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DESCRIPCION
ADN polimerasas quiméricas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las ADN polimerasas son enzimas que usan ADN monocatenario como plantilla para sintetizar la cadena de ADN
complementaria. En particular, las ADN polimerasas pueden afiadir nucleétidos libres al extremo 3' de una cadena
de formacién reciente, dando como resultado la elongacion de la nueva cadena en una direccion 5'-3'. Algunas ADN
polimerasas pueden corregir errores en ADN recién sintetizado. Este proceso se conoce como correccion de errores.
Estas polimerasas pueden reconocer un nucleétido incorporado de forma incorrecta y la actividad 3'->5' exonucleasa
de la enzima permite que el nucledétido incorrecto se elimine (esta actividad se conoce como proofreading (correccién
de errores)). Tras la eliminacion de la base, la polimerasa puede insertar de nuevo la base correcta y la replicacion
puede continuar. La funcion de correccion da a la replicacion del ADN una fidelidad mucho mayor de la que tendria
si la sintesis fuera el resultado de Unicamente una etapa de seleccion de apareamiento de bases. Brutlag, D. y
Kornberg, A., J. Biol. Chem., 247: 241-248 (1972). Las ADN polimerasas con actividad 3'-5' exonucleasa correctora
tienen una tasa de error sustancialmente inferior en comparacion con una polimerasa que posee exonucleasa no
correctora. Chang, L. M. S., J. Biol. Chem., 252: 1873-1880 (1977). Sin embargo, a menudo, la ventaja de estas
polimerasas se contrarresta por su capacidad de procesamiento relativamente baja que reduce el rendimiento de los
productos de amplificacion de ADN.

El documento US 2002/119461 desvela la construccién ciertas ADN polimerasas, incluyendo una "polimerasa Taq
hibrida donde el dominio 3'-5-exonucleasa inactivo de la polimerasa Taq se reemplazé por un dominio 3'-5'-
exonucleasa activo de otra ADN polimerasa termoestable” (véase el parrafo [0016] del documento US2002/119471).
El documento WO 01/61015 desvela polimerasas de acido nucleico quiméricas "obtenidas combinando al menos
dos dominios enzimaticamente activos de diferentes proteinas por medio de técnicas de ADN recombinante” (véase
el primer parrafo del Resumen de la Invencion del documento WO 01/61015). El documento WO 2005/113760
desvela ciertas ADN polimerasas quiméricas obtenidas por intercambio de dominios de polimerasas Dpo4 de la
familia Y novedosas de Acidianus infernus Dpo4, Stygiolobu azoricus, Sulfurisphaera ohwakuensis, Sulfolobus
shibatae, y Sulfolobus tengchongensis (véase la seccion V., titulada "Cloning Novel Y-family Polymerases"). BASE
DE DATOS Geneseq [En linea] 19 de noviembre de 1998 (19-11-1998), "ADN sintetasa Pfu | termorresistente,
recuperada de EBI N° de acceso GSP:AAW77017 N° de acceso a base de datos AAW77017; y el documento WO
98/33900 muestra la secuencia aminoacidica de la ADN polimerasa Pfu. BASE DE DATOS Geneseq [En linea] 23
de febrero de 2006 (23-02-2006), "ADN polimerasa SEQ ID NO: 5", recuperada de EBI N° de acceso GSP:AEE871
02 N° de acceso a base de datos AEE871 02; y el documento WO 2005/118866 muestra la secuencia aminoacidica
de la ADN polimerasa KOD.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion incluye el descubrimiento de que el intercambio de dominios puede combinar caracteristicas
funcionales deseadas (por ejemplo, alta capacidad de procesamiento, alta tasa de elongacion, termoestabilidad,
resistencia a la sal, aditivos PCR (por ejemplo, potenciadores PCR) y otras impurezas, y alta fidelidad) de diferentes
ADN polimerasas en una enzima quimérica. Por lo tanto, la presente invencion proporciona, entre otras cosas, ADN
polimerasas fuertes, rdpidas y precisas para amplificacion de ADN, sintesis, deteccién, secuenciacion y otras
técnicas de ADN recombinante importantes.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una polimerasa quimérica como se define en las reivindicaciones
adjuntas a la misma. Como se usa en el presente documento, la expresion "alta capacidad de procesamiento” se
refiere a una capacidad de procesamiento mayor de 20 nts (por ejemplo, mayor de 40 nts, 60 nts, 80 nts, 100 nts,
120 nts, 140 nts, 160 nts, 180 nts, 200 nts, 220 nts, 240 nts, 260 nts,280 nts, 300 nts, 320 nts, 340 nts, 360 nts,
380 nts, 400 nts, o superior) por asociacién/disociaciéon con la plantilla. Como se usa en el presente documento, la
expresion "alta tasa de elongacion” se refiere a una tasa de elongacion mayor de 25 nt/s (por ejemplo, mayor de 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140 nt/s). Como se usa en
el presente documento, la expresion "alta resistencia a la sal" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para
mantener sustancialmente su actividad enzimatica a una concentraciéon de sal mayor de 30 mM (por ejemplo, mayor
de 35 mM, 40 mM, 45 mM o 50 mM). Como se usa en el presente documento, la expresion "alta fidelidad" se refiere
a una tasa de error menor de 4,45 x 10°® (por ejemplo, menos de 4,0 x 10°, 3,5 x 10°, 3,0 x 10°, 2,5 x 10°, 2,0 x 10°
6, 1,5x 10‘6, 1,0 x 10’6, 0,5 x 10’6) mutaciones/nt/duplicacion. Como se usa en el presente documento, la expresion
"alta tolerancia a TMAC" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para mantener sustancialmente su
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actividad enzimatica a una concentracion de TMAC (cloruro de tetrametilamonio) mayor de 10 mM (por ejemplo,
mayor de 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM). Como se usa en el presente documento, la expresién "alta
termoestabilidad" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para mantener sustancialmente su actividad
enzimatica después de mas de 30 minutos de incubacién a 98 °C (por ejemplo, 45 min, 60 min, 90 min, 180 min,
210 min, 240 min). Las expresiones de "capacidad de procesamiento”, "tasa de elongacion”, “fidelidad", "resistencia
ala sal", "tolerancia a TMAC", y "termoestabilidad" se definen adicionalmente en la seccién Definiciones.

En el presente documento se describen ADN polimerasas que incluyen polimerasa KOD, polimerasa TNAL,
Thermococcus sp. 9 grados N-7, T4, T7 o phi29. Otras ADN polimerasas descritas en el presente documento
incluyen polimerasas aisladas de Pyrococcus furiosus, P. abyssi, T. gorgonarius, T. litoralis, T. zilligii, T. sp. GT, o P.
sp. GB-D.

Los dominios de ADN polimerasa incluyen dominios de exonucleasa, dominios N-terminal, dominios de pulgar y
dominios de palma y/o dedos.

También se describen en el presente documento secuencias aminoacidicas que se encuentran en una primera ADN
polimerasa correspondientes a los residuos aminoacidicos 26 a 105 de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11), los
residuos aminoacidicos 156 a 301 de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11), y/o los residuos aminoacidicos 612 a 749
de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11).

También se describen en el presente documento secuencias aminoacidicas que se encuentran en una segunda
ADN polimerasa correspondiente a los residuos aminoacidicos 394 a 563 de polimerasa Pfu (SEQ ID NO: 9).

También se describen en el presente documento polimerasas quiméricas que incluyen un primer dominio que tiene
una secuencia consenso seleccionada entre el grupo que consiste en
XXLXXXXXXXEGXRXXXXXXVXXXXXDXXXTXXXXXXXXXXVVKXXXXXVLIX
XXXXNXXXAXXKXXCXXXXXNFALXXXXXXXXXXXXIXXMXXREXXX XXX XXX

XXXXP XX RXXXXXXXXXXKXKXKKXKXKXVXXQUXXXXXXXEXXTTXXXT (SEQ ID NO: 30), en la que X es cualquier
aminoécido o un enlace peptidico;

XXEXXXXY XXX XEXXFXXXXKXXXAXXXXXXXXAXXXXTVXTVKRXXXXQXXX
XXRXVEXXXXXFTXXXXXXAXXDXIXXXXX (SEQ ID NO: 31), en la que X es cualquier aminoacido o un enlace
peptidico;

XXXXXX XXX XXX XXX XALXXDXXXXKX XXX XXX XTEXXSKXXVXXXXXVXHX
XXXXDXKDXXXTXXXXXXXXRXXXRXXXXRXXTXXSXXXXKXSXRXGDXXXPF
DXFXXTXXXXXXXXXXXXXXXXXXEXXXRAXX (SEQ ID NO: 32), en la que X es cualquier aminoacido o un enlace
peptidico;

NGX1FKIEXoDRTFX3PY X4 YALLXsDDSXIEEVKKITX7ERHGXgX oV X10X11X12X13VEK
VX14KKFLGX15PX16X17VWKLYX13X19HPQDVPX20|RX21KX22REHPA (SEQ ID NO: 33), en la que X1 no es K; Xo no es
H; Xz noes R; Xanoes |; Xs no es R; Xs no es K; X7 no es G; Xg no es K; Xg no es |; Xi0 no es R; X171 no es |; Xi2 no
esV; XiznoesD; XiunoesE; XisnoesK; Xignoes!; X;znoesT; XighoesL; Xignoes E; X,pnoes T; Xz1 NO es
E;y X22noesV;

PIX1MISYADEX>X3AX4VITWKNXsDLPYVXsVVSX7;EREMIKRFLRXgXoX10EKDPDX11
X12X13TYNGDX14FDFX15YLX16KRX17EKLGIX18X10X20X21GRDGSEPKX23GRX23GDX24X25AVEVKGRIHFDLY X26V1X27
RTINLPTYTLEAVYEAX2sFGX20PKEKVYAX30EIX31X3 2AWEX33 (SEQ ID NO: 34), en la que X1 no es |; X2 no es N; X3
noeskE; XsnoesK; Xsnhoesl; Xsgnhoes E; X7noesS; Xgnoesl; Xgno esl; Xjpnoes R; Xj1 noesl; Xi2 noesl; Xi3
noesV; XiunoessS; Xi;snoesP; Xignoes A; Xi;znoes A; XignoesK; Xighoes L; XopnoesT; Xz1 noesl; Xoo no
esM; Xoznhoes|; Xoanoes M; Xos noes T; Xog NO es H; Xo7noes T; Xog NO es |; Xag NO es K; X3p o es D; X31 ho es
A; X2 noes K; y Xasz3no es S;

RDWSEIAKETQARVLEX 1 XsLKX3GDVEX4sAVRIVKEV X5 XsKLX7XsY EXgPPEKLX10lX
11EQITRX12LX13X14YKAX15GPHVAVAKX16LAAX17GVKIX18PGX19VIX20 Y IVLX21 G X22G X231 X24X25RAIX 26 X 27X 28 EX29DP
X30KHKYDAEYYIENQVLPAVX31RILX3,X33FG (SEQ ID NO: 35), en la que X3 no es T; Xz ho es |; X3 ho es H; X4 no
esE; Xsnoesl; Xs noes Q; X7 noes A; Xgno es N; Xg no es I; Xi0 no es A; Xi11 no es Y; Xi2 no es P; Xi3 no es H;
X14 N0 es E; Xi5 no es |; X16 N0 es K; X17 no es K; Xig N0 es K; Xi19 N0 es M; Xz no es G; Xz1 no es R; Xz2 no es D;
XoznoesP; XoanoesS; Xosnoes N; Xognoes L; Xoznoes A; Xogho es E; Xognho es Y; Xzgho es K; Xzp noes L; Xao
noeskE;yXssnoesG;

y combinaciones de las mismas;

y un segundo dominio que tiene una secuencia consenso seleccionada entre el grupo que consiste en

XKXXX XXX XXX XX XAXKKXKXXXXXXXXXXXXXKLXXXXNXXIXXXXXXKXXX X

XXXXXXXXXHXXXXXXXXXT XXXEXQXXXXKIXXXXXXKXXXLXXXXFXXXXX
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XXKX XXX XXX XXX XXX XXX XKXXELVWXXLXXXFXXXXLXLXXXXLY XXXXXG ESXEIXXXXLX (SEQ ID NO: 36), en
la que X es cualquier aminoacido o un enlace peptidico;
EX:GLWENIVYLDFRX;LYPSIHITHNVSPDTLNX3EGCKX4YDXsAPQVGHXsFCKDX7P
GFIPSLLGXsLLEERQKIKXgKMKX10TX11DPIEX12X13LLDYRQX14AIKX15sLANSX16YG
YYGYAX17ARWYCKECAESVTAWGRX15Y1X19X20X21X22KEX23EEKX24GFKVX25Y X226

DTDGX27X28ATIPGX29X30X31 EX32X33KKKAX34E (SEQ ID NO: 37), en la que XinoesR; XanoesS; XsnoesR; X4
noesE; XsnoesV; Xgnoes R; X;noes F; Xgno es D; Xg no es K; Xjono es A; Xi11 no es |; X32 ho es R; X13 no es
K; X1anoesR; Xisnoesl; XijgnoesY; XiznoesR; Xignoes E; Xignoes T; Xoponhoes M; X1 noes T; Xoo noes |;
Xoznoesl; XoanoesY; Xosnhoes |; Xog NOEes S; Xo7 N0 es F; Xog No es F; Xag No es A; X3 No es D; Xz1 no es A; Xao
no es T; X3 no es V; X33 ho es M,

y combinaciones de las mismas,

en las que la polimerasa quimérica esta caracterizada con una alta fidelidad y alta capacidad de procesamiento, tasa
de elongacion, resistencia a la sal, tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR o termoestabilidad.

También se describen en el presente documento polimerasas quiméricas definidas por la secuencia consenso
XXXXTXXXXXDXXXXXXKIX XXX X XEXXXXY XXX XEXXFXXXXKXXXAXXXXXX
XXAXXXXTVXTVKRXXXXQXXXXXRXVEXXXXXFTXXXXXXAXXDXIXXXXXXI

XXY XXXXXXXKXKXXXXX XXV XXX X DX XXX MXXXXKXXXXXXXXXXAEXXXLX
XXXXXXEGXRXXXXXXVXXXXXDXXXTXXXXXXXXXXWKXXXXXVLIXXXXX
NXXXAXXKXXCXXXXXNFALXXXXXXXXXXIXXMXXRFEXXX XXX XXX XXXXPX
XRXXXXXXXXXXXXXX XXV XX QXXXXXXXEXXTTXXXTXXXXXXXXRXXXXX

XXV XXKXXXXKXXXXXAXX XXXV XXPXXXXXXXKKXXXXXKXXXXXXX XXXV

XXXXXSXEXY QXX XXEXXTXXFXXXXXKXXXXX XXX XXX XAXXXXXXXXKXXXX

XXXXXLX XXX N XX XXX KX XXX X XXX XX XX HX XXX XX XXX TXXXEXQX
XXXKIXXXXXXKXXXLX XXX XXX XXX KKX XX XXX XXX XXXXXXXXKXXELVW

XXLXXXFXXXXLXIXXXXLY XXX XXGESXEIXXXXLXXLXXXXAXXXXAXXXXX

) 9.9:0.9.9.9.9.9.9.0.9.90.((0.0.9.00.00.0011P.9.9.9.9.9.99099.99999990000000 1D
XDXXXXKXXXXXXXXTEXXSKXXVXXXXXVXHXXXXXDXKDXXXTXXXXXXX
XRXXXRXXXXRXXTXXSXXXXKXSXRXGDXXXPFDXFXXTXXXXXXXXXXXXX
XXXXXEXXXRAXXXXXXXKXXXKXXXKXXXXXSAXXKPXGT (SEQ ID NO: 38), en la que X es cualquier aminoacido o
un enlace peptidico, y en la que la polimerasa quimérica tiene una fidelidad mayor que la de KOD y una capacidad
de procesamiento, una tasa de elongacion, una resistencia a la sal, una tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR o
una termoestabilidad mayores que Pfu.

También se describen en el presente documento polimerasas quiméricas definidas por la secuencia consenso
XIXDTDYXTXDGXPXXRIFXKXXGEFXXXYDXXFEPYFYALLKDDSAIXXXXXXXA
XRHGTVXTVKRXXXXQXKFLXRXVEVWXLXFTHPQDVPAXXDXIXXHXXVIDIYE
YDIPFAKRYLIDXGLVPMEGDEXLXMXXXDIETXYHEGXEFAEGXXLMISYADXEG
ARVITWKXVDLPYVDVVSTEXEMIKRXXXVVKEKDPDVLIXYXGDNFDXAYLKXR
CEXLGXNFALXRXXXXXEPKIXXMGXRFAVEXKGRXHFDLXPXXRXTXNLPTYXL
XXVYEXVXGQXKXKXXXEEITTXWETXXXXXXXARYSMEDAXVTXELGXEFXPM
EAXLXXLVGXPXWDVXRSSTGNLVEWXLLXXAYXRNEVAPNKPSXEEYQXRXXE
XYTGXFVXEPEKGLWXXXXXLDXXALYPSIIXXHNVSPDTLXLEXCXNYDIAPXVG
XKFCKDIPGFIPSXLXHLXXXRQXXKTXMXEXQDPXEKIXLDYRQKAXKLLXNSFY
GYXGYXKARWYXXECAESVTXWGRKYIELVWXELEXXFGFKXLYIDTDGLYATIP
GGESXEIKXXXLXFLXYINAXLPGALELEYEXFYXRGFFVXKKKYAXIDEEXXITTR
GLEXVRRDWSXXAKETXAXVLEALLXDXXVXKAVXXVXXXTEXXSKYXVPXEKL
VIHEQITRDXKDYXATGPHVAXAKRLXXRGXXXRPGTXISYXXLKGSGRXGDRXIPF
DEFXXTKHXYDXXYYIENQVLPAVERXLRAFGYXXXXLXXQXXXQXGLSAWXKP XGT (SEQ ID NO: 39), en la que X
es cualquier aminoacido o un enlace peptidico.

También se describen en el presente documento polimerasas quiméricas que contienen un primer dominio que tiene
una secuencia al menos un 80 % (por ejemplo, al menos un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %) idéntica a una secuencia aminoacidica que se encuentra en un dominio exonucleasa, un dominio
N-terminal, y/o un dominio de pulgar de una primera ADN polimerasa; y un segundo dominio que tiene una
secuencia al menos un 80 % (por ejemplo, al menos un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %) idéntica a una secuencia aminoacidica que se encuentra en un dominio de palma y/o dedos de una
segunda ADN polimerasa. En algunas realizaciones, la polimerasa quimérica estd caracterizada con una mayor
fidelidad que la polimerasa KOD y mayor capacidad de procesamiento, tasa de elongacion, resistencia a la sal,
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termoestabilidad o tolerancia a TMAC que la polimerasa Pfu.

También se describen en el presente documento métodos de disefio de polimerasas quiméricas. Dichos métodos
pueden incluir las etapas de: (a) proporcionar un dominio N-terminal, un dominio exonucleasa, y/o un dominio de
pulgar basado en una primera ADN polimerasa; (b) proporcionar un dominio de palma y/o dedos basado en una
segunda ADN polimerasa; (c) combinar los dominios de la etapa (a) y la etapa (b) para formar una polimerasa
guimérica; donde la polimerasa quimérica tiene una fidelidad mayor que la de la primera ADN polimerasa y una
capacidad de procesamiento, una tasa de elongacion, una resistencia a la sal, una tolerancia a TMAC u otro
potenciador PCR o una termoestabilidad mayor que la de la segunda ADN polimerasa. En algunas realizaciones, la
polimerasa quimérica esta caracterizada con una mayor fidelidad que la polimerasa KOD y mayor capacidad de
procesamiento, tasa de elongacion, resistencia a la sal, termoestabilidad o tolerancia a TMAC que la polimerasa Pfu.

En el presente documento se describen ADN polimerasas que incluyen polimerasa KOD, polimerasa TNAL,
Thermococcus sp. 9 grados N-7, T4, T7 y phi29. Otras ADN polimerasas desveladas en el presente documento
incluyen polimerasas aisladas de Pyrococcus furiosus, P. abyssi, T. gorgonarius, T. litoralis, T. zilligii, T. sp. GT o P.
sp. GB-D.

La ADN polimerasa quimérica de la invencion contiene el dominio N-terminal, el dominio 3'-5' exonucleasa y el
dominio de pulgar de polimerasa KOD y el dominio de la palma y los dedos de polimerasa Pfu.

También se describen en el presente documento métodos para mejorar la fidelidad de una ADN polimerasa. Dichos
métodos pueden incluir una etapa de reemplazar una secuencia en el dominio de palma y/o dedos de la ADN
polimerasa de interés con una secuencia correspondiente de una ADN polimerasa diferente que esta caracterizada
con mayor fidelidad con respecto a la ADN polimerasa de interés.

También se describen en el presente documento métodos para mejorar la capacidad de procesamiento, tasa de
elongacion, resistencia a la sal, tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR o termoestabilidad de una ADN
polimerasa. Dichos métodos pueden incluir una etapa para reemplazar una secuencia en el dominio N-terminal, el
dominio exonucleasa y/o el dominio de pulgar de la ADN polimerasa de interés con una secuencia correspondiente
de una ADN polimerasa diferente que estd caracterizada con mayor capacidad de procesamiento, tasa de
elongacidn, resistencia a la sal, tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR o termoestabilidad con respecto a la ADN
polimerasa de interés.

Por lo tanto, se describen en el presente documento diversas polimerasas quiméricas que incluyen polimerasas
guiméricas disefiadas y/o mejoradas usando métodos como se describe en el presente documento. Las polimerasas
quiméricas como se describe en el presente documento pueden contener una secuencia aminoacidica al menos un
80 % idéntica a la SEQ ID NO: 16 (la secuencia aminoacidica Kofu como se muestra en la seccidbn Secuencias).
Otras polimerasas quiméricas descritas en el presente documento contienen la secuencia aminoacidica de SEQ ID
NO: 16. Aun otras polimerasas quiméricas descritas en el presente documento contienen una secuencia
aminoacidica al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 15 (la secuencia aminoacidica Pod como se muestra en la
seccién Secuencias). Aun otras polimerasas quiméricas descritas en el presente documento contienen la secuencia
aminoacidica de SEQ ID NO: 15.

La presente invencion también proporciona kits y composiciones que contienen diversas polimerasas quiméricas
descritas en el presente documento y usos de las mismas (por ejemplo, métodos de amplificacion de fragmentos de
ADN usando ADN polimerasas quiméricas de la invencion). Ademas, la presente invencion proporciona secuencias
nucleotidicas que codifican diversas polimerasas quiméricas descritas en el presente documento y vectores y/o
células que contienen las secuencias nucleotidicas de acuerdo con la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Los dibujos tnicamente son con fines de ilustracion y no de limitacion.

La figura 1 representa un alineamiento de dominios en ADN polimerasas de tipo B de origen natural
ejemplares y ADN polimerasas quiméricas ejemplares, Kofu y Pod. Los dominios de polimerasas KOD y Pfu
gue se intercambiaron en las quimeras Kofu y Pod se han indicado anteriormente el alineamiento.

La figura 2 representa que una polimerasa quimérica Pod ejemplar contiene el dominio N-terminal, el
dominio 3'-5' exonucleasa y el dominio de pulgar de Pfu y el dominio de la palma y los dedos de KOD y la
polimerasa quimérica Kofu reciproca contiene el dominio N-terminal, el dominio 3'-5' exonucleasa y el
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dominio de pulgar de KOD y el dominio de la palma y los dedos de Pfu.

La figura 3 representa resultados ejemplares que muestran la termoestabilidad de KOD, Pfu, Kofu y Pod.
La figura 4 representa resultados ejemplares que muestran la resistencia a la sal de KOD, Pfu, Kofu y Pod.
La figura 5 representa resultados ejemplares que muestran la tolerancia a TMAC de KOD, Pfu, Kofu y Pod.

DEFINICIONES

Aminoacido: Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido"”, en su sentido mas amplio, se refiere
a cualquier compuesto y/o sustancia que pueda estar incorporado en una cadena polipeptidica. En algunas
realizaciones, un aminoacido tiene la estructura general H;N-C(H)(R)-COOH. En algunas realizaciones, un
aminoé&cido es un &cido de origen natural. En algunas realizaciones, un aminoacido es un aminoé&cido sintético; en
algunas realizaciones, un aminoacido es un D-aminoacido; en algunas realizaciones, un aminoacido es un L-
aminoacido. "Aminoacido tipico" se refiere a cualquiera de los veinte L-aminoacidos tipicos que se encuentran
comunmente en péptidos de origen natural. "Aminoacido no tipico" se refiere a cualquier aminoacido, distinto de los
aminoacidos tipicos, independientemente de si se prepara sintéticamente o se obtiene de una fuente natural. Como
se usa en el presente documento, "aminoacido sintético” comprende aminoacidos modificados quimicamente,
incluyendo, pero sin limitacién, sales, derivados de aminoéacidos (tales como amidas) y/o sustituciones. Los
aminoacidos, incluyendo los aminoacidos carboxi- y/o amino-terminales en los péptidos, pueden modificarse por
metilacién, amidacion, acetilacion y/o sustitucion por otros grupos quimicos. Los aminoacidos pueden participar en
un enlace disulfuro. El término "aminoacido" se usa indistintamente con "residuo aminoacidico" y puede referirse a
un aminoacido libre y/o a un residuo aminoacidico de un péptido. Sera evidente por el contexto en el que se utilice el
término, si se refiere a un aminoacido libre o0 a un residuo de un péptido. Ha de apreciarse que todas las secuencias
de residuos aminoacidicos se representan en el presente documento por férmulas cuya orientacion izquierda y
derecha esté en la direccion convencional del extremo amino al extremo carboxi.

Par de bases (pb): Como se usa en el presente documento, par de bases se refiere a una pareja de adenina (A) con
timina (T), o de citosina (C) con guanina (G) en una molécula de ADN bicatenario.

Polimerasa quimérica: Como se usa en el presente documento, la expresion "polimerasa quimérica" (también
denominada como "quimera") se refiere a cualquier polimerasa que contiene dos o0 mas dominios heterdlogos,
secuencias aminoacidicas, péptidos y/o proteinas unidos covalentemente o no covalentemente para producir una
polimerasa que no se encuentra en la naturaleza. Tipicamente, una polimerasa quimérica contiene un primer
dominio unido a un segundo dominio, en la que el primer y segundo dominios no se encuentran en la misma relacion
en la naturaleza. Tipicamente, el primer dominio se obtiene a partir de una primera ADN polimerasa y un segundo
dominio se obtiene a partir de una segunda ADN polimerasa. Tipicamente, la primera y segunda ADN polimerasas
estan caracterizadas con al menos una caracteristica funcional distinta (por ejemplo, capacidad de procesamiento,
tasa de elongacion, fidelidad, tolerancia a la sal, tolerancia a aditivos PCR o termoestabilidad). Como se usa en el
presente documento, una secuencia obtenida a partir de una ADN polimerasa de interés se refiere a cualquier
secuencia que se encuentra en la ADN polimerasa de interés, o cualquier secuencia que es al menos un 70 % (por
ejemplo, al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %) idéntica a
una secuencia aminoacidica que se encuentra en la ADN polimerasa de interés. Una "polimerasa quimérica" de
acuerdo con la invencién puede contener dos o mas secuencias aminoacidicas de polimerasas relacionadas o
similares (por ejemplo, proteinas que comparten secuencias y/o estructuras similares), unidas para formar una
nueva proteina funcional. Una "polimerasa quimérica" de acuerdo con la invencion puede contener dos o mas
secuencias aminoacidicas de polimerasas no relacionadas, unidas para formar una nueva proteina funcional. Por
ejemplo, una polimerasa quimérica de la invencién puede ser una fusién "interespecie” o "intergénica" de estructuras
proteicas expresadas por diferentes tipos de organismos.

Complementariedad: Como se usa en el presente documento, el término "complementariedad" se refiere al amplio
concepto de complementariedad de secuencia entre regiones de dos cadenas polinucleotidicas o entre dos
nucledtidos a través de apareamiento de bases. Se sabe que un nucleétido de adenina es capaz de formar enlaces
hidrégeno especificos ("apareamiento de bases") con un nucledtido que es timina o uracilo. De forma anéloga, se
sabe que un nucledtido de citosina es capaz de realizar un apareamiento de bases con un nucleétido de guanina.

Afinidad de unién a ADN: Como se usa en el presente documento, la expresion "afinidad de union a ADN" se refiere
tipicamente a la actividad de una ADN polimerasa en la unién de &cido nucleico del ADN. En algunas realizaciones,
la actividad de unién a ADN puede medirse en un ensayo de desplazamiento de dos bandas. Por ejemplo, en
algunas realizaciones (en base al ensayo de Guagliardi y col. (1997) J. Mol. Biol. 267: 841-848), el acido nucleico
bicatenario (el fragmento Hindlll-EcoRV de 452 pb del gen S.solfataricus lacS) se marca con ¥p con respecto a una
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actividad especifica de al menos aproximadamente 2,5 x 10’ cpm/ug (o al menos aproximadamente 4000 cpm/fmol)
usando métodos convencionales. Véase, por ejemplo, Sambrook y col. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY) en 9.63-9.75 (que describe marcaje terminal de acidos
nucleicos). Se prepara una mezcla de reacciéon que contiene al menos aproximadamente 0,5 ug del polipéptido en
aproximadamente 10 ul de tampo6n de unidn (tampén fosfato sédico 50 mM (pH 8,0), glicerol al 10 %, KCI 25 mM,
MgCl, 25 mM). La mezcla de reaccién se calienta a 37 °C durante 10 min. A la mezcla de reaccién se le afiaden
aproximadamente 1 x 10* a5 x 10* cpm (o aproximadamente 0,5-2 ng) del &cido nucleico bicatenario marcado y se
incuba durante 10 min mas. La mezcla de reaccion se carga sobre un gel de poliacrilamida nativo en 0,5 x tampon
Tris-borato. La mezcla de reaccion se somete a electroforesis a temperatura ambiente. El gel se seca y se somete a
autoradiografia usando métodos convencionales. Cualquier descenso detectable de la movilidad del acido nucleico
bicatenario marcado indica la formacién de un complejo de unién entre el polipéptido y el acido nucleico bicatenario.
Dicha actividad de unién a acido nucleico puede cuantificarse usando métodos densitométricos convencionales para
medir la cantidad de radioactividad en el complejo de unién con respecto a la cantidad total de radioactividad en la
mezcla de reaccion inicial. Se conocen en la técnica otros métodos de medicion de la afinidad de unién a ADN
(véase, por ejemplo, Kong y col. (1993) J. Biol. Chem. 268(3): 1965-1975).

Dominio: Como se usa en el presente documento, el término "Dominio”, como se usa en el presente documento, se
refiere a una secuencia aminoacidica de un polipéptido (por ejemplo, polimerasa) que comprende una 0 mas
funciones o propiedades definidas.

Tasa de elongacién: Como se usa en el presente documento, la expresion "tasa de elongaciéon” se refiere a la
velocidad media a la que una ADN polimerasa se extiende a una cadena polimérica. Como se usa en el presente
documento, una alta tasa de elongacion se refiere a una tasa de elongacion mayor de 25 nt/s (por ejemplo, mayor de
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140 nt/s).

Actividad enzimatica: Como se usa en el presente documento, la expresion "actividad enzimatica" se refiere a la
especificidad y eficiencia de una ADN polimerasa. La actividad enzimatica de una ADN polimerasa también se
denomina como "actividad polimerasa”, que tipicamente se refiere a la actividad de una ADN polimerasa en la
catalizacion de la sintesis dirigida a plantilla de un polinucleétido. La actividad enzimatica de una polimerasa puede
medirse usando diversas técnicas y métodos que se conocen en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse
diluciones seriadas de polimerasa en tampdn de dilucién (por ejemplo, Tris.Cl 20 mM, pH 8,0, KCI 50 mM, NP 40 al
0,5 %, y Tween-20 0,5 %). Para cada dilucién, pueden eliminarse 5 ul y afadirse a 45 ul de una mezcla de reaccion
que contiene TAPS 25 mM (pH 9,25), KCI 50 mM, MgCl; 2 mM, dATP 0,2 mM, dGTP 0,2 mM, dTTP 0,2 mM, dCTP
0,1 mM, 12,5 ng de ADN activado, [cx-32P]dCTP 100 uM (0,05 pCi/nmol) y agua desionizada estéril. Las mezclas de
reaccion pueden incubarse a 37 °C (0 74 °C para ADN polimerasas termoestables) durante 10 minutos y después se
detienen enfriando inmediatamente la reaccién a 4 °C y afnadiendo 10 ul de EDTA 60 mM enfriado con hielo. De
cada mezcla de reaccién puede eliminarse una alicuota de 25 pl. Puede eliminarse dCTP marcado radioactivamente
unincorporado de cada alicuota por filtracién en gel (Centri-Sep, Princeton Separations, Adelphia, N.J.). El eluato de
columna puede mezclarse con fluido de centelleo (1 ml). La radioactividad en el eluato de columna se cuantifica con
un contador de centelleo para determinar la cantidad de producto sintetizado por la polimerasa. Una unidad de
actividad polimerasa puede definirse como la cantidad de polimerasa necesaria para sintetizar 10 nmol de producto
en 30 minutos (Lawyer y col. (1989) J. Biol. Chem. 264: 6427-647). Se conocen en la técnica otros métodos de
medicién de la actividad polimerasa (véase, por ejemplo, Sambrook y col. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY)).

Fidelidad: Como se usa en el presente documento, el término "“fidelidad" se refiere a la precisién de polimerizacion
de ADN por ADN polimerasa dependiendo de plantilla. La fidelidad de una ADN polimerasa se mide tipicamente por
la tasa de error (la frecuencia de incorporacién de un nucleétido inexacto, es decir, un nucleétido que no es
complementario con el nucleétido de la plantilla). La precision de la fidelidad de la polimerizacién de ADN se
mantiene tanto por la actividad polimerasa como a la actividad 3'-5' exonucleasa de una ADN polimerasa. La
expresion "alta fidelidad" se refiere a una tasa de error menor de 4,45 x 10°® (por ejemplo, menos de 4,0 x 10'6, 3,5x
10°,3,0x 10°, 2,5 x 10°, 2,0 x 10°, 1,5 x 10°, 1,0 x 10°, 0,5 x 10®) mutaciones/nt/duplicacion. La fidelidad de tasa
de error de una ADN polimerasa puede medirse usando ensayos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las tasas de
error de las ADN polimerasas pueden ensayarse usando el ensayo de fidelidad por PCR de /ac/ PCR descrito en
Cline, J. y col. (1996) NAR 24: 3546-3551. En resumen, un fragmento de 1,9 kb que codifica el gen diana lac/OlacZa
se amplifica a partir de ADN plasmidico pPRIAZ usando 2,5 U de ADN polimerasa (es decir, cantidad de enzima
necesaria para incorporar 25 nmoles de dNTP totales en 30 min a 72°C) en el tampén PCR apropiado. Los
productos PCR que contienen /ac/ se clonan entonces en brazos GT10 lambda, y el porcentaje de mutantes /ac/
(FM, frecuencia de mutacion) se determina en un ensayo de cribado de color, como se describe (Lundberg, K. S.,
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Shoemaker, D. D., Adams, M. W. W., Short, J. M., Sorge, J. A., y Mathur, E. J. (1991) Gene 180: 1-8). Las tasas de
error se expresan como frecuencia de mutacion por pb por duplicacién (FM/pb/d), donde pb es el nimero de sitios
detectables en la secuencia génica lacl (349) y d es el nUmero de duplicaciones diana efectivas. De forma anéloga a
lo anterior, cualquier plasmido que contenga el gen diana lac/OlacZ« puede usarse como plantilla para el analisis por
PCR. El producto PCR puede clonarse en un vector diferente de GT lambda (por ejemplo, el plasmido) que permite
un cribado de color azul/blanco.

Unido: Como se usa en el presente documento, "unido” se refiere a cualquier método conocido en la técnica para
conectar funcionalmente dominios polipeptidicos, incluyendo, sin limitacién, fusién recombinante con o sin dominios
intermedios, fusién intermediada, asociacion no covalente, y enlace covalente, incluyendo enlace disulfuro, enlace
hidrégeno, enlace electrostatico, y enlace conformacional.

Nucledtido: Como se usa en el presente documento, una unidad monomérica de ADN o ARN consiste en un resto
azucar (pentosa), un fosfato y una base heterociclica nitrogenada. La base se une al resto azlcar a través del
carbén glucosidico (1' carbono de la pentosa) y esa combinaciéon de base y azlcar es un nucleésido. Cuando el
nucledsido contiene un grupo fosfato unido en la posicién 3' o 5' de la pentosa se denomina un nucleétido. Una
secuencia de nucleétidos unidos operativamente se denomina tipicamente en el presente documento como una
"secuencia de bases" o0 "secuencia nucleotidica", y se representa en el presente documento por una férmula cuya
orientacion de izquierda a derecha esta en la direccién convencional del extremo 5' al extremo 3.

Oligonucledtido o polinucledtido: Como se usa en el presente documento, el término "oligonucleétido” se define
como una molécula que incluye dos o méas desoxirribonucleétidos y/o ribonucledtidos, preferiblemente méas de tres.
Su tamafio exacto dependera de muchos factores que, a su vez, dependen de la ultima funcién o uso del
oligonucleétido. El oligonucleétido puede obtenerse sintéticamente o por clonacién. Como se usa en el presente
documento, el término "polinucledtido” se refiere a una molécula polimérica compuesta por monémeros nucleotidicos
unidos covalentemente en una cadena. ADN (acido desoxirribonucleico) y ARN (&cido ribonucleico) son ejemplos de
polinucledtidos.

Polimerasa: Como se usa en el presente documento, una "polimerasa" se refiere a una enzima que cataliza la
polimerizacion del nucledtido (es decir, la actividad polimerasa). Generalmente, la enzima iniciara la sintesis en el
extremo 3' del cebador anelado a una secuencia plantilla polinucleotidica, y avanzara hacia el extremo 5' de la
cadena plantilla. Una "ADN polimerasa" cataliza la polimerizacion de desoxinucleétidos.

Capacidad de procesamiento: Como se usa en el presente documento, "capacidad de procesamiento” se refiere a la
capacidad de una polimerasa para permanecer unida a la plantilla y realizar mdultiples reacciones de modificacion.
Las "reacciones de modificacion” incluyen, pero sin limitacién, polimerizacion y escisién exonucleolitica. En algunas
realizaciones, "capacidad de procesamiento" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para realizar una
secuencia de etapas de polimerizacién sin intervenir la disociacion de la enzima de las cadenas crecientes de ADN.
Tipicamente, la "capacidad de procesamiento” de una ADN polimerasa se mide por la longitud de los nucleétidos
(por ejemplo, 20 nts, 300 nts, 0,5-1 kb, 0 mas) que se polimerizan o se modifican sin intervenir la disociacion de la
ADN polimerasa de la cadena creciente de ADN. La "capacidad de procesamiento” puede depender de la naturaleza
de la polimerasa, la secuencia de una plantilla de ADN, y las condiciones de reaccion, por ejemplo, la concentracion
de sal, la temperatura o la presencia de proteinas especificas. Como se usa en el presente documento, la expresion
"alta capacidad de procesamiento" se refiere a una capacidad de procesamiento mayor de 20 nts (por ejemplo,
mayor de 40 nts, 60 nts, 80 nts, 100 nts, 120 nts, 140 nts, 160 nts, 180 nts, 200 nts, 220 nts, 240 nts, 260 nts,
280 nts, 300 nts, 320 nts, 340 nts, 360 nts, 380 nts, 400 nts, o superior) por asociacion/disociacién con la plantilla. La
capacidad de procesamiento puede medirse de acuerdo con los métodos definidos en el presente documento y en el
documento WO 01/92501 Al.

Cebador: Como se usa en el presente documento, el término "cebador" se refiere a un oligonucleétido, ya sea de
origen natural o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como un punto de inicio de la sintesis de acidos
nucleicos al ponerse en condiciones en las que se induce la sintesis de un producto de extension de cebador que es
complementario a una cadena de acido nucleico, por ejemplo, en presencia de cuatro trifosfatos nucleotidicos
diferentes y una enzima termoestable en un tampén apropiado (“tampon” incluye un pH, resistencia i6nica,
cofactores, etc., apropiados) y a una temperatura adecuada. El cebador es preferiblemente monocatenario para una
eficiencia maxima en la amplificaciéon, pero, como alternativa, puede ser monocatenario. Si es monocatenario, el
cebador se trata en primer lugar para separar sus cadenas antes de usarse para preparar productos de extension.
Preferiblemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar
la sintesis de productos de extension en presencia de la enzima termoestable. Las longitudes exactas de los
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cebadores dependeran de muchos factores, incluyendo la temperatura, la fuente del cebador y el uso del método.
Por ejemplo, dependiendo de la complejidad de la secuencia diana, el cebador oligonucleotidico contiene
tipicamente 15-25 nucleétidos, aunque puede contener mas o menos nucleétidos. Las moléculas de cebador corto
requeriran generalmente temperaturas inferiores para formar complejos hibridos suficientemente estables con la
plantilla.

Resistencia a sal: Como se usa en el presente documento, la expresion "resistencia a la sal" (también denominada
como tolerancia a la sal) se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para mantener sustancialmente su
actividad enzimatica en presencia de sal o aditivos PCR (por ejemplo, TMAC). En algunas realizaciones, la
resistencia a la sal o aditivos PCR se mide por la concentracion de sal maxima a la que una ADN polimerasa esta
aln activa. La concentracién de sal méaxima difiere para cada polimerasa y se conoce en la técnica, o puede
determinarse experimentalmente de acuerdo con los métodos en la técnica. Por ejemplo, Pfu se inhibe a sal 30 mM
(en una reaccion PCR).

Sintesis: Como se usa en el presente documento, el término "sintesis" se refiere a cualquier método in vitro para
preparar una nueva cadena de polinucle6tido o alargar un polinucleétido existente (es decir, ADN o ARN) de una
manera dependiente de la plantilla. La sintesis, de acuerdo con la invencion, incluye amplificacién, que aumenta el
nimero de copias de una secuencia plantilla polinucleotidica con el uso de una polimerasa. La sintesis
polinucleotidica (por ejemplo, la amplificacion) da como resultado la incorporacion de nucledtidos en un
polinucledtido (es decir, un cebador), formando de este modo una nueva molécula polinucleotidica complementaria a
la plantilla polinucleotidica. La molécula polinucleotidica formada y su plantilla pueden usarse como plantillas para
sintetizar moléculas polinucleotidicas adicionales. La "sintesis de ADN", como se usa en el presente documento,
incluye, pero sin limitacion, PCR, el marcaje del polinucledtido (es decir, para sondas y cebadores
oligonucleotidicos), secuenciacion de polinucleottidos.

Molécula de ADN plantilla: Como se usa en el presente documento, la expresion "molécula de ADN plantilla" se
refiere a una cadena de un &cido nucleico a partir de la cual se sintetiza una cadena de &cido nucleico
complementaria por medio de una ADN polimerasa, por ejemplo, en una reaccion de extensién de cebador.

Manera dependiente de la plantilla: Como se usa en el presente documento, la expresion "manera dependiente de la
plantilla" se refiere a un proceso que implica la extensiéon dependiente de la plantilla de una molécula de cebador
(por ejemplo, sintesis de ADN por ADN polimerasa). La expresion "manera dependiente de la plantilla” se refiere
tipicamente a la sintesis polinucleotidica de ARN o ADN en la que la secuencia de la cadena recién sintetizada de
polinucledtido se rige por las reglas ya conocidas del apareamiento de bases complementarias (véase, por ejemplo,
Watson, J. D. y col., En: Molecular Biology of the Gene, 42 Ed., W. A. Benjamin, Inc., Menlo Park, Calif. (1987)).

Enzima termoestable: Como se usa en el presente documento, la expresion "enzima termoestable" se refiere a una
enzima que es termoestable (también denominada como termorresistente) y cataliza (facilita) la polimerizacion de
nucledtidos para formar productos de extension de cebador que son complementarios a una secuencia plantilla
polinucleotidica. Tipicamente, se prefieren polimerasas estables termoestables en un proceso de termaociclado en el
gue los acidos nucleicos bicatenarios se desnaturalizan por exposicion a una alta temperatura (por ejemplo,
aproximadamente 95 °C) durante el ciclo PCR. Una enzima termoestable descrita en el presente documento eficaz
para una reaccion de amplificacién por PCR satisface al menos un criterio, es decir, la enzima no se desnaturaliza
de forma irreversible (inactivada) cuando se somete a las temperaturas elevadas durante el tiempo necesario para
realizar la desnaturalizacion de &cidos nucleicos bicatenarios. La desnaturalizacién irreversible para los fines en el
presente documento se refiere a la pérdida permanente y completa de actividad enzimatica. Las condiciones de
calentamiento necesarias para la desnaturalizacion dependeran, por ejemplo, de la concentracién de sal del tampén
y la longitud y la composicion nucleotidica de los acidos nucleicos que se desnaturalizan, pero tipicamente variaran
de aproximadamente 90°C a aproximadamente 98 °C durante un tiempo que depende principalmente de la
temperatura y la longitud del acido nucleico, tipicamente de aproximadamente 0,2 a cuatro minutos. Pueden
tolerarse temperaturas mayores segun la concentracion de sal del tampdn y/o la composicion GC del acido nucleico
aumenta. En algunas realizaciones, las enzimas termoestables no se desnaturalizardn de forma irreversible a
aproximadamente 90 °C-100 °C. Tipicamente, una enzima termoestable adecuada para la invencién tiene una
temperatura 6ptima a la que funciona que es superior de aproximadamente 40 °C, que es la temperatura por debajo
de la cual la se promueve la hibridacién del cebador con respecto a la plantilla, aunque, dependiendo de (1) la
concentracion de magnesio y la sal y (2) la composicion y longitud del cebador, la hibridacion puede producirse a
mayor temperatura (por ejemplo, 45 °C - 70 °C). Cuanto mayor es la temperatura éptima para la enzima, mayor es la
especificidad y/o selectividad del proceso de extensién dirigido al cebador. Sin embargo, las enzimas que estan
activas por debajo de 40 °C (por ejemplo, a 37 °C) también estan dentro del alcance de esta invencion, siempre que
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sean termoestables. En algunas realizaciones, la temperatura 6ptima varia de aproximadamente 50 °C a 90 °C (por
ejemplo, 60 °C-80 °C).

Tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR: Como se usa en el presente documento, la expresién "tolerancia a
TMAC u otro potenciador PCR" (también denominado como resistencia a TMAC u otro potenciador PCR) se refiere a
la capacidad de una ADN polimerasa para mantener sustancialmente su actividad enzimatica en presencia de TMAC
u otros potenciadores PCR (por ejemplo, glicerol, DMSO, betaina, amidas, otras sales tetrametilamonio).

DESCRIPCION DETALLADAS DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona, entre otras cosas, ADN polimerasas quiméricas.
ADN polimerasas

Las ADN polimerasas quiméricas pueden disefiarse a partir de cualquier ADN polimerasa, en particular, polimerasas
termoestables. Tipicamente, las ADN polimerasas se agrupan en seis familias: A, B, C, D, Xy Y. Las familias A, B, C
se agrupan basandose en sus homologias de secuencia aminoacidica con respecto a polimerasas E. coli |, 1l y IlI,
respectivamente. La familia X no tiene polimerasas E. coli homélogas. Las polimerasas de la familia B incluyen, pero
sin limitacion, E. colipol Il, polimerasas de arqueas, ADN polimerasas de bacteri6fagos PRD1, phi29, M2, T4,
polimerasas o, A, € eucariotas, y muchas polimerasas viricas. Otras ADN polimerasas incluyen polimerasas de
arqueas (por ejemplo, polimerasas de euriarqueotas).

Las polimerasas de arqueas incluyen, pero sin limitacion, ADN polimerasas de arqueas (por ejemplo, Thermococcus
litoralis (Vent™, GenBank: AAA72101), Pyrococcus furiosus (Pfu, GenBank: D12983, BAA02362), Pyrococcus
woesii, Pyrococcus GB-D (Deep Vent™, GenBank: AAA67131), Thermococcus kodakaraensis KODI| (KOD,
GenBank: BD175553, BAA06142; Thermococcus sp. cepa KOD (Pfx, GenBank: AAEG68738)), Thermococcus
gorgonarius (Tgo, Pdb: 4699806), Sulfolobus solataricus (GenBank: NC002754, P26811), Aeropyrum pernix
(GenBank: BAA81109), Archaeglobus fulgidus (GenBank: 029753), Pyrobaculum aerophilum (GenBank: AAL63952),
Pyrodictium occultum (GenBank: BAAQ7579, BAA07580), Thermococcus 9 grado Nm (GenBank: AAA88769,
Q56366), Thermococcus fumicolans (GenBank: CAA93738, P74918), Thermococcus hydrothermalis (GenBank:
CAC18555), Thermococcus sp. GE8 (GenBank: CAC12850), Thermococcus sp. JDF-3 (GenBank: AX135456;
WO00132887), Thermococcus sp. TY (GenBank: CAA73475), Pyrococcus abyssi (GenBank: P77916), Pyrococcus
glycovorans (GenBank: CAC12849), Pyrococcus horikoshii (GenBank: NP 143776), Pyrococcus sp. GE23
(GenBank: CAA90887), Pyrococcus sp. ST700 (GenBank: CAC 12847), Thermococcus pacificus (GenBank:
AX411312.1), Thermococcus zilligii (GenBank: DQ3366890), Thermococcus aggregans, Thermococcus barossii,
Thermococcus celer (GenBank: DD259850.1), Thermococcus profundus (GenBank: E14137), Thermococcus siculi
(GenBank: DD259857.1), Thermococcus thioreducens, Thermococcus onnurineus NA1, Sulfolobus acidocaldarium,
Sulfolobus tokodaii, Pyrobaculum calidifontis, Pyrobaculum islandicum (GenBank: AAF27815), Methanococcus
jannaschii (GenBank: Q58295), Desulforococcus species TOK, Desulfurococcus, Pyrolobus, Pyrodictium,
Staphylothermus, Vulcanisaetta, Methanococcus (GenBank: P52025) y otras polimerasas de arqueas B, tales como
GenBank AAC62712, P956901, BAAAQ7579)). Las polimerasas de la familia A y B de temperatura estable
representativas adicionales incluyen, por ejemplo, polimerasas extraidas de las bacterias termdfilas de la especie
Thermus (por ejemplo, flavus, ruber, thermophilus, lacteus, rubens, aquaticus), Bacillus stearothermophilus,
Thermotoga maritima, Methanothermus fervidus.

También se describen en el presente documento ADN polimerasas que aun no se han aislado. Dichas polimerasas
incluyen polimerasas de fusion. Las polimerasas de fusion contienen generalmente un dominio de proteina adicional
en el extremo N o C que cambia el fenotipo de la polimerasa de fusién en comparacién con la polimerasa sin el
dominio adicional. Las polimerasas ejemplares incluyen, pero sin limitacién, polimerasas con dominios de unién a
ADN bicatenarios condensados en el extremo C o N. Los ejemplos adicionales de polimerasas de fusion incluyen
aquellas con dUTPasa condensada al extremo N o C (solicitud de patente de Estados Unidos 20070190538).

Las NA polimerasas pueden contener secuencias obtenidas a partir de dos 0 mas ADN polimerasas que tienen al
menos una caracteristica funcional distinta. Las caracteristicas funcionales ejemplares incluyen, pero sin limitacion,
capacidad de procesamiento, tasa de elongacion, fidelidad, resistencia a la sal o aditivo PCR (por ejemplo,
potenciadores PCR), termoestabilidad, actividad de desplazamiento de la cadena, actividad exonucleasa, funcién de
lectura anticipada de uracilo, selectividad nucleotidica, capacidad de incorporar analogos modificados, y actividad de
la transcriptasa inversa. Por ejemplo, algunas ADN polimerasas estan caracterizadas con alta fidelidad. Como se
usa en el presente documento, la expresion "alta fidelidad" se refiere a una tasa de error menor de 4,45 x 10‘6(por
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ejemplo, menor de 4,0 x 10°, 3,5 x 10° 3,0 x 10°, 2,5 x 10°, 2,0 x 10°, 1,5 x 10°, 1,0 x 10°, 0,5 x 10°)
mutaciones/nt/duplicacion. Algunas ADN polimerasas estan caracterizadas con una alta capacidad de
procesamiento. Como se usa en el presente documento, la expresion "alta capacidad de procesamiento” se refiere a
una capacidad de procesamiento mayor de 20 nts (por ejemplo, mayor de 40 nts, 60 nts, 80 nts, 100 nts, 120 nts,
140 nts, 160 nts, 180 nts, 200 nts, 220 nts, 240 nts, 260 nts,280 nts, 300 nts, 320 nts, 340 nts, 360 nts, 380 nts,
400 nts, o superior) por asociacion/disociacion con la plantilla. Algunas ADN polimerasas estan caracterizadas con
una alta tasa de elongacion. Como se usa en el presente documento, la expresion "alta tasa de elongacion” se
refiere a una tasa de elongacion mayor de 25 nt/s (por ejemplo, mayor de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140 nt/s). Algunas enzimas estan caracterizadas con una alta
resistencia a la sal (también denominada tolerancia a la sal). Como se usa en el presente documento, la expresion
"alta resistencia a la sal" (también denominada como alta tolerancia a la sal) se refiere a la capacidad de una ADN
polimerasa para mantener sustancialmente su actividad en una concentracion de sal mayor de 30 mM (por ejemplo,
mayor de 35 mM, 40 mM, 45 mM, 50 mM). Ademas, algunas enzimas estan caracterizadas con resistencia a aditivos
PCR. Ciertos aditivos PCR son potenciadores PCR. Por ejemplo, Kovarova y col. mostraron que las sales TMA,
DMSO, betaina y formamida actian como potenciadores PCR (Kovarova y Draber. (2000) Nucl. Acids. Res. 28(13),
e70). Otro ejemplo de potenciadores PCR es glicerol. Algunas enzimas estan caracterizadas con resistencia a
potenciadores PCR, en particular, TMAC (también denominada como tolerancia a TMAC). Como se usa en el
presente documento, la expresion "alta tolerancia a TMAC" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para
mantener sustancialmente su actividad enzimatica a una concentracion de TMAC (cloruro de tetrametilamonio)
mayor de 10 mM (por ejemplo, mayor de 15 mM, 20 mM). Algunas caracteristicas de las ADN polimerasas
ejemplares se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de ADN polimerasas ejemplares

Polimerasas Fidelidad/Tasa de Capacidad de procesamiento Tasa de elongacion Tolerancia a la
error (nts) (nts/s) sal
Pfu 2,0x10° >20 25 30mMm
KOD 4,45 x 10° ~300 106-138
TNA1 150
T. zilligii 2,0x10°
P. abyssi 0,66 x 10°
T 2,2-3,4x10°
gorgonarius
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45

50

Tipicamente, las enzimas con alta tolerancia a la sal también estan caracterizadas con una alta capacidad de
procesamiento y/o tasa de elongacion. Sin desear quedar ligando a teoria alguna, se cree que la tolerancia a la sal
afecta a la afinidad de union entre la polimerasa y el ADN lo que, a su vez, afecta a la capacidad de procesamiento o
la tasa de elongacién. Tipicamente, la unién de polimerasas a ADN implica la interaccion de unién entre residuos
aminoacidicos cargados positivamente y ADN cargado negativamente. A altas concentraciones de sal, la
competicion de los aniones de la sal para los residuos aminoacidicos cargados positivamente en las polimerasas
conduce a una disminucion de la afinidad de union a ADN. Véase, Pavlov y col. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. 99(21):
13510-13515. Por otro lado, al aumento de los puntos de contacto entre el ADN y la polimerasa puede aumentar la
resistencia a la sal de la polimerasa, asi como la capacidad de procesamiento o la tasa de elongacién ya que los
puntos de contacto adicionales entre el ADN y la polimerasa pueden aumentar la afinidad de unién de la polimerasa
para ADN y disminuir la tasa de disociacion de manera que la polimerasa permanecera asociada al ADN mas
tiempo, lo que a su vez conducira a un aumento de la capacidad de procesamiento. Por ejemplo, Pavlov y col.
afnadieron motivos hélice-horquilla-hélice (HhH) de la topoisomerasa V a Taq y Pfu. Estos motivos estan implicados
en la unién a ADN en la topoisomerasa V. Pavlov y col. mostraron que tanto Pfu como Taq se vuelven mas
resistentes a la sal cuando se condensan a los motivos HhH. Pavlov y col. también mostraron que la fusion HhH
tanto a Taq como Pfu aumentod la capacidad de procesamiento de las polimerasas. Como otro ejemplo, las proteinas
de unién a dsDNA, por ejemplo, Sso7d, pueden condensarse a ADN polimerasas para aumentar el nUmero de
puntos de contacto entre el ADN y las polimerasas (Wang y col. (2004) Nucl. Acids Res. 32(3): 1197-1207). Sso7d
es una secuencia de unién a dsDNA no especifica de secuencia implicada en garantizar la estabilidad del ADN y/o el
empaquetamiento del ADN en Sulfolobus solfataricus. La fusion de Sso7d tanto a Taq como Pfu aumenté la
resistencia a la sal y la capacidad de procesamiento de las polimerasas.

Las ADN polimerasas ejemplares caracterizadas con una alta capacidad de procesamiento, tasa de elongacion,
termoestabilidad, tolerancia a la sal y al potenciador PCR incluyen, pero sin limitacion, polimerasa KOD, polimerasa
TNAL, Thermococcus sp. 9 grados N-7, T4, T7 o phi29. Las ADN polimerasas ejemplares caracterizadas con una
alta fidelidad incluyen, pero sin limitacion, polimerasas aisladas de Pyrococcus furiosus, P. abyssi, T. gorgonarius, T.
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litoralis, T. zilligii, T. sp. GT o P. sp. GB-D.
Se usan las polimerasas KOD y Pfu para disefiar ADN polimerasas quiméricas (véase las seccion Ejemplos).
Dominios de ADN polimerasas

Tipicamente, las ADN polimerasas arqueanas incluyen al menos los siguientes dominios: dominio N-terminal,
dominio exonucleasa (por ejemplo, dominio 3' -> 5' exonucleasa), dominio de palma, dedos y de pulgar (véase la
figura 1). El conocimiento de la estructura del dominio, la funcion y la coordinacion se basa principalmente en
estudios de la estructura cristalina y mutagénesis dirigida a sitio de diversas ADN polimerasas, en particular, ADN
polimerasas arqueanas. Por ejemplo, entre las primeras estructuras cristalinas de las ADN polimerasas de la familia
B obtenidas se encontraban las de la ADN polimerasa del bacteriéfago RB69 (Wang y col. (1997) Cell, 89: 1087-
1099). Entre las primeras estructuras cristalinas de las ADN polimerasas arqueanas resueltas se encontraba ADN
polimerasa Tgo (véase, Hopfner y col. 1999 Proc. Natl. Acad. Sci. 96(7), 3600-3605, que se incorpora por referencia
en el presente documento). Recientemente, se han indicado las estructuras cristalinas de las siguientes ADN
polimerasas arqueanas de la familia B: ADN polimerasa de Thermococcus sp. 9°N-7 (Rodriguez y col. (2000) J. Mol.
Biol. 299: 447-462), ADN polimerasa KOD1 (Hashimoto y col. 2001 J. Mol. Biol. 306(3), 469-477), ADN polimerasa
Pfu (véanse, Patentes de Estados Unidos N° 5.948.663; 5.866.395; 5.545.552; 5.556.772 y Kim y col. (2008) Int. J.
Biol. Macromol. 42(4), 356-61).

Se han asignado diversas funciones, tales como unién a sustrato, transferencia nucleotidica, actividad catalitica,
correccion de errores, a diversos dominios en base al analisis estructural-funcional de las ADN polimerasas.
También se ha sugerido que los dominios se coordinan estrechamente entre si para completar el proceso de
replicacion de ADN.

Por ejemplo, la actividad polimerasa se ha asociado a los dominios de palma, dedos y pulgar. En particular, se cree
qgue el subdominio de palma sera el sitio catalitico de la polimerasa. La polimerasa cataliza una reaccion de
transferencia de fosforilo en la que el alfa fosfato del dNTP entrante experimenta ataque nucledfilo del extremo
cebador OH. Tipicamente, son importantes tres cadenas laterales carboxilato para este sitio activo. Estos residuos
pueden unir dos iones metalicos (Mg++) lo que puede facilitar la desprotonacion del extremo OH y la formacién de
un estado de transicion en el alfa fosfato del dNTP. Se cree que el dominio de pulgar interactia con el menor surco
del dsDNA recién sintetizado y también con el nucleétido entrante. El dominio de pulgar estd menos conservado
pero tipicamente tiene una estructura en gran parte helicoidal. El dominio de los dedos puede tener una funcion en la
fijacion de la plantilla y la especificidad nucleotidica. Como el dominio de pulgar, es probable que interactie con el
nucleétido entrante. El dominio de pulgar puede contener hélices o, y/o cadenas B. Se cree que las ADN
polimerasas no unidas forman conformaciones abiertas de los dominios de dedos y pulgar, y cuando el ADN esta
unido, los dos dominios se desplazan hacia el dominio de palma para mantener la plantilla de ADN y el cebador méas
estrechamente y para sondar el apareamiento de bases Watson-Crick entre el nucleétido entrante y el nucleétido
plantilla. La presencia de un nucleétido que forma un par de bases Watson-Crick con la plantilla facilita la formacion
de una conformacion apropiada del sitio activo de la polimerasa y la posterior incorporacion de este nucleétido. Para
una revision, véase Hamilton y col. (2001) BioTechniques 31: 370-383. Se indico que la mutagénesis en el dominio
de palma/dedos puede afectar a la selectividad nucleotidica y la afinidad y la mutagénesis en el dominio de pulgar
pueden afectar a la afinidad de unién a dsDNA. Se describen aminoacidos importantes en los dominios de palma,
dedos y pulgar en la Publicacion de la Solicitud de Estados Unidos N° 20060281109.

La funcién de lectura anticipada de uracilo se ha asociado al dominio N-terminal. Por ejemplo, las ADN polimerasas
arqueanas de la familia B son capaces de reconocer el uracilo no reparado en una cadena plantilla y paralizar la
polimerizacion en la direccion 5' de la lesién para impedir una mutacion A-T. Se identificdé que un "bolsillo" en los
dominios N-terminal de las ADN polimerasas arqueanas estaba situado para interactuar con la cadena plantilla y
proporcionar esta funciéon de lectura anticipada de uracilo (Fogg y col. (2002) Nature Structural Biology 9(12), 922-
927).

El dominio exonucleasa esta asociado a la actividad 5'-> 3' exonucleasa, la actividad 3'-> 5" exonucleasa, o ambas,
lo que se requiere para eliminar el nucleétido insertado incorrectamente. Cuando se incorpora un nucle6tido
desigual, la cadena plantilla/cebador se une a la polimerasa mas débilmente y/o esta mal alineado con respecto al
sitio activo de la polimerasa haciendo que el nucleétido desigual se desplace al sitio activo del dominio exonucleasa
y se elimine.

Se cree que la fidelidad se ve afectada por la proporcion de la polimerasa y la actividad exonucleasa, lo que puede
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verse influenciado por la tasa de disociacién, el cambio conformacional, y la tasa de incorporacion nucleotidica en
presencia de nucleétidos desiguales. También se ha sugerido que el equilibrio entre la actividad 3' -> 5' exonucleasa
y la actividad polimerasa esta mediado por un bucle flexible que contiene el motivo Y-GG/A localizado entre los
dominios N-terminal y exonucleasa y los dominios polimerasa C-terminal (es decir, los dominios de palma, dedos y
de pulgar). Véase, Bohlke y col. (2000) Nucl. Acids Res. 28(20), 3910-3917. Un bucle unico del dominio
exonucleasa, y la punta del pulgar son importantes para la coordinacion de las actividades de proofreading y
polimerasa en las ADN polimerasas. La mutagénesis dirigida a sitio en este bucle, especialmente en H147 en ADN
polimerasa KOD, sugiri6 que las interacciones electroestaticas e hidréfobas entre este bucle y el pulgar afectan a la
relacion entre la actividad exonucleasa y la actividad polimerasa y, por lo tanto, a la fidelidad. Véase, Kuroita y col. J.
Mol. Biol. (2005) 351, 291-298.

Intercambio de dominio

Pueden combinarse dominios heter6logos de diferentes ADN polimerasas (por ejemplo, polimerasas con al menos
una caracteristica funcional distinta) para formar una polimerasa quimérica. Los dominios adecuados incluyen
dominios N-terminal de origen natural, dominios exonucleasa, dominios de palma, dedos y/o de pulgar que se
encuentran en diversas ADN polimerasas. Los dominios N-terminal de origen natural, los dominios exonucleasa, los
dominios de palma, dedos y/o de pulgar en diversas ADN polimerasas estan bien definidos. Por ejemplo, un dominio
N-terminal puede incluir una secuencia correspondiente a los restos aminoacidicos 26 a 105 de la polimerasa KOD
(SEQ ID NO: 11); un dominio exonucleasa puede incluir una region correspondiente a los residuos aminoacidicos
156 a 301 de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11); un dominio de pulgar puede incluir una region correspondiente a los
residuos aminoacidicos 612 a 749 de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11); y el dominio de palma y dedos puede incluir
una region correspondiente a los residuos aminoacidicos 394 a 563 de polimerasa Pfu (SEQ ID NO: 9).

Los dominios o posiciones correspondientes en diversas ADN polimerasas pueden determinarse por el alineamiento
de las secuencias aminoacidicas. El alineamiento de las secuencias aminoacidicas puede conseguirse de diversas
maneras que estan dentro de la capacidad en la técnica, por ejemplo, usando un software informatico publicamente
disponible tal como el software BLAST, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden
determinar los parametros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo cualquier algoritmo necesario para
conseguir un alineamiento maximo sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Preferiblemente,
se usa el software WU-BLAST-2 para determinar la identidad de secuencia aminoacidica (Altschul y col., Methods in
Enzymology 266, 460-480 (1996); http://blast.wustl/edu/blast/README.html). WU-BLAST-2 usa varios parametros
de busqueda, la mayor parte de los cuales se ajustan a los valores por defectos. Los parametros ajustables se
ajustan con los siguientes valores: espacio de solapamiento = 1, fraccion de solapamiento = 0,125, umbral de
palabra (T) = 11. Los parametros de puntuacién HSP (S) y HSP S2 son valores dinamicos y se establecen por el
propio programa, dependiendo de la composicion de la secuencia particular, sin embargo, los valores minimos
pueden ajustarse y se ajustan como se ha indicado anteriormente. Se muestra un ejemplo de alineamiento en la
figura 1.

En algunas realizaciones, un dominio adecuado puede ser una variante (por ejemplo, mutante o fragmento) de una
secuencia de dominio de origen natural. Por ejemplo, un dominio adecuado puede tener una secuencia que es al
menos un 70 % (por ejemplo, al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %) idéntica a una secuencia aminoacidica de un dominio de origen natural que se encuentra en una ADN
polimerasa de interés.

Se contempla adicionalmente que las secuencias que definen el dominio N-terminal, el dominio exonucleasa, los
dominios de palma, dedos y/o pulgar pueden relacionarse con ciertas caracteristicas enzimaticas de las ADN
polimerasas, tales como, fidelidad o tasa de error, tasa de elongacion, capacidad de procesamiento y resistencia a la
sal. Por ejemplo, como se describe en la seccion de Ejemplos, los presentes inventores han demostrado que las
secuencias que definen los dominios N-terminal, exonucleasa y/o de pulgar pueden correlacionarse con las
caracteristicas asociadas a la tasa de elongacion, capacidad de procesamiento, termoestabilidad, tolerancia a TMAC
ylo resistencia a la sal; y que las secuencias que definen el dominio de palma y/o dedos pueden correlacionarse con
las caracteristicas asociadas a la fidelidad o la tasa de error de las ADN polimerasas.

Ademas, basandose en los alineamientos de secuencia entre diversas ADN polimerasas (véase, por ejemplo, la
figura 1), se contempla adicionalmente que los dominios correlativos a una alta capacidad de procesamiento, tasa de
elongacion, termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o resistencia a la sal pueden definirse por una o mas de las
siguientes secuencias consenso positivas:
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Secuencia consenso positiva 1 (que define un dominio N-terminal)

XXLXXXXXXXEGXRXXXXXXVXXXXXDXXXTXXXXVXXXXXWKXXXXXVLIX
XXXXNXXXAXXKXXCXXXXXNFALXXX XXX XXX XXXIXXMXXREFXXX XXX XXX

XXXXP XX RXXXXXXHXHX XXX KXKXKXKXKXVXXQXXXXXXXEXXTTXXXT (SEQ ID NO: 30), en la que X es cualquier
aminoécido o un enlace peptidico;

Secuencia consenso positiva 2 (que define un dominio exonucleasa)

XXEXXXXY XXX XEXXFXXXXKXXXAXXXXXXXXAXXXXTVXTVKRXXXXQXXX
XXRXVEXXXXXFTXXXXXXAXXDXIXXXXX (SEQ ID NO: 31), en la que X es cualquier aminoacido o un enlace
peptidico; y

Secuencia consenso positiva 3 (que define un dominio de pulgar)

XXXXXKXX XXX XXX XX XALXXDXXXXKX XXX XXX XTEXXSKXXVXXXXXVXHX
XXXXDXKDXXXTXXXXXXXXRXXXRXXXXRXXTXXSXXXXKXSXRXGDXXXPF
DXFXXTXXXXXXXXXXXXXXXXXXEXXXRAXX (SEQ ID NO: 32), en la que X es cualquier aminoacido o un enlace
peptidico.

Adicionalmente, o como alternativa, un dominio o dominios correlativos a una alta capacidad de procesamiento, tasa
de elongacion, termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o resistencia a la sal pueden definirse por una o mas de las
siguientes secuencias consenso negativas:

Secuencia consenso negativa 1 (que define un dominio N-terminal)

NGX1FKIEX:DRTFX3PYX4YALLXsDDSX6IEEVKKITX7ERHGXgX9V X10X11X12X13VEK
VX14KKFLGX15PX15X17VWKLYX18X19HPQDVPX20|RX21KX22REHPA (SEQ ID NO: 33), enla que X1 noesK; Xz noes
H; Xanoes R; Xanoes |; Xs no es R; Xs No es K; X7 no es G; Xg no es K; Xg no es |; Xi0 No es R; X11 no es |; Xi2 no
esV; XizshoesD; XiunoesE; XisnoesK; Xighoes|; X;7noes T; Xighoes L; Xignhoes E; Xoo noes T; Xo1 NO €s
E;y X2 noesV,

Secuencia consenso negativa 2 (que define un dominio exonucleasa)

PIX1MISYADEX:X3AX4VITWKNXsDLPYVXsWSX7EREMIKRFLRXgXoX10EKDPDX11
X12X13TYNGDX14FDFX15YLX16KRX17EKLGIX18X19X20X21GRDGSEPKX22,QRX23GD X24X25AVEVKGRIHFDLY X26VIX27
RTINLPTYTLEAVYEAX28FGX20PKEKVYAX30EIX31X3 2AWEX33 (SEQ ID NO: 34), en la que X3 noes |; X no es N; X3
noeskE; XsnoeskK; Xsnoesl; XenoesE; X;noesS; Xsnoesl; Xgnoesl; XipnoesR; X;1 noesl; X1z noes |; Xi3
noesV; XiunoessS; Xi;snoesP; Xignoes A; Xi;znoes A; XigsnoesK; Xighoes L; XopnoesT; Xz1 nhoesl; Xoo no
es M; Xoznoes |; Xoa noes M; Xos noes T; Xog N0 es H; Xo7 noes T; Xog NO €S 1; Xag No es K; X3p N0 es D; X31 ho es
A; Xz noesK;yXssnoesS;y

Secuencia consenso negativa 3 (que define un dominio de pulgar)

RDWSEIAKETQARVLEX XoLKX3GDVEX4AVRIVKEV X5 XsKLX7XsYEXoPPEKLX 0l X
11EQITRX12LX13X14YKAX15GPHVAVAKX16LAAX17GVKIX18PGX19VIX20 Y IVLX21 G X22G X231 X24X25RAIX 26 X27 X 28 EX20DP
X30KHKYDAEYYIENQVLPAVX3:RILX32X33FG (SEQ ID NO: 35), en la que X1 no es T; Xz ho es |; X3 no es H; X4 no
esE; Xsnoesl; Xenoes Q; Xznoes A; Xgsnoes N; Xgnoesl;, Xijonoes A; Xi1 noesY,; X2 noes P; Xi3no es H;
Xi14 No es E; Xi15 o es |; Xi16 N0 es K; X17 no es K; Xig N0 es K; Xi19 No es M; Xz0 no es G; X21 nho es R; Xz2 no es D;
Xoznoes P; XoanoesS; Xosnoes N; Xog Noes L; Xo7noes A; Xog o es E; Xog No es Y; Xzo ho es K; Xz1 no es L; Xao
noeskE;yXsznoesG.

En algunas realizaciones, un dominio correlativo a una alta fidelidad puede definirse por la siguiente secuencia
consenso positiva (que define el dominio de palma y dedos):

XEKXXXXXXXXX XX KAXKXX XXX KX XXX XX XXX LX XXX NXXIXX XXX XKX XXX

XXXXXKXXXHX XXX XX XXX T XXX EX QXXX XKIXX XXX XKXXXLXXXXFXXXXX

XXKXXXXX XXX XXX XXX XXXKXXELVWXXLXXXFXXXXLXIXXXXLY XXXXXG ESXEIXXXXLX (SEQ ID NO: 36), en
la que X es cualquier aminoacido o un enlace peptidico.
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Adicionalmente, o como alternativa, un dominio correlativo a una alta fidelidad puede definirse por la secuencia
consenso negativa (que define un dominio de palma y dedos):
EX:GLWENIVYLDFRX;LYPSIHITHNVSPDTLNX3EGCKX4YDXsAPQVGHXsFCKDX7P
GFIPSLLGXsLLEERQKIKXgKMKX10TX11DPIEX12X13LLDYRQX14AIKX15sLANSX16YG
YYGYAX17ARWYCKECAESVTAWGRX15Y1X19X20X21X22KEX23EEKX24GFKVX25Y X226

DTDGX27X28ATIPGX29X30X31 EX32X33KKKAX34E (SEQ ID NO: 37), en la que XinoesR; XanoesS; XsnoesR; X4
noesE; XsnoesV; Xgnoes R; X;noes F; Xgno es D; Xg no es K; Xjono es A; Xi11 no es |; X32 ho es R; X13 no es
K; X1anoesR; Xisnoesl; XijgnoesY; XiznoesR; Xignoes E; Xignoes T; Xoponhoes M; X1 noes T; Xoo noes |;
Xoznoesl; XoanoesY; Xosnhoes |; Xog NOEes S; Xo7 N0 es F; Xog No es F; Xag No es A; X3 No es D; Xz1 no es A; Xao
no es T; X33 no es V; X33 o es M.

Por lo tanto, los dominios apropiados pueden tomarse u obtenerse a partir de ADN polimerasas con distintas
caracteristicas funcionales para disefiar una ADN polimerasa quimérica con combinaciones deseables de
caracteristicas funcionales. Los métodos pueden incluir las etapas de: (a) proporcionar un dominio N-terminal, un
dominio exonucleasa, y/o un dominio de pulgar en base a una primera ADN polimerasa; (b) proporcionar un dominio
de palma y/o dedos basado en una segunda ADN polimerasa; (c) combinar los dominios de la etapa (a) y la etapa
(b) para formar una polimerasa quimérica. Las primera y segunda ADN polimerasas descritas en el presente
documento pueden caracterizarse con al menos una caracteristica distinta. Por ejemplo, la primera ADN polimerasa
puede caracterizarse con una alta capacidad de procesamiento, tasa de elongacién, termoestabilidad, tolerancia a
TMAC yl/o resistencia a la sal, y la segunda ADN polimerasa puede caracterizarse con una alta fidelidad. La primera
ADN polimerasa como se describe en el presente documento, puede caracterizarse con una alta fidelidad y la
segunda ADN polimerasa puede caracterizarse con una alta capacidad de procesamiento, tasa de elongacion,
termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o resistencia a la sal. Las polimerasas quiméricas descritas en el presente
documento pueden disefiarse para tener una capacidad de procesamiento, tasa de elongacion, termoestabilidad,
tolerancia a TMAC o resistencia a la sal sustancialmente similar a la de la primera ADN polimerasa y una fidelidad
sustancialmente similar a la de la segunda ADN polimerasa. Las polimerasas quiméricas disefiadas como se
describe en el presente documento tienen una fidelidad mayor que la de la primera ADN polimerasa y la capacidad
de procesamiento, tasa de elongacion o resistencia a la sal mayor que la de la segunda ADN polimerasa.

También se describen métodos para proporcionar la fidelidad, capacidad de procesamiento, tasa de elongacion,
termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o resistencia a la sal de una ADN polimerasa. Dichos métodos pueden incluir
una etapa de reemplazar una secuencia en el dominio palma-dedos de la ADN polimerasa de interés con una
secuencia correspondiente de una ADN polimerasa diferente que esta caracterizada con mayor fidelidad con
respecto a la ADN polimerasa de interés.

También se describen métodos que incluyen una etapa de reemplazar una secuencia dentro del dominio N-terminal,
el dominio exonucleasa y/o el dominio de pulgar de la ADN polimerasa de interés con una secuencia
correspondiente de una ADN polimerasa diferente que esta caracterizada con mayor capacidad de procesamiento,
tasa de elongacién, termoestabilidad, tolerancia a TMAC o resistencia a la sal con respecto a la ADN polimerasa de
interés.

Como un ejemplo no limitante, los presentes inventores han disefiado una ADN polimerasa quimérica Kofu y su
qguimera reciproca POD en base a la polimerasa KOD vy la polimerasa Pfu (véase la seccion Ejemplos). Como se
analiza en la seccién de ejemplos, Kofu contiene el dominio N-terminal, el dominio exonucleasa y el dominio de
pulgar de la polimerasa KOD y el dominio de palma-dedos de la polimerasa Pfu. La secuencia de la polimerasa Kofu
se proporciona en la SEQ ID NO: 16. La quimera reciproca POD contiene el dominio N-terminal, el dominio
exonucleasa y el dominio de pulgar de la polimerasa Pfu y el dominio de palma-dedos de la polimerasa KOD. La
secuencia de la polimerasa POD se proporciona en la SEQ ID NO: 15.

Como se analiza en la seccion de ejemplos, la polimerasa quimérica Kofu muestra la fidelidad de replicacion
aproximada de Pfu, pero la velocidad de elongacion, capacidad de procesamiento, termoestabilidad, tolerancia a
TMAC y rendimiento por PCR similar a KOD. Como alternativa, la polimerasa quimérica Pod muestra la fidelidad de
replicacion aproximada de KOD, pero la velocidad de elongacion, capacidad de procesamiento, termoestabilidad,
tolerancia a TMAC y rendimiento por PCR similar a Pfu.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona variantes de la polimerasa quimérica Kofu que
contienen una secuencia aminoacidica al menos un 95 % (por ejemplo, al menos un 96 %, 97 %, 98 %, 99 %)
idéntica a la SEQ ID NO: 16 (secuencia aminoacidica Kofu). En realizaciones particulares, las variantes de
polimerasa quimérica Kofu de acuerdo con la invencién tienen una capacidad de procesamiento, tasa de elongacion,
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termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o fidelidad sustancialmente similares a Kofu.

En algunas realizaciones, las variantes de polimerasas quiméricas Kofu de acuerdo con la presente invencion se
definen por la secuencia consenso

XXXXTXXXXXD XXX XXXIXXXXXXEXXXXY XXX XEXXFXXXXKXXXAXXXXXX
XXAXXXXTVXTVKRXXXXQXXXXXRXVEXXXXXFTXXXXXXAXXDXIXXXXXXI

XXY XX XXX XXX XXX X XXX XV X XXX D XXX X MXX XXX XXX XXX XXX XAEXXXLX
XXXXXXEGXRXXXXXXVXXXXXDXXXTXXXXXXXXXXVVKXXXXXVLIXXXXX
NXXXAXXKXXCXXXXXNFALXXX XXX XXX XIXXMXXRFEXX XXX XXX XXX XXPX

XRXXXX XXX XXX XXX XXXV XXQXX XXX XXEXXTTXXXTXXXXXXXXRXXXXX

XXV XX XXX XKX XXX XAXX XXXV XXP XX XXX XXX XXX XXX XXX X XXX XXXXXV

XXXXXSXEXY QXXXXEXXTXXFXXXXXKXXXXX XXX XXX XAXXXXXXXXXXXX

XXXXXLX XXX NXX XXX XXX KX XXX XXX XXX XXX HX XXX XXXXXTXXXEXQX
XXXKIXXXXXXKXXXLXXXXFX XXX XXX KX X XXX XXX XXX XXX XXXKXXELVW
XXLXXXEXXXXLXIXXXXLY XXX XXGESXEIXXXXLXXLXXXXAXXXXAXXXXX

XXX XXX XXX X XKXXX XXX XXX T XX XXX XXX XXX XXX XXX XXXXXXXALX
XDXXXXKXXXXXXXXTEXXSKXXVXXXXXVXHXXXXXDXKDXXXTXXXXXXX
XRXXXRXXXXRXXTXXSXXXXKXSXRXGDXXXPFDXFXXTXXXXXXXXXXXXX
KXXXXXEXXXRAXXXXXXXXXKXXXKXXXXXXSAXXKPXGT (SEQ ID NO: 38), en la que X es cualquier aminoacido o
un enlace peptidico.

En algunas realizaciones, las variantes de polimerasas quiméricas Kofu de acuerdo con la presente invencién se
definen por la secuencia consenso

XIXDTDYXTXDGXPXXRIFXKXXGEFXXXYDXXFEPYFYALLKDDSAIXXXXXXXA
XRHGTVXTVKRXXXXQXKFLXRXVEVWXLXFTHPQDVPAXXDXIXXHXXVIDIYE
YDIPFAKRYLIDXGLVPMEGDEXLXMXXXDIETXYHEGXEFAEGXXLMISYADXEG
ARVITWKXVDLPYVDVVSTEXEMIKRXXXVVKEKDPDVLIXYXGDNFDXAYLKXR
CEXLGXNFALXRXXXXXEPKIXXMGXRFAVEXKGRXHFDLXPXXRXTXNLPTYXL
XXVYEXVXGQXKXKXXXEEITTXWETXXXXXXXARYSMEDAXVTXELGXEFXPM
EAXLXXLVGXPXWDVXRSSTGNLVEWXLLXXAYXRNEVAPNKPSXEEYQXRXXE
XYTGXFVXEPEKGLWXXXXXLDXXALYPSIHXXHNVSPDTLXLEXCXNYDIAPXVG
XKFCKDIPGFIPSXLXHLXXXRQXXKTXMXEXQDPXEKIXLDYRQKAXKILLXNSFY
GYXGYXKARWYXXECAESVTXWGRKYIELVWXELEXXFGFKXLYIDTDGLYATIP
GGESXEIKXXXLXFLXYINAXLPGALELEYEXFYXRGFFVXKKKYAXIDEEXXITTR
GLEXVRRDWSXXAKETXAXVLEALLXDXXVXKAVXXVXXXTEXXSKYXVPXEKL
VIHEQITRDXKDYXATGPHVAXAKRLXXRGXXXRPGTXISYXXLKGSGRXGDRXIPF
DEFXXTKHXYDXXYYIENQVLPAVERXLRAFGYXXXXLXXQXXXQXGLSAWXKP XGT (SEQ ID NO: 39), en la que X
es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona variantes de POD polimerasas quiméricas que
contienen una secuencia aminoacidica al menos un 80 % (por ejemplo, al menos un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %) idéntica a la SEQ ID NO: 15 (secuencia aminoacidica Pod). En realizaciones
particulares, las variantes de polimerasas quiméricas POD de acuerdo con la presente invencion tienen una
capacidad de procesamiento, tasa de elongacion, termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o fidelidad similares a POD.

Expresién de ADN polimerasas quiméricas de la invencién

Las técnicas de ADN recombinante convencionales (por ejemplo, digestion de enzima de restriccion, ligacién, PCR)
pueden usarse para disefiar ADN polimerasas quiméricas de acuerdo con la presente invencion. Pueden aplicarse
métodos bien conocidos en la técnica para expresar y aislar ADN polimerasas quiméricas. Muchos vectores de
expresion bacteriana contienen elementos de secuencia o combinaciones de elementos de secuencia que permiten
una expresion inducible de alto nivel de la proteina codificada por una secuencia extrafia. Los vectores de expresion
estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en Novagen
(http://www.emdbiosciences.com/html/NVG/AllTables.html#).

Ademas, las bacterias que expresan una forma inducible integrada del gen de la ARN polimerasa T7 pueden
transformarse con un vector de expresion que lleva un gen de ADN polimerasa quimérica unido al promotor T7. La
induccion de la ARN polimerasa T7 por la adicion de un inductor apropiado, por ejemplo, isopropil-p-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) para un promotor lac-inducible, induce la expresion de alto nivel del gen quimérico del
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promotor T7.

Pueden seleccionarse cepas huésped apropiadas de bacterias a partir de las disponibles en la técnica por un
experto en la técnica. Como un ejemplo no limitante, se usa comunmente la cepa de E. coli BL-21 para la expresion
de proteinas exdgenas, ya que es deficiente en proteasa con respecto a otras cepas de E. coli. Para situaciones en
las que el uso de coddn para el gen de polimerasa particular difiere al normalmente observado en los genes de E.
coli, hay cepas de BL-21 que estan modificadas para llevar genes tRNA que codifican tRNA con anticodones mas
raros (por ejemplo, genes tRNA argU, ileY, leuW y proL), lo que permite una expresion de alta eficiencia de los
genes quiméricos clonados (estan disponibles varias cepas celulares BL21-CODON PLUSTM que llevan tRNA de
coddn raro en Stratagene, por ejemplo). Adicionalmente, o como alternativa, los genes que codifican las ADN
polimerasas pueden estar optimizados por coddn para facilitar la expresion en E. coli. Las secuencias optimizadas
por codon pueden sintetizarse quimicamente.

Hay muchos métodos conocidos por los expertos en la técnica que son adecuados para la purificacién de una ADN
polimerasa quimérica de la invencion. Por ejemplo, el método de Lawyer y col. (1993, PCR Meth. & App. 2: 275) esta
bien adaptado para el aislamiento de ADN polimerasas expresadas en E. coli, ya que se disefié originalmente para
el aislamiento de la polimerasa Tag. Como alternativa, puede usarse el método de Kong y col. (1993, J. Biol. Chem.
268: 1965, incorporado en el presente documento por referencia), que emplea una etapa de desnaturalizacién por
calor para destruir las proteinas huésped, y etapas de purificacion de dos columnas (sobre columnas DEAE-
Sepharose y heparina-Sepharose) para aislar la ADN polimerasa altamente activa y aproximadamente pura al 80 %.

Adicionalmente, los mutantes de ADN pueden aislarse por un fraccionamiento de sulfato de amonio seguido de
columnas de Q Sepharose y ADN celulosa, o por absorcién de contaminantes sobre una columna HiTrap Q seguido
de gradiente de elucion de una columna de heparina HiTrap.

Usos de ADN polimerasas quiméricas de la invencion

Pueden usarse ADN polimerasas quiméricas de la presente invencion para cualquier método que implique la sintesis
de polinucledtidos. Los métodos de sintesis de polinucleétidos se conocen bien por un experto en la técnica y
pueden encontrarse, por ejemplo, en Molecular Cloning, segunda edicion, Sambrook y col., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989). Por ejemplo, las ADN polimerasas quiméricas de la presente
invencion tienen una diversidad de usos en la tecnologia de ADN recombinante incluyendo, pero sin limitacion,
etiquetado de ADN por traduccion de Nick, sintesis de ADNc bicatenario en la clonacion de ADNc, secuenciacion de
ADN, y amplificacion, deteccion y/o clonaciéon de secuencias de acido nucleico usando reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

En algunas realizaciones, la invencion proporciona enzimas fuertes, rapidas y precisas para PCR. PCR se refiere a
un método in vitro para amplificar una secuencia plantilla polinucleotidica especifica. La técnica de PCR se describe
en numerosas publicaciones, incluyendo, PCR: A Practical Approach, M. J. McPherson, y col., IRL Press (1991),
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, de Innis, y col., Academic Press (1990), y PCR Technology:
Principals and Applications for DNA Amplification, H. A. Erlich, Stockton Press (1989). La PCR también se describe
en muchas Patentes de Estados Unidos, incluyendo las Patentes de Estados Unidos N° 4.683.195; 4.683.202;
4.800.159; 4.965.188; 4.889.818; 5.075.216; 5.079.352; 5.104.792; 5.023.171; 5.091.310; y 5.066. 584.

Se espera que las ADN polimerasas quiméricas con mayor capacidad de procesamiento, tasa de elongacion y/o
fidelidad reduzcan la tasa de error, mejoren la eficacia y la tasa de éxito de una amplificacion de largo alcance
(mayor rendimiento, mayores dianas amplificadas), y/o reduzcan la cantidad de plantilla de ADN requerida.

Estan disponibles en la técnica diversas aplicaciones de amplificacion por PCR especificas (para revisiones, véase,
por ejemplo, Erlich, 1999, Rev Immunogenet., 1: 127-34; Prediger 2001, Methods Mol. Biol. 160: 49-63; Jurecic y
col., 2000, Curr. Opin. Microbiol. 3: 316-21; Triglia, 2000, Methods Mol. Biol. 130: 79-83; MaClelland y col., 1994,
PCR Methods Appl. 4: S66-81; Abramson y Myers, 1993, Current Opinion in Biotechnology 4: 41-47

Como ejemplos no limitantes, la presente invencién puede usarse en aplicaciones de PCR incluyendo, pero sin
limitacion, i) PCR hot-start de inicio en caliente, que reduce una amplificacién no especifica; ii) PCR fouch-down que
comienza a una alta temperatura de hibridacion, después disminuye la temperatura de hibridaciéon en etapas para
reducir el producto PCR no especifico; iii) PCR anidada que sintetiza un producto mas fiable usando un conjunto
externo de cebadores y un conjunto interno de cebadores; iv) PCR inversa para la amplificacion de regiones que
flanquean una secuencia conocida. En este método, el ADN se digiere, el fragmento deseado se circulariza por
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ligacion, después por PCR usando cebador complementario a la secuencia conocida que se extiende hacia fuera; v)
AP-PCR (cebado arbitrario)/RAPD (ADN polimorfo amplificado al azar). Estos métodos crean huellas genémicas a
partir de especies con secuencias diana poco conocidas por amplificacién usando oligonucleétidos arbitrarios; vi)
RT-PCR que usa ADN polimerasa dirigida a ARN (por ejemplo, transcriptasa inversa) para sintetizar ADNc que se
usa después para PCR. Este método es extremadamente sensible para detectar la expresion de una secuencia
especifica en un tejido o células. También puede usarse para cuantificar transcripciones de ARNm; vii) RACE
(amplificacion rapida de extremos de ADNCc). Esto se usa cuando la informacion sobre la secuencia de ADN/proteina
es limitada. El método amplifica los extremos 3' 0 5' de los ADNc que generan fragmentos de ADNc Unicamente con
un cebador especifico cada uno (méas un cebador adaptador). Después, los productos RACE de solapamiento
pueden combinarse para producir ADNc de longitud completa; viii) DD-PCR (PCR de visualizacién diferencial) que
se usa para identificar genes expresados diferencialmente en diferentes tejidos. La primera etapa en DD-PCR
implica RT-PCR, después se realiza la amplificacion usando cebadores cortos intencionadamente no especificos; ix)
PCR Multiplex en la que dos o mas dianas Unicas de secuencias de ADN en el mismo especimen se amplifican
simultdneamente. Puede usarse una secuencia de ADN como control para verificar la calidad de PCR; x) Q/C-PCR
(comparativa cuantitativa) que usa una secuencia de ADN de control interno (pero de diferente tamafio) que compite
con el ADN diana (PCR competitiva) por el mismo conjunto de cebadores; xi) PCR recursiva, que se usa para
sintetizar genes. Los oligonucle6tidos usados en este método son complementarios a tramos de un gen (>80 bases),
de forma alternativa a las cadenas directas y a las cadenas antisentido con extremos de solapamiento (-20 bases);
xii) PCR asimétrica; xiii) PCR In Situ; xiv) Mutagénesis PCR dirigida a sitio; xv) DOP-PCR que usa cebadores
parcialmente degenerados para la amplificacién de todo el genoma; xvi) PCR cuantitativa usando SYBR verde o
sondas oligonucleotidicas para detectar la amplificacién; xvii) amplificacion del genoma completo usando bibliotecas
de fragmentos de ADN ligadas a adaptador como plantilla, y xviii) PCR propensa a error, en la que las condiciones
se optimizan para dar un aumento del nimero de mutaciones en el producto PCR.

Debe entenderse que esta invencion no se limita a ningln sistema de amplificacion particular. Segun se desarrollan
otros sistemas, estos sistemas pueden beneficiarse de la practica de esta invencion.

Kits

La invencién también contempla formatos de kits que incluyen un paquete unitario que tiene uno o mas recipientes
que contienen ADN polimerasas quiméricas de la invencién y composiciones de las mismas. En algunas
realizaciones, la presente invencién proporciona kits que incluyen adicionalmente recipientes de diversos reactivos
usados para la sintesis polinucleotidica, incluyendo la sintesis en PCR.

Los kits de la invencion de acuerdo con la presente invencion también pueden contener uno o mas de los siguientes
elementos: precursores polinucleotidicos, cebadores, tampones, instrucciones y controles. Los kits pueden incluir
recipientes de reactivos mezclados juntos en las proporciones adecuadas para realizar los métodos de acuerdo con
la invencion. Los recipientes de reactivo contienen preferiblemente reactivos en cantidades unitarias que eluden las
etapas de medicion al realizar los métodos objeto.

Ejemplos

Ejemplo 1. Disefios de quimeras de ADN polimerasas KOD y Pfu

Las dos enzimas seleccionadas para incluir en este experimento fueron ADN polimerasa Pyroccocus furiosus (Pfu) y
ADN polimerasas Thermococcus Kodarensis (KOD). Las dos enzimas tienen una estructura de dominio similar y
tienen una identidad del 79 % a nivel aminoacidico usando alineamientos blastP (véase la Tabla 2). Las estructuras
de dominio de Pfu y KOD se ilustran en la figura 1.
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Tabla 2. Alineamiento ClustalW de Pfu y KOD

PFU 1 MILDVDYITEEGKPVIRLFKKENGKFKIEHDRTFRPYIYALLRDDSKIEEVKKITGERHG 60
KOD 1 NORNE |« Grmp 5 Tovenas E....¥Y....E..F....K...A........ A.... 60

PFU 61 KIVRIVDVEKVEKKFLGKPITVWKLYLEHPQDVPTIREKVREHPAVVDIFEYDIPFAKRY 120
KOD 61 TV.IVKR....Q..... R VE: 59 Fdseivs B DTy O 120

PFU 121 LIDKGLIPMEGEEELKILAFDIETLYHEGEEFGKGPIIMISYADENEAKVITWKNIDLPY 180
KEOD 121 ...... Vel s Maw wwmmemma i o bW O PR EG.Revisas V.... 180

PFU 181 VEVVSSEREMIKRFLRIIREKDPDIIVTYNGDSFDFPYLAKRAEKLGIKLTIGRDGSEPK 240
KOD 181 .D...T....uennnn VVK..... VLI..... N...A..K..C..... NFAL........ 240

PFU 241 MQRIGDMTAVEVKGRIHFDLYHVITRTINLPTYTLEAVYEAIFGKPKEKVYADEIAKAWE 300
KOD 241 I..M..RF............. P..R. it iiiiinnns Vo.Qownnns E..TT... 300

PFU 301 SGENLERVAKYSMEDAKATYELGKEFLPMEIQLSRLVGQPLWDVSRSSTGNLVEWFLLRK 360
KOD 301 T........ Reviansns Veieeonaannnn A..... T 360

PFU 361 AYERNEVAPNKPSEEEYQRRLRESYTGGFVKEPEKGLWENIVYLDFRALYPSIIITHNVS 420
KOD 361 ...... L.....D.K.LA..~.Q..E.. Y..... 2 1 T 419

PFU 421 PDTLNLEGCKNYDIAPQVGHKFCKDIPGFIPSLLGHLLEERQKIKTKMKETQDPIEKILL 480
KOD 420 ..... R....E..V...... R....Foooinonn. [0 I K...A.I....RK.. 479

PFU 481 DYRQKAIKLLANSFYGYYGYAKARWYCKECAESVIAWGRKYIELVWKELEEKFGFKVLYI 540
KOD 480 ....R...I....Y....... 3 E..TMTI..I...Y....I.S 539

PFU 541 DIDGLYATIPGGESEEIKKKALEFVKYINSKLPGLLELEYEGFYKRGFFVTKKRYAVIDE 600
KOD 540 ....FF..... ADA.TV....M..L....A....A..... teesssesennas K.ooonn 599

PFU 601 EGKVITRGLEIVRRDWSEIAKETQARVLETILKHGDVEEAVRIVKEVIQKLANYEIPPEK 660
KOD 600 ...IT. .. ..o inennnennnnns AL..D....K........ TE..SK..V.... 659

PFU 661 LAIYEQITRPLHEYKAIGPHVAVAKKLAAKGVKIKPGMVIGYIVLRGDGPISNRAILAEE 720
KOD 660 .V.H..... D.KD...T........ R...R....R..T..5....K.5.R.GD...PFD. 719

PFU 721 YDPKKHKYDAEYYIENQVLPAVLRILEGFGYRKEDLRYQKTRQVGLTSWLNIKKS* 776
KOD 720 F..T...vinnennnnnn. R SA..KP.GT* 775

PFU (SEQ ID NO:9)
KOD (SEQ ID NO:11)

Pfu y KOD tienen caracteristicas fenotipicas muy distintas, en particular, con respecto a la tasa de elongacion,
capacidad de procesamiento y tasa de error (véase la Tabla 3):

5
Tabla 3
Pfu KOD
Tasa de elongacion: 25nt/s  106-138 nt/s (Takagi y col. 1997)
Capacidad de procesamiento: >20 nt ~300 nt (Takagi y col. 1997)
Tasa de error (mutaciones/nt/duplicacion): 1,5 x 10° 4,45 x 10° (datos internos)

Por lo tanto, el objetivo era encontrar combinaciones quiméricas de estas dos enzimas que mostrasen la tasa de
error comparable a Pfu (2,0 x 10'6) con la capacidad de procesamiento y/o tasa de elongacion comparable a KOD

10 (~300 nt/s y 106-138 nt/s respectivamente). Una enzima con las caracteristicas que se han mencionado
anteriormente tiene utilidad como una enzima fuerte, rapida y precisa para PCR.

Se insertaron sitios de restriccion en la secuencia nucleotidica optimizada por codén de polimerasas KOD y Pfu en

posiciones que flanquean aproximadamente el dominio de la polimerasa de las enzimas (véase el Ejemplo 2). Por
15 ejemplo, los sitios Pvull y EcoRI que flanquean el dominio de polimerasa (el dominio de palma y dedos) se usaron
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para reemplazar el dominio polimerasa de Pfu con el de KOD para generar la quimera considerada Pod (figura 2).
Esta quimera contiene el dominio N-terminal, el dominio 3'-5' exonucleasa y el dominio de pulgar de Pfu y el dominio
de la palma y los dedos de KOD. El intercambio reciproco, produciendo la quimera Kofu, se generd reemplazando el
dominio polimerasa (palma y dedos) de KOD con el de Pfu.

Ejemplo 2. Optimizacién de coddn vy sintesis de ADN polimerasas Pyrococcus furiosus y Thermococcus
kodakarensis

Las secuencias de ADN nativas para polimerasa Pyrococcus furiosus | (SEQ ID NO: 1) y polimerasa Thermococcus
kodakarensis | (SEQ ID NO: 2) se recuperaron de Genbank. Estas dos secuencias de ADN estaban optimizadas por
codon in silico por Codon Devices (Cambridge, Massachusetts) para su expresion en E. Coli resultante en la SEQ ID
NO: 3 para la secuencia de ADN del gen optimizado por coddén de polimerasa Pfu | y la SEQ ID NO: 4 para la
secuencia de ADN del gen optimizado por codén de polimerasa KOD I. Los dos genes optimizados por coddn se
sintetizaron quimicamente y se clonaron en pUC19 por Codon Devices (Cambridge, Massachussets) dando como
resultado la SEQ ID NO: 7 para la polimerasa Pfu | y la SEQ ID NO: 8 para la polimerasa KOD I.

Ejemplo 3: Clonacién de las secuencias polimerasa KOD vy Pfu | optimizadas por coddén en el vector de expresion
pKBexp.

Las construcciones pUC 19 optimizadas por codén de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 8) y Pfu (SEQ ID NO: 7) se
clonaron en el vector pKBexp como se indica a continuacion:

El vector pKBexp contiene dos sitios Eco31l con protuberancias no complementarias que permiten la clonacion
direccional de insertos usando una enzima de restriccion individual. Los genes de polimerasa KOD y Pfu se
disefiaron con dos sitios Eco31l flanqueantes que permitieron una clonacién direccional y en marco en pKBexp.

El ADN purificado del vector pKBexp se digirié con Eco31l y se purifico a partir de un gel de agarosa. Asimismo, las
construcciones de ADN pUC optimizadas por codéon KOD y Pfu (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 7) se digirieron con
Eco31l y los fragmentos de insertos de aproximadamente 2,3 kilobases se cortaron de un gel de agarosa y se
purificaron. Se ligaron 30 ng de genes de polimerasa KOD o Pfu con 15 ng de pKBexp digerido usando ADN ligasa
T4. Las reacciones de ligacion se purificaron y se usaron para transformar E. coli DH10B competente. Se hicieron
minipreps de ADN de clones resistentes a ampicilina. La presencia de insertos se confirmé por la digestion de los
minipreps con Xbal y Hindlll, dos enzimas que flanquean el inserto. La clonacion de la secuencia del gen de
polimerasa KOD en pKBexp considerada pKB11 y el gen de polimerasa Pfu en pKBexp considerado pKB14 se
confirmé por secuenciacion de ADN.

Ejemplo 4: Intercambio de dominios de secuencias de ADN de genes de polimerasa KOD y Pfu |

Las secuencias optimizadas con coddn de genes de la polimerasa KOD (SEQ ID NO: 5) y Pfu (SEQ ID NO: 3) | se
disefiaron con sitios de restriccion que flanquean aproximadamente los dominios de dedo y palma de la polimerasa
KOD y Pfus. La secuencia optimizada por codon de KOD contiene un sitio de restriccion Pvull y un sitio de
restriccion EcoRI. La secuencia optimizada por codén de Pfu contiene un sitio de restriccion Pvull y un sitio de
restriccion EcoRl.

El ADN purificado de pKB 11 y pKB 14 digirieron cada uno las enzimas de restriccion EcoRI y Pvull. El fragmento
grande (4,7 kb) y el fragmento pequefio (0,7 kb) de cada digestion se extrajeron por separado y se purificaron en gel
de agarosa. Los fragmentos pequefios de cada digestion de restriccion contenian los dominios de dedo y palma de
KOD y Pfu respectivamente. Los fragmentos grandes digeridos y purificados (que contenian el vector de expresion y
los fragmentos de polimerasa restantes) se desfosforilaron usando Shrimp Alkaline Phospate. La construccion
considerada POD se cre6 por ligacion de 30 ng del fragmento grande Pfu de 4,7 kb (residuos aa 1 a 335y 567 a 778
de ADN polimerasa Pfu con 10 ng del fragmento pequefio KOD de 0,7 kb (correspondiente a los residuos
aminoacidicos 336 a 565 de ADN polimerasa KOD SEQ ID NO: 11). Por lo tanto, POD incluye los dominios N-
terminal, exonucleasa y de pulgar de ADN polimerasa Pfu y los dominios de palma y dedo de KOD. La construccion
considerada Kofu se hizo por ligacién de 30 ng del fragmento grande KOD de 4,7 kb (correspondiente a los residuos
aminoacidicos 1 a 335 y 566 a 777 de ADN polimerasa KOD SEQ ID NO: 11) con 10 ng del fragmento pequefio Pfu
de 0,7 kb (correspondiente a los residuos aminoacidicos 336 a 566 de ADN polimerasa Pfu SEQ ID NO: 11). Por lo
tanto, Kofu incluye los dominios N-terminal, exonucleasa y de pulgar de ADN polimerasa KOD y los dominios de
palma y dedo de Pfu. Las reacciones de ligacion se usaron para transformar E. coli DH10B. La construccion de Pod
(SEQ ID NO: 13) y Kofu (SEQ ID NO: 14) se confirmd por secuenciacion de ADN. Las estructuras de dominio de
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POD y Kofu se ilustran en la figura 1. La expresion y la purificacion de las polimerasas quiméricas se hacen usando
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se revisa en la "Descripcién detallada de la invencion®.

Ejemplo 5. Termoestabilidad de KOD, Pfu, Kofu y Pod

Se incubaron 10 ng de cada enzima a 98 °C durante 240, 120, 60, 30, 15, 8, 4, 2, 1 0 0 min en un volumen de 10 pl
que contenia lo siguiente: Tris-HCI 20 mM pH 8,0, MgCl, 2 mM, (NH4),SO4 6 mM, KCI 25 0 50 mM (25 mM para Pfu
y Pod, 50 mM para KOD y Kofu). A cada tubo se le afiadieron 10 ul mezcla de cebador/plantilla después de la
incubacién con calor. La mezcla de cebador-plantilla contenia lo siguiente: Tris-HCI 20 mM pH 8,0, MgCl, 2 mM,
(NH4),S046 mM, dNTP 0,6 mM, 0,6 uM cada uno de los cebadores HPRT1-F1 (5'-tttggaaacatctggagtcct -3' (SEQ ID
NO: 40)) y HPRT1-R1 (5'- gcccaaagggaactgatagtc -3' (SEQ ID NO: 41)), 2 ng de ADN gendmico humano por pl, y
KCl 25 o0 50 mM (25 mM para Pfu y Pod, 50 mM para KOD y Kofu). Las amplificaciones se realizaron con el
siguiente protocolo de ciclado: 3 minutos a 95 °C, 35 x (20 segundos a 98 °C, 20 segundos a 60 °C, 20 segundos a
72 °C), 20 segundos a 72 °C. Los productos de PCR se analizaron sobre un gel de agarosa (véase la figura 3).
Como se ilustra en la figura 3, no se observé amplificacion para Pfu después de la pre-incubacién de la enzima
durante 4 horas a 98 °C. Por el contrario, KOD, Kofu y Pod fueron capaces de amplificar un producto de PCR en
todos los puntos temporales ensayados.

Ejemplo 6. Ensayos de fidelidad

La fidelidad de las enzimas se determin6d por un método similar al descrito por Cline y col. y referencias en el mismo
(Nucl. Acids Res., 1996, 24(18): 3546-3551). Lacl se amplifico por PCR a partir de E. coli y se cloné en pUC19 para
degenerar pKB-LaclQZalfa plasmidico (SEQ ID NO: 17). pKB-LaclQZalfa sirvi6 tanto como plantilla para la
amplificacion por PCR de Lacl en los ensayos de fidelidad como un vector para la clonacion del Lacl amplificado en
cribado de colonias azul/blanco.

Se configuraron 2 x 50 pul reacciones PCR (para cada enzima), usando 70 ng de plantilla plasmidica pKB-LaclQZalfa
(equivalente a 25 ng de diana lacl) y 2,5 U de cada enzima para amplificar el fragmento laclOZalfa de 1.386 Kb. Las
condiciones de PCR fueron como se indica a continuacién: La amplificacion con Pfu y Pod se hizo en tampén Pfu
(Fermentas); KOD y Kofu en Novagen tampdn KOD 1. Concentraciones finales de MgCI2 2 mM, 0,4 uM cada uno de
los cebadores M13-40 (GTTTTCCCAGTCACGAC (SEQ ID NO: 42)) y PKBlac-1R (GGTATCTTTATAGTCCTGTCG
(SEQ ID NO: 43)) y 0,2 mM cada dNTP. Los parametros de ciclado para Pfu y Pod fueron: 94 °C 4 minutos, 30 x
(94 °C 15 segundos, 55 °C 15 segundos, 72 °C 3 minutos), 72 °C 6 minutos. Los parametros de ciclado para KOD y
Kofu fueron: 94 °C 2 minutos, 30 x (98 °C 15 segundos, 55 °C 2 segundos, 72 °C 20 segundos), 72 °C 30 segundos.

El rendimiento de los productos de PCR se cuantificaron por medio de electroforesis en gel y se calculé el nimero
de duplicaciones de la plantilla. Los productos de PCR se digirieron con Xbal, Ncol y Dpnl, se purificaron en gel (sin
exposicion a luz UV) y se ligaron en pKB-LaclQZalfa digerido con Xbal-Ncol. E. coli se transformé con las mezclas
de ligacion y las células se pusieron en placas sobre placas de LB-Amp-X-gal. El nimero de colonias de color azul,
colonias de color blanco y el numero total de colonias se registraron. La tasa de error f se calculé6 como f = -In(F)/(d x
(pb)), donde F = fracciéon de colonias de color blanco ((colonias totales menos colonias de color azul)/colonias
totales), d = numero de duplicaciones de plantilla y b = 349 (Gnicamente se puntian 349 pb del amplicén /acl). Se
resumen resultados ejemplares en la Tabla 4. Como se muestra en la Tabla 4, Pfu y Kofu tienen una fidelidad similar
y su fidelidad es mayor que la de KOD y Pod.

45
Tabla 4: Fidelidad de KOD, Pfu, Kofu y Pod
Colonias de color . . Colonias de color Colonias Fidelidad f (x 10°
Duplicaciones 6
blanco azul totales )
KOD 21130 7,77 246 21376 4,27
Pfu 19270 7,76 77 19347 1,47
Kofu 12817 5,8 39 12856 1,50
Pod 22039 7,19 221 22260 3,98

50

Ejemplo 7. Ensayos de la capacidad de procesamiento

La capacidad de procesamiento puede determinarse y calcularse usando ensayos descritos en (Wang y col. Nucl.
Acids Res, 2004, 32(3): 1197-1207; y Von Hippel y col. NY Acad Sci 1994; 726: 118-131). En resumen, se afiaden
0,8 pmoles de un cebador marcado con 5'FAM (-40M13LFF, 5'FAM-
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GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCC-3' (SEQ ID NO: 44)) a 1,6 pmoles de ADN ssM13mpl8 en
presencia de Tris-HCI 20 mM pH 8,0, KCI 25 mM, MgCI2 2,5 mM, dNTP 0,3 mM en un volumen de 16 pl. El cebador
se hibrida a la plantilla por calentamiento a 95 °C durante 2 minutos seguido de enfriamiento lento a 72 °C en un
termociclador a una velocidad de 0,1 °C/segundo, incubacién durante 10 minutos a 72 °C y enfriamiento adicional a
0,1 °C/segundo a 4 °C. Las polimerasas se diluyeron en Tris-HCI 20 mM pH 8,0, KCI 25 mM. La plantilla cebada y
las polimerasas diluidas se calientan a 72 °C y la reaccién se inicia afiadiendo 4 ul de polimerasa diluida a 16 ul de
plantila cebada. Las polimerasas se diluyen para dar relaciones de polimerasa:plantilla de 1:10-1:10000. Las
reacciones se terminan después de diversos puntos temporales afiadiendo EDTA a una concentracion final de
10 mM.

Las reacciones de extension se analizaron en un analizador genético ABI 3130XL. La longitud media del producto se
determina para cada reaccion. La longitud media del producto se define como la longitud del producto a la que la
intensidad de fluorescencia total de todos los productos hasta esa longitud equivale al 50 % de la suma de las
intensidades de fluorescencia de todos los productos detectables. Las trazas para estas muestras donde la longitud
media del producto no cambia con un cambio en la concentracién de la polimerasa o el tiempo de incubacion se
usan para calcular la de procesamiento de acuerdo con Von Hippel y col. (Von Hippel y col. NY Acad Sci 1994;
726:118-131). Cada pico (l) con un nivel de fluorescencia significativamente por encima del nivel de base se integra
para dar la intensidad de fluorescencia de ese pico (ni). La intensidad de fluorescencia total (nT) es la suma de la
fluorescencia de todos los picos. Los datos de integracion se representan como log(ni/nT) frente a n-1, donde n es el
nimero de nucledtidos incorporados. Los datos se adaptan a la siguiente ecuacion: log(ni/nT) = (n-1)logPi + log(1-
Pi). Pi, el factor de capacidad de procesamiento microscopica, se define como la probabilidad de no terminar la
extension en la posicion i. La longitud de extensién de cebador promedia se determina a partir de 1/(1-Pi).

Ejemplo 8. Resistencia a la sal de KOD, Pfu, Kofu y Pod

Estudios anteriores (Pavlov y col. (2002) Proc Natl Acad Sci. 99(21), 13510-13515; Wang y col. (2004) Nucl Acids
Res. 32(3), 1197-1207) han mostrado que hay una relacion directa entre el aumento de la tolerancia de las
polimerasas a la sal y la capacidad de procesamiento de las polimerasas. Para todas las polimerasas ensayadas (de
la familia A o la familia B), se descubrié que las polimerasas con un aumento de la tolerancia a la sal también tienen
un aumento de la capacidad de procesamiento. Por lo tanto, se compar6 la tolerancia a la sal de estas quimeras con
la de las polimerasas precursoras como un indicador de la capacidad de procesamiento.

La concentracion de proteinas de las KOD, Pfu, Kofu y Pod purificadas se determiné usando un Bioanalyzer 2100
(Agilent, Santa Clara, CA, Estados Unidos) con el kit Protein 230 del mismo proveedor. Las polimerasas se
ensayaron en PCR en tiempo real con cantidades crecientes de KCI afiadido. Las reacciones se realizaron en un
volumen de 20 ul que contenia Tris-HCI 20 mM pH 8,0, (NH4).SO4 6 mM, MgCl, 2 mM, DMSO al 3 %, 10 ng de
polimerasa, 20 ng de ADN gendémico humano, 0,3 mM cada dNTP, 0,25X SYBR verde (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Estados Unidos). Se preparé una reserva diluida 20X SYBR verde en DMSQO), 0,3 uM de cebador directo HPRT1-F1
(5'-tttggaaacatctggagtect -3' (SEQ ID NO: 40)) y 0,3 uM de cebador inverso HPRT1-R1(5'- gcccaaagggaactgatagtc -
3' (SEQ ID NO: 41)). Se afiadié KCI a concentraciones finales de 10, 25, 50, 75, 100 o 125 mM. La amplificacion por
PCR se realiz6 en un termociclador de tiempo real Corbett 6000 HRM (Corbett Life Science, Sidney, Australia) con el
siguiente protocolo de ciclado: 3 minutos a 95°C, 40 ciclos de (10 segundos a 95 °C, 20 segundos a 60 °C,
20 segundos a 72 °C, adquisicién de datos), seguido de una etapa de andlisis de curva de fusién de: ascenso de
72 °C a 95 °C en etapas a 1 °C, esperar durante 5 segundos antes de la adquisicion de datos al final de cada etapa.
Se analizaron 8 ul de cada muestra en un gel de agarosa al 1,5%. Se cargaron 5 pul de mezcla Fermentas
GeneRuler™, cat N° SM0333 (Fermentas, Vilnius, Lituania) sobre el gel como un marcador de ADN. Se muestran
resultados ejemplares en la figura 4.

Ejemplo 9. Tolerancia a TMAC de KOD, Pfu, Kofu y Pod

Las sales que contienen tetrametilamonio mejoran las reacciones por PCR como se muestra por Kovarova y col.
(Kovarova, M. y Draber, P.; Nucl. Acids Res. (2000) 28(13) e70-). Una de dichas sales es cloruro de tetrametilamonio
(TMAC). Por lo tanto, se comparé la tolerancia a TMAC de estas quimeras con la de las polimerasas precursoras.

Las polimerasas se ensayaron por PCR en tiempo real con cantidades en aumento de TMAC afiadido. Las
reacciones se realizaron en un volumen de 20 pl que contenia Tris-HCl 20 mM pH 8,0, (NH4)2SO4 6 mM, MgCl,
2 mM, KCI 25 mM, 10 ng de polimerasa, 20 ng de ADN gendmico humano, 0,3 mM cada dNTP, 0,25X SYBR Verde
(Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos. Se prepar6 una reserva diluida 20X SYBR Verde en DMSO), 0,3 uM de
cebador directo HPRT1-F1 (5'-tttggaaacatctggagtcct -3' (SEQ ID NO: 40)) y 0,3 uM de cebador inverso HPRT1-
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R1(5'- gcccaaagggaactgatagtc -3' (SEQ ID NO: 41)). Se afnadi6 TMAC a concentraciones finales de 0, 10, 20, 40, 60,
80, 100 o 120 mM. La amplificacion por PCR se realiz6 en un termociclador de tiempo real Corbett 6000 HRM
(Corbett Life Science, Sidney, Australia) con el siguiente protocolo de ciclado: 3 minutos a 95 °C, 40 ciclos de
(10 segundos a 95 °C, 20 segundos a 50 °C, 20 segundos a 72 °C, adquisicion de datos), seguido de una etapa de
analisis de curva de fusion de: ascenso de 72 °C a 95 °C en etapas a 1 °C, esperar durante 5 segundos antes de la
adquisicion de datos al final de cada etapa. Se analizaron 8 ul de cada muestra sobre un gel de agarosa al 1,5 %. Se
cargaron 5 ul de mezcla Fermentas GeneRuler™, cat no. SM0333 (Fermentas, Vilnius, Lituania) sobre el gel como
un marcador de ADN. Se muestran resultados ejemplares en la figura 5.

Ejemplo 10. Quimeras adicionales de polimerasa KOD y Pfus

Este ejemplo esta disefiado para mostrar que las posiciones en las que el intercambio entre dominios tiene lugar
pueden variar.

Se hacen quimeras adicionales intercambiando los dominios de palma y dedo de las polimerasas KOD y Pfu donde
la posicion exacta del intercambio varia ligeramente en comparacién con las posiciones para Kofu y Pod. Se hace
Kofu-Il (SEQ ID NO: 26) reemplazando los residuos aminoacidicos 305 a 615 de KOD (SEQ ID NO: 12) con los
aminoacidos 305 a 616 de Pfu (SEQ ID NO: 10). Pod-ll (SEQ ID NO: 27) se hace reemplazando los aminoacidos
305 a 616 de Pfu (SEQ ID NO: 10) con los aminoéacidos 305 a 615 de KOD (SEQ ID NO: 12).

Kofu-1ll (SEQ ID NO: 28) se hace reemplazando los residuos aminoacidicos 396 a 564 de KOD (SEQ ID NO: 12) con
los aminoé&cidos 397 a 565 de Pfu (SEQ ID NO: 10). Pod-1ll (SEQ ID NO: 29) se hace reemplazando los amino&cidos
397 a 565 de Pfu (SEQ ID NO: 10) con los aminoacidos 396 a 564 de KOD (SEQ ID NO: 12).

La secuencia aminoacidica de las quimeras Kofu-Il, Pod-Il, Kofu-lll y Pod-Ill se traducen de forma inversa y se
optimizan con coddn para su expresion en E. coli. Se afiaden secuencias nucleotidicas adicionales que contienen
sitios de restriccion Eco31l a los extremos 5' y 3' de la construccién para facilitar la clonacién en un vector de
expresion. Mas especificamente, las secuencias 5' y 3' pueden disefiarse de manera que las protuberancias,
después de la digestion del ADN con Eco3ll, sean complementarios con las protuberancias en un vector de
expresion particular (por ejemplo, pKB). La optimizacion por codon y la sintesis génica se realizan por GeneArt
Gmbh. La expresion y la purificacion de las polimerasas quiméricas se realizan usando métodos conocidos en la
técnica, por ejemplo, como se revisa, en la "Descripcion detallada de la invencién". La termoestabilidad, fidelidad,
capacidad de procesamiento, resistencia a la sal y resistencia a TMAC de las polimerasas quiméricas se determinan
como se describe en los Ejemplos 5 a 9.

Ejemplo 11. Quimeras de polimerasas T. litoralis y 9 grados N-7

Las quimeras 9NIli y Li9N estan disefiadas en base al alineamiento en la figura 1. Pueden hacerse intercambiando
los dominios de palma y dedo entre las ADN polimerasas de T. litoralis y Thermococcus sp. 9 grados N-7. La
identidad de secuencia total entre estas dos polimerasas es del 77 % sobre el nivel aminoacidico.

La quimera 9NIi puede hacerse reemplazando la region de palma y dedo de la polimerasa 9N con la regién de palma
y dedo de la polimerasa T. litoralis. En este ejemplo particular, 9NIli se hace reemplazando los aminoacidos 347 a
580 de polimerasa 9N (SEQ ID NO: 18) con los aminoacidos 349 a 583 de polimerasa T. litoralis (SEQ ID NO: 19).
La secuencia de la region codificante de 9NIi se proporciona como la SEQ ID NO: 20.

La quimera LiN9 puede hacerse reemplazando el dominio de palma y dedo de la ADN polimerasa de T. litoralis con
el dominio dedo de la ADN polimerasa de 9 grados Norte. En este ejemplo particular, LIN9 se hace reemplazando
los aminoacidos 349 a 583 de polimerasa T. litoralis (SEQ ID NO: 19) con los aminoacidos 347 a 580 de polimerasa
de 9 grados N-7 (SEQ ID NO: 18). La secuencia de la region codificante de LiN9 se proporciona como la SEQ ID
NO: 21.

Ejemplo 12. Quimeras de ADN polimerasas tipo B T. gorqonarius y T. Zilligii

Las quimeras GoZi y ZiGo estan disefiadas en base al alineamiento en la figura 1. Se hacen intercambiando los
dominios de palma y dedo entre las ADN polimerasas de T. gorgonarius y T. zilligii. La identidad de secuencia total
entre estas dos polimerasas es del 94 % sobre el nivel aminoacidico.

La quimera GoZi puede hacerse reemplazando la region de palma y dedo de la polimerasa T. gorgonarius con la
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region de palma y dedo de la polimerasa T. Zzilligii. En este ejemplo particular, GoZi se hace reemplazando los
aminoacidos 391 a 559 de polimerasa T. gorgonarius (SEQ ID NO: 22) con los aminoacidos 391 a 559 de
polimerasa T. zilligii (SEQ ID NO: 23). La secuencia de la quimera GoZi resultante se proporciona como la SEQ ID
NO: 24.

La quimera ZiGo puede hacerse reemplazando el dominio de palma y dedo de la ADN polimerasa de T. Zilligii con el
dominio dedo de la ADN polimerasa de T. gorgonarius. En este ejemplo particular, ZiGo se hace reemplazando los
aminoacidos 391 a 559 de polimerasa T. zilligii (SEQ ID NO: 23) con los aminoéacidos 391 a 559 de polimerasa T.
gorgonarius (SEQ ID NO: 22). La secuencia de la region codificante de ZiGo se proporciona como la SEQ ID NO: 25.

Secuencias de ADN nativo de Pfuy KOD
Secuencia 1 (SEQ ID NO: 1)

ES 2 571446 T3

Tabla 5. Secuencias

>Secuencia nucleotidica Pfu nativa de secuencia genomica (N° Ac. AE010147)

1

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
lgel
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ATGATTTTAG
ARAGAGAACG
CTTCTCAGGG
AAGATTGTGA
ACCGTGTGGA
RGAGAARCATC
CTCATCGACA
GATATAGAAA
AGTTATGCAG
GTTGAGGTTG
RAGGATCCTG
AARAAGGGCAG
ATGCAGAGRA
TATCATGTAA
GCAATTITTTG
AGIGGAGAGA
GAACTCGGGA
TTATGGGATG
GUCTACGARA
CTCAGGGAGA
ATAGTATACC
CCCGATACTC
AAGTTCTGCA
AGACARAAGA
GACTATAGAC
GCARRRGTAR
TACATCGAGT
GRCACTGATG
GCTCTAGAAT
GARGGGTTTT
GAAGGARARG
AAAGAAACTC
GIGAGAATAG
CTICGCAATAT
GTAGCTIGITG
GGATACATAG
TACGATCCCA
GCGGTACTITA
RACRAGACAAG

ATCTGCATTIA
GARARATTTAR
ATGATTCAAA
GARTTGTITGA
ARACTTTATIT
CAGCAGITGT
AAGGCCTAAT
CCCTCTATCA
ATGARAATGA
TATCAAGCGA
ACATTATAGT
AARARCTTGG
TAGGCGATAT
TARCRAGGAC
GRARGCCARR
ACCTTGAGRG
ARGARTTCCT
TTICAAGGTC
GARACGAAGT
GCTACACACG
TAGATTTTAG
TARATCTTGA
AGGACATCCC
TTAAGACARA
AARARAGCGAT
GATGGTACTG
TAGTATGGAA
GTCTICTATGC
TTGTAAARATA
ATAAGAGGGG
TCATTACTCG
AMAGCTAGAGT
TAAARGRAGT
ATGAGCAGAT
CARRGAAACT
TACTTAGAGG
AARAGCACAA
GGATATTGGA
TCGGCCTAAC

Secuencia 2 (SEQ ID NO:2)

CATAMACTGAA
GATAGAGCAT
GATTGAAGAA
TGTAGAGAAG
GGARACATCCC
GGACATCTTIC
ACCAATGGAG
CGAAGGAGAA
AGCAAAGGTG
GAGAGAGATG
TACTTATAAT
GATTAAATTA
GACGGCTIGTA
ARTARATCTC
GGRAGAAGGTA
AGTTGCCRRA
TCCAATGGRA
AAGCACAGGG
AGCTCCARAC
TGGATTCGTIT
AGCCCTATAT
GGGATGCAAG
TGGTTTTATA
AATGAAGGRA
AARACTCTTA
TAAGGAGTST
GGAGCTCGAA
ARCTATCCCA
CATRAATTCA
ATTCITCGTT
TGGTTTAGARG
TTITGGAGACA
ARTACAAARG
AACAAGACCA
AGCTGCTAAA
CGATGGTCCA
GTATGACGCA
GGGATTTGGA
TTCCTGGCTT

GAAGGAARAC
GATAGARACTT
GTTAAGAAAA
GTTGAGARAAR
CAAGATGTITC
GARTACGATA
GGGGAAGAAG
GAGTTTGGAA
ATTACTTGGA
ATAAAGAGAT
GGAGACTCAT
ACCATTGGAA
GAAGTCAAGG
CCRACATACA
TACGCCGACG
TACTCGATGG
ATTCAGCTTT
ARCCTTGTAG
AAGCCARGTG
ARAGAGCCAG
CCCTCGATTA
AARCTATGATA
CCAAGTCICT
ACTCAAGATC
GCARAATTCTT
CCTGAGAGCG
GAAAMAGTTIG
GGAGGAGAAA
AAGCTCCCTG
ACGAAGAAGA
ATAGTTAGGA
ATACTAARAC
CTTGCCAATT
TTACATGAGT
GGAGTTAARA
ATTAGCAATA
GAATATTACA
TACAGAAAGG
AACATTAARA

CTGLTATTAG
TTAGACCATA
TARCGGGGGA
AGTTTCTCGG
CCACTATTAG
TTCCATTTGC
AGCTAARGAT
BAGGCCCAAT
ARPACATAGA
TTCTCAGGAT
TCGACTICCC
GAGATGGAAG
GAAGAATACA
CACTAGAGGC
RGATAGCAAA
AAGATGCAAR
CARAGATTAGT
AGTGGTTCTT
AAGAGGAGTA
AARAAGGGGTT
TAARTTACCCA
TCGCTCCICA
TGGGACATTT
CTATAGAARA
TCTACGGATA
TTACTGCCTIG
GATTTAAAGT
GTGAGGAART
GACTGCTAGR
GGTATGCAGT
GAGATTGGAG
ACGGAGATGT
ATGAAATTCC
ATAAGGCGAT
TAAAGCCAGG
GGGCAATTCT
TTGAGAACCA
RAGACCTCAG
AATCCTAG

24

GCTATTCAAR
CATTTACGCT
AAGGCATGGA
CAAGCCTATT
AGRARAAGTT
BARGAGATAC
TCTITGCCTTC
TATAATGATT
TCTTCCATAC
TATCAGGGAG
ATATTTAGCG
CGAGCCCAAG
TTICGACTIG
TGTATATGAA
AGCCTGGGAA
GGCAACTTAT
TGGACARCCT
ACTTAGGARA
TCARAGAAGG
GTGGGARARC
CAATGTTICT
AGTAGGCCAC
GTTAGAGGAA
ARTACTCCTT
TTATGGCTIAT
GGGAAGAAAG
CCTCTACATT
ARAGAAAARG
GCTTGAATAT
AATAGATGRA
TGAAATTGCA
TGAAGAAGCT
ACCAGAGARG
AGGTCCTCAC
AATGGTAATT
AGCTGAGGRA
GGTTCTTCCA
ATACCAAAAG
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>Secuencia nucleotidica KOD nativa (de secuencia genomica, N° Ac. AP006878)

1
Bl
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ATGATCCTCG
AAGGAAAACG
CICCTGARAGG
ACGGTTGTAA
GAGGTCTGGA
CGAGAGCATC
CTCATAGACA
GACATTGARAR
AGCTACGCCG
GTTGACGTCG
RRARGACCCGG
AAGCGCTGTG
ATTCAGRGGA
TATCCTGIGA
GCCGTCTTCG
ACCGGCGAGA
GAGCTTGGGA
CTCTGGGACG
GCCTATGAGA
CGGCAGAGCT
GTGTACCTAG
GATACGCTCA
TTCTGCAAGG
CAGAAGATAA
TACAGGCAGA
AGGGCGCGCT
ATAACGATGA
ACCGACGGAT
ATGGAGTTCC
GGCTTCTACA
GGCAAGATAA
GAGACGCAGG
AGGATAGTCA
GTGATCCACG
GCCGTTGCCA
TACATCGTGC
GACCCGACGA
GTTGAGAGAA
AGACAGGTTG

ACACTGACTA
GCGAGTTTAA
ACGATTCTGC
CGGTTAAGCG
AMCTCTACTT
CAGCAGTTAT
AGGGATTAGT
CTCTCTACCA
ACGAGGAARGG
TCTCGACGGA
ACGTTCTCAT
AARAGCTCGG
TGGGCGACAG
TARGACGGAC
GTCAGCCGAA
ACCTTGAGAG
AGGAGTTCCT
TCTCCCGCTC
GGAATGAGCT
ATGAAGGAGG
ATTTTAGATC
ACAGAGAAGG
ACTTCCCAGG
AGAAGAAGAT
GGGCCATCAA
GGTACTGCAA
CCATCAAGGA
TTTTTGCCAC
TCAAGTATAT
AACGCGGCTT
CAACGCGCGG
CGAGGGTTCT
AAGAAGTTAC
AGCAGATAAC
AGAGGTTGGC
TCAAGGGCTC
AGCACAAGTA
TTCTGAGAGC
GTTTGAGTGC

CATAACCGAG
GATTGAGTAC
CATTGRGGAA
GGTTGAALAG
TACTCATCCG
TGACATCTAC
GCCAATGGAA
TGAGGGCGAG
GGCCAGGGTG
GAGGGAGATG
AACCTACAAC
AATAARCTTC
GITTGCCGTC
GATAARCCTG
GGAGARGGTT
AGTCGCCCGC
TCCGATGGAG
CAGCACTGGC
GGCCCCGAAC
CTATGTAAAA
CCTGTACCCC
ATGCAAGGAA
ATTTATCCCG
GAAGGCCACG
GATCCTGGCA
GGAGTGTGCA
GATAGAGGAA
AATACCTGGA
CAACGCCAAA
CTTCGTCACG
ACTTGAGATT
TGAAGCTTTG
CGAAAAGCTG
GAGGGATTTA
CGCGAGAGGA
TGGGAGGATA
CGACGCCGAG
CTTCGGTTAC
TTGGCTGAAG

GATGGAAAGC
GACCGGACTT
GTCAAGARGA
GTTCAGAAGA
CAGGACGTCC
GAGTACGACA
GGCGACGAGG
GAGTTCGCCG
ATAACTTGGA
ATARAGCGCT
GGCGACAACT
GCCCTCGGAA
GAAGTGRAGG
CCCACATACA
TACGCTIGAGG
TACTCGATGG
GCCCAGCTTT

CTGTCATAAG
TIGAACCCTA
TAACCGCCGA
AGTTCCTCGG
CAGCGATAAG
TACCCTTCGC
AGCTGARAAT
AGGGGCCAAT
AGAACGTGGA
TCCTCCGTIGT
TCGACTTCGC
GGGATGGAAG
GACGGATACA
CGCTTGAGGC
AAATAACCAC
ARGATGCGAA
CTCGCTTAAT

AATTTTICAAG
CTTCTACGCC
GAGGCARCGGG
GAGACCAGTT
GGACAAGATA
CAAGCGCTAC
GCTCGCCTITIC
CCTTATGATA
TCTCCCCTAC
TGTGARGGAG
CTATCTGAAR
CGAGCCGAAG
CTTCGATCTIC
CGTTTATCAA
AGCCTGGGAR
GGTCACATAC
CGGCCAGTCC

AACCTCGTIG
AAGCCCGATG
GAGCCCGAGA
TCAATCATCA
TATGACGTTIG
AGCCTGCTTIG
ATTGACCCGA
AACAGCTACT
GAGAGCGTAA
AAGTACGGCT
GCCGATGCTG
CTTCCGGGCG
AAGAAGAAGT
GTGAGGCGTG
CTAAAGGACG
AGCAAGTACG
AAGGACTACA
GTCAAAATAC
GGCGACAGGG
TACTACATIG
CGCAAGGAAG
CCGAAGGGAA

Secuencias optimizadas por codon de Pfuy KOD
Secuencia 3 (SEQ ID NO: 3)

AGTGGTTCCT
AAAAGGAGCT
GAGGGTTGTG
TCACCCACAA
CCCCACAGGT
GAGACCTCCT
TCGAGAGGAA
ACGGTTACTA
CGGCCTGGGG
TTAAGGTAAT
AAACCGTCAA
CGCTTGAGCT
ATGCGGTGAT
ACTGGAGCGA
GTGACGTCGA
AGGTTCCGCC
AGGCAACCGG
GCCCTGGAAC
CGATACCGTT
AGAACCAGGT
ACCTGCGCTA
CTTGA

25

CCTCAGGAAG
GGCCAGAAGA
GGAGAACATA
CGTCTCGCCG
CGGCCACCGC
AGAGGAGAGG
GCTCCTCGAT
CGGCTATGCA
AAGGGAGTAC
CTACAGCGAC
AAAGAAGGCT
CGAGTACGAG
AGACGAGGAA
GATAGCGAAA
GAAGGCCGTG
GGAGAAGCTG
TCCCCACGTT
GGTGATAAGC
CGACGAGTTC
TCTCCCAGCC
CCAGAAGACG
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>Secuencia nucleotidica optimizada con coddn Pfu

1 ATGATICTGG ATGTGGACTA TATCACCGARA GAGGGCAAAC CGGTTATACG TTTATTTAAG
61 ARAGAGAATG GTAAATTCAR GATCGAGCAT GACCGCACGT TCCGTCCATA CATTTACGCG
121 TTGCTICGGG ATGATAGCAA AATTGAGGAA GTCAARRAGA TCACCGGGGA ACGTCATGGA
18l AAMATAGTAR GAATIGTGGA CGITGAAAAR GTCGAAAAGA AATTTCTGGG CAARACCGATC
241 ACTGTATGGA AGCTCTATCT GGARACATCCT CAGGATGTGC CCACAATTCG AGAARRAGTT
301 CGTGAGCACC CAGCCGTCGT GGATATATTT GAATATGACA TCCCTITTGC ARAARACGCTAC
36l TTAATTGATA AAGGCCTGAT CCCGATGGAG GGGGAAGAAG AACTTARARAT TCTGGCTTTT
421 GACATAGRAA CGCTCTATCA TGAGGGAGAA GAATTTGGCA AAGGTCCCAT CATTATGATT
481 TCTTACGCGG ATGAGAACGR AGCCAAGGTA ATCACTTIGGA AAARTATTGA CCTGCCGTAC
541 GITGAAGIGG TCAGITCAGA GCGGGAAATC ATTAAACGIT TITTACGCAT CATTAGAGAG
601 ARAGATCCAG ATATAATCGT TACATATAARC GGCGACTCCT TCGATTTTCC TTACCTGGCA
661 AMRACGAGCTG AAAARATTGGG TATTAAACTT ACCATCGGGC GTGACGGATC GGRACCGAAA
721 ATGCAACGCA TTGGCGATAT GACGGCGGTA GAGGIGARAG GICGGATACA CTTTGATCTG
781 TATCATGICA TCACCCGTAC TATTAATCTC CCCACATACA CGTTAGAARGC CGTTTATGAG
841 GCAATATTCG GCAAGCCGAR AGAAARAGTG TACGCTGACG ARATCGCGAA GGCATGGGAG
901 AGCGGUGAAA ACCTIGGAGCG CGTAGCAARAR TATTCTATGG AAGATGCTAR AGCGARCCTAC
961 GAATTGGGGA AAGAATTTCT TCCAATGGAR ATTCAGCTGA GTCGTTTAGT CGGACAACCT
1021 CTGIGGGACG TTTCACGCTC CTCGACTGGC AATCTCGTGG AGTGGTTCCT GTTGAGARAAR
1081 GCCTATGAAC GAAACGAAGT AGCACCGAAT AMACCARGCG AGGAAGARATA TCAGCGTCGC
1141 CTTCGCGAGT CTTACACAGG TGGGTTTGTT AAGGAACCGG AGARAGGTCT TTGGGAAAAC
1201 ATCGIGTATT TAGATTTCCG TGCGCTGTAC CCCAGTATTA TAATCACCCA CRATGTCTCA
1261 CCTGACACGC TCAACTTGGA AGGTTGCAAR AATTATCGATA TTGCTCCGCA AGTTGGACAT
1321 AAGTTTTGTA AAGATATTCC GGGCTTCATC CCGTCCCTGC TTGGTCACTT ACTGGAAGAG
1381 CGCCAAARAAR TTAAGACCAR AATGAAAGAG ACTCAGCGATC CCATTGAARAR GATCCTGCTC
1441 GATTACCGGC RARAAGCCAT TARATIGCTT GCAAACTCGT TTTATGGGTA CTATGGCTAT
1501 GCGRAGGCTC GTTGGTACTG CARAGAATGT GCCGAGAGCG TGACAGCATG GGGTCGCARA
1561 TATATAGRAT TAGTATGGRAR GGAGCTGGARAR GARARAATTCG GATTCAAAGT CCTGTACATC
1621 GATACGGATG GCCTCTATGC GACCATTCCT GGTGGGCAGT CTGAAGAAAT CAAGAAAMAA
1681 GCCTTGGRAT TCGTTAAGTA CATTAATAGT ARATTACCGG GACTGCTIIGA ACTGGAGTAT
1741 GAAGGCTTCT ACAARRAGAGS TITTTICGTT ACTAAGAAAC GATATGCCGT AATAGATGAA
1801 GAGGGGAAAG TCATCACACG TGGCCTICGAG ATIGTTCGCC GGGACTGGTC AGAGATAGCH
1861 ARGGAARACGC AGGCGCGCCGT GCTCGAAACC ATCTTGARAAC ATGGIGATGT AGAGGRAGCC
1921 GTCCGCATTG TTARAGAGGT GATCCAGAAG TTAGCARACT ATGAAATTCC ACCGGAAAAR
1981 CTGGCGATAT ACGAGCAAAT CACTCGICCC CTTCACGAAT ATAARAGCTAT TGGACCTCAT
2041 GTAGCCGTCG CGAAGRAACT GGCTGCRAAR GGCGTTAAGA TARAACCAGG TATGGTGATC
2101 GGGTACATTG TACTCCGCGG CGRCGGTCCG ATITCCARATA GAGCCATCTT GGUGGAGGAA
216l TATGATCCTA ARARGCATAA ATACGACGCT GARTATTACA TTGAGAACCA GGTCTIGCCG
2221 GCAGTTCTGC GGATACTTGA AGGATTTGGC TATCGTAAAG AAGATCTIGCG CTATCAAAAG
2281 ACGCGACAGG TGGGTCTGAC TAGCTGGTTG AATATCAAAA AATCGTAR

Secuencia 4 (SEQ ID NO:4)

26
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>Secuencia nucleotidica optimizada con codon Pfu, 9 nt adicional en area 5'

1

61
121
181
241
Im
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
186l
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ATGGCTAGCG
TTATTTAAGA
ATTTACGCGT
CGTCATGGARA
AARCCGATCA
GAARARAGTTC
ARACGCTACT
CTGGCTTTTG
ATTATGATTT
CTGCCGTACG
ATTAGAGAGR
TACCTGGCAR
GAACCGARAA
TTTSATCTGT
GITTATGAGG
GCATGGGAGA
GCGACCTACG
GGACAACCTC
TTGAGAPARG
CAGCGTCGCC
TGGGARRACA
AATGTCTCAC
GTTGGACATA
CTGGARAGAGC

CCATICIGGA
AAGAGAATGG
TGCTTCGGGA
AMATAGTARG
CTGTATGGAA
GTGAGCACCC
TAATTGATAA
ACATAGAARC
CTTACGCGGA
TTGAAGTGGT
AAGATCCAGA
AMCGAGCTGA
TGCAACGCAT
ATCATGTCAT
CARTATTCGG
GCGGCGAAAR
ARTTGGGGAA
TGTGGGACGT
CCTATGARACG
TTCGCGAGTC
TCGTGTATTT
CTGARCACGCT
AGTITTTGTAA
GCCARAAAART

ATCCTGCTICG
TATGGCTATG
GGTCGCRAAT
CIGTACATCG
AAGAAAMAAG
CTGCAGTATG
ATAGATGAAG
GAGATAGCAA
GAGGAAGCCG
CCGGARMAAAC
GGACCTCATG
ATGGTGATCG
GCGGAGGAAT

ATTACCGGCA
CGAAGGCTCG
ATATAGAATT
ATACGGATGG
CCTTGGAATT
AAGGCTICTA
AGGGGAAAGT
AGGAAACGCA
TCCGCATTGT
TGGCGATATA
TAGCCGTICGC
GGTACATTGT
ATGATCCTAA

GTCTTGCCGG
‘TATCARRAGA

CAGTTCTGCG
CGCGACAGGT

Secuencia 5 (SEQ ID NO:5)

TGTGGACTAT
TAARATTCAAG
TGATAGCARA
AATIGTGGAC
GCTCTATICTG
AGCCGTCGTG
AGGCCTGATC
GCTCTATCAT
TGAGAACGRAA
CAGTTCAGAG
TATAATCGTT
AARATTGGGT
TGGCGATATG
CACCCGTACT
CARGCCGARRA
CCTGGAGCGC
AGAATTTCTT
TTCACGCTCC
AAACGAAGTA
TTACACAGGT
AGATTTCCGT
CARCTTGGRA
AGATATTCCG
TAAGACCAAA
ARRAGCCATT
TIGGTACTGC
AGTATGGAAG
CCICTATGCG
CGTTAAGTAC
CAARAGAGGT
CATCACACGT
GGCGCGCGTG
TARAGAGGIG
CGAGCAAATC
GARGARACTG
ACTCCGCGGC
AARGCATAAA
GATACTTGAA
GGGTCTGACT

ATCACCGAAG
ATCGAGCATG
ATTGAGGARG
GTTGAARAAG
GAACATCCTC
GATATATTTG
CCGATGGAGG
GAGGGAGARAG
GCCAAGGTARA
CGGGARATGA
ACATATAARCG
ATTAARCTTA
ACGGCGGTAG
ATTAATCTCC
GARAARGTGT
GTAGCAAMAAT
CCRATGGARA
TCGACTGGCA
GCACCGARATA
GGGTTTGTTA
GCGCTGTACC
GGTTGCAAAA
GGCTTCATCC
ATGAAAGAGA

AGGGCARAACC
ACCGCACGTT
TCARARAGAT
TCGAAAAGARA
AGGATGTGCC
ARTATGACAT
GGGAAGARGA
AATTTGGCAR
TCRCTTGGAA
TTAAACGTTT
GCGACTCCTT
CCATCGGGCG
AGGIGAAAGG
CCACATACAC
ACGCTGACGA
ATTCTATGGA
TTCAGCTIGAG
ATCTCGTGGA
AACCAAGCGA
AGGAACCGGA
CCAGTATTAT
ATTATGATAT
CGICCCTGCT
CTCAGGATCC

AARTTGCTITG
AMAGRATGTG
GAGCTGGAAG
ACCATTCCTG
ATTAATAGTA
TTTTTCGTTA
GGCCTCGAGA
CTCGAARACCA
ATCCAGAAGT
ACTCGTCCCC
GCTGCAAAAG
GACGGTCCGAR
TACGACGCTG
GGATTTGGCT
AGCTGGTTGA

>Secuencia nucleotidica optimizada con codén KOD

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
9201
961
1021
1081
1141
1201
1261

ATGATTICTGG
AAMGAGAATG
TTACTGAAGG
ACAGTGGTAA
GAAGTGTGGA
CGCGAACATC
CTCATCGACA
GACATTGAAA
TCTTATGCGG
GTGGACGTCG
AAAGATCCAG
AAAAGATGCG
ATCCAGCGTA
TATCCGGTAA
GCAGTTTTIG
ACAGGCGAGA
GAATTGGGTA
CTGTGGGACG
GCATACGAGC
CGCCAATCCT
GTIGTATCTGG
GACACTTTGA

ATACCGACTA
GTGAGTTCAA
ACGATAGCGC
CCGTGAAGAG
AACTTTATTT
CAGCGGTCAT
AAGGCCTGGT
CACTTITATCA
ATGAAGAGGG
TTAGTACGGA
ACGTCTTAAT
AAAAGTTGGG
TGGGAGATCG
TTCGTCGCAC
GTCAACCGAA
ATCTGGAACG
AGGRATTTCT
TGICTCGAAG
GTAATGAACT
ATGAAGGCGG
ATTTCCGTTC
ATCGCGAGGG

TATCACGGARA
AATCGAGTAC
CATTGARGRA
AGTTGAAARA
CACTCACCCC
TGATATTTAC
GCCGATGGAA
CGAGGGGGAR
TGCCCGCGTA
ACGGGAAATG
TACCTATAAT
CATAAATTTC
CTTTIGCGGTT
TATCAACCTC
GGAAAAAGTT
TGTAGCCCGC
TCCAATGGAG
TTCAACGGGA
TGCCCCTAAC
TTACGTTARA
GCTCTACCCG
CTGTAAAGAA

GATGGCAAAC
GACCGCACTT
GTTAAAARAR
GTCCAGAAAR
CARGATGTTC
GAATATGATA
GGTGATGAAG
GAGTTITGCTG
ATAACCTGGA
ATCRARCGTT
GGIGATAACT
GCTCTITGGTC
GAAGTGAAAG
CCCACATACA
TACGCTGAGG
TATTCTATGG
GCGCAGCTGT
ARCCTCGTCG
AAACCGGATG
GAACCAGAGC
AGCATTATCA
TATGATGTCG

CAARACTCGIT
CCGAGAGCGT
AARAATTCGG
GTGGGGAGTC
AATTACCGGG
CTAAGAANCG
TTGTTCGCCG
TCTTGRAACA
TAGCAARCTA
TTCACGAATA
GCGTTAAGAT
TTTCCRATAG
AATATTACAT
ATCGTARAGA
ATATCARRRR

CGGTGATACG
TTGAGCCATA
TCACCGCAGA
AATITTIGGG
CGGCTATACG
TACCTTTIGC
AATTAAARAT
AGGGTCCCAT
AGARCGTTGA
TCCIGCGCGT
TTGATTTIGC
GAGACGGGTC
GCCGGATTICA
CGTTAGAAGC
AAATTACCAC
AGGATGCAAA
CGAGATTAAT
AATGGTTICT
AAAAGGAGCT
GGGGGTTATG
TTACCCACAA
CGCCGCAGGT

27

GGTTATACGT
CCGTICCATAC
CACCGGGGAR
ATTTCTGGGC
CACAATTCGA
CCCTTTTGCA
ACTTARAARTT
AGGTCCCATC
AAATATTGAC
TTTACGCATC
CGATTTTCCT
TGACGGATCG
TCGGATACAC
GTTAGAAGCC
AATCGCGARAG
AGATGCTAAA
TCGTTTAGIC
GTGGTTCCTG
GGARGARTAT
GARAGGTICTT
AARTCACCCAC
TGCTCCGCAR
TGGTCACTTA
CATTGARAAG
TTATGGGTAC
GACAGCATGG
ATTCAAAGIC
TGAAGAAATC
ACTGCTTGAA
ATATGCCGTA
GGACTGGTCA
TGGTGATGTA
TGAAARTICCA
TAARAGCTAIT
AAARCCAGGT
AGCCATCTTG
TGAGARCCAG
AGATCTGCGC
ATCGTAA

TATTTITAAG
TTTCTACGCG
GCGGCATGGG
ACGACCTGTA
TGATAAAATT
CAAGCGTTAC
GTTGGCATIC
CCTGATGATT
TCTCCCGTAC
AGTGAAAGAG
ATACCTGAAA
AGAGCCTAAA
TTTCGACCTG
CGTCTATGAG
TGCGTGGGAA
AGTTACCTAT
AGGGCAGAGC
GTTGCGGARAA
GGCACGCCGT
GGAAAATATC
CGTATCTCCC
TGGTCATAGA



1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

TTTTGCAAGG
CAAAAAATCA
TACCGCCAGC
CGTGCTCGCT
ATCACCATGA
ACAGACGGAT
ATGGAATTCC
GGGTTTTACA
GGCAAGATTA
GAAACACAGG
CGAATTGTARA
GTGATACACG
GCAGTCGCCA
TACATTGTAT
GATCCAACCA
GTTGAGCGTA
AGACAGGTGG

Secuencia 6 (SEQ ID NO:6)

ACTTCCCGGG
AAAAGAAAAT
GGGCCATCAA
GGTATTGTAA
CTATTAAGGA
TCTTTGCGAC
TTAAGTATAT
AACGCGGATT
CGACCAGAGG
CACGTGTCTT
AAGAAGTCAC
AACAAATCAC
AACGCCTCGC
TGAAGGGCTC
AACACAAATA
TACTGCGCGC
GTCTGTCCGC

ATTTATACCA
GAAAGCTACA
AATTTTGGCA
AGAGTGCGCC
GATAGARAGAG
GATTCCCGGT
AAATGCTAAA
CTTTGTTACT
CCTCGAGATT
GGAGGCATTA
CGAAAAACTT
TCGTGATCTG
GGCTCGGGGT
AGGTCGCATA
TGATGCCGAA
TTTCGGCTAT
ATGGCTCAAA
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AGTCTGCTTG
ATCGATCCGA
AACTCATATT
GAATCCGTGA
ARAATATGGTT
GCCGATGCAG
TTACCTGGTG
AAGAAAAAAT
GTACGGCGTG
CTGAAAGATG
TCTAAGTACG
AAAGACTATA
GTTAAAATTC
GGGGATAGAG
TACTATATTG
CGAAAGGAAG
CCTAAGGGAA CGTAA

:>Secuencia nucleotidica optimizada con coddn KOD, 9 nt adicional en area 5'

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1ls81
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ATGGCTAGCG
ATTTTTAAGA
TTCTACGCGT
CGGCATGGGA
CGACCTGTAG
GATAARATTC
AAGCGTTACC
TTGGCATICG
CTGATGATTT
CTCCCGTACG
GTGAAAGAGA
TACCTGAAAA
GAGCCTAAAA
TTCGACCIGT
GTCTATGAGG
GCGTGGGAAR
GTTACCTATG
GGGCAGAGCC
TTGCGGAAAG
GCACGCCGTC
GAAAATATCG
GTATCTCCCG
GGTCATAGAT
GAAGAGCGAC
CTGCTCGACT
GGGTACGCGC
CGTGAATACA
TACTCGGATA
AMAAAAGCGA
GAATACGAAG
GACGAGGAMG
ATCGCTAAMG
AAGGCGGTGC
GRGAARCTGG
CCGCATGTAG
GTGATCAGTT
GACGAGTTTG
TTGCCGGCGG
CARRAARCTA

CCATTCTGGA
AAGAGARTGG
TACTGAAGGA
CAGTGGTAAC
ARAGTGTGGAA
GCGAACATCC
TCATCGACARA
ACATTGAAAC
CTTATGCGGA
TGGACGTCGT
AAGATCCAGA
AARGATGCGA
TCCAGCGTAT
ATCCGGTAAT
CAGTTTTTGG
CAGGCGAGAA
RATTGGGTAA
TGTGGGACGT
CATACGAGCG
GCCAARTCCTA
TGTATCTGGA
ACACTTTGAA
TTTGCAAGGA
ARARAATCAA
ACCGCCAGCG
GTGCTCGCTG
TCACCATGAC
CAGACGGATT
TGGAATTCCT

TACCGACTAT
TGAGTTCARA
CGATAGCGCC
CGTGAAGAGA
ACTTTATTIC
AGCGGTICATT
AGGCCTGGIG
ACTTTATICAC
TGAAGAGGGT
TAGTACGGAA
CGICTTAATT
AARGTTGGGC
GGGAGATCGC
TCGTCGCACT
TCAACCGAAG
TCTGGAACGT
GGAATTTCTIT
GTCTCGAAGT
TAATGARCTT
TGAAGGCGGT
TITCCGTTCG
TCGCGAGGGC
CTTCCCGGGA
AARGARAATG
GGCCATCARA
GTATTGTAAA
TATTAAGGAG
CTTTGCGARCG
TAAGTATATA

GGTTTTACRA
GCAAGATTAC
AAACACAGGC
GAATTGTAAA
TGATACACGA

ACGCGGATTC
GACCAGAGGC
ACGTGTCTTG
AGARGTCACC
ACRAATCACT

ATCACGGAAG
ATCGAGTACG
ATTGAAGAAG
GTTGRARAAG
ACTCACCCCC
GATATTTACG
CCGATGGARG
GAGGGGGAARG
GCCCGCGTAA
CGGGARATGA
ACCTATAATG
ATAAATTTICG
TTTGCGGTTG
ATCAACCTCC
GAAAARAGTTT
GTAGCCCGCT
CCAATGGAGG
TCAACGGGAA
GCCCCTARCA
TACGTTARAG
CTCTACCCGA
TGTARAGAAT
TTTATACCAA
AARAGCTACAA
ATTTTIGGCAR
GAGTGCGCCG
ATAGRAGAGA
ATTCCCGGIG
AATGCTAAAT
TTTGTITACTA
CTCGAGATTG
GAGGCATTAC
GARARACTTT
CGTGATCTGA

CAGTCGCCARA
ACATTGTATT
ATCCAACCAA
TIGAGCGTAT
GACAGGTGGG

Secuencia 7 (SEO ID NO:7)

ACGCCTCGCG
GAAGGGCTCA
RCACARATAT
ACTGCGCGCT
TCTGTCCGCA

GCTCGGGGTG
GGTCGCATAG
GATGCCGAAT
TTCGGCTAIC
TGGCTCAARC

ATGGCARACC
ACCGCACTTT
TTAAAARRAT
TCCAGARARA
AAGATGTTCC
AATATGATAT
GTIGATGAAGA
AGTTTGCTGA
TAACCTGGAA
TCAAACGTTT
GTGATRACTT
CICTITGGTCG
AAGTGRARGG
CCACATACAC
ACGCTGAGGA
ATTCTATGGA
CGCAGCTGTC
ACCTCGTCGA
ARCCGGATGA
ARCCAGAGCG
GCATTATCAT
ATGATGTCGC
GTCTGCTTGG
TCGATCCGAT
ACTCATATTA
AATCCGTGAC
AATATGGTTT
CCGATGCAGA
TACCTGGTGC
AGAARARARTA
TACGGCGTGA
TGAAAGATGG
CTARGTACGA
AAGACTATAA
TTARARTTCG
GGGATAGAGC
ACTATATTGA
GARAGGARAGA
CTAAGGGRAC

GCGATTTACT GGAAGAGCGA
TAGAACGTAA GCTGCTCGAC
ATGGTTACTA TGGGTACGCG
CGGCATGGGG CCGTGAATAC
TCAAAGTAAT CTACTCGGAT
AAACCGTCAA GAAAAAAGCG
CCCTGGAGCT GGAATACGARA
ATGCGGTGAT CGACGAGGAA
ATTGGAGCGA AATCGCTAAA
GGGACGTTGA AAAGGCGGTG
AAGTTCCGCC AGAGAAACTG
AGGCTACAGG CCCGCATGTA
GTCCCGGAAC GGTGATCAGT
CAATCCCTTT CGACGAGTTT
AAAACCAGGT CTTGCCGGCG
ATCTTCGTTA CCAAAAAACT

GGTGATACGT
TGAGCCATAT
CACCGCARGAG
ATTTTTGGGA
GGCTATACGT
ACCTTTTGCC
ATTARRAATG
GGGTCCCATC
GAACGTTGAT
CCTGCGCGTA
TGATTTTGCA
AGACGGGTCA
CCGGATTCAT
GTTAGAARGCC
AATTACCACT
GGATGCAAAA
GAGATTAATA
ATGGTTTCTG
ARRGGAGCTG
GGGGTTATGG
TACCCACAAC
GCCGCAGGTT
CGATTTACTG
AGRACGTRAG
TGGTTACTAT
GGCATGGGGC
CARAGTAATC
ARCCGTCRAG
CCTGGAGCTG
TGCGGTGATC
TTGGAGCGAA
GGACGTTGAA
AGTTCCGCCA
GGCTACAGGC
TCCCGGARCG
AATCCCTTTC
AARACCAGGTC
TCTTCGTTAC
GTAA

>pKB13 - Secuencia nucleotidica optimizada con codén Pfu en vector pUC19

GCAGCTCCCG GAGACGGTCA
TCAGGGCGCG TCAGCGGGTIG
GCAGATTGTA CTGAGAGTGC
BARATACCGC ATCAGGCGCC
GGTGCGGGCC TCTTCGCTAT

1
61
121
181
241

TCGCGCGTTIT
CAGCTTGTICT
TTGGCGGGTG
ACCATATGCG
ATTCGCCATT

CGGTGATGAC
GTAAGCGGAT
TCGGGGCTGG
GIGTGARATA
CAGGCTGCGC

GGTGAAAACC
GCCGGGAGCA
CTTAACTATG
CCGCACAGAT
BACTGTTGGG

TCTGACACAT
GACARGCCCG
CGGCATCAGA
GCGTAAGGAG
AAGGGLGATC

28



301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321

TACGCCAGCT
TTTCCCAGTC
ATACCGACTA
GTGAGTTCARA
ACGATAGCGC
CCGTGAAGAG
AACTTTATTIT
CAGCGGTCAT
AAGGCCTGGT
CACTTTATCA
ATGAAGAGGG
TTAGTACGGA
ACGTCTTAAT
ARAAGTTGGG
TGGGAGATCG
TTCGTCGCAC
GTCAACCGAA
ATCTGGAACG
AGGAATTTCT
TGTCTCGAAG
GTAATGAACT
ATGAAGGCGG
ATTITCCGTTC
ATCGCGAGGG
ACTTCCCGGG
AAAAGAAAAT
GGGCCATCAA
GGTATTGTAA
CTATTAAGGA
TCTTTGCGAC
TTAAGTATAT
AACGCGGATT
CGACCAGAGG
CACGTGTCTT
AAGAAGTCAC
AACAAATCAC
AACGCCTCGC
TGAAGGGCTC
AACACAAATA
TACTGCGCGC
GTCTGTCCGC
TCGACCTGCA
TGTTATCCGC
GGTGCCTAAT
TCGGGAAACC
TTGCGTATIG
CTGCGGCGAG
GATAACGCAG
GCCGCGTTGC
CGCTCAAGTC
GGAAGCTCCC
TTTCICCCTIT
GTGTAGGTCG
TGCGCCTTAT
CTGGCAGCAG
TTCTTGAAGT
CTGCTGAAGC
ACCGCTGGTA
TCTCAAGAAG
CGTTAAGGGA
TAAAAATGAA
CAATGCTTAA
GCCTGACTCC
GCTGCAATGA
CCAGCCGGAA
ATTAATTGTT
GTTGCCATTG
TCCGGTTCCC

GGCGAAAGGG
ACGACGTTGT
TATCACGGAA
AATCGAGTAC
CATTGAAGAA
AGTTGAAAAA
CACTCACCCC
TGATATTTAC
GCCGATGGAA
CGAGGGGGAA
TGCCCGCGTA
ACGGGAAATG
TACCTATAAT
CATAAATTTC
CTTTGCGGTT
TATCAACCTC
GGAAAAAGTT
TGTAGCCCGC
TCCAATGGAG
TTCAACGGGA
TGCCCCTAAC
TTACGTITAAA
GCTCTACCCG
CTGTAAAGAA
ATTTATACCA
GAAAGCTACA
AATTTTGGCA
AGAGTGCGCC
GATAGAAGAG
GATTCCCGGT
AAATGCTAAA
CTTTGTTACT
CCTCGAGATT
GGAGGCATTA
CGAAAAACTT
TCGTGATCTG
GGCTCGGGGT
AGGTCGCATA
TGATGCCGAA
TTTCGGCTAT
ATGGCTCAAA
GGCATGCAAG
TCACAATTCC
GAGTGAGCTA
TGTCGTGCCA
GGCGCTCTTC
CGGTATCAGC
GAAAGAACAT
TGGCGTTTTT
AGAGGTGGCG
TCGTGCGCTC
CGGGAAGCGT
TTCGCTCCAA
CCGGTAACTA
CCACTGGTAA
GGTGGCCTAA
CAGTTACCTT
GCGGTGGTTT
ATCCTTTGAT
TTTTGGTCAT
GTTTTAAATC
TCAGTGAGGC
CCGTCGTGTA
TACCGCGAGA
GGGCCGAGCG
GCCGGGAAGC
CTACAGGCAT
AACGATCAAG

GGATGTGCTG
AAAACGACGG
GATGGCAAAC
GACCGCACTT
GTTAAAAAAA
GTCCAGAAAA
CAAGATGTITC
GAATATGATA
GGTGATGAAG
GAGTTTIGCTG
ATAACCTGGA
ATCAAACGTT
GGTGATAACT
GCTCTTGGTC
GAAGTGAAAG
CCCACATACA
TACGCTGAGG
TATTCTATGG
GCGCAGCTGT
AACCTCGTCG
AAACCGGATG
GAACCAGAGC
AGCATTATCA
TATGATGTICG
AGTCTGCTTIG
ATCGATCCGA
AACTCATATT
GAATCCGTGA
AAATATGGTT
GCCGATGCAG
TTACCTGGTG
AAGAAAAAAT
GTACGGCGTG
CTGAAAGATG
TCTAAGTACG
AAAGACTATA
GTTAAAATTC
GGGGATAGAG
TACTATATTG
CGAAAGGAAG
CCTAAGGGAA
CTTGGCGTAA
ACACAACATA
ACTCACATTA
GCTGCATTAA
CGCTTCCTCG
TCACTCAAAG
GTGAGCAAAA
CCATAGGCTC
AAACCCGACA
TCCTGTTCCG
GGCGCTTTICT
GCTGGGCTGT
TCGTCTTGAG
CAGGATTAGC
CTACGGCTAC
CGGAAAAAGA
TTTTIGTTTGC
CTTTTCTACG
GAGATTATCA
AATCTAAAGT
ACCTATCTCA
GATAACTACG
CCCACGCTCA
CAGAAGTGGT
TAGAGTAAGT
CGTGGTIGTICA
GCGAGTTACA

ES 2 571446 T3

CAAGGCGATT
CCAGTGAATT
CGGTGATACG
TTGAGCCATA
TCACCGCAGA
AATTTTTGGG
CGGCTATACG
TACCTTTTGC
AATTAAAAAT
AGGGTCCCAT
AGAACGTTGA
TCCTGCGCGT
TTGATTITTGC
GAGACGGGTC
GCCGGATTCA
CGTTAGAAGC
AAATTACCAC
AGGATGCAAA
CGAGATTAAT
AATGGITTCT
AAAAGGAGCT
GGGGGTTATG
TTACCCACAA
CGCCGCAGGT
GCGATTTACT
TAGAACGTAA
ATGGTTACTA
CGGCATGGGG
TCAAAGTAAT
AAACCGTICAA
CCCTGGAGCT
ATGCGGIGAT
ATTGGAGCGA
GGGACGTTGA
AAGTTCCGCC
AGGCTACAGG
GTCCCGGAAC
CAATCCCTITT
AAAACCAGGT
ATCTTCGTTA
CGTAATGATA
TCATGGTCAT
CGAGCCGGAA
ATTGCGTTGC
TGAATCGGCC
CTCACTGACT
GCGGTAATAC
GGCCAGCAAA
CGCCCCCCTG
GGACTATAAA
ACCCTGCCGC
CATAGCTCAC
GTGCACGAAC
TCCAACCCGG
AGAGCGAGGT
ACTAGAAGAA
GTTGGTAGCT
AAGCAGCAGA
GGGTCTGACG
AAAAGGATCT
ATATATGAGT
GCGATCTGTC
ATACGGGAGG
CCGGCTCCAG
CCTIGCAACTT
AGTTCGCCAG
CGCTCGTCGT
TGATCCCCCA

AAGTTGGGTA
CGGTCTCAGC
TATTTTITAAG
TTTCTACGCG
GCGGCATGGG
ACGACCIGTA
TGATAAAATT
CAAGCGTTAC
GTTGGCATTIC
CCTGATGATT
TCTCCCGTAC
AGTGAAAGAG
ATACCTGRAA
AGAGCCTAAA
TTTCGACCTIG
CGTCTATGAG
TGCGTGGGAA
AGTTACCTAT
AGGGCAGAGC
GTTGCGGAAA
GGCACGCCGT
GGAAAATATC
CGTATCICCC
TGGTCATAGA
GGAAGAGCGA
GCTGCTCGAC
TGGGTACGCG
CCGTGAATAC
CTACTCGGAT
GAAAAAAGCG
GGAATACGAA
CGACGAGGAA
AATCGCTARA
AAAGGCGGTG
AGAGAAACIG
CCCGCATGTA
GGTGATCAGT
CGACGAGTTT
CTTGCCGGCG
CCAAAAAACT
TGAGACCGGA
AGCTGTTTICC
GCATAAAGTG
GCTCACTGCC
AACGCGCGGG
CGCTGCGCTC
GGTTATCCAC
AGGCCAGGAA
ACGAGCATCA
GATACCAGGC
TTACCGGATA
GCTGTAGGTA
CCCCCGTTCA
TAAGACACGA
ATGTAGGCGG
CAGTATTTGG
CTTGATCCGG
TTACGCGCAG
CTCAGTGGAA
TCACCTAGAT
AAACTTGGTC
TATTTCGTTC
GCTTACCATC
ATTTATCAGC
TATCCGCCTC
TTAATAGTTT
TTGGTATGGC
TGTTGTGCAA

29

ACGCCAGGGT
GCCATTICTGG
AAAGAGAATG
TTACTGAAGG
ACAGTGGTAA
GAAGTGTIGGA
CGCGAACATC
CTCATCGACA
GACATTGAAA
TCTTATGCGG
GTGGACGTCG
AAAGATCCAG
ARAAAGATGCG
ATCCAGCGTA
TATCCGGTAA
GCAGTTTTITG
ACAGGCGAGA
GAATTGGGTA
CTGTGGGACG
GCATACGAGC
CGCCAATCCT
GTGTATCTGG
GACACTTTGA
TTTTGCAAGG
CAAAAAATCA
TACCGCCAGC
CGTGCTCGCT
ATCACCATGA
ACAGACGGAT
ATGGAATTCC
GGGTTTTACA
GGCAAGATTA
GAAACACAGG
CGAATTGTAA
GTGATACACG
GCAGTCGCCA
TACATTGTAT
GATCCAACCA
GTTGAGCGTA
AGACAGGTGG
TCCTCTAGAG
TGTGTGARAT
TAAAGCCTGG
CGCTTTCCAG
GAGAGGCGGT
GGTCGTTCGG
AGAATCAGGG
CCGTAAAAAG
CAAAAATCGA
GTTTCCCCCT
CCTGTCCGCC
TCTCAGTITCG
GCCCGACCGC
CTTATCGCCA
TGCTACAGAG
TATCTGCGCT
CAAACAAACC
AAAAAANGGA
CGAAAACTCA
CCTTTTAAAT
TGACAGTTAC
ATCCATAGIT
TGGCCCCAGT
AATAAACCAG
CATCCAGICT
GCGCAACGTT
TTCATTCAGC
AAAAGCGGTT



4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981

AGCTCCTTCG
GTTATGGCAG
ACTGGTGAGT
TGCCCGGCGT
ATTGGARAAC
TCGATGTAAC
TCTGGGTGAG
AAATGTTGAA
TGTCTCATGA
CGCACATTTC
ACCTATAAAA

GTCCTCCGAT
CACTGCATAA
ACTCAACCAA
CAATACGGGA
GTTCTTCGGG
CCACTCGTGC
CAAAAACAGG
TACTCATACT
GCGGATACAT
CCCGAAAAGT
ATAGGCGTAT

Secuencia 8 (SEQ ID NO:8)

CGTTGTCAGA
TTCTCTTACT
GICATTCTGA
TAATACCGCG
GCGAAAACTC
ACCCAACTGA
AAGGCAAAAT
CTTCCTTTTT
ATTTGAATGT
GCCACCTGAC
CACGAGGCCC TTTCGTC

ES 2 571446 T3

AGTAAGTTGG
GTCATGCCAT
GAATAGTGTA
CCACATAGCA
TCAAGGATCT
TCTTCAGCAT
GCCGCAAAAA
CAATATTATT
ATTTAGAAAA
GICTAAGAAA

CCGCAGTGTT ATCACTCAIG
CCGTAAGATG CTTTTCTGTG
TGCGGCGACC GAGTTGCTICT
GAACTTTAAA AGTGCTCAIC
TACCGCTGTT GAGATCCAGT
CTTTTACTTT CACCAGCGTIT
AGGGAATAAG GGCGACACGG
GAAGCATTTA TCAGGGTTAT
ATAAACAAAT AGGGGTTICCG
CCATTATTAT CATGACATTA

>pKB8 - Secuencia nucleotidica optimizada con codon KOD en vector puC19

1

81
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B4l
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

TCGCGCGTTT
CAGCTTGTCT
TIGGCGLGETE
ACCATATGCG
ATTCGCCATT
TACGCCAGCT
TITCCCAGTC
ATACCGACTA
GIGAGTTCAA
ACGATAGCGC
CCGTGARGAG
AACTTTATTT
CAGCGGTCAT
AAGGCCTGGT
CACTTTATCA
ATGAAGAGGG
TTAGTACGGA
ACGICITAAT
AARMAGTTGGG
TGGGAGATCG
TTCGTCGCAC
GTCARCCGAA
ATCTGGAACG
AGGAATTTCT
TGTCTCGAAG
GTAATGAACT
ATGAAGGCGG
ATTTCCGTTC
ATCGCGAGGG
ACTTCCCGGG
ARAARGARAAT
GGGCCATCAA

CGGTGATGAC
GTAAGCGGAT
TCEGGGECTGE
GIGTGAAATA
CAGGCTGCGC
GGCGAAAGGE
ACGACGTTGT
TATCACGGAA
AATCGAGTAC
CATTGARGARA
AGTTGAARAR
CACTCACCCC
TGATATTTAC
GCCGATGGAR
CGAGGGGGAA
TGCCCGCGTA
ACGGGRAATG
TACCTATAAT
CATARRTTIC
CTTTGCGGTT
TATCAACCTC
GGARAAAGTT
TGTAGCCCGC
TCCAATGGAG
TTCAACGGGA
TGCCCCTRACT
TTACGTTRAA
GCTCTACCCG
CTGTAMAGAA
ATTTATACCA
GARRGCTACA
AATTITTGGCA

GGTATIGTIAA
CTATTAAGGA
TCTTTGCGAC
TTAAGTATAT
ARCGCGGATT
CGACCAGAGG
CACGTGTCTT
AAGAAGTCAC
AACAMATCAC
AACGCCTCGC
TGAAGGGLTIC
AACACAAMATA
TACTGCGCGC
GTCTGTCCGC
TCGACCTGCA
TGTTATCCGC
GGTGCCTAAT
TCGGGAAACC
TTGCGTATTG
CTGCGGCGAG
GATARCGCAG
GCCGEGTTGE

AGAGTGCGCC
GATAGAAGAG
GATTCCCGCT
AMATGCTAMR
CTTIGTTACT
CCTCGAGATT
GGAGGCATTA
CGAAAAACTT
TCGIGATCTG
GGCTCGGGGT
AGGTCGCATA
TGATGCCGAR
TTTCGGCTAT
ATGGCTCRAR
GGCATGCRAG
TCACAATTCC
GARGTGAGCTA
TGTCGTGCCA
GGCGCICTTIC
CGGTATCAGC
GARAAGAACAT
TGGCGTTTTT

GGTGARAACC
GCCGGGAGCA
CTTAACTATG
CCGCACAGAT
RACTGTTGGG
GGATGTGCTG
RARRACGRACGG
GATGGCAAAC
GACCGCACTT
GTTARARARA
GTCCAGARRAA
CARGATGTTC
GAATATGATA
GGTGATGAAG
GAGTTTGCTG

TCTGACACAT
GACARGCCCG
CGGCATCAGA
GUGTAAGGAG
ARGGGCGATC
CAMGGCGATT
CCAGIGAATT

GCAGCTCCCG
TCAGGECGCG
GCAGATTGTA
AARATACCGC
GGTGCGGGCC
AAGTTGGGTA
CGGTCTICAGC

CEGTGATACG
TTGAGCCATA
TCACCGCAGA
AATTTTTGGG
CGGCTATACG
TACCTTTTIGC
AATTAARRAT
AGGGTCCCAT

TATTTTITAAG
TTTCTACGCG
GCGGCATGGGE
ACGACCTGTR
TGATARMATT
CARGCGTTAC
GITGGCATIC
CCTGATGARTT

ATAACCTGGA
ATCARACGTT
GGTGATAACT
GCTCTTGGTC
GAAGTGAAAG
CCCACATACA
TACGCTGAGG
TATTCTATGG
GCGCAGCTIGT
ARCCICGICG
ARACCGGATG
GAACCAGAGC
AGCATTATCA
TATGATGICG
AGTCTGCITG
ATCGATCCGA
AACTCATATT
GAATCCGTIGA
ARATATGGTT
GCCGATCGCAG
TTACCTGGTG
AAGAAAAART
GTRCGGCGTG
CTGAAAGATG
TCTAAGTACG
AMRGACTATA
GTTAARAATTC
GGGGATAGAG
TACTATATTG
CGRAAGGARAG
CCTAMGGGAA
CTTGGCGTAA
ACRCARCATA
ACTCACATTA
GCTGCATTAR
CGCTITCCTCG
TCACTCARAG
GTGAGCAARA
CCATAGGCTC

AGAACGTTGAR
TCCTGCGCGT
TIGATITIGC
GAGACGGGTC
GCCGGATTCA
CGTTAGAAGC
AAATTACCAC
AGGATGCARA
CGAGATTAART
ARTGGTITCT
ARRAGGAGCT
GGGGGTTATG
TTACCCACAA
CGCCGCAGGT
GCGATTTIACT
TAGANCGTAA
ATGGTTACTA
CGGCATGGGEG
TCARAGTAAT
AMACCGTCAA
CCCTGGAGCT
ATCGCGGTGAT
ATTGGAGCGA
GGGACGTTGA
AAGTTCCGCC
AGGCTACAGS
GTCCCGGARAC
CAATCCCTTT
AARRRCCAGGT
ATCTTCGTTA
CGTAATGATA
TCATGGTCAT
CGRAGCCGGAA
ATTGCGTTGC
TGAATCGGCC
CTCACTGACT
GCGGTAATAC
GGCCAGCARA
CGCCCCCCTG

TCTCCCGTAC
AGTGARRAGAG
ATACCTIGAARA
AGAGCCTARA
TTTCGRCCTG
CGTCTATGAG
TGCGTGGGAR
AGTTACCTAT
AGGGCRGAGC
GTTGCGGARR
GGCACGCCGT
GGAAARTATC
CGTATCTCCC
TGGTCATAGA
GGAAGAGCGA
GCTGCTCGAC
TGGGTACGCG
CCGTGAATAC
CTACTCGGAT
GAAAANAGCS
GGAATACGAR
CGACGRGGAR
AATCGCTAAA
ARAGGCGGTS
AGAGARRACTG
CCCGCATGTA
GGTGATCAGT
CGACGAGTTT
CTTGCCGGCG
CCARARRACT
TGAGACCGGR
AGCIGTTITCC
GCATARAGTG
GCTCACTGCC
AACGCGCGGG
CGCTGCGCTC
GGTTATCCAC
AGGCCAGGRA
ACGAGCATCA

30

GAGACGGTCA
TCAGCGGGTG
CTGAGRAGTGC
ATCAGGCGCC
TCTTCGCTAT
ACGCCAGGGT
GCCATTCTGG
ABAGAGARTG
TTACTGAAGG
ACRAGTGGTAA
GAAGTGTGGA
CGCGAACATC
CTCATCGACA
GACATTGARA
TCTTATGCGG
GTGGACGTCG
ARARGATCCAG
ARRAGATGCG
ATCCAGCGTA
TATCCGGTAA
GCRGTTTITG
ACRGGCGAGA
GARTTGGGTA
CTGTGGGACG
GCATACGAGC
CGCCAATCCT
GIGTATCTIGG
GACACTTIGA
TITIGCAAGG
CARMARATCA
TACCGCCAGC
CGTGCTCGECT
ATCACCATGA
ACAGACGGAT
ATGGAATTCC
GGGTTTTACA
GGCARGATTA
GAARCACAGG
CGARATTGTAR
GTGATACACG
GCAGTCGCCA
TACATTGTAT
GATCCRACCA
GTTGAGCGTA
AGRCAGGTGG
TCCTCTAGAG
TGTGIGAAART
TRARGCCTGG
CGCTTTICCAG
GAGAGGCGGT
GGICGITCGG
AGRATCAGGG
CCGTAAARLG
CAARAAATCGA



3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981

CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG
GGAAGCTCCC TCGTGCGCTC
TTTCTCCCTT CGGGAAGCGT
GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA
TGCGCCTTAT CCGGTAACTA
CTGGCAGCAG CCACTGGTAA
TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA
CTGCTGAAGC CAGTTACCTT
ACCGCTGGTA GCGGTGGTTT
TCTCAAGAAG ATCCTTTGAT
CGTTAAGGGA TTTTGGICAT
TAAAAATGAA GTTTTAAATC
CAATGCTTAA TCAGTGAGGC
GCCTGACTCC CCGTCGTGTA
GCTGCAATGA TACCGCGAGA
CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG
ATTAATTGTT GCCGGGAAGC
GTTGCCATTG CTACAGGCAT
TCCGGTTCCC AACGATCAAG
AGCTCCTTCG GTCCTCCGAT
GITATGGCAG CACTGCATAA
ACTGGTGAGT ACTCAACCAA
TGCCCGGCGT CAATACGGGA
ATTGGARAAC GTTCTTCGGG
TCGATGTAAC CCACTCGTGC
TCTGGGTGAG CAAAAACAGG
AAATGTTGAA TACTCATACT
TGTCTCATGA GCGGATACAT
CGCACATTTC CCCGAAAAGT
ACCTATAAAA ATAGGCGTAT

ES 2 571446 T3

AAACCCGACA
TCCTGTTCCG
GGCGCTTTCT
GCTGGGCTGT
TCGTCTTIGAG
CAGGATTAGC
CTACGGCTAC
CGGAAAAAGA
TTTTGTTTGC
CTTTTICTACG
GAGATTATCA
AATCTAAAGT
ACCTATCTCA
GATAACTACG
CCCACGCTCA
CAGAAGTGGT
TAGAGTAAGT
CGTGGTGTICA
GCGAGTTACA
CGTTGTCAGA
TTCTCTTACT
GTCATTCTGA
TAATACCGCG
GCGAARAACTC
ACCCAACTGA
AAGGCAAAAT
CTTCCTTTTT
ATTTGAATGT
GCCACCTGAC
CACGAGGCCC

Secuencias aminoacidicas de Pfu y KOD
Secuencia 9 (SEQ ID NO: 9)

>Secuencia aminoacidica Pfu

74
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MILDVDYITE
KIVRIVDVEK
LIDKGLIPME
VEVVSSEREM
MORIGDMTAV
SGENLERVAK
AYERNEVAPH
PDTLNLEGCEK
DYRQEAIKLL
DTDGLYATIP
EGKVITRGLE
LAIYEQITRP
YDPKKHKYDA

EGKPVIRLEFK
VEKKFLGEPI
GEEELKILAF
IKRFLRIIRE
EVEGRIHFDL
YSMEDAKATY
KPSEEEYQRR
HYDIAPOQVGH
ANSFYGYYGY
GGESEEIKKK
IVRRDWSEIA
LHEYKAIGPH
EYYIENQVLP

Secuencia 10 (SEQ ID NO: 10)

KENGKFKIEH
TVWKLYLEHP
DIETLYHEGE
KDPDIIVTYN
YHVITRTINL
ELGKEFLPME
LRESYTGGFV
KFCKDIPGFI
AKARWYCKEC
ALEFVKYINS
KETQARVLET
VAVAKKLARK
AVLRILEGFG

GGACTATAAA
ACCCTGCCGC
CATAGCTCAC
GTGCACGAAC
TCCAACCCGG
AGAGCGAGGT
ACTAGAAGAA
GTTGGTAGCT
AAGCAGCAGA
GGGTCTGACG
AAAAGGATCT
ATATATGAGT
GCGATCTGTC
ATACGGGAGG
CCGGCTCCAG
CCTGCAACTT
AGTTCGCCAG
CGCTCGTCGT
TGATCCCCCA
AGTAAGTTGG
GTCATGCCAT
GAATAGTGTA
CCACATAGCA
TCAAGGATCT
TCTTCAGCAT
GCCGCAAAAA
CAATATTATT
ATTTAGAAAA
GICTAAGAAA
TTTCGTC

DRTFRPYIYA
QDVPTIREKV
EFGKGP IIMI
GDSFDFPYLA
PTYTLEAVYE
IQLSRLVGQP
KEPEKGLWEN
PELLGHLLEE
AESVTAWGRE
KLPGLLELEY
ILKHGDVEEA
GVKIKPGMVI
YRKEDLRY QK

>Secuencia aminoacidica Pfu, 3 aa adicionales en area 5

1
61
121
131
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MASATLDVDY
RHGKIVRIVD
KRYLIDKGLI
LPYVEVVSSE
EPKMQRIGDM
AWESGENLER
LRKAYERNEV
NVSPDTLNLE
ILLDYRQKAT
LYIDTDGLYA
IDEEGEVITR
PEKLAIYEQI
AEEYDPKKHK

ITEEGKPVIR
VEEVEKEFLG
PMEGEEELKI
REMIKRFLRI
TAVEVKGRIH
VAKYSMEDAK
APNKPSEEEY
GCENYDIAPQ
KLLANSFYGY
TIPGGESEEI
GLEIVRERDWS
TRPLHEYEKAI
YDAEYYIEHNQ

Secuencia 11 (SEQ ID NO: 11)

LEKKENGKFK
KPITVWKLYL
LAFDIETLYH
IREKDPDIIV
FDLYHVITRT
ATYELGKEFL
QRRLRESYTG
VGHKFCKDIP
YGYAKARWYC
KERALEFVKY
EIAKETQARV
GPHVAVAKKL
VLPAVLRILE

IEHDRTFRPY
EHPQDVPTIR
EGEEFGKGPI
TYNGDSFDFP
INLPTYTLEA
PMEIQLSRLV
GEFVKEPERGL
GFIPSLLGHL
KECAESVTAW
INSKLPGLLE
LETILKHGDV
ARKGVKIKPG
GFGYRKEDLR

GATACCAGGC
TTACCGGATA
GCTGTAGGTA
CCCCCGTTICA
TAAGACACGA
ATGTAGGCGG
CAGTATTTGG
CTTGATCCGG
TTACGCGCAG
CTCAGTGGAA
TCACCTAGAT
AAACTTGGTC
TATTTICGTTC
GCTTACCATC
ATTTATCAGC
TATCCGCCTC
TTAATAGTTT
TTGGTATGGC
TGTTGTGCAA
CCGCAGTGTT
CCGTAAGATG
TGCGGCGACC
GAACTTTAAA
TACCGCTGTT
CTTTTACTTT
AGGGAATAAG
GAAGCATTTA
ATAAACAAAT
CCATTATTAT

LLRDDSKIEE
REHPAVVDIF
SYADENEAKV
KRAEKLGIKL
AIFGKPKEKV
LWDVSRSSTG
IVYLDFRALY
ROKIKTKMKE
Y IELVWKELE
EGFYKRGFFV
VRIVKEVIQK
GYIVLRGDGP
TROVGLTSWL

IYALLRDDSK
EKVEEHPAVV
IMISYADEME
YLAKRAEKLG
VYEAIFGEPK
GQPLWDVSRS
WENIVYLDER
LEERQKIKTK
GRKYIELVWEK
LEYEGFYKRG
EEAVRIVKEV
MVIGYIVLRG
YOKTRQVGLT

31

GTTTCCCCCT
CCTGTCCGCC
TCTCAGTTCG
GCCCGACCGC
CTTATCGCCA
TGCTACAGAG
TATCTGCGCT
CAAACAAACC
AAAAAAAGGA
CGAAAACTCA
CCTTTTAAAT
TGACAGTTAC
ATCCATAGTT
TGGCCCCAGT
AATAAACCAG
CATCCAGTCT
GCGCAACGTT
TTCATTCAGC
AAAAGCGGTT
ATCACTCATG
CTTTTCIGIG
GAGTTGCTCT
AGTGCTCATC
GAGATCCAGT
CACCAGCGTT
GGCGACACGG
TCAGGGTTAT
AGGGGTTCCG
CATGACATTA

VKKITGERHG
EYDIPFAKRY
ITWKNIDLPY
TIGRDGSEPK
YADEIAKAWE
NLVEWFLLRK
PSIIITENVS
TQDPIEKILL
EKFGFKVLYI
TKKRYAVIDE
LANYEIPPEK
ISNRAILAEE
NIKKS*

IEEVKKITGE
DIFEYDIPFA
AKVITWKNID
IKLTIGRDGS
EKVYADEIAK
STGNLVEWFL
ALYPSIIITH
MEETQDPIEK
ELEEKFGFKV
FEVTKKRYAV
IQKLANYEIP
DGPISNRATL
SWLNIKKS*



=>Secuencia aminoacidica KOD
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1 MILDIDYITE DGKPVIRIFK KENGEFKIEY DRTFEPYFYA LLKDDSAIEE
61 TVVIVKRVEK VQKKFLGRPV EVWKLYFTHP QDVPAIRDKI REHPAVIDIY
121 LIDKGLVPME GDEELKMLAF DIETLYHEGE EFAEGPILMI SYADEEGARV
181 VDVVSTEREM IKRFLRVVKE KDPDVLITYH GDNFDFAYLK KRCEKLGINF
241 IQRMGDRFAV EVKGRIHFDL YPVIRRTINL PTYTLEAVYE AVEGQPKEKV
301 TGENLERVAR YSMEDAKVTY ELGKEFLPME AQLSRLIGQS LWDVSRSSTG
361 AYERNELAPN KPDEKELARR RQSYEGGYVK EPERGLWENI VYLDFRSLYP
421 DILNREGCKE YDVAPQVGHR FCKDFPGFIP SLLGDLLEER QKIKKKMKAT
481 YRQRAIKILA NSYYGYYGYA RARWYCKECA ESVTAWGREY ITMTIKEIEE
541 TOGFFATIPG ADAETVEKEA MEFLEKYINAK LPGALELEYE GFYKRGFEVT
601 GKITTRGLEI VRRDWSEIAK ETQARVLEAL LKDGDVEKAV RIVKEVTEKL
661 VIHEQITRDL KDYKATGPHV AVAKRLAARG VKIRPGIVIS YIVLKGSGRI
721 DETKHKYDAE YYIENQVLPA VERILRAFGY RKEDLRYQKT RQVGLSAWLK
Secuencia 12 (SEQ ID NO: 12)

>Secuencia aminoacidica KOD, 3 aa adicionales en area 5'

1 MASAILDTDY ITEDGKEVIR IFKKENGEFK IEYDRTFEPY

61 RHGTVVTVKR VEKVQKKFLG RPVEVWKLYF THPQDVPAIR

121 KRYLIDKGLV PMEGDEELKM LAFDIETLYH EGEEFAEGPI

181 LPYVDVVSTE REMIKRFLRV VKEKDPDVLI TYNGDNEDFA

241 EPKIQEMGDR FAVEVEGRIH FDLYPVIERT INLPTYTLEA

301 AWETGENLER VARYSMEDAK VTYELGKEFL PMEAQLSRLI

361 LRKAYERNEL APNKPDEKEL ARRRQSYEGG YVKEPERGLW

421 VSPDTLNREG CKEYDVAPQV GHRFCKDFPG FIPSLLGDLL

481 LLDYRQRATK ILANSYYGYY GYARARWYCK ECAESVTAWG

541 YSDTDGFFAT IPGADAETVK KKAMEFLKYI NAKLPGALEL

601 DEEGKITTRG LEIVRRDWSE IAKETQARVL EALLKDGDVE

661 EKLVIEEQIT RDLKDYKATG PHVAVAKRLA ARGVKIRPGT

721 DEFDPTKHKY DAEYYIENQV LPAVERILRA FGYRKEDLRY

Secuencias de ADN de quimeras Pod y Kofu
Secuencia 13 (SEQ ID NO: 13)

>Secuencla aminoacidica optimizada con codén Pod

61
121
181
241
301
E1
421
481
541
601
6E1
T21
781
841
901
96l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

ATGGCTAGCG
TTATTTAAGR
ATTTACGCGT
CGTCATGGAR
ARACCGATCA
GAAARAGTTC
ARACGCTACT
CTIGGCTTTTG
ATTATGATTT
CTGCCGTACG
ATTAGAGAGA
TACCTGGCAR
GAACCGARAAR
TITGATICTGT
GTTTATGAGG
GCATGGGAGA
GCGACCTACG
GGGCAGAGCC
TTGCGGAAAG
GCACGCCGTC
GAAAATATCG
GTATCTCCCG
GGTCATAGAT
GAAGAGCGAC
CTGCTCGACT
GGGTACGCGC
CGTGAATACA
TACTCGGATA
AAAAAAGCGA

CCATTCTGGA
AAGAGAATGG
TGCTTCGGGA
AAATAGTAAG
CTGTATGGAA
GTGAGCACCC
TAATTGATAA
ACATAGAAAC
CTTACGCGGA
TTGAAGTGGT
BAGATCCAGA
AACGAGCTGA
TGCAACGCAT
ATCATGTICAT
CAATATICGG
GCGGCGAAAA
AATTGGGGAA
TGIGGGACGT
CATACGAGCG
GCCAATCCTA
TGTATCTIGGA
ACACTTTGAA
TTTGCAAGGA
AAAAAATCAA
ACCGCCAGCG
GTGCTCGCTG
TCACCATGAC
CAGACGGATT
TGGAATTCGT

TGTGGACTAT
TAAATTICAAG
TGATRGCAAR
AATTGTGGAC
GCTCTATCTG
AGCCGICGTG
AGGCCTGATC
GCTCTATCAT
TGAGAACGARA
CAGTTCAGAG
TATAATCGTT
AAAATTGGGT
TGGCGATATG
CACCCGTACT
CAAGCCGAAA
CCTGGAGCGC
AGRATTTCIT
GTCTCGAAGT
TAATGAACTT
TGAAGGCGGT
TTITCCGTTCG
TCGCGAGGGC
CTTCCCGGGA
AAAGAAAATG
GGCCATCAAA
GTATTGTARA
TATTAAGGAG
CTTTGCGACG
TAAGTACATT

ATCACCGAAG
ATCGAGCATG
ATTGAGGRAG
GTTGAARAAG
GAACATCCTIC
GATATATTIG
CCGATGGAGG
GAGGGAGARAG
GCCAAGGTAR
CGGGAARTGA
ACATATARCG
ATTAAACTTA
ACGGCGGTAG
ATTAATCTICC
GAAAAAGTGT
GTAGCAAAAT
CCAATGGARZA
TCAACGGGAA
GCCCCTAACA
TACGTTAAAG
CTCTACCCGA
TGTAAAGAAT
TTTATACCAA
AARAGCTACARA
ATTTTGGCAA
GAGTGCGCCG
ATAGAAGAGA
ATTCCCGGIG
AATAGTAAAT

AGGGCAAACC
ACCGCACGTT
TCRRARAGAT
TCGAARAGAA
AGGATGTGCC
AATATGACAT
GGGAAGRAAGA
AATTITGGCAR
TCACTTGGAA
TTARACGTTT
GCGACTCCTT
CCATCGGGCG
AGGTGAARGG
CCACATACAC
ACGCTGACGA
ATTICTATGGA
TTCAGCTGTC
ACCTCGTCGA
AACCGGATGA
AACCAGAGCG
GCATTATCAT
ATGATGTCGC
GTCTGCTTGG
TCGATCCGAT
ACTCATATTA
AATCCGTGAC
AATATGGTTT
CCGATGCAGA
TACCGGGACT

32

VEKITRERHG
EYDIPFAKRY
ITWENVDLPY
ALGRDGSEPK
YAEEITTAWE
NLVEWELLRE
SITITHNVSP
IDPIERKLLD
KYGFEVIYSD
KKEYAVIDEE
SKYEVFPEKL
GDRAIFFDEF
PKGT

FYALLKDDSA IEEVKKITAE
DKIREHPAVI DIYEYDIPFA
LMISYADEEG ARVITWENVD
YLKKRCEELG INFALGRDGS
VYEAVFGQPK EKVYAEEITT
GQSLWDVSRS STGNLVEWEL
ENIVYLDFRS LYPSIIITHN
EERQEIKKEKM KATIDPIERK
REYITMTIKE IEEKYGFEVI
EYEGFYKRGE FVTKKKYAVI
KAVRIVEEVT EKLSKYEVPP
VISYIVLKGS GRIGDRAIPF
QETRQVGLSA WLKPKGT*

GGTTATACGT
CCGTCCATAC
CACCGGGGARA
ATTTCTGGGC
CACAATTCGA
CCCTTTTGCA
ACTTAAAATT
AGGTCCCATC
AAATATTGAC
TITACGCATC
CGATTTICCT
TGACGGATCG
TCGGATACAC
GITAGAAGCC
AATCGCGAAG
AGATGCTAAA
GAGATTAATA
ATGGTTTICTG
AAAGGAGCTG
GGGGTTATGG
TACCCACAAC
GCCGCAGGTT
CGATTTACTG
AGAACGTAAG
TGGTTACTAT
GGCATGGGGC
CAAAGTAATC
AACCGTCAAG
GCTTGAACTG



1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

GAGTATGAAG
GATGAAGAGG
ATAGCAAAGG
GAAGCCGTCC
GAAAAACTGG
CCTCATGTAG
GTGATCGGGT
GAGGAATATG
TTGCCGGCAG
CAAAAGACGC
Secuencia 14 (SEQ ID NO: 14)

GCTTCTACAA
GGAAAGTCAT
AAACGCAGGC
GCATTGTITAA
CGATATACGA
CCGTCGCGAA
ACATTGTACT
ATCCTAAAAA
TTCTGCGGAT
GACAGGTGGG

AAGAGGTTTT
CACACGTIGGC
GCGCGTGCTC
AGAGGTGATC
GCAAATCACT
GAAACTGGCT
CCGCGGCGAC
GCATAAATAC
ACTTGAAGGA
TCTGACTAGC
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-=Secuencia aminoacidica optimizada con codon Kofu

TTCGTTACTA
CTCGAGATTG
GAAACCATCT
CAGAAGTTAG
CGTCCCCTTC
GCAAAAGGCG
GGTCCGATTT
GACGCTGAAT
TTTGGCTATC
TGGTTGAATA

AGAAACGATA TGCCGTAATA
TTCGCCGGGA CTGGTCAGAG
TGAAACATGG TGATGTAGAG
CAAACTATGA AATTCCACCG
ACGAATATAA AGCTATTGGA
TTAAGATAAA ACCAGGTATG
CCAATAGAGC CATCTTGGCG
ATTACATTGA GAACCAGGTC
GTAAAGAAGA TCTGCGCTAT
TCAAAAAATC GTAA

1 ATGGCTAGCG CCATTCTGGA TACCGACTAT ATCACGGAAG ATGGCAMACC GGTGATACGT

61 ATTTTTAAGRA RAGAGAATGG TGAGTTCAAR ATCGAGTACG ACCGCACTIT TGAGCCATAT

121 TTCTACGCGT TACTGAAGGA CGATAGCGCC ATTGAAGAAG TTAAAAARAT CACCGCAGAG

181 CGGCATGGGA CAGIGGTAAC CGTGARGAGA GTTGAARAAAG TCCAGARAAR ATTITTIGGGA

241 CGACCTGTAG AAGTGTGGAA ACTTTATTTC ACTCACCCCC ARGATGTTCC GGCTATACGT

301 GATAAAATTC GCGAACATCC AGCGGTCATT GATATTTACG AATATGATAT ACCTITTGCC

361 AAGCGTTACC TCATCGACAA AGGCCTGGTG CCGATGGAAG GTGATGAAGA ATTAAARATG

421 TTGGCATTCG ACATTGAARC ACTTTATCAC GAGGGGGAAG AGTTTGCTGA GGGTCCCATC

481 CTGATGATTT CTTATGCGGA TGAAGAGGGT GCCCGCGTAA TAACCTGGAR GAACGTTGAT

541 CTCCCGTACG TGGACGTCGT TAGTACGGAA CGGGAAATGA TCAAACGTTT CCTGCGCGTA

601 GTGARAGAGR AAGATCCAGA CGTCTTAATT ACCTATAATG GTGATAACTT TGATTTTGCA

661 TACCTGAAAA AAAGATGCGA AAAGTTGGGC ATAAATTTCG CTCTTGGTCG AGACGGGTCA

721 GAGCCTARAR TCCAGCGTAT GGGAGATCGC ITTIGCGGIIG AAGTGAAAGG CCGGATTCAT

TE1 TICGACCTGT ATCCGGTAAT TCGTCGCACT ATCAACCTCC CCACATACAC GTTAGARGCC

841 GTCTATGAGG CAGTTTTTGG TCAACCGAAG GAAAAAGTTT ACGCTGAGGA AATTACCACT

901 GCGTGGGAAR CAGGCGAGAR TCTGGAACGT GTAGCCCGCT ATTCTATGGA GGARTGCAAAR

961 GTTACCTATG AATTGGGTAA GGAATTITCTT CCAATGGAGG CGCAGCTGAG TCGTTTAGIC

1021  GGACAACCTC TGTGGGACGT TTCACGCTCC TCGACTGGCA ATCTCGTGGA GTGGTTCCTG

1081 TTGAGARAAG CCTATGAACG AAACGAAGTA GCACCGAATA AACCAAGCGA GGAAGAATAT

1141 CAGCGTCGCC TTCGCGAGTC TTACACAGGT GGGTTTGTTA AGGAACCGGA GAAAGGICTT

1201 TGGGAARACA TCGTGTATTT AGATTICCGT GCGCTGTACC CCAGTATTAT AATCACCCAC

1261 AATGTCTCAC CTGACACGCT CAACTTGGAA GGTTGCARAAA ATTATGATAT TGCTCCGCAR

1321  GTTGGACATA AGTTTTGTAA AGATATTCCG GGCTTCATCC CGTCCCIGCT TGGTCACTTA

1381  CTGGAAGAGC GCCAAAAAAT TAAGACCAAR ATGAAAGAGA CTCAGGATCC CATTGAAAAG

1441 ATCCTGCTCG ATTACCGGCA AARAGCCATT AAATTGCTIG CARACTCGIT TTATGGGTAC

1501 TATGGCTATG CGAAGSCTCG TTGCTACTGC AAAGAATCTG CCGAGAGCGT GACAGCATGG

1561 GGTCGCAAAT ATATAGAATT AGTATGGAAG GAGCTGGARG AARARATTCGG ATTCARAGTC

1621 CTGTACATCG ATACGGATGG CCTCTATGCG ACCATTCCTG GTGGGGAGTC TCGAAGAARTC

1681 AAGARRAAAG CCTTGGAATT CCTITAAGTAT ATAAATGCTA AATTACCTGG TGCCCTIGGAG

1741 CTGGAATACG AARGGGTTTTA CAAACGCGGA TTCTTTGTTA CTAAGAAALA ATATGCGGTG

1801  ATCGACGAGG AAGGCAAGAT TACGACCAGA GGCCTCGAGA TTGTACGGCG TGATTGGAGC

1861 GARATCGCTA AAGAAACACA GGCACGTGTC TTGGAGGCAT TACTGAAAGR TGGGGACGTT

1921 GRAAAGGCGG TGCGAATTGT AAAAGARGTC ACCGAAAAAC TTICTAAGTA CGAAGTTCCG

1981 CCAGAGAAARC TGGTGATACA CGRACAAATC ACTCGTGATC TGAAAGCACTA TAAGGCTACA

2041  GGCCCGCATG TAGCAGTCGC CARACGCCTC GCGGCTCGGG GTGTTAARAT TCGTCCCGGA

2101 ACGGTGATCA GTTACATTGT ATTGAAGGGC TCAGGTCGCA TAGGGGATAG AGCAATCCCT

2161 TTCGACGAGT TTGATCCAAC CARACACAAA TATGATGCCG AATACTATAT TGAAAACCAG

2221 GTCTTGCCGG CGGTTGAGCG TATACTGCGC GCTTTCGGCT ATCGARAGGA ACATCTTCGT

2281 TACCAAAAARM CTAGACAGGT GGGTCTGTCC GCATGGCTCA AACCTAAGGG ARCGTAR
Secuencias aminoacidicas de quimeras Pod y Kofu
Secuencia 15 (SEQ ID NO: 15)

>Secuencia aminocidica Pod

1 MASAILDVDY ITEEGKPVIR LFEKENGKFK IEHDRTFRPY IYALLRDDSK IEEVKKITGE
61 RHGKIVRIVD VEKVEKKFLG KPITVWKLYL EHPQDVPTIIR EKVREHPAVV DIFEYDIPFA
121 KRYLIDKGLI PMEGEEELKI LAFDIETLYH EGEEFGKGPI IMISYADENE AKVITWENID
181 LPYVEVVSSE REMIKRFLRI IREKDPDIIV TYNGDSFDFP YLAKRREKLG IKLTIGRDGS
241 EPKMQRIGDM TAVEVKGRIH FDLYHVITRT INLPTYTLEA VYEAIFGKPK EKVYADEIAK
301 AWESGENLER VAKYSMEDAK ATYELGKEFL PMEIQLSRLI GQSLWDVSRS STGNLVEWFL
361 LREAYERNEL APNXPDEKEL ARRRQSYEGG YVKEPERGLW ENIVYLDFRS LYPSIIITHN
421 VSPDTLNREG CKEYDVAPQV GHRFCKDFPG FIPSLLGDLL EERQKIKKKM KATIDPIERK
481 LLDYRQRAIK ILANSYYGYY GYARARWYCK ECAESVTAWG REYITMTIKE IEEKYGFKVI
541 YSDTDGFFAT IPGADAETVK KKAMEFVKYI NSKLPGLLEL EYEGFYKRGF FVTKKRYAVI
601 DEEGKVITRG LEIVRRDWSE IAKETQARVL ETILKHGDVE EAVRIVKEVI QKLANYEIPP
661 EKLATIYEQIT RPLHEYKAIG PHVAVAKKLA AKGVKIKPGM VIGYIVLRGD GPISNRAILA
721 EEYDPKKHKY DAEYYIENQV LPAVLRILEG FGYRKEDLRY QKTRQVGLTS WLNIKKS*

Secuencia 16 (SEQ ID NO: 16)
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>Secuencia aminoacidica Kofu
1

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

Secuenci

MASAILDTDY ITEDGKPVIR IFKKENGEFK IEYDRTFEPY FYALLKDDSA IEEVKKITAE
RHGTVVTVER VEEKVQKKFLG RPVEVWKLYF THPQDVPAIR DKIREHPAVI DIYEYDIPFA
KRYLIDKGLY PMEGDEELKM LAFDIETLYH EGEEFAEGPI LMISYADEEG ARVITWENVD
LPYVDVVSTE REMIKRFLRV VEEKDPDVLI TYNGDNFDFA YLKKRCEKLG INFALGRDGS
EPEIQRMGDR FAVEVKGRIH FDLYPVIRRT INLPTYTLEA VYEAVFGQPK EKVYAEEITT
AWETGENLER VARYSMEDAK VTYELGKEFL PMEAQLSELV GQPLWDVSRS STGNLVEWFL
LREKAYERNEV APNKPSEEEY QRRLRESYTG GFVKEPEKGL WENIVYLDFR ALYPSILIITH
NVSPDTLNLE GCENYDIAPQ VGEKFCKDIP GFIPSLLGHL LEERQKIKTK MKETQDPIEK
ILLDYRQKAI KLLANSFYGY YGYAKARWYC KECAESVTAW GRKYIELVWK ELEEKEGEFKV
LYIDTDGLY2A TIPGGESEEI KEKALEFLKY IMAKLPGALE LEYEGFYKRG FFVTKKEYAV
IDEEGKITTR GLEIVRRDWS EIAKETQARV LEALLKDGDV EKAVRIVKEV TEKLSKYEVP
PEKLVIHEQI TRDLEDYKAT GPHVAVAKRL AARRGVKIRPG TVISYIVLKG S5GRIGDRAIP
FDEFDPTKHE YDAEYYIENQ VLPAVERILR AFGYRKEDLR YQKTRQVGLS AWLKPKGT*

al7 (SEQ ID NO: 17)

>pLACI
1

61

121
181
241

301

421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

QZa

TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCA
CAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTICAGGGCGCGTCAGCGGGTG
TTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC
ACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCC
ATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTAT

GT
TACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGT

TTTICCCAGTICACGAC >>> Primer M13-40 (SEQ ID NO:42)
TTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGAT

Xbal
CCTCTAGAGCCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACA
ATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTG
AGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCG
TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC
CAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTIG
GCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTIG
TTTGATGGTGGTTGACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTICGTATCCCAC
TACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAG
CGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTG
CATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTG
AATTTGATTGCGAGTGAGATATITATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGA
ACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCAC
GCCCAGTCGCGTACCGICTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTIGGTCAGA
GACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTG
GTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCAC
CGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACC
CAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTIGCAGGGCCAG
ACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTITGCCCGCCAGTTGTTIGTGCCACGCG
GTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTITTTCCCGCGTTITTCGCAGA
AACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTC
TGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTICTTCCGG
GCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTIGTCAACGTAAATGCA

NcolI

34
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1741 TGCCGCTTCGCCTTCCGGCCACCAGAATAGCCTGCGCCATGGGCTTCCTCGCTCACTGAC
1801 TCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATA
1861 CGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAA
1921 AAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTITGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCT
1981 GACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAA
PRIMER PKBLACIR <<< GCTGTCCTGATATT
TCTATGG (SEQ ID NO:43)
2041 AGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCG
2101 CTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCA
2161 CGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTIGTGCACGAA
2221 CCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCG
2281 GTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG
2341 TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGA
2401 ACAGTATITGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC
2461 TCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAG
2521 ATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGAC
2581 GCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATC
2641 TTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAARATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAG
2701 TAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGT
2761 CTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAG
2821 GGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCA
2881 GATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACT
2941 TTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCA
3001 GTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCG
3061 TITGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCC
3121 ATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTG
3181 GCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCA
3241 TCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGT
3301 ATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGC
3361 AGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATC
3421 TTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCA
3481 TCITTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAA
3541 AAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTICCTTITTTCAATATTAT
3601 TGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGARAA
3661 AATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAARAGTGCCACCTGACGTCTAAGAA
3721 ACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTIC

Secuencias aminoacidicas de ADN polimerasas de T. litoralis, Thermococcus sp. 9 grados N-7 y quimeras de
las mismas.

Secuencia 18 (SEQ ID NO: 18)

Secuenma aminoacidica de ADN polimerasa Thermococcus sp. 9 grados N-7 (N° ac. U47108)

MILDTDYITE NGKPVIRVFK KENGEFKIEY DRTFEPYFYA LLKDDSAIED VKKVTAKRHG
61 TVVKVKRAEK VQKKFLGRPI EVWKLYEFNHP QDVPAIRDRI RAHPAVVDIY EYDIPFAKRY
121 LIDKGLIPME GDEELTMLAF DIETLYHEGE EFGTGPILMI SYADGSEARV ITWKKIDLPY
181 VDVVSTEKEM IKRFLRVVRE KDPDVLITYN GDNFDFAYLK KRCEELGIKF TLGRDGSEPK
241 IQRMGDRFAV EVKGRIHFDL YPVIRRTINL PTYTLEAVYE AVFGKPKEKV YAEEIAQAWE
301 SGEGLERVAR YSMEDAKVTY ELGREFFPME AQLSRLIGQS LWDVSRSSTG NLVEWFLLRK
361 AYKRNELAPN KPDERELARR RGGYAGGYVK EPERGLWDNI VYLDFRSLYP SIIITHNVSP
421 DTLNREGCKE YDVAPEVGHK FCKDFPGFIP SLLGDLLEER QKIKRKMKAT VDPLEKKLLD
481 YRQRAIKILA NSFYGYYGYA KARWYCKECA ESVTAWGREY IEMVIRELEE KFGEKVLYAD
541 TDGLHATIPG ADAETVKKKA KEFLKYINPK LPGLLELEYE GFYVRGFFVT KKKYAVIDEE
601 GKITTRGLEI VRRDWSEIAK ETQARVLEAI LKHGDVEEAV RIVKEVTEKL SKYEVPPEKL
661 VIHEQITRDL RDYKATGPHV AVAKRLAARG VKIRPGTIVIS YIVLKGSGRI GDRAIPADEF
721 DPTKHRYDAE YYIENQVLPA VERILKAFGY RKEDLRYQKT KQVGLGAWLK VKGKK

Secuencia 19 (SEQ ID NO: 19)

Secuencia aminoacidica de ADN polimerasa T. litoralis (N° ac. M74198.1)
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1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MILDTIDYITK
KTVRVLDAVK
LIDKGLIPME
VDVVSNEREM
PKIQRMGDSF
WETEESMKKL
RVAYARNELA
VSPDTLEKEG
MLDYRQRAIK
YADTDGFYAT
DEEGRITTRG
EKLVIHEQIT
TEYDPRKHKY

DGKPIIRIFK
VRKKFLGREV
GDEELKLLAF
IKRFVQVVKE
AVEIKGRIHF
AQYSMEDARA
PNKPDEEEYK
CKNYDVAPIV
LLANSYYGYM
IPGEKPELIK
LEVVRRDWSE
RDLKDYKAIG
DPDYYIENQV

Secuencia 20 (SEQ ID NO:20)

ES 2 571446 T3

KENGEFKIEL
EVWKLIFEHP
DIETFYHEGD
KDPDVIITYN
DLFPVVRRTI
TYELGKEFFP
RRLRTTYLGG
GYRFCKDFPG
GYPKARWYSK
KKAKEFLNYI
JAKETQAKVL
PHVAIAKRLA
LPAVLRILEA

DPHFQPYIYA
QDVPAMRGKI
EFGKGEIIMI
GDNFDLPYLI
NLPTYTLEAV
MEAELAKLIG
YVKEPEKGLW
FIPSILGDLI
ECAESVTAWG
NSKLPGLLEL
EAILKEGSVE
ARGIKVKPGT
FGYRKEDLRY

Secuencia aminoacidica de ADN polimerasa quimérica 9Nli

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MILDTIDYITE
TVVKVKRAEK
LIDKGLIPME
VDVVSTEKEM
IQRMGDRFAV
SGEGLERVAR
AYARNELAPN
PDTLEKEGCK
DYRQRAIKLL
DIDGFYATIP
EGKITTRGLE
LVIHEQITRD
FDPTKHRYDA

NGKPVIRVFK
VOKKFLGRPI
GDEELTMLAF
IKRFLRVVRE
EVKGRIHFDL
YSMEDAKVTY
KPDEEEYKRR
NYDVAPIVGY
ANSYYGYMGY
GEKPELIKKK
IVRRDWSEIA
LRDYKATGPH
EYYIENQVLP

Secuencia 21 (SEQ ID NO:21)

KENGEFKIEY
EVWKLYFNHP
DIETLYHEGE
KDPDVLITYN
YPVIRRTINL
ELGREFFPME
LRTTYLGGYV
RFCKDFPGFI
PKARWYSKEC
AKEFLNYINS
KETQARVLEA
VAVAKRLAAR
AVERILKAFG

DRTFEPYFYA
QDVPAIRDRI
EFGTGPILMI
GDNFDFAYLK
PTYTLEAVYE
AQLSRLIGQS
KEPEKGLWEN
PSILGDLIAM
AESVTAWGRH
KLPGLLELEY
ILKHGDVEEA
GVKIRPGTVI
YRKEDLRYQK

Secuenma aminoacidica de ADN polimerasa quimérica Li9N

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

Secuencias aminoacidicas de ADN polimerasas de T. gorgonarius, T. zilligii y quimeras de las mismas.

MILDTIDYITK
KTVRVLDAVK
LIDKGLIPME
VDVVSNEREM
PKIQRMGDSF
WETEESMKKL
RKAYKRNELA
SPDTLNREGC
LDYRQRAIKI
ADTDGLHATI
EEGRITTRGL
KLVIHEQITR
EYDPRKHKYD

DGKPIIRIFK
VRKKFLGREV
GDEELKLLAF
IKRFVQVVKE
AVEIKGRIHF
AQYSMEDARA
PNKPDERELA
KEYDVAPEVG
LANSFYGYYG
PGADAETVKK
EVVRRDWSEI
DLKDYKAIGP
PDYYIENQVL

Secuencia 22 (SEQ ID NO:22)

KENGEFKIEL
EVWKLIFEHP
DIETFYHEGD
KDPDVIITYN
DLFPVVRRTI
TYELGKEFFP
RRRGGYAGGY
HKFCKDFPGF
YAKARWYCKE
KAKEFLKYIN
AKETQAKVLE
HVAIAKRLAA
PAVLRILEAF

DPHFQPYIYA
QDVPAMRGKI
EFGKGEIIMI
GDNFDLPYLI
NLPTYTLEAV
MEAELAKLIG
VKEPERGLWD
IPSLLGDLLE
CAESVTAWGR
PKLPGLLELE
ATILKEGSVEK
RGIKVKPGTI
GYRKEDLRYQ

LLKDDSAIEE
REHPAVVDIY
SYADEEEARV
KRAEKLGVRL
YEAVLGKTKS
QSVWDVSRSS
ENIIYLDFRS
AMRQDIKKKM
RHYIEMTIRE
EYEGFYLRGF
KAVEVVRDVV
IISYIVLKGS
QSSKQTGLDA

LLKDDSAIED
RAHPAVVDIY
SYADGSEARV
KRCEELGIKF
AVFGKPKEKV
LWDVSRSSTG
IIYLDFRSLY
RODIKKKMKS
YIEMTIREIE
EGFYVRGFFV
VRIVKEVTEK
SYIVLKGSGR
TKQVGLGAWL

LLKDDSAIEE
REHPAVVDIY
SYADEEEARV
KRAEKLGVRL
YEAVLGKTKS
QSVWDVSRSS
NIVYLDFRSL
ERQKIKRKMK
EYIEMVIREL
YEGFYLRGFF
AVEVVRDVVE
ISYIVLKGSG
SSKQTGLDAW

IKAIKGERHG
EYDIPFAKRY
ITWKNIDLPY
VLGRDKEHPE
KLGAEEIAAI
TGNLVEWYLL
LYPSIIVTHN
KSTIDPIEKK
IEEKFGFKVL
FVTKKRYAVI
EKIAKYRVPL
GKISDRVILL
WLKR

VKKVTAKRHG
EYDIPFAKRY
ITWKKIDLPY
TLGRDGSEPK
YAEEIAQAWE
NLVEWYLLRV
PSIIVTHNVS
TIDPIEKKML
EKFGFKVLYA
TKKKYAVIDE
LSKYEVPPEK
IGDRAIPADE
KVKGKK

IKAIKGERHG
EYDIPFAKRY
ITWKNIDLPY
VLGRDKEHPE
KLGAEEIAAI
TGNLVEWFLL
YPSIIITHNV
ATVDPLEKKL
EEKFGFKVLY
VIKKRYAVID
KIAKYRVPLE
KISDRVILLT
LKR

Secuencia aminoacidica de ADN polimerasa T. gorgonarius (N° de ac. 4699806)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MILDTDYITE
TTVRVVRAEK
LIDKGLIPME
VDVVSTEKEM
IQRMGDRFAV
TGEGLERVAR
AYERNELAPN
DTLNREGCEE
YRQRAIKILA
TDGFFATIPG
DKITTRGLEI
VIYEQITRDL
DPAKHKYDAE

DGKPVIRIFK
VKKKFLGRPI
GDEELKMLAF
IKRFLKVVKE
EVKGRIHFDL
YSMEDAKVTY
KPDERELARR
YDVAPQVGHK
NSFYGYYGYA
ADAETVKKKA
VRRDWSEIAK
KDYKATGPHV
YYIENQVLPA

Secuencia 23 (SEQ ID NO:23)

KENGEFKIDY
EVWKLYFTHP
DIETLYHEGE
KDPDVLITYN
YPVIRRTINL
ELGKEFFPME
RESYAGGYVK
FCKDFPGFIP
KARWYCKECA
KEFLDYINAK
ETQARVLEAI
AVAKRLAARG
VERILRAFGY

DRNFEPYIYA
ODVPAIRDKI
EFAEGPILMI
GDNFDFAYLK
PTYTLEAVYE
AQLSRLVGQS
EPERGLWENI
SLLGDLLEER
ESVTAWGRQY
LPGLLELEYE
LKHGDVEEAV
IKIRPGTVIS
RKEDLRYQKT

Secuencia aminoacidica de ADN polimerasa T. zilligii

36

LLKDDSAIED
KEHPAVVDIY
SYADEEGARV
KRSEKLGVKF
AJFGQPKEKV
LWDVSRSSTG
VYLDFRSLYP
QKVKKKMKAT
IETTIREIEE
GFYKRGFFVT
RIVKEVTEKL
YIVLKGSGRI
ROVGLGAWLK

VKKITAERHG
EYDIPFAKRY
ITWKNIDLPY
ILGREGSEPK
YAEEIAQAWE
NLVEWFLLRK
SIIITHNVSP
IDPIEKKLLD
KFGFKVLYAD
KKKYAVIDEE
SKYEVPPEKL
GDRAIPFDEF
PKT



1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MILDADYITE
TTVRVTRAER
LIDRGLIPME
VESVSTEKEM
IQRMGDRFAV
SGEGLERVAR
AYERNELAPN
DTLNREGCRE
YRORAIKILA
TDGFFATIPG
DKITTRGLEI
VIYEQITRDL
DPAKHRYDAE

DGKPVIRVFK
VKKKFLGRPV
GDEELRMLAF
IKRFLKVIQE
EVKGRIHFDL
YSMEDAKATY
KPDERELARR
YDVAPQVGHR
NSYYGYYGYA
ADAETVKKKA
VRRDWSEIAK
RDYRATGPHV
YYIENQVLPA

Secuencia 24 (SEQ ID NO:24)

ES 2 571446 T3

KEKGEFKIDY
EVWKLYFTHP
DIETLYHEGE
KDPDVLITYN
YPVIRRTINL
ELGKEFFPME
AESYAGGYVK
FCKDFPGFIP
NARWYCRECA
KEFLNYINPR
ETQARVLEAI
AVAKRLAARG
VERILRAFGY

DRDFEPYIYA
QDVPAIRDKI
EFGEGPILMI
GDNFDFAYLK
PTYTLETVYE
AQLSRLVGQS
EPEKGLWENI
SLLGDLLEER
ESVTAWGRQY
LPGLLELEYE
LKHGDVEEAV
IKIRPGTVIS
RKEDLRYQKT

Secuencia aminoacidica de ADN polimerasa quimérica GoZi

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MILDTDYITE
TTVRVVRAEK
LIDKGLIPME
VDVVSTEKEM
IQRMGDRFAV
TGEGLERVAR
AYERNELAPN
DTLNREGCRE
YRQRAIKILA
TDGFFATIPG
DKITTRGLEI
VIYEQITRDL
DPAKHKYDAE

DGKPVIRIFK
VKKKFLGRPI
GDEELKMLAF
IKRFLKVVKE
EVKGRIHFDL
YSMEDAKVTY
KPDERELARR
YDVAPQVGHR
NSYYGYYGYA
ADAETVKKKA
VRRDWSEIAK
KDYKATGPHV
YYIENQVLPA

Secuencia 25 (SEQ ID NO:25)

KENGEFKIDY
EVWKLYFTHP
DIETLYHEGE
KDPDVLITYN
YPVIRRTINL
ELGKEFFPME
RESYAGGYVK
FCKDFPGF IP
NARWYCRECA
KEFLDYINAK
ETQARVLEAI
AVAKRLAARG
VERILRAFGY

DRNFEPYIYA
QDVPAIRDKI
EFAEGP ILMI
GDNFDFAYLK
PTYTLEAVYE
AQLSRLVGQS
EPEKGLWENI
SLLGDLLEER
ESVTAWGRQY
LPGLLELEYE
LKHGDVEEAV
IKIRPGTVIS
RKEDLRYQKT

Secuenma aminoacidica de ADN polimerasa quimérica ZiGo

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MILDADYITE
TTVRVTRAER
LIDRGLIPME
VESVSTEKEM
IQRMGDRFAV
SGEGLERVAR
AYERNELAPN
DTLNREGCEE
YRQRAIKILA
TDGFFATIPG
DKITTRGLEI
VIYEQITRDL
DPAKHRYDAE

DGKPVIRVFK
VKKKFLGRPV
GDEELRMLAF
IKRFLKVIQE
EVKGRIHFDL
YSMEDAKATY
KPDERELARR
YDVAPQVGHK
NSFYGYYGYA
ADAETVKKKA
VRRDWSEIAK
RDYRATGPHV
YYIENQVLPA

KEKGEFKIDY
EVWKLYFTHP
DIETLYHEGE
KDPDVLITYN
YPVIRRTINL
ELGKEFFPME
AESYAGGYVK
FCKDFPGFIP
KARWYCKECA
KEFLNYINPR
ETQARVLEAI
AVAKRLAARG
VERILRAFGY

DRDFEPYIYA
QODVPAIRDKI
EFGEGPILMI
GDNFDFAYLK
PTYTLETVYE
AQLSRLVGQS
EPERGLWENI
SLLGDLLEER
ESVTAWGRQY
LPGLLELEYE
LKHGDVEEAV
IKIRPGTVIS
RKEDLRYQKT

LLKDDSAIED
REHPAVVDIY
SYADEEGARV
KRSETLGVKF
AIFGQPKEKV
LWDVSRSSTG
VYLDYKSLYP
QKVKKKMKAT
IETTMREIEE
GFYRRGFFVT
RIVKEVTEKL
YIVLKGPGRV
KQOAGLGAWLK

LLKDDSAIED
KEHPAVVDIY
SYADEEGARV
KRSEKLGVKF
AIFGQPKEKV
LWDVSRSSTG
VYLDYKSLYP
QKVKKKMKAT
IETTMREIEE
GFYKRGFFVT
RIVKEVTEKL
YIVLKGSGRI
ROVGLGAWLK

LLKDDSAIED
REHPAVVDIY
SYADEEGARV
KRSETLGVKF
AIFGQPKEKV
LWDVSRSSTG
VYLDFRSLYP
OKVKKKMKAT
IETTIREIEE
GFYRRGFFVT
RIVKEVTEKL
YIVLKGPGRV
KOAGLGAWLK

IKKITAERHG
EYDIPFAKRY
ITWKNIDLPY
ILGRDGSEPK
YAEEIARAWE
NLVEWFLLRK
SIIITHNVSP
VDPIERKLLD
KFGFKVLYAD
KKKYAVIDEE
SRYEVPPEKL
GDRAIPFDEF
PKT

VKKITAERHG
EYDIPFAKRY
ITWKNIDLPY
ILGREGSEPK
YAEEIAQAWE
NLVEWFLLRK
SIIITHNVSP
VDPIERKLLD
KFGFKVLYAD
KKKYAVIDEE
SKYEVPPEKL
GDRAIPFDEF
PKT

IKKITAERHG
EYDIPFAKRY
ITWKNIDLPY
ILGRDGSEPK
YAEEIARAWE
NLVEWFLLRK
SIIITHNVSP
IDPIEKKLLD
KFGFKVLYAD
KKKYAVIDEE
SRYEVPPEKL
GDRAIPFDEF
PKT

Secuencias aminoacidicas de quimeras adicionales de ADN polimerasas KOD y Pfu.
Secuencia 26 (SEQ ID NO:26)

Secuencia aminoacidica de ADN polimerasa quimérica Kofu-II.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MASAILDTIDY
RHGTVVTVKR
KRYLIDKGLV
LPYVDVVSTE
EPKIQRMGDR
AWETGENLER
LRKAYERNEV
NVSPDTLNLE
ILLDYRQKAI
LYIDTDGLYA
IDEEGKVITR
PEKLVIHEQI
FDEFDPTKHK

ITEDGKPVIR
VEKVQKKF LG
PMEGDEELKM
REMIKRFLRV
FAVEVKGRIH
VAKYSMEDAK
APNKPSEEEY
GCKNYDIAPQ
KLLANSFYGY
TIPGGESEEI
GLEIVRRDWS
TRDLKDYKAT
YDAEYYIENQ

Secuencia 27 (SEQ ID NO:27)

IFKKENGEFK
RPVEVWKLYF
LAFDIETLYH
VKEKDPDVLI
FDLYPVIRRT
ATYELGKEFL
ORRLRESYTG
VGHKFCKDIP
YGYAKARWYC
KKKALEFVKY
EIAKETQARV
GPHVAVAKRL
VLPAVERILR

IEYDRTFEPY
THPQDVPAIR
EGEEFAEGPI
TYNGDNFDFA
INLPTYTLEA
PMEIQLSRLV
GFVKEPEKGL
GFIPSLLGHL
KECAESVTAW
INSKLPGLLE
LEALLKDGDV
AARGVKIRPG
AFGYRKEDLR

Secuencia aminoacidica de ADN polimerasa quimérica Pod-I.

37

FYALLKDDSA
DKIREHPAVI
LMISYADEEG
YLKKRCEKLG
VYEAVFGQPK
GQPLWDVSRS
WENIVYLDFR
LEERQKIKTK
GRKYIELVWK
LEYEGFYKRG
EKAVRIVKEV
TVISYIVLKG
YOKTRQVGLS

IEEVKKITAE
DIYEYDIPFA
ARVITWKNVD
INFALGRDGS
EKVYAEEITT
STGNLVEWFL
ALYPSIIITH
MKETQDPIEK
ELEEKFGFKV
FEVTKKRYAV
TEKLSKYEVP
SGRIGDRAIP
AWLKPKGT



10

15

20

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MASAILDVDY
RHGKIVRIVD
KRYLIDKGLI
LPYVEVVSSE
EPKMQRIGDM
AWESGENLER
LRKAYERNEL
VSPDTLNREG
LLDYRQRAIK
YSDTDGFFAT
DEEGKITTRG
EKLAIYEQIT
EEYDPKKHKY

ITEEGKPVIR
VEKVEKKFLG
PMEGEEELKI
REMIKRFLRI
TAVEVKGRIH
VARYSMEDAK
APNKPDEKEL
CKEYDVAPQV
ILANSYYGYY
IPGADAETVK
LEIVRRDWSE
RPLHEYKAIG
DAEYYIENQV

Secuencia 28 (SEQ ID NO:28)

ES 2 571446 T3

LFKKENGKFK
KPITVWKLYL
LAFDIETLYH
IREKDPDIIV
FDLYHVITRT
VTYELGKEFL
ARRRQSYEGG
GHRFCKDFPG
GYARARWYCK
KKAMEFLKYI
IAKETQARVL
PHVAVAKKLA
LPAVLRILEG

IEHDRTFRPY
EHPQDVPTIR
EGEEFGKGPI
TYNGDSFDFP
INLPTYTLEA
PMEAQLSRLI
YVKEPERGLW
FIPSLLGDLL
ECAESVTAWG
NAKLPGALEL
ETILKHGDVE
AKGVKIKPGM
FGYRKEDLRY

Secuencia aminoacidica de ADN polimerasa quimérica Kofu-III.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MASAILDTDY
RHGTVVIVKR
KRYLIDKGLV
LPYVDVVSTE
EPKIQRMGDR
AWETGENLER
LRKAYERNEL
VSPDTLNLEG
LLDYRQKAIK
YIDTDGLYAT
DEEGKITTRG
EKLVIHEQIT
DEFDPTKHKY

ITEDGKPVIR
VEKVQKKFLG
PMEGDEELKM
REMIKRFLRV
FAVEVKGRIH
VARYSMEDAK
APNKPDEKEL
CKNYDIAPQV
LLANSFYGYY
IPGGESEEIK
LEIVRRDWSE
RDLKDYKATG
DAEYYIENQV

Secuencia 29 (SEQ ID NO:29)

IFKKENGEFK
RPVEVWKLYF
LAFDIETLYH
VKEKDPDVLI
FDLYPVIRRT
VIYELGKEFL
ARRRQSYEGG
GHKFCKDIPG
GYAKARWYCK
KKALEFLKYI
IAKETQARVL
PHVAVAKRLA
LPAVERILRA

IEYDRTFEPY
THPQDVPAIR
EGEEFAEGPI
TYNGDNFDFA
INLPTYTLEA
PMEAQLSRLT
YVKEPEKGLW
FIPSLLGHLL
ECAESVTANWG
NAKLPGALEL
EALLKDGDVE
ARGVKIRPGT
FGYRKEDLRY

Secuenma aminoacidica de ADN polimerasa quimérica Pod-III.

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MASAILDVDY
RHGKIVRIVD
KRYLIDKGLI
LPYVEVVSSE
EPKMQRIGDM
AWESGENLER
LRKAYERNEV
NVSPDTLNRE
KLLDYRQRAI
IYSDTDGFFA
IDEEGKVITR
PEKLAIYEQI
AEEYDPKKHK

EQUIVALENTES

Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar usando no mas que la experimentacion de
rutina, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencién descritos en el presente documento. El
alcance de la presente invencion no pretende limitarse a la Descripcion anterior, sino que es como se expone en las
"el" y "la" como se usan en el presente documento en la
memoria descriptiva y en las reivindicaciones, a menos que se indique claramente otra cosa, debe entenderse que
incluyen las referencias al plural. Las reivindicaciones o descripciones que incluyen "o" entre uno 0 mas elementos
de un grupo se consideran satisfechos si uno, mas de uno, o todos los elementos del grupo estan presente, se
emplean, o de otro modo son relevantes para un producto o proceso determinado, a menos que se indique lo
contrario 0 sea evidente de otro modo a partir del contexto. La invencion incluye realizaciones en la que
exactamente un elemento del grupo esta presente, se emplea o de otro modo, es relevante para un producto o
proceso determinado. La invencion también incluye realizaciones en las que mas de uno, o todos los elementos del
grupo estan presentes, se emplean, o de otro modo son relevantes para un producto o proceso determinado.
Cuando los elementos estan presentes como listas, por ejemplo, en el grupo Markush o un formato similar, se
entenderd que cada subgrupo de los elementos también se desvela, y cualquier elemento puede eliminarse del
grupo. Ha de apreciarse que, en general, cuando la invencion, o aspectos de la invencién, se denominan como
comprendiendo particulares elementos, caracteristicas, etc., ciertas realizaciones de la invencién o aspectos de la
invencion consisten, o consisten basicamente en dichos elementos. Con fines de simplicidad, estas realizaciones no

reivindicaciones adjuntas. Los articulos "un",

ITEEGKPVIR
VEKVEKKFLG
PMEGEEELKI
REMIKRFLRI
TAVEVKGRIH
VAKYSMEDAK
APNKPSEEEY
GCKEYDVAPQ
KILANSYYGY
TIPGADAETV
GLEIVRRDWS
TRPLHEYKAI
YDAEYYIENQ

LFKKENGKFK
KPITVWKLYL
LAFDIETLYH
IREKDPDIIV
FDLYHVITRT
ATYELGKEFL
QORRLRESYTG
VGHRE'CKDF'P
YGYARARWYC
KKKAMEFVKY
EIAKETQARV
GPHVAVAKKL
VLPAVLRILE

uno-,

IEHDRTFRPY
EHPQDVPTIR
EGEEFGKGPI
TYNGDSFDFP
INLPTYTLEA
PMEIQLSRLV
GFVKEPERGL
GFIPSLLGDL
KECAESVTAW
INSKLPGLLE
LETILKHGDV
AAKGVKIKPG
GFGYRKEDLR

IYALLRDDSK
EKVREHPAVV
IMISYADENE
YLAKRAEKLG
VYEAIFGKPK
GQSLWDVSRS
ENIVYLDFRS
EERQKIKKKM
REYITMTIKE
EYEGFYKRGF
EAVRIVKEVI
VIGYIVLRGD
QKTRQVGLTS

FYALLKDDSA
DKIREHPAVI
LMISYADEEG
YLKKRCEKLG
VYEAVFGQPK
GQSLWDVSRS
ENIVYLDFRA
EERQKIKTKM
RKYIELVWKE
EYEGFYKRGF
KAVRIVKEVT
VISYIVLKGS
QKTRQVGLSA

IYALLRDDSK
EKVREHPAVV
IMISYADENE
YLAKRAEKLG
VYEAIFGKFK
GQPLWDVSRS
WENIVYLDFR
LEERQKIKKK
GREYITMTIK
LEYEGFYKRG
EEAVRIVKEV
MVIGYIVLRG
YOKTRQVGLT

se han expuesto especificamente en cada caso en el presente documento.

38

IEEVKKITGE
DIFEYDIPFA
AKVITWKNID
IKLTIGRDGS
EKVYADEIAK
STGNLVEWFL
LYPSIIITHN
KATIDPIERK
IEEKYGFKVI
FVTKKKYAVI
QKLANYEIPP
GPISNRAILA
WLNIKKS

IEEVKKITAE
DIYEYDIPFA
ARVITWKNVD
INFALGRDGS
EKVYAEEITT
STGNLVEWFL
LYPSIIITHN
KETQDPIEKI
LEEKFGFKVL
FVTKKKYAVI
EKLSKYEVPP
GRIGDRAIPF
WLKPKGT

IEEVKKITGE
DIFEYDIPFA
AKVITWKNID
IKLTIGRDGS
EKVYADEIAK
STGNLVEWFL
SLYPSIIITH
MKATIDPIER
EIEEKYGFKV
FFVTKKRYAV
IQKLANYEIP
DGPISNRAIL
SWLNIKKS



ES 2 571446 T3

Ha de apreciarse que, a menos que se indique claramente otra cosa, en cualquier método reivindicado en el
presente documento que incluya mas de una accion, el orden de las acciones del método no se limita
necesariamente al orden en el que las acciones del método se mencionan, sino que la invencion incluye
realizaciones en las que el orden esta limitado de ese modo.
LISTA DE SECUENCIAS

<110> KapaBiosystems Faurholm, Bjarne McEwan, Paul Bourn, William Rush, Gavin

<120> ADN Polimerasas quiméricas

<130> 2006735-0016

<150> 61/110.862
<151> 03-11-2008

<160> 45

<170> Patentln version 3.5
<210>1

<211> 2328

<212> ADN

<213> Pyrococcus furiosus

<400> 1
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atgattttag
aaagagaacg
cttctcaggg
aagattgtga
accgtagtgga
agagaacatc
ctcatcgaca
gatatagaaa
agttatgcag
gttgaggttg
aaggatcctg
aaaagggcag
atgcagagaa
tatcatgtaa
gcaatttttg
agtggagaga
gaactcggga

ttatgggatg

atgtggatta
gaaaatttaa
atgattcaaa
gaattgttga
aactttattt
cagcagttgt
aaggcctaat
ccctctatca
atgaaaatga
tatcaagcga
acattatagt
aaaaacttgg
taggcgatat
taacaaggac
gaaagccaaa
acéttgagag
aagaattcct

tttcaaggtc

ES 2 571446 T3

cataactgaa
gatagagcat
gattgaagaa
tgtagagaag
ggaacatccc
ggacatcttc
accaatggag
cgaaggagaa
agcaaaggtg
gagagagatg
tacttataat
gattaaatta
gacggctgta
aataaatctc
ggagaaggta
agttgccaaa
tccaatggaa

aagcacaggg

gaaggaaaac
gatagaactt
gttaagaaaa
gttgagaaaa
caagatgttc
gaatacgata
ggggaagaag
gagtttggaa
attacttgga
ataaagagat
ggagactcat
accattggaa
gaagtcaagg
ccaacataca
tacgccgacg
tactcgatgg
attcagcttt

aaccttgtag

40

ctgttattag
ttagaccata
taacggggga
agtttctcgg
ccactattag
ttccatttgc
agctaaagat
aaggcccaat
aaaacataga
ttctcaggat
tcgacttccc
gagatggaag
gaagaataca
cactagaggc
agatagcaaa
aagatgcaaa
caagattagt

agtggttett

gctattcaaa
catttacgct
aaggcatgga
caagcctatt
agaaaaagtt
aaagagatac
tcttgecectte
tataatgatt
tcttccatac
tatcagggag
atatttagcg
cgagcccaag
tttcgacttg
tgtatatgaa
agcctgggaa
ggcaacttat
tggacaacct

acttaggaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



gcctacgaaa
ctcagggaga
atagtatacc
cccgatactce
aagttctgca
agacaaaaga
gactatagac
gcaaaagcaa
tacatcgagt
gacactgatg
gctctagaat
gaagggtttt
gaaggaaaag
aaagaaactc
gtgagaatag
ctcgcaatat
gtagctgttg
ggatacatag
tacgatccca
gcggtactta

acaagacaag

<210> 2
<211> 2325
<212> ADN

gaaacgaagt
gctacacagg
tagattttag
taaatcttga
aggacatccc
ttaagacaaa
aaaaagcgat
gatggtactg
tagtatggaa
gtctctatgc
ttgtaaaata
ataagagggyg
tcattactcg
aagctagagt
taaaagaagt
atgagcagat
caaagaaa;t
tacttagagg
aaaagcacaa
ggatattgga

tcggectaac

<213> Thermococcus sp.

<400> 2
atgatcctcg

aaggaaaacg
ctcctgaagg
acggttgtaa
gaggtctgga

cgagagcatc

acactgacta
gcgagtttaa
acgattctgc
cggttaageg
aactctactt

cagcagttat

ES 2 571446 T3

agctccaaac
tggattcgtt
agccctatat
gggatgcaag
tggttttata
aatgaaggaa
aaaactctta
taaggagtgt
ggagctcgaa
aactatccca
cataaattca
attcttecgtt
tggtttagag
tttggagaca
aatacaaaag
aacaagacca
agctgctaaa
cgatggtcca
gtatgacgca
gggatttgga

ttcctggcett

cataaccgag
gattgagtac
cattgaggaa
ggttgaaaag
tactcatccg

tgacatctac

aagccaagtg
aaagagccag
ccctcgatta
aactatgata
ccaagtctct
actcaagatc
gcaaattctt
gctgagagcg
gaaaagtttg
ggaggagaaa
aagctccctg
acgaagaaga
atagttagga
atactaaaac
cttgccaatt
ttacatgagt
ggagttaaaa
attagcaata
gaatattaca
tacagaaagg

aacattaaaa

gatggaaagc
gaccggactt
gtcaagaaga
gttcagaaga
caggacgtcc

gagtacgaca

41

aagaggagta
aaaaggggtt
taattaccca
tcgctectcea
tgggacattt
ctatagaaaa
tctacggata
ttactgcctg
gatttaaagt
gtgaggaaat
gactgctaga
ggtatgcagt
gagattggag
acggagatgt
atgaaattcc
ataaggcgat
taaagccagg
gggcaattct
ttgagaacca
aagacctcag

aatcctag

ctgtcataag
ttgaacccta
taaccgccga
agttecctcgg
cagcgataag

tacccttcege

tcaaagaaqgg
gtgggaaaac
caatgtttct
agtaggccac
gttagaggaa
aatactcctt
ttatggctat
gggaagaaag
cctctacatt
aaagaaaaag
gcttgaatat
aatagatgaa
tgaaattgca
tgaagaagct
accagagaag
aggtcctcac
aatggtaatt
agctgaggaa
ggttcttcca

ataccaaaag

aattttcaag
cttctacgcece
gaggcacggg
gagaccagtt
ggacaagata

caagcgctac

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2328

60

120

180

240

300

360



ES 2 571446 T3

ctcatagaca agggattagt gccaatggaa ggcgacgagg agctgaaaat gctcgecttc 420
gacattgaaa ctctctacca tgagggcgag gagttcgeccg aggggccaat ccttatgata 480
agctacgccg acgaggaagg ggccagggtg ataacttgga agaacgtgga tctcccctac 540
gttgacgtcg tctcgacgga gagggagatg ataaagcgcet tcctecgtgt tgtgaaggag 600
aaagacccgg acgttctcat aacctacaac ggcgacaact tcgacttegc ctatctgaaa 660
aagcgctgtg aaaagctcgg aataaacttc gccctcggaa gggatggaag cgagccgaag 720
attcagagga tgggcgacag gtttgccgtc gaagtgaagg gacggataca cttcgatctce 780
tatcctgtga taagacggac gataaacctg cccacataca cgcttgaggc cgtttatgaa 840
gccgtcttecg gtcagccgaa ggagaaggtt tacgctgagg aaataaccac agcectgggaa 900
accggcgaga accttgagag agtcgcccge tactcgatgg aagatgcgaa ggtcacatac 960
gagcttggga aggagttcct tccgatggag gcccagettt ctcgettaat cggccagtcece 1020
ctctgggacg tctccegete cagcactgge aacctcegttg agtggttect cctcaggaag 1080
gcctatgaga ggaatgagct ggccccgaac aagcccgatg aaaaggagct ggccagaaga 1140
cggcagagct atgaaggagg ctatgtaaaa gagcccgaga gagggttgtg ggagaacata 1200
gtgtacctag attttagatc cctgtacccc tcaatcatca tcacccacaa cgtctcgecg 1260
gatacgctca acagagaagg atgcaaggaa tatgacgttg ccccacaggt cggccaccgc 1320
ttctgcaagg acttcccagg atttatcccg agcctgcecttg gagacctcct agaggagagg 1380
cagaagataa agaagaagat gaaggccacg attgacccga tcgagaggaa gctcctcgat 1440
tacaggcaga gggccatcaa gatcctggca aacagctact acggttacta cggctatgca 1500
agggcgcgcet ggtactgcaa ggagtgtgca gagagcgtaa cggcctgggg aagggagtac 1560
ataacgatga ccatcaagga gatagaggaa aagtacggct ttaaggtaat ctacagcgac 1620
accgacggat tttttgccac aatacctgga gccgatgctg aaaccgtcaa aaagaaggct 1680
atggagttcc tcaagtatat caacgccaaa cttccgggcg cgcttgagct cgagtacgag 1740
ggcttctaca aacgcggctt cttcgtcacg aagaagaagt atgcggtgat agacgaggaa 1800
ggcaagataa caacgcgcgg acttgagatt gtgaggcgtg actggagcga gatagcgaae 1860
gagacgcagg cgagggttct tgaagctttg ctaaaggacg gtgacgtcga gaaggccgtg 1920
aggatagtca aagaagttac cgaaaagctg agcaagtacg aggttccgcc ggagaagctg 1980
gtgatccacg agcagataac gagggattta aaggactaca aggcaaccgg tccccacgtt 2040
gccgttgecca agaggttggc cgcgagagga gtcaaaatac gccctggaac ggtgataage 2100
tacatcgtgc tcaagggctc tgggaggata ggcgacaggg cgataccgtt cgacgagttc 2160
gacccgacga agcacaagta cgacgccgag tactacattg agaaccaggt tctcccagec 2220
gttgagagaa ttctgagagc cttcggttac cgcaaggaag acctgcgcta ccagaagacg 2280
agacaggttg gtttgagtgc ttggctgaag ccgaagggaa cttga 2325

42



10

<210> 3
<211> 2328
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 571446 T3

<223> Secuencia nucleotidica optimizada con codon de Pfu

<400> 3

atgattctgg
aaagagaatg
ttgcttcggg
aaaatagtaa
actgtatgga
cgtgagcacc
ttaattgata
gacatagaaa
tcttacgcecgg
gttgaagtgg
aaagatccag
aaacgagctg
atgcaacgca
tatcatgtca
gcaatattcg
agcggcgaaa
gaattgggga
ctgtgggacg
gcctatgaac
cttcgcgagt
atcgtgtatt
cctgacacgc

aagttttgta

atgtggacta
gtaaattcaa
atgatagcaa
gaattgtgga
agctctatct
cagccgtcegt
aaggcctgat
cgctctatca
atgagaacga
tcagttcaga
atataatcgt
aaaaattggg
ttggcgatat
tcaccecgtac
gcaagccgaa
acctggagcg
aagaatttct
tttcacgctc
gaaacgaagt
cttacacagg
tagatttccg
tcaacttgga

aagatattcc

tatcaccgaa
gatcgagcat
aattgaggaa
cgttgaaaaa
ggaacatcct
ggatatattt
cccgatggag
tgagggagaa
agccaaggta
gcgggaaatg
tacatataac
tattaaactt
gacggcggta
tattaatctc
agaaaaagtg
cgtagcaaaa
tccaatggaa
ctcgactggc
agcaccgaat
tgggtttgtt
tgcgctgtac
aggttgcaaa

gggcttcatc

gagggcaaac
gaccgcacgt
gtcaaaaaga
gtcgaaaaga
caggatgtgc
gaatatgaca
ggggaagaag
gaatttggca
atcacttgga
attaaacgtt
ggcgactcct
accatcgggc
gaggtgaaag
cccacataca
tacgctgacg
tattctatgg
attcagctga
aatctcgtgg
aaaccaagcg
aaggaaccgg
cccagtatta
aattatgata

ccgtccecctge

43

cggttatacg
tccgtecata
tcaccgggga
aatttctggg
ccacaattcg
tceccttttge
aacttaaaat
aaggtcccat
aaaatattga
ttttacgcat
tcgattttcec
gtgacggatc
gtcggataca
cgttagaagc
aaatcgcgaa
aagatgctaa
gtcgtttagt
agtggttcct
aggaagaata
agaaaggtct
taatcaccca
ttgctcegea

ttggtcactt

tttatttaag
catttacgcg
acgtcatgga
caaaccgatc
agaaaaagtt
aaaacgctac
tctggetttt
cattatgatt
cctgccgtac
cattagagag
ttacctggeca
ggaaccgaaa
ctttgatctg
cgtttatgag
ggcatgggag
agcgacctac
cggacaacct
gttgagaaaa
tcagcgtcgce
ttgggaaaac
caatgtctca
agttggacat

actggaagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



10

cgccaaaaaa

gattaccggc
gcgaaggctc
tatatagaat
gatacggatg
gccttggaat
gaaggcttct
gaggggaaag
aaggaaacgc
gtccgcattg
ctggcgatat
gtagccgtceg
gggtacattg
tatgatccta
gcagttctgce
acgcgacagg
<210> 4

<211> 2337
<212> ADN

ttaagaccaa
aaaaagccat
gttggtactg
tagtatggaa
gcctctatge
tcgttaagta
acaaaagagg
tcatcacacg
aggcgcgcegt
ttaaagaggt
acgagcaaat
cgaagaaact
tactccgecgg
aaaagcataa
ggatacttga

tgggtctgac

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 571446 T3

aatgaaagag
taaattgctt
caaagaatgt
ggagctggaa
gaccattcct
cattaatagt
ttttttegtt
tggcctcgag
gctcgaaacc
gatccagaag
cactcgtccc
ggctgcaaaa
cgacggtccg
atacgacgct
aggatttggc

tagctggttg

actcaggatc
gcaaactcgt
gccgagagcedg
gaaaaattcg
ggtggggagt
aaattaccgg
actaagaaac
attgttcgcc
atcttgaaac
ttagcaaact
cttcacgaat
ggcgttaaga
atttccaata
gaatattaca
tatcgtaaag

aatatcaaaa

ccattgaaaa
tttatgggta
tgacagcatg
gattcaaagt
ctgaagaaat
gactgcttga
gatatgccgt
gggactggtc
atggtgatgt
atgaaattcc
ataaagctat
taaaaccagg
gagccatctt
ttgagaacca
aagatctgcg

aatcgtaa

gatcctgctc
ctatggctat
gggtcgcaaa
cctgtacatc
caagaaaaaa
actggagtat
aatagatgaa
agagatagca
agaggaagcc
accggaaaaa
tggacctcat
tatggtgatc
ggcggaggaa
ggtcttgccg

ctatcaaaag

<223> Secuencia nucleotidica optimizada con codon de Pfu, 9 nt adicional en area 5'

<400> 4
atggctagcg

ttatttaaga
atttacgcgt
cgtcatggaa
aaaccgatca
gaaaaagttc
aaacgctact
ctggcttttg
attatgattt

ctgccgtacg

ccattctgga
aagagaatgg
tgcttcggga
aaatagtaag
ctgtatggaa
gtgagcaccc
taattgataa
acatagaaac
cttacgcgga

ttgaagtggt

tgtggactat
taaattcaag
tgatagcaaa
aattgtggac
gctctatctg
agccgtegtg
aggcctgatc
gctctatcat
tgagaacgaa

cagttcagag

atcaccgaag
atcgagcatg
attgaggaag
gttgaaaaag
gaacatcctc
gatatatttg
ccgatggagg
gagggagaag
gccaaggtaa

cgggaaatga

44

agggcaaacc
accgcacgtt
tcaaaaagat
tcgaaaagaa
aggatgtgcc
aatatgacat
gggaagaaga
aatttggcaa
tcacttggaa

ttaaacgttt

ggttatacgt
ccgtccatac
caccggggaa
atttctgggce
cacaattcga
cccttttgeca
acttaaaatt
aggtcccatce
aaatattgac

tttacgcatc

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2328

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



attagagaga
tacctggcaa
gaaccgaaaa
tttgatctgt
gtttatgagg
gcatgggaga
gcgacctacg
ggacaacctc
ttgagaaaag
cagcgtcgcecc
tgggaaaaca
aatgtctcac
gttggacata
ctggaagagc
atcctgctcg
tatggctatg
ggtcgcaaat
ctgtacatcg
aagaaaaaag
ctggagtatg
atagatgaag
gagatagcaa
gaggaagccg
ccggaaaaac
ggacctcatg
atggtgatcg
gcggaggaat
gtcttgececgg
tatcaaaaga

<210>5
<211> 2325
<212> ADN

aagatccaga
aacgagctga
tgcaacgcat
atcatgtcat
caatattcgg
gcggcgaaaa
aattggggaa
tgtgggacgt
cctatgaacg
ttcgcgagtc
tcgtgtattt
ctgacacgct
agttttgtaa
gccaaaaaat
attaccggca
cgaaggctcg
atatagaatt
atacggatgg
ccttggaatt
aaggcttcta
aggggaaagt
aggaaacgca
tccgcattgt
tggcgatata
tagccgtcge
ggtacattgt
atgatcctaa
cagttctgcg

cgcgacaggt

<213> Secuencia Artificial

ES 2 571446 T3

tataatcgtt
aaaattgggt
tggcgatatg
cacccgtact
caagccgaaa
cctggagcgce
agaatttctt
ttcacgctcc
aaacgaagta
ttacacaggt
agatttcecgt
caacttggaa
agatattccg
taagaccaaa
aaaagccatt
ttggtactgc
agtatggaag
cctctatgeg
cgttaagtac
caaaagaggt
catcacacgt
ggcgcgegtg
taaagaggtg
cgagcaaatc
gaagaaactg
actccgcecggce
aaagcataaa
gatacttgaa

gggtctgact

acatataacg
attaaactta
acggcggtag
attaatctcc
gaaaaagtgt
gtagcaaaat
ccaatggaaa
tcgactggca
gcaccgaata
gggtttgtta
gcgctgtacc
ggttgcaaaa
ggcttcatcc
atgaaagaga
aaattgcttg
aaagaatgtg
gagctggaag
accattcctg
attaatagta
tttttcgtta
ggcctcgaga
ctcgaaacca
atccagaagt
actcgtcccce
gctgcaaaag
gacggtccga
tacgacgctg
ggatttggct

agctggttga

45

gcgactcectt
ccatcgggcg
aggtgaaagg
ccacatacac
acgctgacga
attctatgga
ttcagctgag
atctcgtgga
aaccaagcga
aggaaccgga
ccagtattat
attatgatat
cgtccctget
ctcaggatcc
caaactcgtt
ccgagagcgt
aaaaattcgg
gtggggagtc
aattaccggg
ctaagaaacg
ttgttcgcceg
tcttgaaaca
tagcaaacta
ttcacgaata
gcgttaagat
tttccaatag
aatattacat
atcgtaaaga

atatcaaaaa

cgattttcct
tgacggatcg
tcggatacac
gttagaagcc
aatcgcgaag
agatgctaaa
tcgtttagtce
gtggttcctg
ggaagaatat
gaaaggtctt
aatcacccac
tgctccgcaa
tggtcactta
cattgaaaag
ttatgggtac
gacagcatgg
attcaaagtc
tgaagaaatc
actgcttgaa
atatgccgta
ggactggtca
tggtgatgta
tgaaattcca
taaagctatt
aaaaccaggt
agccatcttg
tgagaaccag
agatctgcgc

atcgtaa

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2337



<220>

ES 2 571446 T3

<223> Secuencia nucleotidica optimizada con codén de KOD

<400> 5
atgattctgg

aaagagaatg
ttactgaagg
acagtggtaa
gaagtgtgga
cgcgaacatc
ctcatcgaca
gacattgaaa
tcttatgcgg
gtggacgtcg
aaagatccag
aaaagatgcg
atccagcgta
tatccggtaa
gcagtttttg
acaggcgaga
gaattgggta
ctgtgggacg
gcatacgagc
cgccaatcct
gtgtatctgg
gacactttga
ttttgcaagg
caaaaaatca
taccgccagc
cgtgctcget

atcaccatga

ataccgacta
gtgagttcaa
acgatagcgc
ccgtgaagag
aactttattt
cagcggtcat
aaggcctggt
cactttatca
atgaagaggg
ttagtacgga
acgtcttaat
aaaagttggg
tgggagatcg
ttcgtcgecac
gtcaaccgaa
atctggaacg
aggaatttct
tgtctcgaag
gtaatgaact
atgaaggcgg
atttccgttc
atcgcgaggg
acttcccggg
aaaagaaaat
gggccatcaa
ggtattgtaa

ctattaagga

tatcacggaa
aatcgagtac
cattgaagaa
agttgaaaaa
cactcacccc
tgatatttac
gccgatggaa
cgagggggaa
tgccecgegta
acgggaaatg
tacctataat
cataaatttc
ctttgcggtt
tatcaacctc
ggaaaaagtt
tgtagcccgce
tccaatggag
ttcaacggga
tgccectaac
ttacgttaaa
gctctacccg
ctgtaaagaa
atttatacca
gaaagctaca
aattttggca
agagtgcgcc

gatagaagag

gatggcaaac
gaccgcactt
gttaaaaaaa
gtccagaaaa
caagatgttc
gaatatgata
ggtgatgaag
gagtttgctg
ataacctgga
atcaaacgtt
ggtgataact
gctcttggtce
gaagtgaaag
cccacataca
tacgctgagg
tattctatgg
gcgcagctgt
aacctcgtcg
aaaccggatg
gaaccagagc
agcattatca
tatgatgtcg
agtctgcttg
atcgatccga
aactcatatt
gaatccgtga

aaatatggtt

46

cggtgatacg
ttgagccata
tcaccgcaga
aatttttggg
cggctatacg
taccttttgc
aattaaaaat
agggtcccat
agaacgttga
tcctgegegt
ttgattttgce
gagacgggtc
gccggattca
cgttagaagc
aaattaccac
aggatgcaaa
cgagattaat
aatggtttct
aaaaggagct
gggggttatg
ttacccacaa
cgccgcaggt
gcgatttact
tagaacgtaa
atggttacta

cggcatgggg

tcaaagtaat

tatttttaag
tttctacgcg
gcggcatggyg
acgacctgta
tgataaaatt
caagcgttac
gttggcattc
cctgatgatt
tctccegtac
agtgaaagag
atacctgaaa
agagcctaaa
tttcgacctg
cgtctatgag
tgcgtgggaa
agttacctat
agggcagagc
gttgcggaaa
ggcacgccgt
ggaaaatatc
cgtatctccc
tggtcataga
ggaagagcga
gctgctcgac
tgggtacgcg
ccgtgaatac

ctactcggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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acagacggat
atggaattcc
gggttttaca
ggcaagatta
gaaacacagg
cgaattgtaa
gtgatacacg
gcagtcgcca
tacattgtat
gatccaacca
gttgagcgta
agacaggtgg
<210>6

<211> 2334
<212> ADN

tctttgcgac
ttaagtatat
aacgcggatt
cgaccagagg
cacgtgtctt
aagaagtcac
aacaaatcac
aacgcctcge
tgaagggctc
aacacaaata
tactgcgcge

gtctgtccge

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia nucleotidica optimizada con codén de KOD, 9 nt adicional en area 5'.

<400> 6
atggctagcg

atttttaaga
ttctacgcgt
cggcatggga
cgacctgtag
gataaaattc
aagcgttacc
ttggcattcg
ctgatgattt
ctcccgtacg
gtgaaagaga
tacctgaaaa

gagcctaaaa

ccattctgga
aagagaatgg
tactgaagga
cagtggtaac
aagtgtggaa
gcgaacatcc
tcatcgacaa
acattgaaac
cttatgcgga
tggacgtcgt
aagatccaga
aaagatgcga

tccagcgtat

ES 2 571446 T3

gattccecggt
aaatgctaaa
ctttgttact
cctcgagatt
ggaggcatta
cgaaaaactt
tcgtgatctg
ggctcggggt
aggtcgcata
tgatgccgaa
tttcggctat

atggctcaaa

taccgactat
tgagttcaaa
cgatagcgcc
cgtgaagaga
actttatttc
agcggtcatt
aggcctggtg
actttatcac
tgaagagggt
tagtacggaa
cgtcttaatt
aaagttgggc

gggagatcgc

gccgatgcag
ttacctggtg
aagaaaaaat
gtacggcgtyg
ctgaaagatg
tctaagtacg
aaagactata
gttaaaattc
ggggatagag
tactatattg
cgaaaggaag

cctaagggaa

atcacggaag
atcgagtacg
attgaagaag
gttgaaaaag
actcaccccc
gatatttacg
ccgatggaag
gagggggaag
gcccgegtaa
cgggaaatga
acctataatg
ataaatttcg

tttgcggttg

47

aaaccgtcaa
ccctggagcet
atgcggtgat
attggagcga
gggacgttga
aagttccgcecc
aggctacagg
gtcccecggaac
caatcccttt
aaaaccaggt
atcttcgtta

cgtaa

atggcaaacc
accgcacttt
ttaaaaaaat
tccagaaaaa
aagatgttcc
aatatgatat
gtgatgaaga
agtttgctga
taacctggaa
tcaaacgttt
gtgataactt
ctcttggtcg

aagtgaaagg

gaaaaaagcg
ggaatacgaa
cgacgaggaa
aatcgctaaa
aaaggcggtyg
agagaaactg
ccecgeatgta
ggtgatcagt
cgacgagttt
cttgccggceg

ccaaaaaact

ggtgatacgt
tgagccatat
caccgcagag
atttttggga
ggctatacgt
accttttgcc
attaaaaatg
gggtcccatc
gaacgttgat
cctgcgcgta
tgattttgca
agacgggtca

ccggattcat

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2325

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

ttcgacctgt
gtctatgagg
gcgtgggaaa
gttacctatg
gggcagagcc
ttgcggaaag
gcacgccgtc
gaaaatatcg
gtatctcceg
ggtcatagat
gaagagcgac
ctgctcgact
gggtacgcgce
cgtgaataca
tactcggata
aaaaaagcga
gaatacgaag
gacgaggaag
atcgctaaag
aaggcggtgc
gagaaactgg
ccgcatgtag
gtgatcagtt
gacgagtttg
ttgccggegg
caaaaaacta
<210>7

<211> 5017
<212> ADN

atccggtaat
cagtttttgg
caggcgagaa
aattgggtaa
tgtgggacgt
catacgagcg
gccaatccta
tgtatctgga
acactttgaa
tttgcaagga
aaaaaatcaa
accgccagcg
gtgctcgcectg
tcaccatgac
cagacggatt
tggaattcct
ggttttacaa
gcaagattac
aaacacaggc
gaattgtaaa
tgatacacga
cagtcgccaa
acattgtatt
atccaaccaa
ttgagcgtat

gacaggtggg

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 571446 T3

tcgtcgcact
tcaaccgaag
tctggaacgt
ggaatttctt
gtctcgaagt
taatgaactt
tgaaggcggt
ttteccgttcg
tcgcgaggge
cttcccggga
aaagaaaatg
ggccatcaaa
gtattgtaaa
tattaaggag
ctttgcgacg
taagtatata
acgcggattc
gaccagaggc
acgtgtcttg
agaagtcacc
acaaatcact
acgcctcgcg
gaagggctca
acacaaatat
actgcgcgcet

tctgtcecgcea

atcaacctcc
gaaaaagttt
gtagcccget
ccaatggagg
tcaacgggaa
gcccectaaca
tacgttaaag
ctctacccga
tgtaaagaat
tttataccaa
aaagctacaa
attttggcaa
gagtgcgccg
atagaagaga
attcccggtyg
aatgctaaat
tttgttacta
ctcgagattg
gaggcattac
gaaaaacttt
cgtgatctga
gctcggggtyg
ggtcgcatag
gatgccgaat
ttcggctatc

tggctcaaac

ccacatacac
acgctgagga
attctatgga
cgcagctgtc
acctcgtcga
aaccggatga
aaccagagcg
gcattatcat
atgatgtcgce
gtctgecttgg
tcgatccgat
actcatatta
aatccgtgac
aatatggttt
ccgatgcaga
tacctggtgce
agaaaaaata
tacggcgtga
tgaaagatgg
ctaagtacga
aagactataa
ttaaaattcg
gggatagagc
actatattga
gaaaggaaga

ctaagggaac

gttagaagcc
aattaccact
ggatgcaaaa
gagattaata
atggtttctg
aaaggagctg
ggggttatgg
tacccacaac
gccgcaggtt
cgatttactg
agaacgtaag
tggttactat
ggcatggggce
caaagtaatc
aaccgtcaag
cctggagctg
tgcggtgatc
ttggagcgaa
ggacgttgaa
agttccgcca
ggctacaggc
tcccggaacg
aatccctttc
aaaccaggtc
tcttcgttac

gtaa

<223> pKB13 - Secuencia nucleotidica optimizada con codon de Pfu en vector puUC19

<400> 7

48

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2334



tcgegegttt
cagcttgtct
ttggcgggtyg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcect
tttccecagtc
ataccgacta
gtgagttcaa
acgatagcgc
ccgtgaagag
aactttattt
cagcggtcat
aaggcctggt
cactttatca
atgaagaggg
ttagtacgga
acgtcttaat
aaaagttggg
tgggagatcg
ttcgtcgcac
gtcaaccgaa
atctggaacg
aggaatttct
tgtctcgaag
gtaatgaact
atgaaggcgg
atttccgttc
atcgcgaggg

acttcccggg

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctygg
gtgtgaaata
caggctgcgce
ggcgaaaggyg
acgacgttgt
tatcacggaa
aatcgagtac
cattgaagaa
agttgaaaaa
cactcacccc
tgatatttac
gccgatggaa
cgagggggaa
tgcccgegta
acgggaaatg
tacctataat
cataaatttc
ctttgcggtt
tatcaacctc
ggaaaaagtt
tgtagcccge
tccaatggag
ttcaacggga
tgccectaac
ttacgttaaa
gctctacccyg
ctgtaaagaa

atttatacca

ES 2 571446 T3

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
gatggcaaac
gaccgcactt
gttaaaaaaa
gtccagaaaa
caagatgttc
gaatatgata
ggtgatgaag
gagtttgctg
ataacctgga
atcaaacgtt
ggtgataact
gctcttggtce
gaagtgaaag
cccacataca
tacgctgagg
tattctatgg
gcgcagctgt
aacctcgtcyg
aaaccggatg
gaaccagagc
agcattatca
tatgatgtcg

agtctgcttg

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
cggtgatacg
ttgagccata
tcaccgcaga
aatttttggg
cggctatacg
taccttttgc
aattaaaaat
agggtcccat
agaacgttga
tcctgegegt
ttgattttgc
gagacgggtc
gccggattca
cgttagaagc
aaattaccac
aggatgcaaa
cgagattaat
aatggtttct
aaaaggagct
gggggttatg
ttacccacaa
cgccgcaggt

gcgatttact

49

gcagctcccg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggcee
aagttgggta
cggtctcagc
tatttttaag
tttctacgeg
gcggcatggg
acgacctgta
tgataaaatt
caagcgttac
gttggcattc
cctgatgatt
tctcccegtac
agtgaaagag
atacctgaaa
agagcctaaa
tttcgacctg
cgtctatgag
tgcgtgggaa
agttacctat
agggcagagc
gttgcggaaa
ggcacgccgt
ggaaaatatc
cgtatctccc
tggtcataga

ggaagagcga

gagacggtca
tcagcgggtyg
ctgagagtgc
atcaggcgcc
tcttcgctat
acgccagggt
gccattctgg
aaagagaatg
ttactgaagg
acagtggtaa
gaagtgtgga
cgcgaacatc
ctcatcgaca
gacattgaaa
tcttatgcgg
gtggacgtcg
aaagatccag
aaaagatgcg
atccagcgta
tatccggtaa
gcagtttttg
acaggcgaga
gaattgggta
ctgtgggacg
gcatacgagc
cgccaatcct
gtgtatctgg
gacactttga
ttttgcaagg

caaaaaatca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



aaaagaaaat
gggccatcaa
ggtattgtaa
ctattaagga
tctttgcgac
ttaagtatat
aacgcggatt
cgaccagagg
cacgtgtctt
aagaagtcac
aacaaatcac
aacgcctege
tgaagggctc
aacacaaata
tactgcgegce
gtctgtccge
tcgacctgca
tgttatccgce
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgcgtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gccgegttge
cgctcaagtc
ggaagctccc
tttctecectt
gtgtaggteg
tgcgccttat
ctggcagcag

ttcttgaagt

gaaagctaca
aattttggca
agagtgcgcce
gatagaagag
gattcccggt
aaatgctaaa
ctttgttact
cctcgagatt
ggaggcatta
cgaaaaactt
tcgtgatctg
ggctecggggt
aggtcgcata
tgatgccgaa
tttcggctat
atggctcaaa
ggcatgcaag
tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgeca
ggcgctcttce
cggtatcagc
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tcgtgegete
cgggaagcgt
ttcgctccaa
ccggtaacta
ccactggtaa

ggtggcctaa

ES 2 571446 T3

atcgatccga
aactcatatt
gaatcecgtga
aaatatggtt
gccgatgcag
ttacctggtg
aagaaaaaat
gtacggcgtg
ctgaaagatg
tctaagtacg
aaagactata
gttaaaattc
ggggatagag
tactatattg
cgaaaggaag
cctaagggaa
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgctteccteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgttecg
ggcgectttct
gctgggetgt
tcgtcttgag
caggattagc

ctacggctac

tagaacgtaa
atggttacta
cggcatgggg
tcaaagtaat
aaaccgtcaa
ccctggaget
atgcggtgat
attggagcga
gggacgttga
aagttccgcece
aggctacagg
gtcceggaac
caatcccttt
aaaaccaggt
atcttcgtta
cgtaatgata
tcatggtcat
cgagccggaa
attgcgttge
tgaatcggcece
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgcccecctg
ggactataaa
accctgeecge
catagctcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
agagcgaggt

actagaagaa

50

gctgctcgac
tgggtacgcg
ccgtgaatac
ctactcggat
gaaaaaagcg
ggaatacgaa
cgacgaggaa
aatcgctaaa
aaaggcggtg
agagaaactg
cccgcatgta
ggtgatcagt
cgacgagttt
cttgccggcg
ccaaaaaact
tgagaccgga
agctgtttce
gcataaagtg
gctcactgec
aacgcgceggg
cgctgecgecte
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
cccecgttea
taagacacga
atgtaggcgg

cagtatttgg

taccgccagce
cgtgctcget
atcaccatga
acagacggat
atggaattcc
gggttttaca
ggcaagatta
gaaacacagg
cgaattgtaa
gtgatacacg
gcagtcgcca
tacattgtat
gatccaacca
gttgagcgta
agacaggtgg
tcctctagag
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttccag
dJagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcececect
cctgtcecgece
tctcagttcg
gcccgaccge
cttatcgcca
tgctacagag

tatctgeget

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



10

ctgctgaagc
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactcc
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
tccggttece
agctccttcg
gttatggcag
actggtgagt
tgcccggcegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc
acctataaaa
<210> 8

<211> 5017
<212> ADN

cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtcgtgta
taccgcgaga
gggccgageg
gccgggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctecgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttcggg
ccactcgtgc
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaagt

ataggcgtat

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 571446 T3

cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctcttact
gtcattctga
taataccgcg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttecttttt
atttgaatgt
gccacctgac

cacgaggccce

gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgtce
atacgggagyg
ccggctccag
cctgcaactt
agttcgccag
cgctcgtcgt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagcat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa

tttegte

cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgttc
gcttaccatc
atttatcagc
tatccgectce
ttaatagttt
ttggtatggce
tgttgtgcaa
ccgcagtgtt
ccgtaagatg
tgcggcgacc
gaactttaaa
taccgctgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat

ccattattat

caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcagc
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttctgtg
gagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg

catgacatta

<223> pKB8 - Secuencia nucleotidica optimizada con codén de KOD en vector pUC19

<400> 8

tcgcgegttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca

cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgcecg tcagcgggtg

51

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5017

60

120



ttggcgggty
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcect
tttccecagte
ataccgacta
gtgagttcaa
acgatagcgce
ccgtgaagag
aactttattt
cagcggtcat
aaggcctggt
cactttatca
atgaagaggg
ttagtacgga
acgtcttaat
aaaagttggg
tgggagatcg
ttcgtcgcac
gtcaaccgaa
atctggaacg
aggaatttct
tgtctcgaag
gtaatgaact
atgaaggcgg
atttccgttc
atcgcgaggg
acttcccggg
aaaagaaaat
gggccatcaa

ggtattgtaa

tcggggetgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggyg
acgacgttgt
tatcacggaa
aatcgagtac
cattgaagaa
agttgaaaaa
cactcacccc
tgatatttac
gccgatggaa
cgagggggaa
tgceccgegta
acgggaaatg
tacctataat
cataaatttc
ctttgcggtt
tatcaacctc
ggaaaaagtt
tgtagcccge
tccaatggag
ttcaacggga
tgcccectaac
ttacgttaaa
gctctacccg
ctgtaaagaa
atttatacca
gaaagctaca
aattttggca

agagtgecgcecce

ES 2 571446 T3

cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
gatggcaaac
gaccgcactt
gttaaaaaaa
gtccagaaaa
caagatgttc
gaatatgata
ggtgatgaag
gagtttgctg
ataacctgga
atcaaacgtt
ggtgataact
gctcttggtc
gaagtgaaag
cccacataca
tacgctgagg
tattctatgg
gcgcagctgt
aacctcgtcg
aaaccggatg
gaaccagagc
agcattatca
tatgatgtcg
agtctgcttg
atcgatccga
aactcatatt

gaatccgtga

cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
cggtgatacg
ttgagccata
tcaccgcaga
aatttttggg
cggctatacg
taccttttge
aattaaaaat
agggtcccat
agaacgttga
tcctgcgegt
ttgattttgce
gagacgggtc
gccggattca
cgttagaagc
aaattaccac
aggatgcaaa
cgagattaat
aatggtttct
aaaaggagct
gggggttatg
ttacccacaa
cgccgcaggt
gcgatttact
tagaacgtaa
atggttacta

cggcatgggy

52

gcagattgta
aaaataccgce
ggtgcgggee
aagttgggta
cggtctcagc
tatttttaag
tttctacgcg
gcggcatggyg
acgacctgta
tgataaaatt
caagcgttac
gttggcattc
cctgatgatt
tctccegtac
agtgaaagag
atacctgaaa
agagcctaaa
tttcgacctg
cgtctatgag
tgcgtgggaa
agttacctat
agggcagagc
gttgcggaaa
ggcacgccgt
ggaaaatatc
cgtatctccc
tggtcataga
dgaagagcga
gctgctcgac
tgggtacgcyg

ccgtgaatac

ctgagagtgc
atcaggcgcce
tcttcgectat
acgccagggt
gccattctgg
aaagagaatg
ttactgaagg
acagtggtaa
gaagtgtgga
cgcgaacatc
ctcatcgaca
gacattgaaa
tcttatgcgg
gtggacgtcg
aaagatccag
aaaagatgcg
atccagcgta
tatccggtaa
gcagtttttg
acaggcgaga
gaattgggta
ctgtgggacg
gcatacgagc
cgccaatcct
gtgtatctgg
gacactttga
ttttgcaagg
caaaaaatca
taccgccagc
cgtgctcget

atcaccatga

240

300

360

420

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



ctattaagga
tctttgcgac
ttaagtatat
aacgcggatt
cgaccagagg
cacgtgtctt
aagaagtcac
aacaaatcac
aacgcctcgc
tgaagggctc
aacacaaata
tactgcgcgce
gtctgtecge
tcgacctgca
tgttatccge
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgcgtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gcecgegttge
cgctcaagtc
ggaagctccc
tttctcecett
gtgtaggtceg
tgcgccttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc

accgctggta

gatagaagag
gattcccggt
aaatgctaaa
ctttgttact
cctcgagatt
ggaggcatta
cgaaaaactt
tcgtgatctg
ggctcggggt
aggtcgcata
tgatgccgaa
tttcggctat
atggctcaaa
ggcatgcaag
tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgcca
ggcgctcette
cggtatcagc
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tcgtgcgcetce
cgggaagcgt
ttcgctccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt

gcggtggttt

ES 2 571446 T3

aaatatggtt
gccgatgcag
ttacctggtg
aagaaaaaat
gtacggcgtg
ctgaaagatg
tctaagtacg
aaagactata
gttaaaattc
ggggatagag
tactatattg
cgaaaggaag
cctaagggaa
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttccteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgttecg
ggcgctttcect
gctgggctgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga

ttttgtttge

tcaaagtaat
aaaccgtcaa
ccctggagcet
atgcggtgat
attggagcga
gggacgttga
aagttccgece
aggctacagg
gtcccggaac
caatcccttt
aaaaccaggt
atcttcgtta
cgtaatgata
tcatggtcat
cgagccggaa
attgcgttgc
tgaatcggcc
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgcccccctg
ggactataaa
accctgccge
catagctcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
agagcgaggt
actagaagaa
gttggtagct

aagcagcaga

53

ctactcggat
gaaaaaagcg
ggaatacgaa
cgacgaggaa
aatcgctaaa
aaaggcggtg
agagaaactg
cccgcatgta
ggtgatcagt
cgacgagttt
cttgccggeg
ccaaaaaact
tgagaccgga
agctgtttcce
gcataaagtg
gctcactgce
aacgcgcggy
cgctgcgctc
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
cccecegttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg

ttacgcgcag

acagacggat
atggaattcc
gggttttaca
ggcaagatta
gaaacacagg
cgaattgtaa
gtgatacacg
gcagtcgcca
tacattgtat
gatccaacca
gttgagcgta
agacaggtgg
tcctctagag
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttccag
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcccect
cctgtecegec
tctcagttcg
gcccgaccgce
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgcget
caaacaaacc

aaaaaaagga

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780



tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactcc
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
tccggtteece
agctccttcg
gttatggcag
actggtgagt
tgccecggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc
acctataaaa
<210>9

<211> 775
<212> PRT

atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtcgtgta
taccgcgaga
gggccgagceg
gccgggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctccgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttcggg
ccactcgtgc
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaagt

ataggcgtat

<213> Pyrococcus furiosus

<400> 9

ES 2 571446 T3

cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctcttact
gtcattctga
taataccgcg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttececttttt
atttgaatgt
gccacctgac

cacgaggccc

Met Ile Leu Asp Val Asp Tyr

1

5

Arg Leu Phe Lys Lys Glu Asn

20

Thr Phe Arg Pro Tyr Ile Tyr

35

gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgtc
atacgggagyg
ccggctceccag
cctgcaactt
agttcgccag
cgctcgtcegt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagcat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa

tttcgtc

Ile Thr Glu Glu Gly Lys Pro Val Ile

10

Gly Lys Phe Lys Ile Glu His Asp Arg

25

Ala Leu Leu Arg Asp Asp Ser Lys Ile

40

54

ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgttc
gcttaccatc
atttatcagc
tatccgecte
ttaatagttt
ttggtatggc
tgttgtgcaa
ccgcagtgtt
ccgtaagatg
tgcggcgacc
gaactttaaa
taccgctgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat

ccattattat

cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcagc
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttctgtg
gagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg

catgacatta

15

30

45

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5017



Glu

Ile

65

Thr

Arg

Asp

Met

Leu

145

Ser

Asp

Arg

Tyr

Lys

225

Met

His

Tyr

Glu

50

Val

Vval

Glu

Ile

Glu

130

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Asn

210

Leu

Gln

Phe

Thr

Val

Asp

Trp

Lys

Pro

115

Gly

His

Ala

Pro

Leu

195

Gly

Gly

Arg

Asp

Leu
275

Lys

Val

Lys

Val

100

Phe

Glu

Glu

Asp

Tyr

180

Arg

Asp

Ile

Ile

Leu

260

Glu

Lys

Glu

Leu

85

Arg

Ala

Glu

Gly

Glu

165

vVal

Ile

Ser

Lys

Gly

245

Tyr

Ala

ES 2 571446 T3

Ile

Lys

70

Tyr

Glu

Lys

Glu

Glu

150

Asn

Glu

Ile

Phe

Leu

230

Asp

His

Val

Thr

55

Val

Leu

His

Arg

Leu

135

Glu

Glu

Val

Arg

Asp

215

Thr

Met

Val

Tyr

Gly

Glu

Glu

Pro

Tyr

120

Lys

Phe

Ala

Val

Glu

200

Phe

Ile

Thr

Ile

Glu
280

Glu

Lys

His

Ala

105

Leu

Ile

Gly

Lys

Ser

185

Lys

Pro

Gly

Ala

Thr

265

Ala

55

Arg

Lys

Pro

90

Val

Ile

Leu

Lys

Val

170

Ser

Asp

Tyr

Arg

Val

250

Arg

Ile

His

Phe

75

Gln

Val

Asp

Ala

Gly

155

Ile

Glu

Pro

Leu

Asp

235

Glu

Thr

Phe

Gly

60

Leu

Asp

Asp

Lys

Phe

140

Pro

Thr

Arg

Asp

Ala

220

Gly

Val

Ile

Gly

Lys

Gly

Val

Ile

Gly

125

Asp

Ile

Trp

Glu

Ile

205

Lys

Ser

Lys

Asn

Lys
285

Ile

Lys

Pro

Phe

110

Leu

Ile

Ile

Lys

Met

190

Ile

Arg

Glu

Gly

Leu

270

Pro

Val

Pro

Thr

95

Glu

Iie

Glu

Met

Asn

175

Ile

Val

Ala

Pro

Arg

255

Pro

Lys

Arg

Ile

80

Ile

Tyr

Pro

Thr

Ile

160

Ile

Lys

Thr

Glu

Lys

240

Ile

Thr

Glu



Lys

Leu

305

Glu

Val

Val

Pro

Tyr

385

Ile

His

Asp

Phe

Lys

465

Asp

Tyr

Ser

Leu

Val

230

Glu

Leu

Gly

Glu

Asn

370

Thr

Val

Asn

Ile

Ile

450

Thr

Tyr

Tyr

Val

Glu

Tyr

Arg

Gly

Gln

Trp

355

Lys

Gly

Tyr

Val

Ala

435

Pro

Lys

Arg

Gly

Thr

515

Glu

Ala

val

Lys

Pro

340

Phe

Pro

Gly

Leu

Ser

420

Pro

Ser

Met

Gln

Tyr

500

Ala

Lys

Asp

Ala

Glu

325

Leu

Leu

Ser

Phe

Asp

405

Pro

Gln

Leu

Lys

Lys

485

Ala

Trp

Phe

ES 2 571446 T3

Glu

Lys

310

Phe

Trp

Leu

Glu

Val

390

Phe

Asp

Val

Leu

Glu

470

Ala

Lys

Gly

Gly

Ile

295

Tyr

Leu

Asp

Arg

Glu

375

Lys

Arg

Thr

Gly

Gly

455

Thr

Ile

Ala

Arg

Phe

Ala

Ser

Pro

Val

Lys

360

Glu

Glu

Ala

Leu

His

440

His

Gln

Lys

Arg

Lys

520

Lys

Lys

Met

Met

Ser

345

Ala

Tyr

Pro

Leu

Asn

425

Lys

Leu

Asp

Leu

Trp

505

Tyr

val

56

Ala

Glu

Glu

330

Arg

Tyr

Gln

Glu

Tyr

410

Leu

Phe

Leu

Pro

Leu

490

Tyr

Ile

Leu

Trp

Asp

315

Ile

Ser

Glu

Arg

Lys

395

Pro

Glu

Cys

Glu

Ile

475

Ala

Cys

Glu

Tyr

Glu

300

Ala

Gln

Ser

Arg

Arg

380

Gly

Ser

Gly

Lys

Glu

460

Glu

Asn

Lys

Leu

Ile

Ser

Lys

Leu

Thr

Asn

365

Leu

Leu

Ile

Cys

Asp

445

Arg

Lys

Ser

Glu

Val

525

Asp

Gly

Ala

Ser

Gly

350

Glu

Arg

Trp

Ile

Lys

430

Ile

Gln

Ile

Phe

Cys

510

Trp

Thr

Glu

Thr

Arg

335

Asn

Val

Glu

Glu

Ile

415

Asn

Pro

Lys

Leu

Tyr

495

Ala

Lys

Asp

Asn

Tyr

320

Leu

Leu

Ala

Ser

Asn

400

Thr

Tyr

Gly

Ile

Leu

480

Gly

Glu

Glu

Gly
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530 535 540

Leu Tyr Ala Thr Ile Pro Gly Gly Glu Ser Glu Glu Ile Lys Lys Lys
545 550 555 560

Ala Leu Glu Phe Val Lys Tyr Ile Asn Ser Lys Leu Pro Gly Leu Leu
565 570 575

Glu Leu Glu Tyr Glu Gly Phe Tyxr Lys Arg Gly Phe Phe Val Thr Lys
580 585 590

Lys Arg Tyr Ala Val Ile Asp Glu Glu Gly Lys Val Ile Thr Arg Gly
595 600 605

Leu Glu Ile Val Arg Arg Asp Trp Ser Glu Ile Ala Lys Glu Thr Gln
610 615 620

Ala Arg Val Leu Glu Thr Ile Leu Lys His Gly Asp Val Glu Glu Ala
625 630 635 640

Val Arg Ile Val Lys Glu Val Ile Gln Lys Leu Ala Asn Tyr Glu Ile
645 650 655

Pro Pro Glu Lys Leu Ala Ile Tyr Glu Gln Ile Thr Arg Pro Leu His
660 665 670

Glu Tyr Lys Ala Ile Gly Pro His Val Ala Val Ala Lys Lys Leu Ala
675 680 685

Ala Lys Gly Val Lys Ile Lys Pro Gly Met Val Ile Gly Tyr Ile Val
690 695 700

Leu Arg Gly Asp Gly Pro Ile Ser Asn Arg Ala Ile Leu Ala Glu Glu
705 710 715 720

Tyr Asp Pro Lys Lys His Lys Tyr Asp Ala Glu Tyr Tyr Ile Glu Asn
725 730 735

Gln Val Leu Pro Ala Val Leu Arg Ile Leu Glu Gly Phe Gly Tyr Arg
740 745 750

Lys Glu Asp Leu Arg Tyr Gln Lys Thr Arg Gln Val Gly Leu Thr Ser
755 760 765

Trp Leu Asn Ile Lys Lys Ser
770 775
<210> 10

<211> 778
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

57



<220>

ES 2 571446 T3

<223> Secuencia aminoacidica Pfu, 3 aa adicionales en area 5'.

<400> 10

Met Ala Ser Ala

1

Pro

His

Ser

Ile

65

Lys

Pro

Phe

Leu

Ile

145

Ile

Lys

Met

Val

Asp

Lys

50

Val

Pro

Thr

Glu

Ile

130

Glu

Met

Asn

Ile

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

Ile

Tyr

115

Pro

Thr

Ile

Ile

Lys

Arg

20

Thr

Glu

Ile

Thr

Arg

100

Asp

Met

Leu

Ser

Asp

180

Arg

Ile Leu Asp Val

5

Leu

Phe

Glu

Val

Val

85

Glu

Ile

Glu

Tyr

Tyr

165

Leu

Phe

Phe

Arg

Val

Asp

70

Trp

Lys

Pro

Gly

His

150

Ala

Pro

Leu

Lys

Pro

Lys

55

Val

Lys

Val

Phe

Glu

135

Glu

Asp

Tyr

Arg

Lys

Tyr

40

Lys

Glu

Leu

Arg

Ala

120

Glu

Gly

Glu

vVal

Ile

Asp

Glu

25

Ile

Ile

Lys

Tyr

Glu

105

Lys

Glu

Glu

Asn

Glu

185

Ile

58

Tyr

10

Asn

Tyr

Thr

Val

Leu

90

His

Arg

Leu

Glu

Glu

170

vVal

Arg

Ile

Gly

Ala

Gly

Glu

75

Glu

Pro

Tyr

Lys

Phe

155

Ala

Val

Glu

Thr

Lys

Leu

Glu

60

Lys

His

Ala

Leu

Ile

140

Gly

Lys

Ser

Lys

Glu

Phe

Leu

45

Arg

Lys

Pro

Val

Ile

125

Leu

Lys

Val

Ser

Asp

Glu

Lys

30

Arg

His

Phe

Gln

Val

110

Asp

Ala

Gly

Ile

Glu

190

Pro

Gly

15

Ile

Asp

Gly

Leu

Asp

95

Asp

Lys

Phe

Pro

Thr

175

Arg

Asp

Lys

Glu

Asp

Lys

Gly

80

Val

Ile

Gly

Asp

Ile

160

Trp

Glu

Ile
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195 200 205

Ile Val Thr Tyr Asn Gly Asp Ser Phe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys
210 215 220

Arg Ala Glu Lys Leu Gly Ile Lys Leu Thr Ile Gly Arg Asp Gly Ser
225 230 235 240

Glu Pro Lys Met Gln Arg Ile Gly Asp Met Thr Ala Val Glu Val Lys
245 250 255

Gly Arg Ile His Phe Asp Leu Tyr His Val Ile Thr Arg Thr Ile Asn
260 265 270

Leu Pro Thr Tyr Thr Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala Ile Phe Gly Lys
275 280 285

Pro Lys Glu Lys Val Tyr Ala Asp Glu Ile Ala Lys Ala Trp Glu Ser
290 295 300

Gly Glu Asn Leu Glu Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys
305 310 315 320

Ala Thr Tyr Glu Leu Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu Ile Gln Leu
325 330 335

Ser Arg Leu Val Gly Gln Pro Leu Trp Asp Val Ser Arg Ser Ser Thr
340 345 350

Gly Asn Leu Val Glu Trp Phe Leu Leu Arg Lys Ala Tyr Glu Arg Asn
355 360 365

Glu Val Ala Pro Asn Lys Pro Ser Glu Glu Glu Tyr Gln Arg Arg Leu
370 375 380

Arg Glu Ser Tyr Thr Gly Gly Phe Val Lys Glu Pro Glu Lys Gly Leu
385 390 395 400-

Trp Glu Asn Ile Val Tyr Leu Asp Phe Arg Ala Leu Tyr Pro Ser Ile
405 410 415

Ile Ile Thr His Asn Val Ser Pro Asp Thr Leu Asn Leu Glu Gly Cys
420 425 430

Lys Asn Tyr Asp Ile Ala Pro Gln Val Gly His Lys Phe Cys Lys Asp
435 440 445

59



Ile

Gln

465

Ile

Phe

Cys

Trp

Thr

545

Lys

Gly

Val

Thr

Glu

625

Glu

Tyr

Pro

Pro

450

Lys

Leu

Tyr

Ala

Lys

530

Asp

Lys

Leu

Thr

Arg

610

Thr

Glu

Glu

Leu

Gly

Ile

Leu

Gly

Glu

515

Glu

Gly

Lys

Leu

Lys

595

Gly

Gln

Ala

Ile

His
675

Phe

Lys

Asp

Tyr

500

Ser

Leu

Leu

Ala

Glu

580

Lys

Leu

Ala

Val

Pro

660

Glu

Ile

Thr

Tyr

485

Tyr

Val

Glu

Tyr

Leu

565

Leu

Arg

Glu

Arg

Arg

645

Pro

Tyr

ES 2 571446 T3

Pro

Lys

470

Arg

Gly

Thr

Glu

Ala

550

Glu

Glu

Tyr

Ile

Val

630

Ile

Glu

Lys

Ser

455

Met

Gln

Tyr

Ala

Lys

535

Thr

Phe

Tyr

Ala

Val

615

Leu

Val

Lys

Ala

Leu

Lys

Lys

Ala

Trp

520

Phe

Ile

vVal

Glu

Val

600

Arg

Glu

Lys

Leu

Ile
680

Leu

Glu

Ala

Lys

505

Gly

Gly

Pro

Lys

Gly

585

Ile

Arg

Thr

Glu

Ala

665

Gly

60

Gly

Thr

Ile

490

Ala

Arg

Phe

Gly

Tyr

570

Phe

Asp

Asp

Ile

Val

650

Ile

Pro

His

Gln

475

Lys

Arg

Lys

Lys

Gly

555

Ile

Tyr

Glu

Trp

Leu

635

Ile

Tyr

His

Leu

460

Asp

Leu

Trp

Tyr

Val

540

Glu

Asn

Lys

Glu

Ser

620

Lys

Gln

Glu

Val

Leu

Pro

Leu

Tyr

Ile

525

Leu

Ser

Ser

Arg

Gly

605

Glu

His

Lys

Gln

Ala
685

Glu

Ile

Ala

Cys

510

Glu

Tyr

Glu

Lys

Gly

590

Lys

Ile

Gly

Leu

Ile

670

Val

Glu

Glu

Asn

495

Lys

Leu

Ile

Glu

Leu

575

Phe

Val

Ala

Asp

Ala

655

Thr

Ala

Arg

Lys

480

Ser

Glu

Val

Asp

Ile

560

Pro

Phe

Ile

Lys

Val

640

Asn

Arg

Lys



Lys

Tyr
705

Ala

Ile

Gly

Leu

<210> 11
<211> 774
<212> PRT

Leu

690

Ile

Glu

Glu

Tyr

Thr
770

Ala

val

Glu

Asn

Arg

755

Ser

Ala

Leu

Tyr

Gln

740

Lys

Trp

<213> Thermococcus sp.

<400> 11

Met

1

Arg

Thr

Glu

Val

65

Glu

Arg

Asp

Ile

Ile

Phe

Glu

50

Lys

Val

Asp

Ile

Leu

Phe

Glu

35

Val

Arg

Trp

Lys

Pro

Asp

Lys

20

Pro

Lys

Val

Lys

Ile

100

Phe

Lys

Arg

Asp

725

val

Glu

Leu

Thr

Lys

Tyr

Lys

Glu

Leu

85

Arg

Ala

ES 2 571446 T3

Gly

Gly

710

Pro

Leu

Asp

Asn

Asp

Glu

Phe

Ile

Lys

70

Tyr

Glu

Lys

Val

695

Asp

Lys

Pro

Leu

Ile
775

Tyr

Asn

Tyr

Thr

55

Val

Phe

His

Arg

Lys

Gly

Lys

Ala

Arg

760

Lys

Ile

Gly

Ala

40

Ala

Gln

Thr

Pro

Tyr

Ile

Pro

His

Val

745

Tyr

Lys

Thr

Glu

25

Leu

Glu

Lys

His

Ala

105

Leu

61

Lys

Ile

Lys

730

Leu

Gln

Ser

Glu

10

Phe

Leu

Arg

Lys

Pro

90

Val

Ile

Pro

Ser

715

Tyr

Arg

Lys

Asp

Lys

Lys

His

Phe

75

Gln

Ile

Asp

Gly

700

Asn

Asp

Ile

Thr

Gly

Ile

Asp

Gly

60

Leu

Asp

Asp

Lys

Met

Arg

Ala

Leu

Arg
765

Lys

Glu

Asp

45

Thr

Gly

Val

Ile

Gly

val

Ala

Glu

Glu

750

Gln

Pro

Tyr

30

Ser

val

Arg

Pro

Tyr

110

Leu

Ile

Ile

Tyr

735

Gly

Val

Val

15

Asp

Ala

Val

Pro

Ala

95

Glu

Val

Gly

Leu

720

Tyr

Phe

Gly

Ile

Arg

Ile

Thr

Val

80

Ile

Tyr

Pro
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115 120 125

Met Glu Gly Asp Glu Glu Leu Lys Met Leu Ala Phe Asp Ile Glu Thr
130 135 140

Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Ala Glu Gly Pro Ile Leu Met Ile
145 150 155 160

Ser Tyr Ala Asp Glu Glu Gly Ala Arg Val Ile Thr Trp Lys Asn Val
165 170 175

Asp Leu Pro Tyr Val Asp Val Val Ser Thr Glu Arg Glu Met Ile Lys
180 185 190

Arg Phe Leu Arg Val Val Lys Glu Lys Asp Pro Asp Val Leu Ile Thr
195 200 205

Tyr Asn Gly Asp Asn Phe Asp Phe Ala Tyr Leu Lys Lys Arg Cys Glu
210 215 220

Lys Leu Gly Ile Asn Phe Ala Leu Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro Lys
225 230 235 240

Ile Gln Arg Met Gly Asp Arg Phe Ala Val Glu Val Lys Gly Arg Ile
245 250 255

His Phe Asp Leu Tyr Pro Val Ile Arg Arg Thr Ile Asn Leu Pro Thr
260 265 270

Tyr Thr Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala Val Phe Gly Gln Pro Lys Glu
275 280 285

Lys Val Tyr Ala Glu Glu Ile Thr Thr Ala Trp Glu Thr Gly Glu Asn
290 295 300

Leu Glu Arg Val Ala Arg Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Val Thr Tyr
305 310 315 320

Glu Leu Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu Ala Gln Leu Ser Arg Leu
325 330 335

Ile Gly Gln Ser Leu Trp Asp Val Ser Arg Ser Ser Thr Gly Asn Leu
340 345 350

Val Glu Trp Phe Leu Leu Arg Lys Ala Tyr Glu Arg Asn Glu Leu Ala
355 360 365

62



Pro

Glu

385

Val

Asn

Val

Ile

Lys

465

Tyr

Tyr

Val

Glu

Phe

545

Met

Leu

Lys

Asn

370

Gly

Tyr

Val

Ala

Pro

450

Lys

Arg

Gly

Thr

Glu

530

Ala

Glu

Glu

Tyr

Lys

Gly

Leu

Ser

Pro

435

Ser

Met

Gln

Tyr

Ala

515

Lys

Thr

Phe

Tyr

Ala
595

Pro

Tyr

Asp

Pro

420

Gln

Leu

Lys

Arg

Ala

500

Trp

Tyr

Ile

Leu

Glu

580

Val

Asp

Val

Phe

405

Asp

Vval

Leu

Ala

Ala

485

Arg

Gly

Gly

Pro

Lys

565

Gly

Ile

ES 2 571446 T3

Glu

Lys

390

Arg

Thr

Gly

Gly

Thr

470

Ile

Ala

Arg

Phe

Gly

550

Tyr

Phe

Asp

Lys

375

Glu

Ser

Leu

His

Asp

455

Ile

Lys

Arg

Glu

Lys

535

Ala

Ile

Tyr

Glu

Glu

Pro

Leu

Asn

Arg

440

Leu

Asp

Ile

Trp

Tyr

520

val

Asp

Asn

Lys

Glu
600

Leu

Glu

Tyr

Arg

425

Phe

Leu

Pro

Leu

Tyr

505

Ile

Ile

Ala

Ala

Arg

585

Gly

63

Ala

Arg

Pro

410

Glu

Cys

Glu

Ile

Ala

490

Cys

Thr

Tyr

Glu

Lys

570

Gly

Lys

Arg

Gly

395

Ser

Gly

Lys

Glu

Glu

475

Asn

Lys

Met

Ser

Thr

555

Leu

Phe

Ile

Arg

380

Leu

Ile

Cys

Asp

Arg

460

Arg

Ser

Glu

Thr

Asp

540

Val

Pro

Phe

Thr

Arg

Trp

Ile

Lys

Phe

445

Gln

Lys

Tyr

Cys

Ile

525

Thr

Lys

Gly

val

Thr
605

Gln

Glu

Ile

Glu

430

Pro

Lys

Leu

Tyr

Ala

510

Lys

Asp

Lys

Ala

Thr

590

Arg

Ser

Asn

Thr

415

Tyr

Gly

Ile

Leu

Gly

495

Glu

Glu

Gly

Lys

Leu

575

Lys

Gly

Tyr

Ile

400

His

Asp

Phe

Lys

Asp

480

Tyr

Ser

Ile

Phe

Ala

560

Glu

Lys

Leu



10

Glu Ile
610

Arg Val
625

Arg Ile

Pro Glu

Tyr Lys

Arg Gly
690

Lys Gly
705

Asp Pro

Val Leu

Glu Asp

Leu Lys
770
<210> 12
<211> 777
<212> PRT

Val

Leu

Val

Lys

Ala

675

Val

Ser

Thr

Pro

Leu

755

Pro

Arg

Glu

Lys

Leu

660

Thr

Lys

Gly

Lys

Ala

740

Arg

Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia aminoacidica KOD, 3 aa adicionales en area 5'.

<400> 12

Arg

Ala

Glu

645

Val

Gly

Ile

Arg

His

725

Val

Tyr

Gly

ES 2 571446 T3

Asp

Leu

630

Val

Ile

Pro

Arg

Ile

710

Lys

Glu

Gln

Thr

Trp

615

Leu

Thr

His

His

Pro

695

Gly

Tyr

Arg

Lys

Ser

Lys

Glu

Glu

Val

680

Gly

Asp

Asp

Ile

Thr
760

Glu

Asp

Lys

Gln

665

Ala

Thr

Arg

Ala

Leu

745

Arg

Ile

Gly

Leu

650

Ile

Val

Val

Ala

Glu

730

Arg

Gln

Ala

Asp

635

Ser

Thr

Ala

Ile

Ile

715

Tyr

Ala

Val

Lys

620

Val

Lys

Arg

Lys

Ser

700

Pro

Tyr

Phe

Gly

Glu

Glu

Tyr

Asp

Arg

685

Tyr

Phe

Ile

Gly

Leu
765

Thr

Lys

Glu

Leu

670

Leu

Ile

Asp

Glu

Tyr

750

Ser

Gln

Ala

Val

655

Lys

Ala

Val

Glu

Asn

735

Arg

Ala

Ala

Val

640

Pro

Asp

Ala

Leu

Phe

720

Gln

Lys

Trp

Met Ala Ser Ala Ile Leu Asp Thr Asp Tyr Ile Thr Glu Asp Gly Lys

1

5

10

15

Pro Val Ile Arg Ile Phe Lys Lys Glu Asn Gly Glu Phe Lys Ile Glu

20

25

64

30



Tyr

Ser

Val

65

Arg

Pro

Tyr

Leu

Ile

145

Leu

Lys

Met

Leu

Arg

225

Glu

Gly

Asp

Ala

50

Val

Pro

Ala

Glu

Val

130

Glu

Met

Asn

Ile

Ile

210

Cys

Pro

Arg

Arg

35

Ile

Thr

Val

Ile

Tyr

115

Pro

Thr

Ile

Val

Lys

195

Thr

Glu

Lys

Ile

Thr

Glu

Val

Glu

Arg

100

Asp

Met

Leu

Ser

Asp

180

Arg

Tyr

Lys

Ile

His
260

Phe

Glu

Lys

vVal

85

Asp

Ile

Glu

Tyr

Tyr

165

Leu

Phe

Asn

Leu

Gln

245

Phe

ES 2 571446 T3

Glu

Val

Arg

70

Trp

Lys

Pro

Gly

His

150

Ala

Pro

Leu

Gly

Gly

230

Arg

Asp

Pro

Lys

55

val

Lys

Ile

Phe

Asp

135

Glu

Asp

Tyr

Arg

Asp

215

Ile

Met

Leu

Tyr

40

Lys

Glu

Leu

Arg

Ala

120

Glu

Gly

Glu

Val

Val

200

Asn

Asn

Gly

Tyr

Phe

Ile

Lys

Tyr

Glu

105

Lys

Glu

Glu

Glu

Asp

185

Val

Phe

Phe

Asp

Pro
265

65

Tyr

Thr

Val

Phe

90

His

Arg

Leu

Glu

Gly

170

Val

Lys

Asp

Ala

Arg

250

Val

Ala

Ala

Gln

75

Thr

Pro

Tyr

Lys

Phe

155

Ala

Val

Glu

Phe

Leu

235

Phe

Ile

Leu

Glu

60

Lys

His

Ala

Leu

Met

140

Ala

Arg

Ser

Lys

Ala

220

Gly

Ala

Arg

Leu

45

Arg

Lys

Pro

Val

Ile

125

Leu

Glu

Val

Thr

Asp

205

Tyr

Arg

Val

Arg

Lys

His

Phe

Gln

Ile

110

Asp

Ala

Gly

Ile

Glu

190

Pro

Leu

Asp

Glu

Thr
270

Asp

Gly

Leu

Asp

95

Asp

Lys

Phe

Pro

Thr

175

Arg

Asp

Lys

Gly

Val

255

Ile

Asp

Thr

Gly

80

Val

Ile

Gly

Asp

Ile

160

Trp

Glu

Val

Lys

Ser

240

Lys

Asn



Leu

Pro

Gly

305

Val

Ser

Gly

Glu

Gln

385

Glu

Ile

Glu

Pro

Lys

465

Leu

Tyr

Pro

Lys

290

Glu

Thr

Arg

Asn

Leu

370

Ser

Asn

Thr

Tyr

Gly

450

Ile

Leu

Gly

Thr

275

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

355

Ala

Ty

Ile

His

Asp

435

Phe

Lys

Asp

Tyr

Tyr

Lys

Leu

Glu

Ile

340

Val

Pro

Glu

Val

Asn

420

val

Ile

Lys

Tyr

Tyr
500

Thr

Val

Glu

Leu

325

Gly

Glu

Asn

Gly

Tyr

405

Val

Ala

Pro

Lys

Arg

485

Gly

ES 2 571446 T3

Leu

Tyr

Arg

310

Gly

Gln

Trp

Lys

Gly

390

Leu

Ser

Pro

Ser

Met

470

Gln

Tyr

Glu

Ala

295

Val

Lys

Ser

Phe

Pro

375

Tyr

Asp

Pro

Gln

Leu

455

Lys

Arg

Ala

Ala

280

Glu

Ala

Glu

Leu

Leu

360

Asp

Val

Phe

Asp

Val

440

Leu

Ala

Ala

Arg

Val

Glu

Arg

Phe

Trp

345

Leu

Glu

Lys

Arg

Thr

425

Gly

Gly

Thr

Ile

Ala
505

66

Tyr

Ile

Tyr

Leu

330

Asp

Arg

Lys

Glu

Ser

410

Leu

His

Asp

Ile

Lys

490

Arg

Glu

Thr

Ser

315

Pro

Val

Lys

Glu

Pro

395

Leu

Asn

Arg

Leu

Asp

475

Ile

Trp

Ala

Thr

300

Met

Met

Ser

Ala

Leu

380

Glu

Tyr

Arg

Phe

Leu

460

Pro

Leu

Tyr

Val

285

Ala

Glu

Glu

Arg

Tyr

365

Ala

Arg

Pro

Glu

Cys

445

Glu

Ile

Ala

Cys

Phe

Trp

Asp

Ala

Ser

350

Glu

Arg

Gly

Ser

Gly

430

Lys

Glu

Glu

Asn

Lys
510

Gly

Glu

Ala

Gln

335

Ser

Arg

Arg

Leu

Ile

415

Cys

Asp

Arg

Arg

Ser

495

Glu

Gln

Thr

Lys

320

Leu

Thr

Asn

Arg

Trp

400

Ile

Lys

Phe

Gln

Lys

480

Tyr

Cys



Ala

Lys

Asp

545

Lys

Ala

Thr

Arg

Thr

625

Lys

Glu

Leu

Leu

Ile

705

Asp

Glu

Tyr

Glu

Glu

530

Gly

Lys

Leu

Lys

Gly

610

Gln

Ala

Val

Lys

Ala

690

Val

Glu

Asn

Arg

Ser

515

Ile

Phe

Ala

Glu

Lys

595

Leu

Ala

Val

Pro

Asp

675

Ala

Leu

Phe

Gln

Lys

Val

Glu

Phe

Met

Leu

580

Lys

Glu

Arg

Arg

Pro

660

Tyr

Axrg

Lys

Asp

val

740

Glu

Thr

Glu

Ala

Glu

565

Glu

Tyr

Ile

Val

Ile

645

Glu

Lys

Gly

Gly

Pro

725

Leu

Asp

ES 2 571446 T3

Ala

Lys

Thr

550

Phe

Tyr

Ala

Val

Leu

630

Val

Lys

Ala

Val

Ser

710

Thr

Pro

Leu

Trp

Tyr

535

Ile

Leu

Glu

val

Arg

615

Glu

Lys

Leu

Thr

Lys

695

Gly

Lys

Ala

Arg

Gly

520

Gly

Pro

Lys

Gly

Ile

600

Arg

Ala

Glu

Val

Gly

680

Ile

Arg

His

Val

Tyr

Arg

Phe

Gly

Tyr

Phe

585

Asp

Asp

Leu

Val

Ile

665

Pro

Arg

Ile

Lys

Glu

745

Gln

67

Glu

Lys

Ala

Ile

570

Tyr

Glu

Trp

Leu

Thr

650

His

His

Pro

Gly

Tyr

730

Arg

Lys

Tyr

Val

Asp

555

Asn

Lys

Glu

Ser

Lys

635

Glu

Glu

Val

Gly

Asp

715

Asp

Ile

Thr

Ile

Ile

540

Ala

Ala

Arg

Gly

Glu

620

Asp

Lys

Glin

Ala

Thr

700

Arg

Ala

Leu

Arg

Thr

525

Tyr

Glu

Lys

Gly

Lys

605

Ile

Gly

Leu

Iie

Val

685

Val

Ala

Glu

Arg

Gln

Met

Ser

Thr

Leu

Phe

590

Ile

Ala

Asp

Ser

Thr

670

Ala

Ile

Ile

Tyr

Ala

750

Val

Thr

Asp

Val

Pro

575

Phe

Thr

Lys

Val

Lys

655

Arg

Lys

Ser

Pro

Tyr

735

Phe

Gly

Ile

Thr

Lys

560

Gly

Val

Thr

Glu

Glu

640

Tyr

Asp

Arg

Tyr

Phe

720

Ile

Gly

Leu



10

<210> 13
<211> 2334
<212> ADN

ES 2 571446 T3

755

760

Ser Ala Trp Leu Lys Pro Lys Gly

770

<213> Secuencia Artificial

<220>

775

<223> Secuencia nucleotidica optimizada con codén Pod

<400> 13
atggctagcg

ttatttaaga
atttacgcgt
cgtcatggaa
aaaccgatca
gaaaaagttc
aaacgctact
ctggcttttg
attatgattt
ctgccgtacg
attagagaga
tacctggcaa
gaaccgaaaa
tttgatctgt
gtttatgagg
gcatgggaga
gcgacctacg
gggcagagcce
ttgcggaaag
gcacgccgtc
gaaaatatcg
gtatctcccg

ggtcatagat

ccattctgga
aagagaatgg
tgcttcggga
aaatagtaag
ctgtatggaa
gtgagcaccc
taattgataa
acatagaaac
cttacgcgga
ttgaagtggt
aagatccaga
aacgagctga
tgcaacgcat
atcatgtcat
caatattcgg
gcggcgaaaa
aattggggaa
tgtgggacgt
catacgagcg
gccaatccta
tgtatctgga
acactttgaa

tttgcaagga

tgtggactat
taaattcaag
tgatagcaaa
aattgtggac
gctctatctg
agccgtcgtg
aggcctgatc
gctctatcat
tgagaacgaa
cagttcagag
tataatcgtt
aaaattgggt
tggcgatatg
cacccgtact
caagccgaaa
cctggagcgc
agaatttctt
gtctcgaagt
taatgaactt
tgaaggcggt
tttccgtteg
tcgegagggce

cttcccggga

atcaccgaag
atcgagcatg
attgaggaag
gttgaaaaag
gaacatcctc
gatatatttg
ccgatggagg
gagggagaag
gccaaggtaa
cgggaaatga
acatataacg
attaaactta
acggcggtag
attaatctcc
Jaaaaagtgt
gtagcaaaat
ccaatggaaa
tcaacgggaa
gcccctaaca
tacgttaaag
ctctacccga
tgtaaagaat

tttataccaa

68

Thr

agggcaaacc
accgcacgtt
tcaaaaagat
tcgaaaagaa
aggatgtgcc
aatatgacat
gggaagaaga
aatttggcaa
tcacttggaa
ttaaacgttt
gcgactccectt
ccatcgggcg
aggtgaaagg
ccacatacac
acgctgacga
attctatgga
ttcagctgtc
acctcgtcga
aaccggatga
aaccagagcg
gcattatcat
atgatgtcgc

gtctgcttgg

765

ggttatacgt
ccgtccatac
caccggggaa
atttctggge
cacaattcga
cccttttgea
acttaaaatt
aggtcccatc
aaatattgac
tttacgcatc
cgattttcct
tgacggatcg
tcggatacac
gttagaagcc
aatcgcgaag
agatgctaaa
gagattaata
atggtttctg
aaaggagctg
ggggttatgg
tacccacaac
gccgcaggtt

cgatttactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



10

gaagagcgac
ctgctcgact
gggtacgcge
cgtgaataca
tactcggata
aaaaaagcga
gagtatgaag
gatgaagagg
atagcaaagg
gaagccgtcce
gaaaaactgg
cctcatgtag
gtgatcgggt
gaggaatatg
ttgccggecag
caaaagacgc
<210> 14

<211> 2337
<212> ADN

aaaaaatcaa
accgccagcg
gtgctcgctg
tcaccatgac
cagacggatt
tggaattecgt
gcttctacaa
ggaaagtcat
aaacgcaggc
gcattgttaa
cgatatacga
ccgtcgcgaa
acattgtact
atcctaaaaa
ttctgcggat

gacaggtggg

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 571446 T3

aaagaaaatg
ggccatcaaa
gtattgtaaa
tattaaggag
ctttgcgacg
taagtacatt
aagaggtttt
cacacgtggc
gcgcgtgcetce
agaggtgatc
gcaaatcact
gaaactggct
ccgcggcgac
gcataaatac
acttgaagga

tctgactagc

aaagctacaa
attttggcaa
gagtgcgccg
atagaagaga
attcccggtg
aatagtaaat
ttcgttacta
ctcgagattg
gaaaccatct
cagaagttag
cgtccceccttce
gcaaaaggcg
ggtccgattt
gacgctgaat
tttggctatc

tggttgaata

<223> Secuencia nucleotidica optimizada con cod6n Kofu

<400> 14
atggctagcg

atttttaaga
ttctacgcgt
cggcatggga
cgacctgtag
gataaaattc
aagcgttacc
ttggcattcg

ctgatgattt

ccattctgga
aagagaatgg
tactgaagga
cagtggtaac
aagtgtggaa
gcgaacatcc
tcatcgacaa
acattgaaac

cttatgcgga

taccgactat
tgagttcaaa
cgatagcgcce
cgtgaagaga
actttatttc
agcggtcatt
aggcctggtg
actttatcac

tgaagagggt

atcacggaag
atcgagtacg
attgaagaag
gttgaaaaag
actcaccccc
gatatttacg
ccgatggaag
gagggggaag

gcccgcegtaa

69

tcgatccgat
actcatatta
aatccgtgac
aatatggttt
ccgatgcaga
taccgggact
agaaacgata
ttcgccggga
tgaaacatgg
caaactatga
acgaatataa
ttaagataaa
ccaatagagc
attacattga
gtaaagaaga

tcaaaaaatc

atggcaaacc
accgcacttt
ttaaaaaaat
tccagaaaaa
aagatgttcc
aatatgatat
gtgatgaaga
agtttgctga

taacctggaa

agaacgtaag
tggttactat
ggcatggggc
caaagtaatc
aaccgtcaag
gcttgaactg
tgccgtaata
ctggtcagag
tgatgtagag
aattccaccg
agctattgga
accaggtatg
catcttggcg
gaaccaggtc
tctgcgcetat

gtaa

ggtgatacgt
tgagccatat
caccgcagag
atttttggga
ggctatacgt
accttttgcc
attaaaaatg
gggtcccatc

gaacgttgat

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2334

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ctcccgtacg
gtgaaagaga
tacctgaaaa
gagcctaaaa
ttcgacctgt
gtctatgagg
gcgtgggaaa
gttacctatg
ggacaacctc
ttgagaaaag
cagcgtcgece
tgggaaaaca
aatgtctcac
gttggacata
ctggaagagc
atcctgctcg
tatggctatg
ggtcgcaaat
ctgtacatcg
aagaaaaaag
ctggaatacg
atcgacgagg
gaaatcgcta
gaaaaggcgg
ccagagaaac
ggcccgcatg
acggtgatca
ttcgacgagt
gtcttgececgg
taccaaaaaa
<210> 15

<211> 777
<212> PRT

tggacgtcgt
aagatccaga
aaagatgcga
tccagcgtat
atccggtaat
cagtttttgg
caggcgagaa
aattgggtaa
tgtgggacgt
cctatgaacg
ttcgcgagtc
tcgtgtattt
ctgacacgct
agttttgtaa
gccaaaaaat
attaccggca
cgaaggctcg
atatagaatt
atacggatgg
ccttggaatt
aagggtttta
aaggcaagat
aagaaacaca
tgcgaattgt
tggtgataca
tagcagtcgc
gttacattgt
ttgatccaac
cggttgagcg

ctagacaggt

<213> Secuencia Artificial

ES 2 571446 T3

tagtacggaa
cgtcttaatt
aaagttgggc
gggagatcgce
tcgtcgcact
tcaaccgaag
tctggaacgt
ggaatttctt
ttcacgctcc
aaacgaagta
ttacacaggt
agatttccgt
caacttggaa
agatattccg
taagaccaaa
aaaagccatt
ttggtactgce
agtatggaag
cctctatgcg
ccttaagtat
caaacgcgga
tacgaccaga
ggcacgtgtc
aaaagaagtc
cgaacaaatc
caaacgcctc
attgaagggc
caaacacaaa
tatactgcgc

gggtctgtcce

cgggaaatga
acctataatg
ataaatttcg
tttgcggttg
atcaacctcc
gaaaaagttt
gtagcccgcet
ccaatggagg
tcgactggca
gcaccgaata
gggtttgtta
gcgctgtacc
ggttgcaaaa
ggcttcatcc
atgaaagaga
aaattgcttg
aaagaatgtg
gagctggaag
accattcctg
ataaatgcta
ttctttgtta
ggcctcgaga
ttggaggcat
accgaaaaac
actcgtgatc
gcggcteggg
tcaggtcgca
tatgatgccg
gctttcgget

gcatggctca

70

tcaaacgttt
gtgataactt
ctcttggtcg
aagtgaaagg
ccacatacac
acgctgagga
attctatgga
cgcagctgag
atctcgtgga
aaccaagcga
aggaaccgga
ccagtattat
attatgatat
cgtccctget
ctcaggatcc
caaactcgtt
ccgagagcgt
aaaaattcgg
gtggggagtc
aattacctgg
ctaagaaaaa
ttgtacggcg
tactgaaaga
tttctaagta
tgaaagacta
gtgttaaaat
taggggatag
aatactatat
atcgaaagga

aacctaaggg

cctgecgegta
tgattttgca
agacgggtca
ccggattcat
gttagaagcc
aattaccact
ggatgcaaaa
tcgtttagtc
gtggttcctg
ggaagaatat
gaaaggtctt
aatcacccac
tgctccgcaa
tggtcactta
cattgaaaag
ttatgggtac
gacagcatgg
attcaaagtc
tgaagaaatc
tgccctggag
atatgcggtg
tgattggagc
tggggacgtt
cgaagttccg
taaggctaca
tcgtccecgga
agcaatccct
tgaaaaccag
agatcttcgt

aacgtaa

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2337



<220>

ES 2 571446 T3

<223> Secuencia aminoacidica Pod

<400> 15

Met

1

Pro

His

Ser

Ile

65

Lys

Pro

Phe

Leu

Ile

145

Ile

Lys

Met

Ala

Val

Asp

Lys

50

Val

Pro

Thr

Glu

Ile

130

Glu

Met

Asn

Ile

Ser

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

Ile

Tyr

115

Pro

Thr

Ile

Ile

Lys
195

Ala

Arg

20

Thr

Glu

Ile

Thr

Arg

100

Asp

Met

Leu

Ser

Asp

180

Arg

Ile

5

Leu

Phe

Glu

Val

Val

85

Glu

Ile

Glu

Tyr

Tyr

165

Leu

Phe

Leu

Phe

Arg

Val

Asp

70

Trp

Lys

Pro

Gly

His

156

Ala

Pro

Leu

Asp

Lys

Pro

Lys

55

Val

Lys

Val

Phe

Glu

135

Glu

Asp

Tyr

Arg

Val

Lys

Tyr

40

Lys

Glu

Leu

Arg

Ala

120

Glu

Gly

Glu

Val

Ile
200

Asp

Glu

25

Ile

ile

Lys

Tyr

Glu

105

Lys

Glu

Glu

Asn

Glu

185

Ile

71

Tyr

10

Asn

Tyr

Thr

Val

Leu

20

His

Arg

Leu

Glu

Glu

170

Val

Arg

Ile

Gly

Ala

Gly

Glu

75

Glu

Pro

Tyr

Lys

Phe

155

Ala

Val

Glu

Thr

Lys

Leu

Glu

60

Lys

His

Ala

Leu

Ile

140

Gly

Lys

Ser

Lys

Glu

Phe

Leu

45

Axrg

Lys

Pro

val

Ile

125

Leu

Lys

Val

Ser

Asp
205

Glu

Lys

30

Arg

His

Phe

Gln

Val

110

Asp

Ala

Gly

Ile

Glu

190

Pro

Gly

15

Ile

Asp

Gly

Leu

Asp

95

Asp

Lys

Phe

Pro

Thr

175

Arg

Asp

Lys

Glu

Asp

Lys

Gly

80

Val

Ile

Gly

Asp

Ile

160

Trp

Glu

Ile



Ile

Arg

225

Glu

Gly

Leu

Pro

Gly

305

Ala

Ser

Gly

Glu

Gln

385

Glu

Ile

Glu

Val

210

Ala

Pro

Arg

Pro

Lys

290

Glu

Thr

Arg

Asn

Leu

370

Ser

Asn

Thr

Tyr

Thr

Glu

Lys

Ile

Thr

275

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

355

Ala

Tyr

Ile

His

Asp
435

Tyr

Lys

Met

His

260

Tyr

Lys

Leu

Glu

Ile

340

Val

Pro

Glu

Val

Asn

420

Val

Asn

Leu

Gln

245

Phe

Thr

Val

Glu

Leu

325

Gly

Glu

Asn

Gly

Tyr

405

Val

Ala

ES 2 571446 T3

Gly

Gly

230

Arg

Asp

Leu

Tyr

Arg

310

Gly

Gln

Trp

Lys

Gly

390

Leu

Ser

Pro

Asp

215

Ile

Ile

Leu

Glu

Ala

295

Val

Lys

Ser

Phe

Pro

375

Tyr

Asp

Pro

Gln

Ser

Lys

Gly

Tyr

Ala

280

Asp

Ala

Glu

Leu

Leu

360

Asp

Val

Phe

Asp

Val
440

Phe

Leu

Asp

His

265

Val

Glu

Lys

Phe

Trp

345

Leu

Glu

Lys

Arg

Thr

425

Gly

72

Asp

Thr

Met

250

Val

Tyr

Ile

Tyr

Leu

330

Asp

Arg

Lys

Glu

Ser

410

Leu

His

Phe

Ile

235

Thr

Ile

Glu

Ala

Ser

315

Pro

Val

Lys

Glu

Pro

395

Leu

Asn

Arg

Pro

220

Gly

Ala

Thr

Ala

Lys

300

Met

Met

Ser

Ala

Leu

380

Glu

Tyr

Arg

Phe

Tyr

Arg

Val

Arg

Ile

285

Ala

Glu

Glu

Arg

Tyr

365

Ala

Arg

Pro

Glu

Cys
445

Leu

Asp

Glu

Thr

270

Phe

Trp

Asp

Ile

Ser

350

Glu

Arg

Gly

Ser

Gly

430

Lys

Ala

Gly

Val

255

Ile

Gly

Glu

Ala

Gln

335

Ser

Arg

Arg

Leu

Ile

415

Cys

Asp

Lys

Ser

240

Lys

Asn

Lys

Ser

Lys

320

Leu

Thr

Asn

Arg

Trp

400

Ile

Lys

Phe



Pro

Lys

465

Leu

Tyr

Ala

Lys

Asp

545

Lys

Leu

Thr

Arg

Thr

625

Glu

Glu

Leu

Leu

Gly

450

Ile

Leu

Gly

Glu

Glu

530

Gly

Lys

Leu

Lys

Gly

610

Gln

Ala

Ile

His

Ala

Phe

Lys

Asp

Tyr

Ser

515

Iie

FPhe

Ala

Glu

Lys

5985

Leu

Ala

vVal

Pro

Glu

675

Ala

Ile

Lys

Tyr

Tyr

500

Val

Glu

Phe

Met

Leu

580

Arg

Glu

Arg

Arg

Pro

660

Tyr

Lys

Pro

Lys

Arg

485

Gly

Thr

Glu

Ala

Glu

565

Glu

Tyr

Ile

Val

Ile

645

Glu

Lys

Gly

ES 2 571446 T3

Ser

Met

470

Gln

Tyr

Ala

Lys

Thr

550

Phe

Tyr

Ala

Val

Leu

630

Val

Lys

Ala

Val

Leu

455

Lys

Arg

Ala

Trp

Tyr

535

Ile

Val

Glu

Val

Arg

615

Glu

Lys

Leu

Ile

Lys

Leu

Ala

Ala

Arg

Gly

520

Gly

Pro

Lys

Gly

Ile

600

Arg

Thr

Glu

Ala

Gly

680

Ile

Gly

Thr

Ile

Ala

505

Arg

Phe

Gly

Tyr

Phe

585

Asp

Asp

Ile

Val

Ile

665

Pro

Lys

73

Asp

Ile

Lys

490

Arg

Glu

Lys

Ala

Ile

570

Tyr

Glu

Trp

Leu

Ile

650

Tyr

His

Pro

Leu

Asp

475

Ile

Trp

Tyr

Val

Asp

555

Asn

Lys

Glu

Ser

Lys

635

Gln

Glu

Val

Gly

Leu

460

Pro

Leu

Tyr

Ile

Ile

540

Ala

Ser

Arg

Gly

Glu

620

His

Lys

Gln

Ala

Met

Glu

Ile

Ala

Cys

Thr

525

Tyr

Glu

Lys

Gly

Lys

605

Ile

Gly

Leu

Ile

Val

685

Val

Glu

Glu

Asn

Lys

510

Met

Ser

Thr

Leu

Phe

590

Val

Ala

Asp

Ala

Thr

670

Ala

Ile

Arg

Arg

Ser

495

Glu

Thr

Asp

Val

Pro

575

Phe

Ile

Lys

Val

Asn

655

Arg

Lys

Gly

Gln

Lys

480

Tyr

Cys

Ile

Thr

Lys

560

Gly

Val

Thr

Glu

Glu

640

Tyr

Pro

Lys

Tyr
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Ile
705

Glu

Glu

Tyr

Thr

<210> 16
<211> 778
<212> PRT

690

Val

Glu

Asn

Arg

Ser
770

Leu

Tyr

Gln

Lys

755

Trp

Arg

Asp

Val

740

Glu

Leu

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly

Pro

725

Leu

Asp

Asn

ES 2 571446 T3

Asp

710

Lys

Pro

Leu

Ile

<223> Secuencia aminoacidica Kofu

<400> 16
Met
1

Pro

Tyr

Ser

Val

65

Arg

Pro

Ala

Val

Asp

Ala

50

Val

Pro

Ala

Ser

Ile

Arg
35

Ile

Thr

Val

Ile

Ala

Arg

20

Thr

Glu

val

Glu

Arg
100

Ile

Ile

Phe

Glu

Lys

Val

85

Asp

Leu

Phe

Glu

Val

Arg

Trp

Lys

695

Gly

Lys

Ala

Arg

Lys
775

Asp

Lys

Pro

Lys

55

Val

Lys

Ile

Pro

His

Val

Tyr

760

Lys

Thr

Lys

Tyr

40

Lys

Glu

Leu

Arg

Ile

Lys

Leu

745

Gln

Ser

Asp

Glu

25

Phe

Ile

Lys

Tyr

Glu
105

74

Ser

Tyr

730

Arg

Lys

Tyr

10

Asn

Tyr

Thr

Val

Phe

90

His

Asn

715

Asp

Ile

Thr

Ile

Gly

Ala

Ala

Gln

Thr

Pro

700

Arg

Ala

Leu

Arg

Thr

Glu

Leu

Glu

60

Lys

His

Ala

Ala

Glu

Glu

Gln
765

Glu

Phe

Leu

45

Arg

Lys

Pro

Val

Ile

Tyr

Gly

750

Val

Asp

Lys

30

Lys

His

Phe

Gln

Ile
110

Leu

Tyr

735

Phe

Gly

Gly

Ile

Asp

Gly

Leu

Asp

Asp

Ala

720

Ile

Gly

Leu

Lys

Glu

Asp

Thr

Gly

80

val

Ile



Tyr

Leu

Ile

145

Leu

Lys

Met

Leu

Arg

225

Glu

Gly

Leu

Pro

Gly

305

Val

Ser

Gly

Glu

Val

130

Glu

Met

Asn

Ile

Ile

210

Cys

Pro

Arg

Pro

Lys

290

Glu

Thr

Arg

Asn

Tyr

115

Pro

Thr

Ile

Val

Lys

195

Thr

Glu

Lys

Ile

Thr

275

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

Asp

Met

Leu

Ser

Asp

180

Arg

Tyr

Lys

Ile

His

260

Tyr

Lys

Leu

Glu

vVal

340

Val

Ile

Glu

Tyr

Tyr

165

Leu

Phe

Asn

Leu

Gln

245

Phe

Thr

Val

Glu

Leu

325

Gly

Glu

ES 2 571446 T3

Pro

Gly

His

150

Ala

Pro

Leu

Gly

Gly

230

Arg

Asp

Leu

Tyr

Arg

310

Gly

Gln

Trp

Phe

Asp

135

Glu

Asp

Tyr

Arg

Asp

215

Ile

Met

Leu

Glu

Ala

295

Val

Lys

Pro

Phe

Ala

120

Glu

Gly

Glu

Val

val

200

Asn

Asn

Gly

Tyr

Ala

280

Glu

Ala

Glu

Leu

Leu

Lys

Glu

Glu

Glu

Asp

185

val

Phe

Phe

Asp

Pro

265

Val

Glu

Arg

Phe

Trp

345

Leu

75

Arg

Leu

Glu

Gly

170

Val

Lys

Asp

Ala

Arg

250

Val

Tyr

Ile

Tyr

Leu

330

Asp

Arg

Tyr

Lys

Phe

155

Ala

Val

Glu

Phe

Leu

235

Phe

Ile

Glu

Thr

Ser

315

Pro

Val

Lys

Leu

Met

140

Ala

Arg

Ser

Lys

Ala

220

Gly

Ala

Arg

Ala

Thr

300

Met

Met

Ser

Ala

Ile

125

Leu

Glu

Val

Thr

Asp

205

Tyr

Arg

val

Arg

Val

285

Ala

Glu

Glu

Arg

Tyr

Asp

Ala

Gly

Ile

Glu

190

Pro

Leu

Asp

Glu

Thr

270

Phe

Trp

Asp

Ala

Ser

350

Glu

Lys

Phe

Pro

Thr

175

Arg

Asp

Lys

Gly

Val

255

Ile

Gly

Glu

Ala

Gln

335

Ser

Arg

Gly

Asp

Ile

160

Trp

Glu

Val

Lys

Ser

240

Lys

Asn

Gln

Thr

Lys

320

Leu

Thr

Asn



ES 2 571446 T3

355 360 365

Glu Val Ala Pro Asn Lys Pro Ser Glu Glu Glu Tyr Gln Arg Arg Leu
370 375 380

Arg Glu Ser Tyr Thr Gly Gly Phe Val Lys Glu Pro Glu Lys Gly Leu
385 390 395 400

Trp Glu Asn Ile Val Tyr Leu Asp Phe Arg Ala Leu Tyr Pro Ser Ile
405 410 415

Ile Ile Thr His Asn Val Ser Pro Asp Thr Leu Asn Leu Glu Gly Cys
420 425 430

Lys Asn Tyr Asp Ile Ala Pro Gln Val Gly His Lys Phe Cys Lys Asp
435 440 445

Ile Pro Gly Phe Ile Pro Ser Leu Leu Gly His Leu Leu Glu Glu Arg
450 455 460

Gln Lys Ile Lys Thr Lys Met Lys Glu Thr Gln Asp Pro Ile Glu Lys
465 470 475 480

Ile Leu Leu Asp Tyr Arg Gln Lys Ala Ile Lys Leu Leu Ala Asn Ser
485 490 495

Phe Tyr Gly Tyr Tyr Gly Tyr Ala Lys Ala Arg Trp Tyr Cys Lys Glu
500 505 510

Cys Ala Glu Ser val Thr Ala Trp Gly Arg Lys Tyr Ile Glu Leu Val
515 520 525

Trp Lys Glu Leu Glu Glu Lys Phe Gly Phe Lys Val Leu Tyr Ile Asp
530 535 540

Thr Asp Gly Leu Tyr Ala Thr Ile Pro Gly Gly Glu Ser Glu Glu Ile
545 550 555 560

Lys Lys Lys Ala Leu Glu Phe Leu Lys Tyr Ile Asn Ala Lys Leu Pro
565 570 575

Gly Ala Leu Glu Leu Glu Tyr Glu Gly Phe Tyr Lys Arg Gly Phe Phe
580 585 590

Val Thr Lys Lys Lys Tyr Ala Val Ile Asp Glu Glu Gly Lys Ile Thr
595 600 605

76
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Thr

Glu

625

Glu

Tyr

Asp

Arg

Tyr

705

Phe

Ile

Gly

Leu

<210> 17
<211> 3778
<212> ADN

Arg

610

Thr

Lys

Glu

Leu

Leu

690

Ile

Asp

Glu

Tyr

Ser
770

Gly

Gln

Ala

Val

Lys

675

Ala

Val

Glu

Asn

Arg

755

Ala

Leu

Ala

Val

Pro

660

Asp

Ala

Leu

Phe

Gln

740

Lys

Trp

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pLACIQZa

<400> 17

tcgcgegttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca
cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgcg tcagcgggtg

ttggcgggtg tcggggctgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgce

Glu

Arg

Arg

645

Pro

Tyr

Arg

Lys

Asp

725

Val

Glu

Leu

ES 2 571446 T3

Ile

Val

630

Ile

Glu

Lys

Gly

Gly

710

Pro

Leu

Asp

Lys

Val

615

Leu

Val

Lys

Ala

Val

695

Ser

Thr

Pro

Leu

Pro
775

Arg

Glu

Lys

Leu

Thr

680

Lys

Gly

Lys

Ala

Arg

760

Lys

Arg

Ala

Glu

Val

665

Gly

Ile

Arg

His

Val

745

Tyr

Gly

77

Asp

Leu

Val

650

Ile

Pro

Arg

Ile

Lys

730

Glu

Gln

Thr

Trp

Leu

635

Thr

His

His

Pro

Gly

715

Tyr

Arg

Lys

Ser

620

Lys

Glu

Glu

Val

Gly

700

Asp

Asp

Ile

Thr

Glu

Asp

Lys

Gln

Ala

685

Thr

Arg

Ala

Leu

Arg
765

Ile

Gly

Leu

Ile

670

Val

Val

Ala

Glu

Arg

750

Gln

Ala

Asp

Ser

655

Thr

Ala

Ile

Ile

Tyr

735

Ala

Val

Lys

Val

640

Lys

Arg

Lys

Ser

Pro

720

Tyr

Phe

Gly

60

120

180



accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttcccagte
cctctagage
attccacaca
agctaactca
tgccagctge
cagggtggtt
gccctgagag
tttgatggtg
taccgagata
cgccatctga
catggtttgt
aatttgattg
acttaatggg
gcccagtecge
gacatcaaga
gtcatccagce
cgccgettta
cagttgatcg
actggaggtg
gttgggaatg
aacgtggctg
tgcgacatcg
gcgctatcat
tgccgcettceg
tcgectgeget
cggttatcca
aaggccagga

gacgagcatc

gtgtgaaata
caggctgcgce
ggcgaaaggg
acgacgttgt
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgce
attaatgaat
tttcttttca
agttgcagca
gttgacggceg
tccgcaccaa
tcgttggcaa
tgaaaaccgg
cgagtgagat
cccgctaaca
gtaccgtcett
aataacgccg
ggatagttaa
caggcttcga
gcgcgagatt
gcaacgccaa
taattcagct
gcectggttca
tataacgtta
gccataccgc
cctteccggec
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa

acaaaaatcg

ES 2 571446 T3

ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgctca
cggccaacgc
ccagtgagac
agcggtccac
ggatataaca
cgcgecagcece
ccagcatcgce
acatggcact
atttatgcca
gcgcgatttyg
catgggagaa
gaacattagt
tgatcagccce
cgccgetteg
taatcgccge
tcagcaacga
ccgccatcge
ccacgcggga
ctggtttcac
gaaaggtttt
accagaatag
gctgcggega
ggataacgca
ggccgegttg

acgctcaagt

gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
tttectgtgt
aagtgtaaag
ctgcccgett
gcggggagag
gggcaacagc
gctggtttgce
tgagctgtct
ggactcggta
agtgggaacg
ccagtcgcct
gccagccaga
ctggtgaccc
aataatactg
gcaggcagct
actgacgcgt
ttctaccatc
gacaatttgc
ctgtttgccc
cgcttccact
aacggtctga
attcaccacc
gcgccattcg
cctgcgceccat
gcggtatcag
ggaaagaaca

ctggecgtttt

cagaggtggce

78

aaaataccgce
ggtgcgggee
aagttgggta
cgagctcggt
gaaattgtta
cctggggtgc
tccagteggg
gcggtttgeg
tgattgccct
cccagcaggce
tcggtatcegt
atggcgcgceca
atgccctcat
tcecegtteceg
cgcagacgcg
aatgcgacca
ttgatgggtg
tccacagcaa
tgcgcgagaa
gacaccacca
gacggcgcegt
gccagttgtt
ttttceegeg
taagagacac
ctgaattgac
atggtgtcaa
gggcttcctc
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet

gaaacccgac

atcaggcgcce
tcttegetat
acgccagggt
acccggggat
tccgetceaca
ctaatgagtg
aaacctgtceg
tattgggcge
tcaccgcectg
gaaaatcctg
cgtatcccac
ttgcgceccag
tcagcatttg
ctatcggctg
ccgagacaga
gatgctccac
tctggtcaga
tggcatcctg
gattgtgcac
cgctggcacc
gcagggcceag
gtgccacgcg
ttttcgcaga
cggcatactc
tctcttecgg
cgtaaatgca
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgccccect

aggactataa

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cccceecgtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatccg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatccgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgcagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgctgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
accattatta
<210>18

<211> 775
<212> PRT

cgtttcccecee
acctgtccgce
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcce
gtgctacaga
gtatctgcgce
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tcecttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcaétcat
gcttttctgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcc

tcatgacatt

<213> Thermococcus sp.

ES 2 571446 T3

tggaagctcc
ctttctcect
ggtgtaggtc
ctgcgcctta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactc
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
ctccggttcce
tagctccttc
ggttatggca
gactggtgag
ttgccecggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt

aacctataaa

ctcgtgeget
tcgggaagceg
gttcgctcecca
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccecgtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctccga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttcgg
cccactcgtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag

aataggcgta

79

ctcctgttec
tggcgctttc
agctgggcetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctc
gcagaagtgg
ctagagtaag
tcgtggtgtc
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttectttt
tatttgaatg
tgccacctga

tcacgaggcc

gaccctgccg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccyg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgcaact
tagttcgcca
acgctcgtcg
atgatccccce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagc
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa

ctttcgtce

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3778



<400> 18

Met

1

Arg

Thr

Glu

Val

65

Glu

Arg

Asp

Met

Leu

145

Ser

Asp

Arg

Tyr

Ile

Val

Phe

Asp

50

Lys

Val

Asp

Ile

Glu

130

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Asn
210

Leu

Phe

Glu

35

Val

Arg

Trp

Arg

Pro

115

Gly

His

Ala

Pro

Leu

195

Gly

Asp

Lys

20

Pro

Lys

Ala

Lys

Ile

100

Phe

Asp

Glu

Asp

Tyr

180

Arg

Asp

Thr

Lys

Tyr

Lys

Glu
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725

Ala

Arg

Lys
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Thr
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Lys

Glu

555

Lys

Gly

Lys

Ile

Gly

635

Leu
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Leu
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Arg

Lys
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Thr

Glu

Glu

Tyr
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Tyr

Ala

Ile
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Leu

Lys

Leu
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Thr
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Thr
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Glu
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Leu

Leu
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65

Glu
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Val
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Tyr
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Leu
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35
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Ala
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Asp

Tyr
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Gln
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Tyr

Ala

Val

Leu

85
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Ala
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Gly

Glu
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Val
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Glu

Ile
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70

Ile

Glu

Lys

Glu
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Glu
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Val

Tyr
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Tyr

Lys

55
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Arg

Leu
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Glu
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Ala

40

Gly
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Glu
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Lys

Phe
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Glu
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Thr

Glu
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Leu

Glu
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Ala
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Leu

Leu
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Lys
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Phe

Leu

Arg
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Pro
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Val
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Leu

Lys

Val
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Asp

Asp

Lys
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Phe
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Gln

Val

Asp

Ala

Gly

155

Ile

Glu

Pro

Gly

Ile

Asp

Gly

Leu

Asp

Asp

Lys

Phe

140

Glu

Thr

Arg

Asp

Lys

Glu
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45
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Ile

Gly

125

Asp

Ile

Trp

Glu
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Pro

Leu

30
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Thr
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Pro

Tyr

110

Leu
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Ile
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Met
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Ile

Ile
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Glu

Ala
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Glu

Ile

Glu

Met

Asn
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Ile

Ile

Ile

Pro

Ile

Arg
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Met

Tyr

Pro

Thr

Ile
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Lys
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Tyr

Lys
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Pro

Arg

Pro

Lys

Glu

305

Thr

Lys

Asn

Leu
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385

Asn

Thr

Tyr
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Leu

Lys

Ile

Thr
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Ser

Tyr

Leu

Leu

Ala
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Tyr
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Asp

Gly
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Tyr
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Lys

Met

Glu
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Val

355
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Ala

Val

Asn
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435
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Thr

Leu
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Gly

340
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Gly
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Leu
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Trp
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Gly

Phe

Ala

Glu
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Leu
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Leu
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280
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Phe

Trp

Leu

360
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Thr
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Pro
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Tyr

Ile

Tyr

Phe
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345

Arg

Arg

Glu

Ser

Leu

425

His
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Tyr

Arg

Phe

250

Val

Glu

Ala

Ser

Pro

330

Val

Lys

Glu

Pro

Leu

410

Asn

Lys

Leu
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235

Ala

Arg

Ala
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Met

315

Met
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Ala

Leu

Glu
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Tyr

Arg

Phe
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Lys
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Arg
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300

Glu

Glu

Arg

Tyr

Ala
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Arg
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Glu
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Lys

Glu

Glu

Thr

Leu
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Trp
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Lys
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Arg

His
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Ile
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Glu
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Glu
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350

Arg

Arg

Leu

Ile

Cys

430

Asp

Ala

Pro

Lys
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Asn

Lys

Thr

Arg

Leu

335

Thr
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Arg

Trp

Ile
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Leu
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Glu

Ala
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Gly

Glu
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Glu
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Leu
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Glu
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Gly
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Lys

Leu

Lys
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Gln
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Ala
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Lys

Phe
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Lys
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Tyr
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Leu

530

Leu

Ala

Glu

Lys

Leu
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Pro
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Arg

Tyr

Tyr

Val
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Glu
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Lys

Leu

Arg
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Glu

Lys

Glu

Leu

Tyr
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Lys

Arg
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500

Thr

Glu

Ala

Glu

Glu
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Tyr

Val
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Glu
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Lys
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Tyr
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Lys
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Tyr
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Leu
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Leu
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Leu
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Gly
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Ile

Ala

Arg

520

Phe
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Asp

Ile

Val

Ile
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Lys

Arg
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Lys
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Ile

Tyr

585

Glu

Trp

Leu
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His
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Leu

Asp

Ile

490

Trp

Tyr
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Asn

570

Leu

Glu

Ser

Lys

Glu

650

Glu
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Leu

Pro

475

Leu

Tyr
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Leu

Ala
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Pro

Arg
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Glu

Glu
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Lys

Gln

Ala

Glu

460

Leu
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Lys
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Thr

Leu
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510

Val
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Thr
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Lys

Gln

Lys
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Thr

Lys
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Thr
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Tyr
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Leu

480

Tyr

Ala

Arg

Asp

Lys

560

Leu
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Arg
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Lys
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Arg
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Lys
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Leu
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Gly

Pro

Leu

740

Asp

Lys

<213> Thermococcus sp.

<400> 22

Met

1

Arg

Asn

Glu

Val

65

Glu

Arg

Asp

Ile

Ile

Phe

Asp
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Trp
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Ala
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Tyr
120
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Ser
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Thr
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Glu

Lys

His

Ala
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Leu
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10

Phe
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Arg
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Thr
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Pro
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Lys
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Gln

Val
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Ile
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Ile
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Tyr
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765
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45

Thr

Gly
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Leu

Tyr
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Tyr
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Tyr
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Leu

Tyr

Leu
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Thr
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Leu
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Arg

Tyr

Lys
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Ile

His

Tyr

Lys

Leu

305

Glu

Val

Val

Glu

130

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Asn

210

Leu

Gln

Phe

Thr

Val

230

Glu

Leu

Gly

Glu

Gly

His

Ala
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Leu

195

Gly

Gly

Arg

Asp

Leu

275

Tyr

Arg

Gly

Gln

Trp
355

Asp

Glu

Asp

Tyr
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Lys

Asp

Val

Met

Leu

260

Glu

Ala

Val

Lys

Ser

340

Phe

Glu

Gly

Glu
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Val

Val

Asn

Lys

Gly

245

Tyr

Ala

Glu

Ala

Glu

325

Leu

Leu
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Glu
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Glu

Asp

Val

Phe

Phe

230

Asp

Pro

Val

Glu

Arg

310

Phe

Trp

Leu

Leu

135

Glu

Gly

Val

Lys

Asp

215

Ile

Arg

Val

Tyr

Ile

295

Tyr

Phe

Asp

Arg

Lys
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Ala
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Phe

Leu

Phe

Ile

Glu
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Ala

Ser
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Lys
360

Met

Ala
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Ser
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Lys

Ala

Gly

Ala

Arg

265

Ala

Gln

Met

Met

Ser

345

Ala
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Leu

Glu

Val
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Thr

Asp

Tyr

Arg

Val
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Arg

Ile

Ala

Glu

Glu

330

Arg

Tyr

Ala

Gly

155

Ile

Glu

Pro

Leu

Glu

235

Glu

Thr

Phe

Trp

Asp

315

Ala

Ser
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Thr

Lys

Asp
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Glu
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Trp
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Thr
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Leu

Thr
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Ser
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Met
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Ile

Ile

Ser
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Arg

255

Pro

Lys

Glu

Thr

Arg

335

Asn

Leu

Thr

Ile
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Lys

Thr

Glu
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Thr

Glu
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Tyr
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Pro

Ala
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Val

Asn

Val

Ile

Lys

465

Tyr

Tyr

Val

Glu

Phe
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Lys

Leu

Lys

Asn
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Gly

Tyr
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Ala

Pro
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Lys

Arg

Gly

Thr

Glu

530

Ala

Glu

Glu

Tyr

Lys

Gly

Leu

Ser

Pro

435

Ser

Met

Gln

Tyr

Ala

515

Lys

Thr

Phe

Tyr

Ala
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Pro

Tyr
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Leu

Lys
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Ala
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Trp
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Leu
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Leu
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485
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Gly

Gly
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Asp
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Ile
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Lys
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Thr

Gly

Gly

Thr

470

Ile
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Tyr
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Arg
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Glu
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Leu
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Lys

Arg

Gln
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Tyr
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Pro

Leu

Asn

Lys
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Leu
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Trp

Tyr
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Val
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Lys

Glu
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Leu

Glu

Tyr

Arg

425

Phe

Leu

Pro

Leu

Tyr

505

Ile

Leu
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Ala

Arg

585

Asp
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Ala

Arg

Pro
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Glu

Cys

Glu

Ile

Ala

490

Cys

Glu

Tyr

Glu

Lys
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Gly

Lys

Arg

Gly

395

Ser

Gly

Lys

Glu

Glu

475

Asn

Lys

Thr

Ala

Thr

555

Leu

Phe

Ile

Arg

380

Leu

Ile

Cys

Asp

Arg

460

Lys

Ser

Glu

Thr

Asp

540

Val

Pro

Phe

Thr

Arg

Trp

Ile

Glu

Phe

445

Gln

Lys

Phe

Cys

Ile

525

Thr

Lys

Gly

Val

Thr
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Glu

Glu

Ile

Glu

430

Pro

Lys

Leu

Tyr

Ala

510

Arg

Asp

Lys

Leu

Thr

590

Arg

Ser

Asn

Thr

415

Tyr

Gly
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Leu

Gly

495

Glu

Glu

Gly

Lys

Leu

575

Lys

Gly

Tyr

Ile

400
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Asp
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Lys
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Tyr
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Glu

Lys
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Glu

Arg
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Arg

Pro

Tyr

Arg

Lys

705

Asp

Val

Glu

Leu
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Ile
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Val

Ile

Glu

Lys

Gly

690

Gly

Pro

Leu

Asp

Lys
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Leu
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Lys

Ala
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Ile
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Pro

Leu
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Pro
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Lys

Leu
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Thr

Lys

Gly

Lys

Ala
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Arg
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1
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Ile

Arg
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725
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Tyr

Thr

Ala

Lys

Tyr
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val

Ile
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Arg
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710

Lys
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Trp
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Tyr
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Glu Gln TIle
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Ile Leu Arg
745

Thr Arg Gln
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Ser

Thr
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715

Tyr

Ala
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Lys
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Lys

Arg
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Tyr
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Gly
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Tyr
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Arg
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Tyr

Phe
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Leu
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Thr
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Leu
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Lys
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Arg
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Val
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Trp
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val
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Glu

Arg

Asp

Met

Leu

145

Ser

Asp

Arg

Tyr

Thr

225

Ile

His

Tyr

Asp

50

Thr

Val

Asp

Ile

Glu

130

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Asn

210

Leu

Gln

Phe

Thr

Ile

Arg

Trp

Lys

Pro

115

Gly

His

Ala

Pro

Leu

195

Gly

Gly

Arg

Asp

Leu
275

Lys

Ala

Lys

Ile

100

Phe

Asp

Glu

Asp

Tyr

180

Lys

Asp

Val

Met

Leu

260

Glu

Lys

Glu

Leu

85

Arg

Ala

Glu

Gly

Glu

165

Val

Val

Asn

Lys

Gly

245

Tyr

Thr
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Tyr

Glu

Lys

Glu

Glu

150

Glu

Glu

Ile

Phe

Phe

230

Asp

Pro

Val

Thr

55

Val

Phe

His

Arg

Leu

135

Glu

Gly

Ser

Gln

Asp

215

Ile

Arg

val

Tyr

Ala

Lys

Thr

Pro

Tyr

120

Arg

Phe

Ala

Val

Glu

200

Phe

Leu

Phe

Ile

Glu
280

Glu

Lys

His

Ala

105

Leu

Met

Gly

Arg

Ser

185

Lys

Ala

Gly

Ala

Arg

265

Ala

97

Arg

Lys

Pro

90

Val

Ile

Leu

Glu

Val

170

Thr

Asp

Tyr

Arg

Val

250

Arg

Ile

His

Phe
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Gln

val

Asp

Ala

Gly

155

Ile

Glu

Pro

Leu

Asp

235

Glu

Thr

Phe

Gly
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Leu

Asp

Asp

Arg

Phe

140

Pro

Thr

Lys

Asp

Lys

220

Gly

Val

Ile

Gly

Thr

Gly

Val

Ile

Gly

125

Asp

Ile

Trp

Glu

val

205

Lys

Ser

Lys

Asn

Gln
285

Thr

Arg

Pro

Tyr

110

Leu

Ile

Leu

Lys

Met

190

Leu

Arg

Glu

Gly

Leu

270

Pro

Val

Pro

Ala

95

Glu

Ile

Glu

Met

Asn

175

Ile

Ile

Ser

Pro

Arg

255

Pro

Lys

Arg

Val

80

Ile

Tyr

Pro

Thr

Ile

160

Ile

Lys

Thr

Glu

Lys

240

Ile

Thr

Glu



Lys

Leu

305

Glu

Val

Val

Pro

Ala

385

Val

Asn

Val

Ile

Lys

465

Tyr

Tyr

Val

Val

290

Glu

Leu

Gly

Glu

Asn

370

Gly

Tyr

vVal

Ala

Pro

450

Lys

Arg

Gly

Thr

Tyr

Arg

Gly

Gln

Trp

355

Lys

Gly

Leu

Ser

Pro

435

Ser

Met

Gln

Tyr

Ala
515

Ala

Val

Lys

Ser

340

Phe

Pro

Tyr

Asp

Pro

420

Gln

Leu

Lys

Arg

Ala

500

Trp

Glu

Ala

Glu

325

Leu

Leu

Asp

vVal

Tyr

405

Asp

val

Leu

Ala

Ala

485

Asn

Gly
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Glu

Arg

310

Phe

Trp

Leu

Glu

Lys

390

Lys

Thr

Gly

Gly

Thr

470

Ile

Ala

Arg

Ile

295

Tyr

Phe

Asp

Arg

Arg

375

Glu

Ser

Leu

His

Asp

455

Val

Lys

Arg

Gln

Ala

Ser

Pro

Val

Lys

360

Glu

Pro

Leu

Asn

Arg

440

Leu

Asp

Ile

Trp

Tyr
520

Arg

Met

Met

Ser

345

Ala

Leu

Glu

Tyr

Arg

425

Phe

Leu

Pro

Leu

Tyr

505

Ile

98

Ala

Glu

Glu

330

Arg

Tyr

Ala

Lys

Pro

410

Glu

Cys

Glu

Ile

Ala

490

Cys

Glu

Trp

Asp

315

Ala

Ser

Glu

Arg

Gly

395

Ser

Gly

Lys

Glu

Glu

475

Asn

Arg

Thr

Glu

300

Ala

Gln

Ser

Arg

Arg

380

Leu

Ile

Cys

Asp

Arg

460

Arg

Ser

Glu

Thr

Ser

Lys

Leu

Thr

Asn

365

Ala

Trp

Ile

Arg

Phe

445

Gln

Lys

Tyr

Cys

Met
525

Gly

Ala

Ser

Gly

350

Glu

Glu

Glu

Ile

Glu

430

Pro

Lys

Leu

Tyr

Ala

510

Arg

Glu

Thr

Arg

335

Asn

Leu

Ser

Asn

Thr

415

Tyr

Gly

Val

Leu

Gly

495

Glu

Glu

Gly

Tyr

320

Leu

Leu

Ala

Tyr

Ile

400

His

Asp

Phe

Lys

Asp

480

Tyr

Ser

Ile
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Glu

Phe

545

Lys

Leu

Lys

Glu

Arg

625

Arg

Pro

Tyr

Arg

Lys

705

Asp

Val

Glu

Leu

Glu

530

Ala

Glu

Glu

Tyr

Ile

610

Val

Ile

Glu

Arg

Gly

630

Gly

Pro

Leu

Asp

Lys

Lys

Thr

Phe

Tyr

Ala

595

Val

Leu

Val

Lys

Ala

675

Ile

Pro

Ala

Pro

Leu

755

Pro

Phe

Ile

Leu

Glu

580

Val

Arg

Glu

Lys

Leu

660

Thr

Lys

Gly

Lys

Ala

740

Arg

Lys

Gly

Pro

Asn

565

Gly

Iie

Arg

Ala

Glu

645

Val

Gly

Ile

Arg

His

725

Val

Tyr

Thr
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Phe

Gly

550

Tyr

Phe

Asp

Asp

Ile

630

Val

Ile

Pro

Arg

Val

710

Arg

Glu

Gln

Lys

535

Ala

Ile

Tyr

Glu

Trp

615

Leu

Thr

Tyr

His

Pro

695

Gly

Tyr

Arg

Lys

val

Asp

Asn

Arg

Glu

600

Ser

Lys

Glu

Glu

Val

680

Gly

Asp

Asp

Ile

Thr
760

Leu

Ala

Pro

Arg

585

Asp

Glu

His

Lys

Gln

665

Ala

Thr

Arg

Ala

Leu

745

Lys

770

99

Tyr

Glu

Arg

570

Gly

Lys

Ile

Gly

Leu

650

Ile

Val

Val

Ala

Glu

730

Arg

Gln

Ala

Thr

555

Leu

Phe

Ile

Ala

Asp

635

Ser

Thr

Ala

Ile

Ile

715

Tyr

Ala

Ala

Asp

540

\‘Ial

Pro

Phe

Thr

Lys

620

Val

Arg

Arg

Lys

Ser

700

Pro

Tyr

Phe

Gly

Thr

Lys

Gly

Val

Thr

605

Glu

Glu

Tyr

Asp

Arg

685

Tyr

Phe

Ile

Gly

Leu
765

Asp

Lys

Leu

Thr

590

Arg

Thr

Glu

Glu

Leu

670

Leu

Ile

Asp

Glu

Tyr

750

Gly

Gly

Lys

Leu

575

Lys

Gly

Gln

Ala

Val

655

Arg

Ala

Val

Giu

Asn

735

Arg

Ala

Phe

Ala

560

Glu

Lys

Leu

Ala

Val

640

Pro

Asp

Ala

Leu

Phe

720

Gln

Lys

Trp



<211>773
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN polimerasa quimérica GoZi

<400> 24

Met

1

Arg

Asn

Glu

Val

65

Glu

Arg

Asp

Met

Leu

145

Ser

Asp

Ile

Ile

Phe

Asp

50

Val

Val

Asp

Ile

Glu

130

Tyr

Tyr

Leu

Leu

Phe

Glu

35

Val

Arg

Trp

Lys

Pro

115

Gly

His

Ala

Pro

Asp

Lys

20

Pro

Lys

Ala

Lys

Ile

100

Phe

Asp

Glu

Asp

Tyr
180

Thr

5

Lys

Tyx

Lys

Glu

Leu

85

Lys

Ala

Glu

Gly

Glu

165

Val
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Asp

Glu

Ile

Ile

Lys

70

Tyr

Glu

Lys

Glu

Glu

150

Glu

Asp

Tyr

Asn

Tyxr

Thr

55

Val

Phe

His

Arg

Leu

135

Glu

Gly

Val

Ile

Gly

Ala

40

Ala

Lys

Thr

Pro

Tyr

120

Lys

Phe

Ala

Val

Thr

Glu

25

Leu

Glu

Lys

His

Ala

105

Leu

Met

Ala

Arg

Ser
185

100

Glu

10

Phe

Leu

Arg

Lys

Pro

90

Val

Iie

Leu

Glu

Val

170

Thr

Asp

Lys

Lys

His

Phe

75

Gln

Val

Asp

Ala

Gly

155

Ile

Glu

Gly

Ile

Asp

Gly

60

Leu

Asp

Asp

Lys

Phe

140

Pro

Thr

Lys

Lys

Asp

Asp

45

Thr

Gly

Val

Ile

Gly

125

Asp

Ile

Trp

Glu

Pro

Tyr

30

Ser

Thr

Arg

Pro

Tyr

110

Leu

Ile

Leu

Lys

Met
190

Val

15

Asp

Ala

Val

Pro

Ala

95

Glu

Ile

Glu

Met

Asn

175

Ile

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

80

Ile

Tyr

Pro

Thr

Ile

160

Ile

Lys



Arg

Tyr

Lys

225

Ile

His

Tyr

Lys

Leu

305

Glu

Val

Val

Pro

Ala

385

Val

Asn

Val

Phe

Asn

210

Leu

Gln

Phe

Thr

Val

290

Glu

Leu

Gly

Glu

Asn

370

Gly

Tyr

Val

Ala

Leu

195

Gly

Gly

Arg

Asp

Leu

275

Tyr

Arg

Gly

Gln

Trp

355

Lys

Gly

Leu

Ser

Pro

Lys

Asp

Val

Met

Leu

260

Glu

Ala

Val

Lys

Ser

340

Phe

Pro

Tyr

Asp

Pro

420

Gln

Val

Asn

Lys

Gly

245

Tyr

Ala

Glu

Ala

Glu

325

Leu

Leu

Asp

Val

Tyr

405

Asp

Val
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Val

Phe

Phe

230

Asp

Pro

val

Glu

Arg

310

Phe

Trp

Leu

Glu

Lys

390

Lys

Thr

Gly

Lys
Asp
215
Ile
Arg
Val
Tyr
Ile
295
Tyr
Phe
Asp
Arg
Arg
375
Glu
Ser

Leu

His

Glu

200

Phe

Leu

Phe

Ile

Glu

280

Ala

Ser

Pro

Val

Lys

360

Glu

Pro

Leu

Asn

Arg

Lys

Ala

Gly

Ala

Arg

265

Ala

Gln

Met

Met

Ser

345

Ala

Leu

Glu

Tyr

Arg

425

Phe

101

Asp

Tyx

Arg

Val

250

Arg

Ile

Ala

Glu

Glu

330

Arg

Tyr

Ala

Lys

Pro

410

Glu

Cys

Pro

Leu

Glu

235

Glu

Thr

Phe

Trp

Asp

315

Ala

Ser

Glu

Arg

Gly

395

Ser

Gly

Lys

Asp

Lys

220

Gly

Val

Ile

Gly

Glu

300

Ala

Gln

Ser

Arg

Arg

380

Leu

Ile

Cys

Asp

Val

205

Lys

Ser

Lys

Asn

Gln

285

Thr

Lys

Leu

Thr

Asn

365

Arg

Trp

Ile

Arg

Phe

Leu

Arg

Glu

Gly

Leu

270

Pro

Gly

Val

Ser

Gly

350

Glu

Glu

Glu

Ile

Glu

430

Pro

Ile

Ser

Pro

Arg

255

Pro

Lys

Glu

Thr

Arg

335

Asn

Leu

Ser

Asn

Thr

415

Tyr

Gly

Thr

Glu

Lys

240

Ile

Thr

Glu

Gly

Tyr

320

Leu

Leu

Ala

Tyr

Ile

400

His

Asp

Phe
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435 440 445

Ile Pro Ser Leu Leu Gly Asp Leu Leu Glu Glu Arg Gln Lys Val Lys
450 455 460

Lys Lys Met Lys Ala Thr Val Asp Pro Ile Glu Arg Lys Leu Leu Asp
465 470 475 480

Tyr Arg Gln Arg Ala Ile Lys Ile Leu Ala Asn Ser Tyr Tyr Gly Tyr
485 . 490 495

Tyr Gly Tyr Ala Asn Ala Arg Trp Tyr Cys Arg Glu Cys Ala Glu Ser
500 505 510

Val Thr Ala Trp Gly Arg Gln Tyr Ile Glu Thr Thr Met Arg Glu Ile
515 520 525

Glu Glu Lys Phe Gly Phe Lys Val Leu Tyr Ala Asp Thr Asp Gly Phe
530 535 540

Phe Ala Thr Ile Pro Gly Ala Asp Ala Glu Thr Val Lys Lys Lys Ala
545 550 555 560

Lys Glu Phe Leu Asp Tyr Ile Asn Ala Lys Leu Pro Gly Leu Leu Glu
565 570 575

Leu Glu Tyr Glu Gly Phe Tyr Lys Arg Gly Phe Phe Val Thr Lys Lys
580 585 590

Lys Tyr Ala Val Ile Asp Glu Glu Asp Lys Ile Thr Thr Arg Gly Leu
595 600 605

Glu Ile Val Arg Arg Asp Trp Ser Glu Ile Ala Lys Glu Thr Gln Ala
610 615 620

Arg Val Leu Glu Ala Ile Leu Lys His Gly Asp Val Glu Glu Ala Val
625 630 635 640

Arg Ile Val Lys Glu Val Thr Glu Lys Leu Ser Lys Tyr Glu Val Pro
) 645 650 655

Pro Glu Lys Leu Val Ile Tyr Glu Gln Ile Thr Arg Asp Leu Lys Asp
660 665 670

Tyr Lys Ala Thr Gly Pro His Val Ala Val Ala Lys Arg Leu Ala Ala
675 680 685

102
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Arg Gly Ile Lys Ile Arg Pro
690 695

Lys Gly Ser Gly Arg Ile Gly
705 710

Asp Pro Ala Lys His Lys Tyr
725

Val Leu Pro Ala Val Glu Arg
740

Glu Asp Leu Arg Tyr Gln Lys
755

Leu Lys Pro Lys Thr
770
<210> 25
<211> 773
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ADN polimerasa quimérica ZiGo

<400> 25

Met Ile Leu Asp Ala Asp Tyr
1 5

Arg Val Phe Lys Lys Glu Lys
20

Asp Phe Glu Pro Tyr Ile Tyr
35

Glu Asp Ile Lys Lys Ile Thr
50 55

Val Thr Arg Ala Glu Arg Val
65 70

Glu Val Trp Lys Leu Tyr Phe
85

Arg Asp Lys Ile Arg Glu His

Gly

Asp

Asp

Ile

Thr
760

Ile

Gly

Ala

40

Ala

Lys

Thr

Pro

Thr

Arg

Ala

Leu

745

Arg

Thr

Glu

25

Leu

Glu

Lys

His

Ala

103

Val

Ala

Glu

730

Arg

Gln

Glu

10

Phe

Leu

Arg

Lys

Pro

90

Val

Ile

Ile

715

Tyr

Ala

Val

Asp

Lys

Lys

His

Phe

75

Gln

Val

Ser

700

Pro

Tyr

Phe

Gly

Gly

Ile

Asp

Gly

Leu

Asp

Asp

Tyr

Phe

Ile

Gly

Leu
765

Lys

Asp

Asp

45

Thr

Gly

Val

Ile

Ile

Asp

Glu

Tyr

750

Gly

Pro

Tyr

30

Ser

Thr

Arg

Pro

Tyr

Val

Glu

Asn

735

Arg

Ala

Val

15

Asp

Ala

Val

Pro

Ala
95

Glu

Leu

Phe

720

Gln

Lys

Trp

Ile

Arg

Ile

Arg

Val

80

Ile

Tyr
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100 105 110

Asp Ile Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu Ile Asp Arg Gly Leu Ile Pro
115 120 125

Met Glu Gly Asp Glu Glu Leu Arg Met Leu Ala Phe Asp Ile Glu Thr
130 135 140

Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Glu Gly Pro Ile Leu Met Ile
145 150 155 160

Ser Tyr Ala Asp Glu Glu Gly Ala Arg Val Ile Thr Trp Lys Asn Ile
165 170 175

Asp Leu Pro Tyr Val Glu Ser Val Ser Thr Glu Lys Glu Met Ile Lys
180 185 190

Arg Phe Leu Lys Val Ile Gln Glu Lys Asp Pro Asp Val Leu Ile Thr
195 200 205

Tyr Asn Gly Asp Asn Phe Asp Phe Ala Tyr Leu Lys Lys Arg Ser Glu
210 215 220

Thr Leu Gly Val Lys Phe Ile Leu Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro Lys
225 230 235 240

Ile Gln Arg Met Gly Asp Arg Phe Ala Val Glu Val Lys Gly Arg Ile
245 250 255

His Phe Asp Leu Tyr Pro Val Ile Arg Arg Thr Ile Asn Leu Pro Thr
260 265 270

Tyr Thr Leu Glu Thr Val Tyr Glu Ala Ile Phe Gly Gln Pro Lys Glu
275 280 285

Lys Val Tyr Ala Glu Glu Ile Ala Arg Ala Trp Glu Ser Gly Glu Gly
290 295 300

Leu Glu Arg Val Ala Arg Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Ala Thr Tyr
305 310 315 320

Glu Leu Gly Lys Glu Phe Phe Pro Met Glu Ala Gln Leu Ser Arg Leu
325 330 335

Val Gly Gln Ser Leu Trp Asp Val Ser Arg Ser Ser Thr Gly Asn Leu
340 345 350

104



Val

Pro

Ala

385

Val

Asn

Val

Ile

Lys

465

Tyr

Tyr

Val

Glu

Phe

545

Lys

Leu

Glu

Asn

370

Gly

Tyr

Val

Ala

Pro

450

Lys

Arg

Gly

Thr

Glu

530

Ala

Glu

Glu

Trp

355

Lys

Gly

Leu

Ser

Pro

435

Ser

Met

Gln

Tyr

Ala

515

Lys

Thr

Phe

Tyr

Phe
Pro
Tyr
Asp
Pro
420
Gln
Leu
Lys
Arg
Ala
500
Trp
Phe
Ile

Leu

Glu
580

Leu

Asp

Val

Phe

405

Asp

Val

Leu

Ala

Ala

485

Lys

Gly

Gly

Pro

Asn

565

Gly
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Leu

Glu

Lys

390

Arg

Thr

Gly

Gly

Thr

470

Ile

Ala

Arg

Phe

Gly

550

Tyr

Phe

Arg

Arg

375

Glu

Ser

Leu

His

Asp

455

Ile

Lys

Arg

Gln

Lys

535

Ala

Ile

Tyr

Lys

360

Glu

Pro

Leu

Asn

Lys

440

Leu

Asp

Ile

Trp

Tyr

520

Val

Asp

Asn

Arg

Ala

Leu

Glu

Tyr

Arg

425

Phe

Leu

Pro

Leu

Tyr

505

Ile

Leu

Ala

Pro

Arg
585

105

Tyr

Ala

Arg

Pro

410

Glu

Cys

Glu

Ile

Ala

490

Cys

Glu

Tyr

Glu

Arg

570

Gly

Glu

Arg

Gly

395

Ser

Gly

Lys

Glu

Glu

475

Asn

Lys

Thr

Ala

Thr

555

Leu

Phe

Arg

Arg

380

Leu

Ile

Cys

Asp

Arg

460

Lys

Ser

Glu

Thr

Asp

540

Val

Pro

Phe

Asn

365

Ala

Trp

Ile

Glu

Phe

445

Gln

Lys

Phe

Cys

Ile

525

Thr

Lys

Gly

Val

Glu

Glu

Glu

Ile

Glu

430

Pro

Lys

Leu

Tyr

Ala

510

Arg

Asp

Lys

Leu

Thr
590

Leu

Ser

Asn

Thr

415

Tyr

Gly

Val

Leu

Gly

495

Glu

Glu

Gly

Lys

Leu

575

Lys

Ala

Tyr

Ile

400

His

Asp

Phe

Lys

Asp

480

Tyr

Ser

Ile

Phe

Ala

560

Glu

Lys
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Lys

Glu

Arg

625

Arg

Pro

Tyr

Arg

Lys

705

Asp

Val

Glu

Leu

<210> 26
<211>778
<212> PRT

Tyr

Ile

610

Val

Ile

Glu

Arg

Gly

690

Gly

Pro

Leu

Asp

Lys
770

Ala

595

Val

Leu

val

Lys

Ala

675

Ile

Pro

Ala

Pro

Leu

755

Pro

Val

Arg

Glu

Lys

Leu

660

Thr

Lys

Gly

Lys

Ala

740

Arg

Lys

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ile

Arg

Ala

Glu

645

Val

Gly

Ile

Arg

His

725

Val

Tyr

Thr
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Asp

Asp

Ile

630

Val

Ile

Pro

Arg

vVal

710

Arg

Glu

Gln

Glu

Trp

615

Leu

Thr

Tyr

His

Pro

695

Gly

Tyr

Arg

Lys

<223> ADN polimerasa quimérica Kofu-II

<400> 26

Glu Asp
600

Ser Glu

Lys His

Glu Lys

Glu Gln
665

vVal Ala
680

Gly Thr

Asp Arg

Asp Ala

Ile Leu

745

Thr Lys
760

Lys

Ile

Gly

Leu

650

Ile

Val

Val

Ala

Glu

730

Arg

Gln

Ile

Ala

Asp

635

Ser

Thr

Ala

Ile

Ile

715

Tyr

Ala

Ala

Thr

Lys

620

Val

Arg

Arg

Lys

Ser

700

Pro

Tyr

Phe

Gly

Thr

605

Glu

Glu

Tyr

Asp

Arg

685

Tyr

Phe

Ile

Gly

Leu
765

Arg

Thr

Glu

Glu

Leu

670

Leu

Ile

Asp

Glu

Tyr

750

Gly

Gly

Gln

Ala

Val

655

Arg

Ala

Val

Glu

Asn

735

Arg

Ala

Leu

Ala

Val

640

Pro

Asp

Ala

Leu

Phe

720

Gln

Lys

Trp

Met Ala Ser Ala Ile Leu Asp Thr Asp Tyr Ile Thr Glu Asp Gly Lys

1

5

106

10

15



Pro
T_;{r
Ser
Val
65

Arg
Pro
Tyr
Leu
Ile
145
Leu
Lys
Met
Leu
Arg

225

Glu

Val

Asp

Ala

50

Val

Pro

Ala

Glu

Val

130

Glu

Met

Asn

Ile

Ile

210

Cys

Pro

Ile

Arg

35

Ile

Thr

Val

Ile

Tyr

115

Pro

Thr

Ile

Val

Lys

195

Thr

Glu

Lys

Arg

20

Thr

Glu

vVal

Glu

Arg

100

Asp

Met

Leu

Ser

Asp

180

Arg

Tyr

Lys

Ile

Ile

Phe

Glu

Lys

Val

85

Asp

Ile

Glu

Tyr

Tyr

165

Leu

Phe

Asn

Leu

Gln
245
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Phe

Glu

val

Arg

70

Trp

Lys

Pro

Gly

His

150

Ala

Pro

Leu

Gly

Gly

230

Arg

Lys

Pro

Lys

55

Val

Lys

Ile

Phe

Asp

135

Glu

Asp

Tyr

Arg

Asp

215

Ile

Met

Lys

Tyr

40

Lys

Glu

Leu

Arg

Ala

120

Glu

Gly

Glu

Val

Val

200

Asn

Asn

Gly

Glu

25

Phe

Ile

Lys

Tyxr

Glu

105

Lys

Glu

Glu

Glu

Asp

185

Val

Phe

Phe

Asp

107

Asn

Tyr

Thr

Val

Phe

90

His

Arg

Leu

Glu

Gly

170

Val

Lys

Asp

Ala

Arg
250

Gly

Ala

Ala

Gln

75

Thr

Pro

Tyr

Lys

Phe

155

Ala

Val

Glu

Phe

Leu

235

Phe

Glu

Leu

Glu

60

Lys

His

Ala

Leu

Met

140

Ala

Arg

Ser

Lys

Ala

220

Ala

Phe

Leu

45

Arg

Lys

Pro

val

Ile

125

Leu

Glu

Val

Thr

Asp

205

Tyr

Arg

Val

Lys

30

Lys

His

Phe

Gln

Ile

110

Asp

Ala

Gly

Ile

Glu

190

Pro

Leu

Asp

Glu

Ile

Asp

Gly

Leu

Asp

95

Asp

Lys

Phe

Pro

Thr

175

Arg

Asp

Lys

Gly

val
255

Glu

Asp

Thr

Gly

80

Val

Ile

Gly

Asp

Ile

160

Trp

Glu

val

Lys

Ser

240

Lys



Gly

Leu

Pro

Gly

305

Ala

Ser

Gly

Glu

Arg

385

Trp

Ile

Lys

Ile

Gln

465

Ile

Arg

Pro

Lys

290

Glu

Thr

Arg

Asn

Val

370

Glu

Glu

Ile

Asn

Pro

450

Lys

Leu

Ile

Thr

275

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

355

Ala

Ser

Asn

Thr

Tyr

435

Gly

Ile

Leu

His

260

Tyr

Lys

Leu

Glu

val

340

Val

Pro

Tyr

Ile

His

420

Asp

Phe

Lys

Asp

Phe

Thr

vVal

Glu

Leu

325

Gly

Glu

Asn

Thr

Val

405

Asn

Ile

Ile

Thr

Tyr
485
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Asp

Leu

Tyr

Arg

310

Gly

Gln

Trp

Lys

Gly

390

Tyr

vVal

Ala

Pro

Lys

470

Arg

Leu

Glu

Ala

295

Val

Lys

Pro

Phe

Pro

375

Gly

Leu

Ser

Pro

Ser

455

Met

Gln

Tyr

Ala

280

Glu

Ala

Glu

Leu

Leu

360

Ser

Phe

Asp

Pro

Gln

440

Leu

Lys

Lys

Pro

265

Val

Glu

Lys

Phe

Trp

345

Leu

Glu

Val

Phe

Asp

425

Val

Leu

Glu

Ala

108

Val

Tyr

Ile

Tyr

Leu

330

Asp

Arg

Glu

Lys

Arg

410

Thr

Gly

Gly

Thr

Ile
490

Ile

Glu

Thr

Ser

315

Pro

Val

Lys

Glu

Glu

395

Ala

Leu

His

His

Gln

475

Lys

Arg

Ala

Thr

300

Met

Met

Ser

Ala

Tyr

380

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

460

Asp

Leu

Arg

Val

285

Ala

Glu

Glu

Arg

Tyr

365

Gln

Glu

Tyr

Leu

Phe

445

Leu

Pro

Leu

Thr

270

Phe

Trp

Asp

Ile

Ser

350

Glu

Arg

Lys

Pro

Glu

430

Cys

Glu

Ile

Ala

Ile

Gly

Glu

Ala

Gln

335

Ser

Arg

Arg

Gly

Ser

415

Gly

Lys

Glu

Glu

Asn
495

Asn

Gln

Thr

Lys

320

Leu

Thr

Asn

Leu

Leu

400

Ile

Cys

Asp

Arg

Lys

480

Ser



ES 2 571446 T3

Phe Tyr Gly Tyr Tyr Gly Tyr Ala Lys Ala Arg Trp Tyr Cys Lys Glu
500 505 510

Cys Ala Glu Ser Val Thr Ala Trp Gly Arg Lys Tyr Ile Glu Leu Val
515 520 525

Trp Lys Glu Leu Glu Glu Lys Phe Gly Phe Lys Val Leu Tyr Ile Asp
530 535 540

Thr Asp Gly Leu Tyr Ala Thr Ile Pro Gly Gly Glu Ser Glu Glu Ile
545 550 555 560

Lys Lys Lys Ala Leu Glu Phe Val Lys Tyr Ile Asn Ser Lys Leu Pro
565 570 575

Gly Leu Leu Glu Leu Glu Tyr Glu Gly Phe Tyr Lys Arg Gly Phe Phe
580 585 590

Val Thr Lys Lys Arg Tyr Ala Val Ile Asp Glu Glu Gly Lys Val Ile
595 600 605

Thr Arg Gly Leu Glu Ile Val Arg Arg Asp Trp Ser Glu Ile Ala Lys
610 615 620

Glu Thr Gln Ala Arg Val Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asp Gly Asp Val
625 630 635 640

Glu Lys Ala Val Arg Ile Val Lys Glu Val Thr Glu Lys Leu Ser Lys
645 650 655

Tyr Glu Val Pro Pro Glu Lys Leu Val Ile His Glu Gln Ile Thr Arg
660 665 670

Asp Leu Lys Asp Tyr Lys Ala Thr Gly Pro His Val Ala Val Ala Lys
675 680 685

Arg Leu Ala Ala Arg Gly Val Lys Ile Arg Pro Gly Thr Val Ile Ser
690 695 700

Tyr Ile Val Leu Lys Gly Ser Gly Arg Ile Gly Asp Arg Ala Ile Pro
705 710 715 720

Phe Asp Glu Phe Asp Pro Thr Lys His Lys Tyr Asp Ala Glu Tyr Tyr
725 730 735

Ile Glu Asn Gln Val Leu Pro Ala Val Glu Arg Ile Leu Arg Ala Phe
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740 745 750

Gly Tyr Arg Lys Glu Asp Leu Arg Tyr Gln Lys Thr Arg Gln Val Gly
755 760 765

Leu Ser Ala Trp Leu Lys Pro Lys Gly Thr
770 775
<210> 27
<211> 777
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ADN polimerasa quimérica Pod-II

<400> 27
Met Ala Ser Ala Ile Leu Asp Val Asp Tyr Ile Thr Glu Glu Gly Lys
1 5 10 15

Pro Val Ile Arg Leu Phe Lys Lys Glu Asn Gly Lys Phe Lys Ile Glu
20 25 30

His Asp Arg Thr Phe Arg Pro Tyr Ile Tyr Ala Leu Leu Arg Asp Asp

Ser Lys Ile Glu Glu Val Lys Lys Ile Thr Gly Glu Arg His Gly Lys
50 55 60

Ile Val Arg Ile Val Asp Val Glu Lys Val Glu Lys Lys Phe Leu Gly
65 70 75 80

Lys Pro Ile Thr Val Trp Lys Leu Tyr Leu Glu His Pro Gln Asp Val
85 90 95

Pro Thr Ile Arg Glu Lys Val Arg Glu His Pro Ala Val Val Asp Ile
100 105 110

Phe Glu Tyr Asp Ile Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu Ile Asp Lys Gly
115 120 125

Leu Ile Pro Met Glu Gly Glu Glu Glu Leu Lys Ile Leu Ala Phe Asp
130 135 140

Ile Glu Thr Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Lys Gly Pro Ile
145 150 155 160
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Ile

Lys

Met

Ile

Arg

225

Glu

Gly

Leu

Pro

Gly

305

Val

Ser

Gly

Glu

Gln

385

Glu

Met

Asn

Ile

Val

210

Ala

Pro

Arg

Pro

Lys

290

Glu

Thr

Arg

Asn

Leu

370

Ser

Asn

Ile

Ile

Lys

195

Thr

Glu

Lys

Ile

Thr

275

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

355

Ala

Tyr

Ile

Ser

Asp

180

Arg

Tyr

Lys

Met

His

260

Tyr

Lys

Leu

Glu

Ile

340

Val

Pro

Glu

Val

Tyr

165

Leu

Phe

Asn

Leu

Gln

245

Phe

Thr

Val

Glu

Leu

325

Gly

Glu

Asn

Gly

Tyr

ES 2 571446 T3

Ala

Pro

Leu

Gly

Gly

230

Arg

Asp

Leu

Tyr

Arg

310

Gly

Gln

Trp

Lys

Gly

390

Leu

Asp

Tyr

Arg

Asp

215

Ile

Ile

Leu

Glu

Ala

295

Val

Lys

Ser

Phe

Pro

375

Tyr

Asp

Glu

Val

Ile

200

Ser

Lys

Gly

Tyr

Ala

280

Asp

Ala

Glu

Leu

Leu

360

Asp

Val

Phe

Asn

Glu

185

Ile

Phe

Leu

Asp

His

265

Val

Glu

Arg

Phe

Trp

345

Leu

Glu

Lys

Arg

111

Glu

170

Val

Arg

Asp

Thr

Met

250

Val

Tyr

Ile

Tyr

Leu

330

Asp

Arg

Lys

Glu

Ser

Ala

Val

Glu

Phe

Ile

235

Thr

Ile

Glu

Ala

Ser

315

Pro

Val

Lys

Glu

Pro

395

Leu

Lys

Ser

Lys

Pro

220

Gly

Ala

Thr

Ala

Lys

300

Met

Met

Ser

Ala

Leu

380

Glu

Tyr

Val

Ser

Asp

205

Tyr

Arg

val

Arg

Ile

285

Ala

Glu

Glu

Arg

Tyr

365

Ala

Arg

Pro

Ile

Glu

190

Pro

Leu

Asp

Glu

Thr

270

Phe

Trp

Asp

Ala

Ser

350

Glu

Arg

Gly

Ser

Thr

175

Axg

Asp

Ala

Gly

val

255

Ile

Gly

Glu

Ala

Gln

335

Ser

Arg

Arg

Leu

Ile

Trp

Glu

Ile

Lys

Ser

240

Lys

Asn

Lys

Ser

Lys

320

Leu

Thr

Asn

Arg

Trp

400

Ile



Ile

Glu

Pro

Lys

465

Leu

Tyr

Ala

Lys

Asp

545

Lys

Ala

Thr

Arg

Thr

625

Glu

Thr

Tyr

Gly

450

Ile

Leu

Gly

Glu

Glu

530

Gly

Lys

Leu

Lys

Gly

610

Gln

Ala

His

Asp

435

Phe

Lys

Asp

Tyr

Ser

515

Ile

Phe

Ala

Glu

Lys

595

Leu

Ala

Val

Asn

420

Val

Ile

Lys

Tyr

Tyr

500

Val

Glu

Phe

Met

Leu

580

Lys

Glu

Arg

Arg

405

Val

Ala

Pro

Lys

Arg

485

Gly

Thr

Glu

Ala

Glu

565

Glu

Tyr

Ile

Val

Ile
645
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Ser

Pro

Ser

Met

470

Gln

Tyr

Ala

Lys

Thr

550

Phe

Tyr

Ala

Val

Leu

630

Val

Pro

Gln

Leu

455

Lys

Arg

Ala

Trp

Tyr

535

Ile

Leu

Glu

val

Arg

615

Glu

Lys

Asp

Val

440

Leu

Ala

Ala

Arg

Gly

520

Gly

Pro

Lys

Gly

Ile

600

Arg

Thr

Glu

Thr

425

Gly

Gly

Thr

Ile

Ala

505

Arg

Phe

Gly

Tyr

Phe

585

Asp

Asp

Ile

Val

112

410

Leu

His

Asp

Ile

Lys

490

Arg

Glu

Lys

Ala

Ile

570

Tyr

Glu

Trp

Leu

Ile
650

Asn

Arg

Leu

Asp

475

Ile

Trp

Tyr

Val

Asp

555

Asn

Lys

Glu

Ser

Lys

635

Gln

Arg

Phe

Leu

460

Pro

Leu

Tyr

Ile

Ile

540

Ala

Ala

Arg

Gly

Glu

620

His

Lys

Glu

Cys

445

Glu

Ile

Ala

Cys

Thr

525

Tyr

Glu

Lys

Gly

Lys

605

Ile

Gly

Leu

Gly

430

Lys

Glu

Glu

Asn

Lys

510

Met

Ser

Thr

Leu

Phe

590

Ile

Ala

Asp

Ala

415

Cys

Asp

Arg

Arg

Ser

495

Glu

Thr

Asp

Val

Pro

575

Phe

Thr

Lys

Val

Asn
655

Lys

Phe

Gln

Lys

480

Tyr

Cys

Ile

Thr

Lys

560

Gly

Val

Thr

Glu

Glu

640

Tyr



10

Glu

Leu

Leu

Ile

705

Glu

Glu

Tyr

Thr

<210> 28
<211> 777
<212> PRT

Ile

His

Ala

690

Val

Glu

Asn

Arg

Ser
770

Pro

Glu

675

Ala

Leu

Tyxr

Gln

Lys

755

Trp

Pro

660

Tyr

Lys

Arg

Asp

Val

740

Glu

Leu

<213> Secuencia Artificial

<220>

Glu

Lys

Gly

Gly

Pro

725

Leu

Asp

Asn
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Lys

Ala

val

Asp

710

Lys

Pro

Leu

Ile

Leu

Ile

Lys

695

Gly

Lys

Ala

Arg

Lys
775

<223> ADN polimerasa quimérica Kofu-Il|

<400> 28

Met Ala

1

Pro Val

Tyr

Ser

Val

Asp

Ala
50

Val

Ser

Ile

Arg

Ile

Thr

Ala

Arg

20

Thr

Glu

Val

Ile

Ile

Phe

Glu

Lys

Leu

Phe

Glu

Val

Arg

Asp

Lys

Pro

Lys

55

Val

Ala

Gly

680

Ile

Pro

His

Val

Tyr

760

Lys

Thr

Lys

Tyr

40

Lys

Glu

Ile

665

Pro

Lys

Ile

Lys

Leu

745

Gln

Ser

Asp

Glu

25

Phe

Ile

Lys

113

Tyr

His

Pro

Ser

Tyr

730

Arg

Lys

Tyr

10

Asn

Tyr

Thr

Val

Glu

Val

Gly

Asn

715

Asp

Ile

Thr

Ile

Gly

Ala

Ala

Gln

Gln

Ala

Met

700

Arg

Ala

Leu

Arg

Thr

Glu

Leu

Glu

60

Lys

Ile

Val

685

Val

Ala

Glu

Glu

Gln
765

Glu

Phe

Leu

45

Arg

Lys

Thr

670

Ala

Ile

Ile

Tyxr

Gly

750

Val

Asp

Lys

30

Lys

His

Phe

Arg

Lys

Gly

Leu

Tyr

735

Phe

Gly

Gly

15

Ile

Asp

Gly

Leu

Pro

Lys

Tyr

Ala

720

Ile

Gly

Leu

Lys

Glu

Asp

Thr

Gly
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65 70 75 80

Arg Pro Val Glu Val Trp Lys Leu Tyr Phe Thr His Pro Gln Asp Val
85 90 95

Pro Ala Ile Arg Asp Lys Ile Arg Glu His Pro Ala Val Ile Asp Ile
100 105 110

Tyr Glu Tyr Asp Ile Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu Ile Asp Lys Gly
115 120 125

Leu Val Pro Met Glu Gly Asp Glu Glu Leu Lys Met Leu Ala Phe Asp
130 135 140

Ile Glu Thr Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Ala Glu Gly Pro Ile
145 150 155 ’ 160

Leu Met Ile Ser Tyr Ala Asp Glu Glu Gly Ala Arg Val Ile Thr Trp
165 170 175

Lys Asn Val Asp Leu Pro Tyr Val Asp Val Val Ser Thr Glu Arg Glu
180 185 190

Met Ile Lys Arg Phe Leu Arg Val Val Lys Glu Lys Asp Pro Asp Val
195 200 205

Leu Ile Thr Tyr Asn Gly Asp Asn Phe Asp Phe Ala Tyr Leu Lys Lys
210 215 220

Arg Cys Glu Lys Leu Gly Ile Asn Phe Ala Leu Gly Arg Asp Gly Ser
225 230 235 240

Glu Pro Lys Ile Gln Arg Met Gly Asp Arg Phe Ala Val Glu Val Lys
245 250 255

Gly Arg Ile His Phe Asp Leu Tyr Pro Val Ile Arg Arg Thr Ile Asn
260 265 270

Leu Pro Thr Tyr Thr Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala Val Phe Gly Gln
275 280 285

Pro Lys Glu Lys Val Tyr Ala Glu Glu Ile Thr Thr Ala Trp Glu Thr
290 295 300

Gly Glu Asn Leu Glu Arg Val Ala Arg Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys
305 310 315 320

114



Val

Ser

Gly

Glu

Gln

385

Glu

Ile

Asn

Pro

Lys

465

Leu

Tyr

Ala

Lys

Asp
545

Thr

Arg

Asn

Leu

370

Ser

Asn

Thr

Tyr

Gly

450

Ile

Leu

Gly

Glu

Glu

530

Gly

Tyrx

Leu

Leu

355

Ala

Tyr

Ile

His

Asp

435

Phe

Lys

Asp

Tyr

Ser

515

Leu

Leu

Glu

Ile

340

Val

Pro

Glu

Val

Asn

420

Ile

Ile

Thr

Tyr

Tyr

500

vVal

Glu

Tyr

Leu

325

Gly

Glu

Asn

Gly

Tyr

405

Val

Ala

Pro

Lys

Arg

485

Gly

Thr

Glu

Ala
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Gly

Gln

Trp

Lys

Gly

390

Leu

Ser

Pro

Ser

Met

470

Gln

Tyr

Ala

Lys

Thr
550

Lys

Ser

Phe

Pro

375

Tyr

Asp

Pro

Gln

Leu

455

Lys

Lys

Ala

Trp

Phe

535

Ile

Glu

Leu

Leu

360

Asp

Val

Phe

Asp

Val

440

Leu

Glu

Ala

Lys

Gly

520

Gly

Pro

Phe

Trp

345

Leu

Glu

Lys

Arg

Thr

425

Gly

Gly

Thr

Ile

Ala

505

Arg

Phe

Gly

115

Leu

330

Asp

Arg

Lys

Glu

Ala

410

Leu

His

His

Gln

Lys

490

Arg

Lys

Lys

Gly

Pro

Val

Lys

Glu

Pro

395

Leu

Asn

Lys

Leu

Asp

475

Leu

Trp

Tyr

Val

Glu
555

Met

Ser

Ala

Leu

380

Glu

Tyr

Leu

Phe

Leu

460

Pro

Leu

Tyr

Ile

Leu

540

Ser

Glu

Arg

Tyr

365

Ala

Lys

Pro

Glu

Cys

445

Glu

Ile

Ala

Cys

Glu

525

Tyr

Glu

Ala

Ser

350

Glu

Arg

Gly

Ser

Gly

430

Lys

Glu

Glu

Asn

Lys

510

Leu

Ile

Glu

Gln

335

Ser

Arg

Arg

Leu

Ile

415

Cys

Asp

Arg

Lys

Ser

495

Glu

Val

Asp

Ile

Leu

Thr

Asn

Arg

Trp

400

Ile

Lys

Ile

Gln

Ile

480

Phe

Cys

Trp

Thr

Lys
560



Lys

Ala

Thr

Arg

Thr

625

Lys

Glu

Leu

Leu

Ile

705

Asp

Glu

Tyr

Ser

<210> 29
<211>778
<212> PRT

Lys

Leu

Lys

Gly

610

Gln

Ala

Val

Lys

Ala

630

Val

Glu

Asn

Arg

Ala
770

Ala

Glu

Lys

595

Leu

Ala

Val

Pro

Asp

675

Ala

Leu

Phe

Gln

Lys

755

Trp

Leu

Leu

580

Lys

Glu

Arg

Arg

Pro

660

Tyr

Arg

Lys

Asp

Val

740

Glu

Leu

<213> Secuencia Artificial

<220>

Glu

565

Glu

Tyr

Ile

Val

Ile

645

Glu

Lys

Gly

Gly

Pro

725

Leu

Asp

Lys
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Phe

Tyr

Ala

Val

Leu

630

Vval

Lys

Ala

Val

Ser

710

Thr

Pro

Leu

Pro

Leu

Glu

Val

Arg

615

Glu

Lys

Leu

Thr

Lys

695

Gly

Lys

Ala

Arg

Lys
775

<223> ADN polimerasa quimérica Pod-I1I

Lys

Gly

Ile

600

Arg

Ala

Glu

Val

Gly

680

Ile

Arg

His

Val

Tyr

760

Gly

Tyr

Phe

585

Asp

Asp

Leu

Val

Ile

665

Pro

Arg

Ile

Lys

Glu
745

Gln

Thr

116

Ile

570

Tyr

Glu

Trp

Leu

Thr

650

His

His

Pro

Gly

Tyr

730

Arg

Lys

Asn

Lys

Glu

Ser

Lys

635

Glu

Glu

Val

Gly

Asp

715

Asp

Ile

Thr

Ala

Arg

Gly

Glu

620

Asp

Lys

Gln

Ala

Thr

700

Arg

Ala

Leu

Arg

Lys

Gly

Lys

605

Ile

Gly

Leu

Ile

Val

685

Val

Ala

Glu

Arg

Gln
765

Leu

Phe

590

Ile

Ala

Asp

Ser

Thr

670

Ala

Ile

Ile

Tyr

Ala

750

Val

Pro

575

Phe

Thr

Lys

Val

Lys

655

Arg

Lys

Ser

Pro

Tyr

735

Phe

Gly

Gly

Val

Thr

Glu

Glu

640

Tyr

Asp

Arg

Tyr

Phe

720

Ile

Gly

Leu



<400> 29

Met

1

Pro

His

Ser

Ile

65

Lys

Pro

Phe

Leu

Ile

145

Ile

Lys

Met

Ile

Ala

Val

Asp

Lys

50

Val

Pro

Thr

Glu

Ile

130

Glu

Met

Asn

Ile

Val
210

Ser

Ile

Arg

35

Ile

Arg

Ile

Ile

Tyr

115

Pro

Thr

Ile

Ile

Lys

195

Thr

Ala

Arg

20

Thr

Glu

Ile

Thr

Arg

100

Asp

Met

Leu

Ser

Asp

180

Arg

Tyr

Ile

Leu

Phe

Glu

vVal

Val

85

Glu

Ile

Glu

Tyr

Tyr

165

Leu

Phe

Asn
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Leu

Phe

Arg

Val

Asp

70

Trp

Lys

Pro

Gly

His

150

Ala

Pro

Leu

Gly

Asp

Lys

Pro

Lys

55

Val

Lys

Val

Phe

Glu

135

Glu

Asp

Tyr

Arg

Asp
215

val

Lys

Tyr

40

Lys

Glu

Leu

Arg

Ala

120

Glu

Gly

Glu

Val

Ile

200

Ser

Asp

Glu

25

Ile

Ile

Lys

Tyr

Glu

105

Lys

Glu

Glu

Asn

Glu

185

Ile

Phe

117

Tyr

10

Asn

Tyr

Thr

Val

Leu

90

His

Arg

Leu

Glu

Glu

170

Val

Arg

Asp

Ile
Gly
Ala
Gly
Glu
75

Glu
Pro
Tyr
Lys
Phe
155
Ala
Val

Glu

Phe

Thr

Lys

Leu

Glu

60

Lys

His

Ala

Leu

Ile

140

Gly

Lys

Ser

Lys

Pro
220

Glu

Phe

Leu

45

Arg

Lys

Pro

Val

Ile

125

Leu

Lys

Val

Ser

Asp

205

Tyr

Glu

Lys

30

Arg

His

Phe

Gln

Val
110

Asp

Ala

Gly

Ile

Glu

190

Pro

Leu

Gly

Ile

Asp

Gly

Leu

Asp

95

Asp

Lys

Phe

Pro

Thr

175

Arg

Asp

Ala

Lys

Glu

Asp

Lys

Gly

80

Val

Ile

Gly

Asp

Ile

160

Trp

Glu

Ile

Lys



Arg

225

Glu

Gly

Leu

Pro

Gly

305

Ala

Ser

Gly

Glu

Arg

385

Trp

Ile

Lys

Phe

Ala

Pro

Arg

Pro

Lys

290

Glu

Thr

Arg

Asn

Val

370

Glu

Glu

Ile

Glu

Pro
450

Glu

Lys

Ile

Thr

275

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

355

Ala

Ser

Asn

Thr

Tyr

435

Gly

Lys

Met

His

260

Tyr

Lys

Leu

Glu

Val

340

Val

Pro

Tyr

Ile

His

420

Asp

Phe

Leu

Gln

245

Phe

Thr

Val

Glu

Leu

325

Gly

Glu

Asn

Thr

Val

405

Asn

val

Ile

ES 2 571446 T3

Gly

230

Arg

Asp

Leu

Tyr

Arg

310

Gly

Gln

Trp

Lys

Gly

390

Tyr

Val

Ala

Pro

Ile

Ile

Leu

Glu

Ala

295

Val

Lys

Pro

Phe

Pro

375

Gly

Leu

Ser

Pro

Ser
455

Lys

Gly

Tyr

Ala

280

Asp

Ala

Glu

Leu

Leu

360

Ser

Phe

Asp

Pro

Gln

440

Leu

Leu

Asp

His

265

Val

Glu

Lys

Phe

Trp

345

Leu

Glu

Val

Phe

Asp

425

Val

Leu

118

Thr

Met

250

val

Tyr

Ile

Tyr

Leu

330

Asp

Arg

Glu

Lys

Arg

410

Thr

Gly

Gly

Ile

235

Thr

Ile

Glu

Ala

Ser

315

Pro

Val

Lys

Glu

Glu

395

Ser

Leu

His

Asp

Gly

Ala

Thr

Ala

Lys

300

Met

Met

Ser

Ala

Tyr

380

Pro

Leu

Asn

Arg

Leu
460

Arg

Val

Arg

Ile

285

Ala

Glu

Glu

Arg

Tyr

365

Gln

Glu

Tyr

Arg

Phe

445

Leu

Asp

Glu

Thr

270

Phe

Trp

Asp

Ile

Ser

350

Glu

Arg

Arg

Pro

Glu

430

Cys

Glu

Gly

Val

255

Ile

Gly

Glu

Ala

Gln

335

Ser

Arg

Arg

Gly

Ser

415

Gly

Lys

Glu

Ser

240

Lys

Asn

Lys

Ser

Lys

320

Leu

Thr

Asn

Leu

Leu

400

Ile

Cys

Asp

Arg



Gln

465

Lys

Tyxr

Cys

Ile

Thr

545

Lys

Gly

Val

Thr

Glu

625

Glu

Tyr

Pro

Lys

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Ala

Lys

530

Asp

Lys

Leu

Thr

Arg

610

Thr

Glu

Glu

Leu

Leu

630

Ile

Ile

Leu

Gly

Glu

515

Glu

Gly

Lys

Leu

Lys

595

Gly

Gln

Ala

Ile

His

675

Ala

Val

Lys

Asp

Tyr

500

Ser

Ile

Phe

Ala

Glu

580

Lys

Leu

Ala

Val

Pro

660

Glu

Ala

Leu

Lys

Tyr

485

Tyr

Val

Glu

Phe

Met

565

Leu

Arg

Glu

Arg

Arg

645

Pro

Tyr

Lys

Arg

ES 2 571446 T3

Lys

470

Arg

Gly

Thr

Glu

Ala

550

Glu

Glu

Tyr

Ile

Val

630

Ile

Glu

Lys

Gly

Gly

Met

Gln

Tyr

Ala

Lys

535

Thr

Phe

Tyr

Ala

Val

615

Leu

Val

Lys

Ala

Val

695

Asp

Lys

Arg

Ala

Trp

520

Tyr

Ile

Val

Glu

vVal

600

Arg

Glu

Lys

Leu

Ile

680

Lys

Gly

Ala

Ala

Arg

505

Gly

Gly

Pro

Lys

Gly

585

Ile

Arg

Thr

Glu

Ala

665

Gly

Ile

Pro

119

Thr

Ile

490

Ala

Arg

Phe

Gly

Tyr

570

Phe

Asp

Asp

Ile

Val

650

Ile

Pro

Lys

Ile

Ile

475

Lys

Arg

Glu

Lys

Ala

555

Ile

Tyr

Glu

Trp

Leu

635

Ile

Tyr

His

Pro

Ser

Asp

Ile

Trp

Tyr

Val

540

Asp

Asn

Lys

Glu

Ser

620

Lys

Gln

Glu

Val

Gly

700

Asn

Pro

Leu

Tyr

Ile

525

Ile

Ala

Ser

Arg

Gly

605

Glu

His

Lys

Gln

Ala

685

Met

Arg

Ile

Ala

Cys

510

Thr

Tyr

Glu

Lys

Gly

590

Lys

Ile

Gly

Leu

Ile

670

Val

Val

Ala

Glu

Asn

495

Lys

Met

Ser

Thr

Leu

575

Phe

vVal

Ala

Asp

Ala

655

Thr

Ala

Ile

Ile

Arg

480

Ser

Glu

Thr

Asp

Val

560

Pro

Phe

Ile

Lys

Vval

640

Asn

Arg

Lys

Gly

Leu
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705 710

Ala Glu Glu Tyr Asp Pro Lys Lys His Lys
725 730

Ile Glu Asn Gln Val Leu Pro Ala Val Leu
740 745

Gly Tyr Arg Lys Glu Asp Leu Arg Tyr Gln
755 760

Leu Thr Ser Trp Leu Asn Ile Lys Lys Ser
770 775
<210> 30
<211> 150
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Consenso

<220>

<221> Xaa

<222> (1)..(2)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (4)..(10)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (13)..(13)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (15)..(20)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (22)..(26)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (28)..(30)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (32)..(41)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

120

715

Tyr Asp Ala Glu

Arg Ile Leu Glu
750

Lys Thr Arg Gln
765

720

Tyr Tyr
735

Gly Phe

Val Gly
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<220>

<221> Xaa

<222> (44)..(49)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (53)..(57)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (59)..(61)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (63)..(64)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (66)..(67)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (69)..(73)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (78)..(89)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222>(91)..(92)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (94)..(95)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (98)..(110)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (112)..(113)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (115)..(130)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

121



10

15

20

<220>
<221> Xaa

<222>(132)..(133)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa

<222> (135)..(141)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa

<222> (143)..(144)
<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa

<222> (147)..(149)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<400> 30

Xaa

1

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

65

Xaa

Phe

Xaa

Xaa

Thr
145
<210> 31

Xaa

Xaa

Xaa

Val

50

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

130

Thr

Leu

Xaa

Xaa

35

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

115

Val

Xaa

Xaa

Xaa

20

Xaa

Ile

Cys

Xaa

Xaa

100

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

vVal

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

85

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

ES 2 571446 T3

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

70

Xaa

Xaa

Xaa

Gln

Thr
150

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

55

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
135

Xaa

Xaa

Xaa

40

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

120

Xaa

Xaa

Xaa

25

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Xaa

Xaa

122

Xaa

10

Xaa

Val

Asn

Asn

Ile

90

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

Asp

Val

Xaa

Phe

75

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Lys

Xaa

60

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
140

Xaa

Xaa

Xaa

45

Xaa

Leu

Met

Xaa

Xaa

125

Xaa

Arg

Xaa

30

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

110

Xaa

Glu

Xaa

15

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

95

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

80

Arg

Xaa

Xaa

Xaa
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<211> 83
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Consenso

<220>

<221> Xaa

<222> (1)..(2)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (4)..(7)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222>(9)..(12)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (14)..(15)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (17)..(20)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (22)..(24)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (26)..(33)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (35)..(38)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (41)..(41)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (46)..(49)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa

123
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<222> (51)..(55)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico
<220>

<221> Xaa

<222> (57)..(57)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (60)..(64)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (67)..(72)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (74)..(75)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (77)..(7T7)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (79)..(83)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<400> 31
Xaa Xaa Glu Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa
1 5 10

Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Xaa Xaa Xaa Ala Xaa
20 25

Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Val Xaa Thr
35 40

Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Xaa Val
50 55

Phe Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala Xaa
65 70

Xaa Xaa Xaa
<210> 32
<211> 137
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

124

Xaa

Xaa

Val

Glu

Xaa
75

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

60

Asp

Glu

Xaa

Arg

45

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

30

Xaa

Xaa

Ile

Xaa

15

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
80
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<223> Secuencia Consenso

<220>

<221> Xaa

<222> (1)..(16)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (19)..(20)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (22)..(25)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (27)..(34)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (37)..(38)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (41)..(42)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (44)..(48)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (50)..(50)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (52)..(56)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (58)..(58)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (61)..(63)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa

125
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<222> (65)..(72)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (74)..(76)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (78)..(81)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (83)..(84)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (86)..(87)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (88)..(92)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (94)..(94)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (96)..(96)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (98)..(98)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222>(101)..(103)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (107)..(107)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222>(109)..(110)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

126
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<221> Xaa

<222> (112)..(129)

ES 2 571446 T3

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa

<222> (131)..(133)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa

<222> (136)..(137)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<400> 32
Xaa Xaa
1

Ala Leu

Xaa Xaa

Val Xaa
50

Xaa Xaa
65

Xaa Arg

Arg Xaa

Xaa Xaa

Xaa Glu
130
<210> 33
<211> 83
<212> PRT

Xaa

Xaa

Thr

35

His

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

115

Xaa

Xaa

Xaa

20

Glu

Xaa

Xaa

Xaa

Asp

100

Xaa

Xaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia Consenso

<220>
<221> Xaa
<222> (3)..(3)

Xaa

5

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

85

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

70

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

Xaa

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ala
135

Xaa

Xaa

Lys

40

Xaa

Xaa

Ser

Pro

Xaa

120

Xaa

Xaa

Xaa

25

Xaa

Asp

Arg

Xaa

Phe

105

Xaa

Xaa

Xaa

10

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

%90

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

Val

Lys

Xaa

75

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Asp

60

Xaa

Xaa

Phe

Xaa

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

127

Xaa

Xaa

Xaa

45

Xaa

Arg

Lys

Xaa

Xaa
125

Xaa

Xaa

30

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

110

Xaa

Xaa

15

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

95

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

Xaa

80

Xaa

Xaa

Xaa
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<220>

<221> Xaa

<222> (8)..(8)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no H

<220>

<221> Xaa

<222> (13)..(13)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>

<221> Xaa

<222> (16)..(16)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (21)..(21)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>

<221> Xaa

<222> (25)..(25)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (39)..(39)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no G

<220>

<221> Xaa

<222> (39)..(39)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (40)..(40)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (42)..(42)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>

<221> Xaa

<222> (43)..(43)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (44)..(44)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no V

<220>
<221> Xaa
<222> (45)..(45)
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no D

<220>

<221> Xaa

<222> (50)..(50)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>

<221> Xaa

<222> (56)..(56)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (58)..(58)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (59)..(59)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>

<221> Xaa

<222> (65)..(65)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no L

<220>

<221> Xaa

<222> (66)..(66)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>

<221> Xaa

<222> (73)..(73)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>

<221> Xaa

<222> (76)..(76)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>

<221> Xaa

<222> (78)..(78)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no V

<400> 33
Asn Gly Xaa Phe Lys Ile Glu Xaa Asp Arg Thr Phe Xaa Pro Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Ala Leu Leu Xaa Asp Asp Ser Xaa Ile Glu Glu Val Lys Lys Ile
20 25 30
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Thr Xaa Glu Arg His Gly Xaa Xaa Val Xaa Xaa Xaa Xaa Val Glu Lys

35 40

45

Val Xaa Lys Lys Phe Leu Gly Xaa Pro Xaa Xaa Val Trp Lys Leu Tyr

50 55 60

Xaa Xaa His Pro Gln Asp Val Pro Xaa Ile Arg Xaa Lys Xaa Arg Glu

65 70 75

His Pro Ala
<210> 34
<211> 146
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Consenso

<220>

<221> Xaa

<222> (3)..(3)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222>(11)..(11)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no N

<220>

<221> Xaa

<222> (12)..(12)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>

<221> Xaa

<222> (14)..(14)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (21)..(21)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (27)..(27)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>

<221> Xaa

<222>(31)..(31)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no S

<220>

<221> Xaa

<222> (42)..(42)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

130

80



ES 2 571446 T3

<220>

<221> Xaa

<222> (43)..(43)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (44)..(44)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>

<221> Xaa

<222> (50).. (50)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (51)..(51)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (52)..(52)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no V

<220>

<221> Xaa

<222> (58)..(58)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no S

<220>

<221> Xaa

<222> (62)..(62)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no P

<220>

<221> Xaa

<222> (65)..(65)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>

<221> Xaa

<222> (68)..(68)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>

<221> Xaa

<222> (74)..(74)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (75)..(75)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no L

<220>
<221> Xaa
<222> (76)..(76)
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>

<221> Xaa

<222> (77)..(77)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (86)..(86)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no M

<220>

<221> Xaa

<222> (89)..(89)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (92)..(92)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no M

<220>

<221> Xaa

<222> (93)..(93)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>

<221> Xaa

<222> (107)..(107)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no H

<220>

<221> Xaa

<222> (110)..(110)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>

<221> Xaa

<222> (127)..(127)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (130)..(130)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (138)..(138)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no D

<220>

<221> Xaa

<222> (141)..(141)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>
<221> Xaa
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<222> (142)..(142)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa
<222> (146)..(146)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono S

<400> 34

Pro

1

Thr

Arg

Asp

Xaa

65

Gly

Val

Ile

Gly

Glu
145

<210> 35

<211> 137
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Ile

Trp

Glu

Xaa

50

Lys

Ser

Lys

Asn

Xaa

130

Xaa

Xaa

Lys

Met

Xaa

Arg

Glu

Gly

Leu

115

Pro

Met

Asn

20

Ile

Xaa

Xaa

Pro

Arg

100

Pro

Lys

<223> Secuencia Consenso

<220>

<221> Xaa
<222> (17)..(17)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>

Ile

5

Xaa

Lys

Thr

Glu

Lys

85

Ile

Thr

Glu

ES 2 571446 T3

Ser

Asp

Arg

Tyr

Lys

70

Xaa

His

Tyr

Lys

Tyr

Leu

Phe

Asn

55

Leu

Gln

Phe

Thr

Val
135

Ala

Pro

Leu

40

Gly

Gly

Arg

Asp

Leu

120

Tyr

Asp

Tyr

25

Arg

Asp

Ile

Xaa

Leu

105

Glu

Ala

133

Glu Xaa Xaa

10

Val

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

90

Tyr

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Xaa

75

Asp

Xaa

Val

Glu

Val

Xaa

Asp

60

Xaa

Xaa

Val

Tyr

Ile
140

Ala

Val

Glu

45

Phe

Xaa

Xaa

Ile

Glu

125

Xaa

Xaa Val
15

Ser Xaa
30

Lys Asp

Xaa Tyr

Gly Arg

Ala Vval

95

Xaa Arg
110

Ala Xaa

Xaa Ala

Ile

Glu

Pro

Leu

Asp

80

Glu

Thr

Phe

Trp
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<221> Xaa
<222> (18)..(18)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (21)..(21)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no H

<220>

<221> Xaa

<222> (26)..(26)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>

<221> Xaa

<222> (35)..(35)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (36)..(36)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no Q

<220>

<221> Xaa

<222> (39)..(39)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>

<221> Xaa

<222> (40)..(40)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no N

<220>

<221> Xaa

<222> (43)..(43)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (49)..(49)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>

<221> Xaa

<222> (51)..(51)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no Y

<220>

<221> Xaa

<222> (57)..(57)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no P

<220>

<221> Xaa

<222> (59)..(59)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no H
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<220>

<221> Xaa

<222> (60)..(60)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>

<221> Xaa

<222> (64)..(64)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (73)..(73)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (77)..(77)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (82)..(82)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (85)..(85)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no M

<220>

<221> Xaa

<222> (88)..(88)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no G

<220>

<221> Xaa

<222> (93)..(93)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>

<221> Xaa

<222> (95)..(95)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no D

<220>

<221> Xaa

<222> (97)..(97)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no P

<220>

<221> Xaa

<222> (99)..(99)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no S

<220>

<221> Xaa

<222> (100)..(100)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no N
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no L

<220>
<221> Xaa
<222> (105)..(105)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>
<221> Xaa
<222> (106)..(106)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>
<221> Xaa
<222> (108)..(108)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no Y

<220>
<221> Xaa
<222>(111)..(111)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>
<221> Xaa
<222> (130)..(130)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no L

<220>
<221> Xaa
<222> (134)..(134)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>
<221> Xaa
<222> (135)..(135)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no G

<400> 35
Arg Asp Trp Ser Glu
1 5

Xaa Xaa Leu Lys Xaa

20

Glu Val Xaa

35

Xaa Lys

Xaa Ile Glu Gln

50

Xaa

Gly Pro His Val Ala

65

Thr
10

Ile Ala Lys Glu

Val Glu
25

Gly Asp Xaa

Leu Xaa Xaa Tyr Glu

40

Ile Thr
55

Arg Xaa Leu

Val Ala
70

Lys Xaa Leu

136

Gln Ala

Ala Val

Xaa Pro

Xaa Xaa

60

Ala Ala
75

Arg

Arg

Pro

45

Tyr

Xaa

Val

Ile

30

Glu

Lys

Gly

Leu

15

vVal

Lys

Ala

Val

Glu

Lys

Leu

Xaa

Lys
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Ile Xaa Pro Gly Xaa Val Ile Xaa Tyr Ile Val Leu Xaa Gly Xaa Gly

85 90

Xaa Ile Xaa Xaa Arg Ala Ile Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Asp Pro Xaa Lys

100 105

His Lys Tyr Asp Ala Glu Tyr Tyr Ile Glu Asn Gln Val Leu Pro Ala

115 120

Val Xaa Arg Ile Leu Xaa Xaa Phe Gly
130 135
<210> 36
<211>170
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Consenso

<220>

<221> Xaa

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (3)..(14)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (16)..(32)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (34)..(37)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (39)..(40)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (42)..(47)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (49)..(52)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa

137
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110
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<222> (54)..(62)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (64)..(72)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (74)..(76)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (78)..(78)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (80)..(83)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (86)..(91)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (93)..(95)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (97)..(100)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222>(102)..(108)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (110)..(126)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (128)..(129)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (134)..(135)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
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<221> Xaa
<222> (137)..(139)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (141)..(149)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (146)..(146)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (148)..(151)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (154)..(158)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (162)..(162)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (165)..(168)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (170)..(170)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<400> 36
Xaa Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25

Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Asn Xaa Xaa Ile Xaa
35 40

Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Xaa
65 70

139

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

60

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

45

Xaa

Glu

Xaa

Xaa

30

Xaa

Xaa

Xaa

Ala

15

Xaa

Xaa

His

Gln

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

Xaa
80
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Xaa Xaa Xaa Lys Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
85 90

Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
115 120

Xaa Glu Leu Val Trp Xaa Xaa Leu Xaa Xaa
130 135

Leu Xaa Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Tyr Xaa
145 150

Ser Xaa Glu Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa
165 170
<210> 37
<211>170
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Consenso

<220>
<221> Xaa
<222> (2)..(2)

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
155

Lys

Xaa

Xaa

Phe

140

Xaa

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>
<221> Xaa
<222> (15)..(15)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono S

<220>
<221> Xaa
<222> (33)..(33)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>
<221> Xaa
<222> (38)..(38)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

<220>
<221> Xaa
<222> (41)..(41)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no V

<220>
<221> Xaa
<222> (48)..(48)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

140

Xaa

Lys

Xaa

125

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

110

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

95

Xaa

Lys

Xaa

Gly

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Glu
160



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 571446 T3

<220>

<221> Xaa

<222> (53)..(53)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no F

<220>

<221> Xaa

<222> (63)..(63)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no D

<220>

<221> Xaa

<222> (73)..(73)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222> (77)..(77)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>

<221> Xaa

<222> (79)..(79)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (84)..(84)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>

<221> Xaa

<222> (85)..(85)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no K

<220>

<221> Xaa

<222>(92)..(92)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>

<221> Xaa

<222> (96)..(96)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222>(101)..(101)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no Y

<220>

<221> Xaa

<222> (109)..(109)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no R

<220>

<221> Xaa

<222> (127)..(127)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no E

141



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 571446 T3

<220>

<221> Xaa

<222> (130)..(130)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>

<221> Xaa

<222>(131)..(131)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no M

<220>

<221> Xaa

<222> (132)..(132)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>

<221> Xaa

<222> (133)..(133)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (136)..(136)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (140)..(140)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no Y

<220>

<221> Xaa

<222> (145)..(145)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no |

<220>

<221> Xaa

<222> (147)..(147)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no S

<220>

<221> Xaa

<222> (152)..(152)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no F

<220>

<221> Xaa

<222> (153)..(153)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no F

<220>

<221> Xaa

<222> (159)..(159)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>

<221> Xaa
<222> (160)..(160)
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no D

<220>
<221> Xaa
<222>(161)..(161)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no A

<220>
<221> Xaa
<222> (163)..(163)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, perono T

<220>
<221> Xaa
<222> (164)..(164)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no V

<220>
<221> Xaa
<222> (169)..(169)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico, pero no M

<400> 37
Glu Xaa Gly Leu Trp Glu Asn Ile Val Tyr
1 5 10

Tyr Pro Ser Ile Ile Ile Thr His Asn Val
20 25

Xaa Glu Gly Cys Lys Xaa Tyr Asp Xaa Ala

Phe Cys Lys Asp Xaa Pro Gly Phe Ile Pro
50 55

Leu Glu Glu Arg Gln Lys Ile Lys Xaa Lys
65 70

Pro Ile Glu Xaa Xaa Leu Leu Asp Tyr Arg
85 90

Leu Ala Asn Ser Xaa Tyr Gly Tyr Tyr Gly
100 105

Tyr Cys Lys Glu Cys Ala Glu Ser Val Thr
115 120

Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Glu Xaa Glu Glu
130 135

Xaa Tyr Xaa Asp Thr Asp Gly Xaa Xaa Ala
145 150

143

Leu

Ser

Pro

Ser

Met

75

Gln

Tyr

Ala

Lys

Thr
155

Asp

Pro

Gln

Leu

60

Lys

Xaa

Ala

Trp

Xaa

140

Ile

Phe

Asp

Val

45

Leu

Xaa

Ala

Xaa

Gly

125

Gly

Pro

Arg

Thr

30

Gly

Gly

Thr

Ile

Ala

110

Arg

Phe

Gly

Xaa

15

Leu

His

Xaa

Xaa

Lys

95

Arg

Xaa

Lys

Xaa

Leu

Asn

Xaa

Leu

Asp

80

Xaa

Trp

Tyr

Val

Xaa
160
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165 170

<210> 38

<211> 777

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Consenso

<220>

<221> Xaa

<222> (1)..(4)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (6).. (10)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (12)..(17)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (19)..(24)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (26)..(29)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (31)..(34)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (36)..(37)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (39)..(42)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (44)..(46)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa
<222> (48)..(55)
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (57)..(60)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (63)..(63)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (68)..(71)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (73)..(77)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (79)..(79)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (82)..(86)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (89)..(94)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (96)..(97)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (99)..(99)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222>(101)..(106)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (108)..(109)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa
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<222> (111)..(126)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (128)..(131)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (133)..(136)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (138)..(152)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (155)..(157)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (159)..(165)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (168)..(168)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (170)..(175)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (177)..(181)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (183)..(185)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (187)..(196)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (200)..(204)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
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<221> Xaa
<222> (208)..(212)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (219)..(216)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (218)..(219)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (221)..(222)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (224)..(228)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (233)..(242)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (244)..(245)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (247)..(248)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (251)..(263)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (265)..(266)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (268)..(283)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (285)..(286)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico
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<220>

<221> Xaa

<222> (288)..(294)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (296)..(297)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (300)..(302)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (304)..(311)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (313)..(319)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (321)..(332)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (334)..(338)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (340)..(341)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (343)..(368)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (370)..(374)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (376)..(376)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (378)..(378)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

148



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 571446 T3

<220>

<221> Xaa

<222> (381)..(384)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (386)..(387)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (389)..(390)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (392)..(396)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (398)..(409)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (411)..(427)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (429)..(432)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (434)..(435)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (437)..(942)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (444)..(947)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (449)..(957)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa
<222> (459)..(467)
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (469)..(471)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (473)..(473)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (475)..(478)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (481)..(486)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (488)..(490)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (492)..(495)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (497)..(503)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (505)..(521)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (523)..(524)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (529)..(530)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (532)..(534)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa
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<222> (536)..(539)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (541)..(541)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (543)..(546)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (549)..(553)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (557)..(557)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (560)..(563)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (565)..(566)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (568)..(571)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (573)..(576)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (578)..(595)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (597)..(605)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (608)..(631)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
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<221> Xaa
<222> (634)..(635)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (637)..(640)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (642)..(649)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (652)..(653)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (656)..(657)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (659)..(663)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (665)..(665)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (667)..(671)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (673)..(673)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (676)..(678)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (680)..(687)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (689)..(691)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico
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<220>

<221> Xaa

<222> (693)..(696)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (698)..(699)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (701)..(702)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (704)..(707)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (709)..(709)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (711)..(711)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico
<220>

<221> Xaa

<222> (713)..(713)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (716)..(718)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (722)..(722)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (724)..(725)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (727)..(744)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (746)..(748)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico
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<220>

<221> Xaa

<222> (751)..(768)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (771)..(772)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (775)..(775)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<400> 38

154



Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

val

65

Glu

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

145

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
225

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

50

Lys

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

130

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

210

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

35

Xaa

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

115

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

195

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

20

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ile

100

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

180

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

165

Xaa

Val

Asn

Asn
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Xaa

Xaa

Phe

Xaa

Xaa

70

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

150

Glu

Asp

vVal

Xaa

Phe
230

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

55

Xaa

Phe

Xaa

Xaa

Xaa

135

Xaa

Gly

Xaa

Lys

Xaa

215

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

40

Ala

Gln

Thr

Xaa

Xaa

120

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

200

Xaa

Leu

Xaa

Glu

25

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Xaa

Met

Ala

Arg

Xaa

185

Xaa

Ala

Xaa

155

Xaa

10

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

90

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

Xaa

170

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Asp

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

75

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

155

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
235

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

60

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

140

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

220

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

45

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

125

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Val

205

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

30

Xaa

Val

Arg

Xaa

Tyr

110

Xaa

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

190

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

15

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

Ala

95

Xaa

val

Xaa

Xaa

Xaa

175

Xaa

Ile

Cys

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

Val

80

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

160

Val

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
240



Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

305

Xaa

Xaa

Xaa

Val

Glu

385

Xaa

Xaa

Asn

Xaa

Xaa
465

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

290

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

370

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

450

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

275

Xaa

Xaa

Xaa

Val

Xaa

355

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

435

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

260

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

340

Xaa

Xaa

Thr

Xaa

Xaa

420

Ile

Xaa

Thr

Xaa

245

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

325

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

405

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

ES 2 571446 T3

Met

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

310

Xaa

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

390

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
470

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

295

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

375

Phe

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

455

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

280

Xaa

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

360

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

440

Xaa

Glu

Arg

Xaa

265

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

345

Xaa

Glu

Xaa

Xaa

Xaa

425

Xaa

Xaa

Xaa

156

Phe

250

Xaa

Xaa

Thr

Xaa

Xaa

330

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ala

410

Xaa

Xaa

His

Gln

Xaa

Arg

Xaa

Thr

Xaa

315

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

395

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

Xaa
475

Xaa

Xaa

Val

Xaa

300

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gln

380

Xaa

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

460

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

285

Xaa

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

365

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

445

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

270

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

350

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

430

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

255

Xaa

Gln

Thr

Xaa

Xaa

335

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

415

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Val

320

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

400

Xaa

Xaa

Ile

Xaa

Ile
480



Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

545

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

625

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

705

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

530

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

610

Xaa

Xaa

val

Lys

Xaa

690

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

515

Leu

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

595

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Asp

675

Xaa

Xaa

Phe

Xaa

Xaa

500

Xaa

Xaa

Tyr

Leu

Xaa

580

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

660

Xaa

Arg

Lys

Xaa

Xaa

485

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

565

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

645

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

ES 2 571446 T3

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

550

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

630

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

710

Thr

Lys

Xaa

Xaa

Phe

535

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

615

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

Xaa

695

Xaa

Xaa

Xaa Xaa

Lys Xaa
505

Xaa Xaa
520

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa

585

Xaa Xaa

600

Xaa Xaa

Ala Leu

Xaa Xaa

Val Xaa

665

Xaa Xaa

680

Xaa Arg

Arg Xaa

Xaa Xaa

157

Xaa

490

Xaa

Lys

Xaa

Gly

Xaa

570

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

650

His

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

555

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

635

Glu

Xaa

Xaa

Xaa

Asp

715

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

540

Ser

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

620

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

700

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

525

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

605

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

685

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

510

Leu

Ile

Glu

Xaa

Xaa

590

Ile

Xaa

Xaa

Ser

Xaa

670

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

495

Xaa

Val

Xaa

Ile

Xaa

575

Xaa

Thr

Xaa

Xaa

Lys

655

Xaa

Xaa

Ser

Pro

Xaa

Phe

Xaa

Trp

Xaa

Xaa

560

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

640

Xaa

Asp

Arg

Xaa

Phe

720

Xaa
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725 730

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Xaa Xaa Arg Ala Xaa Xaa

740 745

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

755 760

Ser Ala Xaa Xaa Lys Pro Xaa Gly Thr
770 775
<210> 39
<211> 777
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Consenso

<220>

<221> Xaa

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (3)..(3)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (8)..(8)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (10)..(10)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (13)..(13)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (15)..(16)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (20)..(20)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (22)..(23)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

158
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<220>

<221> Xaa

<222> (27)..(29)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (32)..(33)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (49)..(55)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (57)..(57)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (63)..(63)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (68)..(71)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (73)..(73)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (77)..(77)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (79)..(79)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (84)..(84)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (86)..(86)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa
<222> (96)..(97)
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222>(99) .. (99)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (101)..(102)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (104) .. (105)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (124)..(124)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (134)..(134)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (136)..(136)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (138)..(140)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (145)..(145)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (150)..(150)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (156)..(157)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (165)..(165)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa
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<222> (175)..(175)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (188)..(188)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (194) .. (196)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (208)..(208)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (210)..(210)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (216)..(216)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (221)..(221)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (225)..(225)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (228)..(228)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (233)..(233)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (235) .. (239)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (244) .. (245)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
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<221> Xaa
<222> (248) .. (248)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (254) .. (254)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (258)..(258)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (263)..(263)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (265) .. (266)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (268) .. (268)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (270)..(270)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (276)..(276)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (278)..(279)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (283) .. (283)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (285)..(285)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (288)..(288)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico
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<220>

<221> Xaa

<222> (290) .. (290)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (292)..(294)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (300)..(300)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (304)..(310)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (319)..(319)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (322)..(322)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (326)..(326)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (329) .. (329)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (334)..(334)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (336)..(337)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (341)..(341)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (343)..(343)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico
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<220>

<221> Xaa

<222> (347)..(347)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (358)..(358)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (361)..(362)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (365)..(365)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (376)..(376)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (381)..(381)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (383)..(384)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (386)..(386)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (390)..(390)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (393)..(393)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (401)..(405)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa
<222> (408)..(409)
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (417)..(418)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (427)..(427)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (430)..(430)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (432)..(432)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (439)..(439)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (442) .. (442)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (455)..(455)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (457)..(457)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (460) .. (462)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (465)..(466)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (469) .. (469)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
<221> Xaa
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<222> (471) .. (471)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (473)..(473)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (477) .. (477)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (481) .. (481)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (489) .. (489)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (493)..(493)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (500)..(500)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (503)..(503)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (509)..(510)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (518)..(518)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (529)..(529)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (533)..(534)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>
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<221> Xaa
<222> (539) .. (539)
<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (557)..(557)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (561)..(563)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (565)..(565)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (568)..(568)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (573)..(573)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (584)..(584)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (587)..(587)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (593)..(593)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (599)..(599)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (604)..(605)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (613)..(613)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico
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<220>

<221> Xaa

<222> (620)..(621)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (626)..(626)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (628)..(628)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (635)..(635)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (637)..(638)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (640) .. (640)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (644)..(645)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (647)..(649)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (652)..(653)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (657)..(657)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (660)..(660)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (673)..(673)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico
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<220>

<221> Xaa

<222> (677)..(677)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (685)..(685)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (690)..(691)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (694)..(696)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (701) .. (701)

<223> Xaa es cualquier amino&cido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (705) .. (706)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (713)..(713)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (717)..(717)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (724)..(725)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (729) .. (729)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (732)..(733)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa
<222> (747)..(747)
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<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (754)..(757)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (759) .. (760)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (762)..(764)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (766)..(766)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (772)..(772)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<220>

<221> Xaa

<222> (775)..(775)

<223> Xaa es cualquier aminoacido o un enlace peptidico

<400> 39
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Xaa

Arg

Xaa

Xaa

Val

65

Glu

Xaa

Asp

Met

Xaa

145

Ser

Asp

Ile

Ile

Phe

Xaa

50

Lys

Val

Asp

Ile

Glu

130

Tyr

Tyr

Leu

Xaa

Phe

Glu

35

Xaa

Arg

Trp

Xaa

Pro

115

Gly

His

Ala

Pro

Asp

Xaa

20

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

Ile

100

Phe

Asp

Glu

Asp

Tyr
180

Thr

Lys

Tyr

Xaa

Xaa

Leu

85

Xaa

Ala

Glu

Gly

Xaa

165

Val
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Asp

Xaa

Phe

Xaa

Xaa

70

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

150

Glu

Asp

Tyr

Xaa

Tyr

Xaa

55

Xaa

Phe

His

Arg

Leu

135

Glu

Gly

Val

Xaa

Gly

Ala

40

Ala

Gln

Thr

Xaa

Tyr

120

Xaa

Phe

Ala

Val

Thr

Glu

25

Leu

Xaa

Xaa

His

Xaa

105

Leu

Met

Ala

Arg

Ser
185

171

Xaa

10

Phe

Leu

Arg

Lys

Pro

90

Val

Ile

Xaa

Glu

Val

170

Thr

Asp

Xaa

Lys

His

Phe

75

Gln

Ile

Asp

Xaa

Gly

155

Ile

Glu

Gly

Xaa

Asp

Gly

60

Leu

Asp

Asp

Xaa

Xaa

140

Xaa

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Asp

45

Thr

Xaa

Val

Ile

Gly

125

Asp

Xaa

Trp

Glu

Pro

Tyr

30

Ser

vVal

Arg

Pro

Tyr

110

Leu

Ile

Leu

Lys

Met
190

Xaa

15

Asp

Ala

Xaa

Xaa

Ala

95

Glu

Val

Glu

Met

Xaa

175

Ile

Xaa

Xaa

Ile

Thr

Val

80

Xaa

Tyr

Pro

Thr

Ile

160

Val

Lys



Arg

Tyr

Xaa

225

Pro

Arg

Pro

Lys

Xaa

305

Thr

Xaa

Asn

Val

Glu

385

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

210

Leu

Lys

Xaa

Thr

Xaa

290

Xaa

Xaa

Leu

Leu

Ala

370

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

195

Gly

Gly

Ile

His

Tyr

275

Lys

Xaa

Glu

Val

Val

355

Pro

Tyr

Xaa

His

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

Phe

260

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

Gly

340

Glu

Asn

Thr

Xaa

Asn
420

Val

Asn

Asn

Xaa

245

Asp

Leu

Xaa

Xaa

Gly

325

Xaa

Trp

Lys

Gly

Xaa

405

Val
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val

Phe

Phe

230

Met

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

310

Xaa

Pro

Xaa

Pro

Xaa

390

Leu

Ser

Lys

Asp

215

Ala

Gly

Xaa

Xaa

Glu

295

Ala

Glu

Xaa

Leu

Ser

375

Phe

Asp

Pro

Glu

200

Xaa

Leu

Xaa

Pro

Val

280

Glu

Arg

Phe

Trp

Leu

360

Xaa

Val

Xaa

Asp

Lys

Ala

Xaa

Arg

Xaa

265

Tyr

Ile

Tyr

Xaa

Asp

345

Xaa

Glu

Xaa

Xaa

Thr
425

172

Asp

Tyr

Arxrg

Phe

250

Xaa

Glu

Thr

Ser

Pro

330

Val

Xaa

Glu

Glu

Ala

410

Leu

Pro

Leu

Xaa

235

Ala

Arg

Xaa

Thr

Met

315

Met

Xaa

Ala

Tyr

Pro

395

Leu

Xaa

Asp

Lys

220

Xaa

Val

Xaa

Val

Xaa

300

Glu

Glu

Arg

Tyr

Gln

380

Glu

Tyr

Leu

Val

205

Xaa

Xaa

Glu

Thr

Xaa

285

Trp

Asp

Ala

Ser

Xaa

365

Xaa

Lys

Pro

Glu

Leu

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

270

Gly

Glu

Ala

Xaa

Ser

350

Arg

Arg

Gly

Ser

Xaa
430

Ile

Cys

Xaa

Lys

255

Asn

Gln

Thr

Xaa

Leu

335

Thr

Asn

Xaa

Leu

Ile

415

Cys

Xaa

Glu

Glu

240

Gly

Leu

Xaa

Xaa

Val

320

Xaa

Gly

Glu

Xaa

Trp

400

Ile

Xaa



Asn

Pro

Xaa

465

Xaa

Tyr

Ala

Xaa

Asp

545

Xaa

Ala

Xaa

Arg

Thr

625

Lys

Xaa

Xaa

Tyr

Gly

450

Xaa

Leu

Gly

Glu

Glu

530

Gly

Xaa

Leu

Lys

Gly

610

Xaa

Ala

Val

Lys

Asp

435

Phe

Lys

Asp

Tyr

Ser

515

Leu

Leu

Xaa

Glu

Lys

595

Leu

Ala

val

Pro

Asp

Ile

Ile

Thr

Tyr

Xaa

500

Val

Glu

Tyr

Leu

Leu

580

Lys

Glu

Xaa

Xaa

Xaa

660

Tyr

Ala

Pro

Xaa

Arg

485

Gly

Thr

Xaa

Ala

Xaa

565

Glu

Tyr

Xaa

Val

Xaa

645

Glu

Xaa
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Pro

Ser

Met

470

Gln

Tyr

Xaa

Xaa

Thr

550

Phe

Tyr

Ala

Val

Leu

630

Val

Lys

Ala

Xaa

Xaa

455

Xaa

Lys

Xaa

Trp

Phe

535

Ile

Leu

Glu

Xaa

Axrg

615

Glu

Xaa

Leu

Thr

Val

440

Leu

Glu

Ala

Lys

Gly

520

Gly

Pro

Xaa

Xaa

Ile

600

Arg

Ala

Xaa

Val

Gly

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Ala

505

Arg

Phe

Gly

Tyr

Phe

585

Asp

Asp

Leu

Xaa

Ile

665

Pro

173

Xaa

His

Gln

Lys

490

Arg

Lys

Lys

Gly

Ile

570

Tyr

Glu

Trp

Leu

Thr

650

His

His

Lys

Leu

Asp

475

Leu

Trp

Tyr

Xaa

Glu

555

Asn

Xaa

Glu

Ser

Xaa

635

Glu

Glu

Val

Phe

Xaa

460

Pro

Leu

Tyr

Ile

Leu

540

Ser

Ala

Arg

Xaa

Xaa

620

Asp

Xaa

Gln

Ala

Cys

445

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Glu

525

Tyr

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

605

Xaa

Xaa

Xaa

Ile

Xaa

Lys

Xaa

Glu

Asn

Xaa

510

Leu

Ile

Glu

Leu

Phe

590

Ile

Ala

Xaa

Ser

Thr

670

Ala

Asp

Arg

Lys

Ser

495

Glu

Val

ASp

Ile

Pro

575

Phe

Thr

Lys

Val

Lys

655

Arg

Lys

Ile

Gln

Ile

480

Phe

Cys

Trp

Thr

Lys

560

Gly

Val

Thr

Glu

Xaa

640

Tyr

Asp

Arg
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675

Leu Xaa Xaa Arg Gly
690

Xaa Xaa Leu Lys Gly
705

Asp Glu Phe Xaa Xaa
725

Glu Asn Gln Val Leu
740

Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa
755

Ser Ala Trp Xaa Lys
770
<210> 40
<211>21
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40

21 tttggaaaca tctggagtcc t
<210> 41

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41

21 gcccaaaggg aactgatagt ¢
<210> 42

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 42

17 gttttcccag tcacgac
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Xaa

Ser

710

Thr

Pro

Leu

Pro

Xaa

695

Gly

Lys

Ala

Xaa

Xaa
775

680

Xaa Arg

Arg Xaa

His Xaa

Val Glu

745

Xaa Gln
760

Gly Thr

174

Pro

Gly

Tyr

730

Arg

Xaa

Gly

Asp

715

Asp

Xaa

Xaa

Thr

700

Arg

Xaa

Leu

Xaa

685

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Gln
765

Ile

Ile

Tyr

Ala

750

Xaa

Ser

Pro

Tyr

735

Phe

Gly

Tyr

Phe

720

Ile

Gly

Leu
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<210> 43
<211>21
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Cebador
<400> 43
21 ggtatcttta tagtcctgtc g
<210> 44
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Cebador
<400> 44
34 gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggcc
<210> 45
<211> 775
<212> PRT
<213> Pyrococcus sp. GB-D
<400> 45
Met Ile Leu Asp Ala Asp Tyr Ile Thr
1 5
Arg Ile Phe Lys Lys Glu Asn Gly Glu
20 25
Asn Phe Arg Pro Tyr Ile Tyr Ala Leu
35 40
Asp Glu Val Arg Lys Ile Thr Ala Glu
50 55
Ile Ile Asp Ala Glu Lys Val Arg Lys
65 70
Glu Val Trp Arg Leu Tyr Phe Glu His
85
Arg Asp Lys Ile Arg Glu His Ser Ala
100 105

175

Glu

10

Phe

Leu

Arg

Lys

Pro

90

val

Asp

Lys

Lys

His

Phe

75

Gln

Ile

Gly

Val

Asp

Gly

60

Leu

Asp

Asp

Lys

Glu

Asp

45

Lys

Gly

Val

Ile

Pro

Tyr

30

Ser

Ile

Arg

Pro

Phe
110

Ile

15

Asp

Gln

Val

Pro

Ala
95

Glu

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

80

Ile

Tyr
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Asp Ile Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu Ile Asp Lys Gly Leu Ile Pro
115 120 125

Met Glu Gly Asp Glu Glu Leu Lys Leu Leu Ala Phe Asp Ile Glu Thr
130 135 140

Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Ala Lys Gly Pro Ile Ile Met Ile
145 150 155 160

Ser Tyr Ala Asp Glu Glu Glu Ala Lys Val Ile Thr Trp Lys Lys Ile
165 170 175

Asp Leu Pro Tyr Val Glu Val Val Ser Ser Glu Arg Glu Met Ile Lys
180 185 190

Arg Phe Leu Lys Val Ile Arg Glu Lys Asp Pro Asp Val Ile Ile Thr
195 200 205

Tyr Asn Gly Asp Ser Phe Asp Leu Pro Tyr Leu Val Lys Arg Ala Glu
210 215 220

Lys Leu Gly Ile Lys Leu Pro Leu Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro Lys
225 230 235 240

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

His Phe Asp Leu Tyr His Val Ile Arg Arg Thr Ile Asn Leu Pro Thr
260 265 270

Tyr Thr Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala Ile Phe Gly Lys Pro Lys Glu
275 280 285

Lys Val Tyr Ala His Glu Ile Ala Glu Ala Trp Glu Thr Gly Lys Gly
290 295 300

Leu Glu Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Val Thr Tyr
305 310 315 320

Glu Leu Gly Arg Glu Phe Phe Pro Met Glu Ala Gln Leu Ser Arg Leu
325 330 335

Val Gly Gln Pro Leu Trp Asp Val Ser Arg Ser Ser Thr Gly Asn Leu
340 345 350

Val Glu Trp Tyr Leu Leu Arg Lys Ala Tyr Glu Arg Asn Glu Leu Ala
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355 360 365

Pro Asn Lys Pro Asp Glu Arg Glu Tyr Glu Arg Arg Leu Arg Glu Ser
370 375 380

Tyr Ala Gly Gly Tyr Val Lys Glu Pro Glu Lys Gly Leu Trp Glu Gly
385 390 395 400

Leu Val Ser Leu Asp Phe Arg Ser Leu Tyr Pro Ser Ile Ile Ile Thr
405 410 415

His Asn Val Ser Pro Asp Thr Leu Asn Arg Glu Gly Cys Arg Glu Tyr
420 425 430

Asp Val Ala Pro Glu Val Gly His Lys Phe Cys Lys Asp Phe Pro Gly
435 440 445

Phe Ile Pro Ser Leu Leu Lys Arg Leu Leu Asp Glu Arg Gln Glu Ile
450 455 460

Lys Arg Lys Met Lys Ala Ser Lys Asp Pro Ile Glu Lys Lys Met Leu
465 470 475 480

Asp Tyr Arg Gln Arg Ala Ile Lys Ile Leu Ala Asn Ser Tyr Tyr Gly
485 490 495

Tyr Tyr Gly Tyr Ala Lys Ala Arg Trp Tyr Cys Lys Glu Cys Ala Glu
500 505 510

Ser Val Thr Ala Trp Gly Arg Glu Tyr Ile Glu Phe Val Arg Lys Glu
515 520 525

Leu Glu Glu Lys Phe Gly Phe Lys Val Leu Tyr Ile Asp Thr Asp Gly
530 535 540

Leu Tyr Ala Thr Ile Pro Gly Ala Lys Pro Glu Glu Ile Lys Lys Lys
545 550 555 560

Ala Leu Glu Phe Val Asp Tyr Ile Asn Ala Lys Leu Pro Gly Leu Leu
565 570 575

Glu Leu Glu Tyr Glu Gly Phe Tyr Val Arg Gly Phe Phe Val Thr Lys
580 585 590

Lys Lys Tyr Ala Leu Ile Asp Glu Glu Gly Lys Ile Ile Thr Arg Gly
595 600 605
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Leu

Ala

625

Val

Pro

Glu

Ala

Leu

705

Phe

Gln

Lys

Trp

Glu

610

Lys

Lys

Pro

Tyr

Arg

690

Arg

Asp

Val

Glu

Leu
770

Iie

Val

Ile

Glu

Lys

675

Gly

Gly

Leu

Leu

Asp

755

Asn

Val

Leu

Val

Lys

660

Ala

Val

Asp

Arg

Pro

740

Leu

Ile

Arg

Glu

Lys

645

Leu

Ile

Lys

Gly

Lys

725

Ala

Arg

Lys
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Arg

Ala

630

Glu

val

Gly

Val

Pro

710

His

Val

Trp

Lys

Asp

615

Ile

Val

Ile

Pro

Arg

695

Ile

Lys

Leu

Gln

Lys
775

Trp

Leu

Thr

Tyr

His

680

Pro

Ser

Tyr

Arg

Lys
760

Ser

Lys

Glu

Glu

665

Val

Gly

Lys

Asp

Ile

745

Thr

178

Glu

His

Lys

650

Gln

Ala

Met

Arg

Ala

730

Leu

Lys

Ile

Gly

635

Leu

Ile

Val

Val

Ala

715

Glu

Glu

Gln

Ala

620

Asn

Ser

Thr

Ala

Ile

700

Ile

Tyr

Ala

Thr

Lys

Val

Lys

Arg

Lys

685

Gly

Leu

Tyr

Phe

Gly
765

Glu

Glu

Tyr

Pro

670

Arg

Tyxr

Ala

Ile

Gly

750

Leu

Thr

Glu

Glu

655

Leu

Leu

Ile

Glu

Glu

735

Tyr

Thr

Gln

Ala

640

Ile

His

Ala

Val

Glu

720

Asn

Arg

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Una ADN polimerasa quimérica que comprende la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 16, que
contiene el dominio N-terminal, el dominio 3'-5' exonucleasa y el dominio de pulgar de polimerasa KOD y el dominio
de la palma y los dedos de polimerasa Pfu.

2. Una ADN polimerasa quimérica que contiene una secuencia aminoacidica al menos un 95 % idéntica
a la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 16 como se ha definido en la reivindicacion 1, en la que la polimerasa
guimérica esta caracterizada con una mayor fidelidad que la polimerasa KOD y mayor capacidad de procesamiento,
tasa de elongacion, resistencia a la sal, termoestabilidad o tolerancia a TMAC que la polimerasa Pfu.

3. La ADN polimerasa quimérica de la reivindicacién 2, en la que dicha ADN polimerasa quimérica
contiene una secuencia aminoacidica al menos un 96 % idéntica a la SEQ ID NO: 16.

4. La ADN polimerasa quimérica de la reivindicacion 2, en la que dicha ADN polimerasa quimérica
contiene una secuencia aminoacidica al menos un 97 % idéntica a la SEQ ID NO: 16.

5. La ADN polimerasa quimérica de la reivindicacion 2, en la que dicha ADN polimerasa quimérica
contiene una secuencia aminoacidica al menos un 98 % o un 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 16.

6. Una secuencia nucleotidica que codifica una ADN polimerasa quimérica de una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

7. Un kit que comprende una ADN polimerasa quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
8. Un vector o célula que comprende la secuencia nucleotidica de la reivindicacion 6.
9. Uso de una ADN polimerasa quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en un método

de sintesis de ADN.

10. Uso de una ADN polimerasa quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en un método
de aplicaciéon de un fragmento de ADN.
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