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DESCRIPCION
Preparacion de una esterasa

La presente invencion se refiere a un método para la preparacion de una proteina con actividad esterasa que
comprende la expresion de un gen que codifica tal proteina en una cepa de Escherichia coli (E. coli).

La expresion de alto nivel de proteinas con actividad esterasa de higado de cerdo no se realiza faciimente. Los
informes de Lange et al. (2001) [1] indican una produccion baja pero detectable de la y-isoenzima de esterasa de
higado de cerdo (y-rPLE) en Pichia pastoris. Mas recientemente, se ha descrito un método por Boéttcher et al. (2007)
[2]. Estos autores demostraron que la expresion de la y-isoenzima de la esterasa de higado de cerdo (y-rPLE) en
una cepa de E. coli no era un proceso directo. Dicha expresion fracasaba completamente si no se tomaban medidas
adicionales. Estas medidas implican no sélo la selecciéon adecuada de una cepa de E. coli adecuada, sino también la
coexpresion de proteinas chaperonas. En particular, la preparacion de y-rPLE funcional resulté ser posible
solamente en la cepa Origami de E. coli, que coexpresa cantidades considerables de las proteinas chaperonas
designadas como GroEL y GroES.

Al menos parte de los problemas encontrados en la expresion adecuada de y-rPLE se refiere a la aparicién de
multiples enlaces disulfuro en la proteina.

Sorprendentemente y en contra de la ensefianza reportada por Béttcher et al. (2007) [2] se descubrié de acuerdo
con la presente invencion, que la expresion funcional de una proteina con actividad esterasa de higado de cerdo
(PLE) podria lograrse sin las extensas medidas adicionales descritas por Boéttcher et al. (2007) [2] y, en particular, sin
la coexpresion de genes adicionales.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un método para la preparacion de una proteina con actividad
esterasa que comprende la expresion de un gen que codifica dicha proteina en una cepa de E. coli, caracterizado
por que el gen que codifica la proteina con actividad esterasa tiene al menos un 85 % de identidad con el
polinucledtido de SEQ ID NO 11, y codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de identidad con la SEQ ID NO
12. La SEQ ID NO 11 codifica una enzima que se denomina aqui "esterasa de higado de cerdo alternativa"
abreviada como APLE.

Mas preferiblemente, la invencion se refiere a un método para la preparacion de una proteina con actividad esterasa
que comprende la expresion de un gen que codifica dicha proteina en una cepa de E. coli, caracterizado por que el
gen que codifica la proteina con actividad esterasa tiene al menos un 85 % de identidad, preferiblemente al menos
un 90 % de identidad, preferiblemente al menos un 95 % de identidad, preferiblemente al menos un 98 % de
identidad, y mucho mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad con el polinucledtido de SEQ ID NO 11, y
codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de identidad, mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad
con la SEQ ID NO 12.

De acuerdo con una realizacion adicional, la presente invencion se refiere a un método para la preparacion de una
proteina con actividad esterasa que comprende la expresion de un gen que codifica dicha proteina en una cepa de
E. coli, caracterizado por que el gen codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de identidad, mas
preferiblemente al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO 12. La SEQ ID NO 12 representa la secuencia de
aminoacidos de APLE.

De acuerdo con otra realizacion, la presente invencion se refiere a una cepa de E. coli recombinante adecuada para
la preparacion de una proteina con actividad esterasa de acuerdo con el método descrito anteriormente, en la que el
organismo contiene un gen que codifica una proteina con actividad esterasa en el que el gen tiene al menos un 85 %
de identidad con el polinucleétido de SEQ ID NO 11, y codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de
identidad, mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO 12.

De acuerdo con otra realizacion, la presente invencion se refiere a una cepa de E. coli recombinante adecuada para
la preparacion de una proteina con actividad esterasa de acuerdo con el método descrito anteriormente, en la que el
organismo contiene un gen que codifica una proteina con actividad esterasa, en el que el gen tiene al menos un 85
% de identidad, preferiblemente al menos un 90 % de identidad, al menos un 95 % de identidad, preferiblemente un
98 % de identidad y mucho mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad con el polinucleétido de SEQ ID NO
11, y codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de identidad, mas preferiblemente al menos un 99 % de
identidad con la SEQ ID NO 12.
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De acuerdo con otra realizacion, la presente invencion se refiere a una cepa de E. coli recombinante adecuada para
la preparacion de una proteina con actividad esterasa de acuerdo con el método descrito anteriormente, en el que el
organismo contiene un gen que codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de identidad, mas preferiblemente
al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO. 12.

De acuerdo con una realizacién adicional, la presente invencién se refiere a una cepa de E. coli recombinante
adecuada para la preparacion de una proteina con actividad de esterasa, caracterizada por que la expresion de
glutatiéon reductasa y/o tiorredoxina reductasa esté eliminada, por ejemplo, por una mutacién.

De acuerdo con una realizacion adicional de la presente invencién, se suprime la expresion tanto de la glutation
reductasa como de la tiorredoxina reductasa de la cepa de E. coli recombinante.

Prinz et al (1997) [3] han indicado que la actividad de una proteina que contiene puentes disulfuro (en particular
fosfatasa alcalina) expresada en E. coli es mayor si esta proteina se ha producido en una cepa en la que la actividad
de una reductasa ha sido eliminada. También se demostré que si ambas reductasas se han eliminado, se produciran
mutaciones espontdneas que permitiran el crecimiento en condiciones aerobias. Beckwith et al. (2005) [4]
identificaron una posible mutacién espontdnea que restablece la capacidad del organismo para crecer en
condiciones aerobias. Afirmaron que una mutacion en el gen AhpC, que comprende una insercion de tres
nucleodtidos en la region rica en triplete TCT en aproximadamente los codones 36-39 de este gen proporciona este
efecto.

Bessette et al. (1999) [5] han analizado el sistema de expresién descrito por Prinz et al. (1997) en mayor detalle y
han demostrado que la coexpresién de la proteina auxiliar DsbC (enlace disulfuro isomerasa) potencia la expresion
del activador del plasmindgeno tisular activo y de la fosfatasa alcalina activa. Ademas, se describié que la expresién
intracelular de una versiéon truncada de DsbC daba como resultado una proteina funcional de enlace disulfuro
isomerasa.

De acuerdo con una realizacion adicional de la presente invencion, la E. coli recombinante se ha modificado
adicionalmente para producir una proteina auxiliar de bajo peso molecular que es capaz de introducir enlaces
disulfuro para un plegamiento apropiado de proteinas que requieren enlaces disulfuro y/o es capaz de corregir el
plegamiento incorrecto causado por enlaces disulfuro inapropiados.

Las proteinas auxiliares de bajo peso molecular adecuadas mencionadas anteriormente son disulfuro isomerasas.
En una realizacion particularmente preferida, la proteina auxiliar es una proteina indicada como DsbC de E. coli
(Bessette et al (1999)).

Las cepas de E. coli que se pueden usar adecuadamente de acuerdo con la presente invencion tienen la propiedad
de un entorno intracelular menos reductivo que las cepas de E. coli de tipo silvestre. Un ejemplo particular de dicha
cepa de E. coli es la cepa Origami de E. coli que posee mutaciones en el gen de la glutation reductasa y el gen de la
tiorredoxina reductasa (Terpe (2006) [6]. Cuando se expresan funcionalmente, estos genes contrarrestan la
formacion de enlaces disulfuro en el citoplasma. Por lo tanto, hasta ahora se consideraba que la expresion
heterdloga de proteinas que contienen enlaces disulfuro requeria la eliminacién de las actividades de glutation y
tiorredoxina reductasa, respectivamente.

Sin embargo, se descubrié que solamente una de las mutaciones es suficiente para tener una expresion funcional
aumentada de proteinas con actividad de PLE.

Sorprendentemente, los genes codificantes de esterasa adecuados son polinucledtidos que codifican proteinas
esterasas, y que tienen un uso de codones adaptado a Pichia.

Mas en particular, la presente descripcion se refiere a genes que codifican una proteina esterasa funcional y que
tienen una secuencia de nucleétidos con un 85 % de identidad, preferiblemente al menos un 90 % de identidad,
preferiblemente al menos un 95 % de identidad, preferiblemente al menos un 98 % de identidad, y mucho mas
preferiblemente al menos un 99 %, al menos un 95 % de identidad en comparacion con el polinucleétido de SEC ID
NO 11, y codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de identidad, mas preferiblemente al menos un 99 % de
identidad con SEC ID NO 12.

La produccion de proteinas en grandes cantidades se puede lograr mediante la expresion del gen que codifica la
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proteina de interés, entre otros, en huéspedes microbianos como bacterias y levaduras, que son susceptibles de
produccién fermentativa a gran escala. Los sistemas de expresion proteica bacteriana han sido revisados
recientemente por Terpe (2006).

De acuerdo con la presente invencion, dicho gen que codifica la proteina de interés se expresa en una cepa de E.
coli transformada. La transformacién de E. coli con el gen heterdlogo se puede realizar mediante cualquier método
adecuado, tal como mediante electroporacioén, transformacion por choque térmico, o mediante transformacion
quimica.

Para la transformacién de E. coli, el gen que codifica la proteina con actividad de esterasa puede ser parte de un
vector, tal como un plasmido, un bacteriéfago o un fagémido.

El vector debe contener los elementos funcionales necesarios adecuados para, por ejemplo, seleccién, replicacion,
transcripcion de regulacion génica (iniciacion y terminacion) y la clonacion de la secuencia génica deseada.

La seleccion de una cepa de E. coli, un vector, los elementos del vector, el método de transfeccion, el cultivo de los
organismos transfectados y la recoleccion y aislamiento del polipéptido deseado adecuado para su uso de acuerdo
con la presente invencién seran obvios para el experto en la técnica.

Las preparaciones comerciales de esterasa de higado de cerdo (PLE), obtenidas de fuentes animales por extraccion
de higado de cerdo, se usan ampliamente en quimica organica sintética.

Se ha demostrado que la preparacion comercial de enzimas consiste en al menos varias isoenzimas de PLE
posiblemente con diferentes especificidades de sustrato.

La PLE comercial se usa en una diversidad de reacciones biocataliticas que aprovechan la amplia especificidad de
sustrato y la enantioselectividad de la hidrdlisis del éster.

Por ejemplo, el documento WO 01/09079 describe el uso de PLE derivada de animales para la hidrdlisis selectiva del
enantiomero (R) del éster metilico del acido (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico.

En cuanto a la produccién farmacéutica, el interés en usar Unicamente materias primas derivadas de animales esta
aumentando debido a las preocupaciones con respecto a enfermedades transmisibles causadas por virus y priones,
la produccion microbiana de esterasas usando tecnologia de ADN recombinante puede proporcionar una solucion
para este problema.

En base a la informacion disponible (Matsushima et al (1991) [7]., Lange et al. (2001)) sobre la identificacion y
expresion de la isoenzima PLE principal (y), se preparé ADNc de higado de cerdo y se cribd en busca de secuencias
relacionadas con la isozima PLE y. Para este proposito, se disefiaron cebadores de PCR que reconocen fragmentos
de ADNc que codifican proteinas relacionadas con la isozima PLE-y. Mediante la secuenciacion de ADN de varios
de estos fragmentos de ADNCc relacionados con y-PLE, como se esperaba, se recuperd la secuencia de ADN que
codifica y-PLE conocida, pero ademas se identificé una segunda isoenzima PLE que diferia de la proteina y-PLE
madura en 21 de 548 aminoacidos. Esta nueva isoenzima PLE se denominé APLE para la esterasa de higado de
cerdo alternativa.

Para la caracterizacion funcional de las isozimas y-PLE y APLE con respecto a la especificidad del sustrato, se
insertaron tanto secuencias de ADN que codifican y-PLE como APLE en casetes de expresion disefiados para
produccién de proteina secretada en Pichia pastoris, similar como se describe por Lange et al. En contraste con la
ultima publicacion, se logré la expresion exitosa de ambas proteinas incluso cuando la secuencia de aminoacidos C-
terminal HAEL estaba presente en la proteina codificada. La actividad esterasa se identifico mediante la
determinacion de la actividad usando un ensayo general de esterasa que usaba alfa-naftilacetato.

Sorprendentemente, aunque tiene una identidad de mas del 95 % en la secuencia de aminoacidos, se observé una
diferencia clara entre y-PLE y APLE con respecto a la hidrélisis de ésteres del acido 5-haldégeno-2-alquilpent-4-
enoico. APLE fue capaz de hidrolizar el éster metilico del acido racémico (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico de
manera muy eficiente, mientras que y-PLE no hidrolizé este compuesto en absoluto. Ademas, se pudo demostrar
que la hidrélisis del éster metilico del acido (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico racémico fue por hidrdlisis selectiva
del enantidmero R solamente: APLE no mostré reactividad hacia éster metilico del &cido (2S, 4E)-5-cloro-2-
isopropilpent-4-enoico. Se puede concluir que la hidrdlisis enantioselectiva conocida del éster metilico del acido 5-
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cloro-2-isopropilpent-4-enoico por PLE derivada de animales como se describe en el documento WO 01/09079
puede atribuirse a una isoenzima secundaria, APLE, presente en el extracto de higado de cerdo comercial.

Para la produccion a gran escala de una preparacion de esterasa no derivada de animales apta para la hidrdlisis
enantioselectiva de ésteres de acido 5-halégeno-2-alquilpent-4-enoico, los niveles de expresion basados en Pichia
pastoris de APLE son insuficientes. Por lo tanto, se contemplaron sistemas de produccion de proteinas alternativos,
teniendo en cuenta que se requerira una produccion rapida y fiable a escala industrial para la produccién econémica.

Las isoenzimas PLE estan estructuralmente muy relacionadas, y se sabe que la proteina requiere enlaces disulfuro
intramoleculares para mantener su integridad estructural y actividad. Muchos sistemas de expresion de proteinas
microbianas atractivos solamente permitiran que se formen enlaces disulfuro cuando la proteina se dirige al entorno
extracelular, esencialmente como se describié anteriormente para Pichia pastoris. La mayoria de las bacterias,
especialmente Escherichia coli, mantienen un ambiente reductor intracelularmente; sin embargo, se han descrito
mutantes de E. coli en los que se pueden formar enlaces disulfuro en proteinas expresadas en el citoplasma (Prinz
et al. (1997)), y estan disponibles en el mercado diversas cepas (Origami de E. coli, Novagen).

Bottcher et al. han utilizado dichas cepas de E. coli, y han demostrado que y-PLE puede producirse con éxito
siempre que se tomen medidas adicionales para asegurar el plegamiento adecuado de la proteina y-PLE mediante
la sobreexpresion de proteinas de choque térmico; estas proteinas de choque térmico, o chaperonas, funcionan
como auxiliares de plegado o replegamiento para ayudar a las proteinas a alcanzar su conformacion natural.
Bottcher et al. (2007) informan que no se observé expresion de y-PLE activa en ausencia de grandes cantidades de
proteinas chaperonas.

Sorprendentemente, APLE, con solo 21 diferencias de 548 aminoacidos en comparaciéon con y-PLE, se puede
producir como una enzima esterasa activa en cepas de Origami de E. coli sin requerir la sobreexpresion
concomitante de proteinas chaperonas; incluso en presencia de diversas chaperonas sobreexpresadas, no se nota
ningun efecto sobre el nivel de actividad de APLE.

Mas sorprendentemente, la alteracion del uso de codones del gen APLE nativo (como se aislé del ADNc de higado
de cerdo) proporciond un impulso adicional a la expresién de APLE en cepas de E. coli Origami. AUn mas
sorprendentemente, la alteracién particularmente del uso de codones para parecerse a un conjunto de genes de
Pichia pastoris demostré ser mas eficaz que realizar la "optimizacion de codones" hacia E. coli (para tablas de
codones, véase: http://www.kazusa.or.jp/). Este resultado indica que existe un efecto directo del ADN y de la
secuencia de ARN mensajero derivado sobre la eficacia de plegamiento que produce la proteina APLE activa, en
lugar de que el codon éptimo induzca un aumento de la eficacia de traduccion y el nivel de produccién de proteina.

Se consiguié una mejora adicional de la produccidén de enzima APLE activa al sobreexpresar una isomerasa de
enlace disulfuro endégeno de E. coli (DsbC); como ya se mostré por Bessette et al. (1999), se pueden construir
versiones truncadas de la proteina DsbC, que dan como resultado la localizacién intracelular de esta proteina. La
combinacién de la expresion de dicha proteina DsbC truncada da como resultado un aumento considerable en la
actividad de APLE expresada por los diversos huéspedes recombinantes de E. coli.

La expresion funcional de APLE no requirié en absoluto un entorno no reductor completo en la célula de E. coli
causado por la interrupcion de los genes trxB y gor. La expresion de APLE activa es posible en E. coli BL21 Star
(jentorno de reduccion totall), y en cepas de E. coli en las que solamente uno de los genes trxB o gor estaba
inactivo.

La estructura génica del gen APLE optimo, C8P, se ha usado para construir diversas isoformas de esterasas,
permitiendo su produccion de alto nivel en procesos de fermentacion de E. coli industriales sencillos y escalables.

Descripcion de las figuras

Fig. 1/6:

A. Ensayo en placa de la cepa X-33 de P. pastoris transformada con un casete de expresion de
APLE o y-PLE usando éster metilico del acido (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico racémico
como sustrato.

B. Ensayo en placa de la cepa X33 de P. pastoris transformada con un casete de expresion de
APLE o y-PLE usando éster metilico del acido (2S, 4E) -5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico como
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sustrato
Fig. 2/6:

A. Mapa funcional del plasmido de expresion pMS470_C8P;
B. Mapa funcional del plasmido de expresién pMS470_dsbC_C8P

Fig. 3/6:

Ensayo en placa utilizando éster metilico del 4cido (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico racémico
como sustrato y extracto libre de células de cepas de E. coli BL21 Star como fuente de APLE

Fig. 4/6

A: Ensayo en placa usando éster metilico del acido (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico racémico
como sustrato.

1. Origami de E. coli [pMS470_C8E] inducido con IPTG 0,1 mM

2. Origami de E. coli [pMS470_C8E] inducido con IPTG 0,5 mM

3. Origami de E. coli [pMS470_C8E] inducido con IPTG 0,1 mM en presencia de
chaperona que codifica el plasmido pTf12

4. Origami de E. coli [pMS470_C8P] inducido con IPTG 0,1 mM

3. Origami de E. coli [pMS470_C8P] inducido con IPTG 0,1 mM en presencia de
chaperona que codifica el plasmido pTf12

B. Ensayo en placa usando éster metilico del acido (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico racémico
como sustrato. A la izquierda, se ha aplicado a la placa una muestra de 2 pl de suspension de
células enteras, a la derecha de cada muestra se afadié 1 pl de tampdn de fosfato de potasio 1 M,
pH 8,0 para resaltar la hidrélisis mas eficiente. Los puntos numerados alfanuméricamente tienen
los siguientes significados:

A. Cepa no transformada de E. coli Origami

B. Origami de E. coli [pMS470_C8P] almacenado a 4 °C durante 1 mes
C. Origami de E. coli [pMS470_C8P]

D. Origami de E. coli [pMS470_dsbC_C8P]

E. PLE técnica (esterasa de higado de cerdo comercial, Boehringer)

Fig. 5/6:
A. SDS-PAGE tefida con Coomassie.

1 = PLE técnica

2 = Cepa no transformada de E. coli Origami

3 = Origami de E. coli [pMS470_C8P]

4 = Origami de E. coli [pMS470_dsbC_C8P]

5 = Patrén de proteinas preestablecidas de PageRuler

B. Transferencia de Western usando anticuerpo policlonal contra PLE
1 = PLE técnica
2 = Cepa no transformada de E. coli Origami
3 = Origami de E. coli [pMS470_C8P]
4 = Origami de E. coli [pMS470_dsbC_C8P]
Fig. 6/6.

Ensayo en placa cualitativa de diversas construcciones génicas de esterasa usando metilsuccinato de
dimetilo como sustrato (tanto y-PLE como APLE son reactivas hacia este sustrato)
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1 = Origami B de E. coli [pMS470_dsbC_y-PLE] (y-PLE nativa)

2 = Origami B de E. coli [p MS470_dsbC_APLE] (APLE nativa)

3 = Origami B de E. coli [p MS470_dsbC_APLE-C8A] (gen APLE C8A)

4 = Origami B de E. coli [p MS470_dsbC_APLE-C8CpO] (gen APLE C8CpO)

5 = Origami B de E. coli [p MS470_dsbC_APLE-C8P] (gen APLE C8P)
6 = Origami B de E. coli [p MS470_dsbC_APLE-C8E2] (gen APLE C8E2)
7 = Origami B de E. coli [p MS470_dsbC_y-PLE-C8P] (gen y-PLE C8A)
8 = Origami B de E. coli [p MS470_dsbC_APLE-C8E] (gen APLE C8E)
9 = Origami B de E. coli [p MS470_dsbC_BosTaurus] (gen tipo y-PLE BosTaurus)
10 = Control negativo
Ejemplos
Ejemplo 1.

Aislamiento de la sintesis de ARNm y ADNCc; identificaciéon de esterasa de higado de cerdo alternativa (APLE)

Se congelaron 0,7 g de higado de cerdo fresco de un matadero local en nitrégeno liquido y se homogeneizaron
usando un mortero. EI ARNm se extrajo del homogeneizado utilizando el kit de aislamiento de ARNm Fast Track®
2.0 (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El protocolo de
extraccion produjo 13 ug de ARNm. Se tomaron 0,26 ug de ARNm como molde para la sintesis de ADNc usando el
sistema de sintesis de primera cadena SuperScript™ IIl para RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ADNc obtenido se us6é como molde en una reacciéon de PCR usando los cebadores especificos fw-PLE y rv-PLE
disefiados para amplificar secuencias de esterasa/amidasa de higado de cerdo relacionadas con el gen descrito por
Matsushima et al. (N.° de Acceso a GenBank X63323; SEQ ID NO 1).

fw-cPLE: 5'-CAGAATTCATGGCTATCGGGCAGCCAGCCTCGC-3' (SEQ ID NO 3)
rv-cPLE: 5'-CCGGAATTCAGCCTCCCCTTCACAGCTCAG -3' (SEQ ID NO 4),

introduciendo sitios de restriccion EcoRI (cursiva) con fines de clonacion. Las secuencias homodlogas a las
secuencias conocidas de esterasa/amidasa de higado de cerdo estan subrayadas.

La amplificacion se realizé usando 1 U Phusion DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finlandia), con 500 ng de
ADNc como molde, 20 ymol de cada cebador directo e inverso de acuerdo con los Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase Manuals (Finnzymes). Condiciones de PCR: 30 s de desnaturalizacién a 98 ° C, seguida de 30 ciclos
(10 s 98 °C, 20 s 68 °C, 1 min 72 °C) para la amplificacién, y una incubacién final durante 8 min a 72 °C para
garantizar productos de amplificacion de larga duracion.

El fragmento de ADN de 1,7 kbp resultante se limpié usando el kit de extraccion en gel QlAquick (QIAGEN, Hilden,
Alemania), se digiridé usando la endonucleasa de restriccion EcoRI, se inserté en los vectores plasmidicos pHILZ y
pHIL-D2 (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) y se transformé en células E. coli TOP10 electrocompetentes.

La secuenciacion de ADN del ADN plasmidico de transformantes seleccionados aleatoriamente revel6 dos
fragmentos de ADN diferentes, uno de los cuales era completamente idéntico al gen descrito por Matsushima et al.,
que posteriormente también se identificé como el gen que codifica y-PLE por Bottcher et al.; el segundo fragmento
tenia la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO 5 y codificaba una proteina (APLE, SEQ ID NO 6) que diferia de y-PLE
en 21 de 548 aminoacidos de la secuencia de proteina madura.

Ejemplo 2

Expresién funcional de APLE y caracterizacién de actividad APLE

Tanto los genes y-PLE como APLE se adaptaron para la expresion secretora en Pichia pastoris por fusiéon con la
secuencia sefial de secrecion del factor de apareamiento a presente en el vector pPICZa (Invitrogen, Carlsbad,
Estados Unidos).

La secuencia de sefal de secrecién de factor de apareamiento a y los genes y-PLE y APLE se amplificaron primero
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por separado:
PCR 1: secuencia de sefial de secrecion de factor de apareamiento a usando los cebadores:

fw-alfa: 5'-TCTTCGAAGAATTCACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGC-3' (SEQ ID NO 7)
rv-alfa: 5-GAGGCTGGCTGCCCAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCG-3' (SEQ ID NO 8)

PCR 2 (y-PLE) y PCR 3 (APLE) usando los cebadores:

fw-PLE: 5'-AGAGAGGCTGAAGCTGGGCAGCCAGCCTCGCCG-3' (SEQ ID NO 9)
rv-PLE: 5-ATGGTACCGAATTCTCACTTTATCTTGGGTGGCTTCTTTG-3' (SEQ ID NO 10)

Los sitios de restriccion de EcoRlI para fines de clonacién estan en cursiva, mientras que las secuencias homoélogas
a los moldes estan subrayadas.

Condiciones de PCR para todas las reacciones: 50 yl de mezcla de reaccién con 2 ng de ADN molde, 0,5 uM de
cada cebador, dNTPs 0,2 mM, 1x tampén Phusion HF y 1U de Phusion DNA-Polymerase, segun el Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase Manual (Finnzymes), 3 min desnaturalizacién a 85 °C, amplificacion en 30 ciclos (30 s 95
°C, 30 s 57 °C, 15 s 72 °C), y una incubacioén final de 7 min a 72 °C.

El molde para la amplificacién de la sefial de secrecion del factor de apareamiento a (PCR1) fue el plasmido pPICZa;
el molde para la amplificacion del gen y-PLE y APLE (PCR2 y PCR3, respectivamente) fueron los ADNc en los
vectores pHILZ descritos en el ejemplo 1.

Posteriormente, los fragmentos separados obtenidos se combinaron en reacciones de fusién entre el fragmento de
factor de apareamiento a y cada uno de los genes de esterasa de higado de cerdo, como se indica a continuacion:
fragmento de factor de apareamiento a (PCR1) + fragmento de y-PLE (PCR2); fragmento de factor de apareamiento
a (PCR1) + fragmento APLE (PCR3).

Se iniciaron las reacciones en un volumen total de 45 pl con 3 pl cada uno de PCR1 y PCR2 o PCRS3,
respectivamente, dNTPs 0,2 mM, 1x tampon Phusion HF y 1 U de Phusion DNA-Polymerase, 3 min a 95 °C seguido
de 10 ciclos de 30 s a 95 °C y 45 s a 72 °C. Posteriormente, se afiadieron los cebadores fw-alpha y rv-PLE a una
concentracion final de 0,5 pM y se consiguié la amplificaciéon del producto de longitud completa mediante
desnaturalizacion de 3 min a 95 °C, amplificacién en 30 ciclos (30 s 95 °C, 30 s 57 °C, 15 s 72 °C), y una incubacién
final de 7 mina 72 °C.

Los fragmentos resultantes se purificaron utilizando el kit de purificacion por PCR QlAquick (QIAGEN, Hilden,
Alemania), y después de la digestion con EcoRI se inserté en el vector pGAPZ A (Invitrogen, Carlsbad, Estados
Unidos), dando como resultado los plasmidos pGAPZA_y-PLE y pGAPZA_APLE.

El ADN de los plasmidos pGAPZA_y-PLE y pGAPZA_APLE se linealizé y se introdujo en Pichia pastoris X-33 de
acuerdo con el manual del kit de expresion Pichia (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos). Los transformantes se
seleccionaron en YPD-agar que contenia 100 mg/l de zeocina.

Los transformantes de Pichia pastoris que llevaban pGAPZA_y-PLE y pGAPZA_APLE se extendieron sobre agar
YPD complementado con 100 mg/l de zeocina y se cultivaron durante 48 h a 30 °C. Después, el material celular se
levant6 sobre filtros Whatman 541 endurecidos sin cenizas de 70 mm de diametro (Whatman International Ltd.,
Maidstone, Gran Bretafia) y se sec6. Después, los filtros se remojaron en una mezcla de 6 mg de o-naftilacetato
(Sigma, disuelto en 500 ul de acetona), 2,5 mg de Fast Blue Salt BN (Sigma, disuelto en 125 ul de agua) y 5 ml de
tampon de fosfato de potasio 0,1 M, pH 7,0, se incubd para visualizar la actividad esterasa por hidrélisis de a-
naftilacetato dando como resultado un producto coloreado. Todas las cepas de Pichia pastoris transformadas con
casetes de expresion de y-PLE y APLE mostraron actividad de esterasa aumentada en comparaciéon con la cepa
precursora Pichia pastoris X-33 no transformada.

Se desarrollé una configuracién similar a la descrita para el ensayo de esterasa general para determinar la actividad
de y-PLE y APLE hacia ésteres de acido 5-halégeno-2-alquilpent-4-enoico. Los filtros se empaparon en una mezcla
de ensayo que consistia en tampon de fosfato de potasio 14 mM, pH 8,0, éster metilico del acido (4E)-5-cloro-2-
isopropilpent-4-enoico racémico al 10 % (v/v) (DSM Fine Chemicals Austria Nfg GmbH & Co KG, Linz, Austria),
detergente Emulgen 913 al 1 % (v/v) (Kao Corporation, Tokio, Japén), 2 mg/ml de rojo de fenol. La actividad
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enzimatica se indica por un cambio de color de rojo (pH basico y neutro) a amarillo (pH acido), causado por la
hidrélisis del éster metilico del acido (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico y la liberacién asociada de grupos acidos.

Como se muestra en la Figura 1A, solamente APLE da una sefial positiva que indica que esta enzima es apta para la
hidrélisis de éster metilico del acido (4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico racémico; y-PLE no hidroliza este sustrato
en un grado detectable. Mas importante aun, se puede concluir que la enzima APLE hidroliza selectivamente el éster
metilico del acido (2R, 4E)-5-cloro-2-isopropilpent-4-enoico: en un ensayo en placa en el que solamente se aplicé el
enantidmero S del sustrato al filtro no se puede detectar la hidrolisis de la forma S (Figura 1B).

Ejemplo 3.

Disefio de genes APLE sintéticos

Basandose en la secuencia de aminoacidos de APLE madura (SEQ ID NO 6) derivada del gen que codifica APLE
(SEQ ID NO 5), se disefiaron y sintetizaron quimicamente genes sintéticos con uso de codo6n alterado y que
carecian de la secuencia sefial de secrecion nativa (proveedor: DNA2.0, Menlo Park, Estados Unidos). Las variantes
del gen APLE sintéticas C8P (SEQ ID NO 11), C8A (SEQ ID NO 13), C8CpO (SEQ ID NO 14) y C8E (SEQ ID NO
15) codifican la proteina APLE madura con una Metionina N-terminal adicional como un cdédigo de inicio de la
traduccion requerido (SEQ ID NO 12).

Para estudios de expresion en E. coli, se insertaron genes APLE sintéticos en el plasmido pMS470 (Balzer et al.
(1992) [8]). La amplificacidn por PCR (para condiciones véase el Ejemplo 1) se usé para afiadir un sitio de restriccion
Ndel (incluyendo un coddn de inicio ATG) al extremo 5' y un sitio de restriccion Hindlll al extremo 3/,
respectivamente, usando los siguientes cebadores:

Para el gen APLE C8P, se disefaron los siguientes cebadores de PCR

Fw-C8P (SEQ ID NO 16):

CTTTAAGAAGGAGATATACATATGGGACAACCAGCTTCGCCGCC

Rv-C8P (SEQ ID NO 17):

CCCCCCCCCCCCAAGCTTATTACAATTCGGCGTGCTTTATCTTAGG

Para el gen APLE C8A, se disefiaron los siguientes cebadores de PCR
Fw-C8A (SEQ ID NO 18):

ATTTATACATATGGGACAACCAGCTTCGCCGCCTGTCG

Rv-C8A (SEQ ID NO 19):

CCGCCAAGCTTATTACAATTCAGCGTGCTTAATCTTTGGAGGC

Para el gen APLE C8CpO, se disefiaron los siguientes cebadores de PCR
Fw-C8CpO (SEQ ID NO 20):

ATTTATACATATGGGCCAACCTGCTTCTCCACCTGTTG

Rv-C8CpO (SEQ ID NO 21):

CCGCCAAGCTTATTACAATTCAGCATGCTTGATCTTTGGTGGC

Para el gen APLE C8E, se disefaron los siguientes cebadores de PCR

Fw-C8E (SEQ ID NO 22):
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ATTTATACATATGGGACAACCAGCTTCGCCGCCTGTCG

Rv-C8E (SEQ ID NO 23):

CCGCCAAGCTTATTACAATTCGGCGTGCTTTATCTTAGGTGGC

Los sitios de restriccion Ndel y Hindlll para fines de clonacién estan en cursiva, las secuencias homoélogas a las
plantillas génicas estan subrayadas.

Los fragmentos resultantes se insertaron en pMS470 digerido con Ndel/Hindlll, creando los plasmidos
pMS470_C8P, pMS470_C8A, pMS470_C8CpO, y pMS470_C8E. Un mapa del plasmido pMS470_C8P se
representa en la Figura 2A.

Se obtuvieron secuencias naturales de APLE y y-PLE como ADNc de higado de cerdo como se describe en el
ejemplo 1. Estos genes naturales se amplificaron y se transfirieron a vectores de expresion de E. coli usando los
siguientes cebadores:

Fw-PLEnat (SEQ ID NO 24)
ATTTATACATATGGGGCAGCCAGCCTCGCCGCCTG
Rv-PLEnat (SEQ ID NO 25)
CCGCCAAGCTTATCACAGCTCAGCATGCTTTATCTTGGGTGG

Los sitios de restriccion Ndel y Hindlll para fines de clonacién estan en cursiva, las secuencias homoélogas a las
plantillas estéan subrayadas.

Debido a que estos genes naturales tienen un sitio de restriccion Hindlll interno, fue necesaria una ligacion en dos
etapas: primero se insert6 el fragmento mas largo con Ndel y Hindlll en pMS470, posteriormente se completé cada
gen anadiendo el fragmento Hindlll 3', lo que dio como resultado los vectores de expresion final pMS470_y-PLE y
pMS470_APLE, respectivamente.

Ejemplo 4.

Transformacién de vectores de expresion de APLE en un huésped E. coli adecuado: expresién funcional de APLE en
E. coli

Para analizar la expresion de esterasas en E. coli, se usaron los siguientes procedimientos para el cultivo y la
preparacion de células para el analisis de la actividad.

Para los ensayos en placa, las cepas de E. coli que albergan diversos plasmidos de expresién se extendieron sobre
placas de LB-agar que contenian 100 pg/ml de ampicilina I y 0,1 mM de IPTG, y se incubaron durante 16 horas a 37
°C.

Para ensayos de cultivo liquido, las cepas de E. coli que llevaban el plasmido de expresién respectivo se inocularon
en 5 ml de caldo Luria-Bertani (LB) con 100 ug/ml de ampicilina y se incubaron a 28 °C en agitacion continua durante
16 horas. Este cultivo se usé a continuacion para inocular 250 ml de caldo LB con 100 ug/ml de ampicilina, en
matraces agitados de 1 |. Cuando el cultivo alcanzé una densidad éptica de 0,6 a 0,8 a 600 nm, se afiadié IPTG a
una concentracion final de 0,1 mM para inducir la expresion génica. Las células se cosecharon después de 16 a 20 h
de incubacion a 28 °C.

Ensayos en placa: El ensayo sobre células cultivadas en placas de agar se ha descrito en el Ejemplo 2 con diversos
sustratos de esterasa

Andlisis de actividad en cultivos liquidos de E. coli: La actividad de esterasa se determiné cuantitativamente sobre
suspensiones celulares en tampén MOPS (100 mM) con acetato de p-nitrofenilo 5 mM como sustrato. La cantidad de
p-nitrofenol liberado se determind espectrofotométricamente a 405 nm. Una unidad (U) de actividad esterasa se
define como la cantidad de enzima que libera 1 micromol de p-nitrofenol por minuto en las condiciones del ensayo
(pH 7,5, 37 °C).

Los casetes de expresion para los diferentes genes que codifican APLE se transformaron en diversas cepas de E.
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coli: cepas de expresion génica regulares, como cepas de E. coli BL21, y se usaron cepas de E. coli disefiadas
especificamente que permiten la expresion intracelular funcional de proteinas que requieren enlaces disulfuro
intramolecular para el plegamiento correcto y la actividad enzimatica (Prinz et al., Bessette et al.) como cepas
huésped de expresion. Para este propoésito, se utilizaron cepas de E. coli comercialmente disponibles de la familia
Origami (Novagen), especialmente Origami 1, Origami 2 y Origami B.

Se observé la expresion funcional de APLE (SEQ ID NO 12) en la cepa de expresiéon estandar E. coli BL21 Star
(Figura 3), sin embargo, la actividad estaba muy por debajo de las actividades obtenidas mediante el uso de cepas
de Origami de E. coli.

Las cepas de E. coli Origami se transformaron con los vectores de expresion respectivos, y los transformantes
seleccionados se evaluaron posteriormente para determinar la expresion de esterasa mediante la colocacion en
placas de ensayo especificas de sustrato o a través de cultivos de matraces oscilantes.

Los niveles de expresién de varias variantes del gen APLE se resumen en la Figura 4A y en la Tabla 1; el gen C8E
tiene solamente cambios menores en comparacion con el gen APLE natural. La Figura 4A muestra la diferencia de
expresion de C8E y C8P como tal y en presencia de la chaperona pTf16; los resultados de la placa se confirman
mediante los resultados del matraz de agitacion presentado en la Tabla 1.

Tabla 1
Cepa huésped de E. coli | Plasmidos de expresion de APLE | Actividad esterasa (u/ml)
Origami 1/2/B - 0,8
Origami 1 pMS470_ C8E 1,2
Origami 1 pMS470 _C8P 9,1
Origami 2 pMS470 C8P 9,6
Origami B pMS470 C8P 10,7

Se realizé una serie de experimentos para evaluar si la coexpresién de diversas chaperonas de choque térmico
contribuia a la expresién de APLE. Los resultados (resumidos en la tabla 2) muestran que la expresion de proteina
de choque térmico/chaperona no afecta significativamente a la produccion de APLE.
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Tabla 2
Huésped de E. Plasmido de expresion de Plasmido de expresion de proteina de choque
coli APLE térmico
Origami 1 - 0,8
Origami 1 pMS470 C8P 9,2
Origami 1 pMS470 C8P pG-KJ E8 8,1
Origami 1 pMS470 C8P pGro7 9,3
Origami 1 pMS470_C8P pKJE7 10,1
Origami 1 pMS470 _C8P pG-Tf2 9,2
Origami 1 pMS470 C8P pTf16 8,8
Ejemplo 5.

Aumento en la expresion de APLE a través de la adicion de DsbC

Sin observar el efecto de las proteinas de choque térmico co-expresadas, se investigo si otros cofactores como la
sobreexpresion del gen de disulfuro-isomerasa endoégeno de E. coli dsbC (Bessette et al.) afectarian a la expresion
de APLE en E. coli.

Se usé ADN cromosémico de E. coli Top10F' como molde para amplificar una versién truncada del gen de E. coli
dsbC (la proteina DsbC nativa se secreta al periplasma, la proteina DsbC truncada permanece en el compartimento
intracelular) por la cadena de polimerasa reaccién (PCR) con Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes,
Espoo, Finlandia), usando tampdn Phusion HF y las siguientes condiciones: 5 minutos de desnaturalizacién a 95 °C,
amplificacion en 30 ciclos (10 s 98 °C, 30 s 66 °C, 30 s 72 °C), y una incubacién final de 8 min a 72 °C. Los
cebadores usados se disefiaron para incluir una secuencia de Shine-Dalgarno frente a la secuencia de codificacion
DsbC truncada:
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Fw-dsbC (SEQ ID NO 26):
5'-CGGATCCTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAATGGATGACGCGGCAATTCAACAAAC G-3'
Rv-dsbC (SEQ ID NO 27):
5'-CGGATCCTTATTTACCGCTGGTCATTTTTTGGTGTTCG-3'
El producto de PCR se digirid6 con BamHI y se inserté en el sitio de restriccion BamHI del plasmido de expresion
APLE pMS470_C8P. DsbC y C8P estan separados por 49 pb. Las construcciones se verificaron por secuenciacion.
La construccion se denominé pMS470_dsbC_C8P y mejord la expresion de APLE drasticamente (véase la Figura 4

para los ensayos en placa, y la Tabla 3). En la Figura 2B se representa un mapa funcional del plasmido
pMS470_dsbC_C8P.

Tabla 3
Cepa huésped de E. coli Plasmidos Actividad esterasa (u/ml)
Origami B - 0,8
Origami 1 - 0,8
Origami 1 pMS470 C8P 9,0
Origami 1 pMS470 dsbC C8P 47
Origami B pMS470_C8P 10,5
Origami B pMS470_dsbC_C8P 59

Para confirmar que la actividad esterasa observada se debi6 a la expresion funcional del gen que codifica APLE, se
realizaron experimentos de transferencia de Western. Después de la fermentacion, las células de E. coli se
centrifugaron a 5.000 g durante 10 minutos. El sedimento resultante se resuspendié en 4 volimenes de tampén de
fosfato de potasio 20 mM, pH 8,0, y se combinaron 2-2,5 pl de la suspensién celular con 17,5 - 5 yl de tampdn de
carga de SDS, se calenté a 95 °C durante 10-15 min y se cargd en un gel de SDS-PAGE al 12,5 %. Se detectd
APLE mediante analisis de transferencia Western usando un anticuerpo policlonal de conejo contra esterasa de
higado porcino (abcam, Cambridge, Reino Unido) como anticuerpo primario, y anticuerpo policlonal de cabra anti-
conejo conjugado con fosfatasa alcalina (Leinco Technologies Inc., St. Louis, Estados Unidos) como anticuerpo
secundario. La deteccion por transferencia Western se realizdé por Lumi-Phos™ WB Chemiluminescent Substrate
(AP) (Pierce, Rockford, Estados Unidos) y la deteccién de quimioluminiscencia en G: Box HR (Syngene, Cambridge,
Reino Unido), o por una solucion de deteccion BCIP/NBT (CALBIOCHEM; La Jolla, Estados Unidos) y tincién directa
de la membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL™, Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia).

La Figura 5 muestra el gel de SDS-PAGE tefiido con Coomassie (Figura 5A) y los resultados del experimento de

transferencia de Western (Figura 5B), lo que indica que el nivel de expresidon de la proteina es paralelo a la
diferencia de actividad. La figura 5A también muestra que DsbC truncado esta muy bien expresado.

Ejemplo 6.

Preparacién de nuevas cepas huésped de E. coli y analisis de las propiedades de produccién de APLE de estos
huéspedes

La cepa Escherichia coli K12 RV308 AtrxB; Agor se construyo a partir de la cepa de E. coli Rv308 (ATCC 31608).
De forma similar a lo descrito por Prinz et al., se inactivaron dos genes implicados en la reduccién de disulfuro
intracelular. Estos dos genes, trxB y gor que codifican la tiorredoxina reductasa y la glutatiéon oxidorreductasa,
respectivamente, se inactivaron por deleciéon usando la tecnologia de recombinacién de sitio dirigido de acuerdo con
los procedimientos descritos por Datsenko et al. (2000) [9]

El resultado inicial de esta modificacion es que la cepa de E. coli ya no es capaz de crecer de forma aerobia, excepto
en presencia de un agente reductor; sin embargo, las mutaciones supresoras que restauran el crecimiento aerébico
en ausencia de un reductor se seleccionan facilmente. Estas propiedades y el cambio fenotipico se han descrito
previamente en cepas de E. coli en las que los genes trxB y gor se inactivaron usando un enfoque diferente.

En detalle: los casetes de delecion se obtuvieron mediante PCR usando los siguientes cebadores y el plasmido
pKD3 como molde:
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La aplicacion en esta reaccion de fw-trxB (SEQ ID NO 28): 5'-
GTAAATTCCCTACAATCCTGCCCATTGTCTGCCAACAACTATGGGGATCTTGTGTA
GGCTGGAGCTGCTTC-3' y rv-trxB (SEQ ID NO 29): 5

CCCATAGTCGCATGGTGTCGCCTTCTTTACTTTTGTTACTGATTTGTAAAACATATG

AATATCCTCCTTAG-3' da como resultado un casete de delecién para el trxB. La aplicacion en esta
reaccion de fw-gor (SEQ ID NO 30): 5'-
CCTATTACGTCTCGCGCTACAATCGCGGTAATCAACGATAAGGACACTTTGTCTGT

GTAGGCTGGAGCTGCTTC-3' y rv-gor (SEQ ID NO): 5'-

CTGATAGCGGAAACGTAATTAAGGGCTAAGAGCACACTACTCTTAGCCCTTTAACC
ATATGAATATCCTCCTTAG-3' da como resultado un casete de delecién para el gen gor.

Los casetes de delecion trxB y gor se transformaron por separado en una cepa de E. coli RV308 que ya contiene el
plasmido pKD46, y los transformantes exitosos se seleccionaron en base a su resistencia adquirida hacia el
antibidtico cloranfenicol. El intercambio correcto del gen trxB o el gen gor por los respectivos casetes de delecion se
confirmé mediante controles de PCR y transferencia de Southern. El gen de resistencia al cloranfenicol se eliminé
posteriormente por transformacion con el plasmido pCP20, codificando una enzima FLP recombinasa [referencia 6].
La cepa de E. coli resultante RV308 AtrxB se verific6 de nuevo para una eliminacién limpia de trxB usando PCR vy
transferencia Southern. De forma similar, se confirmd la eliminacion limpia del gen gor en la cepa RV308 de E. coli.

Partiendo de la cepa de E. coli RV308 AtrxB, se realizé6 exactamente el mismo conjunto de reacciones para realizar
una eliminacion limpia del gen gor. Dado que el resultado inicial de esta segunda modificacion, como se describe por
Prinz et al., es que esta cepa de E.coli RV308 que tiene tanto trxB como gor eliminado ya no es capaz de crecer
aerébicamente excepto en presencia de un agente reductor, el crecimiento de las cepas de E. coli que se suponia
que también tenian la delecién gor se realizd presencia del agente reductor DTT. Finalmente, RV308 AtrxB
espontaneo; los mutantes de Agor podrian seleccionarse para que el crecimiento aerobio ya no dependa de la
presencia de DTT.

Transformacion de la cepa de E. coli RV308 AtrxB; las cepas Agor e intermedias con solo una Unica delecion de
reductasa se transformaron con plasmidos de expresion APLE seleccionados y se evaluaron en un matraz de
agitacion para determinar la produccién de APLE (Tabla 4).

Tabla 4
Huésped de E. coli Plasmido
Origami B - 0,7
RV308 AtrxB; Agor 0,6
Origami B pMS470 C8P 11,5
RV308 AtrxB pMS470_C8P 2,2
RV308 Agor pMS470 _C8P 2,8
RV308 AtrxB; Agor pMS470_C8P 8,0
Origami B pMS470 dsbC C8P | 56
RV308 AtrxB pMS470 dsbC C8P | 1,5
RV308 Agor pMS470 dsbC_C8P | 10,2
RV308 AtrxB; Agor | pMS470 dsbC _C8P | 42

Ejemplo 7

Se sintetizaron quimicamente genes sintéticos adicionales que codificaban diversas isoformas naturales de proteina
de esterasa de higado de cerdo. Para la produccion de una nueva proteina esterasa, se sintetizé un gen tipo y-PLE
de Bos taurus.

Otros nuevos genes codificaron las PLE esterasas conocidas y-PLE y PICE; también se disefiaron hibridos entre las
isoformas APLE y y-PLE. La caracteristica comun de este ultimo conjunto es que todos se basan en el molde APLE
C8P. Partiendo de APLE C8P, solo se cambiaron los codones requeridos para obtener las isoformas o proteinas
hibridas.

Los genes con sus proteinas codificadas estan representados por:

Isoformas naturales: Nuevo gen hipotético de tipo y-PLE de Bos taurus (SEQ ID NO 32). Esterasas
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naturales codificadas por C8P: C8P-y-PLE (SEQ ID NO 34) y C8P-PICE (SEQ ID NO 36).
Esterasas hibridas codificadas por C8P: C8P-H1 (SEQ ID NO 38), C8P-H2 (SEQ ID NO 40), C8P-H3 (SEQ
ID NO 42), y C8P-H4 (SEQ ID NO 44).

Todas las secuencias se insertaron en el vector de expresion de E. coli de la Figura 2B (pMS470_dsbC_APLE)
reemplazando eficazmente el gen C8P.

Los resultados del ensayo en placas cualitativas (véase el ejemplo 2) usando metilsuccinato de dimetilo como
sustrato confirman que cada uno de los genes disefiados codifica una esterasa activa (Figura 6). Sin embargo, este
ensayo en placa no permite conclusiones cuantitativas porque no se conoce la actividad especifica de las variantes
de la enzima hacia el metilsuccinato de dimetilo.
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ctg
Leu
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cat
His

gga
Gly
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Trp
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ctc
Leu

gga
Gly
310

gtg
Val

aac
Asn

ctt
Leu

ccg
Pro
135

cca
Pro
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gtg
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Met
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280

gac
Asp
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cac
His
185

tgg
Trp

acc
Thr

ttg
Leu

ggc
Gly

gct
Ala
265

gtc
Val

tta
Leu

aga
Arg

cce
Pro

ccc
Pro
345

acg
Thr

gtg
Val

gat
Asp

cag
Gln
170

agc
Ser

gtc
Val

atc
Ile

tct
Ser

gtg
Val
250

aag

Lys

ttt
Phe

acg
Thr

gag
Glu

aag
Lys
330

tac
Tyr

atg
Met

16

tgg
Trp

999
Gly
155

tac
Tyr

cgg
Arg

cag
Gln

ttt
Phe

ccce
Pro
235

gcc
Ala

caa
Gln

gtt
Val

ctg
Leu

agc
Ser

315

atg
Met

atc
Ile

atg
Met

atc
Ile
140

gtg
Val

cge
Arg

ggc
Gly

gag
Glu

gga
Gly
220

ttg
Leu

ctc
Leu

att
Ile

cac
His

aag
Lys
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190
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atc
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cgc
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ctc
Leu

ggc
Gly

gcg
Ala
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Trp

cac
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aac
Asn

gga
Gly

ctc
Leu
240
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480
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385
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atc
Ile
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gat
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gat
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Phe
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Glu
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atg
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550

ctyg
Leu

aag
Lys
375

cct
Pro

gac
Asp

gtg
Val

gca
Ala

tca
Ser
455

atc

Ile

gag
Glu
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tat
Tyr

acg
Thr

cca
Pro

acg
Thr
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ctt
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Trp Ala Gly Gln Pro Ala Ser Pro Pro Val Val Asp Thr Ala Gln Gly
20 25 30

Arg Val Leu Gly Lys Tyr Val Ser Leu Glu Gly Leu Ala Gln Pro Val
35 40 45

Ala Val Phe Leu Gly Val Pro Phe Ala Lys Pro Pro Leu Gly Ser Leu
50 55 50

Arg Phe Ala Pro Pro Gln Pro Ala Glu Pro Trp Ser Phe Val Lys Asn
65 70 75 80

Thr Thr Ser Tyr Pro Pro Met Cys Cys Gln Asp Pro Val Val Glu Gln
85 20 95

Met Thr Ser Asp Leu Phe Thr Asn Gly Lys Glu Arg Leu Thr Leu Glu
100 105 110

Phe Ser Glu Asp Cys Leu Tyr Leu Asn Ile Tyr Thr Pro Ala Asp Leu
115 120 125

Thr Lys Arg Gly Arg Leu Pro Val Met Val Trp Ile His Gly Gly Gly
130 135 140

Leu Val Leu Gly Gly Ala Pro Met Tyr Asp Gly Val Val Leu Ala Ala
145 150 155 160

His Glu Asn Val Val Val Val Ala Ile Gln Tyr Arg Leu Gly Ile Trp
165 170 175

Gly Phe Phe Ser Thr Gly Asp Glu His Ser Arg Gly Asn Trp Gly His
180 185 190

Leu Asp Gln val Ala Ala Leu His Trp val Gln Glu Asn Ile Ala Asn
195 200 205

Phe Gly Gly Asp Pro Gly Ser Val Thr Ile Phe Gly Glu Ser Ala Gly
210 215 220

Gly Glu Ser Val Ser Val Leu Val Leu Ser Pro Leu Ala Lys Asn Leu
225 230 235 240

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

Arg

Cys
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290

Leu

Val

Glu

Glu
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370

Pro

Tyr
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Arg

Tyr

450

Asp

Gly

Lys

Lys

275

Glu

Asp

Val

Lys

Phe

355

Lys

Ile
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Leu

Gln

435

Arg

His

Asp

Asp

260

Thr

Asp

Phe

Asp

Asp

340

Gly

Leu

Ala

Gly

Met

420

His

Pro

Gly

Ala

Met

Thr

Glu

His

Gly

325

Phe

Trp

Asp

Asn

Gly

405

Gly

Arg

Ser

Asp

Pro
485

Lys

Thr

Leu

Gly

310

Val

Asn

Leu

Gln

Ile

390

Thr

Asp

Asp

Phe

Glu

470

Glu

Ala

Ser

Leu

295

Asp

Leu

Thr

Leu

Lys

375

Pro

Asp

Val

Ala

Ser

455

Ile

Glu
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Ala

Ala

280

Asp

Gln

Leu

vVal

Pro

360

Thr

Glu

Asp

vVal

Gly

440

Ser

Phe

Glu

Ala
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Val

Leu

Arg

Pro

Pro

345

Thr

Ala

Glu

Pro

Phe

425

Ala

Asp

Ser

vVal

Lys

Phe

Thr

Glu

Lys

330

Tyr

Met

Thr

Leu

Val

410

Gly

Pro

Lys

Val

Ser
490

19

Gln

vVal

Leu

Ser

315

Met

Ile

Met

Ser

Thr

395

Lys

Val

Thr

Lys

Phe

475

Leu

Ile

His

Lys

300

His

Pro

Val

Gly

Leu

380

Pro

Lys

Pro
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Pro

460

Gly

Ser
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Met
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Glu
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Phe
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Leu
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Lys
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445

Lys
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Lys

Val
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Leu

Lys
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Glu

Ile

350

Pro

Trp

Ala

Asp

Val

430

Tyr

Thr

Pro

Thr

Leu

Arg

Phe

Leu

Ile

335

Asn

Leu

Lys

Thr

Leu

415

Thr

Glu

Val

Leu

vVal
495

Ala

Gln

Leu

Pro

320

Leu

Lys

Ser

Ser

Asp

400

Phe

Val

Phe

Ile
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Lys Phe Trp Ala Asn Phe Ala Arg Ser Gly Asn

500 505

Leu Pro His Trp Pro Met Tyr Asp Gln Glu
515 520

Gly Val Asn Thr Gln Ala Ala Lys Arg Leu
530 535

Glu

Lys

Phe Trp Asn Asp Leu Leu Ser Lys Glu Ala Ala

545 550

Ile Lys His Ala Glu Leu
565

<210>3

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3
cagaattcat ggctatcggg cagccagcct cge 33

<210>4

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
ccggaattca gecteccctt cacagcetcag 30

<210>5

<211> 1698
<212> ADN
<213> Sus scrofa

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1698)

<223> Esterasa de higado de cerdo alternativa

<400> 5

555

Pro

Gly

Gly

540

Lys

Asn

Tyr

525

Glu

Lys

Gly Glu Gly
510

Leu Gln Ile

Glu Val Ala

Pro Pro Lys
560

atg tgg ctt ctc ccg ctg gtc ctg acc tcc cte gee tet tcect geca act
Met Trp Leu Leu Pro Leu Val Leu Thr Ser Leu Ala Ser Ser Ala Thr

1 5 10

20

15

48
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tgg ggg cag cca gcc tcg ccg cct gtt gtg gac act gee cag ggce cga 96
Trp Gly Gln Pro Ala Ser Pro Pro Val Val Asp Thr Ala Gln Gly Arg
20 25 30
gtc ctg ggg aag tac gtc agc tta gaa ggc ctg gca cag ccg gtg gcc 144
Val Leu Gly Lys Tyr Val Ser Leu Glu Gly Leu Ala Gln Pro Val Ala
35 40 45
gtc ttc ctg gga gtc cct ttt gcc aag ccc cct cte gga tce ttg agg 192
Val Phe Leu Gly Val Pro Phe Ala Lys Pro Pro Leu Gly Ser Leu Arg
50 55 60
ttt gct ccg ccg cag cct gca gaa cca tgg agc ttc gtg aag aac acc 240
Phe Ala Pro Pro Gln Pro Ala Glu Pro Trp Ser Phe Val Lys Asn Thr
65 70 75 80
acc tcc tac cct ccc atg tgc tgc caa gag cca att ggg gga cag atg 288
Thr Ser Tyr Pro Pro Met Cys Cys Gln Glu Pro Ile Gly Gly Gln Met
85 90 95
ctc tca gat cta ttt acc aac aga aag gag agg ctc att ccg gag ttt 336
Leu Ser Asp Leu Phe Thr Asn Arg Lys Glu Arg Leu Ile Pro Glu Phe
100 105 110
tct gaa gac tgt ctc tac cta aat att tac acc cct gct gac ctg aca 384
Ser Glu Asp Cys Leu Tyr Leu Asn Ile Tyr Thr Pro Ala Asp Leu Thr
115 120 125
aag agg ggc aga ctg ccg gtg atg gtg tgg atc cac gga gga ggt ctg 432
Lys Arg Gly Arg Leu Pro Val Met vVal Trp Ile His Gly Gly Gly Leu
130 135 140
gtg gtg ggc ggg gct tcc acc tat gat gga ctg gce ctc get geg cat 480
Val vVal Gly Gly Ala Ser Thr Tyr Asp Gly Leu Ala Leu Ala Ala His
145 150 155 160
gaa aac gtg gtg gtg gtg gcc atc cag tac cgce ctg gge atc tgg gga 528
Glu Asn Val Val Val val Ala Ile Gln Tyr Arg Leu Gly Ile Trp Gly
165 170 175
ttc ttc age aca ggg gac gaa cac agc cgg ggc aac tgg ggt cac ttg 576
Phe Phe Ser Thr Gly Asp Glu His Ser Arg Gly Asn Trp Gly His Leu
180 185 190
gac cag gtg gcc gca ctg cac tgg gtc cag gag aac atc gcc aac ttt 624
Asp Gln Val Ala Ala Leu His Trp Val Gln Glu Asn Ile Ala Asn Phe
195 200 205
gga ggc gac cca ggc tet gtg acc atc ttt gga gag tca gca gga ggg 672
Gly Gly Asp Pro Gly Ser Val Thr Ile Phe Gly Glu Ser Ala Gly Gly
210 215 220
gaa agt gtc tct gtt ctg gtg ttg tct ccc ttg gecec aag aac ctce tte 720
Glu Ser Val Ser Val Leu Val Leu Ser Pro Leu Ala Lys Asn Leu Phe
225 230 235 240
cac cgg gce atc tct gag agt ggc gtg gcc tte act gct ggce ctg gtce 768
His Arg Ala Ile Ser Glu Ser Gly Val Ala Phe Thr Ala Gly Leu Val
245 250 255
agg aag gac atg aag gct gca gct aag caa att get gtc ctt get ggg 816
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Arg

tgt
Cys

tcg
Ser

ctt
Leu
305

gtg
Val

gaa
Glu

gag
Glu

ggc
Gly

cce
Pro
385

tat
Tyr

gac
Asp

cgt
Arg

tat
Tyr

gac
Asp
465

ggc
Gly

ttc
Phe

Lys

aaa
Lys

gag
Glu
290

gat
Asp

gtg
Val

aag
Lys

ttt
Phe

aag
Lys
370

atc
Ile

ttg
Leu

ttg
Leu

caa
Gln

cge
Arg
450

cac

His

gat
Asp

tgg
Trp

Asp

acc
Thr
275

gac
Asp

ttg
Leu

gat
Asp

gat
Asp

ggc
Gly
355

ctg
Leu

gct
Ala

999
Gly

atg
Met

cac
His
435
cca

Pro

999
Gly

gce
Ala

gcc
Ala

Met
260

acc
Thr

gag
Glu

cat
His

gga
Gly

ttc
Phe
340

tgg
Trp

gac
Asp

aac
Asn

999
Gly

999
Gly
420

aga

Arg

agc
Ser

gat
Asp

cca
Pro

aac
Asn

Lys

acc
Thr

ctc
Leu

gga
Gly

gtg
Val
325

aac
Asn

ctt
Leu

cag
Gln

atc
Ile

aca
Thr
405

gat
Asp

gat
Asp

ttc
Phe

gag
Glu

gaa
Glu
485

ttt
Phe

Ala

tcg
Ser

ttg
Leu

gac
Asp
310

ctg
Leu

act
Thr

ctg
Leu

aag
Lys

cct
Pro
390

gac
Asp

gtg
Val

gca
Ala

tca
Ser

atc
Ile
470

gag
Glu

gct
Ala

Ala

gct
Ala

gac
Asp
295

cce
Pro

ctg
Leu

gtc
Val

ceca
Pro

acg
Thr
375

gag
Glu

gac
Asp

gtg
Val

gga
Gly

tcg
Ser
455

ttc
Phe

gag
Glu

cgc
Arg
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Ala

gtc
Val
280

tta
Leu

aga
Arg

cecc
Pro

ccc
Pro

acg
Thr
360

gce
Ala

gaa
Glu

cecc
Pro

ttt
Phe

gce
Ala
440

gac

Asp

tcc
Ser

gtc
Val

agt
Ser

Lys
265

ttt
Phe

acg
Thr

gag
Glu

aag
Lys

tac
Tyr
345

atg
Met

acg
Thr

ctg
Leu

gtc
Val

ggt
Gly
425

cce
Pro

aag
Lys

gtc
Val

agt
Ser

999
Gly

Gln Ile

gtt cac
Val His

ctg aag
Leu Lys

agc cat
Ser His
315

atg cct
Met Pro
330

atc gtg
Ile Val

atg ggc
Met Gly

tca ctce
Ser Leu

act cca
Thr Pro
395

aaa aag
Lys Lys
410

gtc cca
Val Pro

acc tac
Thr Tyr

aaa ccc
Lys Pro

ttt ggt
Phe Gly
475

ctc agce
Leu Ser

490

aac ccc
Asn Pro

22

Ala

tgc
Cys

atg
Met
300

cce
Pro

gaa
Glu

gga
Gly

ttc
Phe

ctg
Leu
380

gtg
Val

aaa
Lys

tct
Ser

atg
Met

aag
Lys
460

ttt
Phe

aag
Lys

aat
Asn

Val

ctg
Leu
285

aaa
Lys

ttc
Phe

gag
Glu

atc
Ile

cece
Pro
365

tgg
Trp

gcc
Ala

gac
Asp

gtg
Val

tat
Tyr
445

acg

Thr

cca
Pro

acg
Thr

999
Gly

Leu
270

cge
Arg

ttt
Phe

ctg
Leu

att
Ile

aac
Asn
350

cte
Leu

aag
Lys

act
Thr

ctg
Leu

acg
Thr
430

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu

gtg
Val

gag
Glu

Ala

cag
Gln

ttc
Phe

ace
Thr

ctg
Leu
335

aag
Lys

tet
Ser

tcc
Ser

gac
Asp

ttc
Phe
415

gtg
Val

ttt
Phe

atc
Ile

tta
Leu

atg
Met
495

999
Gly

Gly

aag
Lys

gct
Ala

act
Thr
320

gct
Ala

caa
Gln

gaa
Glu

tac
Tyr

aag
Lys
400

ctg
Leu

gcc
Ala

cag
Gln

999
Gly

aaa
Lys
480

aaa

Lys

ctg
Leu

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536



10

ccce
Pro

gtc
Val

tgg
Trp
545

aag
Lys

cat
His

aac
Asn
530

aac

Asn

cat
His

<210>6
<211> 565
<212> PRT
<213> Sus scrofa

<400> 6

Met

1

Trp

Val

Val

Phe

65

Thr

Leu

Ser

Lys

Trp

Gly

Leu

Phe

50

Ala

Ser

Ser

Glu

Arg
130

tgg
Trp
515

acc
Thr

gat
Asp

gct
Ala

Leu

Gln

Gly

Leu

Pro

Tyr

Asp

Asp

115

Gly

500
ceg

Pro

cag
Gln

ctc
Leu

gag
Glu

Leu

Pro

20

Lys

Gly

Pro

Pro

Leu

100

Cys

Arg

atg
Met

gca
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
565

Pro

Ala

Tyr

Val

Gln

Pro

85

Phe

Leu

Leu

tac
Tyr

gcc
Ala

tcc
Ser
550

tga

Leu

Ser

Val

Pro

Pro

70

Met

Thr

Tyr

Pro

gac
Asp

aag
Lys
535

aag
Lys

Val

Pro

Ser

Phe

55

Ala

Cys

Asn

Leu

Val
135
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cag
Gln
520

agg
Arg

gag
Glu

Leu

Pro

Leu

40

Ala

Glu

Cys

Arg

Asn

120

Met

505
gaa

Glu

ctg
Leu

gca
Ala

Thr

Val

25

Glu

Lys

Pro

Gln

Lys

105

Ile

Val

gaa
Glu

aaa
Lys

gca
Ala

Ser

10

Val

Gly

Pro

Trp

Glu

90

Glu

Tyr

Trp

23

999
Gly

ggt
Gly

aag
Lys
555

Leu

Asp

Leu

Pro

Ser

75

Pro

Arg

Thr

Ile

tac
Tyr

gaa
Glu
540

aag
Lys

Ala

Thr

Ala

Leu

60

Phe

Ile

Leu

Pro

His
140

ctt
Leu
525

gaa
Glu

cca
Pro

Ser

Ala

Gln

45

Gly

Val

Gly

Ile

Ala

125

Gly

510
cag

Gln

gtg
Val

cce
Pro

Ser

Gln

30

Pro

Ser

Gly

Pro

110

Asp

Gly

atc
Ile

gcc
Ala

aag
Lys

Ala

15

Gly

Val

Leu

Gln

95

Glu

Leu

Gly

ggc
Gly

ttc
Phe

ata
Ile
560

Thr

Arg

Ala

Arg

Thr

80

Met

Phe

Thr

Leu

1584

1632

1680

1698



Val

145

Glu

Phe

Asp

Gly

Glu

225

His

Arg

Cys

Ser

Leu

305

val

Glu

Glu

Gly

Val

Asn

Phe

Gln

Gly

210

Ser

Arg

Lys

Lys

Glu

290

Asp

Val

Lys

Phe

Lys
370

Gly

Val

Ser

Val

195

Asp

Val

Ala

Thr

275

Asp

Leu

Asp

Asp

Gly

355

Leu

Gly

Val

Thr

180

Ala

Pro

Ser

Ile

Met

260

Thr

Glu

His

Gly

Phe

340

Trp

Asp

Ala

Val

165

Gly

Ala

Gly

Val

Ser

245

Thr

Leu

Gly

Val

325

Asn

Leu

Gln

Ser

150

Val

Asp

Leu

Ser

Leu

230

Glu

Ala

Ser

Leu

Asp

310

Leu

Thr

Leu

Lys

Thr

Ala

Glu

His

Val

215

Val

Ser

Ala

Ala

Asp

295

Pro

Leu

Val

Pro

Thr
375
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Tyr

Ile

His

Trp

200

Thr

Leu

Gly

Ala

val

280

Leu

Arg

Pro

Pro

Thr

360

Ala

Asp

Gln

Ser

185

val

Ile

Ser

Val

Lys

265

Phe

Thr

Glu

Lys

Tyr

345

Met

Thr

Gly

Tyr

170

Arg

Gln

Phe

Pro

Ala

250

Gln

val

Leu

Ser

Met

330

Ile

Met

Ser

24

Leu

155

Arg

Gly

Glu

Gly

Leu

235

Phe

Ile

His

Lys

His

315

Pro

Val

Gly

Leu

Ala

Leu

Asn

Asn

Glu

220

Ala

Thr

Ala

Cys

Met

300

Pro

Glu

Gly

Phe

Leu
380

Leu

Gly

Trp

Ile

205

Ser

Lys

Ala

Val

Leu

285

Lys

Phe

Glu

Ile

Pro

365

Trp

Ala

Ile

Gly

190

Ala

Ala

AsSn

Gly

Leu

270

Arg

Phe

Leu

Ile

Asn

350

Leu

Lys

Ala

Trp

175

His

Asn

Gly

Leu

Leu

255

Ala

Gln

Phe

Thr

Leu

335

Lys

Ser

Ser

His

160

Gly

Leu

Phe

Gly

Phe

240

Val

Gly

Lys

Ala

Thr

320

Ala

Gln

Glu

Tyr



10

15

Pro

385

Tyr

Asp

Arg

Tyr

Asp

465

Gly

Phe

Pro

Val

Trp

545

Lys

Ile

Leu

Leu

Gln

Arg

450

His

Asp

Trp

His

Asn

530

Asn

His

<210>7

<211>43
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 7
tcttcgaaga attcacgatg agatttcctt caatttttac tgc

<210> 8

<211> 36
<212> ADN
<213> secuencia artificial

Ala

Gly

Met

His

435

Pro

Gly

Ala

Ala

Trp

515

Thr

Asp

Ala

Asn

Gly

Gly

420

Arg

Ser

Asp

Pro

Asn

500

Pro

Gln

Leu

Glu

Ile

Thr

405

Asp

Asp

Phe

Glu

Glu

485

Phe

Met

Ala

Leu

Leu
565

Pro

390

AsSp

Val

Ala

Ser

Ile

470

Glu

Ala

Tyr

Ala

Ser
550

Glu

Asp

Val

Gly

Ser

455

Phe

Glu

Arg

Asp

Lys

535

Lys
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Glu

Pro

Phe

Ala

440

Asp

Ser

Val

Ser

Gln

520

Arg

Glu

Leu

Val

Gly

425

Pro

Lys

Val

Ser

Gly

505

Glu

Leu

Ala

Thr

Lys

410

Val

Thr

Lys

Phe

Leu

490

Asn

Glu

Lys

Ala

43

25

Pro

395

Lys

Pro

Tyr

Pro

Gly

475

Ser

Pro

Gly

Gly

Lys
555

Val

Lys

Ser

Met

Lys

460

Phe

Lys

Asn

Tyr

Glu

540

Lys

Ala

Asp

Val

Tyr

445

Thr

Pro

Thr

Gly

Leu

525

Glu

Pro

Thr

Leu

Thr

430

Glu

Val

Leu

Val

Glu

510

Gln

Val

Pro

Asp

Phe

415

Val

Phe

Ile

Leu

Met

495

Gly

Ile

Ala

Lys

Lys

400

Leu

Ala

Gln

Gly

Lys

480

Lys

Leu

Gly

Phe

Ile
560



10

15

20

25

30

35

40
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<220>
<223> cebador

<400> 8
gaggctggct gcccagcttc agcectctctt ttcteg

<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
agagaggctg aagctgggca gccagcectcg ccg

<210> 10

<211>40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
atggtaccga attctcactt tatcttgggt ggcttctttg

<210> 11

<211> 1650

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

36

33

40

<223> proteina que codifica la actividad esterasa

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1650)

<400> 11

atg gga caa cca gct tcg ccg cct
Met Gly Gln Pro Ala Ser Pro Pro
1 5

gtc ttg ggt aag tac gtc tct tta
Val Leu Gly Lys Tyr Val Ser Leu
20

gtc ttc ttg gga gtc cct ttt get
Val Phe Leu Gly Val Pro Phe Ala
35 40

gtc
Val

gag
Glu
25

aag
Lys

gtt
Val
10

gga
Gly

cca
Pro

26

gat
Asp

ttg
Leu

cct
Pro

acc
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly
45

caa
Gln

ccg
Pro
30

tct
Ser

gga
Gly
15

gtt
Val

ttg
Leu

cga
Arg

gct
Ala

agg
Arg

48

96

144



ttt
Phe

act
Thr
65

ctt
Leu

tct
Ser

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
145

ttt
Phe

gat
Asp

gga
Gly

gag
Glu

cat
His
225

agg
Arg

tgc
Cys

tcg
Ser

ctt

gce
Ala
50

tcc
Ser

tca
Ser

gag
Glu

agg
Arg

gtt
Val
130

aac

AsSn

ttc
Phe

caa
Gln

ggt
Gly

agt
Ser
210

cgt
Arg

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gac

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
115

ggc
Gly

gtt
Val

tce
Ser

gtt
val

gat
Asp
195

gtc
vVal

gct
Ala

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp
275

tta

ccg
Pro

cct
Pro

cta
Leu

tgc
Cys
100

agg
Arg

gga
Gly

gtt
Val

aca
Thr

gct
Ala
180

cca

Pro

tct
Ser

att
Ile

atg
Met

act
Thr
260

gaa
Glu

cac

caa
Gln

cca
Pro

ttc
Phe
85

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala

gtt
Val

gga
Gly
165

gca

Ala

ggt
Gly

gta
Val

tcc
Ser

aag
Lys
245

act
Thr

ctt
Leu

gga

cca
Pro

atg
Met
70

act
Thr

tac
Tyr

ccg
Pro

tcc
Ser

gtt
Val
150

gat
Asp

ttg
Leu

tct
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
230

gce
Ala

tcg
Ser

tta
Leu

gat

gca
Ala
55

tgt
Cys

aac
Asn

cta
Leu

gtt
Val

act
Thr
135

gct
Ala

gag
Glu

cat
His

gtt
val

gtt
Val
215

agt
Ser

gca
Ala

gca
Ala

gac
Asp

cca
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gag
Glu

tgt

cca
Pro

caa

vs Gln

aga
Arg

aat
Asn

atg
Met
120

tat
Tyr

att
Ile

cat
His

tgg
Trp

act
Thr
200

tta
Leu

ggt
Gly

gce
Ala

gtc
Val

ctc
Leu
280

agg

aag
Lys

att
Ile
105

gtt
Val

gac
Asp

caa
Gln

tcc
Ser

gtc
val
185

att
Ile

tca
Ser

gtt
Val

aag
Lys

ttc
Phe
265

acg
Thr

gaa

tgg tct
Trp Ser

gaa cca
Glu Pro
75

gaa agg
Glu Arg

920

tac act
Tyr Thr

tgg att
Trp Ile

gga ttg
Gly Leu

tac cgt
Tyr Arg
155

cgt gga
Arg Gly
170

caa gaa

Gln Glu

tte gga
Phe Gly

cca tta
Pro Leu

gct ttt
Ala Phe
235

cag atc
Gln Ile
250

gtg cat
Val His

ttg aag
Leu Lys

tct cac

27

ttc
Phe

atc
Ile

ctt
Leu

cct
Pro

cat
His

gct
Ala
140

ttg

Leu

aac
Asn

aac
Asn

gaa
Glu

gct
Ala
220

acce
Thr

gct
Ala

tgt
Cys

atg
Met

cct

gtt
Val

gga
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

gga
Gly
125

ctt
Leu

ggt
Gly

tgg
Trp

att
Ile

tca
Ser
205

aag

Lys

gcc
Ala

gtc
Val

ttg
Leu

aaa
Lys
285

ttt

aag
Lys

gga
Gly

ccg
Pro

gat
Asp
110

gga
Gly

gcc
Ala

att
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
190

gca

Ala

aac
Asn

ggt
Gly

ctt
Leu

cgt
Arg
270

ttc
Phe

ttg

aac
Asn

caa
Gln

gag
Glu
95

ttg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tgg
Trp

cat
His
175
aac

Asn

ggc
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala
255

caa
Gln

ttt
Phe

acc

act
Thr

atg
Met
80

ttc
Phe

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

gga
Gly
160

tta
Leu

ttc
Phe

gga
Gly

ttt
Phe

gtc
Val
240

gga
Gly

aag
Lys

gcc
Ala

act

192

240

288

336

384

432

480

528

576

768

816

864

912



Leu

gtt
Val
305

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

cca
Pro

tat
Tyr
385

gat
ASp

cgt
Arg

tat
Tyr

gat
Asp

ggt
Gly
465

ttt
Phe

cct
Pro

gtc
Val

tag
Trp

Asp
290

gtt
Val

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys

att
Ile
370

tta
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

cgt
Arg

cat
His
450
gac

Asp

tgg
Trp

cac
His

aac
Asn

aac
Asn

Leu

gac
Asp

gac
Asp

gga
Gly

ttg
Leu
355

gcc
Ala

gga
Gly

atg
Met

cat
His

cca
Pro
435

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala

tgg
Trp

act
Thr
515

gac
Asp

His

gga
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp
340

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly

gga
Gly

agg
Arg
420

tect
Ser

gac
Asp

cca
Pro

aac
Asn

ccg
Pro
500

caa

Gln

ctg
Leu

Gly

gtt
Val

aac
Asn
325

ctt
Leu

caa
Gln

att
Ile

aca
Thr

gac
Asp
405

gac
Asp

ttt
Phe

gaa
Glu

gag
Glu

ttc
Phe
485

atg
Met

gca
Ala

ttg
Leu

Asp

ttg
Leu
310

acc
Thr

ttg
Leu

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp
390

gtt
Val

gca
Ala

tca
Ser

att
Ile

gaa
Glu
470

gcc

Ala

tac
Tyr

gct
Ala

tce
Ser

Pro
295

ttg
Leu

gtc
Val

cca
Pro

acg
Thr

gaa
Glu
375

gat
Asp

gtt
val

gga
Gly

tog
Ser

ttt
Phe
455

gaa
Glu

cgt
Arg

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys
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Arg

cct
Pro

cca
Pro

acg
Thr

gct
Ala
360

gag
Glu

cct
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

gat
Asp
440

tce
Ser

gtc
Val

agt
Ser

caa
Gln

agg
Arg
520

gaa
Glu

Glu

aag

tac
Tyr

atg
Met
345

acg
Thr

ttg
Leu

gtc
Val

ggc
Gly

cca
Pro
425

aag
Lys

gtc
Val

agt
Ser

gga
Gly

gag
Glu
505

ttg

Leu

gca
Ala

Ser His

atg cct
Met Pro
315

att gtt
Ile Val
330

atg gga
Met Gly

tca ctt
Ser Leu

acc cca
Thr Pro

aaa aag
Lys Lys
395

gtc cca
vVal Pro
410

act tac
Thr Tyr

aaa cct
Lys Pro

ttc ggce
Phe Gly

ctt tet
Leu Ser
475

aac cct
Asn Pro
490

gag gga
Glu Gly

aaa ggc
Lys Gly

gca aag
Ala Lys

28

Pro
300

gag
Glu

gga
Gly

ttt
Phe

ttg
Leu

gtt
Val
380

aaa
Lys

tca
Ser

atg
Met

aag
Lys

ttc
Phe
460

aag

Lys

aat
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

Phe

gaa
Glu

att
Ile

cct
Pro

tgg
Trp
365

gct
Ala

gat
Asp

gtt
val

tat
Tyr

acg
Thr
445

cca
Pro

acg
Thr

gga
Gly

ctt
Leu

gag
Glu
525

cca
Pro

Leu

atc
Ile

aac
Asn

ctt
Leu
350

aag
Lys

acc
Thr

ttg
Leu

acg
Thr

gag
Glu
430

gtt
val

ttg
Leu

gtt
Val

gaa
Glu

caa
Gln
510

gtt
Val

cct
Pro

Thr

ttg
Leu

aag
Lys
335

tce
Ser

tcc
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

gtt
val
415

ttc
Phe

att
Ile

cte
Leu

atg
Met

gga
Gly
495

att
Ile

gct
Ala

aag
Lys

Thr

gce
Ala
320

cag
Gln

gag
Glu

tac
Tyr

aag
Lys

ttg
Leu
400

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
480

ttg

Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

ata
Ile

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632



ES 2 652 559 T3

530 535 540
aag cac gcc gaa ttg taa 1650
Lys His Ala Glu Leu
545
<210> 12
<211> 549
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 12
Met Gly Gln Pro Ala Ser Pro Pro Val Val Asp Thr Ala Gln Gly Arg
1 5 10 15

Val Leu Gly Lys Tyr Val Ser Leu Glu Gly Leu Ala Gln Pro Val Ala
20 25 30

Val Phe Leu Gly Val Pro Phe Ala Lys Pro Pro Leu Gly Ser Leu Arg
35 40 45

Phe Ala Pro Pro Gln Pro Ala Glu Pro Trp Ser Phe Val Lys Asn Thr
50 55 60

Thr Ser Tyr Pro Pro Met Cys Cys Gln Glu Pro Ile Gly Gly Gln Met
65 70 75 80

Leu Ser Asp Leu Phe Thr Asn Arg Lys Glu Arg Leu Ile Pro Glu Phe
85 90 95

Ser Glu Asp Cys Leu Tyr Leu Asn Ile Tyr Thr Pro Ala Asp Leu Thr
100 105 110

Lys Arg Gly Arg Leu Pro Val Met Val Trp Ile His Gly Gly Gly Leu
115 120 125

Val Val Gly Gly Ala Ser Thr Tyr Asp Gly Leu Ala Leu Ala Ala His
130 135 140

Glu Asn Val Val Val Val Ala Ile Gln Tyr Arg Leu Gly Ile Trp Gly
145 150 155 160

Phe Phe Ser Thr Gly Asp Glu His Ser Arg Gly Asn Trp Gly His Leu
165 170 175

29



Asp

Gly

Glu

His

225

Arg

Cys

Ser

Leu

Val

305

Glu

Glu

Gly

Pro

Tyr

385

Arg

Gln

Gly

Ser

210

Arg

Lys

Lys

Glu

Asp

290

Val

Lys

Phe

Lys

Ile

370

Leu

Leu

Gln

Val

Asp

195

Val

Ala

Asp

Thr

Asp

275

Leu

Asp

Asp

Gly

Leu

355

Ala

Gly

Met

His

Ala
180

Pro

Ile

Met

Thr

260

Glu

His

Gly

Phe

Trp

340

Asp

Asn

Gly

Gly

Arg

Ala

Gly

Val

Lys

245

Thr

Leu

Gly

vVal

Asn

325

Leu

Gln

Ile

Thr

Asp

405

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu S

230

Ala

Ser

Leu

Asp

Leu

310

Thr

Leu

Lys

Pro

Asp

390

Val

Ala

His

Val

Val

215

Ala

Ala

Asp

Pro

295

Leu

vVal

Pro

Thr

Glu

375

Asp

Val

ES 2 652 559 T3

Trp

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Val

Leu

280

Arg

Pro

Pro

Thr

Ala

360

Glu

Pro

Phe

Ala

Val
185

Ile

Val

Lys

Phe

265

Thr

Glu

Lys

Tyr

Met

345

Thr

Leu

Val

Gly

Pro

Gln Glu

Phe Gly

Pro Leu

Ala Phe
235

Gln Ile
250

Val His

Leu Lys

Ser His

Met Pro
315

Ile Vval
330

Met Gly

Ser Leu

Thr Pro

Lys Lys

395

Val Pro
410

Thr Tyr

30

Asn

Glu

Ala

220

Thr

Ala

Cys

Met

Pro

300

Glu

Gly

Phe

Leu

Val

380

Lys

Ser

Met

Ile

Ser

205

Lys

Ala

Val

Leu

Lys

285

Phe

Glu

Ile

Pro

Trp

365

Ala

Asp

Val

Tyr

Ala

190

Ala

Asn

Gly

Leu

Arg

270

Phe

Leu

Ile

AsSn

Leu

350

Lys

Thr

Leu

Thr

Glu

Asn

Gly

Leu

Leu

Ala

255

Gln

Phe

Thr

Leu

Lys

335

Ser

Ser

Asp

Phe

Val

415

Phe

Phe

Gly

Phe

Val

240

Gly

Lys

Ala

Thr

Ala

320

Gln

Glu

Tyr

Lys

Leu

400

Ala

Gln



10

Tyr Arg Pro

420

Ser Phe

435

Asp His
450

Gly Asp Ala Pro

465

Phe

Pro His

Val Asn Thr

Gly Asp Glu

Trp Pro Met

Ser

Ile Phe

ES 2 652 559 T3

Ser Asp
440

Ser
455

Glu Glu Glu Vval

470

485

500

515

Trp Asn Asp

530

Lys
545

<210> 13
<211> 1650
<212> ADN

His Ala

Leu Leu

Glu Leu

<213> secuencia artificial

<220>

Ser Lys

Trp Ala Asn Phe Ala Arg Ser

Tyr Asp Gln

Gln Ala Ala Lys Arg

520

Glu
535

<223> proteina con actividad esterasa

<400> 13

atgggacaac
tacgtctctce
aagcctccac
gttaagaaca
ctttccgatce
ctttacctta
gtttggatcc
cttgccgeac

ttcttcteca

cagcttcgece
ttgagggttt
ttggatcttt
ctacttccta
ttttcactaa
acatctacac
acggaggtgg
acgagaacgt

ccggtgacga

gcctgtegtt
ggcacaacct
gcgtttegec
ccctecaatg
cagaaaggaa
tcctgecgac
tttggttgtt
tgttgttgtt

acactccegt

425

Lys Lys Pro

Val Phe Gly

Ser
475

Ser Leu

Gly Asn Pro
490

Glu
505

Glu Gly

Leu Lys Gly

Ala Ala Lys

gacaccgctc
gttgctgtct
cctcctcaac
tgttgtcaag
cgtcttatte
ttgaccaaga
ggtggagcat
gctatccaat

ggtaactggg

31

430

Lys
445

Phe Pro
460

Asn

Tyr

Thr Val

Thr Val Met

Leu Gln

Ile Gly

Leu Leu Lys

Lys
480

Gly Glu Gly Leu

495

Ile Gly

510

Glu
525

Lys
540

aaggtcgtgt
tcttgggtgt
cagcagagcc
aaccaattgg
ctgagttcte
gaggtagatt
ccacttacga
acagattggg

gacaccttga

Pro Pro

Glu Val Ala Phe

Lys Ile

cttgggtaag
ccettteget
atggtctttc
aggtcaaatg
tgaggactgc
gcctgttatg
tggattggct
tatctgggga

ccaagttget



10

gcattgcatt
atcttcggtg
aagaaccttt
agaaaggaca
actagtgccg
acattgaaga
ttcttgacca
gagaaggact
cttttgccaa
acatcccttt
gctaccgaca
gaccttatgg
gatgcaggag
aagaagccaa
ccattgctta
ttctgggeta
atgtacgacc
ttgaagggtg
cctccaaaga

<210> 14
<211> 1650
<212> ADN

gggtccaaga
aaagtgcagg
tccaccgtge
tgaaggccgc
tcttegteca
tgaagttttt
ctgttgttga
tcaacaccgt
caatgatggg
tgtggaagtc
agtaccttgg
gtgatgttgt
ctccaactta
agaccgttat
agggtgacgc
acttcgeceg
aagaggaggg
aggaagttgc

ttaagcacgc

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2 652 559 T3

aaacatcgcet
aggtgagagt
tatctccgaa
agccaagcag
ctgtttgaga
cgcecttgac
cggagttttg
cccatacatce
tttccecactt
ctacccaatc
tggtaccgac
ttteggtgte
catgtacgag
cggagaccac
tccagaggaa
ttctggtaac
ataccttcaa
tttctggaac

tgaattgtaa

<223> proteina con actividad esterasa

<400> 14
atgggccaac

tacgtttcett
aagccaccat
gtcaagaaca
ctttcecgatt

ctatatttga

ctgcttetee
tggaaggttt
taggttettt
ctacttctta
tattcaccaa

acatttacac

acctgttgtt
ggctcaacct
aagatttgct
ccctecaatg
cagaaaggaa

tccagetgat

aacttcggag
gtctetgtet
tccggtgttyg
attgccgtcce
caaaagagtg
cttcacggag
ttgccaaaga
gttggaatca
tccgaaggta
gccaacatcc
gacccagtca
ccatctgtta
ttccaataca
ggtgacgaaa
gaagtctccc
ccaaacggag
atcggtgtca

gaccttttgt

gacaccgctce
gttgctgtcect
ccaccacagce
tgttgtcagg
agattgattc

ttgaccaaga

32

gtgacccagg
tggttttate
ctttcaccge
ttgccggatg
aagacgaact
acccaagaga
tgcctgagga
acaagcagga
agttggacca
ctgaagagtt
aaaagaagga
cagttgeteg
gaccatcttt
tctteteegt
tttctaagac
aaggtttgec
acactcaagc

ccaaggaagc

aaggtcgtgt
tcttgggtgt
ctgctgaacc
aaccaatcgg
cagagttcag

gaggtcgtct

ttotgttact
cccacttget
cggtttggte
caagactact
tttggacctc
atctcaccca
aattttggec
gttcggttgg
aaagacagct
gaccccagtt
cttgttettg
tcagcacaga
ctcaagtgac
cttcggattc
cgttatgaag
acactggect
cgctaagegt

agcaaagaag

cttgggtaag
tccatttgece
atggtcttte
tggtcaaatg
tgaggactgt

gcccgteatg

600

660

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1650
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gtttggattc
ttggctgete
ttcttcteca
gctttgcact
atctttggtg
aagaacttat
agaaaggaca
acctctgetg
actttgaaaa
ttcttgacca
gaaaaggatt
ttactaccaa
acttcgetge
gccactgaca
gatttgatgg
gatgctggtg
aagaagccaa
ccattattga
ttctgggeca
atgtatgacc
ttgaagggtg
ccaccaaaga

<210> 15
<211> 1650
<212> ADN

acggtggtgg
acgagaatgt
ccggtgacga
gggttcaaga
aatctgctgg
tccatcogtge
tgaaggctge
tctttgteca
tgaaattctt
ccgttgttga
tcaacactgt
ccatgatggg
tatggaaatc
agtacttggg
gtgatgttgt
ctccaactta
agactgtcat
agggtgacgce
actttgccag
aagaagaagg
aagaagttgce

tcaagcatgc

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 15
atggggcage

tacgtcagcet
aagcccectce

gtgaagaaca

cagcctegec
tagaaggcct
tcggatcttt

ccacctcecta

ES 2 652 559 T3

tttggttgte
tgttgttgtt
acactccaga
aaacattgcc
tggtgaatcc
catctctgaa
tgccaagcaa
ttgtttgaga
tgctttggat
tggtgtcttg
tccatacatt
tttcececatta
ttacccaatt
tggtactgat
tttcggtgtt
catgtatgag
cggtgaccac
tccagaagaa
atccggtaac
ttacttgcaa
tttcotggaat

tgaattgtaa

gcctgttgtg
ggcacagccg
gegttttget

cccteccatg

ggtggtgctt
gccattcaat
ggtaactggg
aacttcggtg
gtctccgtet
tcecggtgttg
attgctgtet
caaaagtctg
ttgcacggty
ttgccaaaga
gtcggtatta
tctgaaggta
gccaacattc
gatcctgtca
ccatctgtca
ttccaataca
ggtgatgaaa
gaagtttett
ccaaatggtg
atcggtgtca

gacttgttgt

gacactgccc
gtggcegtet
ccgecgeage

tgctgecaag

33

ccacttacga
acagattagg
gtcatttgga
gtgacccagg
tggtcttgtce
ccttcaccge
tggctggttg
aagatgagct
acccaagaga
tgccagaaga
acaagcaaga
aactggacca
cagaagaatt
agaagaagga
ccgttgecag
gaccttcctt
tetteteeogt
tatccaagac
aaggtttacc
acactcaagc

ccaaggaagc

agggccegtgt
tcctgggagt
ctgcagaacc

agccaattgg

tggtttgget
tatctggggt
ccaagttget
ttcecgtecact
tccattggec
tggtttagtg
taagaccacc
actagatttg
atctcatcct
aatcttggct
gtttggctgg
aaagactgcc
gactccagtt
cttgttettg
acaacaccgt
ctcectcetgac
ctttggttte
cgtcatgaaa
tcactggcca
tgccaagaga

tgccaagaag

cctggggaag

cecettttgece
atggagcttc

gggacagatg

540

600

660

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1650



10

15

ctctctgatc
ctctacctga
gtgtggattc
ctcgetgege
ttcttcagea
gcactgcact
atctttggag
aagaacctct
cgtaaggaca
acctcggcetg
acgctgaaga
ttcctgacca
gaaaaggatt
cttctgccaa
acgtcactcc
gccactgaca
gacttgatgg
gatgcaggag
aagaaaccca
ccactgttaa
ttctgggeca
atgtacgacc
ctgaaaggtg
ccacccaaga
<210> 16

<211>44
<212> ADN

tgtttaccaa
atatttacac
acggaggagg
atgaaaacgt
caggggacga
gggtccagga
agtcagcagg
tccaccggge
tgaaggctgce
tctttgttea
tgaaattttt
ctgtggtgga
tcaacactgt
cgatgatggg
tgtggaagtc
agtatttggg
gggatgtggt
cccccaccta
agacggtgat
aaggcgatgce
actttgctcg
aggaagaagg
aagaagtggc

taaagcatgc

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 16

ES 2 652 559 T3

ccgtaaggag
ccctgetgac
tctggtggtg
ggtggtggtg
acacagccgg
gaacatcgcec
aggggaaagt
catctctgag
agctaagcaa
ctgectgege
cgctecttgat
tggagtgctg
ccectacatce
cttceccectce
ctaccccatc
ggggacagac
gtttggtgte
catgtatgag
cggggaccac
cccagaagag
cagtgggaac
gtaccttcag
cttctggaac

tgagctgtga

cgtctcattce
ctgacaaagc
ggcggggctt
gccatccagt
ggcaactggg
aactttggag
gtctctgtte
agtggcgtgg
attgctgtcc
cagaagtcgg
ttgcatggag
ctgcccaaga
gtgggaatca
tctgaaggca
gctaacatcc
gaccccgtca
ccatctgtga
tttcagtatc
ggggatgaaa
gaggtcagtc
cccaatgggg
atcggcgtcea

gatctcctgt

ctttaagaag gagatataca tatgggacaa ccagcttcgc cgec

<210> 17
<211> 46
<212> ADN

34

cggagttttc
gtggccgtcet
ccacctatga
accgcecctggg
gtcacttgga
gcgacccagg
tggtgttgtc
ccttcactge
ttgctgggtg
aggacgagct
accccegtga
tgcctgaaga
acaagcaaga
agctggacca
ctgaggaact
aaaagaaaga
cggtggcecg
gcccgagett
tctteteogt
tcagcaagac
aggggctgcec
acacccaggc

ccaaggaggc

44

tgaagactgt
gccggtgatg
tggactggec
catctgggga
ccaggtggec
ctctgtgacc
tcecttggee
tggcctggtce
taaaaccacc
cttggactta
gagccatccc
gattctgget
gtttggctgg
gaagacggcc
gactccagtg
cctgttectg
tcaacaccgc
ctcatcggac
ctttggtttt
ggtgatgaaa
ccattggecg
agccaagcgce

agcaaagaag

300

360

420

480

540

600

660

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1650
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17

cccecccccee ccaagdcttat tacaattcgg cgtgctttat cttagg

<210> 18

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
atttatacat atgggacaac cagcttcgcc gectgtcg

<210> 19

<211>43

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19

38

ccgccaagct tattacaatt cagegtgctt aatctttgga ggc 43

<210> 20

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
atttatacat atgggccaac ctgcttctcc acctgttg

<210> 21

<211>43

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21

38

ccgccaagct tattacaatt cagcatgctt gatctttggt ggc 43

<210> 22

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

35

46
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<400> 22
atttatacat atgggacaac cagcttcgcc gectgtcg 38

<210> 23

<211>43

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
ccgccaagct tattacaatt cggcgtgctt tatcttaggt ggc 43

<210> 24

<211>35

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
atttatacat atggggcagc cagcctcgec gectg 35

<210> 25

<211> 42

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
ccgccaagct tatcacagcet cagcatgctt tatcttgggt gg 42

<210> 26

<211> 57

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
cggatccttt aactttaaga aggagatata atggatgacg cggcaattca acaaacg

<210> 27

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
cggatcctta tttaccgctg gtcatttttt ggtgttcg 38

36

57
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<210> 28

<211> 71

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
gtaaattccc tacaatcctg cccattgtct gccaacaact atggggatct tgtgtaggct 60
ggagctgctt ¢ 71

<210> 29

<211> 71

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29
cccatagtcg catggtgtcg ccttctttac ttttgttact gatttgtaaa acatatgaat 60
atcctcectta g 71

<210> 30

<211>74

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
cctattacgt ctcgcgctac aatcgcggta atcaacgata aggacacttt gtctgtgtag 60
gctggagctg cttc 74

<210> 31

<211>75

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
ctgatagcgg aaacgtaatt aagggctaag agcacactac tcttagccct ttaaccatat

gaatatcctc cttag

<210> 32

<211> 1629

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> proteina con actividad esterasa

<220>
<221> CDS

37

60

75



<222> (1)..(1629)
<223> Esterasa de higado bovino

<400> 32

atg
Met
1

gtt
Val

gtt
Val

ttc
Phe

att
Ile
65

tta
Leu

agc
Ser

aaa
Lys

atg
Met

gag
Glu
145

ggt
Gly

ctyg
Leu

ttt
Phe

gcc
Ala
50

agc
Ser

tcg
Ser

gag
Glu

cgt
Arg

gtg
Val
130

aac
Asn

ctg
Leu

999
Gly

ctyg
Leu
35

cca
Pro

tat
Tyr

gac
Asp

gat
Asp

agc
Ser
115

ggc
Gly

gtg
Val

gca
Ala

aag
Lys
20

ggt
Gly

cct
Pro

cca
Pro

ctg
Leu

tgc
Cys
100

cge

Arg

ggc
Gly

gtg
Val

ccg
Pro

cac
His

gtc
Val

cag
Gln

ccg
Pro

ttc
Phe
85

ttg

Leu

ctg
Leu

gct
Ala

gtg
Val

tcg
Ser

gtc
Val

cca
Pro

ccg
Pro

atg
Met
70

acc
Thr

tat
Tyr

ccg
Pro

tct
Ser

gtg
Val
150

cca
Pro

agc
Ser

ttc
Phe

gct
Ala
55

tgc
Cys

aac
Asn

ctc
Leu

gtg
Val

acg
Thr
135

acc
Thr
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cct
Pro

cta
Leu

gce
Ala
40

gag
Glu

tcc
Ser

cgce
Arg

aat
Asn

atg
Met
120

tac

Tyr

atc
Ile

atc
Ile

aaa
Lys
25

aaa
Lys

ccg
Pro

caa
Gln

aaa
Lys

atc
Ile
105

gtg
Val

gac
Asp

cag
Gln

gtg
Val
10

ggt
Gly

ccg
Pro

tgg
Trp

gat
Asp

gaa
Glu
90

tat
Tyr

tag
Trp

999
Gly

tat
Tyr

38

gat
Asp

ttc
Phe

cct
Pro

acc
Thr

cca
Pro
75

aac
Asn

acc
Thr

att
Ile

ctg
Leu

cgt
Arg
155

acc
Thr

gca
Ala

tta
Leu

ttt
Phe
60

gtg
Val

atc
Ile

ccg
Pro

cat
His

gtc
Val
140

ctg
Leu

gca
Ala

cag
Gln

999
Gly
45

gtc
Val

ggt
Gly

agt
Ser

gca
Ala

ggt
Gly
125

tta

Leu

ggc
Gly

cag
Gln

ccg
Pro
30

tcc
Ser

aag
Lys

gct
Ala

ctg
Leu

gat
Asp
110

ggt
Gly

tcg
Ser

att
Ile

ggc
Gly
15

gtg
Val

ttg
Leu

aat
Asn

cag
Gln

act
Thr
95

tta

Leu

gga
Gly

gcg
Ala

tgg
Trp

cgt
Arg

gcg
Ala

cgt
Arg

acc
Thr

ttg
Leu
80

ttc
Phe

act
Thr

ctg
Leu

cac
His

ggt
Gly
160

48

96

144

240

288

336

384

432

480



ttc
Phe

gat
Asp

ggt
Gly

gag
Glu

cat
His
225

aad
Lys

tgt
Cys

acg
Thr

ctc
Leu

gtg
val
305

gag
Glu

gaa
Glu

gat
Asp

tcc
Ser

tac
Tyr
385

gat

ttt
Phe

cag
Gln

ggc
Gly

agt
Ser
210

cgc
Arg

cgt
Arg

aag
Lys

gaa
Glu

gac
Asp
290

gtt
val

aaa
Lys

ttc
Phe

aaa
Lys

tta
Leu
370

cta
Leu

ctg

agc
Ser

gtg
Val

gac
Asp
195

gtt
Val

gcg
Ala

gat
Asp

acc
Thr

gat
AsSp
275

ctt

Leu

gac
Asp

aat
Asn

ggc
Gly

ctg
Leu
355

ttg
Leu

ggt
Gly

atc

acg
Thr

gcg
Ala
180

cca
Pro

agc
Ser

att
Ile

tca
Ser

acc
Thr
260

gaa

Glu

cat
His

ggc
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp
340

gat
Asp

agc
Ser

999
Gly

gct

ggc
Gly
165

gct
Ala

ggc
Gly

atc
Ile

agc
Ser

dada
Lys
245

acc

Thr

ttg
Leu

aag
Lys

atg
Met

aac
Asn
325

atc
Ile

cag
Gln

atc
Ile

act
Thr

gac

gat
Asp

ctg
Leu

agc
Ser

tta
Leu

gaa
Glu
230

gcc
Ala

tct
Ser

ctg
Leu

gat
Asp

ctg
Leu
310

aac

Asn

atc
Ile

aaa
Lys

cca
Pro

gat
Asp
390

gtt

gaa
Glu

cat
His

gtg
Val

gtg
Val
215

agc
Ser

gca
Ala

gcc
Ala

gaa
Glu

agt
Ser
295

ctg

Leu

gtc
Val

cca
Pro

act
Thr

gaa
Glu
375

gat
Asp

ctc

ES 2 652 559 T3

cat
His

tag
Trp

acce
Thr
200

ctt
Leu

ggc
Gly

gct
Ala

gtc
Val

atc
Ile
280

acg

Thr

cct
Pro

ccg
Pro

ctg
Leu

gcg
Ala
360

gaa
Glu

cct
Pro

ttc

agt
Ser

gtc
Val
185

atc
Ile

tcc
Ser

gtg
Val

gag
Glu

tta
Leu
265

acg

Thr

gaa
Glu

aaa
Lys

tat
Tyr

ttt
Phe
345

acg
Thr

ctg
Leu

gtt
Val

ggc

cgc 999
Arg Gly
170

cag gaa
Gln Glu

ttt ggt
Phe Gly

ccg ctg
Pro Leu

gcg ctg
Ala Leu
235

caa atc
Gln Ile
250

gta cat
Val His

ctg aag
Leu Lys

agc cac
Ser His

atg ccg
Met Pro
315

atg gtg
Met Val
330

atg agc
Met Ser

agt ctg
Ser Leu

tcg ceg
Ser Pro

aaa aag
Lys Lys
395

gtc ccg

39

aac
Asn

aac
Asn

gaa
Glu

gcg
Ala
220

atc
Ile

gcc
Ala

tgc
Cys

atg
Met

ccg
Pro
300

gaa

Glu

ggt
Gly

tat
Tyr

ctg
Leu

gtg
Val
380

aaa
Lys

tct

tgg
Trp

atc
Ile

tcc
Ser

205

cgt
Arg

tcy
Ser

gtc
Val

ctg
Leu

aaa
Lys
285

ttt
Phe

gag
Glu

att
Ile

ccg
Pro

tag
Trp
365

gcc
Ala

gat
Asp

gtc

ggc
Gly

gcg
Ala
190

gce
Ala

aat
Asn

acc
Thr

atc
Ile

cgc
Arg
270

ttc
Phe

ctg
Leu

atg
Met

aac
Asn

ctg
Leu
350

cag
Gln

acg
Thr

ctg
Leu

aat

cat
His
175

aac
Asn

ggt
Gly

ttg
Leu

ctg
Leu

gca
Ala
255

cag

Gln

ttt
Phe

ccg
Pro

ctg
Leu

aaa
Lys
335

ceg
Pro

agc
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

gtg

ttg
Leu

tte
Phe

gca
Ala

ttt
Phe

gtt
Val
240

ggc
Gly

aaa
Lys

gca
Ala

acc
Thr

gce
Ala
320

caa

Gln

gag
Glu

tat
Tyr

aaa
Lys

ctg
Leu
400

gcg

528

576

624

672

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248
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Asp Leu Ile Ala Asp Val
405

cgg cgc cat cgt gac get
Arg Arg His Arg Asp Ala
420

tac cgc ccg age ttt agt
Tyr Arg Pro Ser Phe Ser
435

gat cac ggt gac gaa ctg
Asp His Gly Asp Glu Leu
450

gac ggt gcg tcg gaa gag
Asp Gly Ala Ser Glu Glu
465 470

ttt tgg gcg aac ttc gca
Phe Trp Ala Asn Phe Ala
485

cct cac tgg cca get tac
Pro His Trp Pro Ala Tyr
500

gtt aac acg cgt gcg gcc
Val Asn Thr Arg Ala Ala
515

tgg aat gaa ctg ctg agc
Trp Asn Glu Leu Leu Ser
530

<210> 33

<211> 542

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33
Met Gly Leu Ala Pro Ser
1 5

Val Leu Gly Lys His Val
20

Val Phe Leu Gly Val Pro
35

Phe Ala Pro Pro Gln Pro
50

Leu

999
Gly

tca
Ser

ttt
Phe
455
gaa
Glu

cgce
Arg

gat
Asp

gag
Glu

cgce
Arg
535

Pro

Ser

Phe

Ala
55

ES 2 652 559 T3

Phe

gcg
Ala

gaa
Glu
440
tcc
Ser

att
Ile

aat
Asn

cat
His

aaa
Lys
520

gaa
Glu

Pro

Leu

Ala

40

Glu

ccyg
Pro
425
ctg
Leu

gtc
Val

aat
Asn

999
Gly

aaa
Lys
505

ctg

Leu

gtg
Val

Ile

Lys

25

Lys

Pro

Val
410

acc
Thr

aag
Lys

ttt
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
490

gag
Glu

aag
Lys

gca
Ala

vVal

10

Gly

Pro

Trp

40

Pro

tat
Tyr

ccg
Pro

999
Gly

agc
Ser
475

ccg

Pro

ggc
Gly

gat
Asp

cgt
Arg

Asp

Phe

Pro

Thr

Ser

atg
Met

aaa
Lys

gca
Ala
460
aaa
Lys

aat
Asn

tat
Tyr

aaa
Lys

cat
His
540

Thr

Ala

Leu

Val

tac
Tyr

act
Thr
445

cca

Pro

atg
Met

ggt
Gly

ttg
Leu

gag
Glu
525

cat
His

Ala

Gln

Asn

gaa
Glu
430

gtg
val

ttc
Phe

gtg
Val

gaa
Glu

cag
Gln
510

gta
Val

acc
Thr

Gln

Pro
30

Val Ala
415

ttc cag
Phe Gln

atc ggt
Ile Gly

cta aag
Leu Lys

atg aag
Met Lys
480

ggc tta
Gly Leu
495

atc ggt
Ile Gly

gca ttt
Ala Phe

taa

Gly Arg
15

val Ala

Gly Ser Leu Arg

45

Phe Val Lys Asn Thr

60

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1629



Ile

65

Leu

Ser

Lys

Met

Glu

145

Phe

Asp

Gly

Glu

His

225

Lys

Cys

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu

Arg

Val

130

Asn

Phe

Gln

Gly

Ser

210

Arg

Arg

Lys

Glu

Asp
290

Tyr

Asp

Asp

Ser

115

Gly

Val

Ser

Val

Asp

195

Val

Ala

Asp

Thr

Asp

275

Leu

Pro

Leu

Cys

100

Arg

Gly

Val

Thr

Ala

180

Pro

Ser

Ile

Ser

Thr

260

Glu

His

Pro

Phe

85

Leu

Leu

Ala

Val

Gly

165

Ala

Gly

Ile

Ser

Lys

245

Thr

Leu

Lys

Met

70

Thr

Tyr

Pro

Ser

Val

150

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

230

Ala

Ser

Leu

Asp

Cys

Asn

Leu

Val

Thr

135

Thr

Glu

His

Val

vVal

215

Ser

Ala

Ala

Glu

Ser
295
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Ser

Arg

Asn

Met

120

Tyr

Ile

His

Trp

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Val

Ile

280

Thr

Gln

Lys

Ile

105

Val

Asp

Gln

Ser

Val

185

Ile

Ser

vVal

Glu

Leu

265

Thr

Glu

Asp

Glu

90

Tyr

Trp

Gly

Tyr

Arg

170

Gln

Phe

Pro

Ala

Gln

250

Val

Leu

Ser

41

Pro

75

Asn

Thr

Ile

Leu

Arg

155

Gly

Glu

Gly

Leu

Leu

235

Ile

His

Lys

His

Val

Ile

Pro

His

vVal

140

Leu

Asn

Asn

Glu

Ala

220

Ile

Ala

Cys

Met

Pro
300

Gly

Ser

Ala

Gly

125

Leu

Gly

Trp

Ile

Ser

205

Arg

Ser

vVal

Leu

Lys

285

Phe

Ala

Leu

Asp

110

Gly

Ser

Ile

Gly

Ala

190

Ala

Asn

Thr

Ile

Arg

270

Phe

Leu

Gln

Thr

95

Leu

Gly

Ala

Trp

His

175

Asn

Gly

Leu

Leu

Ala

255

Gln

Phe

Pro

Leu

80

Phe

Thr

Leu

His

Gly

160

Leu

Phe

Ala

Phe

Val

240

Gly

Lys

Ala

Thr



Val

305

Glu

Glu

Asp

Ser

Tyr

385

Asp

Arg

Tyr

Asp

Asp

465

Phe

Pro

Val

Trp

Val

Lys

Phe

Lys

Leu

370

Leu

Leu

Arg

Arg

His

450

Gly

Trp

His

Asn

Asn
530

<210> 34
<211> 1650
<212> ADN
<213> secuencia artificial

Asp

Asn

Gly

Leu

355

Leu

Gly

Ile

His

Pro

435

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

515

Glu

Gly

Phe

Trp

340

Asp

Ser

Gly

Ala

Arg

420

Ser

Asp

Ser

Asn

Pro

500

Arg

Leu

Met

Asn

325

Ile

Gln

Ile

Thr

Asp

405

Asp

Phe

Glu

Glu

Phe

485

Ala

Ala

Leu

Leu

310

Asn

Ile

Lys

Pro

Asp

390

Val

Ala

Ser

Leu

Glu

470

Ala

Tyr

Ala

Ser

Leu

vVal

Pro

Thr

Glu

375

Asp

Leu

Gly

Ser

Phe

455

Glu

Arg

Asp

Glu

Arg
535

ES 2 652 559 T3

Pro

Pro

Leu

Ala

360

Glu

Pro

Phe

Ala

Glu

440

Ser

Ile

Asn

His

Lys

520

Glu

Lys

Tyr

Phe

345

Thr

Leu

vVal

Gly

Pro

425

Leu

Val

Asn

Gly

Lys

505

Leu

val

Met

Met

330

Met

Ser

Ser

Lys

Val

410

Thr

Lys

Phe

Leu

Asn

490

Glu

Lys

Ala

42

Pro

315

Val

Ser

Leu

Pro

Lys

395

Pro

Tyr

Pro

Gly

Ser

475

Pro

Gly

Asp

Arg

Glu

Gly

Tyr

Leu

Val

380

Lys

Ser

Met

Lys

Ala

460

Lys

Asn

Tyr

Lys

His
540

Glu

Ile

Pro

Trp

365

Ala

Asp

vVal

Tyr

Thr

445

Pro

Met

Gly

Leu

Glu

525

His

Met

Asn

Leu

350

Gln

Thr

Leu

Asn

Glu

430

val

Phe

Val

Glu

Gln

510

Val

Thr

Leu

Lys

335

Pro

Ser

Phe

Val

415

Phe

Ile

Leu

Met

Gly

495

Ile

Ala

Ala

320

Gln

Glu

Tyr

Lys

Leu

400

Ala

Gln

Gly

Lys

Lys

480

Leu

Gly

Phe
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<220>
<223> proteina con actividad esterasa

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1650)

<400> 34

atg
Met
1

gtc
vVal

gtc
Val

ttt
Phe

act
Thr
65

acg
Thr

tct
Ser

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
145

ttt
Phe

gat
Asp

gga
Gly

ttg
Leu

ttc
Phe

gce
Ala
50

tcc
Ser

tca
Ser

gag
Glu

agg
Arg

ctyg
Leu
130

aac
Asn

ttc
Phe

caa
Gln

caa
Gln

ggt
Gly

ttg
Leu
35

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
115

ggc
Gly

gtt
Vval

tcc
Ser

gtt
Val

cca
Pro

aag
Lys
20

gga
Gly

ccg
Pro

cct
Pro

cta
Leu

tgc
Cys
100

agg
Arg

gga
Gly

gtt
val

aca
Thr

gct
Ala
180

gct
Ala

tac
Tyr

gtc
Val

caa
Gln

cCa
Pro

ttc
Phe
85

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala

gtt
vVal

gga
Gly
165

gca
Ala

tcg
Ser

gtc
val

cct
Pro

cca
Pro

atg
Met
70

act
Thr

tac
Tyr

ccg
Pro

ccg
Pro

gtt
vVal
150

gat
Asp

ttg
Leu

ccg
Pro

tct
Ser

ttt
Phe

gca
Ala
55

tgt
Cys

aac
Asn

cta
Leu

gtt
Val

atg
Met
135

gct
Ala

gag
Glu

cat
His

ES 2 652 559 T3

cct
Pro

tta
Leu

gct
Ala
40

gag
Glu

tgt
Cys

gga
Gly

aat
Asn

atg
Met
120

tat

Tyr

att
Ile

cat
His

tag
Trp

gtc
Val

gag
Glu
25

aag
Lys

cca
Pro

caa
Gln

aag
Lys

att
Ile
105

gtt
Val

gac
Asp

caa
Gln

tce
Ser

gtc
Val
185

gtt
Val
10

gga
Gly

cca
Pro

tgg
Trp

gat
Asp

gaa
Glu
90

tac

Tyr

tgg
Trp

gga
Gly

tac
Tyr

cgt
Arg
170

caa
Gln

43

gat
Asp

ttg
Leu

cct
Pro

tct
Ser

cca
Pro
75

agg
Arg

act
Thr

att
Ile

gtg
Val

cgt
Arg
155

gga
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

ttc
Phe
60

gtc
Val

ctt
Leu

cct
Pro

cat
His

gtt
Val
140

ttg

Leu

aac
Asn

aac
Asn

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly
45

gtt
Val

gta
Val

acc
Thr

gcc
Ala

gga
Gly
125

ctt

Leu

ggt
Gly

tgg
Trp

att
Ile

caa
Gln

ccg
Pro
30

tct
Ser

aag
Lys

gaa
Glu

ctg
Leu

gat
Asp
110

gga
Gly

gcc
Ala

att
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
190

gga
Gly
15

gtt
val

ttg
Leu

aac
Asn

caa
Gln

gag
Glu
95

ttg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tgg
Trp

cat
His
175

aac
Asn

cga
Arg

gct
Ala

agg
Arg

act
Thr

atg
Met
80

ttc
Phe

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

gga
Gly
160

tta

Leu

ttc
Phe

48

96

144

192

240

288

336

432

480

528

576



gga
Gly

gag
Glu

cat
His
225

agg
Arg

tgc
Cys

tcg
Ser

ctt
Leu

gtt
Val
305

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

cca
Pro

tat
Tyr
385

gat
Asp

cgt
Arg

tat

ggt
Gly

agt
Ser
210

cgt
Arg

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp
290

gtt

val

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys

att
Ile
370

tta
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

cgt

gat
Asp
195

gtc
Val

gct
Ala

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp
275

ttt
Phe

gac
Asp

gac
Asp

gga
Gly

ttg
Leu
355

gcc
Ala

gga
Gly

atg
Met

cat
His

cca

cca
Pro

tct
Ser

att
Ile

atg
Met

act
Thr
260

gaa
Glu

cac
His

gga
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp
340

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly

gga
Gly

agg
Arg
420

tet

ggt
Gly

gta
Val

tce
Ser

aag
Lys
245

act
Thr

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
val

aac
Asn
325

ctt

Leu

caa
Gln

att
Ile

aca
Thr

gac
Asp
405

gac
Asp

ttt

tct
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
230

gcc
Ala

tcg
Ser

tta
Leu

gat
Asp

ttg
Leu
310

acc

Thr

ttg
Leu

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp
390

gtt
val

gca
Ala

tca

gtt
Val

gtt
Val
215

agt

Ser

gca
Ala

gca
Ala

gac
Asp

caa
Gln
295

ttg

Leu

gtc
val

cca
Pro

acqg
Thr

gaa
Glu
375

gat
Asp

gtt
Val

gga
Gly

tcg
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act
Thr
200

tta
Leu

ggt
Gly

gcc
Ala

gtc
Val

ctc
Leu
280

agg
Arg

cct
Pro

cca
Pro

acg
Thr

gct
Ala
360

gag
Glu

cct
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

gat

att
Ile

tca
Ser

gtt
Val

aag
Lys

ttc
Phe
265

acg
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Met
345

acg

Thr

ttg
Leu

gtc
Val

ggc
Gly

cca
Pro
425

aag

ttc gga
Phe Gly

cca tta
Pro Leu

gct tta
Ala Leu
235

cag atc
Gln Ile
250

gtg cat
Val His

ttg aag
Leu Lys

tct cac
Ser His

atg cct
Met Pro
315

att gtt
Ile val
330

atg gga
Met Gly

tca ctt
Ser Leu

acc cca
Thr Pro

aaa aag
Lys Lys
395

gtc cca
vVal Pro
410

act tac

Thr Tyr

aaa cct

44

gaa
Glu

gct
Ala
220

acce
Thr

gct
Ala

tgt
Cys

atg
Met

cct
Pro
300

gag
Glu

gga
Gly

ttt
Phe

ttg
Leu

gtt
Val
380

aaa
Lys

tca
Ser

atg
Met

aag

tca
Ser
205

aag
Lys

gtc
Val

gtc
Val

ttg
Leu

aaad
Lys
285

ttt
Phe

gaa
Glu

att
Ile

cct
Pro

tag
Trp
365

gct
Ala

gat
Asp

gtt
Val

tat
Tyr

acg

gca
Ala

aac
Asn

gct
Ala

ctt
Leu

cgt
Arg
270

ttc
Phe

ttyg
Leu

atc
Ile

aac
Asn

ctt
Leu
350

aag

Lys

acce
Thr

ttg
Leu

acg
Thr

gag
Glu
430

gtt

ggc
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala
255

caa
Gln

ctg
Leu

ccg
Pro

ttg
Leu

aag
Lys
335

tce

Ser

tece
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

gtt
Val
415

ttc
Phe

att

gga
Gly

ttt
Phe

gtc
Val
240

gga
Gly

aag
Lys

acc
Thr

act
Thr

gce
Ala
320

cag

Gln

gag
Glu

tac
Tyr

aag
Lys

ttg
Leu
400

gct
Ala

caa
Gln

gga

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Tyr

gat
Asp

ggt
Gly
465

ttt
Phe

cct
Pro

gtc
Val

tagg
Trp

aag
Lys
545

Arg

cat
His
450

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aac
Asn

aac
Asn
530

cac
His

<210> 35
<211> 549
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35

Met

1

Val

Val

Phe

Thr
65

Gly

Leu

Phe

Ala

50

Ser

Pro
435

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala

tag
Trp

act
Thr
515

gac

Asp

gcc
Ala

Gln

Gly

Leu

35

Pro

Tyr

Ser

gac
Asp

cca
Pro

aac
Asn

ccg
Pro
500

caa

Gln

ctg
Leu

gaa
Glu

Pro

Lys

20

Gly

Pro

Pro

Phe

gaa
Glu

gag
Glu

tte
Phe
485

atg
Met

gca
Ala

ttg
Leu

ttg
Leu

Ala

Tyr

Val

Gln

Pro

Ser

att
Ile

gaa
Glu
470

gcc

Ala

tac
Tyr

gct
Ala

tce
Ser

taa

Ser

Val

Pro

Pro

Met
70

Ser

ttt
Phe
455

gaa

Glu

cgt
Arg

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys
535

Pro

Ser

Phe

Ala

55

Cys

ES 2 652 559 T3

Asp
440

tcc
Ser

gtc
Val

agt
Ser

caa
Gln

agg
Arg
520

gaa
Glu

Pro

Leu

Ala

40

Glu

Cys

Lys

gtc
Val

agt
Ser

gga
Gly

gag
Glu
505

ttg

Leu

gca
Ala

Val

Glu

25

Lys

Pro

Gln

Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
490

gag
Glu

aaa
Lys

gca
Ala

Val

10

Gly

Pro

Trp

Asp

45

Pro

ggc
Gly

tct
Ser
475

cct

Pro

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

Pro
75

Lys

tte
Phe
460

aag

Lys

aat
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys
540

Thr

Ala

Leu

Phe

60

val

Thr
445

cca
Pro

acg
Thr

gga
Gly

ctt
Leu

gag
Glu
525

cca
Pro

Ala

Gln

Gly

45

Val

Val

Val Ile

ttg ctc
Leu Leu

gtt atg
Val Met

gaa gga
Glu Gly
495
caa att
Gln Ile
510
gtt gct
Val Ala

cct aag
Pro Lys

Gln Gly
15

Pro val

30

Ser Leu

Lys Asn

Glu Gln

Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
480

ttg

Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

ata
Ile

Arg

Ala

Arg

Thr

Met
80

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1650



Thr

Ser

Lys

Val

Glu

145

Phe

Asp

Gly

Glu

His

225

Arg

Cys

Ser

Leu

vVal
305

Ser

Glu

Arg

Leu

130

Asn

Phe

Gln

Gly

Ser

210

Arg

Lys

Lys

Glu

Asp

290

Val

Asp

Asp

Gly

115

Gly

Val

Ser

Val

Asp

195

Val

Ala

Asp

Thr

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Cys

100

Arg

Gly

val

Thr

Ala

180

Pro

Ser

Ile

Met

Thr

260

Glu

His

Gly

Phe

85

Leu

Leu

Ala

Val

Gly

165

Ala

Gly

Val

Ser

Lys

245

Thr

Leu

Gly

Val

Thr

Tyr

Pro

Pro

vVal

150

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

230

Ala

Ser

Leu

Asp

Leu
310

Asn

Leu

Val

Met

135

Ala

Glu

His

Val

Val

215

Ser

Ala

Ala

Asp

Gln

295

Leu

ES 2 652 559 T3

Gly

Asn

Met

120

Tyr

Ile

His

Trp

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Val

Leu

280

Arg

Pro

Lys

Ile

105

Val

Asp

Gln

Ser

Val

185

Ile

Ser

Val

Lys

Phe

265

Thr

Glu

Lys

Glu

90

Tyr

Trp

Gly

Tyr

Arg

170

Gln

Phe

Pro

Ala

Gln

250

Val

Leu

Ser

Met

46

Arg

Thr

Ile

Val

Arg

155

Gly

Glu

Gly

Leu

Leu

235

Ile

His

Lys

His

Pro
315

Leu

Pro

His

Val

140

Leu

Asn

Asn

Glu

Ala

220

Thr

Ala

Cys

Met

Pro

300

Glu

Thr

Ala

Gly

125

Leu

Gly

Trp

Ile

Ser

205

Lys

vVal

vVal

Leu

Lys

285

Phe

Glu

Leu

Asp

110

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

190

Ala

Asn

Ala

Leu

Arg

270

Phe

Leu

Ile

Glu

95

Leu

Gly

Ala

Trp

His

175

Asn

Gly

Leu

Leu

Ala

255

Gln

Leu

Pro

Leu

Phe

Thr

Leu

His

Gly

160

Leu

Phe

Gly

Phe

Val

240

Gly

Lys

Thr

Thr

Ala
320



Glu

Glu

Gly

Pro

Tyr

385

Asp

Arg

Tyr

Asp

Gly

465

Phe

Pro

vVal

Trp

Lys
545

Lys

Phe

Lys

Ile

370

Leu

Leu

Gln

Arg

His

450

Asp

Trp

His

Asn

Asn

530

His

<210> 36
<211> 1650
<212> ADN
<213> secuencia artificial

Asp

Gly

Leu

355

Ala

Gly

Met

His

Pro

435

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

515

Asp

Ala

Phe

Trp

340

Asp

Asn

Gly

Gly

Arg

420

Ser

Asp

Pro

Asn

Pro

500

Gln

Leu

Glu

Asn

325

Leu

Gln

Ile

Thr

Asp

405

Asp

Phe

Glu

Glu

Phe

485

Met

Ala

Leu

Leu

Thr

Leu

Lys

Pro

Asp

390

Val

Ala

Ser

Ile

Glu

470

Ala

Tyr

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

375

Asp

Val

Gly

Ser

Phe

455

Glu

Arg

Asp

Lys

Lys
535

ES 2 652 559 T3

Pro

Thr

Ala

360

Glu

Pro

Phe

Ala

Asp

440

Ser

Val

Ser

Gln

Arg

520

Glu

Tyr

Met

345

Thr

Leu

Val

Gly

Pro

425

Lys

val

Ser

Gly

Glu

505

Leu

Ala

Ile

330

Met

Ser

Thr

Lys

Val

410

Thr

Lys

Phe

Leu

Asn

490

Glu

Lys

Ala

47

Val

Gly

Leu

Pro

Lys

395

Pro

Tyr

Pro

Gly

Ser

475

Pro

Gly

Gly

Lys

Gly

Phe

Leu

Val

380

Lys

Ser

Met

Lys

Phe

460

Lys

Asn

Tyr

Glu

Lys
540

Ile

Pro

Trp

365

Ala

Asp

vVal

Tyr

Thr

445

Pro

Thr

Gly

Leu

Glu

525

Pro

Asn

Leu

350

Lys

Thr

Leu

Thr

Glu

430

Val

Leu

Val

Glu

Gln

510

Val

Pro

Lys

335

Ser

Ser

Asp

Phe

vVal

415

Phe

Ile

Leu

Met

Gly

495

Ile

Ala

Lys

Gln

Glu

Tyr

Lys

Leu

400

Ala

Gln

Gly

Lys

Lys

480

Leu

Gly

Phe

Ile



10

<220>
<223> proteina con actividad esterasa

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1650)

<400> 36

atg
Met
1

gtc
vVal

gtc
Val

ttt
Phe

act
Thr
65

acg
Thr

tct
Ser

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
145

ttt
Phe

gat
Asp

gga
Gly

ttg
Leu

ttc
Phe

gce
Ala
50

tcc
Ser

tca
Ser

gag
Glu

agg
Arg

gtt
Val
130

aac
Asn

ttc
Phe

caa
Gln

caa
Gln

ggt
Gly

ttg
Leu
35

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
115

ggc
Gly

gtt
Vval

tcc
Ser

gtt
Val

cca
Pro

aag
Lys
20

gga
Gly

ccg
Pro

cct
Pro

cta
Leu

tgc
Cys
100

agg
Arg

gga
Gly

gtt
val

aca
Thr

gct
Ala
180

gct
Ala

tac
Tyr

gtc
Val

caa
Gln

cCa
Pro

ttc
Phe
85

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala

gtt
vVal

gga
Gly
165

gca
Ala

tcg
Ser

gtc
val

cct
Pro

cca
Pro

atg
Met
70

act
Thr

tac
Tyr

ccg
Pro

tce
Ser

gtt
vVal
150

gat
Asp

ttg
Leu

ccg
Pro

tct
Ser

ttt
Phe

gca
Ala
55

tgt
Cys

aac
Asn

cta
Leu

gtt
Val

act
Thr
135

gct
Ala

gag
Glu

cat
His

ES 2 652 559 T3

cct
Pro

tta
Leu

gct
Ala
40

gag
Glu

tgt
Cys

gga
Gly

aat
Asn

atg
Met
120

tat

Tyr

att
Ile

cat
His

tag
Trp

gtc
Val

gag
Glu
25

aag
Lys

cca
Pro

caa
Gln

aag
Lys

att
Ile
105

gtt
Val

gac
Asp

caa
Gln

tce
Ser

gtc
Val
185

gtt
Val
10

gga
Gly

cca
Pro

tgg
Trp

gat
Asp

gaa
Glu
90

tac

Tyr

tgg
Trp

gga
Gly

tac
Tyr

cgt
Arg
170

caa
Gln

48

gat
Asp

ttg
Leu

cct
Pro

tct
Ser

cca
Pro
75

agg
Arg

act
Thr

att
Ile

ttg
Leu

cgt
Arg
155

gga
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

ttc
Phe
60

gtc
Val

ctt
Leu

cct
Pro

cat
His

gct
Ala
140

ttg

Leu

aac
Asn

aac
Asn

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly
45

gtt
Val

gca
Ala

atc
Ile

gcc
Ala

gga
Gly
125

ctt

Leu

ggt
Gly

tgg
Trp

att
Ile

caa
Gln

ccg
Pro
30

tct
Ser

aag
Lys

gga
Gly

ccg
Pro

gat
Asp
110

gga
Gly

gcc
Ala

att
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
190

gga
Gly
15

gtt
val

ttg
Leu

aac
Asn

caa
Gln

gag
Glu
95

ttg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tgg
Trp

cat
His
175

aac
Asn

cga
Arg

gct
Ala

agg
Arg

act
Thr

atg
Met
80

ttc
Phe

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

gga
Gly
160

tta

Leu

ttc
Phe

48

96

144

192

240

288

336

432

480

528

576



gga
Gly

gag
Glu

cat
His
225

agg
Arg

tgc
Cys

tcg
Ser

ctt
Leu

gtt
val
305

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

cca
Pro

tat
Tyr
385

gat
Asp

cgt
Arg

tat

ggt
Gly

agt
Ser
210

cgt
Arg

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp
290

gtt

val

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys

att
Ile
370

tta
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

cgt

gat
Asp
195

gtc
Val

gct
Ala

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp
275

tta

Leu

gac
AsSp

gac
Asp

gga
Gly

ttg
Leu
355

acce
Thr

gga
Gly

atg
Met

cat
His

cca

aca
Thr

tct
Ser

att
Ile

atg
Met

act
Thr
260

gaa
Glu

cac
His

gga
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp
340

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly

gga
Gly

agg
Arg
420

tet

ggt
Gly

gta
Val

tce
Ser

aag
Lys
245

act
Thr

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
val

aac
Asn
325

ctt

Leu

caa
Gln

att
Ile

aca
Thr

gac
Asp
405

gac
Asp

ttt

tct
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
230

gcc
Ala

tcg
Ser

tta
Leu

gat
Asp

ttg
Leu
310

acc

Thr

ttg
Leu

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp
390

gtt
val

gca
Ala

tca

gtt
Val

gtt
Val
215

agt

Ser

gca
Ala

gca
Ala

gac
Asp

cca
Pro
295

ttg

Leu

gtc
val

cca
Pro

acqg
Thr

gaa
Glu
375

gat
Asp

gtt
Val

gga
Gly

tcg

ES 2 652 559 T3

act
Thr
200

tta
Leu

ggt
Gly

gcc
Ala

gtc
Val

ctc
Leu
280

agg
Arg

cct
Pro

cca
Pro

acg
Thr

gct
Ala
360

gag
Glu

cct
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

gat

att
Ile

tca
Ser

gtt
Val

aag
Lys

ttc
Phe
265

acg
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Met
345

acg

Thr

ttg
Leu

gtc
Val

ggc
Gly

cca
Pro
425

aag

ttc gga
Phe Gly

cca tta
Pro Leu

gct tta
Ala Leu
235

cag atc
Gln Ile
250

gtg cat
Val His

ttg aag
Leu Lys

tct cac
Ser His

atg cct
Met Pro
315

att gtt
Ile val
330

atg gga
Met Gly

tca ctt
Ser Leu

acc cca
Thr Pro

aaa aag
Lys Lys
395

gtc cca
vVal Pro
410

act tac

Thr Tyr

aaa cct

49

gaa
Glu

gct
Ala
220

acce
Thr

gct
Ala

tgt
Cys

atg
Met

cct
Pro
300

gag
Glu

gga
Gly

ttt
Phe

ttg
Leu

gtt
Val
380

aaa
Lys

tca
Ser

atg
Met

aag

tca
Ser
205

aag
Lys

gce
Ala

gtc
Val

ttg
Leu

aaad
Lys
285

ttt
Phe

gaa
Glu

att
Ile

cct
Pro

tag
Trp
365

gct
Ala

gat
Asp

gtt
Val

tat
Tyr

acg

gca
Ala

aac
Asn

ggt
Gly

ctt
Leu

cgt
Arg
270

ttc
Phe

ttyg
Leu

atc
Ile

aac
Asn

ctt
Leu
350

aag

Lys

acce
Thr

ttg
Leu

acg
Thr

gag
Glu
430

gtt

ggc
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala
255

caa
Gln

ctg
Leu

ccg
Pro

ttg
Leu

aag
Lys
335

tce

Ser

tece
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

gtt
Val
415

ttc
Phe

att

gga
Gly

ttt
Phe

gtc
Val
240

gga
Gly

aag
Lys

acc
Thr

act
Thr

gce
Ala
320

cag

Gln

gag
Glu

tte
Phe

aag
Lys

ttg
Leu
400

gct
Ala

caa
Gln

gga

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Tyr

gat
Asp

ggt
Gly
465

ttt
Phe

cct
Pro

gtc
Val

tagg
Trp

aag
Lys
545

Arg

cat
His
450

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aac
Asn

aac
Asn
530

cac
His

<210> 37
<211> 549
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 37

Met

1

Val

Val

Phe

Thr
65

Gly

Leu

Phe

Ala

50

Ser

Pro
435

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala

tag
Trp

act
Thr
515

gac

Asp

gcc
Ala

Gln

Gly

Leu

35

Pro

Tyr

Ser

gac
Asp

cca
Pro

aac
Asn

ccg
Pro
500

caa

Gln

ctg
Leu

gaa
Glu

Pro

Lys

20

Gly

Pro

Pro

Phe

gaa
Glu

gag
Glu

tte
Phe
485

atg
Met

gca
Ala

ttg
Leu

ttg
Leu

Ala

Tyr

Val

Gln

Pro

Ser

att
Ile

gaa
Glu
470

gcc

Ala

tac
Tyr

gct
Ala

tce
Ser

taa

Ser

Val

Pro

Pro

Met
70

Ser

ttt
Phe
455

gaa

Glu

cgt
Arg

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys
535

Pro

Ser

Phe

Ala

55

Cys

ES 2 652 559 T3

Asp
440

tcc
Ser

gtc
Val

agt
Ser

caa
Gln

agg
Arg
520

gaa
Glu

Pro

Leu

Ala

40

Glu

Cys

Lys

gtc
Val

agt
Ser

gga
Gly

gag
Glu
505

ttg

Leu

gca
Ala

Val

Glu

25

Lys

Pro

Gln

Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
490

gag
Glu

aaa
Lys

gca
Ala

Val

10

Gly

Pro

Trp

Asp

50

Pro

ggc
Gly

tct
Ser
475

cct

Pro

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

Pro
75

Lys

tte
Phe
460

aag

Lys

aat
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys
540

Thr

Ala

Leu

Phe

60

val

Thr Val Ile
445

cca ttg ctc
Pro Leu Leu

acg gtt atg
Thr Val Met

gga gaa gga
Gly Glu Gly
495

ctt caa att

Leu Gln Ile
510

gag gtt gct

Glu Val Ala

525

cca cct aag
Pro Pro Lys

Ala Gln Gly
15

Gln Pro Vval
30

Gly Ser Leu
45

Val Lys Asn

Ala Gly Gln

Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
480

ttg

Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

ata
Ile

Arg

Ala

Arg

Thr

Met
80

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1650



Thr

Ser

Lys

Val

Glu

145

Phe

Asp

Gly

Glu

His

225

Arg

Cys

Ser

Leu

vVal
305

Ser

Glu

Arg

Val

130

Asn

Phe

Gln

Gly

Ser

210

Arg

Lys

Lys

Glu

Asp

290

Val

Asp

Asp

Gly

115

Gly

Val

Ser

Val

Asp

195

Val

Ala

Asp

Thr

Asp

275

Leu

Asp

Leu

Cys

100

Arg

Gly

val

Thr

Ala

180

Thr

Ser

Ile

Met

Thr

260

Glu

His

Gly

Phe

85

Leu

Leu

Ala

Val

Gly

165

Ala

Gly

Val

Ser

Lys

245

Thr

Leu

Gly

Val

Thr

Tyr

Pro

Ser

vVal

150

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

230

Ala

Ser

Leu

Asp

Leu
310

Asn

Leu

Val

Thr

135

Ala

Glu

His

Val

Val

215

Ser

Ala

Ala

Asp

Pro

295

Leu

ES 2 652 559 T3

Gly

Asn

Met

120

Tyr

Ile

His

Trp

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Val

Leu

280

Arg

Pro

Lys

Ile

105

Val

Asp

Gln

Ser

Val

185

Ile

Ser

Val

Lys

Phe

265

Thr

Glu

Lys

Glu

90

Tyr

Trp

Gly

Tyr

Arg

170

Gln

Phe

Pro

Ala

Gln

250

Val

Leu

Ser

Met

51

Arg

Thr

Ile

Leu

Arg

155

Gly

Glu

Gly

Leu

Leu

235

Ile

His

Lys

His

Pro
315

Leu

Pro

His

Ala

140

Leu

Asn

Asn

Glu

Ala

220

Thr

Ala

Cys

Met

Pro

300

Glu

Ile

Ala

Gly

125

Leu

Gly

Trp

Ile

Ser

205

Lys

Ala

vVal

Leu

Lys

285

Phe

Glu

Pro

Asp

110

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

190

Ala

Asn

Gly

Leu

Arg

270

Phe

Leu

Ile

Glu

95

Leu

Gly

Ala

Trp

His

175

Asn

Gly

Leu

Leu

Ala

255

Gln

Leu

Pro

Leu

Phe

Thr

Leu

His

Gly

160

Leu

Phe

Gly

Phe

Val

240

Gly

Lys

Thr

Thr

Ala
320



Glu

Glu

Gly

Pro

Tyr

385

Asp

Arg

Tyr

Asp

Gly

465

Phe

Pro

vVal

Trp

Lys
545

Lys

Phe

Lys

Ile

370

Leu

Leu

Gln

Arg

His

450

Asp

Trp

His

Asn

Asn

530

His

<210> 38
<211> 1650
<212> ADN
<213> secuencia artificial

Asp

Gly

Leu

355

Thr

Gly

Met

His

Pro

435

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

515

Asp

Ala

Phe

Trp

340

Asp

Asn

Gly

Gly

Arg

420

Ser

Asp

Pro

Asn

Pro

500

Gln

Leu

Glu

Asn

325

Leu

Gln

Ile

Thr

Asp

405

Asp

Phe

Glu

Glu

Phe

485

Met

Ala

Leu

Leu

Thr

Leu

Lys

Pro

Asp

390

Val

Ala

Ser

Ile

Glu

470

Ala

Tyr

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

375

Asp

Val

Gly

Ser

Phe

455

Glu

Arg

Asp

Lys

Lys
535

ES 2 652 559 T3

Pro

Thr

Ala

360

Glu

Pro

Phe

Ala

Asp

440

Ser

Val

Ser

Gln

Arg

520

Glu

Tyr

Met

345

Thr

Leu

Val

Gly

Pro

425

Lys

val

Ser

Gly

Glu

505

Leu

Ala

Ile

330

Met

Ser

Thr

Lys

Val

410

Thr

Lys

Phe

Leu

Asn

490

Glu

Lys

Ala

52

Val

Gly

Leu

Pro

Lys

395

Pro

Tyr

Pro

Gly

Ser

475

Pro

Gly

Gly

Lys

Gly

Phe

Leu

Val

380

Lys

Ser

Met

Lys

Phe

460

Lys

Asn

Tyr

Glu

Lys
540

Ile

Pro

Trp

365

Ala

Asp

vVal

Tyr

Thr

445

Pro

Thr

Gly

Leu

Glu

525

Pro

Asn

Leu

350

Lys

Thr

Leu

Thr

Glu

430

Val

Leu

Val

Glu

Gln

510

Val

Pro

Lys

335

Ser

Ser

Asp

Phe

vVal

415

Phe

Ile

Leu

Met

Gly

495

Ile

Ala

Lys

Gln

Glu

Phe

Lys

Leu

400

Ala

Gln

Gly

Lys

Lys

480

Leu

Gly

Phe

Ile
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<220>
<223> proteina con actividad esterasa

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1650)

<400> 38

atg
Met
1

gtc
vVal

gtc
Val

ttt
Phe

act
Thr
65

acg
Thr

tct
Ser

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
145

ttt
Phe

gat
Asp

gga
Gly

ttg
Leu

ttc
Phe

gce
Ala
50

tcc
Ser

tca
Ser

gag
Glu

agg
Arg

gtt
Val
130

aac
Asn

ttc
Phe

caa
Gln

caa
Gln

ggt
Gly

ttg
Leu
35

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
115

ggc
Gly

gtt
Vval

tcc
Ser

gtt
Val

cca
Pro

aag
Lys
20

gga
Gly

ccg
Pro

cct
Pro

cta
Leu

tgc
Cys
100

agg
Arg

gga
Gly

gtt
val

aca
Thr

gct
Ala
180

gct
Ala

tac
Tyr

gtc
Val

caa
Gln

cCa
Pro

ttc
Phe
85

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala

gtt
vVal

gga
Gly
165

gca
Ala

tcg
Ser

gtc
val

cct
Pro

cca
Pro

atg
Met
70

act
Thr

tac
Tyr

ccg
Pro

tce
Ser

gtt
vVal
150

gat
Asp

ttg
Leu

ccg
Pro

tct
Ser

ttt
Phe

gca
Ala
55

tgt
Cys

aac
Asn

cta
Leu

gtt
Val

act
Thr
135

gct
Ala

gag
Glu

cat
His

ES 2 652 559 T3

cct
Pro

tta
Leu

gct
Ala
40

gag
Glu

tgt
Cys

gga
Gly

aat
Asn

atg
Met
120

tat

Tyr

att
Ile

cat
His

tag
Trp

gtc
Val

gag
Glu
25

aag
Lys

cca
Pro

caa
Gln

aag
Lys

att
Ile
105

gtt
Val

gac
Asp

caa
Gln

tce
Ser

gtc
Val
185

gtt
Val
10

gga
Gly

cca
Pro

tgg
Trp

gat
Asp

gaa
Glu
90

tac

Tyr

tgg
Trp

gga
Gly

tac
Tyr

cgt
Arg
170

caa
Gln

53

gat
Asp

ttg
Leu

cct
Pro

tct
Ser

cca
Pro
75

agg
Arg

act
Thr

att
Ile

ttg
Leu

cgt
Arg
155

gga
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

ttc
Phe
60

gtc
Val

ctt
Leu

cct
Pro

cat
His

gct
Ala
140

ttg

Leu

aac
Asn

aac
Asn

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly
45

gtt
Val

gta
Val

acc
Thr

gcc
Ala

gga
Gly
125

ctt

Leu

ggt
Gly

tgg
Trp

att
Ile

caa
Gln

ccg
Pro
30

tct
Ser

aag
Lys

gaa
Glu

ctg
Leu

gat
Asp
110

gga
Gly

gcc
Ala

att
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
190

gga
Gly
15

gtt
val

ttg
Leu

aac
Asn

caa
Gln

gag
Glu
95

ttg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tgg
Trp

cat
His
175

aac
Asn

cga
Arg

gct
Ala

agg
Arg

act
Thr

atg
Met
80

ttc
Phe

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

gga
Gly
160

tta

Leu

ttc
Phe

48

96

144

192

240

288

336

432

480

528

576



gga
Gly

gag
Glu

cat
His
225

agg
Arg

tgc
Cys

tcg
Ser

ctt
Leu

gtt
Val
305

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

cca
Pro

tat
Tyr
385

gat
Asp

cgt
Arg

tat

ggt
Gly

agt
Ser
210

cgt
Arg

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp
290

gtt

val

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys

att
Ile
370

tta
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

cgt

gat
Asp
195

gtc
Val

gct
Ala

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp
275

tta

Leu

gac
Asp

gac
Asp

gga
Gly

ttg
Leu
355

gcc
Ala

gga
Gly

atg
Met

cat
His

cca

cca
Pro

tct
Ser

att
Ile

atg
Met

act
Thr
260

gaa
Glu

cac
His

gga
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp
340

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly

gga
Gly

agg
Arg
420

tet

ggt
Gly

gta
Val

tce
Ser

aag
Lys
245

act
Thr

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
val

aac
Asn
325

ctt

Leu

caa
Gln

att
Ile

aca
Thr

gac
Asp
405

gac
Asp

ttt

tct
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
230

gcc
Ala

tcg
Ser

tta
Leu

gat
Asp

ttg
Leu
310

acc

Thr

ttg
Leu

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp
390

gtt
val

gca
Ala

tca

gtt
Val

gtt
Val
215

agt

Ser

gca
Ala

gca
Ala

gac
Asp

cca
Pro
295

ttg

Leu

gtc
val

cca
Pro

acqg
Thr

gaa
Glu
375

gat
Asp

gtt
Val

gga
Gly

tcg
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act
Thr
200

tta
Leu

ggt
Gly

gcc
Ala

gtc
Val

ctc
Leu
280

agg
Arg

cct
Pro

cca
Pro

acg
Thr

gct
Ala
360

gag
Glu

cct
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

gat

att
Ile

tca
Ser

gtt
Val

aag
Lys

ttc
Phe
265

acg
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Met
345

acg

Thr

ttg
Leu

gtc
Val

ggc
Gly

cca
Pro
425

aag

ttc gga
Phe Gly

cca tta
Pro Leu

gct ttt
Ala Phe
235

cag atc
Gln Ile
250

gtg cat
Val His

ttg aag
Leu Lys

tct cac
Ser His

atg cct
Met Pro
315

att gtt
Ile val
330

atg gga
Met Gly

tca ctt
Ser Leu

acc cca
Thr Pro

aaa aag
Lys Lys
395

gtc cca
vVal Pro
410

act tac

Thr Tyr

aaa cct

54

gaa
Glu

gct
Ala
220

acce
Thr

gct
Ala

tgt
Cys

atg
Met

cct
Pro
300

gag
Glu

gga
Gly

ttt
Phe

ttg
Leu

gtt
Val
380

aaa
Lys

tca
Ser

atg
Met

aag

tca
Ser
205

aag
Lys

gce
Ala

gtc
Val

ttg
Leu

aaad
Lys
285

ttt
Phe

gaa
Glu

att
Ile

cct
Pro

tag
Trp
365

gct
Ala

gat
Asp

gtt
Val

tat
Tyr

acg

gca
Ala

aac
Asn

ggt
Gly

ctt
Leu

cgt
Arg
270

ttc
Phe

ttyg
Leu

atc
Ile

aac
Asn

ctt
Leu
350

aag

Lys

acce
Thr

ttg
Leu

acg
Thr

gag
Glu
430

gtt

ggc
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala
255

caa
Gln

ttt
Phe

acc
Thr

ttg
Leu

aag
Lys
335

tce

Ser

tece
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

gtt
Val
415

ttc
Phe

att

gga
Gly

ttt
Phe

gtc
Val
240

gga
Gly

aag
Lys

gcc
Ala

act
Thr

gce
Ala
320

cag

Gln

gag
Glu

tac
Tyr

aag
Lys

ttg
Leu
400

gct
Ala

caa
Gln

gga

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Tyr

gat
Asp

ggt
Gly
465

ttt
Phe

cct
Pro

gtc
Val

tagg
Trp

aag
Lys
545

Arg

cat
His
450

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aac
Asn

aac
Asn
530

cac
His

<210> 39
<211> 549
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 39

Met

1

Val

Val

Phe

Thr
65

Gly

Leu

Phe

Ala

50

Ser

Pro
435

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala

tag
Trp

act
Thr
515

gac

Asp

gcc
Ala

Gln

Gly

Leu

35

Pro

Tyr

Ser

gac
Asp

cca
Pro

aac
Asn

ccg
Pro
500

caa

Gln

ctg
Leu

gaa
Glu

Pro

Lys

20

Gly

Pro

Pro

Phe

gaa
Glu

gag
Glu

tte
Phe
485

atg
Met

gca
Ala

ttg
Leu

ttg
Leu

Ala

Tyr

Val

Gln

Pro

Ser

att
Ile

gaa
Glu
470

gcc

Ala

tac
Tyr

gct
Ala

tce
Ser

taa

Ser

Val

Pro

Pro

Met
70

Ser

ttt
Phe
455

gaa

Glu

cgt
Arg

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys
535

Pro

Ser

Phe

Ala

55

Cys

ES 2 652 559 T3

Asp
440

tcc
Ser

gtc
Val

agt
Ser

caa
Gln

agg
Arg
520

gaa
Glu

Pro

Leu

Ala

40

Glu

Cys

Lys

gtc
Val

agt
Ser

gga
Gly

gag
Glu
505

ttg

Leu

gca
Ala

Val

Glu

25

Lys

Pro

Gln

Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
490

gag
Glu

aaa
Lys

gca
Ala

Val

10

Gly

Pro

Trp

Asp

55

Pro

ggc
Gly

tct
Ser
475

cct

Pro

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

Pro
75

Lys

tte
Phe
460

aag

Lys

aat
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys
540

Thr

Ala

Leu

Phe

60

val

Thr
445

cca
Pro

acg
Thr

gga
Gly

ctt
Leu

gag
Glu
525

cca
Pro

Ala

Gln

Gly

45

Val

Val

Val Ile

ttg ctc
Leu Leu

gtt atg
Val Met

gaa gga
Glu Gly
495
caa att
Gln Ile
510
gtt gct
Val Ala

cct aag
Pro Lys

Gln Gly
15

Pro val

30

Ser Leu

Lys Asn

Glu Gln

Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
480

ttg

Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

ata
Ile

Arg

Ala

Arg

Thr

Met
80

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1650



Thr

Ser

Lys

Val

Glu

145

Phe

Asp

Gly

Glu

His

225

Arg

Cys

Ser

Leu

vVal
305

Ser

Glu

Arg

Val

130

Asn

Phe

Gln

Gly

Ser

210

Arg

Lys

Lys

Glu

Asp

290

Val

Asp

Asp

Gly

115

Gly

Val

Ser

Val

Asp

195

Val

Ala

Asp

Thr

Asp

275

Leu

Asp

Leu

Cys

100

Arg

Gly

val

Thr

Ala

180

Pro

Ser

Ile

Met

Thr

260

Glu

His

Gly

Phe

85

Leu

Leu

Ala

Val

Gly

165

Ala

Gly

Val

Ser

Lys

245

Thr

Leu

Gly

Val

Thr

Tyr

Pro

Ser

vVal

150

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

230

Ala

Ser

Leu

Asp

Leu
310

Asn

Leu

Val

Thr

135

Ala

Glu

His

Val

Val

215

Ser

Ala

Ala

Asp

Pro

295

Leu
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Gly

Asn

Met

120

Tyr

Ile

His

Trp

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Val

Leu

280

Arg

Pro

Lys

Ile

105

Val

Asp

Gln

Ser

Val

185

Ile

Ser

Val

Lys

Phe

265

Thr

Glu

Lys

Glu

90

Tyr

Trp

Gly

Tyr

Arg

170

Gln

Phe

Pro

Ala

Gln

250

Val

Leu

Ser

Met

56

Arg

Thr

Ile

Leu

Arg

155

Gly

Glu

Gly

Leu

Phe

235

Ile

His

Lys

His

Pro
315

Leu

Pro

His

Ala

140

Leu

Asn

Asn

Glu

Ala

220

Thr

Ala

Cys

Met

Pro

300

Glu

Thr

Ala

Gly

125

Leu

Gly

Trp

Ile

Ser

205

Lys

Ala

vVal

Leu

Lys

285

Phe

Glu

Leu

Asp

110

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

190

Ala

Asn

Gly

Leu

Arg

270

Phe

Leu

Ile

Glu

95

Leu

Gly

Ala

Trp

His

175

Asn

Gly

Leu

Leu

Ala

255

Gln

Phe

Thr

Leu

Phe

Thr

Leu

His

Gly

160

Leu

Phe

Gly

Phe

Val

240

Gly

Lys

Ala

Thr

Ala
320



Glu

Glu

Gly

Pro

Tyr

385

Asp

Arg

Tyr

Asp

Gly

465

Phe

Pro

vVal

Trp

Lys
545

Lys

Phe

Lys

Ile

370

Leu

Leu

Gln

Arg

His

450

Asp

Trp

His

Asn

Asn

530

His

<210> 40
<211> 1650
<212> ADN
<213> secuencia artificial

Asp

Gly

Leu

355

Ala

Gly

Met

His

Pro

435

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

515

Asp

Ala

Phe

Trp

340

Asp

Asn

Gly

Gly

Arg

420

Ser

Asp

Pro

Asn

Pro

500

Gln

Leu

Glu

Asn

325

Leu

Gln

Ile

Thr

Asp

405

Asp

Phe

Glu

Glu

Phe

485

Met

Ala

Leu

Leu

Thr

Leu

Lys

Pro

Asp

390

Val

Ala

Ser

Ile

Glu

470

Ala

Tyr

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

375

Asp

Val

Gly

Ser

Phe

455

Glu

Arg

Asp

Lys

Lys
535

ES 2 652 559 T3

Pro

Thr

Ala

360

Glu

Pro

Phe

Ala

Asp

440

Ser

Val

Ser

Gln

Arg

520

Glu

Tyr

Met

345

Thr

Leu

Val

Gly

Pro

425

Lys

val

Ser

Gly

Glu

505

Leu

Ala

Ile

330

Met

Ser

Thr

Lys

Val

410

Thr

Lys

Phe

Leu

Asn

490

Glu

Lys

Ala

57

Val

Gly

Leu

Pro

Lys

395

Pro

Tyr

Pro

Gly

Ser

475

Pro

Gly

Gly

Lys

Gly

Phe

Leu

Val

380

Lys

Ser

Met

Lys

Phe

460

Lys

Asn

Tyr

Glu

Lys
540

Ile

Pro

Trp

365

Ala

Asp

vVal

Tyr

Thr

445

Pro

Thr

Gly

Leu

Glu

525

Pro

Asn

Leu

350

Lys

Thr

Leu

Thr

Glu

430

Val

Leu

Val

Glu

Gln

510

Val

Pro

Lys

335

Ser

Ser

Asp

Phe

vVal

415

Phe

Ile

Leu

Met

Gly

495

Ile

Ala

Lys

Gln

Glu

Tyr

Lys

Leu

400

Ala

Gln

Gly

Lys

Lys

480

Leu

Gly

Phe

Ile
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<220>
<223> proteina con actividad esterasa

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1650)

<400> 40

atg
Met
1

gtc
vVal

gtc
Val

ttt
Phe

act
Thr
65

ctt
Leu

tct
Ser

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
145

ttt
Phe

gat
Asp

gga
Gly

ttg
Leu

ttc
Phe

gce
Ala
50

tcc
Ser

tca
Ser

gag
Glu

agg
Arg

ctyg
Leu
130

aac
Asn

ttc
Phe

caa
Gln

caa
Gln

ggt
Gly

ttg
Leu
35

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
115

ggc
Gly

gtt
Vval

tcc
Ser

gtt
Val

cca
Pro

aag
Lys
20

gga
Gly

ccg
Pro

cct
Pro

cta
Leu

tgc
Cys
100

agg
Arg

gga
Gly

gtt
val

aca
Thr

gct
Ala
180

gct
Ala

tac
Tyr

gtc
Val

caa
Gln

cCa
Pro

ttc
Phe
85

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala

gtt
vVal

gga
Gly
165

gca
Ala

tcg
Ser

gtc
val

cct
Pro

cca
Pro

atg
Met
70

act
Thr

tac
Tyr

ccg
Pro

ccg
Pro

gtt
vVal
150

gat
Asp

ttg
Leu

ccg
Pro

tct
Ser

ttt
Phe

gca
Ala
55

tgt
Cys

aac
Asn

cta
Leu

gtt
Val

atg
Met
135

gct
Ala

gag
Glu

cat
His
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cct
Pro

tta
Leu

gct
Ala
40

gag
Glu

tgt
Cys

aga
Arg

aat
Asn

atg
Met
120

tat

Tyr

att
Ile

cat
His

tag
Trp

gtc
Val

gag
Glu
25

aag
Lys

cca
Pro

caa
Gln

aag
Lys

att
Ile
105

gtt
Val

gac
Asp

caa
Gln

tce
Ser

gtc
Val
185

gtt
Val
10

gga
Gly

cca
Pro

tgg
Trp

gaa
Glu

gaa
Glu
90

tac

Tyr

tgg
Trp

gga
Gly

tac
Tyr

cgt
Arg
170

caa
Gln

58

gat
Asp

ttg
Leu

cct
Pro

tct
Ser

cca
Pro
75

agg
Arg

act
Thr

att
Ile

gtg
Val

cgt
Arg
155

gga
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

ttc
Phe
60

atc
Ile

ctt
Leu

cct
Pro

cat
His

gtt
Val
140

ttg

Leu

aac
Asn

aac
Asn

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly
45

gtt
Val

gga
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

gga
Gly
125

ctt

Leu

ggt
Gly

tgg
Trp

att
Ile

caa
Gln

ccg
Pro
30

tct
Ser

aag
Lys

gga
Gly

ccg
Pro

gat
Asp
110

gga
Gly

gcc
Ala

att
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
190

gga
Gly
15

gtt
val

ttg
Leu

aac
Asn

caa
Gln

gag
Glu
95

ttg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tgg
Trp

cat
His
175

aac
Asn

cga
Arg

gct
Ala

agg
Arg

act
Thr

atg
Met
80

ttc
Phe

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

gga
Gly
160

tta

Leu

ttc
Phe

48

96

144

192

240

288

336

432

480

528

576



gga
Gly

gag
Glu

cat
His
225

agg
Arg

tgc
Cys

tcg
Ser

ctt
Leu

gtt
Val
305

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

cca
Pro

tat
Tyr
385

gat
Asp

cgt
Arg

tat

ggt
Gly

agt
Ser
210

cgt
Arg

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp
290

gtt

val

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys

att
Ile
370

tta
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

cgt

gat
Asp
195

gtc
Val

gct
Ala

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp
275

tta

Leu

gac
Asp

gac
Asp

gga
Gly

ttg
Leu
355

gcc
Ala

gga
Gly

atg
Met

cat
His

cca

cca
Pro

tct
Ser

att
Ile

atg
Met

act
Thr
260

gaa
Glu

cac
His

gga
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp
340

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly

gga
Gly

agg
Arg
420

tet

ggt
Gly

gta
Val

tce
Ser

aag
Lys
245

act
Thr

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
val

aac
Asn
325

ctt

Leu

caa
Gln

att
Ile

aca
Thr

gac
Asp
405

gac
Asp

ttt

tct
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
230

gcc
Ala

tcg
Ser

tta
Leu

gat
Asp

ttg
Leu
310

acc

Thr

ttg
Leu

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp
390

gtt
val

gca
Ala

tca

gtt
Val

gtt
Val
215

agt

Ser

gca
Ala

gca
Ala

gac
Asp

cca
Pro
295

ttg

Leu

gtc
val

cca
Pro

acqg
Thr

gaa
Glu
375

gat
Asp

gtt
Val

gga
Gly

tcg
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act
Thr
200

tta
Leu

ggt
Gly

gcc
Ala

gtc
Val

ctc
Leu
280

agg
Arg

cct
Pro

cca
Pro

acg
Thr

gct
Ala
360

gag
Glu

cct
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

gat

att
Ile

tca
Ser

gtt
Val

aag
Lys

ttc
Phe
265

acg
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Met
345

acg

Thr

ttg
Leu

gtc
Val

ggc
Gly

cca
Pro
425

aag

ttc gga
Phe Gly

cca tta
Pro Leu

gct ttt
Ala Phe
235

cag atc
Gln Ile
250

gtg cat
Val His

ttg aag
Leu Lys

tct cac
Ser His

atg cct
Met Pro
315

att gtt
Ile val
330

atg gga
Met Gly

tca ctt
Ser Leu

acc cca
Thr Pro

aaa aag
Lys Lys
395

gtc cca
vVal Pro
410

act tac

Thr Tyr

aaa cct

59

gaa
Glu

gct
Ala
220

acce
Thr

gct
Ala

tgt
Cys

atg
Met

cct
Pro
300

gag
Glu

gga
Gly

ttt
Phe

ttg
Leu

gtt
Val
380

aaa
Lys

tca
Ser

atg
Met

aag

tca
Ser
205

aag
Lys

gce
Ala

gtc
Val

ttg
Leu

aaad
Lys
285

ttt
Phe

gaa
Glu

att
Ile

cct
Pro

tag
Trp
365

gct
Ala

gat
Asp

gtt
Val

tat
Tyr

acg

gca
Ala

aac
Asn

ggt
Gly

ctt
Leu

cgt
Arg
270

ttc
Phe

ttyg
Leu

atc
Ile

aac
Asn

ctt
Leu
350

aag

Lys

acce
Thr

ttg
Leu

acg
Thr

gag
Glu
430

gtt

ggc
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala
255

caa
Gln

ttt
Phe

acc
Thr

ttg
Leu

aag
Lys
335

tce

Ser

tece
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

gtt
Val
415

ttc
Phe

att

gga
Gly

ttt
Phe

gtc
Val
240

gga
Gly

aag
Lys

gcc
Ala

act
Thr

gce
Ala
320

cag

Gln

gag
Glu

tac
Tyr

aag
Lys

ttg
Leu
400

gct
Ala

caa
Gln

gga

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Tyr

gat
Asp

ggt
Gly
465

ttt
Phe

cct
Pro

gtc
Val

tagg
Trp

aag
Lys
545

Arg

cat
His
450

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aac
Asn

aac
Asn
530

cac
His

<210> 41
<211> 549
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 41

Met

1

Val

Val

Phe

Thr
65

Gly

Leu

Phe

Ala

50

Ser

Pro
435

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala

tag
Trp

act
Thr
515

gac

Asp

gcc
Ala

Gln

Gly

Leu

35

Pro

Tyr

Ser

gac
Asp

cca
Pro

aac
Asn

ccg
Pro
500

caa

Gln

ctg
Leu

gaa
Glu

Pro

Lys

20

Gly

Pro

Pro

Phe

gaa
Glu

gag
Glu

tte
Phe
485

atg
Met

gca
Ala

ttg
Leu

ttg
Leu

Ala

Tyr

Val

Gln

Pro

Ser

att
Ile

gaa
Glu
470

gcc

Ala

tac
Tyr

gct
Ala

tce
Ser

taa

Ser

Val

Pro

Pro

Met
70

Ser

ttt
Phe
455

gaa

Glu

cgt
Arg

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys
535

Pro

Ser

Phe

Ala

55

Cys
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Asp
440

tcc
Ser

gtc
Val

agt
Ser

caa
Gln

agg
Arg
520

gaa
Glu

Pro

Leu

Ala

40

Glu

Cys

Lys

gtc
Val

agt
Ser

gga
Gly

gag
Glu
505

ttg

Leu

gca
Ala

Val

Glu

25

Lys

Pro

Gln

Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
490

gag
Glu

aaa
Lys

gca
Ala

Val

10

Gly

Pro

Trp

Glu

60

Pro

ggc
Gly

tct
Ser
475

cct

Pro

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

Pro
75

Lys

tte
Phe
460

aag

Lys

aat
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys
540

Thr

Ala

Leu

Phe

60

Ile

Thr
445

cca
Pro

acg
Thr

gga
Gly

ctt
Leu

gag
Glu
525

cca
Pro

Ala

Gln

Gly

45

Val

Gly

Val Ile

ttg ctc
Leu Leu

gtt atg
Val Met

gaa gga
Glu Gly
495
caa att
Gln Ile
510
gtt gct
Val Ala

cct aag
Pro Lys

Gln Gly
15

Pro val

30

Ser Leu

Lys Asn

Gly Gln

Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
480

ttg

Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

ata
Ile

Arg

Ala

Arg

Thr

Met
80

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1650



Leu

Ser

Lys

Val

Glu

145

Phe

Asp

Gly

Glu

His

225

Arg

Cys

Ser

Leu

vVal
305

Ser

Glu

Arg

Leu

130

Asn

Phe

Gln

Gly

Ser

210

Arg

Lys

Lys

Glu

Asp

290

Val

Asp

Asp

Gly

115

Gly

Val

Ser

Val

Asp

195

Val

Ala

Asp

Thr

Asp

275

Leu

Asp

Leu

Cys

100

Arg

Gly

val

Thr

Ala

180

Pro

Ser

Ile

Met

Thr

260

Glu

His

Gly

Phe

85

Leu

Leu

Ala

Val

Gly

165

Ala

Gly

Val

Ser

Lys

245

Thr

Leu

Gly

Val

Thr

Tyr

Pro

Pro

vVal

150

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

230

Ala

Ser

Leu

Asp

Leu
310

Asn

Leu

Val

Met

135

Ala

Glu

His

Val

Val

215

Ser

Ala

Ala

Asp

Pro

295

Leu
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Arg

Asn

Met

120

Tyr

Ile

His

Trp

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Val

Leu

280

Arg

Pro

Lys

Ile

105

Val

Asp

Gln

Ser

Val

185

Ile

Ser

Val

Lys

Phe

265

Thr

Glu

Lys

Glu

90

Tyr

Trp

Gly

Tyr

Arg

170

Gln

Phe

Pro

Ala

Gln

250

Val

Leu

Ser

Met

61

Arg

Thr

Ile

Val

Arg

155

Gly

Glu

Gly

Leu

Phe

235

Ile

His

Lys

His

Pro
315

Leu

Pro

His

Val

140

Leu

Asn

Asn

Glu

Ala

220

Thr

Ala

Cys

Met

Pro

300

Glu

Ile

Ala

Gly

125

Leu

Gly

Trp

Ile

Ser

205

Lys

Ala

vVal

Leu

Lys

285

Phe

Glu

Pro

Asp

110

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

190

Ala

Asn

Gly

Leu

Arg

270

Phe

Leu

Ile

Glu

95

Leu

Gly

Ala

Trp

His

175

Asn

Gly

Leu

Leu

Ala

255

Gln

Phe

Thr

Leu

Phe

Thr

Leu

His

Gly

160

Leu

Phe

Gly

Phe

Val

240

Gly

Lys

Ala

Thr

Ala
320



Glu

Glu

Gly

Pro

Tyr

385

Asp

Arg

Tyr

Asp

Gly

465

Phe

Pro

vVal

Trp

Lys
545

Lys

Phe

Lys

Ile

370

Leu

Leu

Gln

Arg

His

450

Asp

Trp

His

Asn

Asn

530

His

<210> 42
<211> 1650
<212> ADN
<213> secuencia artificial

Asp

Gly

Leu

355

Ala

Gly

Met

His

Pro

435

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

515

Asp

Ala

Phe

Trp

340

Asp

Asn

Gly

Gly

Arg

420

Ser

Asp

Pro

Asn

Pro

500

Gln

Leu

Glu

Asn

325

Leu

Gln

Ile

Thr

Asp

405

Asp

Phe

Glu

Glu

Phe

485

Met

Ala

Leu

Leu

Thr

Leu

Lys

Pro

Asp

390

Val

Ala

Ser

Ile

Glu

470

Ala

Tyr

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

375

Asp

Val

Gly

Ser

Phe

455

Glu

Arg

Asp

Lys

Lys
535
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Pro

Thr

Ala

360

Glu

Pro

Phe

Ala

Asp

440

Ser

Val

Ser

Gln

Arg

520

Glu

Tyr

Met

345

Thr

Leu

Val

Gly

Pro

425

Lys

val

Ser

Gly

Glu

505

Leu

Ala

Ile

330

Met

Ser

Thr

Lys

Val

410

Thr

Lys

Phe

Leu

Asn

490

Glu

Lys

Ala

62

Val

Gly

Leu

Pro

Lys

395

Pro

Tyr

Pro

Gly

Ser

475

Pro

Gly

Gly

Lys

Gly

Phe

Leu

Val

380

Lys

Ser

Met

Lys

Phe

460

Lys

Asn

Tyr

Glu

Lys
540

Ile

Pro

Trp

365

Ala

Asp

vVal

Tyr

Thr

445

Pro

Thr

Gly

Leu

Glu

525

Pro

Asn

Leu

350

Lys

Thr

Leu

Thr

Glu

430

Val

Leu

Val

Glu

Gln

510

Val

Pro

Lys

335

Ser

Ser

Asp

Phe

vVal

415

Phe

Ile

Leu

Met

Gly

495

Ile

Ala

Lys

Gln

Glu

Tyr

Lys

Leu

400

Ala

Gln

Gly

Lys

Lys

480

Leu

Gly

Phe

Ile
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<220>
<223> proteina con actividad esterasa

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1650)

<400> 42

atg
Met
1

gtc
vVal

gtc
Val

ttt
Phe

act
Thr
65

ctt
Leu

tct
Ser

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
145

ttt
Phe

gat
Asp

gga
Gly

ttg
Leu

ttc
Phe

gce
Ala
50

tcc
Ser

tca
Ser

gag
Glu

agg
Arg

gtt
Val
130

aac
Asn

ttc
Phe

caa
Gln

caa
Gln

ggt
Gly

ttg
Leu
35

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
115

ggc
Gly

gtt
Vval

tcc
Ser

gtt
Val

cca
Pro

aag
Lys
20

gga
Gly

ccg
Pro

cct
Pro

cta
Leu

tgc
Cys
100

agg
Arg

gga
Gly

gtt
val

aca
Thr

gct
Ala
180

gct
Ala

tac
Tyr

gtc
Val

caa
Gln

cCa
Pro

ttc
Phe
85

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala

gtt
vVal

gga
Gly
165

gca
Ala

tcg
Ser

gtc
val

cct
Pro

cca
Pro

atg
Met
70

act
Thr

tac
Tyr

ccg
Pro

tce
Ser

gtt
vVal
150

gat
Asp

ttg
Leu

ccg
Pro

tct
Ser

ttt
Phe

gca
Ala
55

tgt
Cys

aac
Asn

cta
Leu

gtt
Val

act
Thr
135

gct
Ala

gag
Glu

cat
His
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cct
Pro

tta
Leu

gct
Ala
40

gag
Glu

tgt
Cys

aga
Arg

aat
Asn

atg
Met
120

tat

Tyr

att
Ile

cat
His

tag
Trp

gtc
Val

gag
Glu
25

aag
Lys

cca
Pro

caa
Gln

aag
Lys

att
Ile
105

gtt
Val

gac
Asp

caa
Gln

tce
Ser

gtc
Val
185

gtt
Val
10

gga
Gly

cca
Pro

tgg
Trp

gaa
Glu

gaa
Glu
90

tac

Tyr

tgg
Trp

gga
Gly

tac
Tyr

cgt
Arg
170

caa
Gln

63

gat
Asp

ttg
Leu

cct
Pro

tct
Ser

cca
Pro
75

agg
Arg

act
Thr

att
Ile

ttg
Leu

cgt
Arg
155

gga
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

ttc
Phe
60

atc
Ile

ctt
Leu

cct
Pro

cat
His

gct
Ala
140

ttg

Leu

aac
Asn

aac
Asn

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly
45

gtt
Val

gga
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

gga
Gly
125

ctt

Leu

ggt
Gly

tgg
Trp

att
Ile

caa
Gln

ccg
Pro
30

tct
Ser

aag
Lys

gga
Gly

ccg
Pro

gat
Asp
110

gga
Gly

gcc
Ala

att
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
190

gga
Gly
15

gtt
val

ttg
Leu

aac
Asn

caa
Gln

gag
Glu
95

ttg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tgg
Trp

cat
His
175

aac
Asn

cga
Arg

gct
Ala

agg
Arg

act
Thr

atg
Met
80

ttc
Phe

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

gga
Gly
160

tta

Leu

ttc
Phe

48

96

144

192

240

288

336

432

480

528

576



gga
Gly

gag
Glu

cat
His
225

agg
Arg

tgc
Cys

tcg
Ser

ctt
Leu

gtt
Val
305

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

cca
Pro

tat
Tyr
385

gat
Asp

cgt
Arg

tat

ggt
Gly

agt
Ser
210

cgt
Arg

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp
290

gtt

val

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys

att
Ile
370

tta
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

cgt

gat
Asp
195

gtc
Val

gct
Ala

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp
275

tta

Leu

gac
Asp

gac
Asp

gga
Gly

ttg
Leu
355

gcc
Ala

gga
Gly

atg
Met

cat
His

cca

cca
Pro

tct
Ser

att
Ile

atg
Met

act
Thr
260

gaa
Glu

cac
His

gga
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp
340

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly

gga
Gly

agg
Arg
420

tet

ggt
Gly

gta
Val

tce
Ser

aag
Lys
245

act
Thr

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
val

aac
Asn
325

ctt

Leu

caa
Gln

att
Ile

aca
Thr

gac
Asp
405

gac
Asp

ttt

tct
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
230

gcc
Ala

tcg
Ser

tta
Leu

gat
Asp

ttg
Leu
310

acc

Thr

ttg
Leu

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp
390

gtt
val

gca
Ala

tca

gtt
Val

gtt
Val
215

agt

Ser

gca
Ala

gca
Ala

gac
Asp

cca
Pro
295

ttg

Leu

gtc
val

cca
Pro

acqg
Thr

gaa
Glu
375

gat
Asp

gtt
Val

gga
Gly

tcg
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act
Thr
200

tta
Leu

ggt
Gly

gcc
Ala

gtc
Val

ctc
Leu
280

agg
Arg

cct
Pro

cca
Pro

acg
Thr

gct
Ala
360

gag
Glu

cct
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

gat

att
Ile

tca
Ser

gtt
Val

aag
Lys

ttc
Phe
265

acg
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Met
345

acg

Thr

ttg
Leu

gtc
Val

ggc
Gly

cca
Pro
425

aag

ttc gga
Phe Gly

cca tta
Pro Leu

gct tta
Ala Leu
235

cag atc
Gln Ile
250

gtg cat
Val His

ttg aag
Leu Lys

tct cac
Ser His

atg cct
Met Pro
315

att gtt
Ile val
330

atg gga
Met Gly

tca ctt
Ser Leu

acc cca
Thr Pro

aaa aag
Lys Lys
395

gtc cca
vVal Pro
410

act tac

Thr Tyr

aaa cct

64

gaa
Glu

gct
Ala
220

acce
Thr

gct
Ala

tgt
Cys

atg
Met

cct
Pro
300

gag
Glu

gga
Gly

ttt
Phe

ttg
Leu

gtt
Val
380

aaa
Lys

tca
Ser

atg
Met

aag

tca
Ser
205

aag
Lys

gtc
Val

gtc
Val

ttg
Leu

aaad
Lys
285

ttt
Phe

gaa
Glu

att
Ile

cct
Pro

tag
Trp
365

gct
Ala

gat
Asp

gtt
Val

tat
Tyr

acg

gca
Ala

aac
Asn

gct
Ala

ctt
Leu

cgt
Arg
270

ttc
Phe

ttyg
Leu

atc
Ile

aac
Asn

ctt
Leu
350

aag

Lys

acce
Thr

ttg
Leu

acg
Thr

gag
Glu
430

gtt

ggc
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala
255

caa
Gln

tta
Leu

acc
Thr

ttg
Leu

aag
Lys
335

tce

Ser

tece
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

gtt
Val
415

ttc
Phe

att

gga
Gly

ttt
Phe

gtc
Val
240

gga
Gly

aag
Lys

gcc
Ala

act
Thr

gce
Ala
320

cag

Gln

gag
Glu

tac
Tyr

aag
Lys

ttg
Leu
400

gct
Ala

caa
Gln

gga

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Tyr

gat
Asp

ggt
Gly
465

ttt
Phe

cct
Pro

gtc
Val

tagg
Trp

aag
Lys
545

Arg

cat
His
450

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aac
Asn

aac
Asn
530

cac
His

<210> 43
<211> 549
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 43

Met

1

Val

Val

Phe

Thr
65

Gly

Leu

Phe

Ala

50

Ser

Pro
435

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala

tag
Trp

act
Thr
515

gac

Asp

gcc
Ala

Gln

Gly

Leu

35

Pro

Tyr

Ser

gac
Asp

cca
Pro

aac
Asn

ccg
Pro
500

caa

Gln

ctg
Leu

gaa
Glu

Pro

Lys

20

Gly

Pro

Pro

Phe

gaa
Glu

gag
Glu

tte
Phe
485

atg
Met

gca
Ala

ttg
Leu

ttg
Leu

Ala

Tyr

Val

Gln

Pro

Ser

att
Ile

gaa
Glu
470

gcc

Ala

tac
Tyr

gct
Ala

tce
Ser

taa

Ser

Val

Pro

Pro

Met
70

Ser

ttt
Phe
455

gaa

Glu

cgt
Arg

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys
535

Pro

Ser

Phe

Ala

55

Cys

ES 2 652 559 T3

Asp
440

tcc
Ser

gtc
Val

agt
Ser

caa
Gln

agg
Arg
520

gaa
Glu

Pro

Leu

Ala

40

Glu

Cys

Lys

gtc
Val

agt
Ser

gga
Gly

gag
Glu
505

ttg

Leu

gca
Ala

Val

Glu

25

Lys

Pro

Gln

Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
490

gag
Glu

aaa
Lys

gca
Ala

Val

10

Gly

Pro

Trp

Glu

65

Pro

ggc
Gly

tct
Ser
475

cct

Pro

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

Pro
75

Lys

tte
Phe
460

aag

Lys

aat
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys
540

Thr

Ala

Leu

Phe

60

Ile

Thr
445

cca
Pro

acg
Thr

gga
Gly

ctt
Leu

gag
Glu
525

cca
Pro

Ala

Gln

Gly

45

Val

Gly

Val Ile

ttg ctc
Leu Leu

gtt atg
Val Met

gaa gga
Glu Gly
495
caa att
Gln Ile
510
gtt gct
Val Ala

cct aag
Pro Lys

Gln Gly
15

Pro val

30

Ser Leu

Lys Asn

Gly Gln

Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
480

ttg

Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

ata
Ile

Arg

Ala

Arg

Thr

Met
80

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1650



Leu

Ser

Lys

Val

Glu

145

Phe

Asp

Gly

Glu

His

225

Arg

Cys

Ser

Leu

vVal
305

Ser

Glu

Arg

Val

130

Asn

Phe

Gln

Gly

Ser

210

Arg

Lys

Lys

Glu

Asp

290

Val

Asp

Asp

Gly

115

Gly

Val

Ser

Val

Asp

195

Val

Ala

Asp

Thr

Asp

275

Leu

Asp

Leu

Cys

100

Arg

Gly

val

Thr

Ala

180

Pro

Ser

Ile

Met

Thr

260

Glu

His

Gly

Phe

85

Leu

Leu

Ala

Val

Gly

165

Ala

Gly

Val

Ser

Lys

245

Thr

Leu

Gly

Val

Thr

Tyr

Pro

Ser

vVal

150

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

230

Ala

Ser

Leu

Asp

Leu
310

Asn

Leu

Val

Thr

135

Ala

Glu

His

Val

Val

215

Ser

Ala

Ala

Asp

Pro

295

Leu

ES 2 652 559 T3

Arg

Asn

Met

120

Tyr

Ile

His

Trp

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Val

Leu

280

Arg

Pro

Lys

Ile

105

Val

Asp

Gln

Ser

Val

185

Ile

Ser

Val

Lys

Phe

265

Thr

Glu

Lys

Glu

90

Tyr

Trp

Gly

Tyr

Arg

170

Gln

Phe

Pro

Ala

Gln

250

Val

Leu

Ser

Met

66

Arg

Thr

Ile

Leu

Arg

155

Gly

Glu

Gly

Leu

Leu

235

Ile

His

Lys

His

Pro
315

Leu

Pro

His

Ala

140

Leu

Asn

Asn

Glu

Ala

220

Thr

Ala

Cys

Met

Pro

300

Glu

Ile

Ala

Gly

125

Leu

Gly

Trp

Ile

Ser

205

Lys

vVal

vVal

Leu

Lys

285

Phe

Glu

Pro

Asp

110

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

190

Ala

Asn

Ala

Leu

Arg

270

Phe

Leu

Ile

Glu

95

Leu

Gly

Ala

Trp

His

175

Asn

Gly

Leu

Leu

Ala

255

Gln

Leu

Thr

Leu

Phe

Thr

Leu

His

Gly

160

Leu

Phe

Gly

Phe

Val

240

Gly

Lys

Ala

Thr

Ala
320



Glu

Glu

Gly

Pro

Tyr

385

Asp

Arg

Tyr

Asp

Gly

465

Phe

Pro

vVal

Trp

Lys
545

Lys

Phe

Lys

Ile

370

Leu

Leu

Gln

Arg

His

450

Asp

Trp

His

Asn

Asn

530

His

<210> 44
<211> 1650
<212> ADN
<213> secuencia artificial

Asp

Gly

Leu

355

Ala

Gly

Met

His

Pro

435

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

515

Asp

Ala

Phe

Trp

340

Asp

Asn

Gly

Gly

Arg

420

Ser

Asp

Pro

Asn

Pro

500

Gln

Leu

Glu

Asn

325

Leu

Gln

Ile

Thr

Asp

405

Asp

Phe

Glu

Glu

Phe

485

Met

Ala

Leu

Leu

Thr

Leu

Lys

Pro

Asp

390

Val

Ala

Ser

Ile

Glu

470

Ala

Tyr

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

375

Asp

Val

Gly

Ser

Phe

455

Glu

Arg

Asp

Lys

Lys
535

ES 2 652 559 T3

Pro

Thr

Ala

360

Glu

Pro

Phe

Ala

Asp

440

Ser

Val

Ser

Gln

Arg

520

Glu

Tyr

Met

345

Thr

Leu

Val

Gly

Pro

425

Lys

val

Ser

Gly

Glu

505

Leu

Ala

Ile

330

Met

Ser

Thr

Lys

Val

410

Thr

Lys

Phe

Leu

Asn

490

Glu

Lys

Ala

67

Val

Gly

Leu

Pro

Lys

395

Pro

Tyr

Pro

Gly

Ser

475

Pro

Gly

Gly

Lys

Gly

Phe

Leu

Val

380

Lys

Ser

Met

Lys

Phe

460

Lys

Asn

Tyr

Glu

Lys
540

Ile

Pro

Trp

365

Ala

Asp

vVal

Tyr

Thr

445

Pro

Thr

Gly

Leu

Glu

525

Pro

Asn

Leu

350

Lys

Thr

Leu

Thr

Glu

430

Val

Leu

Val

Glu

Gln

510

Val

Pro

Lys

335

Ser

Ser

Asp

Phe

vVal

415

Phe

Ile

Leu

Met

Gly

495

Ile

Ala

Lys

Gln

Glu

Tyr

Lys

Leu

400

Ala

Gln

Gly

Lys

Lys

480

Leu

Gly

Phe

Ile



10

<220>
<223> proteina con actividad esterasa

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1650)

<400> 44

atg
Met
1

gtc
vVal

gtc
Val

ttt
Phe

act
Thr
65

ctt
Leu

tct
Ser

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
145

ttt
Phe

gat
Asp

gga
Gly

ttg
Leu

ttc
Phe

gce
Ala
50

tcc
Ser

tca
Ser

gag
Glu

agg
Arg

gtt
Val
130

aac
Asn

ttc
Phe

caa
Gln

caa
Gln

ggt
Gly

ttg
Leu
35

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

gat
Asp

ggt
Gly
115

ggc
Gly

gtt
Vval

tcc
Ser

gtt
Val

cca
Pro

aag
Lys
20

gga
Gly

ccg
Pro

cct
Pro

cta
Leu

tgc
Cys
100

agg
Arg

gga
Gly

gtt
val

aca
Thr

gct
Ala
180

gct
Ala

tac
Tyr

gtc
Val

caa
Gln

cCa
Pro

ttc
Phe
85

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala

gtt
vVal

gga
Gly
165

gca
Ala

tcg
Ser

gtc
val

cct
Pro

cca
Pro

atg
Met
70

act
Thr

tac
Tyr

ccg
Pro

tce
Ser

gtt
vVal
150

gat
Asp

ttg
Leu

ccg
Pro

tct
Ser

ttt
Phe

gca
Ala
55

tgt
Cys

aac
Asn

cta
Leu

gtt
Val

act
Thr
135

gct
Ala

gag
Glu

cat
His

ES 2 652 559 T3

cct
Pro

tta
Leu

gct
Ala
40

gag
Glu

tgt
Cys

aga
Arg

aat
Asn

atg
Met
120

tat

Tyr

att
Ile

cat
His

tag
Trp

gtc
Val

gag
Glu
25

aag
Lys

cca
Pro

caa
Gln

aag
Lys

att
Ile
105

gtt
Val

gac
Asp

caa
Gln

tce
Ser

gtc
Val
185

gtt
Val
10

gga
Gly

cca
Pro

tgg
Trp

gaa
Glu

gaa
Glu
90

tac

Tyr

tgg
Trp

gga
Gly

tac
Tyr

cgt
Arg
170

caa
Gln

68

gat
Asp

ttg
Leu

cct
Pro

tct
Ser

cca
Pro
75

agg
Arg

act
Thr

att
Ile

ttg
Leu

cgt
Arg
155

gga
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

ttc
Phe
60

atc
Ile

ctt
Leu

cct
Pro

cat
His

gct
Ala
140

ttg

Leu

aac
Asn

aac
Asn

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly
45

gtt
Val

gga
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

gga
Gly
125

ctt

Leu

ggt
Gly

tgg
Trp

att
Ile

caa
Gln

ccg
Pro
30

tct
Ser

aag
Lys

gga
Gly

ccg
Pro

gat
Asp
110

gga
Gly

gcc
Ala

att
Ile

ggc
Gly

gct
Ala
190

gga
Gly
15

gtt
val

ttg
Leu

aac
Asn

caa
Gln

gag
Glu
95

ttg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tgg
Trp

cat
His
175

aac
Asn

cga
Arg

gct
Ala

agg
Arg

act
Thr

atg
Met
80

ttc
Phe

aca
Thr

ttg
Leu

cac
His

gga
Gly
160

tta

Leu

ttc
Phe

48

96

144

192

240

288

336

432

480

528

576



gga
Gly

gag
Glu

cat
His
225

agg
Arg

tgc
Cys

tcg
Ser

ctt
Leu

gtt
Val
305

gag
Glu

gag
Glu

gga
Gly

cca
Pro

tat
Tyr
385

gat
Asp

cgt
Arg

tat

ggt
Gly

agt
Ser
210

cgt
Arg

aag
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp
290

gtt

val

aag
Lys

ttc
Phe

aag
Lys

att
Ile
370

tta
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

cgt

gat
Asp
195

gtc
Val

gct
Ala

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp
275

ttt
Phe

gac
Asp

gac
Asp

gga
Gly

ttg
Leu
355

gcc
Ala

gga
Gly

atg
Met

cat
His

cca

cca
Pro

tct
Ser

att
Ile

atg
Met

act
Thr
260

gaa
Glu

cac
His

gga
Gly

ttt
Phe

tgg
Trp
340

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly

gga
Gly

agg
Arg
420

tet

ggt
Gly

gta
Val

tce
Ser

aag
Lys
245

act
Thr

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
val

aac
Asn
325

ctt

Leu

caa
Gln

att
Ile

aca
Thr

gac
Asp
405

gac
Asp

ttt

tct
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
230

gcc
Ala

tcg
Ser

tta
Leu

gat
Asp

ttg
Leu
310

acc

Thr

ttg
Leu

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp
390

gtt
val

gca
Ala

tca

gtt
Val

gtt
Val
215

agt

Ser

gca
Ala

gca
Ala

gac
Asp

caa
Gln
295

ttg

Leu

gtc
val

cca
Pro

acqg
Thr

gaa
Glu
375

gat
Asp

gtt
Val

gga
Gly

tcg

ES 2 652 559 T3

act
Thr
200

tta
Leu

ggt
Gly

gcc
Ala

gtc
Val

ctc
Leu
280

agg
Arg

cct
Pro

cca
Pro

acg
Thr

gct
Ala
360

gag
Glu

cct
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

gat

att
Ile

tca
Ser

gtt
Val

aag
Lys

ttc
Phe
265

acg
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Met
345

acg

Thr

ttg
Leu

gtc
Val

ggc
Gly

cca
Pro
425

aag

ttc gga
Phe Gly

cca tta
Pro Leu

gct ttt
Ala Phe
235

cag atc
Gln Ile
250

gtg cat
Val His

ttg aag
Leu Lys

tct cac
Ser His

atg cct
Met Pro
315

att gtt
Ile val
330

atg gga
Met Gly

tca ctt
Ser Leu

acc cca
Thr Pro

aaa aag
Lys Lys
395

gtc cca
vVal Pro
410

act tac

Thr Tyr

aaa cct

69

gaa
Glu

gct
Ala
220

acce
Thr

gct
Ala

tgt
Cys

atg
Met

cct
Pro
300

gag
Glu

gga
Gly

ttt
Phe

ttg
Leu

gtt
Val
380

aaa
Lys

tca
Ser

atg
Met

aag

tca
Ser
205

aag
Lys

gce
Ala

gtc
Val

ttg
Leu

aaad
Lys
285

ttt
Phe

gaa
Glu

att
Ile

cct
Pro

tag
Trp
365

gct
Ala

gat
Asp

gtt
Val

tat
Tyr

acg

gca
Ala

aac
Asn

ggt
Gly

ctt
Leu

cgt
Arg
270

ttc
Phe

ttyg
Leu

atc
Ile

aac
Asn

ctt
Leu
350

aag

Lys

acce
Thr

ttg
Leu

acg
Thr

gag
Glu
430

gtt

ggc
Gly

ctt
Leu

ttg
Leu

gca
Ala
255

caa
Gln

ctg
Leu

ccg
Pro

ttg
Leu

aag
Lys
335

tce

Ser

tece
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

gtt
Val
415

ttc
Phe

att

gga
Gly

ttt
Phe

gtc
Val
240

gga
Gly

aag
Lys

acc
Thr

act
Thr

gce
Ala
320

cag

Gln

gag
Glu

tac
Tyr

aag
Lys

ttg
Leu
400

gct
Ala

caa
Gln

gga

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Tyr

gat
Asp

ggt
Gly
465

ttt
Phe

cct
Pro

gtc
Val

tagg
Trp

aag
Lys
545

Arg

cat
His
450

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aac
Asn

aac
Asn
530

cac
His

<210> 45
<211> 549
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 45

Met

1

Val

Val

Phe

Thr
65

Gly

Leu

Phe

Ala

50

Ser

Pro
435

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala

tag
Trp

act
Thr
515

gac

Asp

gcc
Ala

Gln

Gly

Leu

35

Pro

Tyr

Ser

gac
Asp

cca
Pro

aac
Asn

ccg
Pro
500

caa

Gln

ctg
Leu

gaa
Glu

Pro

Lys

20

Gly

Pro

Pro

Phe

gaa
Glu

gag
Glu

tte
Phe
485

atg
Met

gca
Ala

ttg
Leu

ttg
Leu

Ala

Tyr

Val

Gln

Pro

Ser

att
Ile

gaa
Glu
470

gcc

Ala

tac
Tyr

gct
Ala

tce
Ser

taa

Ser

Val

Pro

Pro

Met
70

Ser

ttt
Phe
455

gaa

Glu

cgt
Arg

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys
535

Pro

Ser

Phe

Ala

55

Cys

ES 2 652 559 T3

Asp
440

tcc
Ser

gtc
Val

agt
Ser

caa
Gln

agg
Arg
520

gaa
Glu

Pro

Leu

Ala

40

Glu

Cys

Lys

gtc
Val

agt
Ser

gga
Gly

gag
Glu
505

ttg

Leu

gca
Ala

Val

Glu

25

Lys

Pro

Gln

Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
490

gag
Glu

aaa
Lys

gca
Ala

Val

10

Gly

Pro

Trp

Glu

70

Pro

ggc
Gly

tct
Ser
475

cct

Pro

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

Pro
75

Lys

tte
Phe
460

aag

Lys

aat
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys
540

Thr

Ala

Leu

Phe

60

Ile

Thr
445

cca
Pro

acg
Thr

gga
Gly

ctt
Leu

gag
Glu
525

cca
Pro

Ala

Gln

Gly

45

Val

Gly

Val Ile

ttg ctc
Leu Leu

gtt atg
Val Met

gaa gga
Glu Gly
495
caa att
Gln Ile
510
gtt gct
Val Ala

cct aag
Pro Lys

Gln Gly
15

Pro val

30

Ser Leu

Lys Asn

Gly Gln

Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
480

ttg

Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

ata
Ile

Arg

Ala

Arg

Thr

Met
80

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1650



Leu

Ser

Lys

Val

Glu

145

Phe

Asp

Gly

Glu

His

225

Arg

Cys

Ser

Leu

Val
305

Ser

Glu

Arg

Val

130

Asn

Phe

Gln

Gly

Ser

210

Arg

Lys

Lys

Glu

Asp

290

Val

Asp

Asp

Gly

115

Gly

val

Ser

Val

Asp

195

Val

Ala

Asp

Thr

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Cys

100

Arg

Gly

Val

Thr

Ala

180

Pro

Ser

Ile

Met

Thr

260

Glu

His

Gly

Phe

85

Leu

Leu

Ala

Val

Gly

165

Ala

Gly

Val

Ser

Lys

245

Thr

Leu

Gly

Val

Thr

Tyr

Pro

Ser

Val

150

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

230

Ala

Ser

Leu

Asp

Leu
310

Asn

Leu

Val

Thr

135

Ala

Glu

His

Val

Val

215

Ser

Ala

Ala

Asp

Gln

295

Leu
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Arg

Asn

Met

120

Tyr

Ile

His

Trp

Thr

200

Leu

Gly

Ala

Val

Leu

280

Arg

Pro

Lys

Ile

105

Val

Asp

Gln

Ser

Val

185

Ile

Ser

Val

Lys

Phe

265

Thr

Glu

Lys

Glu

90

Tyr

Trp

Gly

Tyr

Arg

170

Gln

Phe

Pro

Ala

Gln

250

Val

Leu

Ser

Met

71

Arg

Thr

Ile

Leu

Arg

155

Gly

Glu

Gly

Leu

Phe

235

Ile

His

Lys

His

Pro
315

Leu

Pro

His

Ala

140

Leu

Asn

Asn

Glu

Ala

220

Thr

Ala

Cys

Met

Pro

300

Glu

Ile

Ala

Gly

125

Leu

Gly

Trp

Ile

Ser

205

Lys

Ala

Val

Leu

Lys

285

Phe

Glu

Pro

Asp

110

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

190

Ala

Asn

Gly

Leu

Arg

270

Phe

Leu

Ile

Glu

95

Leu

Gly

Ala

Trp

His

175

Asn

Gly

Leu

Leu

Ala

255

Gln

Leu

Pro

Leu

Phe

Thr

Leu

His

Gly

160

Leu

Phe

Gly

Phe

Val

240

Gly

Lys

Thr

Thr

Ala
320



Glu

Glu

Gly

Pro

Tyr

385

Asp

Arg

Tyr

Asp

Gly

465

Phe

Pro

Val

Trp

Lys
545

Lys

Phe

Lys

Ile

370

Leu

Leu

Gln

Arg

His

450

Asp

Trp

His

Asn
530

His

Asp

Gly

Leu

355

Ala

Gly

Met

His

Pro

435

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

515

Asp

Ala

Phe

Trp

340

Asp

Asn

Gly

Gly

Arg

420

Ser

Asp

Pro

Asn

Pro

500

Gln

Leu

Glu

Asn

325

Leu

Gln

Ile

Thr

Asp

405

Asp

Phe

Glu

Glu

Phe

485

Met

Ala

Leu

Leu

Thr

Leu

Lys

Pro

Asp

390

Val

Ala

Ser

Ile

Glu

470

Ala

Tyr

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Glu

375

Asp

Val

Gly

Ser

Phe

455

Glu

Arg

Asp

Lys

Lys
535
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Pro

Thr

Ala

360

Glu

Pro

Phe

Ala

Asp

440

Ser

Val

Ser

Gln

Arg

520

Glu

Tyr

Met

345

Thr

Leu

Val

Gly

Pro

425

Lys

Val

Ser

Gly

Glu

505

Leu

Ala

Ile

330

Met

Ser

Thr

Lys

Val

410

Thr

Lys

Phe

Leu

Asn

490

Glu

Lys

Ala

72

Val

Gly

Leu

Pro

Lys

395

Pro

Tyr

Pro

Gly

Ser

475

Pro

Gly

Gly

Lys

Gly

Phe

Leu

Val

380

Lys

Ser

Met

Lys

Phe

460

Lys

Asn

Tyr

Glu

Lys
540

Ile

Pro

Trp

365

Ala

Asp

Val

Tyr

Thr

445

Pro

Thr

Gly

Leu

Glu

525

Pro

Asn

Leu

350

Lys

Thr

Leu

Thr

Glu

430

Val

Leu

vVal

Glu

Gln

510

Val

Pro

Lys

335

Ser

Ser

Asp

Phe

Val

415

Phe

Ile

Leu

Met

Gly

495

Ile

Ala

Lys

Gln

Glu

Tyr

Lys

Leu

400

Ala

Gln

Gly

Lys

Lys

480

Leu

Gly

Phe

Ile
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REIVINDICACIONES

1. Método para la preparacion de una proteina con actividad esterasa que comprende la expresion de un
gen que codifica dicha proteina en una cepa de E. coli, caracterizacién por que el gen que codifica la proteina con
actividad esterasa tiene al menos un 80 % de identidad, preferiblemente al menos un 85 % de identidad,
preferiblemente al menos un 90 % de identidad, preferiblemente al menos un 95 % de identidad, preferiblemente al
menos un 98 % de identidad y mucho mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad con el polinucleétido de
SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 32, SEQ ID NO 34, SEQ ID NO 36, SEQ ID NO 38, SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 42 o
SEQ ID NO 44, y codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de identidad, méas preferiblemente al menos un
99 % de identidad con la SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 33, SEQ ID NO 35, SEQ ID NO 37, SEQ ID NO 39, SEQ ID NO
41, SEQ ID NO 43 o SEQ ID NO 45, respectivamente, y en el que la expresion tiene lugar sin la coexpresion de
GroEL y/o GroES de un plasmido.

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el gen codifica una proteina que tiene al menos
un 98 % de identidad, mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO 12.

3. Cepa de E. coli recombinante adecuada para la preparacion de un proteina con actividad esterasa,
caracterizada por que el organismo que contiene un gen que codifica la proteina con actividad esterasa tiene al
menos un 85 % de identidad, preferiblemente al menos un 90 % de identidad, preferiblemente al menos un 95 % de
identidad, preferiblemente al menos un 98 % de identidad y mucho mas preferiblemente al menos un 99 % de
identidad con el polinucledtido de SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 32, SEQ ID NO 34, SEQ ID NO 36, SEQ ID NO 38,
SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 42 o SEQ ID NO 44, y codifica una proteina que tiene al menos un 98 % de identidad,
mas preferiblemente al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 33, SEQ ID NO 35, SEQ ID
NO 37, SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 41, SEQ ID NO 43 o SEQ ID NO 45, respectivamente, y en la que la expresion
tiene lugar sin la coexpresion de GroEL y/o GroES de un plasmido.

4. Cepa de E. coli recombinante adecuada para la preparaciéon de una proteina con actividad esterasa de
acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizada por que la cepa no puede expresar glutation reductasa y/o
tiorredoxina reductasa.

5. Cepa de E. coli recombinante adecuada para la preparaciéon de una proteina con actividad esterasa de
acuerdo con la reivindicaciéon 3, caracterizada por que la cepa es incapaz de expresar tanto glutation reductasa
como tiorredoxina reductasa.

6. Cepa de E. coli recombinante adecuada para la preparacion de una proteina con actividad esterasa de
acuerdo con la reivindicacién 3, caracterizada por que la expresion de glutation reductasa y/o tiorredoxina
reductasa se elimina por mutacion.

7. Cepa de E. coli recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 - 6 obtenida a
partir de una cepa de E. coli Origami 1, Origami 2 u Origami B.
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Fig. 1/6
APLE

74



ES 2 652 559 T3

pMS470_C8P

Hindlll

Munl

Hindlll

75



ES 2 652 559 T3

Fig. 3/6

E. coli BL21 Star
[pMS470_C8P]

E. coli BL21 Star
[PMS470]
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Fig. 4/
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