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DESCRIPCION
Método enzimatico para aminacion (R)-selectiva

La presente invencion se refiere a un método para la aminacién (R)-selectiva de cetonas y a microorganismos
depositados para su uso en este método.

Un numero considerable de compuestos farmacéuticamente activos (existentes y en desarrollo) contienen una
funcionalidad de amina quiral que no puede derivarse directamente de forma sintética de aminoacidos naturales.
Segun los fabricantes farmacéuticos, la sintesis asimétrica de aminas de cetonas es una de las reacciones mas
deseables para el futuro (Constable et al., Green Chem. 2007, 9, 411). Ademas, es un objetivo de los fabricantes
farmacéuticos confiar tanto como sea posible en rutas "verdes" en la sintesis de sus compuestos farmacéuticamente
activos. Por lo tanto, se prefieren las conversiones biocataliticas.

Una ruta atractiva para la produccién biocatalitica de aminas quirales es la transaminacion estereoselectiva a partir
de una cetona y un donante de amina, de acuerdo con la reaccion [1]:

NH,

i transaminasa iz f 1)
)I\ ' )\ )‘\ ' /lk
Ry R Ry R4 Ry R, R3 Rs

(a] (o] [c] [q]

Las enzimas estereoselectivas requeridas (denominadas indistintamente transaminasas, aminotransferasas o
aminofrasas) se han indicado, por ejemplo, la w-transaminasa (S)-selectiva de Vibrio fluvialis (Shin et al., Appl.
Microbiol. Biotechnol. 2003, 61, 463), aunque las enzimas (S)-selectivas son mucho mas abundantes que las
enzimas (R)-selectivas.

Las transaminasas estereoselectivas se han descrito, por ejemplo, en las publicaciones de patentes europeas
EP1038953 y EP987332.

El documento EP1038953 se refiere a un ADN que codifica una transaminasa capaz de sintetizar (R)-a-
metilbencilamina 6pticamente activa en presencia de sec-butilamina.

El documento EP987332 se refiere en particular a una transaminasa de una especie de Mycobacterium aurum que
puede catalizar la transaminacion estereoselectiva de acetofenona y sec-butilamina a una (R)-a-metilbencilamina
enantioméricamente enriquecida y 2-butanona. La misma transaminasa también se us6 para la resolucién racémica
o (RS)-a-metilbencilamina para obtener (S)-a-metilbencilamina enantioméricamente enriquecida, asi como la sintesis
de D-alanina y D-serina enantioméricamente enriquecidas.

El documento US7169592 se refiere a un ADN de una especie de Arthrobacter que codifica una transaminasa
recombinante, que puede catalizar la transaminacion (R)-estereoselectiva de varias cetonas en presencia de un
donante de amino para producir (R)-aminas enantioméricamente enriquecidas.

Iwasaki et. al. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 2006 (69), 499-505) describen una transaminasa R-especifica de
Arthrobacter sp.

El documento WO 2011/026556 se refiere a una secuencia de aminoacidos de la w-transaminasa de (R)-selectiva
de Aspergillus terreus, identificada por la SEQ ID No. 3.

1 masmdkvfag yaarqailes tettnpfakg iawvegelvp laeariplld ggfmhsdity

61 dvpsvwdgrf friddhitrl easctkirlr Iplprdgvkq ilvemvaksg irdafveliv

121 trglkgvrgt rpedivnnly mfvgpyvwvm epdmarvggs avvartvrrv ppgaidptvk
181 nlgwgdlvrg mfeaadrgat ypfltdgdah Itegsgfniv Ivkdgvlytp drgviqgvtr
241 ksvinaaeaf gievrvefvp velayrcdei fmcttaggim pittldgmpv nggqigpitk
301 kiwdgywamh ydaaysfeid ynern
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Existe la necesidad de transaminasas estereoselectivas adicionales para poder aplicar reacciones de transaminacion
estereoselectivas a un espectro mas amplio de compuestos.

La presente invencion se refiere a un método para la sintesis enzimatica de (R) -aminas enantioméricamente
enriquecidas de férmula general [1][c] a partir de las correspondientes cetonas de férmula general [1][a] usando
transaminasas.

Estas transaminasas se seleccionan del grupo que consiste en

a) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 1;

b) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 3;

c) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 5;

d) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 7;

e) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 9;

f) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
11;

g) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 13;

h) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 15;

i) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
17;

j) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
19;

k) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 21;

1) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
23;

m) una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 25;

n) una proteina que tiene actividad transaminasa y aislada de un microorganismo seleccionado del grupo de
organismos que consiste en Rahnella aquatilis, Ochrobactrum anthropi, Ochrobactrum tritici, Sinorhizobium
morelense, Curtobacterium pusilllum, Paecilomyces lilacinus, Microbacterium ginsengisoli, Microbacterium
trichothecenolyticum, Pseudomonas citronellolis, Yersinia kristensenii, Achromobacter spanius,
Achromobacter insolitus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium frederiksbergense, Mycobacterium
sacrum, Mycobacterium fluoranthenivorans, Burkholderia sp., Burkholderia tropica, Cosmospora
episphaeria, y Fusarium oxysporum, con la condicion de que las proteinas que se han mencionado
anteriormente (es decir, la alternativa (a)) no consistan en una secuencia de aminoacidos idéntica a la
secuencia de aminoacidos n.° 3 del documento W02011/026556.

De acuerdo con la presente invencion, se ha encontrado, en estudios de alineamiento de secuencias usando
alineamiento multiple de secuencias de ClustalWw2 en configuraciones predeterminadas
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2, Larkin et al., Bioinformatics 2007, 23, 2947), que las transaminasas de SEQ ID
No. 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 y 25 para su uso en esta invencién varian en un amplio rango de
porcentaje de identidad con la secuencia de aminoacidos de tipo silvestre de SEQ ID No. 1 de la transaminasa.
Incluso en un porcentaje de identidad de aproximadamente el 30 % con respecto a la SEQ ID No. 1, se encuentran
aun transaminasas muy adecuadas de acuerdo con la presente invencion.

Los inventores han descubierto, sin embargo, que las transaminasas que pueden usarse en la presente invencion (y
los mutantes derivados de las mismas) tienen todas en comun, que tienen al menos 37 aminoacidos conservados,
concretamente, A32, A44, D50, G52, D57, Y60, V65, G68, F71, L73, R79, V106, V116, R122, G123, P145, P177,
K180, N181, W184, D186, E213, G216, N218, P230, L235, G237, R240, V243, E269, A276, G277, G278, P281,
G296, W307, y Y321, cuando se comparan con la secuencia de aminoacidos de tipo silvestre de la SEC ID No. 1 en
las posiciones correspondientes a las posiciones anteriores en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 1.
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Los residuos de aminoacidos de las secuencias de proteinas mutantes o de tipo silvestre correspondientes a las
posiciones de los residuos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de tipo silvestre de la transaminasa de
SEQ ID No. 1 se pueden identificar realizando alineaciones de secuencia multiple ClustalW2 en la configuracion por
defecto. Los residuos de aminoacidos, que se colocan en la misma columna como un residuo de aminoacidos de la
secuencia de transaminasa que se da en SEQ ID No. 1 en tales alineamientos, se definen como posiciones
correspondientes a este residuo de aminoacidos respectivo de la secuencia de transaminasa de SEQ. ID No. 1.

Muestras de cada uno de los microorganismos Rahnella aquatilis, Ochrobactrum anthropi, Ochrobactrum tritici,
Sinorhizobium morelense, Curtobacterium pusilllum, Paecilomyces lilacinus, Microbacterium ginsengisoli,
Microbacterium trichothecenolyticum, Pseudomonas citronellolis, Yersinia kristensenii, Achromobacter spanius,
Achromobacter insolitus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium frederiksbergense, Mycobacterium sacrum,
Mycobacterium fluoranthenivorans, Burkholderia sp., Burkholderia tropica, Cosmospora episphaeria, y Fusarium
oxysporum se depositaron en la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ) en
Braunschweig, Alemania, el 13 de julio de 2010.

En las estructuras quimicas anteriores [1][a] y [1][c], R1 y Rz son diferentes y pueden ser independientemente
alifaticos lineales o ramificados, heteroalifaticos, aromaticos, heteroaromaticos o formar una estructura ciclica.

Mas en particular, R1 y Rz son diferentes y R1y R2 contienen independientemente de 1 a 30 atomos de carbono y R4
y Rz son alifaticos independientemente sustituidos o no sustituidos; alifaticos ramificados sustituidos o sin sustituir;
alifaticos ciclicos sustituidos o sin sustituir; alifaticos heterociclicos sustituidos o sin sustituir, que contienen al menos
un atomo de oxigeno, azufre o nitrégeno; aromaticos sustituidos o sin sustituir; heteroaromaticos sustituidos o sin
sustituir que contienen al menos un atomo de azufre, oxigeno o nitrégeno; o juntos forman una estructura ciclica o
una estructura heterociclica sustituida o sin sustituir, que contiene al menos un atomo de oxigeno, azufre o
nitrégeno; en donde los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en, pero sin limitacion, un atomo de
halégeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, grupo hidroxilo, grupo metoxi, monofluorometilo,
difluorometilo y trifluorometilo.

Preferiblemente, la concentracién final del producto de (R)-amina enantioméricamente enriquecida se encuentra
entre el 1y el 50 % en peso de la mezcla de reaccidon. Mucho mas preferiblemente, la concentracion final del
producto de (R)-amina enantioméricamente enriquecida se encuentra entre el 5y el 35 % en peso de la mezcla de
reaccion.

Un proceso de acuerdo con esta invencion puede realizarse en una mezcla de reaccion acuosa con todas las
reacciones disueltas o en suspensiones con algunos de los reactivos al menos parcialmente disueltos y algunas de
las reacciones al menos parcialmente como material sélido.

El uso de un disolvente no miscible en agua, tal como un disolvente organico que forma una segunda fase liquida
junto a la fase acuosa tamponada que contiene una transaminasa, puede ser ventajoso en reacciones de
transaminasas frente a reacciones en suspensién meramente acuosas o acuosa, ya que el disolvente organico
puede actuar como depdsito para cetonas poco solubles el agua y donantes de amino. Puede aumentar la velocidad
de transferencia de masa para la disolucion de cetonas poco solubles en agua o donantes amino en la fase acuosa
que contiene la transaminasa en comparacion con las reacciones en suspension (sélido-acuoso). Ademas, puede
reducir la inhibicién potencial del sustrato o del producto mediante la eliminacién por extraccion de estos inhibidores
potenciales. Ademas, dicha eliminacién por extraccion de al menos uno de los productos de reaccion de
transaminasa puede llevar el equilibrio de la reacciéon transaminasa en la fase acuosa al lado del producto,
mejorando de este modo el rendimiento y/o la eficacia de la reaccién catalizada por transaminasa.

Un proceso de acuerdo con esta invencion puede realizarse en una mezcla de reaccion que comprende una fase
acuosa y una segunda fase organica. En caso de que se use una mezcla de reaccion que comprenda una fase
acuosa y una segunda fase organica, la mezcla de reaccion comprende preferiblemente una fase acuosa y una
segunda fase organica y la relacion volumétrica de agua:fase organica esta entre 100 y 0,01. Mas preferiblemente, la
mezcla de reaccidon comprende una fase acuosa y una segunda fase orgdnica, y la relacion volumétrica del
agua:fase organica esta entre 20 y 0,1. Mucho mas preferiblemente, la mezcla de reaccion comprende una fase
acuosa y una segunda fase organica, y la relacion volumétrica del agua:fase organica esta entre 20 y 1.

Los disolventes organicos adecuados pueden seleccionarse, por ejemplo, del grupo de, pero sin limitacion,
ciclohexanona, diclorometano, pentano, heptano, MTBE (metil-terc-butiléter), tolueno, 2-metil-tetrahidrofurano,
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acetato de butilo y acetato de etilo.

Las transaminasas a) a m) anteriores para su uso en esta invencion se han identificado en busquedas de bases de
datos en bases de datos publicas de nucleotidos y polipéptidos como EMBL/GenBank/DDBJ, Swiss-Prot/UniProtKB
(lanzado el 15 de junio de 2010), RefSeq o no redundante a través de los servidores EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk) o NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) anotados como "proteina hipotética" con la mayor
similitud con las aminotransferasas de L-aminoacidos de cadena ramificada o 4-amino-4-desoxicorismato liasas
(EC4.1.3.38) pertenecientes a la superfamilia de las enzimas dependientes de piridoxal 5'-fosfato de clase IV
(PLPDE_IV). La actividad y expresién funcional hasta ahora no han sido informadas para soportar la anotacion.

Sorprendentemente, se ha encontrado que las transaminasas a) a m) son de hecho w-transaminasas (R)-selectivas
en lugar de aminotransferasas de aminoacidos (S)-selectivas como se describirda a continuacion. Ademas, las
transaminasas a) a m) difieren en el espectro del sustrato de las (R)-transaminasas descritas en los documentos
EP1038953, EP987332 y US7169592.

Las transaminasas a) a n) anteriores para su uso en esta invencidon se han caracterizado por su actividad y
enantioselectividad en una o mas de las siguientes conversiones de w-transaminasas:

(i) Resolucion racémica de (RS)-a-metilbencilamina.

NH, o NH, [} NH,
)J\ oH (R)-transaminasa. U\
\ . “/ —_— \ + + o
P o /

(RS)-a- dcido pirivico s acclolenona alanina
metilbencilamina metilbencilamina

La enantioselectividad de enzimas en general y las transaminasas especificamente, puede determinarse en una
resolucion racémica de una mezcla racémica de un sustrato que comprende un centro quiral. Una transaminasa (R)-
selectiva para su uso en esta invencién es una enzima que somete a transaminacion preferiblemente (R)-a-
metilbencilamina (MBA) a partir de MBA racémico en presencia de un sustrato de cetona tal como &cido piruvico.
Una (R)-transaminasa para su uso en esta invencion es una enzima que convierte preferiblemente el enantiomero
(R) en el enantiomero (S) de o-metilbencilamina en presencia de &acido pirdvico que da como resultado el
enriquecimiento del enantidmero (S) restante con un exceso enantiomérico (e.e.) de al menos el 10 %.
Preferiblemente, el e.e. resultante de (S)-MBA es al menos del 50 %. Mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 60
%. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 70 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del
80 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 90 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos
del 95 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 96 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al
menos del 97 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 98 %. Mucho mas preferiblemente, el e.e. es
al menos del 99 %.

Tipicamente, se hacen reaccionar 80 mM de a-metilbencilamina (MBA) racémica con piruvato sédico 40 mM en
tampon de fosfato de potasio 100 mM (KPi) a pH 7,0 que contiene piridoxal 5'-fosfato (PLP) 0,1 mM a 28 °C durante
20 h en presencia de una transaminasa. Las concentraciones y excesos enantioméricos de (R) y/o (S)-MBA pueden
determinarse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o cromatografia de gases (GC)
con materiales de columna quirales adecuados. La formulacion de la (R)-transaminasa no es critica; se puede afhadir
como enzima (parcialmente) purificada, extracto libre de células (CFE) o extracto de células en bruto; forma liquida,
en polvo o inmovilizada; células permeabilizadas, células enteras o caldo de cultivo que contienen células que
comprenden la transaminasa o en cualquier otra forma.

(i) Actividad y selectividad en los enantidmeros puros de a-metilbencilamina.

La enantioselectividad de una enzima también se caracteriza por sus actividades especificas hacia los enantiomeros
individuales de un sustrato especifico. Estos se pueden determinar en ensayos de actividad separados con las
formas enantiopuras individuales del sustrato. De acuerdo con esta invencion, las actividades de transaminasa
especificas hacia los dos enantidmeros de a-metilbencilamina (MBA) son una medida para la (R)-selectividad de una
transaminasa. En el contexto de esta invencion, la relacion de las actividades especificas en (R)-MBA sobre las
actividades especificas en (S)-MBA se define como el valor de enantioselectividad de transaminasa (TEV). Una
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transaminasa (R)-selectiva se define como una transaminasa con un valor TEV de >1. Una buena (R)-selectividad
de una transaminasa se define como una relacion de actividad especifica en (R) sobre (S)-MBA de TEV 210. Una
alta (R)-selectividad de una transaminasa se define como una relacion de actividad especifica en (R) sobre (S)-MBA

de TEV 2100.
@/\ )J\[( H (K)-transmmuasa : JL )\r(

ullZ

(R)-a-metilbencilamina  &cido pirivico acetofenona 1lan|m
©/’\ /“W/OH (S)-transaminasa @)\ OH
(8)-a-metilbencilamina  dcido pirdvico acetofenona dldlllﬂd

Las actividades especificas de transaminasas en (R) y (S)-MBA se determinan por separado usando un ensayo
espectrofotométrico. En un volumen de reaccién final de 1 ml, se mezclan 50 pl de una dilucién adecuada de una
transaminasa en forma liquida en una cubeta con (R) o (S)-MBA 12,5 mM y piruvato sédico 5 mM en presencia de
tampon KPi 50 mM a pH 7,5 que contiene PLP 0,1 mM. Las reacciones se inician mediante la adicién de 10 pl de
piruvato sédico 0,5 M (en tampén KPi 50 mM a pH 7,5, PLP 0,1 mM) a los otros componentes del ensayo, después
de la preincubacion a 30 °C durante 5 min. Después de la adicion de piruvato sédico, se registra la absorciéon a 300
nm y la actividad transaminasa en las muestras se calcula segun la ley de Lambert-Beer utilizando el coeficiente de
extincion molar para acetofenona a 300 nm de ¢ = 0,28 cm?umol. Una unidad (U) de actividad transaminasa se
define como 1 pymol de acetofenona formada a partir de (R)-MBA o (S)-MBA 12,5 mM vy piruvato sédico 5 mM a 30
°C en tampoén KPi 50 mM a pH 7,5 que contiene PLP 0,1 mM por minuto. Las actividades de transaminasas
especificas del CFE (U/mg de proteina CFE total) se calculan dividiendo los valores de actividad volumétrica (U/ml
de CFE) por la concentracion total de proteina en la muestra de transaminasa liquida. El valor de enantioselectividad
de transaminasas (TEV) se calcula dividiendo la actividad volumétrica o especifica en (R)-MBA por la actividad
volumeétrica o especifica, respectivamente, en (S)-MBA.

Preferiblemente, la (R)-transaminasa tiene un TEV de al menos 1, mas preferiblemente la (R) -transaminasa tiene un
TEV de al menos 10, incluso mas preferiblemente la (R)-transaminasa tiene un TEV de al menos 100.

(iii) Sintesis de (R)-aminas enantioméricamente enriquecidas de las cetonas correspondientes y donantes de
aminoacidos adecuados tales como bencilamina o a-metilbencilamina.

El resultado deseado tipico de una reaccion catalizada por una transaminasa (R)-selectiva es la formacion de una
(R)-amina enantioméricamente enriquecida de acuerdo con la formula 1[c] de un donante amino y un sustrato de
cetona. Los donadores amino adecuados para las reacciones de transaminasas (R)-selectivas comprenden, por
ejemplo, MBA racémica o (R)-MBA, 1-aminoindano racémico o (R)-1-aminoindano, 1-aminotetralina racémico o (R)-
1-aminotetralina, alanina racémica o D-alanina, isopropilamina, bencilamina, sec-butilamina racémica o (R)-sec-
butilamina (2-aminobutano), 3-alanina o acido racémico o D-3-aminobutirico.

Generalmente, con una transaminasa particular, se prefieren ciertos donantes amino. Sorprendentemente, se ha
encontrado que con la transaminasa de SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 13,
SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 21, SEQ NO ID 23, y SEQ ID No. 43 los donantes amino preferidos son
MBA racémicos o (R)-MBA o sec-butilamina racémica o (R)-sec-butilamina.

Tipicamente 70 mM de donante amino se hace reaccionar con 70 mM de sustrato de cetona en presencia de una
(R)-transaminasa en una mezcla de reaccién acuosa tamponada con fosfato de potasio 100 mM (KPi) a pH 7,5 a 28
°C. Opcionalmente, se pueden usar disolventes miscibles con agua o inmiscibles para solubilizar el donante amino o
sustrato de cetona. Una transaminasa (R)-selectiva para su uso en esta invencion mostrara al menos una baja
conversion de al menos el 0,5 % a la (R)-amina enantioméricamente enriquecida deseada a partir de cantidades
equimolares de donante amino y el sustrato cetona con (R)-amina enantioméricamente enriquecida que tiene un
exceso enantiomérico de al menos el 50 % después de una reaccion de una noche a 28 °C. La forma de la (R)-
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transaminasa no es importante; se puede agregar como una enzima (parcialmente) purificada, extracto libre de
células, o extracto celular en bruto; forma liquida, en polvo o inmovilizada; células permeabilizadas, células enteras o
caldo de cultivo que contiene células que comprenden la transaminasa o en cualquier otra forma.

Es conocido por el experto en la técnica que las reacciones de transaminasa son reacciones reversibles y el grado
de conversion esta influido por el equilibrio de los sustratos y productos especificos. Adicionalmente se conoce por el
experto en la técnica que el grado de conversion de sustrato a concentraciones equimolares de donante de amino y
sustrato de cetona pueden aumentarse, por ejemplo, mediante eliminacién de producto in situ mediante la
evaporacion de uno de los productos de reaccidon o usando resinas, o adicién de enzimas que adicionalmente
convierten uno de los productos de reaccion tal como piruvato descarboxilasa o lactato deshidrogenasa.
Adicionalmente se sabe que el grado de conversion del sustrato de cetona 1[a] en el producto de amina 1[c] puede
aumentarse por un exceso de donante de amino 1[b].

Preferiblemente, la (R)-amina enantioméricamente enriquecida producida tiene un e.e. de al menos el 50 %. Mas
preferiblemente, el e.e. es al menos del 60 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 70 %. Incluso
mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 80 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 90 %.
Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 95 %. Incluso méas preferiblemente, el e.e. es al menos del 96
%. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 97 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del
98 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 99 %. Mucho mas preferiblemente, la (R)-amina
enantioméricamente enriquecida producida tiene un e.e. de mas del 99 %.

En la presente solicitud, "una proteina que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de (una secuencia de referencia)" significa que dicha proteina es un homologo de la secuencia de
referencia respectiva que tiene una secuencia de aminoacidos, que es para al menos el 90 % idéntica a la secuencia
de aminoacidos de la secuencia de referencia como se determina en alineamientos de secuencias realizados con
herramientas de alineamiento de secuencias tales como BLASTP (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast), ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) o Align Plus 5 (Scientific & Educational Software, Cary, NC, Estados Unidos).

El término "homodlogo" se usa en el presente documento en particular para polinucleétidos o polipéptidos que tienen
una identidad de secuencias de al menos el 60 %, preferiblemente al menos el 65 %, mas preferiblemente al menos
el 70 %, mas preferiblemente al menos el 75 %, mas preferiblemente al menos el 80 %, en particular al menos el 85
%, mas en particular al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al
menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, o al menos el 99 %. El término homologo
también pretende incluir secuencias de acidos nucleicos (secuencias de polinucleétidos) que se diferencian de otra
secuencia de acidos nucleicos debido a la degeneracion del cédigo genético y codifican la misma secuencia de
polipéptidos.

Identidad o similitud de secuencias se define en el presente documento como una relaciéon entre dos o mas
secuencias de polipéptidos 0 dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos, como se determina comparando las
secuencias. Normalmente, las identidades o similitudes de secuencia se comparan con respecto a la longitud
completa de las secuencias, pero sin embargo, también pueden compararse sélo una parte de las secuencias que
se alinean entre si. En la materia, "identidad" o "similitud" también se refiere al grado de vinculacién de secuencias
entre secuencias de polipéptidos o secuencias de acidos nucleicos, como pueda ser el caso, como se determina por
el apareamiento entre dichas secuencias. Los métodos preferidos para determinar la identidad o similitud se disefian
para dar el mayor apareamiento entre las secuencias ensayadas. En el contexto de esta invencién, un método de
programa informatico preferido para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluye BLASTP y
BLASTN (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 1990, 215, 403-410, publicamente disponible en NCBI y otras fuentes
(BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCBI NLM NIH, Bethesda, MD, USA). Los parametros preferidos para la
comparacion de secuencias de polipéptidos usando BLASTP son apertura de huecos 10,0, extensién de huecos 0,5,
matriz Blosum 62. Los pardmetros preferidos para la comparacion de secuencias de acidos nucleicos usando
BLASTN son apertura de huecos 10,0, extensién de huecos 0,5, matriz completa de ADN (matriz de identidad de
ADN).

La transaminasa para su uso en esta invencidon puede usarse de cualquier forma. Por ejemplo, la transaminasa
puede usarse - por ejemplo en forma de una dispersion, una soluciéon o en forma inmovilizada - como enzima bruta,
como una enzima comercialmente disponible, como una enzima purificada adicionalmente a partir de una
preparacion comercialmente disponible, como una enzima obtenida de su fuente por una combinacion de
procedimientos de purificacion conocidos, en células completas (opcionalmente permeabilizadas y/o inmovilizadas)
que naturalmente o mediante modificacion genética poseen la actividad de transaminasa requerida, o en un lisado
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de células con tal actividad.

Una célula que comprende una transaminasa en un procedimiento de la invencién puede construirse usando
técnicas de biologia molecular que se conocen en la técnica per se. Por ejemplo, si una transaminasa va a
producirse en un sistema heterdlogo, tales técnicas pueden usarse para proporcionar un vector que comprende un
gen que codifica una transaminasa.

Un gen que codifica un polipéptido con actividad de transaminasa puede adaptarse al uso de codon preferido de la
célula huésped usada para la produccion del polipéptido para mejorar el nivel de expresion del polipéptido. Un
procedimiento adecuado para lograr una adaptacion tal es, por ejemplo, la optimizacion de pares de codones como
se describe en el documento WO08000632.

Un vector que comprende un gen tal puede comprender uno o mas elementos reguladores, por ejemplo, uno o mas
promotores, que pueden ligarse operativamente a un gen que codifica una transaminasa. Los ejemplos de tales
vectores comprenden plasmidos como pBAD/Myc-HisC, pBAD-DEST49, pET-DEST42 (todos de Invitrogen,
Carlsbad, CA, Estados Unidos), plasmidos de las series pET, por ejemplo, pET-26b(+) (Novagen, Nottingham, RU) o
pMS470A8 (Balzer et al., Nucleic Acids Research, 1992, 20 (8): 1851-1858).

Como se usa en el presente documento, el término "operativamente ligado" se refiere a un enlace de elementos de
polinucledtido (o secuencias codificantes o secuencia de acidos nucleicos) en una relacion funcional. Una secuencia
de acidos nucleicos esta "operativamente ligada" cuando se dispone en una relacion funcional con otra secuencia de
acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta operativamente ligado a una secuencia codificante si
afecta la transcripcion de la secuencia codificante.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" se refiere a un fragmento de acido nucleico que
funciona para controlar la transcripcion de uno o mas genes, localizados en la direccion 5' con respecto a la
direccion de transcripcion del sitio de iniciacion dé la transcripcion del gen, y esta estructuralmente identificado por la
presencia de un sitio de unién para ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciacion de la transcripcion y
muchas otras secuencias de ADN que incluyen, pero sin limitacion, sitios de unién a factor de transcripcion, sitios de
union a proteina represora y activadora y cualquier otras secuencias de nucleétidos conocidas para un experto en la
materia por actuar directamente o indirectamente para regular la cantidad de transcripcién del promotor. Un promotor
"constitutivo" es un promotor que es activo bajo la mayoria de las condiciones medioambientales y en desarrollo. Un
promotor "inducible" es un promotor que es activo bajo regulacion medioambiental y en desarrollo. El término
"homadlogo" cuando se usa para indicar la relacidon entre una molécula de acido nucleico o polipéptido (recombinante)
dada y un organismo huésped o célula huésped dada se entiende que significa que en la naturaleza la molécula de
acido nucleico o polipéptido es producida por una célula huésped u organismos de la misma especie,
preferentemente de la misma variedad o cepa.

El promotor que podria usarse para lograr la expresion de las secuencias de nucleétidos que codifican una enzima
para su uso en un procedimiento de la invencién, en particular una transaminasa, tal como se describe en el
presente documento anteriormente, puede ser nativo a la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima a
expresarse, o puede ser heterélogo a la secuencia de nucleétidos (secuencia codificante) con la que esta
operativamente ligado. Preferentemente, el promotor es homdlogo, es decir, endégeno a la célula huésped.

Si se usa un promotor heterélogo (a la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima de interés), el promotor
heterélogo puede producir preferentemente un mayor nivel en estado estacionario del transcrito que comprende la
secuencia codificante (o puede producir mas moléculas de transcrito, es decir, moléculas de ARNm, por unidad de
tiempo) que el promotor que es nativo a la secuencia codificante. Los promotores adecuados en este contexto
incluyen tanto promotores naturales constitutivos como inducibles, ademas de promotores manipulados, que son
muy conocidos para el experto en la técnica.

Un "promotor constitutivo fuerte" es uno que produce ARNm que va a iniciarse a alta frecuencia en comparacion con
una célula huésped nativa.

Los ejemplos de tales promotores constitutivos fuertes en microorganismos Gram-positivos incluyen SP01-26, SP01-
15, veg, pyc (promotor de piruvato carboxilasa) y amyE.

Los ejemplos de promotores inducibles en microorganismos Gram-positivos incluyen el promotor Pspac inducible
con IPTG, el promotor PxylA inducible con xilosa.
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Los ejemplos de promotores constitutivos e inducibles en microorganismos Gram-negativos incluyen, pero sin
limitacion, tac, tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac, laclg, T7, T5, T3, gal, trc, ara (Psap), SP6, A-Pr, y A-PL.

Los ejemplos de promotores constitutivos e inducibles en microorganismos eucariotas tales como levaduras y
hongos incluyen, pero sin limitacién, el promotor AOX, GAP y TEF.

El término "heterélogo" cuando se usa con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina se refiere a un
acido nucleico o proteina que no se produce naturalmente como parte del organismo, célula, genoma o secuencia de
ADN o ARN en que el que esta presente, o que se encuentra en una célula o localizacidon o localizaciones en el
genoma o secuencia de ADN o ARN que se diferencian de los que se encuentran en la naturaleza. Los acidos
nucleicos o proteinas heterélogos no son enddgenos a la célula en la que se introducen, pero han sido obtenidos de
otra célula o se producen sintéticamente o recombinantemente. Generalmente, aunque no es necesario, tales acidos
nucleicos codifican proteinas que normalmente no son producidas por la célula en la que el ADN se transcribe o
expresa. De forma similar, el ARN exdgeno codifica proteinas normalmente no expresadas en la célula en la que el
ARN exoégeno esta presente. Los &cidos nucleicos y proteinas heterdlogos también pueden denominarse acidos
nucleicos o proteinas extrafios. Cualquier acido nucleico o proteina que un experto en la materia reconocerla como
heterdlogo o extrafio a la célula en la que se expresa esta englobado en el presente documento por el término acido
nucleico o proteina heterdloga.

La célula huésped o microorganismo puede seleccionarse en particular del grupo de géneros que consiste en
Aspergillus, Bacillus, Corynebacterium, Escherichia, Saccharomyces, Pseudomonas, Gluconobacter, Penicillium, y
Pichia. En particular, la cepa huésped y, por tanto, la célula huésped adecuada para la produccién de una
transaminasa, puede seleccionarse del grupo de células huésped de Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens, Corynebacterium glutamicum, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, y Pichia pastoris.

Las proteinas que tienen actividad de transaminasa mencionadas anteriormente en n) son producidas por
microorganismos presentes en muestras de tierra recogidas de Paises Bajos y Alemania. Estos microorganismos se
enriquecieron de estas muestras de tierra en un medio de cultivo usando una (R)-amina como Unica fuente de
nitrégeno para el microorganismo para el crecimiento. Para este fin se usaron las seis siguientes (R)-aminas
estructuralmente diversas como Unica fuente de nitrégeno: (R)-2-aminobutano, (R)-3,3-dimetil-2-aminobutano, (R) -
a-metilbencilamina, (R)-a-etilbencilamina, (R)-1-aminoindano y (R)-1-aminotetralina.

Posterior al enriquecimiento en medio liquido, los microorganismos se aislaron sobre placas de agar que contenian
la (R)-amina respectiva como uUnica fuente de nitrdgeno, de nuevo se cultivaron cultivos puros en el medio de
enriquecimiento liquido respectivo y se usaron para reacciones de transaminasa en sistemas de células completas.
Las conversiones y excesos enantioméricos resultantes de las (R)-aminas producidas se monitorizaron por analisis
de HPLC o CG.

El resultado deseado tipico de una reaccion catalizada por una transaminasa (R)-selectiva es la formacion de una
(R)-amina enantioméricamente enriquecida de acuerdo con la formula 1[c] de un donante amino y un sustrato de
cetona. Los donantes amino adecuados para las reacciones de transaminasas (R)-selectivas comprenden, por
ejemplo, MBA racémica o (R)-MBA, 1-aminoindano racémico o (R)-1-aminoindano, 1-aminotetralina racémico o (R)-
1-aminotetralina, alanina racémica o D-alanina, isopropilamina, bencilamina, sec-butilamina racémica o (R)-sec-
butilamina (2-aminobutano), B-alanina o acido racémico o D-3-aminobutirico.

Tipicamente se hacen reaccionar 80 mM de donante de amino con 40 mM de sustrato de cetona en presencia de
una (R)-transaminasa en una mezcla de reaccion acuosa tamponada con fosfato de potasio (KP;) 100 mM apH 7,5 a
28 °C. Preferentemente, al menos 100 mM de sustrato de cetona se usan en presencia de una (R)-transaminasa en
una mezcla de reaccion acuosa tamponada con fosfato de potasio 100 mM (KPi) a pH 7,5 a 28 °C. Opcionalmente
pueden usarse disolventes miscibles o inmiscibles en agua para solubilizar el donante de amino o sustrato de
cetona. Una transaminasa (R)-selectiva segun la presente invencion presentara al menos baja conversion del 0,5 %
en la (R)-amina enantioméricamente enriquecida deseada a partir de cantidades equimolares de donante de amino y
sustrato de cetona con la (R)-amina enantioméricamente enriquecida que tiene un exceso enantiomérico de al
menos el 50 % después de la reaccion durante la noche a 28 °C.

La forma de la (R)-transaminasa no es critica; se puede afiadir como enzima (parcialmente) purificada, extracto libre

de células o extracto de células en bruto; forma liquida, en polvo o inmovilizada; células permeabilizadas, células
enteras o caldo de cultivo que contienen células que comprenden la transaminasa o en cualquier otra forma.
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Es conocido por el experto en la técnica que las reacciones de transaminasa son reacciones reversibles y el grado
de conversion esta influido por el equilibrio de los sustratos y productos especificos. Adicionalmente se conoce por el
experto en la técnica que el grado de conversion de sustrato a concentraciones equimolares de donante de amino y
sustrato de cetona pueden aumentarse, por ejemplo, mediante eliminacidon de producto in situ mediante la
evaporacioén de uno de los productos de reaccién o usando resinas, o adicién de enzimas que adicionalmente
convierten uno de los productos de reaccion tal como piruvato descarboxilasa o lactato deshidrogenasa.

Preferiblemente, la (R)-amina enantioméricamente enriquecida producida tiene un e.e. de al menos el 50 %. Mas
preferiblemente, el e.e. es al menos del 60 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 70 %. Incluso
mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 80 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 90 %.
Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 95 %. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 96
%. Incluso mas preferiblemente, el e.e. es al menos del 97 %. Mucho mas preferiblemente, la (R)-amina
enantioméricamente enriquecida producida tiene un e.e. de al menos el 99 %.

El resultado final fue una coleccién de 31 microorganismos, que se caracterizaron como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Los depdésitos en la Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ) en Braunschweig,
Alemania, se hicieron el 13 de julio de 2010

Coédigo | Microorganismo (nombre cientifico) | Nimero de depdsito de DSMZ
3Na Rahnella aquatilis DSM 23797
3Kb Rahnella aquatilis no aplicable
3Ba Ochrobactrum anthropi no aplicable
3Db Ochrobactrum anthropi DSM 23793
3H1 Sinorhizobium morelense DSM 23794

5BaB Curtobacterium pusillum DSM 23787
5BaS Paecilomyces lilacinus DSM 23771
2A2 Microbacterium ginsengisoli no aplicable
2Ca Microbacterium ginsengisoli no aplicable
2Cb Ochrobactrum anthropi no aplicable
2M1 Pseudomonas citronellolis DSM 23795
2Da Yersinia kristensenii DSM 23792
2K1 Ochrobactrum anthropi no aplicable
6Ab Ochrobactrum tritici DSM 23786
6Bb Mycobacterium fortuitum DSM 23789
6l Achromobacter spanius DSM 23791
6F Achromobacter spanius no aplicable
1Ea Achromobacter insolitus DSM 23790
1la Mycobacterium frederiksbergense DSM 23798
1lb Mycobacterium sacrum DSM 23785
1Eb Mycobacterium fluoranthenivorans no aplicable
1A2 Mycobacterium fluoranthenivorans no aplicable
1Nb Mycobacterium fluoranthenivorans DSM 23796
1Ja Mycobacterium fluoranthenivorans no aplicable
1A1 Microbacterium ginsengisoli DSM 23784
4D1 Burkholderia sp. no aplicable
4F1 Burkholderia tropica DSM 23799
4Bd Cosmospora episphaeria DSM 23772
4 Rahnella aquatilis no aplicable
4Ba Fusarium oxysporum DSM 23770
4Bc Microbacterium trichothecenolyticum DSM 23788

Para la sintesis de (R)-aminotetralina enantioméricamente enriquecida a partir de tetralona se usa preferentemente
el microorganismo Sinorhizobium morelense, Rahnella aquatilis u Ochrobactrum anthropi o una transaminasa
obtenible de cualquiera de estas especies. Mas preferentemente, el microorganismo Rahnella aquatilis u
Ochrobactrum anthropi o una transaminasa obtenible de cualquiera de estas especies. Mucho mas preferiblemente
se usa el microorganismo Ochrobactrum anthropi o una transaminasa obtenible de esta especie.
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Para la sintesis de (R)-aminoindano enantioméricamente enriquecido a partir de indanona se usa preferentemente el
microorganismo Paecilomyces lilacinus o Curtobacterium pusillum o una transaminasa obtenible de cualquiera de
estas especies. Mucho mas preferiblemente se usa el microorganismo Curtobacterium pusillum o una transaminasa
obtenible de esta especie.

Para la sintesis de (R)-a-etilbencilamina enantioméricamente enriquecida a partir de propiofenona se usa
preferentemente el microorganismo Microbacterium ginsengisoli, Yersinia kristensenii, Pseudomonas citronellolis u
Ochrobactrum anthropi o una transaminasa obtenible de cualquiera de estas especies. Mas preferentemente se usa
el microorganismo Yersinia kristensenii, Pseudomonas citronellolis u Ochrobactrum anthropi o una transaminasa
obtenible de cualquiera de estas especies. Incluso mas preferiblemente se usa el microorganismo Pseudomonas
citronellolis u Ochrobactrum anthropi o una transaminasa obtenible de cualquiera de estas especies. Mucho mas
preferiblemente se usa el microorganismo Ochrobactrum anthropi o una transaminasa obtenible de esta especie.

Para la sintesis de (R)-a-metilbencilamina enantioméricamente enriquecida a partir de acetofenona se usa
preferentemente el microorganismo Mycobacterium fortuitum, Ochrobactrum tritici o Achromobacter spanius o una
transaminasa obtenible de cualquiera de estas especies. Mas preferentemente se usa el microorganismo
Ochrobactrum tritici o Achromobacter spanius o una transaminasa obtenible de cualquiera de estas especies. Mucho
mas preferiblemente se usa el microorganismo Achromobacter spanius o una transaminasa obtenible de esta
especie.

Para la sintesis de (R)-3,3-dimetil-2-aminobutano enantioméricamente enriquecido a partir de 3,3-dimetil-2-butanona
se usa preferiblemente un microorganismo del género Mycobacterium o una transaminasa obtenible de este género.
Mas preferiblemente se usa un microorganismo del grupo de Mycobacterium frederiksbergense, Mycobacterium
sacrum o Mycobacterium fluoranthenivorans, o una transaminasa obtenible de una de estas especies,
respectivamente. Incluso mas preferiblemente se usa el microorganismo Microbacterium ginsengisoli o
Achromobacter insolitus o una transaminasa obtenible de cualquiera de estas especies. Mucho mas preferiblemente
se usa el microorganismo Achromobacter insolitus o una transaminasa obtenible de esta especie.

Para la sintesis de (R)-2-aminobutano enantioméricamente enriquecido a partir de 2-butanona se usa
preferentemente un microorganismo del género Burkholderia o una transaminasa obtenible de este género. Mas
preferentemente se usa un microorganismo del grupo de Cosmospora episphaeria o Fusarium oxysporum o una
transaminasa obtenible de cualquiera de estas especies, respectivamente. Incluso mas preferiblemente se usa el
microorganismo Microbacterium trichothecenolyticum o una transaminasa obtenible de esta especie. Mucho mas
preferiblemente se usa un microorganismo del grupo de Burkholderia sp., Burkholderia tropica o Rahnella aquatilis, o
una transaminasa obtenible de cualquiera de estas especies, respectivamente.

El reaislamiento de los microorganismos individuales de los conjuntos depositados puede lograrse sembrando
diluciones adecuadas de los microorganismos reunidos y volviendo a extender sobre el medio de enriquecimiento
selectivo que contiene la (R)-amina respectiva, en la que se han enriquecido originalmente. El volver a extender de
forma repetida sobre la (R)-amina respectiva que contiene medio de enriquecimiento selectivo se realiza hasta que
soOlo se obtienen colonias de morfologia uniforme. Posteriormente se realiza la secuenciacion de ARNr 16S o ARNr
D2-LSU, por ejemplo, usando el sistema MicroSEQ® validado (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), para
identificar de nuevo los microorganismos individuales.

Las transaminasas obtenibles de las cepas en la Tabla 1 incluyen enzimas derivadas de secuencias de genes de
transaminasa de las cepas en la Tabla 1. Estas secuencias de genes pueden identificarse y aislarse por diversos
métodos conocidos para el experto en la técnica, tales como secuenciacion del genoma y comparacion de
secuencias con secuencias de transaminasa conocidas, aislamiento de ADN y usando sondas con secuencias de
ADN que tienen un alto grado de identidad (al menos el 80 %) con genes de transaminasa conocidos, purificacion de
enzimas y secuenciacion de enzimas, transformacion de ADN derivado de estas cepas en otros organismos
huésped y seleccion para el crecimiento sobre (R)-aminas seguido de secuenciacion de ADN, o combinaciones de
estos enfoques (Ausubel et al., eds., "Current protocols in molecular biology", Green Publishing and Wiley
Interscience, Nueva York 1987).

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un microorganismo depositado que comprende una
enzima que tiene actividad (R)-transaminasa del grupo de organismos que consiste en Ochrobactrum anthropi
(depositado como DSM 23793), Ochrobactrum tritici (depositado como DSM 23786), Sinorhizobium morelense
(depositado como DSM 23794), Curtobacterium pusilllum (depositado como DSM 23787), Paecilomyces lilacinus
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(depositado como DSM 23771), Microbacterium ginsengisoli, Microbacterium trichothecenolyticum (depositado como
DSM 23788), Pseudomonas citronellolis (depositado como DSM 23795), Yersinia kristensenii (depositado como
DSM 23792), Achromobacter insolitus (depositado como DSM 23790), Mycobacterium fortuitum (depositado como
DSM 23789), Mycobacterium frederiksbergense (depositado como DSM 23798), Mycobacterium sacrum (depositado
como DSM 23785), Mycobacterium fluoranthenivorans (depositado como DSM 23796), Burkholderia sp.,
Burkholderia tropica (depositado como DSM 23799), Cosmospora episphaeria (depositado como DSM 23772), y
Fusarium oxysporum (depositado como DSM 23770).

Por consiguiente, un aspecto adicional de la descripcién se refiere a un microorganismo que comprende una enzima
que tiene actividad (R)-transaminasa seleccionada del grupo que consiste en Cpu-TA1 [SEQ ID No.30], Cpu-TA2
[SEQ ID No.33], Cpu-TA3 [SEQ ID No.35], Rag-TA2 [SEQ ID No.38], Rag-TA3 [SEQ ID No.40], Asp-TA1 [SEQ ID
No.43] y Mgi-TA1 [SEQ ID No. 46] o una proteina que tiene al menos un 90 %, preferiblemente al menos un 91 %,
preferiblemente al menos un 92 %, preferiblemente al menos un 93 %, preferiblemente al menos un 94 %,
preferiblemente al menos un 95 %, preferiblemente al menos un 96 %, preferiblemente al menos un 97 %,
preferiblemente al menos un 98 %, preferiblemente al menos un 99 % de identidad con cualquiera de estas
secuencias de aminoécidos.

Por consiguiente, un aspecto adicional se refiere a un polipéptido que tiene actividad (R)-transaminasa y puede
obtenerse a partir de un organismo seleccionado del grupo que organismos que consiste en Rahnella aquatilis
(depositado como DSM 23797), Ochrobactrum anthropi (depositado como DSM 23793), Ochrobactrum tritici
(depositado como DSM 23786), Sinorhizobium morelense (depositado como DSM 23794), Curtobacterium pusilllum
(depositado como DSM 23787), Paecilomyces lilacinus (depositado como DSM 23771), Microbacterium ginsengisoli,
Microbacterium trichothecenolyticum (depositado como DSM 23788), Pseudomonas citronellolis (depositado como
DSM 23795), Yersinia kristensenii (depositado como DSM 23792), Achromobacter spanius (depositado como DSM
23791), Achromobacter insolitus (depositado como DSM 23790), Mycobacterium fortuitum (depositado como DSM
23789), Mycobacterium frederiksbergense (depositado como DSM 23798), Mycobacterium sacrum (depositado como
DSM 23785), Mycobacterium fluoranthenivorans (depositado como DSM 23796), Burkholderia sp., Burkholderia
tropica (depositado como DSM 23799), Cosmospora episphaeria (depositado como DSM 23772), y Fusarium
oxysporum (depositado como DSM 23770).

Por consiguiente, un aspecto adicional se refiere a un polipéptido que tiene actividad (R)-transaminasa y al menos
un 90 %, preferiblemente al menos un 91 %, preferiblemente al menos un 92 %, preferiblemente al menos un 93 %,
preferiblemente al menos un 94 %, preferiblemente al menos un 95 %, preferiblemente al menos un 96 %,
preferiblemente al menos un 97 %, preferiblemente al menos un 98 %, preferiblemente al menos un 99 % de
identidad de secuencia con un polipéptido que tiene actividad (R)-transaminasa y obtenible a partir de organismo
seleccionado del grupo que organismos que consisten en Rahnella aquatilis (depositado como DSM 23797),
Ochrobactrum anthropi (depositado como DSM 23793), Ochrobactrum tritici (depositado como DSM 23786),
Sinorhizobium morelense (depositado como DSM 23794), Curtobacterium pusilllum (depositado como DSM 23787),
Paecilomyces lilacinus (depositado como DSM 23771), Microbacterium ginsengisoli, Microbacterium
trichothecenolyticum (depositado como DSM 23788), Pseudomonas citronellolis (depositado como DSM 23795),
Yersinia kristensenii (depositado como DSM 23792), Achromobacter spanius (depositado como DSM 23791),
Achromobacter insolitus (depositado como DSM 23790), Mycobacterium fortuitum (depositado como DSM 23789),
Mycobacterium frederiksbergense (depositado como DSM 23798), Mycobacterium sacrum (depositado como DSM
23785), Mycobacterium fluoranthenivorans (depositado como DSM 23796), Burkholderia sp., Burkholderia tropica
(depositado como DSM 23799), Cosmospora episphaeria (depositado como DSM 23772), and Fusarium
oxysporum(depositado como DSM 23770).

Por consiguiente, un aspecto adicional se refiere a un polipéptido que tiene actividad (R)-transaminasa seleccionada
del grupo que consiste en Cpu-TA1 [SEQ ID No.30], Cpu-TA2 [SEQ ID No.33], Cpu-TA3 [SEQ ID No.35], Rag-TA2
[SEQ ID No.38], Rag-TA3 [SEQ ID No.40], Asp-TA1 [SEQ ID No.43] y Mgi-TA1 [SEQ ID No. 46] o una proteina que
tiene al menos un 90 %, preferiblemente al menos un 91 %, preferiblemente al menos un 92 %, preferiblemente al
menos un 93 %, preferiblemente al menos un 94 %, preferiblemente al menos un 95 %, preferiblemente al menos un
96 %, preferiblemente al menos un 97 %, preferiblemente al menos un 98 %, preferiblemente al menos un 99 % de
identidad con cualquiera de estas secuencias polipeptidicas.

Por consiguiente, un aspecto adicional se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido que tiene actividad (R)-transaminasa y al menos un 90 %, preferiblemente al menos un 91 %,
preferiblemente al menos un 92 %, preferiblemente al menos un 93 %, preferiblemente al menos un 94 %,
preferiblemente al menos un 95 %, preferiblemente al menos un 96 %, preferiblemente al menos un 97 %,
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preferiblemente al menos un 98 %, preferiblemente al menos un 99 % de identidad de secuencia con un polipéptido
que tiene actividad (R)-transaminasa y obtenible a partir de organismo seleccionado del grupo que organismos que
consisten en Rahnella aquatilis (depositado como DSM 23797), Ochrobactrum anthropi (depositado como DSM
23793), Ochrobactrum tritici (depositado como DSM 23786), Sinorhizobium morelense (depositado como DSM
23794), Curtobacterium pusilllum (depositado como DSM 23787), Paecilomyces lilacinus (depositado como DSM
23771), Microbacterium ginsengisoli, Microbacterium trichothecenolyticum (depositado como DSM 23788),
Pseudomonas citronellolis (depositado como DSM 23795), Yersinia kristensenii (depositado como DSM 23792),
Achromobacter spanius (depositado como DSM 23791), Achromobacter insolitus (depositado como DSM 23790),
Mycobacterium fortuitum (depositado como DSM 23789), Mycobacterium frederiksbergense (depositado como DSM
23798), Mycobacterium sacrum (depositado como DSM 23785), Mycobacterium fluoranthenivorans (depositado
como DSM 23796), Burkholderia sp., Burkholderia tropica (depositado como DSM 23799), Cosmospora episphaeria
(depositado como DSM 23772), and Fusarium oxysporum(depositado como DSM 23770).

Por consiguiente, un aspecto adicional se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido que tiene actividad (R)-transaminasa seleccionada del grupo que consiste en Cpu-TA1 [SEQ ID No.30],
Cpu-TA2 [SEQ ID No.33], Cpu-TA3 [SEQ ID No.35], Rag-TA2 [SEQ ID No.38], Rag-TA3 [SEQ ID No.40], Asp-TA1
[SEQ ID No.43] y Mgi-TA1 [SEQ ID No. 46] o una proteina que tiene al menos un 90 %, preferiblemente al menos un
91 %, preferiblemente al menos un 92 %, preferiblemente al menos un 93 %, preferiblemente al menos un 94 %,
preferiblemente al menos un 95 %, preferiblemente al menos un 96 %, preferiblemente al menos un 97 %,
preferiblemente al menos un 98 %, preferiblemente al menos un 99 % de identidad con cualquiera de estas
secuencias polipeptidicas.

Las enzimas derivadas de secuencias génicas de las cepas en la tabla 1 también incluyen enzimas con identidades
de secuencia de al menos un 90 %, preferiblemente al menos un 91 %, preferiblemente al menos un 92 %,
preferiblemente al menos un 93 %, preferiblemente al menos un 94 %, preferiblemente al menos un 95 %,
preferiblemente al menos un 96 %, preferiblemente al menos un 97 %, preferiblemente al menos un 98 %,
preferiblemente al menos un 99 % que se obtienen por mutagénesis de genes obtenidos a partir de cepas en la tabla
1. Los métodos de mutagénesis se conocen por el experto en la técnica e incluyen sintesis de genes, ademas de
procedimientos de mutagénesis usando cebadores mutagénicos (Bloom & Arnold, Proc Natl Acad Sci USA 2009,
106, 9995).

Ejemplos
General
Medio de crecimiento microbiano

Medio LB (Luria Bertani)

10 g/l de Triptona Bacto (BD, Le Pont de Claix, Francia)

5 g/l de de Extracto de Levadura Bacto Triptona (BD, Le Pont de Claix, Francia)
5 g/l de NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania)

15 g/l de agar Bacto (para medio sélido, BD, Le Pont de Claix, Francia)

Los componentes se disolvieron en agua desmineralizada vy, si fue necesario, el pH se ajusté a 7,0. Los medios se
esterilizaron en autoclave durante 20 min a 121 °C. Para medios sélidos se afiadi6é agar antes de la esterilizacion en
autoclave. Los antibidticos se afiadieron después de que el medio esterilizado en autoclave se hubiera enfriado a 60
°C

Medio de enriquecimiento selectivo (SEM)

10 g/l de base de carbono de levadura Difco (YCB, BD, Sparks, MD, Estados Unidos)
Glicerol 55 mM (Merck, Darmstadt, Alemania)

Acido pirGvico 10 mM (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania)

Sustrato de (R)-amina 5 mM

15 g/l de agar noble Difco (BD, Le Pont de Claix, Francia)

Se prepard una solucion madre de medio YCB (100 g/l), glicerol 550 mM y &cido pirdvico 100 mM en agua MilliQ

(Millipore, Billerica, MA, Estados Unidos) y se esterilizé por filtracion a través de filtros estériles de 0,22 ym. Se
prepararon medios de enriquecimiento liquido afiadiendo un sustrato de (R)-amina seleccionado del grupo (R)-2-
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aminobutano, (R)-3,3-dimetil-2-aminobutano, (R)-a-metilbencilamina, (R)-a-etilbencilamina, (R)-1-aminoindano y (R)-
1-aminotetralina a 1:10 con solucién madre de medio de enriquecimiento diluida con agua MilliQ estéril. Los medios
de enriquecimiento solidos se prepararon por consiguiente con agua MilliQ esterilizada en autoclave que contenia
agar noble para obtener una concentracion final de 15 g/l.

Antibidticos

Se us6é medio LB que contenia carbenicilina o neomicina en concentraciones finales de 100 pg/ml para seleccionar y
cultivar cepas de Escherichia coli recombinantes que contenian vectores de expresion que comprenden [SEC IDs
No. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26] para mantener los plasmidos. Las soluciones madre (50 mg/ml) de
carbenicilina y neomicina se esterilizaron por filtracion a través de filtros estériles de 0,22 ym.

Técnicas moleculares y

Técnicas genéticas y de biologia molecular convencionales son generalmente conocidas en la técnica y se han
descrito previamente (Maniatis et al. 1982 "Molecular cloning: a laboratory manual”". Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, N.Y.; Miller 1972 "Experiments in molecular genetics", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor; Sambrook and Russell 2001 "Molecular cloning: a laboratory manual" (3% edicion), Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press; F. Ausubel et al, eds., "Current protocols in molecular biology",
Green Publishing and Wiley Interscience, Nueva York 1987).

Plasmidos y cepas

Se usaron cepas TOP10 de E. coli (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) para todos los procedimientos de
clonacion. También se uso E. coli para la expresion de proteinas. Para la induccion de expresion génica se uso L-
arabinosa a una concentracion final del 0,02 % (peso/volumen).

Clonacion de genes diana

Los genes diana de acuerdo con las [SEQ IDs No. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26] se optimizaron por
pares de codones de acuerdo con un procedimiento descrito en el documento WO08000632. Se afiadieron los sitios
attB a todos los genes en la direccion 5' del sitio de union ribosémico y coddn de iniciaciéon y en la direccion 3' del
codon de terminacion para facilitar la clonacion usando la tecnologia Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados
Unidos). Se obtuvieron genes sintéticos de Geneart (Regensburg, Alemania). Las construcciones génicas se
clonaron en un vector de expresion derivado de pBAD/Myc-HisC (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) usando
la tecnologia Gateway (Invitrogen) mediante los sitios attB introducidos y pDONR201 (Invitrogen) como vector de
entrada como se describe en los protocolos del fabricante (www.invitrogen.com). De esta forma se obtuvieron los
vectores de expresion pBAD, respectivamente. Las cepas de expresion correspondientes se obtuvieron por
transformacion de células de E. coli quimicamente competentes con los vectores de expresion de pBAD respectivos.

Identificacion de plasmidos

Los plasmidos que llevan los diferentes genes se identificaron por medios genéticos, bioquimicos y/o fenotipicos
generalmente conocidos en la técnica, tales como resistencia de transformantes a antibidticos, analisis de
diagnoéstico por PCR de transformante o purificacion de ADN de plasmido, analisis de restriccion del ADN de
plasmido purificado o andlisis de secuencias de ADN.

Determinacién de concentraciones de proteina en solucion

Las concentraciones de proteinas en disoluciones tales como extractos libres de células (CFE) se determinaron
usando un procedimiento de unién a colorante de proteina modificado como se describe por Bradford in Anal.
Biochem. 72: 248-254 (1976). De cada muestra, se incubaron 50 ul en una diluciéon apropiada se incubaron con 950
ul de reactivo (100 mg de Brilliant Blue G250 disuelto en 46 ml de etanol y 100 ml de acido orto-fosférico al 85 %, se
llend hasta 1.000 ml con agua Milli-Q) durante al menos cinco minutos a temperatura ambiente. La absorcién de
cada muestra a una longitud de onda de 595 nm se midi6 en un espectrofotometro de UV/VIS Perkin Elmer
Lambda20 o Lambda35. La concentracidon de proteina en las muestras se calculé usando una recta de calibracion
determinada con soluciones que contenian concentraciones conocidas de albumina de suero bovino (BSA, que
variaban de 0,0125 mg/ml a 0,20 mg/ml).
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Analisis

Analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

Las cetonas y aminas que contienen grupos aromaticos se analizaron en una columna Prevail C18 de 15 cm. Para la
separacion y cuantificacion de los enantiomeros de a-metilbencilamina, a-etilbencilamina, 2-aminotetralina se usé
una columna Crownpak Cr (+) (Daicel) con derivatizacion postcolumna de las aminas usando o-ftalaldehido mas
mercaptoetanol y deteccidon con fluorescencia. Para la separacion y cuantificacion de los enantiomeros de 1-
aminotetralina y 1-aminoindano se usaron Prevail C18 de 15 cm mas columnas Crownpak Cr (+) con derivatizacién
postcolumna de las aminas usando o-ftalaldehido mas mercaptoetanol y se usé deteccion con fluorescencia.

Cromatografia de gases

Las alquilcetonas y alquilaminas tales como 2-butanona, 2-aminobutano, 3,3-dimetil-butanona y 3,3-dimetil-2-
aminobutano se analizaron en una columna CP-Sil 8 CB (Varian) para columna de aminas usando materiales de
referencia comercialmente disponibles (Sigma-Aldrich). Para la separaciéon y cuantificacion de las (R)- y (S)-
alquilaminas se us6 una columna Chiralsil-CB (Agilent).

EJEMPLO 1 - Enriquecimiento de microorganismos en (R)-aminas como Unica fuente de nitrégeno

Las muestras de tierra de diversos sitios en Paises Bajos y Alemania se suspendieron en tampén fosfato de potasio
(KPi) 100 mM a pH 7,0 y se incubaron con agitacion a 180 rotaciones por minuto (rpm) y 28 °C durante 1 hora. Las
suspensiones se filtraron a través de papel de filtro Whatman. Se usaron 100 ul de filtrado, cada uno, para inocular
matraces Erlenmeyer de 100 ml que contenian 10 ml de SEM que contenia una de las seis (R)-aminas
seleccionadas del grupo (R)-2-aminobutano, (R) -3,3-dimetil-2-aminobutano, (R)-a-metilbencilamina, (R)-a-
etilbencilamina, [R)-1-aminoindano y (R)-1-aminotetralina. Los matraces se incubaron con agitacién en un agitador
orbital a 180 rpm y 28 °C. Cuando el crecimiento microbiano se obtuvo en forma de turbidez significativa del medio
de cultivo o "agregados celulares", 100 ul de este medio de cultivo se usaron para inocular SEM que contenia 5 mM
de la misma (R)-amina. Después de dos de dichos pases, 100 pl de una dilucién 1:100 del ultimo medio de cultivo se
sembraron sobre placas de agar de SEM que contenian 5 mM de la (R)-amina correspondiente. Adicionalmente,
aproximadamente 10 pl del cultivo sin diluir se extendieron sobre placas de agar de SEM que contenian 5 mM de la
(R)-amina correspondiente. Las placas de agar inoculadas se incubaron a 28 °C hasta que se observo el
crecimiento. Las colonias con diferente morfologia se volvieron a extender sobre placas de SEM frescas para
separar diferentes especies microbianas. La extension continué hasta que se obtuvieron cultivos puros con
morfologias uniformes después de la incubacion a 28 °C y almacenamiento a 4 °C.

Los microorganismos seleccionados se enviaron para identificacion por MicroSEQ® (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, Estados Unidos) a BaseClear (Leiden, Paises Bajos). Las secuencias de ARNr 16S o D2-LSU bacterianos o
fungicos obtenidas se compararon con la base de datos de secuencias MicroSEQ® validada (en BaseClear, Leiden,
Paises Bajos) y en el caso de que no se obtuviera identidad superior al 99 % se compar6 con la base de datos de
nucledtidos no redundante (nr) usando el algoritmo BlastN en la pagina de inicio de NCBI Blast
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Una visiéon general de los resultados de estos andlisis de secuencias se
facilita en la Tabla 2.

Tabla 2: Identificacion de cepas aisladas por enriquecimiento por identificacién por MicroSeq

(R)-amina Aislado Género especie % de coincidencia
1-aminotetralina 3Na Rahnella aquatilis 99,8
1-aminotetralina 3Kb Rahnella aquatilis 99,8
1-aminotetralina 3Ba Ochrobactrum anthropi 100
1-aminotetralina 3Db Ochrobactrum anthropi 100
1-aminotetralina 3H1 Sinorhizobium morelense 100
1-aminoindano 5BaB Curtobacterium pusillum 100
1-aminoindano 5BaS Paecilomyces lilacinus 100

a-etilbencilamina 2A2 Microbacterium ginsengisoli 99,8
a-etilbencilamina 2Ca Microbacterium ginsengisoli 99,8
a-etilbencilamina 2Cb Ochrobactrum anthropi 100
a-etilbencilamina 2M1 Pseudomonas citronellolis 99,0
a-etilbencilamina 2Da Yersinia kristensenii 99,1
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a-etilbencilamina 2K1 Ochrobactrum anthropi 100
a-metilbencilamina 6Ab Ochrobactrum tritici 100
a-metilbencilamina 6Bb Mycobacterium fortuitum 99,3
a-metilbencilamina 6l Achromobacter spanius 100
a-metilbencilamina 6F Achromobacter spanius 100

3,3-dimetil-2-aminobutano 1Ea Achromobacter insolitus 99,6
3,3-dimetil-2-aminobutano 1la Mycobacterium | frederiksbergense 99,4
3,3-dimetil-2-aminobutano 1lb Mycobacterium sacrum 99,4
3,3-dimetil-2-aminobutano 1Eb Mycobacterium fluoranthenivorans 100
3,3-dimetil-2-aminobutano 1A2 Mycobacterium | fluoranthenivorans 99,8
3,3-dimetil-2-aminobutano 1Nb Mycobacterium | fluoranthenivorans 100
3,3-dimetil-2-aminobutano 1Ja Mycobacterium | fluoranthenivorans 100
3,3-dimetil-2-aminobutano 1A1 Microbacterium ginsengisoli 99,8
2-aminobutano 4D1 Burkholderia sp. 100
2-aminobutano 4F1 Burkholderia tropica 100
2-aminobutano 4Bd Cosmospora episphaeria 99,0
2-aminobutano 4 Rahnella aquatilis 99,8
2-aminobutano 4Ba Fusarium oxysporum 100
2-aminobutano 4Bc Microbacterium | trichothecenolyticum 99,8

EJEMPLO - 2 Deteccién de actividad de (R)-transaminasa en aislados de enriquecimiento

De los cultivos puros de las cepas aisladas por enriquecimiento sobre placas de agar de SEM, se inocularon 25 ml
de cultivos de SEM liquidos que contenian 5 mM de la (R)-amina respectiva, en la que los microorganismos se
habian enriquecido, y se cultivaron en un agitador orbital a 180 rotaciones por minuto (rpm) y a 28 °C hasta que los
cultivos se volvieron turbios. Posteriormente, los cultivos se transfirieron a tubos de centrifuga de 50 ml y se
centrifugaron durante 10 min a 50.000x g en el rotor JA-25.50 en la centrifuga Beckman Avanti J-20 XPI (Beckman-
Coulter, Woerden, Paises Bajos). Los sedimentos de células se resuspendieron en 2 ml de tampén fosfato de
potasio (KPi) 100 mM a pH 7,0 que contenia piridoxal 5'-fosfato (PLP) 0,1 mM. Las suspensiones de células se
usaron para determinar la actividad de (R)-transaminasa usando 40 mM de donante de amino y sustrato de cetona.
Las suspensiones de células de cepas aisladas por enriquecimiento 3Kb, 3Na, 3Ba, 3Db y 3H1 se probaron con (R)-
a-metilbencilamina 40 mM como donante de amina y 1-tetralona como sustrato de cetona dando acetofenona y 1-
aminotetralina como productos. Las suspensiones de células de cepas aisladas por enriquecimiento 5BaB y 5BaS se
ensayaron con (R)-a-metilbencilamina 40 mM como donante de amina y 1-aminoindano como sustrato de cetona
dando acetofenona y 1-aminoindano como productos. Las suspensiones de células de cepas aisladas por
enriquecimiento 2A2, 2Ca, 2Cb, 2M1, 2Da y 2K1 se probaron con [R) -a-metilbencilamina 40 mM como donante de
amina y propiofenona como sustrato de cetona dando acetofenona y a-etilbencilamina como productos. Las
suspensiones de células de cepas aisladas por enriquecimiento 5BaB y 5BaS se ensayaron con (R)-a-
metilbencilamina 40 mM como donante de amina y 1-aminoindano como sustrato de cetona dando acetofenona y 1-
aminoindano como productos. Las suspensiones de células de cepas aisladas por enriquecimiento 6Ab, 6Bb, 61 y
6F se ensayaron con bencilamina 40 mM como donante de amina y acetofenona como sustrato de cetona dando
benzaldehido y a-metilbencilamina como productos. Las concentraciones y el exceso enantiomérico (e.e.) de los
productos de amina formados se determinaron por HPLC como se describe en la parte general. Los resultados de
los analisis por HPLC se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3: Concentraciones y excesos enantioméricos de (R)-aminas producidas por los microorganismos
enriquecidos de donantes de amino y sustratos de cetona.

(R)-amina producida | Aislado | Producto amina [g/l] | e.e. (R)
1-aminotetralina 3Na 0,31 99
1-aminotetralina 3Kb 0,24 99,6
1-aminotetralina 3Ba 0,40 98
1-aminotetralina 3Db 0,41 99
1-aminotetralina 3H1 0,12 88
1-aminoindano 5BaB 0,17 99,8
1-aminoindano 5BaS 0,17 99,8
a-etilbencilamina 2A2 0,32 95
a-etilbencilamina 2Ca 0,29 98
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a-etilbencilamina 2Cb 0,25 98
a-etilbencilamina 2M1 0,33 98
a-etilbencilamina 2Da 0,34 96
a-etilbencilamina 2K1 0,30 98
a-metilbencilamina 6Ab 0,08 94
a-metilbencilamina 6Bb 0,17 64
a-metilbencilamina 6l 0,09 94
a-metilbencilamina 6F 0,10 70

Estos resultados demuestran la presencia de transaminasas con (R)-selectividad de buena a excelente en los
microorganismos enriquecidos.

5 EJEMPLO 3 - Expresion de (R)-transaminasas de bases de datos publicas

Los genes optimizados por pares de codones que codifican los polipéptidos de las transaminasas putativas como se
resume en la Tabla 4 se clonaron en un vector de expresion derivado de pBAD/Myc-HisC (como se describe en el
documento EP1513946) usando la tecnologia Gateway (Invitrogen) de acuerdo con los protocolos del fabricante

10 (www.invitrogen.com) como se describe en la parte general.

Tabla 4: Vision general de las secuencias de polipéptidos, nucleétidos y nimeros de acceso

Polipéptido (secuencia de Nucleétido (gen optimizado por | Numero de acceso a la Nombre del
aminoacidos) pares de codones) proteina plasmido
pBAD-
SEQ ID No. 1 SEQ ID No. 2 XP_001209325 XP 001209325
pBAD-
SEQ ID No. 3 SEQ ID No. 4 XP_002564064 XP 002564064
SEQ ID No. 5 SEQ ID No. 6 EEU44019 pBAD-EEU44019
pBAD-
SEQ ID No. 7 SEQ ID No. 8 XP_001402221 XP 001402221
SEQ ID No. 9 SEQ ID No. 10 YP_761201 pBAD-YP_761201
SEQ ID No. 11 SEQ ID No. 12 YP_838940 pBAD-YP_838940
SEQ ID No. 13 SEQ ID No. 14 YP_955297 pBAD-YP_955297
SEQ ID No. 15 SEQ ID No. 16 EDI73966 pBAD-EDI73966
SEQ ID No. 17 SEQ ID No. 18 NP_085750 pBAD-NP_085750
SEQ ID No. 19 SEQ ID No. 20 EDH25885 pBAD-EDH25885
SEQ ID No. 21 SEQ ID No. 22 EBP64591 pBAD-EBP64591
SEQ ID No. 23 SEQ ID No. 24 ECU93014 pBAD-ECU93014
SEQ ID No. 25 SEQ ID No. 26 YP_366475 pBAD-YP_366475
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Adicionalmente, los genes sintéticos optimizados por pares de codones que codifican los polipéptidos L-treonina
aldolasa (LTA_SAV, numero de acceso Q82N15) de Streptomyces avelmitilis (como control negativo) y (R)-
transaminasas ABN35871 (secuencia 2 del documento US7169592) y AAN21261 (Secuencia 1 del documento
US6413752) se ordenaron y clonaron como se ha descrito anteriormente. Después de la transformacion de células
TOP10 de E. coli competentes y siembra sobre placas de LB-agar selectivo que contenian 100 ug/ml de antibiético
se obtuvieron las cepas pBAD de E. coli recombinantes respectivas como se facilita en la Tabla 4. 5 ml de
precultivos de LB mas 50 ug/ml de precultivos de antibiético se inocularon con las placas de agar respectivas y se
cultivaron durante la noche a 28 °C y 180 rpm en un agitador orbital. A partir de dichos precultivos, los cultivos de
expresion se inocularon en matraces Erlenmeyer que contenian 50 - 100 ml de LB mas 50 pg/ml de antibiético a una
densidad de células inicial de ODs20 = 0,05. Estos cultivos se incubaron a 28 °C y 180 rpm en un agitador orbital. En
la mitad de la fase de crecimiento exponencial (ODe20 de aproximadamente 0,6), la expresion de los genes diana se
indujo mediante la adicién de 0,02 % (peso/volumen) de L-arabinosa a los matraces de cultivo. Después de la
induccidn, el cultivo continué a 28 °C y 180 rpm en un agitador orbital durante la noche (aproximadamente 20 h).
Posteriormente, las células se recogieron por centrifugacion a 5.000x g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se
desecho y las células se resuspendieron y se pesaron. Los sedimentos de células se resuspendieron en dos veces
el volumen del peso humedo de tampon KPi 50 mM frio en hielo a pH 7,5 que contenia PLP 0,1 mM. Los extractos
libres de células (CFE) se obtuvieron por sonicacion de las suspensiones de células usando un sonicador Vibra-Cell
VCX130 de Sonics (Meirin/Satigny, Suiza) (salida 100 %, 10 s encendido/10 s apagado, durante 10 min) con
enfriamiento en un bafio de hielo/acetona y centrifugacién en una centrifuga 5415R Eppendorf (Hamburgo,
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Alemania) a 13.000x g y 4 °C durante 30 min. Los sobrenadantes (= CFE) se transfirieron a tubos frescos y se
guardaron sobre hielo para uso inmediato o se guardaron a -20 °C. Las concentraciones de proteina en los CFE se
determinaron usando un procedimiento modificado segun Bradford como se describe en la parte general.

EJEMPLO 4 - (i) Resolucién racémica de (RS)-a-metilbencilamina

Los extractos libres de células (CFE) con transaminasas expresadas en E. coli de forma heteréloga XP_001209325
y EDH25885 se probaron para determinar la actividad de (R)-transaminasa y se compraron con CFE que contenian
L-treonina aldolasa expresada en E. coli de forma heteréloga (LTA_SAV, numero de acceso Q82N15) a partir de
Streptomyces avelmitilis (como control negativo), y (R)-transaminasas ABN35871 (Secuencia 2 del documento
US7169592) y AAN21261 (Secuencia 1 del documento EP987332) en la resolucién racémica de (RS)-o-
metilbencilamina. En un volumen de reaccién total de 0,25 ml, se mezclaron 0,1 ml de los CFE con (RS) -a-
metilbencilamina (MBA) 80 mM, piruvato de sodio 40 mM en tampdén KP; 100 mM que contiene PLP 0,1 mM y se
incubaron a 28 °C durante 20 h. Las reacciones se detuvieron mediante la adicion de 0,9 ml de reactivo de parada
(50 % (v/v) de acetonitrilo en H20 que contenia acido férmico al 0,1 % (v/v)) a 0,1 ml de volumen de reaccion y se
analizaron por HPLC sobre una fase quiral como se describe en la parte general. Los resultados de los analisis de
HPLC se dan en la Tabla 5.

Tabla 5: Concentracion y e.e. de a-MBA en reacciones de transaminasa

Enzima % de e.e. (S)-a-MBA | (S)-a-MBA [g/l] | (R)-a-MBA [g/l]
ABN35871 63 0,5 0,1
AAN21261 22 0,5 0,3
EDH25885 10 0,5 04

XP_001209325 >99 0,5 <0,01
LTA SAV <2 0,5 0,5

Estos resultados muestran que XP_001209325 es una (R)-transaminasa muy eficaz y selectiva, debido a que
convirtié6 selectivamente toda la (R)-a-MBA, pero no (S)-a-MBA. Otras (R)-transaminasas como ABN35871 o
AAN21261 también fueron selectivas, pero a productividades claramente inferiores produciendo menores e.e. en la
resolucion racémica de (RS)-a-MBA. EDH25885 también presenté baja actividad de (R)-transaminasa selectiva en
(RS)-a-MBA.

EJEMPLO 5 - Sintesis de (R)-aminas enriquecidas enantioméricamente

En un volumen final de 0,25 pl tamponados con fosfato de potasio (KPi) 100 mM a pH 7,5 se hicieron reaccionar
cantidades equimolares de 70 mM de donante de amino y 70 mM de sustrato de cetona en presencia de 0,1 ml de
CFE de una transaminasa a 28 °C durante 24 h. El CFE que comprende transaminasas XP_001209325, AAN21261
y ABN35871, respectivamente, se incubd con bencilacetona y a-metilbencilamina dando 4-fenil-2-butilamina y
acetofenona; propiofenona y a-metilbencilamina dando a-etilbencilamina y acetofenona; 1-indanona y a-
metilbencilamina dando 1-aminoindano y acetofenona; 1-tetralona y a-metilbencilamina dando 1-aminotetralina y
acetofenona; 2-tetralona y a-metilbencilamina dando 2-aminotetralina y acetofenona; butanona y a-metilbencilamina
dando 2-aminobutano y acetofenona; y 3,3-dimetil-2-butanona y a-metilbencilamina dando 3,3-dimetil-2-
aminobutano y acetofenona, respectivamente. Las reacciones se detuvieron mediante adicion de 0,75 ml de reactivo
de parada (50 % (v/v) de acetonitrilo en H20 que contenia 0,1 % (v/v) de acido férmico) a 0,25 ml de volumen de
reaccion. Las concentraciones de producto y excesos enantioméricos se analizaron por HPLC como se describe en
la parte general. Los resultados de los analisis de HPLC se dan en la Tabla 6.

Tabla 6: Concentraciones de productos de amina y e.e. con transaminasa XP_001209325 en comparacion con
transaminasas AAN21261 y ABN35871. n.d.: no determinado

Producto de (R)-amina XP_001209325 AAN21261 ABN35871
amina [mM] | e.e. [%] | amina [mM] | e.e. [%] | amina [mM] | e.e. [%]
4-fenil-2-butilamina 16,0 n.d. <0,1 n.d. <0,1 n.d.
2-aminobutano 6,2 69 0,9 n.d. 6,9 -27
3,3-dimetil-butilamina 0,7 50 0,3 n.d. 6,4 97
1-aminoindano <0,1 n.d. <0,1 n.d. <0,1 n.d.
a-etilbencilamina 1,7 99 7,9 99 2,3 99
1-aminotetralina <0,1 n.d. <0,1 n.d. <0,1 n.d.
2-aminotetralina 0,4 96 0,7 61 0,3 97
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Adicionalmente, el CFE que comprende la transaminasa YP_955297 se incubd con propiofenona y a-
metilbencilamina dando a-etilbencilamina y acetofenona. La reaccion se detuvo mediante adicion de 0,75 ml de
reactivo de parada (50 % (v/v) de acetonitriio en H20 que contenia 0,1 % (v/v) de acido férmico) a 0,25 ml de
volumen de reaccién. La concentracion de producto y el exceso enantiomérico se analizaron por HPLC como se
describe en la parte general. Después de 24 h de incubacion a 28 °C se obtuvieron 0,87 mmol/l de (R)-a-
etilbencilamina con un e.e. del 99 %.

Los resultados anteriores muestran que las transaminasas XP_001209325 e YP_955297 son (R)-transaminasas
altamente selectivas. Adicionalmente es evidente que XP_001209325 tiene un espectro de sustrato diferente que las
transaminasas AAN21261 y ABN35871: 4-fenil-2-butilamina se formdé en concentraciones significativas por
XP_001209325, pero no por las transaminasas AAN21261 y ABN35871 (Tabla 6). Adicionalmente, XP_001209325
produjo (R)-2-aminobutano enantioméricamente enriquecido a partir de 2-butanona, mientras que ABN35871 libero
(S)-2-aminobutano enantioméricamente enriquecido (Tabla 6).

EJEMPLO 6 - Selectividad de (R)-transaminasas por a-metilbencilaminas quirales

Para examinar la enantioselectividad de (R)-transaminasas, se probaron en la conversion de las formas de
enantiomeros puros de a-metilbencilamina (MBA). Los extractos libres de células que contenian transaminasas
como se prepararon en el EJEMPLO 3 se probaron por separado en su actividad por (R)-MBA y (S)-MBA,
respectivamente, con piruvato como sustrato de cetona en un ensayo espectrofotométrico en un espectrofotémetro
de UV/VIS Perkin Elmer Lambda35 termostatizado a 30 °C a una longitud de onda de 300 nm.

En un volumen final de reacciéon de 1 ml, se mezclaron 50 pl de una dilucién adecuada de un CFE que contenia
transaminasa en cubetas UV de plastico desechables o de cuarzo con (R) o (S)-MBA 12,5 mM y piruvato de sodio 5
mM en presencia de tampén KPi 50 mM a pH 7,5 que contenia PLP 0,1 mM. Las reacciones se iniciaron mediante la
adicion de 10 pl de piruvato de sodio 0,5 M (en tampon KP; 50 mM a pH 7,5, PLP 0,1 mM) a los otros componentes
de ensayo que habian sido previamente incubados en el fotometro a 30 °C durante 5 min. Después de la adicién de
piruvato de sodio, se registrd la absorcion a 300 nm y la actividad de transaminasa en las muestras (CFE) se calculo
segun la ley de Lambert-Beer con un coeficiente de extincion molar para acetofenona de € = 0,28 cm?/umol. Una
unidad (U) de actividad transaminasa se define como 1 pmol de acetofenona formada a partir de (R)-MBA o (S)-MBA
12,5 mM y piruvato sédico 5 mM a 30 °C en tampén KPi 50 mM a pH 7,5 que contiene PLP 0,1 mM por minuto. Las
actividades de transaminasa especificas de los CFE (U/mg de proteina de CFE total) se calcularon dividiendo los
valores de la actividad volumétrica (U/ml de CFE) entre la concentracion total de proteina como se determina segun
los procedimientos generales. La relaciéon de actividades de transaminasa especifica en (R) con respecto a (S)-MBA
se define como el valor de enantioselectividad de transaminasa (TEV). Una transaminasa (R)-selectiva se define
como una transaminasa con un valor TEV de >1. Una buena (R)-selectividad se define como una relacién de
actividad especifica en (R) sobre (S)-MBA de TEV 25. Una alta (R)-selectividad se define como una relaciéon de
actividad especifica en (R) sobre (S)-MBA de TEV 210. Las actividades especificas de las transaminasas en los CFE
en (R) y (S)-MBA y los TEV como se determinan en estos experimentos se facilitan en la Tabla 7.

Tabla 7: Actividades de transaminasa especifica en (R) y (S)-MBA y TEV

. Actividad de (R)-MBA | Actividad de (S)-MBA | TEV
Transaminasa
[mU/mg] [mU/mg]
XP 001209325 559 38 15
XP 002564064 12 0,9 13
YP 761201 32 7,2 4
YP_955297 210 26 8
NP_085750 4.6 0,6 8
EBP64591 18 13 1,3
EDI73966 15 14 1,1
ABN35871 1111 20 56
AAN21261 578 39 15

Como es evidente a partir de este experimento, las transaminasas XP_001209325, XP_002564064, YP_761201,
YP_955297, NP_085750, EBP64591, y EDI73966 son transaminasas (R)-selectivas como son las transaminasas
ABN35871 y AAN21261. Las transaminasas YP_955297 y NP_085750 presentaron buena (R)-selectividad con TEV
superiores a 5, mientras que XP_001209325 y XP_002564064 incluso mostraron alta (R)-selectividad con TEV
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superiores a 10.

EJEMPLO 7 - Re-aislamiento de microorganismos de depdsitos reunidos

El re-aislamiento de los microorganismos individuales del depésito reunido se logra sembrando 1:1000, 1:10.000 y
otras diluciones del depdsito reunido sobre placas de agar de medio de enriquecimiento selectivo (SEM) que
contenian una de las seis (R)-aminas como Unica fuente de nitrdgeno como se describe en la parte general y el
EJEMPLO 1. Se obtienen cultivos puros volviendo a extender repetidamente sobre las placas de agar de SEM que
contienen la (R)-amina respectiva, en la que se han enriquecido originalmente. El volver a extender de forma
repetida sobre la (R)-amina respectiva que contiene medio de enriquecimiento selectivo se realiza hasta que sélo se
obtienen colonias de morfologia uniforme. Posteriormente se realiza la secuenciacion de ARNr 16S o ARNr D2-LSU
usando el sistema MicroSEQ® validado (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), para identificar de nuevo los
microorganismos individuales.

EJEMPLO 8 - Transaminacién enzimatica de fenoxiacetona

Extracto libre de células con (R) -transaminasa XP_001209325 heter6logamente expresada en E. coli [SEC ID No. 1]
(2 U/ml) como se produce y se ensaya como en el EJEMPLO 3 y EJEMPLO 6 se incub6 con 0,1 M de sustrato de
cetona fenoxiacetona y 0,5 M del donante de amino isopropilamina, (RS)-2-butilamina (eficazmente (R)-2-butilamina
0,25 M) y (RS)-a-metilbencilamina (eficazmente (R)-MBA 0,25 M), respectivamente, en tampén KP; 50 mM a pH 7,5
que contenia PLP 0,1 mM a 30 °C durante 24 h. La cantidad de 1-fenoxi-2-propilamina formada se midié por analisis
de HPLC. Las condiciones de HPLC fueron del siguiente modo:

50 pl de mezcla de reaccién se afiadieron a 950 yl de una mezcla 50:50 de acetonitrilo/agua con acido
férmico al 0,01 % (v/v) y se centrifugaron durante 5 min a 13.000 rpm.

Condiciones de HPLC:

Columna: Purospher Star RP C18 (250 x 4,0, 5 ym)
Eluyente A: acido formico al 0,01 % en agua
Eluyente B: Acetonitrilo

Flujo: 0,8 ml/min

Temperatura de columna: 30 °C

Volumen de inyeccién: 4 pl

Deteccion: UV 210 nm (0 254 nm)

Los resultados de estos experimentos se dan en la tabla 8.

Tabla 8: Conversién de fenoxiacetona en 1-fenoxi-2-propilamina catalizada por la (R)-transaminasa XP_001209325

[SEQ ID No.1]
Donante Conversion de cetona | 1-Fenoxi-2-propilamina
[%] [mol/l] [% en peso]
2-butilamina 64 0,064 1,0
MBA 32 0,032 0,5
isopropilamina 31 0,031 0,5

2-butilamina y MBA son donantes de amino eficazmente mejores que la isopropilamina para la (R)-transaminasa
selectiva XP_001209325 [SEC ID No. 1] ya que la presente concentracion de (R)-2-butilamina y (R)-MBA son 0,25 M
en comparacion con 0,5 M del donante de amino aquiral isopropilamina. Por lo tanto, se obtienen conversiones
comparables o incluso mejores con los donantes de amino 2-butilamina y MBA, respectivamente, a concentraciones
de donante de amino relativamente menores en comparacion con el donante de amino isopropilamina. Se obtuvieron
concentraciones de producto incluso altas del 1,0 % en peso (con 2-butilamina como donante de amino).

EJEMPLO 9 - Transaminacion de bencilacetona en presencia de una segunda fase de disolvente organico

El extracto libre de células con (R)-transaminasa XP_001209325 heterdlogamente expresada en E. coli [SEC ID No.
1] (2 U/ml) segun se produce y se ensaya como en el EJEMPLO 3 y EJEMPLO 6 se incub6 con 0,1 M de sustrato de
cetona bencilacetona y 0,25 M del donante de amino (RS)-a-metilbencilamina en tampén KP; 50 mM a pH 7,5 que
contenia PLP 0,5 mM a 30 °C durante 24 h. Las reacciones se realizaron en presencia y ausencia de 15 % (v/v) del
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disolvente organico no miscible en agua ciclohexano. La cantidad de 4-fenil-2-propilamina formada y el exceso
enantiomérico (e.e.) de las reacciones se midieron por andlisis de HPLC como se describe en el EJEMPLO 8. La
determinacion de los excesos enantioméricos se realizé por andlisis de HPLC sobre una fase estacionaria quiral del
siguiente modo:

20 pl de la mezcla de reaccion se mezclaron con 50 pl de disolucion de reactivo de Marfey (1 % en p/v de
N-a-[2,4-dinitrofenil-5-fluorofenil] -L-alanina-amida en acetona) y 10 pl de disolucién saturada de NaHCO:s.
Después de la incubacion de la mezcla a 40 °C durante 1 hora se afiadieron 10 yl de HCI 2 N y 920 pl de
acetonitrilo y la muestra se centrifugd durante 5 min antes de la inyeccion.

Condiciones de HPLC:

Columna: Purospher Star RP C18 (250 x 4,0, 5 ym)
Eluyente A: acido formico al 0,01 % en agua
Eluyente B: Acetonitrilo

Flujo: 1 ml/min

Temperatura de columna: 30 °C

Volumen de inyeccién: 2 pl

Deteccion: UV 338,1 nm

50/50 isocratico de eluyente Aleluyente B

Los resultados de estos experimentos se dan en la tabla 9.

Tabla 9: Conversion y e.e. de (R)-4-fenil-2-propilamina formada por XP_001209325 [SEQ ID No.1] d bencilacetona

en presencia y ausencia del disolvente organico no miscible en agua ciclohexano
Condicién Conversion en 4-fenil-2-propilamina [%] | e.e. (R)-4-fenil-2-propilamina [%]
sin disolvente organico 32 >99,9
ciclohexano al 15 % (v/v) 22 >99,9

Estos resultados muestran que la (R)-transaminasa selectiva XP_001209325 [SEC ID No. 1] tolera bien la presencia
del disolvente organico no miscible en agua ciclohexano y que su presencia no afecta la enantioselectividad de la
reaccion enzimatica.

EJEMPLO 10 - (R)-Transaminasas recombinantes de genomas de los microorganismos enriquecidos

De las seis cepas, que se enriquecieron sobre medios selectivos para su actividad de (R)-transaminasa selectiva
(EJEMPLO 1 y 2), ADN genomico de 3 Kb de Rahnella aquatilis, 1A1 DSM 23784 de Microbacterium ginsengisoli,
3H1 DSM 23794 de Sinorhizobium morelense, 5BaB DSM 23787 de Curtobacterium pusillum, 1la DSM 23798 de
Mycobacterium frederiksbergense y 61 DSM 2 37 91 de Achromobacter spanius se aislé con el kit Easy-DNA
(Invitrogen) segun el manual del fabricante y finalmente se eluyé con tampén TE. La calidad del ADN se comprobd
fotométricamente, ademas de por digestion con Bspl43l o BamHI (Fermentas, St. Leon-Rot) seguido de
electroforesis en gel de agarosa. Las muestras de ADN gendmico aisladas de este modo de 3 Kb de Rahnella
aquatilis, 1A1 DSM 23784 de Microbacterium ginsengisoli, 5BaB DSM 23787 de Curtobacterium pusillum, 61 DSM
23791 de Achromobacter spanius y 1A1 DSM 23784 de Microbacterium ginsengisoli se usaron para la secuenciacion
del genoma.

Estas secuencias genémicas se cargaron a un servidor y se realizaron busquedas con BLAST por comparacion con
las secuencias de (R)-transaminasa conocidas SEC ID No. 1 y por comparacion con los éxitos encontrados en uno
de los genomas. Se identificaron varios éxitos con diferente grado de similitud y se eligieron para la posterior
clonacion de Ndel/Hindlll en pMS470A8 (Balzer et al., Nucleic Acids Research, 1992, 20 (8): 1851-1858) y expresion
en E. coli. Tres de los genes no pudieron amplificarse por PCR y uno contuvo Ndel y Hindlll en la secuencia nativa y,
por tanto, Asp-TAl, Cpu-TAl, Cpu-TA3 Rag-TA2 y Mgi-TAl se optimizaron por codones ordenados para determinar la

expresion en E. coli a partir de tecnologias Geneart/life (Regensburg, Alemania).
Tabla 10: Identidad por busqueda con BLAST con la (R)-transaminasa de SEC ID No. 1
. . . SEQID Identidad de secuencia para SEQ ID
proteina Organismo de origen No No 1
Cpu-TA1 | Curtobacterium pusillum 5BaB DSM 23787 30 26 %
Cpu-TA2 | Curtobacterium pusillum 5BaB DSM 23787 33 32 %
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Cpu-TA3 | Curtobacterium pusillum 5BaB DSM 23787 35 27 %
Rag-TA2 Rahnella aquatilis 3Kb 38 27 %
Rag-TA3 Rahnella aquatilis 3Kb 40 22 %
Asp-TA1 Achromobacter spanius 61 DSM 23791 43 27 %
. Micro bacterium ginsengisoli 1A1 DSM o
Mgi-TA1 23784 46 24 %

Los 6 genes diana se expresaron en TOP10F' de E. coli en medio LB complementado con ampicilina (100 pg/ml)
después de la induccién con IPTG 0,5 mM a 25 °C durante la noche. Como control sirvié un cultivo de TOP10F' de
E. coli que contenia un vector pMS470 sin un gen de transaminasa insertado. Las células se recogieron y se usaron
por sonicacién en tampon KP; 50 mM a pH 7,5 que contenia PLP 0,1 mM y se centrifugaron. Los usados se
concentraron usando concentradores VivaSpin (Sartorius, Viena, Austria). Las concentraciones de proteina de los
usados se determinaron por el ensayo de proteinas de Bradford.

Todos los lisados se probaron en reacciones de transaminacion usando las aminas en bruto correspondientes en las
que el microorganismo donante se habia enriquecido como un donante y piruvato como un aceptor. Se usé un
exceso de cinco veces de una amina racémica o enantiopura (50 mM) con respecto a acido pirdvico (10 mM) en
tampon KPi 50 mM a pH 7,5 que contenia PLP 0,1 mM a 30 °C durante 24 h. En las reacciones con Mgi-TAl, 10 mM
de acido piravico y 10 mM de donante de amino MBA o 1-aminotetralina, respectivamente, se aplicaron en tampén
KPi 50 mM a pH 7,5 que contenia PLP 0,1 mM a 30 °C durante 19 h. La formacién de la cetona correspondiente se
detecté en HPLC como se ha descrito en los EJEMPLOS 8 y 9. La selectividad de las nuevas transaminasas se
determind por la formacion de L o D-alanina y la reactividad de diferentes enantidmeros de las aminas respectivas.
Las nuevas transaminasas Cpu-TA1 [SEQ ID No.30], Cpu-TA2 [SEQ ID No.33], Cpu-TA3 [SEQ ID No.35], Rag-TA2
[SEQ ID No.38], Rag-TA3 [SEQ ID No.40], Asp-TA1 [SEQ ID No.43], y Mgi-TA1 [SEQ ID No. 46] mostraron (R)-
selectividad (Tabla 11). Cpu-TA2 también se probé con MBA y alanina como donantes de amino y fenoxiacetona y
acetofenona como cetonas aceptoras, respectivamente. Los productos de amina de estas dos reacciones fueron (R)-
1-fenoxi-2-propilamina y (R)-MBA enantioméricamente enriquecidas, respectivamente (Tabla 11).

Estos resultados muestran que las nuevas transaminasas Cpu-TA1 [SEQ ID No. 30], Cpu-TA2 [SEQ ID No. 33],
Cpu-TA3 [SEQ ID No. 35], Rag-TA2 [SEQ ID No. 38], Rag-TA3 [SEQ ID No. 40], Asp-TA1 [SEQ ID No. 43] y Mgi-
TA1 [SEQ ID No. 46] son de hecho transaminasas (R)-selectivas.

Tabla 11: Reacciones de transaminacion catalizadas por nuevas transaminasas y sus selectividades.

. Donante Aceptor Conversién en Selectividad del
Enzima . o Producto
amino cetona cetona [%] producto
Asp-TA1 MBA Piruvato 1,5 alanina (R) (=D)
1-aminoindano Piruvato 89,0 alanina (R) (=D)
Cpu-TA1 (R)-1- Piruvato 96,7 alanina (R) (=D)
aminoindano
1-aminoindano Piruvato 15,4 alanina (R) (=D)
Cpu-TA2 MBA Fenoxiacetona 1,1 1-fenoxi-2- (R)
propilamina
alanina Acetofenona 1,3 MBA (R)
1-aminoindano Piruvato 26,6 alanina (R) (=D)
Cpu-TA3 (R)-1- Piruvato 17,4 alanina (R) (=D)
aminoindano
amino:e:tralina Piruvato 19,2 alanina (R) (=D)
Rag-TA2 (R)-1-
. . Piruvato 17,9 alanina (R) (=D)
aminotetralina
1- . : -
aminotetralina Piruvato 17,0 alanina (R) (=D)
Rag-TA3 (R} Piruvato 62,5 alanina (R) (=D)
aminotetralina
(S)1- Piruvato 6,5 alanina (R) (=D)
aminotetralina
. MBA Piruvato 21,0 alanina (R) (=D)
Mgi-TA1 1- Piruvato 34,0 alanina (R) (=D)
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aminotetralina

vector pMS sin
insercién de
transaminasa (- control)

MBA Piruvato 0,6

EJEMPLO 11 - Sintesis de 4-fenil-2-propilamina a partir de bencilacetona y (R)-a-metilbencilamina en presencia de
disolvente organico no miscible en agua

Extracto libre de células con (R)-transaminasa XP_001209325 [SEC ID N° 1] heter6logamente expresada en E. coli
como se produce y se ensaya como en el EJEMPLO 3 y EJEMPLO 6 se incubd con 0,08 M del donante de amino
(R)-a-metilbencilamina (MBA) y un exceso de 1,5 veces el sustrato de cetona bencilacetona (0,12 M) en tampdn KP;
50 mM a pH 7,5 que contenia PLP 0,1 mM a 28 °C durante 20 h. Las reacciones se realizaron en presencia y
ausencia de 10 % (v/v) del disolvente organico no miscible en agua ciclohexano. La cantidad de 4-fenil-2-propilamina
formada se midié por analisis de HPLC como se describe en la parte general.

Sin adicién de ciclohexanona se formé 4-fenil-2-propilamina 42,8 mM, mientras que con el 10 % (v/v) de
ciclohexanona se formé una concentracion incluso mayor de 4-fenil-2-propilamina 44,3 mM a partir de bencilacetona
con (R)-MBA como donante de amino.

EJEMPLO 12 - Sintesis enzimatica de (R)-sec-butilamina a partir de (R)-a-metilbencilamina

Las transaminasas XP_001209325 [SEQ ID No. 1], XP_002564064 [SEQ ID No. 3], EEU44019 [SEQ ID No. 5],
XP_001402221 [SEQ ID No. 7], YP_761201 [SEQ ID No. 9], YP_838940 [SEQ ID No. 11], YP_955297 [SEQ ID No.
13], EDI73966 [SEQ ID No. 15], NP_085750 [SEQ ID No. 17], EDH25885 [SEQ ID No. 19], EBP64591 [SEQ ID No.
21], y ECU93014 [SEQ ID No. 23], asi como ABN35871 y AAN21261 se produjeron como se ha descrito en el
EJEMPLO 3. Los extractos libres de células que contenian las transaminasas heterélogamente expresadas se
hicieron reaccionar con butanona 25 mM y (R)-a-metilbencilamina 50 mM a 28 °C con agitaciéon a 400 rpm durante
24 h en tampon KP; 100 mM a pH 7,5 que contenia PLP 0,1 mM en un volumen total de 1 ml. Después de 20 h, las
reacciones se inactivaron mediante la adicion de una muestra de 100 pl de cada reaccién a 50 pl de disolucion de 2-
hexanona y 850 ul de acetonitrilo y centrifugacién durante 10 min a 3000 x g. Las muestras se analizaron por
deteccién CG-FID sobre CpSil 8 para columna de aminas (30 m x 0,25 x 0,5) usando MBA comercial, acetofenona,
butanona y sec-butilamina como referencia (Sigma-Aldrich). Los resultados se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12: Concentracion de sec-butilamina en mM formada a partir de (R)-MBA y butanona después de 24 h usando
las transaminasas respectivas

Transaminasa | sec-Butilamina [mM]
ABN35871 0,99
AAN21261 7,96
YP_955297 1,52
YP_838940 0,45

XP_001209325 15,74
EBP64591 0,06

EDI73966 0,42
XP_002564064 b 0,63
YP_761201 0,42
EEU44019 b 0,23
XP_001402221 0,71
NP_085750 b 0,08

EJEMPLO 13 - Sintesis enzimatica de (R)-3,3-dimetil-2-butilamina a partir de (R)-MBA y 3,3-dimetil-butanona

Los extractos libres de células que contenian las transaminasas XP_001209325 [SEQ ID No. 1], YP_955297 [SEQ
ID No. 13], ABN35871 y AAN21261 heterélogamente expresadas producidas como se describe en el EJEMPLO 3 se
hicieron reaccionar con 3,3-dimetil-butanona 25 mM y (R)-a-metilbencilamina 50 mM a 28 °C con agitaciéon a 400
rpm durante 24 h en tampon KPi 100 mM a pH 7,5 que contenia PLP 0,1 mM en un volumen total de 1 ml. Después
de 20 h, las reacciones se inactivaron mediante la adicion de una muestra de 100 ul de cada reaccion a 50 ul de
disolucion de 2-hexanona y 850 pl de acetonitrilo y centrifugacion durante 10 min a 3000 x g. Las muestras se
analizaron por deteccion CG-FID sobre CpSil 8 para columna de aminas (30 m x 0,25 x 0,5) usando MBA comercial,
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acetofenona, butanona y sec-butilamina como referencia (Sigma-Aldrich). Los resultados se resumen en la Tabla 13.

Tabla 13: Concentracion de sec-butilamina en mM formada a partir de (R)-MBA y 3,3-dimetil-butanona después de
24 h usando las transaminasas respectivas

Transaminasa | 3,3-dimetil-2-butilamina [mM]
ABN35871 0,00
AAN21261 3,28
YP_955297 0,34

XP_001209325 1,49

5
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Ala
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Val
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Ile

135

Glu
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Phe

Thr

Pro

40

Ser

Arg

Arg

Glu

Val

120

Val

Pro

Arg

Ala

Asn

25

Leu

Asp

Leu

Leu

Met

105

Thr

Asn

Asp

Arg

Gly

10

Pro

Ala

Leu

Asp

Arg

90

Val

Arg

Asn

Met

Val

25

Tyr

Phe

Glu

Thr

Asp

75

Leu

Ala

Gly

Leu

Gln

155

Pro

Ala

Ala

Ala

Tyr

60

His

Pro

Lys

Leu

Tyr

140

Arg

Pro

Ala

Lys

Arg

45

Asp

Ile

Leu

Ser

Lys

125

Met

val

Gly

Arg

Gly

30

Ile

Val

Thr

Pro

Gly

110

Gly

Phe

Gly

Ala

Gln

15

Ile

Pro

Pro

Arg

Arg

95

Ile

Val

Val

Gly

Ile

Ala

Ala

Leu

Ser

Leu

80

Asp

Arg

Arg

Gln

Ser

160

Asp
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Pro Thr Val

Glu Ala Ala Asp Arg Gly Ala

195

Ala His
210

Gly Val
225

Lys Ser Val

Glu Phe Val

Cys
275

Pro Val Asn

290

Gly Tyr Trp Ala Met

305

Leu

Leu

165

Lys Asn Leu Gln

180

Tyr

Thr Glu Gly
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Trp

Thr
200

Ser Gly
215

Thr Pro Asp Arg

230

Ile Asn Ala Ala Glu

245

Pro Val
260

Thr Thr Ala Gly Gly

Gly Gly Gln

His

Glu Leu Ala

Ile Met
280

Ile
295

Gly

Tyr Asp

310

Tyr Asn Glu Arg Asn

<210> 2
<211> 978
<212> ADN

325

<213> secuencia artificial

<220>

170

Gly Asp Leu
185

Tyr Pro Phe

Ile

Phe Asn

Leu
235

Gly Val

Ala Phe
250

Gly

Tyr Arg Cys
265

Pro Ile Thr

Pro Ile Thr

Ala Ala Tyr

315

Val Arg Gly Met

175

Phe

190

Leu
205

Val
220

Gln Gly Val

Leu Val

Thr Asp Gly Asp

Lys Asp

Thr Arg
240

Ile Glu Val Arg Val

Asp Glu

Ile

255

Phe Met

270

Thr Leu Asp Gly Met

285

Lys
300

Lys

Ser Phe

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID 1

<400> 2
atggcgtcta

actgaaacta
ctggctgaag
gacgttcegt
gaagcgtcect

atcctggttg

tggacaaagt
ccaacccgtt
cgcegtatcecece
ctgtatggga
gcaccaaact

aaatggttgce

attcgectggt
cgctaaaggt
gctgctggat
cggtcegttte
gcgtctgegt

taaatctggt

tacgctgcac
atcgcatggg
cagggcttca
ttcegtetgg
ctgecegetge

atccgtgacg

26

gtcaggctat
ttgaaggtga
tgcactctga
atgaccacat
cgcgegacca

cattcgttga

Ile

Glu

Trp Asp

Ile Asp
320

cctggaatcce
actggtaccg
cctgacttac
cactcgtctg
ggttaagcag

gctgatcgtt

60

120

240

300

360
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actcgeggte
atgttcgttc
gctgttgttg
aacctgcagt
tacccgttcece
ctggttaaag
aagtctgtta
gttgaactgg
ccaatcacca
aaaatctggg

tacaacgaac

<210> 3
<211> 319
<212> PRT

tgaaaggcgt
agccgtacgt
cgcegtacegt
ggggcgacct
tgactgacgg
acggcgtact
tcaacgctge
cttaccgcetg
ctctggacgg
acggttactg

gtaattaa
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tcgtggtact
atgggtaatg
tcgtegegtt
ggttcgtggt
tgacgcacac
gtacactccg
tgaagcgttc
cgacgaaatc
tatgcecggtt

ggcgatgcecac

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 3

Met Ala Thr Met Glu Lys Ile

1

Leu

Glu Gly

35

Gln Gly Phe

Asp
65

Ser Cys

Lys Gln Ile

Phe Val

115

Leu Ala Ala

Glu

Gly Arg

Thr

Glu

5

Asn
20

Leu Thr

Met His

Phe Phe

70

Lys
85

Leu
100

Ile Ile

Thr

Pro

Ser Asp

Arg

Leu Arg Met

Val Asp Met

val

Phe

Pro

His

His
40

Leu

Leu

Leu Asp

Lys

Val

Thr Arg
120

cgtcecggaag
gaaccggata
ccgecaggtg
atgttcgaag
ctgactgaag
gaccgeggtg
ggtatcgaag
ttcatgtgta

aacggtggtc

tacgacgcectg

Ala Ala
10

Tyr

Phe
25

Ala Lys
Glu Ala Arg
Thr

Tyr Asp

Ile
75

Asp His

Pro Leu

90

Leu

Ala
105

Lys Ser

Gly Leu Lys

27

atatcgttaa
tgcagcgegt
caatcgaccce
cagctgaccg
gttctggett
ttctgcaggg
ttcgegttga
ctactgcagg
agatcggtcce

cttactecctt

His

Gly Val

Ile Pro

45

Val
60

Pro

Thr

Arg

Pro

Gly Ile

Glu Arg

Ala

30

Ile

Ser Val

Leu

Arg Asp

caacctgtac
tggtggttct
gaccgttaaa
cggtgcaact
caacatcgtt
cgtaactegt
gttegtteeg
tggtatcatg
gatcaccaag

cgaaatcgac

Gln
15

Lys

Trp Val

Leu Asp

Trp

Glu Ala

80

Glu Val
95

Arg Asp Ala

110

val
125

Gly

Arg

Gly Ser

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

978
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Arg Pro Glu Asp Ile Val Asn Arg Ile Tyr Met Phe Ile Gln Pro Tyr
130 135 140

Val Trp Cys Met Glu Pro Glu Val Gln Pro Val Gly Gly Ser Ala Ile
145 150 155 160

Ile Ala Arg Thr Val Arg Arg Val Pro Pro Gly Cys Ile Asp Pro Thr
165 170 175

Val Lys Asn Leu Gln Trp Gly Asp Leu Val Arg Gly Leu Phe Glu Ala
180 185 190

Ser Asp Arg Gly Ala Glu Tyr Pro Phe Leu Thr Asp Gly Asp Thr Asn
195 200 205

Leu Thr Glu Gly Ser Gly Phe Asn Ile Val Leu Val Lys Asp Asn Ile
210 215 220

Leu Tyr Thr Pro Ala Arg Gly Val Leu Glu Gly Val Thr Arg Lys Ser
225 230 235 240

Val Ile Asp Val Ala Arg Ala Ser Gly Phe Asp Ile Lys Val Glu Leu
245 250 255

Val Pro Val Gln Met Ala Tyr Asp Ala Asp Glu Ile Phe Met Cys Thr
260 265 270

Thr Ala Gly Gly Ile Met Pro Ile Thr Ser Leu Asp Gly Lys Pro Val
275 280 285

Asn Asp Gly Lys Val Gly Ser Val Thr Lys Lys Ile Trp Asp Gly Tyr
290 295 300

Trp Ala Ile His Tyr Asp Pro Ala Tyr Ser Phe Glu Ile Ala Tyr
305 310 315

<210> 4

<211> 960

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID 3

<400> 4
atggcgacca tggaaaaaat cttcgctgct taccacgagc gtcagaaact gctggcagcect 60

aacactcacc cgttcgctaa aggcgtagca tgggttgaag gtgaactgac tccgcetgceac 120

gaagcgcegta tcccgattet ggatcaggge ttcatgcact ctgacctgac ttacgacgtt 180
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ccgtetgtat
tcctgecacca
gttgatatgg
ggtctgaaag
atccagccegt
atcgcgegta
cagtggggcg
ttcctgactg
aaagacaaca
gttatcgacg
atggcttacg
acttctctgg
tgggacggtt
<210> 5

<211> 320
<212> PRT

gggacggtcg

aactgcgtat
ttgctaaatc
gcgttcgtgg
acgtatggtg
cegttegteg
acctggtteg
acggtgacac
tcctgtacac
ttgctegege
acgctgacga
acggtaagcc

actgggcaat
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tttctteegt
gaagctgeceg
tggtatcegt
ttccegteeg
catggaaccg
cgttccegeca
tggtctgttc
caacctgact
tccggecacgt
ttctggette
aatcttcatg
ggttaacgac

ccactacgac

<213> Nectria haematococca

<400> 5

Met Ala Thr Met Asp Lys Val

1

Val Leu Glu Ala

5

20

Phe

Ser Lys Asn Pro

Gln Gly Glu Leu Val Pro Leu His

35

Gln Gly Phe Met

50

His

40

Ser Asp Leu

55

Asp Gly Arg Phe Phe Arg Leu Glu
70

65

Ser Cys Lys

Ile Lys

Phe Val Glu Leu

Lys Met Arg Leu Arg

100

Ile Val

Thr Leu Val Asp Met Val

Thr Arg

ctggatgacc
ctgcegegeg
gacgcattcg
gaagatatcg
gaagttcagc
ggttgcatcg
gaagcgtctg
gaaggttctg
ggtgttctgg
gacatcaaag
tgtactactg
ggtaaagttg

ccggcettact

Ala Gly Tyr
10

Leu Ala Lys
25

Glu Ala Arg

Thr Tyr Asp

Leu
75

Asp His

Met Pro Leu
20

Ala Lys
105

Ser

Gly Leu Thr

29

acatcactcg
acgaagttaa
ttgaaatcat
ttaaccgtat
cggtaggtgg
acccgaccgt
accgeggtge
gcttcaacat
aaggcgtaac
ttgagctggt
caggtggtat
gttctgttac

ccttecgaaat

tctggaageg
gcagatcctg
cgttactcge
ctacatgttce
ttctgectatce
taaaaacctg
agaatacccg
cgttctggtt
tcgtaagtct
tccggtacag
catgccaatc
caagaaaatc

cgcttattaa

Ala Glu Arg Gln Ala

Gly Val Ala Trp
30

15

Ile

Ile Pro Leu Leu Asp

45

Val
60

Pro

Ser Val

Trp

Asn Arg Leu Glu Ala

80

Pro Arg Glu Glu Val

Gly

Ile Arg Asp Ala

110

Gly Val Arg Gly Ala

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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115 120 125

Lys Pro Glu Glu Leu Leu Asn Asn Asn Leu Tyr Met Phe Ile Gln Pro
130 135 140

Tyr Val Trp Val Met Asp Pro Asp Val Gln Tyr Thr Gly Gly Arg Ala
145 150 155 160

Ile Val Ala Arg Thr Val Arg Arg Val Pro Gly Ser Ile Asp Pro

o
o
ol
= g
~H
[=e]

|

l

Thr Ile Lys Asn Leu Gln Trp Gly Asp Leu Val Arg Gly Leu Phe Glu
180 185 190

Ala Asn Asp Arg Gly Ala Thr Tyr Pro Phe Leu Thr Asp Gly Asp Ala
195 200 205

Asn Leu Thr Glu Gly Ser Gly Phe Asn Val Val Leu Ile Lys Asp Gly
210 215 220

Val Leu Tyr Thr Pro Asp Arg Gly Val Leu Gln Gly Ile Thr Arg Lys
225 230 235 240

Ser Val Ile Asp Ala Ala Arg Ser Cys Gly Tyr Glu Ile Arg Val Glu
245 250 255

His Val Pro Ile Glu Ala Thr Tyr Gln Ala Asp Glu Ile Leu Met Cys
260 265 270

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

Val Lys Asp Gly Lys Val Gly Pro Ile Thr Lys Ala Ile Trp Asp Arg
290 295 300

Tyr Trp Ala Met His Trp Glu Asp Glu Phe Ser Phe Lys Ile Asn Tyr
305 310 315 320
<210>6

<211> 963

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID 5

<400> 6
atggcaacca tggacaaagt attcgctggt tacgctgaac gtcaggctgt tctggaagceg 60

tctaaaaacc cgctggcgaa aggcgttgca tggattcagg gcgaactggt tccgetgcac 120

30
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gaagcgcgta
ccgtetgtat
tcctgcaaga
gttgatatgg
ggtctgactg
ttcatccage
atcgttgete
ctgcagtggg
ccgttectga
atcaaagacg
tctgttatcg
gaagcaactt
atcaccactc
atctgggacc
taa
<210>7

<211> 327
<212> PRT

tcecegetget
gggacggtcg
aaatgcgtct
ttgctaaatc
gcgttegtgg
cgtacgtatg
gtaccgttceg
gcgacctggt
ctgacggtga
gcgtactgta
acgctgcacg
accaggctga
tggatgacaa

gttactgggc

<213> Aspergillus niger

<400> 7

Met Ala Ser Met Asn Gln Val

1

Thr Leu

Glu Gly
35

Gln Gly
50

Asp Gly

Ala Cys

Glu Ala

Gln

Phe

Trp

Ala

5

20

Leu Val

Leu Arg

Phe
70

Lys
85

Ser Lys

Pro

Ser Asp

Ser Arg Leu
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ggatcagggce
tttcetteegt
gcgtatgeceg
tggtatcegt
tgcgaagcceg
ggtaatggac
tecgegtaceg
tegtggtcetg
cgctaacctg
cactccggac
ttcctgeggt
cgaaatcctg
gccggttaaa

aatgcactgg

Leu

Asn Pro

Leu Arg
40

Leu
55

Phe Arg Leu Asp

Lys

ttcatgcact
ctggaagatc
ctgcecgegtg
gacgcattcg
gaagagctgc
ccggacgtte
ccaggttcta
ttcgaagcta
actgaaggtt
cgeggtgtte
tacgaaatcc
atgtgtacta
gacggtaaag

gaagacgagt

Thr Glu
10

Tyr

Tyr Ala
25

Lys

Glu Ala Arg

Thr

Tyr Asp

Leu
75

Asp His

Leu Pro Ile

90

31

ctgacctgac
acctgaaccg
aagaagttat
ttgaactgat
tgaacaacaa
agtacaccgg
tcgacccegac
acgaccgcgg
ctggcttcaa
tgcagggtat
gcgttgaaca
ctgctggcgg
ttggtccgat

tctctttcaa

Ala

Gly

Ile Pro

45

Val
60

Ile

Ser Arg Leu

Ser Arg Asp

Ile Ala
30

Leu

Ser Val

ttacgacgtt
tctggaageg
caaaactctg
cgttactecge
cctgtacatg
tggtcgtget
tatcaaaaac
tgcaacttac
cgttgttctg
cactcgtaag
cgttccgatce
tatcatgcca
caccaaagct

gatcaactac

Thr Arg Arg Ala

15

Trp Val

Ile Asp

Trp

Glu

Leu

Glu Val
95

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

963



Lys

Tyr

Lys

Vval

145

val

val

Ala

Leu

Ile

225

Val

val

Thr

Asn

Trp

305

Asp

Gln

Val

Pro

130

Trp

Thr

Lys

Asp

Thr

210

Tyr

Ile

Pro

Ala

Gly

290

Gly

Gly

<210> 8

<211> 984

Ser

Ala

115

Glu

val

Arg

Asn

Arg

195

Glu

Thr

Asp

val

Gly

275

Gly

Met

Ser

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

Leu

100

Leu

Asp

Met

Thr

Leu

180

Gly

Gly

Pro

val

Glu

260

Gly

Arg

His

Lys

Val

Ile

Leu

Glu

Val

165

Gln

Ser

Ser

Asp

Ala

245

Leu

Ile

Ile

Tyr

Ala
325

Arg

val

val

Pro

150

Arg

Trp

Met

Gly

Arg

230

Arg

vVal

Met

Gly

Asp

310

Lys

Met

Thr

Asn

135

Glu

Arg

Gly

Tyr

Tyr

215

Gly

Ala

Tyr

Pro

Pro

295

Pro

Leu
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val

Arg

120

Asn

Vval

val

Asp

Pro

200

Asn

Vval

Cys

Gln

Ile

280

Ile

Ala

Ala

105

Gly

Leu

Gln

Pro

Leu

185

Phe

Ile

Leu

Gly

Cys

265

Thr

Thr

Tyr

Gln

Leu

Tyr

Arg

Pro

170

Thr

Leu

Vval

His

Ile

250

Asp

Glu

Lys

Ser

32

Ser

Gln

Met

vVal

155

Gly

Arg

Thr

Leu

Gly

235

Gln

Glu

Leu

Lys

Phe
315

Gly

Ser

Phe

140

Gly

Ala

Gly

Asp

Ile

220

Val

val

Ile

Asp

Ile

300

Ala

Ile

vVal

125

Val

Gly

Ile

Met

Gly

205

Lys

Thr

His

Phe

Gly

285

Trp

Val

Arg

110

Arg

Gln

Ser

Tyr

Leu

190

Asp

Ala

Arg

Leu

Met

270

Lys

Asp

Ser

Asp

Gly

Pro

Ala

Pro

175

Glu

Gly

Gly

Thr

Glu

255

Cys

Pro

Gly

Tyr

Ala

Ala

Tyr

Val

160

Thr

Ala

His

Ala

Ser

240

Ala

Thr

Val

Tyr

Asp
320



10

<220>

ES 2 650245 T3

<223> Secuencia optimizada por codén que codifica la SEQ ID 7

<400> 8
atggcttcta

tctaaaaacc
gaagcgcgta
atctccgtat
gcatgtgcga
gtacgtatgg
ggtctgcagt
gttcagcegt
gttactcgta
cagtggggcg
ttcctgactg
aaagctggceg
gttatcgacg
ctggtttacc
actgaactgg
tgggacggtt

gacggttcta

<210>9
<211> 321
<212> PRT

tgaaccaggt
cgtacgctaa
tcecegetgat
gggacggctg
aatctcgect
ttgctcagtce
ctgtacgtgg
acgtatgggt
ctgttegteg
acctgactcg
acggtgacgg
caatctacac
ttgctegege
agtgcgacga
acggtaaacc
actggggtat

aagcgaagtt

tctgactgaa
aggtatcgca
cgaccagggc
gttctteegt
gaaactgccg
tggtatcegt
tgcgaagccg
aatggaaccg
cgttccgeca
cggtatgcectg
tcacctgact
tccggacegt
ttgcggtatt
aatcttcatg
ggttaacggt
gcactacgac

ataa

<213> Hyphomonas neptunium

<400> 9

Met Leu Thr Phe Gln Lys Val Leu

1

5

Ala Arg Ala Glu Arg Thr Asp Ala

20

Glu Asn Glu Phe Val Pro Ile Gly

35

40

Gln Gly Phe Leu His Ser Asp Leu

50

55

tacgcaactc
tgggttgaag
ttcctgegtt
ctggatgacc
atctccegtg
gacgcttacg
gaagatctgg
gaagttcagce
ggtgctatct
gaagcagctg
gaaggttctg
ggtgttctge
caggttcacc
tgtactactg
ggtcgtatceg

ccggettact

Thr Gly Phe
10

Phe Ala Asp
25

Lys Ala Arg

Thr Tyr Asp

33

gtcgtgcaac
gtcagctggt
ctgacctgac
acctgtcteg
acgaagttaa
ttgctctgat
ttaacaacct
gcgttggtgg
acccgaccgt
accgceggtte
gttacaacat
acggtgttac
tggaagcggt
caggtggtat
gtccgatcac

ccttegetgt

Gln

Gly

tctggaagecg
accgctgegt
ttacgacgtt
cctggaactg
gcagtctctg
cgttactcge
gtacatgttc
ttctgetgtt
taaaaacctg
tatgtacccg
cgttctgatc
tcgtacttcet
accggttgag
catgccaatc
caagaaaatc

ttcttacgac

Thr Arg Ala Asp

15

Ile Ala Trp Ile
30

Ile Pro Ile Leu Asp

45

Val
60

Pro Ala Val Trp

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

984



Asn

65

Ser

Arg

Tyr

Gln

Val

145

Val

Ile

Gly

Ala

Leu

225

val

Ile

Thr

Gly

Trp
305

Pro

Gly

Cys

Arg

vVal

Ala

130

Trp

Thr

Lys

Asp

Thr

210

His

Leu

Pro

Ala

Asp

290

Asp

<210> 10

Arg

Ala

Leu

Glu

115

Glu

Ile

Arg

Asn

Arg

195

Glu

Thr

Glu

Ile

Gly

275

Gly

Leu

Ile

Lys

Val

100

Ile

Asp

Leu

Thr

Leu

180

Asp

Gly

Pro

Ile

Gln

260

Gly

Thr

His

Phe

Met

Met

Ile

Ile

Pro

val

165

Gln

Ser

Ala

Arg

Ala

245

Ala

Ile

Val

Asp

Arg

70

Arg

Glu

Val

Ile

Leu

150

Arg

Trp

Phe

Gly

Arg

230

Ala

Leu

Met

Gly

Asp
310

Leu

Leu

Leu

Thr

Pro

135

Glu

Arg

Gly

Phe

Tyr

215

Gly

Ala

Tyr

Pro

Pro

295

Pro

ES 2 650245 T3

Asp

Pro

val

Arg

120

Asn

Tyr

Thr

Asp

Pro

200

Asn

vVal

Arg

Glu

Leu

280

Val

Gln

Asp

Leu

Ser

105

Gly

Leu

Gln

Pro

Leu

185

Ile

Ile

Leu

Gly

Cys

265

Val

Thr

Leu

His

Pro

Arg

Leu

Tyr

Asn

Pro

170

Val

Leu

Val

Glu

Leu

250

Asp

Leu

Arg

Ser

34

Leu

75

Ile

Ser

Lys

Leu

His

155

Gly

Arg

Pro

Leu

Gly

235

Lys

Glu

Leu

Met

Glu
315

Asp

Ala

Gly

Phe

Met

140

Gly

Ala

Gly

Asp

val

220

Ile

Thr

Leu

Asp

Ile

300

Pro

Arg

Arg

Leu

Leu

125

Ala

Ala

Leu

Leu

Gly

205

Arg

Thr

His

Phe

Gly

285

Trp

val

Leu

Pro

Arg

110

Arg

Val

Pro

Asp

Met

190

Asp

Asn

Arg

Val

Met

270

Asn

Glu

Thr

Glu

Glu

Asp

Gly

Pro

Ala

Pro

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Thr

255

Cys

Ile

Ala

Tyr

Val

80

Leu

Ala

Ala

Tyr

Val

160

Thr

Ala

Asn

Glu

Thr

240

Glu

Ser

Val

Tyr

Ala
320



10

15

<211> 966
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 650245 T3

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID 9

<400> 10
atgctgactt

cgtactgacg
aaagcgcgta
ccggcagtat
tcctgtgega
atggaactgg
ggtctgaaat
gctgttecegt
gttactcgta
cagtggggcg
atcctgecegg
cgtaacggtg
gttctggaaa
gcgcectgtacg
gttctgectgg
tgggaagcat

ccgtaa

<210> 11
<211> 317
<212> PRT

tccagaaagt
cattcgcectga
tcecegatect
ggaacggtcg
agatgcgtct
tttcecegttce
tcctgegegg
acgtatggat
ccgttegteg
acctggtteg
acggtgacgg
aactgcacac
tcgetgetge
agtgcgacga
acggtaacat

actgggatct

tctgactggce
cggtatcgce
ggatcagggc
tatcttcegt
gccgetgeca
tggtctgegt
tgctcaggcet
tctgeegetg
tactccgceca
tggtctgatg
taacgcaact
tcegegtege
tcgeggtcetg
actgttcatg
cgttggtgac

gcacgacgac

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 11

ttccagactc
tggatcgaaa
ttcctgeact
ctggatgacc
atcgecgegte
gacgcttacg
gaagatatca
gaataccaga
ggtgcgetgg
gaagctggcg
gaaggtgcag
ggtgttctgg
aaaactcacg
tgcteccactg
ggtactgttg

ccgcagetgt

gcgectgacge
acgagttcgt
ctgacctgac
acctggaccg
cggaactgceg
ttgaaatcat
tcccgaacct
accacggtgce
acccgactat
accgtgactce
gttacaacat
aaggtatcac
ttactgaaat
caggtggtat
gtccggtaac

ctgaaccggt

tcgecgetgaa
tcecgateggt
ttacgacgtt
tctggaagtt
tcgtctggta
cgttactcge
gtacctgatg
accggcetgtt
caaaaacctg
cttctteeceg
cgttcetggtt
tecgtegtace
cccgattcag
catgccgetg
tcgtatgatc

aacttacgca

Met Pro Arg Glu Thr Arg Ser Ala His His Gly Ile Pro Ser Val Glu

1

5

10

15

Ala Pro Ala Phe Pro Gln Gly Ala Ala Tyr Met Asn Gly Arg Phe Ile

20

25

35

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

966



Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Cys

val

Glu

145

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

225

Thr

Leu

Met

Ile

Asp

50

Leu

Leu

Cys

Thr

Asn

130

Arg

Arg

Leu

Ser

Phe

210

Gly

Ala

Arg

Pro

Ala

35

Val

Asp

Asn

val

Arg

115

Gln

Gln

Ile

Asp

Val

195

Asn

Val

Met

Asp

Val

Asp

Thr

Lys

Val

Arg

100

Gly

Phe

Leu

Pro

Leu

180

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

260

Thr

Ala

Tyr

His

Pro

85

Arg

Val

Ile

Arg

Pro

165

Val

Leu

Phe

His

Ile

245

Asp

Arg

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ser

Ser

Ala

Glu

150

Glu

Ala

Lys

vVal

Gly

230

Asp

Glu

Leu

val

Thr

55

Glu

Thr

Gly

Pro

Phe

135

Gly

Ser

Gly

Cys

val

215

Ile

Ala

val

Asn

ES 2 650245 T3

Ser

40

Val

Arg

Asp

Leu

Thr

120

Ala

Leu

Val

Leu

Thr

200

Arg

Thr

Gln

Phe

Asp

Val

His

Phe

Asp

Arg

105

Phe

vVal

His

Asp

Leu

185

Asp

Asp

Arg

Ala

Ile

265

Ala

Leu

Val

Arg

Ala

920

His

Ser

Pro

Leu

Pro

170

Lys

Gly

Gly

Gln

Ala

250

Thr

Thr

36

Asp

Trp

Arg

75

Leu

Ala

Arg

Tyr

His

155

Gln

Gly

Ser

Arg

Thr

235

Arg

Ser

Ile

Trp

Asn

60

Ser

Arg

Tyr

Asp

Gly

140

val

Ile

Tyr

Ile

Leu

220

Val

Ile

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Leu

Asp

val

Pro

125

Ser

Ile

Lys

Asp

Ala

205

Arg

Phe

Asp

Ala

Asp

Phe

Arg

Ala

Ile

Glu

110

Arg

val

Asp

Asn

Ala

190

Glu

Thr

Glu

Asp

Gly

270

Gly

Leu

Phe

Arg

Leu

95

Met

Asp

Ala

Asp

Tyr

175

Gly

Gly

Pro

Leu

Ala

255

Gly

Arg

His

Phe

Leu

val

Leu

Ala

Asn

Val

160

His

Ala

Pro

Glu

Ala

240

Gln

Ile

Pro



10

15

20

275

ES 2 650245 T3

280

285

Gly Pro Met Thr Arg Arg Leu Phe Asp Ala Tyr Trp Ala Lys His Gly

290

295

300

Asp Pro Ala Trp Ser Leu Ala Val Asp Tyr Ala Asp Gly
310

305

<210> 12
<211> 954
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

315

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID 11

<400> 12
atgccgegtg

ccgcagggeg
gtactggact
ggtcgtttet
cgtctgaacg
cgttetggte
ttctectegeg
tctgttgcta
cgtcgtatce
gttgctggte
gacggttcta
cgtactccgg
actgcgatgg
gacgaagttt
gcaactatcg
gcgaagcacg

<210> 13
<211> 337
<212> PRT

aaactcgttc
cagcttacat
ggggcttecct
tcegtcetgga
ttcegetgac
tgegtcacge
atccgecgega
acgaacgtca
cgccagaatc
tgctgaaagg
tcgctgaagg
aacgtggtgt
gtatcgacgce
tcatcacttce
gtgacggtcg

gtgaccegge

tgcacaccac
gaacggtecgt
gcactctgac
caagcacatc
tgacgacgecg
ttacgttgaa
cgctgttaac
gctgcgtgaa
cgttgatccg
ttacgacgct
tcegggettce
tctgcacggt
tcaggctgca
tactgcaggt
tcecgggteceg

atggtctctg

<213> Mycobacterium vanbaalenii

<400> 13

ggtatcccgt
ttcatcccaa
gttacttacg
gaacgtttce
ctgcgtgaca
atgctgtgea
cagttcatcg
ggtctgcacce
cagatcaaaa
ggcgcagaat
aacgtattcg
atcactcgtc
cgtatcgacg
ggtatcatgce

atgactcgtce

gcggttgact

Met Gly Ile Asp Thr Gly Thr Ser Asn Leu Val

1

5

10

37

ctgttgaagce
tcgetgacge
acaccgttca
gtcegttectcet
tcctggttga
ctcgeggtgt
cgttcgetgt
tgcacgttat
actaccactg
ccgttetget
ttgttcgtga
agactgtatt
acgctcaget
cggtaactcg
gtctgttecga

acgctgacgg

gccggecatte
tcgegtttet
cgtatggaac
ggcgcgtcetg
gtgcgtacgt
ttctecgact
tccgtacggt
cgacgacgtt
gctggatctg
gaaatgcact
cggtcgtctg
cgaactggca
gcgtgacgcet
tctgaacgac
cgcttactgg

ataa

Ala Val Glu Pro Gly

15

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

954



Ala

Tyr

Glu

Thr

65

His

Gly

Ala

Phe

Lys

145

Tyr

Val

Thr

Ala

Cys

225

Lys

Thr

Ile

Glu

Gly

50

Gly

Gly

Ala

Asp

val

130

Asp

Leu

Val

Ile

Lys

210

vVal

Leu

Val

Arg

Ile

Glu

Phe

Asn

Arg

Ile

115

Asn

Leu

Trp

Pro

Lys

195

Asp

Ala

Ala

Phe

Glu

20

Asp

Tyr

Gly

Ile

Lys

100

Thr

Leu

Ser

Ala

Arg

180

Asn

Arg

Glu

Ser

Glu
260

Asp

Tyr

Leu

His

Phe

85

Leu

Lys

Thr

Lys

Phe

165

His

Tyr

Gly

Gly

Pro

245

Ile

Thr

Ser

Pro

Ser

70

Arg

Arg

Lys

Ile

Leu

150

Pro

Val

Gln

Ala

Pro

230

Ser

Ala

Pro

Ser

Ala

55

Asp

Leu

Leu

Cys

Thr

135

Thr

Pro

Arg

Trp

Arg

215

Gly

Arg

Gly

ES 2 650245 T3

Ala

Pro

40

Glu

Leu

Gly

Asp

val

120

Arg

His

Ala

Gly

200

Thr

Phe

Asn

Ala

Gly

25

Phe

Asp

Thr

Asp

Ser

105

Ser

Gly

Gln

Glu

Ala

185

Asp

Ala

Asn

Ala

Met
265

Ser

Ala

Ala

Tyr

His

90

Gly

Leu

Tyr

vVal

Gln

170

Gly

Leu

Ile

Val

Leu

250

Gly

Val

Gly

Lys

Thr

75

Leu

Tyr

Ser

Gly

Tyr

155

Ile

Arg

Thr

Leu

Cys

235

Pro

Ile

38

Ile

Gly

Ile

60

Val

Asp

Thr

Gln

Lys

140

Ile

Phe

Asn

Ala

Met

220

Ile

Gly

Glu

Gln

Val

45

Ser

Ala

Arg

Lys

Leu

125

Arg

Tyr

Gly

Thr

Ala

205

Asp

Val

Ile

Ala

Tyr

30

Ala

Ile

His

Leu

Asp

110

Arg

Lys

Ala

Thr

Val

1390

Ser

Ala

Lys

Thr

Ala
270

Ser

Trp

Phe

vVal

Leu

95

Glu

Glu

Gly

Ile

Thr

175

Asp

Phe

Asp

Asp

Arg

255

Leu

Asp

Ile

Asp

Trp

80

Asp

Leu

Ser

Glu

Pro

160

Ala

Pro

Glu

Asn

Gly

240

Lys

Arg



10

15

Asp Val Thr Ser His Glu Leu

275

Thr Thr Ala Gly Gly Val Thr

290

Ile Gly Asp Gly Glu Pro Gly

305

Phe Trp Ala Leu Met Asp Glu

Tyr

<210> 14
<211> 1014
<212> ADN

ES 2 650245 T3

Tyr
280

Pro
295

Pro

310

325

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codén que codifica la SEQ ID NO 13

<400> 14
atgggtatcg

gatactcegg
ttegetggeg
tccatctteg
cacggtaaca
ctgegtetgg
tctetgtete
cgtaaaggtg
tacctgtggg
cacgttcgtce
gacctgactg
gacgctgaca
aaactggctt
atcgctggeg
gacgctgacg
gatggecgttce
ttetgggege

<210> 15
<211> 305
<212> PRT

acaccggtac
caggttctgt
gcgttgecatg
acactggcett
tctteegtet
attccggtta
agctgcgtga
aaaaagacct
cattccegece
gcgcetggteg
cagcttcettt
actgecgttge
ctcecgteceg
caatgggtat
aaatcatggc
cgatcggtga

tgatggacga

Pro

ttctaacctg
tatccagtac
gatcgaaggt
cggtcactct
gggtgaccac
caccaaagac
atccttegtt
gtctaaactg
agcagagcag
taacaccgtt
cgaagcgaaa
tgaaggtccg
taacgcgetg
cgaagctgca
ggtaactact
cggtgaaccg

accgggteecg

Asp Ala Asp

Ile Asn Thr

Val Thr Vval
315

Gly Pro Leu

330

gttgctgttg
tctgactacg
gaatacctge
gacctgactt
ctggaccgtce
gaactggctg
aacctgacta
actcaccagg
atcttcggta
gatccgacta
gaccgeggtg
ggcttcaacg
ccaggtatca
ctgcgtgacg
gctggeggeg
ggtccggtta

ctgatcgaag

39

Glu Ile
285

Leu Asp
300

Ala Ile

Ile Glu Ala Ile

agccgggtge
aaatcgacta
cggcagaaga
acaccgttge
tgctggacgg
acatcaccaa
tcactcgegg
tttacatcta
ctactgcetgt
tcaaaaacta
cacgtactge
tttgcatcgt
ctcgtaaaac
taacttctca
ttactccgat

ccgttgetat

cgattcagta

Gly Val

Met Ala Val

Pro

Arg Asp Arg

320

Gln
335

tatccgtgaa
ctcttecteceg
tgcgaagatc
tcacgtatgg
tgcgcegtaag
gaaatgcgta
ttacggtaag
cgcaatcccg
tgttecegegt
ccagtggggc
gattctgatg
taaagacggt
cgtattcgaa
cgaactgtac
caacaccctg
ccgtgaccge

ctaa

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1014



<213> Desconocido

<220>
<223> Organismo aislado del suelo

<400> 15
Met Val Ser

1

Phe

Leu

Phe

Lys

65

Leu

Met

Lys

Leu

Ile

145

His

His

Pro

Ile

Arg

Phe

50

Leu

Ala

Ile

Ala

Arg

130

Thr

Trp

His

Gly

Gln

Ser

35

Gln

Arg

Gly

Gln

Thr

115

Pro

Arg

Met

Thr

Phe
195

Asp

Leu

20

Asp

Leu

Met

Cys

Thr

100

Pro

Glu

Ile

Asp

Ala

180

Asn

Ile

5

Ser

Ala

Asp

Pro

val

85

Arg

Arg

Asp

Pro

Leu

165

Ile

Ile

Phe

Glu

Thr

Lys

Cys

70

Lys

Gly

Phe

Phe

Pro

150

vVal

Leu

Phe

Pro

Ala

Tyr

His

55

Arg

Lys

Met

Met

Glu

135

Ser

Thr

Val

Ser

ES 2 650245 T3

Lys

Lys

Asp

40

Ile

Leu

Ala

Ser

Ala

120

Lys

Ser

Gly

Asp

val
200

Gly

Ile

25

val

Asp

Ser

Asp

Pro

105

Phe

Gly

Val

Met

Glu

185

Asp

Ser

10

Pro

Vval

Arg

Arg

Leu

90

Asn

Ala

Leu

Asp

Leu

170

Asp

Glu

40

Ala

Ile

His

Phe

Glu

75

Glu

Phe

Vval

Asp

Pro

155

Asp

Asn

Asn

Trp

Leu

Val

Phe

60

Glu

Asp

Val

Pro

Val

140

Thr

Ala

Asn

Glu

Met

Asp

Trp

45

Lys

Ile

Ser

Arg

Phe

125

Tyr

Ile

Tyr

Val

Ile
205

Asn

Trp

30

Lys

Ser

Lys

Tyr

Asp

110

Gly

Leu

Lys

Asp

Ser

190

Asn

Gly

15

Gly

Gly

Thr

Arg

val

95

Pro

Trp

Thr

Asn

Arg

175

Glu

Thr

Glu

Phe

Ser

Glu

Ile

Glu

Arg

Ile

Asp

Tyr

160

Gly

Gly

Pro



10

Asp His
210

Ala Lys
225

Met Leu Lys

Val Met

Val Gly Asp

Gly Vval

Glu Leu Asn

Pro

Leu Glu Gly

ES 2 650245 T3

Ile
215

Ile Lys Val

230

Ser
245

Ile
260

Ile

275

Ser Asp Pro Asp

290

val
305

<210> 16
<211>915
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codén que codifica la SEQ ID NO 15

<400> 16
atggtttctg

tctgaagecga
gttgttcacg
aaatctactg
ctggetgget
cgcggtatgt
ttcgectgtte
tacctgactg
cactggatgg
attctggttg
gacgaaaacg

gttatcgacc

acatcttccc
aaatcccgat
tatggaaagg
aaaaactgcg
gcgttaagaa
ctccgaactt
cgttcggetg
acatcactcg
acctggttac
acgaagataa
aaatcaacac

tggctaaaga

Thr Lys

Thr Arg Lys

Ser Glu Glu Leu

Ile Ser

Ile
280

Trp Ser Thr Ser

295

gaaaggttct
cctegactgg
ttctttette
tatgccatge
agctgacctg
cgttegtgac
gattctgegt
tatcececgeceg
cggtatgcectg
caacgtttct
tcecggatcac

gctgaacatc

Thr Arg Gln

Asn Lys Lys

235

Phe Ala Thr
250

Gly Lys Asn
265

His Lys Leu

Ile Asn Asp

gcatggatga
ggcttectge
cagctggaca
cgtctgtcte
gaagactcct
ccgcegtaaag
ccggaagact
tctteegttg
gatgcttacg
gaaggtccgg
ggcgtactgg

aaagttaaca

41

Thr Val
220

Pro

Ser

Ile Asn Lys

Ile Thr

Ile Asp Leu

Ile Lys
240

Thr Ala Gly Gly

255

Gly Thr

270

Tyr
285

Trp Asp Lys

His

Ile Leu Leu Tyr Lys

300

acggtgaatt
gttctgacge
agcacatcga
gtgaagaaat
acgttgaaat
caactcecgeg
tcgaaaaagg
atccgactat
accgecggtca
gcttcaacat
aaggtatcac

agaaaccaat

catccagctg
aacttacgac
ccgcettette
caagcgtatc
gatccagact
cttcatggeg
tctggacgtt
caaaaactac
ccacactgeg
cttctetgtt
tcgtcagact

cactatcaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ES 2 650245 T3

atgctgaaat cttctgaaga gctgttcgca acttctactg ctggcggegt aatgecgatc 780

accaagatct ccggtaaaaa catcaacaaa ggcaccgttg gtgacatcac tecgtaagatce 840
cacaaactgt actgggacaa gcactctgat ccggactggt ctacttccat caacgacatc 900
ctgctgtaca aggta 915
<210> 17

<211> 291

<212> PRT

<213> Mesorhizobium loti

<400> 17

Met Ala Phe Met Asp Gly Gln Tyr Leu Pro Met Ser Glu Ala Lys Val

1 5 10 15

Ser Val Leu Asp Trp Gly Phe Leu His Ser Asp Ala Thr Tyr Asp Thr
20 25 30

Val His Val Trp Asp Gly Arg Phe Phe Arg Leu Asn Leu His Val Asp
35 40 45

Arg Phe Phe Arg Gly Met Glu Lys Leu Arg Met Lys Leu Pro Tyr Asn

Arg Ser Glu Ile Glu Lys Ile Leu Ser Thr Cys Val Ala Leu Ser Gly
65 70 75 80

His Lys Ser Ala Tyr Val Glu Met Ile Cys Thr Arg Gly Gly Ser Pro
85 90 95

Thr Phe Ser Arg Asp Pro Arg Gln Ser Glu Asn Arg Phe Ile Ala Phe
100 105 110

Ala Val Pro Phe Gly Ser Val Ala Asn lLys Glu Gln Leu Glu Arg Gly
115 120 125

Leu His Val Ala Ile Ser Asn Thr Val Arg Ile Pro Pro Lys Ser Ile
130 135 140

Asp Pro Thr Ile Lys Asn Tyr His Trp Leu Asp Leu Val Lys Gly Leu
145 150 155 160

Phe Asp Ala Tyr Asp Tyr Gly Ala Glu Thr Ala Leu Ile Val Asp Ile
165 170 175

Asn Asp Asn Ile Ala Glu Gly Pro Gly Phe Asn Val Phe Thr Val Lys
180 185 190

42
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Asp Gly Arg Leu Lys

195

Arg Gln Thr Val

210

Ala Gly Asp

225

Ile Thr Ser Thr Ala Gly Gly

Thr val Vval

Asp Leu Tyr Trp Glu Lys

ES 2 650245 T3

Thr Pro Ala

200

Phe Asp Leu Cys

215

Ile Asp Arg Asn Glu

230

245

260

275

Asn Tyr Ala

290

<210> 18
<211> 876
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID NO 17

<400> 18
atggcgttca

tggggcttcee
ttcecgtctga
ctgcegtaca
cacaagtctg
gatcecgegte
aacaaagagc
ccaaagtcta
ttcgacgett
gctgaaggtce
tacggecgttce
ctgtcetgttt

atcacttcta

tggacggtca
tgcactctga
acctgcacgt
accgttctga
cttacgttga
agtctgaaaa
agctggaacg
tcgaccegac
acgactacgg
cgggcttcaa
tggcaggtat
ctgctggega

ctgcaggtgyg

Ile

Gly Asp Gly Lys Val

His Ala
280

gtacctgeceg
cgcaacttac
tgaccgcettce
aatcgaaaaa
aatgatctgt
ccgettcate
tggtctgcac
tatcaaaaac
cgcagaaact
cgtattcacc
cactcgtcag
catcgaccgt

tatcatgeceg

Tyr Gly Val

Asp Glu Leu

Leu Lys Gly

235

Met Pro Val
250

Gly Ala Leu
265

Asp Pro Ala

atgtctgaag
gacaccgtte
ttccgeggta
atcctgtcta
actcgcggtg
gcgttegetg
gttgctatct
taccactggce
gcactgatcg
gttaaagacg
actgtattcg
aacgaactga

gtttccaaga

43

Leu Ala Gly

205

Gly Leu Ser Val

220

Ala Asp Glu Val

Ser Lys

Thr

Ile

Ser

Phe
240

Ile Asp Glu

255

Thr Arg Gln Leu Ala
270

Trp
285

cgaaagtttc
acgtatggga
tggaaaaact
cttgegtage
gttctccgac
ttcegttegg
ccaacaccgt
tggatctggt
ttgatatcaa
gtcgtctgaa
acctgtgcga
aaggtgctga

tcgacgaaac

Ser Thr Ala Val

tgtactggac
cggtegttte
gcgtatgaag
gctgtetggt
tttctctcege
ttctgttget
tcgtatccecg
taaaggtctg
cgacaacatc
aactccggcet
cgaactgggt
cgaagtttte

cgttgttggt

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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gacggtaaag ttggtgcgct gactcgtcag ctggctgacc tgtactggga aaaacacgcect 840
gatccggecat ggtctactge tgttaactac gcataa 876
<210> 19

<211> 299

<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Organismo aislado del suelo

<400> 19
Met Thr Tyr Ser Ala Gly Ala Ala Trp Met Asp Gly Lys Val Ile Pro
1 5 10 15

Val Ser Glu Ala Lys Ile Ser Val Phe Asp Trp Gly Leu Thr Arg Ser
20 25 30

Asp Ile Thr Tyr Asp Val Val His Val Trp Glu Gly Ala Phe Phe Arg
35 40 45

Leu Glu Asp Tyr Leu Asp Arg Phe Met Val Ser Met Asp Lys Leu Arg

Leu Asp Val Gly Met Thr Arg Ala Glu Ile Lys Ala Ala Leu Val Glu
65 70 75 80

Leu Val Ala Thr Ser Gly Leu Lys Ser Ala Tyr Val Ser Met Val Ala

Ser Arg Gly Thr Pro Gln Val Pro Gly Thr Arg Asp Pro Arg Ala Cys
100 105 110

Thr Asn His Phe Tyr Ala Trp Ala Val Pro Phe Ile Trp Val Ile Pro
115 120 125

Gln Glu Val Ala Gln Arg Gly Ala His Ile Ser Val Glu Glu Asn Leu
130 135 140

Arg Arg Ile Pro Pro His Ser Val Asp Pro Thr Val Lys Asn Tyr His
145 150 155 160

Trp Gly Asp Met Thr Ala Ala Leu Phe Asn Ala Leu Asp Ala Gly Tyr
165 170 175

Asp Thr Thr Val Leu Leu Asp Thr Asp Gly Tyr Val Thr Glu Gly Pro
180 185 190

44
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Gly Phe Asn

195

Ser Gly Met

210

Ala Asp Leu Gly

225

Leu Glu Gly

Ile Phe Ala Val

ES 2 650245 T3

Ile
200

Ile
215

Ser

Ile Pro Cys Ala

230

Phe Leu Ser Ala Asp Glu Val Phe

Val Pro Val

Gly Pro

Ile

245

260

Thr Arg Val Asn Lys

Thr Ala Arg Leu Leu

275

Arg Asp Asp Leu Thr Glu Lys

290

<210> 20
<211>900
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID NO 19

<400> 20
atgacttact

aagatctccg
gtatgggaag
gacaagctgce
ctggttgcaa
ccgcaggtte
gtaccgttca
gaagaaaacc
tggggcgaca
ctgectggata
gacggtaaag
ctggaaatct

ttcctgtetg

ccgcaggtge
tattcgactg
gtgcattctt
gtctggacgt
cttctggtct
cgggtactceg
tctgggttat
tgcgtegtat
tgactgctgce
ctgacggtta
ttctgactcc
gcgcagacct

ctgacgaagt

280

Ile
295

tgcatggatg
gggtctgact
ccgtcectggaa
tggtatgact
gaaatctgct
tgacccgege
cccgcaggaa
cccgecgeac
gctgttcaac
cgttactgaa
gcgttctggt
gggtatccca

attcactgca

Asp Gly Lys

Arg Lys Thr

Gln Thr Asp
235

Thr Ala Thr
250

Thr
265

Ile Leu

Lys Thr Tyr

Thr Tyr Val

gacggtaaag
cgttctgaca
gactacctgg
cgcgctgaaa
tacgtttcca
gcttgcacca
gttgctcagce
tctgttgatce
gcgctggatg
ggtccggget
atgctggaag
tgcgcacaga

accactgcetg

45

Val Leu Thr Pro Arg

205

Val Leu Glu

220

Ile

Ile Cys

Ser Leu Asp Glu

240

Thr Ala Gly Gly Pro

255

Gly Asn Asp Ala Val
270

Trp Asp Trp His Asn

285

ttatcccggt
tcacttacga
atcgcttcat
tcaaagctge
tggttgcttc
accacttcta
gtggtgctca
cgaccgttaa
ctggttacga
tcaacatctt
gtatctccceg

ctgacatctc

geggtceggt

ttctgaagecg
cgttgttcac
ggtttccatg
gctggttgaa
tcgcggtact
cgcatgggeg
catctcegtt
aaactaccac
cactaccgtt
cgctgttate
taaaaccgtt
tctggacgag

accggtaact

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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cgcgttaaca aaactattct gggtaacgac gectgttggtc cgatcactgc gecgtctgetg 840
aaaacttact gggactggca caaccgtgac gacctgaccg agaagatcac ttacgtctaa 900
<210> 21

<211> 299

<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Organismo aislado del suelo

<400> 21
Met Thr Tyr Ala Thr Gly Ala Ala Trp Met Asp Gly Gln Val Ile Pro
1 5 10 15

Val Ser Glu Ala Lys Ile Ser Val Phe Asp Trp Gly Leu Thr Arg Ser
20 25 30

Asp Ile Thr Tyr Asp Val Val His Val Trp Glu Gly Ala Phe Phe Arg
35 40 45

Leu Glu Asp Tyr Leu Asp Arg Phe Thr Val Ser Met Asp Lys Leu Arg

Leu Asp Val Gly Met Asn Arg Ala Asp Ile Lys Ala Ala Leu Val Glu
65 70 75 80

Leu Val Ala Thr Ser Gly Leu Gln Ser Ala Tyr Val Ser Met Val Ala

Ser Arg Gly Thr Pro Leu Val Pro Gly Thr Arg Asp Pro Arg Ala Cys
100 105 110

Thr Asn His Phe Tyr Ala Trp Ala Val Pro Phe Ile Trp Val Ile Pro
115 120 125

Gln Glu Val Ala Gln Arg Gly Ala His Ile Ser Val Glu Glu Asn Leu
130 135 140

Arg Arg Ile Pro Pro His Ser Val Asp Pro Thr Val Lys Asn Tyr His
145 150 155 160

Trp Gly Asp Met Thr Ala Ala Leu Phe Asn Ala Leu Asp Ala Gly Tyr
165 170 175

Asp Thr Thr Val Leu Leu Asp Thr Asn Gly Tyr Ile Thr Glu Gly Pro
180 185 190

46
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Gly Phe Asn

195

Leu Gly Met

210

Ala Asp Leu Gly

225

Leu Glu Gly

Ile Phe Ala Val

ES 2 650245 T3

Ile
200

Ile
215

Ser

Ile Pro Cys Ala

230

Phe Leu Ser Ala Asp Glu Leu Phe

Val Pro Val

Gly Pro

Ile

245

Thr Arg Val Asn Lys

260

Thr Ala Gln Val Leu

275

Arg Asp Asp Leu Thr Glu Lys

290

<210> 22
<211>900
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID NO 21

<400> 22
atgacttacg

aagatctccg
gtatgggaag
gacaagctgce
ctggttgcaa
ccgetggtac
gtaccgttca
gaagaaaacc
tggggcgaca
ctgectggata
gacggtaaag
ctggaaatct

ttcctgtetg

caactggcgce
tattcgactg
gtgecgttett
gtctggacgt
cttctggtct
cgggtactceg
tctgggttat
tgcgtegtat
tgactgctgce
ccaacggtta
ttctgactcc
gcgcagacct

ctgacgaact

280

Ile
295

tgcatggatg
gggtctgact
ccgtcectggaa
tggtatgaac
gcagtctgcect
tgacccgege
cccgcaggaa
cccgecgeac
gctgttcaac
catcactgaa
gcgtetgggt
gggtatccca

gttcactgca

Asp Gly Lys

Arg Lys Thr

Glu Ala Asp
235

Thr Ala Thr
250

Thr
265

Ile Leu

Lys Thr Tyr

Ala Tyr Ile

gacggtcagg
cgttctgaca
gactacctgg
cgcgcetgaca
tacgtttcca
gcttgcacca
gttgctcagce
tctgttgatce
gcgctggatg
ggtccggget
atgctggaag
tgcgcagaag

accactgcag

47

Val Leu Thr Pro Arg

205

Val Leu Glu

220

Ile

Ile Cys

Ser Leu Ala Glu

240

Thr Ala Gly Gly Pro

Gly Asn Asp Ala

255

Ile

270

Trp Asp Trp His His

285

ttatcccggt
tcacttacga
atcgcttcac
tcaaagcggce
tggttgcttc
accacttcta
gtggtgcgceca
cgaccgttaa
ctggttacga
tcaacatctt
gtatctccceg

ctgacatctc

gtggtccggt

ttctgaagecg
cgttgttcac
cgtttccatg
actggttgaa
tcgcggtact
cgcatgggeg
catctcegtt
gaactaccac
cactaccgtt
cgctgttate
taaaaccgtt
tctggctgag

accggtaact

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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cgcgttaaca aaactattct gggtaacgac gctatcggtc cgatcactgce tcaggttctg 840
aaaacttact gggactggca ccaccgtgac gacctgactg aaaaaatcgc ttacatttaa 900

<210> 23

<211> 326

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Organismo aislado del suelo

<400> 23
Met Ala Ile Ile Gln Val Gln Gln Ile Met His Glu Asn Pro Leu His
1 5 10 15

Ala Arg Ala Pro His Glu Pro Arg Tyr Glu Asp Gly Ser Ala Phe Cys
20 25 30

Asp Gly Lys Tyr Val Pro Ile Ser Glu Ala Thr Val Pro Leu Val Asp
35 40 45

Ala Gly Phe Leu His Ala Asp Ala Ala Tyr Asp Val Val Thr Val Ser

Arg Gly Asn Phe Phe Arg Leu Asp Asp His Leu Ala Arg Met Glu Glu
65 70 75 80

Ser Ser Ala Lys Phe Phe Leu Glu Asn Pro Phe Asn Arg Asp Gln Val
85 90 95

Arg Glu Ile Leu His Asn Leu Val Arg Asn Ala Gly Leu Lys Asp Ala
100 105 110

Tyr Val Trp Trp Cys Val Thr Arg Gly Pro Leu Ser Val Asp Arg Arg
115 120 125

Asp Arg Ser Ala Met Lys Asn Ala Met Phe Ala Phe Ala Val Pro Phe
130 135 140

Phe Phe Gln Ala Asp Asp Glu Val Arg Thr Arg Gly Ser Asn Leu Leu
145 150 155 160

Ile Ser Lys Arg Tyr Asn Arg Ile Ser Ala Lys Ala Val Asp Pro Thr
165 170 175

Ala Lys Asn Phe His Trp Met Asp Met Lys Leu Ala Leu Phe Glu Ala
180 185 190

48



10

Met

195

ES 2 650245 T3

Thr Gln Glu Lys Asp Trp Ala

200

Leu Thr Glu Ala Ala Gly Ala Asn

210

215

Leu Tyr Thr Pro Ala Glu Gly Cys
230

225

Val Phe Asp

245

Ile Ala Ala Glu Leu

Tyr Thr Ala Thr Gln Leu Arg Glu

Ser Ala Gly Gly

260

275

Ile Met

Pro Val
280

Gly Asn His Asn Gly Pro Gly Pro

290

295

Tyr Trp Glu Lys Arg Trp Ala Gly
310

305

Phe

<210> 24
<211> 981
<212> ADN

Ser Ser

325

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID NO 23

<400> 24
atggctatca

cacgaaccgce
gaagcaaccg
gttaccgttt
tcttctgega
cacaacctgg
ggtccgetgt
gctgtteegt

atctccaagc

tccaggttca
gctacgaaga
ttecegetggt
ctcgeggtaa
aattcttcct
ttcgtaacge
ctgttgaccg
tcttetteca

gctacaaccg

Ile Pro Ala

gcagatcatg
cggttctgea
tgatgctgge
cttetteegt
ggaaaacccg
aggtctgaaa
tcgtgaccgt
ggctgacgac

tatctctgeg

Val Leu Val

Val Phe Phe

Leu Leu Gly
235

Gly Ile Lys

250

Ala Asp Glu
265

Ser Ala Val

Ile Ser Glu

Trp His Ala
315

cacgaaaacc
ttctgecgacg
ttecctgecacg
ctggatgacc
ttcaaccgtg
gacgcttacg
tctgcgatga
gaagttcgta

aaagctgttg

49

Asp Glu His Asp Asn

205

Val
220

Ile

Val Asn

Lys Asn Gly Glu

Thr Arg Gln Ser

240

Ile Gly Lys

255

Ala Phe Thr Ser Ser
270

Asp Asp Gln Pro Leu

285

Lys
300

Ile His Asn Leu

Gln Pro Ala Glu Tyr

cgctgcacge
gtaaatacgt
ctgacgcetge
acctggegeg
accaggttcg
tatggtggtg
agaacgcaat
ctegeggtte

atccgactge

320

gcgtgeteeg
tccgatttcet
ttacgacgtt
tatggaagag
tgaaatcctg
cgtaactcge
gttecgettte
taacctgetg

gaaaaacttc

60

120

240

300

360

420

480

540
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cactggatgg
gtactggttg
aaaaacggtg
gtattcgaca
cagctgegtg
tctgetgttg
atccacaacc

ttctectteca

<210> 25
<211> 326
<212> PRT

acatgaagct
acgaacacga
aactgtacac
tcgectgetga
aagctgacga
atgaccagcc
tgtactggga

tceceggeata

<213> Burkholderia sp. 383

<400> 25
Met Ala
1

Ala Arg Ala

Asp Gly Asn

35

Ala Gly
50

Arg Gly Asn

65

Ser
Glu

Lys

Tyr Val

Phe

Ser Ala

Ile

Trp

Ile Ile Gln Val

5

Pro
20

Tyr Val

Leu

Phe
70

Phe
85

Lys

Leu
100

Trp Cys

115

Asp Arg Gly Ala Met

130

Phe
145

Phe

His Glu

Pro

Phe

His Asn

Val

Lys

ES 2 650245 T3

ggcgetgtte
caacctgact
tccggcagaa
actgggtatc
agcattcact
gctgggtaac
aaaacgctgg

a

Gln Gln

Pro Arg

Thr
40

Ile

His Ala Asp Ala

55

Phe Arg Leu Asp

Leu Glu

Leu Val

Thr Arg
120

Asn Ala
135

Gln Ala Asp Asp Glu Val

150

gaagcgatga
gaagctgcag
ggttgecctge
aaagttaaca
tcttetteeg
cacaacggtc

gctggetgge

Ile Met
10

His

Tyr Glu Asp
25

Glu Ala Thr

Ala

Tyr Asp

Leu
75

Asp His

Asn Pro Phe

90

Arg Asn Ala
105

Gly Pro Leu

Met

Phe Ala

Arg Thr Arg

155

50

ctcaggaaaa
gtgctaacgt
tgggtatcac
tcggtaaata
caggtggtat
cgggtccaat

acgctcagcece

Glu Asn

Gly

Val Pro

45

Val val
60

Thr Arg Met

Asn Arg Asp

Gly Leu

Pro

Ser Ala
30

Thr Val

Lys

agactgggcg
attcttegtt
tcgtcagtct
cactgcaact
catgccggtt
ctctgagaag

ggcagaatac

Leu His

15

Phe Cys

Leu Val Asp

Ser

Glu Glu

80

Gln Val
95

Asp Ala

110

Ser Val
125

Phe Ala Val

140

Gly

Ser Asn

Asp Arg Arg

Pro Phe

Leu
160

Leu

600

660

720

780

840

900

960

981
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Ile Ser Lys Leu Tyr Asn
165

Ala Lys Asn Phe His Trp
180

Met Thr Gln Glu Lys Asp
195

Leu Thr Glu Ala Ala Gly
210

Leu Tyr Thr Pro Ala Glu
225 230

Val Phe Asp Ile Ala Ala
245

Tyr Thr Ala Thr Gln Leu
260

Ser Ala Gly Gly Ile Met
275

Gly Asn Arg Asn Gly Pro
290

Tyr Trp Glu Lys Arg Trp
305 310

Phe Ser Ser Val Pro Ala
325

<210> 26

<211> 981

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Met

Trp

Ala

215

Gly

Glu

Arg

Pro

Gly

295

Ala

ES 2 650245 T3

Ile

Asp

Ala

200

Asn

Cys

Leu

Glu

Val

280

Pro

Gly

Ser

Met

185

Val

Val

Leu

Gly

Ala

265

Ser

Ile

Trp

Ala

170

Lys

Leu

Phe

Leu

Ile

250

Asp

Ala

Ser

His

Lys

Leu

Val

Phe

Gly

235

Lys

Glu

Ile

Glu

Ala
315

Ala Val Asp Pro Thr
175

Ala Leu Phe Glu Ala
190

Asp Glu Ser Asp Asn
205

Ala Lys Asn Gly Glu
220

Ile Thr Arg Gln Ser
240

Val Asn Ile Gly Lys
255

Ala Phe Thr Ser Ser
270

Asp Asp Gln Pro Leu
285

Lys Ile His Asn Leu
300

Gln Pro Ala Glu Tyr
320

<223> Secuencia optimizada por codén que codifica la SEQ ID NO 25

<400> 26

atggctatca tccaggttca gcagatcatg cacgaaaacc

cacgaaccgce gctacgaaga cggttctgeca ttetgegacg

gaagcaaccg ttccgetggt tgatgctgge ttcctgcacg

gttaccgttt ctcgeggtaa cttettcegt ctggatgacce

51

cgctgcacgce gcgtgctceceg
gtaactacgt tccgatcact
ctgacgctge ttacgacgtt

acctgactcg tatggaagag

60

120

240
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tcttetgega
cacaacctgg
ggtcecgetgt
gctgttecegt
atctccaagce
cactggatgg
gtactggttg
aaaaacggtg
gtattcgaca
cagctgegtg
tctgctateg
atccacaacc

ttctetteeg

<210> 27
<211> 283
<212> PRT

aattcttcct
ttcgtaacge
ctgttgaccg
tcttettceca
tgtacaaccg
acatgaagct
acgaatctga
aactgtacac
tcgetgetga
aagctgacga
acgaccagcc
tgtactggga

ttceecgeata

<213> Bacillus sp. YM-1

<400> 27

ES 2 650245 T3

ggaaaacccg
aggtctgaaa
tcgtgaccge
ggctgatgac
tatctctgeg
ggcgectgtte
caacctgact
tccggcagaa
actgggtatc
agcattcact
gctgggtaac
aaaacgctgg

a

Met Gly Tyr Thr Leu Trp Asn Asp

1

Lys

Glu Val Vval

35

Ile Asp Arg Leu

50

Tyr Thr Lys Asp Lys Phe His

65

Asn Glu Leu Asn

Ile Asp Lys

20

Lys Val

Glu Asp Arg Gly

Tyr Asn Gly

40

Tyr Ala Ser Ala

55

Gln

70

85

Thr Gly His

Ile

Ser Pro Arg Ala His Gln Phe Pro

100

Ile Gly Tyr Thr Lys Glu Asn Pro

ttcaaccgtg
gacgcttacg
ggtgcgatga
gaagttcgta
aaagcggttg
gaagcgatga
gaagctgcag
ggttgecctge
aaagttaaca
tcttetteeg
cgtaacggtc

gctggetgge

Gln Ile Val

10

Tyr Gln Phe
25

Glu Met Phe

Glu Lys Ile

Leu Leu His
75

Tyr Phe Gln
90

Glu Asn Thr
105

Arg Pro Leu

52

accaggttaa
tatggtggtg
agaacgcaat
ctcgeggtte
atccgactge
ctcaggaaaa
gtgctaacgt
tgggtatcac
tcggtaaata
caggtggtat
cgggtccgat

acgctcagcecce

agaaatcctg
cgtaactcge
gttecgettte
taacctgctg
gaaaaacttc
agactgggcg
attcttcgcet
tegtcagtet
cactgcaact
catgccggtt
ttctgagaag

ggcagaatac

Lys Asp Glu Glu Val

Gly Asp Gly Val
30

15

Tyr

Thr Val Asn Glu His

45

Arg
60

Glu Leu Val

val

val

Ile Thr

Lys Pro Val

Ile Pro

Glu Lys
80

Thr Arg Gly Thr

Ile

110

Glu Asn Leu Glu Lys

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

981



10

115

Gly Val
130

Ile Lys
145

His Glu Lys

Thr Glu Gly Ser

Tyr Thr His

Lys Ala

Thr Phe Val

ES 2 650245 T3

120

Glu
135

Ser Leu Asn Leu Leu Gly

150

Gly Cys
165

180

195

Val val
210

Tyr Glu Ala

Ser Ser Asn Val

Pro Ala Asn Asn Met

200

Ile Ala Cys Ala Asn Glu

215

Pro Phe Thr Thr His Glu Ala Leu
230

225

Ser Thr Thr Ser Glu

Ile Arg Asp Gly Lys Val

Phe Glu Thr Lys

245

260

275

<210> 28
<211> 852
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID NO 27

<400> 28
atgggttaca

gaagaccgtg
gaaatgttca
atcactatcc
aacgaactga

caccagttcc

ctctgtggaa
gttaccagtt
ccgttaacga
cgtacaccaa
acaccggtca

cggaaaacac

Ile Pro Lys

Ile Thr Pro

Gly Glu

Pro
280

cgaccagatc
cggtgacggt
acacatcgac
agacaaattc
catctacttc

cgttaagccg

Asp Ile Arg

Ala Val Leu

155

Ile Leu His
170

Phe Gly Ile

185

Ile Leu Lys

Ile Asn Met

Lys Met Asp
235

Val Ile Glu

250

Trp Thr Arg
265

Leu His Ile

gttaaagacg
gtttacgaag
cgtctgtacg
caccagctge
caggtaactc

gttatcatcg

53

125

Trp Leu Arg Cys Asp

140

Ala Lys Gln Glu Ala

160

Arg Asn Asn Thr Val

Lys Asp Gly

175

Ile Leu

190

Gly
205

Pro Val Lys

220

Glu Leu Phe Val

Ile Asp Gly Lys

Lys

Leu Gln Lys

Ile Thr Arg Asp

Glu Ile

Thr
240

Leu
255

Gln

270

aagaagttaa
ttgttaaagt
cttctgetga
tgcacgaact
gcggtactte

gttacaccaa

gatcgacaaa
ttacaacggt
aaaaatccgt
ggttgaaaaa
tccgegeget

agagaacccg

60

120

240

300

360



10

cgtcegetgg
ctgcgetgeg
cacgaaaaag
tcttctaacg
atcctgaaag
gttaaagaga
tctaccactt
aaagttggcg
ctgcacatat

<210> 29
<211> 918
<212> ADN

aaaacctgga
acatcaagtc
gctgctacga
tattcggtat
gtatcactcg
tcecegtteac
ctgaaatcac
agtggactcg

aa

ES 2 650245 T3

aaaaggcgtt
tctgaacctg
agctatcctg
caaagacggt
tgacgttgtt
cactcacgaa
tccggttatc

taagctgcag

<213> Curtobacterium pusillum

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(918)

<400> 29

atg acc cgt
Met Thr Arg Ala

1

gcg acc ctce ctg acc

Thr Leu Leu Thr

tcg gcg gac gag cac ggg gcg gac
Ser Ala Asp Glu His Gly Ala Asp

gtc ctec gce

20

gac ttc ggc gca ccg

Val Leu Ala Asp Phe Gly Ala Pro

35

40

atc acg cgc ggc gac ggg gtg ttc

Ile Thr Arg Gly Asp Gly Val

50

Phe
55

cac ccg cag gcg ctg gaa ctg cac
His Pro Gln Ala Leu Glu Leu His
70

65

gcg cte cte gac
Ala Leu Leu

85

ctc ccc gaa ccg
Asp Leu Pro Glu Pro

gtc ctec gecg ggc gtg gecg gac tac
Val Leu Ala Gly Val Ala Asp Tyr

gaa ctg ttc gce
Glu Leu Phe Ala Lys Leu

100

115

aag ctc atc ctg

Ile Leu
120

aaagcaactt
ctgggtgcgg
caccgtaaca
attctgtaca
atcgcttgceg
gcgctgaaaa
gaaatcgacg

aagcagttcg

gtg acc gcg
Val Thr Ala
10

cgt gcec gecc
Arg Ala Ala
25

cag gtc cgc
Gln Val Arg

gag acc atc
Glu Thr Ile

ctc gga cgg
Leu Gly Arg

75

gat gcg gcg
Asp Ala Ala
90

cgg tcec cge
Arg Ser Arg
105

acc cgc ggce
Thr Arg Gly

54

tcgttgaaga
tactggcgaa
acaccgtaac
ctcaccegge
caaacgaaat
tggacgaact
gtaaactgat

aaaccaagat

ccg acc cgt

tatcecgetgg
gcaggaagca
tgaaggttct
taacaacatg
caacatgccg
gttcgtaact
ccgtgacggt

cccgaagecg

cce gce

Pro Thr Arg Pro Ala

15

ggc gac gcc ggc ttc
Gly Asp Ala Gly Phe

atc acec gac ctc ggc
Ile Thr Asp Leu Gly

45

gce gtg ate gac ggg

Ala Val
60

Ile Asp Gly

ctg gce cac tcg gcg

Leu Ala His

Ser Ala
80

gtg tgg cgg gag gcc

vVal

Trp Arg Glu Ala

95

aac ggc gac ggc ggc
Asn Gly Asp Gly Gly
110

atc gag ggc gag ggc
Ile Glu Gly Glu Gly

125

420

480

540

600

660

720

780

840

852

48

96

144

192

240

288

336

384



10

cgg
Arg

cag
Gln
145

gac
Asp

tecg
Ser

gce
Ala

ccg
Pro

cag
Gln
225

gac
Asp

gcg
Ala

cge
Arg

gac
Asp

gac
Asp
305

cecg
Pro
130

cge

gtg
Val

tac
Tyr

gac
Asp

acc
Thr
210

acg

Thr

tte
Phe

gac
Asp

cag
Gln

gcg
Ala
290

tga

<210> 30
<211> 305
<212> PRT
<213> Curtobacterium pusillum

<400> 30
Met Thr Arg Ala Thr Leu Leu Thr Val Thr Ala Pro Thr Arg Pro Ala

1

agc
Ser

ctc
Leu

gcg
Ala

gcg
Ala

gac
Asp
195

tcg
Ser

gac
Asp

ttc
Phe

gag
Glu

gcce
Ala
275

gcg
Ala

999
Gly

999
Gly

gag
Glu

acc
Thr
180

gtg
Val

aac
Asn

cag
Gln

gag
Glu

ctg
Leu
260

gca

Ala

ctc
Leu

tgg gtg tte

Trp

atc
Ile

acg
Thr
165

aat

Asn

atc
Ile

gtc
Val

ggc
Gly

gag
Glu
245

cgce
Arg

ccg
Pro

acg
Thr

5

val

cgc
Arg
150

tecec
Ser

cge
Arg

tte
Phe

atc
Ile

atc
Ile
230

cge

Arg

gac
Asp

atc
Ile

gcc
Ala

Phe
135

gtc
Val

ccg
Pro

gce
Ala

gtc
Val

gtg
val
215

ctg
Leu

ggc
Gly

gcg
Ala

acg
Thr

gac
Asp
295

ES 2 650245 T3

gtg
Val

gtc
Val

tgg
Trp

gce
Ala

agc
Ser
200

ctt
Leu

gce
Ala

tac
Tyr

gag
Glu

gcg
Ala
280

ctg
Leu

gac
Asp

acg
Thr

ctg
Leu

ggc
Gly
185

tce
Ser

gcg
Ala

ggc
Gly

cce
Pro

gcg
Ala
265

cte

Leu

aac
Asn

gag
Glu

cte
Leu

ctg
Leu
170

cgg
Arg

gac
Asp

gac
Asp

acc
Thr

acc
Thr
250

ctg
Leu

gac
Asp

gcg
Ala

10

ggce
Gly

gac
Asp
155

gcc
Ala

gag
Glu

gga
Gly

ggc
Gly

acc
Thr
235

gag
Glu

tgg
Trp

gac
Asp

tac
Tyr

gag
Glu
140

cgc
Arg

gga
Gly

gcg
Ala

tac
Tyr

gtc
Val
220

cag
Gln

tac
Tyr

ctc
Leu

cge
Arg

ctg
Leu
300

gac
Asp

ggc
Gly

gcg
Ala

gce
Ala

gca
Ala
205

gtg
val

gcg
Ala

cgc
Arg

gtc
Val

gag
Glu
285

ctc
Leu

tte
Phe

tac
Tyr

aag
Lys

cge
Arg
190

ctg
Leu

cgc
Arg

gce
Ala

cgc
Arg

tce
Ser
270

tac

Tyr

gce
Ala

tcg
Ser

cgt
Arg

tcc
Ser
175

cgg
Arg

gag
Glu

acc
Thr

gtg
Val

atc
Ile
255

agc
Ser

ccg
Pro

cgc
Arg

15

cag
Gln

cac
His
160

ctg
Leu

ggc
Gly

999
Gly

ccg
Pro

tte
Phe
240

tcc

Ser

gtg
Val

gtc
val

acc
Thr

Ser Ala Asp Glu His Gly Ala Asp Arg Ala Ala Gly Asp Ala Gly Phe

20

25

55

30

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

918



Val

Ile

His

65

Ala

val

Glu

Arg

Gln

145

Asp

Ser

Ala

Pro

Gln

225

Asp

Ala

Arg

Leu

Thr

Pro

Leu

Leu

Leu

Pro

130

Arg

Val

Tyr

Asp

Thr

210

Thr

Phe

Asp

Gln

Ala

35

Arg

Gln

Leu

Ala

Phe

115

Ser

Leu

Ala

Ala

Asp

195

Ser

Asp

Phe

Glu

Ala
275

Asp

Gly

Ala

Asp

Gly

100

Ala

Gly

Gly

Glu

Thr

180

Val

Asn

Gln

Glu

Leu

260

Ala

Phe

Asp

Leu

Leu

85

val

Lys

Trp

Ile

Thr

165

Asn

Ile

val

Gly

Glu

245

Arg

Pro

Gly

Gly

Glu

70

Pro

Ala

Leu

Val

Arg

150

Ser

Arg

Phe

Ile

Ile

230

Arg

Asp

Ile

Ala

vVal

Leu

Glu

Asp

Ile

Phe

135

Val

Pro

Ala

Val

vVal

215

Leu

Gly

Ala

Thr

ES 2 650245 T3

Pro

40

Phe

His

Pro

Tyr

Leu

120

Val

Val

Trp

Ala

Ser

200

Leu

Ala

Tyr

Glu

Ala
280

Gln

Glu

Leu

Asp

Arg

105

Thr

Asp

Thr

Leu

Gly

185

Ser

Ala

Gly

Pro

Ala

265

Leu

Val

Thr

Gly

Ala

90

Ser

Arg

Glu

Leu

Leu

170

Arg

Asp

Asp

Thr

Thr

250

Leu

Asp

56

Arg

Ile

Arg

75

Ala

Arg

Gly

Gly

Asp

155

Ala

Glu

Gly

Gly

Thr

235

Glu

Trp

Asp

Ile

Ala

Leu

vVal

Asn

Ile

Glu

140

Arg

Gly

Ala

Tyr

val

220

Gln

Tyr

Leu

Arg

Thr

45

val

Ala

Trp

Gly

Glu

125

Asp

Gly

Ala

Ala

Ala

205

val

Ala

Arg

Val

Glu
285

Asp

Ile

His

Arg

Asp

110

Gly

Phe

Tyr

Lys

Arg

190

Leu

Arg

Ala

Arg

Ser

270

Tyr

Leu

Asp

Ser

Glu

95

Gly

Glu

Ser

Arg

Ser

175

Arg

Glu

Thr

Val

Ile

255

Ser

Pro

Gly

Gly

Ala

80

Ala

Gly

Gly

Gln

His

160

Leu

Gly

Gly

Pro

Phe

240

Ser

Val

val



10

15

20

ES 2 650245 T3

Asp Ala Ala Leu Thr Ala Asp Leu Asn Ala Tyr Leu Leu Ala Arg Thr

290

Asp
305

<210> 31
<211>918
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID NO 30

<400> 31
atgacccgtg

catggtgcag
caggttcgta
gttattgatg
gcactgctgg
gttgcagatt
acccgtggta
gattttagece
gatgttgcag
aatcgtgceccg
agtgatggtt
gttcgtacac
gatttttttg
cgtgatgccg
ctggatgatc

ctggcacgta

<210> 32
<211> 1131
<212> ADN

caaccctgct
atcgtgcage
ttaccgatct
gtcatccgea
atctgccgga
atcgtageceg
ttgaaggtga
agcagcgcect
aaaccagccc
caggtcgtga
atgcactgga
cgcagaccga
aagaacgcgg
aagcactgtg
gtgaatatcc

ccgattaa

295

gaccgttacc
cggtgatgca
gggtattacc
ggcactggaa
accggatgca
taatggtgat
aggtcgtccg
gggtattegt
gtggctgetg
agcagcacgt
aggtccgacc
tcagggcatt
ttatccgacc
gctggttage

ggttgatgca

<213> Curtobacterium pusillum

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1131)

<400> 32

gcaccgaccce
ggttttgtte
cgtggtgatg
ctgcatctgg
gcagtttggce
ggcggtgaac
agcggttggg
gttgttacce
gctggtgcaa
cgtggtgeccg
agcaatgtta
ctggcaggca
gaatatcgtc
agcgttcegtce

gcactgaccg

57

300

gtccggcaag
tggcagattt
gtgtttttga
gtegtctgge
gtgaagccgt
tgtttgcaaa
tttttgttga
tggatcgtgg
aaagcctgag
atgatgttat
ttgtgctgge
ccacccaggce
gtatttcage
aggcagcacc

cagatctgaa

cgcagatgaa
tggtgcaccg
aaccattgca
acatagcgca
gctggcagge
actgattctg
tgaaggcgaa
ttatcgtcat
ctatgcaacc
ttttgttage
cgatggtgtt
agccgttttt
cgatgaactg
gattacagca

tgcatatctg

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

918



atg
Met

ggc
Gly

gag
Glu

gac
Asp

ccg
Pro
65

gtg
val

cac
His

cgc
Arg

gag
Glu

tgg
Trp
145

tte
Phe

tac
Tyr

gca
Ala

ggt
Gly

ctg
Leu
225

ctc
Leu

act
Thr

ctg
Leu

cgc
Arg

cac
His
50

cgc
Arg

ctg
Leu

gag
Glu

atg
Met

cac
His
130

gtg
Val

gce
Ala

tac
Tyr

ccc
Pro

ggc
Gly
210

cct
Pro

gac
Asp

tect
Ser

ctc
Leu

gag
Glu
35

atg
Met

gtc
val

cac
His

gac
Asp

cag
Gln
115

tte
Phe

ccg
Pro

aag
Lys

ctg
Leu

gtc
Vval
195

acc
Thr

cag
Gln

tcg
Ser

acc
Thr

tgg
Trp
20

gag
Glu

gtc
val

tcg
Ser

tac
Tyr

ggc
Gly
100

cgc
Arg

cte
Leu

acc
Thr

gag
Glu

atc
Ile
180

tcg

Ser

g99
Gly

gcc
Ala

gtc
Vval

agc
Ser

cag
Gln

atc
Ile

gac
Asp

ccg
Pro

gcg
Ala
85

tcg
Ser

tecg
Ser

gac
Asp

gcg
Ala

gcg
Ala
165

gcg
Ala

atc
Ile

gcg
Ala

gag
Glu

gaa
Glu
245

atc
Ile

gtc
Val

ctc
Leu

atc
Ile

tac
Tyr
70

cag
Gln

atc
Ile

gcc
Ala

teg
Ser

ccg
Pro
150

tte
Phe

agc
Ser

tgg
Trp

gcg
Ala

gcg
Ala
230

ggc
Gly

tce
Ser

acc
Thr

gce
Ala

tgc
Cys
55

ggc
Gly

gag
Glu

tgg
Trp

tat
Tyr

ttg
Leu
135

gag
Glu

ctg
Leu

ccg
Pro

ctg
Leu

aag
Lys
215

gcc
Ala

cga
Arg

ES 2 650245 T3

ctt
Leu

cge
Arg

gat
Asp
40

tgg
Trp

ccg
Pro

atc
Ile

aca
Thr

cgc
Arg
120

aag
Lys

acc
Thr

ggce
Gly

gcg
Ala

tce
Ser
200

acc

Thr

gag
Glu

tac
Tyr

acc
Thr

aac
Asn
25

ccc
Pro

tecg
Ser

atc
Ile

tte
Phe

tte
Phe
105

ctg
Leu

cag
Gln

agce
Ser

gtg
val

ggc
Gly
185

gac

Asp

ggc
Gly

cac
His

ctec
Leu

agce
Ser
10

gag
Glu

ggt
Gly

gcg
Ala

cag
Gln

gag
Glu
90

cge
Arg

gcg
Ala

cte
Leu

cte
Leu

cge
Arg
170

gcc
Ala

cgc
Arg

ggc
Gly

ggc
Gly

gag
Glu
250

ggc
Gly

gcg
Ala

ttec
Phe

aag
Lys

ctc
Leu
75

ggg
Gly

ccg
Pro

ctg
Leu

gtc
val

tac
Tyr
155

ccg
Pro

tat
Tyr

tgg
Trp

aac
Asn

tge
Cys
235

gag
Glu

58

ccc
Pro

gcg
Ala

ggc
Gly

gga
Gly
60

gac
Asp

ctg
Leu

gag
Glu

ccc
Pro

gcg
Ala
140

ctg
Leu

gcg
Ala

ttc
Phe

tcg
Ser

tac
Tyr
220

gca
Ala

ctc
Leu

acc
Thr

cge
Arg

aac
Asn
45

ggc
Gly

ccg
Pro

aag
Lys

gcc
Ala

gag
Glu
125

gtg
Val

cgt
Arg

aac
Asn

tcg
Ser

cgc
Arg
205

gcc
Ala

cag
Gln

ggc
Gly

gag
Glu

gac
Asp

cac
His

tgg
Trp

tecg
Ser

gcg
Ala

aac
Asn
110

ctec
Leu

gac
Asp

ccg
Pro

aag
Lys

ggc
Gly
190

gcc

Ala

tce
Ser

gtg
val

gg99
Gly

acg
Thr
15

gcc
Ala

ttec
Phe

cac
His

gcc
Ala

tac
Tyr
95

gcc
Ala

ccg
Pro

ggc
Gly

tte
Phe

gtec
Vval
175

ggc
Gly

ggc
Gly

agc
Ser

ctg
Leu

atg
Met
255

age
Ser

gcce
Ala

acc
Thr

cgg
Arg

gcc
Ala
80

cge
Arg

gcc
Ala

gtc
Val

gat
Asp

atg
Met
160

gcg
Ala

gtc
Val

cac
His

cte
Leu

tte
Phe
240

aac
Asn

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



10

gtg
val

agce
Ser

gat
Asp

cge
Arg
305

acg
Thr

acc
Thr

cgce
Arg

aac
Asn

gtg
val

atc
Ile

cge
Arg
290

gac
Asp

gcec
Ala

gte
Vval

cag
Gln

tgg
Trp
370

<210> 33

<211> 376

cte
Leu

ctg
Leu
275

ggc
Gly

ggc
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

gag
Glu
355

atg
Met

<212> PRT
<213> Curtobacterium pusillum

<400> 33

Met

1

Gly

Glu

Asp

Pro

val

Thr

Leu

Arg

His

Arg

Leu

gtc
Val
260

gag
Glu

cac
His

gte
Val

gtg
Val

gac
Asp
340

ctc
Leu

acg
Thr

tac
Tyr

ggc
Gly

cgg
Arg

gag
Glu

atc
Ile
325

atc
Ile

acc
Thr

cge
Arg

aag
Lys

atc
Ile

gtc
val

age
Ser
310

acc

Thr

acc
Thr

gac
Asp

cte
Leu

gac
Asp

acg
Thr

gag
Glu
295

ggc
Gly

ccg
Pro

gcg
Ala

atc
Ile

gac
Asp
375

Ser Thr Ser Ile Ser

Leu

Glu

35

Met

Val

His

Trp

20

Glu

val

Ser

Tyr

5

Gln

Ile

Asp

Pro

Ala
85

val

Leu

Ile

Tyr

70

Gln

Thr

Ala

Cys

55

Gly

Glu

ES 2 650245 T3

ggc
Gly

ctg
Leu
280

cge

Arg

gac
Asp

atc
Ile

cct
Pro

cag
Gln
360

gcg
Ala

Leu

Arg

Asp

40

Trp

Pro

Ile

acg
Thr
265

gac

Asp

cgce
Arg

atc
Ile

ggc
Gly

cce
Pro
345

tac
Tyr

tag

Thr

Asn

25

Pro

Ser

Ile

Phe

gtg
val

tecg
Ser

cgg
Arg

gte
Vval

gag
Glu
330

ggt
Gly

ggc
Gly

Ser

10

Glu

Gly

Ala

Gln

Glu
90

59

gtg
Val

atc
Ile

gtg
Val

gag
Glu
315

cte

Leu

gag
Glu

cgc
Arg

Gly

Ala

Phe

Lys

Leu

75

Gly

acc
Thr

ctg
Leu

acg
Thr
300

gtg
val

aag
Lys

ctg
Leu

gtc
Val

Pro

Ala

Gly

Gly

Asp

Leu

ccg
Pro

cag
Gln
285

atc

Ile

tte
Phe

tecg
Ser

acg
Thr

cac
His
365

Thr

Arg

Asn

45

Gly

Pro

Lys

gag
Glu
270

cte

Leu

gac
Asp

gce
Ala

gac
Asp

atg
Met
350

gac
Asp

Glu

Asp

30

His

Trp

Ser

Ala

tcc
Ser

gcg
Ala

gag
Glu

tge
Cys

acc
Thr
335

gcg
Ala

cgg
Arg

Thr

15

Ala

Phe

His

Ala

Tyr
95

gac
Asp

cgt
Arg

tgg
Trp

ggc
Gly
320

tte
Phe

ctg
Leu

cac
His

Ser

Ala

Thr

Arg

Ala

Arg

816

864

912

960

1008

1056

1104

1131



His

Arg

Glu

Trp

145

Phe

Tyr

Ala

Gly

Leu

225

Leu

Val

Ser

Asp

Arg

305

Thr

Thr

Glu

Met

His

130

Val

Ala

Tyr

Pro

Gly

210

Pro

Asp

vVal

Ile

Arg

290

Asp

Ala

Val

Asp

Gln

115

Phe

Pro

Lys

Leu

val

195

Thr

Gln

Ser

Leu

Leu

275

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

100

Arg

Leu

Thr

Glu

Ile

180

Ser

Gly

Ala

Val

Val

260

Glu

His

vVal

val

Asp

Ser

Ser

Asp

Ala

Ala

165

Ala

Ile

Ala

Glu

Glu

245

Tyr

Gly

Arg

Glu

Ile

325

Ile

Ile

Ala

Ser

Pro

150

Phe

Ser

Trp

Ala

Ala

230

Gly

Lys

Ile

Val

Ser

310

Thr

Thr

Trp

Tyr

Leu

135

Glu

Leu

Pro

Leu

Lys

215

Ala

Arg

Asp

Thr

Glu

295

Gly

Pro

Ala

ES 2 650245 T3

Thr

Arg

120

Lys

Thr

Gly

Ala

Ser

200

Thr

Glu

Tyr

Gly

Leu

280

Arg

Asp

Ile

Pro

Phe

105

Leu

Gln

Ser

val

Gly

185

Asp

Gly

His

Leu

Thr

265

Asp

Arg

Ile

Gly

Pro

Arg

Ala

Leu

Leu

Arg

170

Ala

Arg

Gly

Gly

Glu

250

Val

Ser

Arg

Val

Glu

330

Gly

60

Pro

Leu

Val

Tyr

155

Pro

Tyr

Trp

Asn

Cys

235

Glu

Val

Ile

Val

Glu

315

Leu

Glu

Glu

Pro

Ala

140

Leu

Ala

Phe

Ser

Tyr

220

Ala

Leu

Thr

Leu

Thr

300

Val

Lys

Leu

Ala

Glu

125

Vval

Arg

Asn

Ser

Arg

205

Ala

Gln

Gly

Pro

Gln

285

Ile

Phe

Ser

Thr

Asn

110

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

190

Ala

Ser

val

Gly

Glu

270

Leu

Asp

Ala

Asp

Met

Ala

Pro

Gly

Phe

val

175

Gly

Gly

Ser

Leu

Met

255

Ser

Ala

Glu

Cys

Thr

335

Ala

Ala

val

Asp

Met

160

Ala

Val

His

Leu

Phe

240

Asn

Asp

Arg

Trp

Gly

320

Phe

Leu
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340

ES 2 650245 T3

345

350

Arg Gln Glu Leu Thr Asp Ile Gln Tyr Gly Arg Val His Asp Arg His

355

360

Asn Trp Met Thr Arg Leu Asp Ala

370

<210> 34

<211> 795
<212> ADN
<213> Curtobacterium pusillum

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(795)

<400> 34

atg
Met
1

gce
Ala

tce
Ser

tcec
Ser

gag
Glu
65

ggc
Gly

cgg
Arg

gtc
val

999
Gly

gcc
Ala
145

ggt

gac
Asp

cgg
Arg

tte
Phe

cgg
Arg
50

ctg
Leu

gcc
Ala

ttg
Leu

gte
val

ccc
Pro
130

ggc
Gly

gcg

gcg
Ala

gac
Asp

cte
Leu
35

ttc
Phe

cag
Gln

tgg
Trp

cga
Arg

gce
Ala
115

gac
Asp

gcc
Ala

acc

agc
Ser

tcc
Ser
20

gtc
Val

cag
Gln

cgg
Arg

tte
Phe

tte
Phe
100

acg
Thr

atc
Ile

cag
Gln

acc

agc
Ser

tgc
Cys

gcc
Ala

gac
Asp

tte
Phe

ccg
Pro
85

cgg
Arg

gcg
Ala

gac
Asp

gag
Glu

gce

acc
Thr

gag
Glu

gac
Asp

tce
Ser

tgg
Trp
70

cgg
Arg

ttg
Leu

gee
Ala

cgg
Arg

gcg
Ala
150

ctg

375

ctc
Leu

gtc
Val

ggc
Gly

gcg
Ala
55

gag
Glu

ttc
Phe

cge
Arg

tce
Ser

ctg
Leu
135

atc
Ile

ctce

ttc
Phe

gcc
Ala

acc
Thr
40

cgt
Arg

gcg
Ala

gag
Glu

acc
Thr

gac
Asp
120

tcg
Ser

ctg
Leu

tgg

gac
Asp

gag
Glu
25

gct
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

gcg
Ala
105

ccg
Pro

gtg
val

ctc
Leu

tgg

tgg
Trp
10

acc
Thr

cte
Leu

cag
Gln

gtc
Val

gtg
val
90

ccg

Pro

cga
Arg

ctg
Leu

gac
Asp

cge

61

gcg
Ala

gcg
Ala

gcc
Ala

999
Gly

gcc
Ala
75

cge

Arg

gcg
Ala

cgg
Arg

cge
Arg

gag
Glu
155

ggc

ggc
Gly

ctg
Leu

ctc
Leu

cac
His
60

gcg
Ala

acc
Thr

ttg
Leu

gct
Ala

cag
Gln
140

gga
Gly

gac

365

ggc
Gly

ctc
Leu

ggt
Gly
45

cccC

Pro

ctg
Leu

cgc
Arg

acg
Thr

cce
Pro
125

cgc
Arg

ttc
Phe

acg

gag
Glu

gtc
Val
30

ctg

Leu

gac
Asp

ccg
Pro

gac
Asp

agc
Ser
110

gac
Asp

gca
Ala

gtg
Val

cte

cte
Leu
15

gcg
Ala

cac
His

cga
Arg

cgce
Arg

gcg
Ala
95

gag
Glu

atc
Ile

cag
Gln

gcc
Ala

tac

gtc
vVal

gac
Asp

ggc
Gly

gcg
Ala

acc
Thr
80

ctg

Leu

ctg
Leu

aaa
Lys

gcg
Ala

gac
Asp
160

acg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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Gly

cCcc
Pro

cgc
Arg

cge
Arg

cac
His
225
cag

Gln

tcg
Ser

Ala

cecg
Pro

gge
Gly

cce
Pro
210

ggc
Gly

gat
Asp

cgt
Arg

<210> 35

<211> 264

Thr

ctg
Leu

atc
Ile
195

gcg
Ala

atc
Ile

ccg
Pro

ccg
Pro

<212> PRT
<213> Curtobacterium pusillum

<400> 35
Met Asp Ala Ser

1

Ala

Ser

Ser

Glu

Gly

Arg

Arg

Phe

Arg

50

Leu

Ala

Leu

Asp

Leu

35

Phe

Gln

Trp

Arg

Thr

tce
Ser
180

gce

Ala

cag
Gln

cgg
Arg

gca
Ala

ctg
Leu
260

Ser

20

Val

Gln

Arg

Phe

Phe
100

Ala Leu Leu
165

ctg ccec cgg
Leu Pro Arg

gce gee ctg
Ala Ala Leu

ctg gac ggc
Leu Asp Gly
215

gce gte acg

Ala Val Thr
230

cgc acg gac

Arg Thr Asp

245

ccg cte geca
Pro Leu Ala

Ser Thr Leu
5

Cys Glu Val

Ala Asp Gly

Asp Ser Ala
55

Phe Trp Glu
70

Pro Arg Phe
85

Arg Leu Arg

ES 2 650245 T3

Trp

gtg
Val

cgg
Arg
200

gtg
Val

gcc
Ala

gcg
Ala

gcc
Ala

Phe

Ala

Thr

40

Arg

Ala

Glu

Thr

Trp

gac
Asp
185

gtg
val

acg
Thr

tgg
Trp

tgg
Trp

tga

Asp

Glu

25

Ala

Leu

Gly

Leu

Ala
105

Arg
170

agce

Ser

ccg
Pro

cte
Leu

gtg
Val

cgc
Arg
250

Trp

10

Thr

Leu

Gln

val

val

90

Pro

62

Gly

gtc
Val

gtc
Vval

tgg
Trp

gac
Asp
235

gce
Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

75

Arg

Ala

Asp

gcc
Ala

gac
Asp

gcc
Ala
220

ggc
Gly

cgc
Arg

Gly

Leu

Leu

His

60

Ala

Thr

Leu

Thr

gcg
Ala

gag
Glu
205

gtc
Val

ccc
Pro

tte
Phe

Gly

Leu

Gly

45

Pro

Leu

Arg

Thr

Leu

cge
Arg
190

gag
Glu

aac
Asn

gga
Gly

gcg
Ala

Glu

Val

30

Leu

Asp

Pro

Asp

Ser
110

Tyr
175

acc

Thr

gag
Glu

gcc
Ala

ctg
Leu

atg
Met
255

Leu

15

Ala

His

Arg

Arg

Ala

95

Glu

Thr

gtc
Val

gcg
Ala

ctg
Leu

tcg
Ser
240

ctg
Leu

Val

Asp

Gly

Ala

Thr

80

Leu

Leu

576

624

672

720

768

785
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Val val Al
11

Gly Pro Asp

130

Ala Gly Al
145

G

Pro Pro Le

Arg Gly Il
19

Arg Pro Al
210

His
225

Gly Il

a Thr Ala Ala

5

a Gln

Ile Asp Arg Leu

Glu Ala

ES 2 650245 T3

Ser Asp
120

Ser
135

Ile Leu

150

R
!
=3
=

u Ser
180

I

Leu Pro Arg Val

e Ala Ala Ala Leu Arg

5

a Gln

e Arg Ala Val

200

Leu Asp Gly Val

215

Thr Ala

230

Gln Asp Pro Ala Arg Thr Asp Ala

Ser Arg Pro

<210> 36
<211> 795
<212> ADN

245

Leu
260

<213> Artificial

<220>

Pro Leu Ala Ala

Pro Arg Arg

Val Leu Arg

Leu Asp Glu
155

rp Arg Gly
£ 2 =4

170

Ser Val

Val Pro Val

Thr Leu Trp

Trp Val Asp
235

Trp Arg Ala
250

Ala
125

Pro Asp

Ile Lys

Gln Arg Ala Gln Ala

140

Gly

(2]
=
®

Phe Val Ala Asp

Ala Ala Arg Thr Vval
190

Asp
205

Glu Glu Glu Ala

Ala Val Asn Ala Leu

220

Gly

Arg Phe Ala Met

<223> Secuencia optimizada por codon de la SEQ ID NO 35

<400> 36
atggatgcaa

tgtgaagttg
gcactggcac
ccggatcegtg
ggtgcatggt
cgtctgegta

ccgegtegtg

gcagcaccct
cagaaaccgc
tgggtctgceca
cagaactgca
ttcegegttt
cagcaccggce

caccggatat

gtttgattgg
actgctggtt
tggtagccgt
gcgtttttgg
tgaactggtg
actgaccagce

taaaggtcecg

gcaggeggtyg
gcagatagct
tttcaggata
gaagccggtg
cgtacccegtg
gaactggtgg

gatattgatc

63

aactggttge
ttctggttge
gcgcacgtcet
ttgcagcact
atgcactgceg
ttgccaccge

gtctgagegt

Pro Gly Leu

Ser
240

Leu
255

acgtgatagce
cgatggcacc
gcagggtcat
gcctegtacce
tctgegtttt
agcaagcgat

tctgegtcag

60

120

240

300

360

420
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cgtgcacagg
ggtgcaacca
ctgecectegtg
gttcecggttg
gttaatgcac
caggatccgg
ccgetggeag

<210> 37
<211> 930
<212> ADN

cagccggtge
cagccctgcet
ttgatagcgt
atgaagaaga
tgcatggcat
cacgtaccga

cataa

<213> Rahnella aquatilis

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(930)

<400> 37

atg acg aag aaa gct gat

Met Thr Lys Lys Ala Asp Tyr

1

tgg gca gaa gct
Trp Ala Glu Ala Lys Val

act tcc gtt
Thr Ser Val

35

gtc gta tte cgt
Phe Arg His Arg Glu His

Val val
50

aaa att
Lys
65

gct tge cgc gaa
Ala Cys Arg Glu

cgt

gac ggc tac aaa
Asp Gly Tyr Lys

tac cgt
Ile Tyr Arg Met Pro Val

20

aaa gtc cat

ES 2 650245 T3

acaagaggca
gtggtggegt
tgcagcccegt
agcacgtccg
tcgtgcagtt

tgcctggegt

tac att
Ile

gtc
His Val

ttc gaa ggc gtg cgt
Phe Glu Gly Val Arg

cac cgt

atg cct

40
gaa cat
55

tcc
Ser

gtt

70

100

115

tat

130

tca tgg aac cgc gtt gect

ctg ggt

acc ctg cgt
Thr Leu Arg Lys

Phe Val

act gat
Thr Asp Val

aaa

ccg ctg gtg ttt gte gge gat
Arg Pro Leu Val

Gly Asp

gtg atc
Ile
120

gaa gaa gcg ctg gag
Tyr Leu Gly Glu Glu Ala Leu Glu

135

gca aac

attctgectgg
ggtgataccc
accgttegtg
gcacagctgg
accgcatggg

gcacgttttg

tgg ttec aac
Trp Phe Asn
10

atg tca cac
Met Ser His
25

tgce tac gac
Cys Tyr Asp

atg cag cgt
Met Gln Arg

cag agt
Gln

gtg
Ser Val
75

aac aat ctg
Asn Asn Leu

gtg ggt atg
Val Gly Met
105

atc gcec gec

Ile Ala Ala

atc
Ile

cag ggt
Gln Gly

acc att cca

64

atgaaggttt
tgtataccce
gtattgcagce
atggtgtgac
ttgatggtcc

caatgctgag

ggc gag atg gtt

tgttgcagat
tccgetgage
agccctgegt
cctgtgggceca
gggtctgage

ccgtecgetg

cca

Gly Glu Met Val Pro

gca ctg cat
Ala Leu His
30

tcc cat
Ser His
45

ctg cgc gat

15

tac ggc
Tyr Gly

aaa ggc cca
Lys

Gly Pro

tce gea

Leu Arg Asp Ser Ala

60

gat gag ctg atg gaa
Asp Glu Leu Met Glu

gtc agc gcg tat
Ser Ala Tyr

val

ggc gtt

aat

80
atc
Ile
95

ccg ceg

Gly Val Asn Pro Pro
110

ttec ccg tgg ggc geg

Phe Pro
125

Trp Gly Ala

gac gcg atg gtg tet

Asp Ala Met Vval

140

acc gct

Ser

gcg aaa gcc

480

540

600

660

720

780

795

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480
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Ser Trp Asn Arg Val
145

ggt ggt aac tac ctg
Gly Gly Asn Tyr Leu
165

cac ggt
His Gly

tat cag gaa
Tyr Gln Glu
180

gaa ggc gct ggc gaa
Glu Gly Ala Gly Glu
195

aca ccg cca ttt
Thr Pro Pro Phe
210

acc
Thr

att
Ile
225

att
Ile

aaa ctg gca
Lys Leu Ala

ctg tcc cgt gaa tcc
Leu Ser Arg Glu Ser
245

atc
Ile

acc gct gca gaa
Thr Ala Ala Glu
260

ggt
Gly

atc ggt aaa cgt
Ile Gly Lys Arg
275

acc
Thr

ttc ggc ctg tte
Phe Gly Leu Phe
290

cca atc aac cca
Pro Ile Asn Pro
305

caa
Gln

<210> 38

<211> 309

<212> PRT

<213> Rahnella aquatilis

<400> 38
Met Thr Lys Lys Ala
1 5

Trp Ala Glu Ala Lys
20

Thr Ser Val Phe Glu
35

Ala
150

tcc

Ser

ggt
Gly

aac
Asn

tct
Ser

aaa
Lys
230

ctg
Leu

acc
Thr

ggt
Gly

ggc
Gly

taa

Asp Tyr

Val His

Gly Vval

Ala

tce
Ser

atc
Ile

ctg
Leu

tct
Ser
215

gac
Asp

tat
Tyr

ccg
Pro

ccg
Pro

aaa
Lys
295

ES 2 650245 T3

Thr Ile Pro Thr

155

Asn

ctg ctg gtc ggc
Leu Leu Val Gly
170

agce
Ser

gcg ctg gac att
Ala Leu Asp Ile
185

cac
His

ttt gaa gtg aaa gaa
Phe Glu Val Lys Glu
200

atc
Ile
220

gcc
Ala Leu Pro

ctg cca ggt
Gly

ctg ggt ctt gaa gtg
Leu Gly Leu Glu Val
235

ctg gca gac gaa gtc
Leu Ala Asp Glu Val
250

agc gtt gac
Ser Val Asp

gtg cgc
Val Arg
265

att
Ile

gtg acc
Val Thr Lys
280

aaa caa
Gln

acc gaa gat aaa tgg
Thr Glu Asp Lys Trp
300

Ile Trp Phe Asn Gly

10

Val Met
25

Ser His Ala

Arg Cys
40

Tyr Asp Ser

65

Ala

gaa
Glu

ggc
Gly

ggc
Gly
205

acc
Thr

cgt
Arg

tte
Phe

ggc
Gly

cag
Gln
285

ggt
Gly

Glu

Leu

His Lys Gly Pro

45

Ala

gca
Ala

tat
Tyr
190

att
Ile

cgt
Arg

gag
Glu

atg
Met

att
Ile
270

gat
Asp

tgg
Trp

Met

His Tyr Gly

30

Lys

cgt
Arg
175

gtg
val

ctg
Leu

gac
Asp

caa
Gln

tce
Ser
255

cag
Gln

gca
Ala

ctg
Leu

Val Pro

15

Ala
160

cgt
Arg

tct
Ser

tte
Phe

gct
Ala

gtt
Val
240

ggt
Gly

gtc
Val

ttec
Phe

gat
Asp

528

576

624

672

720

768

816

864

912

930



Val

Lys

65

Ala

Arg

Asp

Tyr

Ser

145

Gly

His

Glu

Thr

Ile

225

Leu

Thr

Gly

Phe

Pro
305

Val

50

Ile

Cys

Pro

Gly

Leu

130

Trp

Gly

Gly

Gly

Pro

210

Ile

Ser

Ala

Ile

Gly
290

Ile

Phe

Tyr

Arg

Leu

Tyr

115

Gly

Asn

Asn

Tyr

Ala

195

Pro

Lys

Arg

Ala

Gly

275

Leu

Asn

Arg

Arg

Glu

Vval

100

Lys

Glu

Arg

Tyr

Gln

180

Gly

Phe

Leu

Glu

Glu

260

Lys

Phe

Pro

His

Met

Thr

85

Phe

Thr

Glu

Val

Leu

165

Glu

Glu

Thr

Ala

Ser

245

Ile

Arg

Thr

Gln

Arg

Pro

70

Leu

val

Asp

Ala

Ala

150

Ser

Gly

Asn

Ser

Lys

230

Leu

Thr

Gly

Gly

Glu

55

val

Arg

Gly

vVal

Leu

135

Ala

Ser

Ile

Leu

Ser

215

Asp

Tyr

Pro

Pro

Lys
295

ES 2 650245 T3

His

Ser

Lys

Asp

Ile

120

Glu

Asn

Leu

Ala

Phe

200

Ala

Leu

Leu

val

Val

280

Thr

Met

Gln

Asn

Val

105

Ile

Gln

Thr

Leu

Leu

185

Glu

Leu

Gly

Ala

Arg

265

Thr

Glu

Gln

Ser

Asn

90

Gly

Ala

Gly

Ile

val

170

Asp

Val

Pro

Leu

Asp

250

Ser

Lys

Asp

66

Arg

val

75

Leu

Met

Ala

Ile

Pro

155

Gly

Ile

Lys

Gly

Glu

235

Glu

val

Gln

Lys

Leu

60

Asp

Val

Gly

Phe

Asp

140

Thr

Ser

His

Glu

Ile

220

vVal

Val

Asp

Ile

Trp
300

Arg

Glu

Ser

Val

Pro

125

Ala

Ala

Glu

Gly

Gly

205

Thr

Arg

Phe

Gly

Gln

285

Gly

Asp

Leu

Ala

Asn

110

Trp

Met

Ala

Ala

Tyr

1390

Ile

Arg

Glu

Met

Ile

270

Asp

Trp

Ser

Met

Tyr

95

Pro

Gly

Vval

Lys

Arg

175

Val

Leu

Asp

Gln

Ser

255

Gln

Ala

Leu

Ala

Glu

80

Ile

Pro

Ala

Ser

Ala

160

Arg

Ser

Phe

Ala

Val

240

Gly

Val

Phe

Asp
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15

20

<210> 39
<211>930
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID NO 38

<400> 39
atgaccaaaa

aaagttcatg
tgttatgata
cgtgatagcg
gcatgtegtg
tttgttggtg
attgcagcat
gcaatggtta
ggtggtaatt
gaaggtattg
gaagttaaag
acccgtgatg
ctgagccegtg
attacaccgg
accaaacaaa
ggttggctgg

<210> 40
<211>798
<212> ADN

aagccgacta
ttatgagcca
gccataaagg
caaaaatcta
aaaccctgeg
atgttggtat
ttcegtgggg
gcagctggaa
atctgagcag
cactggatat
aaggcattct
caattatcaa
aaagcctgta
ttecgtagegt
ttcaggatgc

atccgattaa

<213> Rahnella aquatilis

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(798)

<400> 40

ES 2 650245 T3

catttggttt
tgcactgcat
tceggttgtt
tcgtatgeceg
taaaaacaat
gggtgttaat
tgcatatctg
tcgtgttgea
cctgetggtt
tcatggctat
gtttacccca
actggcaaaa
tctggcagat
ggatggtatt
attttttggce

tccgcagtaa

aatggtgaaa tggttccgtg ggctgaagca

tatggcacca
tttegtcatce
gttagccaga
ctggttageg
ccgectgatg
ggtgaagaag
gcaaatacca
ggtagcgaag
gttagcgaag
ccgtttacca
gatctgggtc
gaagttttta
caggttggta

ctgtttaccg

gcgtttttga
gtgaacacat
gcgttgatga
catatattcg
gttataaaac
cactggaaca
ttccgaccge
cacgtcgtca
gtgccggtga
gcagcgcact
tggaagttcg
tgagcggcac
ttggtaaacg

gcaaaaccga

aggtgttcgt
gcagcgtcectg
actgatggaa
tcecgetggtt
cgatgttatt
gggtattgat
agcaaaagcc
tggttatcaa
aaacctgttt
gcctggtatt
tgaacaggtt
cgcagcagaa
tggtceggtt

agataaatgg

atg tgg att aat ggt gtg gcg gcec geg atg ttg tcg gca agt gac cgt
Met Trp Ile Asn Gly Val Ala Ala Ala Met Leu Ser Ala Ser Asp Arg

1

5

10

15

tca gtg cag ttt ggec gac ggt tge ttt ace aca gece agg gtg tca gac

67

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

930

48

96



Ser

agt
Gly

gcg
Ala

gaa
Glu
65

gtc
val

tct
Ser

cac
His

ctg
Leu

gaa
Glu
145

gcg
Ala

aat
Asn

cag
Gln

gaa
Glu

aca
Thr
225

gtt
Val

ttg
Leu

Val

gtg
Val

tcg
Ser
50

atg
Met

gtg
Val

gcg
Ala

gcg
Ala

agt
Ser
130

cag
Gln

ctg
Leu

tta
Leu

tcc
Ser

gcg
Ala
210

tta

Leu

ctg
Leu

tgc
Cys

<210> 41
<211> 265
<212> PRT

Gln

att
Ile
35

gta
Val

gtt
Val

acg
Thr

ccg
Pro

tgg
Trp
115

aag
Lys

gta
Val

gtg
val

tte
Phe

ggc
Gly
195

aca
Thr

tca
Ser

ccg
Pro

gat
Asp

Phe
20

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

cgc
Arg

acg
Thr
100

cgg
Arg

aac
Asn

atg
Met

gtt
val

tgg

180

gtt
val

tce
Ser

gat
Asp

gtg
Val

tte
Phe
260

Gly

ttt
Phe

cgg
Arg

gct
Ala

999
Gly
85

cgt
Arg

caa
Gln

ccg
Pro

atc
Ile

gac
Asp
165

cgt
Arg

gat
Asp

cce
Pro

gct
Ala

aat
Asn
245

ctg
Leu

Asp

ctg
Leu

att
Ile

gcc
Ala
70

cag
Gln

att
Ile

cag
Gln

ttg
Leu

cgc
Arg
150

acc
Thr

aag
Lys

ggt
Gly

tgg
Trp

gac
Asp
230

cag

Gln

cte
Leu

Gly

gcc
Ala

gaa
Glu
55

gga
Gly

ggc
Gly

gtt
Val

ggc
Gly

ctg
Leu
135

atg
Met

teg
Ser

gga
Gly

ctt
Leu

gtt
Val
215

gaa
Glu

gtc
Val

cag
Gln

ES 2 650245 T3

Cys

999
Gly
40

ggt
Gly

cag
Gln

ggc
Gly

tct
Ser

gtg
Val
120

gce
Ala

cat
His

ggc
Gly

aat
Asn

atg
Met
200

gtg
Val

ate
Ile

gat
Asp

agce
Ser

Phe
25

cat
His

gtg
Val

cag
Gln

cga
Arg

gcg
Ala
105

aaa
Lys

gga
Gly

ctt
Leu

tgc
Cys

cag
Gln
185

cgt
Arg

aac
Asn

ctg
Leu

gac
Asp

tgt
Cys
265

Thr

att
Ile

gac
Asp

aaa
Lys

ggt
Gly
90

tct
Ser

cte
Leu

ata
Ile

gac
Asp

ctg
Leu
170

gtg
vVal

cag
Gln

atc
Ile

att
Ile

aaa
Lys
250

taa

Thr

cag
Gln

tgg
Trp

gag
Glu
75

tac
Tyr

gat
Asp

gcg
Ala

aaa
Lys

cag
Gln
155

gtg
Vval

ttt
Phe

cac
His

gtc
Val

tgt
Cys
235

tat
Tyr

68

Ala

cgt
Arg

acg
Thr
60

gca
Ala

agc
Ser

tat
Tyr

ctg
Leu

cat
His
140

aca
Thr

gaa
Glu

act
Thr

gtc
Val

agt
Ser
220

aac
Asn

tac
Tyr

Arg

ctg
Leu
45

gct
Ala

gtg
Vval

gcce
Ala

ccg
Pro

agc
Ser
125

ctt
Leu

gat
Asp

tgc
Cys

cecg
Pro

atc
Ile
205

gaa

Glu

gce
Ala

att
Ile

Val
30

caa
Gln

ctg
Leu

gtt
Val

gca
Ala

gtg
val
110

ccg
Pro

aac
Asn

gce
Ala

tgt
Cys

gat
Asp
190

cge

Arg

tect
Ser

ctg
Leu

tca
Ser

Ser

cgt
Arg

gaa
Glu

aaa
Lys

ggt
Gly
95

cat
His

gte
vVal

cgg
Arg

aat
Asn

gcg
Ala
175

tta
Leu

gta
val

gcg
Ala

atg
Met

cgg
Arg
255

Asp

gct
Ala

cag
Gln

gcc
Ala
80

tgc
Cys

tat
Tyr

aca
Thr

ctg
Leu

gaa
Glu
160

gca
Ala

tcg
Ser

ctt
Leu

gaa
Glu

cce
Pro
240

cgt
Arg

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

798



<213> Rahnella aquatilis

<400> 41

Met

1

Ser

Gly

Ala

Glu

65

Val

Ser

His

Leu

Glu

145

Ala

Asn

Gln

Glu

Trp

val

val

Ser

50

Met

Val

Ala

Ala

Ser

130

Gln

Leu

Leu

Ser

Ala
210

Ile

Gln

Ile

35

Val

Val

Thr

Pro

Trp

115

Lys

Val

Vval

Phe

Gly

195

Thr

Asn

Phe

20

Val

Leu

Leu

Arg

Thr

100

Arg

Asn

Met

Vval

Trp

180

Val

Ser

Gly

5

Gly

Phe

Arg

Ala

Gly

85

Arg

Gln

Pro

Ile

Asp

165

Arg

Asp

Pro

Val

Asp

Leu

Ile

Ala

70

Gln

Ile

Gln

Leu

Arg

150

Thr

Lys

Gly

Trp

Ala

Gly

Ala

Glu

55

Gly

Gly

val

Gly

Leu

135

Met

Ser

Gly

Leu

Val
215

ES 2 650245 T3

Ala

Cys

Gly

40

Gly

Gln

Gly

Ser

val

120

Ala

His

Gly

Asn

Met

200

val

Ala

Phe

25

His

Val

Gln

Arg

Ala

105

Lys

Gly

Leu

Cys

Gln

185

Arg

Asn

Met

10

Thr

Ile

Asp

Lys

Gly

90

Ser

Leu

Ile

Asp

Leu

170

Val

Gln

Ile

69

Leu

Thr

Gln

Trp

Glu

75

Tyr

Asp

Ala

Lys

Gln

155

Val

Phe

His

Vval

Ser

Ala

Arg

Thr

60

Ala

Ser

Tyr

Leu

His

140

Thr

Glu

Thr

Val

Ser
220

Ala

Arg

Leu

45

Ala

Val

Ala

Pro

Ser

125

Leu

Asp

Cys

Pro

Ile

205

Glu

Ser

vVal

30

Gln

Leu

val

Ala

val

110

Pro

Asn

Ala

Cys

Asp

190

Arg

Ser

Asp

15

Ser

Arg

Glu

Lys

Gly

95

His

vVal

Arg

Asn

Ala

175

Leu

val

Ala

Arg

Asp

Ala

Gln

Ala

80

Cys

Tyr

Thr

Leu

Glu

160

Ala

Ser

Leu

Glu



10

Thr Leu Ser Asp Ala Asp Glu

225

230

Val Leu Pro Val Asn Gln Val

245

Leu Cys Asp Phe Leu Leu Gln

<210> 42
<211> 867
<212> ADN

<213> Achromobacter spanius

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(867)

<400> 42

atg
Met
1

ttc
Phe

att
Ile

gca
Ala

gce
Ala

atc
Ile

ttg
Leu

acg
Thr

ccg
Pro

gac
Asp
145

att
Ile

ctg
Leu

ttt
Phe

tte
Phe
50

ttg
Leu

gaa
Glu

cag
Gln

cecg
Pro

cce
Pro
130

gaa
Glu

ccg
Pro

cgt
Arg

ggc
Gly

cgce
Arg

cge
Arg

cag
Gln

gtc
Val

gtt
vVal
115

gce

Ala

cgc
Arg

260

ggc
Gly

gtc
Val
20

gac
Asp

atg
Met

atc
Ile

ttg
Leu

acg
Thr
100

acg

Thr

gcg
Ala

tgg
Trp

gtg
val

gac
Asp

ggc
Gly

gcg
Ala

acg
Thr

ctg
Leu

cgc
Arg

ccc
Pro

caa
Gln

ctg
Leu

cecg
Pro

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

cecg
Pro
70

gcg
Ala

ggc
Gly

acc
Thr

cge
Arg

cat
His
150

ggc
Gly

gcg
Ala

tac
Tyr

cac
His
55

ccg
Pro

cgce
Arg

gtt
val

gtg
vVal

acg
Thr
135

tgc
Cys

ES 2 650245 T3

Ile Leu

Asp Asp

Ser Cys
265

gaa agc
Glu Ser

aaa gtc
Lys Val
25

gaa gtc
Glu Val
40

ctt aac
Leu Asn

atg gat
Met Asp

acc acg
Thr Thr

gcc aag
Ala Lys
105

ttc ggc
Phe Gly
120

cag ggc
Gln Gly

gag atc
Glu Ile

Ile Cys Asn Ala Leu Met Pro

235

240

Lys Tyr Tyr Ile Ser Arg Arg

250

cag
Gln
10

tce
Ser

gtt
Val

cgc
Arg

cgc
Arg

ctg
Leu

cgc
Arg

atg
Met

ttg
Leu

aag
Lys

70

gtg
vVal

gtc
Val

ccc
Pro

ctg
Leu

gcg
Ala
75

gac
Asp

gac
Asp

att
Ile

acc
Thr

tcg
Ser
155

tat
Tyr

ctg
Leu

gtg
Val

gac
Asp
60

ggc
Gly

acc
Thr

cac
His

tecg
Ser

gce
Ala
140

gtg
Vval

cte
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
45

cgc
Arg

tgg
Trp

tgc
Cys

cag
Gln

gcg
Ala
125

atc

Ile

tcg
Ser

aac
Asn

cgc
Arg

cag
Gln

agce
Ser

gte
val

atc
Ile

tte
Phe
110

tgg
Trp

agce
Ser

ctg
Leu

255

gge
Gly
15

ggt
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

gac
Asp

gtg
Val
95

ccg
Pro

tce
Ser

att
Ile

ttg
Leu

gag
Glu

ttt
Phe

aag
Lys

gce
Ala

ctg
Leu

tac
Tyr

gce
Ala

cct
Pro

ccc
Pro

ggt
Gly
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



aac gtg ctg gcc aag cag cag
Asn Val Leu Ala Lys Gln Gln
165

gtg cag ttt cge gat gge tat
Val Gln Phe Arg Asp Gly Tyr
180

tgg gtg gtg tct ggc ggc aag
Trp Val Val Ser Gly Gly Lys
195

atc ctg gaa ggc atc cge tac
Tle Leu Glu Gly Ile Arg Tyr
210 215

gcg ggc atc cca ttc gag tcg
Ala Gly Ile Pro Phe Glu Ser
225 230

tcec gce gac gaa ttg atg ctg
Ser Ala Asp Glu Leu Met Leu
245

att gtt tcc ttg gac gga aag
Ile Val Ser Leu Asp Gly Lys
260

gtt ttt gag cag ttg cga gcg
Val Phe Glu Gln Leu Arg Ala
275

taa

<210>43

<211> 288

<212> PRT

<213> Achromobacter spanius

<400> 43
Met Ile Pro Gly Val Pro Gly
1 5

Phe Leu Arg Val Asp Glu Ala
20

Ile Phe Gly Asp Gly Ile Tyr
35

Ala Phe Arg Met Ala Glu His
50 55

Ala Leu Arg Ile Thr Pro Pro
65 70

ES 2 650245 T3

gcg
Ala

ctg
Leu

ttg
Leu
200

ggt
Gly

cgce
Arg

tct
Ser

ccg
Pro

ggt
Gly
280

Glu

Lys

Glu

40

Leu

Met

gtg
val

acc
Thr
185
ttg
Leu

ctg
Leu

cge
Arg

tcec
Ser

gtg
val
265

tat
Tyr

Ser

val

25

val

Asn

Asp

gat
Asp
170

gaa
Glu

gcg
Ala

atg
Met

atc
Ile

gce
Ala
250

ggt
Gly

gat
Asp

Gln

10

Ser

val

Arg

Arg

71

gcg
Ala

gge
Gly

ccg
Pro

ggc
Gly

acc
Thr
235

acc

Thr

tcg
Ser

gcc
Ala

Val

Val

Pro

Leu

Ala
75

aac
Asn

tecg
Ser

ccc
Pro

gag
Glu
220

cag

Gln

aag
Lys

ggc
Gly

cge
Arg

Tyr

Leu

val

Asp

60

Gly

gce
Ala

tce
Ser

aag
Lys
205

ctg

Leu

caa
Gln

gaa
Glu

aag
Lys

atc
Ile
285

Leu

Asp

Tyr

45

Arg

Trp

gac
Asp

acc
Thr
190
aac
Asn

gce
Ala

gag
Glu

gtg
val

cce
Pro
270

gce
Ala

Asn

Arg

30

Gln

Ser

Vval

gaa
Glu
175

aac
Asn

aac
Asn

gaa
Glu

gtg
Val

ctg
Leu
255

ggce
Gly

gcg
Ala

Gly

15

Gly

Gly

Leu

Asp

gtc
Val

atc
Ile

ctg
Leu

gca
Ala

gaa
Glu
240

gcg
Ala

cct
Pro

ctg
Leu

Glu

Phe

Lys

Ala

Leu
80

528

576

624

672

720

768

816

864

867



ES 2 650245 T3

Ile Glu Gln Leu Leu Ala Arg Thr Thr Leu Asp Thr Cys Ile Val Tyr

Leu Gln Val Thr Arg Gly Val Ala Lys Arg Asp His Gln Phe Pro Ala
100 105 110

Thr Pro Val Thr Pro Thr Val Phe Gly Met Ile Ser Ala Trp Ser Pro
115 120 125

Pro Pro Ala Ala Gln Arg Thr Gln Gly Leu Thr Ala Ile Ser Ile Pro
130 135 140

Asp Glu Arg Trp Leu His Cys Glu Ile Lys Ser Val Ser Leu Leu Gly
145 150 155 160

Asn Val Leu Ala Lys Gln Gln Ala Val Asp Ala Asn Ala Asp Glu Val
165 170 175

Val Gln Phe Arg Asp Gly Tyr Leu Thr Glu Gly Ser Ser Thr Asn Ile
180 185 190

Trp Val Val Ser Gly Gly Lys Leu Leu Ala Pro Pro Lys Asn Asn Leu
195 200 205

Ile Leu Glu Gly TIle Arg Tyr Gly Leu Met Gly Glu Leu Ala Glu Ala
210 215 220

Ala Gly Ile Pro Phe Glu Ser Arg Arg Ile Thr Gln Gln Glu Val Glu
225 230 235 240

Ser Ala Asp Glu Leu Met Leu Ser Ser Ala Thr Lys Glu Val Leu Ala
245 250 255

Ile Val Ser Leu Asp Gly Lys Pro Val Gly Ser Gly Lys Pro Gly Pro
260 265 270

Val Phe Glu Gln Leu Arg Ala Gly Tyr Asp Ala Arg Ile Ala Ala Leu
275 280 285

<210> 44
<211> 867
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia optimizada por codon que codifica la SEQ ID NO 43

<400> 44
atgattccgg gtgttccagg tgaaagccag gtttatctga atggtgaatt tctgegtgtt 60

72



10

gatgaagcaa
gtggtgcegg
cgtageccetgg
attgaacagc
cgtggtgttg
ggcatgatta
attagcattc
aatgttctgg
gatggttatc
ctggctcege
ctggcagaag
agcgcagatg
gatggtaaac

tatgatgcac

<210> 45
<211> 885
<212> ADN

aagttagcgt
tttatcaggg
cagcactgcg
tgctggcacg
caaaacgtga
gcgcatggtce
cggatgaacg
caaaacagca
tgaccgaagg
ctaaaaacaa
cagcaggtat
aactgatgct
cggttggtag

gtattgcagce

ES 2 650245 T3

tctggatege
taaagcattt
tattacccct
taccaccctg
tcatcagttt
accgcectceceg
ttggctgecat
ggcagttgat
tagcagcacc
tctgattctg
tcegtttgaa
gagcagcgca
cggcaaaccg

actgtaa

<213> Microbacterium ginsengisoli

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(885)

<400> 45

atg acc tgg cgt
Met Thr Trp Arg Phe Ala Leu

1

ttc gecg cte atc

Ile

cce cge acc gac ttc gac acg acc
Pro Arg Thr Asp Phe Asp Thr Thr

cce gece cte age
Pro Ala Leu Ser

20

atc ggc gag ctc
Ile Gly Glu Leu

40

ttc gag tcg atc ggt gtc gtc gac

Phe Glu Ser

cac ctg gcg

65

ccg aac ctc gcc

Ile Gly Val Val Asp

cgg ctc geg cac tcc
His Leu Ala Arg Leu Ala His

Ser

70

cag tgg cgc gcc

Pro Asn Leu Ala Gln Trp Arg Ala

85

ggttttatct
cgtatggcag
ccgatggatc
gatacctgta
ccggcaacac
gcagcccagce
tgtgaaatca
gcaaatgcag
aatatttggg
gaaggtattc
agccgtegta
accaaagaag

ggtcecggttt

atc gag ccc
Ile Glu Pro
10

ttc geg cce
Phe Ala Pro
25

agc acc cag
Ser Thr Gln

agg cac ccg
Arg His Pro

gcc gag atc
Ala Glu Ile
75

gcce gte gece
Ala Val Ala
90

73

ttggtgatgg
aacatctgaa
gtgcaggttg
ttgtttatct
cggttaccce
gtacccaggg
aaagcgttag
atgaagttgt
ttgttagecgg
gctatggtct
ttacacagca
ttctggecat

ttgagcagcet

tatttatgaa
tcgtctggat
ggttgatctg
gcaggttacc
gaccgttttt
tctgaccgca
cctgetgggt
tcagtttegt
tggtaaactg
gatgggtgaa
agaggttgaa
tgttagectg

gcgtgecggt

gtg gca tcc gat gac

Vval Ala

Ser Asp Asp

15

gtc gac gcc tcg gece
Val Asp Ala Ser Ala

30

cge gga gac gga atc

Arg Gly Asp Gly

45

Ile

cag gag gtc gag gcg

Gln Glu Vval

tge gac ctt

Glu Ala

ccg gtg

Cys Asp Leu Pro Val

80

cgc gcg gcg gcg cag
Arg Ala Ala Ala Gln

95

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

867

48

96

144

192

240

288
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tge
Cys

gag
Glu

aac
Asn

cge
Arg
145

ggt
Gly

gcg
Ala

tte
Phe

gtg
val

cag
Gln
225

tac

Tyr

ctec
Leu

cgg
Arg

ctg
Leu

ccg
Pro

cac
His

tat
Tyr
130

gg99
Gly

gcg
Ala

cac
His

ctg
Leu

tte
Phe
210

ctg
Leu

gag
Glu

gtc
Val

gct
Ala

cte
Leu
290

<210> 46

<211> 294

gag
Glu

ggt
Gly
115

gcc
Ala

ctc
Leu

aag
Lys

cga
Arg

ctc
Leu
195

gtg
val

agc
Ser

acc
Thr

tcg
Ser

ctc
Leu
275

tcg
Ser

<212> PRT
<213> Microbacterium ginsengisoli

<400> 46
Met Thr Trp Arg Phe Ala Leu Ile Ile Glu Pro Val Ala Ser Asp Asp

1

ggc
Gly
100

ccg
Pro

cge
Arg

gac
Asp

acg
Thr

cge
Arg
180

gag
Glu

acc
Thr

ctg
Leu

ctt
Leu

agc
Ser
260

ccg

Pro

ccg
Pro

gag
Glu

acc
Thr

ccg
Pro

ctc
Leu

ttg
Leu
165

ggc
Gly

gcg
Ala

ccc
Pro

tte
Phe

ccg
Pro
245

gtc
Val

cat
His

cge
Arg

5

gcg
Ala

ccg
Pro

cge
Arg

gcc
Ala
150

tecg
Ser

gcg
Ala

ccg
Pro

gag
Glu

gcc
Ala
230

acg

Thr

cgc
Arg

gat
Asp

gac
Asp

gtc
Val

acc
Thr

gcc
Ala
135

gca

Ala

tat
Tyr

gat
Asp

acc
Thr

cce
Pro
215

cac
His

gcg
Ala

ctc
Leu

gcg
Ala

tga

ES 2 650245 T3

atc
Ile

gcg
Ala
120

gaa
Glu

ccce
Pro

gcg
Ala

gac
Asp

gcg
Ala
200

gce
Ala

ctc
Leu

gcc
Ala

gcg
Ala

gcc
Ala
280

aag
Lys
105

tgg
Trp

ggc
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

gce
Ala
185

tcg
Ser

gcce
Ala

gcc
Ala

ctc
Leu

gcc
Ala
265

tte
Phe

ctc
Leu

gtg
Val

atc
Ile

cge
Arg

aac
Asn
170

gte
val

ctc
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

gcc
Ala
250

ccg
Pro

acg
Thr

10
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atc
Ile

acc
Thr

tce
Ser

gcc
Ala
155

atg
Met

ttec
Phe

gtg
Val

atc
Ile

cgg
Arg
235

gac

Asp

atc
Ile

gcc
Ala

ctg
Leu

gcg
Ala

gtc
val
140

ccc
Pro

gcg
Ala

gee
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
220

999
Gly

gcg
Ala

acg
Thr

gag
Glu

agt
Ser

tecg
Ser
125

gtc
Val

tgg
Trp

gcg
Ala

acg
Thr

cge
Arg
205

cac
His

tte
Phe

gat
Asp

gcc
Ala

ctg
Leu
285

cgce
Arg
110

gcc
Ala

gtg
Vval

ctg
Leu

ctg
Leu

tece
Ser
190

cgce
Arg

ggc
Gly

acg
Thr

gcc
Ala

gtc
val
270

aac
Asn

ggc
Gly

gcg
Ala

ctc
Leu

ctg
Leu

cge
Arg
175

gat
Asp

ggc
Gly

acc
Thr

acc
Thr

gcg
Ala
255

gac
Asp

gce
Ala

15

atc
Ile

ccc
Pro

gat
Asp

ctc
Leu
160

gag
Glu

gga
Gly

gat
Asp

act
Thr

gcc
Ala
240

tgg
Trp

ggc
Gly

tac
Tyr

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

8lé

864

885



Pro

Pro

Phe

His

65

Pro

Cys

Glu

Asn

Arg

145

Gly

Ala

Phe

val

Gln

225

Tyr

Leu

Arg

Ala

Glu

Leu

Asn

Pro

His

Tyr

130

Gly

Ala

His

Leu

Phe

210

Leu

Glu

Val

Thr

Leu

35

Ser

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Ala

Leu

Lys

Arg

Leu

195

Val

Ser

Thr

Ser

Asp

20

Ser

Ile

Arg

Ala

Gly

100

Pro

Arg

Asp

Thr

Arg

180

Glu

Thr

Leu

Leu

Ser

Phe

Ile

Gly

Leu

Gln

85

Glu

Thr

Pro

Leu

Leu

165

Gly

Ala

Pro

Phe

Pro

245

Val

Asp

Gly

Vval

Ala

70

Trp

Ala

Pro

Arg

Ala

150

Ser

Ala

Pro

Glu

Ala

230

Thr

Arg

Thr

Glu

Val

His

Arg

val

Thr

Ala

135

Ala

Tyr

Asp

Thr

Pro

215

His

Ala

Leu
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Thr

Leu

40

Asp

Ser

Ala

Ile

Ala

120

Glu

Pro

Ala

Asp

Ala

200

Ala

Leu

Ala

Ala

Phe

25

Ser

Arg

Ala

Ala

Lys

105

Trp

Gly

Ala

Thr

Ala

185

Ser

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

Thr

His

Glu

val

90

Leu

val

Ile

Arg

Asn

170

Val

Leu

Gly

Glu

Ala

250

Pro

75

Pro

Gln

Pro

Ile

75

Ala

Ile

Thr

Ser

Ala

155

Met

Phe

Val

Ile

Arg

235

Asp

Ile

Val

Arg

Gln

Cys

Arg

Leu

Ala

val

140

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

220

Gly

Ala

Thr

Asp

Gly

45

Glu

Asp

Ala

Ser

Ser

125

val

Trp

Ala

Thr

Arg

205

His

Phe

Asp

Ala

Ala

30

Asp

val

Leu

Ala

Arg

110

Ala

val

Leu

Leu

Ser

190

Arg

Gly

Thr

Ala

Val

Ser

Gly

Glu

Pro

Ala

95

Gly

Ala

Leu

Leu

Arg

175

Asp

Gly

Thr

Thr

Ala

255

Asp

Ala

Ile

Ala

val

80

Gln

Ile

Pro

Asp

Leu

160

Glu

Gly

Asp

Thr

Ala
240

Trp

Gly
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260 265 270

Arg Ala Leu Pro His Asp Ala Ala Phe Thr Ala Glu Leu Asn Ala Tyr
275 280 285

Leu Leu Ser Pro Arg Asp
290

76



ES 2 650245 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para la sintesis enzimatica de una (R)-amina enriquecida enantioméricamente de formula
general [1][c]

NH, [1][c]

R RIOR,

a partir de la cetona correspondiente de la férmula general [1][a]

0]

/‘k [1][a]
R R

10 2

y un donante amino adecuado, en el que R1 y Rz son diferentes y son independientemente alifaticos lineales o
ramificados, aromaticos, heteroaromaticos o forman una estructura ciclica, usando una transaminasa seleccionada
del grupo que consiste en

15 a. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
E.Oﬁ;é proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
20 cr:j.olir?e,\ proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
’% ur;a proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID

0.7;

e. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
25 No. 9;
f. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
11;
g. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 13;
30 h. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 15;
i. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
17;
j. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
35 19;
k. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
21;
I. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.
23;
40 m. una proteina que tiene al menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
No. 25,y
n. una proteina que tiene actividad de transaminasa y que puede obtenerse a partir de un organismo
seleccionado del grupo que organismos que consiste en Rahnella aquatilis, Ochrobactrum anthropi,
Ochrobactrum tritici, Sinorhizobium morelense, Curtobacterium pusilllum, Paecilomyces lilacinus,
45 Microbacterium ginsengisoli, Microbacterium trichothecenolyticum, Pseudomonas citronellolis, Yersinia
kristensenii, Achromobacter spanius, Achromobacter insolitus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium
frederiksbergense, Mycobacterium sacrum, Mycobacterium fluoranthenivorans, Burkholderia sp.,
Burkholderia tropica, Cosmospora episphaeria, y Fusarium oxysporum, con la condiciéon de que las
proteinas que se han mencionado anteriormente (es decir, la alternativa (a)) no consistan en una secuencia
50 de aminoacidos idéntica a las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID no. 3 del documento
W02011/026556.
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2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R1y Rz contienen independientemente de 1 a
30 atomos de carbono y R1 y Rz son alifaticos independientemente sustituidos o no sustituidos; alifaticos ramificados
sustituidos o sin sustituir; alifaticos ciclicos sustituidos o sin sustituir; alifaticos heterociclicos sustituidos o sin
sustituir, que contienen al menos un atomo de oxigeno, azufre o nitrégeno; aromaticos sustituidos o sin sustituir;
heteroaromaticos sustituidos o sin sustituir que contienen al menos un atomo de azufre, o nitrégeno; o juntos forman
una estructura ciclica o una estructura heterociclica sustituida o sin sustituir, que contiene al menos un atomo de
oxigeno, azufre o nitrégeno; en donde los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en, pero sin
limitacion, un atomo de halégeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, grupo hidroxilo, grupo
metoxi, monofluorometilo, difluorometilo y trifluorometilo.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que la concentracion final del
producto de (R)-amina enantioméricamente enriquecida se encuentra entre el 1 y el 50 % en peso de la mezcla de
reaccion.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la transaminasa es una proteina que tiene al
menos un 90 % de identidad con la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID No. 1.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el donante amino es a-metilbencilamina.
6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el donante amino es sec-butilamina.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que la concentracion final del
producto de (R)-amina enantioméricamente enriquecida se encuentra entre el 5y el 35 % en peso de la mezcla de
reaccion.

8. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla de
reaccion comprende una fase acuosa y una segunda fase organica.

9. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla de
reaccion comprende una fase acuosa y la segunda fase organica, y la relacion volumétrica del agua:fase organica
esta entre 100 y 0,01.

10. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla de
reaccion comprende una fase acuosa y la segunda fase organica, y la relacion volumétrica del agua:fase organica
esta entre 20y 0,1.

11. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla de
reaccion comprende una fase acuosa y la segunda fase organica, y la relacion volumétrica del agua:fase organica
estaentre 20y 1.

12. Un microorganismo depositado que comprende una enzcima que tiene actividad (R)-transaminasa del
grupo que organismos que consisten en Ochrobactrum anthropi (depositado como DSM 23793), Ochrobactrum tritici
(depositado como DSM 23786), Sinorhizobium morelense (depositado como DSM 23794), Curtobacterium pusilllum
(depositado como DSM 23787), Paecilomyces lilacinus (depositado como DSM 23771), Microbacterium ginsengisoli
(depositado como DSM 23784), Microbacterium trichothecenolyticum(depositado como DSM 23788), Pseudomonas
citronellolis (depositado como DSM 23795), Yersinia kristensenii (depositado como DSM 23792), Achromobacter
insolitus (depositado como DSM 23790), Mycobacterium fortuitum (depositado como DSM 23789), Mycobacterium
frederiksbergense (depositado como DSM 23798), Mycobacterium sacrum (depositado como DSM 23785),
Mycobacterium fluoranthenivorans (depositado como DSM 23796), Burkholderia tropica (depositado como DSM
23799), Cosmospora episphaeria (depositado como DSM 23772), y Fusarium oxysporum (depositado como DSM
23770).
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