
Leu
Leu
Leu
250
Gly
Glu
Pro
Pro
val
330
Ile
Gly
Leu
Gly
Leu
410
Trp

Met

val
Leu
Gly
Ala
Tyr
75

Arg
Arg
Ala
Asp
Pro
155
Leu
Ser
Lys
Asp
Asp
235
Pro
Leu
Phe
Pro
Met
315
His
Arg
Arg
Asp
Glu
395
Trp
Leu

Glu

Leu
Lys
Phe
Ile
Glu
Gln
Leu
Lys
Arg
140
Glu
Ser
ASp
Leu
Gln
220
Lys
Leu
Lys
Gly
Pro
300
Trp
Arg
Gly
Glu
Pro
380
Trp
Gln
Tyr

Ala

Leu
Gly
Ala
val
Ala
Leu
Glu
Lys
125
Asp
Gly
Pro
Asn
Leu
205
val
Leu
Glu
Ala
Leu
285
Gly
Ala
Ala
Leu
Ile
365
Gly
Lys
Ala
Arg

Thr

val
Leu
30

Lys
val
Tyr
Ala
val
110
Ala
Leu
Glu
Glu
Leu
190
Lys
Lys
Gln
val
Phe
270
Leu
Gly
Glu
Glu
Leu
350
Pro
Asn
Glu
Leu
Glu

430
Gly

ASp
Thr
Ser
Phe
Lys
Leu
95

Pro
Glu
Tyr
val
Arg
175
Pro
Glu
Pro
Met
AsSp
255
Leu
Glu
Ala
Leu
ASp
335
Ala
Pro
Thr
Asp
TYyr
415
val

val

Gly
Thr
Leu
Asp
Ala
80

Ile
Gly
Arg
Gln
Leu
160
Trp
Gly
Trp
Glu
Ser
240
Phe
Glu
Ala
Phe
Leu
320
Pro
Lys
Gly
ASn
Ala
400
Pro
Glu

Arg
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435 440
Leu Asp val Pro Tyr Leu Glu Ala
450 455
Leu Glu Arg Leu Glu Ala Glu val
465 470
Asn Leu Asn Ser zgg Asp GIn Leu
Gly Leu Pro ?58 Ile Gly Lys Thr
Ser Ala Ala val Leu Glu Leu Leu
515 520
Arg Ile Leu Glu Tyr Arg Glu Leu
530 535
Asp Pro Leu Pro Arg Leu Val His
545 550
Arg Phe Asn GlIn gzg Ala Thr Ala
Pro Asn Leu g;g Asn Ile Pro val
Arg Lys Ala phe Ile Ala Glu Glu
595 600
Tyr Ser GIn ITe Glu Leu Arg val
610 615
Asn Leu Ile Arg val Phe Arg Glu
625 630
Ala Ala Trp Met Phe Gly val Pro
645
Arg Arg Ala ela Lys Thr val Asn
60
Ala His Arg Leu Ser Gln Glu Leu
675 680
Ala Phe Ile Glu Arg Tyr Phe Gln
690 695
Ile Ala Lys Thr Leu Glu Glu Gly
705 710
Leu Phe Gly Arg ?59 Arg Tyr val
S5
Ser val Arg 613 Ala Ala Glu Arg
74
Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys
755 760
Arg Leu Arg Pro Leu Gly val Arg
770 775
Leu val Leu Glu Ala Pro Lys Ala
785 790
Ala Lys Glu Thr ggg Glu Gly val
val Glu val g;% Met Gly Glu Asp

<210>6
<211> 834

<212> PRT
<213> Thermus thermophilus

<220>
<223> ADN polimerasa de Thermus thermophilus (Tth)

<400> 6
Met Glu Ala Met Leu Pro Leu Phe
Valﬂ Asp Gly His H?s Leu Ala Tyr
Leu Thr Thr ggr Arg Gly Glu Pro

40
Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys
50 55

445
Leu Ser Gln 2%3 val Ala Phe Glu
His Arg Leu Ala Gly His Pro Phe
475 480
Glu Arg val Leu Phe Asp Glu Leu
490 495
Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr
505 510
Arg Glu Ala His E;g Ile val Gly
Met Lys Leu kzg Ser Thr Tyr Ile
Pro Lys Thr Gly Arg Leu His Thr
555 560
Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp
570 575
Arg Thr Pro Leu Gly GIn Arg Ile
585 590
Gly His Leu Leu g81 Ala Leu Asp
5
Leu Ala His Egg Ser Gly Asp Glu
Gly Lys Asp Ile His Thr Glu Thr
635 640
Pro Glu Gly val Asp Gly Ala Met
650 655
Phe Gly val Leu Tyr Gly Met Ser
665 670
Ser Ile Pro Tyr ggg Glu Ala Ala
Ser Phe Pro ng val Arg Ala Trp
7
Arg Lys Lys Gly Tyr val Glu Thr
715 720
Pro Asp Leu Asn Ala Arg val Lys
730 735
Met Ala Phe Asn Met Pro val Gln
745 750
Leu Ala Met val %%g Leu Phe Pro
Ile Leu Leu ?;3 val His Asp Glu
Arg Ala Glu Glu Ala Ala Gln Leu
795 800
Tyr Pro Leu Ser val Pro Leu Glu
810 815
Trp Leu Ser Ala Lys Ala
825 830

Glu Pro Lys Gly Arg val Leu Leu
10 15

Arg Thr Phe Phe Ala Leu Lys Gly

25 30

val Gln Ala val Tyr Gly Phe Ala

45
Glu Asp Gly g%r Lys Ala val Phe

46



val
Ala
Leu
Glu
Lys
Asp
145
Gly
Pro
Asn
Leu
val
225
Leu
Glu
Ala
Leu
Glu
305
Ala
Ala
Leu
Leu
Ser
385
Thr
Asn
His
Thr
Leu
465
Gly
Phe
Lys
Pro
Asn
545
Arg
Ser

Gly

val
Tyr
Ala
val
Ala
130
Leu
His
Glu
Leu
Lys
210
Lys
Arg
val
Phe
Leu
290
Gly
Glu
Ala
Leu
val
370
Asn
Glu
Leu
Glu
Gly
450
Ala
His
Asp
Arg
Ile
530
Thr
Leu
Ser

Gln

Phe
Lys
Leu
Pro
115
Glu
Tyr
Leu
Gln
Pro
195
Glu
Pro
Leu
Asp
Leu
275
Glu
Ala
Leu
Asp
Ala
355
Pro
Thr
Asp
Leu
val
435
val
Glu
Pro
Glu
ser
515
val
Tyr
His
ser

Arg
595

Asp
Ala
Ile
100
Gly
Lys
GlIn
Ile
Trp
180
Gly
Trp
Glu
ser
Leu
260
Glu
Ala
Phe
Lys
Pro
340
Lys
Gly
Thr
Ala
Lys
420
Glu
Arg
Glu
Phe
Leu
500
Thr
Glu
val
Thr
Asp

580
Ile

Ala
Gly
85

Lys
Tyr
Glu
Leu
Thr
165
val
val
Gly
Asn
Leu
245
Ala
Arg
Pro
val
Ala
325
Leu
Asp
Asp
Pro
Ala
405
Arg
Lys
Arg
Ile
Asn
485
Arg
Ser
Lys
Asp
Arg
565
Pro

Arg

ES 2564 692 T3

Lys
70

Arg
Glu
Glu
Gly
val
150
Pro
Asp
Lys
Ser
val
230
Glu
GlIn
Leu
Ala
Gly
310
Leu
Ala
Leu
Asp
Glu
390
H1s
Leu
Pro
Asp
Arg
470
Leu
Leu
Ala
Ile
Pro
550
Phe
Asn

Arg

Ala
Ala
Leu
Ala
Tyr
135
Ser
Glu
Phe
Gly
Leu
215
Arg
Leu
Gly
Glu
Pro
295
Phe
Ala
Gly
Ala
Pro
375
Gly
Arg
Glu
Leu
val
455
Arg
Asn
Pro
Ala
Leu
535
Leu
Asn
Leu

Ala

Pro
Pro
val
Asp
120
Glu
Asp
Trp
Arg
Ile
200
Glu
Glu
Ser
Arg
Phe
280
Leu
val
Ala
Leu
val
360
Met
val
Ala
Gly
Ser
440
Ala
Leu
Ser
Ala
val
520
Gln
Pro
Gln
Gln

Phe
600

Ser
Thr
ASp
105
Asp
val
Arg
Leu
Ala
185
Gly
Asn
Lys
Arg
Glu
265
Gly
Glu
Leu
Cys
Lys
345
Leu
Leu
Ala
Leu
Glu
425
Arg
Tyr
Glu
Arg
Leu
505
Leu
His
Ser
Thr
Asn

585
val

47

Phe
Pro
90

Leu
val
Arg
val
Trp
170
Leu
Glu
Leu
Ile
val
250
Pro
ser
Glu
Ser
Arg
330
Asp
Ala
Leu
Arg
Leu
410
Glu
val
Leu
Glu
Asp
490
Gly
Glu
Arg
Leu
Ala
570
Ile

Ala

Arg
Glu
Leu
Leu
Ile
Ala
155
Glu
val
Lys
Leu
Lys
235
Arg
Asp
Leu
Ala
Arg
315
Asp
Leu
Ser
Ala
Arg
395
ser
Lys
Leu
Gln
Glu
475
Gln
Lys
Ala
Glu
val
555
Thr
Pro

Glu

His
Asp
Gly
Ala
Leu
140
val
Lys
Gly
Thr
Lys
220
Ala
Thr
Arg
Leu
Pro
300
Pro
Gly
Lys
Arg
Tyr
380
Tyr
Glu
Leu
Ala
Ala
460
val
Leu
Thr
Leu
Leu
540
His
Ala
val

Ala

Glu
Phe
Phe
Thr
125
Thr
Leu
Tyr
Asp
Ala
205
Asn
His
Asp
Glu
His
285
Trp
Glu
Arg
Glu
Glu
365
Leu
Gly
Arg
Leu
His
445
Leu
Phe
Glu
Gln
Arg
525
Thr
Pro
Thr
Arg

Gly
605

Ala
Pro
Thr
110
Leu
Ala
His
Gly
Pro
190
Leu
Leu
Leu
Leu
Gly
270
Glu
Pro
Pro
val
val
350
Gly
Leu
Gly
Leu
Trp
430
Met
Ser
Arg
Arg
Lys
510
Glu
Lys
Arg
Gly
Thr

590
Trp

Tyr
Arg
95

Arg
Ala
Asp
Pro
Leu
175
Ser
Lys
Asp
Glu
Pro
255
L.eu
Phe
Pro
Met
His
335
Arg
Leu
Asp
Glu
His
415
Leu
Glu
Leu
Leu
val
495
Thr
Ala
Leu
Thr
Arg
575
Pro

Ala

Glu
GIn
Leu
Lys
Arg
Glu
160
Arg
Asp
Leu
Arg
ASp
240
Leu
Arg
Gly
Pro
Trp
320
Arg
Gly
Asp
Pro
Trp
400
Arg
Tyr
Ala
Glu
Ala
480
Leu
Gly
His
Lys
Gly
560
Leu

Leu

Leu



10

val
ser
625
His
Asp
Tyr
Glu
val
705
Tyr
Ala
Met
Lys
val
785
val
val
Lys

<210>7
<211> 834
<212> PRT

Ala
610
Gly
Thr
Pro
Gly
Glu
690
Arg
val
Arg
Pro
Leu
770
His
Ala
Pro

Gly

Leu
Asp
Gln
Leu
Met
675
Ala
Ala
Glu
val
val
755
Phe
Asp
Ala

Leu

<213> Thermus caldophilus

<220>

Asp
Glu
Thr
Met
660
sSer
val
Trp
Thr
Lys
740
GIn
Pro
Glu

Leu

Glu
820

Tyr
Asn
Ala
645
Arg
Ala
Ala
Ile
Leu
725
Ser
Gly
Arg
Leu
Ala

805
val

ES 2564 692 T3

Ser
Leu
630
Ser
Arg
His
Phe
Glu
710
Phe
val
Thr
Leu
Leu
790
Lys

Glu

Gln
615
Ile
Trp
Ala
Arg
Ile
695
Lys
Gly
Arg
Ala
Arg
775
Leu
Glu

val

Ile
Arg
Met
Ala
Leu
680
Glu
Thr
Arg
Glu
Ala
760
Glu
Glu
Ala

Gly

<223> ADN polimerasa de Thermus caldophilus (Tca)

<400>7
Met
val
Leu
Lys
val
Ala
Leu
Glu
Asn
Asp
145
Gly
Pro
Asn

Leu

Glu
Asp
Thr
Ser
val
Tyr
Ala
val
Pro
130
Leu
His
Glu

Leu

Lys
210

Ala
Gly
Thr
35

Leu
Phe
Lys
Leu
Pro
115
Glu
Asp
Leu
Gln
Pro

195
Glu

Met
His
20

Ser
Leu
Asp
Ala
Ile
100
Gly
Lys
Gln
Ile
Trp
180
Gly

Trp

Leu
His
Arg
Lys
Ala
Gly
85

LysS
TYyr
Glu
Leu
Thr
165
val
val

Gly

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys
70

Arg
Glu
Glu
Gly
val
150
Pro
Asp
Lys

Ser

Leu
Ala
Glu
Leu
55

Ala
Ala
Leu
Ala
Tyr
135
Ser
Glu
Phe
Gly

Leu
215

Phe
Tyr
Pro
40

Lys
Pro
Pro
val
Asp
120
Glu
Asp
Trp
Arg
Ile

200
Glu

Glu
val
Phe
Lys
665
Ser
Arg
Leu
Arg
Ala
745
ASp
Met
Ala
Met

Met
825

Glu
Arg
val
Glu
ser
Thr
Asp
105
Asp
val
Arg
Leu
Ala
185
Gly

Asn

48

Leu
Phe
Gly
650
Thr
Gln
Tyr
Glu
Arg
730
Ala
Leu
Gly
Pro
Glu

810
Gly

Pro
Thr
GlIn
Asp
Phe
Pro
90

Leu
val
Arg
val
Tr

170
Leu
Glu

Leu

Arg
Gln
635
val
val
Glu
Phe
Glu
715
Tyr
Glu
Met
Ala
Gln
795
Lys

Glu

Lys
Phe
Ala
Gly
Arg
Glu
Leu
Leu
Ile

Ala
155

p Gln

val
LysS

Leu

val
620
Glu
Pro
Asn
Leu
GlIn
700
Gly
val
Arg
Lys
Arg
780
Ala
Ala

ASp

Gly
Phe
val
Tyr
60

H1s
Asp
Gly
Ala
Leu
140
val
Lys
Gly
Thr

LyS
220

Leu
Gly
Pro
Phe
Ala
685
Ser
Arg
Pro
Met
Leu
765
Met
Arg
Tyr

Trp

Arg
Ala
Tyr
45

Lys
Glu
Phe
Phe
Thr
125
Thr
Leu
Tyr
Asp
Ala

205
Asn

Ala
Lys
Glu
Gly
670
Ile
Phe
Lys
Asp
Ala
750
Ala
Leu
Ala

Pro

Leu
830

val
Leu
Gly
Ala
Ala
Pro
Thr
110
Leu
Ala
His
Gly
Pro
190
Leu

Leu

His
Asp
Ala
655
val
Pro
Pro
Arg
Leu
735
Phe
Met
Leu
Glu
Leu

815
ser

Leu
15

LysS
Phe
val
Tyr
Arg
95

Arg
Ala
ASp
Pro
Leu
175
Ser
Lys

Asp

Leu
Ile
640
val
Leu
Tyr
Lys
Gly
720
ASn
Asnh
val
Gln
Glu
800
Ala

Ala

Leu
Gly
Ala
Phe
Glu
Glin
Leu
Lys
Arg
Glu
160
Lys
Asp
Leu

Arg



val
225
Leu
Glu
Ala
Leu
Glu
305
Ala
Ala
Leu
Leu
Ser
385
Thr
Asn
His
Thr
Leu
465
Gly
Phe
Lys
Pro
Asn
545
Arg
ser
Gly
val
Ser
625
His
Asp
TYyr
Glu
val
705
Tyr
Ala
Met
Lys
val
785
val
val

Lys

Lys
Arg
val
Phe
Leu
290
Gly
Glu
Ala
Leu
val
370
Asn
Glu
Leu
Glu
Gly
450
Ala
His
Asp
Arg
Ile
530
Thr
Leu
ser
Gln
Ala
610
Gly
Thr
Pro
Gly
Glu
690
Arg
val
Arg
Pro
Leu
770
His
Ala
Pro

Gly

Pro
Leu
Asp
Leu
275
Glu
Ala
Leu
Asp
Ala
355
Pro
Thr
Asp
Leu
val
435
val
Glu
Pro
Glu
ser
515
val
Tyr
His
ser
Arg
595
Leu
Asp
Gln
Leu
Met
675
Ala
Ala
Glu
val
val
755
Phe
ASp
Ala

Leu

Glu
ser
Leu
260
Glu
Ala
Phe
Lys
Pro
340
Lys
Gly
Thr
Ala
Lys
420
Glu
Arg
Glu
Phe
Leu
500
Thr
Glu
val
Thr
ASp
580
Ile
ASp
Glu
Thr
Met
660
Ser
val
Trp
Thr
LyS
740
Gln
Pro
Glu
Leu

Glu
820

AsSn
Leu
245
Ala
Arg
Pro
val
Ala
325
Leu
ASp
Asp
Pro
Ala
405
Arg
Lys
Leu
Ile
Asn
485
Arg
ser
LyS
Asp
Arg
565
Pro
Arg
Tyr
Asn
Ala
645
Arg
Ala
Ala
Ile
Leu
725
ser
Gly
Arg
Leu
Ala

805
val

ES 2564 692 T3

val
230
Glu
Gln
Leu
Ala
Gly
310
Leu
Ala
Leu
Asp
Glu
390
His
Leu
Pro
Asp
Arg
470
Leu
Leu
Ala
Ile
Pro
550
Phe
Asn
Arg
ser
Leu
630
ser
Arg
His
Phe
Glu
710
Phe
val
Thr
Leu
Leu
790
Lys
Glu

Arg
Leu
Gly
Glu
Pro
295
Phe
Ala
Gly
Ala
Pro
375
Gly
Arg
Gln
Leu
val
455
Arg
ASnh
Pro
Ala
Leu
535
Leu
Asn
Leu
Ala
Gln
615
Ile
Trp
Ala
Arg
Ile
695
LysS
Gly
Arg
Ala
Arg
775
Leu
Glu

val

Glu
ser
Arg
Phe
280
Leu
val
Ala
Leu
val
360
Met
val
Ala
Gly
Ser
440
Ala
Leu
Ser
Ala
val
520
Gln
Pro
Gln
GIn
Phe
600
Ile
Arg
Met
Ala
Leu
680
Glu
Thr
Arg
Glu

Ala
760
Glu

Glu
Ala

Gly

Lys
Arg
Glu
265
Gly
Glu
Leu
Cys
Lys
345
Leu
Leu
Ala
Leu
Glu
425
Arg
Tyr
Glu
Arg
Leu
505
Leu
His
Ser
Thr
Asn
585
val
Glu
val
Phe
Lys
665
Ser
Arg
Leu
Arg
Ala
745
Asp
Met
Ala
Met

Met
825

49

Ile
val

250
Pro
Ser
Glu
Ser
Arg
330
ASp
Ala
Leu
Arg
Leu
410
Glu
val

Leu
Glu
Asp
490
Gly
Glu
Arg
Leu
Ala
570
Ile
Ala
Leu
Phe
Gly
650
Thr
GlIn
Tyr
Glu
Arg
730
Ala
Leu
Gly
Pro
Glu

810
Gly

Lys
235
Arg
Asp
Leu
Ala
Arg
315
ASp
Leu
Ser
Ala
Arg
395
Ser
Lys
Leu
GIn
Glu
475
Gln
Lys
Ala
Glu
val

555
Thr
Pro
Glu
Arg
GIn
635
val

val

Glu
Phe
Glu
715
Tyr
Glu
Met
Ala
Gln
795
Lys
Glu

Ala
Thr
Arg
Leu
Pro
300
Pro
Gly
Lys
Arg
Tyr
380
Tyr
Glu
Leu
Ala
Ala
460
val
Leu
Thr
Leu
Leu
540
His
Ala
val
Ala
val
620
Glu
Pro
Asn
Leu
Gln
700
Gly
val
Arg
Lys
Arg
780
Ala
Ala

Asp

His
ASp
Glu
His
285
Trp
Glu
Arg
Glu
Glu
365
Leu
Gly
Arg
Leu
His
445
Leu
Phe
Glu
GlIn
Arg
525
Thr
Pro
Thr
Arg
Gly
605
Leu
Gly
Pro
Phe
Ala
685
Ser
Arg
Pro
Met
Leu
765
Met
Gly
Tyr
Trp

Leu
Leu
Gly
270
Glu
Pro
Pro
val
val
350
Gly
Leu
Gly
Leu
Trp
430
Met
ser
Arg
Arg
Lys
510
Glu
Lys
Asn
Gly
Thr
590
Trp
Ala
Lys
Glu
Gly
670
Ile
Phe
Lys
Asp
Ala

750
Ala

Glu
Pro
255
Leu
Phe
Pro
Met
His
335
Arg
Leu
Asp
Glu
His
415
Leu
Glu
Leu
Leu
val
495
Thr
Ala
Leu
Thr
Arg
575
Pro
Ala
His
Asp
Ala
655
val
Pro
Pro
Arg
Leu
735
Phe

Met

Asp
240
Leu
Arg
Gly
Pro
Trp
320
Arg
Gly
Asp
Pro
Trp
400
Arg
Tyr
Ala
Glu
Ala
480
Leu
Gly
His
Lys
Gly
560
Leu
Leu
Leu
Leu
Ile
640
val

Leu
Tyr
Lys
Gly
720
Asn
Asn

val

Leu Leu Gln

Ala Glu Glu

800

Pro Leu Ala

815

Leu Ser Ala
830
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<210> 8

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANT

<222> (9)...(9)

<223> Xaa = Ser, Gly, Ala, Asp, Phe, Lys, Cys, Thr o Tyr

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = cualquier aminoacido diferente de Glu

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = Phe, Ala, Gly, Ser, Thr, Tyr, Asp o Lys

<400> 8

Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Xaa Arg Asp GIn Leu Xaa
1 5 10

Leu Xaa Asp Glu Leu
20

<210>9

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANT

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = cualquier aminoacido diferente de Glu

<400> 9

Arg val
15

Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gln Leu Xaa Arg val
1 5 10 15

Leu Phe Asp Glu Leu
20

<210> 10

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANT

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = Ala, Gly, Lys o Arg

<400> 10
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Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp GIn Leu Xaa ?gg val
1 5 10
Leu Phe Asp g]u Leu
0

<210> 11

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<400> 11

Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp GIn Leu Lys Arg val
1 5 10 15

Leu Phe Asp Glu Leu
20

<210> 12

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa Sps17 de Thermus sp. (Sps17) Z05 DNA
polymerase (Z05)

<400> 12

Glu Glu Glu val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser

1 5 10

Arg Asp GIn Leu Glu Arg val Leu Phe Asp Glu Leu Arg Leu Pro Ala

20 25 30
Leu Gly Lys Thr
35

<210> 13
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq)
<400> 13

Glu Ala Glu val Phe Arg Leu Ala Gly ?85 Pro Phe Asn Leu Asn Ser

1 5 15
Arg Asp GIn teu Glu Arg val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala
20 25 30
Ile Gly Lys Thr
35

<210> 14
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Thermus filiformus (Tfil)

<400> 14
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G11u Ala Glu val Hgs Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser
10
Arg Asp Gln Egu Glu Arg val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Pro
25 30
Ile Gly Lys Thr
35

<210> 15

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Thermus flavus (Tfl)

<400> 15

G}u Glu Glu val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser
5 10
Arg Asp GIn Egu Glu Arg val Leu ghe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala
5 30
Ile Gly Lys Thr
35

<210> 16
<211> 36

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa Sps17 de Thermus sp. (Sps17) Sps17 DNA

polymerase (Sps17)

<400> 16
Glu Ala Glu val H;s Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser
10 15
Arg Asp Gln Egu Glu Arg val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Pro
25 30
Ile Gly Lys Thr
35

<210> 17

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Thermus thermophilus (Tth)

<400> 17

Glu Glu Glu val P?e Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser
1 10 15
Arg Asp GlIn Egu Glu Arg val Leu Phe Asp Glu Leu Arg Leu Pro Ala
25 30
Leu Gly §¥s Thr

<210> 18

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Thermus caldophilus (Tca)

<400> 18
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61u Glu Glu val phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Agn Ser
5 10 1
Arg Asp GIn Leu Glu Arg val Leu gge Asp Glu Leu Arg ggu Pro Ala
20

Leu Gly Lys Thr
35

<210> 19

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Thermotoga maritima (Tma)

<400> 19
Ala Glu Glu Ile Tyr Arg Ile Ala Gly Glu Pro Phe Ash Ile Asn Ser
1 5 10 15
Pro Lys GlIn 531 Ser Arg Ile Leu gge Glu Lys Leu Gly g&e Lys Pro

Arg Gly Lys Thr
35

<210> 20
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Thermotoga neopolitana (Tne)
<400> 20
Ala Glu Lys Ile Tyr GIn Ile Ala Gly Glu Pro Phe Asn Ile Asn Ser
1 5 10 15
Pro Lys GIn val Ser Asn Ile Leu Phe Glu Lys Leu Gly Ile Lys Pro
25 30

Arg Gly Lys Thr
35

<210> 21

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Thermosipho africanus (Taf)

<400> 21

Lys Glu Lys val P?e Glu Ile Ala Gly Glu Thr Phe Asn Leu Asn Ser
1 10
ser Thr GIn val Ala Tyr Ile Leu Phe Glu Lys Leu Asn Ile Ala Pro
20 25 30
Tyr Lys ggs

<210> 22

<400> 22
000

<210> 23

<211> 36
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Deinococcus radiodurans (Dra)
<400> 23

Glu Ser GIn Ile His Glu Tyr Ala Gly Glu Glu Phe His Ile Arg Ser

5 10 15
Pro Lys GIn Leu Glu Thr val Leu Tyr Asp Lys Leu Glu Leu Ala Ser
20 25 30
ser Lys Lys Thr
35

<210> 24
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus (Bst)

<400> 24
Glu Arg Arg Ile Tgr Glu Leu Ala Gly gén Glu Phe Asn Ile ?%n Ser

Pro Lys GIn Leu Gly Thr val Leu Phe Asp Lys Leu GIn Leu Pro val
20 25 30
Leu Lys ggs Thr

<210> 25

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region sintética de dominio de polimerasa de ADN polimerasa de Bacillus caldotenax (Bca)

<400> 25

Glu GIn Arg Ile Tyr Glu Leu Ala Gly GIn Glu Phe Asn Ile Asn Ser
1 5 10 15
Pro Lys Gin Leu Gly val Ile Leu Phe Glu Lys Leu GIn Leu Pro val
20 25 30
Leu Lys ggs Ser

<210> 26

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo de consenso nativo sintético para la region del dominio de polimerasa de ADN polimerasa bacteriana

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)...(3)

<223> Xaa = His, Glu o GIn

<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Pro, Thr o Glu
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<220>

<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)

<223> Xaa = Asn o His

<220>

<221> VARIANTE
<222> (7)...(7)

<223> Xaa =Leu o lle

<220>

<221> VARIANTE
<222> (8)...(8)

<223> Xaa = Asn o Arg

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)...(10)

<223> Xaa = Arg, Pro o Ser

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)...(11)

<223> Xaa = Asp, Lys o Thr

<220>

<221> VARIANTE
<222> (13)...(13)
<223> Xaa = Leu o Val

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = Glu, Ser, Ala o Gly

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = Arg, Asn, Tyr, Thr o Val

<220>

<221> VARIANTE
<222> (16)...(16)
<223> Xaa =Val o lle

<220>

<221> VARIANTE
<222> (18)...(18)
<223> Xaa = Phe o Tyr

<220>

<221> VARIANTE
<222>(19)...(19)
<223> Xaa = Asp o Glu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (20)...(20)
<223> Xaa = Glu o Lys

<400> 26
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Ala Gly Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa GIn Xaa Xaa Xaa Xaa

s 5 10 15
Leu Xaa Xaa Xaa Leu
20
<210> 27
<211>13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220><223> motivo de polimerasa sintética correspondiente a la mutacién D580X de Z05, motivo modificado de Z05
D580

<220>

<221> VARIANTE
<222> (7)...(7)

<223> Xaa = Ser o Thr

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = cualquier aminoacido diferente de Asp o Glu

<400> 27
Thr Gly Arg Leu Ser Ser Xaa Xaa Pro Asn Leu GIln Asn
1 5 10
<210> 28
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220><223> motivo A de sitio activo conservado de ADN polimerasa sintética

<400> 28
Asp Tyr Ser Gin Ile Glu Leu Arg
1 5
<210> 29
<211> 893
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN polimerasa CS5 quimérica sintética derivada de dominio de nucleasa 5' N-terminal de Z05 de Thermus
sp. y dominios de exonucleasa 3'-5' C-terminal y de polimerasa de las ADN polimerasas de Thermotoga maritima
Z05 y dominios C-terminales de exonucleasa 3'-5'y de polimerasa de las ADN polimerasas de Thermotoga maritima
<400> 29

Mgt Lys Ala met Lgu Pro Leu Phe Glu ]P_(r;o Lys Gly Arg val Leu Leu
15

val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe Phe Ala Leu Lys Gly

56



Leu
Lys
val
65
Ala
Leu
Glu
LysS
Asp
145
Gly
Pro
Asn
Leu
val
225
Leu
Glu
Ala
Leu
val
305
Ala
val
Leu
Lys
Asn
385
val
Asn
Tyr
Phe
ser
465
Leu
Met
val
Leu
AsSn

545
Gly

Thr
Ser
50

val
Tyr
Ala
val
Ala
130
Leu
His
Glu
Leu
LyS
210
Lys
Lys
val
Phe
Leu
290
Glu
Ile
Gly
His
Leu
370
Leu
Pro
Glu
Lys
Gly
450
Cys
Lys
Pro
Asp
Glu
530
Ile

Ile

Thr
35

Leu
Phe
Lys
Leu
Pro
115
Glu
Tyr
Leu
GlIn
Pro
195
Glu
Pro
Leu
Asp
Leu
275
Glu
Phe
Asp
Ile
His
355
LYS
LYS
Pro
Lys
Met
435
Phe
Glu
Leu
Leu
Thr
515
Glu
ASn

Lys

20
Ser

Leu
Asp
Ala
Ile
100
Gly
Arg
Gln
Ile
Trp
180
Gly
Trp
Glu
ser
Phe
260
Glu
Glu
Glu
Leu
ser
340
Arg
Glu
Phe
Tyr
Lys
420
Thr
Ser
Asp
His
val

500
Glu
Leu
ser

Pro

Arg
Lys
Ala
Gly
85

LyS
Phe
Glu
Leu
Thr
165
val
val
Gly
Ser
Leu
245
Ala
Arg
Ser
Lys
Glu
325
val
Asn
Ile
Asp
Phe
405
Phe
Ser
Phe
Ala
Glu
485
Asn
Phe
Ala
Pro

Arg

ES 2564 692 T3

Gly
Ala
Lys
70

Arg
Glu
Glu
Gly
val
150
Pro
Asp
Lys
Ser
val
230
Glu
Arg
Leu
Glu
Leu
310
Thr
ser
Ala
Leu
Tyr
390
Asp
Asn
Tyr
Ala
ASp
470
Ala
val
Leu
Glu
Lys

550
Gly

Glu
Leu
Ala
Ala
Leu
Ala
Tyr
135
ser
Glu
Phe
Gly
Leu
215
Arg
Leu
Arg
Glu
Pro
295
Ile
ser
Phe
Gln
Glu
375
Lys
Thr
Leu
GlIn
Asp
455
Ile
Asp
Leu
LyS
Glu
535
Gln

LyS

Pro
40

LysS
Pro
Pro
val
Asp
120
Glu
Asp
Trp
Arg
Ile
200
Glu
Glu
ser
Arg
Phe
280
val
Glu
sSer
LysS
Asn
360
Asp
val
Met
Asp
Glu
440
val
Thr
Leu
Ala
Lys
520
Ile
val

Thr

25
val

Glu
Ser
Thr
AsSp
105
Asp
val
Arg
Leu
Ala
185
Gly
Asn
Arg
Arg
Glu
265
Gly
Gly
Lys
Leu
Pro
345
Leu
Pro
Leu
Ile
Asp
425
Leu
Pro
Tyr
Glu
Arg
505
Leu
Tyr
ser

Thr

57

Gln
ASp
Phe
Pro
90

Leu
val
Arg
val
Trp
170
Leu
Glu
Ile
Ile
val
250
Pro
ser
Tyr
Leu
Asp
330
Lys
ASp
Gly
met
Ala
410
Leu
Met
val
Arg
Asn
490
Met
Ser
Arg
Arg

Lys

Ala
Gly
Arg
Glu
Leu
Leu
Ile
Ala
155
Glu
val
Lys
Leu
Lys
235
Arg
Asp
Leu
Arg
Arg
315
Pro
Glu
Glu
Ala
val
395
Ala
Ala
Ser
Glu
Leu
475
val
Glu
Glu
Ile
Ile

555
Thr

val
Tyr
60

H1s
Asp
Gly
Ala
Leu
140
val
Lys
Gly
Thr
Lys
220
Ala
ser
Arg
Leu
Ile
300
Glu
Phe
Ala
Lys
Lys
380
Lys
Tyr
Leu
Phe
Lys
460
Tyr
Phe
Leu
Glu
Ala
540
Leu

Gly

Tyr
45

LysS
Glu
Phe
Phe
Thr
125
Thr
Leu
Tyr
Asp
Ala
205
Asn
His
Asp
Glu
His
285
val
Ser
Asp
Tyr
Glu
365
Ile
Gly
Leu
Lys
ser
445
Ala
LysS
Tyr
Asn
Tyr
525
Gly
Phe

Asp

30
Gly

Ala
Ala
Pro
Thr
110
Leu
ala
His
Gly
Pro
190
Leu
Leu
Leu
Leu
Gly
270
Glu
Lys
Pro
Cys
Tyr
350
val
val
val
Leu
Phe
430
Phe
Ala
Thr
Lys
Gly
510
Gly
Glu
Glu

Tyr

Phe
val
Tyr
Arg
95

Arg
Ala
Asp
Pro
Leu
175
ser
Lys
Asp
Glu
Pro
255
Leu
Phe
Asp
ser
Asp
335
Ile
Leu
Gly
Glu
Glu
415
Leu
Pro
Asn
Leu
Ile
495
val
Lys
Pro
Lys

ser

Ala
Phe
Glu
Gln
Leu
Lys
Arg
Glu
160
Lys
Asp
Leu
Arg
Asp
240
Leu
Arg
Gly
Leu
Phe
320
Ile
Pro
Lys
GlIn
Pro
400
Pro
Gly
Leu
Tyr
ser
480
Glu
TYr
Lys
Phe
Leu

560
Thr
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565 570 575
Arg Ile Glu val Leu Glu Glu Leu Ala Gly Glu His Glu Ile Ile Pro
580 585 590
Leu Ile Leu Giu Tyr Arg Lys Ile GIn Lys Leu Lys Ser Thr Tyr Ile
595 600 605
Asp Ala Leu Pro Lys Met val Asn Pro Lys Thr Gly Arg Ile His Ala
610 615 620
ser Phe Asn GIn Thr Gly Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp
625 630 635 640
Pro Asn Leu GIn Asn Leu Pro Thr Lys Ser Glu Glu Gly Lys Glu Ile
645 650 655
Arg Lys Ala Ile val Pro GIn Asp Pro Asn Trp Trp Ile val Ser Ala
660 665 . 670
Asp Tyr Ser Gln Ile Glu Leu Arg Ile Leu Ala His Leu Ser Gly Asp
675 68 685
Glu Asn Leu Leu Arg Ala Phe Glu Glu Gly Ile Asp val His Thr Leu
690 695 700
Thr Ala Ser Arg Ile Phe Asn val Lys Pro Glu Glu val Thr Glu Glu
705 710 715 720
Met Arg Arg Ala Gly Lys Met val Asn Phe Ser Ile Ile Tyr Gly val
725 730 735
Thr Pro Tyr Gly Leu Ser val Arg Leu Gly val Pro val Lys Glu Ala
740 745 750
Glu Lys Met Ile val Asn Tyr Phe val Leu Tyr Pro Lys val Arg Asp
755 760 765
Tyr Ile GIn Arg val val Ser Glu Ala Lys Glu Lys Gly Tyr val Arg
770 775 780
Thr Leu Phe Gly Arg Lys Arg Asp Ile Pro Gln Leu Met Ala Arg Asp
785 790 795 800
Arg Asn Thr GIn Ala Glu Gly Glu Arg Ile Ala Ile Asn Thr Pro Ile
805 810 815
Gln Gly Thr Ala Ala Asp Ile Ile Lys Leu Ala Met Ile Glu Ile Asp
820 825 830
Arg Glu Leu Lys Glu Arg Lys Met Arg Ser Lys Met Ile Ile Gln val
. 835 840 845
His Asp Glu Leu val pPhe Glu val Pro Asn Glu Glu Lys Asp Ala Leu
850 855 860
val Glu Leu val Lys Asp Arg Met Thr Asn val val Lys Leu Ser val
865 B70 875 880
Pro Leu Glu val Asp val Thr Ile Gly Lys Thr Trp Ser
885 890
<210> 30
<211> 893
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN polimerasa CS6 quimérica sintética derivada de dominio de nucleasa 5' N-terminal de Z05 de Thermus
sp. y dominios de exonucleasa 3'-5' C-terminal y de polimerasa de las ADN polimerasas de Thermotoga maritima
Z05 y dominios C-terminales de exonucleasa 3'-5'y de polimerasa de las ADN polimerasas de Thermotoga maritima

<400> 30

Met Lys Ala Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg val Leu Leu

val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr phe Phe Ala Leu Lys Gly
Leu Thr Thr ggr Arg Gly Glu Pro 521 Gln Ala val Tyr g?y Phe Ala
Lys ser Ezu Leu Lys Ala Leu igs Glu Asp Gly Tyr 335 Ala val phe
val 321 Phe Asp Ala %55 i?a Pro Ser Phe Arg S?s Glu Ala Tyr Glu

Ala Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg GlIn

85 90 95
Leu Ala Leu Ile Lys Glu Leu val Asp Leu Leu Gly Phe Thr Arg Leu
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Glu
LyS
Asp
145
Gly
Pro
Asn
Leu
val
225
Leu
Glu
Ala
Leu
val
305
Ala
val
Leu
Lys
Asn
385
val
Asn
Tyr
Phe
Ser
465
Leu
Met
val
Leu
Asn
545
Gly
Arg
Leu
ASp
ser

625
Pro

val
Ala
130
Leu
His
Glu
Leu
Lys
210
Lys
Lys
val
Phe
Leu
290
Glu
Ile
Gly
His
Leu
370
Leu
Pro
Glu
Lys
Gly
450
Cys
Lys
Pro
Asp
Glu
530
Ile
Ile
Ile
Ile
Ala
610
Phe

Asn

Pro
115
Glu
Tyr
Leu
Gln
Pro
195
Glu
Pro
Leu
Asp
Leu
275
Glu
Phe
Ala
Ile
His
355
Lys
Lys
Pro
Lys
Met
435
Phe
Glu
Leu
Leu
Thr
515
Glu
Asn
Lys
Glu
Leu
595
Leu
Asn

Leu

100
Gly

Arg
Gln
Ile
Trp
180
Gly
Trp
Glu
ser
Phe
260
Glu
Glu
Glu
Leu
ser
340
Arg
Glu
Phe
Tyr
Lys
420
Thr
ser
Asp
His
val
500
Glu
Leu
Ser
Pro
val
580
Glu
Pro
Gln

Gln

Phe
Glu
Leu
Thr
165
val
val
Gly
ser
Leu
245
Ala
Arg
Ser
Lys
Ala
325
val
Asn
Ile
Asp
Phe
405
Phe
ser
Phe
Ala
Glu
485
Asn
Phe
Ala
Pro
Arg
565
Leu
Tyr
Lys
Thr

Asn

ES 2564 692 T3

Glu
Gly
val
150
Pro
Asp
Lys
Ser
val
230
Glu
Arg
Leu
Glu
Leu
310
Thr
Ser
Ala
Leu
TYyr
390
ASp
Asn
Tyr
Ala
Asp
470
Ala
val
Leu
Glu
Lys
550
Gly
Glu
Arg
Met
Gly

630
Leu

Ala
Tyr
135
Ser
Glu
Phe
Gly
Leu
215
ATg
Leu
Arg
Glu
Pro
295
Ile
ser
Phe
Gln
Glu
375
Lys
Thr
Leu
Gln
Asp
455
Ile
Asp
Leu
Lys
Glu
535
Gln
Lys
Glu
Lys
val
615
Thr

Pro

Asp
120
Glu
Asp
Trp
Arg
Ile
200
Glu
Glu
ser
Arg
Phe
280
val
Glu
Ser
Lys
Asn
360
Asp
val
Met
Asp
Glu
440
val
Thr
Leu
Ala
Lys
520
Ile
val
Thr
Leu
Ile
600
Asn
Ala

Thr

105
Asp

val
Arg
Leu
Ala
185
Gly
Asn
Arg
Arg
Glu
265
Gly
Gly
Lys
Leu
Pro
345
Leu
Pro
Leu
Ile
Asp
425
Leu
Pro
Tyr
Glu
Arg
505
Leu
Tyr
Ser
Thr
Ala
585
Gln
Pro
Thr

Lys

59

val
Arg
val
Trp
170
Leu
Glu
Ile
Ile
val
250
Pro
Ser
Tyr
Leu
ASp
330
Lys
Asp
Gly
Met
Ala
410
Leu
Met
val
Arg
Asn
490
Met
ser
Arg
Arg
Lys
570
Gly
LYyS
Lys
Gly

ser

Leu
Ile
Ala
155
Glu
val
Lys
Leu
Lys
235
Arg
Asp
Leu
Arg
Ar

315
Pro
Glu
Glu
Ala
val
395
Ala
Ala
ser
Glu
Leu
475
val
Glu
Glu
Ile
Ile
555
Thr
Glu
Leu
Thr
Arg

635
Glu

Ala
Leu
140
val
Lys
Gly
Thr
Lys
220
Ala
Ser
Arg
Leu

Ile
300

g Glu

Phe
Ala
Lys
Lys
380
Lys
Tyr
Leu
Phe
Lys
460
Tyr
Phe
Leu
Glu
Ala
540
Leu
Gly
His
Lys
Gly
620

Leu

Glu

Thr
125
Thr
Leu
Tyr
Asp
Ala
205
AsSn
His
Asp
Glu
His
285
val
ser
Asp
Tyr
Glu
365
Ile
Gly
Leu
Lys
Ser
445
Ala
Lys
Tyr
Asn
Tyr
525
Gly
Phe
Asp
Glu
ser
605
Arg
ser

Gly

110
Leu

Ala
His
Gly
Pro
190
Leu
Leu
Leu
Leu
Gly
270
Glu
Lys
Pro
Cys
Tyr
350
val
val
val
Leu
Phe
430
Phe
Ala
Thr
Lys
Gly
510
Gly
Glu
Glu
Tyr
Ile
590
Thr
Ile
ser

Lys

Ala
Asp
Pro
Leu
175
ser
Lys
Asp
Glu
Pro
255
Leu
Phe
Asp
Ser
Asp
335
Ile
Leu
Gly
Glu
Glu
415
Leu
Pro
Asn
Leu
Ile
495
val
LyS
Pro
Lys
ser
575
Ile
Tyr
His
ser

Glu

Lys
Arg
Glu
160
Lys
Asp
Leu
Arg
ASp
240
Leu
Arg
Gly
Leu
Phe
320
Ile
Pro
Lys
Gln
Pro
400
Pro
Gly
Leu
Tyr
ser
480
Glu
Tyr
Lys
Phe
Leu
560
Thr
Pro
Ile
Ala
Asp

640
Ile
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25

30

<210> 31
<211> 21
<212> ADN

Arg
Asp
Glu
Thr
705
Met
Thr
Glu
Tyr
Thr
785
Arg
Gln
Arg
His
val

865
Pro

Lys
Tyr
Asn
690
Ala
Arg
Pro
Lys
Ile
770
Leu
Asn
Gly
Glu
Asp
850
Glu

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala
Ser
675
Leu
Ser
Arg
Tyr
Met
755
Gln
Phe
Thr
Thr
Leu
835
Glu
Leu

Glu

Ile
660
GIn
Leu
Arg
Ala
Gly
740
Ile
Arg
Gly
GIn
Ala
820
Lys
Leu
val

val

645
val

Ile
Arg

Ile

Gly

725
Leu

val
val
Arg
Ala
805
Ala
Glu
val
Lys

Asp
885

ES 2564 692 T3

Pro
Glu
Ala
Phe
710
Lys
ser
Asn
val
Lys
790
Glu
Asp
Arg
Phe
Asp

870
val

Gln
Leu
Phe
695
Asn
Met
val
Tyr
Ser
775
Arg
Gly
Ile
Lys
Glu
855
Arg

Thr

Asp
Arg
680
Glu
val
val
Arg
Phe
760
Glu
Asp
Glu
Ile
Met
840
val
Met

Ile

Pro
665
Ile
Glu
Lys
Asn
Leu
745
val
Ala
Ile
Arg
Lys
825
Arg
Pro
Thr

Gly

650
Asn

Leu
Gly
Pro
Phe
730
Gly
Leu
Lys
Pro
Ile
810
Leu
ser
Asn

Asn

Lys
890

Trp
Ala
Ile
Glu
715
ser
val
Tyr
Glu
Gln
795
Ala
Ala
Lys
Glu
val

875
Thr

Trp
His
Asp
700
Glu
Ile
Pro
Pro
Lys
780
Leu
Ile
Met
Met
Glu
860
val

Trp

Ile
Leu
685
val
val
Ile
val
Lys
765
Gly
Met
Asn
Ile
Ile
845
Lys
Lys

Ser

val
670
ser
His
Thr
Tyr
LyS
750
val
Tyr
Ala
Thr
Glu
830
Ile
Asp

Leu

655
Ser

Gly
Thr
Glu
Gly
735
Glu
Arg
val
Arg
Pro
815
Ile
Gln
Ala

ser

Ala
Asp
Leu
Glu
720
val
Ala
ASp
Arg
Asp
800
Ile
Asp
val
Leu

val
880

<223> cebador directo de amplificacion para PCR sintética con tendencia a errores (mutagénica)

<400> 31

ctacctcctg gacccctcca a

<210> 32
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

21

<223> cebador inverso de amplificacion para PCR sintética con tendencia a errores (mutagénica)

<400> 32

ataaccaact ggtagtggcg tgtaa

<210> 33
<211> 1491
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> synthetic amplicon encoding polymerase domain of Z05 D580G ADN polymerase amplified by error-prone

25

(mutagenic) PCR between Blpl and Bglll restriction sites

<400> 33

60



ctacctcctg
gtggacggag
ggaacgcctc
ctceccgggrce
ggcecctttec
ggcgggccac
gcttaggctt
ggtgctaggag
gctcaccaag
gggccgectc
cgggcccaac
cttcgtggec
ggtcctcgec
catccacacc
gatgcgccgg
gctctcccag
ccaaagcttc
gggctacgtg
gaagagcgtc
cgccgacctc
ccgecatgetce
ggaggtggcg
ggaggtggag
cctgattatg
tgtgaattta

gacccctcca
gacgccgecc
dagggagagg
ctggcccaca
ctggagcttg
cccttcaacc
ccecgeectgg
gccctcagag
ctcaagaaca
cacacccecgct
ctgcagaaca
gaggcgggat
cacctctccg
cagaccgcaa
gcggccaaga
gagcttgcca
cccaaggtgc
gaaaccctct
agggaggccg
atgaagctcg
ctccaggtcc
gctttggcca
gtggggatcg
cgtcagtcta
acagagggta

ES 2564 692 T3

acaccacccc
accgggcect
aaaagctcct
tggaggccac
cggaggagat
tgaactcccg
gcCaagacgca
aggcccaccc
cctacgtaga
tcaaccagac
tcceccatecg
gggcgttggt
gggacgagaa
gctggatgtt
cggtgaactt
tccecctacga
gggcctggat
tcggaagaag
cggagcgcat
ccatggtgaa
acgacgagct
aggaggccat
gggaggactyg
tgaagaaaaa
tagggattac

cgagggggtg
cctcgetgag
ttggctctac
cggggtaagg
tcgeccgectc
tgaccagcta
aaagacgggyg
catcgtggag
cccectcecg
agccacggec
cacccccttg
ggccctggac
cctgatcagg
cggcgtctcec
cggcgtectce
ggaggcggtg
agaaaagacc
gcgctacgtg
ggccttcaac
gctcttccec
cctcctggag
ggagaaggcc
gctttcecgee
tcgtatacag
acgccactac

gccecggegcet
cggctccage
caagaggtgg
ctggacgtgg
gaggaggagg
gagcgggtgc
aagcgctcca
aagatcctcc
ggcctegtece
acgggaaggc
ggccagagga
tatagccaga
gtcttccagg
ccggaggecg
tacggcatgt
gcctttatag
ctggaggagg
cccgacctca
atgcccgtcc
cacctccggg
gccccccaag
tatccccteg
aagggctgat
atggacgaag

4cggggggga
aaaacctctt

aaaagcccct
cctatctaaa
tcttccgect
tctttgacga
ccagegecge
agcaccggga
acccgaggac
tctctagctc
tccgecgggce
tagagctccg
aggggaagga
tggaccccct
ccgcccatag
agcgctactt
ggaggaagcg
acgcccgagt
agggcaccgc
agatgggggc
cgcgggccga
ccgtgcccct
atcagatctc
agagaatcct

cagttggtta t

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1491

<210> 34

<211>110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> polinucledtido diana BRAF V600K de tipo salvaje sintético

<400> 34

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac agtgaaatct cgatggagtg ggtcccatca 60
gtttgaacag ttgtctggat ccattttgtg gatggtaaga attgaggcta 110

<210> 35

<211>110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> polinucledtido diana mutante BRAF V600R sintético

<400> 35
agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aaggaaatct cgatggagtg ggtcccatca 60
gtttgaacag ttgtctggat ccattttgtg gatggtaaga attgaggcta 110
<210> 36
<211> 921
<212> PRT
<213> Deinococcus radiodurans
<400> 36

Mit Ala Asp Ala S§r Pro Asp Pro Ser i%s Pro Asp Ala Leu val Leu
15
Ile Asp Gly His Ala Leu Ala Phe Arg Ser Tyr Phe Ala Leu Pro Pro
20 25 30
Leu Asn ggn Ser Lys Gly Glu Met Thr Asp Ala Ile val Gly Phe Met
40 45

Lys Leu Leu Leu Arg Leu Ala Arg GIn Lys Ser Asn G1ln val Ile val
50 55 60

61



val
65

Tyr
Asnh
Glu
Ala
Ala
145
Ser
Arg
Ile
Gln
Thr
225
Asn
Leu
Thr
Ile
Leu
305
Ala
Ala
Thr
Pro
Glu
385
Lys
Arg
Phe
Ala
Leu
465
val
Arg
Asp
Gly
Phe
545
Glu
Pro

Ser

Phe
Lys
Arg
Pro
Glu
130
Tyr
Leu
Gln
Pro
Glu
210
Leu
val
Asp
Glu
Leu
290
Leu
Leu
Glu
Ala
Ala
370
Asn
Glu
Ala
val
His
450
Leu
Ala
Ala
Asp
val
530
Leu
ser
Lys
LyS

ASp
Ser
Ile
Gly
115
Gly
Gln
Ile
Trp
Gly
195
Tyr
LYyS
Lys
Ile
Asp
275
Gly
Glu
Pro
Gly
Ala
355
Arg
Leu
Gln
Lys
Gly
435
Leu
Tyr
Lys
Ala
Ala
515
Leu
GlIn
GIn
Gln

LYys
595

Pro
Gly
Arg
100
Tyr
Lys
Leu
Gly
val
180
Ala
Gly
Pro
Phe
Glu
260
Leu
Leu
Arg
Ala
Ala
340
Leu
val
Phe
Lys
Leu
420
Gln
ser
Ala
Arg
Ile
500
Arg
Gly
Thr
Ile
Leu

580
Thr

Pro
Arg
Ala
Glu
Gly
Leu
Pro
165
Asp
Lys
Thr
AsSp
Ser
245
Phe
Leu
Asn
Glu
Phe
325
val
Leu
ser
Gly
Ala
405
Arg
Arg
val
Tyr
Tyr
485
Thr
Arg
Arg
Leu
His
565
Glu

Lys

ES 2564 692 T3

val
Ala
Leu
Ala
Tyr
Asp
150
Ala
Tyr
Gly
Leu
Gly
230
His
Gly
Thr
Gly
His
310
ser
Trp
Ala
Glu
Glu
390
Leu
Glu
Thr
Arg
Leu
470
Leu
Gly
Lys
Met
ser
550
Glu
Thr

Leu

Lys
Gln
val
Asp
Glu
135
Glu
GIn
Arg
Ile
Glu
215
Thr
ASp
val
Glu
Pro
295
Ala
Ala
Gly
Ala
Pro
375
Leu
Glu
GlIn
val
Gly
455
Leu
Asp
His
Met
Glu
535
Ile
Tyr
val
Thr

Thr
Thr
Asp
Asp
120
val
His
val
Ala
Gly
200
Lys
Arg
Leu
Arg
Leu
280
Glu
GIn
Pro
Tyr
Ala
360
Asp
Leu
Lys
Phe
Thr
440
Thr
Asp
Arg
Leu
Tyr
520
val
Gln
Ala
Leu

Gly
600

Leu
Pro
Ala
105
val
Arg
val
Glu
Leu
185
Pro
val
LyS
Ser
Arg
265
Glu
Gln
Thr
Glu
val
345
Thr
Glu
Pro
Ala
Pro
425
Ala
val
Pro
Glu
val
505
Asp
Arg
Ala
Gly
TYyr

585
Gln

62

Arg
Glu
90

Leu
Ile
Ile
Lys
Glu
170
Thr
Lys
Tyr
Lys
Cys
250
Leu
Leu
Asp
Pro
Leu
330
Leu
Phe
Trp
Ser
GIn
410
Ala
Ala
val
Ala
Trp
490
Arg
Glu
Gly
Gly
Glu
570
ASp

Arg

His
75

ASp
Gly
Ala
val
val
155
Lys
Gly
Thr
Glu
Leu
235
Met
Pro
His
Gly
Glu
315
Ala
ser
Glu
Ala
Asp
395
Lys
Thr
Ala
Glu
AsSn
475
Pro
Glu
Met
val
val
555
Glu
Lys

ser

Glu
Leu
Phe
ser
Thr
140
Ile
Tyr
ASp
Ala
Ala
220
Leu
val
Asp
ser
His
300
Glu
Glu
Arg
Asp
Gln
380
Lys
Asp
val
Ala
Pro
460
Thr
Ala
Leu
Glu
Gln
540
Arg
Phe
Leu

Thr

Gln
Arg
Pro
Leu
125
ser
Ala
Gly
Ala
Ala
205
Ala
Asp
Thr
Asn
Leu
285
Ala
Asp
Trp
Glu
Gly
365
Ala
Pro
Ala
Asp
Lys
445
Gly
Asn
Asp
Pro
LyS
525
val
Leu
His
Glu

Ala
605

Tyr
Gly
Arg
110
Thr
Asp
Asn
val
Ser
190
LYyS
His
Ser
Asp
Pro
270
Arg
Pro
Glu
GlIn
Asp
350
val
Glu
Leu
Glu
Glu
430
Ala
Asp
Met
Ala
Pro
510
Pro
AsSp
Ala
Ile
Leu

590
val

Glu
Gln
95

Leu
Arg
Arg
Asp
Thr
175
Asp
Leu
Ala
Glu
Leu
255
Leu
Pro
Asp
Ala
Thr
335
ASp
Ala
Ala
Thr
Lys
435
Ala
Leu
Asp
Pro
Pro
495
Leu
Leu
ser
Asp
Arg
575
Ala

Ser

Gly
Ile
Glu
Met
Asp
Phe
160
val
Asn
Leu
Gly
Glu
240
Pro
val
Met
Asp
Ala
320
Pro
Leu
Arg
Pro
Lys
400
Ala
Glu
Ala
Pro
val
480
Thr
Leu
Ser
Asp
Leu
560
Ser

ser

Ala
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15

Leu
Phe
625
Asn
Thr
Asn
Ile
Glu
705
Ala
Leu
Lys
ser
Ile
785
Leu
Arg
Ala
Asp
Ile
865
Ala
Met

Thr

<220>

<223> ADN polimerasa de Deinococcus radiodurans (Dra)

<210> 37
<211> 892
<212> PRT

Glu
610
Arg
Leu
Ala
Ile
Ala
690
Leu
Phe
Gly
Thr
Asn
770
TYr
ASp
Arg
Glu
Ile
850
Gly
Pro
Glu

Gly

Pro
Glu
val
val
Pro
675
Glu
Arg
val
Leu
val
755
Asp
Phe
Phe
Tyr
Glu
835
Met
Ala
Leu
Asn

Pro
915

<213> Thermosipho africanus

<220>

Leu
Leu
Asn
Ala
660
Ile
ASp
Leu
Glu
As

740
Asn
Leu
Ala
Gly
val
820
Arg
Lys
Arg
Asp
val

900
Asn

Arg
Asp
Pro
645
Thr
Arg
Gly
Leu

Gly
725

p Glu

Phe
Gly
Thr
Arg
805
Pro
Leu
Leu
Met
Lys
885
val

Trp

ES 2564 692 T3

Asp
LysS
630
His
Gly
ser
Phe
Ala
710
Ala
Ala
Gly
Ile
TYyr
790
Thr
Gly
Ala
Ala
Leu
870
Ala
Gln

Phe

Ala
615
Leu
Thr
Arg
Glu
Thr
695
His
Asp
Thr
val
Pro
775
Pro
His
Leu
Tyr
Met
855
Leu
Glu
Leu

Asp

His
Arg
Gly
Leu
Leu
680
Leu
Ile
Ile
val
Leu
760
Tyr
Gly
Gly
ser
Asn
840
val
Gln
Gln
Lys

Thr
920

<223> ADN polimerasa de Thermosipho africanus (Taf)

<400> 37

Met Gly

Phe Tyr

Asn Ala

Lys
Ala

val

35

His Ile
50
Gly Gly

65

Arg Pro

Glu Leu

Glu Ala

ser
ser
Ser
val

Asp

115

Phe Glu

Lys

Met
Ile
20

Tyr'
Ile
LyS
Thr
Asp
100
Asp

val

Phe
Asp
Gly
Gly
Lys
Pro
Ala
Ile

Asn

Leu
Gln
Leu
Lys
Arg
70

Asp
Leu
Ile

Ile

Phe
ser
Thr
Asp
55

Lys
Leu
Gly
Ala

Ile

Asp
Leu
Lys
Ala
Asp
Leu
Ile
Thr

120
Thr

Pro
Gly
Arg
ser
665
Gly
Ile
Ala
His
Asp
745
TYr
Ala
Ile
Tyr
ser
825
Met
Gin
val
val
val

905
Lys

Gly
Gln
25

Met
cys
Ile
Leu
Lys
105
Leu

Gly

63

Ile
Thr
Leu
650
Ser
Arg
Ala
Asp
Arg
730
Ala
Gly
Glu
Arg
val
810
Arg
Pro
Leu
His
Ala

890
Pro

Thr
Thr
Leu
val
Leu
Glu
val
ser

Asp

Ile
TYr
635
His
Leu
Glu
Ala
AsSp
715
Arg
Asn
Met
Ala
Arg
795
Glu
Asn
Ile
Asp
Asp
875
Ala

Leu

Gly
Ser
Ile
Phe
Glu
GIn
Leu
Lys

Lys

Pro
620
Leu
Thr
Asn
Ile
Asp
700
Pro
Thr
Gln
ser
Ala
780
Tyr
Thr
Arg
Gln
Pro
860
Glu
Leu

Ala

Leu
Ser
Lys
val
Thr
Ile
LYyS
LYS
Asp

Leu
Asp
Thr
Pro
Ar

685
Tyr
Leu
Ala
Arg
Ala
765
Thr
Ile
Leu
val
Gly
845
G1n
Leu
Thr

val

val

Gly
Phe

45

Leu
Tyr
Pro
Ile
Phe

val
Pro
Phe

Asn
670

g Lys

Ser
Met
Ala
Ar

750
His
Phe
Asn
Tyr
Gln
830
Thr
Leu
Leu
Lys

Glu
910

Tyr

Leu
30

Leu
Asp
Lys
TYr

Glu

Leu
Ile
Ala
655
Leu
Gly
GIn
Gln

Gln
735

g Ala

Arg
Ile
His
Gly
815
Arg
Ala
Asp
Ile
Lys

895
val

15

110

125

Leu

Glu

Leu

Glu
Pro
640
GIn
Gln
Phe
Ile
Gln
720
val
Ala
Leu
Glu
Thr
800
Arg
Glu
Ala
Ala
Glu
880
val

Gly

Arg Ala
His Thr
Lys Glu
ser Lys
Ala Asn
val Glu
Gly Phe
ser Asp

Gln Leu



val
145
Leu
Pro
Asn
Leu
Leu
225
Gln
val
Leu
Asn
Asp
305
Ser
val
val
Phe
Asn
385
Ash
Asp
Tyr
Phe
Ser
465
Arg
Met
Phe
Met
Asn
545
Asn
Ala
Leu
ser
Phe
625
Asn
Lys

Tyr

130
Ser

val
Glu
Ile
Lys
210
Thr
Lys
Glu
Lys
Leu
290
Lys
Ile
Gly
Ser
Leu
370
Leu
val
Glu
Lys
Gly
450
Ccys
Lys
Pro
Asp
Asp
530
Leu
Ile
Glu
Leu
Ile
610
His
Leu
Ala

Ser

Asp
Leu
Gln
Pro
195
Lys
Glu
Ser
Lys
val
275
Gln
Leu
Asp
Ile
His
355
Lys
Lys
Pro
Lys
Met
435
Asn
Glu
Ile
Leu
Glu
515
Gly
Asn
Ala
val
Glu
595
Pro
Gln
Gln
val

Gln

Lys
Tyr
Phe
180
Gly
Tyr
Lys
Ile
Asp
260
Leu
Glu
Lys
Thr
Ser
340
Phe
GlIn
Phe
His
Arg
420
Ile
Asp
AsSp
Tyr
Ile
500
Glu
Ile
ser
Pro
Leu
580
Tyr
Leu
Thr
Asn
Arg

660
Ile

val
ASp
165
Lys
val
Asnh
Leu
Glu
245
Glu
Lys
Lys
Lys
Glu
325
Ile
Gly
Ile
Asp
Phe
405
Phe
Ser
Phe
Ala
Glu
485
Asp
Tyr
Lys
ser
Tyr
565
Glu
Arg
Ser
Gly
Leu
645
Pro

Glu

ES 2564 692 T3

Phe
150
Arg
Asp
Lys
Ser
Arg
230
Leu
Ile
Lys
Leu
Leu
310
Thr
Ser
Ala
Leu
TYr
390
Asp
Asn
Phe
Ser
Asp
470
Asn
val
Leu
Glu
Thr
550
Lys
Glu
Lys
Ile
Thr
630
Pro
Gln

Leu

135
val

Asn
Tyr
Gly
Leu
215
Arg
val
Ile
Tyr
Glu
295
Ala
Thr
Thr
LyS
Gln
375
Glu
Thr
Leu
Asp
Tyr
455
val
Glu
Leu
Lys
Lys
535
Gln
Lys
Leu
TYr
Asn
615
Ser
Thr
Arg

Arg

Trp
LysS
Leu
Ile
200
Glu
Leu
Glu
Tyr
Glu
280
Lys
Glu
Ser
Met
Asn
360
Glu
Ile
Met
Glu
Glu
440
val
Thr
Met
ser
Glu
520
val
val
Thr
ser
Gln
600
Arg
Thr
Arg
Gln

val

Arg
val
ser
185
Gly
Asn
Leu
Leu
Arg
265
Phe
Glu
Glu
Leu
Glu
345
Ile
Lys
fhe
Ile
Glu
425
Leu
Pro
Tyr
Glu
Glu
505
Leu
Phe
Ala
Ala
Lys
585
Lys
Lys
Gly
Ser
AS

665
Leu

64

val
Ile
170
Leu
Lys
val
Glu
Ile
250
Gly
ser
TYr
Ile
AsSp
330
Gly
ser
Asp
Lys
Ala
410
Leu
val
Leu
Arg
Lys
490
Met
ser
Glu
Tyr
Thr
570
Glu
Leu
Thr
Arg

Glu
650

p Trp

Ala

Glu
155
Glu
val
Lys
Leu
ASp
235
Tyr
Tyr
ser
Ile
Glu
315
Pro
Lys
Lys
Tyr
Ser
395
Ala
Ser
Asn
Glu
Ile
475
Leu
Glu
Lys
Ile
Ile
555
Gly
His
Lys
Asn
Leu
635
Glu
Trp

His

140
Arg

Lys
Gly
Thr
Lys
220
ser
Asp
Asn
Ile
Leu
300
LysS
Phe
Ala
ser
Asn
380
Met
Tyr
Leu
Glu
Arg
460
Phe
Phe
Leu
Lys
Ala
540
Leu
Lys
Glu
Ser
Arg
620
Ser
Gly
Ile

val

Gly
Tyr
Asp
Ala
205
Asn
LysS
val
Pro
Ile
285
val
Tyr
Glu
Tyr
Leu
365
Ile
Gly
Leu
Lys
Asn
445
Ala
Arg
Tyr
Asn
Tyr
525
Gly
Phe
Phe
Ile
Thr
605
val
ser
LYyS
Leu

ser

Ile
Gly
Gln
190
val
Ile
Glu
Pro
Asp
270
Lys
ASp
Lys
Ala
Tyr
350
Ile
val
Phe
Leu
Tyr
430
val
val
Lys
Glu
Gly
510
Gln
Glu
Glu
Ser
Ala
590
Tyr
His
Ser
Glu
Gly

670
Lys

Thr
Ile
175
Ile
Ser
Asn
Asp
Met
255
Lys
Glu
Asn
Thr
Lys
335
Ile
Asp
Gly
Ser
AsSn
415
Leu
Pro
Glu
Leu
Ile
495
val
Glu
Thr
Lys
Thr
575
LysS
Ile
Thr
Asn
Ile
655
Ala

Asp

Asp
160
Tyr
Asp
Leu
Leu
Leu
240
Asp
Leu
Leu
Glu
Phe
320
Leu
Pro
Lys
GIn
Pro
400
Pro
Gly
Leu
Tyr
Gly
480
Glu
Tyr
Lys
Phe
Leu
560
Asn
Leu
ASp
Thr
Pro
640
Arg
AsSp

Glu
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Asn
Ala
705
Arg
Pro
Lys
Leu
Leu
785
Asn
Gly
Arg
Asp
Asp
865
Leu

<210> 38
<211> 893
<212> PRT

Leu
690
Ala
Arg
TYyr
Ile
Lys
770
Phe
Arg
Thr
Leu
Glu
850
Leu

Lys

675
Leu

Lys
val
Gly
Ile
755
Arg
Gly
val
Ala
Lys
835
Leu

val
val

<213> Thermotoga maritima

<220>

Lys
Ile
Gly
Leu
740
Asp
Met
Arg
Gln
Ala
820
Lys
val
Arg

Asp

Ala
Phe
Lys
725
ser
Asnh
Lys
Arg
Glu
805
Asp
Glu
Phe
Asp

val
885

ES 2564 692 T3

Phe
Gly
710
Met
Lys
TYr
Asp
Ar

79

Gly
Ile
Asnh
Glu
Glu

870
Tyr

Lys
695
val
val
Arg
Phe
Glu
775
Tyr
Glu
Ile
Leu
val
855
Met

Tyr

680
Glu

Ser
Asn
Ile
Arg
760
Ala
Ile
Arg
Lys
Arg
840
Pro
Glu

Gly

<223> ADN polimerasa de Thermotoga maritima (Tma)

<400> 38

Met
TYr
Asn
His
Ala
65

Pro
Leu
Ala
Asp
AsSn
145
Glu
Gln
Ile
Glu

Pro
225

Ala
Tyr
Ala
Ile
Ala
Lys
val
Asp
Glu
130
Glu
Leu
Gln
Pro
Lys

210
Gln

Arg
Ala
Thr
Ile
Thr
Thr
Glu
Asp
115
Ile
Lys
Tyr
Ile
Gly
195
Tyr

Lys

Leu
Leu
20

Tyr
val
Phe
Pro
Ala
100
Iie
Phe
Ile
ASp
Pro
180
val
Lys

val

Phe
ASp
Gly
Gly
Arg
Asp
85

Leu
Ile
Ile
LyS
Ala
165
ASp
Thr
Asp

Arg

Leu
Arg
val
Lys
His
70

Leu
Gly
Ala
val
val
150
Gln
Leu
Gly

Leu

LysS
230

Phe
ser
Ala
Asp
55

Lys
Leu
Met
Thr
Thr
135
Trp
Lys
Leu
Ile
Glu

215
Ala

Asp
Leu
Arg
40

Tyr
Leu
Ile
Lys
Leu
120
Gly
Arg
val
Ala
Gly
200
ASp

Leu

Asp
Glu
Phe
Gly
745
Tyr
Arg
Pro
Ile
Ile
825
ser
Asp
Asn

Lys

Gly
Ser
Met
val
Leu
Glin
val
105
Ala
Asp
Ile
Lys
Leu
185
Glu
Ile

Leu

65

Leu
Met
Ala
730
Leu
Tyr
Lys
Gln
Ala
810
Ala
Lys
ASh
Ala

Glu
890

Thr
Thr
Leu
Ala
Glu
Gln
90

Leu
val
Lys
val
Glu
170
Thr
Lys
Leu

Arg

Asp
Phe
715
Ile
ser
Lys
Lys
Leu
795
val
Met
Met
Glu
val

875
Trp

Ala
ser
val
val
Thr
75

Leu
Glu
Lys
Asp
Lys
155
LyS
Gly
Thr
Asn

Asp
235

Ile
700
val
Ile
val
Gly
Gly
780
Arg
Asn
Ile
Ile
Leu
860
Lys

Glu

Leu
Thr
Arg
Ala
60

Tyr
Pro
val
Gly
Met
140
Gly
Tyr
Asp
Ala
His
220
Arg

685
His
Ser
Tyr
ser
val
765
Tyr
Ser
Thr
Asn
Leu
845
Glu

Leu

Ala
Gly
Phe
45

Phe
Lys
Tyr
Glu
Leu
125
Leu
Ile
Gly
Glu
val
205
val

Glu

Thr
Glu
Gly
Glu
750
Phe
val
Lys
Pro
Ite
830
Gln
Ile

Asp

Tyr
Ile
Ile
Asp
Ala
Ile
Gly
110
Pro
Gln
ser
val
Ile
190
Gin
Arg

Asn

Ile
GIn
val
735
Thr
Glu
Thr
Asn
Ile
815
His
val
val

val

Arg
15

Pro
Lys
Lys
Gln
Lys
95

Tyr
Leu
Leu
Asp
Glu
175
Asp
Leu
Glu

Ala

Thr
Met
720
ser
Lys
Tyr
Thr
Gly
800
GIn
Asn
His
Lys

Pro
880

Ala
Thr
Asp
Lys
Arg
Lys
Glu
Phe
val
Leu
160
Pro
ASn
Leu

Leu

Ile
240



Leu
Asn
Pro
Leu
val
305
Ala
val
Leu
LyS
Asn
385
val
Asn
Tyr
Phe
ser
465
Leu
Met
val
Leu
Asn
545
Gly
Arg
Leu
ASp
ser
625
Pro
Arg
Asp
Glu
Thr
705
Met
Thr
Glu

TYyr

Ser
Trp
Leu
Tyr
290
Glu
Ile
Gly
His
Leu
370
Leu
Pro
Glu
Lys
Gly
450
Cys
Lys
Pro
Asp
Glu
530
Ile
Ile
Ile
Ile
Ala
610
Phe
Asn
LysS
Tyr
Asn
690
Ala
Arg
Pro
Lys

Ile
770

Lys
Glu
Leu
275
Glu
Phe
Asp
Ile
His
355
Lys
Lys
Pro
Lys
Met
435
Phe
Glu
Leu
Leu
Thr
515
Glu
Asn
Lys
Glu
Leu
595
Leu
Asn
Leu
Ala
Ser
675
Leu
ser
Arg
Tyr
Met

755
Gln

Lys
Glu
260
Lys
Glu
Glu
Leu
ser
340
Arg
Glu
Phe
Tyr
Lys
420
Thr
Ser
Asp
His
val
500
Glu
Leu
Ser
Pro
val
580
Glu
Pro
GIn
Gln
Ile
660
Gln
Leu
Arg
Ala
Gly
740
Ile

Arg

Leu
245
Leu
Glu
Ser
LyS
Glu
325
val
Asn
Ile
Asp
Phe
405
Phe
Ser
Phe
Ala
Glu
485
Asn
Phe
Ala
Pro
Arg
565
Leu
Tyr
Lys
Thr
Asn
645
val
Ile
Arg
Ile
Gly
725
Leu
val

val

ES 2564 692 T3

Ala
Arg
Leu
Glu
Leu
310
Thr
ser
Ala
Leu
Tyr
390
Asp
Asn
Tyr
Ala
Asp
470
Ala
val
Leu
Glu
Lys
550
Gly
Glu
Arg
Met
Gly
630
Leu
Pro
Glu
Ala
Phe
710
Lys
Ser
Asn

val

Ile
Tyr
Glu
Pro
295
Ile
Ser
Phe
GlIn
Glu
375
Lys
Thr
Leu
Gln
Asp
455
Ile
Asp
Leu
Lys
Glu
535
Gln
Lys
Glu
Lys
val
615
Thr
Pro
GIn
Leu
Phe
695
Asn
Met
val
Tyr

ser
775

Leu
Gln
Phe
280
val
Glu
Ser
Lys
Asn
360
Asp
val
Met
Asp
Glu
440
val
Thr
Leu
Ala
Lys
520
Ile
val
Thr
Leu
Ile
600
Asn
Ala
Thr
Asp
Arg
680
Glu
val
val
Arg
Phe

760
Glu

Glu
Gly
265
Ala
Gly
Lys
Leu
Pro
345
Leu
Pro
Leu
Ile
ASp
425
Leu
Pro
Tyr
Glu
Arg
505
Leu
Tyr
Ser
Thr
Ala
585
Gln
Pro
Thr
Lys
Pro
665
Ile
Glu
Lys
Asn
Leu
745
val

Ala

66

Thr
250
Tyr
Ser
Tyr
Leu
Asp
330
Lys
Asp
Gly
Met
Ala
410
Leu
Met
val
Arg
Asn
490
Met
Ser
Arg
Arg
Lys
570
Gly
Lys
Lys
Gly
Ser
650
Asn
Leu
Gly
Pro
Phe
730
Gly
Leu

LYysS

Asn
Asp
Ile
Arg
Ar

315
Pro
Glu
Glu
Ala
val
395
Ala
Ala
ser
Glu
Leu
475
val
Glu
Glu
Ile
Ile
555
Thr
Glu
Leu
Thr
Arg
635
Glu
Trp
Ala
Ile
Glu
715
Ser
val
Tyr

Glu

val
Arg
Met

Ile
300

g Glu

Phe
Ala
LYyS
Lys
380
Lys
Tyr
Leu
Phe
Lys
460
Tyr
Phe
Leu
Glu
Ala
540
Leu
Gly
His
Lys
Gly
620
Leu
Glu
Trp
His
Asp
700
Glu
Ile
Pro
Pro

LysS
780

Pro
Glu
Lys
285
val
ser
Asp
Tyr
Glu
365
Ile
Gly
Leu
Lys
ser
445
Ala
Lys
Tyr
Asn
Tyr
525
Gly
Phe
ASp
Glu
ser
605
Arg
ser
Gly
Ile
Leu
685
val
val
Ile
val
Lys

765
Gly

Ile
Lys
270
Glu
LysS
Pro
Cys
Tyr
350
val
val
val
Leu
Phe
430
Phe
Ala
Thr
Lys
Gly
510
Gly
Glu
Glu
Tyr
Ile
590
Thr
Ile
sSer
Lys
val
670
ser
His
Thr
Tyr
Lys
750
val

TYr

Glu
255
Leu
Leu
AsSp
ser
ASp
335
Ile
Leu
Gly
Glu
Glu
415
Leu
Pro
Asn
Leu
Ile
495
val
Lys
Pro
Lys
Ser
575
Ile
Tyr
His
Ser
Glu
655
Ser
Gly
Thr
Glu
Gly
735
Glu
Arg

val

ile
Leu
Gin
Leu
Phe
320
Ile
Pro
Lys
Gln
Pro
400
Pro
Gly
Leu
Tyr
ser
480
Glu
Tyr
Lys
Phe
Leu
560
Thr
Pro
Ile
Ala
ASp
640
Ile
Ala
Asp
Leu
Glu
720
val
Ala
ASp

Arg



10

Thr
785
Arg

Gln
Arg
His
val
865
Pro

<210> 39
<211> 893
<212> PRT

Leu
Asn
Gly
Glu
Asp
850
Glu

Leu

Phe
Thr
Thr
Leu
835
Glu
Leu

Glu

Gly
GIn
Ala
820
Lys
Leu
val

val

<213> Thermotoga neopolitana

<220>

Arg
Ala
805
Ala
Glu
val
Lys

Asp
885

ES 2564 692 T3

LyS
790
Glu
Asp
Arg
Phe
Asp

870
val

Arg
Gly
Ile
Lys
Glu
855
Arg

Thr

Asp
Glu
Ile
Met
840
val
Met

Ile

<223> ADN polimerasa de Thermotoga neopolitana (Tne)

<400> 39

Met
Tyr
AsSh
His
Ala
65

Pro
Leu
Ala
Met
Asn
145
Glu
His
Ile
Gly
Pro
225
Leu
Asp
Pro
Leu
Lys
305
Ala

val

Ala
Tyr
Ala
Ile
50

Ala
Lys
Ile
Asp
Arg
130
Glu
Leu
Gln
Pro
Lys
210
GIn
ser
Trp
Ile
Tyr
290
Thr

Leu

Gly

Arg
Ala
val
35

Ile
Thr
Thr
Glu
Asp
115
Phe
Lys
TYr
Ile
Gly
195
TYr
Arg
Lys
Glu
Leu
275
Glu
Phe
Asp

Ile

Leu
Leu
20
Tyr
Pro
Phe
Pro
Ala
100
Ile
Ser
Ile
Asp
Pro
180
val
Arg
val
Lys
Glu
260
Lys
Glu
Glu
Leu

Ser

Phe
5

ASp
Gly
Glu
Arg
Ala
85

Leu
Ile
Leu
Lys
ser
165
Asp
Thr
Asn
Arg
Leu
245
Met
Glu
Ala
Asp
Glu

325
val

Leu Phe Asp

Arg
val
Lys
His
70

Leu
Gly
Ala
Ile
val
150
Lys
Leu
Gly
Leu
Lys
230
Ala
Lys
Leu
Glu
Leu
310
Thr

Ser

ser
Ala
Asp
55

Lys
Leu
Phe
Thr
Thr
135
Trp
Lys
Leu
Ile
Glu
215
Ala
Thr
Tyr
Glu
Pro
295
Ile
ser

Phe

Leu
Arg
40

Tyr
Leu
val
Lys
Leu
120
Gly
Arg
val
Ala
Gly
200
Tyr
Leu
Leu
Arg
Phe
280
Thr
Glu

Ser

Lys

Ile
Arg
Lys
825
Arg
Pro
Thr
Gly

Gly
Ser
25

Met
Ala
Leu
GlIn
val
105
Ala
Asp
Ile
Lys
Leu
185
Glu
Ile
Leu
val
Gly
265
Ala
Gly
Lys

Leu

Pro

67

Pro
Ile
810
Leu
Ser
Asn

Asn

Lys
890

Thr
Thr
Leu
Ala
val
Gln
90

Leu
val
Lys
val
Glu
170
Thr
LyS
Leu
Arg
Thr
250
Tyr
Ser
Tyr
Leu
Asp

330
Lys

GIn
795
Ala
Ala
Lys
Glu
val

875
Thr

Ala
ser
val
val
ser
75

Leu
Glu
Arg
Asp
Lys
155
Arg
Gly
Thr
Glu
Asp
235
Asn
ASp
Ile
Glu
Lys
315

Pro

Thr

Leu
Ile
Met
Met
Glu
860
val

Trp

Leu
Thr
Lys
Ala
60

Asp
Pro
Leu
Ala
Met
140
Gly
TYr
Asp
Ala
His
220
Arg
Ala
Lys
Met
Ile
300
Glu
Phe

Ala

Met
Asn
Ile
Ile
845
Lys
Lys

ser

Ala
Gly
phe
45

Phe
Lys
Tyr
Glu
Ala
125
Leu
Ile
Gly
Asp
vai
205
Ala
Glu
Pro
Arg
Lys
285
val
val
Asn

Tyr

Ala
Thr
Glu
830
Ile
AsSp

Leu

Tyr
Ile
Ile
Asp
Ala
Ile
Gly
110
Arg
Gln
ser
val
Ile
190
Gln
Arg
val
val
Lys
270
Glu
Lys
Pro
Cys

Tyr

Arg
Pro
815
Ile
Gln
Ala

ser

Arg
15

Pro
Lys
Lys
Gln
Lys
95

Tyr
Phe
Leu
Asp
Glu
175
Asp
Leu
Glu
Ala
Glu
255
Leu
Leu
ASp
Ser
Glu

335
Ile

ASp
800
Ile
ASp
val
Leu

val
880

Ala
Thr
Glu
Lys
Arg
80

Arg
Glu
Leu
val
Leu
160
Pro
Asn
Leu
Leu
Ile
240
val
Leu
Gln
His
Phe
320
Ile

Pro



<210> 40
<211> 876
<212> PRT

Leu
Lys
Asn
385
val
Asn
Tyr
Phe
ser
465
Met
Met
val
Leu
Asn
545
Gly
Arg
Leu
Asp
ser
625
Pro
Arg
Asp
Glu
Thr
705
Met
Thr
Glu
Tyr
Thr
785
Lys
GlIn
Glu
His
val

865
Pro

His
Leu
370
Leu
Tyr
Glu
Lys
Gly
450
Cys
Lys
Pro
Asp
Glu
530
Iile
Ile
Ile
Ile
Thr
610
Phe
Asn
Lys
Tyr
Asn
690
Ala
Arg
Pro
Lys
Ile
770
Leu
Asn
Gly
Glu
Asp
850
Asp

Leu

His
355
Lys
Lys
Pro
Lys
Met
435
Phe
Glu
Leu
Leu
Thr
515
Glu
Asn
Lys
Glu
Leu
595
Leu
His
Leu
Ala
ser
675
Leu
ser
Arg
TYyr
Met
755
Gln
Phe
Thr
Thr
Leu
835
Glu
Leu

Glu

340
Arg

Glu
Tyr
His
LysS
420
Thr
Ser
Asp
His
val
500
Glu
Leu
Ser
Pro
val
580
Glu
Pro
Gln
Gln
Ile
660
Gln
val
Arg
val
Gly
740
Ile
GIn
Gly
Gln
Ala
820
Arg
Leu
val

val

Asn
Ile
Asp
Phe
405
Phe
ser
Phe
Ala
Glu
485
ASn
Phe
Ala
Pro
Arg
565
Leu
Phe
Lys
Thr
Asn
645
val
Ile
Lys
Ile
Gly
725
Leu
Ile
val
Arg
ser
805
Ala
Lys
val
Lys
Asp

ES 2564 692 T3

Ala
Leu
Tyr
390
Asp
Asn
Tyr
Ala
AsSp
470
Ala
val
Leu
Glu
Lys
550
Gly
Glu
Arg
Leu
Gly
630
Leu
Pro
Glu
Ala
Tyr
710
Lys
ser
Ser
val
Lys
790
Glu
Asp
Arg
Phe
Asn

870
Ile

885

His
Glu
375
Lys
Thr
Leu
Gln
ASp
455
Ile
Glu
Leu
LyS
Lys
535
Gln
Lys
Glu
Lys
val
615
Thr
Pro
Gln
Leu
Phe
695
ASn
Met
val
Tyr
Ala
775
Arg
Gly
Ile
Asn
Glu
855
Lys

Ser

Asn
360
Asp
val

Met
Glu
Glu
440
val

Thr
Leu
Ala
Lys
520
Ile
val

Thr
Ile
Ile
600
Asn
Ala
Thr
Asp
Arg
680
Glu
val

val

Arg
Phe
760
Glu
Asp
Glu
Ile
Met
840
val

Met

Ile

345
Leu

Pro
Leu
Ile
ASp
425
Leu
Pro
Tyr
Glu
Al"g
505
Leu
Tyr
Ser
Thr
Ala
585
Leu
Pro
Thr
Lys
Pro
665
Ile
Glu
Lys
Asn
Leu
745
Thr
Ala
Ile
Arg
Lys
825
Lys
Pro
Thr

Gly

68

Asp
Ser
Met
Ala
410
Leu
Met
val
Arg
Asn
490
Met
Ser
Gln
Asn
Lys
570
Asn
Lys
Lys
Gly
Ser
650
Asp
Leu
Gly
Pro
Phe
730
Gly
Leu
Lys
Pro
Ile
810
Leu
Ser
Asp
Asn

Lys

Glu Thr

ser Lys
380

val Lys

395

Ala Tyr

Ser Leu
ser Phe

ASp Lys
460

Leu Tyr

475

val Phe

Glu Phe
Glu Glu

Ile Ala
540

Ile Leu

555

Thr Gly

Glu His
Leu Lys

Thr Gly
620

Arg Leu

635

Glu Glu

Trp Trp
Ala His

Ile Asp
700

Glu Glu

715

Ser Ile

Ile Pro
Tyr Pro

Glu Lys
780
Gln Leu
795

Ala Ile

Ala Met
Arg Met

Glu Glu
860

val val

875

Ser Trp

890

Leu
365
Ile
Gly
Leu
LysS
ser
445
Ala
Lys
Tyr
Asn
Tyr
525
Gly
Phe
Asp
Glu
ser
605
Arg
ser
Gly
Ile
Leu
685
val
val
Ile
val
Lys
765
Gly
Met
Asn
Ile
Ile
845
Lys
Lys

Ser

350
val

val
Ile
Leu
Phe
430
ser
Ala
Ile
Arg
Trp
510
Gly
Glu
Glu
TYyr
Ile
590
Thr
Phe
ser
Lys
val
670
Ser
His
Asn
Tyr
Lys
750
val
Tyr
Ala
Thr
Asp
830
Ile
Glu

Leu

Leu
Gly
Ser
Glu
415
Leu
Pro
Glu
Leu
Ile
495
val
Lys
Pro
Lys
ser
575
val
Tyr
His
Ser
Glu
655
ser
Gly
Thr
Glu
Gly
735
Glu
Arg
val
Arg
Pro
815
Ile
Gln
Glu

ser

ser
Gln
Pro
400
Pro
Gly
Leu
Tyr
ser
480
Glu
Tyr
Lys
Phe
Leu
560
Thr
Pro
Ile
Ala
Asp
640
Ile
Ala
Asp
Leu
Glu
720
val
Ala
Ser
Arg
Asp
800
Ile
Asp
val
Leu

val
880



<213> Bacillus stearothermophilus

<220>

ES 2564 692 T3

<223> ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus (Bst)

<400> 40

Met
Ala
Asn
Glu
Phe
65

Pro
Ala
Ile
Lys
val
145
Thr
val
val
Gly
Lys
225
Lys
ASp
Phe
Thr
Asp
305
Glu
Leu
Ala
Thr
Ile
385
Leu
His

Ala

Lys
Phe
Ala
Gln
50

Arg
Pro
Tyr
Ile
val
130
Thr
Pro
Asp
Pro
Thr
210
Leu
GlIn
ASp
Gln
Asp
290
Ser
val
Ala
Asp
Met
370
Glu
AsSD
Gln

Lys

Asn
Phe
val
35

Pro
His
Glu
Arg
Gly
115
Ile
val
Glu
Leu
Gly
195
val
Lys
Leu
Ile
Glu
275
Glu
val
val
Asn
Pro
355
Phe
Leu
Pro
Tyr

Arg
435

Lys
Ala
20

Tyr
Thr
Glu
Leu
Ile
100
Thr
ser
Glu
Thr
Lys
180
Ile
Glu
Glu
Ala
val
260
Leu
Gly
Thr
Gly
Glu
340
Lys
Asp
Arg
Ala
Glu

420
Thr

Leu
5
Leu
Gly
His
Thr
ser

85

Pro
Met
Gly
Ile
val
165
Gly
Gly
Asn
Asn
Ala
245
Tyr
Gly
Glu
Asp
Asp
325
Arg
Phe
ser
Gly
Gln
405
Ala

val

val
Pro
Phe
Ile
Phe
Glu
Ala
Ala
ASp
Thr
150
val
Leu
Glu
val
Leu
230
Ile
Lys
Phe
Lys
Glu
310
Asn
Gly
Leu
Lys
val
390
Ala
val

Pro

Leu
Leu
Thr
Leu
Gln
GlIn
Tyr
Ala
Arg
135
Lys
Glu
Met
Lys
Leu
215
Arg
Cys
Gly
Gln
Pro
295
Met
Tyr
Arg
Ala
Arg
375
val
Ala
Arg

Asp

Ile
Leu
Met
val
Asp
Phe
Glu
Arg
120
ASp
Lys
Lys
Gly
Thr
200
Ala
Gln
Arg
Glu
ser
280
Leu
Leu
His
Phe
Trp
360
Ala
Phe
Gly
Ser

Glu
440

Asp
His
25

Met
Ala
Tyr
Pro
Leu
105
Ala
Leu
Gly
Tyr
Asp
185
Ala
Ser
Tyr
Asp
Asp
265
Phe
Ala
Ala
His
Phe
345
Leu
Ala
Asp
Asp
Asp

425
Pro

69

Gly
10

Asn
Leu
Phe
Lys
Leu
90

Asp
Glu
Thr
Ile
Gly
170
LysS
val
Ile
Arg
Ala
250
Arg
Leu
Gly
ASp
Ala
330
Leu
Gly
val
Leu
val
410
Glu

Thr

Asn
Asp
Asn
Asp
Gly
75

Leu
His
Arg
Gln
Thr
155
Leu
ser
Lys
Asp
Asp
235
Pro
Glu
Asp
Met
Lys
315
Pro
Arg
Asp
Ala
Leu
395
Ala
Ala

Leu

Ser
Lys
Lys
Ala
60

Gly
Arg
Tyr
Glu
Leu
140
Asp
Thr
Asp
Leu
Glu
220
Leu
val
Lys
Lys
AsSp
300
Ala
Ile
Pro
Glu
Leu
380
Leu
Ala
val

Ala

val
Gly
Ile
Gly
Arg
Glu
Glu
Gly
125
Ala
Ile
Pro
Asn
Leu
205
Ile
Ala
Glu
val
Met
285
Phe
Ala
val
Glu
Thr
365
Lys
Ala
val
Tyr

Glu
445

Ala
Ile
30

Leu
Lys
GlIn
Leu
Ala
110
Phe
ser
Glu
Glu
Ile
190
Lys
Lys
Leu
Leu
val
270
Ala
Ala
Leu
Gly
Thr
350
Lys
Trp
Ala
Ala
Gly

430
H1s

Tyr
15

His
Ala
Thr
Gln
Leu
a5

AsSp
Ala
fro
Ser
Gln
175
Pro
Gln
Gly
Leu
Thr
255
Ala
val
Ile
val
Ile
335
Ala
Lys
Lys
Tyr
Lys
415
Lys

Leu

Arg
Thr
Glu
Thr
Thr
80

Lys
Asp
val
Gln
Tyr
160
Ile
Gly
Phe
Glu
ser
240
Leu
Leu
Gln
Ala
val
320
Ala
Leu
Lys
Gly
Leu
400
Met
Gly

Ala
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Arg
Leu
465
Leu
Thr
Ala
AsSn
Pro
545
Leu
Tyr
Lys
Ala
Asn
625
val

Ile
Glu
Ile
Ala
705
Leu
Glu
Ile
Arg
ser
785
Ala
Glu
Ile
Pro

Asp
865

<210> 41
<211> 877
<212> PRT

LyS
450
Arg
Ala
LYS
val
ser
530
val
Glu
Arg
val
Leu
610
Ile
Pro
Glu
Ala
Phe
690
Lys
Ala
Arg
val
Ar

77

Phe
AsSp
Glu
Leu
Glu

850
Tyr

<213> Bacillus caldotenax

<220>

Ala
Arg
Gly
Arg
Glu
515
Pro
Leu
Lys
GIn
val
595
Thr
Pro
Ser
Leu
Phe
675
His
Ala
G1n
Tyr
Gln
755
Arg
Ala
Ile
Arg
Glu
835
val

His

Ala
ASn
Ile
Leu
500
Arg
Lys
Lys
Leu
Leu
S80
His
Gln
Ile
Glu
Ar

66

Arg
val
val
Asn
Phe
740
Glu
TYr
Glu
Ile
Leu
820
Ala
Met

TYr

Ala
Glu
Leu
485
Glu
Arg
Gln
Lys
Ala
565
Gly
Pro
Thr
Arg
Pro
645
val
Arg
ser
Asn
Leu
725
Ala
Ala
Leu
Arg
Lys
805
Gln
Pro
Glu

Gly

ES 2564 692 T3

Ile
G1n
470
Ala
Gln
Ile
Leu
Thr
550
Pro
Lys
val
Gly
Leu
630
Asp
Leu
Gly
Glu
Phe
710
Asn
Ser
LysS
Pro
Thr
790
Lys
Ala
Lys
Gln

Pro
870

Trp
455
AsSp
Asn
Met
Tyr
Gly
535
Lys
His
Leu
Thr
Arg
615
Glu
Trp
Ala
Leu
Glu
695
Gly
Ile
Phe
Gln
ASp
775
Ala
Ala
Arg
Glu
Ala

855
Thr

<223> ADN polimerasa de Bacillus caldotenax (Bca)

<400> 41

Ala
Arg
Met
Gly
Glu
520
Thr
Thr
His
Gln
Gly
600
Leu
Glu
Leu
His
Asp
680
AsSp
Ile
Thr
Pro
Lys
Ile
Met
Met
Leu
Glu
840
val

Trp

Leu
Leu
Glu
Ala
505
Leu
val

Gly
Glu
Ser
585
LysS
ser
Gly
Ile
Ile
665
Ile
val

val

Arg
Gly
745
Gly
Thr
Asn
Ile
Leu
825
Ile
Ala

Tyr

Glu
Leu
Phe
490
Glu
Ala
Leu
Tyr
Ile
570
Thr
val
Ser
Arg
Phe
650
Ala
His
Thr
Tyr
Lys
730
val
Tyr
ser
Thr
ASp
810
Leu
Glu
Leu

ASp

Glu
Thr
475
Thr
Leu
Gly
Phe
Ser
555
val
Tyr
His
val
Lys
635
Ala
Glu
Thr
Ala
Gly
715
Glu
Lys
val
Arg
Pro
795
Leu
Gln
Arg
Arg

Ala
875

Pro Leu Met
460
Glu Leu Glu

Gly val rys

Thr Glu GIn
510
GIn Glu Phe
525
AsSp Lys Leu
540
Thr Ser Ala

Glu His Ile

ITe Glu Gly
590
Thr Met Phe
605
Glu Pro Asn
620
Ile Arg Glin

Ala Asp Tyr

AsSp Asp Asn
670
Lys Thr Ala
685
Asn Met Arg
700
Ile ser Asp

Ala Ala Glu

Gln Tyr Met
750
Thr Thr Leu
765
Asn Phe Asn
780
Ile GIn Gly

Sser val Arg

val His Asp
830
Leu Cys Arg
845
val Pro Leu
860
Lys

Met Lys Lys Lys Leu val teu Ile Asp an Ser Ser val Ala Tyr Arg
1 5

15
Ala Phe Phe Ala Leu Pro Leu Leu His Asn Asp Lys Gly Ile His Thr

70

ASp
Gin
val
495
Leu
Asn
Gln
Asp
Leu
575
Leu
Asn
Leu
Ala
Ser
655
Leu
Met
Arg
Tyr
Phe
735
Asp
Leu
val
Ser
Leu
815
Glu
Leu

LysS

Glu
Pro
480
AsSp
Gln
Ile
Leu
val
560
His
Leu
Gln
Gln
Phe
640
Gln
Ile
Asp
Gln
Gly
720
Ile
Asn
His
Arg
Ala
800
Arg
Leu
val

val



Asn
Glu
Phe
65

Pro
Ala
Ile
Lys
val
145
Thr
val
val
Gly
Lys
225
Lys
Asp
Phe
Ser
Asp
305
Glu
val
Ala
ser
Ile
385
Leu
LysS
Ala
Arg
Leu
465
Leu
Thr
Thr
AsSn
Pro

545
Leu

Ala
Glu
50

Arg
Pro
TYr
Ile
val
130
Thr
Pro
Asp
Pro
Thr
210
Leu
Lys
Asp
Lys
Ser
290
Arg
val
val
Asp
Met
370
Glu
AsSp
Gln
Lys
Lys
450
Arg
Ser
Lys
val
Ser
530
val

Glu

val
35

Pro
His
Glu
Arg
Gly
115
Ile
val
Glu
Leu
Gly
195
val
Lys
Leu
Ile
Glu
275
Glu
val
val
ASh
Pro
355
Phe
Leu
Pro
Tyr
Arg
435
Ala
Arg
ser
Arg
Glu
515
Pro
Leu

Lys

20
Tyr

Thr
Glu
Leu
Ile
100
Thr
Ser
Asp
Ala
Lys
180
Ile
Glu
Glu
Ala
Ala
260
Leu
Glu
Thr
Glu
Glu
340
Gln
ASp
Cys
Ala
Glu
420
Ala
Ala
Asn
Ile
Leu
500
Gin
LyS
Lys

Leu

Gly
His
Ala
ser
85

Pro
Leu
Gly
Ile
val
165
Gly
Gly
Ash
Thr
Ala
245
Tyr
Gly
Glu
Glu
Glu
325
His
Phe
ser
Gly
GlIn
405
Ala
val
Ala
Glu
Leu
485
Glu
Arg
GIn
Lys

Ala

ES 2564 692 T3

Phe
Met
Phe
Glu
Ala
Ala
Asp
Thr
150
Arg
Leu
Glu
val

Leu
230
Ile
Gln
Phe
Lys
Glu
310
Asn
Gly
val

LysS
val

390
Gly
val

Pro
Ile
GlIn
470
Ala
Gln
Ile
Leu
ser

550

Pro

Thr
Leu
Gln
Gln
Tyr
Ala
Arg
135
Lys
Glu
Met
Lys
Leu
215
Arg
Arg
Gly
Gln
Pro
295
Met
Tyr
Arg
Ala
Arg
375
Ser
val
Arg
Asp
Trp
455
Asp
Glu
Met
Tyr
Gly
535
Lys
Tyr

25
Met Met

val Ala
Glu Tyr
Phe Pro

Glu Leu
105
Arg Ala
120
Asp Leu

Lys Gly
Lys Tyr

Gly Asp
185
Thr Ala
200
Ala ser

Gin His
Arg Asp

Glu Asp
265

ser Phe

280

teu Ala

Leu Ala
His Asp
Phe Phe
345
Trp Leu
360
Ala Ala
Phe Asp
ASp Asp
Pro Asp
425
Glu Pro
440
Ala Leu
Arg Leu
Met Glu
Gly Glu
505
Glu Leu
520
val Ile
Thr Gly

His Glu

71

Leu
Phe
Lys
Leu
Glu
Glu
Thr
Ile
Gly
170
Lys
val
Ile
Arg
Ala
250
Arg
{.eu
Lys
AsSp
Ala
330
Leu
Gly
vai
Leu
val
410
Glu
val
Glu
Leu
Phe
490
Glu
Ala
Leu
Tyr

Ile

Asn
Asp
Gly
75

Leu
Asn
GlIn
Gln
Thr
155
Leu
Ser
Lys
Asp
Glu
235
Pro
Glu
Glu
Met
Lys
315
Pro
Arg
Asp
Ala
Leu
395
Ala
Ala
Leu
Arg
val
475
Ala
Leu
Gly
Phe
Ser

555
val

Lys
Ala
Gly
Arg
Tyr
Glu
Leu
140
Asp
Thr
Asp
Leu
Glu
220
Met
val
Lys
Lys
Ala
300
Ala
Ile
Pro
Glu
Leu
380
Leu
Ala
val
Ala
Pro
460
Glu
Gly
Ala
Gln
Glu
540
Thr

Glu

Ile
Gly
Arg
Glu
Glu
Gly
125
Ala
Ile
Pro
Asn
Leu
205
Ile
Ala
Glu
val
Met
285
Phe
Ala
val
Glu
Thr
365
Lys
Ala
Ala
Tyr
Glu
445
Phe
Leu
val
Glu
Glu
525
Lys
Ser

Asn

30
Leu

Lys
Gln
Leu
Ala
110
Phe
ser
Glu
Glu
Ile
190
Arg
LyS
Leu
Leu
val
270
Glu
Thr
Leu
Gly
Thr
350
LyS
Trp
Ala
Ala
Gly
430
H1s
Leu
Glu
Lys
Gln
510
Phe
Leu
Ala

Ile

Ala
Thr
Gln
Leu
95

Asp
Glu
Pro
Pro
Gln
175
Pro
GIn
Gly
Leu
Ser
255
Ala
sSer
Leu
val
Ile
335
Ala
Lys
Lys
Tyr
Lys
415
Lys
Leu
Asp
Gln
val
495
Leu
Asn
Gln
Asp

Leu

Glu
Thr
Thr
80

Arg
Asp
val
His
Tyr
160
Ile
Gly
Phe
Glu
Ser
240
Leu
Leu
Pro
Ala
val
320
Ala
Leu
Lys
Gly
Leu
400
Met
Gly
val
Glu
Pro
480
Asp
Arg
Ile
Leu
val

560
Gln
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Leu
Gln
G1n
625
Phe
Gln
Met
Asp
GIn
705
Gly
Ile
Asn
His
Arg
785
Ala
Lys
Leu
val

val
865

<210> 42
<211>21
<212> PRT

TYr
Lys
Ala
610
Asn
val
Ile
Glu
Ile
690
Ala
Leu
Glu
Ile
Arg
770
ser
Ala
Glu
Ile
Pro

850
AsSp

Arg
val
595
Leu
Ile
Pro
Glu
Ala
675
Phe
Lys
Ala
Arg
val
755
Arg
Phe
Asp
Glu
Leu
835
Glu

Tyr

<213> Secuencia artificial

<220>

G1n
580
val
Thr
Pro
ser
Leu
660
Phe
G1ln
Ala
Gln
Tyr
740
Gln
Arg
Ala
Ile
Arg
820
Glu
val

His

565
Leu

Arg
GlIn
Ile
Glu
645
Arg
Arg
val
val
Asn
725
Phe
Glu
Tyr
Glu
Ile
805
Leu
Ala
Met

TYr

ES 2564 692 T3

Gly
Pro
Thr
Arg
630
ser
val
Arg
Ser
Asn
710
Leu
Glu
Ala
Leu
Arg
790
Lys
G1n
Pro
Glu

Gly
870

LysS
Asp
Gly
615
Leu
ASp
Leu
Asp
Glu
695
Phe
Asn
ser
LYS
Pro
775
Met
Lys
Ala
LysS
GIln

855
Ser

Leu
Thr
600
Arg
Glu
Trp
Ala
Leu
680
Asp
Gly
Ile
Phe
Gln
760
Asp
Ala
Ala
Arg
Glu
840
Ala

Thr

<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)...(3)

<223> Xaa = His, Glu o GIn

<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Pro, Thr o Glu

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)...(6)

<223> Xaa = Asn o His

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)

<223>xaa=Leuolle

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = Asn o Arg

<220>

<221> VARIANTE

Gln
585
LYS
Leu
Glu
Leu
His
665
Asp
Glu
Ile
ser
Pro
745
Lys
Ile
Met
Met
Leu
825
Glu
val

Trp

72

570
ser

LyS
Ser
Gly
Ile
650
Ile
Ile
val
val
Arg
730
Gly
Gly
Thr
Asn
Ile
810
Leu
Met
Thr

TYr

Thr
val
Ser
Arg
635
Phe
Ala
His
Thr
Tyr
715
Lys
val
Tyr
ser
Thr
795
Asp
Leu
Glu
Leu

Asp
875

Tyr
His
Thr
620
LysS
Ala
Glu
Thr
Pro
700
Gly
Glu
Lys
val
Ar

78

Pro
Leu
Gln
Arg
Arg

860
Ala

Ile
Thr
605
Glu
Ile
Ala
Asp
Lys
685
Asn
Ile
Ala
Arg
Thr
765
Asn
Ile
Asn
val
Leu
845
val

Lys

Glu
590
Ile
Pro
Arg
ASp
AsSp
670
Thr
Met
ser
Ala
TYyr
750
Thr
Phe
Gln
Ala
His
830
Cys

Pro

575
Gly

Phe
Asn
GlIn
Tyr‘
655
Ash
Ala
Arg
Asp
Glu
735
Met
Leu
Asn
Gly
Arg
815
Asp
Arg

Leu

Leu
Asn
Leu
Ala
640
ser
Leu
MetT
Arg
TYyr
720
Phe
Glu
Leu
val
ser
800
Leu
Glu
Leu

Lys
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<222> (9)...(9)
<223> Xaa = any amino acid

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)...(10)

<223> Xaa = Arg, Pro o Ser

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)...(11)

<223> Xaa = Asp, Lys o Thr

<220>

<221> VARIANTE
<222> (13)...(13)
<223> Xaa = Leu o Val

<220>
<221> VARIANTE
<222> (14)...(14)

<223> Xaa = cualquier aminoacido diferente de Glu, ser, Ala o Gly

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = Arg, Asn, Tyr, Thr o Val

<220>

<221> VARIANTE
<222> (16)...(16)
<223> Xaa =Val o lle

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = any amino acid

<220>

<221> VARIANTE
<222>(19)...(19)
<223> Xaa = Asp o Glu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (20)...(20)
<223> Xaa = Glu o Lys

<400> 42

Ala Gly Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa GIln Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

Leu Xaa Xaa Xaa Leu
20

<210> 43

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>
<221> VARIANTE
<222> (3)...(3)

73

15
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<223> Xaa = His 0 Glu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (7)...(7)

<223> Xaa =Leu o lle

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)...(9)

<223> Xaa = any amino acid

<220>

<221> VARIANTE
<222> (10)...(10)
<223> Xaa = Arg o Pro

<220>

<221> VARIANTE
<222> (11)...(11)
<223> Xaa = Asp o Lys

<220>

<221> VARIANTE
<222> (13)...(13)
<223> Xaa = Leu o Val

<220>
<221> VARIANTE
<222> (14)...(14)

ES 2564 692 T3

<223> Xaa = cualquier aminoacido diferente de Glu o Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (15)...(15)
<223> Xaa = Arg o Asn

<220>

<221> VARIANTE
<222> (16)...(16)
<223> Xaa =Val o lle

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE
<222>(19)...(19)
<223> Xaa = Asp o0 Glu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (20)...(20)
<223> Xaa = Glu o Lys

<400> 43

Ala Gly Xaa Pro Phe Asn Xaa Asn Xaa Xaa Xaa GIn Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5
Leu Xaa Xaa Xaa Leu

<210> 44
<211>21

74

10
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANTE
<222> (3)...(3)

<223> Xaa = His 0 Glu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (7)...(7)

<223> Xaa =Leuo lle

<220>

<221> VARIANTE
<222> (10)...(10)
<223> Xaa = Arg o Pro

<220>

<221> VARIANTE
<222> (11)...(11)
<223> Xaa = Asp o Lys

<220>

<221> VARIANTE
<222> (13)...(13)
<223> Xaa = Leu o Val

<220>
<221> VARIANTE
<222> (14)...(14)

<223> Xaa = cualquier aminoacido diferente de Glu o Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (16)...(16)
<223> Xaa=Val o lle

<220>

<221> VARIANTE
<222>(19)...(19)
<223> Xaa = Asp o Glu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (20)...(20)
<223> Xaa = Gluo Lys

<400> 44

Ala Gly Xaa Pro Pge Asn Xaa Asn Ser Xaa Xaa GIn Xaa Xaa Arg Xaa
1

Leu Phe Xaa Xaa Leu
20
<210> 45
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>
<221> VARIANTE

75

15
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<222> (9)...(9)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> xaa = cualquier aminoacido

<400> 45

A}a Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Xaa ?gg Asp GIn Leu Xaa ?Eg val
5

Leu Xaa Asp Glu Leu
20
<210> 46
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)...(9)

<223> xaa = cualquier aminoacido diferente de Ser

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = cualquier aminoacido diferente de Glu

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = cualquier aminoacido diferente de Phe

<400> 46

A1a761y7His Pro Phe Asn Leu Asn Xaa ?

5
Leu Xaa Asp Glu Leu

<210> 47

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>
<221> VARIANTE
<222> (9)...(9)

<223> Xaa = Ser, Gly, Ala, Asp, Phe, Lys, Cys, Thr o Tyr

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = Ser, GIn, Ala, Gly, Lys o Arg

rg Asp Gin Leu Xaa Arg val
0 15
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<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = Phe, Ala, Gly, Ser, Thr, Tyr, Asp o Lys
<400> 47

Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Ash Xaa Agg Asp GlIn Leu Xaa Arg val
1 5 i

Leu Xaa Asp Glu Leu
20
<210> 48
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)...(9)

<223> Xaa = Ser, Gly, Ala, Asp, Phe, Lys, Cys, Thr o Tyr

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = Phe, Ala, Gly, Ser, Thr, Tyr, Asp o Lys

<400> 48

15

Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Xaa Arg Asp GIn Leu Lys Arg val
1 5 10 15

Leu Xaa Asp Glu Leu
20

<210> 49

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)...(9)

<223> xaa = ser, Gly, Ala, Asp, Phe, Lys, Cys, Thro Tyr

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = Arg, Lys, Ala o Gly

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = Phe, Ala, Gly, Ser, Thr, Tyr, Asp o Lys

<400> 49

Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Xaa Arg Asp GIn Leu Xaa %gg val
1 5 10

Leu Xaa Asp Glu Leu

<210> 50

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

77
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<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = Arg, Lys, Ala o Gly

<400> 50

Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Agg Asp GIn Leu Xaa
1 5 1

Leu Phe Asp Glu Leu
20

<210> 51

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de dominio de ADN polimerasa sintética

<220>

<221> VARIANTE
<222> (7)...(7)

<223> Xaa = Ser o Thr

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xaa = Leu, Gly, Thr, GIn, Ala, ser, Asn, Arg o Lys

<400> 51

Thr Gly Arg Leu Ser Ser Xaa Xaa Pro Asn Leu Gln Asn
1 5 10

78

Arg val
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REIVINDICACIONES

1. ADN polimerasa que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a SECIDn°10a SECID n°2y que
presenta una actividad de discriminacién de no correspondencias 3’ en comparaciéon con una ADN polimerasa de
control, en la que la ADN polimerasa comprende un motivo en el dominio de polimerasa que comprende:
A-G-H-P-F-N-L-N-S-R-D-Q-L-X1o-R-V-L-F-D-E-L, en el que:

Xioes A, G, Ko R (SEC ID n° 10), en el que la ADN polimerasa de control presenta la misma secuencia de
aminoacidos que la ADN polimerasa excepto en que el aminoacido X1, de la ADN polimerasa de control es E.

2. ADN polimerasa segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un motivo que comprende:
T-G-R-L-S-S-X7-Xg-P-N-L-Q-N, en el que:

X7 es Ser (S)o Thr (T),y

Xg es cualquier aminoacido diferente de D o E (SEC ID n° 27).

3. ADN polimerasa segun la reivindicacion 2, en la que el aminoacido correspondiente a la posicion Xgs se selecciona
de entre el grupo que consistede L, G, T, Q, A, S, N, Ry K(SEC ID n° 51).

4. ADN polimerasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la polimerasa presenta una identidad de
secuencias de por lo menos 90%, mas preferentemente de por lo menos 95%, respecto a la SEC ID n° 1.

5. ADN polimerasa segun la reivindicacion 4, en la que la ADN polimerasa es una ADN polimerasa Z05 y el
aminoacido en la posicion 580 de la SEC ID n° 1 se selecciona de entre el grupo que consiste de L, G, T, Q, A, S, N,
RyK.

6. ADN polimerasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la ADN polimerasa es una ADN
polimerasa de Thermus aquaticus.

7. ADN polimerasa segun la reivindicacion 6, en la que X1o es K.

8. Acido nucleico recombinante codificante de la ADN polimerasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Vector de expresion que comprende el acido nucleico recombinante segun la reivindicacion 8.

10 Método para llevar a cabo la extension de cebadores, que comprende:

poner en contacto una ADN polimerasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 con un cebador, un molde
polinucleétido y nucledsidos trifosfato bajo condiciones adecuadas para la extension del cebador, produciendo de

esta manera un cebador extendido.

11. Kit para producir un cebador extendido, que comprende:
por lo menos un recipiente que proporciona una ADN polimerasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

12.Kit segun la reivindicacion 11, que comprende ademas uno o mas recipientes adicionales seleccionado de entre
el grupo que consiste de:

(a) un recipiente que proporciona un cebador hibridable, bajo condiciones de extension de cebadores, con un molde
polinucleétido predeterminado,

(b) un recipiente que proporciona nucleosidos trifosfato, y

(c) un recipiente que proporciona un tampon adecuado para la extension de cebadores.

13. Mezcla de reaccion que comprende una ADN polimerasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
por lo menos un cebador, un molde polinucleétido y nucledsidos trifosfato.

79



ES 2564 692 T3

{9z
(52
(%2
(£g
(TZ
{0z
[6T
(8T
{LT
(3T
(ST
(%T
(€T
(€T

ol A1 238)
ol Q1 238)
ol d1 038)
ol 01 238)
ol d1238)
ol 41 238)
ol d1238)
ol d1 038)
ol 1 238)
ol d1238)
ol 1 238)
ol Q1 238)
ol d1 038)

......... e TR T X RO TR KOO R KR KA K O - —~ -~

SMMTAI TN
EANTASTOT
IMMSSYIET
M- AJYINT
IMOHINIOT
IHOHIAITT
IHOTYITIT
LHOTTITIT
INOTAIToT
LADIVdTIST
IMDTIAdTErT
LHOITdTIOT
IADTTaTHT

[ VIO

BAEESDMRB SRS E N
cAcCASARrPHBPBEPAPAR

AT
d7
4 |
471
ST
J71
J7T
47T
J7T
471
- i §
41
a7

bbb PHRHARDRH

- U S

HI0Nd S NI NI E OOVIIATIHDY
OTOHAdSHINIE OOWIHATANR
A0 Y4 SHIHL " EOVATHIOSE
YAD LS S HTNI I SO¥IHIANTS
SADHASHI NG g EOVIDATINEY
SADMAESNINIA ZOVIHATAAY
AT CH S KT R 4 HOWTHIATTT
IT3CHE KT KT 4 BOWIHIATIT
AI0 QU S NI HI d BOWIHHATYH
TN TES KT HRL 4 BOTTEIATIS
A oY s NT R d EOVIHHAIYE
IO U S KT HI 4 BEOYTHANIYE
A0 09 5 KT HE d EOTTHINTTH
N

eog
I8y
B
Fel
auL

BaL
UL
L1sds
3L
TIL
bey,
S0Z

80



ES 2564 692 T3

868°0 | €000 | ot | sevo | vero | ssro [ ssro] sro[cgro | sF0 ] SEr0] sb0 | g
262°0 o0 [ oLk0 | pib0 | bir0 L 96k0 [ 96r0 | Ziso | vero [ Ziso [ €00 | g5k | 154
ELFO | 9D ¢19°0 [ zzo0 [ ozvo | tevo | Levo | a0 | voro [ 60 | w0 | RO JEL
ELP0 | 9LPD | ST90 £28'0 | spv0 | eivo | giro | sp0 670 | €Lv0 | 8ip0 ] 2up
siv'0 | pir0 | 2290 | €880 cv'0 | givo | 8iv0 | Ser'0 | Zovo [ sevo | 830 | espo | Bwp
peb 0 | v | 9ZF0 | 8kv0 | SrD €950 | €950 | 9950 | 14570 | 9950 | 1980 [ e9s0] wa
2eb0 | 9640 | LEv°0 | £iv'0 | 820 | €950 660 | £63°0 | 6830 | £48°0 | 1060 [ £L60] ®OL
22b0 | 96¢°0 | LEv0 | £Lt°0 | 8er0 | €950 | 660 £CR'0 | 6830 | £58'0 | 9060 [ s260 ] WAL
6v0 | 2150 | 6bF0 | 6t°0 ] sov'D | 9950 | £¢a0 | €580 £68'0 | L6650 | L2820 | sea0 | Lisds
sst0 | vero { vevo{ sto{zero| 1450 ] 6880 [ asz0 | ssg0 L5580 | 1060 | 16870 BL
680 | TIS0 | 60 | 6v0 | Sev'0 | 9950 | ££3°0 | €£58°0 | £66°0 | LS80 6L3°0 | S¥20 UL
S6v 0§ €0s0 | #F0 | Sivo | 280 | 1950 | 1060 | 9050 | ces0 | 1060 [ 6i80 1060 | bej
60 | 86¢°0 | 0 | RIPO | £8%°0 | €950 | £06'0 | s26°0 | S#80 | 1680 | svd0 | 1060 S0Z
exg | g | Jel | L] wwy | esg| el | @i | sisds UL} YL| bel | $oz [Mqwopn

(SDZ 9P p£R ® 0Ty SOpPRFOmIE 50| & Usa.00) 0k weERumod ap ofumopqns PP 0iE] 0f ¥ FPWNS p DPEPNIRP] 'Y

18870 | #9€70 [ 9Lc0 | cLe0 | 66co [ voro | 90r0 | 6650 | 865°0 | Lot 0 | 2650 | 50F0 | =4
189°0 ose0 [ LLE0 | Leo | geco | poro | 90b0 | Lovo | L6f'0 | Sor0 | Leso | Loro |  asd
POE'D | 95E0 gsc0 | £9c'0 [ v1€0 | osea | 250 | seeo | osen | €580 | 1560 | 6550 | JeL
oLE'0 | LLED [ 95570 o0 [ sec0 [ s9e0 [ 2960 | Lico | vig0 | sic0 | g9c0 [ 890 | aul
Leeo | Leo | Loso | w58 PEE0 | 1LE0 | ceco ] scco | 1ge0 | 1ic0 | zego | pigo | ewy
6£80 | 850 | #1870 | sze0 | vEED 970 [ €90 | Tsro | zoro | seo| sor0{ sst0 | ®aa
vOr'0 | pOP0 | 95€0 [ S9€0 | 1LEQ | 90 6360 | €20 | 8p9'0 | o0 | pog0 | 8560 =L
90’0 | 900 | 9560 | 29670 | ££°0 [ €or0 | 68670 cEd'0 | £68°0 | 628°0 | zego [ 2960 | WL
6680 | Lov0 [ ssco | cico seeo | zsvo| €30 sego ¥25°0 | 1660 | 9630 | 6t30 | Lisds
g6e0 | L6s0 Josco [ veco | 1860 | zoro | 3p30 | €58°0 | #Z80 T80 | pS¥0 | 6580 L
Lee0 | sorn | gcga | sigo | 1Le0| svo | rvzao| 6ze0 | 1660 ] ZR0 1€8°0 | ££8°0 UL
L6E0 | L6870 ] 16€°0 | 89¢0 [ 2860 | 29r'0 | pogo | ze2o | ocg0 [ #s30 [ 15870 poug | bep
s0b'0 | Lov0 | 6620 | 89€°0 | p2E'0 | 66p0 | 8560 | 2950 | 6f%0 | 6590 | £€8°0 | #980 507
By | g | JuL | aul | vwl | exd| ®L| WL|ieds| pL| ul| Bey| spZ [wqmoy

(S0Z %P F£3 © 1 SOPDROTUNE 50] ¥ AURIPUOKSALIOD) 097U | BveRuN|0d SIS PP (6] 0f ¥ SPUINIS 9 SIPEPIRPL Y

¢ vanoid

81



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

