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DESCRIPCION
Procedimiento de produccion de acido 2,4-dihidroxibutirico.

La presente invencién se refiere a un nuevo procedimiento de produccion de acido 2,4-dihidroxibutirico a partir
de malato mediante la puesta en practica de una ruta sintética que comprende enzimas con actividad de malato
cinasa, malato semialdehido deshidrogenasa y 2,4-dihidroxibutirato deshidrogenasa, respectivamente.

Los acidos carboxilicos mencionados en la presente solicitud se denominan igualmente bajo sus formas salina
(por ejemplo 2,4-dihidroxibutirato) o acida (por ejemplo acido 2,4-dihidroxibutirico).

El acido 2,4-dihidroxibutirico (igualmente 2,4-DHB o DHB) es un compuesto de considerable interés econoémico.
El DHB puede convertirse facilmente en una a-hidroxi-y-butirolactona en medios acuosos mediante el ajuste al
pH apropiado. La a-hidroxi-y-butirolactona es un precursor importante para la produccion del sustituto de la
metionina llamado 2-hidroxi-4-(metiltio)-butirato (HMTB) (Deck et al., 2008), que presenta un gran mercado en la
nutricion animal. Actualmente, la a-hidroxi-y-butirolactona se deriva de la y-butirolactona mediante un
procedimiento multietapa que implica la halogenacion de la y-butirolactona en posicién a y la posterior sustitucion
del &tomo de halégeno por un grupo de hidroxilo en medio alcalino (Deck et al., 2008).

La necesidad de producir DHB a partir de recursos renovables surge por el incremento de los precios del
petréleo. Los microorganismos son capaces de transformar materias primas derivadas de biomasa, por ejemplo
azlcares 0 acidos organicos, en una gran diversidad de compuestos quimicos diferentes (Werpy y Petersen,
2004). Debido a la creciente informacién bioquimica y gendmica disponible resulta posible modificar los
microorganismos de manera que produzcan en exceso intermediarios metabdlicos naturales con un elevado
rendimiento y productividad (Bailey, 1991). La optimizacion de los microorganismos productivos con frecuencia
requiere una manipulacion racionalizadora de las redes metabdlicas que garantice, entre otros, la sobreexpresion
de los enzimas necesarios para la biosintesis del metabolito de interés y el alivio de la inhibicion por
retroalimentacion del producto. Otra posibilidad es la implementacion de nuevos sistemas enzimaticos que
catalicen la produccion del metabolito de interés.

Los enfoques de ingenieria metabdlica y las catalisis enzimaticas requieren un conocimiento profundo de la
bioquimica y la regulaciéon de la ruta metabdlica que conduce al metabolito de interés. En el caso de la
produccién de DHB, esta informacion no se encuentra disponible. Pocos estudios informan de la existencia de
DBH en pacientes con deficiencia en semialdehido succinico deshidrogenasa (Shinka et al., 2002), aunque sin,
no obstante, identificar las reacciones enzimaticas que participan en la produccion de la DHB. Por lo tanto, la
produccion zimoética o enzimatica de DHB requiere: (i) la identificacion de una ruta termodinamicamente viable
gue transforma un precursor accesible en DHB, (ii) la identificacion o la construccién de enzimas que son
capaces de catalizar etapas de reaccion individuales en la ruta, e (iii) la expresion funcional de los enzimas de la
ruta en un organismo de produccién apropiado.

La presente invencién presenta el objetivo de satisfacer dichas necesidades.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, un objeto de la presente invencion es un procedimiento para producir
2,4-DHB, que comprende una primera etapa de transformacion de malato en 4-fosfo-malato utilizando una
malato cinasa, una segunda etapa de transformacién de 4-fosfo-malato en malato-4-semialdehido utilizando una
malato deshidrogenasa deshidrogenasa, una tercera etapa de transformacion de malato-4-semialdehido en 2,4-
DHB utilizando una DHB deshidrogenasa.

En la primera reaccion (ver la figura 1(i)), el malato (1) se convierte en 4-fosfo-malato (2) mediante la accién de
un enzima que presenta actividad de malato cinasa (A). En la segunda reaccion (B), la 4-fosfo-malato se
convierte en malato-4-semialdehido (3) mediante la accion de un enzima que presenta actividad de malato
semialdehido deshidrogenasa. Mas exactamente, la reaccién (B) es catalizada por un enzima que incluye
actividad de 4-fosfo-malato reductasa desfosforilante en el sentido biosintético de la ruta. En la tercera reaccién
(C), el malato-4-semialdehido es convertido en DHB (4) mediante la acciéon de un enzima que presenta actividad
de DHB deshidrogenasa. Mas exactamente, la reaccion (C) es catalizada por un enzima que incluye actividad de
malato-4-semialdehido reductasa en el sentido biosintético de la ruta.

Ninguno de los enzimas y productos intermedios anteriormente indicados hasta ahora ha sido ni descrito ni
identificado en las células vivas. De esta manera, la malato cinasa, la malato semialdehido deshidrogenasa, la
DHB deshidrogenasa son objetos adicionales de la invencion.

En otro aspecto de la invencion, la primera etapa del procedimiento de produccion de 2,4-DHB implica una
malato cinasa que se caracteriza porque transforma el malato en 4-fosfo-malato. Dicho enzima puede obtenerse
mediante como minimo una mutacién en un enzima, mejorando dicha mutacidon o mutaciones la actividad y/o
afinidad de sustrato del enzima mutado para el malato.
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En la presente invencién, la expresién "mejora la actividad y/o afinidad para el sustrato" se refiere a que el
enzima antes de la mutacion

- no puede utilizar el sustrato (malato, 4-fosfo-malato o malato-4-semialdehido) y/o

- de sintetizar el producto de la reaccion (4-fosfo-malato o malato-4-semialdehido o DHB) a una tasa
especifica maxima por lo menos tres veces inferior y/o

- presentaba una afinidad para el malato, el 4-fosfo-malato o el malato-4-semialdehido que era por lo
menos tres veces menor, y/o

- presentaba una afinidad para el sustrato natural (aspartato, 4-fosfo-aspartato, aspartato-4-semialdehido)
que era por lo menos 3 veces superior.

En otro de sus aspectos, la invencion se refiere a la utilizacién de una malato cinasa para transformar el malato
en 4-fosfo-malato.

La actividad de malato cinasa puede medirse mediante el ensayo enzimatico descrito en el Ejemplo 1 (ver
"Ensayo enzimatico").

Segun otro aspecto de la invencion, la malato cinasa puede obtenerse mediante mutacion de una aspartato
cinasa.

La figura 2 muestra la alineacién de las secuencias de aminoacidos de las aspartato cinasas de diferente origen
bioldgico. Todas las referencias a la posicion de los aminoacidos se llevan a cabo basandose en la secuencia de
aminoacidos de la aspartato cinasa codificada por el gen LysC de E. coli (representada por la SEC ID n° 4). Las
posiciones relativas de las regiones conservadas correspondientes en las otras aspartato cinasas de diferentes
organismos podran ser facilmente encontradas por el experto en la materia mediante simple alineacion de las
secuencias tal como se representa en la figura 2 con los enzimas listados a continuacion:

- AKIII - aspartato cinasa Il de E. coli (SEC ID n° 4),
- AKI (SEC ID n° 87) aspartato cinasa | de E. coli,

- AKII (SEC ID n° 88)- aspartato cinasa Il de E. coli,
- MJ - Methanococcus jannaschii (SEC ID n° 89),

- TT - Thermus thermophilus (SEC ID n° 90),

- CG - Corynebacterium glutamicum (SEC ID n° 91),
- AT - Arabidopsis thaliana (SEC n° 10 n°® 92),

- SC - Saccharomyces cerevisiae. (SEC ID n° 93).

Dicha alineacién puede llevarse a cabo con el software ClustalW2. Por ejemplo, el residuo E119 de la aspartato
cinasa representada por la SEC ID n° 4 corresponde al residuo E207 de la aspartato cinasa de A. thaliana (SEC
ID n°50) o al residuo E147 de la aspartato cinasa de S. cerevisiae (SEC ID n° 51).

La aspartato cinasa mutada segun la invencion comprende por lo menos una mutacion, en comparacion con el
enzima de tipo salvaje, en por lo menos una de las posiciones siguientes: S39, T45, V115, E119, F184 y/o S201,
en el que el aminoacido natural en dichas posiciones ha sido sustituido por cualquiera de entre los otros 19
aminoacidos proteindgenos que existen de manera natural , es decir, por alanina, arginina, asparagina, acido
aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina.

En un ejemplo no limitativo, la construccion de una malato cinasa mediante mutagénesis dirigida a sitio se
muestra utilizando la aspartato cinasa LysC de Escherichia coli a modo de molde. Segun un aspecto de la
invencion, la especificidad de sustrato de LysC se cambio a malato mediante la sustitucion del acido glutamico
en la posicién 119 por asparagina, glutamina, cisteina, prolina, serina, treonina, valina o glicina.

En un aspecto adicional de la invencién, la malato cinasa esta representada por la SEC ID n® 9, y mas
especificamente, por SEC ID n® 12, SEC ID n° 14, SEC ID n° 16, SEC ID n° 18, SEC ID n° 20, SEC ID n° 22,
SEC ID n° 24 o0 SEC ID n° 26.

Las aspartato cinasas resultan tipicamente inhibidas por metionina, treonina o lisina. Por lo tanto, las malato
cinasas que se construyeron mediante mutagénesis aleatoria o dirigida a sitio de las aspartato cinasas también
podrian resultar inhibidas por dichos aminoacidos. En un aspecto adicional de la invencion, la inhibicion de la
malato cinasa por la metionina, lisina o treonina resulta reducida mediante la mutagénesis de la malato cinasa.

En un aspecto especifico de la invencién, la LysC mutada mencionada anteriormente (malato cinasa) se
convierte en insensible a la inhibicién por lisina mediante la mutacion de por lo menos uno de los aminoéacidos
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siguientes: E250, M318, S321, V339, S338, F324, L325, S345, E346, D340, T344 y/o T352 (ver el Ejemplo 3).

La presente invencion comprende ademas dichos enzimas modificados y mas particularmente los representados
por la SEC ID n° 39, SEC ID n° 41, SEC ID n° 43 0 SEC ID n° 45.

En un aspecto todavia adicional, la segunda etapa del procedimiento de produccién de 2,4-DHB segun la
invencion incluye una malato semialdehido deshidrogenasa caracterizada porque transforma la 4-fosfo-malato en
malato-4-semialdehido, presentando dicho enzima una actividad de 4-fosfo-malato reductasa desfosforilante en
el sentido biosintético de la ruta.

La actividad de malato semialdehido deshidrogenasa puede medirse mediante el ensayo enzimatico descrito en
el Ejemplo 4 (ver "Ensayo enzimatico").

Dicho enzima puede obtenerse mediante por lo menos una mutacién de un enzima, mejorando dicha mutacion o
mutaciones la actividad y/o afinidad para el sustrato del enzima mutado para el 4-fosfo-malato.

Segun otro aspecto, la malato semialdehido deshidrogenasa de la invencién puede obtenerse mediante mutacion
de un enzima que presenta actividad de semialdehido deshidrogenasa conocida, mas especificamente que
presenta actividad desfosforilante en el sentido reductor de la reaccion, mas especificamente que actda sobre
moléculas organicas que consisten en 3, 4 0 5 moléculas de carbonos. En un aspecto especifico de la invencion,
dicha malato semialdehido deshidrogenasa se obtiene mediante mutacion de una aspartato semialdehido
deshidrogenasa.

La aspartato semialdehido deshidrogenasa, Asd de E. coli y Hom2 de Saccharomyces cerevisiae muestra
naturalmente actividad de deshidrogenasa sobre el 4-fosfo-malato 2.

Segun otro aspecto de la invencién, la malato semialdehido deshidrogenasa puede mejorarse mediante la
mutacion de la aspartato semialdehido deshidrogenasa.

La figura 3 representa la alineaciobn de secuencias de aminoacidos de las aspartato semialdehido
deshidrogenasas de diferente origen bioldgico. Todas las referencias a aminoacidos se llevan a cabo basandose
en la aspartato semialdehido deshidrogenasa codificada por el gen Asd de E. coli (representada por la SEC ID n°®
20). Las posiciones relativas de las regiones conservadas correspondientes en las otras aspartato semialdehido
deshidrogenasas de diferentes organismos podran ser facilmente encontradas por el experto en la materia
mediante simple alineacion de las secuencias tal como se representa en la figura 4 con los enzimas listados a
continuacion:

- EC-E. coli (SEC ID n° 49),

- MJ - Methanococcus jannaschii (SEC ID n° 94),

- TT - Thermus thermophilus (SEC ID n° 95),

- BS - Bacillus subtilis (SEC ID n° 96),

- CG - Corynebacterium glutamicum (SEC ID n° 97),
- AT - Arabidopsis thaliana (SEC ID n° 98),

- SC - Saccharomyces cerevisiae. (SEC ID n° 99)

Dicha alineacién puede llevarse a cabo facilmente utilizando el software Clustalw?2.

La construccidon de enzimas con actividad de malato semialdehido deshidrogenasa mejorada puede llevarse a
cabo de la manera siguiente.

La malato semialdehido deshidrogenasa segun la invencion corresponde en un aspecto especifico a una
aspartato semialdehido deshidrogenasa que comprende por lo menos una mutacion respecto al enzima de tipo
salvaje en por lo menos una de las posiciones T136, Q162, 11230, E241 y/o H274, en el que el aminoacido
natural en dichas posiciones se ha sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoacidos proteind6genos que
existen de manera natural , es decir, por alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano,
tirosina o valina.

Tal como se muestra en el Ejemplo 5, la mutagénesis dirigida a sitio de asd de E. coli puede mejorar la actividad
y la afinidad para el sustrato del enzima mutado para el 4-fosfo-malato, reduciendo simultaneamente la
preferencia del enzima para su sustrato natural 4-fosfo-aspartato.

Con el fin de mejorar la actividad de As sobre el 4-fosfo-malato y segin un aspecto de la invencion, se sustituy6
E241 por una residuo de glutamina, alanina, cisteina, glicina, histidina, isoleucina o metionina mediante
mutagénesis dirigida a sitio (Ejemplo 5).
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En un aspecto adicional de la invencion, la malato semialdehido deshidrogenasa esta representada por la SEC
ID n°® 68, y mas especificamente, por SEC ID n°® 54, SEC ID n° 56, SEC ID n° 58, SEC ID n° 60, SEC ID n° 62,
SEC ID n° 64 o SEC ID n° 66.

En otro de sus aspectos, la invencion se refiere a la utilizacion de una malato semialdehido deshidrogenasa para
transformar el 4-fosfo-malato en malato-4-semialdehido.

En otro aspecto, la tercera etapa del procedimiento para producir 2,4-DHB segun la invencién incluye una DHB
deshidrogenasa, caracterizada porque transforma el malato-4-semialdehido en 2,4-DHB, incluyendo dicho
enzima actividad de malato-4-semialdehido reductasa en el sentido biosintético de la ruta.

Los enzimas DHB deshidrogenasa candidatos que potencialmente ya presentan actividad de DHB
deshidrogenasa pueden seleccionarse de entre la clase de beta-hidroxiacido deshidrogenasas que actian sobre
los compuestos C3, C4 o C5.

Segun un aspecto todavia adicional de la invencion, dichos enzimas DHB deshidrogenasa pueden estar
relacionados estructural y funcionalmente con las B-hidroxiacido deshidrogenasas, tales como las tartronato
semialdehido reductasas, las succinado semialdehido reductasas, las malonato semialdehido reductasas, las
metilbutiraldehido reductasas, las alcohol deshidrogenasas de tipo cinc, las L-treonina-3-deshidrogenasas o las
homoserina reductasas.

La presente invencion se refiere ademas a la utilizacion de una metilbutiraldehido reductasa o de una
semialdehido succinico reductasa para transformar el malato-4-semialdehido en 2,4-DHB. En formas de
realizacién especificas, dicha metilbutiraldehido reductasa esta representada por la SEC ID n® 74 y dicha
semialdehido succinico reductasa esta representada por la SEC ID n° 76. La actividad de DHB deshidrogenasa
puede medirse mediante el ensayo enzimatico descrito en el Ejemplo 6 (ver "Ensayo enzimatico").

La afinidad de la DBH deshidrogenasa para el malato-4-semialdehido puede incrementarse mediante por lo
menos una mutacién de un enzima, incrementando dicha mutaciéon o mutaciones la actividad y/o afinidad para el
sustrato del enzima mutado para el malato-4-semiladehido y/o reduciendo la actividad y/o afinidad para su
sustrato natural en un factor de por lo menos 2.

La DHB deshidrogenasa segun la invencién corresponde en un aspecto especifico a la semialdehido succinico
reductasa de M. sedula (SEC ID n° 76), que comprende por lo menos una mutacién respecto al enzima de tipo
salvaje en por lo menos una de las posiciones S40, N43, H39, T49, F85, Q108, L281 y/o N305, en el que el
aminoacido natural en dichas posiciones se ha sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoacidos
proteindgenos que existen de manera natural , es decir, por alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina.

Tal como se demuestra en un ejemplo no limitativo, la afinidad de la semialdehido succinico reductasa de M.
sedula para el (L)-malato-4-semialdehido se increment6 mediante la introduccion de la doble mutacién H39R
N43H mediante mutagénesis dirigida a sitio, tal como se representa en la SEC ID n° 81. Los mutantes simples
H39R (SEC ID n° 225) y N43H (SEC ID n° 227) también se encuentran comprendidos en la presente invencion
(Ejemplo 7).

La DHB deshidrogenasa puede utilizarse para transformar el malato-4-semialdehido en 2,4-DHB, constituyendo
un aspecto adicional de la invencion.

La secuencia de acidos nucleicos de los genes puede adaptarse al uso de los codones del organismo
hospedador, incrementando de esta manera la produccion de las proteinas expresadas heterogéneamente. Esto
constituye un aspecto adicional de la invencion.

La sintesis de un gen sintético codificante de la semialdehido succinico reductasa H39R N43H de M. sedula la
secuencia de nucleétidos de la cual se optimiz6 para la expresion de dicho enzima en E. coli tal como se
representa en la SEC ID n° 288 es un aspecto adicional de la invencion.

En un aspecto todavia adicional, la presente invencion se refiere ademas a &cidos nucleicos, y mas
particularmente a secuencias de acidos nucleicos aisladas codificantes de una malato cinasa tal como se ha
mencionado anteriormente.

En otro aspecto, dicho acido nucleico esta representado por la SEC ID n® 13, SEC ID n° 15, SEC ID n® 17, SEC
IDn° 19, SEC ID n° 21, SEC ID n° 23, SEC ID n° 25, SEC ID n°® 27, SEC ID n° 38, SEC ID n°® 40, SEC ID n® 42 o
SEC ID n° 44.

En un aspecto todavia adicional, la presente invencion se refiere ademas a secuencias de acidos nucleicos
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aisladas codificantes de una malato semialdehido deshidrogenasa tal como se ha indicado anteriormente.

Mas especificamente, dicho acido nucleico esta representado preferentemente por SEC ID n°® 55, SEC ID n° 57,
SEC ID n°59, SEC ID n° 61, SEC ID n° 63, SEC ID n° 65 0 SEC ID n° 67.

En un aspecto todavia adicional, la presente invencion se refiere ademas a secuencias de acidos nucleicos
aisladas codificantes de una DHB deshidrogenasa tal como se ha indicado anteriormente.

En otro aspecto, dicho acido nucleico esta representado por SEC ID n® 73 o0 SEC ID n° 75, SEC ID n°® 224, SEC
ID n° 226 o0 SEC ID n° 82.

Segun la presente invencion, una "secuencia de acidos nucleicos" se refiere a una molécula de ADN o ARN en
forma de cadena sencilla o doble, preferentemente una molécula de ADN. Un "ADN aislado”, tal como se utiliza
en la presente memoria, se refiere a un ADN que no es natural o ya no se encuentra en el medio natural en el
gque se encontraba presente originalmente, por ejemplo una secuencia codificante de ADN asociada a otros
elementos reguladores en un gen quimérico, un ADN transferido a otra célula hospedadora, 0 una secuencia de
ADN artificial, producida sintéticamente, que presenta una secuencia de nucleétidos diferente de cualquier
secuencia de ADN natural.

La presente invencion se refiere ademas a un gen quimérico que comprende, funcionalmente unidos entre si, por
lo menos un promotor que es funcional en un organismo hospedador, un polinucleétido codificante de cualquiera
de entre malato cinasa, malato semialdehido deshidrogenasa o DHB deshidrogenasa segun la invencion, y un
elemento terminador que es funcional en el mismo organismo hospedador. Los diversos elementos que puede
contener un gen quimérico son, en primer lugar, elementos que regulan la transcripcion, traducciéon y maduracion
de las proteinas, tal como un promotor, una secuencia codificante de un péptido de sefial o un péptido de
transito, o un elemento terminador que constituye una sefial de poliadenilacién y, en segundo lugar, un
polinucleétido codificante de una proteina. La expresion "funcionalmente unidos entre si" se refiere a que dichos
elementos del gen quimérico estan unidos entre si de manera que la funcién de uno de dichos elementos resulta
afectada por la funcién del otro. A modo de ejemplo, un promotor esta funcionalmente unido a una secuencia
codificante en el caso de que sea capaz de afectar a la expresion de dicha secuencia codificante. La
construccion del gen quimérico seguln la invencién y el ensamblaje de sus diversos elementos pueden llevarse a
cabo utilizando técnicas bien conocidas por el experto en la materia. La eleccién de los elementos reguladores
que constituyen el gen quimérico depende esencialmente del organismo hospedador en el que deben funcionar,
y el experto en la materia podra seleccionar los elementos reguladores que son funcionales en un organismo
hospedador dado. El término "funcional" pretende referirse a que es capaz de funcionar en un organismo
hospedador dado.

Los promotores que el gen quimérico segun la invencion puede contener son constitutivos o inducibles. A titulo
de ejemplo, los promotores utilizados para la expresion en bacterias pueden seleccionarse de entre los
promotores indicados a continuacién. Para la expresion en Escherichia coli se puede hacer mencion de los
promotores lac, trp, Ipp, phoA, recA, araBAD, prou, cst-1, tetA, cadA, nar, tac, trc, Ipp-lac, Psyn, cspA, PL, PL-9G-
50, PR-PL, T7, [lambda]PL-PT7, T3-lac, T5-lac, gen 32 de T4, nprM-lac, VHb y proteina A, o alternativamente el
promotor Ptrp (documento WO 99/64607). Para la expresion en bacterias Gram-positivas, tales como
Corynebacteria o Streptomyces, puede hacerse mencion de los promotores PtipA o PS1 y PS2 (documento
FR91/09870) o los indicados en la solicitud EP0629699A2. Para la expresion en levaduras y hongos, puede
hacerse mencion de los promotores PLAC4 de K. lactis o el promotor Ppgk de K. lactis (solicitud de patente FR
91/05294), el promotor tefl o cbhl deTrichoderma (documento WO 94/04673), el promotor his, csl o apf de
Penicillium (documento WO 00/68401) y el promotor gla de Aspergillus.

Segun la invencion, el gen quimérico puede comprender ademas otras secuencias reguladoras, las cuales estan
situadas entre el promotor y la secuencia codificante, tales como los activadores de transcripcion
(intensificadores).

De esta manera, el gen quimérico de la invencion comprende en una forma de realizacion especifica por lo
menos, en la direccion de transcripcion, ligadas funcionalmente, una secuencia reguladora promotora que es
funcional en el organismo hospedador, una secuencia de acidos nucleicos codificante de la malato cinasa de la
malato semialdehido deshidrogenasa de la invencién y una secuencia reguladora finalizadora que es funcional
en dicho organismo hospedador.

La presente invencién se refiere ademas a un vector de clonacién y/o expresién que comprende un gen
guimérico segun la invencién o una secuencia de acidos nucleicos de la invencién. El vector segun la invencién
resulta de utilidad para transformar un organismo hospedador y expresar en dicho organismo cualquiera de entre
malato cinasa, malato semialdehido deshidrogenasa y/o DHB deshidrogenasa. Dicho vector puede ser un
plasmido, un césmido, un bacteri6fago o un virus. Preferentemente, el vector de transformacién segin la
invencion es un plasmido. Generalmente, las cualidades principales de dicho vector deberian ser la capacidad de
automantenerse y se autorreplicarse en las células del organismo hospedador, en particular en virtud de la
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presencia de un origen de replicacion, y de expresar cualquiera de entre la malato cinasa, la malato
semialdehido deshidrogenasa y/o la DHB deshidrogenasa en el mismo. Con el propdsito de conseguir la
transformacion estable de un organismo hospedador, el vector también puede integrarse en el genoma. La
eleccion de dicho vector, y también las técnicas de insercion del gen quimérico segun la invenciéon en dicho
vector y son parte del conocimiento general del experto en la materia. Ventajosamente, el vector utilizado en la
presente invencién contiene ademas, ademas del gen quimérico segin la invenciéon, un gen quimérico
codificante de un marcador seleccionable. Dicho marcador seleccionable posibilita la seleccion de los
organismos hospedadores que resultan transformados eficazmente, es decir, los que han incorporado el vector.
Segun una forma de realizacion particular de la invencion, el organismo hospedador que debe transformarse es
una bacteria, una levadura o un hongo. Entre los marcadores seleccionables que pueden utilizarse, pueden
mencionarse marcadores que contienen genes de resistencia a antibidticos, tales como, por ejemplo, el gen de
higromicina fosfotransferasa. Otros marcadores pueden ser genes que complementan una auxotrofia, tal como
los genes pyrA, pyrB, pyrG, pyr4, arg4, argB y trpC, el gen de molibdopterina sintasa o el de la acetamidasa.
También puede hacerse mencion a genes codificantes de enzimas facilmente identificables, tales como el
enzima GUS, o genes codificantes de pigmentos o enzimas reguladores de la produccion de pigmentos en las
células transformadas. Dichos genes marcadores seleccionables se indican en particular en las solicitudes de
patente WO 91/02071, WO 95/06128, WO 96/38567 y WO 97/04103.

La presente invencion se refiere ademas a organismos hospedadores transformados que contienen por [o menos
un gen quimérico segun la invencion, integrado en su genoma o incluido en un elemento genético
extracromosémico, por ejemplo un plasmido. En un aspecto mas especifico de la invencién, el organismo
hospedador transformado comprende un &cido nucleico de la invencién codificante de una malato cinasa o un
gen quimérico que comprende un acido nucleico codificante de la malato cinasa y/o un acido nucleico codificante
de una malato semialdehido deshidrogenasa, o un gen quimérico que comprende un acido nucleico codificante
de una malato semialdehido deshidrogenasa o un vector de expresion que comprende un &cido nucleico
codificante de una malato semialdehido deshidrogenasa y/o un &cido nucleico codificante de una DHB
deshidrogenasa, un gen quimérico que comprende un acido nucleico codificante de una DHB deshidrogenasa o
un vector de expresion que comprende un acido nucleico codificante de una DHB deshidrogenasa.

En un aspecto especifico de la invencion, el acido nucleico codificante de la malato cinasa esta representado por
la SEC ID n° 13, SEC ID n° 15, SEC ID n° 17, SEC ID n° 19, SEC ID n° 21, SEC ID n° 23, SEC ID n° 25, SEC ID
n® 27, SEC ID n° 38, SEC ID n°® 40, SEC ID n°® 42 o SEC ID n° 44, el acido nucleico codificante de la malato
semialdehido deshidrogenasa esta representado por la SEC ID n° 55, SEC ID n° 57, SEC ID n® 59, SEC ID n° 61,
SEC ID n° 63, SEC ID n® 65 0 SEC ID n°® 67, y el acido nucleico codificante de la DHB deshidrogenasa esta
representado por la SEC ID n° 73, SEC ID n° 75, SEC ID n° 224, SEC ID n® 226 0 SEC ID n° 82.

La expresion "organismo hospedador" pretende referirse a cualquier organismo monocelular inferior en el que
puede introducirse el gen o genes quiméricos, el acido o &cidos nucleicos o el vector o vectores segun la
invencion con el fin de producir 2,4-DHB. Preferentemente, el organismo hospedador es un microorganismo, en
particular un hongo, por ejemplo del género Penicillium o Aspergillus y méas particularmente Aspergillus flavus,
Chrysosporium o Trichoderma, una levadura, en particular del género Saccharomyces, Kluyveromyces o Pichia,
y mas particularmente Zygosaccharomyces rouxii, una bacteria, por ejemplo del género Escherichia, en particular
E. coli, o el género Corynebacterium, mas particularmente Corynebacterium glutamicum, o del género
Streptomyces o un baculovirus.

El organismo hospedador puede ser un organismo hospedador que sobreproduce naturalmente malato o
succinato a partir de azlcares tales como glucosa, o un organismo hospedador que ha sido manipulado para
sobreproducir malato o succinato a partir de azlcares tales como glucosa y en el que todos los potenciales
transportadores membranarios que facilitan la exportacién de &cidos organicos, tales como malato, piruvato,
succinato y fumarato, han sido eliminados. El organismo hospedador puede ser un organismo que ha sido
manipulado para sobreproducir DHB y en el que la totalidad de los transportadores membranarios que facilitan la
exportacion de acidos organicos tales como malato, piruvato, succinato y fumarato han sido eliminados. Son
ejemplos de permeasas que facilitan la exportacién del malato y de otros &cidos organicos, Mael de
Schizosaccharomyces pombe (Camarasa et al., 2001; Grobler et al., 1995), DctA de Bacillus subtilis (Groeneveld
et al., 2010), Dct 1-4 de E. coli, Jenl de S. cerevisiae (Akita et al., 2000). Para un experto resultara posible
identificar las permeasas candidatas en otros microorganismos basandose en la homologia de las secuencias.
Estas construcciones sirven para mantener el malato y otros acidos organicos dentro de la célula para que se
encuentren disponibles para la produccién de DHB.

La expresién "organismo hospedador transformado” pretende referirse a un organismo hospedador que se ha
incorporado en su genoma o en un elemento genético extracromosémico, por ejemplo un plasmido, por lo menos
un gen quimérico segun la invencion y en consecuencia produce cualquiera de entre la malato cinasa, la malato
semialdehido deshidrogenasa y/o la DHB deshidrogenasa en sus tejidos, o en un medio de cultivo. Con el fin de
obtener los organismos hospedadores segun la invencion, el experto en la materia puede utilizarse uno de entre
muchos procedimientos de transformacion conocidos.
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Uno de dichos procedimientos consiste en poner en contacto las células de los organismos hospedadores que
deben transformarse con polietilenglicol (PEG) y con los vectores segun la invencién. La electroporacién es otro
procedimiento, que consiste en someter a las células que deben transformarse y los vectores de la invencion, a
un campo eléctrico. Otro procedimiento consiste en inyectar directamente los vectores en las células o en los
tejidos mediante microinyeccién. Puede utilizarse el procedimiento "biolistico”. Consiste en bombardear las
células o tejidos con particulas sobre las que se encuentran adsorbidos los vectores de la invencion (patente US
n° 4.945.050).

Se describen en la literatura varios procedimientos para la transformacién de bacterias para las bacterias
Escherichia coli y otras bacterias Gram-negativas. También puede utilizarse la conjugacion. Para las bacterias
Gram-positivas, puede utilizarse la electroporaciéon y también la transformacion de protoplastos, en particular
para bacterias del género Streptomyces.

En la literatura también se describen varios procedimientos para la transformacién de hongos. La transformacion
de protoplastos con PEG se ha descrito para Aspergillus en el documento n® EP 0260762y una adaptacion de
este procedimiento para la especie Penicillium funiculosum se describe en el documento n°® WO 00/36120.
También es conocida la transformaciéon mediante integracion mediada por enzima de restriccion (REMI, por sus
siglas en inglés), al igual que la transformacion de protoplastos utilizando bacterias del género Agrobacterium.
También se describen en la literatura técnicas para la transformacién de levaduras.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un procedimiento de produccion de 2,4-DHB que comprende la
etapa de cultivar un microorganismo transformado de la invencion.

Para la produccion de DHB pueden utilizarse diversos carbohidratos, individualmente o en forma de una mezcla,
tal como glucosa, fructosa, sacarosa, melaza, maltosa, melaza negra, hidrolizado de almidon (glucosa,
oligosacaridos), lactosa, maltosa, almidén e hidrolizados de almidén, celulosa, hidrolizado de celulosa, glicerol y
determinados hidrocarburos, aceites y grasas, tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y
aceite de coco, asi como acidos grasos, tales como, por ejemplo, acido palmitico, acido estearico y acido
linoleico. Dichas sustancias pueden utilizarse individualmente o en forma de mezclas.

Pueden utilizarse diversas fuentes de nitrégeno, individualmente o en forma de mezclas, para la produccion
comercial y a escala piloto, incluyendo compuestos inorganicos, tales como amonio gaseoso y acuoso, sales
amonicas de acidos inorganicos u organicos, tales como sulfato amoénico, nitrato aménico, fosfato amonico,
cloruro amdnico, acetato amonico y carbonato amoénico. Alternativamente, también pueden utilizarse materiales
organicos que contiene nitrégeno naturales, tales como hidrolizado de soja, hidrolizado de HCI de proteina de
soja (aproximadamente 7% de nitrégeno total), harina de soja, hidrolizado, hidrolizado de torta de soja, licor de
maceracion del maiz, hidrolizado de caseina, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, urea,
peptonas y aminoacidos.

El procedimiento de produccion puede llevarse a cabo bajo condiciones aerdbicas, anaerébicas y de limitacién
de oxigeno. Puede llevarse a cabo en forma de procedimiento alimentado por lotes o un procedimiento
discontinuo.

Dicha produccion de 2,4-DHB puede llevarse a cabo mediante el cultivo del organismo hospedador en medio en
el que se ha afiadido malato (u otro acido organico, tal como piruvato, succinato o fumarato), solo o
conjuntamente con otra fuente de carbono que garantice el crecimiento. El malato (y otros acidos organicos)
puede afiadirse directamente o mediante el disefio de un procedimiento de fermentacién en dos etapas en el que
el malato (u otros acidos organicos) es producido en una primera etapa del procedimiento por un microorganismo
sobreproductor de malato y se lleva a cabo la produccién de 2,4-DHB en la etapa siguiente mediante un
organismo hospedador segun la invencion.

La separacion y purificacién del producto es un factor muy importante que afecta enormemente a la eficiencia
global del procedimiento y a los costes del producto. Los procedimientos de recuperacion del producto
comunmente comprenden las etapas de separacion celular, asi como de purificacion, concentracion y secado del
producto, respectivamente.

Separacion celular

Puede utilizarse la ultrafiltraciéon y la centrifugacion para separar las células a partir del medio de fermentacion.
La separaciéon de las células del medio de fermentacién con frecuencia resulta complicada por la elevada
viscosidad del medio. Por lo tanto, se pueden afiadir aditivos, tales como acido mineral o sales alcalinas, o
mediante el calentamiento del caldo de cultivo, a fin de optimizar la separacion de las células.

Recuperacién del producto

Pueden ponerse en practica diversos procedimientos cromatograficos de intercambio idnico para la separacién
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de DHB antes o después de la separacion de la biomasa. Entre ellos se incluyen la utilizacién de resinas
primarias de intercambio catiénico que facilitan la separaciéon de los productos segun su punto isoeléctrico.
Tipicamente, la resina se carga con la solucion y el producto retenido se eluye separadamente tras el incremento
del pH (por ejemplo mediante la adicion de hidroxido aménico) del eluyente. Otra posibilidad representa la
utilizacion de la cromatografia de intercambio iénico utilizando resinas de lecho fijo o mévil simulado. Puede
resultar necesario combinar diferentes etapas cromatograficas con el fin de alcanzar una pureza adecuada del
producto. Dichos procedimientos de purificacion resultan mas econdmicos que una costosa etapa de
cristalizacion, proporcionando ademas ventajas adicionales y flexibilidad respecto a la forma del producto final.

Concentraciéon y secado del producto

El procedimiento de purificacion puede comprender ademas una etapa de secado que puede incluir cualesquiera
medios de secado adecuados, tales como granulador de pulverizacion, un secador de pulverizacion, un secador
de tambor, un secador giratorio y un secador de tlnel. Pueden obtenerse soluciones de DHB concentradas
mediante el calentamiento de caldos de fermentacion bajo presion reducida con vapor a 130°C utilizando un
concentrador multiuso o evaporador de capa fina.

Puede garantizarse la produccién eficiente de DHB mediante la optimizacion de la redistribucién del flujo de
carbono en la red metabdlica del organismo hospedador y garantizando el suministro suficiente de NADPH y
ATP para los tres enzimas de la ruta de DHB. La canalizacion del flujo de carbono a una ruta metabdlica
deseada y el suministro de cofactor NAD(P)H se ve facilitado cominmente mediante la eliminacion o reduccion
de las rutas fermentativas naturales en competencia. Son ejemplos no limitativos:

- La optimizacion de la produccion del malato en S. cerevisiae mediante el bloqueo de la formacion del
etanol (mediante eliminacion de las piruvato descarboxilasas (Zelle et al., 2008; Zelle et al., 2010)).

- La optimizacion de la produccién de succinato o malato en E. coli mediante el bloqueo de la formacion de
lactato (por ejemplo la eliminacion de IdhA), la formacién de acetato (por ejemplo la eliminacion de pta,
ackA), la formacién de etanol (por ejemplo la eliminacién de adhE), la formacion de formato (por ejemplo
la eliminacion de pflB, focA), la oxidacion de piruvato (por ejemplo la eliminacion de poxB), la degradacion
de malato (delecion de maeb y scfA), la formacién de succinato (por ejempo eliminacion de frdBC), la
formacion de metilglioxal (delecién de mgsA) (Jantama et al., 2008a; Jantama et al., 2008b; Lin et al.,
2005; Sanchez et al., 2005a; Zhang et al., 2011).

Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono y el suministro de ATP para la produccion de éacidos
organicos es la manipulacion del nodo de ramificacion del fosfoenolpiruvato (PEP)/piruvato/oxaloacetato (revision
en Sauer y Eikmanns, 2005). Son ejemplos no limitativos de estrategias de manipulacion metabdlica que
garantizan el incremento del flujo de carbono del fosfoenolpiruvato al oxalacetato

- la optimizacién de la produccion del malato en S. cerevisiae mediante el bloqueo de la funcién de la
piruvato cinasa y el incremento de la actividad d ela PEP carboxicinasa (Zelle et al., 2010).

- La optimizacion de la produccion del succinato en E. coli mediante el incremento de la actividad de PEP
caroxilasa, PEP carboxicinasa o piruvato carboxilasa natural o de expresién heteréloga (Millard et al.,
1996; Sanchez et al., 2005b; Zhang et al., 2009).

Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono y el suministro de ATP para la produccion de acidos
organicos en E. coli y en otras bacterias utilizando el sistema de fosfotransferasa (PTS, por sus siglas en inglés)
consumidor de PEP para la etapa inicial de fosforilacién de la glucosa es la eliminacion de los componentes
esenciales del sistema PTS (por ejemplo ptsl o ptsG) (Lin et al., 2005; Zhang et al., 2009). Para garantizar la
incorporacién adicional de glucosa en mutantes portadores de mutaciones deletéreas del sistema PTS, debe
garantizarse la actividad de sistemas alternativos de incorporacion de la glucosa (por ejemplo GalP).

Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono hacia las rutas deseadas para la produccién de acidos
organicos es la manipulacion del ciclo del acido citrico y el glioxilato. Son ejemplos no limitativos:

- La optimizacion de la produccién de acido succinico en E. coli mediante el incremento de la actividad de
la isocitrato liasa (delecién del represor transcripcional iclR) (Lin et al., 2005; Sanchez et al., 2005a).

- La optimizacion de la produccion de acido succinico mediante la eliminacion de la isocitrato
deshidrogenasa y/o la succinato deshidrogenasa (Lin et al., 2005).

Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono hacia las rutas deseadas para la produccién de DHB es la
expresion de piruvato deshidrogenasas y citrato sintasas apropiadas en el organismo de produccion. La piruvato
deshidrogenasa y citrato sintasa naturales de E. coli resultan inhibidas por las concentraciones intracelulares
elevadas de NADH, provocando que dichos enzimas sean menos activos bajo condiciones anaerébicas. En E.
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coli, la expresion de una piruvato deshidrogenasa mutante que es insensible a NADH resulta en la
sobreproduccion de acetil-CoA bajo condiciones anaerdbicas y una redistribuciéon modificada del flujo de carbono
entre los productos finales fermentativos (acetato, lactato, etanol, formato y piruvato) (Wang et al., 2010). La
expresion heterdloga de la citrato sintasa de Bacillus subtilis, que es insensible a NADH, incrementa la
produccién del acido succinico en cepas manipuladas de E. coli (Sanchez et al., 2005a). En combinacién con las
mutaciones anteriormente indicadas, la utilizacién de las piruvato deshidrogenasas y citrato sintasas apropiadas
(sensibles o insensibles a NADH) permite el ajuste fino de la redistribucion del flujo de carbono entre las
reacciones del ciclo del glioxilato y el acido citrico y las rutas fermentativas bajo condiciones anaerobicas y
aerdbicas.

Otra posibilidad para incrementar el flujo de carbono por la ruta de DHB es la eliminacion de las reacciones
enzimaticas que podrian degradar los intermediarios de la ruta 4-fosfomalato y 4-malato semialdehido. Los
enzimas candidatos que podrian degradar el malato semialdehido se encuentran las semialdehido succinico
deshidrogenasas (sad, gabD) y otras deshidrogenasas que son capaces de oxidar las moléculas C4 con grupos
aldehido terminales.

Otra posibilidad para incrementar la productividad de DHB del organismo hospedador es la eliminacion de las
reacciones metabolicas que degradan el DHB. El DHB es un inhibidor competitivo del enzima malico. De esta
manera, presenta una afinidad comparativamente elevada para el sitio activo de dicho enzima (Rognstad y Katz,
1979). Por lo tanto, el DHB puede ser reconocido por otros enzimas y potencialmente degradado. Dichos
enzimas pueden identificarse y eliminarse del organismo hospedador.

En el caso de que la producciéon de 2,4-DHB se base en la adicién de malato u otros acidos organicos, los
microorganismos productores de 2,4-DHB deberian expresar funcionalmente una proteina de transporte
membranario que facilite la incorporacion del malato (u otros &cidos organicos tales como el piruvato, el
succinato, etc.).

Los ejemplos siguientes ilustran la invenciéon. Los presentes ejemplos se proporcionan Unicamente a titulo
ilustrativo y no limitativo del alcance de la invencion.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1: (I) Esquema de reaccion que describe la conversion del (L)-malato en (L)-2,4-dihidroxibutirato
(DHB), e (ii) analogia con la conversion del (L)-aspartato en (L)-homoserina.

Figura 2: Alineacion de secuencias de aminoacidos de las aspartato cinasas de diferentes organismos.
(Ec_AKIII - aspartato cinasa lll (SEC ID n° 4), LysC, de E. coli, Ec_AKI (SEC ID n° 87)- aspartato
cinasa I, ThrA, de E. coli, Ec_AKIl (SEC ID n° 88- aspartato cinasa Il, MetL, de E. coli, Mj -
Methanococcus jannaschii (SEC ID n° 89), Tt - Thermus thermophilus (SEC ID n° 90), Cg -
Corynebacterium glutamicum (SEC ID n°® 91), At - Arabidopsis thaliana (SEC ID n° 92), Sc -
Saccharomyces cerevisiae (SEC ID n° 93)). La figura se produjo utilizando ClustalW2 (Larkin et al.,
2007).

Figura 3: Alineacion de secuencias de aminoacidos de las aspartato semialdehido deshidrogenasas de
diferentes organismos. (Ec -E. coli (SEC ID n° 49), Mj - Methanococcus jannaschii (SEC ID n° 94),
Tt - Thermus thermophilus (SEC ID n° 95), Bs - Bacillus subtilis (SEC ID n° 96), Cg -
Corynebacterium glutamicum (SEC ID n°® 97), At - Arabidopsis thaliana (SEC ID n° 98), Sc -
Saccharomyces cerevisiae (SEC ID n° 99)). La figura se produjo utilizando ClustalW2 (Larkin et al.,
2007).

Figura 4: Cromatogramas de CG que muestran una ampliacion de la regién que corresponde al tiempo de
retencién de DHB, mostrando: (A) estandar de DHB (concentracion=1 mM); (B) composicion de la
Reaccion A, que contiene malato cinasa (MK), malato semialdehido deshidrogenasa (MSA-Dh) y
malato semialdehido reductasa (MSA-Red); (C) composicién de la Reaccion B de control (igual
gue A pero sin MSA-Red); (D) composicién de la Reaccion C de control (igual que A pero sin MSA-
Dh).

Figura 5: Actividades relativas de los mutantes purificados LysC E119G, LysC E119G E250K, LysC E119G

T344M, LysC E119G S345L, LysC E119G T344M y LysC E119G T352l con respecto a la
concentracion de lisina en el tampén de reaccién.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Ensayo de las aspartato cinasas LysC y Hom 3 de Escherichia coli y Saccharomyces
cerevisiae, respectivamente, para la actividad de aspartato y malato cinasa

Construccion de plasmidos que contienen genes de tipo salvaje de aspartato cinasa: el plasmido pLYSCwt se
construyo mediante la amplificacion del gen lysC mediante PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad
Phu5|on (Finnzymes) y Ios cebadores d|rectqs e inversos

CACGAGGTACATATGTCTGAAATTGTTGTCTCC (SEC ID n° 1) y °CTTCCAGGGGATCCAGT-
ATTTACTCAAAC® (SEC ID n° 2) que introducen sitios de restriccion Ndel y BamHI cadena arriba del coddn de
inicio y cadena abajo del codén de parada, respectivamente. Como molde se utiliz6 ADN genémico de E. coli
DH5a. El producto de PCR se digirié6 con Ndel y BamHI, se ligd en los sitios correspondientes del vector de
expresion pET28a (Novagen) utilizando ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se transformé en células de E. coli DH5a.
Se aisl6 el plasmido pAKIllwt resultante y se demostré mediante secuenciaciéon de ADN que contenia el gen lysC
de longitud completa que presentaba la secuencia correcta (SEC ID n° 3). La proteina correspondiente esta
representada por la SEC ID n° 4.

El plasmido pHOM3wt se construyo medlante la amplificacion del gen HOM3 mediante PCR utilizando la
Eollmerasa de alta fidelidad Phusion™ (Flnnzymes) y los cebadores d|rectos e inversos
TATAATGCTAGCATGCCAATG GATTTC CAACC? (SEC ID n° 5) and *TATAATGAATTCT-
TAAATTCCAAGTCTTTTCAATTGTTC? ( (SEC ID n° 6) que introducen sitios de restriccion Ndel y EcoRI cadena
arriba del coddn de inicio y cadena abajo del codon de parada, respectivamente. Se utiliz6 ADN gendémico de S.
cerevisiae BY4741 como el molde. El producto de PCR se digiri6 con Ndel y EcoRlI, y se ligd en los sitios
correspondientes del vector de expresion pET28a (Novagen) utilizando ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se
transformé en células de E. coli DH5a. Se aisld el plasmido pHOM3wt resultante y se demostr6 mediante
secuenciacion de ADN que contenia el gen HOM3 de longitud completa que presentaba la secuencia correcta
(SEC ID n° 7). La proteina correspondiente esta representada por la SEC ID n° 8.

Expresion de los enzimas: se transformaron células de E. coli BL21 D3 star con los plasmidos apropiados. Se
expresaron los enzimas con una etiqueta hexa-His N-terminal en cultivos con 250 ml de LB que habian sido
inoculados a partir de un cultivo de durante la noche con una DOeoo de 0,1 y se cultivaron hasta una DOggo de 0,6
antes de inducir la expresion de las proteinas mediante la adicion de B-D-1-tiogalactopiranésido de isopropilo
(IPTG) 1 mM al medio de cultivo. Tras 3 h de expresion de proteinas, se recolectaron las células mediante
centrifugacion a 13.000 g durante 10 minutos y se almacenaron a -20°C hasta el analisis posterior. Se llevo a
cabo el crecimiento y la expresidn de las proteinas a 37°C. El medio de cultivo contenia 50 ug/l de canamicina.

Purificacién de enzimas: Los pellets celulares congelados de los cultivos de expresién se resuspendieron en 0,5
ml de tamp6n de rotura (Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,5) y se rompieron mediante cuatro rondas sucesivas
de sonicacion (Bioblock Scientific, VibraCellTM 72437) con la potencia fijada al 30%. Se eliminaron los residuos
celulares mediante centrifugacién de los extractos en bruto durante 15 min. a 4°C a 13.000 g y conservando el
sobrenadante clarificado. Se elimin6 el ARN y el ADN de los extractos mediante la adicién de estreptomicina 15
mg/ml (Sigma), la centrifugacién de las muestras a 13.000 g durante 10 min. a 4°C y conservando el
sobrenadante. El extracto de proteinas clarificadas se incub6 durante 1 h a 4°C con volimenes de lecho de 0,75
ml de resina de afinidad Talon™ Cobalt (Clontech). La suspensién se centrifugd a 700 g en una centrifuga de
laboratorio y se eliminé el sobrenadante. La resina se lavé con 10 voliumenes de lecho de tamp6n de lavado
(Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 15 mM, pH 7,5) antes de eluir las aspartato cinasas con 0,5 ml de
tampon de elucion (Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, pH 7,5). Se verificé la pureza de los enzimas
eluidos mediante analisis de SDS-PAGE.

Ensayo enzimatico: Se sometieron a ensayo actividades de aspartato o malato cinasa mediante el acoplamiento
de la produccién de ADP en las reacciones de cinasa con la oxidacién del NADH en presencia de
fosfoenolpiruvato, piruvato cinasa y lactato deshidrogenasa.

Esquema de reaccién:

Aspartato (o malato) cinasa

aspartato (0 malato) + ATP — 4-fosfo-(L)-aspartato (o 4-fosfo-(L)-malato) + ADP
Piruvato cinasa
ADP + fosfoenolpiruvato — ATP + piruvato

Lactato deshidrogenasa

piruvato + NADH — NAD" + lactato
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La mezcla de ensayo contenia Hepes 50 mM (pH 7,5), KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, NADH 0,24 mM, ATP 0,96 mM,
PEP 0,96 mM, 9 pg/ml de lactato deshidrogenasa (Sigma, L2500), 12,4 pg/ml de piruvato cinasa (Sigma, P1506)
y cantidades apropiadas de aspartato (malato) cinasa purificada. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién
de (L)-aspartato o (L)-malato 50 mM. Los ensayos enzimaticos se llevaron a cabo a 30°C en placas de
microtitulaciéon de fondo plano de 96 pocillos en un volumen final de 250 pul. Se realizé un seguimiento de las
reacciones a partir de la absorcion caracteristica del NADH a 340 nm en un lector de microplacas (BioRad
680XR).

Ensayo de hidroxamato: con el fin de verificar la fosforilacion del sustrato, es decir la formacién de un anhidrido
de acilfosfato, por las aspartato cinasas de tipo salvaje o mutadas, se incubé el producto de la reaccion de la
cinasa con hidroxilamina para formar el derivado hidroxamato de aspartato o malato correspondiente. La mezcla
de ensayo contenia Hepes 120 mM (pH 8), KCI 200 mM, ATP 10 mM, hidroxilamina 200 mM, aspartato o malato
10 mM y una cantidad apropiada de proteina purificada. La reaccién se detuvo tras 30 minutos mediante la
adicion de un volumen igual de FeCls al 1,7% (p/v) en acido clorhidrico 1 M. Se verificé la formacién del complejo
de hidroxamato-hierro mediante la medicién de su absorbancia caracteristica a 540 nm en un lector de placas de
microtitulacién. Se utilizaron como blanco mezclas de ensayo que contenian todos los componentes excepto
ATP.

Resultados: los enzimas purificados LysC (sin etiqueta His, SEC ID n°® 4) y Hom3 (sin etiqueta His, SEC ID n° 7)
mostraban actividad de aspartato cinasa pero no eran capaces de fosforilar el malato, tal como se verifico
mediante el ensayo de hidroxamato (Keng y Viola, 1996). Las actividades maximas de LysC y Hom3 sobre el
aspartato eran 4,5 pmoles/(min*mgpror) ¥ 1,6 pmoles/(min*mggror), respectivamente. Se estimo el valor de Km
para el aspartato con el método de Eadie y Hofstee mediante la medicidn de las tasas de reaccion iniciales (v) a
diferentes concentraciones de sustrato (c) y mediante la extraccién de la pendiente de la gréafica de v versus v/c.
Se estimé la Km de LysC purificada y etiquetada con His en aproximadamente 0,6 mM, demostrando que la
proteina etiquetada con His presenta la misma afinidad para el sustrato que el enzima purificado no etiquetado,
que se ha informado que es de 0,6 mM (Marco-Marin et al., 2003).

Ejemplo 2: mutagénesis dirigida a sitio de la aspart  ato cinasa LysC de Escherichia coli y ensayo de
enzimas mutantes para actividad de malato cinasa.

La mutagénesis dirigida a sitio se llevé a cabo utilizando las parejas de oligonucledétidos listadas en la Tabla 1y
el plasmido pLYSCwt (SEC ID n° 3) como molde. Se introdujeron mediante PCR mutaciones puntuales para
modificar la secuencia de aminoacidos (Phusion 1 U, tampodn HF al 20% (v/v), dNTP 2,5 mM, cebadores directos
e inversos: 1 uM de cada uno, plasmido molde: 200 ng, agua) utilizando la pareja de oligonucleétidos listada en
la Tabla 1. Los plasmidos creados mediante PCR contenian un nuevo sitio de restriccion para Ncol (introducido
utilizando mutaciones silenciosas) ademas de la mutacién funcional para facilitar la identificacién de los clones
mutados. Los productos de PCR se digirieron mediante Dpnl a 37°C durante 1 h para eliminar el ADN molde y se
transformaron en células de E. coli 5-alfa NEB competentes (NEB). Los plasmidos mutados se identificaron
mediante analisis de los sitios de restriccion y se verificd que portaban las mutaciones deseadas mediante
secuenciacion del ADN.

Tabla 1: Oligonucledtidos utilizados para mutar la aspartato cinasa LysC de E. coli en posicién E119.

Mutacién Secuencia 5'-3'
E119nnk GCTGGTCAGCCATGGCNNNCTGATGTCGACCCTGC (SEC ID n° 10)
GCAGGGTCGACATCAGNNNGCCATGGCTGACCAGC (SECID n° 11)

La secuencia que representa una mutacion en la posiciéon 119 puede representarse con la SEC ID n° 9, en la que
el residuo en la posicion 119 es X, siendo X cualquiera de los 19 aminoacidos naturales (excepto glutamina).

Se expresaron, purificaron y sometieron a ensayo los enzimas mutantes para actividad de aspartato y malato
cinasa tal como se ha indicado en el Ejemplo 1. Se resumen los resultados en la Tabla 2.

Tabla 2: Caracterizacion de enzimas mutantes para actividades de malato cinasa. Los valores corresponden a
medias de por lo menos dos experimentos independientes.

. s - e . o' Vmax Km
Aminoacido en la posicién 119 (correspondiente a la SEC ID n°) [umoles/(mg*min]] | [mM]]
C (SECID n°12) 0,97 19,7

G (SECID n° 14) 0,49 16,0

N (SEC ID n° 16) 0,13 27,1

P (SEC ID n° 18) 0,71 19,0

Q (SECID n° 20) 0,01 39,9
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S (SEC ID n° 22) 0,83 15,7
T (SEC ID n© 24) 0,33 26,8
V (SEC ID n° 26) 0,29 39,7

Ninguno de los mutantes presentados en la tabla 2 presentaba actividad sobre el aspartato.

Los resultados demuestran que la aspartato cinasa puede transformarse en malato cinasa mediante la
sustitucion del glutamato conservado en la posicién 119 por cisteina, glicina, asparagina, prolina, glutamina,
serina, treonina o valina.

Las secuencias de acidos nucleicos correspondientes del enzima listado en la tabla 2 son SEC ID n° 13, SEC ID
n® 15, SECIDn°17, SECID n° 19, SEC ID n° 21, SEC ID n° 23, SEC ID n° 25y SEC ID n° 27.

Ejemplo 3: construccion de una malato cinasa con sen sibilidad fuertemente reducida a la inhibicién por
lisina

Se llevo a cabo la mutagénesis dirigida a sitio utilizando las parejas de oligonucleétidos listadas en la Tabla 3 y el
plasmido pLYSC_E119G como molde. El plasmido pLYSC_119G se obtuvo tal como se indica en el Ejemplo 2,
mediante la introduccién de los cambios siguientes en la secuencia de ADN del gen lysC: (SEC ID n° 15). Se
introdujeron mediante PCR mutaciones puntuales para modificar la secuencia de aminoacidos (Phusion 1U,
tampon HF al 20% (v/v), dNTP 2,5 mM, cebadores directos e inversos: 1 uM de cada uno, plasmido molde: 200
ng, agua) utilizando las parejas de oligonucleétidos listadas en la Tabla 1. En caso posible, los plasmidos
creados mediante PCR contenian nuevos sitios de restriccion (introducidos utilizando mutaciones silenciosas)
ademas de la mutacion funcional para facilitar la identificacion de los clones mutados. Los productos de PCR se
digirieron mediante Dpnl a 37°C durante 1 h para eliminar el ADN molde y se transformaron en células de E. coli
5-alfa NEB competentes (NEB). Los plasmidos mutados se identificaron mediante analisis de los sitios de
restriccion y se verifico que portaban las mutaciones deseadas mediante secuenciacion del ADN.

Tabla 3: oligonucledtidos utilizados para mutar la malato cinasa LysC_E119G de E. coli.

Mutacién Secuencia 5'-3'

E250K, GCGTTTGCCGAAGCGGCAAAGATGGCCACTTTTG (SEC ID n° 28)
CAAAAGTGGCCATCTTTGCCGCTTCGGCAAACGC (SEC ID n° 29)
T344M, GGTAGATCTAATCACCATGTCAGAAGTGAGCGTGG (SEC ID n° 30)
CCACGCTCACTTCTGACATGGTGATTAGATCTACC (SEC ID n° 31)
S345L, GGTAGATCTAATCACCACGTTAGAAGTGAGCGTGGC (SEC ID n° 32)
GCCACGCTCACTTCTAACGTGGTGATTAGATCTACC (SEC ID n° 33)
T344M, GGTAGATCTAATCACCATGTCAGAAGTGAGCGTGG (SEC ID n° 34)
CCACGCTCACTTCTGACATGGTGATTAGATCTACC (SEC ID n° 35)
T3521, GTCAGAAGTGAGCGTGGCATTAATTCTAGATACCAC (SEC ID n° 36)
GTGGTATCTAGAATTAATGCCACGCTCACTTCTGAC (SEC ID n° 37)

La secuencia de acidos nucleicos de la proteina LysC E119G que comprende una mutaciéon adicional
correspondiente a: (i) la sustitucién del acido glutamico en la posicion 250 por una lisina esta representada por la
SEC ID n° 38; su secuencia de aminoacidos correspondiente esta representada por la SEC ID n° 39; (ii) la
sustitucion de la treonina en la posicién 344 por metionina esta representada por la SEC ID n° 40; su secuencia
de aminoécidos correspondiente esta representada por la SEC ID n° 41; (iii) la sustitucion de la treonina en la
posicion 352 por isoleucina esta representada por la SEC ID n° 42; su secuencia de aminoacidos
correspondiente esta representada por la SEC ID n° 43; (iv) la sustitucion de la serina en la posicion 345 por
leucina esta representada por la SEC ID n° 44; su secuencia de aminoacidos correspondiente esta representada
por la SEC ID n° 45.

Expresion y purificacion de los enzimas: la expresion de proteinas para los enzimas etiquetados con His LysC
E119G, LysC E119G E250K, LysC E119G T344M, LysC E119G S345L yLysC E119G T352I se llevo a cabo tal
como se indica en el Ejemplo 1.

Ensayo enzimatico: las actividades de la malato cinasa se sometieron a ensayo tal como se indica en el Ejemplo
1. Se vari6 la concentracion de lisina en el tampdn de reaccion.

Resultados: la introduccion de las mutaciones E250K, T344M o S345L en LysC E119G provoco que la actividad
de la malato cinasa fuese en gran parte insensible a las concentraciones de lisina elevadas (ver la figura 4).

Ejemplo 4: ensayo de aspartato semialdehido deshidro  genasas de Escherichia coli para las actividades
de aspartato y malato semialdehido deshidrogenasa.
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Construccion de plasmidos que contienen genes de tipo salvaje de aspartato semialdehido deshidrogenasa: Se
construyo el plasmido pASDwt mediante la amplificacién del gen asd de E. coli mediante PCR utilizando la
Eollmerasa de alta fidelidad Phusion™ (Flnnzymes) y los cebadores directos e inversos
TATAATGCTAGCATGAAAAATGTTGGTTTTATCGG (SEC ID n° 46) y
*TATAATGGATCCTTACGCCAGTTGACGAAGC? (SEC ID n° 47) que introdujeron un sitio de restriccién Nhel y
BamHI cadena arriba del cod6n de inicio y cadena abajo del coddn de parada, respectivamente. Se utilizd el
ADN gendémico de E. coli DH5a como molde. Se digirié el producto de PCR se digiri6 con Ndel y BamHI, se ligd
en los sitios correspondientes del vector pET28a (Novagen) utilizando ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se
transformé en células de E. coli DH5a. Se aislé el plasmido pASDwt resultante y se demostr6 mediante
secuenciacion de ADN que contenia el gen asd de longitud completa que presentaba la secuencia correcta (SEC
ID n° 48). La secuencia de aminoacidos correspondiente de dicho enzima estéa representada por la SEC ID n° 49.

Expresion y purificacion de los enzimas: la expresion de proteinas para los enzimas Asd etiquetados con His se
llevé a cabo tal como se indica en el Ejemplo 1.

Ensayo enzimatico: se sometieron a ensayo las actividades de la aspartato o malato semialdehido
deshidrogenasa en la direccion biosintética inversa mediante el seguimiento de la reduccion del NADP durante la
oxidacion del aspartato o malato semialdehido a 4-fosfo-(L)-aspartato o 4-fosfo-(L)-malato, respectivamente
(Roberts et al., 2003).

(L)-aspartato semialdehido (o (L)-malato semialdehido) + NADP + Pi — 4-fosfo-(L)-aspartato (o 4-fosfo-(L)-
malato) + NADPH

La mezcla de ensayo contenia Hepes 200 mM (pH 9), K:POs, 50 mM y NADP 0,25 mM. Las reacciones se
iniciaron mediante la adicién de (L)-aspartato semialdehido o (L)-malato semialdehido. Se afiadio (L)-aspartato
semialdehido en forma de trifluoroacetato de hidrato de B-semialdehido de acido L-aspartico (mantenido a pH 3
para evitar la degradacion), que es un sustrato adecuado para los ensayos enzimaticos de la homoserina
deshidrogenasa y la aspartato semialdehido deshidrogenasa (Roberts et al., 2003). Se produjo malato
semialdehido inestable nuevamente antes de los ensayos enzimaticos mediante la desproteccion del derivado
malato semialdehido estable 2-[(4S)-2,2-dimetil-5-o0x0-1,3-dioxolan-4-ilJacetaldehido (DMODA). Se obtuvo malato
semialdehido mediante la incubacion de DMODA en acido clorhidrico 2 M durante 15 minutos a 25°C y la
evaporacion de la acetona liberada (35°C, 50 mbar). Se fij6 el pH de la solucién de malato semialdehido en 3
utilizando bicarbonato sédico.

Se llevaron a cabo los ensayos enzimaticos en placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos en un
volumen final de 250 pl a 30°C. Se realizd un seguimiento de las reacciones a partir de la absorcion
caracteristica del NADPH a 340 nm en un lector de microplacas (BioRad 680XR).

Resultados: la aspartato semialdehido deshidrogenasa de tipo salvaje etiquetada con His, Asd, oxidd el (L)-
aspartato semialdehido a 4-fosfo-(L)-aspartato con una actividad especifica maxima de 160 pmoles/(min*mgpror).
Sobre el (L)-malato semialdehido el enzima presentaba una actividad de 0,01 pmoles/(min*mgprot).

Ejemplo 5: mutagénesis dirigida a sitio de la aspart  ato semialdehido deshidrogenasa Asd de  Escherichia
coli y ensayo de enzimas mutantes para actividad de mal  ato semialdehido deshidrogenasa.

Se introdujeron mutaciones puntuales en la secuencia de aminoacidos de Asd utilizando el plasmido pASDwt
como molde y siguiendo el protocolo descrito de manera general en el Ejemplo 2. Se utilizaron las parejas de
oligonucledtidos listadas en la Tabla 4 para mutar el residuo glutamato en la posicién 241 o el residuo treonina en
la posicion 136. Los plasmidos mutados se identificaron mediante analisis de los sitios de restriccion y se verifico
gue portaban las mutaciones deseadas mediante secuenciacion del ADN.

La proteina Asd mutada en la posicion 241 puede representarse mediante la SEC ID n° 68, en la que el residuo
en la posicion 241 es X, siendo X cualquiera de los otros 19 aminoacidos naturales (excepto glutamina).

Tabla 4: oligonucleétidos utilizados para mutar la aspartato semialdehido deshidrogenasa Asd de E. coli en las
posiciones E241 y T136.

Mutacion Secuencia 5'-3'

AGCTCGATAACGGTCAGAGTCGANNNGAGTGGAAAGGGCAGG
CGG (SEC ID n° 50)

E241nnn,
CCGCCTGCCCTTTCCACTCNNNTCGACTCTGACCGTTATCGAG
CT (SEC ID n° 51)
T136N, TTTTGTTGGCGGTAACTGTAACGTGTCCCTGATGTTG (SEC ID n° 52)

CAACATCAGGGACACGTTACAGTTACCGCCAACAAAA (SEC ID n° 53)
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Resultados: las actividades y valores de Km de Asd mutado en la posicion E241 se resumen en la Tabla 5. Los
mutantes de Asd en los que el glutamato 241 se ha sustituido por alanina, cisteina, glicina, histidina, isoleucina,
metionina o glutamina oxidaron el (L)-aspartato-4-semialdehido a 4-fosfo-(L)-aspartato con una actividad
especifica maxima significativamente mas elevada que el enzima de tipo salvaje. El enzima Asd doble mutante
E241Q T136N (SEC ID n° 231) presentaba una actividad especifica maxima de 0,25 pmoles/(min*mgprot) Y una
Km de 0,25 mM.

Tabla 5: Caracterizacién de enzimas mutantes para actividades de malato semialdehido deshidrogenasa. Los
valores corresponden a medias de por lo menos dos experimentos independientes.

Aminoécido en la posicion 241 (correspondiente a la SEC ID n°) Vmax Km*
[umoles/(mg*min)] [mM]
A (SEC ID n° 54) 0,09 0,378
C (SEC ID n° 56) 0,18 0,5
E (=wt )(SEC ID n° 49) 0,01
G (SEC ID n° 58) 0,09 0,18
H (SEC ID n° 60) 0,10 0,8
| (SEC ID n° 62) 0,10 0,23
M (SEC ID n° 64) 0,15 0,43
Q (SEC ID n° 66) 0,39 0,52
* Se estimaron los valores de Km Gnicamente para mutantes seleccionados

Los acidos nucleicos correspondientes estan representados por SEC ID n° 55, SEC ID n® 57, SEC ID n° 48, SEC
IDn®59, SECID n°61, SECIDn°63, SECIDn°65y SEC ID n° 67.

El enzima Asd doble mutante E241Q T136N presenta una secuencia de acidos nucleicos representada por la
SEC ID n° 230.

Ejemplo 6: identificacion de una 2,4-DHB-deshidrogen  asa

Con el fin de identificar una 2,4-DHB-deshidrogenasa adecuada, se sometieron a ensayo para su capacidad de
reducir el malato semialdehido, beta-hidroxiacido deshidrogenasas de diferente origen biologico. Entre los
enzimas sometidos a ensayo se encontraban la metilbutiraldehido reductasa, Yprl (Ford y Ellis, 2002) (SEC ID
n® 73 y SEC ID n° 74), de Saccharomyces cerevisiae, y la semialdehido succinico reductasa, Ms-Ssr de
Metallosphaera sedula (Kockelkorn y Fuchs, 2009) (SEC ID n® 75y SEC ID n° 76). Los genes YPR1 y Ms-SSR
se amplificaron utilizando los cebadores listados en la Tabla 6 y se clonaron en el vector pET28 (ver los enzimas
de restriccién en la Tabla 3), rindiendo los plasmidos pYPR1 y pMs-SSR, respectivamente. Las proteinas se
expresaron y purificaron tal como se ha indicado en el Ejemplo 1.

Tabla 6: cebadores y enzimas de restriccion utilizados para clonar las beta-hidroxiacido deshidrogenasas
candidatas

Enzima N° de acceso Cebador 5’-3’ Enzimas de restriccion
. TATAATGCTAGCATGAAAGCTGCAGTACTTCA
Ms-SSR | GI:146304190 (SEC ID n° 69) Nhel
TATAATGAATTCTTACGGGATTATGAGACTTC ECoRI
(SEC ID n° 70)
. TATAATGCTAGCATGCCTGCTACGTTAAAGAA
YPR1 Gl:6320576 (SEC ID n° 71) Nhel
TATAATGAGCTCTCATTGGAAAATTGGGAAGG Sacl
(SECID n° 72)

Ensayo de la actividad de malato semialdehido reductasa:
Reaccion: (L)-Malato semialdehido + NAD(P)H — acido (L)-2,4-dihidroxibutirico + NAD(P)

La mezcla de ensayo contenia Hepes 200 mM (pH 7,5), KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, NADH o NADPH 0,24 mM y
cantidades apropiadas del enzima purificado. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de (L)-malato
semialdehido 10 mM (el malato semialdehido se preparé nuevamente para cada ensayo; ver el Ejemplo 4). Los
ensayos enzimaticos se llevaron a cabo a 30°C en placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos en un
volumen final de 250 pl. Se realiz6 un seguimiento de las reacciones a partir de la absorcién caracteristica del
NAD(P)H a 340 nm en un lector de microplacas (BioRad 680XR). Se listan los resultados en la Tabla 7.
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Tabla 7: actividad reductora de beta-hidroxiacido deshidrogenasas seleccionadas del malato semialdehido (los
resultados son de medias de por lo menos dos experimentos independientes).

Enzima Origen Funcion conocida Actividad sobre el Actividad sobre el
malato semialdehido malato semialdehido
(cofactor NADH) (cofactor NADPH)
[umoles/(mm*mg_prot)] [umoles/(mm*mg_prot)]
Ms-SSR M. sedula Semialdehido succinico 4,9 4,9
(SEC ID n° 76) reductasa
YPR1 S. cerevisiae Metilbutiraldehido nd 0,19
(SEC ID n° 74) reductasa

La semialdehido succinico deshidrogenasa de M. sedula y la metilbutiraldehido reductasa de S. cerevisiae
presentan actividad de malato semialdehido reductasa. La Km de Ms-SSR para el malato semialdehido era de
1,1 mM.

Ejemplo 7: mutagénesis dirigida a sitio de la semial dehido succinico reductasa de M. sedula

La mutagénesis dirigida a sitio se llevé a cabo utilizando las parejas de oligonucleétidos listadas en la Tabla 8 y
el plasmido pMs-SSR como molde. Se introdujeron mediante PCR mutaciones puntuales para modificar la
secuencia de aminoacidos (Phusion 1 U, tampén HF al 20% (v/v), dNTP 2,5 mM, cebadores directos e inversos:
1 uM de cada uno, plasmido molde: 200 ng, agua). En caso posible, los plasmidos creados mediante PCR
contenian nuevos sitios de restriccion (introducidos utilizando mutaciones silenciosas) ademas de la mutacion
funcional para facilitar la identificacion de los clones mutados. Los productos de PCR se digirieron mediante Dpnl
a 37°C durante 1 h para eliminar el ADN molde y se transformaron en células de E. coli 5-alfa NEB competentes
(NEB). Los plasmidos mutados se identificaron mediante analisis de los sitios de restriccion y se verificd que
portaban las mutaciones deseadas mediante secuenciacion del ADN. La Tabla 9 resume los parametros
cinéticos de los mutantes. Los resultados demuestran que el doble mutante Ms-SSR H39R N43H (SEC ID n° 81,
SEC ID n° 82) presenta una afinidad mejorada para el malato semialdehido en comparacion con el enzima de
tipo salvaje.

Tabla 8: parejas de cebadores utilizados para mutar la semialdehido succinico reductasa de M. sedula (Ms-
SSR).

Mutacion Cebador 5-3' Enzimas de restriccion
gtcaaggcaaccggtctctgtcgcetccgacgtcaatg
H39R (SEC ID n° 77). Nhel
cattgacgtcggagcgacagagaccggttgccttgac
(SEC ID n° 78).
N43H ggctctgtcactccgacgtacatgtctttgaggggaaaac Nhel

(SEC ID n° 79).
gttttcccctcaaagacatgtacgtcggagtgacagagcec
(SEC ID n° 80).

Tabla 9: resumen de los parametros cinéticos de los mutantes de la semialdehido succinico reductasa de M.
sedula (Ms-SSR) (los resultados son de medias de por lo menos dos experimentos independientes).

Mutante Actividad maxima [pumoles/(min*mgprot)] Km [mmoles/I]
Tipo salvaje (SEC ID n° 76) 4,9 11
H39R (SEC ID n° 225) 1,7 0,5
N43H (SEC ID n° 227) 4,3 25
H39R N43H (SEC ID n° 81) 4,7 04

Las secuencias de acidos nucleicos correspondientes estan representadas por la SEC ID n°® 224, SEC ID n° 226
y SEC ID n° 82.

Ejemplo 8: produccion in vitro de DHB

Los enzimas malato cinasa (LysC E119G, SEC ID n° 15), malato semialdehido deshidrogenasa (Asd E241Q,
SEC ID n° 67) y malato semialdehido reductasa (Ms SSrR, SEC ID n° 76) se expresaron y se purificaron tal como
se ha indicado en el Ejemplo 1. Se demostrd la produccién de DHB in vitro mediante la adicion de malato 50 mM
a una mezcla de reaccion que contenia Hepes 50 mM (pH 7,5), KCI 50 mM, MgCI2 5 mM, NADPH 1 mM, 180
pg/l de malato cinasa (Lys E119G), 325 pg/ml de malato semialdehido deshidrogenasa (Asd E241Q) y 130 pg/ml
de malato semialdehido reductasa (Ms_Ssr) (Reaccién A). Las reacciones de control contenian todos los
componentes pero no incluian malato semialdehido deshidrogenasa (Reaccién B) o malato semialdehido
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deshidrogenasa (Reaccién (C). Tras 30 min. de incubacién a 30°C, se analiz6 la mezcla de reaccion mediante
cromatografia de gases [CPG, Varian Series 430, dotado de detector FID; automuestreador CP8400, inyector
splitless 1177 (230°C); columna: CP-WAX58/FFAP, 30 m x 0,3 mm, di 0,50 um; y alineador: Prensaestopas de
entrada, cuello de cisne 6,5 x 78,5 x 4 mm GWOL (Varian). El gas portador era nitrégeno, a un caudal de 25
ml/min. La ionizacién de llama se llevo a cabo utilizando una mezcla de aire-hidrégeno (los caudales eran 300
ml/min. y 30 ml/min., respectivamente). La temperatura del detector era 240°C. Volumen de muestra inyectado: 1
pl. En la Tabla 10 se proporciona un programa de temperaturas.

Tabla 10: programa de temperaturas para el andlisis de las mezclas de reaccion.

Tergoﬁﬁﬁ;lg?og]e 2 Tiempo de retencion [min.] Gradiente [C/min] Tiemp o de operacion
90 0 0 0
115 1,8 30 2,63
160 2 2 27,13
230 1 50 29,53

Se detect6 produccion de DHB en la reaccion A (presencia de todos los enzimas) pero no en las reacciones de
control By C (figura 5).

Ejemplo 9: optimizacion de la secuencia codificante de la semialdehido succinico reductasa de M. sedula
para su expresion en E. coli.

Se optimizé la secuencia codificante de la semialdehido succinico reductasa de M. sedula que incluia las
mutaciones H39R y N43H para la expresién maxima en E. coli utilizando el software GeneOptimizer®. El gen
sintético fue producido por GeneArt® Gene Synthesis (Invitrogen Life Technologie). Se introdujeron los sitios de
restriccion Nhel y EcoRI cadena arriba del coddn de inicio y cadena abajo del codén de parada, respectivamente,
permitiendo la clonacién directa en pET28a+ (Novagen).

Se aislé el plasmido pSSR-H39RN43H-opt resultante y se demostré mediante secuenciacion del ADN que
contenia el gen SSR H39R N43H de longitud completa de M. sedula que presentaba la secuencia correcta (SEC
ID n° 228).

Ejemplo 10: construccién de un plasmido que facilita la expresion simultanea de la malato cinasa
(mutante del gen lysC de E. coli), la malato semialdehido deshidrogenasa (mutante d el gen asd de E. coli)
y la DHB deshidrogenasa (mutante del gen de la semi aldehido succinico reductasa de M. sedula)
utilizando E. coli como organismo hospedador.

Se utilizé el plasmido pLYSC-E119G E250K (SEC ID n° 38) como esqueleto para la construccion del operén. Se
obtuvo un fragmento de ADN que contenia el sitio de unién ribosémica (rbs) de pET28 (Novagen) y se obtuvo la
region codificante de ASD-E241Q mediante PCR (polimerasa de alta fidelidad Phusion™ (Finnzymes)) utilizando
pASD-E241Q (SEC ID n°® 55 como molde, ¥ los cebadores directo e inverso
TATAAG GATCCGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATG GG (SEC ID n° 83) y

*TATAAGAATTCTTACGCCAGTTGACGAAG® (SEC ID n° 84) que introdujeron un sitio de restriccion BamHI y
uno EcoRI cadena arriba de rbs y cadena abajo del codén de parada, respectivamente. Se digirieron los
productos de PCR con BamHI y EcoRl, se ligaron en los sitios correspondientes del vector pLYSC-E119G E250K
utilizando la ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se transformaron en células de E. coli DH5a. El plasmido pLYSC-
E119G-E250K_ASD-E241Q resultante se aislé y demostré mediante secuenciacion de ADN que contenia la
secuencia correcta.

Se obtuvo un fragmento de ADN que contenia el sitio de union ribosémica (rbs) de pET28 y se obtuvo la regién
codificante de Ms-SSR-H39RN43H-opt de codones optimizados mediante PCR utilizando pSSR- H39RN43H -opt
como molde y los cebadores directo e inverso TATAAGCGGCCGCGTTTAACTTTAAGAAGGAGATAT (SEC
ID n°85)y *TATAAACTCGAGCTTACGGAATAATCAGG? (SEC ID n° 86) que introdujeron un sitio de restriccion
Notl y uno PspXI cadena arriba de rbs y cadena abajo del codén de parada, respectivamente. Se digirieron los
productos de PCR con Notl y PspXl, se ligaron en los sitios correspondientes del vector pLYSC- E119G-
E250K_ASD-E241Q utilizando la ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se transformaron en células de E. coli DH5a. Se
aislé el plasmido pET28-DHB resultante (SEC ID n° 229) y se demostré mediante secuenciacion de ADN que
contenia la secuencia correcta.

La region promotora cadena arriba 5’ que regula simultdneamente la expresion de los tres genes (es decir, el
promotor de T7 en pET28-DHB) puede sustituirse por cualquier otro promotor, inducible o constitutivo, mediante
la digestion con pET28-DHB con Sphl y Xbal, y clonando otra regidon promotora son sitios de restriccion
adecuados. A titulo de ejemplo de la utilizacion de un promotor inducible, se sustituy6é el promotor de T7 del
esqueleto pET28-DHB por el promotor tac, las caracteristicas del cual permiten la expresion de las proteinas en
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presencia de glucosa (de Boer et al., 1983). Se obtuvo el promotor tac a partir del plasmido pEXT20 (Dykxhoorn
et al., 1996) mediante la digestion del plasmido con Sphl y Xbal. Se purificé el fragmento de ADN que contenia el
promotor y se cloné en el plasmido pET28-DHB digerido con Sphl/Xbal. Se aisl6 el plasmido pTAC-DHB
resultante y se demostré mediante secuenciacion de ADN que contenia la secuencia correcta.

Tabla 11: Lista de plasmidos construidos en el presente estudio

Plasmido Regulacién Caracteristicas
pET28-DHB T7 lysC-E119G-E250K, asd-E241Q, Ms_SSR-H39R-N43H de codones optimizados
pTAC-DHB tac lysC-E119G-E250K, asd-E241Q, Ms_SSR-H39R-N43H de codones optimizados

Ejemplo 11: construcciéon de cepas de  E. coli para optimizar la redistribucién del flujo de carb ono y el
suministro de cofactor NADPH para la produccion ferm entativa de DHB

Se interrumpieron (“disrupted”) varios genes en E. coli cepa MG1655 con el fin de optimizar la redistribucion del
flujo de carbono y el suministro de cofactor para la produccion de DHB. Se llevaron a cabo eliminaciones génicas
utilizando el procedimiento de recombinasa red de fago lambda segun Datsenko et al. (Datsenko y Wanner,
2000).

Se prepararon casetes de eliminacion mediante PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad Phusion™
(Finnzymes) y el gen de resistencia a canamicina (kan) flanqueado por FRT del plasmido pKD4 a modo de molde
(Datsenko y Wanner, 2000). Los cebadores de sentido contenian secuencias correspondientes al extremo 5’ de
cada gen diana (subrayado) seguido de 20 pb correspondientes al casete FRT-kan-FRT de pKD4. Los cebadores
antisentido contenian secuencias correspondientes a la regién de extremo 3’ de cada gen diana (subrayado)
seguido de 20 pb correspondientes al casete. Se indican los cebadores en la Tabla 12. Se digirieron los
productos de PCR con Dpnl y se purificaron antes de la transformacion.

La cepa E. coli MG1655 se convirti6 en electrocompetentes mediante el cultivo de las células hasta una DOgoo de
0,6 en medio liquido LB a 37°C, concentrando las células 100 veces y lavandolas dos veces con glicerol al 10%
helado. Las células se transformaron con el plasmido pKD46 (Datsenko y Wanner, 2000) mediante
electroporacion (2,5 kV, 200 Q, 25 pF, en cubetas de 2 mm). Se seleccionaron los transformantes a 30°C sobre
medio sélido LB con ampicilina (100 pg/ml).

Los casetes de interrupcion se transformaron en cepas de E. coli electrocompetentes que alojaban el plasmido
pKD46 expresante de recombinasa Red de fago lambda. Se cultivaron las células a 30°C en medio SOB liquido
gue contenia ampicilina (100 pg/ml). Se indujo el sistema recombinasa red de lambda mediante la adicién de
arabinosa 10 mM al alcanzar la DOgoo de los cultivos un valor de 0,1. Las células se cultivaron adicionalmente
hasta una DOgoo de 0,6 antes de recolectarlas mediante centrifugacion, se lavaron dos veces con glicerol al 10%
helado y se transformaron con el casete de interrupcién mediante electroporacion. Tras una expresion fenotipica
durante la noche a 30°C en medio LB liquido, las células se sembraron en placa sobre medio LB sélido que
contenia 25 pg/ml de canamicina. Se seleccionaron los transformantes tras el cultivo a 30°C.

Se verifico la sustitucién génica mediante PCR de las colonias utilizando polimerasa Crimson Taq (NEB). Se
llevé a cabo una primera reaccion con los cebadores especificos de locus flanqueantes (ver las tablas 13) con el
fin de verificar la pérdida simultanea del fragmento parental y la ganancia del nuevo fragmento especifico de
mutante. Se llevaron a cabo dos reacciones adicionales mediante la utilizacion de los cebadores préximos
especificos de locus con el cebador de ensayo comun respectivo klrev o k2for (ver la Tabla 13) dentro del
casete de resistencia a canamicina FRT (cebador de locus de sentido/k1 rev y k2for/cebador de locus inverso).

A continuacién se extrajo el gen de resistencia (FRT-kan-FRT) del cromosoma utilizando el plasmido que alojaba
la recombinasa FLP, pCP20 (Cherepanov y Wackernagel, 1995) dejando una regién scar que contenia un sitio
FRT. pCP20 es un plasmido ampicilina y CmR que muestra la replicacion sensible a la temperatura y la
induccion térmica de la sintesis de la recombinasa FLP. Se transformaron mutantes resistentes a canamicina con
pCP20 y los transformantes resistentes a la ampicilina se seleccionaron a 30°C. A continuacidn, se cultivaron los
transformantes sobre medio LB sélido a 37°C y se sometieron a ensayo para la pérdida de todas las resistencias
a antibidticos. La extraccion del casete FRT-canamicina se analiz6 mediante PCR de colonias utilizando la
polimerasa Crimson taq y los cebadores especificos de locus flanqueantes (Tabla 13). Se obtuvieron mdltiples
eliminaciones mediante la repeticion de las etapas anteriormente indicadas.

Se convirtieron las cepas portadoras de wuna eliminacién individual o eliminaciones mudltiples en
electrocompetentes tal como se ha indicado anteriormente, se transformaron con el plasmido pTAC-DHB, que
permite la expresion inducible por IPTG de los enzimas de la ruta del DHB (ver el Ejemplo 10) y se seleccionaron
sobre medio LB soélido que contenia 50 pg/ml de canamicina.

Se construy6 el plasmido pACT3-pck que alojaba el gen pck codificante de la PEP carboxiquinasa de E. coli
mediante la amplificacién de la secuencia codificante pck utilizando el ADN gendémico de E. coli MG1655 como
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molde y los cebadores directo e inverso, respectivamente,
*TATAATCCCGGGATGCGCGTTAACAATGGTTTGACC® (SEC ID ne 100) y
*TATAATTCTAGATTACAGTTTCGGACCAGCCG® (SEC ID n° 101). Se digirié el fragmento de ADN con Xmal y
Xbal, se ligd en los sitios correspondientes del vector de expresion pACT3 (Dykxhoorn et al., 1996) utilizando la
ADN ligasa de T4 (Biolabs) y se transformé en células de E. coli DH5a. Se seleccionaron los transformantes
sobre medio LB sdlido que contenia cloranfenicol (25 pug/ml). Se aislé el plasmido resultante y se verifico la
insercion correcta del gen pck mediante secuenciacion. Se construyeron analogamente los plasmidos pACT3-
aceA, pACT3-ppc, pACT3-galP, pACT3-pykA y pACT3-pyc que alojaban, respectivamente, aceA, ppc, galP, o
pykA (todos de E. coli) o pycA de Lactococcus lactis, utilizando los cebadores listados en la Tabla 14.

Los plasmidos derivados de pACT3 anteriormente indicados y el plasmido pTAC-DHB se transformaron en E. coli
MG1655 mutantes que portaban combinaciones de las eliminaciones presentadas en la tabla 12. Se
seleccionaron los transformantes que contenian ambos plasmidos sobre medio LB soélido que contenia
cloranfenicol (25 pg/ml) y canamicina (50 pg/ml). En la tabla 15 se listan ejemplos de las cepas construidas.

Tabla 12: cebadores utilizados para las disrupciones génicas. Las secuencias homologas de los genes diana se
encuentran subrayados.

Gen Cebador Secuencia
Gaaggttgcgcctacactaagcatagttgttgatgagtgtaggctggagcetgcttc
IdhA A_ldhA_for (SEC ID n° 102)
A 1dhA rev Ttaaaccagttcgttcgggcaggtttcgcctttttcatgggaattagccatggtce
- - (SEC ID n° 103)
adhE A_adhE_for Atggctgttactaatgtcgctgaacttaacgcactcgtagagegtgtgtaggcetggagcetgcetic (SEC ID n° 104)
A_adhE_rev Ttaagcqggattttttcgctttttictcagctttagccggaggagcecatatgaatatcctecttag (SEC 1D n° 105)
ackA A_ackA_for atgtcgagtaagttagtactggttctgaactgcggtagttcttcagtgtaggctggagcetgcttc (SEC 1D n° 106)
A_ackA_rev tcaggcagtcaggcggctcgcegtcettgcgcgataaccagttcttccatatgaatatcctecttag (SEC 1D n° 107)
fg?lg\' sﬁéocfﬁr- ttactccgtatttgcataaaaaccatgcgagttacgggcectataagtgtaggcetggagctgcttc (SEC ID n° 108)
sﬂ—éocrg_/ atagattgagtgaaggtacgagtaataacgtcctgctgctgttctcatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 109)
pta A ptg for gtgtcccgtattattatgctgatccctaccggaaccagcegteggtgtgtaggetggagetgettc (SEC ID n° 110)
A_pta_rev ttactgctgctgtgcagactgaatcgcagtcagcgcgatggtgtacatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 111)
o
poxB A_poxB_for atqaaacaaacqqttqcaqcttatathccaaaaciitgfaathqtgtaggctggagctgcttc (SECIDn
ttaccttagccacttttgttttcgccagttcgatcacttcatcacccatatgaatatcctccttag
A_poxB_rev (SEC ID n° 113)
sad A_sad_for atgaccattactccggcaactcatgcaatttcgataaatcctgecgtgtaggcetggagcetgettc (SEC ID n° 114)
A_sad_rev tcagatccggtctticcacaccgtctggatattacagaattcgtgcatatgaatatcctecttag (SEC 1D n° 115)
gabD A_gabD_for atgaaacttaacgacagtaacttattccgccagcaggegttgattgtgtaggctggagetgctic (SEC 1D n° 116)
A_gabD_rev ttaaagaccgatgcacatatatttgatttctaagtaatcttcgatcatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 117)
gadA A_gadA for atggaccagaagctgttaacggatttccgctcagaactactcgatgtgtaggctggagctgettc (SEC ID n° 118)
A_gadA_rev tcaggtgtgtttaaagctgttctgctgggcaataccctgcagtitcatatgaatatcctecttag (SEC 1D n° 119)
o
gadB A_gadB_for atqqataanaaqcaaqtaacqqatttaaqqthqazazc(t)z;lcthatqtgtaggctggagctgcttc (SECIDn
A_gadB_rev tcaggtatgtttaaagctgttctgttgggcaataccctgcagtticatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 121)
alggctacatcagtacagacaggtaaagctaagcagcrcacata °
gadC A_gadC_for atggctacatcagtacagacaggtaaagctaa (:a1 2c;c):a(:attagtgtaggctggagctgcttc (SECIDn
A gadC rev ttagtgtttcttgtcattcatcacaatatagtgtggtgaacgtgccatatgaatatcctccttag
—gadt_ (SEC ID n° 123)
sfcA A_sfcA_for atggaaccaaaaacaaaaaaacagcgttcgctttatatcccttacgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 124)
A_sfcA _rev ttagatggaggtacggcggtagtcgcggtattcggcettgccagaacatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 125)
maeB A_maeB_for atggatgaccagttaaaacaaagtgcacttgatttccatgaatttgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 126)
A_maeB_rev ttacagcqggttggatttgcgcttctaccacggccagcegecaccatcatatgaatatcctecttag (SEC 1D n® 127)
ppc A_ppc_for atgaacgaacaatattccgceattgcgtagtaatgtcagtatgctcgtgtaggctggagcetgcettc (SEC ID n° 128)
A_ppc_rev ttagccggtattacgcatacctgccgcaatcccggcaatagtgaccatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 129)
o
pykA A_pykA_for atqtccaqaaqqctthcaqaacaaaaathttaciaggt;ttaqchtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n
A_pykA_rev ttactctaccgttaaaatacgcgtggtattagtagaacccacggtcatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 131)
oykE | A pykE_for atgaaaaagaccaaaattgtttgcaccatcggaccgaaaaccgaagtgtaggetggagetgett
Y Y- ¢ (SEC ID No0.132)
A_pykF_rev ttacaggacgtgaacagatgcggtgttagtagtgccgctcggtaccatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 133)
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mgsA A_mgsA_for atggaactgacgactcgcactttacctgcgcggaaacatattgecggtgtaggctggagetgcettc (SEC ID n° 134)
A_mgsA_rev ttacttcagacggtccgcgagataacgctgataatcgggatcagcatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 135)
IR A icR for atggtcgcacccattcccgegaaacgeggcagaaaaccegecgattgtgtaggetggagetgett
== ¢ (SEC ID No.136)
A _icIlR_rev tcagcgcattccaccgtacgccagegtcacttccttcgecgctttcatatgaatatcctecttag (SEC 1D No.137)
: . atggaaagtaaagtagtigticcagcacaaggcaagaagatcaccgtgtaggetggagetgett
icd A_icd_for
¢ (SEC ID No.138)
A _icd_rev ttacatgttttcgatgatcgcgtcaccaaactctgaacatttcagcatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 139)
SUcCA A_sucA_for atgcagaacagcqctttgaaagcctggttggactcttcttacctcgtgtaggcetggagetgcttc (SEC ID n° 140)
A SUCA rev ttattcgacgttcagcgcgtcattaaccagatctigttgctgtttnatatgaatatcctecttag
- - (SEC ID n° 141)
sucB A_sucB_for atgagtagcgtagatattctggtccctgacctgectgaatccgtagtgtaggetggagcetgcettc (SEC ID n® 142)
A_sucB_rev ctacacgtccagcagcagacgcgtcggatctticcagcaactctttcatatgaatatcctcecttag (SEC ID n® 143)
frdA A_frdA_for gtgcaaacctttcaagccgatcttgccattgtaggcgccggtggcegtgtaggcetggagcetgettc (SEC 1D n° 144)
A frdA rev tcagccattcgcecttctecttcttattggcetgcttccgecttatccatatgaatatcctecttag
- = (SEC ID n° 145)
o
frdB A_frdB_for atqqctqaqatqaaaaacctqaaaattaaqqtqqtqlzté():tataacqtgtaggctggagctgcttc (SECIDn
A_frdB_rev ttagcgtggtttcagggtcgcgataagaaagtctttcgaactttccatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 147)
o
frdc A_frdC._for atqacqactaaacqtaaaccqtatqtacqqccaatcii%c;tccaccqtgtaggctggagctgcttc (SECIDn
ttaccagtacagggcaacaaacaggattacgatggtggcaaccaccatatgaatatcctccttag (SEC ID n®
A_frdC_rev 149)
frdD A_frdD_for atgattaatccaaatccaaagcgttctgacgaaccggtattctgggtgtaggctggagctgcttc (SEC 1D n° 150)
A_frdD_rev ttagattgtaacgacaccaatcagcgtgacaactgtcaggatagccatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 151)
ptsG A_ptsG_for atgtttaagaatgcatttgctaacctgcaaaaggtcggtaaatcggtgtaggctggagcetgcettc (SEC ID n° 152)
A ptsG rev ttagtggttacggatgtactcatccatctcggttttcaggttatccatatgaatatcctecttag
_PISL_| (SEC ID n° 153)
ptsl A_ptsl_for atgatttcaggcattttagcatccccgggtatcgcetttcggtaaagtgtaggcetggagctgcttc (SEC ID n° 154)
A _ptsl_rev ttagcagattgttttttcttcaatgaacttgttaaccagcgtcatcatatgaatatcctccttag

(SEC ID n° 155)

Tabla 13: parejas de cebadores utilizados para la verificacion de las disrupciones génicas.

Gen eliminado

Secuencia (5' - 3"

K2 for / k1 rev
IdhA
adhE
ackA
facA_pflB
pta
poxB
sad
gabD
gadA
gadB
gadC
sfcA
maeB
ppc
pykA
pykF
iclR
mgsA
icd
SUcA
sucB
frdA
frdB

frdC
frdD

Cebador directo

cggtgccctgaatgaactge (SEC ID n° 156)
atacgtgtcccgagceggtag (SEC ID n° 158)
gaagtaaacgggaaaatcaa (SEC ID n° 160)
ccattggctgaaaattacgc (SEC ID n° 162)
atgccgtagaagccgccagt (SEC ID n° 164)
gcaaatctggtttcatcaac (SEC ID n° 166)
ggatttggttctcgcataat (SEC ID n° 168)
gctgattctcgcgaataaac (SEC ID n° 170)
tetgtttgtcaccaccccge (SEC ID n° 172)
aagagctgccgcaggaggat (SEC ID n°® 174)
ggattttagcaatattcgct (SEC ID n°® 176)
gctgaactgttgctggaaga (SEC ID n° 178)
tagtaaataacccaaccggc (SEC ID n° 180)
attaatggtgagagtttgga (SEC ID n° 182)
gctttataaaagacgacgaa (SEC ID n° 184)
tttatatgcccatggtttct (SEC ID n° 186)
ctggaacgttaaatctttga (SEC ID n° 188)
gatttgttcaacattaactcatcgg (SEC ID n° 190)
tctcaggtgctcacagaaca (SEC ID n° 192)
cgacctgctgcataaacacc (SEC ID n° 194)
acgtagacaagagctcgcaa (SEC ID n° 196)
tgcaactttgtgctgagcaa (SEC ID n° 198)
aaatcgatctcgtcaaatttcagac (SEC ID n° 200)
gacgtgaagattactacgct (SEC ID n° 202)
tagccgecgaccacggtaagaaggag (SEC
204)

atcgtgatcattaacctgat (SEC ID n° 206)

ID n°

20

Cebador inverso

cagtcatagccgaatagcct (SEC ID n° 157)
tacacatcccgccatcagca (SEC ID n° 159)
agaagtggcataagaaaacg (SEC ID n® 161)
gttccattgcacggatcacg (SEC ID n° 163)
tgttggtgcgcagctcgaag (SEC ID n° 165)
tccettgcacaaaacaaagt (SEC ID n° 167)
agcattaacggtagggtcgt (SEC ID n° 169)
aaaaacgttcttgcgcegtct (SEC ID n° 171)
aagccagcacctggaagcag (SEC ID n° 173)
gccgcecctcttaagtcaaat (SEC ID n° 175)
cctaatagcaggaagaagac (SEC ID n° 177)
ggcgtgcttttacaactaca (SEC ID n° 179)
tcagtgagcgcagtgtttta (SEC ID n°® 181)
tgcttttttttattattcgc (SEC ID n° 183)
gtaacgacaattccttaagg (SEC ID n° 185)
atctgttagaggcggatgat (SEC ID n° 187)
ccagtttagtagctttcatt (SEC ID n° 189)
tgcgattaacagacaccctt (SEC ID n°® 191)
tatggaagaggcgctactgc (SEC ID n° 193)
tgaacgctaaggtgattgca (SEC ID n° 195)
catcacgtacgactgcgtcg (SEC ID n°® 197)
tatcgcttccgggcattgtc (SEC ID n°© 199)
aggaaccacaaatcgccata (SEC ID n° 201)
agttcaatgctgaaccacac (SEC ID n° 203)

cagcgcatcacccggaaaca (SEC ID n° 205)
ttaccctgataaattaccgce (SEC ID n° 207)




10

15

20

25

ES 2631554713

ptsG ccatccgttgaatgagtttt (SEC ID n° 208) tggtgttaactggcaaaatc (SEC ID n° 209)
ptsl gtgacttccaacggcaaaag (SEC ID n° 210) ccgttggtttgatagcaata (SEC ID n° 211)

Tabla 14: cebadores utilizados para la sobreexpresiéon de genes Los sitios de restriccion utilizados para la
clonacién en pACT3 se encuentran subrayados.

Gen | Cebador | Conector | Secuencia

Ec_pck Ec_pck_clon_for Xmal tataatcccgggatgcgcgttaacaatggtttgacc (SEC ID n° 212)
Ec_pck_clon_rev Xbal tataattctagattacagtttcggaccagccg (SEC ID n° 213)

Ec_ppc Ec_ppc_clon_for Xmal tataatcccgggatgaacgaacaatattcc (SEC ID n° 214)
Ec_ppc_clon_rev Xbal tataattctagattagccggtattacgcat

Ec_pykA Ec_pykA_clon_for Xmal tataatcccgggatgtccagaaggcttcgcagaaca (SEC ID n° 216)
Ec_pykA_clon_rev Xbal tataattctagattactctaccgttaaaatac (SEC ID n° 217)

Ec_aceA Ec_aceA_clon_for Xmal tataatcccgggatgaaaacccgtacacaacaaatt (SEC ID n° 218)
Ec_aceA_clon_rev Xbal tataattctagattagaactgcgattcttcag (SEC ID n°© 219)

LI_pycA LI_pycA clon_for Xmal tataatcccgggatgaaaaaactactcgtcgecaat (SEC No.220)
LI_pycA clon_rev Xbal tataattctagattaattaatttcgattaaca (SEC ID n° 221)

Ec_galP Ec_galP_clon_for Xmal tataatcccgggatgcectgacgctaaaaaacaggggceggt (SEC ID n° 222)
Ec_galP_clon_rev Xbal tataattctagattaatcgtgagcgcctatttc (SEC ID n° 223)

Tabla 15: ejemplos de cepas construidas para la produccion de DHB

Cepa Genotipo relevante

MG1655 Tipo salvaje

ECE1 pTAC-DHB

ECES AldhA AadhE Apta-ack pTAC-DHB

ECE6 AldhA AadhE Apta-ack pTAC-DHB pACT3-pck

ECE7 AldhA AadhE Apta-ack pTAC-DHB pACT3-ppc

ECES8 AldhA AadhE Apta-ack pTAC-DHB pACT3-pyc

ECE10 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB pTAC-DHB

ECE11 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB pTAC-DHB pACT3-pck

ECE12 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB pTAC-DHB pACT3-ppc

ECE13 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB pTAC-DHB pACT3-pyc

ECE16 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA pTAC-DHB pACT3-pck

ECE17 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA pTAC-DHB pACT3-ppc

ECE18 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA pTAC-DHB pACT3-pyc

ECE21 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA AfrdBC pTAC-DHB pACT3-pck
ECE22 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA AfrdBC pTAC-DHB pACT3-ppc
ECE23 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA AfrdBC pTAC-DHB pACT3-pyc
ECE30 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA AfrdBC AptsG pTAC-DHB pACT3-pck
ECE31 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA AfrdBC AptsG pTAC-DHB pACT3-ppc
ECE32 AldhA AadhE Apta-ack ApoxB Amael AsfcA AfrdBC AptsG pTAC-DHB pACT3-pyc

Ejemplo 12: produccion de acido 2,4-dihidroxibutiric o mediante fermentacién de la glucosa

Cepas y condiciones de cultivo: se llevaron a cabo experimentos con la cepa E. coli ECE1 coexpresante de
malato cinasa, malato semialdehido deshidrogenasa y DHB deshidrogenasa a partir del plasmido pTAC-DHB
(ver el Ejemplo 11) y una cepa de control isogénica que contenia Unicamente el plasmido vacio (es decir, el
esqueleto de pTAC sin las secuencias codificantes de los enzimas anteriormente indicados). 1 litro de medio de
cultivo contenia 20 g de glucosa, 18 g de Na;HPO, * 12 H,0,3 g de KH,PO4, 0,5 g NaCl, 2 g de NH4ClI, 0,5 g de
MgSO,4 * 7 H20, 0,015 g de CaCl; * 2 H,0, 1 ml de 0,06 moles/l de solucion madre de FeCl; preparada en
soluciéon de HCI concentrado diluido 100 veces, 2 ml de solucién madre de HCI de tiamina 10 mM, 20 g de
MOPS, 50 ug de sulfato de canamicina y 1 ml de solucién de elementos traza (que contenian por cada litro: 0,04
g de Na;EDTA * 2H,0, 0,18 g de CoCl, * 6 H,0, ZnSO4 * 7 H,0, 0,04 g de NazMoO, * 2 H,0, 0,01 g de H3BOs3,
0,12 g de MnSO4 * H,0, 0,12 g de CuCl, * H,0). El pH se ajusto a 7 y el medio se filtré a esterilidad. Todos los
cultivos se llevaron a cabo a 37°C en un agitador giratorio Infors operando a 170 rpm. Los cultivos de durante la
noche (3 ml de medio en probeta) se inocularon a partir de cultivos en reserva en glicerol y se utilizaron para
ajustar la DOsgqp inicial a 0,05 en cultivos de 100 ml cultivados en matraces de agitacion de 500 ml. Se afiadio
IPTG a una concentracion de 1 mmol/l al alcanzar la DOggo en los cultivos un valor de 0,2.

Estimacidén de la concentracion de DHB mediante andlisis de CL-EM/EM:

Se separd el medio de cultivo de las células mediante centrifugacion (Beckmann-Coulter Allegra 21R, Rotor
Beckmann S4180, 10 min., 4.800 rpm). El sobrenadante clarificado se almacend a -20°C hasta los analisis
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posteriores. Se cuantifico el contenido de DHB utilizando una HPLC (Waters) dotada de una columna ACQUITY
UPLC BEH (C18, 1,7 um, 100x2,1 mm, Waters) acoplada a un detector sensible a la masa (TQ, Waters, modo
IEP, voltaje capilar: 2,5 kV, voltaje del cono: 25 V, voltaje del extractor: 3V, temperatura de la fuente: 150°C,
temperatura de solvatacion: 450°C, flujo de gas del cono: 50 I/h, flujo de gas de solvatacién: 750 L/h). Se
mantuvo la temperatura de la columna a 30°C. La fase movil era una mezcla de 88% de una solucion al 0,08%
de hidroxido de tetra-n-butil-amonio y acetonitrilo al 12%. Se fij6 el caudal a 0,4 ml/min. El volumen de inyeccién
de las muestras era de 5 pl.

Resultados:

Se estimé el contenido de DHB del medio de cultivo de la cepa E. coli ECE1 y de la cepa de control alas 8 y a
las 24 h tras inducir la expresibn de malato cinasa, aspartato semialdehido deshidrogenasa y DHB
deshidrogenasa mediante la adicion de IPTG. Tal como puede observarse en la Tabla 16, la cepa ECE1, que
expresaba los enzimas de la ruta de DHB, produjo cantidades significativamente mas elevadas de DBH que la
cepa de control, demostrando la posibilidad de la produccién zimoética de DHB mediante la ruta metabdlica
mostrada en la figura 1 (i).

Tabla 16: concentracion de DHB en el medio de cultivo de E. coli ECE1 y de la cepa de control.

. Concentracion de DHB [mg/l]
Tiempo [h] ECE1 Control
8 0,80 0
24 2,53 0,24
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<400> 2

cttccagggg atccagtatt tactcaaac

<210>3
<211> 1350
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 3
atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggeggegce
atgtcgaccce
gatgtacgta
gcgctggcegg

acccagggat

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
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Gly

Gly

Ser

215

Pro

Glu

Thr

ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

Ser

375

Leu

Phe

ES 2631554713

Phe
Leu
Phe
Arg
Arg
Ala
Leu
Lys
Pro
Thr
val
Thr
Ser
360
Ala

Ile

Gly

Gly

Gln

Ile

185

Ser

val

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Phe

Ser

345

Thr

Leu

Gly

val

Arg

Leu

170

Gly

Asp

Asp

val

Glu

250

Pro

Pro

Leu

His

Gly

Glu

Gly

Cys

Asn

Leu
410

26

Leu

Ser

Tyr

Ile

Ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

ser

315

Ile

val

Asp

Arg

395

Glu

Glu

Pro

Glu

Thr

Ala

val

Ala

Leu

Ser

Thr

val

380

Leu

Pro

Pro

Arg

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

Asn

Ala

val

Leu

365

Glu

ser

Phe

AsSp

Leu

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

Ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

val

Lys

Asn

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

His

335

Leu

Thr

Glu

Ala

Ile
415

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ile

Leu

Leu

His

320

Asn

Thr

Gln

Glu



10

15

20

25

30

ES 2631554713

Met Ile Cys Tyr Gly Ala Ser Ser His Asn Leu Cys Phe Leu val Pro
420 430

425

Gly Glu Asp Ala Glu GIn val val Gln Lys Leu His Ser Asn Leu Phe
435 440

Glu

<210>5
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion

<400> 5

tataatgcta gcatgccaat ggatttccaa cc 32

<210>6
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion

<400> 6

tataatgaat tcttaaattc caagtctttt caattgttc

<210>7
<211> 1584
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 7
atgccaatgg
ggtacatctg
aaacctgacg
aaggctgaag
gaatttcaag
attctcaatc
gtcaagaaat
ctggtgatgt
cgtggctgta
agcgctttgg
ccctttgtaa

ccaactggtc

atttccaacc
tcggtaaatt
gcccaaacaa
gtaccacttc
acattatcga
ctgccttgeca
atttaaatgc
catgtggtga
aggccaaata
ataacagttt
gtgctaaaga
ttctgaatgg

tacatcaagt
tcccgtccaa
taatgtcgct
tcgtcttttg
agttatcaga
agccaagtta
ttcaaaagtt
gaagttgagt
tgtggatttg
ctacactttc
gcgtatcgtt
tgttggtcgt

39

cattcgaact
atagtggatg
gtcgtttgtt
aaatgttgtg
caagaccata
gtggatgata
ttgggtgaag
tgtttgttca
agccacattg
ctggttcaag
ccagtcttta

ggctataccg

27

445

gggtcgtgca
acattgtgaa
ccgcecegttce
atttggcttc
tcgataatgc
ccaataaaga
tgagttcacg
tgactgcttt
ttccctctga
cattgaaaga
cagggttttt

atttatgtgc

aaagttcggt
gcactattct
ttcatacacc
gcaagaatct
cgaccgcttc
acttgaactg
tacagtagat
atgtaatgac
tttcagtgcc
aaaattggcc
tggtttagtt

cgctttgata

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



10

gcagttgctg
gctgatcctc
tctgaattaa
agggctaaga
atctacccag
ttatcctcat
gacattttcg
caaatattta
gttcatgttt
gctgaggaaa
tcattagttg
cttgctgaag
tcctgegtta
ctaagtgagc
caattgaaaa

<210>8
<211> 527
<212> PRT

taaatgctga
gtaaggttcc
catattatgg
ttcctattag
ataatgtagc
ctttctatga
tcatcaacat
ccatcctgga
cgatggcttt
aattgagaat
gtaaacatat
aaggcatcaa
tcaatgaatc
ggacaaatac

gacttggaat

tgaactacaa
tgaagcacgt
ttccgaagtt
aatcaagaat
aaagaagggt
aaagagaaag
tcattccaat
taagtacaag
gcccattcca
tttaggttct
gaaacaatac
cattgaaatg
tgactccata
ttcaaaccaa

ttaa

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 8

Met Pro Met Asp

1

Gln Lys

Asp

Asp

Ala
50

val

Thr Thr

65

Glu Phe

Ala

Asp

Asp Thr

Phe

Ile

35

val

Ser

Gln

Arg

Asn

Gly
20

Gly
val Lys
val Cys
Leu

Arg

Ile
85

Asp

Phe Ile

100

Lys Glu

115

GIn Pro

Thr

Ser

His Tyr

Thr

val

ser

ES 2631554713

gtttggaagg
ttgctagaca
atacatcctt
gttcaaaatc
gaatctactc
agaggtgcca
aagaaaaccc
ttagtcgtag
gatgcagact
gttgatatca
atcggcattg
atttctcaag
aaagcgctac

tttgaacatg

ser
10

Ser

Gly
25

Lys

Lys Pro

40

Ala
55

ser

Leu
70

Lys
ITle Glu
Leu

Asn

Leu Glu

Arg

Cys

val

Pro

Leu

Ser Ser

Cys Asp

Ile Arg

90

Ala
105

Leu

val Lys

120

28

aagttgatgg
gtgttactcc
ttacgatgga
cattaggtaa
caccacatcc
ctgctatcac
tatcccatgg
atttaatatc
cattaaaatc
caaagaagtt
ctggtaccat
gggcaaatga
aatgtattca

ccattgatga

His Ser

Phe Pro
Asp Gly

Thr
60

TYyr

Leu Ala

75

Gln Asp

Ala

Gln

Lys Tyr

Asn

val

Pro

45

Lys

Ser

His

Lys

Leu

tatatttact
agaagaagct
acaagttatt
cggtaccatt
tcctgagaac
caccaaaaat
tttcctagct
tacttctgaa
tctgagacaa
gtctattgtt
gtttactact
aataaacata
tgccaagtta

acgtttagaa

val
15

Trp

Gln Ile

30

Asn Asn

Ala Glu

GIn Glu

Ile Asp

95

Leu val

110

Asn Ala

125

val

val

Asn

Gly

Ser

80

Asn

Asp

Ser

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1584



Lys

Cys

145

Arg

Asp

Gln

Ile

Leu

225

Ala

Gly

Asp

Glu

Pro

305

Ile

Pro

Ala

Ser

Ile
385

val

130

Gly

Gly

Phe

Ala

val

210

Asn

val

Ile

Ser

val

290

Ile

Tyr

Pro

Thr

Asn

370

Leu

Leu

Glu

Cys

Ser

Leu

195

Pro

Gly

Ala

Phe

val

275

Ile

Arg

Pro

Glu

Lys

Asp

Gly

Lys

Lys

Ala

180

Lys

val

val

val

Thr

260

Thr

His

Ile

Asp

Asn

340

Ile

Lys

Lys

Glu

Leu

Ala

165

Ser

Glu

Phe

Gly

Asn

245

Ala

Pro

Pro

Lys

Asn

325

Leu

Thr

Thr

Tyr

val
Ser
150
Lys
Ala
Lys
Thr
Arg
2

Ala
Asp
Glu
Phe
Asn
310
val
Ser
Thr

Leu

Lys

Ser

135

Cys

Tyr

Leu

Leu

Asp

Pro

Glu

Thr

295

val

Ala

Ser

Lys

Ser

375

Leu

ES 2631554713

Ser

Leu

val

Asp

Ala

200

Phe

Tyr

Glu

Arg

Ala

280

Met

GIn

Lys

Ser

Asn

360

His

val

Arg

Phe

Asp

Asn

185

Pro

Phe

Thr

Leu

Glu

Asn

Lys

Phe

345

Asp

Gly

val

Thr

Met

Leu

170

Ser

Phe

Gly

Asp

Gln

250

val

Glu

Gln

Pro

Tyr

Ile

Phe

Asp

29

val

Thr

155

ser

Phe

val

Leu

Leu

235

val

Pro

Leu

val

Leu

315

Glu

Glu

Phe

Leu

Leu
395

Asp

140

Ala

His

Tyr

Ser

val

220

cys

Trp

Glu

Thr

Ile

300

Gly

Ser

Lys

val

Ala

380

Ile

Leu

Leu

Ile

Thr

Ala

205

Pro

Ala

Lys

Ala

Tyr

285

Arg

Asn

Thr

Arg

Ile

365

Gln

Ser

val

cys

val

Phe

190

Lys

Thr

Ala

Glu

Arg

Tyr

Ala

Gly

Pro

Lys

350

Asn

Thr

Met

Asn

Pro

175

Leu

Glu

Gly

Leu

val

255

Leu

Gly

Lys

Thr

Pro

335

Arg

Ile

Phe

Ser

Ser

Asp

160

Ser

val

Arg

Leu

Ile

240

Asp

Leu

Ser

Ile

Ile

320

His

Gly

His

Thr

Glu
400



10

15

ES 2631554713

val His val Ser Met Ala Leu Pro
405

Ser Leu Arg GIn Ala Glu Glu Lys
420

ITe Thr Lys Lys Leu Ser Ile val
435 440

Gln Tyr Ile Gly Ile Ala Gly Thr
450 455

Gly Ile Asn Ile Glu Met Ile Ser
465 470

Ser Cys val Ile Asn Glu Ser Asp
485

His Ala Lys Leu Leu Ser Glu Arg
500

His Ala Ile Asp Glu Arg Leu Glu
515 520

<210>9

<211> 449

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(119)..(119)

<223> X es cualquier aminoacido excepto E
<400>9

Met Ser Glu Ile val val Ser Lys
1 5

Phe Asp Ala Met Asn Arg Ser Ala
20

val Arg Leu val val Leu Ser Ala
35 40

val Ala Leu Ala Glu Gly Leu Glu
50 55

Asp Ala Ile Arg Asn Ile GIn Phe
65 70

Pro Asn val Ile Arg Glu Glu Ile

Ile

Leu

425

Ser

Met

Gln

ser

Thr

505

Gln

Phe

Asp

25

ser

Pro

Ala

Glu

Pro
410
Arg
Leu
Phe
Gly
Ile
490

Asn

Leu

Gly

10

Ile

Ala

Gly

Ile

Arg

30

Asp

Ile

val

Thr

Ala

475

Lys

Thr

Lys

Gly

val

Gly

Glu

Leu

75

Leu

Ala

Leu

Gly

Thr

460

Asn

Ala

Ser

Arg

Thr

Leu

Ile

Arg

60

Glu

Leu

Asp

Gly

Lys

445

Leu

Glu

Leu

Asn

Leu
525

ser

Ser

Thr

45

Phe

Arg

Glu

Ser

Ser

430

His

Ala

Ile

Gln

Gln

510

Gly

val

Asp

30

Asn

Glu

Leu

Asn

Leu

415

val

Met

Glu

Asn

Cys

495

Phe

Ile

Ala

15

Ala

Leu

Lys

Arg

Ile

Lys

Asp

Lys

Glu

Ile

480

Ile

Glu

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr



val

Glu

Ile

val

145

Ala

Thr

Ala

Gly

Asp

Lys

Pro

val

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

val

val

Cys

290

Arg

Arg

Ser

Asp

Ala

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Thr

195

Ala

Tyr

Ile

Leu

Phe

275

Asn

Asn

Gly

val

Thr

Glu

100

Ser

Glu

Thr

Glu

Ile

180

Leu

Leu

Thr

Ala

His

260

val

Lys

Glin

Phe

340

Thr

85

Ala

His

Arg

Asn

Leu

165

Thr

Gly

His

Thr

Phe

245

Pro

Gly

Thr

Thr

Leu

325

Leu

Gly

Ala

Gly

ASp

Gln

Arg

Ala

Asp

Ala

Ala

Ser

Glu

Leu

310

Ala

Ile

ser

Ala

Xaa

val

135

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

215

Pro

Glu

Thr

Ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

ES 2631554713

Leu

Leu

120

GIn

Phe

Leu

Phe

Gly

200

Arg

Arg

Ala

Leu

Thr

val

Thr

Ser

Ala

105

Met

Ala

Gly

Gln

Ile

185

ser

val

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Phe

Ser

345

Thr

90

Thr

ser

GIn

Arg

Leu

170

Gly

Asp

AsSp

val

Glu

250

Pro

Pro

Leu

His

Gly

31

Ser

Thr

Trp

Ala

155

Leu

Ser

Tyr

Ile

Ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

Ser

315

Ile

val

Asp

Pro

Leu

Phe

140

Glu

Pro

Glu

Thr

Trp

Ala

Ala

val

Ala

Leu

Ser

Thr

Ala

Leu

125

Asp

Pro

Arg

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

Arg

Asn

Ala

val

Leu

Leu

110

Phe

val

Asp

Leu

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

95

Thr

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

Leu

Thr

Asp

Glu

Lys

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ala

Ile

Leu

teu

His

320

Asn

Thr

GIn



10

15

20

25

30

35

40

355

Ser Leu Leu Met Glu Leu Ser
370 375

Gly Leu Ala Leu val Ala Leu
385 390

Gly val Gly Lys Glu val Phe
405

Met Ile Cys Tyr Gly Ala Ser
420

Gly Glu Asp Ala Glu GIn val

Glu

<210>10

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<220>
<221> misc_feature
<222> (17)..(19)

<223> nnn codificante de cualquiera de los otros 19 aminoacidos proteindgenos que existen de manera natural ,

excepto glutamina

<400> 10
gctggtcage catggennnc tgatgtcgac cctge

<210>11

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<220>
<221> misc_feature
<222> (17)..(19)

<223> nnn codificante de cualquiera de los otros 19 aminoacidos proteindgenos que existen de manera natural ,

excepto glutamina

<400> 11
gcagggtcga catcagnnng ccatggctga ccagc

<210>12

<211> 449

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 12

ES 2631554713

360

Ala

Gly

Ser

val
440

Leu

Ccys

Gly Asn

val

Leu
410

His Asn

425

Gln

35

35

Lys

32

Arg

AsSp

395

Glu

Leu

Leu

val

380

Leu

Pro

cys

His

365

Glu val

ser Lys

Phe Asn

Phe Leu

430

Ser Asn
445

Glu Glu

Ala Cys
400

Ile Arg
415

val Pro

Leu Phe



Met

Phe

val

val

Asp

65

Pro

val

Glu

Ile

val

145

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Asp

Ser

Asp

Arg

Ala

50

Ala

Asn

Leu

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

Glu

Ala

Leu

35

Leu

Ile

val

Ala

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Thr

195

Ala

Tyr

Ile

Ile

Met

20

val

Ala

Arg

Ile

Glu

100

Ser

Glu

Thr

Glu

Ile

180

Leu

Leu

Thr

Ala

val

Asn

val

Glu

Asn

Arg

85

Ala

His

Arg

Asn

Leu

165

Thr

Gly

His

Thr

Phe
245

val

Arg

Leu

Gly

Ile

70

Glu

Ala

Gly

Asp

Gln

Arg

Ala

Asp

Ala

Ser

ser

Ser

Leu

55

Gln

Glu

Ala

cys

val

135

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

215

Pro

Glu

ES 2631554713

Lys

Ala

Ala

40

Glu

Phe

Ile

Leu

Leu

120

Gln

Phe

Leu

Phe

Arg

Arg

Ala

Phe

Asp

25

Ser

Pro

Ala

Glu

Ala

105

Met

Ala

Gly

Gln

Ile

185

ser

val

val

Ala

Gly

10

Ile

Ala

Gly

Ile

Arg

90

Thr

Ser

Gln

Arg

Leu

170

Gly

Asp

Asp

val

Glu
250

33

Gly

val

Gly

Glu

Leu

75

Leu

ser

Thr

Trp

Ala

155

Leu

Ser

TYr

Ile

Ser

235

Met

Thr

Leu

Ile

Arg

60

Glu

Leu

Pro

Leu

Phe

140

Glu

Pro

Glu

Thr

Ala

ser

Ser

Thr

45

Phe

Arg

Glu

Ala

Leu

125

Asp

Pro

Arg

AsSn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

val

Asp

30

Asn

Glu

Leu

Asn

Leu

110

Phe

val

Asp

Leu

Asp

Lys

Phe

Ala

15

Ala

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Thr

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

Asp

Glu

Lys

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ala



10

His Pro

260

Lys val Leu

Phe val

275

Pro val Gly

val Cys Asn Thr

290

Lys

Arg Asn GIn Thr

Phe Leu

325

Arg Gly

ITe ser val Asp Leu

340

Thr Thr

355

Leu Asp Gly

Ser Leu Met Glu

370

Leu

Gly Leu Ala Leu val

Glu
405

Gly val Gly Lys

Met Ile Cys Tyr Gly

420

Gly Glu Asp Ala Glu

Glu

<210> 13

<211> 1350

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 13

atgtctgaaa ttgttgtctc
aaccgcagcg ctgatattgt
tctgctggta tcactaatct
ttcgaaaaac tcgacgctat

ccgaacgtta tccgtgaaga

ES 2631554713

Thr Leu

265

Ala Leu Pro

ser Ser Lys Asp Pro

Glu Asn Pro Pro Leu

295

Leu Leu Thr Leu His

310

Ala Glu val phe

Thr Thr Ser

345

Ile

Thr ser Thr Gly

360

Ser

Ser Ala Leu

375

Leu Cys

Ala Ile

390

Leu Gly Asn

Phe val Leu

410

val Gly

His
425

Ala Ser Ser AsSn

val GlIn

440

Gln val Lys

caaatttggc ggtaccagcg
gctttctgat gccaacgtgc
gctggtcget ttagctgaag
ccgcaacatc cagtttgcca

gattgaacgt ctgctggaga

34

Ala val Ser

270

Arg Asp

Arg Ala Gly Gly Thr

Phe Ala Leu Ala

Ser Leu

315

Asn Met

His
335

Ile Leu Ala Arg

Ala Leu

350

val Ser val

Thr Leu Leu Thr

365

Asp

val Glu

380

Arg Glu val

Asp Leu Ser Ala

395

Lys

Ile
415

Glu Pro Phe Asn

Leu Phe Leu val

430

Cys

Ser Asn Leu

445

Leu His

tagctgattt tgacgccatg
gtttagttgt cctctcggct
gactggaacc tggcgagcga
ttctggaacg tctgegttac

acattactgt tctggcagaa

Ile

Leu

Leu

His

320

Asn

Thr

Gln

Glu

cys

400

Arg

Pro

Phe

60
120
180
240
300



10

gcggeggege
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgetggcgg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggegce
tctcgeggtt
ttaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggea
ggcgcatcca

caaaaactgc

<210> 14
<211> 449
<212> PRT

tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgce
ttatcggtag
cggcagectt
cgggcatcta
cgtttgcecga
tgctacccgce
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctcgegga
cgtcagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt
gccataacct

atagtaattt

<213> Escherichia coli

<400> 14

Met Ser
1

Phe Asp

val Arg

val Ala
50

Asp Ala
65

Pro Asn

Glu

Ala

Leu

35

Leu

Ile

val

Ile val

Met
20

Asn

val val

Ala Glu

Arg Asn

ITe Arg

85

ES 2631554713

tccggegcetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagctg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgce
tcagactctg
agttttcggc
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgeg
cggcgtactg
gtgcttcctg
gtttgagtaa

val Ser

Arg Sser

Leu Ser

40

Gly Leu

55

Ile GlIn

70

Glu Glu

Lys

Ala

Ala

Glu

Phe

Ile

acagatgagc
cgcgaacgceg
cgatttggtc
ctcccacgtce
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc
atcctcgege
ttaacccttg
ctgatggagc
ttgattggca

gaaccgttca

gtgcccggceg

Phe Gly

10

Asp Ile

25

Ser Ala

Pro Gly
Ile

Ala

Glu Arg

90

35

tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgeagce
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcc
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgcact
atgacctgtc
acattcgcat

aagatgccga

Gly Thr

val Leu

Gly Ile

45

Glu Arg

60

Leu Glu

75

Leu Leu

Ser

ser

Thr

Phe

Arg

Glu

tggctgtctg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggc
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttccge
tatgctgcat
ttcggtagac
ttcaacctcc
gtgtcgogtg
aaaagcctgc

gatttgttat
gcaggtggtg

Ala
15

val

Asp Ala

30

Asn Leu

Glu Lys
Leu

Arg

Ile
95

Asn

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



val

Glu

Ile

val

145

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Asp

Lys

Pro

val

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

val

val

cys

Arg

Arg

ser

Asp

Ala

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Thr

195

Ala

Tyr

Ile

Leu

Phe

275

Asn

Asn

Gly

val

Thr
355

Glu

100

ser

Glu

Thr

Glu

Ile

180

Leu

Leu

Thr

Ala

His

260

val

Lys

Gln

Phe

Ala

His

Arg

Asn

Leu

165

Thr

Gly

His

Thr

Phe

245

Pro

Gly

Thr

Thr

Leu

325

Leu

Gly

Ala

Gly

Asp

Gln

Arg

Ala

ASp

230

Ala

Ala

ser

Glu

Leu

310

Ala

Ile

Ser

Ala

Gly

val

135

Arg

Ala

Gly

Gly

ser

215

Pro

Glu

Thr

Ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

ES 2631554713

Leu

Leu

120

GlIn

Phe

Leu

Phe

Arg

Arg

Ala

Leu

Lys

280

Pro

Thr

val

Thr

Ser
360

Ala

105

Met

Ala

Gly

GlIn

Ile

185

Ser

val

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Phe

Ser

345

Thr

Thr

ser

Gln

Arg

Leu

170

Gly

Asp

Asp

val

Glu

250

Pro

Pro

Leu

His

Gly

36

Ser

Thr

Trp

Ala

155

Leu

Ser

Tyr

Ile

ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

ser

315

Ile

val

Asp

Pro

Leu

Phe

140

Glu

Pro

Glu

Thr

220

Ala

Ala

val

Ala

Leu

Ser

Thr

Ala

Leu

125

Asp

Pro

Arg

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

Arg

Asn

Ala

val

Leu
365

Leu

110

Phe

val

Asp

Leu

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

Ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

Thr

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

His

335

Leu

Thr

Asp

Glu

Lys

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ala

Ile

Leu

Leu

His

320

Asn

Thr

Gln



10

Ser Leu
370

Gly Leu
385

Gly val

Met Ile

Gly Glu

Glu

<210> 15
<211> 1350
<212> ADN

Leu Met

Ala Leu

Gly Lys

Cys Tyr

Asp Ala Glu
435

Glu

val

Leu

Ala

ES 2631554713

Ser Ala

375

Leu Ile

390

Glu
405

Gly
420

<213> Escherichia coli

<400> 15

atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggeggegc
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgetggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggege
tctcgeggtt
ttaatcacca

actggcgata

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgce
ttatcggtag
cggcagcectt
cgggcatcta
cgtttgccga
tgctaccecge
caggtggtac
ttcgtcgeaa
tcctcgegga
cgtcagaagt
cgttgctgac

val

Ala Ser

Gln

Phe Gly

Ser

val
440

val

caaatttggc
gctttctgat
gctggtcgcet
ccgcaacatc
gattgaacgt
tccggegetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagetg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgc
tcagactctg
agttttcggc
gagcgtggcea
gcaatctctg

Leu Cys

Gly Asn

395

val Leu

410

His Asn

425

Gln Lys

ggtaccagcg
gccaacgtgc
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgcg
cgatttggtc
ctcccacgtc
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgce
atcctcgegce
ttaacccttg

ctgatggagc

37

Arg

Glu

Leu

Leu

val Glu

380

Leu
Phe

Pro

Cys Phe

val

ser Lys

Asn

Leu

Glu Glu

Ala Cys
400

Ile
415

Arg

val Pro

430

Ser
445

His

tagctgattt
gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgeagce
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcec
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg

tttccgcact

Asn

Leu Phe

tgacgccatg
cctctcggcet
tggcgagcga
tctgegttac
tctggcagaa
tggcggectg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggc
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttccge
tatgctgcat
ttcggtagac

ttcaacctcc

gtgtcgggtg

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

1020
1080
1140
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ES 2631554713

gaggtggaag aaggtctggc gctggtcgeg
ggcgttggca aagaggtatt cggcgtactg

ggcgcatcca gccataacct gtgcttcctg

caaaaactgc atagtaattt gtttgagtaa

<210> 16

<211> 449
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 16

Met Ser Glu Ile val

1

Phe

val

val

Asp

65

Pro

val

Glu

Ile

val

145

Ala

Gly

Thr

Asp

Arg

Ala

50

Ala

Asn

Leu

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Thr

Ala

Leu

35

Leu

Ile

val

Ala

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Thr
195

Met

20

val

Ala

Arg

Ile

Glu

100

Ser

Glu

Thr

Glu

Ile

180

Leu

5

Asn

val

Glu

Asn

Arg

85

Ala

His

Arg

Asn

Leu

165

Thr

Gly

val

Arg

Leu

Gly

Ile

70

Glu

Ala

Gly

Asp

Asp

Ala

GlIn

Arg

ser

ser

ser

Leu

55

Gln

Glu

Ala

Asn

val

135

Arg

Ala

Gly

Gly

Lys

Ala

Ala

40

Glu

Phe

Ile

Leu

Leu

120

Gln

Phe

Leu

Phe

ttgattggca atgacctgtc aaaagcctgc

gaaccgttca acattcgcat gatttgttat

gtgcccggeg aagatgccga gcaggtggtg

Phe Gly Gly Thr Ser val

10

Asp Ile
25

Ser Ala

Pro Gly

Ala Ile

Glu Arg
90

Ala Thr
105

Met Ser

Ala Gln

Gly Arg

GIln Leu

170

Ile Gly
185

ser Asp

38

val

Gly

Glu

Leu

75

Leu

ser

Thr

Trp

Ala

155

Leu

Ser

TYyr

Leu

Ile

Arg

60

Glu

Leu

Pro

Leu

Phe

140

Glu

Pro

Glu

Thr

Ala
15

Ser Asp Ala

Thr

45

Phe

Arg

Glu

Ala

Leu

125

Asp

Pro

Arg

Asn

Ala
205

30

Asn

Glu

Leu

Asn

Leu

110

Phe

val

Asp

Leu

Lys

Ala

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Thr

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Leu

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

Asp

Glu

Lys

Ala

160

Glu

Arg

Leu

1200
1260
1320
1350



Ala

Gly

Asp

Lys

Pro

val

Ile

Leu

Ser

Gly

Gly

Met

Gly

Glu

Glu

210

Ile

Glu

val

val

cys

Arg

Arg

ser

Asp

Leu

370

Leu

val

Ile

Glu

<210> 17

<211> 1350
<212> ADN

Ala

Tyr

Ile

Leu

Phe

275

Asn

Asn

Gly

val

Thr

355

Leu

Ala

Gly

Cys

Asp

Leu

Thr

Ala

His

260

val

Lys

GIn

Phe

Asp

Thr

Met

Leu

Lys

Tyr

420

Ala

<213> Escherichia coli

<400> 17

His

Thr

Phe

245

Pro

Gly

Thr

Thr

Leu

325

Leu

Gly

Glu

val

Glu

405

Gly

Glu

Ala

230

Ala

Ala

ser

Glu

Leu

310

Ala

Ile

Ser

Leu

Ala

390

val

Ala

Gln

Ser

215

Pro

Glu

Thr

ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

ser

375

Leu

Phe

ser

val

ES 2631554713

Arg

Arg

Ala

Leu

Lys

Pro

Thr

val

Thr

Ser

360

Ala

Ile

Gly

ser

val
440

val

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Phe

Ser

345

Thr

Leu

Gly

val

His

425

Gln

Asp

val

Glu

250

Pro

Pro

Leu

His

Gly

cys

Asn

Leu

410

Asn

Lys

39

Ile

ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

ser

315

Ile

val

Asp

Arg

395

Glu

Leu

Leu

Trp

Ala

Ala

val

Ala

Leu

ser

Thr

val

380

Leu

Pro

Cys

His

Thr

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

Asn

Ala

val

Leu

365

Glu

Ser

Phe

Phe

Ser
445

Asp

Lys

Phe

ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

val

Lys

Asn

Leu

430

Asn

val

Arg

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

His

Leu

Thr

Glu

Ala

Ile

415

val

Leu

Pro

Ile

240

Ala

Ile

Leu

Leu

His

320

Asn

Thr

Gln

Glu

Arg

Pro

Phe



ES 2631554713

atgtctgaaa ttgttgtctc caaatttggc ggtaccagcg tagctgattt tgacgccatg 60
aaccgcagcg ctgatattgt gctttctgat gccaacgtgc gtttagttgt cctctcggct 120
tctgctggta tcactaatct gctggtcgct ttagctgaag gactggaacc tggcgagcga 180
ttcgaaaaac tcgacgctat ccgcaacatc cagtttgcca ttctggaacg tctgcgttac 240
ccgaacgtta tccgtgaaga gattgaacgt ctgctggaga acattactgt tctggcagaa 300
gcggecggege tggcaacgtc tccggcgctg acagatgagc tggtcagcca tggcaatctg 360
atgtcgaccc tgctgtttgt tgagatcctg cgcgaacgcg atgttcaggc acagtggttt 420
gatgtacgta aagtgatgcg taccaacgac cgatttggtc gtgcagagcc agatatagcc 480
gcgetggegg aactggecge getgcagetg ctcccacgtc tcaatgaagg cttagtgatc 540
acccagggat ttatcggtag cgaaaataaa ggtcgtacaa cgacgcttgg ccgtggaggc 600
agcgattata cggcagcctt gctggcggag gctttacacg catctcgtgt tgatatctgg 660
accgacgtcc cgggcatcta caccaccgat ccacgcgtag tttccgcagc aaaacgcatt 720
gatgaaatcg cgtttgccga agcggcagag atggcaactt ttggtgcaaa agtactgcat 780
ccggcaacgt tgctacccgc agtacgcagc gatatcccgg tctttgtcgg ctccagcaaa 840
gacccacgcg caggtggtac gctggtgtgc aataaaactg aaaatccgcc gctgttccgce 900
gctctggcge ttcgtcgcaa tcagactctg ctcactttgc acagcctgaa tatgctgceat 960
tctcgeggtt tcctcgegga agttttcgge atcctcgege ggcataatat ttcggtagac 1020
ttaatcacca cgtcagaagt gagcgtggca ttaacccttg ataccaccgg ttcaacctcc 1080
actggcgata cgttgctgac gcaatctctg ctgatggagc tttccgcact gtgtcgggtg 1140
gaggtggaag aaggtctggc gctggtcgcg ttgattggca atgacctgtc aaaagcctgc 1200
ggcgttggca aagaggtatt cggcgtactg gaaccgttca acattcgcat gatttgttat 1260
ggcgcatcca gccataacct gtgcttcctg gtgcccggcg aagatgccga gcaggtggtg 1320
caaaaactgc atagtaattt gtttgagtaa 1350
<210> 18

<211> 449

<212> PRT

<213> Escherichia coli
<400> 18

Met Ser Glu Ile val val Ser Lys Phe G&y Gly Thr ser val Ala Asp
1 5 1

15

Phe Asp Ala Met Asn Arg Ser Ala Asp Ile val Leu Ser Asp Ala Asn
20 25

30

val Arg Leu val val Leu Ser Ala Ser Ala Gly Ile T?r Asn Leu Leu
35 40 4

40



val

Asp

65

Pro

val

Glu

Ile

val

145

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Asp

Lys

Pro

val

Arg

Ala

50

Ala

Asn

Leu

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

val

val

Cys

290

Arg

Leu

Ile

val

Ala

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Thr

195

Ala

Tyr

Ile

Leu

Phe

275

AsSn

Asn

Ala

Arg

Ile

Glu

100

Ser

Glu

Thr

Glu

Ile

180

Leu

Leu

Thr

Ala

His

260

val

Lys

Gln

Glu

Asn

Arg

85

Ala

His

Arg

Asn

Leu

165

Thr

Gly

His

Thr

Phe

245

Pro

Gly

Thr

Thr

Gly

Ile

70

Glu

Ala

Gly

Asp

Gln

Arg

Ala

Asp

Ala

Ala

ser

Glu

Leu
310

Leu

55

GIn

Glu

Ala

Pro

val

135

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

215

Pro

Glu

Thr

Ser

Asn

295

Leu

ES 2631554713

Glu

Phe

Ile

Leu

Leu

120

Gln

Phe

Leu

Phe

Arg

Arg

Ala

Leu

Lys

Pro

Thr

Pro Gly Glu

Ala

Glu

Ala

105

Met

Ala

Gly

Gln

Ile

185

Ser

val

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Ile

Arg

920

Thr

ser

Gln

Arg

Leu

170

Gly

Asp

Asp

val

Glu

250

Pro

Pro

Leu

His

41

Leu

75

Leu

Ser

Thr

Trp

Ala

155

Leu

ser

TYyr

Ile

Ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

ser
315

Arg

60

Glu

Leu

Pro

Leu

Phe

140

Glu

Pro

Glu

Thr

Ala

val

Ala

300

Leu

Phe

Arg

Glu

Ala

Leu

125

Asp

Pro

Arg

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

Asn

Glu

Leu

Asn

Leu

110

Phe

val

Asp

Leu

Asp

Lys

Phe

Ser

270

Gly

Leu

Met

Lys

Arg

Ile

95

Thr

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

Leu

Asp

Glu

Lys

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ile

Leu

Leu

His
320



10

ser

Ile

Leu

ser

Gly

Gly

Met

Gly

Glu

Arg

ser

Asp

Leu

370

Leu

val

Ile

Glu

<210> 19

<211> 1350

<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 19

atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggeggege
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgcetggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc

gatgaaatcg

Gly

val

Thr

355

Leu

Ala

Gly

Ccys

Asp

Phe

Met

Leu

Lys

Tyr

420

Ala

Leu

325

Leu

Gly

Glu

val

Glu

405

Gly

Glu

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgc
ttatcggtag
cggcagectt
cgggcatcta

cgtttgccga

Ala

Ile

Ser

Leu

Ala

390

val

Ala

Gln

caaatttggc
gctttctgat
gctggtcget
ccgcaacatc
gattgaacgt
tccggegetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagctg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat

agcggcagag

Glu

Thr

Thr

ser

375

Leu

Phe

ser

val

ES 2631554713

val

Thr

Ser

360

Ala

Ile

Gly

ser

val
440

Phe

ser

345

Thr

Leu

Gly

val

His

425

Gln

Gly

Cys

Asn

Leu

410

Asn

Lys

ggtaccagcg
gccaacgtgce
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgcg
cgatttggtc
ctcccacgtc
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag

atggcaactt

42

ITe Leu

val

ser

Asp Thr

Ala

val

Leu

Arg

Ala
350

Leu

Leu Thr

365

val
380

Arg
Asp Leu
Glu Pro
Leu

Cys

Leu His

Glu

Ser

Phe

Phe

Ser

val Glu

Ala

Lys

Ile
415

Asn

Leu val

430

Asn Leu

445

tagctgattt
gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgcage

ttggtgcaaa

tgacgccatg
cctctcggcet
tggcgagcga
tctgegttac
tctggcagaa
tggcccgetg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggc
tgatatctgg
aaaacgcatt

agtactgcat

Asn

Thr

Gln

Glu

cys

400

Arg

Pro

Phe

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggege
tctcgeggtt
ttaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggca
ggcgcatcca

caaaaactgc

<210> 20
<211> 449
<212> PRT

tgctacccgc
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctecgegga
cgtcagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt
gccataacct

atagtaattt

<213> Escherichia coli

<400> 20

Met Ser Glu
1

Phe Asp Ala

val Leu

35

Arg

Ala Leu

50

val

Asp Ala Ile

65

Pro Asn val

val Leu Ala

val
115

Glu Leu

ITle Leu

130

Arg

val
145

Met Arg

Ile

Met

20

val

Ala

Arg

Ile

Glu

100

Ser

Glu

Thr

val

Asn

val

Glu

Asn

Arg

85

Ala

His

Arg

Asn

ES 2631554713

agtacgcagc
gctggtgtge
tcagactctg
agttttcggc
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgeg
cggcgtactg
gtgcttcctg

gtttgagtaa

val Ser

Arg Ser

Leu Ser

Gly Leu

55

ITe GIn

70

Glu Glu

Ala Ala
Gln

Gly

val
135

Asp

Arg

gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc
atcctcgegce
ttaacccttg
ctgatggagc
ttgattggca

gaaccgttca

gtgcccggeg

Lys Phe

Ala Asp

25

Ala Ser

40

Glu Pro

Phe Ala
Glu

Ile

Ala
105

Leu

Leu Met

120

Gln Ala

Phe Gly

43

Gly

10

Ile

Ala

Gly

Ile

Arg

90

Thr

Ser

Gln

Arg

tctttgtcgg
aaaatccgcce
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgcact
atgacctgtc
acattcgcat

aagatgccga

Gly Thr

val Leu

Gly Ile

Glu Arg

60

Leu Glu

75

Leu Leu

Ser Pro
Thr

Leu

Phe
140

Trp

Ala Glu

155

ctccagcaaa
gctgttccge
tatgctgcat
ttcggtagac
ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgce

gatttgttat

gcaggtggtg

Ser

ser

Thr

45

Phe

Arg

Glu

Ala

Leu

125

Asp

Pro

val

Asp

30

Asn

Glu

Leu

ASn

Leu

110

Phe

val

Asp

Ala

15

Ala

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Thr

val

Arg

Ile

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

Asp

Glu

Lys

Ala
160



ES 2631554713

Ala Leu Ala Glu Leu Ala Ala Leu GIn Leu Leu Pro Arg Leu Asn Glu
165 170 175

Gly Leu val Ile Thr GIn Gly Phe Ile Gly Ser Glu Asn Lys Gly Arg
180 185 190

Thr Thr Thr Leu Gly Arg Gly Gly Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Leu Leu
195 200 205

Ala Glu Ala Leu His Ala Ser Arg val Asp Ile Trp Thr Asp val Pro
210 215 220

Gly Ile Tyr Thr Thr Asp Pro Arg val val Ser Ala Ala Lys Arg Ile
225 230 235 240

Asp Glu Ile Ala Phe Ala Glu Ala Ala Glu Met Ala Thr Phe Gly Ala
245 250 255

Lys val Leu His Pro Ala Thr Leu Leu Pro Ala val Arg Ser Asp Ile
260 265 270

Pro val Phe val Gly Ser Ser Lys Asp Pro Arg Ala Gly Gly Thr Leu
275 280 285

val Cys Asn Lys Thr Glu Asn Pro Pro Leu Phe Arg Ala Leu Ala Leu
290 295 300

Arg Arg Asn GIn Thr Leu Leu Thr Leu His Ser Leu Asn Met Leu His
305 310 315 320

Ser Arg Gly Phe Leu Ala Glu val phe Gly Ile Leu Ala Arg His Asn
325 330 335

ITe Ser val Asp Leu Ile Thr Thr Ser Glu val Ser val Ala Leu Thr
340 345 350

Leu Asp Thr Thr Gly Ser Thr Ser Thr Gly Asp Thr Leu Leu Thr Gln
355 360 365

Ser Leu Leu Met Glu Leu Ser Ala Leu Cys Arg val Glu val Glu Glu
370 375 380

Gly Leu Ala Leu val Ala Leu Ile Gly Asn Asp Leu Ser Lys Ala Cys
385 390 395 400

Gly val Gly Lys Glu val Phe Gly val Leu Glu Pro Phe Asn Ile Arg
405 410 415

Met ITe Cys Tyr Gly Ala Ser Ser His Asn Leu Cys Phe Leu val Pro
420 425 430

44



10

15

Gly Glu Asp Ala Glu GIn val val Gln Lys teu His Ser Asn Leu Phe

435

Glu

<210> 21
<211> 1350
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 21

atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggcggegce
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgctggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggcgce
tctcgeggtt
ttaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggcea
ggcgcatcca

caaaaactgc

<210> 22
<211> 449
<212> PRT

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgc
ttatcggtag
cggcagcctt
cgggcatcta
cgtttgccga
tgctacccgc
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctcgegga
cgtcagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt
gccataacct

atagtaattt

<213> Escherichia coli

<400> 22

ES 2631554713

440

caaatttggc
gctttctgat
gctggtcget
ccgcaacatc
gattgaacgt
tccggegetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagctg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgce
tcagactctg
agttttcggce
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgeg
cggcgtactg
gtgcttcctg
gtttgagtaa

ggtaccagcg
gccaacgtgc
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgcg
cgatttggtc
ctcccacgtc
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc
atcctcgegce
ttaacccttg
ctgatggagc
ttgattggca

gaaccgttca

gtgcccggeg

45

445

tagctgattt
gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgcagce
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcc
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgcact
atgacctgtc
acattcgcat

aagatgccga

tgacgccatg
cctcteggcet
tggcgagcga
tctgcgttac
tctggcagaa
tggccagctg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggc
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttcecge
tatgctgcat
ttcggtagac
ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgce

gatttgttat
gcaggtggtg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



Met

Phe

val

val

Asp

65

Pro

val

Glu

Ile

val

145

Ala

Gly

Thr

Ala

Asp

Lys

Ser

Asp

Arg

Ala

50

Ala

Asn

Leu

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

val

Glu

Ala

Leu

35

Leu

Ile

val

Ala

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Thr

195

Ala

TYyr

Ile

Leu

Ile

Met

20

val

Ala

Arg

Ile

Glu

100

Ser

Glu

Thr

Glu

Ile

180

Leu

Leu

Thr

Ala

His
260

val

Asn

val

Glu

Asn

Arg

85

Ala

His

Arg

Asn

Leu

165

Thr

Gly

His

Thr

Phe

245

Pro

val

Arg

Leu

Gly

Ile

70

Glu

Ala

Gly

Asp

Gln

Arg

Ala

230

Ala

Ala

Ser

ser

Ser

Leu

55

GIn

Glu

Ala

Ser

val

135

Arg

Ala

Gly

Gly

ser

215

Pro

Glu

Thr

ES 2631554713

Lys
Ala
Ala
40
Glu
Phe
Ile
Leu
Leu
120
Gln
Phe
Leu
Phe
Gly
2
Arg
Arg

Ala

Leu

Phe

Asp

25

Ser

Pro

Ala

Glu

Ala

105

Met

Ala

Gly

Gln

Ile

185

Ser

val

val

Ala

Leu
265

Gly

10

Ile

Ala

Gly

Ile

Arg

90

Thr

ser

Gln

Arg

Leu

170

Gly

Asp

Asp

val

Glu

250

Pro

46

Gly

val

Gly

Glu

Leu

75

Leu

Ser

Thr

Trp

Ala

155

Leu

ser

Tyr

Ile

Ser

235

Met

Ala

Thr

Leu

Ile

Arg

60

Glu

Leu

Pro

Leu

Phe

140

Glu

Pro

Glu

Thr

Trp

Ala

Ala

val

ser

Ser

Thr

45

Phe

Arg

Glu

Ala

Leu

125

Asp

Pro

Arg

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

Arg

val

Asp

30

Asn

Glu

Leu

Asn

Leu

110

Phe

val

Asp

Leu

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

ser
270

Ala

15

Ala

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Thr

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

Asp

Lys

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ala

Ile
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Pro val

Phe

val Gly

275

val Cys

290

Arg

Arg

Ile

Ser

Leu Asp

Asn

Asn

Gly

val

Thr

Lys Thr

Gln Thr

Leu
325

Phe

Asp Leu

340

Thr Gly

355

Leu
370

Ser

Gly Leu

Gly val

Met Ile

Gly Glu

Glu
<210> 23

<211> 1350
<212> ADN

Leu

Ala

Gly

Cys

Met Glu

Leu val

Glu

Lys
405

Tyr Gly

420

Ala Glu

<213> Escherichia coli

<400> 23

atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggeggege

atgtcgaccc

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt

ES 2631554713

Ser Ser

Asn
295

Glu

Leu Leu

310

Ala Glu

Thr

Ile

ser Thr

Lys

Pro

Thr

val

Thr

Ser

Asp Pro

Pro Leu

Leu His

Phe

ser
345

Thr Gly

360

Ser
375

Leu

Ala
390

Leu
val Phe
Ala

ser

GIn val

Ala

Ile

Gly

ser

val

Leu Cys

Asn

Gly

Leu
410

val

His Asn

425

GIn Lys

440

caaatttggc
gctttctgat
gctggtecgcet
ccgcaacatc
gattgaacgt
tcecggegetg
tgagatcctg

ggtaccagcg
gccaacgtgce
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc

cgcgaacgcg

47

Arg Ala

Phe
300

ser
315

Leu
Ile Leu
val

Ser

Asp Thr

Gly

Ala

Asn

Ala

val

Leu

Gly Thr

Leu Ala

Met Leu

His

Arg
335

Ala
350

Leu

Leu Thr

365

val

Arg
380

Asp Leu

395

Glu Pro

Leu

cys

Leu His

Glu

ser

Phe

Phe

Ser

val Glu

Ala

Lys

Ile
415

Asn

Leu val

430

Asn Leu

445

tagctgattt
gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc

tgacgccatg
cctctegget
tggcgagcga
tctgcgttac
tctggcagaa
tggctcgetg
acagtggttt

Leu

Leu

His

320

Asn

Thr

Gln

cys

400

Arg

Pro

Phe

60
120
180
240
300
360
420
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gatgtacgta
gcgctggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggegce
tctcgeggtt
ttaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggea
ggcgcatcca

caaaaactgc

<210> 24
<211> 449
<212> PRT

aagtgatgcg
aactggccgc
ttatcggtag
cggcagcectt
cgggcatcta
cgtttgccga
tgctacccgc
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctcgegga
cgtcagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt
gccataacct

atagtaattt

<213> Escherichia coli

<400> 24

Met Ser Glu Ile

1

Phe Asp

val Arg

Ala

Leu

val

Met
20

Asn

val val

35

Ala
50

val

Asp Ala

65

Pro Asn

val Leu

Leu

Ile

val

Ala

Ala Glu

Arg Asn

Ile Arg

85

Glu Ala

100

ES 2631554713

taccaacgac
gctgcagctg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgc
tcagactctg
agttttcggce
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgeg
cggcgtactg
gtgcttcctg
gtttgagtaa

val Ser

ser

Arg

Leu Ser

Lys

Ala

Ala

cgatttggtc
ctcccacgtc
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc
atcctegege
ttaacccttg
ctgatggagc
ttgattggca
gaaccgttca

gtgcccggeg

Phe
10

Asp
25

sSer

40

Gly Leu

55

Ile GIn

70

Glu Glu

Ala Ala

Glu

Phe

Ile

Leu

Pro

Ala

Glu

90

Ala
105

48

Gly

Ile

Ala

Gly

Ile

Arg

Thr

gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgeage
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcc
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgcact
atgacctgtc
acattcgcat

aagatgccga

Gly Thr

val Leu

Gly Ile

Glu Arg

60

Leu Glu

75

Leu Leu

ser Pro

agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggce
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttccge
tatgctgcat
ttcggtagac
ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgc
gatttgttat
gcaggtggtg

Ser val

15

ser Asp

30

Thr
45

Asn

Phe Glu

Arg Leu

Glu Asn

95

Ala Leu

110

Ala

Ala

Leu

Lys

Arg

Ile

Thr

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

Asp



Glu

Ile

val

145

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Asp

Lys

Pro

val

Arg

Ser

Ile

Leu

ser

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

val

val

Cys

290

Arg

Arg

ser

Asp

Leu
370

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Thr

195

Ala

Tyr

Ile

Leu

Phe

275

Asn

Asn

Gly

val

Thr

355

Leu

ser His

Glu Arg

Thr Asn

Glu Leu

165

ITe Thr
180

Leu Gly
Leu His
Thr Thr
Ala Phe

245
His Pro

260

val Gly

Lys Thr

GIn Thr

Phe Leu

325

Asp Leu

Thr Gly

Met Glu

Gly

Asp

G1n

Arg

Ala

Ala

Ser

Glu

Leu

310

Ala

Ile

Ser

Leu

Thr

val

135

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

215

Pro

Glu

Thr

Ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

ser
375

ES 2631554713

Leu

120

Gln

Phe

Leu

Phe

Arg

Arg

Ala

Leu

Lys

Pro

Thr

val

Thr

Ser

360

Ala

Met

Ala

Gly

GIn

Ile

185

Ser

val

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Phe

ser

345

Thr

Leu

Ser

Gln

Arg

Leu

170

Gly

Asp

Asp

val

Glu

250

Pro

Pro

Leu

His

Gly

Cys

49

Thr

Trp

Ala

155

Leu

ser

Tyr

Ile

Ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

Ser

315

Ile

val

Asp

Arg

Leu

Phe

140

Pro

Glu

Thr

Trp

Ala

Ala

val

Ala

Leu

ser

Thr

val
380

Leu

125

Asp

Pro

Arg

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

Asn

Ala

val

Leu

365

Glu

Phe

val

Asp

Leu

Lys

Ala

Asp

Lys

Phe

Ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

val

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

His

335

Leu

Thr

Glu

Glu

Lys

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ala

Ile

Leu

Leu

His

320

Asn

Thr

Gln

Glu
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Gly Leu Ala Leu val

385

Glu
405

Gly val Gly Lys

Met Ile Cys Tyr
420

Gly

Gly Glu Asp Ala
435

ES 2631554713

Ala Leu Ile Gly Asn
390

val Phe Gly val Leu
410

Ala Ser Ser His Asnh
425

GIn val val GIn Lys
440

Asp Leu Ser Lys Ala
395

Glu Pro Phe Asnh Ile
415

Arg

Leu Cys Phe Leu val Pro
430

Leu His Ser Asn Leu Phe
445

Glu

<210> 25
<211> 1350
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 25
atgtctgaaa
aaccgcagceg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggcggege
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgetggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggegce
tctcgeggtt
ttaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggea

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgce
ttatcggtag
cggcagectt
cgggcatcta
cgtttgccga
tgctacccgc
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctcgegga
cgtcagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt

caaatttggc
gctttctgat
gctggtcgct
ccgcaacatc
gattgaacgt
tccggegcetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagcetg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgce
tcagactctg
agttttcggc
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgeg
cggcgtactg

ggtaccagcg
gccaacgtgce
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgcg
cgatttggtc
ctcccacgtc
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc
atcctecgegce
ttaacccttg
ctgatggagc
ttgattggca

gaaccgttca

50

tagctgattt
gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgcage
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcc
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgeact
atgacctgtc

acattcgcat

tgacgccatg
cctctcggcet
tggcgagcga
tctgcgttac
tctggcagaa
tggcactctg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggc
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttccge
tatgctgcat
ttcggtagac
ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgce

gatttgttat

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

1020
1080
1140
1200
1260
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ggcgcatcca gccataacct gtgcttcctg gtgcccggcg aagatgccga gcaggtggtg 1320
caaaaactgc atagtaattt gtttgagtaa 1350
<210> 26

<211> 449

<212> PRT

<213> Escherichia coli
<400> 26

Met Ser Glu Ile val val Ser Lys Phe Gly Gly Thr Ser val Ala Asp
1 5 10 15

Phe Asp Ala Met Asn Arg Ser Ala Asp Ile val Leu Ser Asp Ala Asn
20 25 30

val Arg Leu val val Leu Ser Ala Ser Ala Gly Ile Thr Asn Leu Leu
35 40 45

val Ala Leu Ala Glu Gly Leu Glu Pro Gly Glu Arg Phe Glu Lys Leu
50 55 60

Asp Ala Ile Arg Asn Ile GIn Phe Ala Ile Leu Glu Arg Leu Arg Tyr
65 70 75 80

Pro Asn val Ile Arg Glu Glu Ile Glu Arg Leu Leu Glu Asn Ile Thr
85 920 95

val Leu Ala Glu Ala Ala Ala Leu Ala Thr Ser Pro Ala Leu Thr Asp
100 105 110

Glu Leu val Ser His Gly val Leu Met Ser Thr Leu Leu Phe val Glu
115 120 125

ITe Leu Arg Glu Arg Asp Val GIn Ala GIn Trp Phe Asp val Arg Lys
130 135 140

val Met Arg Thr Asn Asp Arg Phe Gly Arg Ala Glu Pro Asp Ile Ala
145 150 155 160

Ala Leu Ala Glu Leu Ala Ala Leu GIn Leu Leu Pro Arg Leu Asn Glu
165 170 175

Gly Leu val Ile Thr GIn Gly pPhe Ile Gly Ser Glu Asn Lys Gly Arg
180 185 190

Thr Thr Thr Leu Gly Arg Gly Gly Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Leu Leu
195 200 205

Ala Glu Ala Leu His Ala Ser Arg val Asp Ile Trp Thr Asp val Pro
210 215 220

51



Gly

Asp

Lys

Pro

val

Ile

Leu

Ser

Met

Gly

Glu

Ile

Glu

val

val

Cys

290

Arg

Arg

Ser

Asp

Leu

370

Leu

val

Ile

Glu

<210> 27

<211> 1350
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 27

Tyr

Ile

Leu

Phe

275

Asn

Asn

Gly

val

Thr

355

Leu

Ala

Gly

Cys

Asp

Thr

Ala

His

260

val

Lys

GlIn

Phe

340

Thr

Met

Leu

Lys

Tyr

420

Ala

Thr

Phe

245

Pro

Gly

Thr

Thr

Leu

325

Leu

Gly

Glu

val

Glu

405

Gly

Glu

Ala

Ser

Glu

Leu

310

Ala

Ile

Ser

Leu

Ala

390

val

Ala

GlIn

Pro

Glu

Thr

ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

Ser

375

Leu

Phe

Ser

val

ES 2631554713

Arg

Ala

Leu

Lys

280

Pro

Thr

val

Thr

Ser

360

Ala

Ile

Gly

Ser

val
440

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Phe

Ser

345

Thr

Leu

Gly

val

His

425

GlIn

52

val

Glu

250

Pro

Pro

Leu

His

Gly

Glu

Gly

Cys

Asn

Leu

410

Asn

Lys

ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

ser

315

Ile

val

Asp

Arg

Asp

Glu

Leu

Leu

Ala

Ala

val

Ala

Leu

Ser

Thr

val

380

Leu

Pro

Cys

His

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

Asn

Ala

val

Leu

365

Glu

ser

Phe

Phe

Ser
445

Lys

Phe

Ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

val

Lys

Asn

Leu

430

Asn

Arg

Gly

ASp

Thr

Ala

Leu

His

335

Leu

Thr

Glu

Ala

Ite

415

val

Leu

Ile
240
Ala
Ile
Leu
Leu
His
320
Asn
Thr
GIn
Glu
Cys
400
Arg

Pro

Phe
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atgtctgaaa ttgttgtctc caaatttggc ggtaccagcg tagctgattt tgacgccatg

aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggeggege
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgetggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggege
tctcgeggtt
ttaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggea
ggcgeatcca

Ccaaaaactgc

<210> 28
<211> 34
<212> ADN

ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggecgce
ttatcggtag
cggcagectt
cgggcatcta
cgtttgccga
tgctacccge
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctcgegga
cgtcagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt
gccataacct

atagtaattt

<213> Secuencia artificial

<220>

gctttctgat
gctggtcgcet
ccgcaacatc
gattgaacgt
tcecggegetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagctg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgce
tcagactctg
agttttcggc
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgceg
cggcgtactg
gtgcttcctg
gtttgagtaa

<223> Cebador para la amplificacion

<400> 28

gcgtttgccyg aagcggcaaa gatggcecact tttg

<210> 29
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion

<400> 29

caaaagtggc catctttgce gettcggcaa acge

<210> 30
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

gccaacgtge
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgcg
cgatttggtc
ctcccacgte
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc
atcctcgege
ttaacccttg
ctgatggagc
ttgattggca

gaaccgttca

gtgcccggeg

34

34

53

gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgcagce
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcc
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgcact
atgacctgtc
acattcgcat

aagatgccga

cctetegget
tggcgagcga
tctgegttac
tctggcagaa
tggcgtgctg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggc
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttccgce
tatgctgcat
ttcggtagac
ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgce
gatttgttat

gcaggtggtg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 30
ggtagatcta atcaccatgt cagaagtgag cgtgg

<210> 31

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 31
ccacgctcac ttctgacatg gtgattagat ctacc

<210> 32

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 32
ggtagatcta atcaccacgt tagaagtgag cgtggc

<210> 33

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 33
gccacgctca cttctaacgt ggtgattaga tctacc

<210> 34

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 34
ggtagatcta atcaccatgt cagaagtgag cgtgg

<210> 35

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 35
ccacgctcac ttctgacatg gtgattagat ctacc

<210> 36

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2631554713

35

35

36

36

35

35

54
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15

20

25

<220>

ES 2631554713

<223> Cebador para la amplificacion

<400> 36

gtcagaagtg agcgtggcat taattctaga taccac

<210> 37
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion

<400> 37

gtggtatcta gaattaatgc cacgctcact tctgac

<210> 38
<211> 1350
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 38
atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggceggegce
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgctggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggege
tctcgeggtt

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgc
ttatcggtag
cggcagectt
cgggcatcta
cgtttgccga
tgctacccgce
caggtggtac
ttcgtcgcaa

tcctcgegga

caaatttggc
gctttctgat
gctggtcgct
ccgcaacatc
gattgaacgt
tccggegcetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagcetg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat
agcggcaaag
agtacgcagc
gctggtgtgce
tcagactctg

agttttcgge

36

36

ggtaccagcg
gccaacgtgce
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgcg
cgatttggtc
ctcccacgtc
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggccactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc

atcctcgcgce

55

tagctgattt
gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgcagce
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcc
acagcctgaa

ggcataatat

tgacgccatg
cctctcgget
tggcgagcga
tctgcgttac
tctggcagaa
tggcggectg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggce
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttccge
tatgctgcat

ttcggtagac

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

1020
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ttaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggca
ggcgcatcca

caaaaactgc

<210> 39

<211> 449
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 39

Met Ser Glu Ile val

1

Phe

val

val

Asp

65

Pro

val

Glu

Ile

val

145

Ala

Gly

Asp

Arg

Ala

50

Ala

AsSn

Leu

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Ala

Leu

35

Leu

Ile

val

Ala

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Met

20

val

Ala

Arg

Ile

Glu

100

ser

Glu

Thr

Glu

Ile
180

5

Asn

val

Glu

Asn

Arg

85

Ala

His

Arg

Asn

Leu

165

Thr

val

Arg

Leu

Gly

Ile

70

Glu

Ala

Gly

Asp

Gln

Ser

sSer

Ser

Leu

55

Gln

Glu

Ala

Gly

val

135

Arg

Ala

Gly

atagtaattt gtttgagtaa

Lys

Ala

Ala

40

Glu

Phe

Ile

Leu

Leu

120

Gln

Phe

Leu

Phe

Phe

Asp

25

Ser

Pro

Ala

Glu

Ala

105

Met

Ala

Gly

Gln

Ile
185

Gly

10

Ala

Gly

Ile

Arg

90

Thr

ser

Gln

Arg

Leu

170

Gly

56

ES 2631554713

Gly

val

Gly

Glu

Leu

75

Leu

Ser

Thr

Trp

Ala

155

Leu

Ser

cgtcagaagt gagcgtggca ttaacccttg ataccaccgg
cgttgctgac gcaatctctg ctgatggagc tttccgcact
aaggtctggc gctggtcgcg ttgattggca atgacctgtc
aagaggtatt cggcgtactg gaaccgttca acattcgcat

gccataacct gtgcttcctg gtgcccggeg aagatgecga

Thr

Leu

Ile

Arg

60

Glu

Leu

Pro

Leu

Phe

140

Glu

Pro

Glu

Ser

Ser

Thr

45

Phe

Arg

Glu

Ala

Leu

125

Asp

Pro

Arg

Asn

val

Asp

30

Asn

Glu

Leu

Asn

Leu

110

Phe

val

ASp

Leu

Lys

ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgce
gatttgttat
gcaggtggtg

Ala

15

Ala

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Thr

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

Asp

Glu

Lys

Ala

160

Glu

Arg

1080
1140
1200
1260
1320
1350



Thr

Ala

Gly

Asp

Lys

Pro

val

Ile

Leu

Ser

Gly

Gly

Met

Gly

Glu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

val

val

Cys

290

Arg

Arg

Ser

Asp

Leu

370

Leu

val

Ile

Glu

Thr

195

Ala

Tyr

Ile

Leu

Phe

275

Asn

AsSn

Gly

val

Thr

355

Leu

Ala

Gly

Cys

Asp

Leu

Leu

Thr

Ala

His

260

val

Lys

GIn

Phe

340

Thr

Met

Leu

Lys

Tyr

Ala

Gly

His

Thr

Phe

245

Pro

Gly

Thr

Thr

Leu

325

Leu

Gly

Glu

val

Glu

405

Gly

Glu

Arg

Ala

Asp

Ala

Ala

Ser

Glu

Leu

310

Ala

Ile

sSer

Leu

Ala

390

val

Ala

Gln

Gly

Ser

215

Pro

Glu

Thr

Ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

Ser

375

Leu

Phe

ser

val

ES 2631554713

Gly

200

Arg

Arg

Ala

Leu

Lys

Pro

Thr

val

Thr

sSer

360

Ala

Ile

Gly

Ser

val
440

Ser

val

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Phe

Ser

345

Thr

Leu

Gly

val

His

425

Gln

Asp

Asp

val

250

Pro

Pro

Leu

His

Gly

cys

Asn

Leu

410

Asnh

Lys

57

Tyr

Ile

Ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

Ser

315

Ile

val

Asp

Arg

Asp

Glu

Leu

Leu

Thr

Ala

val

Ala

Leu

ser

Thr

val

380

Leu

Pro

cys

His

Ala

205

Thr

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

Asn

Ala

val

Leu

365

Glu

Ser

Phe

Phe

Ser
445

Ala

Asp

Lys

Phe

Ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

val

Lys

Asn

Leu

430

Asn

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

His

335

Leu

Thr

Glu

Ala

Ile

415

val

Leu

Leu

Pro

Ile

240

Ala

Ile

Leu

Leu

His

320

AsSn

Thr

Gln

Glu

Cys

400

Arg

Pro

Phe
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15

<210> 40
<211> 1350
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 40
atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggeggege
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgctggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggege
tctcgeggtt
ctaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggca
ggcgcatcca

caaaaactgc

<210>41
<211> 449
<212> PRT

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgce
ttatcggtag
cggcagcctt
cgggcatcta
cgtttgccga
tgctacccge
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctcgegga
tgtcagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt
gccataacct

atagtaattt

<213> Escherichia coli

<400> 41

Met Ser Glu Ile val val Ser Lys Phe Gly Gly Thr Ser val Ala Asp
1 10 15

Phe Asp Ala Met Asn Arg Ser Ala Asp Ile val Leu Ser Asp Ala Asn
20

5

ES 2631554713

caaatttggc
gctttctgat
gctggtcgcet
ccgcaacatc
gattgaacgt
tccggegetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagctg
cgaaaataaa
gctggceggag
caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgce
tcagactctg
agttttcggc
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgeg
cggcgtactg
gtgcttcctg

gtttgagtaa

ggtaccagcg
gccaacgtgce
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgceg
cgatttggtc
ctcccacgtc
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc
atcctcgegce
ttaacccttg
ctgatggagc
ttgattggca

gaaccgttca

gtgcccggceg

25

58

tagctgattt
gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttccgcagc
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcc
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgcact
atgacctgtc
acattcgcat

aagatgccga

tgacgccatg
cctcteggcet
tggcgagcga
tctgcgttac
tctggcagaa
tggcggcectg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggc
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttccgce
tatgctgcat
ttcggtagat
ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgce

gatttgttat

gcaggtggtg

30

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



ES 2631554713

val Arg Leu val val Leu Ser Ala Ser Ala Gly Ile Thr Asn Leu Leu
35 40 45

val Ala Leu Ala Glu Gly %gu Glu Pro Gly Glu ggg Phe Glu Lys Leu
50

Asp Ala Ile Arg Asn Ile GIn Phe Ala Ile Leu Glu Arg Leu Arg Tyr
65 70 75 80

Pro Asn val Ile Arg Glu Glu Ile Glu Arg Leu Leu Glu Asn Ile Thr
85 90 95

val Leu Ala Glu Ala Ala Ala Leu Ala Thr Ser Pro Ala Leu Thr Asp
100 105 110

Glu Leu val Ser His Gly Gly Leu Met Ser Thr Leu Leu Phe val Glu
115 120 125 :

Ile Leu Arg Glu Arg Asp val Gln Ala GIn Trp Phe Asp val Arg Lys
130 135 140

val Met Arg Thr Asn Asp Arg Phe Gly Arg Ala Glu Pro Asp Ile Ala
145 150 155 160

Ala Leu Ala Glu Leu Ala Ala Leu GIn Leu Leu Pro Arg Leu Asn Glu
165 170 175

Gly Leu val Ile Thr Gln Gly Phe Ile Gly Ser Glu Asn Lys Gly Arg
180 185 190

Thr Thr Thr Leu Gly Arg Gly Gly Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Leu Leu
195 200 205

Ala Glu Ala Leu His Ala Ser Arg val Asp Ile Trp Thr Asp val Pro
210 215 220

Gly Ile Tyr Thr Thr Asp Pro Arg val val Ser Ala Ala Lys Arg Ile
225 230 235 240

Asp Glu Ile Ala Phe Ala Glu Ala Ala Glu Met Ala Thr phe Gly Ala
245 250 255

Lys val Leu His Pro Ala Thr Leu Leu Pro Ala val Arg Ser Asp Ile
260 265 270

Pro val Phe val Gly Ser Ser Lys Asp Pro Arg Ala Gly Gly Thr Leu
275 280 285

val Cys Asn Lys Thr Glu Asn Pro Pro Leu Phe Arg Ala Leu Ala Leu
290 295 300

59
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Arg Arg

Ser Arg
Ile

Ser

Leu Asp

Asn

Gly

val

Thr

GlIn

Phe

Thr

Leu

Leu Leu

310

Ala Glu

325

355

Leu
370

Ser

Gly Leu

Gly val

Met Ile

Gly Glu

Glu
<210> 42

<211> 1350
<212> ADN

Leu

Ala

Gly

Cys

Asp

Met

Leu

Lys

Leu

Gly

Glu

val

Glu

ITe Thr

Thr

ser

Ser
375

Leu

Ala Leu

390

val phe

405

TYyr
420

Ala

<213> Escherichia coli

<400> 42

atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggcggege
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgetggegg
acccagggat

agcgattata

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgce
ttatcggtag

cggcagectt

Gly

Glu

Ala Ser

Gin val

caaatttggc
gctttctgat
gctggtcgcet
ccgcaacatce
gattgaacgt
tccggcgetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagctg
Ccgaaaataaa

gctggcggag

ES 2631554713

Thr Leu

val Phe

Met Ser

345

Ser Thr

360

Ala Leu

Ile Gly
val

Gly

His
425

Ser

val GIn

440

ggtaccagcg tagctgattt
gccaacgtgc gtttagttgt
ttagctgaag gactggaacc
cagtttgcca ttctggaacg
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgceg
cgatttggtc
ctcccacgtce
ggtcgtacaa

gctttacacg

60

His

Gly

Glu

Gly

cys

Asn

Leu

410

Asn

Lys

ser

315

Ile

val

ASp

Arg

ASp

Glu

Leu

Leu

acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg

catctcgtgt

Leu

Leu

Ser

Thr

val

380

Leu

Pro

Cys

His

Asn Met

Ala

Arg

Ala
350

val

Leu Leu

365

Glu val

Ser Lys

Phe Asn

Phe Leu

430

Ser
445

Asn

tgacgccatg
cctctecggct
tggcgagcga
tctgegttac
tctggcagaa
tggcggectg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggagge
tgatatctgg

Leu

His

335

Leu

Thr

Glu

Ala

Ile

415

val

Leu

His
320

Asn

Thr

GIn

Glu

Cys
400

Arg

Pro

Phe

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggegce
tctcgeggtt
ttaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggca
ggcgcatcca

caaaaactgc

<210>43
<211> 449
<212> PRT

cgggcatcta
cgtttgccga
tgctacccge
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctcgegga
cgtcagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt
gccataacct

atagtaattt

<213> Escherichia coli

<400> 43

Met Ser
1
Phe

Asp

val Arg

Glu

Ala

Leu

Ile val

Met
20

Asn

val val

35

Ala
50

val

Asp Ala

65

Pro Asn

val

Leu

Glu Leu

Leu

Ile

val

Ala

val

Ala Glu

Arg Asn

Ile Arg

85

Glu Ala

100

Ser His

115

Ile Leu

130

Arg

Glu Arg

ES 2631554713

caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgc
tcagactctg
agttttcggce
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgeg
cggcgtactg
gtgcttcctg
gtttgagtaa

val Ser

Ly

Arg Ser Al

Al
40

Leu Ser

Leu G]

55

Gly

Ile GIn Ph

70

Glu Glu 11

Ala Ala Le

Le
12

Gly Gly

val G1

135

Asp

ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgce
atcctcgege
ttaattctag
ctgatggagc
ttgattggca

gaaccgttca

gtgcccggeg

s Phe Gly

10

a Asp Ile

25

a Ser Ala

u Pro Gly

e Ala Ile

e Glu Arg

90

u Ala Thr

105

U Met Ser

0

n Ala Gln

61

tttccgcage
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcec
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgcact
atgacctgtc
acattcgcat

aagatgccga

Gly Thr

val Leu

Gly Ile

Glu Arg

60

Leu Glu

75

Leu Leu

Pro

Ser

Thr Leu

Ser

ser

Thr

45

Phe

Arg

Glu

Ala

Leu

aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgttcecge
tatgctgcat
ttcggtagac
ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgce

gatttgttat

gcaggtggtg

Ala
15

val

Asp Ala

30

Asn Leu

Glu Lys
Leu

Arg

Ile
95

Asn

Leu Thr

110

Phe val

125

Phe
140

Trp

Asp

val Arg

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

Asp

Glu

Lys

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



val
145
Ala
Gly

Thr

Ala

Asp

Lys

Pro

val

Ile

Leu

ser

Gly

Gly

Met

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

val

val

Cys

Arg

Arg

Ser

Asp

Leu

370

Leu

val

Arg

Ala

val

Thr

195

Ala

Tyr

Ile

Leu

Phe

275

Asn

Asn

Gly

val

Thr

355

Leu

Ala

Gly

Thr

Glu

Ile

180

Leu

Leu

Thr

Ala

His

260

val

Lys

Gln

Phe

340

Thr

Met

Leu

Lys

Asn

Leu

165

Thr

Gly

His

Thr

Phe

245

Pro

Gly

Thr

Thr

Leu

325

Leu

Gly

Glu

val

Glu
405

Gln

Arg

Ala

Ala

ser

Glu

Leu

310

Ala

Ile

ser

Leu

Ala

390

val

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

215

Pro

Glu

Thr

Ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

Ser

375

Leu

Phe

ES 2631554713

Phe

Leu

Phe

Arg

Arg

Ala

Leu

Lys

Pro

Thr

val

Thr

Ser

360

Ala

Ile

Gly

Gly

GIn

Ile

185

Ser

val

val

Ala

Leu

265

Asp

Pro

Leu

Phe

ser

345

Thr

Leu

Gly

val

Arg

Leu

170

Gly

Asp

Asp

val

Glu

250

Pro

Pro

Leu

His

Gly

cys

Asn

Leu
410

62

Ala

155

Leu

Ser

Tyr

Ile

Ser

235

Met

Ala

Arg

Phe

Ser

315

Ile

val

Asp

Arg

395

Glu

Glu

Pro

Glu

Thr

Trp

Ala

Ala

val

Ala

Leu

ser

Thr

val

380

Leu

Pro

Pro

Arg

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

Arg

Asn

Ala

val

Leu

365

Glu

Ser

Phe

Asp

Leu

Lys

190

Ala

Asp

Lys

Phe

Ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

val

Lys

Asn

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

His

335

Leu

Thr

Glu

Ala

Ile
415

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ala

Ile

Leu

Leu

His

320

Asn

Ile
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15

Met Ile Cys I¥5 Gly Ala Ser Ser zgg Asn Leu Cys Phe Leu val Pro

Gly Glu ﬁgg Ala Glu Gln val val GIn Lys Leu His Ser Asn Leu Phe

Glu

<210> 44
<211> 1350
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 44

atgtctgaaa
aaccgcagcg
tctgctggta
ttcgaaaaac
ccgaacgtta
gcggeggegce
atgtcgaccc
gatgtacgta
gcgctggegg
acccagggat
agcgattata
accgacgtcc
gatgaaatcg
ccggcaacgt
gacccacgcg
gctctggege
tctcgeggtt
ctaatcacca
actggcgata
gaggtggaag
ggcgttggca
ggcgcatcca

caaaaactgc

<210> 45
<211> 449
<212> PRT

ttgttgtctc
ctgatattgt
tcactaatct
tcgacgctat
tccgtgaaga
tggcaacgtc
tgctgtttgt
aagtgatgcg
aactggccgce
ttatcggtag
cggcagectt
cgggcatcta
cgtttgccga
tgctacccgce
caggtggtac
ttcgtcgcaa
tcctcgegga
cgttagaagt
cgttgctgac
aaggtctggc
aagaggtatt
gccataacct

atagtaattt

<213> Escherichia coli

<400> 45

ES 2631554713

440

caaatttggc
gctttctgat
gctggtcgcet
ccgcaacatc
gattgaacgt
tccggegetg
tgagatcctg
taccaacgac
gctgcagctg
cgaaaataaa
gctggcggag
caccaccgat
agcggcagag
agtacgcagc
gctggtgtgce
tcagactctg
agttttcggc
gagcgtggca
gcaatctctg
gctggtcgeg
cggcgtactg
gtgcttcctg

gtttgagtaa

ggtaccagcg
gccaacgtgc
ttagctgaag
cagtttgcca
ctgctggaga
acagatgagc
cgcgaacgcg
cgatttggtc
ctcccacgtce
ggtcgtacaa
gctttacacg
ccacgcgtag
atggcaactt
gatatcccgg
aataaaactg
ctcactttgc
atcctecgegce
ttaacccttg
ctgatggagc
ttgattggca

gaaccgttca

gtgcccggeg

63

430

445

tagctgattt
gtttagttgt
gactggaacc
ttctggaacg
acattactgt
tggtcagcca
atgttcaggc
gtgcagagcc
tcaatgaagg
cgacgcttgg
catctcgtgt
tttcecgeage
ttggtgcaaa
tctttgtcgg
aaaatccgcc
acagcctgaa
ggcataatat
ataccaccgg
tttccgcact
atgacctgtc
acattcgcat

aagatgccga

tgacgccatg
cctctcggcet
tggcgagcga
tctgcgttac
tctggcagaa
tggcggectg
acagtggttt
agatatagcc
cttagtgatc
ccgtggaggc
tgatatctgg
aaaacgcatt
agtactgcat
ctccagcaaa
gctgtteccge
tatgctgcat
ttcggtagat
ttcaacctcc
gtgtcgggtg
aaaagcctgc

gatttgttat

gcaggtggtg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350



Met

Phe

val

val

Asp

65

Pro

val

Glu

Ile

val

145

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Asp

Ser

Asp

Arg

Ala

50

Ala

Asn

Leu

Leu

Leu

130

Met

Leu

Leu

Thr

Glu

210

Ile

Glu

Glu

Ala

Leu

35

Leu

Ile

val

Ala

val

115

Arg

Arg

Ala

val

Thr

195

Ala

Tyr

Ile

Ile

Met

20

val

Ala

Arg

Ile

Glu

100

Ser

Glu

Thr

Glu

Ile

180

Leu

Leu

Thr

Ala

val

Asn

val

Glu

Asn

Arg

85

Ala

His

Arg

Asn

Leu

165

Thr

Gly

His

Thr

Phe
245

val

Arg

Leu

Gly

Ile

70

Glu

Ala

Gly

Asp

Gln

Arg

Ala

230

Ala

Ser

ser

Ser

Leu

55

Gln

Glu

Ala

Gly

val

135

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

215

Pro

Glu

ES 2631554713

Lys

Ala

Ala

40

Glu

Phe

Ile

Leu

Leu

120

Gln

Phe

Leu

Phe

Gly

200

Arg

Arg

Ala

Phe

Asp

25

Ser

Pro

Ala

Glu

Ala

105

Met

Ala

Gly

Gln

Ile

185

Ser

val

val

Ala

Gly

10

Ile

Ala

Gly

Ile

Arg

90

Thr

ser

Gln

Arg

Leu

170

Gly

Asp

Asp

val

Glu
250

64

Gly

val

Gly

Glu

Leu

75

Leu

Ser

Thr

Trp

Ala

155

Leu

Ser

Tyr

Ile

Ser

235

Met

Thr

Leu

Ile

Arg

60

Glu

Leu

Pro

Leu

Phe

140

Glu

Pro

Glu

Thr

220

Ala

Ala

Ser

ser

Thr

45

Phe

Arg

Glu

Ala

Leu

125

Asp

Pro

Arg

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Thr

val

Asp

30

Asn

Glu

Leu

Asn

Leu

110

Phe

val

Asp

Leu

Asp

Lys

Phe

Ala

15

Ala

Leu

Lys

Arg

Ile

95

Thr

val

Arg

Ile

Asn

175

Gly

Leu

val

Arg

Gly

Asp

Asn

Leu

Leu

Tyr

80

Thr

Asp

Lys

Ala

160

Glu

Arg

Leu

Pro

Ile

240

Ala
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15

Lys val Leu His Pro Ala
260

pro val Phe val Gly Ser
275

val Cys Asn Lys Thr Glu
290

Arg Arg Asn GIn Thr Leu
305 310

Ser Arg Gly Phe Leu Ala
325

ITe Ser val Asp Leu Ile
340

Leu Asp Thr Thr Gly Ser
355

Ser Leu Leu Met Glu Leu
370

Gly Leu Ala Leu val Ala
385 390

Gly val Gly Lys Glu val
405

Met Ile Cys Tyr Gly Ala
420

Gly Glu Asp Ala Glu GlIn

Glu

<210> 46

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 46
tataatgcta gcatgaaaaa tgttggtttt atcgg

<210> 47

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ser

Asn

295

Leu

Glu

Thr

Thr

Ser

375

Leu

Phe

Ser

val

ES 2631554713

Leu

Lys

Pro

Thr

val

Thr

Ser

360

Ala

Ile

Gly

ser

val
440

35

Leu

265

ASp

Pro

Leu

Phe

Leu

345

Thr

Leu

Gly

val

His

425

GIn

Pro

Pro

Leu

His

Gly

Cys

Asn

Leu

410

Asn

Lys

65

Ala

Arg

Phe

Ser

315

Ile

val

ASp

Arg

Asp

Glu

Leu

Leu

val

Ala

Leu

Ser

Thr

val

380

Leu

Pro

Ccys

His

Arg

Gly

Ala

Asn

Ala

val

Leu

365

Glu

Ser

Phe

Phe

Ser
445

ser

270

Gly

Leu

Met

Arg

Ala

350

Leu

val

Lys

Asn

Leu

430

Asn

Asp

Thr

Ala

Leu

His

335

Leu

Thr

Glu

Ala

Ile

415

val

Leu

Ile

Leu

Leu

His

320

Asn

Thr

GlIn

Glu

cys

400

Arg

Pro

Phe
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15

20
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<223> Cebador para la amplificacion

<400> 47

tataatggat ccttacgcca gttgacgaag ¢ 31

<210> 48
<211>1104
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 48

atgaaaaatg
atggttgaag
ggccaggctg
gaggcgctaa
atctatccaa
ctgcgcatga
gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggccg
catctgtatg
gaacgcaaag
ccgectggegg
gaagagtgga
gtagatggtt
aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag
cggatgcttc

<210> 49
<211> 367
<212> PRT

ttggttttat
agcgcgactt
cgccgtcttt
aggccctcga
agcttcgtga
aagatgacgc
ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtggc
tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggc
tatgtgtgcg
aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttaccgt

gtcaactggc

<213> Escherichia coli

<400> 49

cggctggcegc
cgacgccatt
tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg
catcatcatt
caggactttt
attcgccaat
tggtgcgcga
agatgaactc
aacccgtagc
tccgtggatc
ggaaaccaac
tgtcggggea
tattccgacc
cgatcgggaa
gccggtagge
gggcgaccag
gtaa

ggtatggtcg
cgcecctgtct
actggcacac
acctgtcagg
caaggttact
cttgaccccg
gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg
gcgaccccgt
ggtgagctgc
gacaaacagc
aagatcctca
ttgcgctgec
gtggaagaac
atcactatgc
cgcctgegta
ctgctgtggg

gctccgttet
tcttttctac
ttcaggatgc
gcggegatta
ggattgacgc
tcaatcagga
actgtaccgt
attgggtgtc
agttattaac
cctctgctat
cggtggataa
tcgataacgg
acacatcttc
acagccaggc
tgctggctgce
gtgagctaac
agctgaatat

gggccgegga

catgcaacgc
ttctcagett
ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct
cgtcattacc
aagcctgatg
cgttgcaacc
ccagatgggc
tctcgatatc
ctttggcgtg
tcagagccgc
cgtaattccg
attcactatt
gcacaatccg
cccagcetgcec
gggaccagag
gccgetgegt

Met Lys Asn val §1y Phe Ile Gly Trp ?59 Gly Met val Gly igr val
1

Leu Met GIn Arg Met val Glu Glu Arg Asp Phe Asp Ala gge Arg Pro
20 25

66

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

1020
1080
1104
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val Phe Phe Ser Thr Ser GIn Leu Gly Gln Ala Ala Pro Ser Phe Gly
35 40 45

Gly Thr Thr Gly Thr Leu GIn Asp Ala Phe Asp Leu Glu Ala Leu Lys
50 55 60

Ala Leu Asp Ile Ile val Thr Cys Gln Gly Gly Asp Tyr Thr Asn Glu
65 70 75 80

Ile Tyr Pro Lys Leu Arg Glu Ser Gly Trp Gln Gly Tyr Trp Ile Asp
85 90 95

Ala Ala Ser Ser Leu Arg Met Lys Asp Asp Ala Ile Ile Ile Leu Asp
100 105 110

Pro val Asn GIn Asp val Ile Thr Asp Gly Leu Asn Asn Gly Ile Arg
115 120 125

Thr pPhe val Gly Gly Asn Cys Thr val Ser Leu Met Leu Met Ser Leu
130 135 140

Gly Gly Leu Phe Ala Asn Asp Leu val Asp Trp val Ser val Ala Thr
145 150 155 160

Tyr GIn Ala Ala Ser Gly Gly Gly Ala Arg His Met Arg Glu Leu Leu
165 170 175

Thr Gln Met Gly His Leu Tyr Gly His val Ala Asp Glu Leu Ala Thr
180 185 190

Pro Ser Ser Ala Ile Leu Asp Ile Glu Arg Lys val Thr Thr Leu Thr
195 200 205

Arg Ser Gly Glu Leu Pro val Asp Asn Phe Gly val Pro Leu Ala Gly
210 215 220

Ser Leu Ile Pro Trp Ile Asp Lys GIn Leu Asp Asn Gly GlIn Ser Arg
225 230 235 240

Glu Glu Trp Lys Gly GIn Ala Glu Thr Asn Lys Ile Leu Asn Thr Ser
245 250 255

Ser val Ile Pro val Asp Gly Leu Cys val Arg val Gly Ala Leu Arg
260 265 270

Cys His Ser GIn Ala Phe Thr Ile Lys Leu Lys Lys Asp val Ser Ile
275 280 285

Pro Thr val Glu Glu Leu Leu Ala Ala His Asn Pro Trp Ala Lys val
290 295 300

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2631554713

val Pro Asn Asp Arg Glu Ile Thr Met Arg Glu Leu Thr Pro Ala Ala

305 310

val Thr Gly Thr Leu Thr
325

Met Gly Pro Glu Phe Leu
340

Trp Gly Ala Ala Glu Pro
355

<210>50

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(26)

<223> nnn codificante de cualquiera de los otros 19 aminoacidos proteindgenos que existen de manera natural ,

excepto glutamina

<400> 50

315

320

Thr Pro val gg% Arg Leu Arg Lys Leu Asn

335

Ser Ala Phe Thr val Gly Asp GIn Leu Leu
350

345

Leu Arg Arg Met Leu Arg GIn Leu Ala

360

agctcgataa cggtcagagt cgannngagt ggaaagggca ggcgg

<210>51

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<220>
<221> misc_feature
<222> (20)..(22)

<223> nnn codificante de cualquiera de los otros 19 aminoacidos proteindgenos que existen de manera natural ,

excepto glutamina

<400> 51

ccgcctgecc tttccacten nntcgactct gaccgttatc gagcet

<210>52

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 52
ttttgttggc ggtaactgta acgtgtccct gatgttg

<210> 53

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

37

45

68

365

45
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<223> Cebador para la amplificacion

<400> 53
caacatcagg gacacgttac agttaccgcc aacaaaa

<210>54

<211> 367
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 54

Met Lys Asn
1

Leu

val

Gly

Ala

65

Ile

Ala

Pro

Thr

Gly

Tyr

Thr

Pro

Met

Phe

Thr

50

Leu

Tyr

Ala

val

Phe

130

Gln

Gln

Ser

Gln

Phe

35

Thr

Asp

Pro

Ser

Asn

115

val

Leu

Ala

Met

ser
195

val

Arg

20

Ser

Gly

Ile

Lys

Ser

100

Gln

Gly

Phe

Ala

Gly

Ala

Gly
5
Met
Thr
Thr
Ile
Leu
85
Leu
Asp
Gly
Ala
Ser
165
His

Ile

Phe

val

ser

Leu

val

70

Arg

Arg

val

Asn

Asn

150

Gly

Leu

Leu

Ile

Glu

Gln

Gln

55

Thr

Glu

Met

Ile

Cys

135

Asp

Gly

TYr

Asp

ES 2631554713

Gly

Glu

Leu

40

Asp

Cys

ser

Lys

Thr

120

Thr

Leu

Gly

Gly

Ile
200

37

Trp

Arg

25

Gly

Ala

Gln

Gly

ASp

val

val

Ala

His

185

Glu

Arg

10

Asp

Gln

Phe

Gly

Trp

90

Asp

Gly

ser

Asp

Arg

69

Gly

Phe

Ala

Asp

Gly

75

Gln

Ala

Leu

Leu

Trp

His

Ala

Lys

Met

Asp

Ala

Leu

60

Asp

Gly

Ile

Asn

Met

140

val

Met

Asp

val

val Gly Ser

Ala

Pro

45

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Asn

125

Leu

Ser

Arg

Glu

Thr
205

Ile

30

ser

Ala

Thr

Trp

Ile

110

Gly

Met

val

Glu

Leu

190

Thr

15

Arg

Phe

Leu

Asn

Ile

95

Leu

Ile

ser

Ala

Leu

175

Ala

Leu

val

Pro

Gly

Lys

Glu

80

Asp

Asp

Arg

Leu

Thr

160

Leu

Thr

Thr
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ser
210

Arg

sSer Leu

225

Ala Glu

val

Ser

Cys His

Gly

Ile

Trp

Ile

ser

Glu Leu

Pro Trp

Lys Gly

Pro val

260

Gln Ala

275

Thr
290

Pro

val
305

Pro
val Thr
Met

Gly

Trp Gly

val

Asn

Gly

Pro

Ala

Glu Glu

Asp Arg

Thr Leu

325

Glu Phe

340

Ala Glu

355

<210> 55
<211> 1104
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 55

atgaaaaatg
atggttgaag
ggccaggctg
gaggcgctaa
atctatccaa
ctgcgcatga
gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggccg

catctgtatg

ttggttttat
agcgcgactt
cgccgtcttt
aggccctcga
agcttcgtga
aagatgacgc
ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtggce

ES 2631554713

val
215

Pro

Ile
230

Asp
GIn Ala
Gly

Asp

Phe Thr

Asp Asn

Lys

Glu

Leu

Ile

Phe

GIn Leu

Thr Asn

250

Cys val

265

Lys Leu

280

Leu
295

Leu

Glu Ile

310

Thr Thr

ser

Leu

Pro Leu

Ala

Thr

Pro

Ala

Ala His

Met Arg

val

Phe
345

Arg Met

360

cggctggege
cgacgccatt
tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg
catcatcatt
caggactttt
attcgccaat
tggtgcgega

agatgaactc

ggtatggtcg
cgcectgtcet

actggcacac
acctgtcagg
caaggttact
cttgaccccg
gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg

gcgaccccgt

70

val
220

Gly
Asp Asn
Lys Ile
val

Arg

Lys Lys

Pro

Gly

Leu

Gly

Asp

Leu Ala

GlIn

Ser

Thr
255

Asn

Ala
270

Leu

val Ser

285

Pro
300

Asn

Glu
315

Leu
Arg Leu
val

Gly

Leu Arg

Trp

Thr

Arg

Asp

Gln

Ala Lys

Ala

Pro

Leu
335

Lys

GIn
350

Leu

Leu Ala

365

gctccgttct
tcttttctac
ttcaggatgc
gcggcgatta
ggattgacgc
tcaatcagga
actgtaccgt
attgggtgtc
agttattaac

cctctgctat

catgcaacgc
ttctcagett
ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct
cgtcattacc
aagcctgatg
cgttgcaacc
ccagatgggc

tctcgatatc

Arg

Ile

val

Ala

320

Asn

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



10

gaacgcaaag
ccgctggegg
gctgagtgga
gtagatggtt
aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag

cggatgcttc

<210> 56
<211> 367

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 56

Met
1
Leu
val
Gly
Ala
65
Ile
Ala
Pro
Thr

Gly

Tyr

Lys

Met

Phe

Thr

50

Leu

Tyr

Ala

val

Phe

130

Gly

Gln

Asn

GlIn

Phe

35

Thr

Asp

Pro

Ser

Asn

115

val

Leu

Ala

val

Arg

20

Ser

Gly

Ile

Lys

Ser

100

GlIn

Gly

Phe

Ala

tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggc
tatgtgtgcg
aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttaccgt
gtcaactggc

Gly Phe Ile
5

Met

Thr

Thr

Ile

Leu

85

Leu

Asp

Gly

Ala

Ser
165

val

Ser

Leu

val

70

Arg

Arg

val

Asn

Asn

150

Gly

Glu

Gln

GIn

55

Thr

Glu

Met

Ile

cys

Asp

Gly

ES 2631554713

aacccgtagce
tccgtggatc
ggaaaccaac
tgtcggggca
tattccgacc
cgatcgggaa
gccggtaggce
gggcgaccag
gtaa

Gly

Glu

Leu

40

Asp

Cys

Ser

Lys

Thr

120

Thr

Leu

Gly

ggtgagctgc

gacaaacagc

aagatcctca

ttgcgctgec

gtggaagaac

atcactatgc

cgcctgegta

ctgctgtggg

Trp

Arg

25

Gly

Ala

GlIn

Gly

Asp

val

val

Ala

Arg

10

Asp

Gln

Phe

Gly

Trp

90

Asp

Gly

Ser

Asp

Arg

71

Gly

Phe

Ala

ASp

Gly

75

Gln

Ala

Leu

Leu

Met

Asp

Ala

Leu

60

Asp

Gly

Ile

AsSn

Met

140

val

Met

cggtggataa
tcgataacgg
acacatcttc
acagccaggc
tgctggctge
gtgagctaac
agctgaatat
gggccgcgga

val

Ala

Pro

45

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Asn

125

Leu

ser

Arg

Gly

Ile

30

ser

Ala

Thr

Trp

Ile

110

Gly

Met

val

Glu

Ser

15

Arg

Phe

Leu

Asn

Ile

95

Leu

Ile

Ser

Ala

Leu
175

ctttggcgtg
tcagagtcga
cgtaattccg
attcactatt
gcacaatccg
cccagctgec
gggaccagag
gccgetgegt

val

Pro

Gly

Lys

Glu

80

Asp

Asp

Arg

Leu

Thr

160

Leu

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1104
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Thr GIn

Pro Ser

Met

Ser

His

Ile

195

ser
210

Arg

Ser Leu

225

Cys Glu

val

Ser

Cys His

Gly

Ile

Trp

Ile

Ser

Glu Leu

Pro Trp

Lys Gly

Pro val

260

GIln Ala

275

Thr
290

Pro

val
305

Pro
val Thr
Met

Gly

Trp Gly

val

Asn

Gly

Pro

Ala

Glu Glu

Asp Arg

Thr Leu

325

Glu Phe

340

Ala Glu

355

<210> 57
<211> 1104
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 57
atgaaaaatg
atggttgaag
ggccaggctg
gaggcgctaa
atctatccaa

ctgcgcatga

ttggttttat
agcgcgactt
cgcegtettt
aggccctcga
agcttcgtga

aagatgacgc

Leu Tyr

Leu Asp

Gly

Ile

ES 2631554713

His val

185

Glu Arg

200

val
215

Pro

Ile
230

Asp
GIn Ala
Gly

Asp

Phe Thr

Asp

Lys

Glu

Leu

Ile

Asn Phe

Gln Leu

Thr Asn

250

Cys val

265

Lys Leu

280

Leu
295

Leu

Glu Ile

310

Thr Thr

Leu Ser

Pro Leu

cggctggege
cgacgccatt
tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg

catcatcatt

Ala

Thr

Pro

Ala

Ala His

Met Arg

val

Phe
345

Arg Met

ggtatggtcg
cgccctgtct

actggcacac
acctgtcagg
caaggttact

cttgaccccg

72

Ala Asp

Lys val

Glu

Thr

Leu Ala

190

Thr Leu

205

val
220

Gly

Asp Asn

235

Lys Ile

Arg val
Lys

Lys

Pro
300

Asn

Glu
315

Leu
Arg Leu
val

Gly

Leu Arg

Pro

Gly

Leu

Gly

Asp

Trp

Thr

Arg

Asp

Gln

Leu Ala

Gin

Ser

Thr
255

Asn

Ala
270

Leu
val ser
Ala Lys
Ala

Pro

Leu
335

Lys

GIn
350

Leu

Leu Ala

365

gcteccgttct
tcttttctac
ttcaggatgc
gcggcgatta
ggattgacgc

tcaatcagga

catgcaacgc
ttctcagett
ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct

cgtcattacc

Thr

Thr

Gly

Arg

Ile

val

Ala

320

Asn

Leu

60
120
180
240
300
360
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gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggccg
catctgtatg
gaacgcaaag
ccgetggegg
tgtgagtgga
gtagatggtt
aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag
cggatgcttc

<210> 58
<211> 367
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 58

Met Lys
1

Leu Met
val phe
Gly Thr

50
Ala Leu
65
Ile Tyr
Ala Ala

Pro val

Thr Phe
130

Asn

Gln

Phe

35

Thr

Asp

Pro

ser

Asn

115

val

val

Arg

20

Ser

Gly

Ile

Lys

Ser

100

Gln

Gly

ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtggc
tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggc
tatgtgtgcg
aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttaccgt

gtcaactggc

Gly

Met

Thr

Thr

Ile

Leu

85

Leu

Asp

Gly

caggactttt
attcgccaat
tggtgcgcga
agatgaactc
aacccgtagc
tccgtggatc
ggaaaccaac
tgtcggggca
tattccgacc
cgatcgggaa
gccggtaggce
gggcgaccag

gtaa

Phe

val

Ser

Leu

val

70

Arg

Arg

val

Asn

Ile

Glu

Gln

Gln

55

Thr

Glu

Met

Ile

ES 2631554713

Gly

Glu

Leu

40

Asp

Cys

Ser

Lys

Thr

120

Thr

Trp

Arg

25

Gly

Ala

GIn

Gly

Asp

val

gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg
gcgaccccgt
ggtgagctgc
gacaaacagc
aagatcctca
ttgcgcetgec
gtggaagaac
atcactatgc
cgcctgegta

ctgctgtggg

Arg

10

Asp

Gln

Phe

Gly

Trp

90

Asp

Gly

Ser

73

actgtaccgt

attgggtgtc

agttattaac

cctctgctat

cggtggataa

tcgataacgg

acacatcttc

acagccaggc

tgctggctgce

gtgagctaac

agctgaatat

gggccgegga

Gly

Phe

Ala

Asp

Gly

75

Gln

Ala

Leu

Leu

Met

Asp

Ala

Leu

60

Asp

Gly

Ile

Asn

Met
140

aagcctgatg

cgttgcaacc

ccagatgggc

tctcgatatc

ctttggcgtg

tcagagtcga

cgtaattccg

attcactatt

gcacaatccg

cccagctgec

gggaccagag
gccgetgegt

val Gly Ser val

Ala

Pro

45

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Asn

125

Leu

Ile

30

Ser

Ala

Thr

Trp

Ile

110

Gly

Met

15

Arg

Phe

Leu

Asn

Ile

95

Leu

Ile

Ser

Pro

Gly

Lys

Glu

80

Asp

Asp

Arg

Leu

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1104
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Tyr

Thr

Pro

Arg

Ser

225

Gly

ser

cys

Pro

val

305

val

Met

Trp

Gly

Gln

Gln

ser

Ser

210

Leu

Glu

val

His

Thr

290

Pro

Thr

Gly

Gly

<210> 59

<211>1104
<212> ADN

Leu

Ala

Met

Ser

195

Gly

Ile

Trp

Ile

ser

275

val

AsSn

Gly

Pro

Ala
355

Phe

Ala

Gly

Ala

Glu

Pro

Lys

Pro

260

Gln

Glu

Asp

Thr

Glu

340

Ala

<213> Escherichia coli

<400> 59

Ala

Ser

165

His

Ile

Leu

Trp

Gly

val

Ala

Glu

Arg

Leu

325

Phe

Glu

Asn

150

Gly

Leu

Leu

Pro

Ile

230

Gln

Asp

Phe

Leu

Glu

310

Thr

Leu

Pro

Asp

Gly

TYyr

Asp

val

215

Asp

Ala

Gly

Thr

Leu

295

Ile

Thr

ser

Leu

ES 2631554713

Leu

Gly

Gly

Ile

200

Asp

Lys

Glu

Leu

Ile

280

Ala

Thr

Pro

Ala

val

Ala

His

185

Glu

Asn

Gln

Thr

Lys

Ala

Met

val

Phe

345

Arg

Arg

Phe

Leu

Asn

250

val

Leu

His

Arg

Met

Ala

Lys

Gly

Asp

Lys

Arg

Lys

Asn

Glu

315

Arg

val

Leu

val

Met

Asp

val

val

220

Asn

Ile

val

Lys

Pro

300

Leu

Leu

Gly

Arg

Ser

Arg

Glu

Thr

205

Pro

Gly

Leu

Gly

285

Trp

Thr

Arg

Asp

Gln
365

val

Glu

Leu

190

Thr

Leu

Gln

Asn

Ala

270

val

Ala

Pro

Lys

Gln

350

Leu

Ala

Leu

175

Ala

Leu

Ala

Ser

Thr

255

Leu

ser

Lys

Ala

Leu

335

Leu

Ala

atgaaaaatg ttggttttat cggctggcgc ggtatggtcg gctccgttct catgcaacge

atggttgaag agcgcgactt cgacgccatt cgccctgtct tcttttctac ttctcagett

74

Thr

160

Leu

Thr

Thr

Gly

Arg

Ile

val

Ala

320

Asn

Leu

60
120
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ggccaggctg
gaggcgctaa
atctatccaa
ctgcgcatga
gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggccg
catctgtatg
gaacgcaaag
ccgctggegg
ggggagtgga
gtagatggtt
aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag
cggatgcttc

<210> 60
<211> 367
<212> PRT

cgccgtcttt
aggccctcga
agcttcgtga
aagatgacgc
ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtgge
tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggc
tatgtgtgcg
aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttaccgt

gtcaactggc

<213> Escherichia coli

<400> 60

Met Lys Asn val
1

Leu

val

Met GIn

Phe Phe

Gly

Arg Met

20

Ser Thr

35

Gly
50

Ala
65

Ile

Ala

Thr Thr

Leu Asp

Tyr Pro

Ala Ser

Gly Thr

Ile

Ile

Leu
85

Lys

Ser Leu

100

tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg
catcatcatt
caggactttt
attcgccaat
tggtgcgecga
agatgaactc
aacccgtagce
tccgtggatc
ggaaaccaac
tgtcggggca
tattccgacc
cgatcgggaa
gccggtaggc
gggcgaccag
gtaa

Phe Ile

val Glu
GIn

Ser

GlIn
55

Leu

val Thr

70

Arg Glu

Arg Met

ES 2631554713

actggcacac
acctgtcagg
caaggttact
cttgaccccg
gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg
gcgaccccgt
ggtgagctgc
gacaaacagc
aagatcctca
ttgcgetgec
gtggaagaac
atcactatgc
cgcctgegta
ctgctgtggg

Gly Trp

Glu Arg

25

Leu Gly

40

Asp Ala

Cys GlIn
Gly

ser

Lys

75

Arg

10

Asp

Gln

Phe

Gly

Trp

90

Asp

ttcaggatgc
gcggcgatta
ggattgacgc
tcaatcagga
actgtaccgt
attgggtgtc
agttattaac
cctctgctat
cggtggataa
tcgataacgg
acacatcttc
acagccaggc
tgctggctgce
gtgagctaac
agctgaatat

gggccgegga

Gly Met

Phe Asp
Ala

Ala

Leu
60

Asp

Gly
75

Asp
Gin Gly

Ala Ile

ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct
cgtcattacc
aagcctgatg
cgttgcaacc
ccagatgggc
tctcgatatc
ctttggcgtg
tcagagtcga
cgtaattccg
attcactatt
gcacaatccg
cccagctgec

gggaccagag
gccgctgegt

val Gly Ser

15

Ile
30

Ala

Pro Ser

45

Glu Ala

Tyr Thr

Tyr Trp

95

Ile
110

Ile

Arg

Phe

Leu

Asn

Ile

Leu

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1104

val

Pro

Gly

Lys

Glu

80

Asp

Asp



Pro

Thr

Gly

Tyr

Thr

Pro

Arg

ser

225

His

ser

Cys

Pro

val

305

val

Met

Trp

val

Phe

130

Gly

Gln

GIn

Ser

Ser

210

Leu

Glu

val

His

Thr

290

Pro

Thr

Gly

Gly

<210> 61
<211>1104

ASn
115
val
Leu
Ala
Met
ser
195

Gly

Trp

Ile

Ser

275

val

AsSn

Gly

Pro

Ala
355

Gln

Gly

Phe

Ala

Gly

Ala

Glu

Pro

Lys

Pro

260

Gln

Glu

Asp

Thr

Glu

340

Ala

Asp

Gly

Ala

Ser

165

His

Ile

Leu

Trp

Gly

val

Ala

Glu

Arg

Leu

325

Phe

Glu

val

Asn

Asn

150

Gly

Leu

Leu

Pro

Ile

230

GIn

Asp

Phe

Leu

Glu

310

Thr

Leu

Pro

Asp

Gly

Tyr

Asp

val

215

ASp

Ala

Gly

Thr

Leu

295

Ile

Thr

Ser

Leu

ES 2631554713

Thr

120

Thr

Leu

Gly

Gly

Ile

200

Asp

Lys

Glu

Leu

Ile

280

Ala

Thr

Pro

Ala

Asp

val

val

Ala

His

185

Glu

Asn

Gln

Thr

Cys

Lys

Ala

Met

val

Phe

345

Arg

76

Gly

Ser

Asp

Arg

Phe

Leu

Asn

250

val

Leu

His

Arg

Gly

Thr

Met

Leu

Leu

Trp

His

Ala

Lys

Gly

ASp

Lys

Arg

Lys

Asn

Glu

315

Arg

val

Leu

Asn

Met

140

val

Met

Asp

val

val

220

Asn

Ile

val

Lys

Pro

300

Leu

Leu

Gly

Arg

Asn

125

Leu

Ser

Arg

Glu

Thr

205

Pro

Gly

Leu

Gly

285

Trp

Thr

Arg

Asp

Gln
365

Gly

Met

val

Glu

Leu

190

Thr

Leu

Gln

Asn

Ala

270

val

Ala

Pro

Lys

Gln

350

Leu

Ile

Ser

Ala

Leu

175

Ala

Leu

Ala

Ser

Thr

255

Leu

Ser

Lys

Ala

Leu

335

Leu

Ala

Arg

Leu

Thr

160

Leu

Thr

Thr

Gly

Arg

Ile

val

Ala

320

Asn

Leu
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15

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 61
atgaaaaatg
atggttgaag
ggccaggctg
gaggcgctaa
atctatccaa
ctgcgcatga
gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggccg
catctgtatg
gaacgcaaag
ccgctggegg
catgagtgga
gtagatggtt
aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag

cggatgcttc

<210> 62
<211> 367
<212> PRT

ttggttttat
agcgcgactt
cgccgtcttt
aggccctcga
agcttcgtga
aagatgacgc
ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtggc
tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggc
tatgtgtgcg
aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttaccgt

gtcaactggc

<213> Escherichia coli

<400> 62

Met Lys

1

Leu Met

val Phe

Gly Thr
50

Ala Leu
65

Asn val Gly
5
Gln Arg Met
20
Phe ser Thr
35

Thr Gly Thr

Asp Ile Ile

ES 2631554713

cggctggcgce
cgacgccatt
tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg
catcatcatt
caggactttt
attcgccaat
tggtgcgcga
agatgaactc
aacccgtagc
tccgtggatc
ggaaaccaac
tgtcggggca
tattccgacc
cgatcgggaa
gccggtaggc
gggcgaccag
gtaa

Phe Ile

val Glu

ser Gln

40

Gln
55

Leu

val Thr

70

Gly Trp

Glu Arg

Leu Gly

Asp Ala

Cys Gln

ggtatggtcg
cgcecctgtct

actggcacac
acctgtcagg
caaggttact
cttgaccccg
gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg
gcgaccccgt
ggtgagctgce
gacaaacagc
aagatcctca
ttgcgetgec
gtggaagaac
atcactatgc
cgcctgegta
ctgctgtggg

25

77

Arg Gly Met

10

Asp Phe Asp

Gln Ala Ala

Phe Asp Leu
60

Gly Gly Asp
75

gctccgttct
tcttttctac
ttcaggatgc
gcggcgatta
ggattgacgc
tcaatcagga
actgtaccgt
attgggtgtc
agttattaac
cctctgctat
cggtggataa
tcgataacgg
acacatcttc
acagccaggc
tgctggctgce
gtgagctaac
agctgaatat

gggccgegga

val Gly
Ala Ile
Pro Ser
45

Glu Ala

Tyr Thr

catgcaacgc
ttctcagctt
ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct
cgtcattacc
aagcctgatg
cgttgcaacc
ccagatgggc
tctcgatatc
ctttggcgtg
tcagagtcga
cgtaattccg
attcactatt
gcacaatccg
cccagctgcec

gggaccagag
gccgctgegt

ser
15

Arg

30

Phe

Leu

Asn

val

Pro

Gly

Lys

Glu
80

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

1020
1080
1104



Ile

Ala

Pro

Thr

Tyr

Thr

Pro

Arg

ser

225

Ile

Ser

Cys

Pro

val

305

val

Met

Tyr

Ala

val

Phe

130

Gly

Gln

Gln

ser

Ser

210

Leu

Glu

val

His

Thr

290

Pro

Thr

Gly

Pro

Ser

Asn

115

val

Leu

Ala

Met

ser

195

Gly

Ile

Trp

Ile

Ser

275

val

Asn

Gly

Pro

Lys

Ser

100

Gln

Gly

Phe

Ala

Glu

Pro

Lys

Pro

260

Gln

Glu

Asp

Thr

Glu
340

Leu

85

Leu

Asp

Gly

Ala

Ser

165

His

Ile

Leu

Trp

Gly

val

Ala

Glu

Arg

Leu

325

Phe

Arg

Arg

val

Asn

Asn

150

Gly

Leu

Leu

Pro

Ile

230

Gln

Asp

Phe

Leu

Glu

310

Thr

Leu

Glu

Met

Ile

Asp

Gly

TYr

Asp

val

215

Asp

Ala

Gly

Thr

Leu

295

Ile

Thr

ser

ES 2631554713

Ser

Lys

Thr

120

Thr

Leu

Gly

Gly

Ile

200

Asp

Lys

Glu

Leu

Ile

280

Ala

Thr

Pro

Ala

Asp

val

val

Ala

His

185

Glu

Asn

GlIn

Thr

Cys

Lys

Ala

Met

val

Phe
345

Trp

90

Asp

Gly

Ser

Asp

Arg

Phe

Leu

Asn

250

val

Leu

His

Arg

78

Gln

Ala

Leu

Leu

Trp

His

Ala

Lys

Gly

Asp

Lys

Arg

Lys

Asn

Glu

315

Arg

val

Gly

Ile

Asn

Met

140

val

Met

Asp

val

val

220

Asn

Ile

val

Lys

Pro

300

Leu

Leu

Gly

Tyr

Ile

Asn

125

Leu

Ser

Arg

Glu

Thr

205

Pro

Gly

Leu

Gly

Asp

285

Trp

Thr

Arg

Asp

Trp

Ile

110

Gly

Met

val

Glu

Leu

190

Thr

Leu

Gln

Asn

Ala

270

val

Ala

Pro

Lys

Gln
350

Ile

95

Leu

Ile

ser

Ala

Leu

175

Ala

Leu

Ala

Ser

Thr

255

Leu

Ser

Lys

Ala

Leu

335

Leu

Asp

Asp

Arg

Leu

Thr

160

Leu

Thr

Thr

Gly

Arg

Ile

val

Ala

320

Asn

Leu



10

15

Trp Gly Ala Ala Glu
355

<210> 63
<211> 1104
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 63

atgaaaaatg
atggttgaag
ggccaggetg
gaggcgctaa
atctatccaa
ctgcgcatga
gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggccg
catctgtatg
gaacgcaaag
ccgetggegg
attgagtgga
gtagatggtt
aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag
cggatgcttc

<210> 64
<211> 367
<212> PRT

ttggttttat
agcgcgactt
cgccgtcttt
aggccctcga
agcttcgtga
aagatgacgc
ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtggce
tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggc
tatgtgtgcg
aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttaccgt

gtcaactggc

<213> Escherichia coli

<400> 64

Met Lys Asn Vval Gly Phe Ile Gly Trp ﬁSg Gly Met val Gly Ser val
1 5

Leu Met Gln Arg Met

20

val Phe ;he Ser Thr
5

ES 2631554713

Pro Leu ggg Arg Met Leu Arg Gln Leu Ala

cggctggegc
cgacgccatt
tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg
catcatcatt
caggactttt
attcgecaat
tggtgcgcga
agatgaactc
aacccgtagc
tccgtggatc
ggaaaccaac
tgtcggggca
tattccgacc
cgatcgggaa
gccggtagge
gggcgaccag
gtaa

ggtatggtcg
cgcectgtcet
actggcacac
acctgtcagg
caaggttact
cttgaccccg
gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg
gcgaccccgt
ggtgagctgc
gacaaacagc
aagatcctca
ttgcgctgec
gtggaagaac
atcactatgc
cgcctgegta

ctgctgtggg

365

gctccgttct
tcttttctac
ttcaggatgc
gcggegatta
ggattgacgc
tcaatcagga
actgtaccgt
attgggtgtc
agttattaac
cctctgctat
cggtggataa
tcgataacgg
acacatcttc
acagccaggc
tgctggctgce
gtgagctaac
agctgaatat

gggccgegga

catgcaacgc
ttctcagctt
ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct
cgtcattacc
aagcctgatg
cgttgcaacc
ccagatgggc
tctcgatatc
ctttggcgtg
tcagagtcga
cgtaattccg
attcactatt
gcacaatccg
cccagctgec

gggaccagag
gccgetgegt

15

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

1020
1080
1104

val Glu Glu Arg Asp Phe Asp Ala Ile Arg Pro
25 30

Ser GIn Leu Gly GIn Ala Ala Pro Ser Phe Gly
40

79



Gly

Ala

65

Ile

Ala

Pro

Thr

TYyr

Thr

Pro

Arg

Ser

225

Met

Ser

Cys

Pro

val
305

Thr

50

Leu

Tyr

Ala

val

Phe

130

Gly

Gln

Gln

ser

Ser

210

Leu

Glu

val

His

Thr

290

Pro

Thr

Asp

Pro

Ser

Asn

115

val

Leu

Ala

Met

ser

195

Gly

Ile

Trp

Ile

ser

275

val

Asn

Gly

Ile

Lys

ser

100

Gln

Gly

Phe

Ala

Glu

Pro

Lys

Pro

260

Gln

Glu

Asp

Thr

Ile

Leu

85

Leu

Asp

Gly

Ala

ser

165

His

Ile

Leu

Trp

Gly

val

Ala

Glu

Arg

Leu

val

70

Arg

Arg

val

Asn

Asn

150

Gly

Leu

Leu

Pro

Ile

230

Gln

Asp

Phe

Leu

Glu
310

Gln

55

Thr

Glu

Met

Ile

Asp

Gly

Tyr

Asp

val

215

Asp

Ala

Gly

Thr

Leu

295

Ile

ES 2631554713

Asp

Cys

ser

Lys

Thr

120

Thr

Leu

Gly

Gly

Ile

200

Asp

Lys

Glu

Leu

Ile

280

Ala

Thr

Ala

Gln

Gly

Asp

val

val

Ala

His

185

Glu

Asn

Gln

Thr

Cys

Lys

Ala

Met

Phe

Gly

Trp

90

Asp

Gly

Ser

Asp

Arg

val

Arg

Phe

Leu

Asn

250

val

Leu

His

Arg

80

Asp

Gly

75

Gln

Ala

Leu

Leu

Trp

His

Ala

Lys

Gly

Asp

Lys

Arg

Lys

Asn

Glu
315

Leu

60

Asp

Gly

Ile

Asn

Met

140

val

Met

Asp

val

val

220

Asn

Ile

val

Lys

Pro

300

Leu

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Asn

125

Leu

Ser

Arg

Glu

Thr

205

Pro

Gly

Leu

Gly

285

Trp

Thr

Ala

Thr

Trp

Ile

110

Gly

Met

val

Glu

Leu

190

Thr

Leu

Gln

Asn

Ala

270

val

Ala

Pro

Leu

Asn

Ile

95

Leu

Ile

ser

Ala

Leu

175

Ala

Leu

Ala

Ser

Thr

255

Leu

Ser

Lys

Ala

Lys

Glu

80

Asp

Asp

Arg

Leu

Thr

160

Leu

Thr

Thr

Gly

Arg

Ile

val

Ala
320



10

15

val Thr Gly Thr Leu

325

Met Gly Pro Glu Phe
340

Trp Gly Ala Ala Glu
355

<210> 65
<211>1104
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 65

atgaaaaatg
atggttgaag
ggccaggctg
gaggcgctaa
atctatccaa
ctgcgcatga
gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggccg
catctgtatg
gaacgcaaag
ccgctggegg
atggagtgga
gtagatggtt
aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag

cggatgcttc

<210> 66
<211> 367
<212> PRT

ttggttttat
agcgcgactt
cgccgtcttt
aggccctcga
agcttcgtga
aagatgacgc
ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtggce
tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggc
tatgtgtgcg
aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttaccgt

gtcaactggc

<213> Escherichia coli

<400> 66

ES 2631554713

Thr Thr Pro val Gly

330

teu Ser Ala Phe Thr

345

Pro Leu Arg Arg Met
360

cggctggege
cgacgccatt
tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg
catcatcatt
caggactttt
attcgccaat
tggtgcgcga
agatgaactc
aacccgtagc
tccgtggatc
ggaaaccaac
tgtcggggca
tattccgacc
cgatcgggaa
gccggtagge
gggcgaccag
gtaa

ggtatggtcg
cgccctgtct

actggcacac
acctgtcagg
caaggttact
cttgaccccg
gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg
gcgacccegt
ggtgagctgc
gacaaacagc
aagatcctca
ttgcgetgec
gtggaagaac
atcactatgc
cgcctgegta

ctgctgtggg

Arg Leu Arg Lys Leu Asn

335

val Gly Asp Gln Leu

350

Leu Arg Gln Leu Ala
365

gctccgttcet
tcttttctac
ttcaggatgc
gcggcgatta
ggattgacgc
tcaatcagga
actgtaccgt
attgggtgtc
agttattaac
cctctgctat
cggtggataa
tcgataacgg
acacatcttc
acagccaggc
tgctggctgce
gtgagctaac
agctgaatat

gggccgcgga

catgcaacgc
ttctcagett
ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct
cgtcattacc
aagcctgatg
cgttgcaacc
ccagatgggc
tctcgatatc
ctttggcgtg
tcagagtcga
cgtaattccg
attcactatt
gcacaatccg
cccagctgec

gggaccagag
gccgectgegt

Met Lys Asn val g]y Phe Ile Gly Trp ?59 Gly Met val Gly Ser val
1

81

15

Leu

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

1020
1080
1104



Leu

val

Gly

Ala

65

Ile

Ala

Pro

Thr

TYyr

Thr

Pro

Arg

ser

225

Gln

Ser

Cys

Met

Phe

Thr

50

Leu

Tyr

Ala

val

Phe

130

Gly

Gln

Gln

Ser

Ser

210

Leu

Glu

val

His

GIn

Phe

35

Thr

Asp

Pro

Ser

Asn

115

val

Leu

Ala

Met

Ser

195

Gly

Ile

Trp

Ile

ser
275

Arg

20

ser

Gly

Ile

Lys

Ser

100

Gln

Gly

Phe

Ala

Gly

Ala

Glu

Pro

Lys

Pro

260

Gln

Met

Thr

Thr

Ile

Leu

85

Leu

Asp

Gly

Ala

ser

165

His

Ile

Leu

Trp

Gly

val

Ala

val

Ser

Leu

val

70

Arg

Arg

val

AsSn

Asn

150

Gly

Leu

Leu

Pro

Ile

230

Gln

Asp

Phe

Glu

GIn

G1In

55

Thr

Glu

Met

Ile

Cys

135

Asp

Gly

Tyr

Asp

val

215

Asp

Ala

Gly

Thr

ES 2631554713

Glu

Leu

40

Asp

Cys

Ser

Lys

Thr

120

Thr

Leu

Gly

Gly

Ile

200

Asp

Lys

Glu

Leu

Ile
280

Arg

25

Gly

Ala

Gln

Gly

Asp

val

val

Ala

His

185

Glu

Asn

Gln

Thr

Cys

265

Lys

ASp

GIn

Phe

Gly

Trp

920

Asp

Gly

Ser

Asp

Arg

Phe

Leu

ASn

250

val

Leu

82

Phe

Ala

Asp

Gly

75

Gln

Ala

Leu

Leu

Trp

His

Ala

Lys

Gly

Asp

235

Lys

Arg

Lys

Asp

Ala

Leu

60

Asp

Gly

Ile

ASn

Met

140

val

Met

Asp

val

val

220

Asn

Ile

val

Lys

Ala

Pro

45

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Asn

125

Leu

Ser

Arg

Glu

Thr

205

Pro

Gly

Leu

Gly

Asp
285

Ile

30

Ser

Ala

Thr

Trp

Ile

110

Gly

Met

val

Glu

Leu

190

Thr

Leu

Gln

Asn

Ala

270

val

Arg

Phe

Leu

Asn

Ile

95

Leu

Ile

Ser

Ala

Leu

175

Ala

Leu

Ala

Ser

Thr

255

Leu

Ser

Pro

Gly

Lys

Glu

80

Asp

Asp

Arg

Leu

Thr

160

Leu

Thr

Thr

Gly

Arg

Ile



10

15

Pro Thr val Glu

290

val

305

val

Met

Trp

Pro Asn Asp

Thr Gly Thr

Gly Pro Glu

Gly Ala Ala

Glu

Arg

Leu
325

Phe
340

Glu

355

<210> 67
<211>1104
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 67
atgaaaaatg
atggttgaag
ggccaggctg
gaggcgctaa
atctatccaa
ctgcgcatga
gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggccg
catctgtatg
gaacgcaaag
ccgctggegg
caggagtgga
gtagatggtt
aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag

cggatgcttc

<210> 68
<211> 367
<212> PRT

ttggttttat
agcgcgactt
cgcegtettt
aggccctcga
agcttcgtga
aagatgacgc
ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtggce
tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggce
tatgtgtgcg
aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttaccgt

gtcaactggc

<213> Escherichia coli

<220>

ES 2631554713

Leu Leu

295

Glu Ile

310

Thr Thr

Leu Ser

Pro Leu

cggctggcge
cgacgccatt
tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg
catcatcatt
caggactttt
attcgccaat
tggtgcgcga
agatgaactc
aacccgtagc
tccgtggatc
ggaaaccaac
tgtcggggcea
tattccgacc
cgatcgggaa
gccggtagge
gggcgaccag
gtaa

Thr

Pro

Met

val

Ala Phe

345

Arg

Ala Ala His

Arg

Met

ggtatggtcg
cgcectgtct
actggcacac
acctgtcagg
caaggttact
cttgaccccg
gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg
gcgaccccgt
ggtgagctgc
gacaaacagc
aagatcctca
ttgcgctgec
gtggaagaac
atcactatgc
cgcctgegta

ctgctgtggg

83

Pro
300

Asn

Glu
315

Leu

Leu

Arg

val

Leu Arg

Trp Ala

Thr

Arg

Gly Asp Gln

Gln

Lys val

Ala Ala
320

Pro

Leu Asn
335

Lys

Leu Leu
350

Leu Ala

365

gctccgttcet
tcttttctac
ttcaggatgc
gcggcgatta
ggattgacgc
tcaatcagga
actgtaccgt
attgggtgtc
agttattaac
cctctgctat
cggtggataa
tcgataacgg
acacatcttc
acagccaggc
tgctggetgce
gtgagctaac
agctgaatat

gggccgcgga

catgcaacgc
ttctcagcett
ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct
cgtcattacc
aagcctgatg
cgttgcaacc
ccagatgggc
tctcgatatc
ctttggcgtg
tcagagtcga
cgtaattccg
attcactatt
gcacaatccg
cccagctgcec

gggaccagag
gccgctgegt

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

1020
1080
1104



<221> MISC_FEATURE
<222> (241)..(241)

ES 2631554713

<223> x es cualquier otro aminoacido excepto glutamina

<400> 68

Met Lys Asn val Gly Phe Ile Gly Trp Arg
1

Leu

val

Gly

Ala

65

Ile

Ala

Pro

Thr

Gly

Tyr

Thr

Pro

Arg

Met

Phe

Thr

50

Leu

Tyr

Ala

val

Phe

130

Gly

Gln

Gln

Ser

ser
210

GlIn

Phe

35

Thr

ASp

Pro

ser

ASn

115

val

Leu

Ala

Met

Ser

195

Gly

Arg

20

Ser

Gly

Ile

Lys

Ser

100

Gln

Gly

Phe

Ala

Gly

Ala

Glu

5

Met

Thr

Thr

Ile

Leu

85

Leu

Asp

Gly

Ala

Ser

165

His

Ile

Leu

val

Ser

Leu

val

70

Arg

Arg

val

Asn

Asn

150

Gly

Leu

Leu

Pro

Glu

Gln

Gln

55

Thr

Glu

Met

Ile

Glu

Leu

40

Asp

Cys

Ser

Lys

Thr

. 120

Cys

135

Asp

Gly

Tyr

Asp

val
215

Thr

Leu

Gly

Gly

Ile

200

Asp

Arg

25

Gly

Ala

GlIn

Gly

Asp

val

val

Ala

His

185

Glu

Asn

10

Asp

Gln

Phe

Gly

Trp

90

Asp

Gly

Ser

Asp

Arg

Phe

84

Gly

Phe

Ala

Asp

Gly

75

Gln

Ala

Leu

Leu

155

His

Ala

Lys

Gly

Met

Asp

Ala

Leu

60

Asp

Gly

Ile

Asn

Met

140

val

Met

Asp

val

val
220

val

Ala

Pro

45

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Asn

125

Leu

ser

Arg

Glu

Thr

205

Pro

Gly

Ile

30

Ser

Ala

Thr

Trp

Ile

110

Gly

Met

val

Glu

Leu

190

Thr

Leu

Ser

15

Arg

Phe

Leu

Asn

Ile

95

Leu

Ile

ser

Ala

Leu

175

Ala

Leu

Ala

val

Pro

Gly

Lys

Glu

80

Asp

Asp

Arg

Leu

Thr

160

Leu

Thr

Thr

Gly
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15

20

25

30

ES 2631554713

Ser Leu ITle Pro Trp Ile Asp Lys Gln Leu
225 230

Xaa Glu Trp Lys Gly GIin Ala Glu Thr Asn
245 250

Ser val Ile Pro val Asp Gly Leu Cys Vval
260 265

Cys His Ser GIn Ala Phe Thr Ile Lys Leu
275 280

Pro Thr val Glu Glu Leu Leu Ala Ala His
290 295

val Pro Asn Asp Arg Glu Ile Thr Met Arg
305 310

val Thr Gly Thr Leu Thr Thr Pro val Gly
325 330

Met Gly Pro Glu Phe Leu Ser Ala Phe Thr
340 345

Trp Gly Ala Ala Glu Pro Leu Arg Arg Met
355 360

<210> 69

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 69
tataatgcta gcatgaaagc tgcagtactt ca 32

<210>70

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 70
tataatgaat tcttacggga ttatgagact tc 32

<210>71

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 71
tataatgcta gcatgcctgc tacgttaaag aa 32

85

Asp

Lys

Arg

Lys

Asn

Glu

315

Arg

val

Leu

Asn

Ile

val

Lys

Pro

300

Leu

Leu

Gly

Arg

Gly

Leu

Gly

285

Trp

Thr

Arg

Asp

Gln
365

Gln

Asn

Ala

270

val

Ala

Pro

Lys

Gln

350

Leu

Ser

Thr

255

Leu

Ser

Lys

Ala

Leu

335

Leu

Ala

240

Ser

Arg

Ile

val

Ala

320

Asn

Leu



10

15

20

25

<210>72
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2631554713

<223> Cebador para la amplificacion

<400> 72

tataatgagc tctcattgga aaattgggaa gg 32

<210> 73
<211> 939
<212> ADN

<213> saccharomyces cerevisiae

<400> 73
atgcctgcta
ccagtgttgg
gcagctttga
gaagttggca
aagctttggg
ctaggcttgg
agagttactg
gatactaagg
ggcaaaacta
gaatctccaa
ccacaagacg
ccatttggga
aagcacggcg
gttctggcca
cctgaggatg
gttgatatga

<210> 74
<211> 312
<212> PRT

cgttaaagaa
gtttcggcac
aagctggata
gggctattaa
gtacggaaca
attatgttga
atggtaacgt
aatggaattt
aagccgttgg
ataacaaggt
aattgattgc
gtgctaatgc
ttgagccagce
aatcggttaa

atttcaagac

agtggggatc

ttcttctgct
ttggcgttcc
cagacacatt
agattccgga
acgtgatccg
cctatatctg
tctgtgcatt
tatcaagacg
tgtctctaat
ggtaccagct
cttttgtaag
tcctttacta
acagcttatt
tcctgaaaga
tattagtaac

cttcccaatt

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 74

1

Gly Ala ser Ile Pro val Leu Gly
2

Met Pro Ala Thr Leu Lys Asn Ser
5

acattaaaac
gttgacaata
gatgctgcgg
gtccctegtg
gaagctgctc
atgcattggc
ccaacattag
tgggagttga
ttttctatta
actaatcaaa
gaaaagggta
aaagagcaag
atcagttgga
attgtatcca
ctatccaaag

ttccaatga

Ser Ala Thr Leu Lys Leu Asn Thr
15

Phe Gly Thr Trp Arg Ser val Asp
25 30

86

taaatactgg
acggttacca
ctatctattt
aggaaatttt
taaacaagtc
cagtgccttt
aagatggcac
tgcaagagtt
acaacattaa
ttgaaattca
ttgttgttga
caattattga
gtattcaaag
attttaagat

tgcatggtac

tgcctccatt
ttctgtaatt
gaatgaagaa
tattactact
tttgaaaaga
gaaaaccgac
tgttgacatc
gccaaagacg
agaattatta
tccattgcta
agcctactca
tatggctaaa
aggctacgtt
tttcactctg

aaagagagtc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
939



Asn

His

Ala

65

Lys

Ser

Trp

Cys

Lys

Gln

Cys

Ala

225

Lys

Arg

Ser

Asn Gly
35

Ile Asp
50

Ile Lys
Leu Trp
Leu Lys
Pro val

115

Ile Pro
130

Asn Phe
Lys Thr
Glu Leu
ITe Glu

195
Lys Glu
210
Asn Ala
His Gly

Gly Tyr

Asn Phe
275

Tyr

Ala

Asp

Gly

Thr

Ile

Lys

Leu

180

Ile

Lys

Pro

val

val

260

Lys

His

Ala

Ser

Thr

85

Leu

Leu

Leu

Lys

Ala

165

Glu

His

Gly

Leu

Glu

245

val

Ile

ser

Ala

Gly

70

Glu

Gly

Lys

Glu

Thr

150

val

ser

Pro

Leu
230
Pro

Leu

Phe

Asn Leu Ser Lys val

290

val

Ile

55

val

Gln

Leu

Thr

Trp

Gly

Pro

Leu

val

215

Lys

Ala

Ala

Thr

His
295

ES 2631554713

Ile

40

Tyr

Pro

Arg

Asp

Asp

Gly

Glu

val

Asn

Leu

200

val

Glu

GlIn

Lys

Leu

280

Gly

Gly Ser phe Pro Ile Phe Gln

Ala

Leu

Arg

Asp

Tyr

105

Arg

Thr

Leu

Ser

Asn

185

Pro

Glu

Gln

Leu

Ser

265

Pro

Thr

Ala

Asn

Glu

Pro

90

val

val

val

Met

Asn

170

Lys

Gln

Ala

Ala

Ile

250

val

Glu

Lys

87

Leu

Glu

Glu

75

Glu

Asp

Thr

Asp

GIn

155

Phe

val

Asp

Tyr

Ile

235

Ile

Asn

Asp

Arg

Lys

Glu

60

Ile

Ala

Leu

Asp

Ile

140

Glu

Ser

val

Glu

Ser

220

Ile

Ser

Pro

Asp

val
300

Ala

45

Glu

Phe

Ala

Tyr

Gly

Asp

Leu

Ile

Pro

Leu

205

Pro

Asp

Trp

Glu

Phe

285

val

Gly

val

Ile

Leu

Leu

110

Asn

Thr

Pro

Asn

Ala

190

Ile

Phe

Met

ser

Arg

Lys

Asp

Tyr

Gly

Thr

Asn

95

Met

val

Lys

Lys

Asn

175

Thr

Ala

Gly

Ala

Ile

255

Ile

Thr

Met

Arg

Arg

Thr

80

Lys

His

Leu

Thr

160

Ile

Asn

Phe

Ser

Lys

240

Gln

val

Ile

Lys



10

15

<210>75
<211> 1083
<212> ADN

<213> Metallosphaera sedula

<400> 75
atgaaagctg
tcccaaccta
gacgtcaatg
atatcaggga
gtgatttcag
aatctgtgtg
aggctgtcaa
gccattgtgg
gctgtcctag
cctggagaca
ctaagggcct
agggccatgg
gcaataaagg
gatacgattc
ttacctccag
gaggttgtgg
gtgaggcagg
ataaatgagg

taa

<210> 76
<211> 360
<212> PRT

cagtacttca

aggctgggga
tctttgaggg
ttgtggagga
cgtttattca
agaccttctc
aggacggaaa
gagagaacgc
gttgtgctgg
ctgtggccgt
cgggtgccgg
agctaggtgc
agatcacggg
atatggcgct
caacggccat
ggaattacgg
gaagatacga

cagtcaaaat

<213> Metallosphaera sedula

<400> 76

Met Lys Ala Ala val
1 5

Asp val Asn %1e Ser

Lys Ala ggr Gly Leu

tacgtataag
agtcaagatc
gaaaacccca
agtgggacct
cccctgtggt
ccaggtcaga
ggagataagg
gctaaccagg
gttaacaggg
gataggcgta
gaggataatc
aactgacgtg
tggagggcca
ggattcagtt
gatacccatc
aggaagacct
tccgtctagg

gcttgaggaa

Leu His Thr Tyr Lys Glu Pro Leu Ser Ile Glu
10 15
GIn Pro Lys éga Gly Glu val Lys §8e Lys val

Cys His Ser Asp val Asn val phe Glu Gly Lys
40 45

ES 2631554713

gaaccgctgt
aaggtcaagg
gttccteccec
ggggtgacca
aaatgcggta
ctcaagggag
actttccttg
gttccagagg
tacggtgcca
ggaggagtgg
gccgtgggaa
gtaaactcga
caggtggtga
agaattggag
agggtagcgt
agggttgata
cttgtgacgg
ggagaggcca

88

ccattgagga
caaccgggct
cagtggttgc
gggttaaacc
actgcgttgc
taatgccaga
gaggcggttt
acatggacct
tatcatcatc
gtttgtccac
cgaaaaagtg
aggagataga
tagaggctgg
gaaaggtggt
caatagttag
tgcccaagcet
gtagattcag

taagaagtct

cgtgaatatc
ctgtcactcc
tggacacgaa
aggtgatagg
aggaaaggag
tggaacgtca
cgcggagtac
agagaaggta
caagattgag
aatacaactc
gaaacttgac
tccegtcaaa
aggaaatgag
tctggtaggg
gggaggcata
tctcgagcta
gttggaggaa

cataatcccg

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

1020
1080
1083



ES 2631554713

Thr Pro val Pro Pro Pro val val Ala Gly His Glu Ile Ser Gly Ile
50 55 60

val Glu Glu val Gly Pro Gly val Thr Arg val Lys Pro Gly Asp Arg
65 70 75 80

val Ile Ser Ala Phe Ile His Pro Cys Gly Lys Cys Gly Asn Cys val
85 90 95

Ala Gly Lys Glu Asn Leu Cys Glu Thr Phe Ser GIn val Arg Leu Lys
100 105 110

Gly val Met Pro Asp Gly Thr Ser Arg Leu Ser Lys Asp Gly Lys Glu
115 120 125

Ile Arg Thr Phe Leu Gly Gly Gly Phe Ala Glu Tyr Ala Ile val Gly
130 135 140

Glu Asn Ala Leu Thr Arg val Pro Glu Asp Met Asp Leu Glu Lys val
145 150 155 160

Ala val Leu Gly Cys Ala Gly Leu Thr Gly Tyr Gly Ala Ile Ser Ser
165 170 175

Ser Lys Ile Glu Pro Gly Asp Thr val Ala val Ile Gly val Gly Gly
180 185 190

val Gly Leu Ser Thr Ile GIn Leu Leu Arg Ala Ser Gly Ala Gly Arg
195 200 205

IlTe Ile Ala val Gly Thr Lys Lys Trp Lys Leu Asp Arg Ala Met Glu
210 215 220

Leu Gly Ala Thr Asp val val Asn Ser Lys Glu Ile Asp Pro val Lys
225 230 235 240

Ala ITe Lys Glu Ile Thr Gly Gly Gly Pro GIn val val Ile Glu Ala
245 250 255

Gly Gly Asn Glu Asp Thr Ile His Met Ala Leu Asp Ser val Arg Ile
260 265 270

Gly Gly Lys val val Leu val Gly Leu Pro Pro Ala Thr Ala Met Ile
275 280 285

Pro Ile Arg val Ala Ser Ile val Arg Gly Gly Ile Glu val val Gly
290 295 300

Asn Tyr Gly Gly Arg Pro Arg val Asp Met Pro Lys Leu Leu Glu Leu
305 310 315 320
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20
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30

35

40

45

50

ES 2631554713

val Arg GIn Gly Arg Tyr Asp Pro Ser Arg Leu val Thr Gly Arg Phe
325 330 335

Arg Leu Glu Glu Ile Asn Glu Ala val Lys Met Leu Glu Glu Gly Glu
340 345 350

Ala Ile Arg Ser Leu Ile Ile Pro
355 360

<210>77

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 77
gtcaaggcaa ccggtctctg tcgctecgac gtcaatg 37

<210> 78

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 78
cattgacgtc ggagcgacag agaccggttg ccttgac 37

<210>79

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 79
ggctctgtca ctccgacgta catgtcttty aggggaaaac 40

<210> 80

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 80
gttttcccet caaagacatg tacgtcggag tgacagagec 40

<210> 81

<211> 360

<212> PRT

<213> Metallosphaera sedula

<400> 81

90
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Met Lys Ala Ala val Leu His Thr Tyr Lys Glu Pro Leu Ser Ile Glu

Asp val Asn Ile Ser GIn Pro Lys Ala Gly Glu val Lys Ile Lys val
20 25 30

Lys Ala Thr Gly Leu Cys Arg Ser Asp Vval His val Phe Glu Gly Lys
35 40 45

Thr Pro val Pro Pro Pro val val Ala Gly His Glu Ile Ser Gly Ile
50 55 60

val Glu Glu val Gly Pro Gly val Thr Arg val Lys Pro Gly Asp Arg
65 70 75 80

val Ile Ser Ala Phe Ile His Pro Cys Gly Lys Cys Gly Asn Cys val
85 90 95

Ala Gly Lys Glu Asn Leu Cys Glu Thr Phe Ser Gln val Arg Leu Lys
100 105 110

Gly val Met Pro Asp Gly Thr Ser Arg Leu Ser Lys Asp Gly Lys Glu
115 120 125

Ile Arg Thr Phe Leu Gly Gly Gly Phe Ala Glu Tyr Ala Ile val Gly
130 135 140

Glu Asn Ala Leu Thr Arg val Pro Glu Asp Met Asp Leu Glu Lys val
145 150 155 160

Ala val Leu Gly Cys Ala Gly Leu Thr Gly Tyr Gly Ala Ile Ser Ser
165 170 175

Ser Lys Ile Glu Pro Gly Asp Thr val Ala val Ile Gly val Gly Gly
180 185 190

val Gly Leu Ser Thr Ile GIn Leu Leu Arg Ala Ser Gly Ala Gly Arg
195 200 205

Ile Ile Ala val Gly Thr Lys Lys Trp Lys Leu Asp Arg Ala Met Glu
210 215 220

Leu Gly Ala Thr Asp val val Asn Ser Lys Glu Ile Asp Pro val Lys
225 230 235 240

Ala Ile Lys Glu Ile Thr Gly Gly Gly Pro GIn val val Ile Glu Ala
245 250 255

Gly Gly Asn Glu Asp Thr Ile His Met Ala Leu Asp Ser val Arg Ile
260 265 270

91



10

Gly Gly

Lys

val val

275

Ile
290

Pro

Asn
305

Tyr
val Arg
Leu

Arg

Ala Ile

Arg

Gly

Gln

Glu

Arg

val Ala

Gly Arg

Gly Arg
325

Glu Ile

340

Ser Leu

355

<210> 82
<211>1083
<212> ADN

<213> Metallosphaera sedula

<400> 82

atgaaagcag
tcacagccga
gatgttcatg
attagcggta
gttattagcg
aatctgtgtg
cgtctgagca
gcaattgttg
gcagttctgg
cctggtgata
ctgcgtgcaa
cgtgcaatgg
gccatcaaag
gataccattc
ctgccteegg
gaagttgttg
gttcgtcagg
attaatgaag

taa

<210> 83
<211>42

cagttctgca
aagccggtga
tttttgaagg
ttgttgaaga
catttattca
aaacctttag
aagatggcaa
gtgaaaatgc
gttgtgccgg
ccgttgcagt
gcggtgcagg
aactgggtgc
aaatcaccgg
acatggcact
caaccgcaat
gtaattatgg
gtcgttatga

ccgtcaaaat

ES 2631554713

Leu val

Gly Leu

Pro

280

Ile
295

Ser

Pro
310

Arg
Tyr Asp
Glu

Asn

Ile Ile

val

val

Pro

Ala val

Arg Gly

Met

Asp

Ser

345

Pro

360

tacctataaa
agtgaaaatc
taaaacaccg
ggttggtccg
tccgtgtggt
ccaggttcgt
agaaattcgt
actgacccgt
tctgaccggt
tattggtgtt
tcgtattatt
aaccgatgtt
tggtggtccg
ggatagcgtt
gattccgatt
tggtcgtccg
tccgagecgt

gctggaagaa

gaaccgctga
aaagttaaag
gttccgectce
ggtgttaccc
aaatgcggta
ctgaaaggtg
acctttctgg
gttccggaag
tatggtgcaa
ggtggtgtgg
gcagttggca
gttaacagta
caggttgtta
cgtattggtg
cgtgttgcaa
cgtgttgata
ctggttaccg

ggtgaagcaa

92

Pro

Ala Thr

Ala Met

285

Ile
300

Gly

Pro
315

Lys

Leu val

Met Leu

gcattgaaga
caaccggtct
cggttgttgc
gtgttaaacc
attgtgttgc
ttatgccgga
gtggtggttt
atatggatct
ttagcagcag
gtctgagcac
ccaaaaaatg
aagaaattga
ttgaagccgg
gtaaagttgt
gcattgttcg
tgccgaaact
gtcgttttcg

ttcgtagect

Glu

Leu

Thr

Glu

val val

Leu Glu

Gly Arg

335

Glu
350

Gly

tgtgaatatt
gtgtcgtagt
aggtcatgaa
gggtgatcgt
cggtaaagaa
tggcaccagc
tgcagaatat
ggaaaaagtt
caaaattgaa
cattcagctg
gaaactggat
tccggtgaaa
tggtaatgaa
tctggttggt
tggtggtatt
gctggaactg
tctggaagaa

gattattccg

Ile

Gly

Leu

320

Phe

Glu

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

1020
1080
1083
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 83
tataaggatc cgtttaactt taagaaggag atataccatg gg

<210> 84

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 84
tataagaatt cttacgccag ttgacgaag 29

<210> 85

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 85
tataagcggc cgcgtttaac tttaagaagg agatat 36

<210> 86

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 86
tataaactcg agcttacgga ataatcagg 29

<210> 87

<211> 841

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 87

42

Met Lys Asn Leu Arg Leu Cys Arg Arg Ile Phe Ile Ser Thr Lys Gly

1 5 10 15

Asn Glu val Thr Thr Met Arg val Leu Lys Phe Gly Gly Thr ser val
25 30

20

Ala Asn Ala Glu Arg Phe Leu Arg val Ala Asp Ile Leu Glu Ser Asn
35 40 45

93



Ala

Thr

65

Ala

Thr

Thr

Ile

Cys

145

Ala

Ala

Arg

Ala

Arg

Ala

Asp

Gln

Arg

Asn
305

Arg

50

Asn

Leu

Gly

Phe

Ser

130

Arg

Arg

val

Arg

Gly

Asn

Asp

Pro

Glu

Thr

290

Thr

Gln

His

Pro

Leu

val

115

Leu

Gly

Gly

Gly

Ile

195

Phe

Gly

cys

Arg

Ala

275

Ile

Gly

Gly

Leu

Asn

Ala

100

Asp

Leu

Glu

His

His

180

Ala

Thr

Ser

cys

GIn

260

Met

Thr

Asn

Gln

val

Ile

85

Ala

GIn

Gly

Lys

Asn

165

Tyr

Ala

Ala

Asp

Glu

245

val

Glu

Pro

Pro

val

Ala

70

ser

Ala

Glu

Gln

Met

150

val

Leu

ser

Gly

Tyr

230

Ile

Pro

Leu

Ile

GlIn
310

Ala

55

Met

Asp

Gln

Phe

Thr

Glu

Arg

Asn

215

Ser

Trp

Asp

ser

Ala

295

Ala

ES 2631554713

Thr

Ile

Ala

Pro

Ala

120

Pro

Ile

val

ser

Ile

200

Glu

Ala

Thr

Ala

Tyr

280

GlIn

Pro

val

Glu

Glu

Asp

Ala

Ile

Thr

185

Pro

Lys

Ala

Asp

Arg

Phe

Phe

Gly

Leu

Lys

Arg

90

Phe

Ile

Ser

Ile

Ala

Gly

val

val

250

Leu

Gly

Gln

Thr

94

Ser

Thr

75

Ile

Pro

Lys

Ile

Met

155

Pro

Asp

Asp

Glu

Leu

235

Asp

Leu

Ala

Ile

Leu
315

Ala

60

Ile

Phe

Leu

His

Asn

140

Ala

val

Ile

His

Leu

220

Ala

Gly

Lys

Lys

Pro

300

Ile

Pro

Ser

Ala

Ala

val

125

Ala

Gly

Glu

Ala

Met

205

val

Ala

val

ser

val

285

Cys

Gly

Ala

Gly

Glu

Gln

110

Leu

Ala

val

Lys

Glu

190

val

val

Cys

Tyr

Met

270

Leu

Leu

Ala

Lys

Gln

Leu

95

Leu

His

Leu

Leu

Leu

175

Ser

Leu

Leu

Leu

Thr

255

ser

His

Ile

Ser

Ile

ASp

80

Leu

Lys

Gly

Ile

Glu

160

Leu

Thr

Met

Gly

Tyr

Pro

Lys

Arg



ES 2631554713

Asp Glu Asp Glu Leu Pro val Lys Gly Ile Ser Asn Leu Asn Asn Met
325 330 335

Ala Met Phe Ser val Ser Gly Pro Gly Met Lys Gly Met val Gly Met
340 345 350

Ala Ala Arg val Phe Ala Ala Met Ser Arg Ala Arg Ile Ser val val
355 360 365

Leu ITe Thr GIn Ser Ser Ser Glu Tyr Ser Ile Ser Phe Cys val Pro
370 375 380

Gln Ser Asp Cys val Arg Ala Glu Arg Ala Met Gln Glu Glu Phe Tyr
385 390 395 400

Leu Glu Leu Lys Glu Gly Leu Leu Glu Pro Leu Ala val Thr Glu Arg
405 410 415

Leu Ala Ile Ile Ser val val Gly Asp Gly Met Arg Thr Leu Arg Gly
420 425 430

Ile Ser Ala Lys Phe Phe Ala Ala Leu Ala Arg Ala Asn Ile Asn Ile
435 440 445

val Ala Ile Ala Gln Gly Ser Ser Glu Arg Ser Ile Ser val val val
450 455 460

Asn Asn Asp Asp Ala Thr Thr Gly val Arg val Thr His Gln Met Leu
465 470 475 480

Phe Asn Thr Asp GlIn val Ile Glu val Phe val Ile Gly val Gly Gly
485 490 495

val Gly Gly Ala Leu Leu Glu GIn Leu Lys Arg GIn GIn Ser Trp Leu
500 505 510

Lys Asn Lys His Ile Asp Leu Arg val Cys Gly val Ala Asn Ser Lys
515 520 525

Ala Leu Leu Thr Asn val His Gly Leu Asn Leu Glu Asn Trp GIn Glu
530 535 540

Glu Leu Ala GIn Ala Lys Glu Pro Phe Asn Leu Gly Arg Leu Ile Arg
545 550 555 560

Leu val Lys Glu Tyr His Leu Leu Asn Pro val Ile val Asp Cys Thr
565 570 575

Ser Ser Gln Ala val Ala Asp Gln Tyr Ala Asp Phe Leu Arg Glu Gly
580 585 590

95



Phe

Tyr

Leu

625

G1n

Leu

Ser

Pro

Leu

705

Glu

Ala

Arg

Asn

Ser

785

Phe

Gly

Arg

His

Tyr

610

Tyr

Asn

Ser

Phe

Asp

Ile

Ile

Ala

val

Ile

770

Asn

Tyr

Ala

Thr

<210> 88
<211>810
5 <212> PRT

val

595

His

Asp

Leu

Gly

Ser

675

Pro

Leu

Glu

Phe

Ala

755

Asp

Asp

Ser

Gly

Leu
835

val

Gln

Thr

Leu

Ser

660

Glu

Arg

Ala

Pro

Met

740

Lys

Glu

Pro

His

Asn

820

Ser

Thr

Leu

Asn

Asn

645

Leu

Ala

ASp

Arg

val

725

Ala

Ala

Asp

Leu

Tyr

805

Asp

Trp

Pro

Arg

val

630

Ala

Ser

Thr

Asp

Glu

710

Leu

Asn

Arg

Gly

Phe

790

TYyr

val

Lys

Asn

Tyr

615

Gly

Gly

Tyr

Thr

Leu

695

Thr

Pro

Leu

Asp

val

775

Lys

Gln

Thr

Leu

ES 2631554713

Lys

600

Ala

Ala

Asp

Ile

Leu

680

Ser

Gly

Ala

Ser

Glu

760

Cys

val

Pro

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

Glu

Phe

665

Ala

Gly

Arg

Glu

Gln

745

Gly

Arg

Lys

Leu

Ala

825

val

Ala

Glu

Leu

Leu

650

Gly

Arg

Met

Glu

Phe

730

Leu

Lys

val

Asn

Pro

810

Gly

96

Asn

Lys

Pro

635

Met

Lys

Glu

AsSp

Leu

715

Asn

Asp

val

Lys

Gly

Leu

val

Thr

ser

620

val

Lys

Leu

Met

val

700

Glu

Ala

Asn

Leu

Ile

780

Glu

val

Phe

Ser

605

Arg

Ile

Phe

Asp

Leu

Glu

Leu

Arg

Ala

Asn

Leu

Ala

Ser

Arg

Glu

ser

Glu

670

Tyr

Arg

Ala

Gly

Phe

750

Tyr

Glu

Ala

Arg

Met

Lys

Asn

Thr

Lys

Asp

Asp

Ala

val

val

Leu

Asp

Phe

Leu

640

Ile

Met

Glu

Leu

Ile

720

val

Ala

Gly

ASp

Ala

800

Tyr

Leu



<213> Escherichia coli

<400> 88

Met
1
Phe
Gly
Ala
Gln
65
Tyr
Ser

Leu

Gly

Arg
Gln
Phe
Gly
Arg

225

Arg

ser

Gly

Ile

Ala

50

Thr

Gln

Leu

Asp

Glu

130

Leu

Ala

Gln

Ile

ser

210

val

Lys

val

Gly

Met

35

Gly

Asp

Cys

Ile

ser

115

val

Pro

Ala

Leu

ser

195

Asp

Thr

val

Ile

ser

20

Ala

Ser

Arg

Asp

Ser

100

Gly

Trp

Ala

GIn

Leu

180

Arg

Tyr

Ile

Lys

Ala

Ser

Glu

Thr

Leu

Leu

85

Ala

Ile

Ser

Ala

Pro

165

val

Asn

Ser

Trp

Asp

Gln

Leu

Tyr

Thr

Ser

70

Ile

Phe

Asn

Ala

Gln

Asn

Ala

Ser

230

Ala

Ala

Ala

Ser

Asn

55

Ala

ser

val

Asp

Arg

Leu

val

His

Ala

Thr

215

Asp

cys

ES 2631554713

Gly

Asp

GIn

40

Gln

His

Gly

Ser

Ala

120

Leu

Asp

ASp

Pro

val

Leu

Ala

val

25

Pro

Leu

Gln

Leu

Met

Ala

Glu

Ile

Ala

Leu

Lys

Asp

Ile

val

Leu

90

Leu

Tyr

ser

Arg

Gly

Lys

Thr

Gly

Gly

Pro
250

97

Gly

Cys

Asp

Asn

Gln

75

Pro

Glu

Ala

Ala

Glu

155

Leu

Arg

val

Ala

val

235

Leu

Arg

Tyr

Met

Trp

60

Gln

Ala

Arg

Glu

val

140

Phe

Ser

Leu

Leu

Leu

220

Tyr

Leu

Gln

Leu

Met

45

Leu

Thr

Glu

Leu

val

125

Leu

Leu

Tyr

val

Leu

205

Ala

Ser

Arg

Leu

Arg

30

val

Lys

Leu

Glu

Ala

110

val

Asn

Arg

Pro

val

190

Gly

Gly

Ala

Leu

His

15

val

val

Leu

Arg

Ala

95

Ala

Gly

Gln

Ala

Leu

175

Thr

Arg

val

Asp

Asp
255

Lys

Ala

Ser

ser

Arg

80

Asp

Leu

His

Gln

Glu

160

Leu

Gly

Asn

Ser

Pro

240

Glu
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Ala Ser Glu Leu Ala Arg Leu Ala Ala Pro val Leu His Ala Arg Thr
260 265 270

Leu GIn Pro val Ser Gly Ser Glu Ile Asp Leu GIn Leu Arg Cys Ser
275 280 285

Tyr Thr Pro Asp GIn Gly Ser Thr Arg Ile Glu Arg val Leu Ala Ser
290 295 300

Gly Thr Gly Ala Arg Ile val Thr Ser His Asp Asp val Cys Leu Ile
305 310 315 320

Glu Phe Gln val Pro Ala Ser Gln Asp Phe Lys Leu Ala His Lys Glu
325 330 335

ITe Asp G1n Ile Leu Lys Arg Ala GIn val Arg Pro Leu Ala val Gly
340 345 350

val His Asn Asp Arg GIn Leu Leu GIn Phe Cys Tyr Thr Ser Glu val
355 360 365

Ala Asp Ser Ala Leu Lys Ile Leu Asp Glu Ala Gly Leu Pro Gly Glu
370 375 380

Leu Arg Leu Arg Gln Gly Leu Ala Leu val Ala Met val Gly Ala Gly
385 390 395 400

val Thr Arg Asn Pro Leu His Cys His Arg Phe Trp GIn GIn Leu Lys
405 410 415

Gly GIn Pro val Glu Phe Thr Trp GIn Ser Asp Asp Gly Ile Ser Leu
420 425 430

val Ala val Leu Arg Thr Gly Pro Thr Glu Ser Leu Ile GIn Gly Leu
435 440 445

His GIn Ser val Phe Arg Ala Glu Lys Arg Ile Gly Leu val Leu Phe
450 455 460

Gly Lys Gly Asn Ile Gly Ser Arg Trp Leu Glu Leu Phe Ala Arg Glu
465 470 475 480

Gln Ser Thr Leu Ser Ala Arg Thr Gly Phe Glu Phe val Leu Ala Gly
485 490 495

val val Asp Ser Arg Arg Ser Leu Leu Ser Tyr Asp Gly Leu Asp Ala
500 505 510

Ser Arg Ala Leu Ala Phe Phe Asn Asp Glu ATa val Glu GIn Asp Glu
515 520 525

98



Glu

val

545

Phe

Ala

Thr

Ser

625

Phe

Gln

val

Glu

Arg

Glu

Asn

Ile
785

Ser
530
Leu
Ala
Ser
Gly
Asn
610
Ile
Asp
Gly
Met
Pro
690
Gly
Met
Tyr
Ala
val

770

Arg

Leu

Asp

ser

ASp

Arg

His

Ser

Gly

Leu

Arg

Asp

Ser

val

val

val

755

Phe

Gly

Phe

val

His

Ser

580

His

Thr

Gly

ser

Thr

660

Lys

Gln

Ile

Gln

Ala

740

Arg

Ala

Pro

Leu

Thr

Trp

val

Ile

val

645

Glu

Leu

val

Asp

Arg

Arg

Glu

Ile

Gly

Trp

Ala

550

Phe

Lys

Leu

Arg

Phe

630

Pro

Pro

val

Arg

His

710

Leu

Phe

Asp

Glu

Ala
790

Met

535

Ser

His

Tyr

Tyr

Asp

Ser

Phe

Asp

Ile

val

695

Phe

Glu

Asp

His

ser

775

Gly

ES 2631554713

Arg

Gln

val

Arg

Asn

600

Leu

Gly

Thr

Pro

Leu

680

Glu

Phe

Ala

Ala

Pro

760

Arg

Arg

Ala

Gln

Ile

GIn

585

Ala

Ile

Thr

Glu

Ser

Glu

Ala

Asn

745

Leu

Trp

Asp

His

Leu

Ser

570

Ile

Thr

Asp

Leu

Leu

650

Asp

Arg

Leu

Asn

Arg

Gly

Ala

Tyr

val

99

Pro

Ala

555

Ala

His

val

Ser

Ser

635

val

Asp

Glu

val

Lys

ser

Arg

Thr
795

TYr

540

Asp

Asn

Asp

Gly

Asp

Leu

Ala

Pro

700

Asp

Met

Ala

Leu

Asp

Ala

Asp

Gln

Lys

Ala

Ala

605

Asp

Leu

Gln

Ser

Glu

Gly

Arg

Leu

765

Asn

Gly

Asp

Tyr

Leu

Phe

590

Gly

Thr

Phe

Ala

Tyr

His

Leu

Leu

val

750

Pro

Pro

Ala

Leu

Leu

Ala

575

Glu

Leu

Ile

Leu

Trp

Lys

Asn

Cys

Asn

val

735

Gly

Cys

Leu

Ile

val

560

Gly

Lys

Pro

Leu

Gln

640

Gln

Asp

Ile

Glu

Glu

720

Leu

val

Asp

val

Gln
800
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Ser Asp Ile Asn Arg Leu Ala Gln Leu Leu
805

<210> 89
<211> 473

<212> PRT

<213> Methanococcus jannaschii

<400> 89

Met Thr Thr

1

Arg

Asp

Leu

val

65

Glu

Ile

Tyr

Gly

Gly

Asp

Arg

Phe

Gly

Ile

Ile

Asp

val

50

Gly

Glu

Asp

Leu

Glu

130

Glu

Asn

Leu

Ile

Ser

210

Ile

Arg

val

35

Glu

Asp

Ala

ser

Gly

Arg

Lys

Asn

Leu

Gly

Asp

Glu

val ?et Lys Phe

His

20

val

Ile

Phe

Ile

Arg

100

Glu

Leu

Ser

Phe

Pro

180

Thr

TYyr

Ile

val

val

Ser

Ile

Lys

Ile

Leu

sSer

Ile

Thr

Ser

Trp

Ala

val

Gln

Lys

ser

Glu

Thr

ser

Ala

150

Ser

Leu

Glu

Ala

Thr

Lys

val

Gln

55

Phe

Glu

Glu

Pro

Pro

135

Leu

Ala

Lys

Glu

Ala

215

Asp

Gly Gly Thr

Ile

Ser

40

Ala

Ile

Glu

Leu

Lys

Ile

Glu

Arg

Glu

Gly

Leu

val

val

25

Ala

Leu

Arg

Ile

Glu

105

ser

Leu

Gly

val

Tyr

Ile

Ser

10

Thr

Met

Asp

Glu

Arg

Ser

Gly

Ile

Gly

Gly

810

Ser

Lys

ser

val

Lys

Glu

val

ASp

Gly

Glu

155

Arg

Ile

Thr

Tyr

val

100

val

Arg

Glu

Arg

60

His

Glu

Leu

Tyr

Ala

140

Ala

Leu

Pro

Thr

Gly

Tyr

Gly Ser Gly Glu

Lys

val

45

Asp

Tyr

val

Ile

Ile

125

Ile

Gly

Glu

val

Leu

205

Leu

Thr

Lys

Lys

Gly

Leu

Arg

Ile

val

val

190

Gly

Asp

Thr

15

Glu

Ala

Ala

Ser

Asp

Ile

Lys

175

Thr

Arg

Ala

Asp

ASp

Ala

Lys

Ile

80

Ile

Ala

Phe

Leu

Thr

160

Glu

Gly

Gly

Asp

Pro



225

Arg

Ala

Ile

Phe

Ser

305

Ile

Arg

Ser

Asp

Asp

Ala

Ala

Phe

Glu
465

Leu

Met

Glu

Glu

290

Asp

Asn

Ile

GlIn

val

370

Lys

Lys

Lys

Asn

val

450

Lys

<210>90
<211> 405

<212> PRT
<213> Thermus thermophilus

<400> 90

val

Glu

Pro

275

Pro

sSer

Ile

Phe

Gly

Asp

Lys

Asp

Gly

Ile

435

Ile

Phe

Pro

Leu

260

Ala

Glu

Ile

Phe

Lys

340

ser

Lys

Ser

val

Ile

420

Lys

Asp

Ile

Thr

245

Ala

Met

Ser

val

Gly

Ala

Ser

Ala

Phe

Cys

Ala

Met

Glu

Glu

230

Ala

Tyr

Glu

Glu

Lys

310

Ala

Leu

Glu

Leu

Leu

390

val

Gly

Ile

Lys

Arg

Phe

Lys

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

Lys

375

Asn

Ile

Lys

Ala
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Arg

Gly

Gly

Thr

Ile

Met

Glu

Asn

360

Ala

Asn

Ser

Ile

GlIn

440

Leu

Asn

Ile

Ala

265

Ile

Leu

Ser

val

Glu

345

Ile

Leu

Asn

val

Phe

425

Gly

Leu

Ser

Pro

250

Lys

Pro

Ile

Thr

Ser

Lys

Leu

val

410

Thr

Ser

Asn

101

235

Lys

val

Ile

Thr

Ile

315

val

val

Leu

Arg

Ile

395

Gly

Ala

Ser

Cys

Leu

Leu

Leu

Asn

300

Lys

Ser

Asn

val

Glu

380

Arg

Ala

val

Glu

val
460

Ser

His

val

285

Asp

Asn

Gly

val

val

365

Phe

Asp

Gly

ser

val

445

Arg

Tyr

Pro

270

Lys

Met

val

Thr

Ser

Gly

val

Met

Glu

430

ASn

Lys

Ile

255

Arg

Asn

Glu

Ala

Ala

335

Leu

Glu

Asp

Ser

Arg

415

Ser

Ile

Leu

240

Glu

Thr

Thr

Met

Leu

320

Ala

Ile

Phe

val

400

Gly

Gly

Ser

His



Met

Glu

Gly

Glu

Glu

65

Leu

GlIn

Ile

Phe

Ile

145

Ala

Gly

ser

Arg

val

225

Lys

Asp

Ala

Arg

His

Leu

50

Leu

Ser

His

Leu

val

130

Thr

Ala

val

val

val

210

Leu

Glu

Leu

Leu

Ile

Arg

35

Ile

Asp

Met

Gln

Glu

115

Ala

Thr

Ala

Tyr

Ile

195

Leu

His

val

Asp

val

His

20

Leu

Ala

Leu

Gln

Ile

100

val

val

Leu

Leu

Thr

180

Gly

His

val

Ala

His
260

val

Lys

Ala

Leu

Leu

Leu

85

Gly

Asn

Ile

Gly

Gly

Thr

Tyr

Pro

Arg

Met

245

Ala

Gln

val

val

Ala

Thr

70

Trp

Ile

Pro

Ala

Asp

Asp

Arg

Ser

230

Glu

Gln

Lys

Ala

val

Lys

Thr

Ala

Thr

Ala

Lys

Pro

Gln

Ala

215

ser

Met

Ile

ES 2631554713

Tyr

GlIn

val

40

Arg

Thr

Met

Thr

Arg

Phe

Gly

Glu

His

Met

200

val

Phe

Asp

Gly

Gly

Arg

25

Ser

val

Gly

Gly

Met

Ser

Cys

Leu

185

Leu

TYyr

Ser

Lys

Leu
265

Gly

10

Ile

Ala

Asn

Glu

Ile

90

Gly

Arg

Gly

Asp

Glu

170

Ile

Glu

Tyr

Tyr

Ala

250

Ile

102

Thr
Ala
Met
Pro
GlIn
75

Pro
Arg
Glu
Thr
Thr
155
Ile
Pro
Met
Ala
Asn
235

val

Gly

Ser

His

Gly

Arg

60

val

Ala

Tyr

Ala

Thr

140

Thr

Tyr

Glu

Ala

Lys

220

Pro

Thr

Ile

val

Tyr

His

45

Pro

ser

Lys

Gly

Leu

125

Pro

Ala

Thr

Ala

Ala

205

Arg

Gly

Gly

Pro

Gly Asp Leu

Arg

30

Thr

Pro

val

Gly

Asp

Glu

val

Asp

Tyr

Thr

val

270

15

Glu

Thr

Phe

Ala

Phe

95

Ala

Gln

Gly

Ala

Thr

175

Lys

Gly

Gly

Leu

Ala

255

Gln

Lys

Asp

Arg

Leu

80

val

Arg

Gly

Glu

Ile

160

Glu

Leu

Ala

val

val

240

Leu

Pro
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Gly Ile

val Asp

Gln Met
305

Ala Leu

Pro Asp

Pro Glu

Asn Ile
370

Pro Ala
385

Glu Leu

<210>91
<211> 420
<212> PRT

Ala

275

Met

Ala

Glu

Ile

val

355

Glu

Glu

Asp

Ala

Ile

Phe

Pro

Ala

340

Pro

Met

Tyr

Lys

Lys

Ile

Thr

val

325

Lys

Ala

Ile

Ala

Ala
405

val

Gln

val

310

Leu

val

Lys

Ala

Glu
390

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 91

Met Ala
1

Glu Arg
Gly Asn

Glu Leu
50

Glu Met
65

val Ala

Leu

Ile

Asp

35

Leu

Asp

Met

val

Arg

20

val

Glu

Met

Ala

val

5

Asn

val

Leu

Leu

Ile
85

Gln

val

val

Ala

Leu

70

Glu

Phe

Gly

Lys

Ala

Ser

Met

Thr

375

Ala

Lys

Ala

val

Ala

55

Thr

Ser
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Gln

280

val

Lys

Glu

Ile

Phe

360

Ser

Ala

Tyr

Glu

cys

40

Ala

Ala

Leu

Ala

Pro

Asp

Ile

val

345

Gln

Glu

Leu

Gly

Arg

25

Ser

val

Gly

Gly

Leu

Gly

Phe

Gly

Ala

val

Arg

Gly

10

Ile

Ala

Asn

Glu

Ala
90

103

Ala

His

Ala

315

Gly

val

val

Arg

Ala
395

Ser

val

Met

Pro

Arg
75

Glu

Glu

Gly

Ala

Ile

380

val

Ser

Ala

Gly

val

60

Ile

Ala

Arg

Pro

Glu

Ala

Leu

Ser

365

Ser

His

Leu

Thr

Asp

45

Pro

ser

Gln

Gly

Ser

Ala

Ile

Ala

350

Thr

val

Glin

Glu

Pro

Asn

ser

Ile

Arg

Leu

Leu

335

Ser

Gly

Ile

Ala

Ser

15

Lys

Thr

Ala

Ala

Phe
95

Ala

Gln

Glu

320

Arg

Thr

Ala

Ile

Phe
400

Ala

Ala

Asp

Arg

Leu

80

Thr



Gly

Ile

Lys

Asp

Leu

ser

val

225

Ile

Gly

Ser

Ala

305

Arg

AsSn

Gly

Ser

val

Ile

130

val

Ala

Gly

Glu

Lys

210

Pro

Ala

val

Asp

Glu

290

Gly

Ala

val

Met

Gln

Cys

Thr

Ala

val

Lys

Ile

Leu

Gly

Ala

Thr

Met

Leu

Ala

100

val

Ile

Thr

Ala

TYr

180

Leu

Leu

Arg

Ser

Thr

260

Pro

Asn

Thr

Glu

TYyr

Ser

Gly

Thr

val

Leu

Leu

165

Thr

Ser

val

val

Met

245

Asp

Gly

Ile

Asp

Ile

325

Asp

His

val

Pro

Ala

Ala

Phe

Leu

Arg

Glu

Lys

Glu

Asp

Ile

310

Leu

Asp

Pro

Leu

Gly

Gly

Arg

Ala

Asp

Glu

Arg

Ser

Asp

Ser

Ala

Met

295

Thr

Lys

GlIn

Gly
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Thr

Gly

Asp

Pro

Glu

200

Ser

Ser

Ile

Glu

Ala

280

val

Phe

Lys

val

val
360

Thr

105

val

GIn

Gly

val

val

Tyr

Pro

Ala

265

Lys

Leu

Thr

Leu

Glu

Arg

Gly

Ser

Cys

Ile

Leu

Glu

Ser

val

250

Lys

val

Gln

Cys

Gln

330

Lys

Ala

104

Arg

Glu

val

Asp

Glu

val

Glu

TYr

Ash

235

Glu

val

Phe

Asn

Pro

315

val

val

Glu

His

Ala

Asn

140

Thr

Itle

Pro

Leu

Ala

220

Asp

Glu

Thr

Arg

val

300

Arg

GIn

Ser

Phe

Gly

Leu

125

Lys

Thr

Tyr

Asn

Ala

205

Arg

Pro

Ala

val

Ala

285

Ser

Ser

Gly

Leu

Met
365

Asn

110

ASp

Glu

Ala

Ser

Ala

190

Ala

Ala

Gly

val

Leu

270

Leu

Ser

Asp

Asn

val

350

Glu

Ala

Glu

Thr

val

ASp

Gln

val

Phe

Thr

Leu

255

Gly

Ala

val

Gly

Trp

Gly

Ala

Arg

Gly

Arg

Ala

160

val

Lys

Gly

Asnh

Leu

240

Thr

Ile

Asp

Ala

Leu
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Arg Asp val Asn val Asn Ile Glu Leu Ile Ser Thr Ser Glu Ile Arg
370 375 380

Ile Ser val Leu Ile Arg Glu Asp Asp Leu Asp Ala Ala Ala Arg Ala
385 390 395 400

Leu His Glu GIn Phe GIn Leu Gly Gly Glu Asp Glu Ala val val Tyr
405 410 415

Ala Gly Thr Gly
420

<210> 92

<211> 569
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 92

Met Ala Ala Thr

1

Arg

Leu

Gly

Ile

65

val

val

Phe

Thr

Ser

145

Ile

Leu

Asn

Asp

50

val

Asp

Ala

Pro

Asn

130

Asn

Arg

Pro

Arg

35

Gly

Arg

Glu

ser

Glu

115

Asn

Ala

Thr

Leu

20

val

ser

Ala

Lys

Ala

100

Glu

Leu

Ser

val

Arg

5

Thr

Asp

Ser

val

Gly

85

Glu

Ser

Leu

Glu

val

Arg

Phe

Ile

Leu

70

Ile

Arg

Pro

Leu

Ile

150

Glu

Arg

His

Pro

Arg

55

Glu

Thr

Met

val

Ala

135

Glu

Leu

Cys

Arg

Thr

40

Lys

Glu

Cys

Lys

Ile

120

Gly

Glu

Asn

cys

Asn

25

Leu

val

Lys

val

Glu

105

val

Glu

Leu

Ile

His

10

Ser

Lys

Ser

Lys

Met

90

val

Leu

Lys

ser

105

Ser

Pro

Lys

Gly

Thr

75

Lys

Ala

Ser

Ala

Ile

155

Pro

Asn

Thr

Leu

Ser

60

Glu

Phe

Asp

Ala

val

140

Ile

Ser

Ala

Leu

ser

45

Gly

Ala

Gly

Leu

Met

125

Ser

Lys

val

Ala

Pro

30

Leu

Ser

Ile

Gly

Ile

110

Gly

Cys

Glu

Ile

Phe

15

Ile

Pro

Arg

Thr

Ser

95

Leu

LysS

Gly

Leu

Leu
175

Thr

Ser

Ile

Asn

Glu

80

Ser

Thr

Thr

val

His

160

Thr



Tyr

Glu

Leu

Ala

225

Phe

Arg

Gly

Arg

Leu

305

Asp

Asp

Gln

Asn

Asp

Thr

Leu

val

Leu

Leu

Ser

210

Arg

Thr

Leu

Phe

Gly

290

Lys

Pro

Glu

Ser

Ser

370

Met

Met

Ala

val

Glu

Thr

195

Thr

Gln

Asn

Tyr

Leu

275

Gly

Glu

Thr

Ala

Met

355

Tyr

Thr

Leu

Lys

Ala
435

Glu

180

Leu

Arg

Tyr

Gly

260

Gly

Ser

Ile

Ile

Ala

340

Arg

Asn

Lys

Asp

val

420

Thr

Leu

Arg

Ile

Asp

Asp

245

Asp

Lys

Asp

GIn

TYyr

325

Glu

Pro

Pro

Ser

Ile

405

Phe

Ser

Glu

Thr

Phe

Ala

230

Ile

Trp

Gly

Leu

val

310

Lys

Leu

Ala

Lys

Ile

390

Ala

Ser

Glu

Gln

Arg

Ala

215

Phe

Leu

Met

Trp

Thr

295

Trp

Arg

Ala

Arg

Ala

375

Leu

ser

Ile

val
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Leu

Glu

Glu

His

Lys

Ala

Lys

Ala

Tyr

Glu

360

Pro

Thr

Thr

Phe

Ser
440

Leu

185

Tyr

TYyr

Ile

Ala

Asp

Thr

Thr

Asp

Thr

Phe

345

Gly

Gly

Ser

Arg

Glu

425

Ile

Lys

Leu

Leu

Gly

Thr

250

Pro

Gly

Thr

val

Pro

330

Gly

Glu

Thr

Ile

Met

410

Glu

ser

106

Gly

val

Asn

Phe

235

Tyr

Ala

Ala

Ile

ASp

val

Ala

Ile

val

395

Leu

Leu

Leu

Ile

Ser

Thr

220

Ile

Pro

val

val

Pro

Gln

Pro

Ile

380

Leu

Gly

Gly

Thr

Ala

Phe

205

Ile

Thr

Ala

Pro

Thr

285

Lys

val

Tyr

val

val

365

Thr

Lys

GlIn

Ile

Leu
445

Met

190

Gly

Gly

Thr

val

Ile

270

Thr

Ala

Leu

Leu

Leu

350

Arg

Lys

Arg

val

Ser

430

Asp

Met

Glu

val

Asp

Ala

255

val

Leu

Leu

Thr

Thr

335

His

val

Thr

Asn

Pro

Lys
cys
Lys
Asp
2

LYS
Thr
Gly
Gly
Cys
320
Phe
Pro
Lys
Arg
val
400
Phe

Asp

ser
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ES 2631554713

Lys Leu Trp Ser Arg Glu Leu Ile GIn GIn Glu
450 455
Glu Glu Leu Glu Lys Ile Ala val val Asn Leu
465 470 475
ITe Ile Ser Leu Ile Gly Asn val GIn His Ser
485 490
Arg Ala Phe His val Leu Tyr Thr Lys Gly val
500 505
Ser GIn Gly Ala Ser Lys val Asn Ile Ser Phe
515 520
Glu Ala Glu Gly Cys val GIn Ala Leu His Lys
530 535
Gly Asp Leu Ser Glu Leu Leu Ile GIn Pro Arg
545 550 555
Pro val Arg Thr Leu GIn val Glu Asn
565
<210> 93
<211> 527
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 93
Met Pro Met Asp Phe Gln Pro Thr Ser Ser His Ser
1 5 10
Gln Lys Phe Gly Gly Thr ser val Gly Lys Phe Pro
20 25
Asp Asp Ile val Lys His Tyr Ser Lys Pro Asp Gly
35 40
val Ala val val Cys Ser Ala Arg Ser Ser Tyr Thr
50 55 60
Thr Thr Ser Arg Leu Leu Lys Cys Cys Asp Leu Ala
65 70 75
Glu Phe GlIn Asp Ile Ile Glu val Ile Arg GIn Asp
85 90
Ala Asp Arg Phe Ile Leu Asnh Pro Ala Leu Gln Ala
100 105
Asp Thr Asn Lys Glu Leu Glu Leu val Lys Lys Tyr

107

Leu
460

Leu

Ser

Asn

Ile

Ser
540

Leu

Asn

val

Pro

45

Lys

Ser

His

Lys

Leu

Asp

Lys

Leu

val

val
525

Phe

Gly

Trp
Gln
30

Asn
Ala
Gln
Ile
Leu
110

Asn

His

Gly

Ile

Gln
510

Asn

Phe

Asn

val
15

Ile
Asn
Glu
Glu
Asp
95

val

Ala

val

Arg

Leu
495

Met

Glu

Glu

Gly

val

val

Asn

Gly

Ser

80

Asn

Asp

Ser

val

Ala

480

Glu

Ile

Ala

Ser

ser
560



Lys

Cys

145

Arg

Asp

GlIn

Ile

Leu

225

Ala

Gly

Asp

Glu

Pro

305

Ile

Pro

Ala

ser

Ile

val

130

Gly

Gly

Phe

Ala

val

210

Asn

val

Ile

Ser

val

290

Ile

Tyr

Pro

Thr

Asn

370

Leu

115

Leu

Glu

Cys

Sser

Leu

195

Pro

Gly

Ala

Phe

val

275

Ile

Arg

Pro

Glu

Ala

355

Lys

Asp

Gly

Lys

Lys

Ala

180

Lys

val

val

val

Thr

260

Thr

His

Ile

Asp

Asn

340

Ile

Lys

Lys

Glu

Leu

Ala

165

ser

Glu

Phe

Gly

Asn

245

Ala

Pro

Pro

Lys

Asn

325

Leu

Thr

Thr

Tyr

val

ser

150

Lys

Ala

Lys

Thr

230

Ala

Asp

Glu

Phe

Asn

310

val

ser

Thr

Leu

Lys

Ser

135

Cys

Tyr

Leu

Leu

Gly

Gly

ASp

Pro

Glu

Thr

295

val

Ala

Ser

Lys

Ser

375

Leu

ES 2631554713

120

Ser

Leu

val

Asp

Ala

200

Phe

Tyr

Glu

Arg

Ala

280

Met

Gln

Lys

Ser

Asn

360

His

val

Arg

Phe

Asp

Asn

185

Pro

Phe

Thr

Leu

Glu

Asn

Lys

Phe

345

Asp

Gly

val

Thr

Met

Leu

170

ser

Phe

Gly

Asp

Gln

250

val

Glu

Gln

Pro

Tyr

Ile

Phe

Asp

108

val

Thr

155

ser

Phe

val

Leu

Leu

235

val

Pro

Leu

val

Leu

315

Glu

Glu

Phe

Leu

Leu

140

Ala

Tyr

Ser

val

220

Cys

Trp

Glu

Thr

Ile

300

Gly

ser

Lys

val

Ala

380

Ile

125

Leu

Leu

Ile

Thr

Ala

205

Pro

Ala

Lys

Ala

TYyr

285

Arg

Asn

Thr

Arg

Ile

365

Glin

Ser

val

Cys

val

Phe

190

Lys

Thr

Ala

Glu

270

Tyr

Ala

Gly

Pro

Lys

350

Asn

Ile

Thr

Met

Asn

Pro

175

Leu

Glu

Gly

Leu

val

255

Leu

Gly

Lys

Thr

Pro

335

Arg

Ile

Phe

Ser

Ser

Asp

160

ser

val

Arg

Leu

Ile

240

Asp

Leu

Ser

Ile

Ile

320

His

Gly

Thr

Glu



10

385

val

Ser

Ile

Gln

His

His

His

Leu

Thr

Tyr

450

Ile

Cys

Ala

Ala

<210> 94

<211> 354
<212> PRT
<213> Methanococcus jannaschii

<400> 94

Met

1

Thr

Met

Lys

Asn

65

Phe

Lys

ser

Gly

Phe

TYyr

50

Ile

Glu

Lys

val

Arg

Lys

Ile

Asn

val

Lys

Ile
515

Lys

Ser

Glu

35

Lys

Lys

Asp

Phe

ser

Gln

420

Lys

Gly

Ile

Ile

Leu

500

Asp

Met

405

Ala

Leu

Ile

Glu

Asn

485

Leu

Glu

390

Ala

Glu

ser

Ala

Met

470

Glu

Ser

Arg

Gly g1u Lys

val

20

Leu

Asp

Asp

val

Glu
100

Gly

Thr

Ala

Met

Asp

85

Pro

Gln

Ala

Cys

val

70

Ile

Glu

Leu

Glu

Ile

Gly

Ile

sSer

Glu

Leu

Met

Arg

Leu

Tyr

55

val

val

Phe

ES 2631554713

Pro

Lys

val

440

Thr

Ser

Asp

Arg

Glu
520

Lys

Phe

Ala

40

Trp

Ile

Phe

Ala

Ile

Leu

425

ser

Met

Gln

Ser

Thr

505

Gln

Ile

val

25

Ala

Phe

Pro

Ser

Pro

410

Arg

Leu

Phe

Gly

Ile

490

Asn

Leu

Lys

10

GIn

ser

Gln

Thr

Ala

90

Glu

109

395

Asp

Ile

val

Thr

Ala

475

Lys

Thr

Lys

val

Leu

Glu

Asp

Asp

75

Leu

Gly

Ala

Leu

Gly

Thr

460

Asn

Ala

Ser

Arg

Gly

Leu

Arg

Arg

60

Pro

Pro

Lys

Asp

Gly

Lys

445

Leu

Glu

Leu

Asn

Leu
525

ser

ser

430

Ala

Ile

Gln

GIn

510

Gly

Leu

415

val

Met

Glu

Asn

cys

495

Phe

Ile

400

Lys

Asp

Lys

Ile
480

Ile

Glu

val

Ala

ser

45

Asp

Lys

Ser

Leu

Leu

Asp

30

Ala

Ile

His

Asp

Ile
110

Gly
15

His
Gly
Pro
Glu
Leu
95

Phe

Ala

Pro

Lys

Glu
80

Ala

ser



Asn

Glu

Cys

Ala

Gly

AsSn

Leu

225

Cys

Lys

Lys

Ile

Asn

305

Pro

Gly

Tyr

Ala

val

130

Gly

Ala

val

val

Glu

210

Lys

Asn

Thr

Phe

val

290

Glu

Ile

Ala

Ile

<210>95
<211>331

<212> PRT

Ser

115

Asn

Trp

val

Phe

Pro

195

Glu

Asp

Arg

Lys

Asp

Ile

Gly

Phe

Ala

Ala

Ala

Asp

Ile

Ile

180

Ser

Glu

Gly

val

Glu

260

Pro

Arg

Asn

Asp

Gly
340

Tyr

Asp

Gly

Thr

165

Ala

Met

Lys

Lys

Ala

245

Gly

Leu

Glu

Gly

val

325

Ala

<213> Thermus thermophilus

<400> 95

Arg

Ala

150

Leu

Thr

Ala

Met

val

230

val

Ala

Lys

Glu

Met

310

Lys

Ser

Met

Leu

135

Ile

Lys

Met

Ile

Gln

215

Glu

Ile

Glu

Asp

Ile

295

ser

Tyr

val

ES 2631554713

Glu

120

Glu

Ile

Pro

GlIn

Leu

200

Thr

Leu

Asp

Pro

Leu

280

Asp

Ile

Thr

Leu

Glu

Leu

Thr

Ile

Ala

185

Asp

Glu

Ala

Gly

Glu

265

Asn

Arg

val

Ala

Asn
345

Asp

Ile

Asn

Met

170

val

Asn

ser

Asn

His

250

Glu

Leu

Pro

val

Leu

330

Ala

110

val

Glu

Pro

155

Asp

Ser

Leu

Leu

Phe

235

Thr

Ile

Pro

GlIn

Gly

Glu

Glu

Pro

Ile

140

Asn

Lys

Gly

Ile

Lys

Lys

Glu

Lys

Thr

Pro

300

Arg

His

Tyr

Leu

125

Gln

Cys

Phe

Ala

Pro

205

Leu

Ile

ser

Glu

Tyr

285

Arg

Ile

Asn

Phe

val

Arg

Ser

Gly

Gly

Phe

Leu

ser

Ile

val

270

Ala

Leu

Arg

Thr

val
350

Ile

Glu

Thr

Leu

175

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe

255

Met

Lys

Asp

Lys

Ile

335

Lys

Pro

Lys

Ile

160

Glu

Asn

Lys

Thr

Ser

240

val

Asp

Pro

Arg

320

Arg

Lys



ES 2631554713

Met Arg val Ala val val Gly Ala Thr Gly Ala val Gly Arg Glu Ile

Leu Lys val Egu Glu Ala Arg Asp ghe Pro Leu Ser Asp §8u Arg Leu
5

Tyr Ala s§r Pro Arg Ser Ala Ggy val Arg Leu Ala Phe Arg Gly Glu
3 4 45

Glu Ile Pro val Glu Pro Leu Pro Glu Gly Pro Leu Pro val Asp Leu
50 55 60

val Leu Ala Ser Ala Gly Gly Gly Ile Ser Lys Ala Lys Ala Leu val
65 70 75 80

Trp Ala Glu Gly Gly Ala Leu val val Asp Asn Ser Ser Ala Trp Arg
85 920 95

Tyr Glu Pro Trp val Pro Leu val val Pro Glu val Asn Arg Glu Lys
100 105 110

Ile Phe GIn His Arg Gly Ile Ile Ala Asn Pro Asn Cys Thr Thr Ala
115 120 125

Ile Leu Ala Met Ala Leu Trp Pro Leu His Arg Ala Phe Gln Ala Lys
130 135 140

Arg val Ile val Ala Thr Tyr Gln Ala Ala Ser Gly Ala Gly Ala Lys
145 150 155 160

Ala Met Glu Glu Leu Leu Thr Glu Thr His Arg Phe Leu His Gly Glu
165 170 175

Ala Pro Lys Ala Glu Ala Phe Ala His Pro Leu Pro Phe Asn val Ile
180 185 190

Pro His Ile Asp Ala Phe GIn Glu Asn Gly Tyr Thr Arg Glu Glu Met
195 200 205

Lys val val Trp Glu Thr His Lys Ile Phe Gly Asp Asp Thr Ile Arg
210 215 220

Ile Ser Ala Thr Ala val Arg val Pro Thr Leu Arg Ala His Ala Glu
225 230 235 240

Ala val ser val Glu Phe Ala Arg Pro val Thr Pro Glu Ala Ala Arg
245 250 255

111
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Glu val Leu Eys

Ala Lys Arg Tyr
275

Glu val Gly Arg
290

Phe Phe val val
305

val GIn Ile Ala

<210> 96

<211> 346

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 96

Met Gly Arg Gly
1

Gly GIn GIn Met
20

Thr Leu Thr Leu
35

Phe Lys Gly Gln

Glu Gly val Asn
65

Ala Leu Ala Pro

Thr Ser Ala Phe
100

val Asn Glu Ala
115

Asn Cys Ser Thr
130

Ala Tyr Gly Leu
145

Glu

Pro

Ile

Gly

Glu
325

Leu

Leu

Leu

Glu

Ile

Glu

85

Arg

Asp

Ile

Asn

Ala

Met

Arg

Asp

310

Glu

His

Lys

ser

Leu

Ala

70

Ala

Met

Leu

GlIn

Pro

Pro

Lys

Gln

Trp

val

Thr

ser

Thr

55

Leu

val

Asp

His

Met

135

val

ES 2631554713

Gly val Glu
265

Leu Thr Ala
280

Ser Leu Ala

Leu Leu Lys

Leu Lys Gly

Ala val val
10

Leu Glu Asp
25

Lys Arg Ser

val Gln Glu

Phe Ser Ala

Lys Arg Gly
920

Glu Asn Thr
105

Glu His Asn
120

val Ala Ala

Ile val Ser

112

val

Ser

Phe

Gly

Ala

Gly

Arg

Ala

Ala

Gly

75

Ala

Pro

Gly

Leu

Thr
155

val

Gly

Glu

300

Ala

Ala

Asn

Gly

Ser

60

Gly

Ile

Leu

Ile

Glu

140

Tyr

Asp

Lys

285

Asn

Ala

Thr

Phe

Thr

45

Pro

ser

val

val

Ile

125

Pro

Gln

Glu
270
Trp

Gly

Leu

Gly

Glu

30

Lys

Glu

val

Ile

val

110

Ala

Ile

Ala

Pro Glu

Asp val

Leu Asp

Asn Ala
320

Ala val
15

Met Asp

val Thr

Ser Phe

Ser Gln

80
ASp Asnh
95
Pro Glu
Asn Pro

Arg Lys

val Ser
160



10

Gly

Ile

Asp

Lys

Glu

225

cys

Glu

Lys

Tyr

Ala

Ala

Leu

Lys

Phe

210

Thr

val

Ile

Glu

Pro

290

Ile

Ser

Glu

<210> 97

<211> 344
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 97

Gly

Asn

Lys

Gln

Lys

Arg

Asp

Ala

275

Met

Arg

Asp

Ser

Asn

Lys

180

His

Asp

Lys

Leu

Arg

Pro

Pro

Lys

Asn

Leu
340

Glu

165

Glu

Tyr

Asn

Ile

Pro

245

Asp

Gly

Ala

Asp

Leu

325

Lys

Ala

Glu

Gln

Gly

Met

230

Ile

Asp

val

Asp

Leu

310

Leu

Lys

val

Ile

Ile

Tyr

215

His

GIn

Ala

Thr

Ala

295

Asp

Lys

Leu

ES 2631554713

Lys

Glu

Ala

200

Thr

Met

Thr

Thr

Leu

280

val

Arg

Gly

Asn

Glu

Pro

185

Phe

Phe

Pro

Gly

val

265

Gln

Gly

Ala

Ala

Leu
345

Leu

170

Glu

Asn

Glu

Asp

His

250

Glu

Asp

Lys

Asn

Ala

330

val

Tyr

Ile

Ala

Glu

Leu

235

ser

Asp

ASp

Asn

Ser

Met

Ile

Met

220

Gln

Glu

ITe

Pro

Asn

Gln

Pro

Pro

205

Lys

val

ser

Lys

Ser

285

val

His

Ser

Thr

val

190

GlIn

Met

Ala

val

Asn

270

Gln

Phe

Leu

val

Gln

175

Lys

Ile

Ile

Ala

TYyr

255

Leu

Gln

val

Trp

Gln
335

Ala

Gly

Asp

Asn

Thr

240

Leu

Leu

Gly

val

320

Ile

Met Thr Thr Ile Ala val val Gly Ala Thr Gly GIn val Gly Gln val
1 5 10 15

Met Arg Thr Leu Leu Glu Glu Arg Asn Phe Pro Ala Asp ;Br val Arg
20 25

Phe Phe Ala Ser Pro Arg Ser ﬁga Gly Arg Lys Ile g;u Phe Arg Gly

Thr Glu Ile Glu val Glu Asp Ile Thr GIn Ala Thr Glu Glu Ser Leu

113



Lys

GlIn

Ser

val

Pro

145

Ser

Ala

Asp

Leu

Glu

225

Asp

His

Gln

val

305

val

50

Asp

Tyr

Ser

Asn

AsSnh

130

Ala

Gly

val

Ala

Pro

210

Glu

Leu

Thr

Ala

Pro

290

Ile

val

Ile

Ala

Ala

Pro

115

cys

Ala

Ser

Gly

GIn

Lys

Leu

Gln

275

Thr

Arg

Ser

AsSp

Pro

Thr

Gly

Gly

AsSp

Ala

Lys

val

Thr

260

Glu

Pro

Gln

Gly

val

Leu

85

Arg

Asp

Thr

Leu

Leu

165

His

val

Gly

Leu

Ser

245

Ile

Ile

Leu

Asp

Asp

Ala

70

Phe

Lys

Lys

Met

val

150

Ala

Asn

Gly

Asn

His

Leu

Ala

ser

310

Asn

55

Leu

Ala

Asp

Asp

Ala

135

Lys

Gly

val

Pro

Leu

215

Asn

Thr

Ala

Gly

Ala

295

Thr

Leu

ES 2631554713

Phe

Ala

Asp

Ser

120

Ala

Leu

val

Glu

Tyr

200

val

Glu

cys

Glu

Ala

280

Ala

val

Arg

ser

Ala

Glu

105

Leu

Met

His

Glu

Phe

185

val

Asp

ser

val

Phe

265

Ala

Gly

Asp

Lys

Ala

Gly

20

val

val

Pro

val

Thr

170

val

Ser

Asp

Arg

Asp

Ser

Ile

Asp

Gly

114

Gly

75

Ala

Pro

Lys

val

Ser

155

Leu

His

Pro

Gly

Lys

Gly

Asp

Asn

315

Ala

60

Gly

Thr

Leu

Gly

Leu

140

ser

Ala

Asp

Ile

Thr

220

Ile

Pro

Ala

val

Glu

300

Arg

Ala

Thr

val

Ile

Ile

125

Lys

Tyr

Lys

Gly

Ala

205

Phe

Leu

val

Ile

Lys

ser

Gly

Leu

Ala

val

val

110

Ile

Pro

Gin

G1n

GIn

190

Tyr

Glu

Gly

Phe

Thr

270

Leu

Leu

Leu

Asn

Ser

Asp

95

Ser

Ala

Leu

Ala

val

175

Ala

Asn

Thr

Leu

Thr

255

val

val

val

val

Thr

Glu

Asn

His

val

160

Ala

Ala

val

Asp

Pro

240

Gly

Asp

Asp

Gly

Leu
320
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325

ES 2631554713

GIn Ile Ala Glu Leu Leu val Lys

<210> 98

<211> 340
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 98

Glu
1
Gln
Ile
Asp
Gly
65
Phe
Ser
Asn
Leu
Thr
145
Tyr
Gln

Phe

Leu

Ser

Glu

Lys

Gly

50

val

Gly

Ala

Pro

Ile

130

Pro

Gln

Gln

Gly

210

Ala Pro Ser
5

Phe

Met

35

His

Asp

Pro

Phe

Glu

115

Ala

Leu

Ala

Thr

Gln

195

Asn

Leu

20

Leu

Glu

Ile

Leu

Asn

His

Ala

Gly

Ser

Ala

Tyr

Ala

Ala

85

Met

Met

Pro

His

ser

165

Glu

Tyr

Tyr

Leu

val

ser

Thr

Leu

70

Ala

val

Lys

Asn

His

150

Gly

val

Ala

Asn

Ala

Leu

Lys

val

55

Phe

Glu

Asp

Gly

Ala

Leu

Phe

Glu
215

val

Ser

Arg

40

Glu

Ser

Lys

Gly

Ile

120

ser

Lys

Gly

Glu

Asn

200

Glu

330

val

ASp

25

ser

Glu

Ala

Gly

val

105

Lys

Thr

val

Ala

Gly

Leu

Glu

Gly

10

Arg

Ala

Leu

Gly

Thr

90

Pro

val

Ile

Lys

Ala

170

Lys

Phe

Met

115

val

Asp

Gly

Thr

Gly

75

Ile

Leu

Gly

Ile

Pro

Ser

Lys

Thr

Phe

Lys

Ala

60

Ser

val

val

Met

Cys

140

Met

Met

Pro

His

Leu
220

Gly

Pro

Arg

45

Asp

Ile

val

Gly

Leu

val

Glu

Thr

Asn

205

val

335

Ala

Tyr

30

val

ser

Ser

Asp

Pro

110

Lys

Met

val

Glu

Cys

190

Ala

Lys

val

15

Ser

Ala

Phe

Lys

Asn

95

Glu

Gly

Ala

Ser

Leu

175

Asn

Pro

Glu

Gly

Ser

Phe

Asn

Glu

80

ser

val

Ala

val

Thr

160

val

Ile

Ile

Thr



10

Arg

Arg

Glu

Pro

Pro

Arg

305

Gly

Glu

Lys

val

Asn

Gly

Leu

290

Asp

Asp

Met

<210> 99

<211> 365
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 99

Ile

Pro

Pro

val

275

Asp

val

Gln

Leu

Trp

val

Leu

260

TYr

val

Ser

Ile

Leu
340

Asn

Met

245

Asp

Ile

Ser

Gln

Arg

230

Arg

Glu

Ile

Asn

Asp

310

Lys

Met Ala Gly Lys Eys Ile
1

Gly

Lys

Ala

Ile

65

val

Phe

Gln

val

val

50

Ile

Phe

Met

Arg

Leu

35

Asn

val

Ser

Glu

Phe

20

Gly

Trp

Ser

Gly

Ala
100

Ile

Ala

Lys

Glu

Leu

85

Gly

Leu

Ser

Gln

Asp

Ile

Thr

Ala

Asn

Asp

Lys

Gly

Gly

Ala

Leu

ser

Thr

55

Lys

Ala

Ala

ES 2631554713

Glu

His

Thr

Asp

Asp

Asn

Ala

Gly

Leu

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Ile

val

Ala

Ala

265

Arg

Asp

Phe

Ala

val

Ala

25

Ser

Leu

Glu

Tyr

val
105

Lys

Glu

250

Arg

Ala

val

Gly

Leu
330

Leu

10

Asn

Ala

Leu

Phe

Ala

90

ser

116

val
235
Ser
Glu
Ser
Ala
Leu
315

Asn

Gly

His

Gly

Pro

Phe

75

Gly

Asn

Thr

val

Ile

Asn

val

300

Asp

Ala

Ala

Pro

Lys

Glu

60

Lys

Ala

Ala

Ala

Asn

Leu

Thr

285

Gly

Ile

val

Thr

His

Lys

45

ser

Glu

Ile

Lys

Thr

Leu

Lys

Phe

Arg

Phe

Gln

Gly

Phe

30

TYr

Ala

Cys

Glu

Asn
110

Cys

GIn

255

Lys

Pro

Ile

val

Ile
335

Ser

15

Glu

val

Thr

Asp

Ile

240

Phe

Ala

Thr

Arg

320

Ala

val

Leu

Asp

Asp

Ile

80

Glu

Arg
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Arg

Leu

Pro

145

Leu

Ala

Pro

Gly

Pro

225

Ile

Thr

Glu

Leu

Pro

305

Gly

Met

val

Glu

Arg

val

Leu

Gly

Gly

210

Leu

Lys

Glu

Gln

Asp

val

val

Leu

<210> 100
<211> 36
<212> ADN

GlIn

115

Ile

Pro

Ala

Thr

val

195

Glu

Ala

val

cys

val

275

Cys

Arg

Ser

val

Ile
355

Asp

val

Gly

Pro

Thr

180

Pro

Glu

Glu

Ser

Ile

260

Lys

His

Pro

val

Leu

340

Ala

val

Ala

Phe

Leu

165

Thr

Gly

Asp

Asp

Ala

245

Ser

Thr

Ser

Gln

Gly

ser

Glu

Pro

GIn

Ile

150

Lys

Thr

Ile

Lys

Lys

230

Gln

Leu

Cys

Ala

Pro

310

Arg

His

Ile

Leu

Pro

Leu

ASp

Met

215

Thr

Cys

Arg

Leu

Pro

295

Arg

Ile

Asn

Leu

ES 2631554713

Ile

120

Leu

Cys

Leu

Gln

Ile

200

Glu

His

Asn

Phe

LyS

Lys

Leu

Arg

Thr

Leu
360

val

Asp

Ile

Ile

Ala

185

Leu

Trp

val

Arg

Lys

Glu

Gln

Asp

Glu

Ile

345

Ala

Pro

Thr

Ser

Glu

170

Ile

Asp

Glu

Lys

val

250

Asn

Tyr

Thr

Arg

Arg

117

val

Ala

Asn

155

Lys

Ser

Asn

Thr

Leu

235

Ala

Arg

val

Ile

Asn

315

Pro

Gly

Asn

val

Lys

Cys

Phe

Gly

Ile

Lys

Leu

val

Pro

Cys

His

300

Arg

Leu

Ala

Leu

Asn

125

Ala

ser

Gly

Ala

Ile

205

Lys

Thr

ser

Ala

Asp

285

val

Asp

Leu

Ala

Ile
365

Pro

Gln

Thr

Pro

Ile

Pro

Asp

Pro

270

Ala

Leu

Ser

Asp

Gly

Glu

Gly

Ala

Ile

175

Phe

Tyr

Leu

Glu

Gly

ser

Tyr

Glu

Gly

Phe

335

ser

His

Lys

Gly

Asp

Ser

Ile

Ala

Glu

240

His

val

Lys

Gln

Tyr

320

LysS

Gly
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 100
tataatcccg ggatgcgegt taacaatggt tigace 36

<210> 101

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 101
tataattcta gattacagtt tcggaccagc cg 32

<210> 102

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 102
gaaggttgcg cctacactaa gcatagttgt tgatgagtgt aggctggagc tgcttc

<210> 103

<211>56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 103
ttaaaccagt tcgttcgggc aggtttcgec ttittcatgg gaattageca tggtce

<210> 104

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 104

atggctgtta ctaatgtcge tgaacttaac gcactcgtag agcegtgtgta ggctggagct

gcttc 65

<210> 105

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 105

56

56

60

ttaagcggat tttttcgctt ttttctcage tttagccgga gcagccatat gaatatcctc

cttag

118

60
65
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<210> 106

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 106
atgtcgagta agttagtact ggttctgaac tgcggtagtt cttcagtgta ggctggagct
gcttc

<210> 107

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 107

tcaggcagtc aggcggctcg cgtcttgege gataaccagt tcttccatat gaatatcctc

cttag

<210> 108

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 108

ttactccgta tttgcataaa aaccatgcga gttacgggcc tataagtgta ggctggagct

gctte

<210> 109

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 109

atagattgag tgaaggtacg agtaataacg tcctgctgct gttctcatat gaatatcctc

cttag

<210> 110

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 110

119
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gtgtcccgta ttattatgct gatccctacc ggaaccageg tcggtgtgta ggctggagct

gcttc

<210> 111

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 111

ttactgctgc tgtgcagact gaatcgcagt cagcgcgatg gtgtacatat gaatatcctc

cttag

<210> 112

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 112

atgaaacaaa cggttgcagc ttatatcgcc aaaacactcg aatcggtgta ggctggaget

gcttc

<210> 113

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 113
ttaccttagc cagtttgttt tcgccagttc gatcacttca tcacccatat gaatatcctc
cttag

<210> 114

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 114

atgaccatta ctccggcaac tcatgcaatt tcgataaatc ctgccgtgta ggctggaget
gcttc

<210> 115

<211> 65

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

120
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 115
tcagatccgg tctttccaca ccgtctggat attacagaat tcgtgcatat gaatatcctc
cttag

<210> 116

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 116
atgaaactta acgacagtaa cttattccgc cagcaggcgt tgattgtgta ggctggagct
gcttc

<210> 117

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 117
ttaaagaccg atgcacatat atttgatttc taagtaatct tcgatcatat gaatatcctc

cttag

<210> 118

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 118
atggaccaga agctgttaac ggatttccgc tcagaactac tcgatgtgta ggctggagcet
gcttc

<210> 119

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 119
tcaggtgtgt ttaaagctgt tctgctggge aataccctgc agtttcatat gaatatcctc
cttag

<210> 120

121

60
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<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 120
atggataaga agcaagtaac ggatttaagg tcggaactac tcgatgtgta ggctggaget
gcttc

<210> 121

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 121
tcaggtatgt ttaaagctgt tctgttgggc aataccctgc agtttcatat gaatatcctc
cttag

<210> 122

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 122
atggctacat cagtacagac aggtaaagct aagcagctca cattagtgta ggctggagct

gcttc

<210> 123

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 123

ttagtgtttc ttgtcattca tcacaatata gtgtggtgaa cgtgccatat gaatatcctc

cttag

<210> 124

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 124

122

60
65

60
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atggaaccaa aaacaaaaaa acagcgttcg ctttatatcc cttacgtgta ggctggagct

gcttc

<210> 125

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 125

ttagatggag gtacggcggt agtcgcggta ttcggcttgc cagaacatat gaatatcctc
cttag

<210> 126

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 126

atggatgacc agttaaaaca aagtgcactt gatttccatg aatttgtgta ggctggagct

gcttc

<210> 127

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 127

ttacagcggt tgggtttgcg cttctaccac ggccagcgec accatcatat gaatatcctc

cttag

<210> 128

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 128
atgaacgaac aatattccgc attgcgtagt aatgtcagta tgctcgtgta ggctggagct

gcttc

<210> 129

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

123
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<400> 129

ttagccggta ttacgcatac ctgccgcaat cccggcaata gtgaccatat gaatatcctc

cttag

<210> 130

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 130

atgtccagaa ggcttcgcag aacaaaaatc gttaccacgt taggcgtgta ggctggagct

gcttc

<210> 131

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 131
ttactctacc gttaaaatac gcgtggtatt agtagaaccc acggtcatat gaatatcctc

cttag

<210> 132

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 132
atgaaaaaga ccaaaattgt ttgcaccatc ggaccgaaaa ccgaagtgta ggctggagct

gcttc

<210> 133

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 133
ttacaggacg tgaacagatg cggtgttagt agtgccgctc ggtaccatat gaatatcctc
cttag

<210> 134

<211> 65

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

124
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 134

atggaactga cgactcgcac tttacctgcg cggaaacata ttgcggtgta ggctggaget

gcttc

<210> 135

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 135

ttacttcaga cggtccgcga gataacgctg ataatcgggg atcagcatat gaatatcctc

cttag

<210> 136

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 136
atggtcgcac ccattcccgc gaaacgcggc agaaaacccg ccgttgtgta ggctggaget

gcttc

<210> 137

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 137
tcagcgcatt ccaccgtacg ccagcgtcac ttccttcgec getttcatat gaatatccte

cttag

<210> 138

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 138

atggaaagta aagtagttgt tccggcacaa ggcaagaaga tcaccgtgta ggctggagct

gcttc

125
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<210> 139

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 139
ttacatgttt tcgatgatcg cgtcaccaaa ctctrgaacat ttcagcatat gaatatcctc
cttag

<210> 140

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 140
atgcagaaca gcgctttgaa agcctggttg gactcttctt acctcgtgta ggctggagcet
gcttc

<210> 141

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 141
ttattcgacg ttcagcgcgt cattaaccag atcttgttgc tgtttcatat gaatatcctc

cttag

<210> 142

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 142
atgagtagcg tagatattct ggtccctgac ctgectgaat ccgtagtgta ggctggaget
gcttc

<210> 143

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 143

126
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ctacacgtcc agcagcagac gcgtcggatc ttccagcaac tctttcatat gaatatcctc

cttag

<210> 144

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 144

gtgcaaacct ttcaagccga tcttgccatt gtaggcgccg gtggcgtgta ggctggaget
gcttc

<210> 145

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 145
tcagccattc geccttctcct tcttattgge tgcttcegece ttatccatat gaatatcctc

cttag

<210> 146

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 146
atggctgaga tgaaaaacct gaaaattgag gtggtgcgct ataacgtgta ggctggagct
gcttc

<210> 147

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 147
ttagcgtggt ttcagggtcg cgataagaaa gtctttcgaa ctttccatat gaatatcctc

cttag
<210> 148
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

127
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<400> 148

atgacgacta aacgtaaacc gtatgtacgg ccaatgacgt ccaccgtgta ggctggagct

gcttc

<210> 149

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 149

ttaccagtac agggcaacaa acaggattac gatggtggca accaccatat gaatatcctc

cttag

<210> 150

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 150

atgattaatc caaatccaaa gcgttctgac gaaccggtat tctgggtgta ggctggagct

gctte

<210> 151

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 151
ttagattgta acgacaccaa tcagcgtgac aactgtcagg atagccatat gaatatcctc

cttag

<210> 152

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 152

atgtttaaga atgcatttgc taacctgcaa aaggtcggta aatcggtgta ggctggagct
gcttc

<210> 153

<211> 65
<212> ADN

128
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 153

ttagtggtta cggatgtact catccatctc ggttttcagg ttatccatat gaatatcctc

cttag

<210> 154

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 154

atgatttcag gcattttagc atccccgggt atcgctttcg gtaaagtgta ggctggagct

gcttc

<210> 155

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 155

ttagcagatt gttttttctt caatgaactt gttaaccagc gtcatcatat gaatatcctc

cttag

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 156
cggtgccctg aatgaactge 20

<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 157
cagtcatagc cgaatagcct 20

<210> 158

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

129
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 158
atacgtgtcc cgagcggtag 20

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 159
tacacatccc gccatcagca 20

<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 160
gaagtaaacg ggaaaatcaa 20

<210> 161

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 161
agaagtggca taagaaaacg 20

<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 162
ccattggctg aaaattacgc 20

<210> 163

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 163
gttccattgc acggatcacg 20

<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 164
atgccgtaga agccgccagt 20

<210> 165

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 165
tgttggtgcg cagcetcgaag 20

<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 166
gcaaatctgg tttcatcaac 20

<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 167
tcccttgcac aaaacaaagt 20

<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 168
ggatttggtt ctcgcataat 20

<210> 169

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 169
agcattaacg gtagggtcgt 20

<210> 170

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 170
gctgattctc gcgaataaac 20

<210> 171

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 171
aaaaacgttc ttgcgcegtct 20

<210> 172

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 172
tctgtttgtc accacccecge 20

<210> 173

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 173
aagccagcac ctggaagcag 20

<210> 174

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 174
aagagctgcc gcaggaggat 20

<210> 175

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 175
gccgccctct taagtcaaat 20

<210> 176

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 176
ggattttagc aatattcgct 20

<210> 177

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 177
cctaatagca ggaagaagac 20

<210> 178

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 178
gctgaactgt tgctggaaga 20

<210> 179

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 179
ggcgtgcttt tacaactaca 20

<210> 180

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 180
tagtaaataa cccaaccggc 20

<210> 181

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 181
tcagtgagcg cagtgtttta 20

<210> 182

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 182
attaatggtg agagtttgga 20

<210> 183

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 183
tgcttttttt tattattcge 20

<210> 184

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 184
gctttataaa agacgacgaa 20

<210> 185

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 185
gtaacgacaa ttccttaagg 20

<210> 186

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 186
tttatatgcc catggtttct 20

<210> 187

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 187
atctgttaga ggcggatgat 20

<210> 188

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 188
ctggaacgtt aaatctttga 20

<210> 189

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 189
ccagtttagt agctttcatt 20

<210> 190

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 190
gatttgtica acattaactc atcgg 25

<210> 191

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 191
tgcgattaac agacaccctt 20

<210> 192

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 192
tctcaggtgc tcacagaaca 20

<210> 193

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 193
tatggaagag gcgctactgc 20

<210> 194

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 194
cgacctgctg cataaacacc 20

<210> 195

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 195
tgaacgctaa ggtgattgca 20

<210> 196

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 196
acgtagacaa gagctcgcaa 20

<210> 197

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 197
catcacgtac gactgcgtcg 20

<210> 198

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 198
tgcaactttg tgctgagca 19

<210> 199

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 199
tatcgcttcc gggcattgtc 20

<210> 200

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 200
aaatcgatct cgtcaaattt cagac 25

<210> 201

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 201
aggaaccaca aatcgccata 20

<210> 202

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 202
gacgtgaaga ttactacgct 20

<210> 203

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 203
agttcaatgc tgaaccacac 20

<210> 204

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 204
tagccgegac cacggtaaga aggag 25

<210> 205

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 205
cagcgcatca cccggaaaca 20

<210> 206

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

137



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2631554713

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 206
atcgtgatca ttaacctgat 20

<210> 207

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 207
ttaccctgat aaattaccgc 20

<210> 208

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 208
ccatccgttg aatgagtttt 20

<210> 209

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 209
tggtgttaac tggcaaaatc 20

<210> 210

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 210
gtgacttcca acggcaaaag 20

<210> 211

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 211
ccgttggttt gatagcaata 20

<210> 212

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 212
tataatcccg ggatgcgcegt taacaatggt ttgacc

<210> 213

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 213
tataattcta gattacagtt tcggaccagc cg

<210> 214

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 214

ES 2631554713

36

32

tataatcccg ggatgaacga acaatattcc 30

<210> 215

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 215
tataattcta gattagccgg tattacgcat 30

<210> 216

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 216
tataatcccg ggatgtccag aaggcttcge agaaca

<210> 217

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 217

36

tataattcta gattactcta ccgttaaaat ac 32

<210> 218

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

139



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2631554713

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 218
tataatcccg ggatgaaaac ccgtacacaa caaatt

<210> 219

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 219
tataattcta gattagaact gcgattcttc ag 32

<210> 220

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 220
tataatcccg ggatgaaaaa actactcgtc gccaat

<210> 221

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 221
tataattcta gattaattaa tttcgattaa ca 32

<210> 222

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 222
tataatcccg ggatgcctga cgctaaaaaa caggggeggt

<210> 223

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para la amplificacion

<400> 223
tataattcta gattaatcgt gagcgcctat ttc 33

<210> 224

<211> 1083

<212> ADN

<213> Metallosphaera sedula

36

36

40
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<400> 224
atgaaagctg
tcccaaccta
gacgtcaatg
atatcaggga
gtgatttcag
aatctgtgtg
aggctgtcaa
geccattgtgg
gctgtcctag
cctggagaca
ctaagggcct
agggccatgyg
gcaataaagg
gatacgattc
ttacctccag
gaggttgtgg
gtgaggcagg
ataaatgagg
taa

<210> 225

<211> 360
<212> PRT

cagtacttca

aggctgggga
tctttgaggy
ttgtggagga
cgtttattca
agaccttctc
aggacggaaa
gagagaacgc
gTttgroctgy
ctgtggccgt
c€gggtgccgg
agctaggtgce
agatcacggg
atatggcgct
caacggccat
ggaattacgg
gaagatacga

cagtcaaaat

<213> Metallosphaera sedula

<400> 225

ES 2631554713

tacgtataag
agtcaagatc
gaaaacccca
agtgggacct
cccctgtggt
ccaggtcaga
ggagataagg
gctaaccagg
gttaacaggg
gataggcgta
gaggataatc
aactgacgtg
tggagggcca
ggattcagtt
gatacccatc
aggaagacct
tcegtetagg

gcttgaggaa

gaaccgctgt
aaggtcaagg
gttcctecccc
ggggtgacca
aaatgcggta
ctcaagggag
actttccttg
gttccagagg
tacggtgcca
ggaggagtgg
gccgtgggaa
gtaaactcga
caggtggtga
agaattggag
agggtagcgt
agggttgata
cttgtgacgg
ggagaggcca

141

ccattgagga
caaccggtet
cagtggttgc
gggttaaacc
actgegttgce
taatgccaga
gaggeggttt
acatggacct
tatcatcatc
gtttgtccac
cgaaaaagtg
aggagataga
tagaggctgg
gaaaggtggt
caatagttag
tgcccaagcet
gtagattcag

taagaagtct

cgtgaatatc
ctgtegetee
tggacacgaa
aggtgatagg
aggaaaggag
tggaacgtca
cgcggagtac
agagaaggta
caagattgag
aatacaactc
gaaacttgac
tcccgtcaaa
aggaaatgag
tctogtaggg
gggaggcata
tctcgagcta
gttggaggaa

cataatcccg

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

1020
1080
1083
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Met Lys Ala Ala val Leu His Thr Tyr Lys Glu Pro Leu Ser Ile Glu

Asp val Asn Ile Ser GIn Pro Lys Ala Gly Glu val Lys Ile Lys val
20 25 30

Lys Ala Thr Gly Leu Cys Arg Ser Asp val Asn val Phe Glu Gly Lys
35 40 45

Thr Pro val Pro Pro Pro val val Ala Gly His Glu Ile Ser Gly Ile
50 55 60

val Glu Glu val Gly pPro Gly val Thr Arg val Lys Pro Gly Asp Arg
65 70 75 80

val Ile Ser Ala Phe Ile His Pro Cys Gly Lys Cys Gly Asn Cys val
85 90 95

Ala Gly Lys Glu Asn Leu Cys Glu Thr Phe Ser Gln val Arg Leu Lys
100 105 110

Gly val Met Pro Asp Gly Thr Ser Arg Leu Ser Lys Asp Gly Lys Glu
115 120 125

Ile Arg Thr Phe Leu Gly Gly Gly Phe Ala Glu Tyr Ala Ile val Gly
130 135 140

Glu Asn Ala Leu Thr Arg val Pro Glu Asp Met Asp Leu Glu Lys val
145 15 155 160

Ala val Leu Gly Cys Ala Gly Leu Thr Gly Tyr Gly Ala Ile Ser Ser
165 170 175

Ser Lys Ile Glu Pro Gly Asp Thr val Ala val Ile Gly val Gly Gly
180 185 180

val Gly Leu Ser Thr Ile GIn Leu Leu Arg Ala Ser Gly Ala Gly Arg
195 200 205

ITe Ile Ala val Gly Thr Lys Lys Trp Lys Leu Asp Arg Ala Met Glu
210 215 220

Leu Gly Ala Thr Asp val val Asn Ser Lys Glu Ile Asp Pro val Lys
225 230 235 240

142
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Ala Ile Lys Glu Ile Thr Gly Gly Gly Pro GIn val val Ile Glu Ala
245 250 255
Gly Gly Asn Glu Asp Thr Ile His Met Ala Leu Asp Ser val Arg Ile
260 265 270
Gly Gly Lys val val Leu val Gly Leu Pro Pro Ala Thr Ala Met Ile
275 280 285
Pro ITe Arg val Ala Ser Ile val Arg Gly Gly Ile Glu val val Gly
290 295 300
Asn Tyr Gly Gly Arg Pro Arg val Asp Met Pro Lys Leu Leu Glu Leu
305 310 315 320
val Arg Gln Gly Arg Tyr Asp Pro Ser Arg Leu val Thr Gly Arg Phe
325 330 335
Arg Leu Glu Glu Ile Asn Glu Ala val Lys Met Leu Glu Glu Gly Glu
340 345 350
Ala Ile Arg Ser teu Ile Ile Pro
355 360
<210> 226
<211> 1083
<212> ADN
<213> Metallosphaera sedula
<400> 226
atgaaagctg cagtacttca tacgtataag gaaccgctgt ccattgagga cgtgaatatc 60
tcccaaccta aggctgggga agtcaagatc aaggtcaagg caaccgggct ctgtcactcc 120
gacgtacatg tctttgaggg gaaaacccca gttcctcccc cagtggttgc tggacacgaa 180
atatcaggga ttgtggagga agtgggacct ggggtgacca gggttaaacc aggtgatagg 240
gtgatttcag cgtttattca cccctgtggt aaatgcggta actgegttge aggaaaggag 300
aatctgtgtg agaccttctc ccaggtcaga ctcaagggag taatgccaga tggaacgtca 360
aggctgtcaa aggacggaaa ggagataagg actttccttg gaggcggttt cgcggagtac 420
gccattgtgg gagagaacgc gctaaccagg gttcecagagyg acatggacct agagaaggta 480
gctgtcctag gttgtgetgg gttaacaggg tacggtgcca tatcatcatc caagattgag 540
cctggagaca ctgtggccgt gataggcgta ggaggagtgg gtttgtccac aatacaactc 600
ctaagggcct cgggtgccgg gaggataatc gocgtgggaa cgaaaaagtg gaaacttgac 660
agggccatgg agctaggtgc aactgacgtg gtaaactcga aggagataga tcccgtcaaa 720
gcaataaagg agatcacggg tggagggcca caggtggtga tagaggctgg aggaaatgag 780
gatacgattc atatggcgct ggattcagtt agaattggag gaaaggtggt tctggtaggg 340
ttacctccag caacggccat gatacccatc agggtagcgt caatagttag gggaggcata 900

143



10

ES 2631554713

gaggttgtgg ggaattacgg aggaagacct agggttgata tgcccaagct tctcgagcta

gtgaggcagg gaagatacga tccgtctagg cttgtgacgg gtagattcag gttggaggaa

ataaatgagy cagtcaaaat gcttgaggaa ggagaggcca taagaagtct cataatcccg

taa

<210> 227
<211> 360
<212> PRT
<213> Metallosphaera sedula

<400> 227

Met

1

Asp

Lys

Thr

val

65

val

Ala

Gly

Ile

Glu

145

Ala

ser

val

Lys

val

Ala

Pro

50

Glu

Ile

Gly

val

Arg

Asn

val

Lys

Gly

Ala Ala val

Asn

Thr

35

val

Glu

Ser

Lys

Met

115

Thr

Ala

Leu

Ile

Leu
195

Ile

20

Gly

Pro

val

Ala

Glu

100

Pro

Phe

Leu

Gly

Glu

180

S5er

5

Ser

Leu

Pro

Gly

Phe

Asn

Asp

Leu

Thr

Cys

165

Pro

Thr

Leu

Gln

Cys

Pro

Pro

70

Ile

Leu

Gly

Gly

Gly

Ile

His

Pro

His

val

55

Gly

His

Cys

Thr

Gly

val

Gly

Asp

Gln

Thr Tyr Lys

Lys

Ser

40

val

val

Pro

Glu

Ser

120

Gly

Pro

Leu

Thr

Leu
200

Ala

25

Asp

Ala

Thr

Cys

Thr

105

Arg

Phe

Glu

Thr

val

185

Leu

10

Gly

val

Gly

Arg

Gly

90

Phe

Leu

Ala

Asp

Gly

Ala

Arg

144

Glu

Glu

His

His

val

75

LyS

Ser

Ser

Glu

Met

155

Tyr

val

Ala

Pro

val

val

Glu

60

Lys

Cys

GIn

LyS

Tyr

140

ASp

Gly

Ser

Leu

Lys

Phe

45

Ile

Pro

Gly

val

Asp

Ala

Leu

Ala

Gly

Ser

Ile

30

Glu

Ser

Gly

Asn

Ile

Glu

Ile

val

190

Ala

Ile

15

Lys

Gly

Gly

Asp

Cys

95

Leu

Lys

val

Lys

Ser

175

Gly

Gly

960
1020
1080
1083

Glu

val

LYysS

Ile

Arg

80

val

Lys

Glu

Gly

val

160

Ser

Gly

Arg
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Ile
210

Ile

Leu
225

Gly
Ala Ile
Gly Gly
Gly Gly

Ile
290

Pro

Asn
305

Tyr
val Arg
Leu

Arg

Ala Ile

Ala

Ala

Lys

Asn

Lys

Arg

Gly

Gln

Glu

Arg

val Gly

Thr

ASp

Ite
245

GTu

Glu
260

Asp

val val

val Ala

Gly Arg

Gly Arg

Glu 1le

340

Ser Leu

355

<210> 228
<211> 1083
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2631554713

Thr Lys

val val

230

Thr Gly

Thr Ile
val

Leu

Ile
295

Ser

Pro
310

Arg
Tyr Asp
Glu

ASn

Ile Ile

Lys

Asn

Gly

His

Gly

val

val

Pro

Ala

Trp Lys

Ser

Lys

Pro
250

Gly

Met Ala

265

Leu Pro

Arg Gly
Asp Met

Ser

val
345

Pro

360

<223> secuencia de codones optimizados de M. sedula

<400> 228

atgaaagcag
tcacagccga
gatgttcatg
attagcggta
gttattagcg
aatctgtgtg
cgtctgagea
gcaattgttg
gcagttctgg

cagttctgca
aagccggtga
tttttgaagg
ttgttgaaga
catttattca
aaacctttag
aagatggcaa
gtgaaaatgc

gttgtgccgg

tacctataaa
agtgaaaatc
taaaacaccg
ggttggtccg
tccgtgtggt
ccaggttcgt
agaaattcgt
actgacccgt

tctgaccggt

gaaccgctga
aaagttaaag
gttccgecte
ggtgttaccc
aaatgcggta
ctgaaaggtg
acctttctgg
gttccggaag

tatggtgcaa

145

Leu
Glu
Gln val
Leu

Asp

Pro Ala

Arg

Asp

val

ser

Thr

Ala Met

val

Pro

Glu
255

Ile

val
270

Arg

Ala Met

285

Ile
300

Gly

Pro
315

Lys

Leu val

Met Leu

gcattgaaga
caaccggtct
cggttgtige
gtgttaaacc
attgtgttgc
ttatgccgga
gtggtggtrtt
atatggatct

ttagcagcag

Glu

Leu

Thr

Glu

val val

Leu Glu
Gly

Arg

Glu
350

Gly

tgtgaatatt
gtgtcgtagt
aggtcatgaa
gggtgatcgt
cggtaaagaa
tggcaccagc
tgcagaatat
ggaaaaagtt

caaaattgaa

Glu
LyS
240
Ala
Ile
Ile
Gly
Leu
320

Phe

Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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cctggtgata
ctgcgtgcaa
cgtgcaatgg
gccatcaaag
gataccattc
ctgcctecgg
gaagttgttg
gttcgtcagg
attaatgaag

taa

<210> 229
<211> 4107
<212> ADN

ccgttgcagt
gcggtgcagg
aactgggtgc
aaatcaccgg
acatggcact
caaccgcaat
gtaattatgg
gtcgttatga

ccgtcaaaat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen quimérico para
deshidrogenasa

<400> 229

ttgacaatta
caggaaacag
taagaaggag
tgccgcgegg
ctgattttga
tagttgtect
tggaacctgg
tggaacgtct
ttactgttct
tcagccatgg
ttcaggcaca
cagagccaga
atgaaggctt
cgcttggecg
ctcgtgttga
ccgcagcaaa
gtgcaaaagt
ttgtcggctc

atccgecget

atcatcgget
aattcgagct
atataccatg
cagccatatg
cgccatgaac
ctcggettet
cgagcgattc
gcgttacccg
ggcagaagcg
cggcctgatg
gtggtttgat
tatagccgeg
agtgatcacc
tggaggcagc
tatctggacc
acgcattgat
actgcatccg
cagcaaagac

gttcecgeget

tattggtgtt
tcgtattatt
aaccgatgtt
tggtggtccg
ggatagcgtt
gattccgatt
tggtcgtccg
tccgagecgt
gctggaagaa

la expresion de malato cinasa, malato semialdehido deshidrogenasa y DHB

cgtataatgt
cggtaceegg
ggcagcagcec
tctgaaattg
cgcagcgcetg
gctggtatca
gaaaaactcg
aacgttatcc
gcggegetgg
tcgaccctge
gtacgtaaag
ctggcggaac
cagggattta
gattatacgg
gacgtccegg
gaaatcgcgt
gcaacgttgc
ccacgcgeag

ctggecgettc

ES 2631554713

ggtggtgtag
gcagttggca
gttaacagta
caggttgtta
cgtattggtg
cgtgttgcaa
cgtgttgata
ctggttaccg

ggtgaagcaa

gtggaattgt
ggatcctcta
atcatcatca
ttgtctccaa
atattgtgct
ctaatctgct
acgctatecceg
gtgaagagat
caacgtctcc
tgtttgttga
tgatgcgtac
tggccgeget
tcggtagega
cagcctigcet
gcatctacac
ttgccgaage
tacccgcagt
gtggtacgct

gtcgcaatca

146

gtctgagceac
ccaaaaaatg
aagaaattga
ttgaagccgg
gtaaagttgt
gcattgttcg
tgccgaaact
gtcgttttcg

ttcgtagect

gagcggataa
gaaataattt
tcatcacagc
atttggcggt
ttctgatgcc
ggtcgecttta
caacatccag
tgaacgtctg
ggcgetgaca
gatcctgcgce
caacgaccga
gcagctgctc
aaataaaggt
ggcggagget
caccgatcca
ggcaaagatg
acgcagcgat
ggtgtgcaat

gactctgctc

cattcagctg
gaaactggat
tccggtgaaa
tggtaatgaa
tctggttggt
tggtggtatt
gctggaactg
tctggaagaa

gattattccg

caatttcaca
tgtttaactt
agcggectgg
accagcgtag
aacgtgcgtt
gctgaaggac
tttgccattc
ctggagaaca
gatgagctgg
gaacgcgatg
tttggtcgtg
ccacgtctca
cgtacaacga
ttacacgcat
cgcgtagttt
gccacttttyg
atcccggtct
aaaactgaaa

actttgcaca

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1083

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140



gcctgaatat
ataatatttc
ccaccggttce
ccgcactgtg
acctgtcaaa
ttcgcatgat
atgccgagcea
ttaactttaa
ggcctggtge
cgcggtatgg
attcgeccctg
accactggca
gtgacctgtc
tggcaaggtt
attcttgacc
tttgttggcg
aatgatcttqg
cgacatatgc
ctcgcgaccce
agcggrgage
atcgacaaac
aacaagatcc
gcattgcgct
accgtggaag
gaaatcacta
ggccgectge
cagctgetgt
ttcgagctcc
gcagcagcca
ctagcatgaa
atatttcaca
gtagtgatgt
atgaaattag

atcgtgttat

gctgcattct
ggtagactta
aacctccact
tcgggtggag
agcectgegge
ttgttatggc
ggtggtgcaa
gaaggagata
c€gcgeggcag
tcggetecgt
tcttcttttc
cacttcagga
agggcggcga
actggattga
ccgtcaatca
gtaactgtac
ttgattgggt
gtgagttatt
cgtcctetge
tgccggtgga
agctcgataa

tcaacacatc

aactgctggce
tgcgtgagcet
gtaagctgaa
999gggcegc
gtcgacaagc
tcatcatcat
agcagcagtt
gccgaaagec
tcatgttttt
cggtattgtt

tagcgcattt

ES 2631554713

cgcggtttcc
atcaccacgt
ggcgatacgt
gtggaagaag
gttggcaaag
gcatccagcc
aaactgcata
taccatgggce
ccatatggcet
tctcatgeaa
tacttctcag
tgcctttgat
ttataccaac
cgcagcatcg
ggacgtcatt
cgtaagcctg
gtcegttgca
aacccagatg
tattetegat
taactttggc
cggtcagagt

ttccgtaatt

tgcgcacaat
aaccccagcet
tatgggacca
ggagccgctg
ttgcggeege
catcacagca
ctgcatacct
ggtgaagtga
gaaggtaaaa
gaagaggttg
attcatccgt

tcgcggaagt
cagaagtgag
tgctgacgca
gtctggcget
aggrattecgg
ataacctgtg
gtaatttgtt
agcagccatc
agcatgaaaa
cgcatggtig
cttggccagg
ctggaggcgc
gaaatctatc
tctctgegeca
accgacggat
atgttgatgt
acctaccagg
ggccatctgt
atcgaacgca
gtgccgetgg
cgacaggagt

ccggragatg

. attaaattga

ccgtgggcga
gcecgttaccg
gagttcctgt
cgtcggatgce
gtttaacttt
gcggectggt
ataaagaacc
aaatcaaagt
caccggttcc
gtccgggtgt
gtggtaaatg

147

tttcggeatc
cgtggcatta
atctctgctg
ggtcgcgttyg
cgtactggaa
cttcctggtyg
tgagtaaata
atcatcatca
atgttggttt
aagagcgega
ctgcgeegtc
taaaggccct
caaagcttecg
tgaaagatga
taaataatgg
cgttgggtggy
ccgcttccgg
atggccatgt
aagtcacaac
cgggtagcct
ggaaagggca
gtttatgtgt
aaaaagatgt
aagtcgttcc
gcacgctgac
cagcctttac
ttcgtcaact
aagaaggaga
gccgegegge
gctgageatt
taaagcaacc
gcctcecggtt
taccecgtgtt

cggtaattgt

ctcgegeggc
acccttgata
atggagcttt
attggcaatg
ccgttcaaca
cccggegaag
ctggatccgt
tcacagcage
tatcggetgg
cttcgacgcec
ttttggcgga
cgatatcatt
tgaaagcgga
cgccatcatce
catcaggact
tttattcgcc
€ggtggtgcy
ggcagatgaa
cttaacccgt
gattccgtgg
ggcggaaacc
gcgtgtcgag
gtctattccg
gaacgatcgg
cacgccggta
cgtgggcgac
ggcgtaagaa
tataccatgg
agccatatgg
gaagatgtga
ggtctgtgtc
gttgcaggtc
aaaccgggtg
gttgccggta

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
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aagaaaatct
ccagccgtct
aatatgcaat
aagttgcagt
ttgaacctgg
agctgctgeg
tggatcgtgce
tgaaagccat
atgaagatac
ttggtetgec
gtattgaagt
aactggttcg
aagaaattaa
ttccgtaagce
aaggaagctyg

tctaaacggg

<210> 230
<211> 1104
<212> ADN

gtgtgaaacc
gagcaaagat
tgttggtgaa
tctgagttgt
tgataccgtt
tgcaagcggt
aatggaactg
caaagaaatc
cattcacatg
tceggeaacc
tgttggtaat
tcagggtegt
tgaagccgtce
tcgagcacca
agttggctgce

tcttgagggg

<213> Escherichia coli

<400> 230

atgaaaaatg
atggttgaag
ggccaggctg
gaggcgctaa
atctatccaa
ctgcgcatga
gacggattaa
ttgatgtcgt
taccaggeccg
catctgtatg
gaacgcaaag
ccgctggegg
caggagtgga
gtagatggtt

ttggttttat
agcgcgactt
cgeegtettt
aggccctcga
agcrtcgtga
aagatgacgc
ataatggcat
tgggtggttt
cttccggegg
gccatgtggce
tcacaacctt
gtagcctgat
aagggcaggc
tatgtgtgcg
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tttagccagg
ggcaaagaaa
aatgcactga
gceggtetga
gcagttattg
gcaggtcgta
ggtgcaaccg
accggtggtg
gcactggata
gcaatgattc
tatggtggtc
tatgatccga
aaaatgctgg
ccaccaccac
tgccaccgcet

ttttttg

cggctggege
cgacgccatt
tggcggaacc
tatcattgtg
aagcggatgg
catcatcatt
caggactttt
attcgccaat
tggtgcgega
agatgaactc
aacccgtagc
tccgtggatc

ggaaaccaac

tgtcggggca

ttcgtctgaa
ttcgtacctt
cccgtgttec
ccggttatgg
gtgttggtgg
ttattgcagt
atgttgttaa
gtccgcaggt
gcgttegtat
cgattcgtgt
gtcegegtgt
gccgtetggt
aagaaggtga
cactgagatc

gagcaataac

ggtatggtcg
cgeectgtet
actggcacac
acctgtcagy
caaggttact
cttgaccccg
gttggcggta
gatcttgttg
catatgcgtg
gcgacccegt
ggtgagctgc
gacaaacagc
aagatcctca

ttgcgctgec

148

aggtgttatg
tctgggtggt
ggaagatatg
tgcaattagc
tgtgggtctg
tggcaccaaa
cagtaaagaa
tgttattgaa
tggtggtaaa
tgcaagcatt
tgatatgcceg
taccggtcgt
agcaattcgt
cggctgoetaa

tagcataacc

gctccgttct
tcttttctac
ttcaggatgc
gcggegatta
ggattgacgc
tcaatcagga
actgtaacgt
attgggtgtc
agttattaac
cctctgctat
cggtggataa
tcgataacgg
acacatcttc

acagccaggc

ccggatggca
ggttttgcag
gatctggaaa
agcagcaaaa
agcaccattc
aaatggaaac
attgatccgg
gceggtggta
gttgttctygg
gttcgtggtg
aaactgctgg
tttcgtctgg
agcctgatta
caaagcccga

ccttggggec

catgcaacgc
ttcrcagett
ctttgatctg
taccaacgaa
agcatcgtct
cgtcattacc
gtcecctgatg
cgttgcaace
ccagatgggc
tctegatatc
ctttggcgtg
tcagagtcga
cgtaattccg

attcactatt

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4107

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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aaattgaaaa
tgggcgaaag
gttaccggca
ttcctgtcag

cggatgcttc

<210> 231
<211> 367
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 231

Met Lys Asn
1

Leu

val

Gly

Ala

65

Ile

Ala

Pro

Thr

Tyr

Thr

Pro

Met

Phe

Thr

50

Leu

Tyr

Ala

val

Phe

130

Gly

Gln

GIn

Ser

Gln

Phe

35

Thr

Asp

Pro

Ser

Asn

115

val

Leu

Ala

Met

ser
195

val

Arg

20

Ser

Gly

Ile

LYS

ser

100

Gln

Gly

Phe

Ala

aagatgtgtc
tcgttccgaa
cgctgaccac
cctttacegt

gtcaactggc

Gly

Met

Thr

Thr

Ile

Leu

85

Leu

Asp

Gly

Ala

Ser

165

His

Ile
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tattccgacc gtggaagaac

cgatcgggaa atcactatgc

gccggtagge cgectgegta

gggcgaccag ctgctgtggg

gtaa

Phe

val

Ser

Leu

val

70

Arg

Arg

val

Asn

Asn

150

Gly

Leu

Leu

Ile

Glu

Gln

Gln

55

Thr

Glu

Met

Ile

Asp

Gly

Tyr

Asp

Gly

Glu

Leu

40

Asp

Cys

Ser

Lys

Thr

120

Asn

Leu

Gly

Gly

Ile
200

Trp

Arg

25

Gly

Ala

Gln

Gly

ASp

val

val

Ala

His

185

Glu

Arg

10

ASp

Gln

Phe

Gly

Trp

90

Asp

Gly

Ser

AsSp

Arg

149

tgctggctge gcacaatccg

gtgagctaac cccagetgec

agctgaatat gggaccagag

gggccgcgga gocgctgegt

Gly

Phe

Ala

ASp

Gly

75

Gln

Ala

Leu

Leu

Lys

Met

ASp

Ala

Leu

60

Asp

Gly

Ile

ASN

Met

140

val

Met

Asp

val

val

Ala

Pro

45

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Asn

125

Leu

ser

Arg

Glu

Thr
205

Gly

Ile

30

ser

Ala

Thr

Trp

Ile

110

Gly

Met

val

Glu

Leu

190

Thr

Ser

15

Arg

Phe

Leu

Asn

Ile

95

Leu

Ile

Ser

Ala

Leu

175

Ala

Leu

val

Pro

Gly

Lys

Glu

80

Asp

Asp

Arg

Leu

Thr

160

Leu

Thr

Thr

900
960
1020
1080
1104



Arg

ser

225

Gln

Ser

Cys

Pro

val

305

val

Met

Trp

Ser
210

Leu

val

His

Thr

290

Pro

Thr

Gly

Gly

Gly

Ile

Trp

Ile

Ser

275

val

Asn

Gly

Pro

Ala
355

Glu

Pro

Lys

Pro

260

Gln

Glu

Asp

Thr

Glu

340

Ala

Leu

Trp

Ala

Glu

Arg

Leu

325

Phe

Glu

Pro val
215

Ile Asp
230

Gln Ala

Asp Gly

Phe Thr

Leu Leu

295

Glu Ile
310
Thr Thr

Leu Ser

Pro Leu

ES 2631554713

AsSp

Lys

Glu

Leu

Ile

280

Ala

Thr

Pro

Ala

Asn

Gln

Thr

Cys

265

LyS

Ala

Met

val

Phe

345

Arg

Phe

Leu

Asn

250

val

Leu

His

Arg

Met

150

Gly

ASp

235

Lys

Arg

Lys

Asn

Glu

315

Arg

val

Leu

val

220

Asn

Ile

val

Lys

Pro

300

Leu

Leu

Gly

Arg

Pro

Gly

Leu

Gly

Asp

Trp

Thr

Arg

Asp

Gln
365

Leu

GIn

Asn

Ala

270

val

Ala

Pro

Lys

Gln

350

Leu

Ala

Ser

Thr

255

Leu

ser

Lys

Ala

Leu

335

Leu

Ala

Gly

Ar

24

Ser

Arg

Ile

val

Ala

320

Asn

Leu
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55

60

65
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de produccion del acido 2,4-dihidroxibutirico (2,4-DHB), que comprende:

- una primera etapa de transformar el malato en 4-fosfo-malato utilizando una malato cinasa, en el que la
malato cinasa se obtiene mediante por lo menos una mutacién de una aspartato cinasa, mejorando
dicha(s) mutacién(ones) la actividad y/o la afinidad por el sustrato del polipéptido mutado por el malato
cuando se compara con los enzimas de tipo salvaje, la aspartato cinasa mutada comprende por lo menos
una mutacién cuando se compara con el enzima de tipo salvaje, en una de las posiciones siguientes: S39,
T45, V115, E119, F184 y/o S201, refiriéndose dichas posiciones a la SEC ID n° 4, en el que el aminoacido
natural en dicha(s) posicién(ones) es sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoacidos proteindgenos
gue existen de manera natural, es decir, por alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptéfano, tirosina o valina, y preferentemente, la aspartato cinasa mutada comprende
adicionalmente por lo menos una mutacion en los aminoacidos siguientes: E250, M318, S321, V339,
S338, F324, L325, S345, E346, D340, T344 ylo T352, refiriéndose dichas posiciones a la SEC ID n® 4y
en el que cada uno de dichos aminoacidos es sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoacidos
proteindgenos que existen de manera natural, es decir, por alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina, todavia mas preferentemente la malato cinasa
consiste en la SEC ID n° 9, SEC ID n® 12, SEC ID n° 14, SEC ID n° 16, SEC ID n° 18, SEC ID n° 20, SEC
ID n° 22, SEC ID n° 24, SEC ID n° 26, SEC ID n° 39, SEC ID n® 41, SEC ID n°® 43 0 SEC ID n° 45.

- una segunda etapa de transformar 4-fosfo-malato en malato-4-semialdehido utilizando una malato
semialdehido deshidrogenasa, en el que la malato semialdehido deshidrogenasa se obtiene mediante por
lo menos una mutacibn de una aspartato semialdehido deshidrogenasa, mejorando dicha(s)
mutacion(ones) la actividad y/o la afinidad por el sustrato del polipéptido mutado por el 4-fosfo-malato
cuando se compara con los enzimas de tipo salvaje, la aspartato semialdehido deshidrogenasa mutada
comprende por lo menos una mutacién cuando se compara con el enzima de tipo salvaje, en una de las
posiciones siguientes: T136, Q162, 1230, E241 y/o H274, refiriéndose dichas posiciones a la SEC ID n°
20, en el que el aminoacido natural en dichas posiciones se sustituye por cualquiera de los otros 19
aminoacidos proteindgenos que existen de manera natural, es decir, alanina, arginina, asparagina, acido
aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o valina, y mas preferentemente la aspartato
semialdehido deshidrogenasa mutada consiste en SEC ID n° 68, y mas especificamente SEC ID n° 54,
SEC ID n° 56, SEC ID n° 58, SEC ID n° 60, SEC ID n° 62, SEC ID n°® 64 0 SEC ID n°® 66 0 SEC ID n° 231

- una tercera etapa de transformar malato-4-semialdehido en 2,4-DHB utilizando una DHB deshidrogenasa
seleccionada de entre semialdehido succinico reductasa que comprende por lo menos una mutacion
cuando se compara con el enzima de tipo salvaje, mejorando dicha(s) mutacién(ones) la actividad y/o la
afinidad por el sustrato del enzima mutado por el malato-4-semialdehido cuando se compara con los
enzimas de tipo salvaje, en una de las posiciones siguientes: S40, N43, H39, T49, F85, Q108, L281 y/o
N305, refiriéndose las posiciones a la SEC ID n° 76, en el que el aminoacido natural en dichas posiciones
se ha sustituido por cualquiera de los otros 19 aminoacidos proteind6genos que existen de manera natural,
es decir, por alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o
valina, todavia mas particularmente dicho enzima consiste en SEC ID n° 74, SEC ID n® 76 o SEC ID n°
81, SEC ID n° 225 0 SEC ID n° 227.

2. Malato cinasa caracterizada por que transforma el malato en 4-fosfo-malato y consiste en SEC ID n® 12, SEC
ID n®14, SEC ID n° 16, SEC ID n° 18, SEC ID n° 20, SEC ID n° 22, SEC ID n® 24 o0 SEC ID n° 26.

3. Malato cinasa segun la reivindicacion 2 insensible a la inhibicion por lisina que comprende ademas por lo
menos una mutacién en los aminoacidos siguientes: E250, M318, S321, V339, S338, F324, L325, S345, E346,
D340, T344 yl/o T352, refiriéndose dichas posiciones a la SEC ID n°® 4 y en la que cada uno de dichos
aminoacidos se ha sustituido por cualquiera de entre los otros 19 aminoacidos proteindgenos que existen de
manera natural, es decir, por alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina o
valina, mas preferentemente la malato cinasa esta representada por SEC ID n® 39, SEC ID n°® 41, SEC ID n° 43 o
SEC ID n° 45.

4. Malato semialdehido deshidrogenasa caracterizada por que transforma el 4-fosfo-malato en malato-4-
semialdehido y consiste en SEC ID n° 68, SEC ID n° 54, SEC ID n° 56, SEC ID n° 58, SEC ID n° 60, SEC ID n°
62, SEC ID n° 64, SEC ID n° 66 0 SEC ID n° 231.

5. DHB deshidrogenasa caracterizada por que transforma el malato-4-semialdehido en 2,4-DHB y consiste en
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SEC ID n° 81, SEC ID n° 225 o0 SEC ID n° 227.

6. Secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica una malato cinasa segun la reivindicaciéon 2 o 3, que
consiste en SEC ID n° 13, SEC ID n° 15, SEC ID n° 17, SEC ID n° 19, SEC ID n° 21, SEC ID n° 23, SEC ID n°
25, SEC ID n° 27, SEC ID n° 38, SEC ID n° 40, SEC ID n° 42 0 SEC ID n° 44.

7. Secuencia de &cidos nucleicos aislada que codifica una malato semialdehido deshidrogenasa segin la
reivindicacion 4, que consiste en SEC ID n° 55, SEC ID n° 57, SEC ID n° 59, SEC ID n°® 61, SEC ID n°® 63, SEC
ID n® 65, SEC ID n° 67 0 SEC ID n° 230.

8. Secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica una DHB deshidrogenasa segun la reivindicacion 5, que
consiste en SEC ID n° 82, SEC ID n° 224, SEC ID n°® 226 o SEC ID n° 228.

9. Gen quimérico que comprende por lo menos, en el sentido de la transcripcién, ligada funcionalmente, una
secuencia reguladora de promotor que es funcional en un organismo hospedador, por lo menos una de las
secuencias de acidos nucleicos segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 y una secuencia reguladora de
finalizador que es funcional en dicho organismo hospedador representada preferentemente por la SEC ID n° 229.

10. Vector de expresion que comprende un acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 o un
gen quimérico segun la reivindicacién 9.

11. Microorganismo hospedador que expresa una malato cinasa y/o una malato semialdehido deshidrogenasa
y/o una DHB deshidrogenasa segun las reivindicaciones 2 a 5, siendo preferentemente dicho organismo
hospedador una bacteria, una levadura o un hongo, y mas preferentemente seleccionado de entre Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae, Corynebacterium glutamicum, Zygosaccharomyces rouxii o Aspergillus flavus.

12. Microorganismo hospedador segun la reivindicacion 11 transformado con por lo menos uno de los acidos
nucleicos segun las reivindicaciones 6 a 8, con por lo menos un gen quimérico segun la reivindicacion 9 o un
vector de expresién seguin la reivindicacion 10.

13. Organismo hospedador segun la reivindicacién 11 o 12 que es Escherichia coli que comprende ademas una
interrupcion en por lo menos uno de los genes presentados en la tabla 12 y/o que sobreexpresa por lo menos
uno de los genes presentados en la tabla 14.

14. Proceso de produccién de 2,4-DHB que comprende la etapa de cultivar un microorganismo hospedador
segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 que expresa una malato cinasa, una malato semialdehido
deshidrogenasa y una DHB deshidrogenasa, preferentemente el organismo hospedador se cultiva en un medio
en el que se aflade malato u otro acido orgéanico, tal como piruvato, succinato o fumarato, y mas preferentemente
el medio de cultivo comprende ademas otra fuente de carbono.

15. Procedimiento de produccion de 2,4-DHB segun la reivindicacién 1, que comprende una primera etapa de
produccién de malato u otro acido organico mediante un microorganismo sobreproductor de malato.

16. Utilizaciéon de una metilbutiraldehido reductasa o de una semialdehido succinico reductasa para transformar
el malato-4-semialdehido en 2,4-DHB, consistiendo la metilbutiraldehido reductasa en SEC ID n° 74,
consistiendo la semialdehido succinico reductasa en SEC ID n° 76, SEC ID n® 81 o SEC ID n°® 225 o SEC ID n°
227.

17. Utilizacién de una malato cinasa segun la reivindicacion 2 o 3 para transformar el malato en 4-fosfo-malato.

18. Utilizaciéon de la malato semialdehido deshidrogenasa segun la reivindicacion 4 para transformar el 4-fosfo-
malato en malato-4-semialdehido.
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