ES 2645041 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 645 041
Eint. a1

A23C 9/18 (2006.01)
C12N 9/10 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y niumero de la solicitud internacional: ~ 08.11.2010  PCT/IB2010/055057
Fecha y niumero de publicacién internacional: 26.05.2011 WO011061657

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  08.11.2010 E 10784586 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 09.08.2017  EP 2501242

T|’tu|0: Procedimiento para producir leche en polvo

Prioridad: @ Titular/es:
17.11.2009 GB 0920089 DUPONT NUTRITION BIOSCIENCES APS
18.11.2009 US 262285 P (100.0%)

Langebrogade 1

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la 1411 Copenhagen K, DK
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

01.12.2017 LARSEN, NIELS ERIK y
S@E, JORN BORCH

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 645041 T3

DESCRIPCION
Procedimiento para producir leche en polvo
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con un procedimiento para producir leche en polvo, una leche en polvo tratada con
enzimas y usos de una enzima para el tratamiento de leche en polvo para brindar ventajas técnicas nuevas e
inesperadas.

Antecedentes de la invencion

La leche en polvo (también denominada en la presente «leche deshidratada») es un producto lacteo fabricado
producido mediante la deshidratacion de la leche. El objetivo principal de deshidratar es aumentar su vida util y evitar
la necesidad de refrigeracion debido al bajo contenido de humedad. La leche en polvo y los productos lacteos en
polvo pueden comprender leche entera deshidratada, leche descremada deshidratada, suero de leche deshidratado,
productos a base de lactosuero seco y mezclas lacteas secas.

Tipicamente, la leche en polvo se produce mediante el secado por pulverizacion de leche descremada sin grasa,
leche entera, suero de leche o lactosuero. La leche pasteurizada se concentra en primer lugar en un evaporador a
aproximadamente un 50% de sélidos de leche. La leche concentrada resultante se pulveriza en una camara caliente
donde el agua se evapora casi instantaneamente, dejando particulas finas de soélidos de leche pulverizados. Las
particulas de polvo se separan del flujo de aire y se recuperan en el fondo del secador mientras que el aire humedo
sale del evaporador.

Alternativamente, la leche se puede secar mediante secado con tambor (también conocido como secado con rodillo).
La leche se aplica como una pelicula fina en la superficie del tambor caliente (tipicamente calentado con vapor). El
agua evaporada se extrae dejando solidos de leche seca que forman una capa en el tambor que posteriormente se
desecha. La leche en polvo producida de esta forma tiende a tener un sabor «cocido», debido a la caramelizacion
causada por una mayor exposicion al calor.

Otro proceso utilizado para producir leche en polvo es mediante el secado por congelacion, el cual preserva muchos
nutrientes en la leche, en comparacion con el secado con tambor. Sin embargo, este procedimiento es generalmente
mas costoso que el secado con tambor o por pulverizacion.

Los productos de leche en polvo y los procesos utilizados para producirlos se describen en términos generales en
"Milk and Dairy Products”, R. Jost, publ. Wiley-VCH, Weinheim, 2007.

WO 2006/066590 describe un procedimiento para producir una leche en polvo utilizando fosfolipasas, en particular
fosfolipasa A. Sin embargo, este documento no divulga o sugiere que producir polvo de leche utilizando esta enzima
evitaria ensuciar el equipo utilizado en el procedimiento.

Las lipido aciltransferasas son conocidos por ser ventajosos en las aplicaciones alimenticias. Se ha descubierto que
las lipido aciltransferasas tienen actividad aciltransferasa significativa en alimentos. Esta actividad tiene aplicaciones
beneficiosas sorprendentes en procedimientos para preparar alimentos.

Por ejemplo, WO 2004/064537 divulga un procedimiento para la produccion in situ de un emulsionante mediante el
uso de una lipido aciltransferasa y las ventajas asociadas con ella.

WO 2008/090395 se refiere a la expresion de lipido aciltransferasas en una célula huésped (heterdloga).

WO 2009/024862 describe un procedimiento para fabricar leche UHT utilizando una lipido aciltransferasa y leche
producida mediante este procedimiento.

Los constituyentes principales de la leche son agua, grasa, proteinas, lactosa (aztcar de la leche) y minerales (sales).
La leche también contiene cantidades menores de otras sustancias como pigmentos, enzimas, vitaminas, fosfolipidos
(sustancias con propiedades tipo grasa), esteroles y gases.

Los lipidos de la leche, que en conjunto forman la «grasa lactea», tienen una composicion y estructura muy
complicadas, aun mas complicadas que otras grasas naturales. Tipicamente, la grasa lactea consiste de triglicéridos,
di y monoglicéridos, acidos grasos, esteroles, carotenoides y vitaminas (A, D, E y K). Otros componentes incluyen
fosfolipidos, lipoproteinas, glicéridos, cerebrdsidos, proteinas, acidos nucleicos, enzimas, metales y agua.

Los fosfolipidos son la clase mas activa en la superficie, dado que son anfipolares. Dado que el tamafio molecular es
relativamente grande, tienden a formar bicapas lamelares. Los fosfolipidos de la leche se ven generalmente en
conexion cercana con proteinas, especialmente cuando se ubican en las membranas de los glébulos grasos de la
leche. El constituyente principal de los fosfolipidos en la leche comprende lecitinas, las cuales son activas en
superficie a una hidrofilicidad moderada. Por lo tanto, se puede ver a la lecitina como un agente suspensor y
dispersante o como un emulsionante para emulsiones O/W asi como para emulsiones W/O.
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Los fosfolipidos comprenden entre un 0,8 y un 1,0% de la grasa lactea natural. Los tipos principales de
fosfolipidos/lecitina en leche son fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.

Los esteroles son altamente insolubles en agua, y muestran muy poca actividad en superficie. Se asocian facilmente
con fosfolipidos. El colesterol se puede considerar un ingrediente indeseado en la leche cuando se considera el valor
nutricional de la leche. El colesterol comprende entre un 0,3 y un 0,4% de la grasa lactea natural.

Sumario de la invencion
Los aspectos de la presente invencion estan presentados en las reivindicaciones y en el siguiente comentario.

Sorprendentemente, se ha descubierto que exponer la leche o una fraccién de ella a una lipido aciltransferasa
durante la produccién de leche en polvo resulta en que la leche en polvo tenga mejor fluido y propiedades de
rehidratacion, y también resulta en que la leche en polvo tenga menor contenido de acido graso libre (en comparacion
con la leche en polvo, la cual durante su fabricacion, ha sido tratada con fosfolipasa) y menor contenido de colesterol.

De conformidad con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un procedimiento para producir leche
en polvo, donde dicho procedimiento comprende:

(a) poner en contacto la leche o una fraccion de esta con una enzima lipido aciltransferasa; y
(b) secar la leche tratada con enzima para producir leche en polvo.

De conformidad con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona leche en polvo obtenida o que se
puede obtener mediante el procedimiento de la invencion.

De conformidad con un tercer aspecto de la presente invencién, se proporciona un producto lacteo producido
mediante la rehidratacion de leche en polvo de la invencién.

De conformidad con un cuarto aspecto de la presente invencién se proporciona un uso de una lipido aciltransferasa
en la fabricacién de leche en polvo para mejorar las propiedades de rehidratacion de la leche en polvo. En un aspecto,
dichas propiedades de rehidratacion mejoradas de la leche en polvo comprenden una humectabilidad mejorada y/o
menor tiempo de humectacion.

De conformidad con un quinto aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de una lipido aciltransferasa
en la fabricacion e leche en polvo para reducir el contenido de colesterol de la leche en polvo.

De conformidad con un sexto aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de una lipido aciltransferasa en
la fabricacion de leche en polvo para reducir el contenido de acido graso libre de la leche en polvo en comparacion
con la leche en polvo que, durante su fabricacion, ha sido tratada con una fosfolipasa.

Una reduccion el colesterol se puede medir mediante Cromatografia de capa fina (TLC) y/o Cromatografia gas liquido
(GLC).

De conformidad con un séptimo aspecto de la presente invencion, se proporciona un uso de una lipido aciltransferasa
en la fabricacion de leche en polvo para mejorar el fluido de la leche en polvo.

De conformidad con un octavo aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de una lipido aciltransferasa
en la fabricacion e leche en polvo para reducir la suciedad del equipo utilizado en la fabricacién de la leche en polvo.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

Como se describié anteriormente, en un aspecto, la presente invencidon comprende un procedimiento para producir
leche en polvo, el cual comprende: (A) poner en contacto la leche o una fraccidon de esta con una enzima lipido
aciltransferasa; y (b) secar la leche tratada con enzima para producir leche en polvo.

Leche

El término «leche» como se utiliza en la presente puede comprender leche de origen animal o vegetal, e incluye leche
entera, leche descremada, y leche semi-descremada.

Es posible utilizar leche de fuentes animales como bufalo, vaca (tradicional), oveja, cabra, etc., de forma individual o
combinada. Las leches vegetales como leche de soja también se pueden utilizar, solas o en combinacion con la leche
animal. Cuando se utilizan leches vegetales en combinacién con leche animal, la combinacion comprende,
tipicamente, un bajo porcentaje (de leche vegetal), es decir, debajo del 15%, o debajo del 20% o debajo del 25% vi/v.
El término leche no comprende preferentemente queso de leche o crema de leche.

El término «consiste fundamentalmente» como se utiliza en la presente, cuando se refiere a un producto o a una
composicion, significa preferentemente que el producto o la composicién pueden consistir de otros productos u
otras composiciones pero Unicamente a una concentracion maxima de, preferentemente, un 10%, como un 5%, un
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3%, un 2%, o un 1%, o un 0,5% o un 0,1%.

Para la modificacion enzimatica de la leche y/o crema, por ejemplo, puede ser preferible utilizar una temperatura
menor a aproximadamente 30°C, por ejemplo, menor a 20°C, por ejemplo, menor a 10°C, por ejemplo. Se pueden
utilizar las temperaturas adecuadas de entre 1y 30°C, como por ejemplo, entre 3 y 20°C, por ejemplo, entre 1y 10°C.

Incubacion

La leche entra en contacto de conformidad con la presente invencién con una enzima lipido aciltransferasa de forma
tal que la enzima se incuba con ella. Las enzimas lipido aciltransferasas adecuadas se describen con mas detalle en
la presente.

La lipido aciltransferasa entra en contacto con la leche y se incuba con ella a una temperatura entre
aproximadamente 0°C y aproximadamente 70°C. En una realizacion, la lipido aciltransferasa entra en contacto con la
leche y se incuba con ella a una temperatura entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 60°C, mas
preferentemente entre aproximadamente 30°C y aproximadamente 50°C, adn mas preferentemente entre
aproximadamente 35°C y aproximadamente 45°C, y mas preferentemente, aproximadamente 40°C. En otra
realizacion, la lipido aciltransferasa entra en contacto con la leche y se incuba con ella a una temperatura entre
aproximadamente 0°C y aproximadamente 20°C, mas preferentemente entre aproximadamente 5°C vy
aproximadamente 15°C y aun mas preferentemente, entre aproximadamente 5°C y aproximadamente 10°C.

Preferentemente, la lipido aciltransferasa entra en contacto con la leche y se incuba con ella a una concentracion de
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 1 mg de enzima /kg de leche, mas preferentemente entre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 0,05 mg de enzima /kg de leche, aun mas preferentemente entre 0,01 y
aproximadamente 0,2 mg de enzima / kg de leche, aun mas preferentemente entre aproximadamente 0,01 y
aproximadamente 0,1 mg de enzima / kg de leche, ain mas preferentemente entre 0,01 y 0,05 mg de enzima / kg de
leche y aun mas preferentemente aproximadamente 0,05 mg de enzima / kg de leche.

Preferentemente, el tiempo de incubacién es efectivo para garantizar que exista al menos un 10% de actividad
transferasa, mas preferentemente al menos un 15%, un 20%, un 25%, un 26%, un 28%, un 30%, un 40%, un 50%, un
60% o un 70% de actividad transferasa.

La actividad transferasa se mide mediante el Ensayo de transferasa mencionado en la presente.

El tiempo de incubacion puede ser de 1 minuto hasta 36 horas, preferentemente de 2 minutos hasta 24 horas, mas
preferentemente, de 5 minutos hasta 18 horas, aun mas preferentemente de 10 minutos hasta 12 horas, y aun mas
preferentemente de 20 minutos hasta 8 horas.

En una realizacion, el tiempo de incubacion puede oscilar entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 2
horas, preferentemente entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 1 hora, mas preferentemente entre
aproximadamente 35 minutos y aproximadamente 45 minutos.

En otra realizacion, el tiempo de incubacion puede oscilar entre aproximadamente 2 horas y aproximadamente 36
horas, preferentemente entre aproximadamente 4 horas y aproximadamente 24 horas.

Preferentemente, la combinacion de temperatura y el tiempo de incubacion es efectiva para garantizar que exista al
menos un 5% de actividad transferasa, preferentemente al menos un 10% de actividad transferasa, preferentemente
al menos un 15%, un 20%, un 25%, un 25%, un 26%, un 28%, un 30%, un 40%, un 50%, un 60% o un 75% de
actividad transferasa.

Adecuadamente, el procedimiento comprende una etapa para remover la enzima y/o desnaturalizar la enzima.
Adecuadamente, la enzima para uso en la presente invencion puede ser una enzima inmovilizada.

La reaccion puede tener lugar en un recipiente adecuado, cuyos ejemplos no limitantes incluyen un reactor de flujo
continuo.

Secado

Tras el tratamiento con una enzima aciltransferasa como se describe en la presente, la leche tratada se seca para
producir leche en polvo.

En una realizacion, la leche tratada con enzima se seca mediante secado por pulverizacion para producir leche en
polvo. Las condiciones adecuadas de secado por pulverizacion se describen en términos generales en "Milk and
Dairy Products", R. Jost, publ. Wiley-VCH, Weinheim, 2007.

En esta realizacion, la leche tratada con enzima se coloca adecuadamente en el secador por pulverizaciéon a una
temperatura que oscila entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 95°C, preferentemente entre
aproximadamente 50°C y aproximadamente 95°C, mas preferentemente entre aproximadamente 60°C vy
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aproximadamente 80°C. En una realizacion alternativa, le leche tratada con enzima se coloca adecuadamente en el
secador por pulverizaciéon a una temperatura que oscila entre 35°C y 45°C, preferentemente aproximadamente 40°C.

En esta realizacién, la temperatura del aire de salida del secador por pulverizacién oscila, adecuadamente, entre
aproximadamente 50°C y aproximadamente 150°C, preferentemente entre aproximadamente 70°C vy
aproximadamente 130°C, mas preferentemente entre aproximadamente 90°C y aproximadamente 110°C, y mas
preferentemente aproximadamente 100°C.

En esta realizacion, la temperatura de salida del producto del secador por pulverizacién oscila, adecuadamente, entre
aproximadamente 20°C y aproximadamente 80°C, preferentemente entre aproximadamente 30°C vy
aproximadamente 70°C, mas preferentemente entre aproximadamente 35°C y aproximadamente 45°C, y mas
preferentemente aproximadamente 40°C.

En otra realizacion, la leche tratada con enzima se seca mediante secado por rodillo (también conocido como secado
con tambor) para producir leche en polvo. Las condiciones adecuadas de secado por rodillo se describen en términos
generales en "Milk and Dairy Products”, R. Jost, publ. Wiley-VCH, Weinheim, 2007.

En esta realizacion, la temperatura del tambor oscila, adecuadamente, entre aproximadamente 90°C vy
aproximadamente 150°C, mas preferentemente entre aproximadamente 100°C y aproximadamente 130°C.

Ventajas

Una ventaja sorprendente conferida por la presente invencion es las propiedades de rehidratacion ampliamente
mejoradas de la leche en polvo. En un aspecto, dichas propiedades de rehidratacion mejoradas de la leche en polvo
comprenden una humectabilidad mejorada y/o menor tiempo de humectacion. La humectabilidad se puede medir de
conformidad con el procedimiento IDF 87:1979.

Otra ventaja de la presente invencion puede ser la reduccion de la suciedad de la planta de procesamiento de la leche
(p-€j., las tuberias de la planta y/o las superficies de acero) cuando se utiliza la leche en polvo tratada de conformidad
con la presente invencién en comparacion con la leche en polvo que no ha sido tratada enzimaticamente y/o en
comparacion con la leche en polvo que, durante su fabricacion, ha sido tratada con una fosfolipasa (en particular una
enzima fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una enzima fosfolipasa A2 clasificada como EC.3.1.1.4) (en
lugar de la lipido aciltransferasa como se describe en la presente).

Otra ventaja de la presente invencion puede ser una reduccion en acidos grasos libres en leche en polvo tratada de
conformidad con la presente invenciéon en comparacion con leche en polvo que, durante su fabricacién, ha sido
tratada con una fosfolipasa (en particular una enzima fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una enzima
fosfolipasa A2 clasificada como EC.3.1.1.4) (en lugar de la lipido aciltransferasa como se describe en la presente).

Otra ventaja de la presente invencion es una reduccion en el contenido de colesterol en la leche en polvo, lo cual
puede tener beneficios principales en la salud.

Otra ventaja de la presente invencion es el fluido mejorado de la leche en polvo.

Adecuadamente, la mejora en las propiedades de rehidratacién y/o la mejora en la diferencia sensorial perceptible y/o
la mejora en el olor y/o gusto y/o la reduccion en el contenido de colesterol y/o el mejor fluido de la leche en polvo y/o
menor suciedad del equipo utilizado en su fabricacion significa una mejora cuando la leche tratada enzimaticamente
(tratada con enzimas de conformidad con la presente invenciéon) se compara con leche en polvo que no ha sido
tratada enzimaticamente y/o en comparacion con la leche en polvo que ha sido tratada con fosfolipasa (en particular
ya sea una enzima fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una enzima fosfolipasa A2 clasificada como
EC.3.1.1.4).

Adecuadamente, la mejora en las propiedades de rehidratacién y/o la mejora en la diferencia sensorial perceptible y/o
la mejora en el olor y/o gusto y/o la reduccién en el contenido de colesterol y/o el mejor fluido de la leche en polvo y/o
menor suciedad del equipo utilizado en su fabricacion significa una mejora cuando la leche tratada enzimaticamente
(tratada con enzimas de conformidad con la presente invencion) se compara con leche en polvo que ha sido tratada
con una o mas de las siguientes fosfolipasas: Fosfolipasa A1 de Fusarium oxysporum (Lipopan F™) y/o una
fosfolipasa de Fusarium heterosporum ylo fosfolipasa A1 de Fusarium venenatum(YieldMax™) y/o fosfolipasa de
Aspergillus niger ylo fosfolipasa A2 de Streptomyces violaceoruber ylo fosfolipasa A2 de pancreas porcino y/o
fosfolipasa A2 de Tuber borchii.

Célula huésped
El organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota.

En una realizacion de la presente invencion, la lipido aciltransferasa de conformidad con la presente invencion se
expresa en una célula huésped, por ejemplo, células bacterianas como Bacillus spp, por ejemplo, una célula huésped
Bacillus licheniformis.
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Las células huésped alternativas pueden ser hongos, levaduras, o plantas, por ejemplo.

Se ha descubierto que el uso de una célula huésped Bacillus licheniformis resulta en mayor expresion de una lipido
aciltransferasa cuando se compara con otros organismos, como Bacillus subtilis.

Una lipido aciltransferasa Aeromonas salmonicida se ha insertado en un numero de vectores de expresion
convencionales, disefiados para ser Optimos para la expresion en Bacillus subtilis, Hansenula polymorpha,
Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus tubigensis, respectivamente. Sin embargo, se detectaron niveles muy
bajos en Hansenula polymorpha, Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus tubigensis. Los niveles de expresion
fueron menores que 1 pg/ml, y no fue posible seleccionar células que produjeron proteina suficiente para iniciar una
produccion comercial (los resultados no se muestran). Por el contrario, Bacillus licheniformis pudo producir niveles
proteicos que son atractivos para la producciéon econémicamente factible.

En particular, se ha descubierto que la expresion en B. licheniformis es aproximadamente 100 veces mayor que la
expresion en B. subtilis bajo el control del promotor aprE o es aproximadamente 100 veces mayor que la expresion en
S. lividans bajo el control de un promotor A4 y fusionada con celulosa (los resultados no se muestran en la presente).

La célula huésped puede ser cualquier célula Bacillus diferente de B.subtilis. Preferentemente, dicha célula huésped
Bacillus es una de las siguientes especies: Bacillus licheniformis; B. alkalophilus; B. amyloliquefaciens; B. circulans; B.
clausii; B. coagulans; B. firmus; B. lautus; B. lentus; B. megaterium; B. pumilus o B. stearothermophilus.

El término «célula huésped» - en relacidon con la presente invencion - incluye cualquier célula que comprende una
secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa como se define en la presente o un vector de expresion
como se define en la presente y que se utiliza en la produccion recombinante de una lipido aciltransferasa que tiene
las propiedades especificas como se definen en la presente.

Adecuadamente, la célula huésped puede ser una cepa deficiente en proteasa o menor en proteasa y/o una cepa
deficiente en a-amilasa o menor en a-amilasa.

El término «heterdlogo» como se utiliza en la presente significa una secuencia derivada de una fuente o especies
genéticas independientes. Una secuencia heteréloga es una secuencia no huésped, una secuencia modificada, una
secuencia de una cepa de célula huésped diferente, o una secuencia homéloga de una ubicacién cromosémica
diferente de la célula huésped.

Una secuencia «homdloga» es una secuencia que se encuentra en la misma fuente o especie genética, es decir,
ocurre naturalmente en las especies relevantes de célula huésped.

El término «lipido aciltransferasa recombinante» como se utiliza en la presente significa que la lipido aciltransferasa
se ha producido mediante recombinacién genética. Por ejemplo, la secuencia nucleétida que codifica la lipido
aciltransferasa se ha insertado en un vector de clonacién, que resulta en una célula B. licheniformis caracterizada por
la presencia de la lipido aciltransferasa heteréloga.

Secuencias reguladoras

En algunas aplicaciones, una secuencia lipido aciltransferasa para uso en los procedimientos y/o usos de la presente
invencion se pueden obtener enlazando operativamente una secuencia nucleétida que codifica la misma a una
secuencia reguladora capaz de brindar la expresion de la secuencia nucleétida, como por ejemplo, mediante la célula
huésped elegida (como una célula B. licheniformis).

A modo de ejemplo, se puede utilizar un vector que comprende la secuencia nucleétida de la presente invencion
enlazado operativamente a una secuencia reguladora, es decir, el vector es un vector de expresion.

El término «enlazado operativamente» se refiere a una yuxtaposicion donde los componentes descritos estan en una
relacion que les permite funcionar en la forma pretendida. Una secuencia reguladora «enlazada operativamente» a
una secuencia codificante esta ligada de forma tal que se logra la expresion de la secuencia codificante en
condiciones compatibles con las secuencias de control.

El término «secuencias reguladoras» incluye promotores y mejoradores y otras sefiales de regulacion de la
expresion.

El término «promotor» se utiliza en el sentido normal de la técnica, p.gj., un sitio de unién de ARN polimerasa.

La expresion mejorada de la secuencia nucleétida que codifica la enzima que tiene propiedades especificas como se
define en la presente también se puede lograr mediante la seleccion de regiones reguladoras, p.ej., promotor, lider de
secrecion y regiones de terminadores que no son regiones reguladoras para la secuencia nucleétida que codifica la
enzima por naturaleza.

Adecuadamente, la secuencia nucleétida de la presente invencidon se puede unir operativamente a al menos un
promotor.
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Adecuadamente, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa puede enlazarse operativamente a
una secuencia nucleétida que codifica una secuencia del terminador. Los ejemplos de secuencias de terminador
adecuadas para uso en uno de los vectores, células huésped, procedimientos y/o usos de la presente invencion

incluyen: una secuencia de terminador de a-amilasa (por ejemplo,
CGGGACTTACCGAAAGAAACCATCAATGATGGTTTCTTTTTTGTTCATAAA - SEQ ID No. 64), una secuencia de
terminador de proteasa alcalina (por ejemplo,
CAAGACTAAAGACCGTTCGCCCGTTTTTGCAATAAGCGGGCGAATCTTACATAAAA ATA - SEQ ID No. 65), una
secuencia de terminador especifica de acido glutamico (por ejemplo,
ACGGCCGTTAGATGTGACAGCCCGTTCCAAAAGGAAGCGGGCTGTCTTCGTGTAT TATTGT - SEQ ID No. 66),
una secuencia de terminador de levanasa (por ejemplo,
TCTTTTAAAGGAAAGGCTGGAATGCCCGGCATTCCAGCCACATGATCATCGTTT - SEQ ID No. 67) y una
secuencia de terminador de subtilisina E (por ejemplo,
GCTGACAAATAAAAAGAAGCAGGTATGGAGGAACCTGCTTCTTTTTACTATTATTG - SEQ ID No. 119).

Adecuadamente, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa puede enlazarse operativamente a un
terminador de a-amilasa, como un terminador de a-amilasa de B. licheniformis.

Promotor

La secuencia promotora que se puede utilizar de conformidad con la presente invencion puede ser heteréloga u
homologa a la secuencia que codifica una lipido aciltransferasa.

La secuencia promotora puede ser cualquier secuencia promotora capaz de dirigir la expresion de una lipido
aciltransferasa en la célula huésped de eleccion.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser homdloga a la especie Bacillus, por ejemplo, B. licheniformis.
Preferentemente, la secuencia promotora es homdloga a la célula huésped de eleccion.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser homologa a la célula huésped. «<Homologa a la célula huésped»
significa que se origina en el organismo huésped; es decir, una secuencia promotora que se encuentra naturalmente
en el organismo huésped.

Adecuadamente, la secuencia promotora se puede seleccionar del grupo que consiste de una secuencia nucleétida
que codifica: un promotor de a-amilasa, un promotor de proteasa, un promotor de subtilisina, un promotor de proteasa
especifica de acido glutamico y un promotor de levasacarasa.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser una secuencia nucleétida que codifica: LAT (p.€j., el promotor de
alfa amilasa de B. licheniformis, también conocido como AmyL), AprL (p.ej., promotor Carlsberg de subtilisina),
EndoGIuC (p.ej., el promotor especifico de acido glutamico de B. licheniformis), AmyQ (p.e€j., el promotor alfa amilasa
de B. amyloliquefaciens promotor alfa amilasa) y SacB (p.ej., el promotor de levansacarasa B. subtilis).

Otros ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de una secuencia de acido nucleico en los
procedimientos de la presente invencion incluyen: el promotor del gen de la proteasa alcalina Bacillus lentus (aprH), ;
el promotor del gen alfa-amilasa Bacillus subtilis (amyE); el promotor del gen de amilasa maltégena Bacillus
stearothermophilus (amyM); el promotor del gen de penicilinasa Bacillus licheniformis (penP); los promotores de los
genes xylA y xylIB Bacillus subtilis; y/o el promotor del gen CrylllA Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis.

En una realizacion preferida, la secuencia promotora es un promotor de a-amilasa (como un promotor de a-amilasa
Bacillus licheniformis). Preferentemente, la secuencia promotora comprende la secuencia -35 a -10 del promotor de
a-amilasa B. licheniformis- ver Figuras 53 y 55.

La «secuencia -35 a -10» describe la posicién en relacion con el sitio de comienzo de la transcripcion. Tanto «-35»
como «-10» son casillas, es decir, un nimero de nucleétidos, cada uno comprende 6 nucledtidos y estas casillas
estan separadas por 17 nucleétidos. Estos 17 nucledtidos se suelen denominar «espaciadores». Esto se ilustra en la
Figura 55, donde las casillas -35 y -10 estan subrayadas. Para evitar dudas, donde se utiliza la «secuencia -35 a -10»
en la presente, se refiere a una secuencia desde el comienzo de la casilla -35 hasta el final de la casilla -10, es decir,
que incluye la casilla -35, el espaciador largo de 17 nucleétidos y la casilla -10.

Péptidos senal

La lipido aciltransferasa producida por una célula huésped por expresiéon de la secuencia nucleétida que codifica la
lipido aciltransferasa se puede secretar o puede estar contenida intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el
vector utilizado.

Se puede utilizar una secuencia sefial para dirigir la secrecion de las secuencias codificantes a través de una
membrana celular particular. Las secuencias de sefial pueden ser naturales o extrafias a la secuencia codificadora de
la lipido aciltransferasa. Por ejemplo, la secuencia codificadora del péptido sefial se puede obtener de un gen de
amilasa o proteasa de una especie Bacillus, preferentemente de Bacillus licheniformis.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 645041 T3

Las secuencias codificadoras del péptido sefial adecuadas se pueden obtener de uno o mas de los siguientes genes:
gen de a-amilasa maltégeno, gen de subtilisina, gen de beta-lactamasa, gen de proteasa neutral, gen prs A, y/o gen
aciltransferasa.

Preferentemente, el péptido sefal es un péptido sefal de a-amilasa B. Licheniformis, aciltransferasa de Aeromonas
(por ejemplo, mkkwfvcliglialtvga - SEQ ID No. 21), subtilisina B. subtilis (por ejemplo, mrskklwislifaltliftmafsnmsaqa -
SEQ ID No. 22) o subtilisina B. licheniformis (por ejemplo, mmrkksfwfgmltafmlvftmefsdsasa - SEQ ID No. 23).
Adecuadamente, el péptido sefial puede ser el péptido sefal de a-amilasa B. licheniformis.

Sin embargo, se puede utilizar una secuencia codificadora del péptido sefial capaz de dirigir la lipido aciltransferasa
expresada en la via de secrecion de una célula huésped Bacillus (preferentemente una célula huésped B.
licheniformis) de eleccion.

En algunas realizaciones de la presente invencién, una secuencia nucleétida que codifica un péptido sefial puede
estar enlazado operativamente a una secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa de eleccion.

La lipido aciltransferasa de eleccién se puede expresar en una célula huésped como se define en la presente como
una proteina de fusion.

Vector de expresion
El término «vector de expresion» significa un constructo capaz de una expresion in vivo o in vitro.

Preferentemente, el vector de expresion se incorpora en el genoma del organismo, como un huésped B. licheniformis.
El término «incorporado» cubre preferentemente la incorporacién estable en el genoma.

La secuencia nucledtida que codifica una lipido aciltransferasa como se define en la presente puede estar presente
en un vector, en donde la secuencia nucleétida esta enlazada operativamente a las secuencias reguladoras de forma
tal que las secuencias reguladoras son capaces de proporcionar la expresion de la secuencia nucleétida mediante un
organismo huésped adecuado (como B. licheniformis), es decir, el vector es un vector de expresion.

Los vectores de la presente invencion se pueden transformar en una célula huésped adecuada como se describid
anteriormente para contemplar la expresion de un polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa como se define
en la presente.

La eleccion del vector, p.gj., plasmido, cosmido, virus o vector de fago, inserto genémico, dependera en general en la
célula huésped en la que se debe introducir. La presente invenciéon puede cubrir otras formas de vectores de
expresion que prestan funciones equivalentes y que son conocidos o se vuelven conocidos en la técnica.

Una vez transformado en la célula huésped de eleccion, el vector se puede replicar y funcionar en forma
independiente del genoma de la célula huésped, o puede migrar en el genoma.

Los vectores pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables - como un gen que confiere resistencia
antibiotica p.ej., resistencia a ampicilina, canamicina, cloramfenicol o tetraciclina. Alternativamente, la seleccion se
puede lograr mediante co-transformacion (como se describe en WO 91/17243).

Los vectores se pueden utilizar in vitro, por ejemplo, para la produccion de ARN o utilizar para transfectar o
transformar una célula huésped.

El vector puede comprender, ademas, una secuencia nucleétida que permite que el vector se replique en la célula
huésped en cuestion. Ejemplos de dichas secuencias son los origenes de la réplica de plasmidos pUC19, pACYC177,
pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

Lipido aciltransferasa

La secuencia nucledtida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la
presente invencién puede codificar una lipido aciltransferasa natural o una variante de lipido aciltransferasa.

La lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion puede ser una
lipido aciltransferasa natural o una variante de lipido aciltransferasa.

Por ejemplo, la secuencia nucledtida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion puede
ser una como se describe en WO 2004/064537, WO 2004/064987, WO 2005/066347, WO 2006/008508, WO
2009/024862 o PCT/IB2009/054535.

El término «lipido aciltransferasa» como se utiliza en la presente significa, preferentemente, una enzima que tiene
actividad aciltransferasa (generalmente clasificada como E.C. 2.3.1.x, por ejemplo 2.3.1.43), donde la enzima es
capaz de transferir un grupo acilo de un lipido a uno o mas sustratos aceptadores, como uno o mas de los siguientes:
un esterol; un estanol; un carbohidrato; una proteina; una subunidad proteica; un polialcohol, como acido ascérbico
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y/o glicerol - preferentemente glicerol y/o un esterol, como colesterol.

Preferentemente, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion es
una lipido aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo de un fosfolipido (como se define en la presente) a
un polialcohol, como acido ascérbico y/o glicerol y/o un esterol, preferentemente glicerol o un esterol, mas
preferentemente un esterol (p.ej., colesterol).

Para algunos aspecto, el «aceptador de acilo» de conformidad con la presente invencidon puede ser un compuesto
que comprende un grupo hidroxi (-OH), como por ejemplo, alcoholes polivalentes, que incluyen glicerol; esteroles;
estanoles; carbohidratos; hidroxi acidos que incluyen acidos de frutas, acido citrico, acido tartarico, acido lactico, y
acido ascorbico; proteinas o subunidades de estas, como aminoacidos, hidrolisados proteicos y péptidos (proteina
parcialmente hidrolizada) por ejemplo; y mezclas y derivados de estos. Preferentemente, el «aceptador de acilo» de
conformidad con la presente invencion no es agua. Preferentemente, el «aceptador de acilo» de conformidad con la
presente invencién es un polialcohol, como poliol, mas preferentemente, glicerol. A los efectos de esta invencion el
acido ascorbico también se considera un polialcohol.

El aceptador de acilo es preferentemente un monoglicérido.
El aceptador de acilo no es preferentemente un diglicérido.

En un aspecto, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion es
una lipido aciltransferasa que puede, asi como es capaz de transferir un grupo acilo de un lipido a un glicerol,
adicionalmente transferir el grupo acilo de un lipido a uno o mas de los siguientes: un carbohidrato, una proteina, una
subunidad proteica, esterol y/o un estanol, preferentemente es capaz de transferir a un polialcohol, como acido
ascorbico y/o glicerol, mas preferentemente un esterol como colesterol, y/o esteroles/estanoles vegetales.

En algunos aspectos, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que es capaz de esterificar al menos aproximadamente un 10%, mas
preferentemente al menos un 20%, un 30%, un 40%, un 50%, un 60%, o un 70% del aceptador de acilo.

En aspectos preferidos, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que es capaz de esterificar al menos aproximadamente un 10%, mas
preferentemente al menos un 20%, un 30%, un 40%, un 50%, un 60%, o un 70% del colesterol presente en la leche
de inicio.

Preferentemente, el sustrato lipidico sobre el cual actda la lipido transferasa es uno o mas de los siguientes lipidos:
un fosfolipido, como una lecitina, p.ej., fosfatidilcolina y/o fofatidiletanolamina.

Este sustrato lipidico puede denominarse en la presente «donador acilo de lipidos». El término lecitina como se utiliza
en la presente abarca fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidillinositol, fosfatidilserina y fosfatidilglicerol.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa para uso en uno o mas de los procedimientos y/o
usos de la presente invencion es una lipido aciltransferasa que es incapaz, o sustancialmente incapaz de actuar en
un triglicérido y/o un 1-monoglicérido y/o 2-monoglicérido.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciliransferasa para uso en uno o mas de los procedimientos y/o
usos de la presente invencion es una lipido aciliransferasa que no exhibe actividad lipasa de triacilglicerol (E.C.
3.1.1.3) o no exhibe actividad lipasa de triacilglicerol significativa (E.C. 3.1.1.3).

La actividad lipasa de triacilglicerol sobre la base de tributirina se mide de conformidad con Food Chemical Codex, 4th
Edition, National Academy Press, 1996, p 803, con las modificaciones de que la muestra se disuelve en agua
desionizada en lugar de un tampdn de glicina, y el punto establecido de inicio del pH es 5,5 en lugar de 7. 1 Unidad de
lipasa (LIPU) se define como la cantidad de enzima que puede liberar 1 pmol de acido butirico por minuto en estas
condiciones de ensayo.

La lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion puede ser una
lipido aciltransferasa que es sustancialmente incapaz de actuar en un triglicérido, puede tener una LIPU menor que 5
/kg de leche, mas preferentemente una LIPU menor que 0,25 /kg de leche, y mas preferentemente, una LIPU menor
que 0,05 /kg de leche.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa para uso en cualquiera de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que puede exhibir una o mas de las siguientes actividades fosfolipasa:
actividad de fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4) y/o actividad de fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32). La lipido aciltransferasa
también puede tener una actividad de fosfolipasa B (E.C. 3.1.1.5).

Adecuadamente, para algunos aspectos, la lipido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo de un
fosfolipido a un polialcohol, preferentemente glicerol y/o acido ascoérbico.

Adecuadamente, para algunos aspectos, la lipido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo de un
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fosfolipido a un estanol y/o esterol, preferentemente colesterol.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de
la presente invencion, codifica una lipido aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo de un fosfolipido a
un esterol y/o un estanol para formar al menos un éster de esterol y/o un éster de estanol.

La lipido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo de un lipido a un poliol como glicerol y/o un
esterol como colesterol o esterol/estanoles vegetales. Por lo tanto, en una realizacion, el «aceptador de acilo» de
conformidad con la presente invencion puede ser glicerol y/o colesterol o esterol/estanoles vegetales.

En algunos aspectos, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion puede comprender un motivo GDSx y/o un motivo GANDY.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa se caracteriza como una enzima que posee actividad
aciltransferasa y que comprende el motivo de secuencia de aminoacido GDSX, donde X es uno o mas de los
siguientes residuos de aminoacidos L, A, V, I, F, Y, H,Q, T,N, Mo S.

Adecuadamente, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa o lipido aciltransferasa para uso en
uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion se puede obtener, preferentemente se obtiene, de un
organismo de uno o mas de los siguientes géneros: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus,
Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella,
Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y
Candida. Preferentemente, la lipido aciltransferasa se puede obtener, preferentemente, se obtiene, de un organismo
del género Aeromonas.

En algunos aspectos de la presente invencion, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa para
uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion codifica una lipido aciltransferasa que comprende
un residuo de acido aspartico en una posiciéon que corresponde a N-80 en la secuencia aminoacida de la lipido
aciltransferasa Aeromonas hydrophila que se muestra en la SEQ ID No. 34.

En algunos aspectos de la presente invencion, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o
usos de la presente invencién es una lipido aciltransferasa que comprende un residuo de acido aspartico en una
posicion que corresponde a N-80 en la secuencia aminoacida de la lipido aciltransferasa Aeromonas hydrophila que
se muestra como la SEQ ID No. 34.

Adicionalmente o como alternativa, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno de
los procedimientos y/o usos de la presente invencion codifica una lipido aciltransferasa que puede comprender la
secuencia aminoacida que se muestra como SEQ ID No. 16, o una secuencia aminoacida que tiene una homologia
de 75% o mas a dicha secuencia. Adecuadamente, la secuencia nucledtida que codifica una lipido aciltransferasa
codifica una lipido aciltransferasa que puede comprender la secuencia aminoacida que se muestra como SEQ ID No.
16.

Adicionalmente o como alternativa, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno de
los procedimientos y/o usos de la presente invencion codifica una lipido aciltransferasa que puede comprender la
secuencia aminoacida que se muestra como SEQ ID No. 68, o una secuencia aminoacida que tiene una homologia
de 75% o mas a dicha secuencia. Adecuadamente, la secuencia nucledtida que codifica una lipido aciltransferasa
codifica una lipido aciltransferasa que puede comprender la secuencia aminoacida que se muestra como SEQ ID No.
68.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion
tiene una secuencia aminoacida que se muestra en SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68, o tiene una secuencia
aminoacida que tiene una identidad de al menos un 75% con la secuencia, preferentemente una identidad de al
menos un 80%, preferentemente al menos un 85%, preferentemente al menos un 95%, preferentemente al menos un
98% con la secuencia.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa se puede caracterizar utilizando los siguientes criterios:

La enzima posee actividad aciltransferasa que se puede definir como actividad de transferencia de éster a través de
la cual la parte acilo de un enlace éster original de un donador acilo de lipidos se transfiere a un aceptador de acilo,
preferentemente glicerol o colesterol, para formar un nuevo éster; y

La enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacido GDSX, donde X es uno o mas de los siguientes
residuos de aminoacidos L, A, V, |, F, Y, H,Q, T,N, Mo S.

Preferentemente, X del motivo GDSX es L o Y. Mas preferentemente, X del motivo GDSX es L. Por lo tanto,
preferentemente la enzima de conformidad con la presente invencién comprende el motivo de secuencia aminoacida
GDSL.

El motivo GDSX esta compuesto de cuatro aminoacidos conservados. Preferentemente, la serina en el motivo es una
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serina catalitica de la enzima lipido aciltransferasa. Adecuadamente, la serina del motivo GDSX puede estar en una
posicion que corresponde a Ser-16 en la enzima lipido aciltransferasa Aeromonas hydrophila que se describe en
Brumlik & Buckley (Journal of Bacteriology Apr. 1996, Vol. 178, No. 7, p 2060-2064).

Para determinar si una proteina tiene el motivo GDSX de conformidad con la presente invencion, la secuencia se
compara preferentemente con los perfiles modelo oculto de Markov (perfiles HMM) de la base de datos Pfam de
conformidad con los procedimientos descritos en WO 2004/064537 o WO 2004/064987 .

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa se puede alinear utilizando la secuencia de consenso Pfam00657
(para una explicacion completa, ver WO 2004/064537 o WO 2004/064987).

Preferentemente, una coincidencia positiva con el perfil del modelo oculto de Markov (perfil HMM) de la familia de
dominio pfam 00657 indica la presencia de dominio GDSL o GDSX de conformidad con la invencion.

Preferentemente, cuando se alinea con la secuencia de consenso Pfam00657, la lipido aciltransferasa para uso en
los procedimientos o usos de la invencién puede tener al menos, preferentemente, mas de uno, preferentemente mas
de dos, de los siguientes, un bloque GDSx, un bloque GANDY, un bloque HPT. Adecuadamente, la lipido
aciltransferasa puede tener un bloque GDSx y un bloque GANDY. Alternativamente, la enzima puede tener un bloque
GDSx y un bloque HPT. Preferentemente, la enzima comprende al menos un bloque GDSx. Ver WO 2004/064537 o
WO 2004/064987 para mas informacion.

Preferentemente, los residuos del motivo GANDY se seleccionan de GANDY, GGNDA, GGNDL, mas
preferentemente GANDY.

Preferentemente, cuando se alinea con la secuencia de consenso Pfam00657, la enzima para uso en los
procedimientos o usos de la invencién tiene al menos uno, preferentemente mas de uno, preferentemente mas de dos,
preferentemente mas de tres, preferentemente mas de cuatro, preferentemente mas de cinco, preferentemente mas
de seis, preferentemente mas de siete, preferentemente mas de ocho, preferentemente mas de nueve,
preferentemente mas de diez, preferentemente mas de once, preferentemente mas de doce, preferentemente mas de
trece, preferentemente mas de catorce, de los siguientes residuos de aminoacidos en comparacion con la secuencia
de polipéptido A. hydrophilia, a saber SEQ ID No. 1: 28His, 29His, 30His, 31His, 32Gly, 33Asp, 34Ser, 35His, 130His,
131Gly, 132His, 133Asn, 134Asp, 135His, 309His.

El dominio pfam00657 GDSX es un identificador Unico que distingue proteinas que poseen este dominio de otras
enzimas.

La secuencia de consenso pfam00657 esta presentada en la Figura 3 como SEQ ID No. 2 Esto se deriva de la
identificacion de la familia pfam 00657, la version 6 de la base de datos, la cal también se puede denominar
pfam00657.6

La secuencia de consenso se puede actualizar utilizando otras publicaciones de la base de datos pfam (por ejemplo,
ver WO 2004/064537 o WO 2004/064987).

En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que se puede caracterizar utilizando el siguiente criterio:

(i) la enzima posee actividad aciltransferasa que se puede definir como actividad de transferencia de éster a través de
la cual la parte acilo de un enlace éster original de un donador acilo de lipidos se transfiere a un aceptador de acilo,
preferentemente glicerol o colesterol, para formar un nuevo éster, preferentemente monoglicérido o éster de
colesterol, respectivamente;

(ii) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacido GDSX, donde X es uno o mas de los siguientes
residuos de aminoacidos L, A, V, I, F, Y, H,Q, T,N,Mo S.;

(iii) la enzima comprende His-309 o comprende un residuo de histidina en una posicion que corresponde a His-309 en
la enzima lipido aciltransferasa Aeromonas hydrophila que aparece en las Figuras 2 y 4 (SEQ ID No. 1 o SEQ ID No.
3).

Preferentemente, el residuo aminoacido del motivo GDSX es L.

En la SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No. 1, los primeros 18 residuos aminoacidos forman una secuencia de sefial. His-309
de la secuencia de longitud completa, que es la proteina que incluye la secuencia de sefial, se iguala a His-291 de la
parte madura de la proteina, es decir, la secuencia sin la secuencia de sefal.

En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente
invencion es un lipido aciltransferasa que comprende la siguiente triada catalitica: Ser-34, Asp-306 y His-309 o
comprende un residuo de serina, un residuo de acido aspartico y un residuo de histidina, respectivamente, en
posiciones que corresponden a Ser-34, Asp-306 y His-309 en la enzima lipido aciltransferasa Aeromonas hydrophila
que aparece en la Figura 4 (SEQ ID No. 3) o Figura 2 (SEQ ID No. 1). Como se indic6é anteriormente, la secuencia
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que aparece en la SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 1, los primeros 18 residuos aminoacidos forman una secuencia de
sefial. Ser-34, Asp-306 y His-309 de la secuencia de longitud completa, que es la proteina que incluye la secuencia
de sefal, se igualan a Ser-16, Asp-288 y His-291 de la parte madura de la proteina, es decir, la secuencia sin la
secuencia de sefial. En la secuencia de consenso pfam00657, como aparece en la Figura 3 (SEQ ID No. 2), los
residuos de sitio activo corresponden a Ser-7, Asp-345 y His-348.

En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que se puede caracterizar utilizando el siguiente criterio:

la enzima posee actividad aciltransferasa que se puede definir como actividad de transferencia de éster a través de la
cual la parte acilo de un enlace éster original de un primer donador acilo de lipidos se transfiere a un aceptador de
acilo para formar un nuevo éster; y

la enzima comprende al menos Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-134 y His-309 o comprende residuos de glicina, acido
aspartico, serina, acido aspartico e histidina en posiciones que corresponden a Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-306 y
His-309, respectivamente, en la enzima lipido aciltransferasa Aeromonas hydrophila que se muestra en SEQ ID No. 3
o SEQ ID No. 1.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion se puede codificar mediante una de las siguientes secuencias nucleétidas:

(a) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 36 (ver Figura 29);
(b) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 38 (ver Figura 31);
(c) la secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 39 (ver Figura 32);
(d) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 42 (ver Figura 35);
(e) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 44 (ver Figura 37);
(f) la secuencia nucleotida que se muestra como SEQ ID No. 46 (ver Figura 39);
(g) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 48 (ver Figura 41);
(h) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 49 (ver Figura 57);
(i) 1a secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 50 (ver Figura 58);
(j) 1a secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 51 (ver Figura 59);
(k) la secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 52 (ver Figura 60);
(1) 1a secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 53 (ver Figura 61);
(m) la secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 54 (ver Figura 62);
(n) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 55 (ver Figura 63);
(o) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 56 (ver Figura 64);
(p) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 57 (ver Figura 65);
(q) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 58 (ver Figura 66);
(r) la secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 59 (ver Figura 67);
(s) la secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 60 (ver Figura 68);
(t) la secuencia nucleotida que se muestra como SEQ ID No. 61 (ver Figura 69);
(u) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 62 (ver Figura 70);
(v) la secuencia nucleétida que se muestra como SEQ ID No. 63 (ver Figura 71);
(w) o

una secuencia nucleétida que tiene un 70% o mas, preferentemente un 75% o mas, de identidad con una de las
secuencias que se muestran como SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 38, SEQ ID No. 39, SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44,
SEQ ID No. 46, SEQ ID No. 48, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ
ID No. 54, SEQ ID No. 55, SEQ ID No. 56, SEQ ID No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID No. 59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No.
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61, SEQ ID No. 62 o SEQ ID No. 63.

La secuencia nucleétida puede tener una identidad de un 80% o mas, preferentemente, un 85% o mas, mas
preferentemente, un 90% o mas, y aun mas preferentemente un 95% o mas con una de las secuencias que se
muestran como SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 38, SEQ ID No. 39, SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44, SEQ ID No. 46, SEQ
ID No. 48, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ ID No. 54, SEQ ID No.
55, SEQ ID No. 56, SEQ ID No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID No. 59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No. 61, SEQ ID No. 62 o
SEQ ID No. 63.

En una realizacién, la secuencia nucleétida que codifica una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y usos de la presente invencion es una secuencia nucleotida que tiene una identidad de un 70% o
mas, preferentemente de un 75% o mas, con una de las secuencias que se muestran como: SEQ ID No. 49, SEQ ID
No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62, y SEQ ID No. 63. Adecuadamente, la secuencia nucleétida puede tener una
identidad del 80% o mas, preferentemente del 85% o mas, preferentemente del 90% o mas y aun mas
preferentemente del 95% o mas con una de las secuencias que se muestran como: SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50,
SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62, y SEQ ID No. 63.

En una realizacién, la secuencia nucleétida que codifica una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y usos de la presente invencidon es una secuencia nucledtida que tiene una identidad de un 70% o
mas, de un 75% o mas, de un 80% o mas, preferentemente de un 85% o mas, mas preferentemente de un 90% o
mas y aun mas preferentemente de un 95% o mas con la secuencia que se muestran como SEQ ID No. 49.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una o mas de las siguientes secuencias de
aminodcidos:

(i) 1a secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 3

(i) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 4

(iii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 5

(iv) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 6

(v) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 7

(vi) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 8
(vii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 9
(viii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 10
(ix) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 11
(x) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 12
(xi) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 13
(xii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 14
(xiii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 1
(xiv) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 15
(xv) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 16
(xvi) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 17
(xvii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 18
(xviii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 34
(xix) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 35
(xx) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 68
(xxi) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 121
(xxii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 122

(xxiii) la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 123 o
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una secuencia de aminoacido que tiene un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 98% o mas de identidad con
una de las secuencias que se muestran como SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No.
6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ
ID No 14 o SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 35, SEQ ID
No. 68, SEQ ID No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No. 123.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacido que se muestra como
SEQ ID No. 3o como SEQ ID No. 4 0 SEQ ID No. 10 SEQ ID No. 15 0 SEQ ID No. 16, o SEQ ID No. 34, SEQ ID No.
35, SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No. 123 o comprende una secuencia de aminoacido
que tiene una identidad del 75% o mas, preferentemente del 80% o mas, preferentemente del 85% o mas,
preferentemente del 90% o mas, preferentemente del 95% o mas con la secuencia de aminoacido que se muestra
como SEQ ID No. 3 o la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 4 o la secuencia de aminoacido
que se muestra como SEQ ID No. 1 o la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 15 o la
secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 16 o la secuencia de aminoacido que se muestra como
SEQ ID No. 34 o la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 35 o la secuencia de aminoacido que
se muestra como SEQ ID No. 68 o la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 121 o la secuencia
de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 122 o la secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No.
123.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoacido que tiene una identidad
de un 80% o mas, preferentemente, un 85% o mas, mas preferentemente, un 90% o mas, o aliin mas preferentemente
un 95% o mas con una de las secuencias que se muestran como SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID
No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13,
SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34 o SEQ
ID No. 35, SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No. 123.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una o mas de las siguientes secuencias de
aminoacidos:

(a) una secuencia de aminoacido que se muestra como residuos de aminoacido 1-100 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No.
1;

(b) una secuencia de aminoacido que se muestra como residuos de aminoacido 101-200 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID
No. 1;

(c) una secuencia de aminoacido que se muestra como residuos de aminoacido 201-300 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID
No. 1; 0

(d) una secuencia de aminoacido que tiene una identidad del 75% o mas, preferentemente del 85% o mas,
preferentemente del 90% o mas, aun mas preferentemente del 95% o mas con una de las secuencias de
aminoacido que se definen en los puntos (a) a (c) anteriores.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente
invencion puede comprender una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

(a) una secuencia de aminoacido que se muestra como residuos de aminoacido 28-39 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No.
1;

(b) una secuencia de aminoacido que se muestra como residuos de aminoacido 77-88 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No.
1;

(c) una secuencia de aminoacido que se muestra como residuos de aminoacido 126-136 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID
No. 1;

(d) una secuencia de aminoacido que se muestra como residuos de aminoacido 163-175 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID
No. 1;

(e) una secuencia de aminoacido que se muestra como residuos de aminoacido 304-311 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID
No. 1; 0

(f) una secuencia de aminoacido que tiene una identidad del 75% o mas, preferentemente del 85% o mas,
preferentemente del 90% o mas, aun mas preferentemente del 95% o mas con una de las secuencias de
aminoacido que se definen en los puntos (a) a (e) anteriores.

En un aspecto, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que puede ser la lipido aciltransferasa de Candida parapsilosis como se
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describe en EP 1 275 711. Por lo tanto, en un aspecto, la lipido aciltransferasa para uso en el procedimiento y usos de
la presente invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoacido que
se indican en SEQ ID No. 17 o SEQ ID No. 18.

Por preferencia, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de
aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 16, o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad del 75% o
mas, preferentemente de un 85% o mas, mas preferentemente, de un 90% o mas, aun mas preferentemente de un
95% o mas, aun mas preferentemente de un 98% o mas, o aun mas preferentemente de un 99% o mas con la SEQ ID
No. 16. Esta enzima podria considerarse una variante de enzima.

En un aspecto, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que puede ser lecitina:lipido aciltransferasa de colesterol (LCAT) o variante de
este (por ejemplo, una variante hecha mediante evolucion molecular).

LCAT adecuados son conocidos en la técnica y se pueden obtener de uno o mas de los siguientes organismos, por
ejemplo: mamiferos, ratas, ratones, pollos, Drosophila melanogaster, plantas que incluyen Arabidopsis y Oryza sativa,
nematodos, hongos y levadura.

En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que puede ser la lipido aciltransferasa que se puede obtener, preferentemente,
que se obtuvo, de las cepas de E. coli TOP 10 que acogen pPet12aAhydro y pPet12aASalmo depositados por
Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenhague K, Dinamarca de conformidad con el Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Deposito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en materia de
Patentes en la Coleccion Nacional de Bacterias Industriales, Marinas y Alimenticias (NCIMB) 23 St. Machar Street,
Aberdeen, Escocia, Reino Unido el 22 de diciembre de 2003, con los nimeros de ingreso NCIMB 41204 y NCIMB
41205, respectivamente.

Una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion puede ser
una fosfolipido acil transferasa de glicerol. Las fosfolipido acil transferasas de glicerol incluyen aquellas aisladas de
Aeromonas spp., preferentemente Aeromonas hydrophila o A. salmonicida, mas preferentemente A. salmonicida o
variantes de estos.

Las lipido aciltransferasas mas preferidas para uso en la presente invencién se codifican mediante SEQ ID No. 1, 3, 4,
15, 16, 34 y 35. El entendido en la técnica reconocera que es preferible que los péptidos sefial de la acil transferasa
se hayan partido durante la expresion de la transferasa. El péptido sefial de SEQ ID No. 1, 3, 4 y 15 son aminoacidos
1 a 18. Por lo tanto, las regiones mas preferidas son aminoacidos 19 a 335 para SEQ ID No. 1 y SEQ ID No. 3 (A.
hydrophilia) y aminoacidos 19 a 336 para SEQ ID No. 4, y SEQ ID No. 15 (A. salmonicida). Cuando se utiliza para
determinar la homologia de identidad de las secuencias de aminoacido, se prefiere que las alineaciones como se
describen en la presente utilicen la secuencia madura.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en la presente invencién comprende (o consiste de) la secuencia
de aminoacido que aparece en la SEQ ID No. 16 o comprende (o consiste de) una secuencia de aminoacido que
tiene una identidad de al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95% , al
menos un 98% con SEQ ID. No 16.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion es codificada por una secuencia
nucledtida que comprende (o consiste de) una secuencia nucleétida que se muestra en SEQ ID No. 49 o comprende
(o consiste de) una secuencia nucleétida que tiene una identidad de al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un
85%, al menos un 90%, al menos un 95% , al menos un 98% con SEQ ID. No 49.

Por lo tanto, las regiones mas preferidas para determinar la homologia (identidad) son aminoacidos 19 a 335 para
SEQ ID No. 1y No. 3 (A. hydrophilia) y aminoacidos 19 a 336 para SEQ ID No. 4, y SEQ ID No. 15 (A. salmonicida).
Las SEQ ID No. 34 y 35 son secuencias proteicas maduras de una lipido acil transferasa de A. hydrophilia 'y A.
salmonicida respectivamente que pueden sufrir una modificaciéon post-translacional o no.

Una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencion puede ser
una lipido aciltransferasa que también se puede aislar de Thermobifida, preferentemente, T. fusca, mas
preferentemente aquella codificada por SEQ ID No. 28.

Las lipido aciltransferasa adecuadas para uso de conformidad con la presente invencion y/o en los procedimientos de
la presente invencion pueden comprender una de las siguientes secuencias aminoacidos y/o se pueden codificar
mediante las siguientes secuencias nucleétidas:

a) un acido nucleico que codifica un polipéptido que exhibe una actividad lipido aciltransferasa y es al menos un 70%
idéntica (preferentemente, al menos un 80%, mas preferentemente un 90% idéntica) a la secuencia de polipéptido
que aparece en la SEQ ID No. 16, o al polipéptido que aparece en la SEQ ID No. 68, o al polipéptido que aparece en
la SEQ ID No. 121, o al polipéptido que aparece en la SEQ ID No. 122 o al polipéptido que aparece en la SEQ ID No.
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123;

b) un polipéptido (aislado) que comprende (o consiste de) una secuencia de aminoacido como se muestra en la SEQ
ID No. 16 o la SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoacido que es al menos un 70% idéntica (preferentemente, al
menos un 80% idéntica, mas preferentemente al menos un 90% idéntica) a la SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 68, SEQ ID
No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No. 123;

c) un acido nucleico que codifica una lipido aciltransferasa, cuyo acido nucleico comprende (o consiste de) una
secuencia nucleotida que aparece como SEQ ID No. 49 o una secuencia nucleétida que es al menos un 70% idéntica
(preferentemente al menos un 80%, mas preferentemente al menos un 90% idéntica) a la secuencia nucleétida que
aparece como SEQ ID No. 49;

d) un acido nucleico que hibrida en condiciones de rigurosidad media o alta a una sonda de acido nucleico que
comprende la secuencia nucledtida que aparece como SEQ ID No. 49 y codifica un polipéptido que exhibe una
actividad lipido aciltransferasa;

e) un acido nucleico que es un fragmento de las secuencias de acido nucleico especificadas en a), c) o d); o
f) un polipéptido que es un fragmento del polipéptido especificado en b).

Una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencién puede ser
una lipido aciltransferasa que también se puede aislar de Streptomyces, preferentemente S. avermitis, mas
preferentemente aquella codificada por SEQ ID No. 32. Otras enzimas posibles para uso en la presente invencion de
Streptomyces incluyen aquellas codificadas por SEQ ID Nos. 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 31, y 33.

Una enzima para uso en la invencion también se puede aislar de Corynebacterium, preferentemente C. efficiens, mas
preferentemente aquella codificada por SEQ ID No. 29.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoacido que aparece
como SEQ ID No. 37, 38, 40, 41, 43, 45, 0 47, o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de al menos un
70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas, o que puede ser codificada
por una de las secuencias nucleétidas que aparecen como SEQ ID No. 36, 39, 42, 44, 46, o 48 o una secuencia
nucledtida que tiene una identidad de al menos un 70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%
o un 98% con ellas.

En una realizacién, la secuencia nucleétida que codifica una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y/o usos de la presente invencion se selecciona del grupo que consiste de:

a) un acido nucleico que comprende una secuencia nucleétida que aparece en la SEQ ID No. 36;

b) un acido nucleico que se relaciona con la secuencia nucleétida de SEQ ID No. 36, por degeneracion del codigo
genético; y

c) un acido nucleico que comprende una secuencia nucleétida que tiene una identidad de al menos un 70% con la
secuencia nucleétida que se muestra en SEQ ID No. 36.

En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoacido como se muestra en la SEQ ID
No. 37 o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de al menos un 60%.

En otra realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoacido que aparece
como SEQ ID No. 37, 38, 40, 41, 43, 45, 0 47, o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de al menos un
70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas, o que puede ser codificada
por una de las secuencias nucleétidas que aparecen como SEQ ID No. 39, 42, 44, 46, o 48 o una secuencia
nucledtida que tiene una identidad de al menos un 70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%
o un 98% con ellas.

En otra realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoacido que aparece
como SEQ ID No. 38, 40, 41, 45, 0 47, o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de al menos un 70%,
un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas, para los usos descritos en la
presente.

En otra realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoacido que aparece
como SEQ ID No. 38, 40, 41, o 47, o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de al menos un 70%, un
75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas, para los usos descritos en la presente.
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Mas preferentemente, en una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de
la presente invencién puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacido que aparece
como SEQ ID No. 47, o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de al menos un 70%, un 75%, un 80%,
un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas.

En otra realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos yo usos de la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacido que aparece como SEQ ID No. 43, o
44, o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de al menos un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%,
un 97%, o un 98% con ellas.

En ofra realizacion, la lipido aciliransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacido que aparece como SEQ ID No. 41, o
una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de al menos un 70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un
95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencion
puede ser codificada por un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:

a) un acido nucleico que comprende una secuencia nucleétida que aparece en la SEQ ID No. 36;

b) un acido nucleico que se relaciona con la secuencia nucleétida de SEQ ID No. 36, por degeneracion del codigo
genético; y

c) un acido nucleico que comprende una secuencia nucleétida que tiene una identidad de al menos un 70% con la
secuencia nucleétida que se muestra en SEQ ID No. 36.

En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa de conformidad con la presente invencion puede ser una lipido
aciltransferasa que se puede obtener, preferentemente se obtuvo, de las cepas de Strepfomyces L130 o L131
depositadas por Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenhague K, Dinamarca de conformidad con el
Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los fines del
Procedimiento en materia de Patentes en la Coleccion Nacional de Bacterias Industriales, Marinas y Alimenticias
(NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen, Escocia, Reino Unido el 23 de junio de 2004, con los numeros de ingreso
NCIMB 41226 y NCIMB 41227, respectivamente.

Las secuencias nucledtidas adecuadas que codifican una lipido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y/o usos de la presente invencién pueden codificar un polinucleétido que codifica una lipido
aciltransferasa (SEQ ID No. 16); o pueden codificar una secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa (SEQ
ID No. 16).

Una lipido aciltransferasa adecuada para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion puede
ser una secuencia de aminoacido que se puede identificar mediante alineacién con la secuencia L131 (SEQ ID No.
37) utilizando Align X, el algoritmo de alineamiento por pares Clustal W de VectorNTI utilizando configuraciones
predeterminadas.

Una alineacion de la secuencia L131 y homologos de S. avermitilis y T. fusca ilustra que la conservacion del motivo
GDSx (GDSY en L131 y S. avermitilis y T. fusca), la casilla GANDY, que es GGNDA o GGNDL, y el bloque HPT
(considerado la histidina catalitica conservada). Estos tres bloques conservados se destacan en la Figura 42.

Cuando se alinea a la secuencia de consenso pfam Pfam00657 (como se describe en WO 2004/064987) y/o la
secuencia L131 divulgada en la presente (SEQ ID No. 37) es posible identificar tres regiones conservadas, el bloque
GDSx, el bloque GANDY Yy el bloque HTP (ver WO 2004/064987 para mas informacion).

Cuando se alinea a la secuencia de consenso pfam Pfam00657 (como se describe en WO 2004/064987) y/o la
secuencia L131 divulgada en la presente (SEQ ID No. 37)

i) La lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencion puede ser una
lipido aciltransferasa que tiene un motivo GDSx, mas preferentemente un motivo GDSx seleccionado del motivo
GDSL o GDSY.

ylo

ii) La lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invenciéon puede ser una
lipido aciltransferasa que tiene un bloque GANDY, mas preferentemente un bloque GANDY que comprende amino
GGNDx, mas preferentemente GGNDA o GGNDL. y/o

iii) La lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencion puede ser una
lipido aciltransferasa que tiene, preferentemente un bloque HTP. Y preferentemente

iv) La lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencion puede ser una
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lipido aciltransferasa que tiene, preferentemente, un motivo GDSx o GDSY, y un bloque GANDY que comprende
amino GGNDX, preferentemente GGNDA o GGNDL, y un bloque HTP (histidina conservada).

La lipido aciliransferasa como se utiliza en la presente se puede denominar colesterol aciltransferasa de
glicerofosfolipidos. Es decir, la lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion tiene, preferentemente, la
capacidad de «hidrolizar» fosfolipidos y a la vez esterificar el colesterol con el acido graso libre de la hidrolizacion;
esta es una reaccion transferasa efectiva (es decir, una interestificacion y/o una reaccion de transesterificacion).

El grado de «hidrdlisis» se puede describir como la relacion de fosfatidilcolina (PC) y/o fosfatidiletanolamina (PE)
convertida en liso-PC o liso-PE, respectivamente. Con la hidrolizacién enzimatica de PC en liso-PC, se altera la
relacion entre la parte hidrofilica de la molécula fosfolipida (grupo polar) y la parte hidréfoba (cadenas de acido graso).
Al remover un acido graso (acidos grasos saturados y/o insaturados), la parte hidréfoba se reduce, haciendo que toda
la molécula sea hidrofilica. Ademas, la conformacion de la molécula estérica puede cambiar, lo que puede incluir en
las estructuras de fase (p.ej., micelacion) formadas por las moléculas en dispersion, asi como interacciones con otras
moléculas como por ejemplo, proteinas lacteas.

Los productos de liso-lecitina son conocidos por poseer mejores propiedades emulsionantes. Con un alto grado de
interesterificacion y/o transesterificacion, es posible obtener tamafos de gota de aceite mas pequefias en medio en
una prueba de emulsificacion.

Colesterol

Fosfatidicolina

- rf =y - SAHy

._I= { "J-l]
-I L S ey
;—"‘ - e -~ - - - ol =
Voo o -

1 T e ’
H o4
+ lipido aciltransferasa U enzima

Lisofosfatidicolina Ester de colesterol

T o

\_ —y

La funcion de la lipido aciltransferasa es que el colesterol y los fosfolipidos cambiaran en colesterol-ésteres y
liso-fosfolipidos, generando dos componentes resultantes con propiedades activas en superficie en relacion con las
emulsiones O/W. Por lo tanto, los productos finales contendran una cantidad de colesterol significativamente reducida
o no tendran colesterol y una mejor estabilidad de emulsion.

La enzima de conformidad con la presente invencién no es preferentemente una enzima fosfolipasa, como una
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fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una fosfolipasa A2 clasificada como E.C. 3.1.1.4.
Variante de lipido aciltransferasa

En una realizacion preferida, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y/o usos de la presente invencion puede codificar una lipido aciltransferasa que es una variante de
lipido aciltransferasa.

Se pueden utilizar las variantes que tienen mayor actividad en los fosfolipidos, como mayor actividad hidrolitica y/o
mayor actividad transferasa, preferentemente, mayor actividad transferasa en fosfolipidos.

Preferentemente, la variante de lipido aciltransferasa se prepara con una o mas modificaciones de aminoacido de las
lipido aciltransferasas como se definié anteriormente.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que puede ser una variante de lipido aciltransferasa, en donde la enzima se
puede caracterizar por comprender el motivo GDSX de la secuencia de aminoacido, donde X es uno o mas de los
siguientes residuos de aminoacido L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M 0 S, y donde la variante de enzima comprende una o
mas modificaciones de aminoacido en comparacion con una secuencia progenitora en uno o mas de los residuos de
aminoacido definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 (como se define en WO 2005/066347 y
de aqui en adelante).

Por ejemplo, la variante de lipido aciltransferasa se puede caracterizar porque la enzima comprende el motivo GDSX
de la secuencia de aminoacido, donde X es uno o mas de los siguientes residuos de aminoacido L, A, V, I, F, Y, H, Q,
T, N, M o S y donde la variante de la enzima comprende una o mas modificaciones de aminoacido en comparacion
con la secuencia progenitora en uno o mas de los residuos de aminoacido detallados en el conjunto 2 04 06 07
(como se definen en WO 2005/066347 y de aqui en adelante) identificados por dicha secuencia progenitora por estar
estructuralmente alineados con el modelo estructural P10480 definido en la presente, que se obtiene,
preferentemente, mediante alineacion estructural de P10480; la estructura de cristal coordina con 11VN.PDB y/o
1DEO.PDB como se define en WO 2005/066347 y aqui en adelante.

En otra realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion
puede ser una variante de lipido aciltransferasa que se caracteriza porque la enzima comprende el motivo GDSX de
la secuencia de aminoacido, donde X es uno o mas de los siguientes residuos de aminoacido L, A, V, |, F, Y, H, Q, T,
N, M o S, y donde la variante de enzima comprende una o mas modificaciones de aminoacido en comparacion con
una secuencia progenitora en uno o mas de los residuos de aminoacido definidos en el conjunto 2 cuando dicha
secuencia progenitora se alinea a la secuencia de consenso pfam (SEQ ID No. 2 - Figura 3) y se modifica de
conformidad con el modelo estructural de P10480 para garantizar una superposicion de mejor adecuacion como se
define en WO 2005/066347 y de aqui en adelante.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invencion
puede ser una variante de la enzima lipido aciltransferasa que puede comprender una secuencia de aminoacido, la
cual se muestra como SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ
ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1,
SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, ,
SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 o0 SEQ ID No. 35, excepto por una o mas modificaciones de aminoacido en uno o mas
residuos de aminoacido definidos en el conjunto 2 0 4 0 6 o 7 (como se define en WO 2005/066347 y de aqui en
adelante) identificados por alineacion de secuencia con SEQ ID No. 34.

Alternativamente, la lipido aciltransferasa puede ser una variante de la enzima lipido aciltransferasa que comprende
una secuencia de aminoacido, la cual se muestra como SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5,
SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID
No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28,
SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35, excepto por una o mas
modificaciones de aminoacido en uno o mas residuos de aminoacido definidos en el conjunto 2 0 4 0 6 0 7 como se
define en WO 2005/066347 y de aqui en adelante, identificados por la alineacion estructural de dicha secuencia
progenitora con el modelo estructural de P10480 como se define en la presente, el cual se obtiene preferentemente
por alineacion estructural de P10480 definida en la presente; la estructura de cristal coordina con 1IVN.PDB y/o
1DEO.PDB como se describe en WO 2005/066347 y de aqui en adelante.

Alternativamente, la lipido aciltransferasa puede ser una variante de la enzima lipido aciltransferasa que comprende
una secuencia de aminoacido, la cual se muestra como SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5,
SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID
No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28,
SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35, excepto por una o mas
modificaciones de aminoacido en uno o mas residuos de aminoacido definidos en el conjunto 2 identificado cuando
dicha secuencia progenitora se alinea con la secuencia de consenso (SEQ ID No. 2) y modificado de conformidad con
un modelo estructural de P10480 para garantizar la superposicion de mejor adecuacién como se describe en WO
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2005/066347 y de aqui en adelante.

Preferentemente, la enzima progenitora es una enzima que comprende, o es homologa a, la secuencia de
aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 34 y/o SEQ ID No. 15 y/o SEQ ID No. 35.

Preferentemente, la lipido aciltransferasa puede ser una variante de enzima que comprende una secuencia de
aminoacido, donde dicho aminoacido se muestra como SEQ ID No. 34 o SEQ ID No. 35, excepto por una o mas
modificaciones de aminoacido en uno o mas residuos de aminoacido definidos en conjunto 2 0 4 0 6 o 7 como se
define en WO 2005/066347 y de aqui en adelante.

Otras variantes de lipido aciltransferasa adecuadas para uso en los procedimientos/usos de la presente invencién son
aquellas descritas en PCT/IB2009/05435.

La estructura terciara de las lipidos aciltransferasas ha revelado una estructura inusual e interesante que permite que
las lipido aciltransferasa se construyan con mas éxito. En particular, la estructura terciaria de la lipido aciltransferasa
ha revelado una estructura de cueva y quebrada; los residuos que forman estas estructuras se definen a
continuacion.

Las alteraciones en la region de cueva pueden (por ejemplo) alterar la especificidad de longitud de la cadena de
sustrato de la enzima por ejemplo.

Se ha descubierto que las alteraciones en la cueva (particularmente algunas modificaciones clave preferidas) son
importantes en, por ejemplo, mejorar o cambiar la especificidad del sustrato de la enzima.

En particular, los inventores han descubierto que existe un nimero de modificaciones en la quebrada que tienen una
calificacion alta y producen variantes interesantes con propiedades mejoradas - estas se pueden encontrar en las
posiciones 31, 27, 85, 86, 119 y 120. En algunas realizaciones, se prefieren las posiciones 31 y/o 27.

Estas variantes de lipido aciltransferasas se pueden codificar mediante una secuencia nucleétida que tiene una
identidad de al menos un 90% con una secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa progenitora y
comprenden al menos una modificacion (adecuadamente, al menos dos modificaciones) en una posicion que
corresponde, en la secuencia de aminoacido codificada, un aminoacido ubicado en a) la region de quebrada de la
enzima y/o b) sitio de insercion 1 y/o c) sitio de insercién 2, donde la region de quebrada, el sitio de insercién 1 y/o el
sitio de insercion 2 de la enzima se define como aquella region que, cuando se alinea sobre la base de la estructura
primaria o terciaria, corresponde a la region de quebrada, sitio de insercion 1, o sitio de inserciéon 2 de la enzima que
se muestra como SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68 en la presente, como se describe a continuacion.

En una realizacion, las modificaciones en una posicién ubicada en la quebrada y/o en el sitio de insercion 1 y/o el sitio
de insercién 2 se combinan con al menos una modificacién en una posiciéon que corresponde, en la secuencia de
aminoacido codificada, a un aminoacido ubicado fuera de la regiéon de quebrada y/o sitio de insercion 1 y/o sitio de
insercion 2.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa comprende al menos una maodificacion (adecuadamente, al menos dos
modificaciones) en una posicidon que corresponde, en la secuencia de aminoacido codificada, a un aminoacido
ubicado en la posicién 27, 31, 85, 86, 122, 119, 120, 201, 245, 232, 235 y/o 236 (preferentemente, en la posicion 27,
31, 85, 86, 119 y/o 120, mas preferentemente, en la posicion 27 y/o 31), donde la numeracion de la posicion se define
como aquella posicién que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la
misma posicién de la enzima que aparece en la presente como SEQ ID No. 16.

En otra realizacion, la variante de lipido aciltransferasa comprende al menos una modificaciéon en una posiciéon que
corresponde, en la secuencia de aminoacido codificada, a un aminoacido ubicado en la posiciéon 27 y/o 31 en
combinacion con al menos otra modificacion, donde la numeracion de la posicion se define como aquella posicién que,
cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma posicién de la enzima
que aparece en la presente como SEQ ID No. 16.

Adecuadamente, al menos otra modificacion puede estar en una o mas de las siguientes posiciones 85, 86, 122, 119,
120, 201, 245, 23, 81, 82, 289, 227, 229, 233, 33, 207, 130, donde la numeracién de la posiciéon se define como
aquella posicion que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma
posicion de la enzima que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16.

La secuencia de aminoacido de la lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion puede comprender una
cadena principal modificada tal que se produce al menos una modificacion (adecuadamente, al menos dos
modificaciones) en una posicién que corresponde, en la secuencia de aminoacido codificada, un aminoacido ubicado
en a) la region de quebrada de la enzima y/o b) sitio de insercién 1 y/o c) sitio de insercion 2, donde la region de
quebrada, el sitio de insercion 1 y/o el sitio de insercion 2 se define como aquella region que, cuando se alinea sobre
la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la regiéon de quebrada, sitio de insercion 1, o sitio de
insercion 2 de la enzima que se muestra como SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68.
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En una realizacion, las modificaciones en una posicién ubicada en la quebrada y/o en el sitio de insercion 1 y/o el sitio
de insercién 2 se combinan con al menos una modificacién en una posiciéon que corresponde, en la secuencia de
aminoacido codificada, a un aminoacido ubicado fuera de la regiéon de quebrada y/o sitio de insercion 1 y/o sitio de
insercion 2.

Preferentemente, la cadena principal de la secuencia de aminoacido de la lipido aciltransferasa se modifica de forma
tal que se produce al menos una modificaciéon (adecuadamente, al menos dos modificaciones) en una posicion que
corresponde, en la secuencia de aminoacido codificada, a un aminoacido ubicado en la posicién 27, 31, 85, 86, 122,
119, 120, 201, 245, 232, 235 y/o 236 (preferentemente, en la posicion 27, 31, 85, 86, 119 y/o 120, mas
preferentemente, en la posiciéon 27 y/o 31), donde la numeracion de la posicion se define como aquella posicion que,
cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma posicién de la enzima
que aparece en la presente como SEQ ID No. 16.

En otras realizaciones preferidas, la cadena principal de secuencia del aminoacido de la de lipido aciltransferasa
comprende al menos una modificacion (adecuadamente, al menos dos modificaciones) en una posicién que
corresponde, en la secuencia de aminoacido codificada, a un aminoacido ubicado en la posiciéon 27, 31 en
combinacion con al menos otra modificacion, donde la numeracion de la posicion se define como aquella posicién que,
cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma posicién de la enzima
que aparece en la presente como SEQ ID No. 16.

Adecuadamente, al menos otra modificacion puede estar en una o mas de las siguientes posiciones 85, 86, 122, 119,
120, 201, 245, 23, 81, 82, 289, 227, 229, 233, 33, 207, 130, donde la numeracién de la posiciéon se define como
aquella posicion que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma
posicion de la enzima que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16.

También se proporciona una variante de lipido aciltransferasa o una lipido aciltransferasa alterada para uso en la
presente invencion que comprende una secuencia de aminoacido que es al menos un 70% idéntica a la lipido
aciltransferasa de Aeromonas salmonicida que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 o 68, donde un
segmento que determina una especificidad de longitud de cadena de sustrato que esta inmediatamente en la
N-terminal del residuo Asp de la triada catalitica de dicha lipido aciltransferasa alterada, tiene una longitud alterada en
relacion con dicha lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida que se muestra en la presente como SEQ ID No.
16 0 68.

Preferentemente, la alteracion comprende una inserciéon o eliminacion de aminoacido en dicho segmento que
determina la especificidad de longitud de cadena de sustrato, como por ejemplo sustituir un segmento que determina
la especificidad de longitud de cadena de sustrato de la enzima progenitora con el segmento que determina la
especificidad de longitud de cadena de sustrato de una lipido aciltransferasa diferente para producir la lipido
aciltransferasa alterada. Preferentemente, dicha alteracion aumenta la longitud de la cadena acilo que puede
transferirse mediante dicha lipido aciltransferasa.

Preferentemente, la lipido aciliransferasa alterada comprende una secuencia de aminoacido que es al menos un 90%
idéntica a la lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida que aparece en la presente como SEQ ID No. 16 o 68.

La secuencia nucleétida que codifica la variante de la enzima lipido aciltransferasa antes de la modificacién es una
secuencia nucleétida que se muestra en la presente como SEQ ID No. 120, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID
No. 51, SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 63 o SEQ ID No. 24; o es una secuencia nucleétida que tiene una identidad de al
menos un 70% (preferentemente, una identidad de al menos un 80%, mas preferentemente al menos un 90%, adn
mas preferentemente al menos un 95%) con una secuencia nucleétida que se muestra en la presente como SEQ ID
No. 120, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 63 0 SEQ ID No. 24; o es una
secuencia nucleotida que se relaciona con SEQ ID No. 120, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID
No. 62, SEQ ID No. 63, SEQ ID No. 24 por degeneracion del cédigo genético; o es una secuencia nucledtida que
hibrida en condiciones de rigurosidad media o alta en una secuencia nucleétida que se muestra en la presente como
SEQ ID No. 120, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 63 0 SEQ ID No. 24.

En una realizacién preferida, la variante de la lipido aciltransferasa se codifica mediante una secuencia de acido
nucleico (preferentemente un acido nucleico aislado o recombinante) que hibrida en condiciones de rigurosidad
media o alta sobre sustancialmente toda la longitud de SEQ ID No. 49 o SEQ ID No. 120 o un complemento de SEQ
ID No. 49 o SEQ ID No. 120, donde el polipéptido codificado que comprende uno o mas residuos de aminoacidos
seleccionados de Q, H, N, T, F, Yo Cen posicion 31; R, Y, S, V, I, A, T, M, F, Co L en posicion 86; R, G, H, K, Y, D, N,
V,C,Q, L, E, SoF en posiciéon 27; H, R, D, E 85; T o | en posicion 119; K o E en posicién 120; S, L, A, F, W, Y, R, H,
M o C en posicion 122; R en posicion 201; S en posicién 245; A o V en posicion 235; G o S en posicion 232; Go E en
posicion 236, donde las posiciones son posiciones de aminoacido equivalentes respecto de SEQ ID No. 16.

La variante de lipido aciltransferasa puede comprender un pro-péptido o un polipéptido que tiene actividad lipido
aciltransferasa y comprende una secuencia de aminoacido que es al menos un 90% (preferentemente, al menos un
95%, mas preferentemente al menos un 98%, mas preferentemente al menos un 99%) idéntica a la secuencia de
aminoacido que aparece como SEQ ID No. 16 o 68 y comprende una o mas modificaciones en una o mas de las
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siguientes posiciones: 27, 31, 85, 86, 122, 119, 120, 201, 245, 232, 235 y/o 236 (preferentemente, en la posicion 27,
31, 85, 86, 119 y/o 120, mas preferentemente en la posicion 27 y/o 31).

En una realizacion, la variante comprende un pro-péptido o un polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa y
comprende una secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 16 o 68, excepto por una o mas
modificaciones en una o mas de las siguientes posiciones: 27, 31, 85, 86, 122, 119, 120, 201, 245, 232, 235 y/o 236
(preferentemente, en la posicion 27, 31, 85, 86, 119 y/o 120, mas preferentemente en la posicion 27 y/o 31).

En otra realizacion, la lipido aciltransferasa comprende un pro-péptido o un polipéptido que tiene actividad lipido
aciltransferasa y comprende una secuencia de aminoacido que es al menos un 90% (preferentemente, al menos un
95%, mas preferentemente al menos un 98%, mas preferentemente al menos un 99%) idéntica a la secuencia de
aminoacido que aparece como SEQ ID No. 16 o 68 y comprende una o mas modificaciones en posiciones 27 y/o 31
en combinacién con al menos otra modificaciéon, donde la numeracién de la posicion se define como la posicién que,
cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma posicién de la enzima
que aparece en la presente como SEQ ID No. 6.

Adecuadamente, al menos otra modificacion puede estar en una o mas de las siguientes posiciones 85, 86, 122, 119,
120, 201, 245, 23, 81, 82, 289, 227, 229, 233, 33, 207, 130, donde la numeracién de la posiciéon se define como
aquella posicion que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma
posicion de la enzima que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16.

En una realizacién preferida, la lipido aciltransferasa comprende un pro-péptido o un polipéptido que tiene actividad
lipido aciltransferasa y comprende una secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 16 o 68, excepto
por una o mas modificaciones en una o mas de las siguientes posiciones: 27 y/o 31 en combinacién con al menos ofra
modificacion.

Adecuadamente, al menos otra modificacion puede tener lugar en una o mas de las siguientes posiciones 85, 86, 122,
119, 120, 201, 245, 23, 81, 82, 289, 227, 229, 233, 33, 207 y/o 130, donde la numeracién de la posicion se define
como la posiciéon que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma
posicion de la enzima que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16.

La lipido aciltransferasa puede ser un pro-péptido que se somete a una modificacion post-translacional a un péptido
maduro, es decir, un polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa. A modo de ejemplo, unicamente SEQ ID No.
68 es igual que SEQ ID No. 16, excepto porque SEQ ID No. 68 ha pasado por una modificacion post-translacional y/o
post-transcripciones para remover algunos aminoacidos, mas especificamente 38 aminoacidos. Por lo tanto, el
polipéptido que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 podria considerarse en algunas circunstancias (es
decir, en algunas células huésped) como un pro-péptido, que se procesa en un péptido maduro mediante
modificacion post-translacional y/o post-transcripcional. Las modificaciones precisas, p.ej., los sitios de escision,
respecto de la modificacion post-translacional y/o post- transcripcional pueden variar ligeramente dependiente de las
especies huésped. En algunas especies huésped, puede no haber modificacion post-translacional y/o
post-transcripcional, por lo tanto el pro-péptido seria equivalente al péptido maduro (es decir, un polipéptido que tiene
actividad lipido aciltransferasa). Sin estar limitados por la teoria, los sitios de escision pueden cambiar por unos pocos
residuos (p.ej., 1, 2, o 3 residuos) en cualquier direccion en comparacion con el sitio de escision mostrado por
referencia a SEQ ID No. 68 en comparacion con SEQ ID No. 16. En otras palabras, mas que escision en la posicion
235-ATR a la posicion 273 (RRSAS) por ejemplo, la escisién puede comenzar en el residuo 232, 233, 234, 235, 236,
237 0 238, por ejemplo. Asimismo o alternativamente, la escision puede finalizar en el residuo 270, 271, 272, 273, 274,
275 o 276 por ejemplo. Asimismo o alternativamente, la escision puede resultar en la remocién de aproximadamente
38 aminoacidos, en algunas realizaciones, la escision puede resultar en la remocion de entre 30 y 45 residuos, como
por ejemplo 34 a 42 residuos, como por ejemplo de 36 a 40 residuos, preferentemente 38 residuos.

En algunas realizaciones, para establecer homologia con la estructura primaria, la secuencia de aminoacido de una
lipido aciltransferasa se compara directamente con la enzima lipido aciltransferasa que se muestra en la presente
como secuencia primaria SEQ ID No. 16 o 68, y particularmente con un conjunto de residuos conocidos por no variar
en todas o casi todas las lipido aciltransferasas para las cuales se conocen las secuencias. Después de alinear los
residuos conservados, permitiendo inserciones y eliminaciones necesarias para mantener alineacion (es decir, evitar
la eliminacion de residuos conservados a través de eliminacion e insercion arbitrarias), se definen los residuos
equivalentes a aminoacidos particulares en la secuencia primaria de SEQ ID No. 16 o 68. En las realizaciones
preferidas, la alineacién de los residuos conservados conserva el 100% de dichos residuos. Sin embargo, la
alineacion de mas de un 75% o de tan poco como un 60% de los residuos conservados también es adecuada para
definir residuos equivalentes. En realizaciones preferidas, se mantiene la conservacion de residuos de serina
catalitica e histidina. Los residuos conservados se utilizan para definir los residuos de aminoacido equivalentes
correspondientes de la lipido aciltransferasa que se muestra en SEQ ID No. 16 o 68 en otras lipido aciltransferasas,
como por ejemplo, de otras especies Aeromonas, asi como también otros organismos.

Para alinear una lipido aciltransferasa progenitora con SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68 (la secuencia de referencia),
se puede utilizar la alineacion de secuencia como la alineacion de pares
(http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/index.html). Por lo tanto, se pueden determinar y modificar los aminoacidos
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equivalentes en polipéptidos aciltransferasa progenitores alternativos, que corresponden a uno o mas de los
aminoacidos definidos con referencia a SEQ ID No. 68 o SEQ ID No. 16. Como el entendido en la técnica entender3,
cuando se utiliza la alineacién de pares grabado, las configuraciones estandar suelen ser suficientes. Se pueden
identificar residuos correspondientes utilizando una «aguja» para hacer una alineacion que cubra toda la longitud de
las dos secuencias. Sin embargo, también es posible encontrar la mejor regioén de similitud entre dos secuencias,
utilizando «aguan.

Alternativamente, particularmente en instancias donde la lipido aciltransferasa progenitora comparte una homologia
de secuencia principal baja con SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68, los aminoacidos correspondientes en la lipido
aciltransferasa alternativa, que corresponden a uno o mas de los aminoacidos definidos con referencia a SEQ ID No.
16 o SEQ ID No. 68, pueden determinarse mediante alineacion estructural al modelo estructural de SEQ ID No. 68 o
SEQ ID No. 16, preferentemente SEQ ID No. 68.

Por lo tanto, los residuos equivalentes se pueden definir determinando una homologia al nivel de la estructura
terciaria para una lipido aciltransferasa cuya estructura terciaria ha sido determinada por cristalografia de rayos X. En
este contexto, «residuos equivalentes» se definen como aquellos para los cuales las coordenadas atémicas de dos o
mas de los atomos de cadena principal de un residuo de aminoacido particular de la lipido aciltransferasa que se
muestra en la presente como SEQ ID No. 16 0 68 (N en N, CA en CA, C en C, y O en O) se encuentran dentro de 0,13
nm y preferentemente 0,1 nm después de la alineacion. La alineacion se logra después de la orientacion y
posicionamiento del mejor modelo para generar la superposicion maxima de las coordenadas atdmicas de los atomos
de proteina no hidrogenos de la lipido aciltransferasa en cuestién y la lipido aciliransferasa que se muestra en la
presente como SEQ ID No. 16 o 68. Como se conoce en la técnica, el mejor modelo es el modelo cristalografico que
da lugar al factor R mas bajo para los datos de difraccion experimental a la mayor resolucion disponible. Los
residuos equivalentes que son funcional y/o estructuralmente analogos a un residuo especifico de la lipido
aciltransferasa como se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 o 68 se definen como aquellos aminoacidos de
la lipido aciltransferasa que adoptan, preferentemente, una conformacion tal que alteran, modifican o modulan la
estructura proteica para ejecutar cambios en la especificacion del sustrato, p.ej., vinculacién y/o catalisis del sustrato
en una forma definida y atribuida a un residuo especifico de la lipido aciltransferasa que se muestra en la presente
como SEQ ID No. 16 o0 68. Ademas, son aquellos residuos de la lipido aciltransferasa (en casos donde se ha obtenido
una estructura terciaria mediante cristalografia de rayos x), que ocupan una posicién analoga en la medida que,
aunque los atomos de cadena principal del residuo determinado pueden no satisfacer los criterios de equivalencia
sobre la base de ocupar una posicién homoéloga, las coordenadas atémicas de al menos dos de los atomos de
cadena lateral del residuo recaen en 0,13 nm de los atomos de cadena lateral correspondientes de la lipido
aciltransferasa que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 o 68.

Las coordenadas de la estructura tridimensional de la lipido aciltransferasa que se muestra en la presente como SEQ
ID No. 68 (que es una lipido aciltransferasa Aeromonas salmonicida que comprende una mutacion N80D) se
describen en PCT/IB2009/054535 y encuentran uso en determinar residuos equivalentes en el nivel de la estructura
terciaria.

Hay una gran insercion en la aciltransferasa de Aeromonas salmonicida entre la ultima hebra beta y el motivo
ASP-X-X_HIS cuando se compara con tioesterasa E. coli estructuralmente similar. Esta insercion crea una gran
cavidad (en adelante, denominada «cueva» que une la cadena alifatica del intermedio de la enzima acilo. Modular la
secuencia y el tamafio de esta region deriva en una «cueva» o cavidad mas grande o mas pequefa para la cadena
alifatica del intermedio de la enzima acilo, es decir, la cadena acilo que se transfiere mediante la enzima. Por lo tanto,
las enzimas de esta familia pueden estar disefiadas para transferir, preferiblemente, las cadenas acilo de diferentes
longitudes.

Se encuentran cuatro inserciones en la lipido aciltransferasa Aeromonas salmonicida en relacién con la tioesterasa E.
coli (entrada PDB 11VN) que unen elementos estructurales secundarios comunes a ambas estructuras.

Las coordenadas de aminoacidos de estas inserciones en la lipido aciltransferasa que se muestran como SEQ ID No.
68 se enumeran en la siguiente Tabla:

Tabla: Inserciones en la lipido aciltransferasa

Insercion Residuos
Insercion 1 22-36
Insercion 2 74-88
Insercion 3 162-168
Insercion 4 213-281

Como se describe en detalle en PCT/IB2009/054535 en la lipido aciltransferasa, existe una gran superficie a la que el
sustrato se puede unir que se puede dividir en dos areas que se separan por Ser 16 y His 291, donde Ser 16 y His
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291 junto con Asp288 forman la triada catalitica caracteristica Estas dos areas se pueden caracterizar como canal
profundo o «quebrada» - en adelante denominadas «quebrada» - lo que deriva en una cavidad cerrada o «cueva»
que pasa a través de la molécula.

Los residuos que forman la quebrada se enumeran en la siguiente Tabla:

Tabla: Residuos de QUEBRADA,;

Insercion 1 M23, M27, Y30, L31
Segmento 1 F42, G67, G68

Insercién 2 D80, P81, K82, Q84, V85, 186
Segmento 2a Y117, A119, Y120

Insercion 4 G229, Y230, V231

Los residuos que forman la cueva se enumeran en la siguiente Tabla.

Tabla: Residuos de CUEVA;

Segmento 1 D15, S16, L18

Segmento 2 W111, A114, L115, L118

Segmento 3 P156, D157, L158, Q160, N161
Segmento 4 F206, A207, E208, M209, L210
Segmento 5 M285, F286, V290, H291, P292 V295

Los segmentos 3 y 4 anteceden las inserciones 3 y 4 respectivamente y el segmento 5 sigue inmediatamente la
insercion 4. Las inserciones 4 y 5 también contribuyen con el mayor acercamiento que deriva en la cueva, por lo tanto
la cueva es diferente de la quebrada en que las inserciones 1 y 2 forman el revestimiento de la quebrada, mientras
que las inserciones 3 y 4 forman la estructura superpuesta. Las inserciones 3 y 4 cubren la cueva.

En una realizacion la lipido aciltransferasa para uso en la presente invencién se puede alterar modificando los
residuos de aminoacido en uno o mas de la quebrada, la cueva, la insercion 1, la insercién 2, la inserciéon 3 o la
insercion 4.

En una realizacion la lipido aciltransferasa para uso en la presente invencién se puede alterar modificando los
residuos de aminoacido en uno o mas de la quebrada, la insercién 1 o la insercion 2.

En una realizacién, las dimensiones de la cavidad vinculante de la cadena acilo de una lipido aciltransferasa se
pueden alterar cambiando los residuos de aminoacido para formar la cueva mas grande. Esto se puede lograr
modulando el tamafio de las regiones que unen las caracteristicas comunes de la estructura secundaria
anteriormente descrita. En particular, el tamafio de la cueva se puede alterar cambiando los aminoacidos en la region
entre la ultima hebra beta (quinta) de la enzima y el motivo Asp-X-X-His que forma parte de la triada catalitica.

El segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato de una lipido aciltransferasa es una
region de aminoacidos contiguos que recae entre la cepa 35 8 de la enzima y el residuo Asp de la triada catalitica de
dicha enzima (el residuo Asp es parte del motivo Asp-Xaa-Xaa-His).

Las estructuras terciarias de la lipido aciltransferasa Aeromonas salmonicida t la tioesterasa E. coli (depositadas
como base de datos Genbank de NCB con en ndmero de ingreso 1IVN_A; GID:33357066) cada una de las cuales
muestra una estructura alfa/beta/alfa de tres capas, donde las laminas beta estan compuestas de cinco hebras
paralelas, permiten que se determinen los segmentos que determinan la especificidad de la longitud de cadena del
sustrato de cada una de las enzimas lipido aciltransferasa.

El segmento que determina la especificidad de longitud de cadena del sustrato de la lipido aciltransferasa Aeromonas
salmonicida recae inmediatamente en N-terminal en el residuo Asp de la triada catalitica de la enzima. Sin embargo,
la longitud del segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato puede variar de
conformidad con la distancia entre el residuo Asp y la hebra 5 B de la enzima. Por ejemplo, los segmentos que
determinan la especificidad de longitud de cadena del sustrato de la lipido aciltransferasa son aproximadamente 13
amino, 19 aminoacidos y aproximadamente 70 aminoacidos en longitud respectivamente. Como tales, dependiendo
de la lipido aciltransferasa, un segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato puede
oscilar entre 10 y 70 aminoacidos en longitud, p.ej., entre 10 y 30 aminoacidos en longitud, 30 a 50 aminoacidos en
longitud, o 50 a 70 aminoacidos.
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La siguiente tabla brinda una secuencia ejemplar para el segmento que determina la especificidad de longitud de
cadena del sustrato de la enzima lipido aciltransferasa.

Lipido aciltransferasa A. salmonicida (GCAT)
AEMLRDPONFGLSDVENPCYDGGYWVWKEPFATRSY SEQ ID No. 124
STDROLSASPOERLAIAGHPLLAGAVASPMARRSA,

SPLNCEGKMF

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacido de un segmento que determina la especificidad de longitud de
cadena del sustrato puede ser una secuencia de aminoacido de una enzima silvestre o no. En algunas realizaciones,
el segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato puede tener una secuencia de
aminoacido que es al menos un 70%, p.ej., al menos un 80%, al menos un 90%, o al menos un 95% idéntica al
segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato de una lipido aciltransferasa silvestre.

Adecuadamente, se puede preparar una variante de enzima utilizando una mutagénesis dirigida al sitio.

Las modificaciones preferidas se ubican en una o mas de las siguientes posiciones L031, 1086, M027, V085, A119,
Y120, W122, E201, F235, W232, A236, y/o Q245.

En particular, las modificaciones clave incluyen una o mas de las siguientes modificaciones: L31Q, H, N, T, F, Yo C
(preferentemente, L31 Q); M27R, G, H, K, Y, D, N, V, C, Q, L, E, S o F (preferentemente, M27V); V85H, R, D o E;
I86R,Y, S, V, I, A, T, M, F, C o L (preferentemente, 186S o A); A119T o |; Y120K o E; W122S, L o A (preferentemente,
W122L); E201R; Q245S; F235A o V; W232G 0 S; y/o A236G o E.

En una realizacién cuando se produce al menos una modificacién en la quebrada, las modificaciones se producen en
una o mas de las siguientes posiciones: 31, 27, 85, 86, 119, 120.

En particular, las modificaciones clave en la quebrada incluyen una o mas de las siguientes modificaciones: L31Q, H,
N, T, F, Y o C (preferentemente, L31 Q); M27R, G, H, K, Y, D, N, V, C, Q, L, E, S o F (preferentemente, M27V); V85H,
R, Do E; I86R)Y, S, V, I, A, T, M, F, C o L (preferentemente, 186S o A); A119T o |; Y120K o E, que pueden estar en
combinacion con la otra y/o en combinacion con otra modificacion.

En una realizacion, preferentemente cuando la modificacién se realiza en el sitio de insercién 1, las modificaciones se
producen en una o mas posiciones 31 y/o 27. Adecuadamente, las modificaciones pueden ser L31 Q, H, N, T, F, Yo
C (preferentemente, L31 Q) y/o M27R, G, H, K, Y, D, N, V, C, Q, L, E, S o F (preferentemente, M27V).

En una realizacion, preferentemente cuando la modificacién se realiza en el sitio de insercién 2, las modificaciones se
producen en las posiciones 085, 086. Adecuadamente, las modificaciones pueden ser V85H, R, D o E y/0 I86R, Y, S,
V,LA T,M,F,ColL.

En una realizacion, preferentemente cuando la modificacién se realiza en el sitio de insercién 4, las modificaciones se
producen en la posicion 245. Adecuadamente, la modificacién puede ser Q245S.

En una realizacién, preferentemente la modificacion se produce en al menos el sitio de insercién 1.

En otra realizacion, preferentemente la modificacion se produce en al menos el sitio de insercién 1 en combinacion
con otra modificacién en el sitio de insercion 2 y/o 4 y/o en una o mas de las siguientes posiciones 119, 120, 122, 201,
77,130, 82, 120, 207, 167, 227, 215, 230, 289.

En otra realizacion, preferentemente la modificacion se produce en al menos la regién de quebrada en combinacion
con otra modificacion en el sitio de insercion o 4 y/o en una o mas de las siguientes posiciones 122, 201, 77, 130, 82,
120, 207, 167, 227, 215, 230, 289.

A continuacién, se brindan las modificaciones preferidas para un sitio particular:
R130R,V,Q,H,A,D,L,,K,N,C,Y,G,S,F, To M;

K82R, N, H,S,L,E, T, Mo G;

G121S,R,G,E,K,D, N, V,Qo0A;

Y74Y o W;

Y83 Fo P;

I77T, M,H,Q, S,C, A E,L,Y,F,RoV,;
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A207E;

Q167T,H,1,G, Lo M;

D227L,C,S,E,F, V,|,T,Y,P,G,R,D,Ho A;
N215G;

Y230A,G,V,R, I, T,S,N,H,E,D,Q,K; 0
N289P.

En combinacién con una o mas modificaciones en las posiciones 31, 27, 85, 86, 119, 120, 122, 201, 245, 235, 232,
y/o 236 (por ejemplo, la modificacion puede ser una o mas de las siguientes: L31Q, H, N, T, F, Y o C (preferentemente,
L31Q); M27R,G,H,K,Y,D,N,V, C, Q, L, E, S o F (preferentemente, M27V); V85H, R, Do E; I86R,Y, S, V, |, A, T, M,
F, C o L (preferentemente, 186S o A); A119T o I; Y120K o E; W122S, L o A (preferentemente, W122L); E201 R;
Q245S; F235A o V; W232G o S; y/o A236G o E) adecuadamente, la variante de lipido aciltransferasa puede
modificarse adicionalmente en una o mas de las siguientes posiciones 130, 82, 121, 74, 83, 77, 207, 167, 227, 215,
230, 289 (por ejemplo, la modificacién adicional puede ser una o mas de las siguientes: R130R, V, Q, H, A, D, L, |, K
N,C,Y,G,S,F, ToM;K82R,N,H,S,L,E, T, Mo G; G121S,R,G,E,K,D, N, V,Qo0A; Y74Y o W; Y83 F o P; I77T,
M, H, QS C,AELY,F RoV; A207E; Q167T,H, |, G,L o M; D227L,C, S,E,F,V,|, T, Y, P, G, R, D, Ho A;
N215G; Y230A, G, V, R, I, T, S, N, H, E, D, Q, K; y/0289P), preferentemente, la variante de lipido aciltransferasa
puede modificarse adicionalmente en al menos una o mas de las siguientes posiciones: 130, 82, 77 o 227.

Para evitar dudas, la cadena principal de la lipido aciltransferasa cuando se alinea (en una base primaria o terciaria)
con la enzima lipido aciltransferasa que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16, tiene, preferentemente D en
posicion 80. Por lo tanto, hemos demostrado en muchas de las combinaciones descritas en la presente N80OD como
una modificacion. Si no se menciona N80D como una modificacion adecuada y la cadena progenitora no comprende
D en posiciéon 80, entonces se deberia incorporar una modificacion adicional de N80D en la variante de lipido
aciltransferasa para garantizar que la variante comprenda D en la posicion 80.

Cuando la cadena principal o lipido aciltransferasa progenitora ya contiene la modificacion N80D, las otras
modificaciones se pueden expresar sin hacer referencia a la modificaciéon N80D, es decir, L31Q, N80D, W122L se
pueden expresar como L31Q, W122L por ejemplo.

Sin embargo, es importante nota que la modificacion N80D es una modificacion preferida y una enzima de cadena
principal o progenitora se utiliza, preferentemente, y ya posee un aminoacido D en posicion 80. Si, sin embargo, se
utiliza una cadena principal que no contiene un aminoacido D en posicién (como por ejemplo, una o mas lipido
aciltransferasas que se muestran en la presente como SEQ ID No. 1, 3, 4, 15, 34, 0 35), entonces se incluye,
preferentemente, una modificacién adicional de N80D.

Adecuadamente, la sustitucion en posicion 31 identificada por alineacion de la secuencia progenitora con SEQ ID No.
68 o SEQ ID No. 16 puede ser una sustitucion de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste de:
Q, H, Y y F, preferentemente Q.

Adecuadamente, la variante de polipéptido comprende una o mas modificaciones en una o mas posiciones de residuo
de aminoacido: 27, 77, 80, 82, 85, 85, 86, 121, 122, 130, 167, 207, 227, 230 y 289, cuya posicion se identifica por
alineacion de la secuencia progenitora con SEQ ID No. 68. Adecuadamente, al menos una de una o mas de otras

modificaciones puede estar en una posicion de residuo de aminoacido: 86, 122 o 130, cuya posicion se identifica por
alineacion de la secuencia progenitora con SEQ ID No. 68.

Adecuadamente, la variante de lipido aciltransferasa comprende una o mas de las siguientes sustituciones: 186 (A, C,
F,LLM,S, T,V,R, loY);W122 (S, A,F,W,C,H,L, M,R0oY); R130A,C,D,G, H, I, K, L, M,N,Q, T, V,R, FoY); 0
cualquier modificacién de estas.

La variante de lipido aciltransferasa puede comprender una de las siguientes combinaciones de modificaciones
(donde la cadena progenitora ya comprende aminoacido D en posicion 80, la modificacion se puede expresar sin
referencia a N80D);

L31Q, N80D, 186S, W122F
L31Q, N80D, W122L

L31 Q, N80D, 186V, W122L
L31Q, N80D, 1861, W122L
L31Q, N80D, 186S, R130R
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L31Q, N80D, K82R, I86A

L31Q, N80D, 186S, W122W

L31Q, N80D, 186S, W122Y

M27V, L31Q, N8OD

L31Q, N80D, 186A, W122L

L31Q, N80D, W122L

L31Q, N80D, 186S, G121S

L31Q, N80D, 186S

L31Q, N80D, K82R, 186S

L31Q, N80D, 186S, W122L, R130Y
L31Q, N80D, 186S, W122L, R130V
L31Q, N80D, 186S

L31Q, N8OD, I186T, W122L

L31Q, N80D, 186S, W122L

L31Q, N80D, W122L, R130Q
L31Q, N80D, 186S, W122L, R130R
L31Q, N80D, 186S

L31Q, N80D, G121R

L31Q, N8OD, I86A

M27C, L31Q, N80D

M27Q, L31Q, N8OD

L31Q, N80D, G121S

L31Q, N80D, 186S, W122R

L31Q, N80D, R130Q

L31Q, N80D, 186S, W122H

L31Q, N80D, 186M, W122L

L31Q, N80D, R130N

L31Q, N80D, 186S, W122L

L31Q, N80D, K82N

L31Q, N80D, 186S, W122M

L31Q, N80OD, W122L

L31Q, N80D, K82H

L31Q, N80D, R130H

L31Q, N80D, R130A

L31Q, N80D, G121S

L31Q, N80D, 186S, W122L, R130D
L31Q, N8OD, 186M
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L31Q, Y74Y, N80D

L31Q, N80D, R130L

L31Q, N80D, Y83F

L31Q, N80D, K82S

L31Q, I77T, N8OD

L31Q, N80D, 186S, W122L, R130I
L31Q, N80D, 186S, W122L
L31Q, N80D, I86F, W122L
M27N, L31Q, N80D

L31Q, N80D, Y83P

L31Q, N80D, R130K

L31Q, N80D, K82R, 186S, W122L
L31Q, N80D, K82L

L31Q, N80D, 186S, G121G
L31Q, N80D, 186A, R130Q
M27H, L31Q, N80D

L31Q. N80D, W122L, A207E
L31Q, N80D, W122L, R130L
L31Q, N80D, K82E

L31Q, N80D, G121E

L31Q, N80D, W122L, R130R
L31Q, I77M, N80D

L31Q, N80D, K82T

L31Q, N80D, W122L

L31Q, N80D, W122H

L31Q, N80D, Q167T

L31Q, I77H, N80D

L31Q, N80D, G121K

L31Q, I77Q, N80D

L31Q, N80D, W122L, R130N
L31Q, N80OD, W122L

L31 Q, N80D, G121D

L31Q, N80D, R130T

L31Q, N80D, R130T

L31Q, N80D, K82M

L31Q, N80D, Q167H

L31Q, N80D, 186T
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L31Q, N80D, Q1671

L31Q, N80D, 186C

L31Q, N80D, Q167G
M27L, L31Q, N8OD

L31Q, N80D, 186S, G121R
L31Q, I77S, N80D

L31Q, I77C, N80D

L31Q, N80D, G121N

L31Q, I77A, N80OD

L31Q, N80D, R130M
L31Q, N80D, W122F
M27G, L31Q, N8OD

L31Q, N80D, K82G

L31Q, N80D, 186S, W122L, R130K
L31Q, N80D, R130A

L31Q, N80D, 186l

L31Q, I77E, N80D

L31Q, N80D, D227L

L31Q, N80D, V85H, N215G
L31Q, N80D, 186A, W122L, R130N
L31Q, I77R, N80D

L31Q, N80D, 186F

L31Q, N80D, 186Y, W122L
M27K, L31Q, N8OD

L31Q, N80D, D227C

L31Q, N80D, R130L

L31Q, N80D, 186C, W122L
L31Q, N80D, Q167L

L31Q, N80D, V85H

L31Q, N80D, Q167M
M27D, L31Q, N80D

L31Q, N80D, 186L

L31 Q, N80D, Y230A

L31 Q, N80D, W122R
L31Q, N80D, Y230G

L31Q, N80D, D227S

L31Q, N80D, W122L, A207E, N289P
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L31 Q, N80D, W122Y

L31Q, N80D, 186L, W122L

L31Q, N80D, K82R, 186S, G121S, R130Q
L31Q, Y74W, N80D

L31Q, N80D, R130F

L31Q, N80D, G121V

L31Q, N80D, W122L, R130M
L31Q, N80D, R130V

L31Q, N80D, Y230V

L31Q, N80D, N215G

L31Q, N80D, 186S, W122L, R130N
L31Q, N80D, Y230R

M27E, L31Q, N8OD

L31Q, N80D, Y230l

L31Q, N80D, 186S, W122L, R130S
L31Q, N80D, K82R

L31Q, N80D, D227E

L31Q, N80D, K82R, I86A, G121S
L31Q, N80D, R130G

L31Q, 177V, N80D

L31Q, N80D, G121G

L31Q, N80D, Y230T

L31Q, N80D, K82R, 186S, R130N
L31Q, N80D, D227F

L31Q, N80D, 186A, G121R
L31Q, N80D, 186S, R130N

L31Q, N80D, W122C

L31Q, N80D, Y230S

L31Q, N80D, R130Y

L31Q, N80D, R130C

L31Q, I77L, N80D

A119T, N80D

A199A, N80D

G67A, N80D, V85H

donde dichas posiciones se identifican por alineacion de la secuencia progenitora con SEQ ID No. 68, o SEQ ID No.

16.

Adecuadamente, la variante de lipido aciltransferasa puede ser idéntica a la lipido aciltransferasa progenitora excepto
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por una modificacién en la posicion 31 y, opcionalmente, una o mas modificaciones en una o mas de las posiciones
de residuo de aminoacido: 27, 77, 80, 82, 85, 85, 86, 121, 122, 130, 167, 207, 227, 230 y 289, cuya posicion se
identifica por alineacion de la secuencia progenitora con SEQ ID No. 68, o SEQ ID No. 16.

Adecuadamente, la variante de lipido aciltransferasa puede ser idéntica a la lipido aciltransferasa progenitora excepto
por una maodificacién en la posicion 31 y, opcionalmente, una o mas modificaciones en una o mas de las posiciones
de residuo de aminoacido: 86, 122 o 130, cuya posicion se identifica por alineacion de la secuencia progenitora con
SEQ ID No. 68 o SEQ ID No. 16.

En una realizacion, donde la secuencia progenitora es SEQ ID No. 16 o SEQ ID. No. 60, o donde la secuencia
progenitora se codifica mediante SEQ ID No. 49 o SEQ ID No. 120, la variante de polipéptido tiene una de las
modificaciones como se detallé anteriormente, excepto por una modificacién en la posicién 80. En este sentido, SEQ
ID No. 16, SEQ ID No. 68 o un polipéptido codificado por SEQ ID No. 49 o SEQ ID No. 120 ya tendra acido aspartico
en la posicion 80, cuando dichas posiciones se identifican por alineacion de la secuencia progenitora con SEQ 1D No.
16.

Adecuadamente, la variante de lipido aciltransferasa o la variante de lipido aciltransferasa obtenible mediante un
procedimiento de conformidad con la presente invencién podra tener una identidad de al menos un 75% con la lipido
aciltransferasa progenitora, adecuadamente, la variante de lipido aciltransferasa podra tener una identidad de al
menos un 75% o al menos un 80% o al menos un 85% o al menos un 90% o al menos un 95% o al menos un 98%
respecto de la lipido aciltransferasa progenitora.

La presente invencion se relaciona también con una variante de polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa,
donde la variante comprende una modificacion en al menos la posicién 31 en comparacién con una lipido
aciltransferasa, donde la posicion 31 se identifica por alineacién con SEQ ID No. 68 o SEQ ID No. 16.

En una realizacion, la variante de lipido aciltransferasa tiene, preferentemente, las siguientes modificaciones y/o las
siguientes modificaciones se realizan en el procedimiento de la presente invencion:

«L31Q, N80D, W122L (que se pueden expresar como L31Q, W122L donde la enzima de cadena principal ya tiene D
en posicion 80);

« M27V, L31Q, N80D (que se pueden expresar como N27V, L31Q donde la enzima de cadena principal ya tiene D en
posicion 80);

«L31Q, N80D, K82R, I86A (que se pueden expresar como L31Q, K82R, I86A donde la enzima de cadena principal ya
tiene D en posicion 80); y/o

«1.31Q, N80D, 186S, W122F (que se pueden expresar como L31Q, 186S, W122F donde la enzima de cadena principal
ya tiene D en posicion 80).

Propiedades mejoradas

La variante de lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion tiene al menos una propiedad mejorada en
comparacion con una lipido aciltransferasa progenitora (es decir, de cadena principal) o no modificada.

El término «propiedad mejorada» como se utiliza en la presente puede incluir a) una especificidad de sustrato
alterada de la lipido aciltransferasa, por ejemplo, y a modo de ejemplo Unicamente i) una capacidad alterada de las
enzimas para utilizar algunos compuestos como aceptadores, por ejemplo, una capacidad mejorada para utilizar un
carbohidrato como una molécula aceptadora mejorando asi la capacidad de las enzimas para producir un éster de
carbohidrato) o ii) una capacidad de alteracion para utilizar acidos grasos saturados o insaturados como un sustrato o
i) una especificidad cambiada de forma tal que la variante de lipido aciltransferasa utiliza preferentemente el acido
graso de la posicion Sn1 o Sn2 de un sustrato lipidico o iv) una especificidad de longitud de cadena del sustrato
alterada de la variante de enzima; b) cinéticas alteradas de la enzima; y/o c) menor capacidad de la variante de lipido
aciltransferasa para realizar una reaccion de hidrdlisis a la vez que mantiene o mejora la capacidad de la enzima para
llevar a cabo la reaccion aciltransferasa.

Otras propiedades mejoradas pueden incluir, por ejemplo, aquellas relacionadas con mejoras y/o cambios en el pH
y/o en la estabilidad de la temperatura, y/o estabilidad del detergente y/o estabilidad oxidativa. Es mas, se contempla
que las enzimas que tienen varios grados de estabilidad en una o mas de estas caracteristicas (pH, temperatura,
estabilidad proteolitica, estabilidad de detergente, y/o estabilidad oxidativa) se pueden preparar de conformidad con
la presente invencion.

La caracterizacion de las proteinas naturales (p.gj., lipido aciltransferasa progenitora) y mutantes (p.ej., variantes de
lipido aciltransferasa) se logra mediante cualquier via adecuada y se basa preferentemente en la evaluacion de las
propiedades de interés.

En algunas realizaciones, la variante de enzima de la presente invencion, cuando se compara con la enzima
progenitora, puede tener mayor actividad transferasa y a la vez la misma actividad hidrolitica o una actividad
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hidrolitica menor. En otras palabras, la variante de enzima puede tener una actividad transferasa mas alta que la
actividad hidrolitica (p.ej., actividad transferasa: actividad hidrolitica) en comparacion con la enzima progenitora.
Adecuadamente, la variante de enzima puede transferir, preferentemente, un grupo acilo de un lipido (que incluye
fosfolipido, galactolipido, o triacilglicerol) a un aceptador acilo en lugar de simplemente hidrolizar el lipido.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa para uso en la invencién puede ser una variante con actividad enzimatica
mejorada en lipidos polares, preferentemente fosfolipidos y/o glucolipidos, cuando se compara con la enzima
progenitora. Preferentemente, dichas variantes también tienen actividad baja o nula en los lipidos liso-polares. La
actividad mejorada en los lipidos polares, preferentemente, los fosfolipidos y/o glucolipidos, puede ser el resultado de
hidrdlisis y/o actividad transferasa o una combinacion de ambos. Preferentemente, la actividad mejorada en los
lipidos polares en el resultado de la actividad transferasa.

Las variantes de lipido aciltransferasas para uso en la invencion pueden tener menor actividad en triglicéridos, y/o
monoglicéridos y/o diglicéridos en comparacion con la enzima progenitora.

Adecuadamente, la variante de enzima puede no tener actividad en triglicéridos y/o monoglicéridos y/o diglicéridos.
Definicion de conjuntos
Conjunto de aminoacido 1:

Conjunto de aminoacido 1 (nétese que estos son aminoacidos en 1IVN - Figura 53 y Figura 54) Gly8, Asp9, Ser10,
Leu11, Ser12, Tyr15, Gly44, Asp45, Thrd6, Glu69, Leu70, Gly71, Gly72, Asn73, Asp74, Gly75, Leu76, GIn106, lle107,
Arg108, Leu109, Pro110, Tyr113, Phe121, Phe139, Phe140, Met141, Tyr145, Met151, Asp154, His157, Gly155,
lle156, Pro158

Los motivos altamente conservados como GDSx y residuos cataliticos, se eliminaron del conjunto 1 (residuos
subrayados). Para evitar dudas, el conjunto 1 define los residuos de aminoacido en 10A del 4&tomo de carbono central
de un glicerol en el sitio activo del modelo 11VN.

Conjunto de aminoacido 2:

Conjunto de aminoacido 2 (nétese que la numeracion de los aminoacidos hace referencia a los aminoacidos en la
secuencia madura P10480)

Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156,
Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, GIn167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172,
Tyr179, His180, Asn181, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, GIn289 y Val290.

Los residuos seleccionados en el Conjunto 1 en comparacion con el Conjunto 2 se muestran en la Tabla 1.

Modelo IVN P10480
IVN Homologo de A.hid. Residuo de secuencia madura
PFAM Estructura Numero

Gly8 Gly32

Asp9 Asp33

Ser10 Ser34

Leut1 Leu35 Leu17

Ser12 Ser36 Ser18
Lys22
Met23

Tyr15 Gly58 Gly40

Gly44 Asn98 Asn80

Asp45 Pro99 Pro81

Thr46 Lys100 Lys82
Asn87
Asn88

Glu69 Trp129 Trp111
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Modelo IVN P10480
IVN Homologo de A.hid. Residuo de secuencia madura
PFAM Estructura Numero
Leu70 Val130 Vall 12
Gly71 Gly131
Gly72 Ala132 Ala114
Asn73 Asn133
Asp74 Asp134
Gly75 Tyr135 Tyr117
Leu76 Leu136 Leu118
GIn106 Pro174 Pro156
lle107 Gly177 Gly159
Arg108 GIn178 GIn160
Leu109 Asn179 Asn161
Pro110 180 to 190 Pro162
Tyr113 Ser163
Ala164
Arg165
Ser166
GIn167
Lys168
Val169
Val170
Glu171
Ala172
Phe121 His198 Tyr197 Tyr179
His 198 His180
Asn199 Asn181
Phe139 Met227 Met209
Phe140 Leu228 Leu210
Met141 Arg229 Arg211
Tyr145 Asn233 Asn215
Lys284
Met151 Met303 Met285
Asp154 Asp306
Gly155 GIn307 GIn289
lle156 Val308 Val290
His157 His309
Pro158 Pro310

Conjunto de aminoacido 3:

El conjunto de aminoacido 3 es idéntico al conjunto 2 pero se refiere a la secuencia codificante de Aeromonas
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salmonicida (SEQ ID No. 35), es decir los nimeros de residuo de aminoacido son 18 mas en el conjunto 3 dado que
refleja la diferencia entre la numeracion de aminoacido en la proteina madura (SEQ ID No. 35) en comparacioén con la
proteina que incluye una secuencia sefial (SEQ ID No. 4).

Las proteinas maduras de Aeromonas salmonicida GDSX (SEQ ID No. 35) y Aeromonas hydrophila GDSX (SEQ ID
No. 34) difieren en cinco aminoacidos. Estos son Thr3Ser, LYS182GIn, Glu309Ala, Thr310Asn, y Gly318-, donde el
residuo salmonicida se enumera en primer lugar y el residuo hydrophila se enumera en ultimo lugar. La proteina
hydrophila solo tiene 317 aminoacidos en longitud y carece de un residuo en posicion 318. GDSX de Aeromonas
salmonicida tiene actividad considerablemente alta en los lipidos polares como sustratos galactolipidos que la
proteina Aeromonas hydrophila. El barrido de sitio se realizé en todas las cinco posiciones de aminoacido.

Conjunto de aminoacido 4:

Conjunto de aminoacido 4 es S3, Q182, E309, S310, y -318.

Conjunto de aminoacido 5:

F13S, D15N, S18G, S18V, Y30F, D116N, D116E, D157 N, Y226F, D228N Y230F.
Conjunto de aminoacido 6:

El conjunto de aminoacido 6 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111,
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, GIn167,
Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, GIn182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215,
Lys284, Met285, GIn289, Val290, Glu309, Ser310, -318.

La numeracion de los aminoacidos en el conjunto 6 se refiere a los residuos de aminoacidos en P10480 (SEQ ID No.
3) - los aminoacidos correspondientes en otras cadenas de secuencia se pueden determinar mediante alineacion de
homologia y/o alineacién estructural con P10480 y/o 1IVN.

Conjunto de aminoacido 7:

El conjunto de aminoacido 7 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111,
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, GIn167,
Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, GIn182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215,
Lys284, Met285, GIn289, Val290, Glu309, Ser310, -318, Y30X (donde X se seleccionade A, C,D, E, G, H, |, K, L, M,
N,P,Q, R, S TV, oW) Y226X (donde X se seleccionade A, C,D, E,G, H, |, K, L, M, N,P,Q, R, S, T, V, o W),
Y230X (donde X se seleccionade A, C, D, E, G, H, |, K, L, M,N, P,Q, R, S, T, V, o W), S18X (donde X se selecciona
deA,C,D,E,F,H LKL, M,N,P,Q,R, T, WoY), D157X (donde X se seleccionade A, C,E,F,G, H, |, K, L, M, P, Q,
R, S, T,V,WoY).

La numeracion de los aminoacidos en el conjunto 7 se refiere a los residuos de aminoacidos en P10480 (SEQ ID No.
3) - los aminoacidos correspondientes en otras cadenas de secuencia se pueden determinar mediante alineacion de
homologia y/o alineacién estructural con P10480 y/o 1IVN ).

Adecuadamente, la variante de enzima comprende una o mas de las siguientes modificaciones de aminoacido en
comparacion con la enzima progenitora:

S3ELA G KMY,R PN ToG
E309Q, R o A, preferentemente Q o R
-318Y, H, So Y, preferentemente Y.

Preferentemente, X del motivo GDSX es L. Por lo tanto, preferentemente, la enzima progenitora comprende el motivo
de aminoacido GDSL.

Adecuadamente, la primera lipido aciltransferasa progenitora puede comprender una de las siguientes secuencias de
aminoacido: SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8,
SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID
No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No.
32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35.

Adecuadamente, la segunda lipido aciltransferasa relacionada puede comprender una de las siguientes secuencias
de aminoacido: SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No.
8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ
ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No.
32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35.
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La variante de enzima debe comprender al menos una modificacién de aminoacido en comparacién con la enzima
progenitora. En algunas realizaciones, la variante de enzima puede comprender al menos 2, preferentemente al
menos 3, preferentemente al menos 4, preferentemente al menos 5, preferentemente al menos 6, preferentemente al
menos 7, preferentemente al menos 8, preferentemente al menos 9, preferentemente al menos 10 modificaciones de
aminoacido en comparacion con la enzima progenitora.

Cuando se hace referencia a residuos de aminoacido especificos en la presente, la numeracién es aquella obtenida
de la alineacion de la variante de secuencia con la secuencia de referencia que se muestra como SEQ ID No. 34 o
SEQ ID No. 35.

En un aspecto, la variante de enzima preferentemente comprende una o mas de las siguientes sustituciones de
aminoacido:

S3A,C,D,E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q, R, T,V,W, 0, ylo
L17A,C,D,E,F,G H, LK, M,N,P,Q, R, S, T, V,W, 0Y; y/o
S18A,C,D,E,F, H,LK.LLM,N,P,Q, R, T,W,0Y; ylo
K22A,C,D,E,F,G,H,,LLM,N,P,Q, R, S, T,V,W, 0Y; ylo
M23A,C,D,E,F,G,H,LK,LLN,P,Q,R, S, T,V,W, 0Y;ylo
Y30A,C,D,E,G,H,LK,LLM,N,P,Q,R, S, T,V,0oW,;ylo
G40A,C,D,E,F, H,LK,LLM,N,P,Q,R, S, T,V,W, 0Y; y/o
N80OA,C,D,E,F,G,H,LK,LLM,P,Q,R, S, T,V,W, 0Y;ylo
P81A,C,D,E,F,G,H,LK,LLM,N,Q, R, S, T, V,W, 0Y; ylo
K82A,C,D,E,F,G,H,I,L M,N,P,Q, R, S, T,V,W, 0Y;ylo
N87A,C,D,E,F,G,H,LK,LLM,P,Q,R, S, T,V,W, 0Y;ylo
N88A,C,D,E,F,G,H,LK,LLM,P,Q,R, S, T,V,W, 0Y;ylo
W111A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,P,Q, R, S, T,V,W, 0Y; y/o
V112A,C,D,E,F,G,H, LK LLM,N,P,Q,R, S, T,W, 0Y; y/o
A114C,D,E,F,G,H, LK. LL M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; y/o
Y117A,C,D,E,F, G, H, LK LLM,N,P,Q,R, S, T, V, o W; y/o
L118A,C,D,E,F,G,H, LK M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
P156A,C,D,E,F,G,H, LK. LLM,N,Q,R,S, T, V,W, 0Y; ylo
D157A,C,E,F,G,H,LK,LLM,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
G159A,C,D,E,F,H, I, K,L, M,N,P,Q,R,S, T, V,W, o Y; ylo
Q160A,C,D,E,F,G,H,,K,L, M,N,P,R,S, T, V,W, o Y; ylo
N161A,C,D,E,F,G,H,LK.LLM,P,Q,R,S, T,V,Wo; ylo
P162A,C,D,E,F,G,H, LK. LLM,N,Q,R, S, T, V,W, 0Y; y/o
S163A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,P,Q,R, T, V,W, 0Y; ylo
A164C,D,E,F,G,H,LK.LL M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; y/o
R165A,C,D,E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q,S, T, V,W, 0Y; ylo
S166A,C,D,E,F, G, H, I, K, L, M,N,P,Q, R, T, V,W, 0Y; ylo
Q167A,C,D,E,F,G,H,,K,L, M,N,P,R, S, T, V,W, o Y; y/o
K168A,C,D,E,F,G,H,I,LLM,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; y/o
V169A,C,D,E,F,G,H, LK LLM,N,P,Q,R, S, T,W, 0Y; y/o
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V170A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, T,W, 0Y; ylo
E171A,C,D,F,G,H, L K, L, M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; y/lo
A172C,D,E,F,G, H, I, K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0 Y; y/o
Y179A,C,D,E,F,G,H, I, K, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, o W; y/o
H180A,C,D,E,F, G, I,K,L,M,P,Q, R, S, T, V,W, 0Y; ylo
N181A,C,D,E,F, G, H, LK, L, M,P,Q,R,S, T,V,Wo Y; y/lo
Q182A,C,D,E,F,G,H,,K,L, M,N,P,R, S, T, V, W, oY, preferentemente K; y/o
M209A,C,D,E,F,G, H,I, K,L,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
L210A,C,D,E,F,G,H,, K, M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
R211A,C,D,E,F, G, H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; y/o
N215A,C,D,E,F, G, H, LK, L, M,N,P,Q,R,S, T, V,W, 0Y; y/o
Y226A,C,D,E,G, H,I, K, L, M,N,P,Q, R, S, T, V, o W; y/o
Y230A,C,D,E,G, H,, K, L, M,N, P, Q, R, S, T, Vo W; y/lo
K284A,C,D,E,F,G, H,I,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W, 0Y; ylo
M285A,C,D,E,F,G, H,I, K,L,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
Q289A,C,D,E,F,G,H,,K,L, M,N,P,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
V290A,C,D,E,F,G,H, LK L,M,N,P,Q,R, S, T,W,0Y; ylo
E309A,C,D,F, G, H, I, K,L,M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
S310A,C,D,E,F, G, H, I, K,L, M,N,P,Q,R, T, V,W, 0o Y.

Ademas, o alternativamente a ello, puede haber una o mas extensiones C-terminal. Preferentemente, la extension
adicional C-terminal esta comprendida de uno o mas aminoacidos alifaticos, preferentemente un aminoacido no polar,
mas preferentemente de |, L, V o G. Por lo tanto, la presente invenciéon proporciona una variante de enzima que
comprende una o mas de las siguientes extensiones C-terminal: 3181, 318L, 318V, 318G.

Las variantes de enzima preferidas pueden tener menor actividad hidrolitica frente a un fosfolipido, como
fosfatidilcolina (PC), y también pueden tener una mayor actividad transferasa de un fosfolipido.

Las variantes de enzima preferidas pueden tener mayor actividad transferasa de un fosfolipido, como fosfatidilcolina
(PC), y también pueden tener una mayor actividad hidrolitica frente a un fosfolipido.

La modificacion de uno o mas de los siguientes residuos puede derivar en una variante de enzima que tiene mayor
actividad transferasa absoluta frente al fosfolipido:

S3, D157, S310, E309, Y179, N215, K22, Q289, M23, H180, M209, L210, R211, P81, V112, N80, L82, N88; N87

Las modificaciones preferidas especificas que pueden brindar una variante de enzima que tiene actividad transferasa
mejorada de un fosfolipido pueden seleccionarse de una o mas de las siguientes:

S3A,C,D,E,F,G, H,I,K,L, M,N, P, Q, R, T, V, W o Y; preferentemente N, E, K, R, A, P o M, mas preferentemente
S3A

D157A,C,E,F,G,H,,K,L, M, N, P, Q,R, S, T, V, W o Y; preferentemente D157S, R, E, N, G, T, V, Q, KorC
S310A,C,D,E,F,G,H,I,K,L,M,N,P,Q,R, T, V, W o Y; preferentemente S310T -318 E
E309A,C,D,E,F,G, H, I, K L,M,N,P,Q,R, T, V, Wo Y, preferentemente E309 R, E,L, Ro A

Y179A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N, P, Q, R, S, T, V o W; preferentemente Y179 D, T, E, R, N, V, K, Q0 S, mas
preferentemente E, R, N, V, Ko Q

N215A,C,D,E,F,G,H,,K.L,M,P,Q,R, S, T, V, Wo Y; preferentemente N215 S,L, Ro Y
K22A,C,D,E,F,G,H,I,LLM,N,P,Q,R, S, T, V,W oY, preferentemente K22 E,R, Co A
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Q289A,C,D,E,F,G,H,I,K,L, M, N, P, R, S, T, V, W o Y, preferentemente Q289 R, E, G, PorN
M23A,C,D,E,F,G,H,, K,LN,P,Q,R, S, T, V, W o Y; preferentemente M23 K, Q, L, G, TorS
H180A,C,D,E,F, G, LK, L,M, P,Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente H180 Q, Ro K

M209 A, C,D,E,F,G,H,,K,LLN,P,Q,R, S, T, V, Wo Y, preferentemente M209 Q, S, R, AN, Y,E,Vo L
L210A,C,D,E,F,G, H,, K M, N,P,Q,R, S, T, V, Wo Y; preferentemente L210 R, A, V,S, T, Wo M
R211A,C,D,E,F,G,H,,LK.L, M,N, P, Q, S, T, V, W o Y; preferentemente R211T

P81A,C,D,E,F,G,H, I, K,L,M,N,Q, R, S, T, V, W oY, preferentemente P81G

V112A,C,D,E,F,G, H, I, K,L,M,N,P,Q, R, S, T, Wo Y; preferentemente V112C
N80A,C,D,E,F,G,H,LK,LLM,P,Q R, S, T,V,WoY, preferentemente NSOR, G, N,D,P, T,E,V,A0G
L82A,C,D,E,F,G H, I, M,N,P,Q,R, S, T,V,WoY:; preferentemente L82N, So E

N88A,C,D,E,F,G H,LK,L,LM,P,Q,R, S, T, V,W oY, preferentemente N88C
N87A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,P,Q,R, S, T, V,W 0, preferentemente N87M o G

La modificacion preferida de uno o mas de los siguientes residuos deriva en una variante de enzima que tiene mayor
actividad transferasa absoluta frente al fosfolipido:

S3N,R, A G
M23K,Q,L, G, T,S
H180 R

L82G

Y179 E, R, N,V,KoQ
E309R,S,LoA

Una modificacion preferida es N80D. Este es el caso particularmente cuando se utiliza la secuencia de referencia
SEQ ID No. 35, como la cadena principal. Por lo tanto, la secuencia de referencia puede ser SEQ ID No. 16. Esta
modificacién puede ser en combinacién con una o mas de otras modificaciones. Por lo tanto, en una realizacién
preferida de la presente invencion, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno de
los procedimientos y usos de la presente invencion puede codificar una lipido aciltransferasa que comprende SEQ ID
No. 35, o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de un 75% o mas, preferentemente un 85% o mas,
mas preferentemente un 90% o mas, aun mas preferentemente un 95% o mas, aun mas preferentemente un 90% o
mas, o aun mas preferentemente un 99% o mas con SEQ ID No. 35.

Como se indicé anteriormente, cuando se hace referencia a residuos de aminoacido especificos en la presente, la
numeracién es aquella obtenida de la alineacion de la variante de secuencia con la secuencia de referencia que se
muestra como SEQ ID No. 34 o SEQ ID No. 35.

Por preferencia, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos
y usos de la presente invencion puede codificar un lipido que comprende la secuencia de aminoacido que se muestra
como SEQ ID No. 16, o una secuencia de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 68, o una secuencia de
aminoacido que tiene una identidad del 70% o mas, preferentemente del 75% o mas, preferentemente del 85% o mas,
mas preferentemente, del 90% o mas, aun mas preferentemente del 95% o mas, aun mas preferentemente del 98% o
mas, o aun mas preferentemente del 99% o mas con la SEQ ID No. 16 o la SEQ ID No. 68. Esta enzima puede
considerarse una variante de enzima.

En una realizacion preferida, la variante de enzima comprende uno de SEQ ID No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No.
123.

A los efectos de la presente invencion, el grado de identidad se basa en el nimero de elementos de secuencia que
son iguales. El grado de identidad de conformidad con la presente invencién para secuencias de aminoacido se
puede determinar adecuadamente mediante programas informaticos conocidos en la técnica como Vector NTI 10
(Invitrogen Corp.). Para la alineacidon de pares, la puntuacion utilizada es preferentemente BLOSUM62 con una
penalizacion por apertura de un hueco de 10,0 y una penalizacién por extension de un hueco de 0,1.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia de aminoacido se determina sobre al menos 20
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aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al menos 30 aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al menos
40 aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al menos 50 aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al
menos 60 aminoacidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia de aminoacido se puede determinar sobre toda la
secuencia.

Adecuadamente, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa o enzima lipido aciltransferasa para
uso en la presente invencion se puede obtener, preferentemente se obtiene, de un organismo de uno o mas de los
siguientes géneros: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus,
Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus,
Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida y
Corynebacterium.

Adecuadamente, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa o enzima lipido aciltransferasa para
uso en la presente invencion se puede obtener, preferentemente se obtiene, de un organismo de uno o mas de los
siguientes géneros: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus,
Mycobacterium, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus,
Streptomyces thermosacchari, Streptomyces avermitilis Lactobacillus helveticus, Desulfitobacterium dehalogenans,
Bacillus sp, Campylobacter jejuni, Vibrionaceae, Xylella fastidiosa, Sulfolobus solfataricus, Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus terreus, Schizosaccharomyces pombe, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis,
Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, Candida
parapsilosis, Thermobifida fusca'y Corynebacterium efficiens.

En un aspecto, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos
y/o usos de la presente invencion codifica, preferentemente una enzima lipido aciltransferasa de conformidad con la
presente invencion y se puede obtener, preferentemente se obtiene o deriva, de uno o mas de Aeromonas spp.,
Aeromonas hydrophila o Aeromonas salmonicida.

En un aspecto, la lipido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invencion es
una enzima lipido aciltransferasa que se puede obtener, preferentemente se obtiene o deriva, de uno o mas de
Aeromonas spp., Aeromonas hydrophila o Aeromonas salmonicida.

Las enzimas cuya funcién como lipido aciltransferasas de conformidad con la presente invencion se puede identificar
habitualmente utilizando el ensayo descrito en la presente, a continuacion:

Ensayo para la actividad transferasa

La actividad transferasa se mide preferentemente mediante la cantidad molar de éster de colesterol formado por la
transferencia acilo de fosfolipidos y/o lipidos en leche al colesterol en relaciéon con la cantidad de colesterol disponible
originalmente.

La leche se incuba con enzima o agua (como control) durante 30 minutos a 40°C. Los lipidos de la lecha se aislan
mediante extraccion del disolvente y los lipidos aislados se analizan mediante GLC.

Sobre el analisis GLC, la cantidad de colesterol (CHL), el éster de colesterol (CHLE) y los acidos grasos (FFA) se
calculan de la siguiente manera:

% de Transferasa = CHLE(t) - CHLE(D) % 100
CHLE(t)-CHLE(Q)+FFA(t) = FFA(Q)

donde
CHLE(O) = mol/l de éster de colesterol (control)
CHLE(t) = mol/l de éster de colesterol (tratamiento enzimatico)
FFA(O) = mol/l de acidos grasos libres (control)
FFA(t) = mol/l de acidos grasos libres (tratamiento enzimatico)

El analisis GLC se puede llevar a cabo de conformidad con el siguiente Ejemplo 5; Utilizando este ensayo, las
lipidoaciltransferasas/lipido aciltransferasa de conformidad con la presente invencidon son aquellas que tienen al
menos un 5% de actividad transferasa, preferentemente al menos un 10% de actividad transferasa, preferentemente
al menos un 15%, un 20%, un 25%, un 26%, un 28%, un 30%, un 40%, un 50%, un 60% o un 70% de actividad
transferasa.
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El término «transferasa» como se utiliza en la presente es intercambiable con el término «lipido aciltransferasay.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa como se define en la presente, cataliza una o mas de las siguientes
reacciones: interesterificacion, transesterificacion, alcohdlisis, hidrdlisis.

El término «interesterificacion» se refiere a la transferencia catalizada enzimatica de los grupos acilo entre un donador
de lipidos y un aceptador de lipidos, donde el donador de lipidos no es un grupo acilo libre.

El término «transesterificacion» como se utiliza en la presente significa la transferencia catalizada enzimatica de un
grupo acilo de un donador de lipidos (diferente del acido graso libre) a un aceptador acilo (diferente de agua).

Como se utiliza en la presente, el término «alcohdlisis» se refiere a la escisién enzimatica de un enlace covalente de
un derivado acido mediante reaccion con un alcohol ROH para que uno de los productos combine con H del alcohol y
el otro producto combine con el grupo OR del alcohol.

Como se utiliza en la presente, el término «alcohol» se refiere a un compuesto alquilo que contiene un grupo hidroxilo.

Como se utiliza en la presente, el término «hidrolisis» se refiere a la transferencia catalizada enzimatica de un grupo
acilo de un lipido al grupo OH de una molécula de agua.

El término «sin aumentar o sin aumentar sustancialmente los acidos grasos libres» como se utiliza en la presente
significa que, preferentemente, la lipido acil transferasa de conformidad con la presente invencién tiene un 100% de
actividad transferasa (es decir, transfiere un 100% de los grupos acilo de un donador acilo al aceptador acilo, sin
actividad hidrolitica); sin embargo, la enzima puede transferir menos de un 100% de los grupos acilo presentes en el
donador acilo de lipidos al aceptador acilo. En cuyo caso, la actividad aciltransferasa representa, preferentemente, al
menos un 5%, mas preferentemente al menos un 10%, mas preferentemente al menos un 20%, mas preferentemente
al menos un 30%, mas preferentemente al menos un 40%, mas preferentemente al menos un 50%, mas
preferentemente al menos un 60%, mas preferentemente al menos un 70%, mas preferentemente al menos un 80%,
mas preferentemente al menos un 90%, y mas preferentemente al menos un 98% de la actividad enzimatica total.
El % de actividad transferasa (es decir, la actividad transferasa como un porcentaje de la actividad enzimatica total)
se puede determinar mediante el siguiente «Ensayo de actividad transferasa» que se describe a continuacion.

En algunos aspectos de la presente invencion, el término «sin aumento sustancial de los acidos grasos libres» como
se utiliza en la presente significa que la cantidad de acido graso libre en un aceite comestible tratado con una lipido
aciltransferasa de conformidad con la presente invencion, es menor que la cantidad de acido graso libre producido en
el aceite comestible cuando se ha utilizado una enzima distinta de una lipido aciltransferasa de conformidad con la
presente invencion, como por ejemplo, en comparacion con la cantidad de acido graso libre producido cuando se ha
utilizado una enzima fosfolipasa convencional, por ejemplo, Lecitasa Ultra™ (Novozymes A/S, Dinamarca).

La enzima de conformidad con la presente invencion se puede utilizar con una o mas de otras enzimas de grado
alimenticio adecuadas. Por lo tanto, dentro del alcance de la invencion, ademas de la enzima de la invencién, se
agrega otra al menos otra enzima al alimento. Dichas otras enzimas incluyen enzimas degradadoras de almidon
como endo- o exoamilasas, pululanasas, enzimas desramificadoras, hemicelulasas que incluyen xilanasas, celulasas,
oxidoreducatasas, por ejemplo, peroxidasas, fenol oxidasas, glucosa oxidasa, piranosa oxidasa, sulfhidril oxidasa, o
una carbohidrato oxidasa como una que oxida maltosa, por ejemplo, hexosa oxidasa (HOX), lipasas, fosfolipasas,
glucolipasas, galactolipasas y proteasas.

En una realizacion, la enzima puede ser Dairy HOX™ |a cual actia como un eliminador de oxigeno para prolongar la
vida util del queso a la vez que realiza control de tostado en hornos para pizza. Por lo tanto, en un aspecto, la
presente invencién se relaciona con el uso de una enzima capaz de reducir la reacciéon de Maillard en un alimento
(ver WO 02/39828), como un producto lacteo, por ejemplo queso, donde la enzima es, preferentemente, una enzima
oxidante de maltosa como por ejemplo, carbohidrato oxidasa, glucosa oxidasa y/o hexosa oxidasa, en el proceso de
preparar un material alimenticio y/o un alimento de conformidad con la presente invencion.

En una realizacioén preferida, la lipido aciltransferasa se utiliza en combinacién con una lipasa que tiene una o mas de
las siguientes actividades lipasa: actividad glucolipasa (E.C. 3.1.1.26, actividad triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3),
actividad fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4), o actividad fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32). Adecuadamente, las enzimas
lipoliticas son bien conocidas en la técnica e incluyen, a modo de ejemplo, las siguientes enzimas lipoliticas:
LIPOPAN® F, LIPOPAN® XTRA y/o LECITASE® ULTRA (Novozymes A/S, Dinamarca), fosfolipasa A2 (por ejemplo,
fosfolipasa A2 de LIPOMOD™ 22L de Biocatalysts, LIPOMAX™ de Genencor), LIPOLASE® (Novozymes A/S,
Dinamarca), YIELDMAX™ (Chr. Hansen, Dinamarca), PANAMORE™ (DSM), las lipasas descritas en WO 03/97835,
EP 0 977 869 o EP 1 193 314 . Esta combinacion de una lipido aciltransferasa como se define en la presente y una
lipasa puede ser particularmente preferida en masa o productos de panaderia, o en productos alimenticios finos como
tortas y dulces.

En algunas realizaciones, también puede ser beneficioso combinar el uso de una lipido aciltransferasa con una
enzima lipolitica como una pasta de cuajo de estébmagos de ternero, cordero o Palatase A750L (Novo), Palatase
M200L (Novo), Palatase M1000 (Novo), o Piccantase A (DSM), y también Piccantase de fuentes animales de DSM (K,
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KL, L & C) o Lipomod 187, Lipomod 338 (biocatalizadores). Estas lipasas se utilizan, convencionalmente, en la
producciéon de queso para producir sabores de queso. Estas lipasas también se pueden utilizar para producir
alimentos enzimaticamente modificados, por ejemplo, un producto lacteo (por ejemplo, queso), particularmente donde
dicho producto lacteo consiste de, se produce de o comprende grasa lactea. Una combinacion de la lipido
aciltransferasa con una o mas de estas lipasas puede tener un efecto beneficioso en el sabor del producto lacteo (por
ejemplo, queso).

El uso de lipasas en combinacion con la enzima de la invencién puede ser particularmente ventajoso en instancias
donde se puede desear la combinacién de acidos grasos libres, por ejemplo, en queso donde los acidos grasos libres
pueden impartir un sabor deseable, o en la preparacién de alimentos. El entendido en la técnica podra combinar
proporciones de enzimas lipoliticas, por ejemplo, LIPOPAN® F, LIPOPAN® XTRA ylo LECITASE® ULTRA
(Novozymes AJS, Dinamarca), fosfolipasa A2 (por ejemplo, fosfolipasa A2 de LIPOMOD™ 22L de Biocatalysts,
LIPOMAX™ de Genencor), LIPOLASE® (Novozymes A/S, Dinamarca), YIELDMAX™ (Chr. Hansen, Dinamarca),
PANAMORE™ (DSM), las lipasas mencionadas en WO 03/97835 , EP 0 977 869 o EP 1 193 314 y la lipido
aciltransferasa de la presente invencién para proporcionar la relacion deseada de actividad hidrolitica y actividad
transferasa que resulta en un efecto técnico preferido o una combinacién de efectos técnicos en el alimento (como
aquellos enumerados en la presente en «Efectos técnicos»).

También puede ser beneficioso combinar el uso de lipido aciltransferasa con una fosfolipasa, como fosfolipasa A1,
fosfolipasa A2, fosfolipasa B, fosfolipasa C y/o fosfolipasa D.

El uso combinado se puede realizar de forma secuencial o concurrente, por ejemplo, el tratamiento de lipido
aciltransferasa puede ocurrir antes o durante el tratamiento enzimatico. Alternativamente, el tratamiento enzimatico
puede tener lugar antes o durante el tratamiento de lipido aciltransferasa.

En el caso de los tratamientos enzimaticos secuenciales, en algunas realizaciones, puede ser ventajoso remover la
primera enzima utilizada, por ejemplo, por desactivacion con calor o mediante el uso de una enzima inmovilizada,
antes del tratamiento con la segunda (y/o tercera, etc.) enzima.

Modificaciones post-translacionales y posteriores a la transcripcion

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa de conformidad con la invenciéon se puede codificar mediante una de las
secuencias nucleétidas aqui descritas.

De acuerdo con la célula huésped utilizada, se pueden realizar modificaciones post-transcripcionales y/o
post-translacionales. Se prevé que la lipido aciltransferasa para uso en los presentes procedimientos y/o usos abarca
lipido aciltransferasas que han sufrido modificacion post-transcripcional y/o post-translacional.

A modo de ejemplo Unicamente, la expresion de la secuencia nucleétida que se muestra en la presente como SEQ 1D
No. 49 (ver Figura 57) en una célula huésped (como por ejemplo, Bacillus licheniformis) deriva en las modificaciones
post-transcripcionales y/o post-translacionales que generan la secuencia de aminoacido que se muestra en la
presente como SEQ ID No. 68 (ver Figura 73).

SEQ ID No. 68 es igual que la SEQ ID No. 16 (que se muestra en la presente en la Figura 1) excepto porque la SEQ
ID No. 68 ha sufrido modificacion post-translacional y/o post-transcripcional para remover 38 aminoacidos.

SEQ ID NO. 16 también puede modificarse en forma post-transcripcional y/o post-translacional para remover 39, 40 o
41 amino como se muestra en SEQ ID No. 121, 122 y 123 respectivamente.

Aislada

En un aspecto, la lipido aciltransferasa es una lipido aciltransferasa recuperada/aislada. Por lo tanto, la lipido
aciltransferasa producida puede estar en una forma aislada.

En otro aspecto, la secuencia nucledtida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en la presente invencién
puede estar en forma aislada.

El término «aislado» significa que la secuencia o proteina es al menos sustancialmente libre de al menos otro
componente que con el cual la secuencia o proteina se asocia naturalmente y como se encuentra en la naturaleza.

Purificada
En un aspecto, la lipido aciltransferasa puede estar en forma purificada.

En otro aspecto, la secuencia nucledtida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion
puede estar en forma purificada.

El término «purificada» significa que la secuencia estda en un estado relativamente puro, por ejemplo, al menos
aproximadamente un 51% puro, o al menos aproximadamente un 75% puro, o al menos aproximadamente un 80%
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puro o al menos aproximadamente un 90% puro, o al menos aproximadamente un 95% puro o al menos un 98% puro.
Clonacion de una secuencia nucleétida que codifica un polipéptido de conformidad con la presente invencion

Una secuencia nucleétida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la
presente o un polipéptido que es adecuado para modificaciéon, se puede aislar de una célula u organismo que
produce dicho polipéptido. Hay varios procedimientos conocidos en la técnica para el aislamiento de las secuencias
nucledtidas.

Por ejemplo, un ADN gendmico y/o una genoteca de ADNc se pueden construir utilizando ADN cromosémico o ARN
mensajero del organismo que produce el polipéptido. Si la secuencia de aminoacido del polipéptido es conocida, las
sondas oligonucledtidas etiquetadas se podran sintetizar y utilizar para identificar clones que codifican polipéptido de
la genoteca gendmica preparada a partir del organismo. Alternativamente, una sonda oligonucledétida etiquetada que
contiene secuencias homologas a un gen polipéptido conocido se podria utilizar para identificar clones que codifican
polipéptidos. En este ultimo caso, se utilizan condiciones de hibridacion y lavado de menor rigurosidad.

Alternativamente, los clones que codifican polipéptido se podrian identificar insertando fragmentos de ADN genémico
en un vector de expresion, como un plasmido, transformando la bacteria gram negativa con la genoteca de ADN
gendmico resultante y colocando la bacteria transformada en agar que contiene una enzima inhibida por el
polipéptido, permitiendo asi que se identifiquen los clones que expresan el polipéptido.

En aun otra alternativa, la secuencia nucleétida que codifica el polipéptido se puede preparar sintéticamente mediante
procedimientos estandar establecidos, por ejemplo, el procedimiento de fosforamidita descrito por Beucage S.L. et al
(1981) Tetrahedron Letters 22, p 1859-1869, o el procedimiento descrito por Matthes et al (1984) EMBO J. 3, p
801-805. En el procedimiento de fosforamidita, los oligonucledtidos se sintetizan, por ejemplo, en un sintetizador de
ADN automatico, se purifican, recosen, ligan y clonan en vectores correspondientes.

La secuencia nucleotida puede ser de origen gendmico y sintético mixto, origen sintético mixto y de ADNc, o de origen
gendmico mixto y ADNc, preparada mediante el ligado de fragmentos de origen sintético, genémico o de ADNc
(segun corresponda) de conformidad con técnicas estandar. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes de la
secuencia nucleédtida entera. La secuencia de ADN también se puede preparar mediante reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos, por ejemplo, como aquellas descritas en US 4,683,202 o en Saiki
R K et al (Science (1988) 239, pp 487-491).

Secuencias nucledtidas

La presente invencion también abarca secuencias nucleétidas que codifican polipéptidos que tienen propiedades
especificas como se define en la presente. El término «secuencia nucleétida» como se utiliza en la presente se refiere
a una secuencia oligonucleodtida o secuencia polinucleétida, y variante, homdlogos, fragmentos y derivados de esta
(como por ejemplo porciones). La secuencia nucleétida puede ser de origen genémico o sintético o recombinante, la
cual puede ser mono o bicatenaria ya sea que represente la hebra sentido o antisentido.

El término «secuencia nucledtida» en relacion con la presente invencion incluye ADN gendmico, ADNc, ADN sintético
y ARN. Preferentemente, significa ADN, mas preferentemente, ADNc para la secuencia codificante.

En una realizacion preferida, la secuencia nucleétida en si misma que codifica un polipéptido que tiene propiedades
especificas como se define en la presente no cubre la secuencia nucleétida nativa en su entorno natural cuando se
liga a sus secuencias naturalmente asociadas que también se encuentran en su ambito natural. A los efectos de
facilitar la referencia, denominaremos esta realizacion preferida la «secuencia nucleétida no nativa». En este sentido,
el término «secuencia nucledtida nativa» significa una secuencia nucleétida entera que esta en su ambito nativo y
cuando se une funcionalmente a un promotor entero con el que se asocia naturalmente, cuyo promotor también esta
en su ambito nativo. Por lo tanto, el polipéptido de la presente invencion se puede expresar mediante secuencia
nucledtida en su organismo nativo pero donde la secuencia nucledtida no esta bajo el control del promotor con el que
se asocia naturalmente en dicho organismo.

Preferentemente, el polipéptido no es un polipéptido nativo. En este sentido, el término «polipéptido nativo» significa
todo un polipéptido que esta en su ambito nativo y cuando ha sido expresado por su secuencia nucleétida nativa.

Tipicamente, la secuencia nativa que codifica polipéptidos que tienen las propiedades especificas como se define en
la presente, se prepara utilizando técnicas de ADN recombinante (es decir ADN recombinante). Sin embargo, en una
realizacion alternativa de la invencién, la secuencia nucleétida se puede sintetizar, en todo o en parte, utilizando
procedimientos quimicos bien conocidos en la técnica (ver Caruthers MH et al (1980) Nuc Acids Res Symp Ser
215-23 and Horn T et al (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232).

Revoluciéon molecular
Una vez que la secuencia nucleétida que codifica una enzima se ha aislado, o una secuencia nucleétida que codifica

una enzima putativa ha sido identificada, puede ser deseable modificar la secuencia nucleétida seleccionada, por
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ejemplo, puede ser deseable mutar la secuencia para preparar una enzima de conformidad con la presente invencion.

Se pueden introducir mutaciones utilizando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucleotidos contienen secuencias
nucledtidas que flanquean los sitios de mutacion deseados.

Un procedimiento adecuado se divulga en Morinaga et al (Biotechnology (1984) 2, p646-649). Otro procedimiento de
introduccion de mutaciones en secuencias nucleétidas que codifican una enzima se describe en Nelson y Long
(Analytical Biochemistry (1989), 180, p 147-151).

En lugar de la mutagénesis dirigida al sitio, como se describié anteriormente, se pueden introducir mutaciones al azar
utilizando un kit comercial como el kit de mutagénesis GeneMorph PCR de Stratagene, o el kit de mutagénesis
aleatoria Diversify PCR de Clontech. EP 0 583 265 hace referencia a procedimientos de optimizacién de mutagénesis
basada en PCR, la cual también se puede combinar con el uso de analogos de ADN mutagénicos como aquellos
descritos en EP 0 866 796 . Las tecnologias de PCR propensas a error son adecuadas para la produccion de
variantes de lipido aciltransferasas con caracteristicas preferidas. WO0206457 se refiere a la evolucion molecular de
lipasas.

Un tercer procedimiento para obtener secuencias nuevas es fragmentar secuencias nucledtidas no idénticas,
utilizando un nimero de enzimas de restriccion o una enzima como DNasa |, y re ensamblar todas las secuencias
nucledtidas que codifican proteinas funcionales. Alternativamente, uno puede utilizar una secuencia nucleétida no
idéntica o multiples secuencias nucledtidas no idénticas e introducir mutaciones durante el re ensamblaje de la
secuencia nucleétida completa. Las tecnologias de barajado de ADN y barajado de familia de ADN son adecuadas
para la produccion de variantes de lipido aciltransferasas con caracteristicas preferidas. Los procedimientos
adecuados para realizar el «barajado» se encuentran en EPO 752 008 , EP1 138 763 , EP1 103 606 . El barajado
también se puede combinar con otras formas de mutagénesis de ADN como se describe en US 6,180,406 y WO
01/34835.

Por lo tanto, es posible producir numerosas mutaciones aleatorias o dirigidas al sitio en una secuencia nucleétida, ya
sea in vivo o in vitro y hacer una prueba posterior para detectar la funcionalidad mejorada del polipéptido modificado
por muchos medios. Con el uso de procedimientos de recombinacion in silicio y exo mediada (ver WO 00/58517 , US
6,344,328 , US 6,361,974 ), por ejemplo, se puede producir una evolucion molecular donde la variante producida
retiene una homologia muy baja respecto de enzimas o proteinas conocidas. Dichas variantes asi obtenidas pueden
tener una analogia estructural significativa con las enzimas transferasa conocidas, pero una homologia de secuencia
de aminoacido muy baja.

Como ejemplo no limitante, las mutaciones o variantes naturales de una secuencia polinucledtida se pueden
recombinar con las mutaciones naturales u otras mutaciones o variantes naturales para producir nuevas variantes.
Dichas nuevas variantes también se pueden analizar para detectar una mejor funcionalidad del polipéptido codificado.

La aplicacion de los procedimientos de evolucién molecular anteriormente mencionados y similares permite la
identificacion y seleccion de variantes de las enzimas de la presente invencion que tienen caracteristicas preferidas
sin conocimiento previo de la estructura o funcién proteica y permite la produccién de mutaciones o variantes no
predecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicacion de la evolucion molecular en la técnica
para la optimizacion o alteracion de la actividad enzimatica; dichos ejemplos incluyen, a modo no taxativo, uno o mas
de los siguientes: expresion optimizada y/o actividad en una célula huésped o in vitro, mayor actividad enzimatica,
especificidad de producto y/o sustrato alterada, mayor o menor estabilidad enzimatica o estructural,
actividad/especificidad enzimatica alterada en condiciones ambientales preferidas, por ejemplo, temperatura, pH,
sustrato.

Como sera evidente para un entendido en la técnica, el uso de herramientas de evolucién molecular permite alterar
una enzima para mejorar la funcionalidad de la enzima.

Adecuadamente, la secuencia nucleétida que codifica una lipido aciltransferasa utilizada en la invencion puede
codificar una variante de lipido aciltransferasa, es decir, la lipido aciltransferasa puede contener al menos una
sustitucién de aminoacido, eliminaciéon o adicion, cuando se compara con la enzima progenitora. Las variantes de
enzima retienen al menos una homologia de un 1%, un 2%, un 3%, un 5%, un 10%, un 15%, un 20%, un 30%, un
40%, un 50%, un 60%, un 70%, un 80%, un 90%, un 95%, un 97%, un 99% con la enzima progenitora.
Adecuadamente, las enzimas progenitoras pueden incluir una enzima con actividad esterasa o lipasa.
Preferentemente, la enzima progenitora se alinea con la secuencia de consenso pfam00657.

En una realizacioén preferida, una variante de enzima lipido aciltransferasa retiene o incorpora al menos uno o mas de
los residuos de aminoacido de la secuencia de consenso pfam00657 que se encuentran en los bloques GDSx,
GANDY y HPT.

Las enzimas como las lipasas sin actividad lipido aciltransferasa o con actividad lipido aciltransferasa baja en un
entorno acuoso pueden mutar utilizando herramientas de evolucion molecular para introducir o mejorar la actividad
transferasa, produciendo asi una enzima lipido aciltransferasa con actividad transferasa significativa para uso en las
composiciones y procedimientos de la presente invencion.
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Adecuadamente, la secuencia nucledtida que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y/o usos de la presente invencion puede codificar una lipido aciltransferasa que puede ser una
variante con actividad enzimatica mejorada en lipidos polares, preferentemente fosfolipidos y/o glucolipidos, cuando
se compara con la enzima progenitora. Preferentemente, dichas variantes también tienen actividad baja o nula en los
lipidos lisopolares. La actividad mejorada en los lipidos polares, los fosfolipidos y/o glucolipidos, puede ser el
resultado de hidrdlisis y/o actividad transferasa o una combinacion de ambos.

Las variantes de lipido aciltransferasas pueden tener menor actividad en triglicéridos, y/o monoglicéridos y/o
diglicéridos en comparacion con la enzima progenitora.

Adecuadamente, la variante de enzima puede no tener actividad en triglicéridos y/o monoglicéridos y/o diglicéridos.

Alternativamente, la variante de enzima puede tener mayor actividad sobre los triglicéridos y/o puede tener mayor
actividad en uno o mas de los siguientes, lipidos polares, fosfolipidos, lecitina, fosfatidilcolina, glucolipidos,
digalactosil monoglicérido, monogalactosil monoglicérido.

Las variantes de lipido aciltransferasas son conocidas, y una o mas de dichas variantes pueden ser adecuados en los
procedimientos y usos de conformidad con la presente invenciéon y/o en las composiciones enzimaticas de
conformidad con la presente invencion. A modo de ejemplo Unicamente, las variantes de lipido aciltransferasas se
describen en las siguientes referencias y se pueden utilizar de conformidad con la presente invencién: Hilton &
Buckley J. Biol. Chem. 1991 Jan 15: 266 (2): 997-1000; Robertson et al J. Biol. Chem. 1994 Jan 21; 269(3):2146-50;
Brumlik et al J. Bacteriol. 1996 Apr; 178 (7): 2060-4; Peelman et al Protein Sci. 1998 Mar; 7(3):587-99.

Secuencias de aminoacido

La presente invencion también hace referencia al uso de la secuencias de aminoacido codificadas por una secuencia
nucledtida, la cual codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno o mas de los procedimientos y/o usos de la
presente invencion.

Como se utiliza en la presente, el término «secuencia de aminoacido» es sindnimo del término «polipéptido» y/o el
término «proteina». En algunas circunstancias, el término «secuencia de aminoacido» es sinénimo del término
«péptido».

La secuencia de aminoacido se puede preparar/aislar de una fuente adecuada, o puede producirse sintéticamente o
puede prepararse mediante uso de técnicas de ADN recombinante.

Adecuadamente, las secuencias de aminoacido se pueden obtener de los polipéptidos aislados descritos en la
presente mediante técnicas estandar.

Un procedimiento adecuado para determinar secuencias de aminoacido de polipéptidos aislados es el siguiente:

El polipéptido purificado se puede liofilizar y 100 pg del material liofilizado se puede disolver en 50 pl de una mezcla
de 8 M de urea y 0,4M de bicarbonato de amonio, pH 8.4. La proteina disuelta se puede desnaturalizar y reducir
durante 15 minutos a 50°C tras la superposicion con nitrégeno y adicion de 5 pl de 45 mM de ditiotreitol. Después de
enfriar a temperatura ambiente, se pueden agregar 5 yl de 100 mM de iodoacetamida para los residuos de cisteina
para que se deriven durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad con nitrégeno.

Se pueden agregar 135 pul de agua y 5 ug de endoproteinasa Lys-C en 5 pl de agua a la mezcla de reaccion anterior y
la digestion se puede producir a 37°C en nitrégeno durante 24 horas.

Los péptidos resultantes se pueden separar mediante HPLC de fase inversa en una columna VYDAC C18
(0,46x15cm;1 10um; The Separation Group, California, EE.UU.) utilizando disolvente A: Un 0,1% de TFA en agua y
disolvente B: Un 0,1 % de TFA en acetonitrilo. Los péptidos seleccionados se pueden volver a someter a
cromatografia en una columna Develosil C18 utilizando el mismo sistema de disolvente, antes de la secuenciacion
N-terminal. La secuenciacion se puede realizar utilizando un secuenciador 476A de Applied Biosystems utilizando
ciclos rapidos de liquido pulsado de conformidad con las instrucciones del fabricante (Applied Biosystesm, California,
EE.UU.).

Identidad de secuencia u homologia de secuencia

En este caso, el término «homologo» significa una entidad que tiene cierta homologia con las secuencias de
aminoacido diana y las secuencias nucleotidas diana. Aqui, el término «homologia» se puede asimilar a «identidad».

La secuencia de aminoacido y/o la secuencia nucleétida homodlogas deben proporcionar y/o codificar un polipéptido
que retiene la actividad funcional y/o mejora la actividad de la enzima.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homologa incluye una secuencia de aminoacido que puede
ser al menos un 75%, un 85% o un 90% idéntica, preferentemente, al menos un 95% o un 98% idéntica a la
secuencia diana. Tipicamente, los homdlogos comprenderan los mismos sitios activos, etc., que la secuencia de
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aminoacido diana. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoacido que tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencion, se
prefiere que exprese homologia en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homadloga incluye una secuencia nucleétida que puede ser
al menos un 75%, un 85% o un 90% idéntica, preferentemente, al menos un 95% o un 98% idéntica a la secuencia
nucledtida que codifica un polipéptido de la presente invencién (la secuencia diana). Tipicamente, los homodlogos
comprenderan las mismas secuencias que codifican los sitios activos, etc., como la secuencia diana. Aunque la
homologia también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de aminoacido que tienen
propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencion, se prefiere que exprese
homologia en términos de identidad de secuencia.

Las comparaciones de homologia se pueden realizar a 0jo, 0 mas comunmente, con la ayuda de programas de
comparacion de secuencia ya disponibles. Estos programas informaticos disponibles comercialmente pueden calcular
el % de homologia entre dos o0 mas secuencias.

El % de homologia se puede calcular sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la ofra
secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en la
otra secuencia, un residuo por vez. Esto se llama alineacién «sin huecos». Tipicamente, dichas alineaciones sin
huecos se producen Unicamente sobre un nimero relativamente bajo de residuos.

Aunque este es un procedimiento muy simple y constante, no toma en cuenta que, por ejemplo, en un par idéntico de
secuencias, una insercion o eliminacion puede hacer que los siguientes residuos de aminoacido sean eliminados de
la alineacién, generando posiblemente una reducciéon mayor en el % de homologia cuando se realiza la alineacién
global. Consecuentemente, la mayoria de los procedimientos de comparacion de secuencia estan disefiados para
producir alineaciones éptimas que toman en cuenta posibles inserciones y eliminaciones sin penalizar la puntuacion
de homologia general indebidamente. Esto se logra insertando «huecos» en la secuencia de alineacion para tratar de
maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos procedimientos mas complejos asignan «penalizaciones por hueco» a cada hueco que se
produce en la alineacién para que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, una alineacién de secuencia con
la menor cantidad de huecos posibles - que reflejen mayor relacion entre las dos secuencias comparadas - logre una
puntuacion mas alta que una con muchos huecos. «Costos por hueco afines» se utilizan generalmente para aplicar
un costo relativamente alto por la existencia de un hueco y una penalizacién menor por cada residuo posterior en el
hueco. Este es el sistema de puntuacién de huecos mas cominmente utilizado. Las penalizaciones por hueco altas
produciran, por supuesto, alineaciones optimizadas con menor cantidad de huecos. La mayoria de los programas de
alineacion permiten la modificacion de las penalizaciones por hueco. Sin embargo, se prefiere utilizar los valores
predeterminados cuando se utiliza dicho software para las comparaciones de secuencia.

El calculo del % maximo de homologia requiere, por lo tanto y en primer lugar, la produccién de una alineacién 6ptima,
teniendo en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informatico adecuado para realizar esta alineacion es
el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Los ejemplos de otros software que pueden realizar comparaciones de secuencia
incluyen, a modo no taxativo, el paquete BLAST (ver Ausubel et al 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 4th Ed -
Chapter 18), y FASTA (Altschul et al 1990 J. Mol. Biol. 403-410). Tanto BLAST como FASTA estan disponibles en la
busqueda offline y online (ver Ausubel et al 1999, paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, se
prefiere utilizar el programa Vector NTI. También esta disponible una nueva herramienta, denominada Secuencias
BLAST 2 para comparar la secuencia proteica y la secuencia nucleétida (ver FEMS Microbiol Lett 1999 174(2):
247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 y tatiana@ncbi.nim.nih.gov).

Aunque el % de homologia final se puede medir en términos de identidad, el proceso de alineacion en si mismo no se
basa tipicamente en una comparacién de pares de todo o nada. Al contrario, se suele utilizar una matriz de
puntuacion de similitud escalada que asigna puntuaciones a cada comparacion de pares sobre la base de la similitud
quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz que se utiliza cominmente es la matriz BLOSUM62 - la
matriz predeterminada para el conjunto de programas BLAST. Los programas Vector NTI suelen utilizar los valores
predeterminados publicos o una tabla de comparacion de simbolos personalizada si se suministra (ver el manual del
usuario para mas informacion). Para algunas aplicaciones, se prefiere utilizar los valores predeterminados para el
paquete Vector NTI.

Alternativamente, las homologias porcentuales se pueden calcular utilizando la funcion de alineacién mdltiple en
Vector NTI (Invitrogen Corp.), sobre la base de un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG & Sharp PM (1988),
Gene 73(1), 237-244).

Una vez que el software ha producido una alineacion 6ptima, es posible calcular el % de homologia, preferentemente
el % de identidad de secuencia. El software tipicamente hace esto como parte de la comparaciéon de secuencia y
genera un resultado numeérico.

En caso que se utilicen penalizaciones por hueco cuando se determine la identidad de secuencia, entonces,
preferentemente, se utilizaran los siguientes parametros para la alineacion de pares:
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PARA BLAST
APERTURA DE HUECO 0

EXTENSION DE HUECO 0

PARA CLUSTAL ADN PROTEINA

TAMARNO DE PALABRA 2 1 Triple K
PENALIZACION POR HUECO 15 10

EXTENSION DE HUECO 6,66 0,1

En una realizacion, la identidad de secuencia para la secuencia nucleétida se determina, preferentemente, utilizando
CLUSTAL con la penalizacion por hueco y extension por hueco como se definieron anteriormente.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia nucledtida se determina sobre al menos 20
nucledtidos contiguos, preferentemente sobre al menos 30 nucledtidos contiguos, preferentemente sobre al menos 40
nucledtidos contiguos, preferentemente sobre al menos 50 nucledtidos contiguos, preferentemente sobre al menos 60
nucledétidos contiguos, preferentemente sobre al menos 100 nucleétidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia nucleétida se puede determinar sobre toda la
secuencia.

En una realizacion, el grado de identidad de la secuencia de aminoacido de conformidad con la presente invencion se
puede determinar adecuadamente mediante programas informaticos conocidos en la técnica como Vector NTI 10
(Invitrogen Corp.). Para la alineacién de pares, la matriz utilizada es preferentemente BLOSUM62 con una
penalizacion por apertura de un hueco de 10,0 y una penalizacién por extension de un hueco de 0,1.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia de aminoacido se determina sobre al menos 20
aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al menos 30 aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al menos
40 aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al menos 50 aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al
menos 60 aminoacidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia de aminoacido se puede determinar sobre toda la
secuencia.

Las secuencias también pueden tener eliminaciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoacido que
producen un cambio silencioso y resultan en una sustancia funcionalmente equivalente. Las sustituciones de
aminoacido deliberadas pueden realizarse sobre la base de la similitud en polaridad, cargo, solubilidad, hidrofobicidad,
hidrofilicidad, y/o naturaleza anfipatica de los residuos en la medida que se retenga la actividad de enlace secundaria
de la sustancia. Por ejemplo, los aminoacidos con carga negativa incluyen acido aspartico y acido glutamico; los
aminoacidos con carga positiva incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos polares sin carga que tienen
valores de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, fenilalalnina vy tirosina.

Las sustituciones conservadoras se pueden realizar, por ejemplo, de conformidad con la siguiente Tabla 2. Los
aminoacidos en el mismo bloque en la segunda columna y preferentemente, en la misma linea en la tercera columna,
se pueden sustituir entre si:

Tabla 2
ALIFATICO No polar HUECO
ILV
Polar - sin carga CSTM
NQ
Polar - con carga DE
KR
AROMATICO HFWY

La presente invencion también abarca la sustituciéon homdloga (sustitucion y reemplazo se utilizan en la presente para
hacer referencia al intercambio de un residuo de aminoacido existente, con un residuo alternativo) que se puede
producir, es decir, sustitucion igual a igual como base por base, acido por acido, polar por polar, etc. La sustitucién no
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homologa también se puede producir, es decir, de una clase de residuo a otra o alternativamente que incluye la
inclusion de aminoacidos no naturales como ornitina (en adelante denominada Z), ornitina de acido diaminobutirico
(en adelante denominada B), norleucina ornitina (en adelante denominada O), pirilalalnina, tienilalanina, naftilalanina
y fenilglicina.

Los reemplazos también se pueden hacer por aminoacidos no naturales.

Las variantes de secuencias de aminoacido pueden incluir grupos espaciadores adecuados que se pueden insertar
entre dos residuos de aminoacido de la secuencia que incluye grupos alquilo como grupos metilo, etilo, o propilo en
adicion a los espaciadores de aminoacido como residuos de glicina o -alanina. Otra forma de variacion, que
incluye la presencia de uno o mas residuos de aminoacido en forma peptoide, sera bien entendida por el entendido en
la técnica. Para evitar dudas, la «forma peptoide» se utiliza para hacer referencia a las variantes de residuos de
aminoacido donde el grupo sustituyente a-carbono esta en el atomo de nitrégeno del residuo en lugar de a-carbono.
Los procesos para preparar péptidos en la forma peptoide son conocidos en la técnica, por ejemplo Simon RJ et al.,
PNAS (1992) 89(20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 13(4), 132-134.

Las secuencias nucledtidas para uso en la presente invencién o codificaciéon de un polipéptido que tiene las
propiedades especificas definidas en la presente pueden incluir en ellas nucleétidos sintéticos o modificados. Un
numero de tipos diferentes de modificacion de oligonucledtidos es conocido en la técnica. Estos incluyen cadenas
principales de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’ y/o 5’
de la molécula. A los efectos de la presente invencion, se debe entender que las secuencias nucleétidas descritas en
la presente se pueden modificar por cualquier procedimiento disponible en la técnica. Dichas modificaciones se
pueden producir para mejorar la actividad in vivo o la vida util de las secuencias nucleoétidas.

La presente invencién también abarca el uso de secuencias nucleétidas que son complementarias a las secuencias
discutidas en la presente o cualquier derivado, fragmento o derivado de estas. Si la secuencia es complementaria a
un fragmento de esta entonces dicha secuencia se puede utilizar como una sonda para identificar secuencias
codificantes similares en otros organismos, etc.

Los polinucleétidos que no son 100% homologos a las secuencias de la presente invencion pero recaen en el alcance
de la invencioén se pueden obtener de muchas formas. Otras variantes de las secuencias descritas en la presente se
pueden obtener por ejemplo, explorando las genotecas de ADN de varias personas, por ejemplo, personas de
distintas poblaciones. Asimismo, otros homologos virales/bacterianos o celulares particularmente homologos
celulares que se encuentran en células mamiferas (por ejemplo, células de ratas, ratones, bovinos y primates) se
pueden obtener y dichos homadlogos y fragmentos de estos seran capaces, generalmente, de hibridar selectivamente
en las secuencias que se muestran en el listado de secuencias de la presente invencion. Dichas secuencias se
pueden obtener explorando las genotecas de ADNc o las genotecas de ADN gendmico hechas a partir de otras
especies animales y explorando dichas genotecas con sondas que comprenden todo o parte de una de las
secuencias en los listados de secuencias adjuntos en condiciones de rigurosidad media o alta. Las consideraciones
similares aplican a la obtencion de homdlogos de especies y variantes alélicas de las secuencias de polipéptido o
secuencias nucleostidas de la invencion.

Las variantes y homdlogos de cepa/especie también se pueden obtener utilizando PCR degenerado que utilizara los
cebadores disefiadas para apuntar a secuencias en las variantes y homologos que codifican secuencias de
aminoacido conservado en las secuencias de la presente invencion. Las secuencias conservadas se pueden predecir,
por ejemplo, alineando las secuencias de aminoacido de varias variantes/homologos. Las alineaciones de secuencia
se pueden producir utilizando un software conocido en la técnica. Por ejemplo, se utiliza ampliamente el programa
GCG Wisconsin PileUp.

Los cebadores utilizados en PCR degenerado contendran una o mas posiciones de degeneracion y se utilizaran en
condiciones de rigurosidad menores que aquellas utilizadas para secuencias de clonacién con cebadores de
secuencia Unica frente a secuencias conocidas.

Alternativamente, dichos polinucleétidos se pueden obtener mediante mutagénesis dirigida al sitio de secuencias
caracterizadas. Esto puede ser util donde, por ejemplo, se requieren cambios a la secuencia de codon silencioso para
optimizar las preferencias del codén para una célula huésped particular en la que se expresan las secuencias
polinucleétidas. Otros cambios de secuencia pueden ser deseables para introducir sitios de reconocimiento del
polipéptido de restriccion, o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por los polinucleétidos.
Los polinucledtidos (secuencias nucledtidas) de la invencion se pueden utilizar para producir un cebador, por ejemplo,
un cebador PCR, un cebador para una reaccion de ampliacion alternativa, una sonda, por ejemplo, etiquetada con
una etiqueta reveladora mediante vias convencionales utilizando etiquetas radioactivas o no radioactivas, o los
polinucledtidos se pueden clonar en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos seran al menos 15,
preferentemente, al menos 20, por ejemplo, al menos 25, 30 o 40 nucledtidos en longitud, y también estan abarcadas
por el término polinucleétidos de la invencién como se utiliza en la presente.

Los polinucleétidos como los polinucleétidos de ADN vy las sondas de conformidad con la presente invencion se
pueden producir en forma recombinante, sintética o mediante cualquier via disponible para los entendidos en la
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técnica. También se pueden clonar mediante técnicas estandar.

En general, los cebadores se produciran a través de medios sintéticos, que incluyen la fabricacién en etapas de la
secuencia de acido nucleico deseada, de un nucledtido por vez. Las técnica para lograr esto utilizando técnicas
automaticas ya estan disponibles en la técnica.

Los polinucledtidos mas largos generalmente se produciran utilizando medios recombinantes, por ejemplo, utilizando
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), técnicas de clonacion. Esto incluira hacer un par de cebadores (por
ejemplo, de aproximadamente 15 a 30 nucleotidos) flanqueando una region de la secuencia dirigida al lipido que se
desea clonar, poniendo a los cebadores en contacto con ARNm o ADNc obtenido de una célula animal o humana,
mediante reaccion en cadena de la polimerasa en condiciones que producen ampliacion de la region deseada,
aislando el fragmento ampliado (por ejemplo, mediante purificacion de la mezcla de reaccion en gel de agarosa) y
recuperando el ADN ampliado. Los cebadores se pueden disefiar para contener sitios de reconocimiento enzimatico
de restriccion para que el ADN ampliado se clone en un vector de clonaciéon adecuado.

Hibridacion

La presente invencién también abarca el uso de secuencias que son complementarias a las secuencias de la
presente invenciéon o secuencias que son capaces de hibridar en las secuencias de la presente invencion o las
secuencias que son complementarias a ellas.

El término «hibridacién» como se utiliza en la presente incluira «el proceso mediante el cual una hebra de acido
nucleico se une con una hebra complementaria a través del emparejamiento» asi como el proceso de ampliacion que
se lleva a cabo en las tecnologias de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La presente invencién también abarca el uso de secuencias nucleétidas que son capaces de hibridar en secuencias
que son complementarias a las secuencias diana discutidas en la presente o cualquier derivado, fragmento o
derivado de estas.

La presente invencion también abarca secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces de
hibridar en secuencias nucleétidas discutidas en la presente.

Las condiciones de hibridacién se basan en la temperatura de fusion (Tm) del complejo de unién nucleétido, como se
describe en Berger and Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152,
Academic Press, San Diego CA), y confieren una «rigurosidad» definida como se explica a continuacion.

La rigurosidad maxima se produce, generalmente a aproximadamente Tm-5°C (5°C debajo de la Tm de la sonda);
rigurosidad alta a aproximadamente 5°C a 10°C debajo de Tm; rigurosidad intermedia a aproximadamente 10°C a
20°C debajo de Tm; y rigurosidad baja a aproximadamente 20°C a 25° debajo de Tm. Como los entendidos en la
técnica entenderan, una hibridacion de rigurosidad maxima se puede utilizar para identificar o detectar secuencias
nucledtidas idénticas mientras que una hibridacion de rigurosidad intermedia (o baja) se puede utilizar para identificar
o detectar secuencias polinucleétidas relacionadas o similares.

Preferentemente, la presente invencién abarca el uso de secuencias que son complementarias a las secuencias que
son capaces de hibridar en condiciones de rigurosidad alta o condiciones de rigurosidad intermedia en secuencias
nucledtidas que codifican polipéptidos que tienen las propiedades especificas como se define en la presente.

Mas preferentemente, la presente invencion abarca el uso de secuencias que son complementarias a las secuencias
que son capaces de hibridar en condiciones de rigurosidad alta (por ejemplo, 65°Cy 0,1xSSC {1xSSC = 0,15 M NacCl,
0,015 M Na-citrateo pH 7.0}) en secuencias nucleétidas que codifican polipéptidos que tienen las propiedades
especificas como se define en la presente.

La presente invencion también se relaciona con el uso de secuencias nucleétidas que pueden hibridar en secuencias
nucledtidas discutidas en la presente (que incluyen secuencias complementarias de aquellas discutidas en la
presente).

La presente invencion también se relaciona con el uso de secuencias nucleétidas que son complementarias a las
secuencias que pueden hibridar en secuencias nucledtidas discutidas en la presente (incluso secuencias
complementarias de aquellas discutidas en la presente).

También se incluye en el alcance de la presente invencion el uso de secuencias polinucleétidas que son capaces de
hibridar en secuencias nucledtidas discutidas en la presente en condiciones de rigurosidad intermedia o maxima.

En un aspecto preferido, la presente invencion cubre el uso de secuencias nucleétidas que pueden hibridar en
secuencias nucleotidas discutidas en la presente, o su complemento, en condiciones de rigurosidad (por ejemplo,
50°C y 0,2xSSC).

En un aspecto mas preferido, la presente invencién cubre el uso de secuencias nucleétidas que pueden hibridar en
secuencias nucledtidas discutidas en la presente, o su complemento, en condiciones de rigurosidad alta (por ejemplo,
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65°C y 0,1xSSC).
Expresion de polipéptidos

Una secuencia nucledtida para uso en la presente invencién o para codificacion de un polipéptido que tiene las
propiedades especificas definidas en la presente se pueden incluir en un vector replicable recombinante. El vector se
puede utilizar para replicar y expresar la secuencia nucleétida, en forma polipéptida, en y/o de una célula huésped
compatible. La expresion se puede controlar utilizando secuencias de control que incluyen promotores/mejoradores y
otras sefiales de regulacion de la expresion. Se pueden utilizar los promotores procariotas y los promotores
funcionales en células eucariotas. Se pueden utilizar promotores especificos de tejido o especificos de estimulo.
También se pueden utilizar los promotores quiméricos que comprenden elementos de secuencia de dos o mas
promotores diferentes anteriormente descritos.

El polipéptido producido por una célula recombinante huésped por expresiéon de la secuencia nucleétida se puede
secretar o se puede contener intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector utilizado. Las secuencias
codificantes se pueden disefiar con secuencias de sefal que dirigen la secrecion de las secuencias codificadoras de
sustancia a través de una membrana celular procariota o eucariota.

Constructos

El término «constructo» - que es sindénimo de términos como «conjugado», «casete» e «hibrido» - incluye una
secuencia nucleétida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la presente
para uso de conformidad con la presente invencion directa o indirectamente adjuntada a un promotor. Un ejemplo de
una unién indirecta es la provisiéon de un grupo espaciador adecuado como una secuencia de intrén como el intrén
Sh1 o el intréon ADH, intermedio del promotor y la secuencia nucleétida de la presente invencion. Lo mismo aplica
para el término «fusionado» en relacion con la presente invencion que incluye unién directa o indirecta. En algunos
casos, los términos no cubren la combinacién natural de la secuencia nucleétida que codifica la proteina cominmente
asociada con el promotor genético natural y cuando ambos estan en su entorno natural.

El constructo puede incluso contener o expresar un marcado que permite la seleccién del constructo genético.

Para algunas aplicaciones, el constructo comprende, preferentemente, al menos una secuencia nucledtida de la
presente invencion o una secuencia nucleétida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas
como se define en la presente unido funcionalmente al promotor.

Organismo

El término «organismo» en relacién con la presente invencion incluye cualquier organismo que puede comprender
una secuencia nucleétida de conformidad con la presente invencidon o una secuencia nucleétida que codifica un
polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la presente y/o los productos obtenidos de él.

El término «organismo transgénico» en relacion con la presente invencion incluye un organismo que comprende una
secuencia nucleétida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la presente
y/o los productos obtenidos de él, y/o donde un promotor puede permitir la expresion de la secuencia nucledtida que
codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la presente en el organismo.
Preferentemente, la secuencia nucleétida se incorpora en el genoma del organismo.

El término «organismo transgénico» no cubre las secuencias nucledtidas que codifican un nucleétido nativo en su
entorno natural cuando estan bajo el control de su promotor nativo, el cual también esta en su entorno natural.

Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente invencion incluye un organismo que comprende uno de, o
combinaciones, de una secuencia nucleétida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como
se define en la presente, constructos como se define en la presente, vectores como se define en la presente,
plasmidos como se define en la presente, células como se define en la presente, o productos de estos. Por ejemplo,
el organismo transgénico también puede comprender una secuencia nucleétida que codifica un polipéptido que tiene
las propiedades especificas como se define en la presente, bajo el control de un promotor no asociado con una
secuencia que codifica una lipido aciltransferasa natural.

Transformacion de las células/organismo huésped
El organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota.

Los ejemplos de huéspedes procaridticos adecuados incluyen bacterias como E. coli y Bacillus licheniformis,
preferentemente B. licheniformis.

Las lecciones sobre la transformacion de huéspedes procaridticos estan bien documentadas en la técnica, por
ejemplo, ver Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Si se utiliza un huésped procariota, entonces la secuencia nucleétida podra necesitar modificacion
antes de la transformacion - como por ejemplo, mediante eliminacién de intrones.
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En otra realizacion, el organismo transgénico puede ser una levadura.

Las células de hongo filamentoso se pueden transformar utilizando varios procedimientos conocidos en la técnica -
como un proceso que incluye la formacion de protoplastos y la transformacion de protoplastos seguida por la
regeneracion de la pared celular en una forma conocida. El uso de Aspergillus como un microorganismo huésped se
describe en EP 0 238 023 .

Otro organismo huésped puede ser una planta. Se puede encontrar una revision de las técnicas generales utilizadas
para transformar plantas en articulos de Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) y
Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech March/April 1994 17-27). Se puede encontrar mas informacion sobre
transformacion vegetal en EP-A-0449375 .

Las lecciones generales sobre la transformacion de hongos, levaduras y plantas se presentan en las siguientes
secciones.

Hongo transformado

Un organismo huésped puede ser un hongo - como por ejemplo, un hongo filamentoso. Los ejemplos de dichos
huéspedes adecuados incluyen un miembro que pertenece a los géneros Thermomyces, Acremonium, Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma y similares.

Las lecciones sobre la transformacion de hongos filamentosos se revisan en US-A-5741665, la cual establece que las
técnicas estandar para la transformacion del hongo filamentoso y el cultivo del hongo son bien conocidas en la
técnica. Se puede encontrar una revision extensa de técnicas como se aplica en N. crassa, por ejemplo en Davis y de
Serres, Methods Enzymol (1971) 17A: 79-143.

Se revisa mas informacién sobre la transformacion de hongos filamentosos en US-A-5674707 .
En un aspecto, el organismo huésped puede ser del género Aspergillus, como por ejemplo, Aspergillus niger.

Aspergillus transgénico de conformidad con la presente invencion también se puede preparar de conformidad con la
informacion de, por ejemplo, Turner G. 1994 (Vectores para genética).

La expresion genética en hongo filamentoso ha sido revisada en Punt et al. (2002) Trends Biotechnol 2002
May;20(5):200-6, Archer & Peberdy Crit Rev Biotechnol (1997) 17(4):273-306.

Levadura transformada
En otra realizacion, el organismo transgénico puede ser una levadura.

Se proporciona una revision de los principios de la expresion genética heteréloga en levadura en, por ejemplo,
Methods Mol Biol (1995), 49:341-54, y Curr Opin Biotechnol (1997) Oct;8(5):554-60

En este sentido, la levadura - como las especies Saccharomyces cerevisi o Pichia pastoris (ver FEMS Microbiol Rev
(2000, 24(1):45-66), se puede utilizar como un vehiculo para la expresion genética heteréloga.

Se brinda una revision de los principios de expresion genética heterdloga en Saccharomyces cerevisiae y la
secrecion de productos genéticos esta dada por E Hinchcliffe E Kenny (1993, "Yeast as a vehicle for the expression of
heterologous genes", Yeasts, Vol 5, Anthony H Rose and J Stuart Harrison, eds, 2nd edition, Academic Press Ltd.).

Para la transformacion de levadura, se han desarrollado varios protocolos de transformacion. Por ejemplo,
Saccharomyces transgénico de conformidad con la presente invencion se puede preparar siguiendo las lecciones de
Hinnen et al., (1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 75, 1929); Beggs, J D (1978,
Nature, London, 275, 104); e Ito, H et al (1983, J Bacteriology 153, 163-168).

Las células de levadura transformada se pueden seleccionar utilizando varios marcadores selectivos - como por
ejemplo, marcadores auxotréficos, marcadores de resistencia antibiotica dominantes.

Un organismo huésped de levadura adecuado se puede seleccionar de las especies de levadura
biotecnolégicamente relevantes, como por ejemplo, especies de levadura seleccionadas de Pichia spp., Hansenula
spp., Kluyveromyces, Yarrowinia spp., Saccharomyces spp., que incluye S. cerevisiae, o Schizosaccharomyce spp.,
que incluye Schizosaccharomyce pombe.

Se puede utilizar una hebra de las especies de levadura metilotrofica Pichia pastoris como el organismo huésped.

En una realizacion, el organismo huésped puede ser una especie Hansenula, como por ejemplo, H. polymorpha
(como se describe en WO01/39544 ).

Plantas/células vegetales transformadas
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Un organismo huésped adecuado para la presente invencion puede ser una planta. Se puede encontrar una revision
de las técnicas generales en articulos de Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) y
Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech March/April 1994 17-27) o en WO 01/16308. La planta transgénica puede
producir niveles mejorados de ésteres de fitosterol y ésteres de fitostano, por ejemplo.

Por lo tanto, la presente invencién también se relaciona con un procedimiento para la produccién de una planta
transgénica con niveles mejorados de ésteres de fitosterol y ésteres de fitostano, que comprenden las etapas de
transformar una célula vegetal con una lipido aciliransferasa como se define en la presente (en particular, con un
vector de expresion o constructo que comprende una lipido aciltransferasa como se define en la presente) y el cultivo
de una planta a partir de una célula vegetal transformada.

Secrecion

En general, se desea que el polipéptido se secrete de la célula de expresion en el medio de cultivo desde donde la
enzima se puede recuperar mas faciimente. De conformidad con la presente invencion, la secuencia lider de
secrecion se puede seleccionar sobre la base del huésped de expresion deseado. Las secuencias de sefal hibridas
también se pueden utilizar con el contexto de la presente invencion.

Los ejemplos tipicos de las secuencias lider de secrecién no asociadas con una secuencia nucleétida que codifica
una lipido aciltransferasa natural son aquellos que se originan del gen amiloglucosidasa fungico (AG) (glaA - de las
versiones de 18 y 24 aminoacidos, por ejemplo, de Aspergillus), el gen del factor a (levaduras por ejemplo,
Saccharomyces, Kluyveromycesy Hansenula) o el gen a-amilasa (Bacillus).

Deteccién

En la técnica, se conoce una variedad de protocolos para detectar y medir la expresion de la secuencia de
aminoacido. Los ejemplos incluyen ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo
(RIA), y un clasificador de células activado por fluorescencia (FACS).

Los entendidos en la técnica conocen una amplia variedad de técnicas de etiquetado y conjugacion y se pueden
utilizar en varios ensayos nucleicos y de aminoacido.

Un numero de empresas como por ejemplo Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI), y US
Biochemical Corp (Cleveland, OH) suministran kits comerciales y protocolos para estos procedimientos.

Las moléculas o etiquetas informantes adecuadas incluyen dichos radionucleidos, enzimas, agentes fluorescentes,
quimioluminiscentes o cromogénicos asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.
Las patentes que tratan el uso de dichas etiquetas incluyen US 3,817,837 ; US 3,850,752 ; US 3,939,350 ; US
3,996,345 ; US 4,277,437 ; US 4,275,149 y US 4,366,241 .

También se pueden producir inmunoglobulinas recombinantes como se muestra en US-A-4,816,567 .
Proteinas de fusién

La lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion se puede producir como una proteina de fusién, por
ejemplo, para ayudar en su extraccion y purificacion. Los ejemplos de socios de proteina de fusion incluyen
glutation-S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de unién al ADN y/o dominios de activacion transcripcional) y
B-galactosidasa. También puede ser conveniente incluir un sitio de escisién proteolitica entre el socio de proteina de
fusion y la secuencia proteica de interés para permitir la remociéon de las secuencias de proteina de fusion.
Preferentemente, la proteina de fusion no obstaculizara la actividad de la secuencia proteica.

Los sistemas de expresion de fusion del gen en E.coli han sido revisados en Curr. Opin. Biotechnol. (1995)
6(5):501-6.

La secuencia de aminoacido de un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la presente
se pueden ligar a una secuencia no nativa para codificar una proteina de fusion. Por ejemplo, para analizar las
genotecas de péptidos para agentes capaces de afectar la actividad de la sustancia, puede ser util codificar una
sustancia quimérica que expresa un epitopo no nativo que se reconoce mediante un anticuerpo comercialmente
disponible.

A continuacion, la invencion se describirda a modo de ejemplo Unicamente, con referencia a las siguientes Figuras y
Ejemplos.

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutacion de Asn80Asp (notoriamente, el aminoacido 80 esta en la secuencia madura) (SEQ
ID 16);

La Figura 2 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 1) de una lipido aciltransferasa de Aeromonas
hydrophila (ATCC #7965);
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La figura 3 muestra una secuencia de consenso pfam00657 de la version de base de datos 6 (SEQ ID No. 2);

La Figura 4 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 3), obtenida del organismo Aeromonas hydrophila
(P10480; GI: 121051);

La Figura 5 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 4) obtenida de Aeromonas salmonicida (AAG098404;
Gl1:9964017);

La Figura 6 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 5), obtenida del organismo Streptomyces coelicolor
A3(2) (numero de acceso Genbank NP_631558);

La Figura 7 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 6), obtenida del organismo Streptomyces coelicolor
A3(2) (nimero de acceso Genbank: CAC42140);

La Figura 8 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 7), obtenida del organismo Saccharomyces
cerevisiae (numero de acceso Genbank P41734);

La Figura 9 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 8), obtenida del organismo Ralstonia (nUmero de
acceso Genbank: AL646052);

La Figura 10 muestra SEQ ID No. 9. Scoe1 NCBI codigo de acceso a la proteina CAB39707.1 G1:4539178 proteina
hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 11 muestra un aminoacodo que aparece como SEQ ID No. 10. Scoe2 NCBI cédigo de acceso a la proteina
CAC01477.1 GI:9716139 proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 12 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 11) Scoe3 NCBI cédigo de acceso de la proteina
CAB88833.1 GI:7635996 proteina putativa secretada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 13 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 12) Scoe4 NCBI codigo de acceso de la proteina
CAB89450.1 GI:7672261 proteina putativa secretada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 14 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 13) Scoe5 NCBI codigo de acceso de la proteina
CAB62724.1 G1:6562793 lipoproteina putativa [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 15 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 14) Srim1 NCBI codigo de acceso de la proteina
AAK84028.1 G1:15082088 GDSL-lipasa [Streptomyces rimosus];

La Figura 16 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 15) de una lipido aciltransferasa de Aeromonas
salmonicida subsp. Salmonicida (ATCC#14174);

La Figura 17 muestra SEQ ID No. 19. Scoe1 NCBI cddigo de acceso de la proteina CAB39707.1 G1:4539178 proteina
hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 18 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 25) del constructo de fusion utilizado para la
mutagénesis del gen de lipido aciltransferasa Aeromonas hydrophila. Los aminoacidos resaltados son un péptido
sefnal de xilanasa;

La Figura 19 muestra una secuencia de polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID No.
26);

La Figura 20 muestra una secuencia de polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID No.
27);

La Figura 21 muestra una secuencia de polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID No.
28);

La Figura 22 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Corynebacterium efficiens aminoacido
GDSx 300 (SEQ ID No. 29);

La Figura 23 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Novosphingobium aromaticivorans
aminoacido GDSx 284 (SEQ ID No. 30);

La Figura 24 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces coelicolor aa GDSx 269
(SEQ ID No. 31);

La Figura 25 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces avermitilis ¥ aminoacido
GDSx 269 (SEQ ID No. 32);

La Figura 26 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID No. 33);
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La Figura 27 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 34) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila
(P10480; GI:121051) (notablemente, esta es la secuencia madura);

La Figura 28 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 35) de la lipido aciltransferasa Aeromonas
salmonicida madura (GCAT) (notoriamente, esta es la secuencia madura);

La Figura 29 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 36) de Streptomyces thermosacchari;
La Figura 30 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 37), obtenida de Streptomyces thermosacchari;

La Figura 31 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 38), obtenida de Thermobifida fusca/l aminoacido
GDSx 548;

La Figura 32 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 39) de Thermobifida fusca;
La Figura 33 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 40), obtenida de Thermobifida fusca/lGDSXx;

La Figura 34 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 41), obtenida de Corynebacterium efficiens/
aminoacido GDSx 300;

La Figura 35 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 42) de Corynebacterium efficiens;

La Figura 36 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 43), obtenida de S. coelicolor/ aminoacido GDSx
268;

La Figura 37 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 44) de S. coelicolor;

La Figura 38 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 45), obtenida de S. avermitilis;

La Figura 39 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 46) de S. avermitilis;

La Figura 40 muestra una secuencia de aminoacido (SEQ ID No. 47), de Thermobifida fuscalGDSx;
La Figura 41 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 48) de Thermobifida fusca/GDSx;

La Figura 42 muestra una alineacion de L131 y homdlogos de S. avermitilis y T. fusca ilustra que la conservacion del
motivo GDSx (GDSY en L131 y S. avermitilis y T. fusca), la casilla GANDY, que es GGNDA o GGNDL, y el bloque
HPT (considerado la histidina catalitica conservada). Estos tres bloques conservados se destacan;

La Figura 43 muestra SEQ ID No. 17 que es la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa de Candida
parapsilosis;

La Figura 44 muestra SEQ ID No. 18 que es la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa de Candida
parapsilosis;

La Figura 45 muestra una representacion de la estructura de cristal 11VN.PDB que tiene al glicerol en el sitio activo.
La Figura se desarroll6 utilizando el visor Deep View Swiss-PDB;

La Figura 46 muestra la estructura de cristal 1IVN.PDB - vista lateral utilizando el visor Deep View Swiss-PDB, con
glicerol en sitio activo- los residuos en 10A del glicerol en sitio activo son de color negro;

La Figura 47 muestra la estructura de cristal 11VN.PDB - vista superior utilizando el visor Deep View Swiss-PDB, con
glicerol en el sitio activo - los residuos en 10A del glicerol en sitio activo son de color negro;

La Figura 48 muestra alineacion 1;
La Figura 49 muestra alineacion 2;

Las Figuras 50 y 51 muestran una alineacion de 11VN en P10480 (P10480 es la secuencia de base de datos para la
enzima A. hydrophila), esta alineacion se obtuvo de la base de datos PFAM y se utilizd en el proceso de construccion
del modelo; y

La Figura 52 muestra una alineacion donde P10480 es la secuencia de base de datos para Aeromonas hydrophila.
Esta secuencia se utiliza para la construccion del modelo y la seleccién del sitio (nétese que se describe la proteina
completa (SEQ ID No. 25), la proteina madura (equivalente a SEQ ID No. 34) comienza en el residuo 19. A. sal es
Aeromonas salmonicida (SEQ ID No. 4) lipasa GDSX, A. hyd es Aeromonas hydrophila (SEQ ID No. 34) lipasa
GDSX; la secuencia de consenso contiene un * en la posicion de una diferencia entre las secuencias enumeradas);

La Figura 53 muestra un constructo de gen utilizado en el Ejemplo 1;

La Figura 54 muestra un constructo de gen optimizado con codén (no. 052907) utilizado en el Ejemplo 1;y
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La Figura 55 muestra la secuencia del inserto Xhol que contiene el gen precursor LAT-KLM3', se destacan las casillas
-35y-10;

La Figura 56 muestra BML780-KLM3'CAP50 (que comprende SEQ ID No. 16 - colonia superior) y BML780 (la hebra
huésped vacia - colonia inferior) después de un cultivo de 48 horas a 37°C en un 1% de agar tributirina;

La Figura 57 muestra una secuencia nucleétida de Aeromonas salmonicida (SEQ ID No. 49) que incluye la secuencia
sefial (preLAT - posiciones 1 a 87);

La Figura 58 muestra una secuencia nucledtida (SEQ ID No. 50) que codifica una lipido aciltransferasa de
conformidad con la presente invencion obtenida del organismo Aeromonas hydrophila;

La Figura 59 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 51) que codifica una lipido aciltransferasa de
conformidad con la presente invencion obtenida del organismo Aeromonas salmonicida;

La Figura 60 muestra una secuencia nucledtida (SEQ ID No. 52) que codifica una lipido aciltransferasa de
conformidad con la presente invencion obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (nUmero de acceso
Genbank NC_003888.1:8327480..8328367);

La Figura 61 muestra una secuencia nucledtida (SEQ ID No. 53) que codifica una lipido aciltransferasa de
conformidad con la presente invencion obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (nUmero de acceso
Genbank AL939131.1:265480..266367);

La Figura 62 muestra una secuencia nucledtida (SEQ ID No. 54) que codifica una lipido aciltransferasa de
conformidad con la presente invencidon obtenida del organismo Saccharomyces cerevisiae (nUmero de acceso
Genbank Z275034);

La Figura 63 muestra una secuencia nucledtida (SEQ ID No. 55) que codifica una lipido aciltransferasa de
conformidad con la presente invencion obtenida del organismo Ralstonia;

La Figura 64 muestra una secuencia nucleotida que aparece como SEQ ID No. 56 que codifica NCBI, cédigo de
acceso de proteina CAB39707.1 GI:4539178 proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 65 muestra una secuencia nucleétida que aparece como SEQ ID No. 57 que codifica Scoe2 cédigo de
acceso de la proteina NCBI CAC01477.1 GI:9716139 proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor
A3(2)];

La Figura 66 muestra una secuencia nucleétida que aparece como SEQ ID No. 58 que codifica Scoe3 coédigo de
acceso de la proteina NCBI CAB88833.1 GI:7635996 proteina secretada putativa. [Streptomyces coelicolorA3(2)];

La Figura 67 muestra una secuencia nucleétida que aparece como SEQ ID No. 59 que codifica Scoe4 coédigo de
acceso de la proteina NCBI CAB89450.1 GI:7672261 proteina secretada putativa. [Streptomyces coelicolorA3(2)];

La Figura 68 muestra una secuencia nucleétida que aparece como SEQ ID No. 60 que codifica Scoe5 caédigo de
acceso de la proteina NCBI CAB62724.1 G1:6562793 lipoproteina putativa [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 69 muestra una secuencia nucleétida que aparece como SEQ ID No. 61 que codifica Srim1 cédigo de
acceso de la proteina NCBI AAK84028.1 GI:15082088 lipasa GDSL [Streptomyces rimosus];

La Figura 70 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 62) que codifica una lipido aciltransferasa Aeromonas
hydrophila (ATCC #7965);

La Figura 71 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 63) que codifica una lipido aciltransferasa de Aeromonas
salmonicida subsp. Salmonicida (ATCC#14174);

La Figura 72 muestra una secuencia nucleétida (SEQ ID No. 24) que codifica una enzima de Aeromonas hydrophila
que incluye un péptido sefial de xilanasa;

La Figura 73 muestra la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutacion de Asn80Asp (notoriamente, el aminoacido 80 esta en la secuencia madura) - que
se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 - y después de someterse a modificacion post-translacional como
SEQ ID No. 68 - los residuos de aminoacido 235y 236 de la SEQ ID No. 68 no estan unidos de manera covalente tras
la modificacion post-translacional. Los dos péptidos formados se mantienen juntos por uno o mas uniones S-S. El
aminoacido 236 en SEQ ID No. 68 se corresponde con el numero de residuo de aminoacido 274 en SEQ ID No. 16
que se muestra en la presente;

La Figura 74 muestra leche en polvo producida de leche entera estandar, no tratada;

La Figura 75 muestra leche en polvo producida de leche entera estandar tratada con una solucién de la enzima KLM3,
(KTP08015, 1300 TIPU/g de leche, que corresponde a 12,4 mg enzima/g de leche); la actividad de la enzima en las
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unidades TIPU se miden como se describe a continuacion;
La Figura 76 ilustra el aparato utilizado para realizar la prueba de humedad del Ejemplo 3;

La Figura 77 muestra una secuencia nucledtida (SEQ ID No. 120), la cual codifica una lipido aciltransferasa de A.
salmonicida;

La Figura 78 muestra la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutacion de Asn80Asp (notoriamente, el aminoacido 80 esta en la secuencia madura) - que
se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 - y después de someterse a modificacion post-translacional como
SEQ ID No. 121 - los residuos de aminoacido 235y 236 de la SEQ ID No. 121 no estan unidos de manera covalente
tras la modificacion post-translacional; los dos péptidos formados se mantienen juntos mediante una o mas uniones
S-S; el aminoacido 236 en SEQ ID No. 121 se corresponde con el nimero de residuo de aminoacido 275 en SEQ ID
No. 16 que se muestra en la presente;

La Figura 79 muestra la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutacion de Asn80Asp (notoriamente, el aminoacido 80 esta en la secuencia madura) - que
se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 - y después de someterse a modificacion post-translacional como
SEQ ID No. 122 - los residuos de aminoacido 235y 236 de la SEQ ID No. 122 no estan unidos de manera covalente
tras la modificacion post-translacional; los dos péptidos formados se mantienen juntos mediante una o mas uniones
S-S; el aminoacido 236 en SEQ ID No. 122 se corresponde con el nimero de residuo de aminoacido 276 en SEQ ID
No. 16 que se muestra en la presente; y

La Figura 80 muestra la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutacion de Asn80Asp (notoriamente, el aminoacido 80 esta en la secuencia madura) - que
se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 - y después de someterse a modificacion post-translacional como
SEQ ID No. 123 - los residuos de aminoacido 235y 236 de la SEQ ID No. 123 no estan unidos de manera covalente
tras la modificacion post-translacional; los dos péptidos formados se mantienen juntos mediante una o mas uniones
S-S; el aminoacido 236 en SEQ ID No. 123 se corresponde con el nimero de residuo de aminoacido 277 en SEQ ID
No. 16 que se muestra en la presente.

Determinacion de la actividad fosfolipasa (Ensayo TIPU-K):
Sustrato:

Se disolvieron un 0,6% de L-a fosfatidilcolina, un 95% vegetal (Avanti #41601), un 0,4% de Triton-X 100 (Sigma
X-100), y 5 mM CaClzen 0,05M de tampdn de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico (HEPES), pH 7.

Procedimiento del ensayo:

Se agregaron 34 pl de sustrato en una cubeta, utilizando el analizador automatico KoneLab. Al tiempo T= 0 min, se
agregaron 4pl de solucién enzimatica. Asimismo, se analizé un blanco con agua en lugar de enzima. La muestra se
mezclé e incubd a 30°C durante 10 minutos.

El contenido de acido graso libre de la muestra se analizé utilizando el kit NEFA C de WAKO GmbH.

La actividad enzimatica TIPO, pH 7, se calculé como acido graso en micromoles producido por minuto en condiciones
de ensayo.

Ejemplo 1: Expresion de KLM3' en Bacillus licheniformis

Se expres6 una secuencia nucledtida (SEQ ID No. 49) que codifica una lipido aciltransferasa (SEQ. ID No. 16, en
adelante KLM3') en Bacillus licheniformis como una proteina de fusiéon con el péptido sefial de a-amilasa de B.
licheniformis (LAT) (ver Figuras. 53 y 54). Para la expresion 6ptima en Bacillus, se ordend un constructo de gen
optimizado con codon (no. 052907) en Geneart (Geneart AG, Regensburg, Alemania).

El constructo no. 052907 contiene un promotor LAT incompleto (solo la secuencia -10) en frente del gen precursor
LAT-KLM3'y la transcripcion LAT (Tlat) hacia abajo del gen precursor LAT-KLM3' (ver las Figuras 53 y 55). Para crear
un fragmento de Xhol que contiene el gen precursor LAT-KLM3' flanqueado por el promotor LAT completo en el
extremo 5’ y el terminador LAT en el extremo 3', se realizé6 una ampliacion de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) con los cebadores Plat5Xhol_FW y EBS2Xhol_RV y el constructo del gen 052907 como modelo.
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Plat5Xhol_FW:

ccccgetegaggctittetittggaagaaaatatagggaaaatggtactigttaaaaattc
ggaatatttatacaatatcatatgtttcacattgaaaggag

EBS2Xhol_RV: tggaatctcgaggttttatcctttaccttgtctcc

Se realizd PCR en un termociclador con ADN polimerasa de alta fidelidad de fusion (Finnzymes OY, Espoo,
Finlandia) de conformidad con las instrucciones del fabricante (temperatura de recocido de 55°C).

El fragmento de PCR resultante se digirié con enzima de restriccionXhol y ligé con ADN ligasa T4 en plCatH digerida
con Xhol, de conformidad con las instrucciones del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.).

La mezcla de ligado se transformé en hebra de B. subtilis SC6.1 como se describe en US 2002-0182734 ( WO
02/14490 ). La secuencia del inserto Xhol que contiene el gen precursor LAT-KLM3' fue confirmada por la
secuenciacion del ADN (BaseClear, Leiden, Paises Bajos) y uno de los clones de plasmido correctos se designé
plCatH-KLM3'(ori1) (Figura 53). plCatH-KLM3'(ori1) se transformé en la cepa BML780 de B. licheniformis (un
derivado de BRA7 y BML612, ver WO2005111203 ) a la temperatura permitida (37°C).

Se selecciond un transformante resistente a la neomicina (neoR) y resistente a cloranfenicol (CmR) y se designé
como BML780(plCatH-KLM3'(ori1)). El plasmido en BML780(plCatH-KLM3'(ori1)) se integrd en la regién catH en el
genoma B. licheniformis mediante el cultivo de la cepa a una temperatura no permitida (50°C) en un medio con 5
pg/ml de cloranfenicol. Se selecciond un clon resistente a CmR y se designé como BML780-plCatH-KLM3'(ori1).
BML780-plCatH- KLM3'(ori1) se cultivd nuevamente a una temperatura permitida durante varias generaciones sin
antibioticos para sacar las secuencias de vector y posteriormente se seleccion6 un clon CmR sensible a neomicina
(neoS). En este clon, las secuencias de vector de plCatH en el cromosoma se escinden (incluso el gen de resistencia
a la neomicina) y solo se deja el casete de catH - LATKLM3'. Posteriormente, el casete de catH - LATKLM3' en el
cromosoma se amplia mediante el cultivo de la cepa en un medio con concentraciones crecientes de cloranfenicol.
Después de varias rondas de ampliacion, se selecciond un clon (resistente a 50 ug/ml de cloranfenicol) y se designo
como BML780-KLM3'CAP50. Para verificar la expresion KLM3', se cultivaron BML780-KLM3'CAP50 y BML780 (la
cepa huésped vacia) durante 48horas a 37°C en una placa de agar Heart Infusion (Bacto) con un 1% de tributirina. Se
visualizé claramente una zona de limpieza, indicadora de actividad lipido aciltransferasa, alrededor de la colonia de
BML780-KLM3'CAP50 pero no alrededor de la cepa huésped BML780 (ver Figura 56). Este resultado muestra que se
expres6 una cantidad sustancial de KLM3' en la cepa BML780-KLM3'CAP50 de B. licheniformis y que estas
moléculas KLM3' son funcionales.

Ejemplo comparativo 1
Constructo vector

El constructo plasmido es pCS32new N80D, el cual es un derivado de pCCmini que lleva la secuencia que codifica la
forma madura de la glicerofosfolipido-colesterol aciltransferasa nativa de Aeromonas salmonicida con una sustitucion
Asn en Asp en la posicion 80 (KLM3'), bajo el control del promotor p32 y con una secuencia de sefial CGTasa.

La cepa huésped utilizada para la expresion se encuentra en la cepa OS21AAprE de Bacillus subtilis.

El nivel de expresion se mide como actividad transferasa, expresada como un % del colesterol esterificado, calculado
de la diferencia en el colesterol libre en la muestra de referencia y colesterol libre en la muestra enzimatica en
reacciones con PC (Tpc) como donador y colesterol como molécula aceptadora.

Condiciones del cultivo

Se inocularon 5 ml de suspension de LB (digerido enzimatico de caseina, 10 g/l; extracto de levadura baja en sodio, 5
g/l; cloruro de sodio, 5 g/l; colaboradores de compresion inertes, 2 g/l) complementados con 50 mg/l de canamicina,
con una unica colonia y se incubaron a 30°C durante 6 horas a 205 rpm. Se utilizaron 0,7 ml de este cultivo para
inocular 50 ml de medio SAS (K:HPO4, 10 g/l; MOPS (acido 3-morfolinopropanosulfonico), 40 g/l; cloruro de sodio, 5
g/l; antiespumante (Sin 260), 5 gotas/I; harina de soja desgrasada, 20 g/l; Biospringer 106 (100 % dw YE), 20 g/l)
complementados con 50 mg/l de canamicina y una solucion de hidrolizados de almidén con alto contenido de maltosa
(60 g/l). La incubacién se continué durante 40 horas a 30°C y 180 rpm antes de que el sobrenadante del cultivo se
separara por centrifugacion a 19000 rpm durante 30 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se utilizé
directamente para la medicion de la actividad transferasa.

Preparacion de sustratos y reaccion enzimatica

Se escalaron PC (lipidos Avanti Polar #441601) y colesterol (Sigma C8503) en una relacion 9:1, disueltos en
cloroformo y se evaporaron hasta secarse.
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El sustrato se preparé mediante dispersion de un 3% PC:Colesterol 9:1 en 50 mM de tampén HEPES a pH 7.

Se transfirieron 0,250 ml de solucién de sustrato en un tubo de vidrio de 3 ml con tapa de rosca. Se agregaron 0,025
ml de sobrenadante de cultivo y la mezcla se incubd a 40°C durante 2 horas. También se preparé una muestra de
referencia con agua en lugar de enzima. El calentamiento de la mezcla de reaccién en un bafio de agua hirviendo
durante 10 minutos detuvo la reaccidon enzimatica. Se agregaron 2 ml de un 99% de etanol a la mezcla de reaccion
antes de someter el colesterol a analisis de ensayo.

Ensayo de colesterol

Se incubaron 100 pl de sustrato que contiene 1,4 U/ml de colesterol oxidasa (SERVA Electrophoresis GmbH cat. No
17109), 0,4 mg/ml de ABTS (Sigma A-1888), 6 U/ml de peroxidasa (Sigma 6782) en 0,1 M de Tris-HCI, pH 6,6 y un
0,5 % de Triton X-100 (Sigma X-100) a 37°C durante 5 minutos antes de la incorporacion de 5 pl de muestra de
reaccion enzimatica y se mezclaron. La mezcla de reaccion se incubd durante otros 5 minutos y se midié ODaos. El
contenido de colesterol se calculd de los analisis de las soluciones estandar de colesterol que contienen 0,4 mg/ml,
0,3 mg/ml, 0,20 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml y 0 mg/ml de colesterol en un 99% de etanol.

Resultados
La siguiente Tabla 3 muestra el medio de 8 cultivos de expresion independientes:

Tabla 3

Cepa Toc ®
0S21AAprE[pCS3 2new] 74,2 £+10,1°

@ Trc es la actividad transferasa, expresada como un % del colesterol esterificado, calculado de la diferencia en el
colesterol libre en la muestra de referencia y colesterol libre en la muestra enzimatica en reacciones con PC como
molécula donadora y colesterol como molécula aceptadora.

® Medio de 8 cultivos de expresion independientes

Ejemplo 2: Prueba de determinacion enzimatica

En los ensayos descritos a continuacion, el contenido de humedad, el tiempo de humectacion y el colesterol y los
niveles de éster de colesterol de la leche en polvo formado por secado por pulverizacién de 25 litros de leche entera
estandar que habian sido tratados con una enzima durante 30 minutos y 4 horas (como se describe a continuacion)
se compararon con leche en polvo formada mediante la incorporacién de 25 litros de leche entera estandar
directamente en la torre de secado por pulverizacion (denominada a continuacion como la muestra de control).

Tratamiento enzimatico de leche entera de ARLA

Se calentaron 20 litros de leche entera a 40°C y se agregaron 76 ul de una solucion de la enzima de SEQ ID No. 16
(en adelante KLM3'), (KTP08015, 1300 TIPU/g de leche, correspondiente a 12,4 mg de enzima/g de leche).

La mezcla continué durante 38 minutos para garantizar homogeneidad y la leche tratada se dividié posteriormente en
2 lotes. El lote 1 se bombe0 en la torre de pulverizacién de inmediato; el lote 2 se bombeé en la torre de pulverizacion
4 horas después de agregar enzima.

Los parametros utilizados para el funcionamiento del secador por pulverizacién de la planta piloto durante los
ensayos fueron los siguientes:

Muestra de control (leche entera ARLA)

Torre de pulverizaciéon: Modelo NIRO DRYER P 6.3; 400 m3; entrada de aire a 220°C; potencia 54 kW.
Temperaturas de salida: 105 / 40,5°C (aire/producto).

Temperatura de alimentacion 40°C. Bomba de alimentacién Rannie 17 rpm.

Presion de la boquilla atomizadora 18 MPa (180 bar) (ata). Tipo de bombilla KMFP SKYM M76.

Lote 1 tratado con enzima

400 m3; ingreso de aire a 195°C; potencia 48 kW.

Temperaturas de salida: 100 -103 / 43°C (aire/producto).

Temperatura de alimentacion 40°C. Bomba de alimentacién Rannie 15 rpm.
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Presion de la boquilla atomizadora 16 MPa (160 bar) (ata). Tipo de bombilla KMFP SKYM M76.

Lote 2 tratado con enzima

400 m3; ingreso de aire a 195°C; potencia 48 kW.

Temperaturas de salida: 100 -103 / 43°C (aire/producto).

Temperatura de alimentacion 42°C. Bomba de alimentacién Rannie 16 rpm.

Presion de la boquilla de atomizacion: 17,5 MPa (175 bar) (ata). Tipo de bombilla KMFP SKYM M76.
Ejemplo 3: Prueba de humedad

Las leches en polvo derivadas del Ejemplo 2 se probaron para verificar humedad de conformidad con el
procedimiento IDF 87:1979 con debida consideracién al hecho de que el procedimiento pretende probar las leches en
polvo instantaneas, mientras que los polvos provenientes del secador de la planta piloto son polvos no instantaneos y
no aglomerados. El aparato utilizado se ilustra en la Figura 76.

Los resultados se muestran en la Tabla 4 a continuacion.

Las caracteristicas del polvo muestran que el polvo hecho de leche enzimatica fluye con mas libertad y tiene una
tendencia a aglomerarse apenas menor.

Tabla 4
Muestra Tiempo de humectacion
Control > 10 minutos en las 3 pruebas repetidas
Lote 1 tratado con enzima 1ra prueba repetida 403 segundos;

2da prueba repetida 394 segundos;

Tiempo de humectacion medio, 399 segundos.

Lote 2 tratado con enzima 1ra prueba repetida 320 segundos;

2da prueba repetida 309 segundos;

Tiempo de humectacion medio, 315 segundos.

Ejemplo 4: Analisis de contenido de humedad residual en muestras de polvo después del almacenamiento

Las muestras preparadas de conformidad con el Ejemplo 2 anterior se analizaron para verificar el contenido de
humedad residual en muestras de polvo después del almacenamiento durante una semana a 5°C utilizando un
analizador de humedad ML-50 de A&D Company, Limited. Los analisis de humedad se realizaron después de
secarse a 120°C hasta alcanzar un peso constante y a 140° hasta alcanzar el peso constante. Los resultados se
muestran en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5
Muestra Temperatura de secado | Temperatura de secado | Medio, % de agua
120°C 140°C
Control 2,5 2,6 2,6
Lote 1 tratado con enzima 2,0 2,1 2,1
Lote 2 tratado con enzima 1,7 1,8 1,8

Ejemplo 5: Determinacion de colesterol y niveles de éster de colesterol

Las muestras de leche en polvo preparadas en el Ejemplo 2 anterior se analizaron mediante GLC para verificar el
contenido de colesterol y éster de colesterol. El procedimiento utilizado se describe a continuacion.

Se midieron con escala 100 mg de leche en polvo en un tubo centrifugo de 15 ml con tapa. Se agregaron 5 ml de
cloroformo:metanol a una relacion de 2:1, y la muestra se extrajo durante 30 minutos por rotacion en un RotaMix® a
40 rpm. La muestra se centrifugd. Una alicuota ajustada a escala del disolvente se transfirid a 10 ml de Dramglass y
el disolvente se evapor6 bajo un vapor de nitrégeno a 50°C. La muestra aislada se analizé mediante GLC.
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Cromatografia de gases:

Cromatografo de gas capilar Perkin ElImer Autosystem 9000 equipado con una columna de silice fusionada WCOT de
12,5m x 0,25 mm ID x 0,1 p de espesor de pelicula, un 5% de fenil-metilsilicona (CP Sil 8 CB de Chrompack).

Gas portador: Helio.
Inyector. Inyeccion partida en frio PSSI (temp. Inicial 50°C, calentada a 385°C), volumen 1,0pl.

Detector FID: 395°C

Programa del horno (utilizado desde 30.10.2003): 1 2 3

Temperatura del horno, °C. 90 280 350
Tiempo isotérmico, min. 1 0 10
indice de temperatura, °C/min. 15 4

Preparacion de muestras de leche para analisis GC:

La fraccion lipidica se volvio a disolver en heptano/piridina (2:1) que contiene heptadecano como estandar interno y el
colesterol se mide mediante GC.

Una solucién de muestra de 500ul se transfirid posteriormente a un vial magnético, se agregaron 100 ul de
MSTFA:TMCS - 99:1 (N-Metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se dejaron reaccionar durante 20 minutos a 60°C.

Calculo: Los factores de respuesta para el colesterol y los ésteres de colesterol se determinan de material de
referencia puro (ponderacion de material puro 8-10 mg en 12 ml de piridina, que contiene heptadecano estandar
interno, 0,5 mg/ml).

Los resultados se muestran en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6
Muestra % de colesterol % de éster de colesterol % de colesterol esterificado
Control 0,084 0 0
Lote 1 tratado con enzima 0,021 0,080 69,2
Lote 2 tratado con enzima 0,007 0,094 89,0

Conclusiones

El tratamiento enzimatico de la leche entera con lipido aciltransferasa KLM3 tiene un impacto importante en la
humectabilidad de la leche en polvo producida de la leche. El tratamiento enzimatico también tiene impacto en la
temperatura de secado, dado que se muestra que las muestras tratadas con enzima tienen un contenido de agua
menor que control.

El colesterol libre en leche producida de leche tratada con aciliransferasa se redujo significativamente en
comparacion con un control sin tratamiento enzimatico.
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RECIBOS DE DEPOSITO

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
A LOS FINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

Danisco A/S FORMULARIO INTERNACIONAL
Langebrogade 1 )

DK-1001 Copenhague RECIBO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
Dinamarca Emitido de conformidad con la Regla 7.1 de la

AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
identificada al pre de la pagimna

NOMBERE Y DOMICTLIO DEL DEPOSITANTE

L IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacion dada por el Numero de acceso dado por la )
DEPOSITANTE: AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:

Escherichia coli
TOP 10 pPetl 2aAhydro NCIMB 41204

I DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El nucroorganismo identificado en el punto I anterior estuvo acompafiado de:

Una descripcion cientifica

una designacion taxonodmica propuesta

X

(Marcar con una cruz la opcion que comresponda)

IIL. RECEPCION Y ACEPTACION

La Autonidad Internacional de Deposito acepta el microorgamismo identificado en el punto [ anterior, el cual recibio
el 22 de diciembre de 2003 (fecha del depésito original). '

Iv. RECEPCION DE SOLICITUD DE CONVERSION

El microorganismo identificado en el punto I anterior fue recibido por la Autoridad Internacional de Deposito el
(fecha del deposito original); asimismo dicha autoridad también ha recibido una solicitud de convertir el depdsito
original en un deposito de conformidad con el Tratade de Budapest

el (fecha de recepcion de la solicitud de conversion).

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd.. Firmal(s) de la(s) persona(s) con facultad para representar
a la Autoridad Internacional de Deposito o de lo(s)

Domicilio: 23 St Machar Drive. funcionario(s) autorizado(s):

Aberdeen
AB24 3RY - ;}Z_J
Escocia RU /E—t—ﬁn ce o I:

Fecha: 9 de enero de 2004

En los casos en que aplica la Regla 6.4(d). dicha fecha sera la fecha en la que se adquirid el estado de avtoridad internacional de depdsito.
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
A LOS FINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

Danisco A/S FORMULARIO INTERNACIONAL
Langebrogade 1 )

DK-1001 Copenhague RECIBO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
Dinamarca Emitido de conformidad con la Regla 7.1 de la

AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
identificada al pie de la pagina

NOMERE Y DOMICILIO DE LA PARTE A FAVOR
DE QUIEN SE EMITE LA DECLARACION DE

VIABILIDAD
I DEPOSITANTE: II. IDENTIFICACION DEL
MICROORGANISMO
Nombre:  COMO SE DETERMING ANTERIORMENTE Nuomero de acceso dado por la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
Dareceion: NCIMB 41204

Fecha del depésito o la transferencia’:

22 de diciembre de 2003

o1 VIABILIDAD DE LA DECLARACION

Se probd la viabilidad del microorganismo identificado en el punto II anterior el 22 de diciembre de 2003 °. En
dicha fecha. el microorganismo era:

¥ ? viable

Ya no era viable

! Indicar la fecha del depdsito original o. en caso de un nuevo deposito o vna nueva transferencia, la fecha relevante mas reciente (fecha
del nuevo depoésito o fecha de la transferencia).

% En los casos mencionados en la Begla 10.2(a)(11) v (iif), remitirse a la prueba de viabilidad mas reciente.

* Marcar con una cruz la casilla que cotresponda.

Formulario BP/9 (primera pagina)
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IV. CONDICIONES BAJO LAS QUE SE REAIIZ0 EL ESTUDIO DE VIABILIDAD

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd.. Firma(s) de la(s) persona(s) con facultad para representar
a la Autoridad Internacional de Deposito o de lo(s)
funcienario(s) autonizado(s):

P .
-f N e S /D.. \

Domicilio: 23 St Machar Drive B Y

Aberdeen 9 de enero de 2004

AB24 3RY

Escocia

* Completar si se ha solicitado informacién v si los resultados de la prueba dieron negativo.

Formmlario BP/9 (segunda y altima pigina)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
A LOS FINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

Danisco A/S FORMULARIO INTERNACIONAL
Langebrogade 1

DK-1001 Copenhague RECIBO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
Dinamarca Emitido de conformidad con la Regla 7.1 de la

AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
identificada al pie de la pagina

NOMBRE Y DOMICILIO DEL DEPOSITANTE

L IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacion dada por el Numero de acceso dado por la ]
DEPOSITANTE: AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:

Escherichia coli
TOP 10 pPetl2aAsalmo NCIMB 41205

II. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en el punto I anterior estuvo acompanado de:

Una descripcidn cientifica

% una designacién taxonodmica propuesta

(Marcar con una cruz la opcion que corresponda)

I1I. RECEPCION Y ACEPTACION

La Autoridad Internacional de Deposito acepta el microorganismo identificado en el punto I anterior, el cual recibio
el 22 de diciembre de 2003 (fecha del deposito original). *

IV. RECEPCION DE SOLICITUD DE CONVERSION

El microorganismo identificado en el punto I anterior fue recibido por la Autoridad Internacional de Depdsito el
(fecha del deposito original): asimismo dicha autoridad también ha recibido una solicitud de convertir el deposito
original en un deposito de conformidad con el Tratado de Budapest

el (fecha de recepcion de la solicitud de conversion).

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd., Firma(s) de la(s) persona(s) con facultad para representar
a la Autoridad Internacional de Depésito o de lo(s)

Domicilio: 23 St Machar Drive, funcionario(s) autorizado(s):

Aberdeen
AB24 3RY /’ . :/)/2" J
Escocia RU /emu'. . o 7

Fecha: 9 de enero de 2004

'En los casos en que aplica la Regla 6.4(d). dicha fecha sera la fecha en la que se adquiri6 el estado de autoridad
internacional de depésito.

Form BP/4 (tinica pagina)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
A LOSFINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

Danisco A/S
Langebrogade 1
DK-1001 Copenhague
Dinamarca

FORMULARIO INTERNACIONAL

RECIBO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
Emutido de conformidad con la Regla 7.1 de la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
identificada al pie de la pagina

NOMBRE Y DOMICILIO DE LA PARTE A FAVOR
DE QUIEN SE EMITE LA DECLARACION DE
VIABILIDAD

I DEPOSITANTE:

II. IDENTIFICACION DEL
MICROORGANISMO

Nombre: COMO SE DETERMING ANTERIORMENTE Numero de acceso dado por la )
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
Direccidn: NCIMB 41204
22 de diciembre de 2003
L VIABILIDAD DE LA DECLARACION

Se probd la viabilidad del microorganismo identificado en el punto II anterior el 22 de diciembre de 2003 °. En

dicha fecha. el microorganismo era:

3 .
* viable

X

Ya no era viable

! Indicar la fecha del depdsito original o, en caso de un muevo depésito o una nueva transferencia, la fecha relevante mds reciente (fecha

del nueve depdsito o fecha de la transferencia).

* En los casos mencionados en la Regla 10.2(a)(ii) v (iii), remitirse a la prueba de viabilidad mds reciente.

¥ Marcar con una cruz la casilla que corresponda.

Formmlario BP/9 (primera pagima)
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IV. CONDICIONES BAJO LAS QUE SE REALIZO EL ESTUDIO DE VIABILIDAD

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Lid.. Firma(s) de la(s) personais) con facultad para representar
a la Autoridad Internacional de Deposito o de lo(s)
funcionario(s) antonizado(s):

- »
Domicilio: 23 $t Machar Drive e cn ,:)-N >
Aberdeen ]
AB24 3RY 9 de enero de 2004
Escocia

4 . .. . - . . .
Completar si se ha solicitado informacion v s1 los resultados de la prueba dieron negativo.

Formmlaric BP/9 (segunda v ultima pagina)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERENACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
A LOS FINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

Danisco Intellectual Assets FORMULARIO INTERNACIONAL

Danisco A/S )

Langebrogade 1 RECIBO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL

DE-1001 Copenhague Emitido de conformidad conla Regla 7.1 dela

Dinamarca AUTORIDAD INTERENACIONAL DE DEPOSITO
identificada al pie de la pagina

NOMBRE Y DOMICILIO DEL DEPOSITANTE

L IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacion dada por el Numero de acceso dado por la )
DEPOSITANTE: AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:

cepas de Streptomyces
L130 NCIMB 41226

I DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en el punto I anterior estuvo acompaifiado de:

Una descripeion cientifica

una designacion taxonomica propuesta

X

(Marcar con una cruz la opcion que corresponda)

I RECEPCION Y ACEPTACION

La Autoridad Internacional de Deposito acepta el microorgamismo 1dentificado en el punto I anterior. el cual
recibio el 23 de jumo de 2004 (fecha del depésito original). !

Iv. RECEPCION DE SOLICITUD DE CONVERSION

El microorganismo 1dentificado en el punto I anterior fue recibido por la Autoridad Internacional de Deposito el
(fecha del deposito original); asimismo dicha autoridad también ha recibido una solicitud de convertir el deposito
original en un deposito de conformidad con el Tratado de Budapest

el (fecha de recepcion de la solicitud de conversion).

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd.. Firma(s) de la(s) persona(s) con facultad para
representar a la Autoridad Internacional de Deposito o

Domicilio: 23 St Machar Drive. de lo(s) funcionario(s) autorizado(s):

Aberdeen

AB24 3RY 4;& -;) i~
[P 5 T

Escocia RU - )

Fecha: 28 de junio de 2004

"En los casos en que aplica la Regla 6.4(d). dicha fecha serd la fecha en la que se adquirié el estado de autoridad
mternacional de deposito.

Formulario BP/4 (Unica pagina)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
A LOS FINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

Danisco Intellectual Assets
Danisco A/S
Langebrogade 1

DK-1001 Copenhague
Dinamarca

FORMULARIO INTERNACIONAL

RECIBO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
Emitido de conformidad con la Regla 7.1 de la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
identificada al pie de la pagina

NOMBRE Y DOMICILIO DE LA PARTE A FAVOR
DE QUIEN SE EMITE LA DECLARACION DE
VIABILIDAD

I. DEPOSITANTE: 1L IDENTIFICACION DEL
MICROORGANISMO
Nombre: COMO SE DETERMING ANTERIORMENTE Ntumero de acceso dado por la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
Direccion: NCIMB 41226
Fecha del deposito o la transferencia:
23 de junio de 2004
I1I. VIABILIDAD DE LA DECLARACION

Se probo la viabilidad del microorganismo identificado en el punto II anterior el 25 de junio de 2004 °. En dicha

fecha, el microorganismo era:

x| 7 viable

Ya no era viable

! Indicar la fecha del deposito original o, en caso de un nuevo depésito o una nueva transferencia, la fecha relevante mas reciente (fecha

del nuevo depdsito o fecha de la transferencia).

2 . vy e .. . g - .
“ En los casos mencionados en la Regla 10.2(a)(it) v (iii). remitirse a la prucba de viabilidad mas reciente.

3 : .
Marear con una eruz la easilla que corresponda.

Formulario BP/9 (primera pagina)
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IV. CONDICIONES BAJO LAS QUE SE REALIZO EL ESTUDIO DE VIAEILIDAD

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd . Firma(s) de la(s) persona(s) con facultad para representar
a la Autonidad Internacional de Deposito o de lo(s)
funcionario(s) autorizado(s):

i
Domicilio: 23 $t Machar Drive 7;"‘“’"‘:])""— Y2 .

Aberdeen
AB24 3RY

Escocia

28 de junio de 2004

* Completar si se ha solicitado informacién v si los resultados de la prueba dieron negativo.

Formmlario BP/9 (segunda y altima pagim)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
A LOS FINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

Danisco Intellectual Assets
Danisco A/S
Langebrogade 1

DK-1001 Copenhague
Dinamarca

NOMBRE Y DOMICILIO DEL DEPOSITANTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

RECIBO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
Emitido de conformidad con la Regla 7.1 de la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
identificada al pie de la pagina

L IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacion dada por el
DEPOSITANTE:

cepas de Streptomyces
L130

Ntmero de acceso dado por la )
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:

NCIMB 41227

II. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en el punto T anterior estuvo acompanado de:

Una descripcion cientifica

una designacion taxonomica propuesta

X

(Marcar con una cruz la opcién que corresponda)

I1I. RECEPCION Y ACEPTACION

La Autoridad Internacional de Depdsito acepta el microorganismo identificado en el punto I anterior, el cual
recibid el 23 de junio de 2004 (fecha del depésito original). *

Iv. RECEPCION DE SOLICITUD DE CONVERSION

El microorganismo identificado en el punto I anterior fue recibido por la Autoridad Internacional de Deposito el
(fecha del depdsito original); asimismo dicha autoridad también ha recibido una solicitud de convertir el deposito
original en un depdsito de conformidad con el Tratado de Budapest

el (fecha de recepcidn de la solicitud de conversion).

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd.,

Domicilio: 23 St Machar Drive,
Aberdeen
AB24 3RY
Escocia RU

Firma(s) de la(s) persona(s) con facultad para
representar a la Autoridad Internacional de Deposito o
de lo(s) funcionario(s) autorizado(s):

Foence. VA

Fecha: 28 de junio de 2004

"En los casos en que aplica la Regla 6 4(d). dicha fecha ser4 la fecha en la que se adquirié el estado de autoridad

internacional de depdsito.
Formulario BP/4 (inica pagina)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
A LOS FINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

Danisco Intellectual Assets
Danisco A/S
Langebrogade 1

DK-1001 Copenhague
Dinamarca

FORMULARIO INTERNACIONAL

RECIBO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
Emitido de conformidad con la Regla 10.2 de la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
identificada en la siguiente pagina

NOMBRE Y DOMICILIO DE LA PARTE A FAVOR
DE QUIEN SE EMITE LA DECLARACION DE
VIABILIDAD

I. DEPOSITANTE: II. IDENTIFICACION DEL
MICROORGANISMO
Nombre: COMO SE DETERMING ANTERIORMENTE Numero de acceso dado por la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
Direccion: NCIMB 41227
Fecha del depdsito o la transferencia:
23 de junio de 2003
VL VIABILIDAD DE LA DECLARACION

Se probé la viabilidad del microorganismo identificado en el punto IT anterior el 25 de junio de 2004 ~. En dicha

fecha. el microorganismo era:

x| viable

Ya no era viable

! Indicar la fecha del depésito original o, en caso de un muevo depésito o una nueva transferencia, la fecha relevante mas reciente (fecha

del nuevo depdsito o fecha de la transferencia).

3 .
Marcar con una cruz la casilla que corresponda.

Formulario BP/9 (primera pagina)
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VI. CONDICIONES BAJO LAS QUE SE REALIZO EL ESTUDIO DE VIABILIDAD

VII. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd.. Firma(s) de la(s) persona(s) con facultad para representar
a la Autoridad Internacional de Deposito o de lo(s)
funcionario(s) autorizado(s):

Domicilio: 23 St Machar Drive fﬂ - %r_?

Aberdeen o
AB24 3RY 28 de junio de 2004

Escocia

* Completar si se ha solicitado informacién y si los resultados de la prueba dieron negativo.

Formulario BP/9 (segunda y ultima pagina)

Listado de secuencias
<110> DANISCO A/S
<120> Método

<130> P038564WO

<150> GB 0920089.0
<151> 17-11-2009

<150> US 61/262285
<151> 18-11-2009

<160> 124
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<170> Patentln versién 3.5

<210> 1
<211> 335
<212> PRT

<213> Aeromonas hydrophila

<400> 1

Met Lys Lyg Trp Phe
1 5

Gln Ala Ala Asp Ser
20

Asp Ser Leu Ser Asp
35

Leu Pro Ser Ser Pro
50

Val Trp Leu Glu Gln
65

Asn Glu Ala Glu Gly
85

Trp Asn Pro Lys Tyr
100

Gln Phe Leu Gln Lys
115

Trp Val Gly Ala Asn
130

Asp Ala lys Arg Val
145

Val

Arg

Thr

Pro

Leu

70

Gly

Gln

Asp

Asp

Arg
150

Cvs

Pro

Gly

Tyr

55

Thr

Ala

Val

Ser

Tyr

135

Asp

ES 2 645041 T3

Leu

Ala

Lys

40

Tyr

Lys

Thr

Ile

Phe

120

Leu

Ala

Leu

Phe

25

Met

Glu

Gln

Ala

Asn

105

Lys

Ala

Ile

Gly

10

Ser

Tyr

Gly

Phe

val

90

Asn

Pro

Tyr

Ser

71

Leu

Arg

Ser

Arg

Pro

75

Ala

Leu

Asp

Gly

Asp
155

Val

Ile

Lys

Phe

60

Gly

Tyr

Asp

Asp

Trp

140

Ala

Ala

Val

Met

45

Ser

Leu

Asn

Tyr

Leu

125

Asn

Ala

Leu

Met

30

Arg

Asn

Thr

Lys

Glu

110

val

Thr

Asn

Thr

15

Phe

Gly

Gly

Ile

Ile

95

val

Ile

Glu

Arg

Val

Gly

Tyr

Pro

Ala

g0

Ser

Thr

Leu

Gln

Met
160



Val

Gly

His

Leu

Ala
225

Asn

Ser

Leu

Met

Trp
305

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Gln

val

Ala

210

Glu

Pro

Val

Ala

Ala

290

Asp

Ala

2

361

Asn

Asn

Ser

195

Pro

Met

Cys

Ser

Tle

275

Arg

Gln

Ala

PRT
Secuencia Atrtificial

Gly

Pro

180

Ala

Thr

Leu

Tyr

Thr

260

Ala

Arg

Val

Thr

Ala

165

Ser

Tyr

Gly

Arg

Asp

245

Asp

Gly

Ser

His

Phe
325

Lys

Ala

His

Met

Asp

230

Gly

Arg

Asn

Ala

Pro

310

Ile

Gln

Arg

Asn

Val

215

Pro

Gly

Gln

Pro

Ser

295

Thr

Ala

ES 2 645041 T3

Tle

Ser

Gln

200

Lys

Gln

Tyr

Leu

Leu

280

Pro

Thr

Asn

secuencia de consenso Pfam00657

2

Ile Val Ala Phe Gly Asp Ser Leu

1

5

Asp Ser Asp Gly Gly Gly Trp Gly

20

Leu Leu
170

Gln Lys
185

Leu Leu

Leu Phe

Asn Phe

Val Trp

250

Ser Ala

265

Leu Ala

Leu Asn

val val

Gln Tyr
330

Phe

Val

Leu

Glu

Gly

235

Lys

Phe

Gln

Cys

His

315

Glu

Asn

Val

Asn

Ile

220

Leu

Pro

Ser

Ala

Glu

300

Ala

Phe

Thr Asp Gly Glu

10

Ala Gly Leu Ala

25

Ala Leu Leu Arg Leu Arg Ala Arg Pro Arg Gly Val

35

40

72

Leu

Glu

Leu

205

Asp

Ser

Phe

Pro

Val

285

Gly

Ala

Leu

Ala

Asp

Asp
45

Pro Asp
175

Ala Val
190

Ala Arg

Lys Gln

Asp Val

Ala Thr
255

Gln Glu
270

Ala Ser

Lys Met

Leu Ser

Ala His
335

Tyr Tyr
15

Arg Leu
30

Val Phe

Leu

Ser

Gln

Fhe

Glu

240

Arg

Arg

Pro

Phe

Glu
320

Gly

Thr

Asn



Arg

Leu

65

Pro

Ala

Gln

Gly

Ser

145

Ser

Val

Ser

Asn

Ala

225

Glu

Lys

Ala

Gly

Gly

Val

Pro

Gly

FPhe

Leu

130

Pro

Ala

Fro

Asn

Leu

210

Ser

Ala

Leu

Asp

Ile
290

Ile

Ala

Tyr

Ala

Lys

115

Leu

Asp

Phe

Glu

Asn

195

Gly

Ser

Val

Glu

val

275

Gln

Ser

Leu

Leu

Thr

100

Asp

Gln

Leu

Phe

Phe

180

Gly

Pro

Lys

Ala

Asp

260

Pro

Asn

Gly

Leu

Ser

85

Ile

Phe

Glu

Val

Gly

165

Lys

Ala

Leu

Asn

Asp

245

Gln

Tyr

Pro

Arg

Phe

70

Gly

Leu

Lys

Leu

Thr

150

Pre

Asp

Arg

Gly

Val

230

Phe

Leu

val

Ser

Thr

55

Leu

Asp

Pro

Ser

Lenu

135

Ile

Lys

Asn

Ile

Cys

215

Asp

Asn

Arg

Asp

Ala
295

ES 2 645041 T3

Ser

Ala

Phe

Thr

Gln

120

aArg

Met

Ser

Leu

Ile

200

Leu

Ala

Glu

Lys

Leu

280

Tyr

Asp

Gln

Leu

Ser

105

Val

Leu

Ile

Thr

Arg

185

val

Pro

Ser

Ala

Asp

2865

Tyr

val

Gly

Ser

Arg

Gly

Leu

Leu

Gly

Glu

170

Gln

Leu

Leu

Gly

Leu

250

Gly

Ser

Iyr

73

Arg

Leu

75

Gly

Pro

Glu

Pro

Thr

155

Ser

Leu

Ile

Lys

Cys

235

Arg

Leu

Ile

Gly

Leu

€0

Gly

Ala

Phe

Leu

val

140

Asn

Asp

Ile

Thr

Leu

220

Leu

Glu

Pro

Phe

Phe
300

Ile

Leu

Asn

Leu

Arg

125

Leu

Asp

Arg

Lys

Leu

205

Ala

Glu

Leu

Asp

Gln

285

Glu

Val

Pro

Phe

Ile

110

Gln

Asp

Leu

Asn

Arg

130

Val

Leu

Arg

Ala

val

270

Asp

Thr

Asp

Asn

Ala

%5

Gln

Ala

Ala

Ile

Val

175

Leu

Ile

Ala

Leu

Ile

255

Lys

Leu

Thr

Ala

Leu

80

Ser

val

Leu

Lys

Thr

160

Ser

Arg

Leu

Leu

Asn

240

Ser

Gly

Asp

Lys



Ala Cys Cys Gly Tyr Gly

305

Asn Ala Gly Leu Cys Asn
325

Tyr Leu Leu Ser Phe Leu

Gly Tyr Lys Ala Val Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

3

355

335
PRT
Aeromonas hydrophila

3

340

310

Met Lys Lys Trp Phe Val

1

Gln

Asp

Leu

Val

63

Asn

Trp

Gln

Trp

Asp

145

Val

Ala

Ser

Pro

50

Trp

Glu

Asn

Phe

Val

130

Ala

Leu

Ala

Leu

35

Ser

Leu

Ala

Pro

Leu

115

Gly

Llys

Asn

Asp

20

Ser

Ser

Glu

Glu

Lys

100

Gln

Ala

Arg

Gly

5

Ser

Asp

Pro

Gln

Gly

Tyr

Lys

Asn

Val

Ala
165

Arg

Thr

Pro

Leu

70

Gly

Gln

Asp

Asp

Arg

150

Lys

Gly

Val

Phe

Glu

Cys

Pro

Gly

Tyr

55

Thr

Pro

Val

Ser

Tyr

135

Asp

Glu

ES 2 645041 T3

Arg

Thr

Trp

Ala
360

Leu

Ala

Lys

40

Tyr

Asn

Thr

Tle

Phe

120

Leu

Ala

Ile

Tyr

Ala

Asp

345

Leu

Leu

Phe

25

Met

Glu

Glu

Ala

Asn

105

Lys

Ala

Ile

Leu

Asn Tyr Asn Arg Val Cys Gly
315 320

Lys Ala Cys Asn Pro Ser Ser
330 335

Gly Phe His Pro Ser Glu Lys
350

Gly Leu Val Ala Leu Thr Vval
10 15

Ser Arg Ile Val Met Phe Gly
30

Tyr Ser Lys Met Arg Gly Tyr
45

Gly Arg Phe Ser Asn Gly Pro
60

Phe Pro Gly Leu Thr Ile Ala
75 80

Val Ala Tyr Asn Lys Ile Ser
90 95

Ahsn Leu Asp Tyr Glu Val Thr
110

Preo Asp Asp Leu Val Ile Leu
125

Tyr Gly Trp Asn Thr Glu Gln
140

Ser Asp Ala Ala Asn Arg Met
155 160

Leu Phe Asn Leu Pr¢ Asp Leu
170 175

74



Gly

His

Leu

Ala
225

Asgn

Ser

Leu

Met

Trp
305

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln

Val

Ala

210

Glu

Ala

Ala

Ala

Ala

290

Asp

Ala

4

Asn

Ser

195

Pro

Met

Cys

Ser

Ile

275

Ala

Gln

Ala

336
PRT
Aeromonas salmonicida

4

Pro

180

Ala

Thr

Leu

Tyr

Thr

260

Ala

Arg

Vval

Thr

Ser

Tyr

Gly

Arg

Gly

245

AsSp

Gly

Ser

His

Phe
325

Ala

His

Met

Asp

230

Gly

Ser

Asn

Ala

Pro

310

Ile

Met Lys Lys Trp Phe Val

1

5

Gln Ala Ala Asp Thr Arg

20

Agp Ser Leu Ser Asp Thr

35

Leu Prc Ser Ser Pro Pro

50

Arg

Asn

val

215

Pro

Ser

Gln

Pro

Ser

295

Thr

Glu

Cys

Pro

Gly

Tyr
55

ES 2 645041 T3

Ser

Gln

200

Lys

Gln

Tyr

Leu

Leu

280

Thr

Thr

Ser

Leu

Ala

Lys

40

Tyr

Gln

185

Leu

Leu

Asn

Val

Ser

265

Leu

Leu

val

Gln

Leu

Phe

25

Met

Glu

Lys

Leu

Phe

Phe

Trp

250

Ala

Ala

Asn

val

Tyr
330

Gly

10

Ser

Tyr

Gly

75

Val

Leu

Glu

Gly

235

Lys

Phe

Gln

Cys

His

315

Glu

Leu

Arg

Ser

Arg

Val

Asn

Ile

220

Leu

Pro

Asn

Ala

Glu

300

Ala

Phe

Ile

Ile

Lys

Phe
60

Glu

Leu

205

Asp

Ser

Phe

Pro

Val

285

Gly

Ala

Leu

Ala

vVal

Met

45

Ser

Ala

190

Ala

Lys

Asp

Ala

Gln

270

Ala

Lys

Leu

Ala

Leu

Met

30

Arg

Asn

Ala

Arg

Gln

Gln

Ser

255

Glu

Ser

Met

Ser

His
335

Thr

15

Phe

Gly

Gly

Ser

Gln

Phe

Arg

240

Arg

Arg

Pro

Phe

Glu
320

Val

Gly

Tyr

Pro



Vval

65

Asn

Trp

Gln

Trp

Asp

145

Val

Gly

His

Leu

Ala

225

Asn

Ser

Leu

Met

Trp

305

Arg

Trp

Glu

Asn

Phe

Val

130

Ala

Leu

Gln

Val

Ala

210

Glu

Pro

Val

Ala

Ala

290

ASD

Ala

Leu

Ala

Pro

Leu

115

Gly

Lys

Asn

Asn

Ser

195

Pro

Met

Cys

Ser

Ile

275

Gln

Ala

Glu

Glu

Lys

100

Gln

Ala

Arg

Gly

Pro

180

Ala

Thr

Leu

Tyr

Thr

260

Ala

Arg

val

Thr

Gln

Gly

85

Tyr

Lys

Asn

Val

Ala

165

Ser

Tyr

Gly

Arg

Asp

245

Asp

Gly

Ser

His

Phe

Leu

70

Gly

Gln

Asp

Asp

Aryg

150

Tys

Ala

His

Met

Asp

230

Gly

Arg

Asn

Ala

Pro

310

Ile

Thr

Ala

Val

Ser

Tyr

135

Asp

Gln

Arg

Asn

Val

215

Pro

Gly

Gln

Pro

sSer

295

Thr

Glu

ES 2 645041 T3

Lys

Thr

Ile

Phe

120

Leu

Ala

Tle

Ser

Lys

200

Lys

Gln

Tyr

Leu

Leu

280

Pro

Thr

Thr

Gln

Ala

Asn

105

Lys

Ala

Ile

Leu

Gln

185

Lenu

Leu

Asn

Val

Ser

285

Leu

Leu

val

Gln

Phe

Val

20

Asn

Pro

Tyr

Ser

Len

170

Lys

Leu

Phe

Phe

Trp

250

Ala

Ala

Asn

val

Tyr

Pro

75

Ala

Leu

Asp

Gly

Asp

155

FPhe

Val

Leu

Glu

Gly

235

Lys

Phe

Gln

Cys

His

315

Glu

Gly

Tyr
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Trp
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Ala

Asn

Val

Asn

Ile

220

Leu
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Ser
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Glu

300

Ala

Phe

Leu

Asn

Tyr

Leu
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Asn
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Leu

Glu

Leu

205
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Pro
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285
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Leu

Thr

Lys

Glu
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Val

Thr

Asn
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Lys
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Gln
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Lys

Leu
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Tle
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175

val
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Gln
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Thr

255
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Leu
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<211>
<212>
<213>
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1

val
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Tyr

Cys

65
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Phe

Gly
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Ser

145
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Leu

Tyr

Leu

5
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Streptomyces coelicolor

5

Pro
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50

Leu
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Thr

Thr

Thr

130
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Pro

Pro
210

Lys

Thr

Gln

35
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Arg

Arg

Gly

115

Phe
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Glu

val

Trp

195

Leu

Pro

Leu

20
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Leu

Ala
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Thr

Ile

Lys
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Arg

180

Tle

Ala

325

aAla

Ala

Thr
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Thr

Thr

85

Gln
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Asn
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165
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Thr

Ala

Leu

Leu
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Gly
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70
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Tyr
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150
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Gly

Arg
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Thr
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55
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Val

Pro

Val
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135
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Asn
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Arg

Leu

Leu

40

Leu

Tyr

Thr

Gly

Thr

120

Thr

Cys

Thr

Pro

Thr

200

Val

Val

Thr

25

Asp
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Pro

Cys

Val

105

Leu
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Lys

Tyr
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185
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330

Met
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Tyxr
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Thr

Cys
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Ala
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77

Arg
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Thr
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Thr
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Leu
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Arg
220

Thr

Ala

Leu

45
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Gln

Leu
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Gly

Lys
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Cys

205

Ala

335
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Asn
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Thr

Asp
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Ala

175

Leu

Leu

Gln

Ala

Ala

Ser

Leu
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Hig Leu Asn Asp Ala Val Arg
225 230

Tyr Val Asp Phe Ser Gly Val
245

Pro Gly Thr Arg Trp Ile Glu
260

Pro Val Hig Pro Asn Ala Leu
275

Met Asp Val Leu Gly Leu Asp
290 295

<210> 6

<211> 295

<212> PRT

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 6

Met Pro Lys$ Pro Ala Leu Arg
1 5

Val Gly Thr Leu Ala Leu Gly
20

Pro Ala Gln Ala Thr Pro Thr
35

Tyr Ser Ala Gly Ser Gly Val
50 55

Cys Leu Arg Ser Thr Ala Asn
65 70

Gly Ala Arg Leu Thr Asp Val
85

Phe Thr Arg Ala Gln Tyr Pro
100

Gly Thr Gly Thr Asp Leu Val
115

Ser Thr Phe Ile Asn Ala Ile
130 135

Ser Gly Gly Lys Gly Ser Pro

ES 2 645041 T3

Arg

Ser
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280

Arg
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Leu

40

Leu

Tyr

Thr
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Thr
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Thr

Cys
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Leu

265

Glu

Val

Thr
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val
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Leu
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Lys
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Gly

250

Leu
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Met
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Ala
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Thr

Ala

Leu

45
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Leu

Gly
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Gly

Gly

Cys
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Glu
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30
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Thr

Asp
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Ala Thr
240

Glu aAla
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Leu Val

Hig Thr

Ala Ala
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Ala Ala

Asp Ser

Leu Leu
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Ser Phe



145

Asp Asp

Leu Gly

Tyr Pro

Leu Pro

210

His Leu
225

Tyr Val

Pro Gly

Pro Val

Met Asp
290

<210> 7

Glu

val

Trp

195

Leu

Asn

Asp

Thr

His

275

val

<211> 238
<212> PRT

<213>
<400> 7

Tle

Arg

1380

Ile

Ala

Asp

Phe

Arg

260

Pro

Leu

Met Asp Tyr Glu

1

Ala Phe

Gly Ala

Arg Gly
50

Glu Ile
65

Asn

Ala

35

Phe

Leu

Thr

20

Leu

Lys

Lys

Glu

165

Ala

Thr

Ala

Ala

Ser

245

Trp

Asn

Gly

Lys
5

Arg

Val

Gly
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150

Ala

Pro

Gly

Val

230

Gly

Ile

Ala

Leu
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Asn

Tyr
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215

Arg

Val

Glu

Leu
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295

Leu

Ile

Glu

Thr

55

Ser
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Thr
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200
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Ser
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280

Leu
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Tyr

40
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Tyr
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185
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Leu

265
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25

Thr

Arg
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Leu

Arg
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Arg

Trp
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Leu
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235
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val
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Arg
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Met
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Leu
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Lys
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Cys

205

Ala

Thr

Ala
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Rla
285

Tle

Gln
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45

Lys

Thr

Glu
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Phe

Tle

Gly
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270

Glu

Thr

Tyr
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Ile
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Leu
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Gln
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255
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Gly

Glu

His

Trp

Asn

145

Glu

Gly

Gly

Thr

Asp
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Met Asn Leu Arg

1

Gly

Asn
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Phe
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Phe
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Glu

130

Glu
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Gly

Lys

Phe

210

Trp

8

Asn

Ile

Arg

115

Lys
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Lys
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195

Tyr
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Ralstonia sp.
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Leu
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Thr
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Gly

Thr
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100

Pro

Glu

Phe
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Ala
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Tyr

Pro
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Trp
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Trp

Gly

Gln

Thr
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Ser
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Tyr

val

Gln

Phe
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215

Asp

Met

Gly

Arg
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Pro
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Ala

Gln

Gly

120

Glu

Ser

Ala

Len

His

200

Pro

Asp

Gly

Gly

Met

40

Val

Ile

Gly

Met

105

Pro

Tle

Asp
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Leu

185

Asp

Lys

Gly
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val

Ala

Trp

Pro
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Val
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Asn
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Thr

Glu
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Ser
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Thr

val

Gln

Ala

80

Gln
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Leu

Leu

Leu
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Lys
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Leu

Met
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235

Thr

Asp

Phe

Ala
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val

Gly

140
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Leu

Gln

220
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Thr
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Tyr

Lys

Phe
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Tyr
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Ala

Ser

Asp

45

Gly

Val
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Arg
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Leu

Gln
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Lys

Ser
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95

Ser
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Leu

Gln

Leu

Asn

145
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Gly
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val

Ala
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Phe
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Phe

Asn

Asn
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Gly

Gly

Asn

val

Thr
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Asn
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val

Leu

Tyr
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Thr

val
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Gly
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Phe
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Leu
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Ser
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Gly
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Ala

280

Gly
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Gly
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Phe
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Gly

Leu
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Thr

Ala

185

Met

Ser

Leu
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Ala
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Gly

Asp
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Met
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Asp
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Gln
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Ser
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Gln

Arg
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155

Ala
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Leu
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Ile

Cys
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Leu
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Gln
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300

Tyr

Ile
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Tyr
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Leu
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Gly
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Thr

Cys
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Gly
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Gly
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Ser
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Leu Ala Arg Leu Leu Ala Asp Asn Val Ala His
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<210> 9

<211> 261
<212> PRT
<213>

<400> 9

Met Ile Gly
1

Gly Asp Pro

Ala Val Leu
35

Asn Leu Ala
50

Val Pro Arg
65

Gly Gly Asn

Glu Arg Phe

Val Leu Val
115

His Leu Arg
130

Ala Asp Arg
145

Val Gln Asp

Glu Gly His

Arg Val Pro
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Leu

Val
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Thr

Gly

Tyr

Arg
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180
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85

Leu

Thr

Lys

Gly

Arg
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Arg
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Leu
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Rgp

120

Thr

val

Asp

Leu

Gln
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Arg
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Leu

Arg
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Trp
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Gly
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Gly

Gly

Leu
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Trp
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Trp

Leu
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Arg



Gly Thr Leu
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Leu Val Pro
225

Hig Val Thr

Ile Ala Ala
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<211> 260
<212> PRT
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<400> 10

Met Gln Thr
1

Phe Thr Glu

Trp Ala Asp
35

Arg Tyr Ala
50

Asp Glu Gln
65

Leu Val Gly

Arg Val Arg

Cys Glu Gln
115

Leu Glu Arg
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Asp Leu Ala
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Gln Ser Leu

Asp

Trp
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20

Leu
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Gln

125

Ala

Leu
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Pro Pro
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Arg Gln
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Ser Gly
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1
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Pro Gly
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Arg Gly
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Trp
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Lys
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145

val

Leu
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260 265 270
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410

Ser

Asp

Leu

94

Ala

Leu

Thr

Phe

Gln

315

Pro

Leu

Trp

Asn

Trp

395

His

Ile

Leu

Lys

Leu

lys

His

Ser

300

Glu

Llys

Asp

Cys

Gly

380

Ile

Asn

Lys

Gly

Leu
460

Ala

Lys

Cys

285

Arg

Pro

Asp

Ala

Asp

365

His

Ile

Val

Asn

Pro

445

Glu

Gly

Val

270

Leu

Ile

Ile

Leu

Ile

350

Trp

Ile

Asn

Arg

Tyr

430

Asp

Arg

Ile

255

Ser

Leu

Ile

Lys

Thr

335

val

Gly

Thr

Arg

Ala

415

Phe

val

Phe

Gly

Pro

Asp

Arg

Thr

320

Pro

Pro

Leu

Glu

Phe

400

Ser

Glu

Lys

Ala



<400>

18

Met Arg Tyr

1

Phe

Pro

Asn

Asn

65

Asn

Lys

Ala

Thr

Tyr

145

Gly

Lys

Trp

Gln

Leu

225

Ser

val

Gln

val

50

Ala

Ala

Leu

Pro

Gln

130

val

Leu

Ser

Gly

Lys

2190

Gly

Gly

Leu

Gly

35

Pro

Trp

Ile

Val

Ser

115

Gly

val

Gln

Gly

Tyr

195

Glu

Gly

Pro

Phe

Ala

20

Tyxr

Asn

Gln

Val

Ser

100

Tyr

Glu

Thr

Ser

Asn

180

Ser

Tyr

Phe

Phe

Ala

Pro

Glu

Pro

Leu

Thr

85

Tyr

Ala

Met

Pro

Gly

165

Leu

Gly

Ala

Val

Ala
245

Ile

Lys

Ala

Leu

Leu

70

Thr

Gln

Ile

Tyr

Asp

150

Arg

Thr

Gly

Pro

Thr

230

Gly

Ala

Lys

Gln

Thr

55

val

Ile

Thr

Gln

Tyr

135

Tyr

Ala

Gly

Ser

Glu

215

Asn

Ile

ES 2 645041 T3

Phe

Pro

Pro

40

Asn

Arg

Ile

Phe

Tyxr

120

Ile

Glu

Thr

val

Len

200

Leu

Ile

Ile

Leu

Ser

25

Leu

val

Ser

Gln

Glu

105

Gly

Ser

Gly

Leu

Ser

185

Ala

Sar

Thr

Ser

Leu

10

Gln

Gly

Fhe

Glu

Fro

g0

Asp

Ser

Ala

Fro

Asn

170

Ser

Ser

Lys

Ala

Asn
250

Ile

Azp

Ser

Thr

Asp

75

Phe

Ser

Azp

Leu

Lys

155

Ser

Asp

Gly

Asn

Thr

235

Ala

95

Asn

Asp

Ile

Pro

60

Thr

Asn

Gly

Ile

Leu

140

Ser

Leu

Ala

Trp

Leu

220

Ala

Leu

Thr

Phe

Leu

45

val

Phe

Ala

Lys

Ser

125

Asp

Thr

Arg

Glu

Ala

205

Leu

Glu

Ala

Ile

Tyr

30

Lys

Lys

Gly

Lys

Len

110

Thr

Gln

Phe

Ala

Thr

120

Ala

Gly

Ala

Gly

Ser

15

Thr

Thr

val

Asn

Lys

95

Asp

Leu

Gly

Thr

Thr

175

Leu

Ala

Ala

Val

Ile
255

Ala

Pro

Arg

Gln

Pro

80

Asp

Cys

Thr

Tyr

val

160

Leu

Leu

Ile

Ala

Asp

240

Gly



Agn

Leu

Gly

Tyr

305

Ile

Gln

Ile

Lys

Ser

385

Asn

Asgn

Ala

Arg

Fhe
465

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu

Leu

Gly

290

Phe

Leu

Ile

Val

Ser

370

Ile

Gly

Leu

Ala

Asp

450

His

19

Tyr

Ser

275

Ile

Pro

Gln

Pro

Asn

355

Gly

Val

Gln

Glu

Leu

435

Lys

His

261
PRT
Streptomyces coelicolor

19

Pro

260

Ile

Ala

Asp

Aszp

Leu

340

Ser

Glu

Gly

Pro

Tyr

420

His

Val

His

Asp

Thr

Tyr

Gly

Asn

325

Phe

Arg

Tyr

Ala

Pro

405

Pro

Ala

Thr

His

Phe

Tyr

Phe

Trp

310

Gly

Ile

Lys

Asn

Pro

3380

Val

Gly

Ile

Leu

His
470

Lys

aArg

Gly

295

Asp

Leu

Tyr

Thr

Glu

375

Ala

Asp

Thr

Leu

Gly

455

His

ES 2 645041 T3

Asn

Leu

280

Lys

Leu

val

His

Phe

360

Asp

Ala

Gly

Pro

Gly

440

Gly

Tyr

265

Gly

Ser

Val

Tyr

Gly

345

Gln

Leu

Leu

Cys

Gln

425

Phe

Leu

Leu

Asn

Phe

Asn

Gln

330

Thr

Gln

Thr

Thr

Gln

410

Ser

Asp

Leu

Leu

Thr

Phe

Gln

315

Pro

Leu

Trp

Asn

Trp

395

His

Ile

Leu

1ys

96

Lys

His

Ser

300

Glu

Lys

Asp

Cys

Gly

380

Ile

Asn

Lys

Gly

Leu
460

Lys

Cys

285

Arg

Pro

Aszp

Ala

Asp

365

His

Ile

val

Asn

Pro

445

Glu

Val

270

Leu

Ile

Ile

Leu

Ile

350

Trp

Ile

Asn

Arg

Tyr

430

Asp

Arg

Ser

Leu

Ile

Lys

Thr

335

val

Gly

Thr

Arg

Ala

415

Phe

Val

Phe

Pro

Asp

Arg

Thr

320

Pro

Pro

Leu

Glu

Phe

400

Ser

Glu

Lys

Ala



Met

Gly

Ala

Asn

Val

65

Gly

Glu

Val

His

Ala

145

val

Glu

Arg

Gly

Leu

225

His

Ile

Ile

Asp

Val

Leu

50

Pro

Gly

Arg

Leu

Leu

130

Asp

Gln

Gly

Val

Thr

210

val

Val

Ala

Gly

Pro

Leu

35

Ala

Arg

Agn

Phe

val

115

Arg

Arg

Asp

His

Pro

185

Leu

Pro

Thr

Ala

Ser

Gly

20

Leu

Val

Val

Asp

Glu

100

Thr

Gly

Tyr

Arg

Thr

180

Ala

Asp

Trp

Ala

val

Tyr

Bro

Ala

Arg

Val

Tle

85

Leu

Thr

Lys

Gly

Arg

165

Arg

Asp

Val

Ile

Lys

245

Ala

val

Asp

Asp

Gly

Gly

70

Ile

Ala

Gly

Ile

Cya

150

Ala

val

Pro

Arg

Gly

230

Gly

Ala

Gly

Arg

Arg

55

Leu

Arg

val

Phe

Ala

135

Pro

Trp

Ala

Asp

Arg

215

Arg

Thr

ES 2 645041 T3

val

Ala

Arg

40

Leu

Ala

Pro

Ala

Asp

120

Thr

Val

Asp

Leu

Gln

200

Asp

Arg

Leu

Gly

Phe

25

Pro

Leu

Pro

Gly

Ala

105

Thr

Tyr

Leu

Ala

Arg

185

Pro

Asp

Leu

Ser

Asp

10

Vval

Glu

Asp

Asp

Thr

90

Leu

Arg

Asn

Asp

Asp

170

Ala

Trp

Val

Arg

Pro
250

Ser

Gly

Gly

Gln

Leu

75

Asp

Thr

Gly

Gly

Leu

155

Arg

Gly

Pro

His

Gly

235

Asp

97

Phe

Trp

Asp

Ile

60

Val

Pro

Ala

VvVal

His

140

Trp

Leu

Gln

Pro

Trp

220

Glu

Ala

Thr

Ala

Phe

45

val

Ser

Asp

Ala

Pro

125

val

Ser

His

Ala

Leu

205

Ala

Ser

Tle

Glu

asp

Thr

Ala

Phe

Glu

Ala

110

Val

Arg

Leu

Leu

Leu

130

Pro

Arg

Ser

Lys

Gly

15

Arg

Tyr

Glu

Ala

Val

95

Gly

Leu

Ala

Arg

Ser

175

Gly

BPro

Glu

Gly

Thr
255

Val

Leu

Thr

Gln

Ala

80

Ala

Thr

Lys

Ile

Ser

160

Pro

Leu

Arg

Tyr

Asp

240

Arg



10

15

20

25

30

35

ES 2 645041 T3

260

<210> 20

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia

<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Ala o Gly

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Ala, Leu o Tyr

<400> 20

Gly Xaa Asn Asp Xaa
1 5

<210> 21

<211> 18

<212> PRT

<213> Aeromonas sp.

<400> 21

Met Lys Lysg Trp Phe Val Cys Leu Leu Gly Leu ITle Ala Leu Thr Val
1 5 10 15

Gln Ala

<210> 22

<211> 29

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 22

Met Arg Ser Lys Lys Leu Trp Ile Ser Leu Leu Phe Ala Leu Thr Leu
1 5 10 15

Ile Phe Thr Met 2Ala Phe Ser Asn Met Ser Ala Gln Ala
20 25

<210> 23

<211> 29

<212> PRT

<213> Bacillus licheniformis

<400> 23

Met Met Arg Lys Lys Ser Phe Trp Phe Gly Met Leu Thr Ala Phe Met
1 5 10 15

Leu Val Phe Thr Met Glu Phe Ser Asp Ser Ala Ser Ala
20 25

<210> 24

98



10

<211>
<212>
<213>

1047
ADN

<400> 24
atgtttaagt

ttgttttegg
gtgatgtteg
ctecoccctoca
cagctgaceca
geegtggett
tacgaggtea
tgggtcggtg
gttegegatg
ctgctgttea
gaggcggtea
ctggeccoocea
cgtgatcege
gtgtggaagc
ccgcaggaac
atggccoogec
cacccgacca

cagtacgagt

<210> 25

<211> 347
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 25

Aeromonas hydrophila

ttaaaaagaa
caaccgectce
goegacagect
gccagaccta
aacagttcec
acaacaagat
cecagttett
ccaatgacta
ccatcagcga
acctgocogga
gcecatgtete
cceggeatggt
agaacttcegg
cgtttgecac
gectegecat
gcagcgacag
ctgtcegtgea

tcectegecea

Secuencia artificial

ES 2 645041 T3

tttcttagtt
tgcagetage
ctocgatace
ctatgaggge
gggtctgace
ctoctggaat
gcagaaagac
tctggectat
tgcggecaac
tctgggecag
cgcctatcac
aaagectgtte
cctgagegac
ccegeagegte
cgacggcaac
cccecteaac
cgcagccctg

ctgatga

ggattatcgg
gacgacagoa
ggcaaaatgt
cgttteteca
atecgccaacg
cocaagtate
agcttecaage
ggctggaaca
cgcatggtac
aacccgtcag
aaccagctge
gagatcgaca
gtcgagaace
agcaccgaca
cegetgetagg
tgtgagggca

agcgagcgcg

Constructo de fusion utilizado para la mutagénesis

cagctttaat
gtecagectt
acagcaagat
acggaccegt
aagcggaagg
aggtcatcaa
cggacgatct
cggagcagga
tgaacggtgc
ctegeagtca
tgctgaacct
agcaatttge
cctgectacga
gccagetcete
cacaggcegt
agatgttetg

ccgccacctt

gagtattagc
ttecceggate
gogeggttac
ctggctggag
cggtgcocact
caacctggac
ggtgatecte
tgccaagcgg
caagcagata
gaaggtggtc
ggcacgecag
cgagatgetg
cggeggetat
cgecttecagt
tgeccagteet
ggatcaggta

catcgcgaac

Met Phe Lys Phe Lys Lys Asn Phe Leu Val Gly Leu Ser Ala Ala Leu

1

5

10

99

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1047



Mat

Ser

Asp

Pro

65

Gln

Gly

Tyr

Lys

Asn

145

Val

Ala

Ser

Tyr

Gly

225

Arg

AsSp

Asp

Ser

Arg

Thr

50

Pro

Leu

Gly

Gln

Asp

130

Asp

Arg

Lys

Ala

His

210

Met

Asp

Gly

Arg

Ile

Pro

35

Gly

Tyr

Thr

Ala

val

115

Ser

Tyr

Asp

Gln

Arg

195

Asn

Val

Pro

Gly

Gln

Ser

20

Ala

Lys

Tyr

Lys

Thr

100

Ile

Phe

Leu

Ala

Ile

1g0

Ser

Gln

Lys

Gln

Tyr

260

Leu

Leu

Phe

Met

Glu

Gln

B5

Ala

Asn

Lys

Ala

Ile

165

Leu

Gln

Leu

Leu

Asn

245

val

Ser

Phe

Ser

Tyr

Gly

70

Fhe

val

Asn

Pro

Tyr

150

Ser

Leu

Lys

Leu

Fhe

230

Phe

Trp

Ala

Ser

Arg

Ser

55

Arg

Pro

Ala

Leu

Asp

135

Gly

Asp

Phe

Val

Leu

215

Glu

Gly

Lys

Phe

ES 2 645041 T3

Ala

Ile

40

Lys

Phe

Gly

Tyr

Asp

120

Asp

Trp

Ala

Asn

vVal

200

Asn

Ile

Leu

Pro

Ser

Thr

25

Val

Met

Ser

Leu

Asn

105

Tyr

Leu

Asn

Ala

Leu

185

Glu

Leu

Asp

Ser

Phe

265

Pro

Ala

Met

Arg

Asn

Thr

g0

Lys

Glu

Val

Thr

Asgn

170

Pro

Ala

Ala

Lys

Asp

250

Ala

Gln

Ser

Phe

Gly

Gly

75

Ile

Ile

val

Ile

Glu

155

Arg

Asp

Val

Arg

Gln

235

val

Thr

Glu

100

Ala

Gly

Tyr

60

Pro

Ala

Ser

Thr

Leu

140

Gln

Met

Leu

Ser

Gln

220

Phe

Glu

Arg

Arg

Ala

Asp

45

Leu

Val

Asn

Trp

Gln
125

Trp

Asp

Val

Gly

His

205

Leu

Ala

Asn

Ser

Leu

Ser

30

Ser

Pro

Trp

Glu

Asn

110

Phe

val

Ala

Leu

Gln

190

Val

Ala

Glu

Pro

val

270

Ala

Ala

Leu

Ser

Leu

Ala

95

Pro

Leu

Gly

Lys

Asn

175

Asn

Ser

Pro

Met

Cys

255

Ser

Ile

Asp

Ser

Ser

Glu

80

Glu

Lys

Gln

Ala

Arg

160

Gly

Pro

Ala

Thr

Leu

240

Tyr

Thr

Ala



275

Gly Asn Pro Leu

290

Ser Ala Ser Pro

305

His Pro Thr Thr

Phe Ile Ala Asn

<210> 26
267
PRT
Streptomyces sp.

<211>
<212>
<213>

<400> 26

Met Arg Leu

1

Leu

Ala

Ser

Pro

65

Ala

Ala

Asp

Ser

Thr
145

Leu

Tyr

Tyr

50

Ala

Cys

Leu

Ala

Thr

130

Leu

Leu

vVal

35

Ile

Arg

Ser

Asn

Gly

115

Cys

Leu

340

Thr

Ala

20

Ala

Asp

Trp

Gly

Ala

100

Phe

Leu

Ala

Leu

Leu

vVal

325

Gln

Arg

5

Leu

Leu

Ser

Ala

Ala

g5

Ser

Ala

Asn

Arg

Ala

Asn

310

Val

Tyr

Ser

Leu

Gly

Ser

Ala

70

Val

Thr

AspP

Arg

Leu
150

Gln

295

Cys

His

Glu

Leu

Gly

Asp

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

Leu

135

Asp

ES 2 645041 T3

280

Ala

Glu

Ala

Phe

Ser

Ile

Ser

40

Asp

Asn

Thr

Leu

Met

120

Ala

Ala

Val

Gly

Ala

Leu
345

Ala

Ser

25

Tyr

Cys

Ala

Asp

Val

105

Thr

Thr

val

Ala

Lys

Leu

330

Ala

Ala

10

Pro

Ser

His

Pro

val

30

Ser

Thr

Ala

Tyr

Ser

Met

315

Ser

His

Ser

Ala

Ser

Arg

Ser

75

Ile

Tle

Cys

Thr

Ser
155

101

Pro
300

Phe

Glu

Val

Gln

Gly

Ser

Ser

Asn

Thr

val

Asn

140

Gln

285

Met

Trp

Arg

Ile

Ala

Asn

45

Asn

Phe

Asn

Ile

Thr

125

Tyr

Ile

Ala

Asp

Ala

val

Ala

30

Gly

Asn

Thr

Gln

Gly

110

Ser

Ile

Lys

Arg

Gln

Ala
335

Phe

15

Gly

Ala

Ala

Phe

Leu

85

Gly

Ser

Asn

Ala

Arg

Val

320

Thr

Ala

Pro

Gly

Tyr

Ala

80

Gly

Asn

Asp

Thr

Arg
160



Ala

Ala

Ala

Ala

Asn

225

Pro

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Ala

His

val

Ser

65

Pro

Gly

Phe

Pro Asn Ala Arg
165

Ser Asn Pro Trp
180

Ile Asn Thr Thr
195

Thr Ala His Gly
210

His Glu Leu Phe

Val Trp Glu Ser
245

Leu Pro Val Leu
260

27
548
PRT
Thermobifida sp.
27

Leu Pro Hisg Pro

Leu Leu Val Gly
20

Glu Thr Arg Pro
35

Pro Pro Leu Thr
50

Thr Arg Asp Ala

Asp Gly Gly Phe
85

Gln Gly Ser Pro
100

Glu Val Cys Arg

Val

Tyr

Ala

Phe

Phe

230

Tyr

Asn

Ala

Thr

Leu

Leu

Glu

70

Arg

Gly

Arg

Val

Cys

Asp

Arg

215

Gly

His

Ala

Gly

Pro

Arg

Pro

55

Thr

Pro

val

Asp

ES 2 645041 T3

Val

Leu

Thr

200

Phe

Asn

Pro

Asn

Glu

Gln

Gly

40

Gly

val

His

Leu

Thr

Leu

Gly

185

Leu

Gly

Asp

Thr

Ser
265

Arg

Asp

25

Arg

Asp

Trp

Leu

Trp
105

Pro

Gly

170

Leu

Asn

Asp

Trp

Ser

250

Ser

Gly

10

Arg

Cys

Gly

Arg

Gly

Cys

Gly

Tyr

Ser

Ser

val

Leu

235

Thr

Thr

Glu

Arg

Gly

Val

Lys

75

Val

Gly

Leu

102

Pro

Asn

val

Arg

220

His

Gly

Val

Leu

Cys

Len

60

His

Gly

Arg

Ser

Arg Met Tyr Leu
175
Thr Lys Arg Ala
190
Ile Ser Ser Arg
205
Pro Thr Phe Asn
Ser Leu Thr Leu
240
His Gln Ser Gly
255
Gly Ala Phe Phe
15
Arg Leu Glu Cys
30
Gly Glu Arg Arg
45
Cys Thr Thr Ser
Leu Gln Pro Arg
80O
Cys Leu Leu Ala
95
Glu Gly Cys Arg
110
Arg Thr Arg Asn



Gly

Cys

145

Tyr

Val

Ile

Pro

Asp

225

Asp

Asn

Asp

Asn

Lau

305

Ala

Ser

Val

Cys

Asp

130

Gly

Ser

Gly

Pro

Thr

210

Trp

Gly

Tyr

Tyr

Ala

290

Sar

Ile

Leu

Leu

Thr
370

115

Ser

Glu

Leu

Ser

Ala

195

Gly

Cys

Glu

Tyr

Tyr

275

Tyr

Phe

Asp

val

Lys

355

Asp

Ser

Ile

Leu

Gly

180

Leu

Arg

Leu

Phe

Ala

260

Pro

Pro

Leu

Glu

Thr

340

Thr

Gln

Fro

Ser

Arg

165

Pro

Vval

Glu

Gly

Leu

245

Leu

Gly

Glu

Ala

Val

325

Ile

Cys

Glu

Pro

Gln

150

Thr

Arg

Leu

Thr

val

230

Leu

Gly

Thr

Leu

Cys

310

Gly

Gly

Asp

Phe

135

Ser

Asp

Ala

vVal

Leu

215

Pro

Leu

Asp

Ala

vVal

2895

Ser

Ser

Ile

Val

Ala
375

ES 2 645041 T3

120

Arg

Ala

Arg

Ala

Thr

200

val
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260

Arg

Thr

20

Pro

Leu

Gly

Gln

Asp

100

Asp

Arg

Lys

Ala

Gly

Phe

Ser

245

Leu

Pro

5

Gly

Tyr

Thr

Ala

Vval

85

Ser

Tyr

Asp

Gln

Arg
165

Phe

Phe

230

Tyr

Asn

Ala

Lys

Tyr

Lys

Thr

70

Ile

Phe

Leu

Ala

Ile

150

Ser

Arg

215

Gly

His

Ala

Phe

Met

Glu

Gln

55

Ala

Asn

Lys

Ala

Ile

135

Leu

Gln

ES 2 645041 T3

Phe

Asn

Pro

Asn

Ser

Tyr

Gly

40

Phe

Val

Asn

Pro

Tyr

120

Ser

Leu

Lys

Gly

Asp

Thr

Ser
265

Arg

Ser

25

Arg

Pro

Ala

Leu

Asp

105

Gly

Asp

Phe

Val

Asp

Trp

Ser

250

Ser

Ile

10

Lys

Phe

Gly

Tyr

Asp

Asp

Trp

Ala

Asn

Val
170

Val

Leu

235

Thr

Thr

Val

Met

Ser

Leu

Asn

15

Tyr

Leu

Asn

Ala

Leu

155

Glu

112

Arg
220

His

Gly

Met

Arg

Asn

Thr

60

Lys

Glu

Vval

Thr

Asn

140

Pro

Ala

Pro Thr Phe

Ser Leu Thr

His Gln Ser

Phe

Gly

Gly

45

Ile

Ile

Val

Ile

Glu

125

Arg

Asp

Val

Gly

Tyr

30

Pro

Ala

Ser

Thr

Leu

110

Gln

Met

Leu

Ser

255

Asp

15

Leu

val

Asn

Trp

Gln

95

Trp

Asp

val

Gly

His
175

Agn

Leu

240

Gly

Ser

Pro

Trp

Glu

Asn

80

Phe

Val

Ala

Leu

Gln

160

val



Ser

Pro

Met

Cys
225

Ser

Ile

Arg

Gln

Ala
305

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Thr

Leu

210

Tyr

Thr

Ala

val
290

Thr

35

Tyr

Gly

195

Arg

Asp

Asp

Gly

Ser

275

His

Phe

318
PRT
Aeromonas salmonicida

35

Ala Asp Thr

1

Leu

Ser

Leu

Ala
€5

Ser

Ser

Glu

50

Glu

Asp

Pro

35

Gln

Gly

His

180

Met

Asp

Gly

Arg

Asn

260

Ala

Pro

Ile

Arg

Thr

20

Pro

Leu

Gly

Agn

val

Pro

Gly

Gln

245

Pro

Ser

Thr

Ala

Pro

Gly

Tyr

Thr

Ala

Gln

Lys

Gln

Tyr

230

Leu

Leu

Pro

Thr

Asn
310

Ala

Lys

Tyr

Lys

Thr
70

Leu

Leu

Asn

215

Val

Ser

Leu

Len

val

295

Gln

Fhe

Met

Glu

Gln

55

Ala

ES 2 645041 T3

Leu

Phe

200

Phe

Trp

Ala

Ala

Asn

280

val

Tyr

Ser

Tyr

Gly

40

Phe

val

Leu

185

Glu

Gly

Lys

Phe

Gln

265

Cys

His

Glu

Arg

Ser

25

Arg

Pro

Ala

Asn

Ile

Leu

Pro

Ser

250

Ala

Glu

Ala

Phe

Ile

10

Lys

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asp

Ser

Phe

235

Pro

Val

Gly

Ala

Leu
315

Val

Met

Ser

Leu

Asn
75

113

Ala

Lys

Asp

220

Ala

Gln

Ala

Lys

Leu

300

Ala

Met

Arg

Asn

Thr

60

Lys

Arg

Gln

205

val

Thr

Glu

Ser

Met

285

Ser

His

Phe

Gly

Gly

45

Ile

Ile

Gln

1920

Phe

Glu

Arg

Arg

Pro

270

Phe

Glu

Gly

Tyr

30

Pro

Ala

Ser

Leu

Ala

Asn

Ser

Leu

255

Met

Trp

Arg

Asp

15

Leu

Val

Asn

Trp

Ala

Glu

Pro

Val

240

Ala

Ala

Asp

Ala

Ser

Pro

Trp

Glu

Asn
80



Pro

Leu

Gly

Lys

Asn

145

Asgn

Ser

Pro

Met

Cys

225

Ser

Ile

Arg

Gln

Ala
305

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

Gln

Ala

Arg

130

Gly

Pro

Ala

Thr

Leu

210

Tyr

Thr

Ala

Arg

Val

290

Thr

36

Tyr

Lys

Asn

115

Val

Ala

Ser

Tyr

Gly

195

Arg

Asp

Asp

Gly

Ser

275

His

Phe

1371
ADN
Streptomyces thermosacchari

36

Gln

Asp

100

Asp

Arg

Lys

Ala

His

180

Met

Asp

Gly

Arg

Asn

260

Ala

Pro

Ile

Val

85

Ser

Tyr

Asp

Gln

Arg

165

Asn

val

Pro

Gly

Gln

245

Pro

Ser

Thr

Glu

Ile

Phe

Leu

aAla

Ile

150

Ser

Lys

Lys

Gln

Tyr

230

Leu

Leu

Pro

Thr

Thr
310

Asn

Lys

Ala

Ile

135

Leu

Gln

Leu

Leu

Asn

215

Val

Ser

Leu

Leu

Val

295

Gln

ES 2 645041 T3

Agn

Pro

Tyr

120

Ser

Leu

Lys

Leu

Phe

200

Phe

Trp

Ala

Ala

Asn

280

Val

Tyr

Leu

Asp

105

Gly

Asp

Phe

val

Leu

185

Glu

Gly

Lys

Phe

Gln

265

Cys

His

Glu

Asp

Asp

Trp

Ala

Asn

val

170

Asn

Ile

Leu

Pro

Ser

250

Ala

Glu

Ala

Phe

Tyr

Len

Asn

Ala

Len

155

Glu

Leu

Asp

Ser

Phe

235

Pro

Val

Gly

Ala

Leu
315

114

Glu

val

Thr

Asn

140

Pro

Ala

Ala

Lys

Asp

220

Ala

Gln

Ala

Lys

Leu

300

Ala

vVal

Ile

Glu

125

Asp

vVal

Gln

205

Val

Thr

Glu

Ser

Met

285

Ser

His

Thr

Leu

110

Gln

Met

Leu

Ser

Gln

130

Phe

Glu

Arg

Arg

Pro

270

Phe

Glu

Gly

Gln

95

Trp

Asp

Val

Gly

His

175

Leu

Ala

Asn

Ser

Leu

255

Met

Trp

Arg

Phe

Val

Ala

Leu

Gln

160

val

Ala

Glu

Pro

Val

240

Ala

Ala

Asp

Ala



acaggccgat
cgggacttea
gtgcggecage
catcegteat
cocggccegge
acatcgatte
cggccaacgce
tgatcaacaa
geggcaatga
cctgecteaa
tegacgeggt
gctaccecgeg
agecgagogge
ccgcccacgg
teggcaacga
gcacgggeca
cgcacggeag
gceccacagtg
getcocagaag
cggggtcage
gtaggacgtc
cgocageegyg
gtcecgagage
<210> 37

<211> 267

<212> PRT
<213>

<400> 37

gcacggaacc
tocgegattt
agacccgete
cgtettegee
ctatgtggec
gageggtgac
accgtectee
tecagetggge
cgegggette
coggetggec
ctacagccag
catgtacctg
catcaacacc
atteccgattce
ctggoctgeoac
tcagagcgge
tgececgecce
ccggtgacgg
tggaacgtca
gtgatcacce
cagtcgtgeg
teocecgegga

accggggget

ES 2 645041 T3

gtacctttcc
tggcatgaac
gttggaggct
ctgetgeteg
ctgggggatt
tgtcacegea
ttcacctteg
gecectcaacyg
gcggacgega
accgccacca
atcaaggccec
gccteogaace
acecgacgaca
ggcgatgtee
tecactcaccee
tatctgecgg
gegegteacyg
tcecacegte
gcaggaccgt
ctccecegta
gceecggegtt
actcggtggg

cgtaceggat

Streptomyces thermosacchari

gcagtgaagc
acttocttea
cagtgagatt
cgetgetggg
cctattecte
gcaacaacge
cggecctgete
cgtccacagg
tgaccacctg
actacatcaa
gtgccecccaa
cctggtactg
coctcaacte
gcecgaccett
tgeeggtgtyg
tcctecaacge
cteggegegg
acggtcgagg
ggagcegtoo
gccgggggcg
gcocacegteo
gatgteegtg

gatgtgcaga

gctctececce
acgegoegtag
gaccegatce
catcageeceg
gggcaacgygc
gtacccegea
gggagcggtg
ccetggtgage
cgtcaccage
caccaccctg
cgcccgegtyg
cctgggectg
ggtgatcetce
caacaaccac
ggagtegtac
caacagctcg
gocgoogaeago
gtgtacgtca
ctgacctegt
aaggcggcgc
gcgtagaccg
cccaaggtygyg

tccaaagaat

catcgttege
cttgetacaa
ctgteggeeg
gcccaggceag
gccocggaagtt
cgctgggegy
accacggatg
atcaccateg
toggacagea
cteogecegge
gtaegtecteg
agcaacacca
tceegggeca
gaactgttet
caccccacca
acctgatcaa
gegttgatea
cggtggegec
cgaagaactce
cgaactcectt
cttecatggt
teceggtggt

t

Met Arg Leu Thr Arg Ser Leu Ser Ala Ala Ser Val Ile Val Phe Ala

1

5

10

15

Leu Leu Leu Ala Leu Leu Gly Ile Ser Pro Ala Gln Ala Ala Gly Pro

20

25

30

Ala Tyr Val Ala Leu Gly Asp Ser Tyr Ser Ser Gly Asn Gly Ala Gly

35

40

115

45

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

900

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1371



Ser

Pro
65

Ala

Ala

Asp

Ser

Thr

145

Ala

Ala

Ala

Ala

Asn

225

Pro

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr Ile Asp Ser
50

Ala Arg Trp Ala

Cys Ser Gly Ala
85

Leu Asn Ala Ser
100

Ala Gly Phe Ala
115

Thr Cys Leu Asn
130

Leu Leu Ala Arg

Pro Asn Ala Arg
165

Ser Asn Pro Trp
180

Ile Asn Thr Thr
195

Thr Ala His Gly
210

His Glu Leu Phe

Val Trp Glu Ser
245

Leu Pro Val Leu
260
38
548
PRT

Thermobifida fusca

38

Ser

Ala

70

Val

Thr

Asp

Arg

Leu

150

Val

Tyr

Ala

Phe

Phe

230

Tyr

Asn

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

Leu

135

Asp

val

Cys

Asp

Arg

215

Gly

His

Ala
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Asp

Asn

Thr

Leu

Met

120

Ala

Ala

val

Leu

Thr

200

Phe

Asn

Pro

Asn

Cys

Ala

Asp

Val

105

Thr

Thr

Val

Leu

Gly

185

Leu

Gly

Asp

Thr

Ser
265

His

Pro

Val

80

Ser

Thr

Ala

Tyr

Gly

170

Leu

Asn

Asp

Trp

Ser

250

Ser

Arg

Ser

75

Ile

Ile

Cys

Thr

Ser

155

Tyr

Ser

Ser

vVal

Leu

235

Thr

Thr

116

Ser

Ser

Asn

Thr

val

Asn

140

Gln

Pro

Asn

val

Arg

220

His

Gly

Asn

Phe

Asn

Ile

Thr

125

Tyr

Ile

Arg

Thr

Ile

205

Pro

Ser

His

Asn

Thr

Gln

Gly

110

Ser

Ile

Lys

Met

Lys

190

Ser

Thr

Leu

Gln

Ala

Phe

Leu

95

Gly

Ser

Asn

Ala

Tyr

175

Arg

Ser

Phe

Thr

Ser
255

Tyr

Ala

BO

Gly

Asn

Asp

Thr

Arg

160

Leu

Ala

Arg

Asn

Leu

240

Gly



Mat

Ala

His

Val

Ser

65

Pro

Gly

Phe

Gly

Cys

145

Tyr

Val

Ile

Pro

Asp

225

ASpP

Asn

Leu

Leu

Glu

Pro

50

Thr

Asp

Gln

Glu

Asp

130

Gly

Ser

Gly

Pro

Thr
210

Trp

Gly

Tyr

Pro

Leu

Thr

35

Pro

Arg

Gly

Gly

Val

115

Ser

Glu

Leu

Ser

Ala

195

Gly

Cys

Glu

Tyr

His

Val

20

Arg

Leu

Asp

Gly

Ser

100

Cys

Ser

Ile

Leu

Gly

180

Leu

Arg

Leu

Phe

Ala

Pro

Gly

Pro

Thr

Ala

Phe

85

Pra

Arg

Pro

Ser

Arg

165

Pro

Val

Glu

Gly

Leu

245

Leu

Ala

Thr

Leu

Glu

70

Arg

Gly

Arg

Pro

Gln

150

Thr

Arg

Leu

Thr

vVal

230

Leu

Gly

Gly

Pro

Arg

Pro

55

Thr

Pro

Val

Asp

Fhe

135

Ser

Asp

Ala

Val

Leu

215

Pro

Leu

Asp
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Glu

Gln

Gly

40

Gly

val

His

Leu

Thr

120

Arg

Ala

Arg

Ala

Thr

200

Trp

val

Ser

Ser

Arg

Asp

25

Arg

Asp

Trp

Leu

Trp

105

Pro

Ala

Arg

Pro

Thr

185

Bla

Arg

Asp

Pro

Tyr

Gly

10

Arg

Cys

Gly

Arg

Gly

S0

Cys

Gly

Gly

Lys

Asp

170

Arg

Leu

Met

Ser

val

250

Ser

Glu

Arg

Gly

Val

Lys

75

Val

Gly

Leu

Trp

Thr

155

Gly

Arg

Thr

Trp

Arg

235

Gln

Ser

117

val

Leu

Cys

Leu

60

His

Gly

Arg

Ser

Ser

140

Pro

Pro

Arg

Leu

Cys

220

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg

Gly

45

Cys

Leu

Cys

Glu

Arg

125

Leu

Ala

Arg

Leu

Vval

205

Glu

Gln

Ala

Asp

Ala

Leu

30

Glu

Thr

Gln

Leu

Gly

110

Thr

Pro

val

Gly

Phe

130

Leu

Ala

Pro

Thr

Gly

Phe

15

Glu

Arg

Thr

Pro

Leu

95

Cys

Arg

Pro

Pro

Arg

175

Leu

Ala

Thr

Ala

Tzp
255

Ala

Phe

Cys

Arg

Ser

Arg

80

Ala

Arg

Asn

Lys

Arg

160

Phe

Gly

val

Gln

Glu

2410

Gly

Arg



Asp

Asn

Leau

305

Ala

Ser

Val

Cys

Thr

385

Ala

Thr

Glu

His

val

465

Pro

Val

Gly

Tyr

Ala

290

Ser

Ile

Leu

Leu

Thr

370

Thr

Arg

Gly

Thr

Asp

450

Asp

Trp

Asp

Gln

Tyr

275

Tyr

Phe

Asp

val

Lys

355

Asp

Phe

Ile

Ala

Tle

435

Glu

val

val

Arg

Arg
515

2560

Pro

Pro

Leu

Glu

Thr

340

Thr

Gln

Glu

Leu

Tyr

420

Gln

Glu

Tyr

Asn

Ser

500

val

Gly

Glu

Ala

Val

325

Ile

Cys

Glu

Glu

Val

405

Tyr

Glu

Tle

His

Gly

485

Thr

Tle

Thr

Leu

Cys

310

Gly

Gly

Met

Asp

Leu

350

val

Thr

Phe

Ala

Ala

470

val

Phe

Glu

Ala

Val

295

Ser

Ser

Ile

Val

Ala

375

Ile

Gly

Leu

Asn

Ala

455

Leu

Gln

His

Gln
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Val

280

Ala

Gly

Gln

Gly

Arg

360

Tle

Ser

Tyr

Thr

Gln

440

Sar

Asp

Leu

Pro

Tle
520

265

Lys

Glu

Gln

Leu

Gly

345

Val

Arg

Glu

Pro

Ala

425

Gln

Gly

Gly

Arg

Asn

505

Glu

Gly

Ala

Arg

Asp

330

Asn

Pro

Tys

vVal

Arg

410

Ser

Leu

Gly

His

asp

430

Ala

Thr

Gly

Tyr

Gly

315

Trp

Asp

Leu

Arg

Arg

395

Ile

Asn

Ala

Val

Glu

475

Leu

Ala

Gly

118

Cys

Asp

300

Tyr

Asn

Leu

Leu

Met.

380

Thr

Phe

Gln

Glu

Gly

460

Ile

Ala

Gly

Pro

Trp

285

Phe

Ala

Ser

Asp

365

Ala

Arg

Pro

Arg

Ala

445

Ser

Gly

Thr

His

Gly
525

270

Arg

Ala

Met

Pro

Phe

350

Ser

1ys

Ala

Glu

Trp

430

Val

Val

Ser

Gly

Arg

510

Arg

Ser

Gly

Leu

His

335

Ser

Lys

Phe

Pro

Glu

415

Leu

Ala

Glu

Asp

val

495

Ala

Pro

Ala

His

Asp

320

Thr

Thr

Ala

Glu

Asp

400

Pro

Asn

val

Pha

Glu

480

Thr

Val

Leu
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Tyr Ala Thr Phe Ala Val Val Ala Gly Ala Thr Val Asp Thr Leu Ala

530

Gly Glu val Gly

545

<210> 39

<211> 3000
<212> ADN
<213>

<400> 39
ggtggtgaac

caactgctcc
ccccegacgag
cgegcctteg
gcecaggtac
gagcacgtca
cacttteggt
acaggacgac
gatgttogge
cgcagegate
gagtteggac
ggegtagttyg
cactgtggtg
tcettegagyg
geggtgctece
gtegggacte
ggacggtgeg
ttgtgcacca
cggccggacg
agtccegggg
actccgggec
tcececttecee
aggtactett
ggaccacgtg

acageogetca

Thermobifida fusca

cagaacaccc
agcaggatgec
tacagcacce
cccgeggett
ggcaggacga
cggceggtega
tegatctgeg
caggtcgecac
aggtaggeca
geggeggtge
gegtgoegga
agggtggege
tacggggtgg
teggttaceg
cgcacccagce
cacaggatcg
gatgcggtga
catctagcac
gtgggtttcg
tgctgtggtg
tcagcegtac
cgaaatgcgg
tgettegaac
cggcgaccag

cgetggtett

535

ggtcgtcggc
cgecegtggec
atagoggatyg
cgaactccgce
cggtgtgetyg
agtccttace
cgaaccggtce
cgatecgegge
cgacacggte
gggtccegeag
tegecacgge
cggggaacca
cggcgcgcac
accagcgcca
gggtgaacgc
geggotgegyg
gegtaegagtyg
gcgggacgceg
gccacactta
cgggcgggag
ccgcaacggg
cgagatctce
agacaggccg
acgagggttg

ggctgteecyg

gtgggcgtcc
gtgcacgatg
gtegaacgge
ccaggacagg
caggetggge
gcegtagegg
gaggacgctg
gcaggcegagg
gecggggecc
ttetecccag
tgatgggtea
gacggcegocy
ccggtagtac
cagtgeccteg
ggtgaggttg
cttgagtgte
cctececactaa
gaaaccgtat
ggggtcgggt
ggctgtcget
gacagttctc
cagtcagcce
gacggtccac
ttccteggta

acggggcgceg

119

540

aggtgcaggt
gccttgggea
ageggggtga
gtgtcggega
atgeoegtoge
tagcegtceca
cgcacccoga
aatgeggeeg
acacagagyge
gtccactegg
cggtegegga
ggcatggegt
tccecagateg
tagtcoggtg
gegegttett
atgaaacgcyg
cgctceoecgy
ggagaaaaca
geoctgettge
tcgaggtgtyg
ctcectteeg
ggaaaacacc
gggggaggtt
tcocogetet

agacgctgtg

gcaggttctt
ggcctgtggt
actccagtte
cagggccgea
gcagggettt
cggccagcag
agteggggga
tcgectegge
tgeggaggge
tcaacggceg
agatgtgcte
cggaggcgayg
cggaccagaa
cgteocacacc
tgegetecte
acccettogt
tgacggagtg
cctacaaccc
cgggcaggygc
ccggegggac
ggctggatgg
cgctgtgeeco
tgtgggeage
tgtacttgtg

gegeatgtgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



tgtgaggcca
gaggacggcg
gcgetegggg
gtgaagggcg
gacttecgceg
gacgctatcg
acgateggga
cgggtgccge
atggcgaaat
gacgcoogga
tactacacgc
cagcagcteg
ggcagcgtgg
gagccgtggg
agtaccttee
atcgaaaccg
gtggacacte
gagcactgeg
cggggagagc
cegttegecac
gccgatgotg
cacgggggcg
ggcagtgcceg
gcggatcacg
gcecagegcet
<210>
<211>

<212>
<213>

40
372
PRT

<400> 40

cccaggactg
agtttctget
attcgtacte
gttgctggeg
gacacttgtc
acgaggtcgg
teggeggcaa
tgctggacag
tcgagacgac
tecttgtegt
tgaccgcgag
coegaggetgt
agttcgtgga
tgaacggggt
accccaacge
gceegggeey
tegegggega
gcgatctggt
cggatcgttg
agttctette
cgggecgega
agggcgcgga
accgcgcagg
tcgaagactt

ttgeccgaaca

Thermobifida fusca

ES 2 645041 T3

gtgcctgggg

gettteteeg
ttcgggggac
gtcecgetaac
gttcctggcec
ctcgcagctg
cgatetgggg
caaggcgtgc
gtttgaagag
gggctaccoe
caaccagcgg
cgeggteocac
egtctaccac
gcagttgegg
cgctgggeac
tcegetctat
ggtggggtyga
ccactgeccca
agccgtgegt
cggtggocag
ccacgecgtt
catggtccag
cgagggegtt
ccgegtegee

ggtagatatc

gtgccggteg
gtocaggeag
ggggcccgeyg
gcctatccgg
tgcagcggec
gactggaact
ttetecacgg
acggaccagg
ctecatcageg
cggattttte
tggctcaacyg
gacgaggaga
gegttggacyg
gacctegeca
cgggceggteg
gecacttteg
cecggettac
gtgcagttcg
gtctttgacg
agtcgggtcg
gccgaccagt
gtaagggccg
gccgocgaag
taccgeoegee

ggcegtegact

actcceocgegy
cgacctgggg
actactatcc
agctggtcge
agcgeggeta
ccecteacac
ttttgaagac
aggacgctat
aagtgegeac
cggaggaacc
aaaccattca
ttgeegegte
geocacgagat
ccggggtgac
gtgagcgggt
cggtggtgge
cgtecggeee
tctteggtga
agcacacccce
acgtcgatce
tggtcgagge
tecgeggacga
gtgectgeegt
gccacgggea

cegetgtggt

acagcctgcg
gaactattac
cggcaccgcg
cgaagcctac
cgccatgcett
gtcgctggtyg
ctgeatggtg
ccgcaagegg
cogegogecy
gaceggegec
ggagttcaac
gggcggggtg
cggetoggac
tgtggaccge
catcgagcag
gggggcgacc
gcaggtetge
tgaccagcgg
gctgcaggag
cagcccacag
gggcgegcag
ggctcaccac
gctggcecggg
ggatgecogec

cgcaggeceg

Val Gly Ser Gly Pro Arg Ala Ala Thr Arg Arg Arg Leu Phe Leu Gly

1

5

10

15

Ile Pro Ala Leu Val Leu Val Thr Ala Leu Thr Leu Val Leu Ala Val

20

25

120

30

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000



Pro

Asp

Asp

65

Asn

Asp

Asn

Leu

Ala

145

Ser

Val

Cys

Thr

Ala

225

Thr

Glu

His

Thr

Trp

50

Gly

Tyr

Tyr

Ala

Ser

130

Ile

Leu

Leu

Thr

Thr

2190

Arg

Gly

Thr

Asp

Gly

35

Cys

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

115

Phe

Asp

Val

Lys

Asp

195

Phe

Ile

Ala

Ile

Glu
275

Arg

Leu

Phe

Ala

Pro

100

Pro

Leu

Glu

Thr

Thr

180

Gln

Glu

Leu

Tyr

Gln

260

Glu

Glu

Gly

Leu

Leu

85

Gly

Glu

Ala

val

Ile

165

Cys

Glu

Glu

Val

Tyr

245

Glu

Ile

Thr

val

Leu

70

Gly

Thr

Leu

Cys

Gly

150

Gly

Met

Asp

Leu

Val

230

Thr

Phe

Ala

Leu

Pro

55

Leu

Asp

Ala

Val

Ser

135

Ser

Ile

Val

Ala

Ile

215

Gly

Leu

Asn

Ala

ES 2 645041 T3

Trp

40

val

Ser

Ser

Val

Ala

120

Gly

Gln

Gly

Arg

Ile

200

Ser

Tyr

Thr

Gln

Ser
280

Arg

Asp

Pro

Tyr

Lys

105

Glu

Gln

Leu

Gly

val

185

Arg

Glu

Pro

Ala

Gln

265

Gly

Met

Ser

Val

Ser

90

Gly

Ala

Arg

Asp

Asn

170

Pro

Lys

Val

Arg

Ser

250

Leu

Gly

Trp

Arg

Gln

75

Ser

Gly

Tyr

Gly

Trp

155

Asp

Leu

Arg

Arg

Ile

235

Asn

Ala

val

121

Cys

Gly

60

Ala

Gly

Cys

Asp

Tyr

140

Asn

Leu

Leu

Met

Thr

220

Phe

Gln

Glu

Gly

Glu

45

Gln

Ala

Asp

Trp

Phe

125

Ala

Ser

Gly

Asp

Ala

205

Arg

Pro

Arg

Ala

Ser
285

Ala

Pro

Thr

Gly

Arg

110

Ala

Met

Pro

Pha

Ser

120

Lys

Ala

Glu

Trp

Val

270

val

Thr

Ala

Trp

Ala

35

Ser

Gly

Leu

His

Ser

175

Lys

Phe

Pro

Glu

Leu

255

Ala

Glu

Gln

Glu

Gly

80

Arg

Ala

His

Asp

Thr

160

Thr

Ala

Glu

Asp

Pro

240

Asn

val

Phe



Val

Pro
305

Val

Gly

Tyr

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Cys

Ser

Thr

Arg

65

Asn

Gly

Thr

Thr

Asp Val Tyr His Ala ILeu
290 295

Trp Val Asn Gly Val Gln
310

Asp Arg Ser Thr Phe His
325

Glu Arg Val Ile Glu Gln
340

Ala Thr Phe Ala Val val
355

Glu vVal Gly
370

41

300

PRT

Corynebacterium efficiens

41

Arg Thr Thr Val Ile Ala

Ala Asp Gly Ala Arg Glu

Ser Gly Gly Ile Arg Glu
35

Agp Val Tyr Tle Ala lLeu

Asp Gln Pro Leu Arg Gly
70

Tyr Pro Glu Leu Leu His
85

Ala Val Thr Gly Asp Leu
100

Leu Pro Ala Gln Val Asp
115

Leu Ser Ile Gly Gly Asn

ES 2 645041 T3

Asp

Leu

Pro

Ile

Ala
360

Ala

Glu

Glu

40

Gly

Glu

Ala

Len

Ala

120

Asp

Gly

Arg

Asn

Glu

345

Gly

Ser

Thr

25

Gly

Asp

Pro

Glu

Glu

105

Leu

Leu

His

Asp

Ala

330

Thr

Ala

Ala

10

Ala

Ala

Ser

Phe

Val

S0

Pro

Thr

Gly

Glu

Leu

315

Ala

Gly

Thr

Leu

Gly

Glu

Tyr

Cys

75

Thr

Arg

Glu

Phe

122

Ile

300

Ala

Gly

Pro

val

Leu

Ala

Ala

Ala

60

Len

Asp

Thr

Asp

Gly

Gly

Thr

His

Gly

Asp
365

Leu

Pro

Ser

45

Ala

Arg

Leu

Len

Thr

125

Glu

Ser

Gly

Arg

Arg

350

Thr

Leu

Pro

30

Thr

Met

Ser

Thr

Gly

110

Thr

val

Asp

Vval

Ala

335

Pro

Len

Ala

15

Gly

Ser

Gly

Ser

Cys

95

Glu

Leu

Ala

Glu

Thr

320

Val

Leu

Ala

Gly

Glu

Ile

Gly

Gly

g0

Gln

Arg

val

Gly



Cys
145

Leu

Leu

vVal

Glu

Thr

225

Ala

Pro

Tyr

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ttctggggtg ttatggggtt gttatcggct

130

Ile

Leu

Asp

Val

Leu

210

Gly

Leu

Pro

Pro

Arg
290

42

Arg

Gly

Arg

val

195

Gly

Gln

Phe

Gln

Leu

275

Asp

3000
ADN

Corynebacterium efficiens

42

ttcacggggg

gtgggeggygyg

geecoggtga

ggaggtcage

gcagcatecge

gcgaaatgat

ccatcoggca

Glu

Glu

val

180

Thr

Asp

Ile

val

Gln

260

His

Ala

Arg

Thr

165

His

Gly

Val

Asn

Leu

245

Arg

Pro

Leu

acttttgtgt
ctgtgtogeo
gcggtgaatg
gceoggagtg
gcteccegggt

caccggggaqg

attcgggeag

Ile

150

Ile

Glu

Tyr

Ser

Glu

230

Pro

Trp

Thr

Gly

135

Ala

Gly

Ala

Len

Glu

215

Thr

Asp

Ala

Ser

Leu
295

ES 2 645041 T3

Gly

Glu

Ile

Pro

200

Ala

val

Asp

Asp

Ala

280

Glu

ccaacagccg
atgagggggce
aaatccgget
tctacgeagt
cttggegtece
tgatacaccg

ctcegagtay

Glu Ala

155

Asn

Gln Leu

170

Asp

Arg
185

Asp Arg

Leu Val Ser

Asp Arg Arg

Glu Ala

235

Arg

Ala Asp Glu

250

Ile
265

Gln Gly

Gly His Glu

Pro Val Gln

cgtcetgggt
agaatgagtg
ggcgggctet
gtaatcagca
cggatecctet
cteggetgtte
gtggtctcat

aagtaggtgg

123

140

Asp Asp Cys

Gln Leu Pro

Ala Gly Asp

190

Ala Gly

205

Asp

Ala val

Irp
220

Ala Glu Arg

His Thr Ser

Gln Gln Thr

270

Ala Met

285

Ala

Pro
300

ggatcccgecce
ccctgagegg
gtggtgoecce
teccegtgeee
cggactegge
ctgectgetg
cccggatgee

catcaegatge

Val Asp

160

Pro Gln

175

Ala Gln

Cys Pro

Glu Leu

His Asp

240

Cys Ala

255

Asp Ala

Ala Ala

aggtggggta
tgggaatgag
gcgacocccyg
acceccgtegg
catgetgteg
tcecctggaag
cacttecggeg

gteggtgacg

60

120

180

240

300

360

420

480



ccatagtggy
tcgggggegt
ttcgecaccac
acgaaggtgg
tggeeggagt
tgctcagaca
caactgttat
aaatcgtcat
cegtgggagy
cggtgaataa
gtectgacee
gacaccatga
gatggggcco
gaggaggggg
tatgcggega
tcecggtaatt
gtgaccgggg
gatgegetga
ttceggggagy
gtggacctge
cgcgtgeacg
ctgcegeteg
cgttgugegy
cacgatgecc
cagcagegcet
tccgeeggec
cagcogtage
cogecacatag
gatgatgagc
acctgeggec
cccgaaggcg
gacctgccct

ccagaggttg

cgaagatctc
ccttgatgge
ggagcgggac
gtagtccegt
tgtegtagge
tgatcttecct
ttttctgtta
caagtaatcec
cgecgtgoce
aatcattcty
cgteccogge
ggacaacggt
gggaggagac
cggaggcgte
tgggcegggeg
acceggaact
atctgctcega
cggaggacac
tggcgggaty
tgggggaaac
aggctatccg
tgtctgccgg
ttgagetgac
tetttgtect
gggcggatat
atgaggcgat
gocgggcgcyg
cgcgegcgygy
agcacactgce
tgotoeggat
ataccacggg
gacceegeac

tagacacccy

ES 2 645041 T3

atcectgeteg
gtcoccttgetg
gaggctggaa
gtcatcattg
gctggecatee
ttgctgtegg
ttttaggaat
ctgtcacaca
cgeaggateg
taaccttcat
gegegggage
categeoagea
cgeccggtgea
gacaagcate
ggatcagcecg
ccteocacgea
acccaggacg
caccctggte
catccgggaa
catcggggag
ggaccgcgcc
ggactgccce
cgggcagatce
gaeocgadcgat
ccagggacaa
ggocgeogece
cgoettgtoga
cgatggagta
cgaaggagttg
catgggececa
cgacataacc
cegectacag

cecccagtac

agggtgctca
aaaccgaggt
tgacggcoga
aggaacacgc
agaagggaaa
tgtectggtac
tggtccatat
aaatgggtgg
teoggeategy
cacggttggt
ccgegggttg
agegeattac
ccgecgggtyg
accgacgtet
ttacggggtg
gaggtcaccg

ctgggggagce

accctetececa
cggatcgeeg
cagetoegate
ggggacgegce
gaactggggg
aacgagaccyg
goagatgage
cagaccgatyg
gtcegggacy
cgaccoaacce
cgcaccatag
ttceccegagy
accggegaty
ggctgtteeg
atccteeoegg
caccagoocy

124

ggccactctce
gecagcttgtg
agagccocgty
cotecaccge
cgatctcata
taccacggta
ceccacagget
tgggagcoct
cggatctgge
tttaggtatc
cggtagacag
tectteotage
agtecctoegyg
acatcgececet
agccgttetg
atcteoacctg
gcacgctgece
tegggggeaa
gggagaacgc
agetteoccec
aggttgtggt
atgtctoccga
tgegegagyge
acaccagttg
cctatecget
cgetgggecet
atgecaggoet
aggatgageco
gtgcgeagag
acgatcaaca
gtgatgatga
aaatceccoggg

gcgaccacaa

cggatcgata
ggcttccaat
gtggacctea
acccagettyg
tttgteggtg
gggctgaatg
ggctgtggtce
ggtegeggtt
cggtacccey
cgecccttte
gggagacgtg
cggatgcgeg
gggcatccgg
cggggattec
cctgegeteg
ccagggggceg

ggcgeaggty
tgacctegga
tgatgattgc
gceagetggac
caccggttac
ggcggatcgt
ggccgaacga
tgcacecacca
gcacccgace
ggaaccggte
geagtcacat
cgatgcogac
cocgagtocag
cocccaggat
tcgcggtece
tggcccoctt

ccagcaccac

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



accccagggt
gctgeoegeeoe
gaccgcccoce
gagtcccagg
cteccgegatyg
agtggcgatg
accacctctg
gatcgtccgt

aggggtgggc

43
268
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 43

Met Arg Arg Fhe

1

Ala Gly Ala

Ala Ala Ala

35

Val Gly

50

Ala

Thr
65

Lys Ala

Phe Asp Phe

Gly Gln Leu

Ile Gly Gly

115

Gln
130

Leu Ser

Tyr Val

145

Asp

tgggatagga
cgggcgaagyg
ttggceccttt
gecgocaggyg
gtggccaggy
cgcaccogoga
gccagggtgy
ttcgeggate

ggccactgte

5

aAla
20

Leu

Asp Gly

Gly Ser

Hisg Pro

Thr Ala

85

Gly Pro

100

Asn Asp

Glu

Ser

Ser Thr

Arg Leu

Thr

Tyr

Tyr

Tyr

70

Cys

Leu

Ala

Ser

Leu

ES 2 645041 T3

cggtggeggt
tggaggtggt
ccttgaggtc
cgatgacgge
cacctgaatt
tccacccgat
tcagcgeggyg
tggtgtegeco

agggcggatt

Streptomyces coelicolor

Val Gly

Gly Ala

Phe

Ala

gacatcggtg
caccgecagyg
ctegececgee
aacccacagg
cgaggectca
gaggatgtge
gtggtccteg
cttatccata

gtgatctgaa

Leu Ser

10

Thr Ala

25

Val Ala

40

Ile
55

Ser
Leu Trp
Ser

Gly

Ser Ser

Leu

Ser

Ala

Ala

Gly

Gly Asp

Ser Gly

Ala Ala

15

Arg Thr

90

Thr Gly

105

Phe
120

Gly

Cys Leu

135

Pro Gly

150

Ala

Ser

Lys

Asp Thr

Ile

Arg

Leu Asp

155

125

gcggtctece
gagaagtaga
agcagctggc
aggaactgec
tcacccgaac
agtatgccca
gcctggtegg
gcteccattg

ctgtgatgtt

Ser Leu Val

Gln Ala Ala

30

Ser Tyr Ser

45

Asp
60

Cys Lys

His Ser Pro

Gly Asp Val

val Ser

110

Leu

Thr
125

Met Thr

Ala
140

Thr Ala

vVal Tyr

catcggaggt

ccatggecat
tcaattgceca
caceccggage
cgecggatec
ggacaatgaa
cagccegtte
aaccgcecettg

ccatcaacece

Leu Ala

15

Gln Pro

Ser Gly
Ser

Arg

Thr
80

Ser

Leu Ser

95

Ile Ser

Cys Val

Glu

Ala

Ala
160

Ser

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



Ile Ser Asp

Arg Phe Tyr

Thr Ala

195

Arg

Gln Arg Ala

210

FPhe Thr

225

Gly

Asn Trp Leu

Ser Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

44
2000
ADN

<400> 44

cccggeggec
aggccgtcca
ccegeggega
cccategtca
ccgagcacct
ctecagegeg
tegtegegog
acgcggtcga
aacagcgcgt
agggcttegt
ceegettteo
gagtgtcage
ttgtggcagce
gagttegete

ccaacccgcc

Ala
165

Lys

Lys Leu

180

Ile Asn

Ala Ala
Glu

His

Ile
245

Asn

Tyr Leu

260

cgtgcaggag
tegegtogge
tetggegggt
cgttctecgg
tctcggcgag
agatcagecag
cgatccgeag
tgttegeege
cgacgacgto
gegggtteac
cgggeacgea
catttettgg
aatcctgeta
gtectegeeg

gccgocgacg

Pro

Gly

Lys

His

Leu

230

Gly

Pro

ES 2 645041 T3

Ala val

170

Asn His Val

Thr Thr Cys Ile

185

Gly

Ala Ser His Leu

200

Asp

Gly Phe Thr Phe

215

Gly

Pro
235

Cys Ser Gly Ser

Glu His Pro

250

Ser Tyr

Val Asn Ala

265

Leu Gly

Streptomyces coelicolor

cagcagccgg cccgcgatgt

gaccggcgec gtgtagttgg
ggtgeggtge gggecgegec
ctgegatteg ggetegtecg
gtcggegectg gtcgecgtca
cgteocageeog tegcectocyg

cacgegogeg cegggeggea

gtgcgagtac ggctgetcac
ggacggggag tcegetgtogt
ggacatgteg ceatgategg
cgacagggge tttctegecg

catggacact tecagtcaac

agggaggttc catgagacgt
cocggegecge cctcaceggy

gctatgtgge cctocggegac

126

Val Ile Gly

Glu
190

Leu Ser

Thr
205

Asn val

Asp Val

220

Arg

Trp Leu His

Thr Ala Ala

Ala

cctecgggegt
ccocggacctco
gaggggagac
ccgcteegte
ccgtgacgtc
ccagogtege
gecagegtgge
ccgtggegaa
ccacgttgag
goaccoeggec
tettoegtec
gcgegtaget
ttcecgacttg
gocagogacag

tcctactcect

Tyr Pro

175

Thr Lys

Leu Ala
Thr

Thr

val
240

Ser

Gly Gln

255

cgtcttcatc
gtcccaggtg
gtaccagaag
cgtegecteg
ggcgccccgg
gotgeggteg
gocggacegt
acggccgagg
ceggatcgge
gcegegtgea
gaacttgaac
gectaccacgg
teggettect
cccaggegge

ccggggtcegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800



agcgggcagce
cetgtgggeg
tacgggtgat
gatcagcatc
gtcoccocgagage
gceocggcaag
cgtcgtcatce
gaccaagogg
cgccgecgcc
gtgctcecgge
cceocaccgeyg
tcaggcggaa
cggggtcccce
cgegteggac
gceggtgteg
cgggaaggac
gtagcecgacc
gtegtgegge
caccgactge

<210>
<211>
<212>
<213>

45
269
PRT

<400> 45

Met Arg Arg Ser

1

Val Gly Cys

Ala Ala Ala
35

val Gly Ala
50

Ser Lys Ala
65

tacatcagct
gcageacact
gttetoteeg
ggcggcaacy
toctgoctgt
ctogacggeg
ggctaccecge
acggcgatca
cacggcttca
agcccctgge
geoggocagt
ggagaagaag
gtcccecgtet
gtggccegea
tcgtgegteg
agcgtcegec
tccgoegggea
ggcggacagg

getgegggge

5

Arg Ile

ES 2 645041 T3

cgagcggcga
cgecctecac
gacagetagg
acgeccoggttt
cgeggatege
tctactegge
gcttctacaa
acaaggecte
cettecggega
tgcacagcgt
ceggtggeta
aaggagcgga
ccgtctecgt
ceggacteeg
tcaccaccac
accceggatc
gccgeccgac

cecccegagta

Streptomyces avermitilis

Thr Ala

ctgcaagcgc
gttegactte
cccgeteage
cgccgacace
caccgecgag
aatcagogac
gctcggecace
cgaccaccte
cgtacgcace
caactggctg
cctgeeggto
gggagacgag
cccggteccg
cacctccacg
gcegtectgg
ggagaccgac
cgtgaacgtc

gtgggtgege

Val Thr

10

Tyr

agcacgaagg
accgectgtt
teoeggeaccg
atgacgacct
gcecgtacgtceg
aaggcgocega
acctgcatcg
aacaccgtce
accttcaccg
aacatcggcg
ctcaacggeg
gagtgggagyg
caagtcaccg
cgeacggeac
cgcgagcgct
ccgtccgegyg
gcegtgaacg

gagcccacca

Ser Leu

Leu

cccatcccta
coggegeceg
gectegtete
gtgtgectececa
actcgacget
acgoccacgt
gcctgtcega
tegeoccageg
gccacgagcet
agtcgtacca
ccgectgace
ccccgceccga
agaacgccac
teoctegaacge
cgcegeecga
tcacccaccg
cgggtgceeg

cggtcaccte

Leu Ala

15

Ala

20

Thr

Gly

Tyr

Leu

Gly

Ser

Pro

Thr

Tyr

Tyr

Tyr
70

Gly

Val

Leu

55

Leu

Ala

Ala

40

Ser

Trp

Ala

25

Leu

Ser

Gln

Thr

Gly

Ser

Ala

Ala

Asp

Gly

Ala
75

127

Gln Ala

Ser Tyr

45

Asp Cys

His Ser

Ser

30

Ser

Lys

Pro

Pro

Ser

Arg

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser
80

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2000



Phe Ser Phe

Asn Gln Leu

Ile Gly Gly

115

Gln
130

Leu Ser

Tyr Val

145

Asp

Tle Ser Thr

Arg Phe Tyr

Ser
195

Lysg Arg

Ala Lys

210

Arg

Thr
225

Phe Thr

Leu Asp Leu

Gln Ser Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

46
1980
ADN

<400> 46

ccaccgcogg
cgttcagege
tgocattget
ccttgatege

cgggcagtge

Met Ala

85

Gly Thr

100

Asn Asp

Ser

Asp

S8er Thr

Cys

Leu

Ala

Ala

Leu

ES 2 645041 T3

Ser Gly

Asn Ser

Ala

Ser

Arg Thr

Thr Gly

105

Phe
120

Gly

Cys Leu

135

Pro Gly

150

Ala
165

Lys

Lys Leu

180

Ala Tle

Ala

Ala

Gly His

Pro

Gly

Asn

Asp

Glu

Ser Ala

Gly Ser

Ser

Ser

Gln

His

Cys

Asp Val

Arg Ile

Leu Asp

155

Val
170

Ala

Leu Ala

185

Ala
200

Asp

His
215

Gly

Ile Cys

230

Asn
245

Leu

Gly
260

Tyr

gtcggoggeg
ggcgecgaac
cgacgeggece
ggtgggggag

ggtgaatceg

Ile

Leu

Gly Gln

Pro Vval

Ala

Phe

Ser

Ser

Met

Asp Tyr

Thr Phe

Ser
235

Ser

Tyr His

250

Asn Ser

265

Streptomyces avermitilis

agtctectgg
gtottettea
ttgaagooegyg
ccggoggcga

cocacgagyyg

cctocggtege
cegtgeegece
tgocettett
geacegtgea

cgecggtege

128

Gly Asp Val

Val Ser

110

Leu

Thr Thr

125

Met

Asn Thr Ala

140

Ser Val Tyr

Val Leu Gly

Ser
190

Gly Leu

Asn Ser

205

Leu

Gly Val

220

Asp

Thr Trp Leu

Pro Thr Ala

val Ala

ggagaggttyg
gtacteogttyg
gagegtgacyg
cteggoeggy

cacggeggtt

Leu Ala

Leu Thr

Cys Val
Ala

Lys

Ala
160

Thr

Tyr Pro

175

Glu Thr

Ala Ile
Ser

Lys

Ser
240

His

Ala
255

Gly

gecegtgtage
atcaggeccet
atgtagetge
gtggeetggg

atcgeggega

60

120

180

240

300



tccggatctt
cgeetgggtyg
gegtegtgtt
agttgagacc
ggggcgacce
goetggtacga
attacggcat
acggcgceagyg
tegtecggtg
aaggcctate
tgctegggcg
accggcectgg
acctgtgtge
gtcegactecca
cegteggece
ctecgegggece
agcgccatcg
ttcaceggee
atcggecagt
aacagegtgg
gtgaaccgga
gcacggagtt
tegtteeget
tcgecgggaa
agcggtacte
cctgggeggt
ccttcacgga
tggagecega
<210>
<211>

<212>
<213>

47
372
PRT

<400> 47

cttgctacge
gggcgcacgyg
cogecctggg
ctgtcatgag
cggaaagtge
cggttacgge
acgtgacctc
cgteocceage
teggcgecgg
cgtacctetg
ctegtacggg
tctecccteac
tccagtecga
ccetgecegg
atgtggecgt
tcteggagac
ccaagogoge
atgagatctg
cctaccacee
ccetgagetec
agcggaggec
ggacgtcgtg
cgtgteogtac
ggacagegte
cacctcgacce
ggg9cggcggg
ctgggecgge

getgtggteg

Thermobifida fusca

ES 2 645041 T3

agctgtgcca
ctgtgggggy
ttgagtaaag
tctgacatga
cgagaagtct
agagatcctg
actcctecte
cgeogegges
cagctaccte
gcaggccgceg
tgatgtecctg
catcggagge
cagegoctge
ccaactegac
gcetgggetac
caagcggtee
cgcogaccac
ctccageage
gaccgeggece
cacggectga
cegteegteg
cgcaccgggt
gtggtgacga
ttecageceg
ggcacccgge
caggcaccgg
ggggtegteg

cocccgecgt

tacgagggag
tgegegegte
ccteggecat
gcacgcaatc
tggcatggac
ctaaagggag
gccgtegget
acgggctatg
agctccageg
cattcaccet
gccaatcage
aacgacgcgyg
ctetecegeoa
agegtgtaca
ccecgettet
gcecatcaacg
ggcttcacct
acetggetge
ggecagtecy
atttttaagy
gggtctcegt
cgegecaccte
acacctgett
gatcegggac
ccaccgtgaa
agtagtcggt
taccgecgece

cggegttgte

129

tcctecotetg
atcacgeaca
ctacgggggt

aacggggccyg

acttecctgte
gttecatgag
gcgecctecac
tggecctegyg
gcgactgcaa
cgtegtteag
teggcaccct
gcttetecga
tcaacacgge
cggegateag
acaaactggg
acgcggecga
tcggcgacgt
acagtctega
geggetatet
cotgaatttt
cgcacaggtce
gacggecgatc
ctgetgggte
ctegecette
ggtcgeegtyg
gtgcacgecg
gocaccgeaq

gtectegggg

ggcagcggcg
cggeecctgga
ggctcaaggg
tgagcacccecce
aacacgcgta
acgttceoga
cggggcagcg
cgactegtac
gcgeagtteg
tttcatgget
gaactcgtcc
cgtecatgacg
gaaggeogtac
cacgaaggcc
cggecteetge
ctatctgaac
caagagcacc
cctgetgaac
geeggteaty
taaggcgaag
accgagaacg
tecgttegaga
ttteecgeege
ttggtcacce
aacgtgggcg
gtgaccgtca
ccteceggag

gttttegaac

360

420

430

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380



Met

Ile

Pro

Asp

Asp

65

Asn

Asp

AsSn

Leu

Ala

145

Ser

Val

Cys

Thr

Ala

225

Thr

Glu

Gly

Pro

Thr

Trp

50

Gly

Tyr

Tyr

Ala

Ser

130

Ile

Leu

Leu

Thr

Thr

210

Arg

Gly

Thr

Ser

Ala

Gly

35

Cys

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

115

Phe

Asp

val

Lys

Asp

185

Phe

Ile

Ala

Ile

Gly

Leu

20

Arg

Leu

Phe

Ala

Pro

100

Pro

Leu

Glu

Thr

Thr

180

Gln

Glu

Len

Tyr

Gln

Pro

Val

Glu

Gly

Leu

Leu

85

Gly

Glu

Ala

Val

Ile

165

Cys

Glu

Glu

val

Tyr

245

Glu

Arg

Leu

Thr

Val

Leu

70

Gly

Thr

Leu

Cys

Gly

150

Gly

Met

Asp

Leu

val

230

Thr

Phe

Ala

val

Leu

Pro

55

Leu

Asp

Ala

Val

Ser

135

Ser

Ile

Val

Ala

Ile

215

Gly

Leu

Asn

ES 2 645041 T3

Ala

Thr

Trp

40

val

Ser

Ser

val

Ala

120

Gly

Gln

Gly

Arg

Ile

200

Ser

Tyr

Thr

Gln

Thr

Ala

25

Arg

Asp

Pro

Tyr

Lys

105

Glu

Gln

Leu

Gly

val

185

Arg

Glu

Pro

Ala

Gln

Arg

10

Leu

Met

Ser

Val

Ser

90

Gly

Ala

Arg

Asp

Asn

170

Pro

Lys

Val

Arg

Ser

250

Leu

Arg

Thr

Trp

Arg

Gln

75

Ser

Gly

Tyr

Gly

Trp

155

Asp

Leu

Arg

Arg

Ile

235

Asn

Ala

130

Arg

Leu

Cys

Gly

60

Ala

Gly

Cys

Asp

Tyr

140

Asn

Leu

Leu

Met

Thr

220

Phe

Gln

Glu

leu

val

Glu

45

Gln

Ala

Asp

Trp

Phe

125

Ala

Ser

Gly

Asp

Ala

205

Arg

Pro

Arg

Ala

Phe

Leu

Ala

Pro

Thr

Gly

Arg

110

Ala

Met

Pro

Phe

Ser

130

Lys

Ala

Glu

Trp

val

Leu

15

Ala

Thr

Ala

Trp

Ala

95

Ser

Gly

Leu

His

Ser

175

Lys

Phe

Pro

Glu

Leu

255

Ala

Gly

val

Gln

Glu

Gly

80

Arg

Ala

His

Agp

Thr

160

Thr

Ala

Glu

Asp

Pro

240

Asn

val



His Asp

Val Asp

290

Pro
305

Trp
Val Asp
Gly Glu
Ala

Tyr

Glu
370

Gly

<210> 48

<211> 968
<212> ADN
<213>

<400> 48

ctgcagacac
ccggcaagat
gecogettete
cgatcgecaa
accogaagta
actcgttcaa
acggttggaa
accgecatggt
agaacccgte
acaacaagcet
tcgagatcga
acgtggagaa
totegacega

acccgeteet

Glu
275

val

vVal

Arg

Thr
355

val

260

Glu Ile

His

Tyr

Asn Gly

Ala

Ala

Val

ES 2 645041 T3

Ala Ser

280

Leu
295

Asp

Gln Leu

310

Thr
325

Ser

Val
340

Ile
Phe

Ala

Gly

Thermobifida fusca

ccgocococegeoc
gtactccaag
gaacggeceg
cgaggcocgag
ccaggtecatt
gocecgacgac
cacggagcag
cctgaacggce
cgoecgeteo
getecteoaac
caagcagttc
ccogtgetac
ceggcagetyg

ggcacaggceg

Phe

Glu

Val

His Pro

Gln Ile

Val Ala

360

ttctcoccecgga
atgegegget
gtctggetgg
gggggcgcga
aacaacctcg
ctggtcatee
gacgccaagce
gcgaagcaga
cagaaggtcg
ctogocegge
gcggagatge
gacggcyggct
teggoecttet

gtagcttege

265

Gly Gly val

Gly His Glu

Leu
315

Arg Asp

Ala
330

Asn Ala

Glu
345

Thr Gly

Gly Ala Thr

tcgtcatgtt
acctgecogte
agcagctgac
ccgcagtoge
actacgaggt
tgtgggtggg
gggtgcegega
tcetgetgtte
tecgaggecgt
agctegcocoe
tgegegacce
acgtgtggaa
cgecccagga

cgatggeceg

131

270

Ser
285

Gly

Ile
300

Gly

Ala Thr

Gly His

Pro Gly

Val Asp

365

cggcgactcce
cteoceccgeeg
gaagcagtte
ctacaacaag
cacccagtte
cgccaacgac
cgecatcteg
caacctgeccc
ctogecacgtg
gacgggcatg
ccagaacttc
gcagttagee
gegectggeyg

cegetoggee

val

Ser

Gly

Arg

Arg

350

Thr

Glu Phe

Asp Glu

Val Thr

320

Ala
335

val

Pro Leu

Leu Ala

ctcagcgaca
tactacgagg
ccaggectga
atctcctgga
ttgecagaagg
tacetggect
gacgcggcaa
gacctgggecce
teegectace
gtcaagectgt
ggcctgageg
acceggtecyg
atcgetggea

tegecectea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



10

ES 2 645041 T3

actgcgaggg caagatgttc tgggaccagg tccacccecac caccgtggte cacgecgecce

tctcggageg cgcecgccace ttcatecgaga cccagtacga gttcoctegece cactagtcta

gaggatce

<210>
<211>
<212>
<213>

49
1044
ADN

<400> 49

atgaaacaac
ttgctgecte
atgtttggag
ccgtcaageco
ctgacgaaac
gtegectata
gaagtcacac
gtoggegoca
agagatgcca
ctgtttaacc
gcagtcagece
gcaccgacgg
gatccgcaaa
tggaaacogt
caagaaagac
gcaagaagat
ccgacaacag

tatgaattte
<210> 50
<211> 1005
<212> ADN
<213>
<400> 50

atgaaaaaat
agcegteceg
atgtacagea
tccaacggge

aacgaggcegg

aaaaacggct
attctgeage
atageceotgag
cgoogtatta
aatttcoggg
acaaaatcag
agtttcttea
atgattatct
tcagecgatge
tgcocggatcet
atgtcagege
gaatggttaa
attttggecet
ttgeccacaag
tggcaatcge
cagcaageec
ttgtccatge

tggcccatgg

Aeromonas hydrophila

ggtttgtgtg
cettetecey
agatgogegyg
ccghtctgget

aaggcggacc

Aeromonas salmonicida

ttacgcccga
ttcagcagea
cgatacggge
tgaaggccge
actgacgate
ctgggaccog
gaaagacagc
ggcgtatgge
cgctaataga
gggacaaaat
ctatcataac
attgtttgaa
gagegatgtc
aagegtoage
cggaaatccg
getgaattge
tgccetttca

ctga

tttattggga
gatcgtgatg
ttaccteocce
ggagcagctg

gaccgeoegtg

ttgctgacge
gatacaagac
aaaatgtata
tttageaatg
gctaatgaag
aaatatcagg
tttaaaccgg
tggaacacag
atggtcctga
ccgagcgeoca
aaactgctge
attgacaaac
gaaaacccgt
acggatagac
cttttggecac
gaaggcaaaa

gaaagagcgyg

ttggtegege
tttggegaca
tcecageoceoe
accaacgagt

gcttacaaca

132

tgttatttgc
cggegtttag
gcaaaatgag
gaccggtetg
cagaaggagg
tcatcaacaa
atgatctggt
aacaagatgce
acggcgecaa
gaagccaaaa
tgaacctgge
agtttgccga
gctatgatgg
aactgtcoage
aagcagttgc
tgttttggga

cgacgtttat

tgacagttca
gecteteega
cctactatga
tceocegggect

agatctecetg

gctcatcttc
coggategte
aggctatett
goetggaacaa
agcaacageqg
ccectggactat
catcetttgg
caaaagagte
acaaatcctg
agtcgtcgaa
aagacaattg
aatgctgaga
cggatatgte
gtttageceg
ttcaccgatg
tecaggtecat

cgaaacacaqg

ggcagccgac
taccggeaag
gggocgette
gaccatagcc

gaatcccaag

300

960

968

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1044

60

120

180

240

300



tatcaggtca
aagccggacy
aacacagagc
gtgctgaacg
tcggecegea
ctgctgetga
gacaagcagt
aacgcctgct
gacagccage
ctggcccagg
ggcaagatgt

cocgecgoca

<210> 51
<211> 1011
<212> ADN
<213>

<400> 51

atgaaaaaat
actogecceg
atgtacagca
tccaacggac
aacgaagcgg
tatcaggtct
aagccggacg
aatacggagce
gtactgaacg
tcagcoegea
ctgetgetga
gacaagcaat
aacccectget
gaccgccagce
ctggcacagqg

ggcaagatgt

cgegocgeca

tcaacaacct
atctggtgat
aggatgcocaa
gcgocaagga
gecagaaggt
acctggcacg
ttgccgagat
acggtggcag
tcteegectt
ccgtegeecag
tetgggatca

cetteatega

ggtttgtttg
cetteteeeg
agatgcgegg
cegtetgget
aaggcggtge
acaacaacct
atctggtgat
aggatgccaa
gtgccaagca
gtcagaaggt
acctggecacg
ttgecgagat
acgacggcgg
tcteccgeett
cegttgecag
tctgggatca

cettecatega

ES 2 645041 T3

ggactacgag
cctetgggte
gegggtgege
gatactgetg
ggtecgaggeg
ccagctgget
gctgogtgat
ctatgtatgg
caacccgcag
cocccatgget

ggteccaccce

gagocagtac

Aeromonas salmonicida

tttattgggg
gategtgatg
ttacctecce
ggagcagetyg
cactgcegtg
ggactacgag
cctectgggtce
gcgagttcge
gatactgctg
ggtegaggeyg
ccagetyggee
getgegtgat
ctatgtgtgg
cagtccgcag
tcctatggeoe
ggtacacccg

gacccagtac

gtcacccagt
ggcgccaacy
gacgecatca
ttecaacctge
gccagcocatg
cccaccggea
ccgcagaact
aagccgtttg
gagcgecteg
gcccgcageg
accactgteg

gagttecteg

ttgatecgege
tteggegaca
tccageocge
accaagcagt
gcttacaaca
gtcacccagt
ggtgccaatg
gatgccatca
ttcaacctge
gtoagecatg
cccacaggea
ccgcagaact
aagccgtttg
gaacgcctcg
cgocgeageg
accactgtcg

gagttecteg

133

tcctgcaaaa
actatectgge
gegatgegge
cggatctggg
tcteegecta
tggtgaagct
tcggcctgag
cctccegeag
ccategeocgg
ccagcaccct
tgcacgoege

cccac

tgacagttca
geetectecga
cctactatga
tocegygtet
agatctcctg
tcttgecagaa
actatctggce
gcgatgeggce
cggatctggyg
tcteocgecta
tggtaaaget
teggectgag
ccacccgcag
ccatcgcegyg
ccageoecet
tgcacgeage

cocacggatg

agacagcttc
ctatggctgg
caaccgeatyg
ccagaacceoc
ccacaaccag
gttcgagatc
cgaccagagg
cgccagcacc
caacccgetg
caactgtgag

cctgagegag

ggcagccgac
taccggecaaa
gggccgttte
gaccatagec
gaatcccaag
agacagctte
atatggctgg
caaccgcatg
ccagaacccg
tcacaacaag
gttogagatce
cgacgtegag
cgtcagcacc
caacccgctg
caactgtgag
cctgagegag

a

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1005

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1011



10

<210> 52

<211> 888
<212> ADN
<213>

<400> 52
atgcocgaage

geccteggee
gactacgtcg
gocaacctge
ggcgoccgece
cagtacccgg
ctcaccateg
gcgggtgtoc
gacgacgaga
gecagggete
geccgaccogt
gccateccagg
tacgtggact
tggatcgaac

gagcggcgca

<210> 53

<211> 888
<212> ADN
<213>

<400> 53

tcagtccagg
ggggtggacyg
ggcctcgeoag
ctecteggeg
cacgtcaceg
gatccacggg
cagcgcctce
gtgcoctgtee
cgtgatggeg

cgtgceggty

ctgcectteg
tcaccgacge
ccctoggoga
tectgtetgeg
tcacggacgt
gcgtcgcacce
goggcaacga
tecagcggegg
tcgaggecaa
cccacgocag
cctgetteoct
cacacctcaa
teteccggggt
cgctgetett

tggccgagca

ccgaggacgt
ggaacgagge
gegtcegtgge
gecegocgga
geggegaggyg
tagccgagag
ttgagcgegy
ttgcagggge
ttgatgaagyg

cogagoegegt

ES 2 645041 T3

Streptomyces coelicolor

cegtgteatg

caccgcoccac
cagctacagc
ctogacggee
cacctgcgge
ccagttggac
caacagcacc
caagggcagc
cacgtaccce
ggtggegget
gaagctccec
cgacgeggte
gtcecgacgge
cgggcacage

cacgatggac

Streptomyces coelicolor

ccatcgtgtg
tgtgeccgaa
cgtecggacac
cegegtegtt
ggagetteag
ccgccaccct
ggtacgtgtt
tgoecettgee
tgectgttgte

ccaactggygg

accgcgacag
gocgogooeyg
gccggctecg
aactacccce
gccgegcaga
gcgctcggea
ttcatcaacg
ccctgecaagg
gegetcaagyg
cteggetace
ctecgecgeoeg
cggcgggecyg
cacgacgect
ctegtteceg

gtccteggee

ctcggccatg
gagcagcggt
cccggagaag
gaggtgtgee
gaagcaggac
ggcgtgggga
ggcecctcegatce
geecgetgagg
gttgecgeeg

tgegacgoce

134

tcgecocgeegt
cccaggecac
gcgtcctgec
acgtcatege
ccgecgactt
ccggcacgga
ccatcacgge
acaggcacgg
aggcgetget
cgtggatcac
gtgacgtgce
ccgaggagac
gcgaggaccce
tccaccccaa

tggactga

cgeocgectege
tcgatccage
tccacgtagg
tggatggece
gggteggegy
gcecctggege
tcgtcgtega
acacccgecg
atggtgageg

gggtactggg

cggcacgcte
tocgaceety
cgtcgaccce
ggacacgacg
cacgcgggcce
cctggtcacg
ctgocggeoacyg
cacctecectte
cggegtecge
cecggeocace
ctacctgegg
cggagcecace
cggcacccge

cgcoctggge

ccagggegtt
gggtgecggy
tggctcecggt
gcaggtaggy
tggcegygggt
ggacgccgag
aggaggtgcc
tgeocgeagge
tgaccaggtc

coegegtgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

888

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gtcggeggte

tgcgeggege

ES 2 645041 T3

cgcaggtgac gtccgtgagg cgggcgcecg tegtgtceoge

gatgacgtgg gggtagttgg ccghbogageg cagacagage

caggacgcocg
ggcctgggeyg

ggcggegact

<210> 54

<211> 717
<212> ADN
<213>

<400> 54

atggattacg
aggcccattg
acgagaaaaa
aaaatacttc
ggtgccaacg
aatattegte
ccggggctag
tacttecgta
gaggaaaaag
tggcaacaac
gacgaattat

tacaaactga

<210> 55

<211> 1044
<212> ADN
<213>

<400> 55

atgaacctge
tgegggggeg
gtggtgttcg
ggcggcggca
ctgggegtga
aaggccggct
ggccacaacg
tacgcggeoca

agcaacgaca

gagceggege
ggcgeggcegt

gtcgeggtea

agaagtttct
aagatggcaa
tggatattcet
ctgagatttt
atgcatgetce
aaatggtatce
tagatagaga
ccaacgagaa
tteocettegt
tgctaacaga
tgaaggtcat

aagattggag

Ralstonia sp.

gtcaatggat
gtgggaccga
gcgacagcct
agttcaccac
cgotcacged
gecttocgacta
gcggegcggg
gcaacaacac

ttttettetg

tgtagetgte
gggeggtgge

tgacacggceg

Saccharomyces cerevisiae

gttatttggg
agatcagtat
tcaaagaggyg
aaagcatgaa
agcaggtcee
tttgatgaag
gaagtgggaa
ctttgeecatt
ggctttgaat
tggactgcac
tgagacattc

agatgtgeta

gggcgccgea
ccagagcggce
gagcgatatc
caacccggge
ggeggtgaty
tgogoaggge
ggcgctgacc
attcaacggc

gaccactgeg

gccgagggeyg
gteggtgagy

aagggcaggc

gattccatta
gctettggag
ttcaaagggt
tccaatattg
caaagtgtee
tcttaccata
aaagaaaaat
tattcegatg
aaggegttte
ttttccggaa
tacccccaat

gatgatggat

acggctgceo
aatccocaatg
ggcacctaca
ccgatetggg
ggctacgeca
ggctegegeg
tacccggttc
aataacgatg

geggecacca

135

aggttggcgyg
acgtagtcca
ccgagggoga

tteocggeat

ctgaatttgce
ccgecattagt
acacttetag
tcatggccac
ccctececga
tecegtectat
ctgaagaaat
ccttagcaaa
aacaggaagg
aagggtacaa
atcatceccaa

ctaacataat

ttgecttggg
tcgeccaaggt
cceccgtege
ccgagacegt
ccteegtgea
tgaccgatcc
agcagcagcet
tcgtettegt

geggctecgy

ggtcgacggyg
gggtcggagt

gegtgeoegac

ttttaatact
caacgaatat
atgggegttyg
aatatttttg
atttatcgat
tataatagga
agctctcgga
actagccaat
tggtgatget
aatttttcat
aaacatgcag

gtettga

cttggeccgeg
gcagogecatyg
gcaggcggtg
ggccgcgcaa
gaattgocce
gaacggcatc
cgccaacttce
getggecgge

cgtgacgeoce

660

720

780

840

888

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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gccattgceca cggcccaggt gcagcaggcc gcgacggacce tggtcggeta tgtcaaggac 600

atgatcgeoca agggtgegac gecaggtetac gtgttceaace tgeccgacag cagectgacyg 660

ccggacggceg tggcaagcgg cacgaccggce caggcgctge tgcacgegcet ggtgggcacg 720

ttcaacacga cgeotgcaaag cgggetggee ggeacctegg cgegeatcat cgacttceaac 780

gcacaactga ccgcggcgat ccagaatgge gecctegtteg gettcocgecaa caccagegec 840

cgggcectgeg acgcocaccaa gatcaatgec ctggtgocga gogecggegg cagcetegetg 300

ttctgetecgg ccaacacget ggtggettecce ggtgeggacce agagctacct gttegecgac 960

ggogtgcace cgaccacggce cggcocatege ctgategeca geaacgtget ggegegectg 1020

ctggcggata acgtcgegea ctga 1044

<210> 56

<211> 786

<212> ADN

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 56

gtgatcgggt cgtacgtgge ggtgggggac agcttcaccg agggcgtecgg cgacccoccggcoe 60
cocgacgggg cgttegtogg ctgggecgac cggetegeceg tactgetoge ggacceggoege 120
ccegagggeg acttcacgta cacgaaccte goegtgegeg gecaggeteoct cgaccagatce 180
gtggcggaac aggtcccgeg ggtegtegga ctegoegceccg acctegtete gttegoggeg 240
ggcggcaacqg acatcatceg goccoggcace gatcccgacg aggtcogccga geggttcgag 300
ctggcggtgg cogegotgac cgocgoggoe ggaaccegtcoce tggtgaccac cgggttegac 360
acccgggggg tgccecgteoct caagcacctg cgeggeaaga tcogocacghta caacgggeac 420
gteegegeca tegecgaceg ctacggetge ceggtgeteg acctgtggte getgeggage 480
gtccaggace geagggegtg ggacgcoecgac cggctgcace tgtegeogga ggggcacace 540
cgggtggoege tgcgegeggyg goeaggeectyg ggectgegeyg toceggocga ccocctgaceag 600
ccctggeocge ccoctgocgee gogeggeacg ctogacgtcoc ggogegacga cgtgcactgg 660
gegegegagt acctggtgee gtggateggg cgecggetge ggggegagte gtogggegac 720
cacgtgacgg ccaaggggac gcetgtegecog gacgeccatca agacgeggat cgecgeggtg 780
gectga 786
<210> 57

<211> 783

<212> ADN

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 57

atgcagacga accccgcgta caccagtcte gtegecgteg gecgactcectt caccgaggge €0
atgteggace tgetgecega cggetcetac cgtggetggg ccgacctect cgecaceegg 120

136



atggcggecec
ggacagateg
ctggteggeg
ctgectgaccoe
agtcecggte
gcegtgateg
cagtcgctgg
caccgcceggg
tggcacgege
gtccggtteg
tceggggacyg
tga

<210> 58
<211> 1365

<212> ADN
<213>

<400> 58

atgacccggg
gcggegateg
gacgacggca
gcecccegegt
cogggeaceqg
gteggcggea
gtcacacacg
accatgegec
gtgatgageg
tactcccecea
ctggecgacyg
tactggeget
gegtteggeg
acecgacgtee
tacagegteg
ccggccgaca

gtcaaggceg

gcteccecegg
tegacgagea
ggctcaacga
aggaecgtgga
gccagggtee
acgacctgge
ccgaccctcg
tcgeggagge
cgatcecegge

cccggoagoea

geetgeegge

gtegtgacgg
tcaccctgat
gcagggacca
ccaccggtge
agacgacegyg
ccggcgegeyg
ccteogatege
ggctcacctt
acaccgeceg
tccegtecegy
gcgaccgeoad
acctgacege
actccatcac
tegoogoacy
tcaacgaggg
acccgagegg

tcgtegtegt

ES 2 645041 T3

cttccggtac
ggtggacgtyg
cacgetgegyg
acggcteged
ggtgctggag
cgggcggeac
gatgtgggac
ggtgtggcag
gacgocgeog
cctgcetgece

caagegcocy

Streptomyces coelicolor

gggtgcgggg
agtggcgatc
cgegetgeag
ctgggtguge

cctggeggge

gatcaccctc
cctggeegee
cggcggceage
ccktegecate
geecggtgace
ggceggacgte
cctegacgtg
cgacggegec
cotgeacgag
catcageogge
actgagcegg

ccteggegte

gccaacctgg
googoogoaa
cccaagtgeg
cogecactgeg
cgctteegge
ggcgeegtgg
gtggaccggce
tcegeteggee
ceggggtagy

tggataggce

gacctgetge

gcgeccccoca
tccgeggeca
gccggaggcec
gcectgggoca
cgeteegtge
tcgaacctgt
gggcccgaca
gccegggtga
ccctacgggg
taccatcege
accgoegteg
ctgagecacg
cgctcgcaga
gcggegggceyg
aaccggctee
ttccageggg

aacgacgteco

137

cggtgcgegg
tgggageega
acatggeceyg
agcagetggt
ccegeatgga
tcgtegacct
tgcacctgac
acgagcccga
tgacgegeag
gcaggctgac

cctacgagga

ccaagcaccy
tatacgecgg
gtctcocacy
ccgcaccggce
geaacgtegt
acgggcagtce
ccgccgocge
tecatccegge
cgaacgtect
aggcccggea
cgtacaccac
aggccgacgg
gcgacgccaa
acggccggga
tgaccagcag
acgtgectgga

tgaacagceoe

gaagctgatc
cgtgatcacyg
ggtgegggac
gctgatgege
ggececctgtte
gtacggggec
cgccgagggc
ggaccccgag
gaccgeggac
cgggcgetcg

cccegoacgyg

tgcecetgete
agegtocgeg
aggagacgcc
cgoggecgag
gcacaccteg
gccogetgace
gatcgcegac
gggeggecag
ggtecaccacg
gaccagctac
cocccacgace
cacggtegtyg
ccaccgetgyg
caggoocage
gccggggegy
acgcaccaac

ggaactcgeco

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

783

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020
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gaccgcogacg
ctgcgggteg
cgcgagacga
gtcgtegact
tacgacageg
atcgacctgyg

<210> 59

<211> 1023
<212> ADN
<213>

<400> 59
atgacgagca
ggcggcggea
ctggecagac
tacggcggeca
tccacggeeg
tcegggeteg
gegtgcotegyg
cccgacatct
cgcteggtge
gtggtcggea
ctggccegge
ggcgggegea
gagctetteg
geggtactge
gacgegetge
gaggcgggta
ctgaagcgcc
tga

<210> 60
<211> 918

<212> ADN
<213>

<400> 60

ccatcctgac
tcggcgecac
tgcggecagga
tcgacaaggc
gogaccaccet

coegegetgaa

tgtegaggge
tecggeectgge
gecagggtggyg
ccctgeoecac
cegggeaggg
cggeggtgge
acgacctgga
gcgtgatcat
ggcacctgte
cctgtocegga
gggcctcacg
cggtgteget
gcccegacaa
ceteggtgtyg
gccgcegaggg
cggaggtege

ggagacygygcyg

ES 2 645041 T3

cggectgege
gatcacgccg
ggtcaacgag
cctgcgegac
gcaccooggce

gggcgeggeyg

Streptomyces coelicolor

gagggtggeyg
gggagceggceg
ggtgggcacyg
ggccggegac
cgtgeacegg
ggagcggceceg
ccggcaggty
ggtcggegec
cteggeggta
cctgggeacyg
gcagctegeg
gggcgacctg
ctaccaccce
cgocgegote
cttectgeeg
cgocgecatyg

tcgggtgteg

Streptomyces coelicolor

accctegtceg
ttecggcggcet
gagatceget
ccgtacgacc
gacaaggggt

ceggtcaagyg

cggcggateg
gcggteggte
cogacecggg
cecgecgetge
gceegggceaga
gtgcggetgg
goegetggtge
aacgacgtca
eggeggetge
atcgageggyg
gcggcacaga
ctgggtccgg
tecgecgagy
ggectgtgge
gtggegegeg
cctacgggge

gaggcggaac

accgggcgca
acggcggcta
ccggeegggt
cgcgoceggat
acgegogeat

cgtag

cggccggcgco
tggtggtgge
tgccgaacyge
ggctgatgat
cgecgggege
ggtcggtege
tcgeocgageo
cccaccggat
gcacggccgg
tgeggecageo
ccateggege
agttcgegea
ggtacgecac
cggecgacga
cggcggcgga
ctegggggec

cgtccageccce

cgcccgggga

caccgaggcc
cttcgacacg
gcgecteccgac

gggegeggte

ggcgtacgge
cgaggtgeag
gcagggactg
gctgggegac
getgetggeg
ccagcogggg
ggaccgggty
gccggegace
tgcggaggtyg
gctgegetgy
cgtegageag
gaacccgogg
ggeegegatyg
ggagcaccceg
ggcggegtec
ctgggegetg

gtccggegtt

atgggtcgag ggacggacca gcggacgcgg tacggecogte geoegggcegeg tgtegcogcote

geegecctga cegecegeegt cotgggegtg ggegtggegg getgegacte cgtgggegge

138

1080

1140

1200

1260

1320

1365

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1023

120



gactcacccg
accageccogg
geggtgetgt
tcgetggeceg
gtcacegggg
ceggagetgg
atgacgcogg
aagcteccca
cagggecgea
ctgggcgacyg
cgggtggcay
agcgacgacg
tggtteccace
accgcgaaga
<210> 61

<211> 1068

<212> ADN
<213>

<400> 61

ttcatcacaa
gacaagcctt
gggaggttec
ggegetegeg
ctacgtggcc
cagtggctcc
cggtacgegg
gcagctgace
cgegggette
gcggategee
ctacgacgcc
cattetacaag
caacgecgac
cgectteggg

gctgcacagc

ctocttecegg
cgtecgtege
cggactgcec
tacggctget
coccggatgge
tggcggtgat
tggcggactt
aggegeaggt
ccaacceget
cggactoccet
actacaacga
gcgcggtgea
cgagtgtgga

atccctga

Streptomyces rimosus

cgatgtcaca
cccgtgacga
atgagactgt
ctoetteggeg
ctcggecgact
tgtaagcgeca
ttcaacttea
ccggtcaact
gecgacacca
aaggcgegeg
atcgacagec
ctgggeggea
gecgacgaca
gacgtcaaca

gtcacccttce
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cagccegteg
cgecgtggge
ggaggtgteg
ggggaaggcyg
ggacctgacc
ggccggggeg
ccgggegeag
gtacgtgteg
gggcaagcay
ggacteggeg
ggtgctgegy
cgagttecgg

cggocaggec

acaccggcca
aagggtcctg
cdegacgoge
cgagagaage
cctactccte
gcaccaagtc
coegectgtte
cocggoaccega
tgaccacctg
cctacatcca
gggoaccege
getgegeagt
tcaacgccegt
cgaccttege

ccgtggagaa

aagcggacga
gactcocatea
tgggegaceg
gacgcggccyg
gctcaggtga
aacgacgegt
ttcgaggagg
ageatccegyg
gtgtggaage
gegaccctge
gaggtctgeg
tteggecacag

cggctggegg

tccgggtcat
ctacatcaga
ggecacggeg
cgtgtecgeg
gggggtcgge
ctacceggec
gggcgeccge
cctggtecage
caacctocag
gcagacgctyg
agceccaggte
cggteteteg
caccgccaag
cgggcacgag

ctcectaccac

139

ggacggcgcec
cgegeggett
gcagcagegce
agcacagctg
cgecgggceggce
goeggteocac
cgatggccac
acctcaageg
teggecotgtyg
ggcgcaacac
cgaaggaccg
accagttgag

agatcgecta

ccctgategt
aatgacagaa
tocgogetoe
cagegaatoo
gcgggcaget
ctgtgggecceg
acaggagacg
attaccateg
ggcgagagcy
ccogeccage
gtegtectgyg
gagaagteoce
cgcgocogecy
ctgtgecteeg

cccacggeca

cgectgggac
cgacgcetgt
gaaggtcogac
gaactacgcg
gcagcgegag
gaccteggeg
cctgogeaag
gctetggtec
cacegtegatyg
ggtgegegac
gcggtgecge
ccactgggac

cogegeggte

gggaatgggt

atcctgctca
tecctcacece
aggccaccga
acgacagcag
cctegecacac
tgctggecaa
gcggcaacga
cgtgectgge
tggaccaggt
gctaccogeg
gogeggecat
accacggcett
gcgeccectg

acggacagtc

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

818

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300
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caagggctac
cgaagtecey

gceggtggec

<210> 62

<211> 1008
<212> ADN
<213>

<400> 62
atgaaaaaat
agtogeoccoeg
atgtacagea
tccaacggac
aacgaagcgg
tatcaggtca
aagccggacy
aacacggagc
gtactgaacg
tcagctcgca
ctgetgetga
gacaagcaat
aacccctget
gaccgccagce
ctggcacagyg
ggcaagatgt
cgegecogeca
<210> 63
<211> 1011

<212> ADN
<213>

<400> 63

atgaaaaaat
actcgecceg
atgtacagca
tccaacggac

aacgaagogyg

ctgccegtee

ceceocgggey

ccgecgtacg

Aeromonas hydrophila

ggtttgtgtg
cotttteceg
agatgcgegyg
cegtetgget
aaggcggtge
tcaacaacct
atctggtgat
aggatgccaa
gtgccaagca
gtcagaaggt
acctggcacg
ttgeccgagat
acgacggcgy
tcteocgeett
caegttgecag
tctgggatca

cettecatege

ES 2 645041 T3

tgaactccge
gggcettegee

tgccgecgece

tttattggga
gatcgtgatg
ttacctceccce
ggagcagctg
cactgcecgtg
ggactacgag
cctetgggte
gcgggttege
gatactgctg
ggtcgaggeg
ccagctggeeo
getgegtgat
ctatgtgtgg
cagtcecgecag
tectatggee
ggtacaccceg

gaaccagtac

ggtttgtttg tttattgggg
ccttecteceg gatcegtgatg
agatgegegg ttaccteoccoe
ccgtctgget ggagcagetg

aaggcggtge cactgeegtg

cacctgatct

gtaggtgege

ccoggacgeg

ttggtcgege
tteggegaca
tccageccge
accaaacagt
gcttacaaca
gtcacccagt
ggtgccaatg
gatgccatca
ttcaacctgc
gtcagecatg
ccecaceggea
cegcagaact
aagccgtttg
gaacgcctcg
cgecgeageg
accactgtcg

gagttocteg

Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida

ttgatcgege
tteggegaca
tocageooage
accaagcagt

gettacaaca

140

cgcggctact
gtaccgeegt

gtcggttc

tgacagttca
gectecteoega
cctactatga
tccegggtet
agatctcctg
tcttgcagaa
actatctggce
gcgatgogge
cggatctggyg
tcteegecta
tggtaaagcet
teggectgag
ccacccgeag
ccatcgccgyg
ccagoceect
tgcacgcage

cecactga

tgacagttca
gectetecga
cctactatga
tcocegggtcet

agatctactyg

ccgececctga

cgeecegtege

ggcagccgac
taccggeaaa
gggecgttte
gaccatcgecc
gaatcccaag
agacagette
ctatggctgg
caaccgcatg
ccagaacccg
tcacaaccag
gttcgagatce
cgacgtegag
cgtcagcacc
caacccgctg
caactgtgag

cotgagegag

ggcagccgac
taccggcaaa
gggeogttte
gaccatcgcc

gaatcccaag

960

1020

1068

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

360

1008

60

120

180

240

300
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25

30
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tatcaggtca tcaacaacct ggactacgag gtcacccagt tcttgcagaa
aagcecggacg atctggtgat cctetgggte ggtgecaatg actatctgge
aatacggage aggatgecaa gegagtteoege gatgecatcea gegatgegge
gtactgaacg gtgecaageca gatactgetg ttecaacctge cggatotggg
tcagcceogea gtcagaaggt ggtogaggeg gtcagecatg tcteocgecta
ctgetgotga acctggeacg ccagetggec cccaccggea tggtaaaget
gacaagcaat ttgccgagat gctgegtgat ccgcagaact tcoggectgag
aacccctget acgacggegg ctatgtgtgg aagecegtttg ccacccgeag
gaccgccage tctcogectt cagtccgeag gaacgectceg ccatcgecgg
ctggcacagg cegttgccag tcctatggoe cgecgecageg ccagcccect
ggcaagatgt tctgggatca ggtacacceg accactgteg tgcacgcage
cgegecegeca cctteatega gaccecagtac gagttecteg ccecacggatg
<210> 64

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de terminador de alfa-amilasa

<400> 64

cgggacttac cgaaagaaac catcaatgat ggtttctttt ttgttcataa a 51

<210> 65

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de terminador de proteasa alcalina

<400> 65

caagactaaa gaccgttcgc ccgtttttgc aataagcggg cgaatcttac ataaaaata 59
<210> 66

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de terminador especifica de acido glutamico

<400> 66

acggcegtta gatgtgacag cccgttccaa aaggaagcegg gectgtctteg tgtattattg

t

<210> 67
<211> 54
<212> ADN
<213>
<220>

Secuencia artificial

141

agacagcttc
atatggetgg
caaccgeatg
ccagaaccceg
tcacaacaag
gttcgagatce
cgacgtcgag
cgtecageace
caacccgetg
caactgtgag
cctgagegag

a

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1011

60

61



<223>
<400>

Secuencia de terminador de levanasa

67
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tcttttaaag gaaaggctgg aatgcccggce attccageca catgatcate gttt

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

68

280
PRT
Aeromonas salmonicida

68

ARla Asp Thr

1

Leu

Ser

Leu

Ala

€5

Pro

Leu

Gly

Lys

Asn

145

Asn

Ser

Ser

Ser

Glu

50

Glu

Lys

Gln

Ala

Arg

130

Gly

Pro

Ala

Asp

Pro

35

Gln

Gly

Tyr

Lys

Asn

115

Val

Ala

Ser

Tyr

Arg

Thr

20

Pro

Leu

Gly

Gln

Asp

100

Asp

Arg

Lys

Ala

His
180

Pro

Gly

Tyr

Thr

Ala

Val

85

Ser

Tyr

Asp

Gln

Arg

165

Asn

Ala

Lys

Tyr

Lys

Thr

70

Ile

Phe

Leu

Ala

Ile

150

Ser

Lys

Phe

Met

Glu

Gln

55

Ala

Asn

Lys

Ala

Ile

135

Leu

Gln

Leu

Ser

Tyr

Gly

Phe

val

Asn

Pro

Tyr

120

Ser

Leu

Lys

Leu

Arg

Ser

25

Arg

Pro

Ala

Leu

Asp

105

Gly

Asp

Phe

Val

Leu
185

Ile

10

Lys

Phe

Gly

Tyr

Asp

90

Asp

Trp

Ala

Asn

Val

170

Asn

Val

Met

Ser

Leu

Asn

75

Tyr

Leu

Asn

Ala

Leu

155

Glu

Leu

142

54

Met

Arg

Asn

Thr

60

Lys

Glu

val

Thr

Asn

140

Pro

Ala

Ala

Phe

Gly

Gly

Ile

Ile

Val

Ile

Glu

125

Arg

Asp

val

Arg

Gly

Tyr

30

Pro

Ala

Ser

Thr

Leu

110

Gln

Met

Leu

Ser

Gln
190

Asp

15

Len

Val

Asn

Trp

Gln

95

Trp

Asp

Val

Gly

His

175

Leu

Ser

Pro

Trp

Glu

Asp

80

Phe

val

Ala

Leu

Gln

160

Vval

Ala



10

15

20

25

30

Pro

Thr Gly
195

Met Leu Arg

Cys
225

210

Tyr Asp

Leu Asn Cys

Val Val His

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Tyr Glu
275

69
4
PRT

Met

Asp

Gly

Glu

Ala

260

Phe

Val

Pro

Gly

Gly

245

Ala

Leu

Secuencia artificial

Motivo de secuencia

VARIANTE

(4)..(4)

Xaa puede ser cualquiera de los siguientes residuos de aminoacidos Leu, Ala, Val, lle, Phe, Tyr, His, GIn, Thr,

Asn, Met o Ser.

<400>

Gly Asp Ser Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Arg Arg Ser Arg Phe Leu Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

69

70
8
PRT

Secuencia artificial

Lys

Gln

Tyr

230

Lys

Leu

Ala

Secuencia de consenso

70

71
8
PRT

5

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

71

Leu

Asn

215

val

Met

Ser

His

ES 2 645041 T3

Phe
200

Phe

Irp

Phe

Glu

Gly
280

Ala Leu Ile Leu Leu Thr Leu Ala

1

5

Glu Ile

Gly Leu

Lys Pro

Trp Asp

250

Arg Ala
265

Asp

Ser

Phe

235

Gln

Ala

143

Lys

Asp

220

Arg

val

Thr

Gln

205

val

Ser

His

Phe

Phe

Glu

Ala

Pro

Ile
270

Ala

Asn

Ser

Thr

255

Glu

Glu

Pro

Pro

240

Thr

Thr



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 645041 T3

<210> 72

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 72

Ala Arg Ala Ala Pro
1 5

<210> 73

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 73

Tyr Val Ala Leu Gly Agp Ser Tyr Ser Ser Gly
1 5 10

<210> 74

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 74

Gly Ala Gly Ser Tyr
1 5

<210> 75

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 75

Ser Ser Gly Asp
1

<210> 76

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 76

Arg Ser Thr Lys Ala Tyr Pro Ala Leu Trp Ala Ala Ala His Ala

1 5 10

<210> 77

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

144



10

15

20

25

30

35

40

<220>
<223>

<400>

Secuencia de consenso

77

Ser Ser Phe Ser Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Cys Ser Gly Ala Arg Thr Tyr Asp Val Leu Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu Val Ser Ile Thr Ile Gly Gly Asn Asp Ala Gly Phe Ala Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

78

12

PRT

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

78

5

79

15

PRT

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

79

5

80

6

PRT

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

80

Met Thr Thr Cys val Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

81

6

PRT

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

81

Ser Asp Ser Ala Cys Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

82

4

PRT

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

82

ES 2 645041 T3

10

10

145



10

15

20

25

30

35

40

Thr Leu Pro Ala
1

<210> 83

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 83

ES 2 645041 T3

Arg Leu Asp Ser Val Tyr Ser Ala Ile

1 5

<210> 84

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 84

Thr Arg Ala Pro
1

<210> 85

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 85

Ala Arg Val Val Val Leu Gly Tyr Pro Arg Ile Tyr

1 5

<210> 86

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 86

Leu Gly Leu Ser
1

<210> 87

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 87

10

Thr Lys Arg Ala Ala Ile Asn Asp Ala Ala Asp

1 5
<210> 88

10

146



10

15

20

25

30

35

40

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
PRT
Secuencia artificial

Secuencia de consenso

88

ES 2 645041 T3

Leu Asn Ser Val Ile Ala Lys Arg Ala Ala Asp His

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gly Phe Thr Phe Gly Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gly His Glu Leu Cys Ser Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

89

7

PRT

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

89

5

90

7

PRT

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

90

5

91

9

PRT

Secuencia artificial

Secuencia de consenso

91

10

Pro Trp Leu His Ser Leu Thr Leu Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser Tyr Hig Pro Thr Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

5

92

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Secuencia de consenso

92

5

93

13

PRT

Secuencia artificial

147



ES 2 645041 T3

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 93

Gly His Ala Ala Gly Tyr Leu Pro Val Leu Asn Ser Ile
1 5 10

5 <210> 94
<211> 230
<212> PRT
<213> Aspergillus aculeatus

<400> 94

Thr Thr Val Tyr Leu Ala Gly Asp Ser Thr Met Ala Lys Asn Gly Gly
10 1 5 10 15

148



Gly

Ala

Thr

Asp

65

Thr

Tyr

Tyr

Ile

Val

145

Val

Tyr

His

Leu

Thr
225

Ser

Thr

Arg

Tyr

Asp

Ser

Leu

Leu

130

Asn

Ala

Glu

Thr

Lys

210

Thr

<210> 95

184
PRT
Escherichia coli

<211>
<212>
<213>

<400> 95

Gly

Val

35

Glu

vVal

Asn

Val

Glu

115

Ser

Ser

Gly

Thr

His

195

Ala

Ser

Thr

20

Val

Gly

Ile

Gly

Tyr

100

Agn

Ser

Pro

val

Leu

180

Thr

val

Phe

Agn

Asn

Arg

Val

Arg

85

Asp

Ala

Gln

Thr

Glu

165

Gly

Ser

val

Glu

Gly

Asp

Phe

Glu

70

Thr

Gly

Ala

Thr

Arg

150

Tyr

Asn

Pro

Cys

Gly
230

Trp

Ala

Glu

55

Phe

Asp

Val

Lys

Pro

135

Phe

val

Ala

Ala

Thr
215

ES 2 645041 T3

Gly

val

40

Asn

Gly

Cys

Asn

Leu

120

Asn

Val

Asp

Thr

Gly

200

Gly

Glu

Ala

Ile

His

Ser

Glu

105

Phe

Asn

Glu

His

Val

185

Ala

Thr

Tyr

Gly

Ala

Asn

Gly

90

Thr

Thr

Pro

Tyr

Trp

170

Asn

Glu

Ser

Leu

Arg

Asp

Asp

75

Thr

Ile

Ala

Trp

Ala

155

Ser

Ser

Val

Leu

149

Ala

Ser

Vval

60

Gly

Gly

Leu

Lys

Glu

140

Glu

Tyr

Tyr

Val

Lys
220

Ser

Ala

45

val

Gly

Ala

Thr

Gly

125

Thr

Leu

Val

Phe

Ala

205

Ser

Tyr

30

Arg

Thr

Ser

Glu

Phe

110

Ala

Gly

Ala

Asp

Pro

130

Glu

Val

Leu

Ser

Ala

Leu

val

95

Pro

Lys

Thr

Ala

Ser

175

Ile

Ala

Leu

Ser

Tyr

Gly

Ser

80

Cys

Ala

Val

Phe

Glu

160

Ile

Asp

Phe

Thr



Ala

Met

Ser

Gln

Trp

65

Pro

Ala

Tyr

Ala

Tyr

145

Asp

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp

Ser

Lys

Gly

val

Gln

aAla

Gly

Lys

130

Leu

Ala

val

96

Thr

Ala

Thr

35

Leu

Leu

Gln

Asn

Arg

115

Glu

Lys

Gln

Asn

308
PRT
Aeromonas hydrophila

96

Leu

Ser

20

Ser

Ala

val

Thr

Ala

100

Arg

Fhe

Fro

Pro

His
180

Leu

Ala

Val

Arg

Glu

Glu

85

Glu

Tyr

Asp

Gln

Phe

165

Asp

Ile

Ala

Val

Leu

Leu

70

Gln

Pro

Agn

Val

Trp

150

Ile

Ser

Leu

Trp

Asn

Pro

55

Gly

Thr

Leu

Glu

Pro

135

Met

Ala

Leu

ES 2 645041 T3

Gly

Pro

Ala

40

Ala

Gly

Leu

Leu

Ala

120

Leu

Gln

Asp

Glu

Ile Val Met Phe Gly Asp Ser Leu

1

5

Lys Met Arg Gly Tyr Leu Pro

20

Ser

Asp

Ala

25

Ser

Leu

Asn

Arg

Met

105

Phe

Leu

Asp

Trp

Ser

10

Leu

Ile

Leu

Asp

Gln

90

Gln

Ser

Pro

Asp

Met
170

Leu

Leu

Ser

Lys

Gly

75

Ile

Ile

Ala

FPhe

Gly

155

Ala

Ser

Asn

Gly

Gln

60

Leu

Leu

Arg

Ile

Phe

140

Ile

Lys

Ala

Asp

Asp

43

His

Arg

Gln

Leu

Tyr

125

Met

His

Gln

Gly

Lys

30

Thr

Gln

Gly

Asp

Pro

110

Pro

Glu

Pro

Leu

Tyr

15

Trp

Ser

Pro

Phe

val

85

Ala

Lys

Glu

Asn

Gln
175

Arg

Gln

Gln

Arg

Gln

80

Lys

Asn

Leu

val

Arg

160

Pro

Ser Agp Thr Gly Lys Met Tyr Ser

10

15

Ser Pro Prc Tyr Tyr Glu Gly Arg

25

30

Phe Ser Asn Gly Pro Val Trp Leu Glu Gln Leu Thr Asn Glu Phe Pro

35

40

150

45



Gly

Tyr

65

Asp

Asp

Trp

Ala

Asn

145

Val

Asn

Ile

Leu

Pro

225

Asn

Ala

Glu

Ala

Phe
305

Leu

50

Asn

Tyr

Leu

Asn

Ala

130

Leu

Glu

Leu

Asp

Ser

210

Phe

Pro

Val

Gly

Ala
290

Leu

Thr

Lys

Glu

Val

Thr

115

Asn

Pro

Ala

Ala

Lys

195

Asp

Ala

Gln

Ala

Lys

275

Leu

Ala

Ile

Ile

val

Ile

100

Glu

Arg

Asp

Ala

Arg

180

Gln

Gln

Ser

Glu

Ser

260

Met

Ser

His

Ala

Ser

Thr

85

Leu

Gln

Met

Leu

Ser

165

Gln

Phe

Arg

Arg

Arg

245

Pro

Phe

Glu

Asn

Trp
70

Gln

Trp

Asp

Val

Gly

150

His

Leu

Ala

Asn

Ser

230

Leu

Met

Trp

Pro

Glu

55

Asn

Phe

Val

Ala

Leu

135

Gln

val

Ala

Glu

Ala

215

Ala

Ala

Ala

Asp

Ala
295

ES 2 645041 T3

Ala

Pro

Leu

Gly

Lys

120

Asn

Asn

Ser

Pro

Met

200

Cys

Ser

Ile

Ala

Gln

280

Ala

Glu

Lys

Gln

Ala

105

Arg

Gly

Pro

Ala

Thr

185

Leu

Tyr

Thr

Ala

Arg

265

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

90

Asn

val

Ala

Ser

Tyr

170

Gly

Arg

Gly

Asp

Gly

250

Ser

His

FPhe

Gly

Gln

75

Asp

Asp

Arg

Lys

Ala

155

His

Met

Asp

Gly

Ser

235

Asn

Ala

Pro

Ile

151

Pro

60

val

Ser

Tyr

Glu

140

Arg

Asn

Val

Pro

Ser

220

Gln

Pro

Ser

Thr

Glu
300

Thr

Ile

Phe

Leu

Ala

125

Ile

Ser

Gln

Lys

Gln

205

Tyr

Leu

Leu

Thr

Thr

285

Ser

Ala

Asn

Lys

Ala

110

Ile

Leu

Gln

Leu

Leu

190

Asn

Val

Ser

Leu

Leu

270

Val

Gln

Val

Asn

Pro

95

Tyr

Ser

Leu

Lys

Leu

175

Phe

Phe

Trp

Ala

Ala

255

Asn

val

Tyr

Ala

Leu

80

Asp

Gly

Asp

Phe

Val

160

Leu

Glu

Gly

Lys

Phe

240

Gln

Cys

His

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

97

232
PRT
Aspergillus aculeatus

97

Thr Thr Val Tyr

1

Gly

Ala

Thr

Asp

65

Thr

Tyr

Tyr

Ile

val

145

Val

Tyr

His

Leu

Thr
225

Ser

Thr

Arg

50

Tyr

Asp

Ser

Leu

Leu

130

Asn

Ala

Glu

Thr

Lys
210

Thr

Gly

Val

35

Glu

val

Asn

Val

Glu

115

Ser

Ser

Gly

Thr

His

195

Ala

Ser

Thr

20

val

Gly

Ile

Gly

Tyr

100

Asn

Ser

Pro

Val

Leu

180

Thr

Val

Phe

Leu

Asn

Asn

Arg

Vval

Arg

Asp

Ala

Gln

Thr

Glu

165

Gly

Ser

val

Glu

Ala

Gly

Asp

Phe

Glu

70

Thr

Gly

Ala

Thr

Arg

150

Tyr

Asn

Pro

Cys

Gly

Trp

Ala

Glu

55

Phe

Asp

Val

Lys

Pro

135

Phe

Val

Ala

Ala

Thr

215

ES 2 645041 T3

Asp

Gly

val

40

Asn

Gly

Cys

Asn

Leu

120

Asn

val

Asp

Thr

Gly

200

Gly

Gly Thr Cys

230

Ser

Glu

25

Ala

Ile

His

Ser

Glu

105

Phe

Asn

Glu

His

Val

185

Ala

Thr

Thr

10

Tyr

Gly

Ala

Asn

Gly

Thr

Thr

Pro

Tyr

Trp

170

Asn

Glu

Ser

Met

Leu

Arg

Asp

Asp

75

Thr

Ile

Ala

Trp

Ala

155

Ser

Ser

Val

Leu

Ala

Ala

Ser

Val

60

Gly

Gly

Leu

Lys

Glu

140

Glu

Tyr

Tyr

val

Lys

220

152

Lys

Ser

Ala

45

vVal

Gly

Ala

Thr

Gly

125

Thr

Leu

vVal

Phe

Ala

205

Ser

Asn

Tyr

30

Arg

Thr

Ser

Glu

Phe

110

Ala

Gly

Ala

Asp

Pro

190

Glu

Val

Gly

15

Leu

Ser

Ala

Leu

val

95

Pro

Lys

Thr

Ala

Ser

175

Ile

Ala

Leu

Gly

Ser

Tyr

Gly

Ser

80

Cys

Ala

Val

Phe

Glu

160

Ile

Asp

Phe

Thr



10

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

98

167
PRT
Escherichia coli

98

Leu Leu Tle

1

Ser

Ser

Ala

Val
65

Thr

Ala

Arg

Phe

Pro
145

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Val

Arg

Glu

Glu

Glu

Tyr

Asp

130

Gln

Phe

99

Ala

Val

35

Leu

Leu

Gln

Pro

Asn

115

val

Trp

Ile

295
PRT
Aeromonas hydrophila

99

Leu

Trp

20

Asn

Pro

Gly

Thr

Leu

100

Glu

Pro

Met

Ala

Gly

5

Pro

Ala

Ala

Gly

Leu

85

Leu

Ala

Leu

Gln

Asp
165

Asp

Ala

Ser

Leu

Asn

70

Arg

Met

Phe

Leu

Asp

150

Trp

Ser

Leu

Ile

Leu

55

Asp

Gln

Gln

Ser

Pro

135

Asp

Met

ES 2 645041 T3

Leu

Leu

Ser

40

Lys

Gly

Ile

Tle

Ala

120

Phe

Gly

Ser

Asn

25

Gly

Gln

Leu

Leu

Arg

105

Ile

Phe

Ile

Ala

10

Asp

Asp

His

Gly

Lys

Thr

Gln

Arg Gly

Gln

90

Leu

Tyr

Met

His

75

Asp

Pro

Pro

Glu

Pro
155

153

Tyr

Trp

Ser

Pro

60

Phe

Val

Ala

Lys

Glu

140

AsSn

Arg

Gln

Gln

45

Arg

Gln

Lys

Asn

Leu

125

val

Arg

Met

Ser

30

Gln

Trp

Pro

Ala

Tyr

110

Ala

Tyr

Asp

Ser

Lys

Gly

val

Gln

Ala

95

Gly

Lys

Leu

Ala

Ala

Thr

Leu

Leu

Gln

80

Asn

Arg

Glu

Lys

Gln
160



Ile

Lys

Phe

Gly

Tyr

65

Asp

Asp

Trp

Ala

Asn

145

Val

Asn

Ile

Leu

Pro

225

Asn

Ala

val

Met

Ser

Leu

50

Asn

Tyr

Leu

Asn

Ala

130

Leu

Glu

Leu

Asp

Ser

210

FPhe

Pro

Val

Met

Arg

Asn

35

Thr

Lys

Glu

val

Thr

115

Asn

Pro

Ala

Ala

Lys

195

Asp

Ala

Gln

Ala

Phe

Gly

20

Gly

Ile

Ile

Val

Tle

100

Glu

Arg

Asp

Ala

Arg

180

Gln

Gln

Ser

Glu

Ser

Gly

Tyr

Pro

Ala

Ser

Thr

85

Len

Gln

Met

Leu

Ser

165

Gln

Phe

Arg

Arg

Arg

245

Pro

Asp

Leu

Val

Asn

Trp

Gln

Trp

Asp

Val

Gly

150

Hig

Leu

Ala

Asn

Ser

230

Leu

Met

Ser

Pro

Trp

Glu

55

aAgn

Phe

val

Ala

Leu

135

Gln

Val

Ala

Glu

Ala

215

Ala

Ala

Ala

ES 2 645041 T3

Leu

Ser

Leu

40

ala

Pro

Leu

Gly

Lys

120

Asn

Asn

Ser

Pro

Met

200

Cys

Ser

Ile

Ala

Ser

Ser

25

Glu

Glu

Lyse

Gln

Ala

105

Arg

Gly

Pro

Ala

Thr

185

Leu

Tyr

Thr

Ala

Arg

Asp

10

Pro

Gln

Gly

Tyr

Lys

g0

Asn

val

Ala

Ser

Tyr

170

Gly

Arg

Gly

Asp

Gly

250

Ser

Thr

Pro

Leu

Gly

Gln

75

Asp

Asp

Arg

Lys

Ala

155

His

Met

Asp

Gly

Ser

235

Asn

Ala

154

Gly

Tyr

Thr

Pro

60

Val

Ser

Tyr

Asp

Glu

140

Arg

Asgsn

Val

Pro

Ser

220

Gln

Pro

Ser

Lys

Tyr

Asn

45

Thr

Ile

Phe

Leu

Ala

125

Ile

Ser

Gln

Lys

Gln

205

Tyr

Leu

Leu

Thr

Mat

Glu

30

Glu

Ala

Asn

Lys

Ala

110

Ile

Leu

Gln

Leu

Leu

150

Asn

Val

Ser

Leau

Leu

Tyr

15

Gly

Phe

Val

Asn

Pro

95

Tyr

Ser

Leu

Lys

Leu

175

Phe

Phe

Trp

Ala

Ala

255

Asn

Ser

Arg

Pro

Ala

Leu

80

Asp

Gly

Asp

Phe

val

160

Leu

Glu

Gly

Lys

Phe

240

Gln

Cys
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260 265 270

Glu Gly Lys Met Phe Trp Asp Gln Val His Pro Thr Thr Val Val His
275 280 285

Ala Ala Leu Ser Glu Pro Ala
290 285

<210> 100

<211> 50

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 100

Arg Pro Ala Phe Ser Arg Ile Val Met Phe Gly Asp Ser Leu Ser Asp
1 5 10 15

Thr Gly lys Met Tyr Ser Lys Met Arg Gly Tyr Leu Pro Ser Ser Pro
20 25 30

Pro Tyr Tyr Glu Gly Arg Phe Ser Asn Gly Pro Val Trp Leu Glu Gln
35 40 45

Leu Thr
50

<210> 101

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 101

Phe Pro Gly Leu Thr Ile Ala Asn Glu Ala Glu Gly Gly
1 5 10

<210> 102

<211> 79

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 102

Thr Ala Val Ala Tyr Asn Lys Ile Ser Trp Asn Pro Lys Tyr Gln Val
1 5 10 15

155



10

15

20

25

ES 2 645041 T3

Ile Asn Asn Leu Asp Tyr Glu Val Thr Gln Phe Leu Gln Lys Asp Ser
20 25 30

Phe Lys Pro Asp Asp Leu Val Ile Leu Trp Val Gly Ala Asn Asp Tyr
35 40 45

Leu Ala Tyr Gly Trp Asn Thr Glu Gln Asp Ala Lys Arg Val Arg Asp
50 55 60

Ala Ile Ser Asp Ala Ala Asn Arg Met Val Leu Asn Gly Ala Lys
65 70 75

<210> 103

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 103

Ile Leu Leu Phe Asn Leu Pro Asp Leu Gly Gln Asn Pro Ser Ala Arg
1 5 10 15

Ser Gln Lys Val Val Glu Ala
20

<210> 104

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 104

Ser His Val Ser Ala Tyr His Asn
1 5

<210> 105

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 105

Leu Leu Leu Asn leu Ala Arg Gln Leu Ala Pro Thr Gly Met Val Lys
1 5 10 15

Leu Phe Glu Ile Asp Lys Gln Phe Ala Glu Met Leu Arg Asp Pro Gln

20 25 30
Asn Phe Gly Leu Ser Asp
35
<210> 106
211> 7
<212> PRT

156
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 106

Tyr Val Trp Lys Pro Phe Ala
1 5

<210> 107

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 107

Gln Leu Ser Ala Phe
1 5

<210> 108

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 108

Pro Gln Glu Arg Leu Ala Ile Ala Gly Asn Pro Leu Leu Ala Gln Ala
1 3 10 15

Val Ala Ser Pro Met Ala
20

<210> 109

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 109

Arg Ser Ala Ser
1

<210> 110

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 110

Leu Asn Cys Glu Gly Lys Met Phe Trp Asp Gln Val His Pro Thr Thr
1 5 10 15

Val Val His Ala Ala Leu Ser Glu
20

157
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<210> 111

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 111

Ala Ala Thr Phe Ile
1 5

<210> 112

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 112

Gln Tyr Glu Phe Leu Ala His
1 5

<210> 113

<211> 1225

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Inserto Xhol que contiene el gen precursor LAT-KLM3'

<220>
<221> CDS
<222>  (101)..(1144)
<400> 113

gettttettt tggaagaaaa tatagggaaa atggtacttg ttaaaaatte ggaatattta

tacaatatca tatgtttcac attgaaaggg gaggagaatc atg aaa caa caa aaa
Met Lys Gln Gln Lys
1 5

158

60

115



cgg
Arg

ctg
Leu

cgg

age
Ser

cge
Arg
70

ccg
Pro

gee
Ala

ctg
Leu

gat
Asp

ggc
Gly
150

gat
Asp

ttt
Phe

gtc
Val

ctg
Leu

gaa
Glu
230

ggc
Gly

ctt
Leu

cct
Pro

atc
Ile

aaa
Lys
55

ttt
Phe

gga
Gly

tat
Tyr

gac
Asp

gat
Asp
135

tgg
Trp

gaoc
Ala

aac
Asn

gtc
vVal

aac
Asn
215

att
Tle

ctg
Leu

tac
Tyr

cat
His

gtc
Val
40

atg
Met

agec
Ser

ctg
Leu

aac
Asn

tat
Tyr
120

ctg
Leu

aac
Asn

gct
Ala

ctg
Leu

gaa
Glu
200

ctg
Leu

gac
Asp

agc
Ser

gce
Ala

tct
Ser
25

atg
Met

aga
Arg

aat
Azn

acg
Thr

aaa
Lys
105

gaa
Glu

gte
Val

aca
Thr

aat
Asn

ccyg
Pro
185

gca
Ala

gca
Ala

aaa
Lys

gat
Asp

cga
Arg
10

gca
Ala

ttt
Phe

ggc
Gly

gga
Gly

atc
Ile
90

atc
Ile

gtc
Val

atc
Ile

gaa
Glu

aga
Arg
170

gat
Asp

gtc
Val

aga
Arg

cag
Gln

gtec
vVal
250

ttg
Leu

gct
Ala

gga
Gly

tat
Tyr

ccyg
Pro
75

gct
Ala

age
Ser

aca
Thr

ctt
Leu

caa
Gln
155

atg
Met

ctyg
Leu

agc
Ser

caa
Gln

ttt
Phe
235

gaa
Glu

ctg
Leu

tca
Ser

gat
Asp

ctt
Leu
60

gte
val

aat
Asn

tgg
Trp

cag
Gln

tgg
Trp
140

gat
Asp

gteo
Val

gga
Gly

cat
His

ttg
Leu
220

goo

Ala

aac
Asn

ES 2 645041 T3

acg
Thr

gca
Ala

age
Ser
45

ccg
Proc

tgg
Trp

gaa
Glu

gac
Asp

ttt
Phe
125

gtc
Vval

gcc
Ala

ctg
Leu

caa
Gln

gtc
Val
205

gca
Ala

gaa
Glu

ccg
Pro

ctg
Leu

gca
Ala
30

ctg
Leu

tca
Ser

ctg
Leu

gca
Ala

ccg
Pro
110

ctt
Leu

ggc
Gly

aaa
Lys

aac
Asn

aat
Asn
190

agc
Ser

ccyg
Pro

atg
Met

tgc
Cys

tta
Leu
15

gat
Asp

age
Ser

age
Ser

gaa
Glu

gaa
Glu
95

aaa
Lys

cag
Gln

gce
Ala

aga
Arg

ggc
Gly
175

ccqg
Pro

gcc
Ala

acqg
Thr

ctg
Leu

tat
Tyr
255

ttt
Phe

aca
Thr

gat
Asp

ccg
Pro

caa
Gln
80

gga
Gly

tat
Tyr

aaa
Lys

aat
Asn

gte
Val
160

gece
Ala

agec
Ser

tat
Tyr

gga
Gly

aga
Arg
240

gat
Asp

159

gcg
Ala

aga
Arg

acqg
Thr

ccqg
Pro
65

ctg
Leu

gga
Gly

cag
Gln

gac
Asp

gat
Asp
145

aga
Arg

aaa
Lys

gcc
Ala

cat
His

atg
Met
225

gat
Asp

ggc
Gly

cte
Leu

ccyg
Pro

ggce
Gly
50

tat
Tyr

acg
Thr

gca
Ala

gte
Val

agec
Ser
130

tat
Tyr

gat
Asp

caa
Gln

aga
Arg

aac
Asn
210

gtt
val

ccyg
Pro

gga
Gly

atc
Ile

gcg
Ala
35

aaa
Lys

tat
Tyr

aaa
Lys

aca
Thr

atc
Ile
115

ttt
Phe

ctg
Leu

goe
Ala

atc
Ile

agc
Ser
195

dda

Lys

aaa
Lys

caa
Gln

tat
Tyr

ttc
Phe
20

ttt
FPhe

atg
Met

gaa
Glu

caa
Gln

gcg
Ala
100

aac
Asn

aaa
Lys

gcg
Ala

atc
Ile

ctg
Leu
180

caa
Gln

ctg
Leu

ttg
Leu

aat
Asn

gtc
Val
260

ttg
Leu

age
Ser

tat
Tyr

ggc
Gly

ttt
Phe
85

gtc
val

aac
Asn

ccyg
Pro

tat
Tyr

agce
Ser
165

ctg
Leu

aaa
Lys

ctg

ttt
Phe

ttt
Phe
245

tgg
Trp

163

211

25%

307

355

403

451

4239

547

595

643

631

738

787

835

883



aaa
Lys

ttt
Phe

caa
Gln

tge
Cys
310

cat

His

gaa
Glu

ccg
Pro

agc
Ser

gca
Ala
295

gaa
Glu

gct
Ala

ttt
Phe

ttt
Phe

ccg
Pro
280

gtt
Val

ggc
Gly

gece
Ala

ctg
Leu

gcc
Ala
265

caa
Gln

gct
Ala

aaa
Lys

ctt
Leu

gcc
Ala
345

aca
Thr

gaa
Glu

tca
Ser

atg
Met

tca
Ser
330

cat
His

aga
Arg

aga
Arg

ceg
Pro

ttt
Phe
315

gaa

Glu

ggc
Gly

agc
Ser

ctg
Leu

atg
Met
300

tgg
Trp

aga
Arg

tga

ES 2 645041 T3

gtc
val

gca
Ala
285

gca
Ala

gat
Asp

gcg
Ala

agc
Ser
270

atc

Ile

aga
Arg

cag
Gln

gcg
Ala

acg
Thr

gecc
Ala

aga
Arg

gta
Val

acg
Thr
335

gat
Asp

gga
Gly

tca
Ser

cat
His
320

ttt
Phe

aga
Arg

aat
Asn

gca
Ala
305

acg
Pro

atc
Ile

caa
Gln

ccg
Pro
290

age
Ser

aca
Thr

gaa
Glu

ctg
Leu
275

ctt

Leun

coyg
Pro

aca
Thr

aca
Thr

tca
Ser

ttg
Leu

ctg
Leu

gtt
Val

cag
Gln
340

gcg
Ala

gca
Ala

aat
Asn

gte
Val
325

tat
Tyr

gttaacagag gacggatttc ctgaaggaaa

tecgtttttt tattttaage ttggagacaa ggtaaaggat aaaacctega g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

114
347
PRT
Secuencia artificial

Constructo sintético

114

Met Lys Gln

1

Ala

Arg

Thr

Pro

65

Leu

Gly

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

Thr

Ala

Ile

Ala

35

Lys

Tyr

Lys

Thr

Gln Lys Arg

Phe

20

Phe

Met

Glu

Gln

Ala
100

5

Leu

Ser

Tyr

Gly

Phe

85

Val

Leu

Arg

Ser

Arg

70

Pro

Ala

Leu

Pro

Ile

Lys

55

Phe

Gly

Tyr

Tyr

His

val

40

Met

Ser

Len

Asn

Ala

Ser

25

Met

Arg

Asn

Thr

Lys
105

Arg

10

Ala

Phe

Gly

Gly

Ile

90

Ile

Leu

Ala

Gly

Tyr

Pro

75

Ala

Ser

160

Leu

Ser

Asp

Leu

60

val

Asn

Trp

Thr

Ala

Ser

45

Pro

Trp

Glu

Asp

Leu

Ala

30

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro
110

Leu

15

Asp

Ser

Ser

Glu

Glu

95

Lys

Phe

Thr

Asp

Pro

Gln

80

Gly

Tyr

931

979

1027

1075

1123

1174

1225



Gln

Asp

Asp

145

Arg

Lys

Ala

His

Met
225

Asp

Gly

Arg

Asn

Ala
305

Pro

Tle

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Val

Ser

130

Tyr

Asp

Gln

Arg

Asn

210

Val

Pro

Gly

Gln

Pro

290

Ser

Thr

Glu

Ile

115

Phe

Leu

Ala

Ile

Ser

195

Lys

Lys

Gln

Tyr

Leu

275

Leu

Pro

Thr

Thr

115

5

PRT
Secuencia artificial

Asn

Lys

Ala

Ile

Leu

180

Gln

Leu

Leu

Asn

Val

260

Ser

Leu

Leu

Val

Gln
340

Asn

Pro

Tyr

Ser

165

Leu

Lys

Leu

Phe

Phe

245

Trp

Ala

Ala

Asn

Val

325

Tyr

Leu

Asp

Gly

150

Asp

Phe

Val

Leu

Glu

230

Gly

Lys

Phe

Gln

Cys

310

His

Glu

Asp

Asp

135

Trp

Ala

Asn

Val

Asn

215

Ile

Leu

Pro

Ser

Ala

295

Glu

Ala

Phe

ES 2 645041 T3

Tyr

120

Leu

Asn

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Asp

Ser

Phe

Pro

280

Val

Gly

Ala

Leu

Glu

Vval

Thr

Asn

Pro

185

Ala

Ala

Lys

Asp

Ala

265

Gln

Ala

Lys

Leu

Ala
345

Val

Ile

Glu

Arg

170

Asp

vVal

Arg

Gln

Val

250

Thr

Glu

Ser

Met

Ser

330

His

Thr

Leu

Gln

155

Met

Leu

Ser

Gln

Phe

235

Glu

Arg

Arg

Preo

Phe

315

Glu

Gly

161

Gln

Trp

140

Asp

val

Gly

Hisg

Leu

220

Ala

Asn

Ser

Leu

Met

300

Trp

Arg

Phe

125

Val

Ala

Leu

Gln

val

205

Ala

Glu

Pro

val

Ala

285

Ala

Asp

Ala

Leu

Gly

Lys

Asn

Asn

190

Ser

Pro

Met

Cys

Ser

270

Ile

Arg

Gln

Ala

Gln

Ala

Arg

Gly

175

Pro

Ala

Thr

Leu

Tyr

255

Thr

Ala

Arg

val

Thr
335

Lys

Asn

Val

160

Ala

Ser

Tyr

Gly

Arg

240

Asp

Asp

Gly

Ser

His

320

Phe
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Motivo de secuencia

115

Arg Arg Ser Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

116

4

PRT

Secuencia artificial

Motivo de secuencia

caracteristica_nueva

(2).(3)

Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de manera natural

116

Asp Xaa Xaa His

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

117

102

ADN

Secuencia artificial

Cebador
117

ccccgetega ggettttett ttggaagaaa atatagggaa aatggtactt gttaaaaatt

cggaatattt atacaatatc atatgtttca cattgaaagg gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

118

35

ADN

Secuencia artificial

Cebador
118

tggaatctcg aggttttatc ctttaccttg tctec 35

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

119

56

ADN

Secuencia artificial

Secuencia de terminador de subtilisina E

119

gctgacaaat aaaaagaagc aggtatggag gaacctgctt ctttttacta ttattg 56

<210>

<400>
000

<210>

120
120

121

162

60

102



10

15

<400> 121
000

<210> 122

<400> 122
000

<210> 123

<400> 123
000

<210> 124
<211> 79
<212> PRT

<213> Aeromonas salmonicida

<400> 124

Ala Glu Met
1

Asn Pro Cys

Ser Val Ser
35

Ala Tle Ala
50

Ala Arg Arg
65

Leu

Tyr

20

Thr

Gly

Ser

Arg

Asp

Asp

Agn

Ala

Asp

Gly

Arg

Pro

Ser
70

Pro

Gly

Gln

Leu

55

Pro

ES 2 645041 T3

Gln

Tyr

Leu

40

Leu

Leu

Asn

Val

25

Ser

Ala

Asn

Phe

10

Trp

Ala

Gln

Cys

Gly

Lys

Ser

Ala

Glu
75

163

Leu

Pro

Pro

Val

60

Gly

Ser

Phe

Gln

45

Ala

Lys

Asp

Ala

30

Glu

Ser

Met

vVal Glu

15

Thr Arg

Arg Leu

Pro Met

Phe
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REIVINDICACIONES
1.  Un procedimiento para producir leche en polvo, donde dicho procedimiento comprende:
(a) poner en contacto la leche o una fraccidon de esta con una enzima lipido aciltransferasa; y
(b) secar la leche tratada con enzima para producir leche en polvo.

2. Un procedimiento de conformidad con la reivindicacion 1, donde la lipido aciltransferasa se selecciona de lipido
aciltransferasas en clase enzimatica (E.C.). 2.3.1.x o (E.C.) 2.3.1.43.

3.  Un procedimiento de conformidad con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, donde la lipido aciltransferasa es
una que cuando se prueba utilizando un Ensayo de Transferasa definido en la presente, tiene al menos un 10% de
actividad aciltransferasa.

4. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la lipido aciltransferasa es
una lipido aciltransferasa que es capaz de esterificar en al menos aproximadamente un 10% del colesterol presente
en la leche de inicio.

5. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enzima lipido
aciltransferasa se caracteriza como una enzima que posee actividad aciltransferasa y que comprende el motivo de
secuencia de aminoacido GDSX, donde X es uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos L, A, V, |, F, Y, H,
Q, T,N,MoS.

6. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha lipido
aciltransferasa es un polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa cuyo polipéptido se obtiene por expresion
de una o mas de las secuencias nucleétidas que se muestran como SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 38, SEQ ID No. 39,
SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44, SEQ ID No. 46, SEQ ID No. 48, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ
ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ ID No. 54, SEQ ID No. 55, SEQ ID No. 56, SEQ ID No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID No.
59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No. 61, SEQ ID No. 62 o SEQ ID No. 63 o una secuencia nucleétida que tiene al menos
una identidad del 75% o mas con ellas.

7. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha lipido
aciltransferasa es un polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa cuyo polipéptido se obtiene por expresion
de:

(i) la secuencia nucledtida que se muestra como SEQ ID No. 49 o una secuencia nucleétida que tiene una identidad
de un 75% o mas con ella;

(ii) un acido nucleico que codifica dicho polipéptido donde dicho polipéptido es al menos un 70% idéntico a la
secuencia polipéptida que se muestra en la SEQ ID No. 16 o con la secuencia polipéptida que se muestra en SEQ 1D
No. 68; o

(iii) un acido nucleico que hibrida en condiciones de rigurosidad media a una sonda nucleica que comprende la
secuencia nucleétida que aparece como SEQ ID No. 49.

8. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha lipido
aciltransferasa es un polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa cuyo polipéptido comprende una o mas de
las secuencias de aminoacido que se muestran como SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ
ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13,
SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 35, SEQ
ID No. 68 o una secuencia de aminoacido que tiene al menos una identidad del 75% o mas con ellas.

9. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde dicha lipido
aciltransferasa es un polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa, cuyo polipéptido comprende la secuencia
de aminoacido que se muestra como SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoacido que tiene una identidad de un
75% o mas con ellas.

10. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la leche tratada con
enzima se seca por pulverizacién para producir leche en polvo.

11. Un procedimiento de conformidad con la reivindicacion 10, donde la leche tratada con enzima se coloca dentro
del secador por pulverizacion a una temperatura que oscila entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 95°C.

12. Un procedimiento de conformidad con la reivindicacién 10 u 11, donde la temperatura del aire de salida del
secador por pulverizacion oscila entre aproximadamente 50°C y aproximadamente 150°C.
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13. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, donde la temperatura de
salida del producto del secador por pulverizacion oscila entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 60°C.

14. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la leche tratada con
enzima se seca con tambor para producir leche en polvo.

15. Un procedimiento de conformidad con la reivindicacion 14, donde la temperatura del tambor oscila entre
aproximadamente 90° y aproximadamente 150°C.

16. Una leche en polvo obtenible u obtenida mediante el proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.
17. Un producto lacteo producido mediante la rehidratacion de la leche en polvo de la reivindicacion 16.

18. El uso de una lipido aciltransferasa en la fabricacion de leche en polvo para:

a) mejorar las propiedades rehidratacion de la leche en polvo o

b) reducir el contenido de colesterol de la leche en polvo o

c) reducir el contenido de acido graso libre de la leche en polvo en comparacion con la leche en polvo que, durante su
fabricacién, ha sido tratada con una fosfolipasa o

d) mejorar el fluido de la leche en polvo o
e) reducir la suciedad del equipo utilizado en la fabricacion de la leche en polvo;

donde la leche o una fraccion de esta esta en contacto con la enzima lipido aciltransferasa y la leche tratada con
enzima se seca.

19. El uso de conformidad con la reivindicacion 18, donde las propiedades de rehidrataciéon mejoradas comprenden
una reduccién en la humectabilidad de la leche en polvo.

20. El uso de conformidad con la reivindicacion 19, donde la lipido aciltransferasa es una lipido aciltransferasa como
se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9.
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FIGURA |

SEQ ID No. 16

1  ADTRPAFSRI

VMEPGDSLSDT

ES 2645041 T3

GEMYSEMRGY LPS3PPYYEG

RESHGEVWLE

61 IANEAEGGAT AVAYNEISWD PEYQVINNLD YEVTQFLOKD SFEPDDLVIL WVGANDYLAY
121 CWWTEQDAKR VRDALSDAAN BMVLNGAKQI LLFNLPDLGQ NPSARSQOKVY EAVSHVSAYH
181 WNKLLLNLARQ LAFTGMVELEF EIDKQFAEML RDPONEGLED VENPCYDGGY VWKEFATRSV
241 EBTDRQLEAFS PQERLATAGN PLLAQAVAEP MARRSASFLN CEGEMFWDQV HPTTVVHALL
301 SERARTFIET QYEFLAHG
FIGURA 2

(SEQ ID No. 1)

TR G I
<3 O ool
[ R

MEEWFVCLLG LVALTVQAMD

SEPPYYEGRE
YOVINNLDYE
DATSDAANRM
LLLNLARQLA
KPFATREVST
GEKMFWDOVHE

SNGPVWLECL
VTCFLOKDSE
VINGAKQILL
PTGMVELEET
DRCLSAFSFEQ
TTVVHAALSE

SRPAFERIVM
TEQEFPGLTIA
KEDDLVILHVY
FHNLPDLGONP
DEQFAEMLED
ERLATAGNPL
RAATFIANCY

166

FGDSLEDTGE
NEAEGGATAYV
GRNDYLAYGW
SARSQEVVEL
PONFGLSDVE
LACAVASPMA
EFLAH*

MYSEMRGYLP
AYNEISWNEK
NTEZODAKRVR
VESHVSAYHNG
NECYDGGYVW
RRESASFLNCE

QLTEQFPGELT



FIGURA3

(SEQ ID No. 2)

1 iwafGDslTd
61 ivDalwallF
121 wlelrgalgl
181 kdnlrglikre
241 esavadfneal
301 ettkaCCGyi

geayygdsdg
lagsliglpnkL
lgellxlipw
Lrsnngarii
relaiskled
gryHynrvCc

ES 2645041 T3

ggwgagladr
pPYLsgdilr
ldakspdlwt
vlitlvilnl
glrkdglpdw
naglenvtak

Ltallrlrar
GRANFAsaght
imiGENDLit
gplGClELkL
kgadvpyvDl
aCnpasylls

orgvdvinrg
Ilptsgefli
saffgpkste
zlalassknv
ysifgdldgi
flfwDgfHps

isGrtsdorl
ovgFkdfksg
sdrnvavpef
dasgclerln
qnpsayvyGFE
ekiGykaviea

36l 1

FIGURA 4

(SEQ ID No. 3)

1 mkkwivello lvaltvgeaad srpafsrivm fgdslsdigk myskmrgyvlp ssppyyegrf

€1l sngpvwlegl tnefpgltia neaeggptav avnkiswnpk ygvinnldye vigflgkdsf
121 kpddlvilwv gandylaygw ntegdakrvr daisdaanrm vingakeill fnlpdlggnp
181 sarsgkvvea ashvsavhng Lllnlargla ptgmvklfei dkgfaemlrd pgnfglsdagr
241 nacyggsyvw kpfasrsast dsglsafnpg erlaiagnpl lagavaspma arsastlnce
301 gkmfwdgvhp ttvvhaalse paatfiesgy eflah
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FIGURAS

SEQ ID No. 4

1 mkkwivellg lialtvgaad trpafisrivm fgdslsdtgk myskmrgylp
61 sngpvwlegl —kgfpgltia neaeggatav

121 kpddlvilwv gandylaygw ntegdakrvr

181 =arsgkvvea vshvsayhnk lllrnlarqla

241 npeydgoyvw spfatrsvst drglsafspg

301 ghmfwdgvhp Ctvvhaalse

FEppYyegrs
aynkiswnpk ygvinnldye vtgflgkdst

daisdaanrm vlngakgill fnlpdlggnp
ptagmvklfei dkgfaem’'rd pgafgladve

erlaiagnpl lagavaspmz rrsasplnce
raatfietcy eflahg

FIGURA 6

SEQ ID No. 5

1 mpkpalrrvm tatvaavgtl algltdatah aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpvdp
61 anlleclrsta nyphviadot

carltdvtcg aagtadftra gypgvapgld algtgtdlvwt
121 ltiggndnst fincitacot egvlsggkgs pokdrhgisf ddeieantyp alkeallgvr
edpscflklp laagdvpylr aigahlndav rraaeetgat
wiepllfghs lvpvhpnalg errmashtimd vlgld

181 arapharvaa lgypwitpat
241 wyvdfsgvadg hdaceapgtz

FIGURA7

SEQID No. 6

1 mpkpelrrvm tatwvsavgt]
6l anllclrsta nyphviad:it
121 1ltiggndnst finzitacgt
181 zrapharvaz lgypwitpat
241 yvdfsgvsdg hdaceapg:tr

algltdatah asparstptl dyvalgdsys agsgvlpvdp
garltdvtcyg aagtaditra gypgvapgld algtghdlvil
zgvlsggkgs pckdrhgtsf ddeieantyp alkeallgvr
gdpaaflkip laagdvpylr aigahlndav rraaeetgat
wlepllfghs lvpvhpnalg errmaehtmd vlgld

FIGURA 8
SEQ ID No. 7

1 mdyekfllfy dsitefafnt rpiedgkdgy algzalwney trkmdilorg fkgytsrwal
61 kilpeilkhe snivmatifl gandacsagp gsvplpefid nirgmvsimk syhirpiiig
121 pglwvdrekwe kekseeialg yfrtnenfai ysdalaklan sakvpfvaln kafqggeggda
181 woglltdglh fsgkgykifh dellkvietf ypavhpknma yklkdwrdv]l ddgsnims
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FIGURA 9
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(SEQ ID No. 8)

10
MMNLEQWMGCRER TAALALGLAA

70 g0
| |
GOEXFTTHNEG PIWAETVARQ

130

|
GHNGGAGALT YPEVQDOLANE

140

1580 200

[ |
ATATAQVQOA ATDLVGYVED

250 260

[ |
FNTTLOSGLA GTSARIIDEN

310 320

| !
FC3ANTLVAS GADOSYLFAD

20

3C

| I
CGEGGTDRSG NENVAKVQRM

g0 100

| I
LGVTLTPAVM GYATSVONCE

is0 160

[ i
YEASNNTFNG NNDVVFEVLAG
216 220

! !
MIAERGATOVY VENLEDSSLT

270 280
| |
ROLTARIQNG ASFGFANTSA

330 340

| |
GVHPTTAGHR LIASNVLARL

169

40

50
[ |
VVFEDRSLEDI GTYTEVAQAV

111 120

| |
KAGCEFDYAQE GERVITDPNGE
170 180

| |
SNDTFFWTTA AATSGSGVTP
230 240

| |
PDGVASGTTG QALLHALVGT
280 300

i |
RACDATEINA LVPSAGGSSL

LADNVAH

B0
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FIGURA L0 (SEQ ID No. 9)

L migsyvavgd sftegvgdpg pdgafvgwad rlaviladrr pegditytnl avrgrlldgi
ggndiirpgt dpdevaerfe lavealtaaa ghbvlwilgfd
wvraizdryge pvldlwslrs vgdrrawdad rlhlspeght
pwpplpprgt ldvrirddviw areylvpwiyg rrlrgessgd

g1
121
181
241

VABHVRIVVY
trgvovlkhl
rvalraggal
hvtakgtlap

FIGURAT1I1

(SEQ ID No. 10)

241

matnpaytsl
goivdegwdy
spyragpvle
hrrvazavwg
sgdglpakrp

FIGURA 12

(SEQ ID No. L1)

gl
121
181
241
301
38l
421

mtrgrdggag
apastgawvyg
vthasialaa
yepipsgpvt
afgdsitdga
padnpsglar
lrvvgatltp
ydagdhlhpg

lapdlvsfasz
rgsiatyngh
glrvpadpdg
daiktriaaw

vavgdsTteg
aaamgadvit
rfrprmealf
slghepedpe
dilpyadpar

apptkhrall
awatapaaac
gpdtaaaliad
yvhogargtsy
regsdanhrw
fgrdviertn
focyggytes
dkgyarmgawv

FIGURA 13 (SEQ 1D No. 12)

1
al
1Z1
181
241
301

mLEmsrarva
yggtlptagd
acsddidrgv
Tvgtopalgt
elfgpdnyhp
eagtevazam

rriaagaayg
ppirlmmlgd
alvlaepdrv
iervrgplre
sasgyataam
ptoprogpwal

FIGURA 14 (SEQ ID No. 13)

6l
121
181
241
301

mgrgtdgrtrs
Lspasvaavy
vitgarmadlt
klpkagvyvs
ryadynsvls
taknp

ygrrrarval
dsitrgidac
agviraaqgre
sipdlirlws
evcakdrror

a

madllodgey
lvgglndslr
aviddlagrh
whapipatpp

aaivtlival
pogtetiglag
tmrrlcfggs
ladgdrtadv
tdvlasrlhe
vkavyvvlgy
retmrgevne
tdlaalkgaa

gggiglagaa
staagggvhr
pdicvimvga
larrasrgla
avlpsvcaal
lkrrrrrrvs

aaltaavlgv
avlsdcpevs
pelvavmaga
qgrinplogkg
sddgavhefr

170

rogwad>latr
pkcdmarvrd
gewvvdlyga
pogwvtrrtad

saaiyagasa
rsvrnvvhts
arviipaggg
tavayttptp
aacdgrdtipr
ndvinspelsa
elrsgrvidt
pvka

avglvvaevg
aggtpgalla
ndvthrmpat
aagtigaveg
glwpadeshp
288pDSSPSgY

gvagedsvgg
wakgssakvd
ndscrsttsa
vwklglopsm
fgtdglshwd

maarspgEry
lltgaverla
gsladprmed
vriargqhllp

ddgsrdhalg
vggtgaritl
vmedtarlai
ywryltaldy
ysvvnagisg
drdailtglr
vydidkalrd

larrrvgvat
sglaavaerp
tsvrhlssav
ggrtvslgdl
dalrregflp

dapapsgapa
slavrllgsa
mtpvadiragq
lgdadsldsa
wihpsvdgga

anlavrgkli
phoeglvlur
rdrlhltasg
wigrrltgrs

agoriprgda
snlyggsplt
pyganvlvtt
lsheadgtvv
nrllzsropgr
tlveraharg
pydpremrsd

ptrvpnaggl
vrlgsvagqpy
rrlrtagasvw
lgpefagnpr
varaaaeaas

krirtapawd
dazehswnya
feeamatlrk
atlrrntvrd
rlasiayrav
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FIGURAL5 (SEQ ID No. 14)

1
&6l
121
181
241

mrisrraata
ckrstksypa
adtwmttconlyg
lggscavgls
vilpvensyh

sallltpala
lwasshtgtr
geszclaria
eksrzainaa
ptanceskgy

FIGURA 16 (SEQ ID No. 15)

1
51
101
151
201
251

MKEWEVCLLG
SSPEYYEGRE
YOV INNLDYE
DAT SDAANRM
LLLMLARQLA
KPFATRSVET

LIALTVCAAD
SNGEVWLEQL
YTQFLOKDSF
VINCRAKOTLL
PTGMVELFET
DREQLERFEPQ
301 GEMAWDOVHE TTUVHARLSE RRATFIRTOY

FIGURA 17 (SEQ ID No. 19)

TRPRFERIVM
TEQEPGLTIA
EFPDDLVILWV
FNLFPDLOONE
DEQFAEMLRD
ERLATAGNPL

lfgasaavsa prigatdyva
fnftacsgar tgdvlakglt pvnsgtdlws
karayiggtl pagldgvyda idsrapzagv
addinavtak raadhgfafg dvnttfzghe
lpvinsat

lgdsyssgvy

FEDSLEDTGE MYSKEMREYLE
NEAEGGATAV AYNEISWNFEER
GANDYLAYGW NTEQDAXRVE
SARSQEVVEA VSHVSRAYHNE
PONFGLSDVE NFPCYDGEYVW
LAQAVASPME RRESASPLNCE
EFLARG™

agsydsssgs
itiggndagf
vwlgypriyk
lcsgapwlhs

1 migsyvavgd sftegvgdpg pdgatvgwad rlavlladrr pegdftytnl avrgrlldgi
lapdlvsfsa ggndiirpgt dpdevasrfe lavaaltaaa gtvlvttgid
rgkiatyrgh wvraiadryge ovlidlwslrs vgdrrawdad rlhlspeght
glrvpadpdg pwpplpprgt ldvrerddvhw arevivpwig rrlrgessgd

61
121
181
241

VRAEgVDIVYY
trgupvlkhl
rvalraggal
nvtakgtlsp

daiktriaav

a
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FIGURA 18 (SEQ ID No. 25)

51
101
151
201
251
301

FIGURA

(SEQ ID NOG.

MEEEFKEKNELYV

GLESARLMSIS

LESATASAAS

GEMY SEMRGY
AVAYNEISWN
CWNTEQDAER
EAVSHVSAYH
VENPCYDGGEY
MARRSASPLN

19

26)

LESSFEYYEG
PEYCVINNLD
VRDATSDARAN
NOLLLNLARC
VWKEFFATREV
CEGEMEWDQV

RFSNGEPVWLE
YEVTQILOKD
RMVINGAEQI
LAPTCMVELEFE
STDROQLSAFES
HETTVVHALL

ADSRPAFSRIL
QLTEQFFGLT
SFEPDDLVIL
LLFNLPDLGO
EIDKEQFAEML
POERLALAGN
SERAATFIAN

VHMFGDSLSDT
IANEAEGGAT
WVGANDY LAY
NPSARSQEVV
EDPONEGLSD
PFLLAJAVASE
QYEFLAH**

MELTRELSAASVIVFALILALLGISPRQAAGPAYVALGDSY SEGNGAGSYIDESEDCHREN

NAYEPARWARANAPSEFTFAACSCAYTT DV INNQLCALNASTCLVSITICGEGNDAGFADAMTT

CVISEDSTCLNRLATATNYINTTLLARLDAVY SQIKARAPNARVVVLGYFRMY LASNEWYC

LELSNTKRAAINTTADTLNSVISSRATAHGFRFGDVRPTFNNHELFFGNDWLESLTLEVWE

SYHPTSTGHOSGYLEVLNANSST
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FIGURA 20

SEQ ID No. 27

ZF 00058717

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
54l

mlphpagerg
cttsstrdae
pglsrirngd
praatrrrlf
dgeflllspwy
faghlsflac
vplldskact
ytltasngrw
pwingvgled
dtlagevg

FIGURA 21

(SEQ ID No. 28)

1
61
121
181
241
201
361

mgsgpraaty
gqpasdgerfll
zaydfaghls
crvrvpllds
tgayvtltas
gedepwvngv
gatvdtlage

ES 2645041 T3

svgaffally
tvwrkhlgpr
sspplfragws
lgipalwvlvt
gaatwgnyysa
sgorgyamld
dgedairkrm
lnetigefng
latgvtvdrs

relflgipal
lspvgastug
flacsggrgy
kactdgadai
ngrwlnetig
glrdlatgvt
Vg

gtpadrrlrl
pdggfrphly
lppkegeisg
altlvlavpt
lgdsysagdyg
aidevgsgld
akfettfeel
glasavavhd
tfhpnaaghr

vivtaltlvl
nyyvalgdsys
amldaidevy
rkrmakfett
afngglaeav
vdrstfhena

173

echetrplrg
vwgcllagggs
sarktpavpr
gretlwrmwe
ardyynpatavw
wnsphtslvt
isevrtrapd
eelzasggvyg
avgervieqi

avptgratlw
sgdgardyyp
sgldwnspht
feelisevrt
avhdesiaas
aghravgerv

rCgCgerrvp
pgviwogreg
ysllrtdrpd
eatgdwelgw
kaggowrsana
igiggndlgf
arilvvgypr
svaivdvyha
etgpgrplya

rmwcestgdw
gtavkggowr
slvtigiggn
rapdarilvv
ggvgsvefvd
iegietgpgr

pltlpgdgvl
crfeverrdt
gprgrivgag
pvdsrggpae
ypelvaeayd
stvlktcmvr
ifpeeptgay
ldgheigsade
tfavvagatv

clgvpvdsng
sanaypealva
dlgfstvlkt
gyprifpeep
vyhaldghei
plyatfavwva



FIGURA 22

(SEQ ID No. 29)

&l
121
181
241

mritvizasa
amggrdagple
ltedttlvtl
heairdragd
alfwvlpdcad

FIGURA 23

(SEQ ID No. 30)

121
181
241

mggvklfarr
ercgrgtlny
ggndvsivgn
vwvdyitvlp
hpesakpwsn

ES 2645041 T3

111lageady
gepfclrssg
siggndlgfg
agvvvtgylp
aht=scappoag

capvllalag
phllzealkl
ifaascekma
psgtcaamai
glsapaddgi

arestagapp
nypellhaev
svageireri
lvsagdopel
rwadiggggh

lapaatvare
dlwvdatesga
spdpregkwr
spdrlagsrs
pvhpnrlgha

174

gessggires
tdltcggavt
agenaddovd
gdvseadrrw
dayplhptsa

aplasgaryv
tthhvlgpwn
eiteeewqgad
aakrlarita
zaaaalvkly

gaeastsitd
gdlleprtlyg
llgetigegl
aveltggine
gheamazavr

algssfzagp
evppgidsvn
earmrsivrg
rvareegasl
klmk //

vyialgdsya
ertlpagvda
dglppgldzv
tvreaaerhd
dalglepvagp

gqyapnapgsp
gdtrlvzlti
iharaplarv
lkfshisrrh



FIGURA 24

SEQ ID No. 31

NP _6259U8.
I mrrfrlvgfl
61 ckrstkahpy
121 adtmbtevlg
181 lgtteciglse
241 nwlnigesvyh
//
FIGURA 25
SEQ ID No. 32
NP 227753,
I mrrsritayv
61 ckrsskavpy
121 sdvmttcvlg
181 lggsclagls
241 1dllniggsy
s
FIGURA 26
SEQ 1D No. 33

ES 2645041 T3

szlvliasgaa
lwazahspst
sessclsria
tkrtainkas
ptaaggsgqy

Lsillavgea
lwgaahspas
sdsaclsrin
etkrsainda
hptaaggsgg

ltgaatagaa
fdftacsgar
taeayvdstl
dhlntvlagr
lovlngaa

ltgaategas
fsfimacagar
takaywvdstl
advlinsaiak
v1ipvmnsva

gpzaadgyva
tgdvlsgglg
pgkldgvysa
aazhgficfgd

pasaalbgyva
tgdvlanglg
pggldsvyta
raadhgftfg

lgdavesgvg
plssgtglvs
isdkapnahwv
wrttftghel

lgdsvesgvg
tlnastglvs
istkapsahv
dvkstftohe

MRLTRELSAASVIVFALLLALLGISPAQAAGEAYVALGDSY35CGHGASSY IDS5GDCHRSN
NAYPARWANANAPSSFY FANCEGAVT IOV INNQLGALNASTGLVSITI GEGNDAGFADAMTT

CVTS5DSTCLNRLATATNY INTTLLARLDAVY SQIKARAPNARVVVLGY PRMYLASHPWYC

LGLSNTHRAATINTTADT LNSVI SSRATARGFRFCEDVRPTFNNEELFFGNDWLHSLTLEVWE
SYHPTSTGHQSGYLPFVLNANSET
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agsyisssgd
isiggndagf
wwigyprfyvk
csgspwlhswv

agsylsssgd
ltiggndagf
avlgyprivk
icssstwlhs
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FIGURA 27

(SEQ 1D No. 34)

1

ADBRPAFERI VMFGDSLSDT GEMYSEMRGY

&1 TANFAEGGAT AVAYNKISWN PEKYQVINNLD
121 GWHNTEQDAKR VRDAISDRAN RMVINGAKQT
181 MOLLLNLARQ LRAPTGMVELF EILDKQFAEML
241 STDRQLSAFS POERLATIARGN PLLAQAVASE
301 SERABATFIAN QYEFLAH*

FIGURA 28

(SEQ ID No. 35)

&l
121
181
241
301

LPSSPPYYEG RFSNGPVWLE QLTKQFPGLT
YEVTQFLOKD SFKPLDLVIL WVGANDYLAY
LLFNLPDLGCQ NPSARSORVY EAVSHVSAYH
RDPONFGLSD VENBPCYDGCY VWKEFATREY
MARRSASPLN CEGKMEWDOV HPTTVVHRAL

ADTREAFSRI VMFGDSLSDT GKMYSKMRGY LPSSEPYYEG RESNGEVWLE QLTKQFRPGLT
IANEAEGGAT AVAYNKISWN PEYQVINNLD YEVTQELOXD SFKPDDLVIL WWVGANDYLRY
GWNTEQDAKR WEDAISDAAN EMVLNGAKQI LLEFNLPDLGO NPSARSQKVV EAVSHVEAYH
NELLLNLARG LAPTGMVELF EIDKQFAEML RDPONFGLSD VENPCYDGGY VWKPFRTREV
STDROQLSAFS PQERLATAGN PLLAQAVASPE MARRSASPLMN CEGEMEWDOQV HPTTVVHARL

SERMATFIET QYEFLAHG
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FIGURA 29
(SEQ ID No. 36)

ACAGRCCGATGCACGGRARCCGTACCTTTCCGCAGTEAAGCGCTCTCCCCCCATCETTCGE
CEGGACTTCAT CCGCGATTTTGGCATGAACACTTCCTTCAACGCECETAGCTTGCTACAR
GTGCGGECAGCAGACCCECTCOTTEGACGCTCAGTCACATTCGACCCGATCCCTETCGGCCE
CATCCGTCATCGTCTTCGCCCTGCTGCTCGCGUTGCTGGGCATCAGCCCGGCCCAGGCRG
ClEGECrCGEECCTATGTEECCCTGEEEEATTCC TAT TCCTCGGEECAACGECELUGEARGTT
ACAT CGAT TCGAGUGETGACTGTCACUGCAGCAACAACGLCGTACCCCGCCCGLTGEECGEGE
COGCCAACGCACCETCOTCCTTCACCTTCGCGGCCTECTOGGEAGCGETGACCACGGATG
TEATCAACAAT CAGCTEEECGCCCTCARCCCGTCCACCGECCTGETGRAGCATCACCATCG
GLGEGECAATGACGLGEGEUTTCGCEEACECGAT GACCACCTECETCACCAGCTCGGACAGCA
CCTGCCTCAACCGGCTGGCCACCGCCACCAACTACATCALRCACCACCCTGCTCGCCCGGE
TCCACGLEETCTACAGCCAGATCAAGGCCCETECCCCCARCGCCCELETGETCGTCCTCG
CCTACCCECGCATETACCTEGCCTCGARCCCCTGGTACTGCCTGRECCTGAGCARCACCA
AGCGCGCGGECCATCAACACCACCGCCGACACCCTCAACTCGGTGATCTCCTCCCGEECCA
CCECCCACGEGATTCCGATTCGGLEATETCCGCCCGACCTTCARCAACCACGARCTGTTCT
TCGECAACGACTGGOCTGCACTCACTCACCCTGCCGETETECEEAGTCETACCACCCCACCA
GURACGGECCATCAGAGUGGCTATCTGCCGETCOTCAACGCCRACAGCTCGACCTGATCAA
CECACGECCGTECCCGCCCCGGCETCACGLTCGGCEUGEECECCECAGCECETTGATCA
GCCCACAGTGCCEGETGACGETCCCACCGTCACGET CGAGGETGTACETCACGGTEGRGCT
CUTCCAGAAGTEGEARCGTCAGCAGGACCGTEEAGCCETCOCCTCACCTURTCRARAGAACTC
CGGEGTCAGCGTGATCACCCCTCCCCCETAGCCGEGGGUGARGECEECECCGAACTCCTT
GTAGGACGTCCAGTCGTGCEGCCCEGGLETTGCCACCETCCECETAGACCGCTTCCATGET
CGCCAGCCEGTCCOCGUGGARCTCGETEEEGATGTCCCTGCCCARGETGETCCCEETEET
GCTCCGAGAGCACCGGEGEGCTCGTACCGEATGATGTGCAGATCCAARGAATT

FIGURA 30

(SEQ ID NO. 37):

MELTRSLEAASVIVEFALLIATLLGI SPAQARGPRYVALGDSYSECGNEAGEYIDSSEDCHRSN
NAYPARWARANAPS SFIFAACSGAVITOVINNQLGALNASTGLVESITIGENDAGFADAMTT
CVTESDSTCLNRLATATNY INTTLLARLDAVY SGIKARAFNARVVVLGY PRMY LASNEWYC
LGLANTKRARINTTADTINEVI SSRATAHGFRFGDVEPTFNNEELF FENDWLHSLTLPVWE
SYEPTSTGHQEGYLPVLNANSST

177



FIGURA 31

SEQ ID No. 38

61
121
181
241
301
361
421
481
sS4l

mlphpagerg
cttsstrdas
pglsrtrngd
praatrrrlf
dygefllispwv
faghlsflac
vplldskact
ytltasngrw
pwvngvglrd
dtlagevg

ES 2645041 T3

evgaifally
tvwrkhlgpr
ssppfragws
Igipalvlve
gaatwonyys
sggrgyamld
dgedairkrm
Inetigefng
latgvtvdrs

gtpgdrrlrl
pdggfrphlg
lppkegeisg
altlvlavpt
lgdsyssgdg
aidevygsgld
akfettfesl
glaeavavhd
tfhpnaaghr

178

echetrplrg
vgcllagggs
sarktpavpr
gretlwrmwe
ardyypgtav
wnaphtslvt
isevrtrapd
eelaasggvyg
avgerviegi

rCOgogerrvp
pgvlwocgreg
ysllridrpd
eatgdwelgv
kggowrsana
igiggndlgf
arilvvgypr
svefvdvyha
etgpgrplya

pltlpgdgvl
crfevcrrdt
gprgrivygsg
pvdsrggpae
ypelvaeayd
stvlktcmvr
ifpeeptgay
tdgheigsde
tfavvagatv



FIGURA 32

(SEQ ID No. 39)

gl
121
181
241
o1
36l
421
481
541
601
6ol
Jz21
781
Bal
801
961
10zl
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1881
1741
1801
1861
1521
1581
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2481
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

ES 2645041 T3

1 ggtggtgaac cagaacaccc ggbtcgtegge ghtgggegtco aggtgoagghb geaggtteott

caactgctee
ccocgacgag
cgogootteg
goocaggtac
gageacgtca
cactittcggt
acaggacgac
gatgttecggo
cgcagogatc
gagttoggac
ggcgtagitg
cactgtggtg
tecttogagy
gogglbgoteo
gtcgggacte
ggacgghtgeg
ttgtgcacca
cggcocggacyg
agtocoogggy
actcegggoo
toccotteeoo
aggtactctt
ggaccacgtg
zcagcocgotoa
tgtgaggcca
gaggacggcy
gogoetegagy
gtgaagggcyg
gacttegoog
gacgctateg
acgatoggga
cgggTgcoge
atggogaaat
gacgccocgga
tactacacgo
cagcagotog
ggcagcgtgg
gagcegtggy
agtacctice
atcgaaaccyg
gtggacacte
gagcactycy
cggggagage
cogbtogeac
geoogatgoty
cacgggggcyg
ggcagtgeeg
goggatoacy
gocoocagoget

agcaggatagc
Cacagracoco
coogoggott
ggcaggacyga
cggoggtoga
tegatotgeg
caggtegeas
aggtaggcesa
geggcgytge
gogtgoogga
agggtgycgs
tacggggtgyg
toggttacey
cgcacccago
cacaggatoyg
gatgcggtga
catctageac
gtgggtticyg
tgctgtggoty
toagoogtac
cgaaatgogyg
tgctteogaac
cggogacoang
cgetggbott
cccaggactg
agtttotget
attcgtacte
gttgctggeg
gacacttgte
acgaggtogg
tocgogocggeaa
tgctggacag
togagacgac
tccttgtogt
tgaccgcgag
cogaggetgt
agttcgtgga
tgaacggggt
acgoeoaacge
geccgggecg
teogogggoga
gegatetagt
cggatcgttg
agttctette
fgggocgoga
agggogegga
accgogeagyg
tocgaagactt
ttgoogaaca

cgeegtggee
atagcggatg
cgaactocge
cggtgtgoig
agtccttacc
cgaacocggto
cgatogogge
cgaccocggto
gogtcegeag
tegocacggoe
cggggaacca
COgCgogCRC
accagegeca
gggtgaacgc
gocggetgegg
gegtegggatyg
gegggacgey
gueacactha
cgggcgggay
cogcaacgyyg
cgagatcteeo
agacaggccg
acgacggttg
ggectgteceg
gtgcoctgggg
gotttotoog
tbocgggggac
gteccgetaac
gttecoctggec
ctogoagotyg
cgatcetgggyg
casggogtgc
gtttgaagayg
gggckaccoo
caaccagogg
cgecggtcocac
cgtctaccac
geagtigogy
cgetgggeac
tococgotetat
ggtggggtga
ccactgccoca
agocogigegh
cggtggecaqg
ccacgeogtt
catggteeag
cgagggegtt
cogogtocgeo
ggtagatatc

179

gtgcacgatg
gbocgaacgge
Craggacagg
caggebgggc
gcocgtagogg
gaggacgetg
gcaggcgagyg
goocggggecoco
tteotececag
tgatgggtea
gacggcgecy
ceggtagtac
cagtgecteog
ggtgaggtig
cttgagtgte
cotococtaa
gaaaccgtat
ggggtcgggt
ggctgtoget
gacagttote
cagbecageoo
gacggtceac
ttectoggta
acggggegeyg
gtgccggicg
gtocaggoayg
ggggecegey
gcetatcogyg
tgcagoggoc
gactggaact
ttetcecacgg
acggaccagg
cteatcageyg
cggattttto
tggetcaascy
gacgaggaga
gegttggacy
gacctageoca
cgggeggteg
gocacttteg
cocggottac
gtgcagtteg
gtctttgacy
agtcgggteqg
gocgaccagt
gtaagggccg
googocgaag
taccgcogooe
ggcgtogact

gecttgogea
agcggggtga
gtoteggega
abgcegtoge
tagccgtcocoa
cguacecoga
aatgeggecg
accecogagge
gtccactegg
cggtocgegga
ggcatggogt
teccagatog
tagtcoggty
gogogttete
atgaaacgeg
cgeotcococgg
ggagasaaca
gectgottge
tcgaggtgty
stecettocg
ggaaaacace
gggggaggtt
toccogotot
agacgotgtg
actccogocgyg
cgacctgggy
actactatoo
agctggtoge
agcgoggeta
coccctecacac
ttttgaagac
aggacgctat
aaglgogeac
cggaggaaco
aaaccattca
ttgcogeogto
goocacgagat
cocggggtgac
gtgagegggt
cggtggtgge
cgtcoggeoo
tettoggtga
aycacaccoc
acgtcgatoo
taggtcgagge
tegeggacga
gtgctgeoogt
goccacgggoa
cocgotgtgot

ggcotgtggh
actccagttco
cagggocogca
goagggottit
cggocagoag
agtcggggga
tegectogge
tgeggaggge
teaacggecy
agatgtgete
cggagygcgay
Cggaccagaa
cgtocacacs
tgcgcocteoctc
acceccttogt
tgacggagty
cctacaaccc
cgggeagggc
coggegggac
Ggctggatag
cgetgtgecee
tatgggcageo
tgtacttgtg
gegeatgtgy
zcagootgeg
gaactattac
cggoasocgog
cgaagcctac
cgecatgett
gtegetggtyg
ctgeoatoghtg
ccgcaagogy
cogogogooy
gaccggcgeo
ggagtibocaac
gggcggggtyg
cggotoggac
tgtggacecge
catcgageaqg
gggggcgaco
geaggtetge
tgaccagcgy
goctgcaggag
cagcccacag
gggogegeayg
ggctcaccac
getggecggy
ggatgccogeoo
cgoaggccoyg



FIGURA 33

(SEQ ID No. 40)

1
&1
121
181
241
301
361

Vgsgpraats
gpaedgefll
aaydfaghls
cmvrvpllds
tgayvy:-ltas
gsdepwvngv
gatvdilage

FIGURA 34

(SEQ ID No. 41)

a1
121
181
241

mrttviaasa
amggrdgply
ltadttlivtl
heairdragd
zlivlipddad

ES 2645041 T3

rrlflgipal
lapvaaatwg
flacsggragy
kactdgedai
narwlnetig
gqlrdlatgvt

g

11llagcadg
gepfclrssg
siggndlgfg
agvvvtgylp
shtscagppgg

vlvtaltlvl
nyyalgdsys
amldaidewvg
rkrmakfett
efagglasaw
vdrstfhpna

arestagspp
nypellhaav
evagoireri
lvaagdepel
rwadiggggt

180

avptgretlv
sgdgardyyp
sglcwnspht
feeliszevrt
avhdeelaas
aghravgerv

gessggiree
tdlteggave
agenaddeovd
gdvseadrow
dayplhptsa

rowceatgdw
gtavkgogowr
slvtigiggn
rapdarilvy
ggvgsvafvd
iegietgpgr

gasastsitd
gdlleprtlyg
llgetigeql
avaeltggine
ghzamazavr

clgvpvdsrg
sanaypelwvsa
dlgfstwlkt
gyprifpeep
vyhaldghei
plyatfavva

vyialgdsya
ertlpagvda
dglopgldey
tvreaaerhd

dalglepvagp



FIGURA 35

(SEQ ID No. 42)

61
121
181
241
301
361
421
481
241
601
661
721
T8l
841
301
36l

1021
1081
1141
1201
1281
1321
1381
Lddl
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
278l
2821
2881
2441

ttotggggtyg
ttcacggggg
gtgggcgygy
gooooggtga
ggaggtcagce
geagoatoege
gcgaamatgat
cecatcocgges
ccatagtggg
tegggggegh
ttcgecaccac
acgaaggtgg
tggceggagt
tgoctcagaca
caactgttat
aaatcgtcat
ccgtgggagyg
cggtgaataa
gtcectgacce
gacaccatga
gatggggooe
gaggagggag
tatgcggega
tecoggtaatt
gtgacoggge
gatgecgetga
ttecggggagy
gtggacctgc
cgegtgoacy
ctgococgoticg
cgttgggcgy
cacgatgeeo
cagcagcgcet
tecegeocggeo
cagcoghage
cecgeacatag
gatgatgagc
acctgoggec
cccgasaggcyg
gacctgeoct
coagaggtta
accccagggt
gotgoogeoa
gacegoeoco
gagtcccagy
ctococgogaty
agtggogatyg
accacctetyg
gatcgtcegh
aggggtggge

ES 2645041 T3

ttatggggtt gttatcggct

acttttgtgt
ctgtgrogoo
gegglgaaty
geceggagty
goteocecoggot
caccggggag
attcgggeag
cgaagatcte
cebtgatyge
ggagegggac
gtagtcoogt
tgtegtagge
tgatctteot
ttttctgtta
caagtaetcc
cgecegtgece
aatcattetyg
cgteccogge
ggacaacggl
gggaggagac
cggaggegte
£gggcgggcyg
acceoggaact
atctgectega
cggaggacac
tggcgggsty
tgggggaaac
aggcetatoey
tgtectgecgyg
ttgagotgac
tetttgtect
gggeggatat
atgaggcgat
gecogggegey
cgcgecgeggyg
agcacactgc
tgctceggat
ataccacggy
gaccccgeac
tagacacocg
tgggatagga
cgggcgaagg
ttggeceottt
gccgocagygy
gtggeccaggy
cgoaccgoga
geoagggtgg
ttecgocggate
ggcecactgte

coaacagoog
atgagggggc
asatcogget
totacgeagt
cttggegkce
tgstacaccg
ctocogogtgg
atcctgcteg
gtoocttgotyg
gaggctggaa
gtcatcatig
gotggeoateoe
ttgetgtegg
ttttaggaat
ctgtcacaca
cgcaggatcg
taaccttecat
gogegggage
cabogcagos
cgececggtgea
gacaageateo
ggatecageeg
cctoccacgea
acccagygacy
caccctggtc
catccgggaa
categgggag
ggaccgcogoc
ggactgccoc
cgggoagato
geoccgacgat
ccagggocaa
ggoogocogec
cgocttgtega
cgatggagta
cgaagggtig
catgggooca
cgacataace
ccgeoctcoccayg
cceccagtac
cggtggcggt
tggaggtggt
cocttgaggte
cgatgacggco
cacctgaatt
toccacccgat
tocagegeggy
tggtgtcgoo
agggcggatt

181

cgtecctgggt
ageatgagty
ggcocgggotet
gtaatcagca
cggatcoctet
ctoggetgto
gtggtctcat
aagtaggtgg
aggotgotea
zaaccgaggt
tgacggccga
aggadacacge
agaagggaaa
tgtetggtac
tyggtccatat
saatyggtgy
tocggcatcgg
cacggttggt
ccgegggttg
agcgcattac
ccgecgggtyg
accgacgtct
ttacgggatyg
gaggtcaccy
ctgggggagc
accctotoca
cggatcocgocy
cagetegate
ggggacgcge
gaaclggggg
dacgagaccyg
geocgatgago
cagaccgatyg
gtccgggacyg
cgaccaacce
cgcaccatag
thcococcgagy
accggcgatg
ggectgtibcog
atcoctocoogg
caccagooog
gacateoggty
caccgocago
ctegooogee
aacccacagg
cgaggcctca
gaggatgtge
gtggteoctog
cttatccata
gtgatctgaa

ggatceocgec
cectgagegyg
gtggtgoacc
toceoeogtgeec
cggactegge
ctgcctgetyg
coceggatgeo
catcogatge
ggccactete
gcagettgtyg
agagccegtg
cotocacocgo
cgatctcata
taccacggta
coccacagget
tgggagccct
cggatctgge
Tttaggtatc
cggtagacag
tecttctege
agtccteoocgg
acategooct
agcocgttcta
atcteacetog
gracgetgec
tecgggggeaa
gggagaacdc
agebtecocoo
aggttgtggt
atgtctocoga
tgogogagac
acaccagttg
cotateoget
cgctgggect
atgccagyct
aggatgagoo
gtgcgcagay
acgstcaaca
gtgatgatga
gaatcocogag
gogaccacaa
gegotetece
gagaagtaga
agcagetgac
aggaactgeo
tcacccgaac
agtatgcoeoca
gectggtegg
gotocoeattg
ctgtgatgtt

aggtggggta
tgggaatgag
gogacoccocog
accoocgtogy
catgotgteg
toecctggaay
cacticggog
gtcggtgacg
cggatcgata
ggcttccaat
gtggacctca
acccagottg
tttgtcggtg
gggetgaatg
ggetgrggte
ggtegoggtt
cggtaccccg
cgoocotitico
gggagacgtg
cggatgagoyg
gggcatcegg
cgggoattoo
coctgogeteyg
ccagggggcy
ggcgcaggty
tgacctogga
tgatgattgc
geagokbggac
caccggttac
ggeggategh
ggccgaacga
tgeacccoca
gracccogace
ggaaccggtce
goagbcacat
cgatgccgac
ccgagtccag
cccccaggat
tegeggteoeo
tggcccectt
ccagcaccac
catcggaggt
coatggecat
tcaattgcocea
caccocggago
cgccggatee
ggacaztgaa
cagooogttao
aacecgocttg
ccatcaacceo



FIGURA 36

(SEQ ID No. 43)

61
121
181
241

FIGURA 37

mrrfrlvgfl
ckrstkahpy
adtmttevlg
lgtteiglse
nwlnigesyh

(SEQ 1D No. 44)

121
181
241
301
36l
421
481
541
601
66l
721
781
B41
901
96l
1021
1081
1141
1201
lzal
1321
1381
1441
1501
L5el
1621
1gB1
1741
1801
1861
1921
1981

1

ES 2645041 T3

sslvlaagaa
lwaaahspst
sassclsria
tkrtainkas

ptaaggsggy

ltgaatagasa gpaaadgyva lodsvssgvg
fdftacsgar todvisgglg plssgtglws
taeayvdstl pgkldgvysa isdkapnahv
dhnlntvlagr zaahgftfgd vrttftghel

lpvlagaa

agsyisssgd
isiggndagf
vwigyprivk
csgspwlhsw

ocoocggoggon cghbgoaggag cagoagongg coocgogatgh cotegggogt eghotteate

aggcogtoeoa
ccocgoggoga
cccatcgtca
cogagoacct
ctoccagegng
tcgtogegag
acgcggtoga
aacagocgogt
agggocttogt
cocegetttee
gagtgteoage
ttgtggcace
gagttegete
ccaacccgos
agegggeage
cotgtgggey
tacgggtgat
gatcageato
giccgagags
goccoggcaag
cgtegtoate
gaccaageogyg
cgocgocgoc
grtgctococgge
ccocaccgog
tecaggcggaa
cggggtonoo
cgcgtoggac
gceggtgtog
cgggaaggac
gtagoogaco
gtcgtgogge
caccgactge

tegegtegge
tetggegggt
cgttoteoocgg
totocggogag
agatcagcag
cgatoegoag
tgttecgecge
cgacgacgke
gogggottoac
cgggecacgea
catttettygg
aatcctgeta
gtectegeoog
gecgecgacyg
tacatecaget
gocgoccact
gttctctoeg
ggcggcascyg
tcctgooctgt
ctcgacggog
ggctaccoge
acggcgatca
cacggetica
agccoctgge
goccggecagt
gdagaagaag
gtoooogtot
gtggcccgea
tegtgegicg
agecghcogoa
toccgogggea
ggcggacagg
goctgogggge

gecoggeges
ggtgcggtge
ctgeggtteg
gteggogatg
cgteocageey
nEeCgogegog
gtgcgagtac
ggacyggggay
ggacatglog
cgacaggggc
catggacact
agggaggttc
coggageoge
getatgtoge
cgagoggega
cgcccteocac
gacagctogyg
acgooggthtt
cgeggatege
tctactcgge
gottotacaa
acaaggccte
ccttoggoga
tgcacagegt
ccggtggeta
aaggagcgga
cogtoteoegt
coggactenyg
tcacnaccac
acconggate
googooogac
coccoogagta

182

gtgtagttgg
gggcegogct
ggctegtoog
gtagoogtoa
togooctecyg
ccgggegeca
ggctgctcac
togetotegt
ceatgatogg
tttotegecy
tcecagtcaac
catgagacgt
cctcacocogg
coteggegac
ctgcaagogo
gttecgacttce
cccgetocage
cgocgacsce
caccygoegay
aatcagecgac
goteggraen
cgaccaccteo
cgtacgoece
caactogetg
cctgecgghc
gggagacgay
cooggtooeg
cacctoecacy
geegtectgg
ggagaccgac
cgtgaacgtc
gtgggtgcgeo

CC‘.ngElCCtC
Jaggggagac
coegoetoegto
cogtgacgto
ccagogtcgo
gcagcgtgge
cocgtggogaa
ceacgttgag
geaccoggon
tottecogten
gegegtaget
ttcocgacttg
geagcgacog
tectacteet
agcacgaagg
accgcoctgtt
tocoggoacoyg
atgacgacot
gegtacgteg
aaggcgecga
acctgoateg
aacaccgtcc
accttcacog
aacatcggog
ctcaacggog
Jagtgggagy
caagtoaceg
cocacggoac
cgogageget
cegteegegg
googtgaacy
gagcccacca

gtoccaggty
gtaccagasay
cgtogooteg
ggcgooccgyg
gotgeggteg
googgacegt
acggecgagy
ceggategge
gocgeghgea
gaacttgaac
gotaccacgg
Toggetteot
cocaggoggc
cogeggtegy
cccatcococta
coggogoeoyg
gootogtete
gtgtgcteca
actcgacgcet
acgocccacgt
goctgteocga
tegeceoageg
gocacgaget
agtcgtacca
cogectgace
cooogooogs
agaacgocac
tetegaacgo
cgoogoocga
tecaccocaceyg
cgggtgcceg
cggteaccte



FIGURA 38

(SEQ 1D No. 45)

Gl
121
181
241

mrrsritayv
ckraskaypy
sdvmitovlig
lggsclagls
1dllniggsy

FIGURA 39

SEQ ID No. 46

1

Gl
121
131
241
0L
36l
421
481
541
801
661
721
TB1
Bl
g01
861
1021
1081
1141
lzol
1261
1321
L1381
144l
L1301
1oel
Le2l
Legl
1741
1801
188l
1821

cractygecgg
cgttcagoge
tgeoceottget
cottgatoge
cgggragtge
tcoggatott
cgectgggtyg
gogtogtgtt
agttgagacc
gaggecgacce
gotggtacga
attacggcat
acgocgcaga
tegtecggta
aaggcctatc
Tgctoggdcg
accggcotgg
acctgtbgtge
gtegacteoea
cegtoggooe
ctogogggooe
agcgecatece
ttoacoggeo
atecggeocagt
aacageglgg
gtgaaccgga
geacggagtt
Legtboogol
togoogggas
ageggtacto
cctgggeggt
cctteacgge
tggagcccga

ES 2645041 T3

ts_llavgca
lwgaahspss
gdzaclsrin
etkrsainda

hptaaggsgg

glogguggey
ggcgoogaac
cgacgoggoe
ggteggggag
ggtgaatccg
ctigeotacgc
gggegeacyg
ccgcoctggg
ctoteocatgag
cggaaagtgc
cggtracggce
acgtgaccte
cgtoccocadc
teggogecas
cgtacototg
ctcgtacggg
tctoeocteac
tccagtccga
cococtgocogg
atgtggccgt
tectocggagac
cocaagogoge
atgagatoectg
cctaccacec
cctgagetee
agcggaggceco
ggacgtcgty
cgbgtoglac
ggacagcgto
cacctecgacc
g9gcggcggy
ctgggcegge
gctgtggteg

ltgaatagas
feimacsgar
takayvdstl
adylnsalak
ylpvmnsva

aglctoolygyg
gteocttocttca
ttgaagcogy
coggeggcga
cccacgaggy
agctgtgcea
ctgtgagggg
ttgagtaaag
tctgacatga
cgagaagtet
agagatocty
actcctecte
cgccgcggoc
cagectaccte
gceggocgoeg
tgatgtoctag
catecggagge
cagegooctge
ccaactcgac
gotgggotac
caagcggtoo
cgcogaccac
ctocagoage
gaccgcoggeo
cacggceoctge
ceghteccgteg
cgcaceygggt
glyygtgacya
ttocagoceg
ggeacccggoe
caggcaccgg
ggggtcgteg
cocecgeocgt

183

paaaztgyva
tgdvlanglg
pggldsvyta
raadhgfitfg

cologglogo
ccgkbgccgec
tLgocecottett
goaccgtgee
cgccocgghboge
tacgagggag
tgocgogegto
cctocgoccat
gcacgcaato
tggcatggac
ctzaagggay
gocgtegget
ACOGgCtatyg
agectecageg
cattcaceat
gocaatcage
aacgacgogg
ctctoccgea
agcgtgtaca
coccgottat
gocatcaacy
ggctteacet
acctggetge
ggocagoecg
atttttaagg
gggtotcoegt
cgogeacctc
acacclbgott
gatoogggac
ccaccgtgaa
agtagtcggt
taccgeogoe
cggcgttgte

~gdsyssgvg
tlnastglvs
Lstkapsahv
dvikstftghe

gygagagglly
gtactcgttg
gagcgtgacyg
ctoggecggyg
cacggoggtt
tocteooctotg
atracgcaca
ctacgggggt
a4acggggccyg
acttocctgtc
gttccatgag
goegeooteac
tggcecctegg
gcgactgcaa
cgtcgttcag
tegoocacoot
gottotocga
tecaacacggoe
cggcgatcayg
acaaactggg
acgcoggcoga
teggegacgt
acagkbcotega
geoggotatot
cctgaatttt
cgracaggtc
gacggogatc
ctgoigggtc
cteogeectte
ggtcgocgty
gtgcacgcecg
geraccgeog
gtoctogggy

agsylsssgd
ltiggndagt
avlgyprivk
icssstwlhs

guocgtgtage
atcaggccct
atgtagctge
gtggcocotcgg
atcgeoggega
ggcagegoeyg
cggecckoga
ggctoaaggy
tgagcaccce
aacacgcgta
acgttcccga
tggggcagcg
cgactcgtac
gegeagtteg
tttcatggct
gaactegtce
cgtcatgacy
gqaaggogtac
cacgaaggcoc
cggcteooctige
ctatctgzaac
caagagcaoc
cctgotgeac
gccggtcatg
taaggcgaag
accgagascyg
tcgttcgaga
tttcocgeoge
ttggtcacce
aacgtgggeg
gtgaccgtca
cotoooggag
gttttogsac
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SEQ ID No. 47

6l gpaedgefl]l lspvgaatwg nyyalgdsys sgdgeardyyp gtavkggowr sanaypelwva
121 eaydfaghls flacsggrgy amldaidevg sgldwrnspht slvitigiggn dlgfatvlkto
181 cmvrvpllds kactdgedail rkrmakfett feelisevrt rapdarilvv gyprifpeep
241 tgayytltas ngrwlnetig efngglasav avhdeeisas govgsvefvd vyhaldghei
301 gsdepwyngv glrdlatgwt vdrst’hpna aghravgerv legietgpgr plyaliawva
361 gatwvdtlage vg
FIGURA 41
SEQ ID No. 48
1 ctgcagacac ccgocccgcc tTtotcooocgga Togtcatgtt cggcogactcec ctcagogaca
1 cocggoaagat gtactccaag atgogeogget acchgoegtc cheoccogoeg tactacgagg
121 goeegettete gaacggeecg gletggetgg ageagetgac gaagoagtte cccggectga
LBl cgatcgocaa Cgaggcegayg gogggogoga cogcagtoge ctacaacaag atoctectgga
241 acccgaagta coaggtcatt ascaacctcg actscgaggt cacccagttc ttgcagaagy
301 acleglbleaa goococgacgac clbyggbocaloeo glgggloggs cyccaacgac tavctogooh
36l acggttogaa cacggagcag gacgcecaage gggtgocgoga cgoocatctog gacccocggeoaa
421 accgoatggt cetgaacgge gogaagoage Toctgotgtt caacctgecs gacctgggoco
481 agaaccogtec cgooceogotco cagaaggotcog togsggocgt ctogoacgty tocococctace
541 zoaccaagot getocteaac ctogeccogge agotegecoco gacgggoatyg gtcaagotgt
a0l tcgagatege caagcagttc goggagatge tgogcgacos ccagaacttc ggcoctgagoyg
g6l acglygagaa cocoglgcetac gacggocgoci acglgltggaa googllbcgoo acococgolooy
T2l totcgaccge cogUcagoetyg toggcecttct cgococagga dgogoctggeg ategctggoa
TEL acccgctoot ggoeEcaggog gtagettege cgatggecoy cogrbicgges teogocecocotca
g4l actgecgaggs caagatgttc toggaccagy tocaccccac caccghbggtco cacgcogooco
201 tetoggages cgoogocace ttoatogaga cocagtacga gttoctogeo cactagtcota
ELN gaggatcc

1l mosgpraztr

ES 2645041 T3

rrlflgipal wvlvtaltlvl avptgretlw

rmweeatgdw clgvpvdsrg
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Figura 42
1. L131
2., S.avermitilis
2, T.fusca
4. Consensus
1 50
1 (1) === MRLTRSLSAASVIVFALLLALLGISEAQAAG-~—————~———
2 (1} —===== - MRRSRITAY VTS LLLAVGCALTGARATACASPA~ ——— e e
3 (1) VGSGPRAATRRRLFLGIPALVLVTALTLVLAVPTGRETLWRMWCEATODW
4 (1) MRRSREFLA ALILLTLA AL GAA LRAAP
51 100
1 {32) === ————————— F-AYVALGDSYSSCGNGAGSYID
2 {33) —mmmmm e e e AALTGEYVALGDSYSSGVGEAGSYLS
3 (51) CLGVRPVDERGOPAEDGEFLLLSEPVOARTWGNY YALGDSYSSGEDCEARDYYE
4 [51) AR YVALGDSYSSG GAGSY
101 150
1 {53 SSGD==-=CHRSNNAYPARWAAANAP-~--SSFTERACSGAVTTDVIN-——--
Z2 (57} 55GD---CKRSSKAYPYLWOARHSP-—-SSFSPMACSGARTGDVLA-————
3 [101) GTAVKGGCWRSANAYPELVAEAYDFA--GHLSFLACSGORGYAMLDATIDE
4  [101) S5GD C RSTXAYPALWAARHA SEFSE ACSGARTYDVLA
151 200
1 {93) ==NOLGALNAST--CLVSITIGEGNDAFFADAMTTCVIS—————— SDETCL
2 (97) ==NQLGTLMNSST--GLVSLTIGENDAHSDVMT TCVLO———-—-—-SDSACL
3 (143) VESOLDWNSFHT--SIVNTIGEIGEGNDLHFSTVLETCMVR==—~~~ VPLLDS
4 (151) QL LMNS T LVSITIGGNDAGFAD MTTCVL SDEACL
201 250
1 {133) NRLATATNYINTTLLA-----—- RLEAVYSQOIKARAPNARVVVLGYPRMY
2 {137) SRINTREAYVDITLPG=-=-=----=QLDSVYTAISTKAPSAHVAVLEYFRFEY
3 {191} KACTDQEDAIRKRMAKF----ETTFEELISEVRTRAPDARILVVGYFRIF
4 {201} RIA RK YI TLBER RLDSVYSAETI TRAP ARVVVLGYPRIY
251 300
1 (178} LASNEWYCLGLENTKRAAINTTADTLHNSVISSEATAH-----===-—~=~ G
2 (180} KLGG-SCLAGLEETKRSATNDAADY LNSATIAKRERADH- === —m=m——— G
3 (237} PEEPTGAYYTLTASNORWINETIQEFNQOLAEAVAVHDEETARSGGVESVY
4 (251) {e] LGLE TERAAINDAAD LNSVIAKRRADH GF
301
1 (215) REGDVRPTFNNHELFFGNDWLHSLTLP--———-—————-m————
2 (218) TEGDVESTEFTGHEICSSSTWLHSLDLLN-====—=—————————
3 (2B7) EEVDVYHALDGHEIGSDEPWVNGVOLRDLATG
4  (301) TFGDV TY GHELCSA PWLHSLTLP
351
1 {248) PTSTGHOSGYLPVLMNANSST-—=--r—rmmmm e
2 (252} PTARGOSGGYLPVMNSVA-————r———mm e m e e
3 {328) PNAAGHRAVGERVIEQIETGPGRELYATFAVVAGATVDTLAGEVG
4 (351) PTA GHAARGYLFVLNSI T

185
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SEQ ID No. 17, que es la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa de
Candida parapsilosis;

MRYFATAFLI.
YVR3ELTFGHNP
DOEYYVVTERD
EYAPELSKNL
GNTHCLLDGS
RITRYFPDGW
GEYNEDLTHG
FDLGEDVERD

FIGURA 44

INTISAFVLA
NATVTTIIQP
YEGPESTETV
LGAALGGEVT
IAYFGHSFFS
DLVNOEPIKT
EITESIVGAF
EVILGGLLEL

PKKPSQDOFY
FNAKKDELVE
GLOSGRATLN
NITATAEAVD

TLODNGLVYQ
BALTWIINRE
ERELF

TPPOGYERQE
YOTFEDSGKL
SLRATLKSGN
SGPEAGLLSN

PKDLTEQIFL
NGQEEVDGCY

LGSILETRNV
DCAPSYRIQY
LTGV3SDAET
ALAGIGNEYE

FIYHGTLDAT
HNVERSNLEY

PNPLTNVETFE
GEDISTLTTQ
LLWGYSGGSL
DFENYLLEEV

VEIVN3IRKTFE
EGTPQSIENY

VEVONAWDLL
GEMYYISALL
ASGWRARATQE
SPLLSITYRL

QOWCDWGELES
FEAALHATLG

SEQ ID No. 18, que es la secuencia de aminoacido de una lipido aciltransferasa de
Candida parapsilosis;

MRYFRIAFLL
VESELDTFGNE
DQGEYYVVTED
EYAPELSKNL
GNTHCLLDGG
WEPIVNSRKTE
PETPOSIENY

INTISAEVIA
MALVITLIQP
YEGPKSTETV
LGAALGGIVT
IAYTGESEFS
QOWCDWELES
FERALHAILG

DKEPEQDDEY
FNAKKDELYS
GLQSERATLN
NITATAEAVD
RIIRYFPDGH
GEYMEDLTRG
FDLGFDVERD

TPEQEYERQD
YQUFEDSGKL
SLEATLESGNK
SGFFRGIISK
DLVHOETIKT
HITESIVGAP
EVTLEGELLEL

186

LGESILETRNV
DCAPSYALIQY
LTGVESDAET
ALAGIGHEYP
TLODHGIVYD
BALTWIINRE
ERFAFHEHHE

TNPLTHVETD
GEDISTLTTY
LIWGYSGEEL
DFENYLLKKY
FEDLTPQIPL
NGEQPPVDGTD
H

VEVONRWQLL
GEMYYISALL
ASCWARAIQE
SPLLSITYRL
FIYHGTLDAL
HNVBASNLEY
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FIGURA 45
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FIGURA 46

188



ES 2645041 T3

FIGURA 47

189



ES 2645041 T3

i
o
)
o1
[
5]
e
=
W

o
¥ oou
o
o
-
el =

=
-
s
[ =]
= O
LS
4
w
[ERr=a
wr

da 9 4 ¥ 20331
FPUFPUFLFART

LoD EDEDwT -
FUFPUF IS LF LS a¥avibe

d4 LTI I 3K A

=

Mo AET - -

SLELELELELE
nrbmu.Ub.

35392 TADLAEALITTHNI
FUFHEUFUCUCUFUEUEYEUEYEYEY
DATT® &T¥YY 1T20D5 - - -

A

=t

b

EUCUEYCUEUsUEUEUCUEUETETEY

AMO Y IME A EDITELALEESEY

T BdTKrAadDHEIED
TUTUTUIYTY
TTYdKHEEESY¥S HAE A
TUTUTUTYUTH
TA3252KR3INTLODSS DI

ERN A ]
LULULULT
D9Y¥YH
FACFR A A
¥ uE T2
TR T 1
Woad 0o
(9955898
T T d A
LGE0E0easE
AR T A
T A TH
-4 9 A
-aaLra
[ A A
ST
Ay as
- L a9
EuEy
- 538 9
Adds

o

Lo =i =g o]

el

L

LY

i

¥ ¥ HaAa ML L4
[AS IEFRUR SR F A Rl
4 4 0¥ gy Md
LU LU (Ui LULY LSES4
A T ¥ ¥ 4E 80
3 sTbs p3
T ¥ awbh3y 4@
g - - - - = A¥
GEAGELGROECELS QEESC
g T bwiT 441
58 55 OF gE
L
L T
E u p3isT 56
H L ®aE 3 db
78 PS5 PEFEEEZLLIE

H o A5 3 - - -
Z% T8 ISIS

Mo4 - - - - - -
B oz wy e £ wy

T
o

IhINYTHTTT O BHALYS
CUSTGHSUSHEHEYSY S SHSUSUGHEY
-8 ¥ ¥ TH 42T ¥ 5 IYIAHN
CYSUSUSUSUGY SU SUCUSYSYSY

- - =% s 3 EET F ¥ REIAI

IS NT-ARYAY ¥ a8 IVda
s FUBUFLBURUFT P UGV FUPURY
Y HY ®Aaa00T I DETLD
¥ FUPUFUPUDY BU PUEUFIFURU
9% %Y - L dTuN¥ ¥ OHATAY
AU R YS9 AMTI & T Odai
TSFS bS BSESES £U
S aNS9TIAT A MHAEDH
i i bSESES BS ES TS
5N E93IdaAI A AOBHYL
HeseraueTIT 9 443NL
Lgsi¥s  TUIMIY
- e ==—==--%4 8 BbBauaywyan
78 78 78 TUIYIY
- e - = - - - p L ¥ 8 TEHREW
BraogTsasd H Al
Wouou YTsIs I8 [SISTE1S
-B¥s5T8SCHT I TTL4dWY
IYIMAULYIS IS 15 [STSTSIS
YUY Y HLEAOY T AALL

08F0Td
HaTIT

¢aart

OEROT
RALT

QadT

08F0Td
HATE

OEAT

0BFOTd
HAIT

QAETT

Q8F0T4
HATT

Qaql

087014
HATT

Q3aT

QBRCTA
HALT

oEat

8y VNOId

190



ES 2645041 T3

- I¥TAFIDEITT

PR

4TS dTHHATADT

a0

o
jal
By
0
B«
B
B
]
=
L
b
A
o
L

2% ¥ ow o a ® v owds g awbe 1 1 d

BE A o wmNwDOSTAOdN

=]

Ao
= jat)
Wa
- LE N

T A4
FUIYIYBYIUY
a

o
oyLy
TS 3 AT R L E

67 48 L 4@ AQTHNHIADRA
CUCUEUEUEUEY  FUSHEUEYEY

TT ¥ 4 1THd TTS008 - =~ -
EUEUEHUEUEUEUEUEUEUEUEUEULY

¥I HNET 499 TdIL K5 8 W -

T EZTHad2HEATD R
TUTYTHTHTY

TTY &MV ¥ 5% 5 HE L -
TUTUTHTUTY

TLAEO9MOKIDEDDD -

LMAM LY LY
S e )

[ Qg

=N

0L % ¥ 4% &8 TY¥YWHA ALLAHEADAOHN AN
LU AT L4 L0 AMAHLUAMLTAT ALY AL AL Ay Ly Ly & 4
B ¥ ¥ W ma¥Iiddy dadnNdEISaaddm
SR RS B SRS P P PV FIC SRR PR
¥ o% 7 4 ¥vA VA AMNTYO ¥LELHLEAGIZS
T v 1 ¥ =bdwouyes T bBspase s 1683
¥ 2 0 % af@Fiiew baderhivTai
L L iasgegEss 0y SUEYSY
1 0 & A U F = ===== =====53f¥THAI
L35 OE 8% 98 GHSUEHSHSYEYGY
A A 28 A 9 == ===== - - --¥AIVTETH
Pod 0 W A4TTIIZATI HTALAHYERETTYIS I
LGB LGS iSRS ESGFGFGELELS IEECTRVENEFEEEE S
4 1 94 T BwirTadwvs wearzaacdTIidua
§555GS 685668 PUFN BT BUPY FUFY P EY FU
H 4 & 0 %1 1adY39 3¢ L3dTANVNYRIT
- - % m mme= = - -5 NTHAMNTIANTOTQO
FELE RS FEES PE
- - - - - - - 50Q0 HA33TEATANY
P S A A A A A A A A FPEFEFEREFS
3 02 L ouw pae1TeDbog NHEHSDSEANTAADS
d N # 8 Tunieawdy dfHbHewaoe T L
CEEBEELEIREF EELER
009 0§ I S WHASASED - - - - - - - - - - -
£ CEFETEFEZE i
¥ 03 ¥ A ¥aARA- - - - - - - - - --Al
d & 5 d tABxwysg & wybHLa87809 4
4ygy yregs
- = = = - - e e === == =-9YE&TS8081T
LULULULUTS TS
- = = = & - - = == - - -UYdVYHLSOYY

4 £ =8 o0 puwnarla
B
WHATT

WAL

g ¥ m oA A SUPEP0TE
WHATT

LT

T T 0 HH RTIEFOTd
ST GUSHEUSHEY
X F= ATl

woaT

¥4 ¥ A4 HuUpgk)ld
Py FURPUPURHEY

I 032 100 WMATT
P OEPURPHURURY

A ¥ d d LT WQEaL

d ¥ &8 I AWEFNTA

EYEYLEY
4 0 HDHF UWHATT

FE £qcy
8 L AA a0 wgEdr

9 04 4 d N L UuBrnLld
LELZE TYIYUTY

£ B MW O N WNATT
% @8 IYI4TY

M5 T A E W woEiL
WA T woeeRld
TE TETESTSIE

I T T I dW WHAIT
18 TEI2TS1e

T A AL L WORTT

6¥ VANOIA

191



ES 2645041 T3

VO DR LNk LY

FU

b 199171 - - - - -
LGIELSLEIELFLELSLOIFITLE
IL 3 H A D0 RAS A DA

=

®

g A ¥vaIBITIONDAYT~

PUFRFTTURY

AL 00 J0 389891 -

dd 4 01 L od N oA B2 d

b

11

¥474

F

i

&

A

-
i

IR LA HARITHHNI AR

THEMEUENEYES

PUBYPULS LGS L5 LELSAS BT BB S

Hf

CUEHUEYEYEY
T8 D03

[ R

CHEMELENEEIEYrUEdEUEHETEY
HNE A4 595 HLLIGYY

aN D Tad LAy AdTHN
CUCYEUEUEUCMETEAEUEIETEueY
TTYA4T¥EYTH DO S
EHEYEYEHEH EHEVEHEUEUEUEYEY

d% I N

T8 E TMEA4
THTITUIU 1Y
TT1 %W 4 /W W

THTHTUTETIY
TLE 9 #KOH

To0F TN d
TUTYTUTY Y
TT W € LYW

[UEYTU YRy
TEE O EDIH

wr

o

[

T
L

Wod oo udl A EdY

B

Fs

LH]

o

b

oo~

[

L

]

L

=

=m

£

i

&

FUFAPUFUFUPUPU PMBUEY

GE 5 B [SGECS
8 i L AREYMI HYILI
I 1 - ---- %3T¥B5O

LCE/CELGRACRCRCSCE GEGRGE
T " T buTTt a7 ¥

G5 CF LS 0T ]
I A - - - - - "awe
= = = = =30 HYZD
- = = -=-1324a KO8
A
3 5 [T ® Eao mHHS
- - - - - - - - -1
-1
A A A
T b u p1s87T 858
¥ N L ¥ awe 3y db B

FE [ 75 FEREFEEBLTE
¥ M A A F T - - -

7S 75 7% ISEZS

g 0 4 =~ === ===
w u i o aes d6B6

€8 {5 {8 ISISTSISLTB

¥ N A O AE D= = o=

78 78 fF I8FE
a m A - - -
L B 2 wye A wiyb
= = = - - - - - -u
A B 1 wy s h owx b
_ = = e = = = o= e (T

8 TH WY UYNET

HT-AHEKY

AT IoAaTAaq

PEESVE pELE FE
THE AT A MY

FEFEFERFEFR

T R S S, T R

a Y9 s MTI

FERE
a 892993487
L FERSES
aMHd9dial

.1
L4

il
rE
A
=
il

FUBIFU BT

¥ a2 LT wnast

at 1w d 0svnid

FUBTFUBYFY

owMwTIO HATT

FUPLEUPYFT

M & T LW QEar

¥ 3 B O WwWosy0Td
EULYcy

40 110 8 WHAIT
EHEN

I A A @ TDEIT

IO G 4 ¥ 0BRIIA

bSRERE  CU

MdE Jd0H RATT

7EES

Ad 9 YL [eE TN

@ v a e T L7 0 44 E N LIgERiTd

EEELEE  LHLY Y

- = = = = — -3 & b K ¥EITK UNAIL
LE ZE TE  THIMTH

- = = - = =-p1 ¥ S TZXE V¥ WOEACT

eS8 UBTLT B 43T HL 08F0TA
ETELEE  TUTYTY

- ==----3 8 bryax RATT
s S gs  T4IHIU

- - - ---A3 ¥ STZXZEY¥ 0FaT

L0818 T8 4 H AL B Ld
u O UIRTE TE TETETSTS

A% ETEIST T TTILa4¥ WNAIT
AULHEYLMTETE TH THTSTS0S

Wow W L BESHY T OAALI WIACT

LO& T804 H OAI nArnTd
Uy 4 YIsTs 15 (8167818

9% eTBOST I TTLAW HATT
LULTLIYEYTETE T8 TEI¥I=TE

F¥WISOY T AAaALlL CRAT

08 VINOIA

192



ES 2645041 T3

- H ¥ TIdTADS @I 4

ERELEEEREL
T dHdad

a

14

oo %
o ow

mo O X

[ =]

3 H
EEELE
A B
THE ¥a D

L9848 gs
T1 d

A
QUOYSYIYGYIYIYIGS9s oS
an A S mMmHOd AL 3 A

47 8 d HN
PASEAL PR
D9 2 2 A S 1 I I TASHETS L
- H ¥ T4 3 L0
L
471 8 dHNAT
AU L0
99 1 § 4 12 1 T A B ¥ TS LB L
Jz v e I v owwdae w oawe b e T
wg 1w v owmwd e w©vaAw bwe T Td
BE Ao e nEbdDasT19anNbd
g
- - - MDD a1 L AT
Tuyymy SUSUSUIYSYSY
-= U A 3T ¥ M ST L OE AL S AN
Ao RmvbosTHanbddaasd
8
-— - - - - MDdJd¥Ta
Uuyuyggy 9uy9ugy9y
usa 3} ¥ H D TIE X ITE
WS A H S ¥ ¥
SUSYGUSUEYSY
I HIH = === === - -

94 0w 4

L ¥ ¥ 4 H £ T ¥W¥HA OAIL

A
A
Lq
b

W
Ly
W
[
a

d
au
T
a8
i

H
a8
I
95

1

LI
-4
LI
T

&
L
L

LU
L4

ay

os

d

Lg
23
L
a

3
FA
a
L
]

T

LT
]
Lq
s

)
L
W
Lq
T

T AN¥YOESEYSJaub BT p a1 N d
! LGS LGELEELGE

b

n..ﬁ
a
Lq

|

T
L
T
L
f

L

Lq
k3

S
FA
A
L4
.

a

L
I
Ly
h

b4
LY
A
Ly
q

d H A O amwmadw
JRETR TR TR R R TR R TR AR TR € 8
dd0% adNdHEIDSTODNR
LULULYLY LULYLELSES
AHB YO ¥d S5 LHILEAOIIA
HAAL I d4HADAGHMI®WYE
LWL LY ERE s &
Dvod NdEISQQald®H-=- -
LULULULY LSL5LE q
¥ToOYda 5IHELHAQIgEAs
1es T bspais®sI1s®r]
sThe p1vawearaen7gdy
THaw bayde 1baygTHNI
su sususy
- - - - - ----3Y%%¥T¥d
QucuLugUouUoycy
- - - - - - - -%¥AaAWYTH
swha de by aTaTTT
SUGUSUGUSUGUSYLU
- - - - - - -3Y%71¥dArl
SUSUSUGUEYGY
- - - = == == =-%AaTZVYYT
38 Y9 NTARYNYYOAS I
GSGEGE PUPUPURURUFURUDYUFUFY
dd3 ¥ N ¥® ZaA00T7TI0UT

¥ B a ou TUDNREOTA
g

WHALT

(=1

WGATT
oavoTd
HATT

QIdT

d ¥ m»m o £ suwpgpoTa
WHALT
WHET T
w s k8 b B pepoTd
HAIT

QaaT

T 10 N H AU0EROTd
S SUSYSUSUSY

A I ¥ 6 4 WNATT
GH O GUGHLULY
¥ A4 A d WOHETT

D NHZXY S 0BFOTA
G4 GUSYSYSYsy

¥ sJdYadHN HATT
U gusygususy
4 0V AT Ad QHEAT

W 0" A" JURER0T4A
P pYPUEUTYRY

I O3 3 00 wNAIT

193



ES 2645041 T3

FIGURA 51
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FIGURA 52
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FIGURA 55

121

241

301

481

o
=
.

601

721

1021

1081

1141

1201

GCTTTTCTTT
CGARRAGARA
=10
TACARTATCA
ATGTTATAGT
Y A R
TTACGCCCGA
ARTGCGCGGCT
5 A A
TTCAGTRAGCA
AAGTCGTCET
D T G
CGATACGGEC
GUTATGUCLG
B G OR
TGRAGGCCGEC
AUTTCOGGLG
L T I
ACTGRCGATC
TGACTGCTAG
W D P
CTGGEACCCE
GACCCTGGGC
K D 8
GAAAGACAGC
CTTICTGTCG
A Y G
GGCGTATGGC
CCGCRTACCE
A N R
CGOTRAATAGR
GCGATTATCT
G Q u
GEGACARARAT
CCCTGTTTTA
¥ H N
CTATCATAAC
GATAGTATTG
L F E
ATTGTTIERR
TARCRAACTT
-5 D W
GAGCGATGTC
TCGCTRACAG
8 ¥V B
AAGCGETCAGT
TTCGCAGTEG
G N P
CGGAARTCCG
GCCTTTAGSD
- L W C
GCTGRATTGC
CGACTTARCG
A L. 8
TGCCCTTITCA
ACGGGARRGT
stop
CTGAGTTAAD
GACTCARTTG
ACRAGGTAAR
TETTCCATTT

ES 2645041 T3

TGGRAGARAR
ACCTTOTTTT

TATRGGGRAA
ATATCCCTTT
TATGTTTCAC ATTGRARGEG
ATACABAGTG TABRCTTICCT
L L T L L F A
TPGCTGACGE TETTATTTED
RACGACTGCG ACRATARACE
D T R P A F S
GATACALGAC CGGCGTTTAS
CTATGTTCTG GCCGCARATC
XK M ¥ S5 K M R
ABARTGTATE GCRARATGEG
TTTTACATAT CGTTTTACTC
F 8 N G P V W
TTTAGCARTG GACCGGTOTE
LBBATCGTTAC CTGGCCAGEC
2 N E 2 E G G
GCTAATGRAG CRGARGGAGS
CGATTACTTC GTCTTCCTCC
K ¥ ¢ v I N N
ARATATCAGG TCATCAACAR
TTTATAGTCC AGTAGTTGTT
T E P D DL V
TTTABACCES ATGATCTGGT
AABTTTGGEC TACTAGRCCA
" N T E ¢ D A
TGGAACACAG AACAAGATGC
ACCTTGTGTS TTETTICTACG
M ¥ L ¥ & & K
LTGGTCCTGA ACGGCGCT
TACCAGGRCT TGCCGCGETT
P 5 B R S8 0 K
CCGRAGCGCCA GRRGCCRARA
GGCTOGCGET CTTCGGETTTT
K L o L N L A
AAACTGCTGS TGARCCTGEC
TTTEACGACE ACTTGGRECCS
I D KO F & E
ATTGACABAC AGTTTGCCGA
TAACTGTTTS TCAARCCGGCT
E N P C Y D G
GARARACCCET GOTATGATES
CTTTTGGGCA COATACTACC
T D R Q L 2 A
ACGGATAGRC AACTGTCAGC
TGOOTATOTG TTGACAGTOS
L L A Q0 R V A
CTTTTGGCAC AAGCAGTTGC
GRARACCGTG TTCGTCRACG
E 6 K M F W D
GRAGGCRARA TGTTTTGGGA
CTTCCGTTTT ACAARACCCT
E R A A T F I
GABAGRGCGG CGRCGTTTAT
CTTTCTCGOC GOTGCAAATA

AGAGGRCGGA
TCTCCTGECCT
GGEATARAACC
CCTATTTTGG

TTTCCTGARG
BARGGACTTC
TCGERG
AGCTC

197

-35

ATGGTARCTTG
TACCATGAAC

GAGGAGAATC
CICCTCTTAG
L I F
GCTCATCTTC
CGRAGTAGARG
B I ¥
CCGGRTCGETC
GGCCTRGCAG
G ¥ L
AGGCTATCTT
TCCGATAGAR
L B @
GCTGGRACAR
CGRCCTTGTT
A T A
RGCRACRGCG
TCETTGTCGE
L D ¥
CCTGGRCTAT
GGACCTGATA
I o W
CATCCTTTGG
GTAGGAARCC
KE R ¥V
CARRAGAGTC
GTITTCTCAG
0 I L
RCRAATCCTG
TGTTTAGGAC
Vv vV B
RAGTCGTCGAA
TCAGCAGCTT
R 0O L
BAAGRCAATTG
TTCTGTTAAC
M L R
BATGCTGAGA
TTACGACTCT
G Y v
CGGATATGTC
GCCTATACAC
F 3 P
GTTTAGCCCE
CAARTCGGGEE
8 F M
TTCACCGATG
BAGTGGCTAC
g Vv H
TCAGGTCCAT
AGTCCRGGTR
E T ©
CCARACACAG
GCTTTGTGTC

CGRARTCCGTT
CTTTAGGCRA

TTARARATTC GGAATATTTA
BATTTTTAAG CCTTATABAT
M XK 0 @ ¥ R L
ATGAARCRRC ARRRACGGCT
TACTTTGITG TGCCGA
L L P E S A A
TTGCTGCCTC ATTCTGECAGS
AACGACGGAG TARGACGTCG
M F G D &5 L B
ATGTTTCCRG ATAGCCTGLG
TACABACCTC TATCGGACTC
P 8§ 85 P P Y ¥
CGICARGCC CGCCGTATTA
GGCAGTTOGE GCGGTATAAT
L T K Qg F P G
CTGRECGARRC ARTTTCOGGE
GACTGOTTTG TTABRAGGCCD
vV A Y W K I &
GTCCGCCTATA ACRAARTCAG
CAGCGGATAT TGTTTTAGTC
vV T Qg F L Q
GRAGTCACAC AGTTTCTTCA
CTTCAGTGTG TCAARGARGT

v G A N DY L
GTCGGECGCCA ATGATTATCT
CAGCCGCGGT TACTAATAGA

R D & I 5 D A
AGAGATGCCA TCAGCGATGC
TCTCTACGET AGTCGCTACG

L F N L F O L
CTGTTTAACC TGCCGGATCT
GACRBATTGG ACGGCCTAGA

A VvV 8 H
GCAGTCAGCC ATGETCAGCGEC
CGTCAGTCGGE TACAGTCGCG

2 P T G M VvV K
GCACCGRCGG GAATGGTTAR
CGTGECTGECCS CTTACCAATT

D P O K F G L
GATCCGCARL ATTTTEGCCT
CTAGGCCTTT TAAARCCGEA

W K P F A
TGEARACCGT TTGOCACARG
ACCTTTGGCA ARCGGTGTTC

Q E R L A 1 A
CARGARAGAD TGGCAATCGC
GITCTTTCTG ACCGTTAGCG

E R R 8 A 5 P
GCARGARGAT CAGCRAGCCC
CGTTCTTCTA GTCGTTCGEG

P T T ¥
CCGACARCAG TTGTCCATGC
GGCTGTTGTC ARCAGGTALCG

Y E F L A H G

TATGRATTTC
ATACTTRARAG

TGGCCCATGEG
ACCGGGTACC

TTTTTATTTT
ARDRATRANA

AARGCTTGGAG
TTCEARCCTC

v o5 A

T R -

¥ H A -
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FIGURA 57 (SEQ 1D No 49)

51

151

251

301

L5
=
—

551

=31
[
=

701

B51

801l

ATGARACRAC
TACTTTGTTG

GCTCATCTTC
CGAGTAGRARG

CGGCETTTAG
GCCGCRRATC

ARRATGTATA
TTTTACATAT

TGRAAGGCOGC
BRCTTCCGGLG

ARTTTCCGGE
TTRRAGGCLC

GTCGCCTATA
CAGCGGATAT

CCTGGRCTAT
GGACCTGATA

ATGATCTGET
TACTAGRCCA

TGGAACRCRG
ACCTTGETGTC

CGCTARTAGA
GCGATTATCT

TGLCEGATCT
ACGGCCTAGA

GCAGTCAGCC
CGTCAGTCGGE

AAGRCARTTG
TTCTGTTARC

AGTTTGOCER
TCAARCGGECT

GRARRBACCCET
CTTTTGGGCA

BAGCGTCAGC
TTCGCRAGTCG

TGGCRATCGC
RCCGTTAGCG

GCARGRAGAT
CGTTCTTCTA

TCAGETCCAT
AGTCCAGGTA

CGRCGTTTAT
GCTGCARATR

ARARACGGCET
TTTTTGCCGA

TTGCTECCTE
ARCGROGERG

CCGGATCETC
GGCCTAGCAG

GCARRATCRG
CGTTTTACTC

TTTAGCAATG
ARARTCGITAC

ACTGACGATC
TGACTGCTAG

ACAARRATCAG
TGEITTTAGTC

GAAGTCACAC
CTTCAGTGTG

CATCCTTTIGG
GTAGGARRCC

RRCAAGATGC
TTETTCTRACG

ETGETCCTGA
TRCCAGGRLT

GGGACARRAT
CCCTGTTITA

ATGTCAGCGC
TACAGTCGCG

GCACCGACGEG
CGTGGCTGCC

ARTGCTGAGA
TTACGACTCT

GCTATGATGE
CGATAUTACC

RCGEGATAGARC
TGCCTATCT

CGGARATCC
GCCTTTAGEC

CAGCAAGCIC
GTCETTOGES

CCGRCARCAG
GGCTETTCETC

CGARARCACAG
GCTTTGTGTC

TTACGCCCGA
AATGCGGGEET

ATTCTGCAGC
TARRGRCCETCG

ATETTTGGAG
TACARACCTC

AGGECTATCTT
TCCGATAGAR

GACCGGTCTG
CTGEGOCAGRC

GCTAATGARRG
CGATTRCTTC

CTGGEGACCCE
GACCCTGGGEC

AGTTTCTTCR
TCARRGAAGT

GTCGGCGTCR
CAGCCGCGET

CAARAGAGTC
GCTTTTCTCRAG

ACGGCGCCAR
TGCCGCGETT

CCGAGCGCCA
GGCTCGLGEET

CTATCATAAC
GATAGTATTG

GRATGGTTAA
CTTACCBRATT

GRTCCGECAAR
CTAGGCETTT

CGGATATGETC
GUCTATACRG

BACTGTCAGC
TTGACAGTCG

CTTTTGEGCAC
GARAACCGTG

GOTGARTTGC
CEACTTRACG

TTETCCATGC
RRCRGGTACG

TRTGARTTTC
ATACTTAAAG

199

TTGCTGERACEE
BACGRCTECS

TTCAGCAGCA
ALGTCGETCET

ATAGCCTGRAG
TATCGGACTC

CLETCARGEC
GGRCAGTTCGG

GCTGGAACRR
CEACCTTGTT

CRGAAGGAGCE
GTCTTICCTCC

ARRTATCRGG
TTTATAGTCC

GARRGARCRGC
CTITCTGTCG

ATGRTTRTCT
TACTARATAGH

RAGAGATGCCA
TCTCTACGGET

RCARATCCTG
TGTTTAGGRC

GAAGCCARRRR
CTTCGETTTIT

ARACTGCTGC
TTTGACGACG

ATTGETTTGAR
TAACARACTT

ATTTTGGLCT
ThARACCGER

TGEGRARCCET
ACCTTTGGCA

ETTTAGCCCE
CARRTIGGEGED

ARGCAGTTGC
TTCGTCARCG

GRAGGCRAARA
CTTCCETTTT

TGCCCTTTCA
RCGGCARARGT

TEGCCCATEG
ACCGGGTACT

TETTATTTEE
RCAATRORACEG

GATACRAGAC
CTRTGTTCTG
CGATACGEGC
GCTATGCCCG

CGCCGTATTA
GCGGCATRAT

CTGACGRARAC
GACTGCTITS

BGCRACAGCS
TCETTGTCGER

TCATCARCAA
AGTAGTTGETT

TTTRARCCGE
BARTTTGGCC

GGLGTATGEGEC
CCGCATACCE

TCAGCGATEC
AGTCGITACG

CTGTTTAACC
GACARLTTGEG

AGTCGTCGARA
TCAGCAGCTT

TGAACCTGG
ACTTGGACCG

ATTGEACARRC
TARCTGTTTG

GAGCGATGTC
CTCGECTACRG

TTGCCRCARG
AACGETHETTC

CAMGRARGRC
GTTCTTTCTIG

TTCACCGATG
AARGTGGCTARC

TGTTTTGGGA
ACERRRACCCT

GRAAGAGCGE
CTTTCTCGCC

CTGA
GRCT
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FIGURA 58 (SEQ ID No. 50)

61
121
181
241
301
36l
421
481

601
66l
721
781
241
5801
961

ATGARARRAT
AGCCGTCCCG
ATGTACHGUA
TCCAACGEGT
ARCGAGGCGG
TATCAGGTCA
ARGCCGGACE
AACACAGRGC
GITGOTGARCE
TCGGCCIGLA
CTGCTGCTGA
GACAAGTAGT
ARCGCCTGOT
GRCAGCCAGC
CTGGCCCAGE
GECARGATGET
COCGCCGCTA

GETTTETETG
COCTTCTCCCG
AGATGLCGCGG
CCGTCTGELT
AMGECGGACIC
TCRACARRCCT
ATCTGGTGAT
AGGRTGCCARA
GOGCCRAGEA
GCCAGARGGT
ACCTGGCRCG
TTECOGRGAT
ACGGTGGCAG
TCTCCGCCTT
CCCETCGCCAG
TCTGGGRTCA
CCTTCATCGR

TTTATTGGEA
GATCGTGATG
TTACCTCCCC
GGAGCAGCTG
GACCGCCGTG
GGACTACGRG
CCTCTGEGTC
GUGGEETGECGC
GRETACTGCTG
GGTCGAGGLG
CCAGCTGGCT
GCTECETEAT
CTATGTATGG
CRACCCGCAG
CCCCATGECT
GEGTCCACCCO
GAGCCAGTAL

FIGURA 59 (SEQ ID No. 51)

TTGGTCECEC
TTTGGCGACR
TCCAGCCCCC
ACCRACGAGT
GCTTACAACAR
GTCACCCAGT
GGCGCCRACG
GRCECCATCAR
TTCAACCTGO
GCLCARGCCATG
CCCACCGGCR
COGCAGRACT
RAGCCGTTTG
GAGCGOCTCG
GCCCGCAGCG
ACCRCTGTCG
GARGTTCCTCG

TEACAGTTCA
GOCTCTCCGA
CCTACTATGA
TCCCGEECCT
AGATCTCCTG
TCCTGCARAR
ACTATCTGEC
GCGATGLGEC
CGGATCTGGE
TCTCCGCCTA
TGETGAAGCT
TOGGCCTGAG
CCTCCCGCAG
CCATCGCCGE
CCAGCRCCCT
TGCACGOCGC
CCCAC

GGCAGCCGAC
TRCCGGCAAG
GEECCGCTTC
GACCATAGCC
GRATCCCARG
BGACAGCTTC
CTATGGCTGEG
CRACCGCATG
CORGARCCCC
CCACAACCAG
GTTCGAGATC
CGACCAGAGG
CGCCAGCACC
CARCCCGCTG
CARCTGTGRG
CCTGRGUGRG

1  ATGRARLART GGTTTGTTTG TTTRITGGGE TTGATCGCGC TGACRGTTCA GGCAGCCGAC

6l
121
18l
241
3ot
361
421
481
541
B01
g6l
721
781
841
201
25l

BCTCGCCCCG
ATGTACAGCA
TCCARCGGRC
BACGRAGCGG
TATCAGGTCT
AAGCCGGACG
AATACGGERED
GTACTGARCG
TCAGCCCGCA
CTGCTGCTGA
GACRAGCART
BACCCCTGCT
GACCGCCAGC
CTEGCACAGG
GGCAAGATGET
CGLGCCGICR

CCTTCTICLG
RGATGCGCGG
CCGTCTGECT
ARGGLGGTGO
ACRACARCCT
ATCTGEGIGAT
AGGATGECCAR
GTGCCRAGCR
GTCAGRAGET
RCCTGGCACG
TTGCCGAGAT
ACGRCGGCGE
TCTCCGCCTT
CCGTTGCCAG
TCTGGGRTCA
CCTTCATCGA

GATCGTGATGE
TTRCCTCCCC
GGAGCAGCTS
CACTGLCGTG
GGACTACGAG
COCTCTGGEGETC
GCGAGTTCED
GATACTGCTG
GGTCGAGGCGE
CCAGCTGGCC
GCTGCGTGAT
CTATGTGTGG
CAGTCCGCAG
TCCTATGGCC
GETACALLCG
GACCCAGTAC

FIGURA 60 (SEQ ID No. 52)

61
121
181
247
301
3el
471
481
241
E01
661
121
TEL
341

ATGLCGRAGT
GCCCTCGGCC
GARCTACGTCG
GUCARCCTGC
GECEOCCGIC
CAGTACCCGG
CTCACCATCG
GLGEGTETCC
GACGACGRGA
GCCAGGECTC
GOCGACCCET
GCCATCCAGG
TACGTGGRCT
TGCATCGRAC
GRGCGGECGCA

CTGCCCTTCE

TCACCGRCGC
CCCTCGGECGR
TCTETCTGCG
TCACGGROET
GCGTCGCACC
GCGGCAACGA
TCAGCGGECGGE
TCGAGGCCRA
CCCACGCCRG
COTGCTTCCT
CRCARCCTCARA
TCTCCGGEGET
CGCTGCTCTT
TGECCGAGCA

CCGETGTCATG

CRCCGCCCAC
CRGCTACAGC
CTCGACGGTC
CRCCTEOGES
CCAGTTGGAC
CRACAGCACC
CRAGGGCAGC
CRCGETRCCCC
GGTGECEGLT
GRAGCTCCCC
CGACGLGGETC
GTCCGACGEC
CEGGCACAGC
CACGATGGAC

200

TTCGEELOEACA
TCCAGCCCGC
ACCRARGCAGT
GCTTACRACR
GTCACCCAGT
GETGCCAATG
GRTGCCATCA
TTCARCCTGC
GTCAGCCATG
CCOCACCGGCR
CCGCAGRACT
LRAGCCGTTTG
GARCGCCTCG
CGCCGCAGTSE
ACCACTGTCG
GAGTTCCTCG

ACCGLGACAG
GCCGCGCCOG
GCCGGCTCCG
RACTACCCCC
GCCGOGCAGRE
GCGCTCGGETA
TTCATCAACG
CCCTGCARGE
GCGCTCRAGE
CTCGGCTACZC
CTCGCCGELCG
CEGOGEECCE
CACGRCGLCT
CTCGTTCCLG
GTCCTCGGLC

GCCTCTCCGA
CCTACTATGA
TCCCGGETCT
AGATCTCCTG
TCTTGCAGARA
ACTRTCTGEC
GOGATGLGEE
CGGATCTGGE
TCTCCGCCTA
TGGTARAAGCT
TCGGCCTGAG
CCACCCGCRE
CCATCGCCGE
CCAGCCCCCT
TGCACGURAGTD
CCCACGGATG

TCGECCGCCET
CCCAGGCCAC
GCGTCCTGRC
ACGTCATCGC
COGCCGACTT
CCEGCACGGA
CCATCACGGEC
RCRGGCRCGG
RAGECGCTGCT
CETGGATCAC
GTGACGTGEC
CCGAGGAGAT
GCGAGGCCCC
TCCACCCCAA
TGGACTGR

TACCGGCARR
GGGCCGTTITC
GACCATCGCC
GARTCCCARG
AGACAGCTTC
ATATGGCTEG
CARCCGCATG
CCAGARCCCG
TCACARCALG
GTITCGRGATC
CGACGTCGAG
CGETCAGCACT
CAaCCCGCTG
CRACTGTGAG
CCTGAGCGAG
A

CGECACGCTE
TCCGROUCCTE
CGTCGACCCT
CGRCACGACG
CACGLGGGEC
CCTGGTCACG
CTGCEGCACG
CACCTCCTTC
CGGCGETCCG
CCCGGCCACC
CTACCTGCGG
CGGBAGCCACC
CGGCACCCGC
CGLCCTEGGO
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FIGURA 61 (SEQ ID No. 53)

361
421

841

FIGURA 62 (SEQ ID No.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
&l
661

FIGURA 63 (SEQ ID No.

TCAGTCCRGG
GGGGTGEACG
GGCCTCGCAG
CTCLTCGEECE
CACGTCACCG
GRTCCACGEG
CAGCGCCTCC
GTECCTETCO
CGTGATGGLGE
CGTGLOGETE
GTCGGEEGETC
GATGACGTGG
CAGGROGCCG
GECCTGEGEG
GGOGGCGACT

ATGGATTACG
RGGOCCATTG
BCGEGARMAR
AABBTACTTC
GETGCCRACE
ARTATTCETC
CCEGEECTAG
TRCTTCCETA
GRGGAARMAG
TEECARCARC
GACGRATTAT
TACARACTGA

atgaacctgc
tgogggggcy
gtgghgticyg
ggcggeggca
ctgggogtga
aaggooggct
ggccacaacy
tacgoggoca
agCaacyaca
gecattgoca
atgatcgcoca
ceggacygyey
ttcaacacga
gecacaactga
cgggcchgeg
ttctgotogg
ggcgtgoaceo
ctggeggata

CCBREERCGT
GGARCGRAGGC
GCGTCGTEGC
GULCGCOEEA
GLGGLERGGEE
TAGCCGAGAG
TTGEAGCELGE
TTECRGEGGEC
TTCGATGRAGG
CCGAGCGLGT
TEOGCGECGE
GGETAGTTEG
BAGICGECEE
GECECGEECET
BTCGCGETCA

AGARGTTTCT
BAGRTGGCREA
TGGATATTCT
CTGAGATTTT
ATGCATGCTC
RAATGGTATC
TAGATAGAGR
COARRCGRGRR
TTCCCTTCGT
TECTARCAGA
TEAAGETCAT
ABGATTGGAG

gteaatggat
gtgggaccga
gogacagoct
agttcaccac
cgctracgecs
gottegacta
geggrgcgygy
graacaatac
ttrtottoty
cggcocaggt
agggtgcgac
tggcaagogy
cgetgeaaag
cecgeggogat
acgocaccaa
ccaacacgek
cgaccacggo
acgtcgogeoa

CCATCGTETG
TGTGCCCGRA
CGTCGEACAC
CLBUETUETT
GGAGCTTCRG
CCGCCACCCT
GGTACGTGETT
TGCCCTTECC
TGCTGETTETC
CCARCTGGGE
CGLAGGTGRC
CCGTCGAGLGE
TGTAGCTGTC
GGGELGETGEET
TGACACGGCG

54)

GTTATTTGEGE
AGATCAGTAT
TCRAAGRGGE
RAAGCATGRA
ARGCAGGTCCC
TTTGATGRAG
GARCGTEGGAR
CTTTEOCATT
GGCTTTGARAT
TGGEACTGCAD
TGRGACATTC
RAGRTGTGOTA

55)

gggcogoogoc
ccagagegyc
gagcegatate
caacccygygc
ggcggtgatg
tgcgeaggge
ggcgetgace
attcaacgge
gaccactgeg
geageaggec
goaggtctac
cacgaccgge
cgggctggec
ccagaatgge
gatcaatgeo
ggtggotteo
cggeoatogo
ctga

CTCGECCATE
GRECAGLEGET
CCCGGAGRAG
GAGGTGETEEC
GRAGCAGGAC
GGCGTEGEGER
GGCCTCGATC
GCCGCTGREE
GTTGCCGCCG
TGCGRCGCCT
GTCCETEAGG
CAGACAGRGC
GCCGAGGGLG
GTCEETEAGRG
BAGGGCAGGEC

GATTCCATTA
GCTCTTEGRG
TTCARARGGGT
TCCARATATTG
CRARAGTGETCC
TCTTACCATA
RRAAGARARAT
TATTCCGRTE
BRAGGCGTTTC
TTTTCCEGEAR
TACCCCCART
GATCGATGEAT

soggctgoes
aatcocaaty
ggcacctaca
ccgatotygy
ggctacgoca
gyctogoyoy
taccoggttc
aataacgatyg
goggocanca
gcgacggacc
gtgttcaace
caggogotgeo
ggcacctoegy
geoteghtog
ctggtgcoga
ggtgcogaco
ctgatcgera

201

CECCGCTCGT
TCEATCCAGE
TCCRCGTRGS
PEEATGGOCT
EEGTCGEGOGE
CCCCTGGEOGEE
TCGTCGTCGR
ACACCCGLCS
ATGGTGAGCS
GGGTACTGGG
CEGEECEICCGE
ARGTTEGDGE
ACGTAGTCCA
CCGAGEELGA
TTCGGCAT

CTEARTTTEC
CCGECATTAGT
ACACTTCTAG
TCRTGGCCAC
CCCTCCCCGA
TCCGTCCTAT
CTGRAAGARAT
CCTTAGCARAR
RRCAGGARGE
ADGGETRCAR
ATCATCCCAR
CTALCATRAT

ttgocttagg
tegocaaggt
ccooogtege
ccgagaccgl
cctocgtgea
tgaccgates
agecageaget
tegtottogt
geggotecgg
tgotoggota
tgoccgacay
tgracgoget
cgcgcateat
gettocgocaa
gegecggcgy
agagctacct
graacgtgot

CCRGEECETT
GEETECCGGEG
TGGECTCCGSET
GUAGETAGGG
TGECCGEGEET
GEACGCCGAG
RGGAGGTGCC
TECCECRGEC
TGEACCAGGTC
CCCCGCGTGAA
TCETGETCOGD
GETCEACGEE
GGEGTCGGAGT
GLETGLOGAD

TTTTRATACT
CAACGAATAT
BTGGGCGTTG
ARTATTTTTG
ATTIRTCGAT
TATARTAGGR
RGLTCTCGGA
ACTAGCCAAT
TGGTGATGCT
AATTTTTCAT
AARCATGCRG
GTCTTER

cttggoogoy
geagegeatyg
goaggogdty
ggccgegcaa
gaattococes
gaacggocate
cgccaacttc
gotggocgge
agtgscgoco
tgtczaggac
cagectgacy
ggtgggracy
cgacttcaac
caccagogoe
cagetogolyg
gttegoogac
ggcgogootg

120
180
240
300
350
420
480
5449
e0d
660
720
780
B40
200
860
1020
1044
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FIGURA 64 (SEQ ID No. 56)

1 gtgategggt cgtacgtgge ggtgggggac
cococgaenggoy cgblbeoglegg clgggocgac

a1
121
181
241
301
381
421
481
541
601
661
721
781

coogagggeg
gtggcggaac
gqooggraandg
ctggocggtog
acocggggyyg
gqtoccgogoca
gtecaggace
cgggtggoge
coctggocga
gogegogagt
cacgtgacgg
gocotga

acttcacgta
aggtococogog
acatcateoyg
ccgogotgac
tgeccgtoot
tcaccgaccy
goagggegty
tgogogegyy
coctgacgoa
acctggtgog
[afnd aaggggac

FIGURA 65 (SEQ ID No. 57)

121
181
241
301
361
421
481
541
£01
£61
T21
72l

atgcagacyga
atgtcocggace
atggcggooo
gqgacagatcag
ctggteggeg
ctgctgacee
agtccegate
gqoogtgatog
cagtoootog
caccgooggg
tggcacgogo
gtecgogttog
toeggggacy
tga

accocgogha
tgectgecega
gctocococogo
tcgacgagoa
ggetcaacga
aggcegtgga
gocagggteoes
acgacctggo
cogacooloyg
tocgeggagge
cgatcocogge
cooggoagoa
gocotgoogge

FIGURA 66 (SEQ ID No. 58)

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
e01
661
721
781
341
a01
461

1021
L1081
1141
tz201
1281
1321

atgaccocggg
geggegateg
gacgavggod
goocoegegt
cogggoacog
gtoggoggea
gtcacacacy
accatgogoo
gtgatgagog
tactcoccoa
ctggoogacg
tactggecgcot
gegtioggeg
accgacgtco
tacagogteyg
coggeogaca
gtcaaggceg
gaccgogacy
ctgooggteg
cgocgagacga
gtocgtogact
tacgacagog
atogacctgg

gtegtgacgg
tcaccctgat
goagggacca
ccaccggtge
agacgaccgy
coggogogog
cctogatege
ggctcacctt
acaccgoong
tccogtocgy
gogaccgcac
acctgaccgo
actocatcao
tcgocgoacyg
toaacgagygy
dcccgagegy
tcgtegtegt
ccatcctgac
toggogecac
tgcggoagga
tcgacaagge
gogaccacct
cogegotgaa

cacgaacocte
ggtogtogga
goooggoace
cgccgcggoc
caageacchtyg
ctacggctac
ggacgocogac
graggoocta
gogcgygcacy
gtggatoggg
gotgtegoeg

caccaghtoto
cggctcectac
cttcecggtac
ggtggacgtg
cacgekbacag
acggectogee
ggtgctogay
cgggoggoac
gatgtgggac
ggtgtggcag
gacgoogoog
cotgotoooe
caagogooog

gggtgegggg
agtggegato
cgegctooag
ctoggtggge
cctggeggge
gatcaccootc
cctggecgoe
cggcggeage
coctogocate
googgtoace
ggeggacgte
coctegacghg
cgacggogoo
cctgcacoag
catcagegge
actgageogg
coctoggeoto
cggoetacge
gatcacgooyg
ggtcaacgag
cotgogogac
goaccoogoc
gggcgoggog

202

agotteoaceg agggogtcogg
cugetegeeg tactgeleoge

gecgtoogey
chogocooog
gatcoogacyg
ggaaccgtco
cgoggecaaga
coggteotoyg
cggctcorace
ggcotocaoy
ctoegacygtos
cgooggooton
gacgccatoa

gtogoocgtcg
cagtggetygg
gocaacchgg
googocgeca
cocaactgecy
cogeactgog
cgcticogus
ggegeegtyg
gtggaccgge
tocgetoggoo
cogggetgug
tggataggoo
gacctcotyge

gogoecoocoa
tcogoogeoa
googgaggec
gooctgggooa
cgotcogtge
tocgaacctot
gygoccgaca
geocegggtga
cococtacggyy
taccatocge
accgeogtog
ctgagecacy
cgotoscaga
geggcegycy
gaccggotoo
ttoccagocggg
zacgacagtoo
accetocgtog
ttoggegget
gagatcoget
cogtacgacs
gacaaggdot
cocggtcaagy

goaggotoct
acctogtoto
aggtocgooga
tggtgacecac
togeocacgta
acctgtogte
tgtcgocogga
tocooggooga
ggocgogacga
ggggogagteo
agacgocggat

gogactoott
ccgacctoct
cggtgcgogg
tgggagcoga
acatggooeg
agzagotgot
coogcatgga
togteganct
tgcacctgac
acgagcooga
tgacgcgecag
gcaggctgac
coctacgagga

ccaagoaccy
tatacgeogyg
gteotoccacyg
cocgcacoggo
goaacgbogh
acgggcagte
cogoogoogo
tcatocogge
cgaacgtoct
ajjococcggca
cgtacacsac
aggocgacgy
gogacgooas
acggecogga
tgaccagoag
acgtgotgoa
tgaacagoco
acocgggogoa
acggocggcta
ccggecgggt
cgagocogat
acgcgegoat
cgtag

cgacocoggo
ggaccggoge
cgaccagatc
gttegoggey
goggtiogay
cgggttogac
caacgggcac
getgcggage
goggeacace
coctgaccag
cgbgoactgg
gtogggogac
cogoegougty

caccgagggc
cgocaccogg
gaagotgate
cgtgateacyg
ggtgogggac
gohgatgege
ggoeoctgtte
gtacggggec
cgccgaggge
ggaccoogay
gacogoggac
cgggogoteg
cocegoacag

tocectgcte
agogtoogog
aggagacgcc
cgoggocgag
geacaccteg
geogotgacoe
gatcgoogac
gggcggccadg
ggtcaccacg
gacecagcohac
coocacgooo
cacggtogty
coacogetgg
cacgoooogo
geoggogogg
acgeaccaac
ggaactagoo
cghocoggga
caccgaggec
chtegacacy
gegetococgac
gggegeggto
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FIGURA 67 (SEQ ID No. 59)

61
121
3: 38
241
301
35l
421
481
541
E01
661
F21
78l
g41
901
ELN

1021

atgacgagca
ggcggeggca
ctggeocagac
tacggcggca
tccacggocg
tcegggotog
gogtootogg
ccogacatet
cgcteggtgo
grggteggea
ctggoooggo
ggcgggegea
gagctcttog
goggtactge
gacgogotgo
gaggogygha
ctgaagogoc
tga

totocgagggo
tocggoctgge
coagggtggg
cocctgoocac
cogggoegayg
cggcggigge
acgacctgga
gogtgatcat
ggcacctgte
coetgtecgga
gggoctoacg
cgotgtogot
[e{stelalats EXETS
coctoggtotyg
googogaggg
cggaggtcoge
ggagacggeg

FIGURA 68 (SEQ ID No. 60)

61
121
181
Z41
301
361
421
481
541
601

201

atgggtogag
googecetga
gactcaccog
accagooogg
goggtgetgt
tcgeotggeog
gtcaccggog
ccggagetygg
atgacgecgg
aagctoooea
cagggocgoa
ctggoogacy
©gggtggcag
agcgacgacy
tggttocace
accgocgaaga

ggacggaceca
cogecgeogh
ctecttoogg
cgtcocgtogo
cggactgoeo
tacggcitget
cocoggatggo
tggcggigat
tggcggactt
aggcgoaggt
ccaaccoget
cggactozot
actacaacga
gogoggtaca
cgagtgtgga
atccctga

FIGURA 69 (SEQ ID No. 61)

61
121
181
241
301
26l
421
481
241
g0l
661
721
TEL
841
501
861

1021

ttecatcacaa
gacaagcoctt
gggaggtteo
ggcgetogeg
ctacgtggee
cagtgyctec
cggtacgogg
geagetgace
cgogggottc
gocggatogoo
ctacgacgce
cttctacaag
caacgcogoc
cgocttoggg
gctgoacage
caagggctac
cgaagtocoog
gecggtogec

cgatgtcaca
ccocgtgacga
atgagactgt
ctettoggeg
ctoggogact
tgtaageocgca
tteaacttea
cocggtoaact
gccgacacca
aaggogogeg
atcgacageo
ctgggoggea
googacgacs
gacgtcaaca
gheocacccttco
ctgecoogtes
cococcocgggog
cocgoocgtacyg

gagggtggeg
gggagoggcy
ggtgggcacyg
ggccggogac
cgtgoaccgg
ggageggecg
cocggoaggtyg
ggtcggogoe
cteggoggta
cctgggeoacyg
geagebcegeg
gggcgaccty
crtaccaccos
cgcegegote
cttoctgoeg
cgoogocaty
tegggtgteg

geggacgeog
cctgggegny
cagoceghbog
cgoccgtgggo
ggagglgtey
ggggaaggcy
ggacctgaco
ggecggggcy
cegggegian
gtacgtgtcg
gggczagcag
ggactaggag
ggtgetgegg
cgagttoocgg
cggooaggeco

acaccggoca
aagggtoctg
cocogacgoge
cgagcgooge
cctacteoete
gecaccaagho
cegoctgtto
ccggecacoga
tgaccacotyg
cotacatoga
gggcececge
getgogeogt
tcazcagcogt
cgaccttoge
ccgtggagaa
tgaactcogo
gggottogeo
tgcogoegeo

203

cggeggateg
goggtoggte
cogacooggyg
ccgocgotge
geogggeaga
gtgoggetag
gegotggtge
aacgacghbca
cggecggetge
atcgagcggqg
gcggoacaga
cigggtcecgg
tecgoegagy
ggcotgtgge
gtggcgcycy
cctacagggao
gaggcggaac

tacggeegte
ggegtgoegg
azgoggacyga
gactccatca
Ltgggcgaccy
gacgcggccyg
gotoaggtoa
aacgacgegt
ttegaggagy
agcatcocoogg
gtgtggaage
gogacootgo
gaggtetgeyg
ttcogeacgg
cggotggeyy

toccgggteat
ctacatcaga
coocatggey
cgtgtoegeg
gggggtogge
ctaccoggoe
gggcgooecgo
coctggtoage
caacctocag
geagacgetg
agcocaggke
cggtetotog
caccgccaag
cgggcacday
chectaccac
cacctgatot
gtaggtgege
ccoggacgeg

cggooggonc
tggtggtoge
tguegaacge
ggctgatgat
cgregggoga
ggteggtogo
Legecgacce
cococaccgoat
gcacggocgg
tgoggeoageo
cratcggogo
agttogocca
gyracgecac
cggoocgacga
cggoygoesga
ctoggggooc
cgtccagece

geegggegeg
grtgogacto
ggacgygcogec
cgcgeggett
gragcagege
agcacagekg
cocgggcygoe
gocggtocac
catggccac
dcctocaagog
teggoctgty
ggogoaacac
cgaaggaccg
accagttgag
agatcgoeta

ccoctgategt
aatgacagaa
tecogegeteo
ccgegaatee
gogggeager
ctotgggecyg
acaggagacyg
attaccateg
ggcgagagoeg
coggoncage
gtegtoctgg
gagaagtecoo
cgogoogecy
ctgtgctecog
ceccacggeca
cgoggoetact
rtacogoogt
gtocgghitc

gucagtacggoe
cgaggtgcag
gragggactg
gctgggogac
getgotggeg
coagocggqgg
ggaccygagtg
gocggogace
tgcggaggtyg
gctgcgetgg
cgtegageag
gaaccocgogyg
ggocgogaty
ggagoaccog
ggcggogtoo
ctgggogety
gtoocggogtt

tgtegegeote
cgtgggegge
cgcoctgggac
cgacgocctgt
gaaggtcgac
gaactacgcg
geagegegay
gacctoggog
cetgogeaag
gototggteo
coccgtegaty
ggtgocgogac
geggtgcege
ccactgggac
cegogoggte

gggaatgggt
atcctgotca
tecteacooo
aggecaccga
acgacageoay
cotogoacac
tgotggocaa
goggcaacga
cgtgectgge
tggaccaggt
gctacceogeg
gogeggecat
accacggott
gogocoooty
acggacagic
cocgocectga
cgoccgtego
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FIGURA 70 (SEQ ID No. 62)

51

251

301

351

a0l

L =0l

701

781

801

851

901

8951

FRIJVNS

RTGAARARAT
TRCTTTTTTA

GECAGCCEAT
CCGTCGGLTG

GCCTCTCCGA
CGGAGAGGCT

TCCAGCCCGET
BGGTCGGGOG

GEAGCAGCTE
CCTCGTCGAC

BRGGECGETGC
TTCCGCCRCE

TATCAGGICR
ATAGTCCAGT

AGACAGCTTC
TCTETCGRAG

ACTRATCTGGC
TGATAGACCG

GRTGCCATCR
CTACGGTAGT

GATACTGCTG
CTATGRUGAC

GICAGRAGGT
CRGTCTTCCA

CTGCTGCTGEA
GRACGACGRCT

GTTCGRAGATC
CAAGCTCTAG

TCGGCCTGAG
AGCOGGACTO

RAGCCGTTTG
TTCGGECRARAC

CRGTCCGCAG
GTCAGGCGTIC

CCOTTGCCAG
GGCARCGETC

GGCAAGATET
COGTTUTRCA

CCTGAGCGAG
GGACTCGCTC

CCCRC TGA
GGETE ACT

GETTTETCETG
COAAACACAC

RETCGLCCCCG
TCAGCGGGEC

TACCGGCARA
ATGGCCGTTT

CCTACTRTGA
GGATGATACT

ACCAARCAGT
TGETTTGTCA

CACTGECCGTG
GTGRCGGCAL

TCAACARCCT
AGTTETTGGA

RAGCCGGACE
TTCGEICTEC

CTATGGCTGE
GATRCCGACC

GCGATGECGEGE
COUTRCGCNG

ITCAACCTGC
RAGTTGGALG

GGTCGAGSCG
CCAGCTCCGC

ACCTGGCACG
TGEGACCGTEC

GACARGCAAT
CTGTTCGTTA

CGACGTCGAG
GCTGCAGCTC

CCACCCGCRG
GGCTGGECGTC

GARCGCCTCG
CTTGLGEGAGC

TCCTATGGCC
RGGATRACCGG

TCTGGGATCA
AGEACCCTAGT

CGCGCCGCCA
GCGCGGECGET

TTTATTGGER
AMATARCCCT

COTTTTOCCE
GGARARGLGC

ATGTRCAGCA
TACATGTCGT

GGGCCETTTC
CCCGGCARAG

TCCCEEGTCT
AGGGECCCAGA

GCTTACARCA
CGARTETTGET

GGACTACGAG
CCTGRTGCTC

ATCTGETEAT
TRGRCCACTA

ARCACGGARGT
TTGTGCCTCG

CRACCGCATG
GTTGGCGTAC

CGGATCTGGEG
GCCTAGRCCT

GTCRGCCRATS
CAGTCGGETAC

CCAGCTGGLC
GGTCGACCGSE

TTGCCGAGAT
AACGGCTCTA

ARCCCCTECT
TTGEEEACGA

CGTCAGCACC
GCAGTCGTGE

CCATCGCCGE
GETAGLGENC

CGCCGTAGCG
GOGGCETCGE

GGTACRCCCG
COATGTGGGE

CCTTCATCGC
GEALGTAGCG

204

TTGETCGCGC
ARCCAGCGCE

GATCGETGEATE
CTAGCARCTRC

AGATGCGCGG
TCTRACGCGCC

TCCRACGGARC
AGGTTGCCTG

GACCATCGCC
CTGETAGCGEE

BGATCTCCTG
TCTRGRGESAC

GTCACCCAGT
CAGTGGETCR

CCTCTGGEETC
GEAGACCCAR

AGGATGCCAR
TCCTACGGTT

GTACTGAACG
CATGRCTTGC

CCAGAACCCG
GGTETTGGED

TCTCOGCCTA
BGAGGCGGAT

CCCACCGGLA
GGETGECCET

GCTGCGTGAT
CGACGCACTA

ACGACGGCGG
TGCTEOCECD

GACCGCCAGC
CTCEGCGGETCG

CARCCCGCTG
GTTGEGECGAT

CCAGCCCCCT
GETCGEEEEA

ACCACTGTCG
TGETGEACAGC

GARCCAGTRC
CTTGGTCATG

TCACAGTTOA
RCTGTCAAGT

TTCEGCGERTA
BARGCOGCTET

TTRCCTCCCC
ARTGGAGGEG

COCTCTGECT
GGCAGALCGA

BACGAAGCCG
TTGECTTOGOC

GARARTCCCARG
CTTAGGGETTC

TCTTGCAGRR
AGRACETCTT

GETECCRATG
CCACGETTAC

GCGEETTCEC
CGCCCRAGCG

GTGCCRAGCA
CACGGTTCGT

TCAGCTCGCA
AGTCGRAGOGT

TCACRRCCAG
AGTGTTGGETIC

TEGTRAAGCT
RCCATTTCGR

CCGCAGRACT
GGCGTCTTGA

CTATGTGTGG
GATARCACACC

TCTCCGCCTT
AGAGGCGEAA

CTGGCACAGG
GACCGTGICC

CAACTGTGAG
GTTGACACTC

TECRCGCRAGT
ALGTGUGTCSE

GAGTTCCTCG
CTCRAGGAGC
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FIGURA 71 (SEQ ID No. 63)

sl

101

251

301

351

401

451

201

551

60l

651

701

751

BO1

B51

301

251

LO0L

ATGRLAARLT
TACTTTITTTA

GGCAGCCGAC
CLCGTCGGCTG

GCOTCTCCGR
CGGAGAGGCT

TCCAGCLCGC
AGGTCOGEECGE

GERGCAGCTG
CCTCETCGAC

BRAGGCGETGC
TTCCGECACE

TATCAGGTCR
ATAGTCCAGT

BGACAGCTTC
TCTETCGAMG

ACTATCTGGC
TEATAGACCG

GATECCATCA
CTACGGTAGT

GATRCTCECTE
CTATGRACGARC

GTCAGARAGGT
CAGTCTTCCA

CTECTGUTER
GRCGACGACT

GTTCGAGATC
CRAGCTCTARG

TCGGCCTGRE
BGCCGGACTC

BAGCCGTTTG
TTCGGCAARC

CAGTCCGCAG
GTCAGGCGTC

CCGTTGCCAG
GGCAACGGTC

GGCRAAGATGT
CCGTTCTACA

CCTGAGCGAG
GGACTCGCTC

CCCACGGATEG
GGGTGCCTAC

CETTTGTTTG
CCARACAAMAC

ACTCGCCCCG
TGAGCGEEGEC

TACCGGCAMR
ATGGCUGTTT

CCTACTATGA
GGRTGATACT

ACCRAGCAGT
TGEGETTCETCR

CADTGOOGTG
GTGACGECAC

TCAACARCOT
AGTTGTTGEA

ARGCCGGALG
TTCEGLCTGC

ATATGGUTGG
TATACCGACC

GOGATGLGGD
CGCTRCGCCG

TTCARCCTES
AAGTTGGALG

GETCGAGGCG
CCAGCTCCGD

ACCTGGECACG
TGEGEACCGETEC

GACRAGCARAT
CTGTTCGETTA

CGRCGTCGRE
GCTGCAGCTC

CCACCCGCAG
GGTGEECETC

GAACGCCTCG
CTTGCGGARGE

TCCTATGGCC
LGGATRCCGGE

TCTGGGRATCA
AGRCCCTAGT

CGCGCCGCCA
GOGCGECGET

A
T

TTTATTGGGE
ARRTARCCCC

CCTTCTCCCG
GGRAGAGEGC

ATGTACAGCH
TACATGTCGT

GGGCCGTTTC
CCCGGCARRG

TCCOGGETCT
AGGECCCAGA

GCTTACARCH
CGRAATGTTGT

GGACTACGAG
CCTEATGCTC

ATCTGGTGAT
TAGACCACTA

RATRACGGRGT
TTATGCCTCG

CARCCCOATS
GTTGGCGTAC

CEGATCTGGGE
GCCTAGACCC

GTCAGCCATG
CAGTCGGTAC

CCAGCTGGCC
GGTCGACCGE

TTGCCGAGAT
ARCGEGUTCTA

RACCCOTCECT
TTGGGGACGA

CETCAGCRCC
GCAGTCGTGGE

CCATCGCCGG
GETAGCGGCC

CGCCGCAGEG
GCGELGTCER

GETACACCCE
CCATGTGGEE

CCTTCATCGA
GEARGTAGCT

205

TTGRTCGCGEC
AMCTAGCGLG

GATCGTGATG
CTAGCACTAC

RGATGCGCGG
TCTACGCGCC

TCCAACGGAC
AGGTTGCCTG

GACCATCGCC
CTGETAGCGESE

REATCTCUTE
TCTAGRGGAC

GTCACCCAGT
CAGTGGGTCA

CCTCTGGGTC
GGAGACCCAG

BGEGATGCCAAR
TCCTACGGTT

GTACTGRACG
CATGACTTGC

CCAGARRCCEG
GETCTTGGGT

TCTCCGCCTA
RGRGGCGGAT

CCCACCGGCA
GGGETGGCOGT

GCTGCGTGAT
CGRCGCROTA

LCEACGGOGE
TGECTGCCGCC

GACCGCCAGC
CTGECGETCE

CRACCCGCTG
GTTGGGCGAC

CCAGCCCCCT
GETCGEEEGEA

RCCACTGETCE
TGGTGACAGC

GACCCAGTAC
CTGGGTCATG

TGACAGTTCA
ACTGTCARGT

TICGGUGACA
ARGCCGCTET

TTACCTCCCC
ARTGGAGGEG

COGTCTGGECT
GGOAGACCEA

RRCGRAGLGE
TTGCTTCGCC

GRATCCCARAG
CTTRGGGTTC

TCTTGCAGAA
AGARCGTCTT

GETGCCARTE
CCACGGTTAC

GCGAGTTCGC
CGCTCAAGCG

GTGCCARGCR
CACGGTTCGT

TCAGCCCGCA
AGTCGGGCET

TCACAACADG
AGTGTTGTTC

TGGTRAAAGCT
ACCATTTCGA

CCGCAGAACT
GGCGTOTTGA

CTATGTGTGE
GATRCACACC

TCTCCGCCTT
AGREGCGGRA

CTGGCACRGE
GACCGTGETCC

CRACTGETGRG
GTTEACACTC

TECACGCRGE
ACGTGEGTCG

GAGTTCCTCG
CTCRAAGGRGE
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FIGURA 72 (SEQ ID No. 24)

101

151

201

30

0L

351

&0l

701

751

801

$01

851

1001

ATGTTTARGT
TACARRTTCA

GAGTATTRGC
CTCATAATCG

GTCOCGCCTT
CAGGGCGGAR

GGCAARATGT
CCGTTTTACA

CTATGRGEGE
GRTACTCCCG

BOCAGTTCCC
TTETCAALRGEE

GCCGTGGEETT
CGGECACCCAR

CRACCTGGARC
GTTGGACCTS

CGGACGATCT
GCCTGCTAGA

GGCTGGRECA
CCGACCTTGT

TGCGGCCRAC
ACGCCGETTG

ACCTGCOGGA
PGEACGECCT

GAGGCGGETCA
CTCOCGCCRGT

GGCACGCCAG
CCGTGCESETC

AGCAATTTGC
TCGTTARACG

GTCGAGRACC
CAGCTCTTGG

CCGCAGLGTC
GECGTCGECAG

GCCTCGCCAT
CGGAGCGGTA

ATGGCCCGOC
TACCGGGECGEE

GGATCAGGTA
CCTAGTCCAT

COGCCACCTT
GECGETGGAA

TTARBARGAR
ARTTTTTCTT

TTGTTTTCGSE
AACARMRGCC

TTCCCEGATO
ARGGGCCTAG

ACAGCARGAT
TGTCGITCTA

CGTTITCTCCA
GCRAMAGAGGT

GGGTCTGACC
CCCAGROTGE

ACARACRAGAT
TGTTGITCTA

TACGRGGTCA
ATGCTCUAGT

GETGATCCTC
CCACTAGGAG

CEGAGCAGGR
GCCTCGTCCT

CGCATGETAC
GCGTRACCATG

TLUTGEGCCAG
DGERCCCGGTC

GUCATGTCTC
CGGETACAGAG

CIGECCCCCh
GACCGGEGEET

CGREATGCTG
GOTCTACGAC

COTGUTACGA
GGRCGATGCT

AGCRCCGACC
TCGTEGCTEE

CGLCGGCARC
GCGECCGTTG

GCAGCGCCRG
CGTCGCGGETC

CACCCGACCA
GTGGGCTGET

CATCGCGARC
GTAGCGCTTG

TTTCTTRGTT
AERGRATCRA

CAACCGCCTC
GTTGGCGGRG

GITERTGTTCG
CACTACRAGC

GCGCGGTTAC
CGCGCCAATG

BCGGRCCCET
TGCCTGGECA

ATCGCCAACE
TAGCGHTTGEE

CTCCTGGRAT
GAGGACCTTA

COCRGTTCTT
GGGTCARGAR

TEGEGTCEETG
ACCCAGCCRC

TEECAAGEGE
ACGETTCGCC

TEARARCGETGC
BCTTGCCACE

AMCCCGTCAG
TTEEGCAGTC

CGCCTATCAC
GCGEATRAGTG

CCGGCATGET
GGCCGTACCR

CETGATCCSC
GCACTAGGLG

CEGLGECTAT
GCCGCCGATA

GCCAGCTCTC
CEGTCGAGAS

CCGCTGCTGE
GGCGROGRCL

CCCCCTCARAD
GGGGGASTTG

CTGETCETGETA
GACAGCACGT

CAGTACGAGT
GTCATGUTCR

206

GGATTATCGE
COTRATAGCC

TGECAGCTAGE
ACGTCGATCG

GOGRCAGCCT
CGCTGTCGGEA

CTCCCCTCCA
GRGGGGAGET

CTGEGCTEGAG
GACCGACCTC

AAGCGEGRAGE
TTCGCCTTCC

CCCARGTATC
GGGTTCATRAG

GCAGARRGAC
CGTCTTTCTG

CCRATGRCTA
GGTTACTGAT

GTTCGCGATG
CRAGCGCTAC

CRAGCRGATA
GTTCGTCTAT

CTCGCAGTCA
GAGCGTCAGT

AARCCAGITGC
TTGGTCGROG

AAAGCTGETTC
TTTCGRCRRG

RCARCTTCGG
TCTTGRAGCC

GTGETEGAAGT
CACACCTTCG

CGCCTTCAGT
GCGGRAGTCA

CRCAGGCCGT
GTGTCCGGCA

TGCTGAGGGCR
RCACTCCCGT

CGCAGCCCTG
GOGTUGGEAD

TCCTCGCCCA
AGGAGCGGGT

CAGCTTTAAT
GTCGRBARTTAE

GCCGACAGCC
CGGCTGTCGE

CTCCGATARCC
GAGGCTATGE

GCCCGCCCTA
CGGGECGGGAT

CAGCTGACCR
GTCGADTGET

CGGETGCCACT
GCCRCGGTGEA

BGGTCATCAR
TCCAGTAGTT

AGCTTCARGC
TCGARGTTLG

TCTGGECCTAT
AGACCGGATA

CCATCAGCGA
GGTAGTCGCT

CTGCTGTTCA
GACGRCARGT

GARGGTGGTC
CTTCCACCAG

TGCTGAACCT
ACGRCTTEGR

GAGATCGACA
CTCTAGCTGET

CCTGAGCGRC
GEROTCGLTE

CETTTGCOAL
GUARACGETG

CCGCAGGRRC
G3CETCCTTG

TGCCAGTCCT
ACGGTCAGGR

AGATGTTCTG
TCTRACAAGRAC

RGCGAGCGCG
TLGOTLGRGC

CTGATGA
GACTACT



FIGURA 73

SEQ ID No. 68

1
ol
121
181

236

ADTREAFERI
IANEAEGGAT
GWNTEQDAKR
NETLLNT.ARQ

REASFLNCEG

ES 2 645041 T3

VMEGDSL3DT
AVAYNEIGSWD
VEDATIEDAAN
LAFTGHMVELE

EMFWDOVHET

GEMYZEMRGY
PEYQVINNLD
EMVILNGREQT
ETIDEQFAREMT,

TYVHARLSER

207

LESEEPTYEG
YEVTQELOED
LLFNLPDLGD
ROPONEGLEDR

BATFIETQYE

RESNGEYWLE
SFRPDDLVIL
NESARSQEVV
VENPCYDGGY

QLTEQEPGLT
WYGENDYLAY
EAVSHVSAYH
VWEPTF

FLAHG
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FIGURA 74

FIGURA 75

208
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FIGURA 76

DIMENSIONES DEL TUBO DE ACERO:

i DIAMETRO EXTERNO - 70 MM
GROSOR DE LAPARED -2.5 MM

ALTURA —50 MM

\
y

Z\_______/ DIMENSIONES DE LA PLACA DE VIDRIO:
- 120 MM X 120 MM
= )

DIMENSIONES DEL RECIPIENTE:

DIAMETRO EXTERNO - 120 MM
ALTURA - 126 MM

Q.@...

209
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FIGURA 77
SEQ ID NQ. 120

gacactcgec cegecticte cecggategtg atgttcggeg acagcectete cgatacegge 80
aaaatgtaca gcaagatgeg cgattacete cocteccagece cgecctacta tgagggeegt 120
ttctccaacg gaccegtctg getggageag ctgaccaage agttcccggg tetgaccate 180
gccaacgaag cggaaggegg tgecactgee giggcttaca acaagatceic ctgggaccee 240
aagtatcagg tcalcaacaa cciggactac gaggtcacce agitcttgea gaaagacage 300
ttcaagcegg acgatetggt gatectetgg gtcggtgeca atgactatct ggeatatgge 360
tggaatacgg agcaggatge caagcgagtt cgegatgeca tcagegatge gaccaaccge 420
atggtactga acggtgccaa gecagatactg ctgticaacce tgecggatet gggecagaac 480
ccgteagece geagtcagaa ggtggicgag geggicagee atgictcege ctatcacaac 540
aagctgetge tgaacctgge acgecagetg gececeacceg geatggtaaa getgitcgag 600
atcgacaagc aatttgccga gatgetgegt gatccgecaga acticggect gagegacgtc 660
gagaacccct gctacgacgg cggctatgtg tggaagecgt ttgccacceg cagegtcage 720
accgaccgcc agceteteege cttcagiceg caggaacgec tegecatege cggeaacceg 780
ctgctggeac aggecegttge cagtectatg geecgeegea gegecagece cetcaactgt 840
gagggcaaga tgttctggga tcaggtacac ccgaccacty tcgtgecacge agecectgage 900

gagcgcegecg ceaccttcat cgagacceag tacgagtice tegeccacgg atga 954

210



FIGURA 78

ES 2645041 T3

SEQ ID No. 121

VMEGDELEDT
AVAYNEIEWD
VRDATIZDARHN
LAFTGMVELEF

GEMYSEMRGY LPSSFPYYRG
PEYQVINNLD YEVTQFLOXD SFEPDDLVIL
BMVLNGAKOT LLFNLPDLGED NPSARSQHEVV
EIDKQFAEML RDPONEGLSD VENFPCYDGGY

RFSNGEPVWLE

SASPLNCEG EMFWDQVHPT TVVHARLSER AATFIETQYE FLAHG

1 ADTRPAFSRI
61 IAWEREGGAT

121 GWNTEQDAXR
181 MNKLLLNLARQ

236

FIGURA 79

SEQ ID No. 122

ADTRPAEFSRI VMFGDELIDT GEMYSEMRGY LPSEFPPYYEG RFSNGEPVWLE
TANEARGGAT AVAYNEISWD PEYQVINNLD YEVIQFLOXD SFEPDDLVIL
CWNTEQDAXE VRDAISDAAN RMVLNGAKQT LLFNLPDLGQ NPSARSQEVV
NELLENLARYD LAFTGMVELF EIDKQFAEML. RDPONFGLSD VENPCYDGGY

1
&1
121
181

236

ABPLNCEG EMEWDOVEDPT TVVHAALSER RATFIETOYE FLAHG

FIGURA B0

SEQ ID No. 123

q

o=

Bl
L2l
181

238

ADTREAFSRI
TANEAEGGAT
GUNTEQDRKR
NELLLNLARQ

VMEGDSLSDT GEMYSEMRGY
AVAYNELISWD PEYQVINNLD
VRDAISDBAN EMVLNGAEKQL
LAPTGMVELF EIDEQFAEML

LESEPPYYEG
YEVIQFLOKD
LLENLPDLGQ
RDPONFGLSD

EFSHNGDPVWLE
SFXPLOLVIL
NESARSQEVV
VENPCYDGGY

SPLNCEGE EMEFWDOVHET TVVHRALSER AATFIETOYE FLAHG

211

QLTEQFPGLT
WVGANDYLAY
EAVSHVSAYH
VHEPE

QLTEQFEGLT
WVGLHNDYLAY
EAVSHVSAYH
VHEPF

QLTHQFEGLT
WVGANDYLAY
EAVSOVSAYH
VHEFPF
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