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DESCRIPCION

Agrupacién de genes implicados en la biosintesis de safracina y sus usos para ingenieria genética.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la agrupacion de genes responsable de la biosintesis de safracina, a sus usos para
ingenieria genética y a nuevas safracinas obtenidas mediante manipulacién del mecanismo de biosintesis.

Antecedentes de la invencion

Las safracinas, una familia de nuevos compuestos con una potente actividad antibacteriana de amplio espectro, se
descubrieron en un caldo de cultivo de Pseudomonas sp. La safracina se produce en dos cepas de Pseudomonas sp.,
Pseudomonas fluorescens A2-2 aislada de una muestra de suelo recogida en Tagawagun, Fukuoka, Japén (Ikeda et al.
J. Antibiotics 1983, 36,1279-1283; documentos WO 82 00146 y JP58113192) y Pseudomonas fluorescens SC 12695
aislada de muestras de agua tomadas del Raritan-Delaware Canal, cerca de Nueva Jersey (Meyes et al. J. Antibioti.
1983, 36(2), 190-193). Las safracinas A y B, producidas por Pseudomonas fluorescens A202, se han examinado frente
a diferentes lineas de células tumorales y se ha encontrado que tienen actividad antitumoral ademds de actividad
antibacteriana.

El documento EP0055299 (Koshitomi Pharmaceutical Industries Ltd) da a conocer la produccién de safracinas
mediante la cepa Pseudomonas A2-2.

Safracinas A ReH ET-743
B8 R=OH

Debido a las similitudes estructurales entre safracina B y ET-743, la safracina ofrece la posibilidad de la hemisin-
tesis del nuevo potente agente antitumoral sumamente prometedor ET-743, aislado del tunicado marino Ecteinascidia
turbinata y que esta actualmente en ensayos clinicos de fase Il en Europa y los Estados Unidos. Se ha logrado una
hemisintesis de ET-743 partiendo de safracina B (Cuevas et al. Organic Lett. 2000, 10, 2545-2548; documentos WO
00 69862 y WO 01 87895).

Como una alternativa de preparacién de safracinas o sus andlogos estructurales mediante sintesis quimica, la mani-
pulacién de genes de metabolismo secundario gobernante ofrece una alternativa prometedora y permite la preparacion
de estos compuestos de manera biosintética. Adicionalmente, la estructura de safracina ofrece posibilidades fascinan-
tes para la biosintesis combinatoria.

En vista de la estructura compleja de las safracinas y las limitaciones en su obtencidn a partir de Pseudomonas
fluorescens A2-2, serfa sumamente deseable entender la base genética de su sintesis con el fin de crear los medios
para influir sobre ellas de una manera dirigida. Esto podria aumentar las cantidades de safracinas que van a producirse,
debido a que las cepas de produccion natural generalmente proporcionan sélo bajas concentraciones de los metabolitos
secundarios que son de interés. También podria permitir la produccién de safracinas en huéspedes que de otra manera
no producen estos compuestos. Adicionalmente, podria usarse la manipulacién genética para la creacion combinatoria
de andlogos de safracina novedosos que podrian mostrar propiedades mejoradas y que podrian usarse en la hemisintesis
de nuevos compuestos de ecteinascidinas.

Sin embargo, el éxito de un enfoque biosintético depende de manera critica de la disponibilidad de sistemas ge-
néticos novedosos y de genes que codifican actividades enzimaticas novedosas. La dilucidacién de la agrupacién de
genes de safracina contribuye al campo general de la biosintesis combinatoria expandiendo el repertorio de genes
unicamente asociados con la biosintesis de safracina, conduciendo a la posibilidad de preparar precursores novedosos
y safracinas por medio de biosintesis combinatoria.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

Compendio de la invencion

Ahora se puede identificar y clonar los genes de la biosintesis de safracina, que proporcionan la base genética para
mejorar y manipular de un manera dirigida la productividad de Pseudomonas sp., y usar métodos genéticos, para sin-
tetizar andlogos de safracina. Adicionalmente, estos genes codifican enzimas que participan en procesos biosintéticos
para producir estructuras, tales como precursores de safracina, que pueden formar la base de la quimica combinatoria
para producir una amplia variedad de compuestos. Estos compuestos pueden examinarse para determinar una variedad
de de bioactividades incluyendo actividad anticancerosa.

Por tanto en un primer aspecto la presente invencién proporciona un acido nucleico aislado, que comprende una
SEQ ID NO: 1, una variante o parte de la misma que codifica al menos un polipéptido que cataliza al menos una etapa
de la biosintesis de safracinas o b) una secuencia de dcido nucleico que es complementaria a la secuencia en a). En el
presente documento se describe una agrupacion de genes, de manera adecuada una agrupacion de genes aislada, con
marcos de lectura abiertos que codifican polipéptidos para dirigir el ensamblaje de una molécula de safracina.

Un aspecto de la presente invencién es una composicién que incluye al menos una secuencia de acido nucleico,
de manera adecuada una molécula de dcido nucleico aislada, que codifica al menos un polipéptido que cataliza al
menos una etapa de la biosintesis de safracinas tal como se describe en el presente documento. Dos o mds secuencias
de 4cido nucleico de este tipo pueden estar presentes en la composicién. También se proporcionan ADN o ARN
correspondiente.

En particular la presente invencién se refiere a un acido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 1, una
parte o unas partes de dicha secuencia de acido nucleico en el que dicha parte o dichas partes codifica(n) para un
polipéptido o unos polipéptidos o un fragmento biolégicamente activo de un polipéptido o unos polipéptidos, una
secuencia de acido nucleico monocatenaria derivada de dicha secuencia de acido nucleico, o una secuencia de 4cido
nucleico monocatenaria derivada de una parte o unas partes de dicha secuencia de dcido nucleico, o un secuencia de
acido nucleico bicatenaria derivada de la secuencia de dcido nucleico monocatenaria (tal como ADNc de ARNm). La
secuencia de dcido nucleico puede ser de ADN o ARN.

Mas particularmente, la presente invencidn se refiere a una secuencia de 4cido nucleico aislada, que incluye o
comprende al menos la SEQ ID 1, variantes o partes de la misma, o al menos uno de los genes sacA, sacB, sacC, sacD,
sacE, sacF, sacG, sacH, sacl, sacJ, orfl, orf2, orf3 u orf4, incluyendo variantes o partes. Las partes pueden tener al
menos 10, 15, 20, 25, 50, 100, 1000, 2500, 5000, 10000, 20000, 25000 o més nucleétidos de longitud. Normalmente las
partes estdn en el intervalo de 100 a 5000, o de 100 a 2500 nucleétidos de longitud, y son funcionales biolégicamente.

Mutantes o variantes incluyen moléculas de polinucledtido en las que al menos un residuo de nucleétido esta al-
terado, sustituido, delecionado o insertado. Multiples cambios son posibles, con un nucledtido diferente en 1, 2, 3, 4,
5, 10, 15, 25, 50, 100, 200, 500 o mas posiciones. Se prevé variantes degeneradas que codifiquen el mismo polipépti-
do, asi como variantes no degeneradas que codifiquen un polipéptido diferente. La parte, el mutante o la variante de
secuencia de 4cido nucleico codifica de manera adecuada un polipéptido que conserva una actividad biolégica del po-
lipéptido respectivo codificado por cualquiera de los marcos de lectura abiertos de la agrupacion de genes de safracina.
Se abarcan las formas alélicas y los polimorfismos.

También se describe en el presente documento una secuencia de dcido nucleico aislada que puede hibridarse en
condiciones rigurosas con una secuencia de dcido nucleico de esta invencién. Se prefiere particularmente la hibridacién
con una longitud traducible de una secuencia de dcido nucleico de esta invencion.

También se describe en el presente documento un dcido nucleico que codifica un polipéptido que es idéntico en al
menos el 30%, preferiblemente el 50%, preferiblemente el 60%, mas preferiblemente el 70%, en particular el 80%, el
90%, el 95% o mas en secuencia de aminodcidos a un polipéptido codificado por cualquiera de los marcos de lectura
abiertos de agrupacion de genes de safracina de sacA a sacJ y de orfl a orf4 (SEQ ID 1 y genes codificados en la SEQ
ID 1) o codificado por una variante o parte de la misma. El polipéptido conserva de manera adecuada una actividad
biolégica del polipéptido respectivo codificado por cualquiera de los marcos de lectura abiertos de agrupacién de genes
de safracina.

También se describe una secuencia de dcido nucleico aislada que codifica cualquiera de las proteinas SacA, SacB,
SacC, SacD, SacE, SacF, SacG, SacH, Sacl, SacJ, Orfl, Orf2, Orf3 u Orf4 (SEQ ID 2-15), y variantes, mutantes o
partes de la misma.

La invencién también se refiere a una secuencia de 4cido nucleico tal como se describe en el presente documento
que comprende al menos uno de los genes sacA, sacB, sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacl, sacJ, que codifican
las secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 2-11, incluyendo variantes o partes de la misma, en la que las variantes
o partes codifican un polipéptido que conserva la actividad biolégica del polipéptido respectivo.

En un aspecto, una secuencia de 4cido nucleico aislada de esta invencién codifica una péptido sintetasa, un derivado
de L-Tyr hidroxilasa, un derivado de L-Tyr metilasa, una L-Tyr O-metilasa, una metil-transferasa o una monooxigenasa
o una proteina de resistencia a safracina.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

La invencién también proporciona una sonda de hibridacién que puede hibridarse en condiciones rigurosas con
una secuencia de dcido nucleico tal como se definié anteriormente. Las sondas comprenden de manera adecuada una
secuencia de al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 o mds residuos de nucleétido. Se prefieren secuencias con
una longitud en el intervalo de 25 a 60. La invencién también se refiere al uso de una sonda tal como se define para
la deteccién de un gen de safracina o ecteinascidina. En particular, la sonda se usa para la deteccién de genes en
Ecteinascidia turbinata.

En un aspecto relacionado la invencidn se refiere a un polipéptido codificado por una secuencia de 4cido nucleico
tal como se definié anteriormente. Se prevén polipéptidos de secuencia completa, variantes, mutantes o fragmentos.

En un aspecto adicional la invencién se refiere a un vector, preferiblemente un vector de expresion, preferiblemente
un c6smido, que comprende una secuencia de dcido nucleico que codifica una proteina o un fragmento biolégicamente
activo de una proteina, en el que dicho 4cido nucleico es tal como se definié anteriormente.

En otro aspecto la invencién se refiere a una célula huésped transformada con una o mds de la secuencias de
dcido nucleico tal como se definié anteriormente, o un vector, un vector de expresion o césmido tal como se definié
anteriormente. Una célula huésped preferida se transforma con un dcido nucleico exégeno que comprende una agru-
pacion de genes que codifica polipéptidos suficiente para dirigir el ensamblaje de una safracina o andlogo de safracina.
Preferiblemente la célula huésped es un microorganismo, més preferiblemente una bacteria.

La invencién también se refiere a un célula huésped bacteriana recombinante en la que al menos una parte de una
secuencia de dcido nucleico tal como se definié anteriormente estd interrumpida para dar como resultado un célula
huésped recombinante que produce niveles alterados de compuesto de safracina o andlogo de safracina, con respecto
a una célula huésped bacteriana no recombinante correspondiente.

La invencion también se refiere a un método de produccién de un compuesto de safracina o andlogo de safracina
que comprende fermentar, en condiciones y en un medio adecuados para producir un compuesto o andlogo de este tipo,
un organismo tal como Pseudomonas sp, en el que se ha aumentado el nimero de copias de los genes/la agrupacién
de safracina que codifican polipéptidos suficientes para dirigir el ensamblaje de una safracina o andlogo de safracina.

La invencion también se refiere a un método de produccién de un compuesto o andlogo de safracina que comprende
fermentar, en condiciones y en un medio adecuados para producir tal compuesto o andlogo, un organismo tal como
Pseudomonas sp en el que la expresion de los genes que codifican polipéptidos suficientes para dirigir el ensamblaje
de una safracina o andlogo de safracina se ha modulado mediante manipulacién o sustitucién de uno o més genes o
secuencia responsable de regular tal expresion. Preferiblemente se potencia la expresion de los genes.

La invencién también se refiere al uso de una composicion que incluye al menos una secuencia de dcido nucleico
aislada tal como se defini6 anteriormente o una modificacién de la misma para la biosintesis combinatoria de péptidos
no ribosémicos, anillos de dicetopiperazina y safracinas.

En particular el método implica poner en contacto un compuesto que es un sustrato para un polipéptido codificado
por uno o mas de los marcos de lectura abiertos de la agrupacién de genes de la biosintesis de safracina tal como
se definié anteriormente con el polipéptido codificado por uno o mds marcos de lectura abiertos de la agrupacién de
genes de la biosintesis de safracina, mediante lo cual el polipéptido modifica quimicamente el compuesto.

Todavia en otra realizacion, esta invencién proporciona un método de produccién de una safracina o andlogo
de safracina. El método implica proporcionar un microorganismo transformado con un 4cido nucleico exégeno que
comprende una agrupacién de genes de safracina que codifica polipéptidos suficiente para dirigir el ensamblaje de
dicha safracina o dicho anédlogo de safracina tal como se describié anteriormente; cultivar las bacterias en condiciones
que permiten la biosintesis de safracina o andlogo de safracina; y aislar dicha safracina o dicho andlogo de safracina
de dicha célula.

También se describen los compuestos precursores P2 y P14, andlogos y derivados de los mismos y su uso en la
biosintesis combinatoria de péptidos no ribosémicos, anillos de dicetopiperazina y safracinas.

También se describen nuevas safracinas obtenidas mediante safracina P19B, safracina P22A, safracina P22B, sa-
fracina D y safracina E desactivadas, y su uso como agentes antimicrobianos o antitumorales, asi como su uso en la
sintesis de compuestos de ecteinascidina.

También se describen nuevas safracinas obtenidas mediante biosintesis dirigida tal como se definié anteriormente,
y su uso como agentes antimicrobianos o antitumorales, asi como su uso en la sintesis de compuestos de ecteinascidina.
En particular se describen safracina B-etoxilo y safracina A-etoxilo y su uso.

También se describe la preparacion de estructuras relacionadas con las safracinas y ecteinascidinas que no pueden
prepararse o son dificiles de preparar mediante sintesis quimica. Otro aspecto descrito en el presente documento es
usar el conocimiento para obtener acceso a la biosintesis de ecteinascidinas en Ecteinascidia turbinata, por ejemplo
usando estas secuencias o partes como sondas en este organismo o supuesto simbionte.
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Mais fundamentalmente, la invencién abre un amplio campo y da acceso a ecteinascidinas mediante ingenieria
genética.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Organizacion estructural de la regién de ADN cromosémico clonado en césmido pL30p. Se muestra la
region del ADN de P. fluorescens A2-2, que contiene la agrupacion de genes de safracina. Se ilustran los operones de
gen tanto sacABCDEFGH como saclJ, y la organizaciéon modular de las péptido sintetasas deducidas de sacA, sacB'y
sacC. Se indican los siguientes dominios: C: condensacidn; T: tiolacién; A: adenilacién y Re: reductasa. Se muestra
la ubicacién de otros genes presentes en el césmido pL30p (de orfl a orf4) asi como su funcién propuesta.

Figura 2: Motivos de niicleo conservados entre NRPS. Secuencias de aminodcidos conservadas en las proteinas
SacA, SacB y SacC y su comparacion con sus secuencias homdlogas de Myxococcus xanthus DM50415.

Figura 3. Mecanismo de biosintesis de NRPS propuesto por la formacién del dipéptido Ala-Gly. Etapa a*, ade-
nilacién de Ala; b*, transferencia a la rama de 4’-fosfopanteteinilo; c*, transferencia al sitio de espera/elongacion;
d*, adenilacion de la Gly; e*, transferencia a la rama de 4’-fosfopanteteinilo; f*, condensacion de la cadena de elon-
gacion en la rama de 4’-fosfopanteteinilo con la cadena de partida en el sitio de espera/elongacién; g*, dipéptido
Ala-Gly unido a la rama de fosfopanteteinilo de SacA y h*, transferencia de la cadena alargada al siguiente sitio de
espera/elongacion.

Figura 4: Experimentos de alimentacién cruzada. A. Esquema de fragmentos de ADN de A2-2 clonados en el
vector pPBBR1-MCS2 y productos obtenidos en el huésped heterélogo. B. Perfil de HPLC de produccién de safracina
en cepa de tipo natural frente a mutante sacF. La adicién de precursor P2 al mutante sacF, proporcionado tanto in
trans como sintéticamente, proporciona la produccion safracina B. SfcA, safracina A y SfcB, safracina B.

Figura 5: Esquema del mecanismo de biosintesis de la safracina y compuestos intermedios biosintéticos. Las etapas
enzimdticas individuales se indican mediante una flecha continua y las etapas de reacciones miiltiples se indican
mediante flechas discontinuas.

Figura 6: Interrupciones del gen de la safracina y compuestos producidos. A. Interrupcién de gen y moléculas
precursoras sintetizadas por los mutantes construidos. El gen marcado con un asterisco no pertenece a la agrupacién
de safracina. Se ha demostrado que la desactivacién de los genes orfl, orf2, orf3 y orf4 no tiene efecto sobre la
produccién de safracina. B. Perfil de HPLC de produccién de safracina en cepa de tipo natural y en mutantes sacA,
sacl y sacJ. Se muestra la estructura de las diferentes moléculas obtenidas.

Figura 7: Estructura de las diferentes moléculas obtenidas mediante interrupcién de gen. La desactivacién de la
proteina SacJ (a) proporciona las moléculas P22B, P22A y P19, mientras que la interrupcién de gen de sacl (b),
produce solamente el compuesto P19. La interrupcion de sacl, junto con la expresion reconstruida de sacJ, produce
dos nuevas safracinas: safracina D (posible precursor para la hemisintesis de ET-729) y safracina E (c).

Figura 8: Adicién de precursores “no naturales” disefiados especificos (P3). Estructura quimica de las dos molécu-
las obtenidas por la adicién de compuesto P3 al mutante sacF.

Figura 9: Esquema del evento de interrupcién de gen a través de recombinacién simple, usando un fragmento de
ADN homélogo clonado en pK18:MOB (un plasmido integrativo en Pseudomonas).

Descripcion detallada de la invencion

Las péptido sintetasas no ribosomicas (NRPS) son enzimas responsables de la biosintesis de una familia de com-
puestos que incluyen un gran niimero de productos naturales diversos estructural y funcionalmente. Por ejemplo,
péptidos con actividades bioldgicas proporcionan el esqueleto estructural para compuestos que muestran una variedad
de de actividades bioldgicas tales como agentes antibidticos, antivirales, antitumorales e inmunosupresores (Zuber et
al. Biotechnology of Antibiotics 1997 (W. Strohl, ed.), 187-216 Marcel dekker, Inc., N.Y; Marahiel et al. Chem. Rev.
1997, 97, 2651-2673).

Aunque son estructuralmente diversos, la mayoria de estos péptidos biolégicamente activos comparten un esquema
de biosintesis mecanistico comun. Segtin este modelo, la formacién de enlaces peptidicos tiene lugar en multienzimas
denominadas péptido sintetasas, en las que se activan sustratos de aminodcidos mediante hidrélisis de ATP para dar
el correspondiente adenilato. Este producto intermedio inestable se transfiere posteriormente a otro sitio de las mul-
tienzimas en el que se une como un tioéster al grupo cisteamina de un cofactor 4’-fosfopanteteninilo (4’-PP) unido a
enzima. En esta fase, los sustratos activados por tiol pueden experimentar modificaciones tales como epimerizacién
o N-metilacién. Entonces se integran los aminodcidos con sustrato tioesterificado en el producto peptidico mediante
un elongacién por etapas mediante una serie de reacciones de transpeptidacion. Con esta disposicién en molde en las
péptido sintetasas, los mdédulos parecen funcionar independientemente unos de otros, pero actian conjuntamente para
catalizar la formacién de enlaces peptidicos sucesivos (Stachelhaus et al. Science 1995, 269, 69-72; Stachelhaus et
al. Chem. Biol. 1996, 3, 913-921). El esquema general para la biosintesis no ribosomica de péptidos se ha revisado
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ampliamente (Marahiel et al. Chem. Rev. 1997, 97, 2651-2673; Konz y Marahiel, Chem. and Biol. 1999, 6, R39- R48;
Moffit y Neilan, FEMS Microbiol. Letters 2000, 191, 159-167).

Recientemente se ha clonado, secuenciado y caracterizado parcialmente un gran niimero de operones bacterianos y
genes flingicos que codifican péptido sintetasas, proporcionando un valioso conocimiento de su arquitectura molecular
(Marahiel, Chem y Biol. 1997, 4, 561-567). Se usaron diferentes estrategias de clonacion, incluyendo la exploracién
con sondas de bibliotecas de expresion mediante anticuerpos preparados frente a péptido sintetasas, complementacién
de mutantes deficientes y el uso de oligonucledtidos disefiados derivados de secuencias de aminoacidos de fragmentos
de péptido sintetasas.

El andlisis de la estructura primaria de estos genes reveld la presencia de dominios homoélogos diferenciados de
aproximadamente 600 aminodcidos. Los dominios funcionales especificos consisten en al menos seis secuencias de
nicleo sumamente conservadas de aproximadamente tres a ocho aminodcidos de longitud, cuyo orden y ubicacién
dentro de todos los dominios conocidos son muy similares (Kiisard y Marahiel, Peptide Research 1994, 7, 238-241).
El uso de oligonucleétidos degenerados derivados de los nicleos conservados abre la posibilidad de identificar y
clonar péptido sintetasas a partir de ADN genémico, usando la tecnologia de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) (Kiisard y Marahiel, Peptide Research 1994, 7, 238-241; Borchert et al. FEMS Microbiol Letters 1992, 92,175-
180).

La estructura de safracina sugiere que este compuesto se sintetiza mediante un mecanismo de NRPS. La clonacion
y la expresion de las péptido sintetasas no ribosémicas y las enzimas de conformacion asociadas a partir de la agru-
pacién de safracina de Pseudomonas fluorescens A2-2 permitird la produccion de cantidades ilimitadas de safracina.
Ademas, los genes clonados podran usarse para la creacién combinatoria de andlogos novedosos de safracina que
podran mostrar propiedades mejoradas y que podrdn usarse en la hemisintesis de nuevas ecteinascidinas. Ademds, la
clonacién y la expresion de la agrupacién de genes de safracina en sistemas heter6logos o la combinacién de la agru-
pacién de genes de safracina con otros genes de NRPS podrd dar como resultado la creacion de farmacos novedosos
con actividades mejoradas.

La presente invencién proporciona, en particular, la secuencia de ADN que codifica NRPS responsable de la
biosintesis de safracina, es decir, safracina sintetasas. Se ha caracterizado una regién de 26.705 pb (SEQ ID NO: 1) a
partir del genoma de Pseudomonas fluorescens A2-2, se ha clonado en césmido pL30P y se ha demostrado, mediante
experimentos de desactivacion y expresion heterdloga, que esta region es responsable de la biosintesis de safracina.
Se ha expresado el c6smido pL30P en dos cepas de Pseudomonas sp., que no producen safracina, y el resultado fue
una produccién de safracina A y B a niveles de un 22%, para P. fluorescens (CECT 378), y un 2%, para P. aeruginosa
(CECT 110), en comparacién con la produccién de P. fluorescens A2-2. Las secuencias de aminoacidos previstas
de los diversos péptidos codificados por esta secuencia de ADN se muestran en SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 15
respectivamente.

La agrupacién de genes para la biosintesis de safracina derivada de P. fluorescens A2-2 se caracteriza por la
presencia de varios marcos de lectura abiertos (ORF) que se organizan en dos operones divergentes (figura 1), un
operén de ocho genes (sacABCDEFGH) y un operdén de dos genes (sacl/), precedidos por supuestas regiones de
promotores bien conservadas que se solapan. La agrupacién de genes para la biosintesis de safracina s6lo estd presente
en una copia en el genoma de P. fluorescens A2-2.

Los resultados indican que el operdn de ocho genes serd responsable de la biosintesis del esqueleto de la safracina
y el operdn de dos genes serd responsable de la conformacién final de las safracinas.

En el operén sacABCDEFGH, las secuencias de aminodcidos deducidas codificadas por sacA, sacB 'y sacC se
asemejan mucho a productos génicos de NRPS. Dentro de las secuencias de aminodcidos deducidas de SacA, SacB y
SacC, se identific6 un médulo de péptido sintetasa en cada uno de los ORF.

La primera caracteristica sorprendente de las proteinas de safracina NRPS es que a partir de los sitios activos y
las regiones de nicleo conocidos de las péptido sintetasas (Konz y Marahiel, Chem. and Biol. 1999, 6, R39-R48),
el primer nicleo estd poco conservado en las tres péptido sintetasas, SacA, SacB y SacC (figura 2). Las otras cinco
regiones de nicleo estdn bien conservadas en los tres genes de safracina NRPS. Se desconoce el significado biolégico
del primer nicleo (LKAGA), pero las secuencias de nicleo SGT(ST)TGxPKG (Gocht y Marahiel, J. Bacteriol. 1994,
176, 2654-266; Konz y Marahiel, Chem. and Biol. 1999, 6, R39-R48), TGD (Gocht y Marahiel, J. Bacteriol. 1994,
176, 2654-2662; Konz y Marahiel, 1999) y KIRGXRIEL (Pavela-Vrancic et al. J. Biol. Chem 1994, 269, 14962-14966;
Konz y Marahiel, Chem. and Biol. 1999, 6, R39-R48) pueden asignarse a unién e hidrélisis de ATP. Puede mostrarse
que el residuo de serina de la secuencia de niicleo LGGxS es el sitio de la formacién de tioéster (D’Souza et al., J.
Bacteriol. 1993, 175, 3502-3510; Vollenbroich et al., FEBS Lett. 1993, 325(3), 220-4; Konz y Marahiel, Chem. and
Biol. 1999, 6, R39-R48) y unién de 4’-fosfopanteteina (Stein et al. FEBS Lett. 1994, 340, 39-44; Konz y Marahiel,
Chem. and Biol. 1999, 6, R39-R48). Estos hallazgos, junto con el hecho de que la safracina parece sintetizarse a partir
de amino4cidos, apoya la hipétesis de que la formacién no ribosémica de enlaces peptidicos mediante el mecanismo
de tiomolde participa en la ruta biosintética de safracina y que sacA, sacB y sacC codifican las péptido sintetasas
correspondientes. Segiin este mecanismo, se activan aminodcidos tales como aminoaciladenilatos mediante hidrdlisis
de ATP y posteriormente se unen covalentemente a la enzima mediante enlaces carboxilo-tioéster. Entonces, en etapas
adicionales, se produce la transpeptidacién y la formacién de enlaces peptidicos.
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En segundo lugar, es sorprendente que los datos de secuencia muestran claramente que la regla de colinealidad,
seglin la cual el orden de los médulos de unién de aminodcido a lo largo del cromosoma va en paralelo con el or-
den de los aminodcidos en el péptido, no se mantiene para el sistema de safracina sintetasa. Segtin las homologias
de la base de datos de secuencia y las homologfas de estructuras de safracina y saframicina, SacA serfa responsa-
ble del reconocimiento y la activacién del residuo Gly y SacB y SacC serian responsables del reconocimiento y la
activacion de los dos derivados de L-Tyr que se incorporan en el esqueleto de safracina, mientras que faltaria el
supuesto gen de Ala-NRPS en la agrupacién de genes de safracina. En algunas agrupaciones de genes de péptido
sintetasas no ribosémicas, tales como en las rutas de biosintesis de pristamicina (Crecy-Lagard et al, J. of Bacteriol.
1997, 179(3), 705-713) y del tripéptido de fosfinotricina (Schwartz et al. Appl Environ Microbiol 1996, 62, 570-
577), el primer gen de NRPS no estd yuxtapuesto con el segundo gen de NRPS. En concreto, en la ruta biosinté-
tica de pristamicina el primer gen estructural (snbA) y el segundo gen estructural (subC) estan separados por 130
kb. Este no es el caso para la agrupacion de genes de safracina en la que los resultados de la expresion heteréloga
con el césmido pL30P demuestran claramente que no falta ningtin gen de NRPS ya que hay produccién de safracina
heter6loga.

En tercer lugar, aunque la pregunta sobre el mecanismo mediante el cual se forma el dipéptido Ala-Gly permanece
en el aire, la presencia en sacA de un dominio C suplementario en el extremo amino-terminal del primer gen de NRPS
sugiere la posibilidad de una actividad de activacién de adenilacién bifuncional por este gen. Se propone que Ala
se cargaria en primer lugar en la rama de fosfopanteteinilo de SacA (figura 3 a* y b*) antes de transferirse a una
posicién de espera, un dominio de condensacion, situado en el extremo N-terminal de sacA (figura 3, c¢*). Entonces
el adenilato de Gly se cargaria en la misma rama de fosfopanteteinilo (figura 3, d* y e*), colocado en el sitio de
elongacion, y se produciria el elongacién (figura 3, f*). En esta fase la rama del primer médulo estarfa cargada con
un dipéptido Ala-Gly dipéptido (figura 3, g*). Se propone que entonces el dipéptido se transferiria a una posicion de
espera en la segunda rama de fosfopanteteinilo (figura 3, h*), situada en SacB, para continuar la sintesis del esqueleto
basico de tetrapéptido de safracina. Un mecanismo de biosintesis alternativo podria ser la incorporacion directa de
un dipéptido Ala-Gly en SacA. En este caso, el dipéptido podria proceder de la actividad de la familia de ribozimas
peptidil transferasas sumamente activas (Sun et al, Chem, y Biol. 2002, 9, 619-626) o de la actividad de proteolisis
bacteriana.

Y en cuarto lugar, aunque en la mayoria de las péptido sintetasas procariotas el resto tioesterasa, que parece ser
responsable de la liberacidn de la cadena peptidica madura de la enzima, estd fusionado con el extremo C-terminal del
ultimo médulo de unién de aminoédcido (Marahiel et al. Chem. Rev. 1997, 97, 2651-2673), en el caso de las safracina
sintetasas, falta el dominio TE. Probablemente, en la sintesis de safracina tras la dltima etapa de elongacién, podria
liberarse el tetrapéptido mediante una estrategia alternativa para la terminacién de la cadena peptidica que también se
produce en la sintesis de saframicina (Pospiech et al. Microbiol. 1996, 142, 741-746). Esta estrategia de terminacién
particular se cataliza por un dominio de reductasa en el extremo carboxilo-terminal de la péptido sintetasa SacC que
cataliza la escision reductora del grupo acilo unido al dominio T asociado, liberando un aldehido lineal.

Los experimentos de alimentacion cruzada indican que los dos tltimos aminodcidos incorporados en la molécula
de safracina son dos derivados de L-Tyr denominados P2 (3-hidroxi-5-metil-O-metiltirosina) (figuras 4, 5) en vez de
dos L-Tyr tal como se propone que se produce en la sintesis de saframicina. En primer lugar, se ha mostrado que los
productos de dos genes (sacF'y sacG), similares a metiltransferasas bacterianas, participan en la O-, C-metilacién de
L-Tyr para producir P14 (3-metil-O-metiltirosina), precursor de P2. Un posible mecanismo podria considerar que en
primer lugar se produce la O-metilacién y después se produce la C-metilacién del derivado de aminoacido. En segundo
lugar, P2, el sustrato para las péptido sintetasas SacB y SacC, se forma mediante la hidroxilacién de P14 mediante
SacD (figuras 4, 5).

OMe OMe
Me HO Me
COOH COOH
NH, NH,
C41HysNO; Cy1HysNO,

Masa exacta: 209,11
Peso molecular: 209,24
C,683,14; H,7.23; N, 6,69; O, 22,94

P-14

Masa exacta: 225,10
Peso molecular: 225,24
C, 58,66; H, 8,71; N, 6,22; O, 28,41

P-2
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Aparte de los genes biosintéticos de safracina, en el operén sacABCDEFGH también se encuentran dos genes, sacE
y sacH, que participan en una funcién desconocida y en el mecanismo de resistencia a la safracina, respectivamente.
Se ha demostrado que el gen sacH codifica una proteina que cuando se expresa de manera heteréloga, en diferentes
cepas de Pseudomonas, se produce un gran aumento de la resistencia a la safracina B. SacH es una supuesta proteina
transmembrana, que transforma el grupo C,;-OH de la safracina B en un grupo C,;-H, para producir safracina A,
un compuesto con menos actividad antibidtica y antitumoral. Finalmente, aunque todavia se desconoce la supuesta
funcion de SacE, se han encontrado homdélogos de este gen cerca de diversas agrupaciones de genes biosintéticos de
metabolitos secundarios en los genomas de algunos microorganismos, lo que sugiere una funcién conservada de estos
genes en la formacién o regulacién de metabolitos secundarios.

En el operén sacll, las secuencias de aminodcidos deducidas codificadas por sacl y sacJ se asemejan mucho
a productos génicos de metiltransferasa e hidroxilasa/monoxigenasa, respectivamente. Los datos revelan que Sacl
es la enzima responsable de la N-metilacion presente en la estructura de safracina, y que Sac]J es la proteina que
realiza una hidroxilacién adicional en uno de los derivados de L-Tyr incorporados en el tetrapéptido para produ-
cir la estructura de quinona presente en todas las moléculas de safracina. La N-metilacién es una de las modifi-
caciones de péptidos sintetizados de manera no ribosémica que contribuye significativamente a su actividad biol6-
gica. Excepto por la saframicina (Pospiech et al. Microbiol. 1996, 142, 741-746), que se produce por bacterias y
se N-metila, todos los péptidos no ribosémicos N-metilados conocidos se producen por hongos o actinomicetos y,
en la mayoria de los casos, el responsable de la N-metilacién es un dominio que reside en la péptido sintetasa no
ribosémica.

TABLA I
Resumen de genes biosintéticos de, y de resistencia a, safracina identificados
en el cosmido pL30P
Nombre Nombre de Funcidn Posicidn Aminodcidos Peso
de ORF proteina propuesta iniciacidén- molecular
terminacidn
pb
sacA SacA Péptido 3052-6063 1004 110,4
sintetasa
sacB SacB Péptido 6068-9268 1063 117,5
sintetasa
sacC SacC Péptido 9275-13570 1432 157,3
sintetasa
sacD SacD Derivado de 13602-14651 350 39,2
L-Tyr
hidroxilasa
sacke SacE Desconocida 14719-14901 61 6,7
sacF SacF Derivado de 14962-16026 355 39,8
L-Tyr
metilasa
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sacG SacG L-Tyr 16115-17155 347 38,3
O-metilasa

sacH SacH Proteina de 17244-17783 180 19,6
resistencia

sacl Sacl metil- 2513-1854 220 24,2
transferasa

sacd SacJd monooxigena 1861-355 509 55,3
sa

La supuesta ruta sintética de safracina, con indicaciones de los sustratos de aminodcidos especificos usados para
cada reaccion de condensacién y las diversas actividades tras la condensacién, se muestra en la figura 5.

Para evaluar adicionalmente el papel de los genes biosintéticos de safracina, se construyeron mutantes desactivados
de cada uno de los genes de la agrupacion de safracina (figura 6). La interrupcion de los genes de NRPS (sacA, sacB
y sacC) asi como sacD, sacF'y sacG, dio como resultado mutantes que no producian safracina y P2. Los resultados
indican que los genes de sacA a sacH son parte del mismo operdén genético. Como consecuencia de las interrupciones
génicas de sacl y sacJ se originaron tres nuevas moléculas, P19B, P22A y P22B (figura 6).

NN,
P-19B P22A P22B

La produccion de P22A y P22B (figura 7a*) mediante el mutante de sacJ demostré que el papel de la proteina SacJ
es producir la hidroxilacién adicional del aminoécido de los derivados L-Tyr de la izquierda de la safracina, el que
participa en el anillo quinona. La produccién de P19B (figura 7b*) mediante el mutante de sacl, una molécula similar
a safracina en la que faltan la N-metilacién y el anillo quinona, confirma que Sacl es la enzima N-metiltransferasa y
sugiere que saclJ es un operdn transcripcional. La produccién de P19B también mediante el mutante de sacJ (figura
7a*) sugiere que probablemente se produce la N-metilacion tras haberse formado el anillo quinona. Aunque estas
nuevas estructuras no tienen actividad antimicrobiana interesante sobre B. subtilis o actividad citotdxica alta sobre
células cancerosas, pueden servir como nuevos precursores interesantes para la hemisintesis de nuevas moléculas
activas. En lo que respecta a la actividad de la estructura, la observacién de que P19B, P22A y P22B parecen perder
su actividad sugiere que la pérdida del anillo quinona de la estructura de safracina estd directamente relacionada con
la pérdida de actividad de las moléculas de la familia de safracina.

La interrupcién del gen sacl con la reconstitucién de la expresion del gen sacJ dio como resultado la produccién
de dos nuevas safracinas. Los dos antibidticos producidos, a niveles de produccion tan altos como los niveles de
produccion de safracina A/safracina B en la cepa de tipo natural, se denominaron safracina D y safracina E (figura
Tc*).

NH,
SAFRACINA D SAFRACINA E
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La safracina D y la safracina E son moléculas similares a safracina B y safracina A, respectivamente, en las que
falta la N-metilaciéon. Se ha mostrado que tanto la safracina D como la safracina E tienen las mismas actividades
antibacterianas y antitumorales que la safracina B y la safracina A, respectivamente. Aparte de sus altas propiedades
de actividades, antibacteriana y antitumoral, la safracina D puede usarse en la hemisintesis de la ecteinascidina ET-
729, un potente agente antitumoral, asi como en la hemisintesis de nuevas ecteinascidinas.

Surge una duda referente al papel de la proteina similar a aminopeptidasa codificada por un gen situado en el sitio
3’ del operdn de safracina. La desactivacion por insercién de orfl (PM-S1-14) no mostr6 efecto sobre la produccién
de safracina A/safracina B. Debido a sus propiedades de funcionalidad, sigue sin estar claro si esta proteina podria
desempeifiar algtin papel en el metabolismo de la safracina. Los otros genes presentes en el césmido pL3OP (de orf2 a
orf4) tendrdn que estudiarse con mayor detalle.

Otro aspecto de la invencidn es que proporciona las herramientas necesarias para la produccion de nuevas molécu-
las “no naturales” disefiadas especificas. La adicién de un precursor de derivado P2 modificado especifico denominado
P3, un 3-hidroxi-5-metil-O-etiltirosina, al mutante de sacF produce dos safracinas “no naturales” que incorpor¢ este
precursor modificado especifico, safracina A(OEt) y safracina B(OEt) (figura 8).

Me
NH
NHy
CxHyghO CatledeOy
i S s,
Pesgo molecular; 552 66 8% 0. 19,00
€, 85,200 ¥, 7,30; N, 10,14, O, 17,37 G, 63.3% H, 7,08; N, 5,85
safracina A(OEY) safracina B(OEY)

Las dos nuevas safracinas son potentes compuestos antibiéticos y antitumorales. Las actividades biolégicas de
safracina A(OEt) y safracina B(OEt) son tan potentes como las actividades de safracina A y safracina B, respectiva-
mente. Estas nuevas safracinas pueden ser la fuente de nuevos agentes antitumorales potentes, asi como una fuente de
moléculas para la hemisintesis de nuevas ecteinascidinas.

Ademds, los genes que participan en la sintesis de safracina pueden combinarse con otros genes de péptido sin-
tetasas no ribosémicas para dar como resultado la creacién de farmacos “no naturales” novedosos y andlogos con
actividades mejoradas.

Ejemplos
Ejemplo 1

Extraccion de moléculas de dcido nucleico a partir de Pseudomonas fluorescens A2-2

Cepas bacterianas
Se hicieron crecer cepas de Pseudomonas sp. a 27°C en caldo Luria-Bertani (LB) (Ausubel et al. 1995, J. Wiley

and Sons, Nueva York, N.Y). Se hicieron crecer cepas de E. coli a 37°C en medio LB. Se usaron antibidticos a las
siguientes concentraciones: ampicilina (50 ug/ml), tetraciclina (20 pg/ml) y kanamicina (50 pg/ml).

10
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TABLA II

T3

Cepas usadas en esta invencion

Cédigo Genotipo

PM-S1-001 P. fluorescens A2-2 de tipo natural
PM-S1-002 sacA”

PM-S1-003 sacB”

PM-S1-004 sacC”

PM-S1-005 sacd

PM-S1-006 sacIl”

PM-S1-007 sacI” con reconstitucidén de expresidén de sacJ
PM-S1-008 sack”

PM-S1-009 sacG”

PM-S1-010 sacD

PM-S1-014 orfl”

PM-S51-015 A2-2 + pLAFR3

PM-51-016 A2-2 + pL30p

PM-19-001 P. fluorescens CECT378 + pLAFR3
PM-19-002 P. fluorescens CECT378 + pL30p
PM-19-003 P. fluorescens CECT378 + pBBR1-MCS2
PM-19-004 P, fluorescens CECT378 + pB5HS83
PM-19-005 P, fluorescens CECT378 + pB7983
PM-19-006 P. fluorescens CECT378 + pBHPT3
PM~16-001 P. aeruginosa CECT110 + pLAFR3
PM-16-002 P. aeruginosa CECT110 + pL30p
PM~-17-003 P. putida ATCC 12633+ pBBR1-MCS2
PM-17-004 P. putida ATCC 12633+ pB5HS3
PM-17-005 P. putida ATCC 12633+ pB7983
PM-18-003 P. stutzeri ATCC 17588+ pBBR1-MCS2
PM-18-004 P. stutzeri ATCC 17588+ pB5HB3
PM~18-005 P. stutzeri ATCC 17588+ pB7983

11
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Manipulacion del ADN

A menos que se indique lo contrario, se usaron técnicas convencionales de biologia molecular para clonacién y
manipulaciones de ADN in vitro (Sambrook et al. 1989, Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory).

Extraccion de ADN

Se preparé ADN total a partir de cultivos de Pseudomonas fluorescens A2-2 tal como se notifica (Sambrook et al.
1989, Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory).

Andlisis informdticos

Se compilaron datos de secuencia y se analizaron usando un paquete de software DNA-Star.

Ejemplo 2

Identificacion de genes de NRPS responsables de la produccion de safracina en Pseudomonas fluorescens A2-2

Diserio de cebadores

Marahiel et al. (Marahiel et al. Chem. Rev. 1997, 97, 2651-2673) notificaron previamente motivos de nicleo su-
mamente conservados de los dominios cataliticos de péptido ciclico y ramificado sintetasas. Basandose en mdltiples
alineaciones de secuencias de diversas péptido sintetasas notificadas se seleccionaron como diana los mddulos de re-
giones conservadas A2, A3, A5, A6, A7y A8 de adenilacién y T de tiolacién para el disefio del cebador degenerado
(Turgay y Marahiel, Peptide Res. 1994, 7, 238-241). Las posiciones de titubeo se disefiaron con respecto a las prefe-
rencias de codén dentro de los mddulos seleccionados y el contenido en G/C que se esperaba alto de Pseudomonas
sp. Todos los oligonucleétidos se obtuvieron de ISOGEN (Bioscience BV). Se obtuvo un fragmento de PCR cuando
se usaron oligonucleétidos degenerados derivados de las secuencias YGPTE (ntucleo de AS) y LGGXS (ndcleo de T).
Estos oligonucleétidos se denominaron PS34-YG y PS6-FF, respectivamente.

TABLA III

Cebadores de PCR diseriados para este estudio

Denominacidén del | Secuencia Longitud

cebador y orientacidén

PS34-YG (directo) 5’ -TAYGGNCCNACNGA-3' 14 meros

PS6-FF (inverso) 57 -TSNCCNCCNADNTCRAARAA-3'| 20 meros

Condiciones de PCR para la amplificacion de ADN a partir de P._fluorescens A2-2

Se amplificé un fragmento interno de las péptido sintetasas no ribosémicas (NRPS) usando oligonucleétidos PS-
34-YG y PS6-FF y ADN cromosémico de P. fluorescens A2-2 como molde. Se usaron tampén de reaccién y Taq
polimerasa de Promega. El perfil de ciclacion realizado en un termociclador personal (Eppendorf) consistié en: 30
ciclos de 1 min. a 95°C, 1 min. a 50°C, 2 min. a 72°C. Los productos de PCR tenian el tamafio esperado (750 pb
aprox.) basdndose en la ubicacién de los cebadores dentro de los dominios de NRPS de otros genes de sintetasa.

Clonacion de ADN

Se clonaron fragmentos de amplificacién de PCR en vector pGEM-Teasy segtin el fabricante (Qiagen, Inc., Va-
lencia, CA). De esta manera, los fragmentos clonados se flanquean por dos sitios de restriccion de EcoRI, con el fin
de facilitar la posterior subclonacién en otros plasmidos (véase a continuacién). Dado que las enzimas NRPS son
modulares, los clones a partir de los cebadores de PCR degenerados representan una combinacion de fragmentos de
diferentes dominios.
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Secuenciacion de ADN

Se realizé toda la secuenciacién usando cebadores dirigidos contra el vector de clonacién, con un secuenciador
automdtico ABI (Perkin-Elmer). Se identificaron secuencias de ADN clonadas usando el servidor BLAST del Centro
Nacional de Informacién Biotecnoldgica al que se accede a través de Internet (Altschul ef al., Nucleic Acids Res.
1997, 25, 3389-3521). Todas las secuencias tienen regiones distintivas para NRPS y muestran una alta similitud en
bisquedas en BLAST con NRPS bacterianas lo que muestra que de hecho tienen origen peptidico. Ademads, se realizé
una bisqueda de similitud de dominio probable usando el servidor web PROSITE (European Molecular Biology
Laboratory, Heidelberg, Alemania).

Interrupcion génica de Pseudomonas fluorescens A2-2

Con el fin de analizar la funcién de los genes clonados, se interrumpieron estos genes mediante recombinacién ho-
mologa (figura 9). Para ello, se digirieron pldsmidos recombinantes (derivados de pG-PS) que alojaban el fragmento
de gen de NRPS con enzima de restriccién EcoRI. Se clonaron los fragmentos resultantes pertenecientes al gen que
iba a mutarse en el plasmido movilizable pK18mob (Schafer er al. Gene 1994, 145, 69-73), un plasmido integrativo
en el cromosoma que puede replicarse en E. coli pero no en cepas de Pseudomonas. Se introdujeron plasmidos re-
combinantes en primer lugar en la cepa E. coli S17-APIR mediante transformacion y después en P. fluorescens A2-2
mediante conjugacién biparental (Herrero et al, J Bacteriol 1990, 172, 6557-6567). Se sembraron en placas diferentes
diluciones de la conjugacién sobre medio s6lido LB que contenia ampicilina mds kanamicina y se incubaron durante la
noche a 27°C. Se seleccionaron transconjugados resistentes a kanamicina, que contenian plasmidos integrados dentro
de su genoma mediante recombinacién homdloga.

Ensayo bioldgico (bioprueba) para determinar la produccion de safracina

Se incubaron cepas P. fluorescens A2-2 y sus derivados en matraces erlenmeyer de 50 ml con deflectores que
contenfan medio de fermentacién con los antibiéticos correspondientes. Inicialmente, se usé medio de fermentacién
SA3 (Ikeda Y. J. Ferment. Technol. 1985, 63, 283-286). Con el fin de aumentar la productividad del proceso de
fermentacion, se usaron métodos estadisticos-matemadticos tales como el disefio de Plackett-Burman para seleccionar
nutrientes y se sometieron a prueba técnicas de optimizacién de superficie de respuesta (Hendrix C. Chemtech 1980,
10, 488-497) con el fin de determinar el nivel 6ptimo de cada variable independiente clave. También se realizaron
experimentos para mejorar las condiciones de cultivo tales como temperatura de incubacién y agitacion. Finalmente
se seleccioné un medio sumamente productor de safracina B denominado 16B (152 g/l de manitol, 35 g/l de levadura
G20-25, 26 g/l de CaCO;, 14 g/l de sulfato de amonio, 0,18 g/l de cloruro férrico, pH 6,5).

Se someti6 a ensayo la produccién de safracina sometiendo a prueba la capacidad de inhibicién de un cultivo sélido
de Bacillus subtilis por 10 ul del sobrenadante de un cultivo de Pseudomonas sp. de 3 dias incubado a 27°C (Alijah
et al. Appl Microbial Biotechnol 1991, 34, 749-755). Cultivos de P. fluorescens A2-2 producen zonas de inhibicién
de 10-14 mm de didmetro mientras que los mutantes no productores no inhibieron el crecimiento de B. subtilis. Tres
clones aislados tenian afectada la ruta biosintética de safracina. Con el fin de confirmar los resultados, se realizaron
andlisis de HPLC de la produccién de safracina.

Andlisis de HPLC de la produccion de safracina

Se analiz6 el sobrenadante usando una columna de HPLC Symmetry C-18, 300 A, 5 pum, 250 x 4,6 mm (Waters)
con una precolumna (Symmetry C-18, 5 um, 3,9 x 20 mm, Waters). Un gradiente de tamp6n acetato de amonio (10
mM, 1% de dietanolamina, pH 4,0)-acetonitrilo fue la fase mévil. Se detect6 safracina mediante absorcién a 268 nm.
En la figura 6, se muestra el perfil de HPLC de safracina y de precursores de safracina producidos por la cepa P.
fluorescens A2-2 y diferentes estructuras similares a safracina producidas por mutantes de P. fluorescens.

Ejemplo 3
Clonacion y andlisis de secuencia de agrupacion de safracina

PCR inversa e hibridacion de biblioteca de fagos

La hibridacién de tipo Southern en ADN cromosémicos mutantes verific6 la correcta interrupcion génica y de-
mostrd que el fragmento de péptido sintetasa clonado en el plasmido pK18mob era esencial para la produccién de
safracina. El andlisis de los mutantes no productores de safracina obtenidos demostré que todos ellos tenian una
interrupcidn génica en el mismo gen, sacA.

La PCR inversa a partir de ADN genémico y la exploracién de una biblioteca de fagos de ADN genémico de P.
fluorescens A2-2 revelaron la presencia de genes adicionales que flanquean al gen sacA, que probablemente participan

en la biosintesis de safracina.
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El ntimero de registro de GenBank para los datos de secuencia de nucleétidos de la agrupacién biosintética de
safracina de P. fluorescens A2-2 es AY061859.

Construccion de la biblioteca de cosmidos y expresion heterologa

Para determinar si la agrupacion de safracina podia conferir capacidad biosintética de safracina a una cepa no
productora, se clond en un vector de césmido de amplia gama (pLAFR3, Staskawicz B. ef al. J Bacteriol 1987, 169,
5789-5794) y se conjugd con una coleccion de cepas de Pseudomonas sp diferentes.

Para obtener un clon que contenia la agrupacién completa, se construyé y se explor6 una biblioteca de césmidos.
Para ello, se digirié parcialmente ADN cromosémico con la enzima de restriccion Pstl, se desfosforilaron los frag-
mentos y se ligaron en el sitio de Pstl del vector de cdsmido pLAFR3. Se empaquetaron los cdsmidos con extractos de
empaquetamiento Gigapack III Gold (Stratagene) segtin las recomendaciones del fabricante. Se sembraron las células
infectadas de la cepa XL1-Blue sobre LB-agar complementado con 50 pg/ml de tetraciclina. Se seleccionaron clones
positivos usando hibridacién de colonia con un fragmento de ADN marcado con DIG que pertenecia al extremo 3’ de
la agrupacién de safracina. Con el fin de garantizar la clonacion de toda la agrupacion, se realizé una nueva hibrida-
cion de colonia con un fragmento de ADN del extremo 5°. Sélo el césmido pL30p mostré multiples hibridaciones con
sondas de ADN. Para confirmar la clonacién precisa, se llevaron a cabo amplificacién por PCR y secuenciacién de
ADN con oligonucleétidos de ADN que pertenecian a la secuencia de safracina. El tamafio del inserto de pL30P era
de 26.705 pb. El1 ADN del clon pL30p se transformé dentro de E. coli S17APIR y se conjugé la cepa resultante con
las cepas heterdlogas de Pseudomonas sp. Se introdujo el césmido pL30p en P. fluorescens CECT378 y P. aeruginosa
CECT110 mediante conjugacién biparental tal como se describié anteriormente. Una vez identificado un clon que
codificaba para toda la agrupacion, se determind si el candidato podia producir safracina. Se evalud la produccién
de safracina en las cepas conjugadas mediante analisis de HPLC y ensayo biolégico de sobrenadantes de cultivos en
caldo tal como se describi6 anteriormente.

La cepa P. fluorescens CECT378 que expresaba el cdsmido pL30p (PM-19-002) podia producir safracina en canti-
dades considerables, mientras que la produccién de safracina en la cepa P. aeruginosa CECT110 que expresaba pL30P
(PM-16-002) era 10 veces menor que en CECT378. La produccién de safracina en estas cepas era aproximadamente
del 22% y el 2% de la produccién total en comparacién con la cepa productora natural.

Genes que participan en la formacion de safracina. Andlisis de secuencia de los operones sacABCDEFGH y sacl]

Andlisis informadticos de la secuencia de ADN de pL30P revelaron 14 ORF (figura 1). Un posible sitio de unién a
ribosoma precede a cada uno de los codones de iniciacién ATG.

En el operén sacABCDEFGH, pueden leerse tres ORF muy grandes, sacA, sacB 'y sacC (posiciones de 3052 a
6063, de 6080 a 9268 y de 9275 a 13570 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2 SEQ ID NO: 1, respec-
tivamente) en la misma direccioén y codifican las supuestas safracina NRPS: SacA (1004 aminoacidos, M, 110452),
SacB (1063 aminoacidos, M, 117539) y SacC (1432 aminodcidos, M, 157331). Los tres genes de NRPS contienen los
dominios que se asemejan a dominios de activacion de aminodcidos de péptido sintetasas conocidas. Especificamente,
los dominios de activacién de aminoécidos de estos tres genes de NRPS son muy similares a tres de los cuatro dominios
de activacién de aminodcidos (Gly, Tyr y Tyr) encontrados en las saframicina NRPS de Myxococcus xanthus (Pospiech
et al. Microbiology 1995, 141, 1793-803; Pospiech et al. Microbiol. 1996, 142, 741-746). En particular, SacA (SEQ
ID NO: 2) muestra un 33% de identidad con la proteina saframicina Mx1 sintetasa B (SafB) de M. xanthus (nimero
de registro de NCBI U24657), mientras SacB (SEQ ID NO: 3) y SacC (SEQ ID NO: 4) comparten, respectivamente,
un 39% y un 41% de identidad con la saframicina Mx1 sintetasa A (SafA) de M. xanthus (nimero de registro de NCBI
U24657). La figura 2 muestra una comparacion entre SacA, SacB y SacC y los diferentes dominios de activacion de
aminodacidos de saframicina NRPS.

En el sentido 3’ de sacC existen cinco ORF pequefios que se leen en la misma direccion que los genes de NRPS
(figura 1). El primero, sacD (posicién de 13602 a 14651 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2), codifica
una supuesta proteina, SacD (350 aminoécidos, M, 39187; SEQ ID NO: 5), sin similitud en la base de datos Gene-
Bank. El siguiente, sacE (posicioén de 14719 a 14901 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2), codifica
una supuesta proteina pequefia denominada SacE (61 aminodcidos, M, 6729; (SEQ ID NO: 6)), que muestra cierta
similitud con proteinas de funcién desconocida en las bases de datos (ORF1 de Streptomyces viridochromogenes (nu-
mero de registro de NCBI Y17268; 44% de identidad) y MbtH de Mycobacterium tuberculosis (ntimero de registro de
NCBI Z95208; 36% de identidad). El tercer ORF, sacF (posicion de 14962 a 16026 de la secuencia de safracina de P.
fluorescens A2-2), codifica una proteina de 355 residuos con un peso molecular calculado de 39.834 (SEQ ID NO: 7).
Esta proteina se asemeja lo mds estrechamente a hidroxineurosporeno metiltransferasa (CrtF) de Chloroflexus auran-
tiacus (nimero de registro de NCBI AF288602; 25% de identidad). La secuencia de nucleétidos del cuarto ORF, sacG
(posicién de 16115 a 17155 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2), predijo un producto génico de 347
aminodcidos que tenfa una masa molecular de 38,22 kDa (SEQ ID NO: 8). La proteina, denominada SacG, es similar
a O-metiltransferasas bacterianas, incluyendo O-dimetilpuromicin-O-metiltransferasa (DmpM) de Streptomyces anu-
latus (nimero de registro de NCBI P42712; 31% de identidad). Una busqueda informatica también muestra que esta
proteina contiene los tres motivos de secuencia encontrados en diversas metiltransferasas dependientes de S-adenosil-
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metionina (Kagan y Clarke, Arch. Biochem. Biophys. 1994, 310, 417-427). El quinto gen, sacH (posicién de 17244
a 17783 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2), codifica una supuesta proteina SacH (180 aminodcidos,
M, 19632; (SEQ ID NO: 9)). Una busqueda informética de similitudes, entre la secuencia de aminoacidos deducida
de SacH y secuencias de otras proteinas, revel6 identidad con algunas proteinas hipotéticas conservadas de funcién
desconocida, que contiene un motivo transmembrana bien conservado y un sitio de actividad similar a dihidrofolato
reductasa (proteina hipotética conservada de Pseudomonas aeruginosa PAO1, niimero de registro de NCBI P3469;
35% de identidad).

En el sentido 5° del operén sacABCDEFGH, leyendo en el sentido opuesto, estd situado un operén de dos genes,
saclJ. El gen sacl (posicion de 2513 a 1854) codifica una proteina de 220 aminoacidos (M, 24219; (SEQ ID NO: 10))
que se asemeja lo més estrechamente a ubiquinona/manequinona metiltrasnferasa de Thermotoga maritime (nimero
de registro de NCBI AE001745; 32% de identidad). El gen sacJ (posicién de 1861 a 335) codifica una proteina de
509 aminodcidos (SEQ ID NO: 11), con una masa molecular de 55341 Da, similar a monooxigenasas/hidroxilasas
bacterianas, incluyendo supuesta monooxigenasa de Bacillus subtilis (nimero de registro de NCBI Y14081; 33% de
identidad) y Streptomyces coelicolor (nimero de registro de NCBI AL109972; 29% de identidad).

Los operones SacABCDEFGH y saclJ se transcriben de manera divergente y estdn separados por aproximadamen-
te 450 pb. Ambos operones estdn flanqueados por fragmentos de transposasa residuales.

Genes de la agrupacion de safracina relacionados

Se ha encontrado (figura 1) un supuesto ORF (orfI; posicién de 18322 a 19365 de la secuencia de safracina de P.
fluorescens A2-2) situado en el extremo 3’ de la secuencia de safracina. La proteina ORF1 (SEQ ID NO: 12) muestra
similitud con aminopeptidasas de la base de datos Gen Bank (familia de peptidasa M20/M25/M40 de Caulobacter
crescentus CB15; nimero de registro de NCBI NP422131; 30% de identidad). Usando la estrategia descrita en el
ejemplo 2, la interrupcién génica de orfl no afecta a la produccién de safracina en P. fluorescens A2-2.

En el extremo 3’ de la secuencia de safracina clonada en el c6smido pL30p, se encontraron tres supuestos ORF
(orf2, orf3 y orf4). Leyendo en la direccidon opuesta al operén sacABCDEFGH, el gen orf2 (posicidon de 22885 a 21169
de SEQ ID NO: 1) codifica una proteina, ORF2 (SEQ ID NO: 13), con similitudes con la proteina sensora HoxX de
Agquifex aeolicus (nimero de registro de NCBI NCO00918,1; 35% de identidad), mientras que el gen orf3 (posicién de
23730223041 de SEQ ID NO: 1) codifica la proteina ORF3 (SEQ ID NO: 14) que comparte un 44% de identidad con
una proteina relacionada con glicosil transferasa de Xanthomonas axonopodis pv. Citri cepa 306 (niimero de registro
de NCBI NP642442).

El tercer gen estd situado en el extremo 3’ de SEQ ID NO: 1 (posicion de 25037 a 26095). Este gen, denominado
orf4 (posicion de 2513 a 1854), codifica una proteina, ORF4 (SEQ ID NO: 15), que se asemeja lo mas estrechamente a
una proteina hipotética de la familia de isocorismatasa YcdL de Escherichia coli (nimero de registro de NCBI P75897;
32% de identidad).

Presumiblemente, estos tres genes no participarian en la ruta biosintética de safracina, sin embargo, una futura
interrupcién génica de estos genes confirmard esta suposicion.

Las diferentes secuencias de ADN encontradas se indican al final de la memoria descriptiva.

Ejemplo 4
Andlisis funcional de los locus de safracina y biisqueda de posibles precursores

Dado que en la actualidad se desconoce la ruta para la sintesis de safracina en P. fluorescens A2-2, la desactivacion
de cada uno de los genes descritos en el ejemplo 3 permitird estudios fundamentales sobre el mecanismo de biosintesis
de safracina en esta cepa.

Con el fin de analizar la funcionalidad de cada proteina particular en la ruta de produccion de safracina, se realizé la
interrupcién de cada gen particular de la agrupacidn, salvo sacE. Todos los mutantes genéticos se obtuvieron siguiendo
la estrategia de interrupcion descrita anteriormente.

La figura 6 es un resumen de los diferentes mutantes construidos en esta invencion as{ como un resumen de los
compuestos producidos por los mutantes como consecuencia de la interrupcién génica. En la cepa de tipo natural
se detectaron claramente mediante HPLC tanto safracina A como B como otros compuestos, P2 y P14 (véase la
figura 6, WT). La interrupcién génica de los genes sacA (PM-S1-002), sacB (PM-S1-003), sacC (PM-S1-004), sacD
(PM-S1-010), sacF (PM-S1-008) y sacG (PMS1-009) generé mutantes que no podian producir ni safracina A ni
safracina B, ni los compuestos precursores con tiempos de retencion inferiores a 15 min., P2 y P14 respectivamente.
El esclarecimiento de la estructura de P14 y P2 revel6 que P14 es una 3-metil-O-metil-tirosina, mientras que P2 es
una 3-hidroxi-5-metil-O-metil-tirosina. Debido al pequefio tamaiio del gen sacE, no pudo obtenerse el mutante sacE~
mediante interrupcién génica, pero la delecion de este gen estd en proceso. La sobreexpresion de la proteina SacE,
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en trans, no tuvo ningtn efecto sobre la produccién de safracina B/A. Los mutantes sacl- (PM-S1-006) produjeron
P2, P14 y una cantidad significativa de un compuesto denominado P19B (figura 6; figura 7b*). El esclarecimiento
de la estructura de P19B revel6 que este compuesto es una molécula similar a safracina en la que faltan el N-Met y
uno de los OH del anillo quinona. En los mutantes sacJ- (PM-S1-005), se obtuvieron P2, P14, P19B y dos nuevos
compuestos denominados P22A y P22B (figura 6; figura 7a*). El esclarecimiento de la estructura de P22A y P22B
reveld que son moléculas similares a safracina A y safracina B, respectivamente, sin uno de los grupos -OH del anillo
quinona. El ensayo biolégico de los extractos de mutantes sacl” y sacJ™ revel6 una actividad muy baja frente a Bacillus
subtilis.

La interrupcién del gen sacl con la reconstitucién de la expresion del gen sac/ dio como resultado un nuevo
mutante productor de safracinas, PM-S1-007. Los dos antibiéticos producidos, a niveles de produccién tan altos como
los niveles de safracina A y safracina B en la cepa de tipo natural, se han denominado safracina D y safracina E (figura
7c*). La safracina D y la safracina E son moléculas similares a safracina B y safracina A, respectivamente, en las que
falta la N-metilacion.

Estos resultados sugieren fuertemente que i) los genes sacA, sacB y sacC codifican las safracina NRPS; ii) los
genes sacD, sacF'y sacG son responsables de la transformacién de L-Tyr en el derivado de L-Tyr P2 y iii) sacl y sacJ
son responsables de las modificaciones de conformacién que convierten P19 y P22 en safracina.

Caracterizacion de precursores naturales

P-14

OMe

C14H1sNO;
Masa exacta: 209,11
Peso molecular: 209,24
C,63,14; H, 7,23; N, 6,69; 0, 22,94

Cepa

Pseudomonas fluorescens A2-2 (tipo natural) (PM-S1-001).

Condiciones de fermentacion

A un medio de siembra YMP3 que contenia el 1% de glucosa; el 0,25% de extracto de ternera; el 0,5% de bac-
topeptona; el 0,25% de NaCl; el 0,8% de CaCO; se le inocul6 el 0,1% de una reserva vegetativa congelada del
microorganismo, y se incub6 en un agitador rotativo (250 rpm) a 27°C. Tras 30 h de incubacidn, se transfiri6 el 2%
(v/v) del cultivo de siembra a matraces Erlenmeyer de 2000 ml que contenian 250 ml del medio de produccién M-
16B, compuesto por el 15,2% de manitol; el 3,5% de levadura de cerveza seca; el 1,4% de (NH,),SOy; el 0,001% de
FeCl;; el 2,6% de CO;Ca. La temperatura de la incubacién fue de 27°C desde la inoculacién hasta 40 horas y después
de 24°C hasta el proceso final (71 horas). No se control6 el pH. La agitacién del agitador rotativo fue de 220 rpm con
5 cm de excentricidad.

Aislamiento

Tras 71 horas de incubacién, se combinaron 2 matraces Erlenmeyer y se aclararon los 500 ml de caldo de fer-
mentacion mediante centrifugacién a 7.500 rpm durante 15 minutos. Se afiadieron 50 gramos de la resina XAD-16
(Amberlite) al sobrenadante y se mezclé durante 30 minutos a temperatura ambiente. Entonces se recuperd la resi-
na del caldo aclarado mediante filtracién. Se lavé dos veces la resina con agua destilada y se extrajo con 250 ml de
isopropanol (2-PrOH). Se secé el extracto de alcohol a alto vacio hasta la obtencién de 500 mg de extracto bruto.
Se disolvié este producto bruto en metanol y se purificé mediante columna cromatogréfica usando Sephadex LH-20
y metanol como fase movil. Se eluyé el compuesto P-14 y se secé como 15 mg de sélido amarillento. Se sometié a
prueba la pureza mediante HPLC analitica y RMN de 'H.
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También se aislé P-14 de una manera similar a partir de cultivos del mutante sacJ~ (PM-S1-005), usando HPLC
semipreparativa como la dltima etapa del procedimiento de purificacién.

Actividades biologicas

NO ACTIVO.

Datos espectroscopicos

ES-EM m/z 254 (C,,H,,NO;Na,"), 232 (C,,H,sNO;Na*), 210 (M+H*). RMN de 'H (300 MHz, CD,0D) 7,07 (d,
J=8,1 Hz, H-9), 7,06 (s, H-5), 6,84 (d, J=8,1 Hz, H-8), 3,79 (s, H-11), 3,72 (dd, J=8,7, 3,9 Hz, H-2), 3,20 (dd, J=14.,4,
3,9 Hz, H-3a), 2,91 (dd, J=14.4, 8,9 Hz, H-3b), 2,16 (s, H-10). RMN de "*C (75 MHz, CD;0D) 174,1 (C-1), 158,6 (C-
7, 132,5 (C-5), 128,9 (C-9), 128,5 (C-4), 128,0 (C-6), 111,4 (C-8), 57,6 (C-2), 55,8 (C-11), 37,4 (C-3), 16,3 (C-10).

P-2

COOH
NH,
C44HysNO,
Masa exacta: 225,10

Peso molecular: 225,24
C, 58,66; H, 6,71; N, 6,22; O, 28,41

Cepa

Pseudomonas fluorescens A2-2 (tipo natural) (PM-S1-001).

Condiciones de fermentacion

El mismo procedimiento que el de P-14.

Aislamiento

Procedimiento similar al de P-14, excepto en la cromatografia Sephadex, en la que las fracciones que contenian
P-2 se eluyeron mds tarde. Fue necesaria una etapa de HPLC semipreparativa (columna Symmetry Prep C-18, 7,8
x 150 mm, AcONH, 10 mM pH=3/CH,;CN 95:5 mantenido durante 5 min. y después gradiente desde el 5 hasta el
6,8% de CH;CN en 3 min.) para purificar P-2. Ademas este compuesto se aislé a partir del caldo de fermentacion de
Pseudomonas putida ATCC12633+pB5H83 (PM-17-004) como resultado de la expresion heteréloga.

Actividades biologicas

NO ACTIVO.

Datos espectroscopicos

ES-EM m/z 226 [M+H]+; RMN de 'H (CD,0D, 300 MHz): 6,65 (d, J = 1,8 Hz, H-5), 6,59 (d, J = 1,8 Hz, H-9),
3,72 (s, H-11), 3,71 (dd, J = 9,0, 4,2 Hz, H-2), 3,16 (dd, J = 14,4, 4.2 Hz, H-3a), 2,83 (dd, J = 14,4, 9,0 Hz, H-3b),
2,22 (s, H- 10); RMN de '*C (DMSO, 75 MHz): 170,88 (s, C-1), 150,025 (s, C-7), 144,56 (s, C-8), 132,28 (s, C-4),
130,36 (s, C-6), 121,73 (d, C-5), 115,55 (d, C-9), 59,06 (q, 7-OMe), 55,40 (d, C-2), 36,21 (t, C-3), 15,86 (q, 6-Me).
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Caracterizacion de compuestos similares a safracinas obtenidos mediante desactivacion

COMPUESTO P-22B

NH,

_ CagHagN4Og
Masa exacta: 526,28
Peso molecular: 526,62
C, 63,86; H, 7,27; N, 10,64, 0, 18,23

Cepa

Mutante sacJ™ de P. fluorescens A2-2 (PM-S 1-005).

Condiciones de fermentacion

Se vertieron 50 litros del medio SAM-7 (50 1) compuesto por dextrosa (3,2%), manitol (9,6%), levadura de cer-
veza seca (2%), sulfato de amonio (1,4%), fosfato secundario de potasio (0,03%), cloruro de potasio (0,8%), clo-
ruro de hierro (IIT) 6-hidratado (0,001%), L-tirosina (0,1%), carbonato de calcio (0,8%), polipropilenglicol 2000
(0,05%) y antiespumante ASSAF 1000 (0,2%) en un fermentador en recipiente (Bioengineering LP-351) con una
capacidad total de 75 1 y, tras la esterilizacion, se afiadieron antibidticos estériles (amplicilina 0,05 g/l y kanami-
cina 0,05 g/1). Entonces se inocul6 cultivo de siembra (2%) de la cepa mutante PM-S1-005. Se llevé a cabo la
fermentacién durante 71 h. en condiciones aireadas y con agitacién (1,0 1//min. y 500 rpm). Se control6 la tem-
peratura desde 27°C (desde la inoculacion hasta 24 horas) hasta 25°C (desde 24 h hasta el proceso final). Se controlé
el pH a pH 6,0 mediante alimentacién automdtica de 4cido sulfirico diluido desde las 22 horas hasta el proceso
final.

Aislamiento

Se aclar6 todo el caldo (centrifugadora Sharples). Se ajust6 el pH del caldo aclarado hasta pH 9,0 mediante adicién
de NaOH al 10% y se extrajo con 25 litros de acetato de etilo. Tras 20 min. de mezclado, se separaron las dos fases.
Se congeld durante la noche la fase orgdnica y después se filtrd para eliminar el hielo y se evapord hasta obtener un
extracto verde oscuro grasiento (65,8 g). Se mezcld este extracto con 500 ml de hexano (250 ml en dos veces) y se
filtr6 para eliminar las impurezas solubles en hexano. El sélido restante, tras secarse, dio 27,4 g de un extracto verde-
beis oscuro.

Se disolvi6 este nuevo extracto en metanol y se purificé mediante una cromatografia Sephadex LH-20 (usando
metanol como disolvente movil) y se eluyeron los compuestos similares a safracinas en las fracciones centrales (ana-
lizado en condiciones de CCF: fase normal de silice, fase mévil: EtOAc:MeOH 5:3. Valor de Rf aprox.: 0,3 para P-
22B, 0,25 P-22A y 0,1 para P-19).

Se purificaron las fracciones combinadas (7,6 g) que contenian los tres compuestos similares a safracina me-
diante una columna de silice usando una mezcla de EtOAc:MeOH desde 50:1 hasta 0:1 y otro sistema cromato-
grafico (CHCl;:MeOH:H,0:AcOH 50:45:5:0,1 isocrdtico). Se purificaron los compuestos P22-A, P22-B y P19-B
mediante HPLC en fase inversa (columna Symmetry Prep C-18 150 x 7,8 mm, 4 ml/min., fase moévil: 5 min. de
MeOH:H,O0 (0,02% de TFA) 5:95 y gradiente desde MeOH:H,O (0,02% de TFA) 5:95 hasta el 100% de MeOH en 30
min.).
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Actividades biologicas de safracina P-22B
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Actividad antimicrobiana: sobre medio solido

Bacillus subtilis 10 ug/disco (6 mm de didmetro): zona de inhibicién de 10 mm.

Datos espectroscopicos

HRFABMS m/z 509,275351 [M-H,O+H]* (calculado para C,3sH3,N,O5 509,276396 A 1,0 mmu); LRFABMS usan-
do m-NBA como matriz m/z (intensidad relativa) 509 [M-H,O+H]* (5), 460 (2,7), 391 (3).

RMN de 'H (CD;0D, 500 MHz): 6,70 (s, H-15), 6,52 (s, H-5), 4,72 (s a, H-11), 4,66 (d, J = 2,0 Hz, H-21), 4,62
(dd, J =8,4, 3,7 Hz, H-1), 3,98 (b d, J = 7,6 Hz, H-13), 3,74 (s, 7-OMe), 3,71 (s, 17-OMe), 3,63 (m, sefial solapada,
H-25), 3,62 (m, sefial solapada, H-3), 3,30 (m, H-22a), 3,29 (m, H-14a), 3,18 (d, J = 18,6 Hz, H-14b), 2,90 (m, H-4a),
2,88 (m, H-22b), 2,76 (s, 12-NMe), 2,30 (s, 16-Me), 2,22 (m, H-4b), 1,16 (d, J= 7,4 Hz, H-26);

RMN de "*C (CD;0D, 125 MHz): 170,75 (s, C-24), 149,24 (s, C-18), 147,54 (s, C-8), 145,95 (s, C-7), 145,82 (s,
C17), 133,93 (s, C-16), 132,31 (s, C-9), 131,30 (s, C-6), 128,95 (s, C-20), 121,93 (d, C-15), 121,76 (d, C-5), 121,44
(s, C-10), 112,45 (s, C-19), 92,87 (d, C-21), 60,86 (q, 7-OMe), 60,76 (q, 17-OMe), 59,39 (d, C-11), 57,96 (d, C-13),

55,51 (d, C-1), 54,29 (d, C-3), 50,08 (d, C-25), 45,55 (t, C-22), 40,43 (q, 12-NMe), 32,56 (t, C-4), 25,84 (t, C-14),
17,20 (q, C- 26), 16,00 (g, 16-Me), 15,81 (g, 6-Me).

COMPUESTO P-22A

. HO. ° Me
BeeS2

OH NH

o
NH;

Cepa

La misma que para P-22B.

Condiciones de fermentacion

Las mismas que para P-22B.
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Aislamiento

El mismo que para P-22B.

Actividades biologicas de safracina P-22A

Actividades antitumorales

10

15

20

25

Actividad antimicrobiana: sobre medio s6lido

Bacillus subtilis, 10 pg/disco (6 mm de didmetro): NO ACTIVO.

Datos espectroscopicos
HRFABMS m/z 511,290345 [M+H]* (calculado para C,3H3yN,O5 511,292046 A 1,7 mmu); LRFABMS usando
m-NBA como matriz m/z (intensidad relativa) 511 [M+H]* (61), 409 (25), 391 (4); RMN de 'H (CD;OD 500 MHz):

6,68 (s, H-15), 6,44 (s, H- 5), 3,71 (s, 7-OMe), 3,67 (s, 17-OMe), 2,72 (s, 12-NMe), 2,28 (s, 16-Me), 2,20 (s, 6-Me),
0,87 (d, J=7,1 Hz, H-26);

COMPUESTO P-19B

N HO . Me
Q NH

MeO
OH OH

Cepa

La misma que para P-22B.

Condiciones de fermentacion

Las mismas que para P-22B.
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Aislamiento

El mismo que para P-22B.

Actividades biologicas de safracina P-19B

Actividades antitumorales

DISES mmm 134505 D LIEM8 1650 m
15508 b {5565 DLSEGS D 18 D AEE | L6005 b {35805 D L5008 | 135E08 b 195805 > (35E8 19918

Actividad antimicrobiana: sobre medio sélido.

Bacillus subtilis. 10 pg/disco (6 mm de didmetro): NO ACTIVO.

Datos espectroscopicos
HRFABMS m/z 495,260410 [M-H,O+H]* (calculado para C,;H;5N,05 495,260746 A 0,3 mmu); LRFABMS usan-
do m-NBA como matriz m/z (intensidad relativa) 495 [M-H,O+H]* (13), 460 (3), 391 (2); RMN de 'H (CD;O0D 500

MHz): 6,67 (s, H-15), 6,5 (s, H-5), 3,73 (s, 7-OMe), 3,71 (s, 17-OMe), 2,29 (s, 16-Me), 2,24 (s, 6-Me), 1,13 (d, J=7,1
Hz, H-26).

Nuevos compuestos de safracina obtenidos mediante desactivacion

SAFRACINA D

NH,

Co7H3gN4Or
Masa exacta: 526,24
Peso molecular: 528,58

C, 61,58, H, ,51; N, 10,64; O, 21,27

Cepa

sacl” con reconstitucién de la expresion de sacJ a partir de P. fluorescens A2-2 (PM-S1-007).
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Condiciones de fermentacion

Se vertieron 50 litros del medio SAM-7 (50 1) compuesto por dextrosa (3,2%), manitol (9,6%), levadura de cer-
veza seca (2%), sulfato de amonio (1,4%), fosfato secundario de potasio (0,03%), cloruro de potasio (0,8%), clo-
ruro de hierro (III) 6-hidratado (0,001%), L-tirosina (0,1%), carbonato de calcio (0,8%), polipropilenglicol 2000
(0,05%) y antiespumante ASSAF 1000 (0,2%) en un fermentador en recipiente (Bioengineering LP-351) con una
capacidad total de 75 1y, tras la esterilizacién, se afiadieron antibidticos estériles (ampicilina 0,05 g/l y kanami-
cina 0,05 g/l). Entonces, se inocul6 cultivo de siembra (2%) de la cepa mutante PM-S1-007. Se levé a cabo la
fermentacién durante 89 h. en condiciones aireadas y con agitacién (1,0 1/I/min. y 500 rpm). Se control6 la tem-
peratura desde 27°C (desde la inoculacién hasta 24 horas) hasta 25°C (desde 24 h hasta el proceso final). Se con-
trol6 el pH a pH 6,0 mediante alimentacién automdtica de 4cido sulftirico diluido desde 27 horas hasta el proceso
final.

Aislamiento

Tras la retirada de células mediante centrifugacion, se ajustd el medio de cultivo (45 1) asi obtenido hasta pH
9,5 con hidréxido de sodio diluido, se extrajo con 25 litros de acetato de etilo dos veces. Se llevé a cabo el mezcla-
do en un recipiente con agitacién a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se separaron las dos fases mediante
una centrifugadora liquido-liquido. Se congelaron las fases orgdnicas a -20°C y se filtraron para eliminar el hie-
lo y se evaporaron hasta la obtencién de 35 g de extracto bruto oscuro de aceite. Tras una trituracién con 5 1 de
hexano, se purificé el extracto (12,6 g) mediante una cromatografia en columna ultrarrapida (5,5 cm de didmetro,
20 cm de longitud) sobre una fase normal de silice, fase mévil: acetato de etilo:MeOH: 1 1 de cada uno de 1:0;
20:1; 10:1; 5:1 y 7:3. Se eluyeron fracciones de 250 ml y se combinaron dependiendo de la CFF (normal de sili-
ce, EtOAc:MeOH 5:2, safracina D Rf 0,2, safracina E 0,05). Se evaporé la fraccién que contenia safracina D y E
impura a alto vacio (2,2 g). Fue necesaria una etapa de purificacién adicional para separar D y E en condiciones
similares (EtOAc:MeOH desde 1:0 hasta 5: 1), a partir de esto, se separan las fracciones que contienen safracina
D y E y se evaporan y se realiza una purificacién adicional mediante cromatografia en columna Sephadex LH-20
eluida con metanol. Se precipitaron de manera independiente las safracinas D y E obtenidas a partir de CH,Cl, (80
ml) y hexano (1500 ml) como un sélido seco verde/amarillento (800 mg de safracina D) y (250 mg de safracina

E).

Actividades biologicas de safracina D

Exploracion antitumoral
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Actividad antimicrobiana: sobre medio sélido.

Bacillus subtilis 10 ug/disco (6 mm de didmetro): zona de inhibicién: 15 mm de didmetro.

Datos espectroscdpicos

ES-EM: m/z 509 [M-H,O+H]*; RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): 6,50 (s, C-15), 4,02 (s, OMe), 3,73 (s, OMe), 2,22
(s, Me), 1,85 (s, Me), 0,80 (d, J= 7,2 Hz); RMN de “*C (CDCl;, 75 MHz): 186,51, 181,15, 175,83, 156,59, 145,09,
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142,59, 140,78, 137,84, 131,20, 129,01, 126,88, 121,57 (2 x C), 82,59, 60,92, 60,69, 53,12, 21,40, 50,68, 50,22, 48,68,

40,57, 29,60, 25,01, 21,46, 15,64, 8,44.

SAFRACINA E

ES 2 329 358 T3

NH,

C2rH34NOg
Masa exacta: 510,25

Peso molecular: 510,58
C.63,61;, H,6,71; N, 10,97; O, 18,80

Cepa

La misma que safracina D.

Condiciones de fermentacion

El mismo lote que safracina D.

Aislamiento

Véanse las condiciones de safracina D.

Actividades biologicas de safracina E

Exploracion antitumoral
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Actividad antimicrobiana: sobre medio sélido

Bacillus subtilis 10 ug/disco (6 mm de didmetro): zona de inhibicién de 9,5 mm.

Datos espectroscopicos

ES-EM: m/z 511 [M+H]*; RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): 6,51 (s, C-15), 4,04 (s, OMe), 3,75 (s, OMe), 2,23
(s, Me), 1,89 (s, Me), 0,84 (d, J = 6,6 Hz); RMN de "*C (CDCl;, 75 MHz): 186,32, 181,28, 175,83, 156,43, 145,27,
142,75, 141,05, 137,00, 132,63, 128,67, 126,64, 122,00, 120,69, 60,69, 60,21, 59,12, 58,04, 57,89, 50,12, 49,20, 46,72,
39,88, 32,22, 25,33, 21,29, 15,44, 8,23.

Ejemplo 5
Experimentos de alimentacion cruzada
Expresion heterdloga de genes de precursores biosintéticos de safracina para la produccion de P2 y P14

En un intento por aclarar algo el mecanismo de la biosintesis de P2 y P14 se clonaron y expresaron los genes de
NRPS en sentido 3’ para determinar su actividad bioquimica.

Para sobreproducir P14, se clonaron los genes sacEFGH (pB7983) (figura 4). Para sobreproducir P2 en un siste-
ma heterdlogo, se clonaron los genes de sacD a sacH (pBSH83) (figura 4). Para ello se amplificaron mediante PCR
fragmentos que alojaban los genes de interés usando oligonucledtidos que contenian un sitio de restricciéon de Xbal
en el extremo 5’°. Se usaron los oligonucledtidos PFSC79 (5’-CGTCTAGACACCGGCTTCATGG-3") y PFSC83 (5°-
GGTCTAGATAACAGGCAACAAACATA-3’) para amplificar los genes de sacE a sacH; y se usaron los oligonucleé-
tidos SHPT1-XB (5’-CATCTAGACCGGACTGATATTCG-3") y PFSCS83 (5’-GGTCTAGATAACAGCCAACAAA
CATA-3’) para amplificar los genes de sacD a sacH. Se clonaron los fragmentos de PCR digeridos con Xbal en
el sitio de restriccion de Xbal del pldsmido pBBR1-MCS2 (Kovach et al, Gene 1994, 166, 175-176). Se introdu-
jeron por separado los dos plasmidos, pB7983 y pB5HS83, en tres bacterias heterdlogas P. fluorescens (CECT 378),
P. putida (ATCC12633) y P. stutzeri (ATCC 17588) mediante conjugacion (véase la tabla II). Cuando se comproba-
ron mediante andlisis de HPLC caldos de cultivo de la fermentacién de las cepas transconjugadas, se visualizaron
grandes cantidades de compuesto P14 en las tres cepas que contenian pldsmido pB7983, mientras que se obser-
varon grandes cantidades de P2 y algo de producto P14 cuando se expresé el plasmido pBSH83 en las bacterias
heterdlogas.

Alimentacion cruzada

Tal como se ha mostrado en el ejemplo 4, los mutantes sacF~ (PM-S1-008) y sacG (PM-S1-009) no podian
producir ni safracinas ni compuestos P2 y P14. La adicién de P2 sintetizado quimicamente a estos mutantes durante
su fermentacion proporciona la produccién de safracina.

Ademds, el cultivo conjunto de una cepa heteréloga de P. stutzeri (ATCC 17588) que aloja pldsmido pBSHS83
(PM-18-004), cuya expresién produce P2 y P14, con uno cualquiera de los dos mutantes sacF~ y sacG~ dio como
resultado la produccién de safracina. El cultivo conjunto de una cepa heterdloga P. stutzeri (ATCC 17588) que aloja
plasmido pB37983 (PM-18-005), cuya expresién produce sélo P14, con uno cualquiera de los dos mutantes de P.
fluorescens A2-2 mencionados anteriormente no dio como resultado ninguna produccion de safracina en absoluto.
Estos resultados sugieren que P14 se transforma en P2, una molécula que puede transportarse ficilmente al interior y
al exterior de la pared celular de Pseudomonas sp. y cuya presencia es absolutamente necesaria para la biosintesis de
safracina.

Ejemplo 6
Produccion biologica de nuevas moléculas “no naturales”
La adicién de 2 g/l de un precursor derivado de P2 modificado especifico, P3, una 3-hidroxi-5-metil-O-etiltirosina,

a la fermentacién de mutante sacF (PM-S1-008) produjo dos safracinas “no naturales” que incorporaban el precursor
P3 modificado en su estructura, safracina A(OEt) y safracina B(OEt).
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SAFRACINA B-Etoxilo (safracina B(OEt))

CaoHeoN4Or
Masa exacta: 568,29
Peso molecular: 568,66
C. 63,36; H, 7,09; N, 8,85; O, 19,69

Cepa

Mutante safF~ de P. fluorescens A2-2 (PM-S1-008).

Condiciones de fermentacion

A un medio de siembra que contenia el 1% de glucosa; el 0,25% de extracto de ternera; el 0,5% de bactopeptona;
el 0,25% de NacCl,; el 0,8% de CaCO; se le inocul6 el 0,1% de una reserva vegetativa congelada del microorganismo,
y se incubd en un agitador rotativo (250 rpm) a 27°C. Tras 30 h de incubacion, se transfiri6 el 2% (v/v) del cultivo de
siembra del mutante PM-S1-008 a matraces Erlenmeyer de 2000 ml que contenian 250 ml del medio de produccién
M-16 B, compuesto por el 15,2% de manitol; el 3,5% de levadura de cerveza seca; el 1,4% de (NH,),; el 0,001% de
FeCls; el 2,6% de CO;Cavy el 0,2% de P3 (3-hidroxi-5-metil-O-metiltirosina). La temperatura de la incubacién fue de
27°C desde la inoculacion hasta 40 horas y después, de 24°C hasta el proceso final (71 horas). No se control6 el pH.
La agitacion del agitador rotativo fue de 220 rpm con 5 cm de excentricidad.

Aislamiento

Se juntaron 4 matraces Erlenmeyer de 2000 ml con 250 ml cada uno (970 ml), se centrifugaron (12.000 rpm, 4°C,
10 min., centrifugadora J2-21 de BECKMAN) para retirar células. Se ajusté el caldo aclarado (765 ml) hasta pH 9,0
mediante NaOH al 10%. Después, se extrajo el caldo aclarado con 4lcali con 1:1 (v/v) de EtOAc (x2). Se evapord la
fase orgdnica a alto vacio y se obtuvo un extracto oscuro grasiento (302 mg).

Se lavé este extracto mediante una trituracién con hexano para eliminar impurezas y se purificaron los sélidos
mediante una columna cromatografica usando una fase normal de silice y una mezcla de acetato de etilo:metanol
(desde 12:1 hasta 1:1). Se analizaron las fracciones con UV en CCF (silice 60, fase mévil EtOAc:MeOH 5:4. Rf 0,3
safracina B-OEt y 0,15 safracina A-OEt). A partir de esto, se obtuvieron safracina B OEt (25 mg) y safracina A OEt
(20 mg).
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Actividades biologicas de safracina B (OEt)

Actividades antitumorales
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Actividad antimicrobiana: sobre medio sélido.

Bacillus subtilis 10 ug/disco (6 mm de didmetro): zona de inhibicién de 17,5 mm.

Datos espectroscopicos

ES-EM: m/z 551 [M-H,0+H]*; RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): 6,48 (s, H-15), 2,31 (s, 16-Me), 2,22 (s, 12-NMe),

1,88 (s, 6-Me), 1,43 (t, J = 6,9 Hz, Me-Etoxilo), 1,35 (t, J= 6,9 Hz, Me-Etoxilo), 0,81 (d, J = 7,2 Hz, H-26).

SAFRACINA A-Etoxilo (Safracina A (OEt))
OEt

. o HO. O
‘ N\/bll/—Mo

Me

EtO
O W
o
NH,
CapHicN(Os
Masa exacta: 552,29

Peso molecular: 552,66
C, 65,20; H, 7,30; N, 10,14; O, 17,37

Cepa

La misma que para safracina B (OEt).

Condiciones de fermentacion

Las mismas que para safracina B (OEt).
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Aislamiento

Se juntaron 4 matraces Erlenmeyer de 2000 ml con 250 ml cada uno (970 ml), se centrifugaron (12.000 rpm, 4°C,
10 min., centrifugadora J2-21 de BECKMAN) para retirar las células. Se ajusté el caldo aclarado (765 ml) hasta pH
9,0 mediante NaOH al 10%. Después, se extrajo el caldo aclarado con dlcali con 1:1 (v/v) de EtOAc (x2). Se evapor6
la fase orgénica a alto vacio y se obtuvo un extracto oscuro grasiento (302 mg).

Se lavo este extracto mediante trituracion con hexano para eliminar impurezas y se purificaron los sélidos mediante
una columna cromatografica usando fase normal de silice y una mezcla de acetato de etilo:metanol (desde 12:1 hasta
1:1). Se analizaron las fracciones con UV en CCF (silice 60, fase mévil EtOAc:MeOH 5:4. Rf 0,3 safracina B-OEt y
0,15 safracina A-OEt). A partir de esto, se obtuvieron safracina B OEt (25 mg) y safracina A OEt (20 mg).

Actividades bioldgicas de safracina A (OEt)

Actividades antitumorales
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Actividad antimicrobiana: sobre medio sélido.

Bacillus subtilis 10 ug/disco (6 mm de didmetro): zona de inhibicién de 10 mm.

Datos espectroscopicos

ES-EM: m/z 553 [M+H]*; RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): 6,48 (s, H-15), 2,33 (s, 16-Me), 2,21 (s, 12-NMe), 1,88
(s, 6-Me), 1,42 (t, J = 6,9 Hz, Me-Etoxilo), 1,34 (t, J= 6,9 Hz, Me-Etoxilo), 0,8 (d, J= 6,9 Hz, H-26).
Ejemplo 7
Transformacion enzimdtica de safracina B para dar safracina A

Con el fin de someter a ensayo la actividad enzimdtica de la conversion safracina B para dar safracina A, se
recogieron cultivos de fermentacién de 120 horas (véanse las condiciones en el ejemplo 2 ensayo biolégico (bioprueba)
para determinar la produccién de safracina) de diferentes cepas y se centrifugaron (9.000 rpm x 20 min.). Las cepas
sometidas a ensayo fueron P. fluorescens A2-2, como cepa de tipo natural, y P. fluorescens CECT378 + pBHPT3
(PM-19-006), como huésped de expresién heterélogo. Se desecho el sobrenadante y se lavaron las células (NaCl al
0,9%) dos veces y volvieron a suspenderse en 60 ml de tampén fosfato 100 mM pH 7,2. Se distribuyeron 20 ml de la
suspension celular en tres matraces Erlenmeyer:

A. Suspension celular + safracina B (400 mg/L).

B. Suspension celular calentada a 100°C durante 10 min. + safracina B (400 mg/l) (control negativo).

C. Suspension celular sin safracina B (control negativo).
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Se incubd la reaccién bioquimica a 27°C a 220 rpm y se tomaron muestras cada 10 min. Se realizé un seguimiento
de la transformacién de safracina B para dar safracina A mediante HPLC. Los resultados demostraron claramente
que el gen clonado en pBHPT3, sacH, codifica una proteina responsable de la transformacion de safracina B para dar
safracina A.

Basandose en estos resultados se realizé un ensayo para hallar si esta misma enzima podia reconocer un sustrato
diferente tal como ecteinascidina 743 (ET-743) y transformar este compuesto para dar Et-745 (faltando el hidroxilo
en C-21). Se repitio el experimento anterior para obtener matraces Erlenmeyer que contenian:

A. Suspension celular + ET-743 (567 mg/1 aprox.).

B. Suspension celular calentada a 100°C durante 10 min. + ET-743(567 mg/L) (control negativo).

C. Suspension celular sin ET-743 (control negativo).

Se incubd la reaccién bioquimica a 27°C a 220 rpm y se tomaron muestras a0, 10 min., 1 h,2h,3 h,4 h,20h,40h,
44 h, 48 h. Se realiz6 un seguimiento de la transformacién de ET-743 para dar ET-745 mediante HPLC. Los resultados
demostraron claramente que el gen clonado en pPBHPT3, sacH, codifica una proteina responsable de la transformacién

de Et-743 para dar Et-745. Esto demuestra que esta enzima reconoce ecteinascidina como sustrato y que puede usarse
en la biotransformacién de una amplia gama de estructuras.
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REIVINDICACIONES
1. Una secuencia de 4cido nucleico aislada que comprende:

a) SEQ ID NO: 1, una variante o parte de la misma que codifica al menos un polipéptido que cataliza al
menos una etapa de la biosintesis de safracinas o

b) una secuencia de 4cido nucleico que es complementaria a la secuencia en a).

2. Secuencia de 4cido nucleico segun la reivindicacién 1, que comprende al menos uno de los genes sacA, sacB,
sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacl o sacJ, que codifican las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 2-11,
incluyendo variantes o partes de la misma, en la que las variantes o partes codifican un polipéptido que conserva la
actividad bioldgica del polipéptido respectivo.

3. Secuencia de 4cido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende al menos uno
de los operones sacABCDEFGH o saclJ que codifican las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2-9 y SEQ ID
NO: 10y 11, respectivamente.

4. Secuencia de dcido nucleico segtn la reivindicacién 3, que comprende al menos el operén sacABCDEFGH que
codifica las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 2-9.

5. Secuencia de 4cido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende los genes sacA,
sacB, sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacl y sacJ que codifican secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO:2-
11, incluyendo variantes o partes de la misma, en la que las variantes o partes codifican un polipéptido que conserva
la actividad bioldgica del polipéptido respectivo.

6. Secuencia de acido nucleico segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende los genes sacA,
sacB, sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacl, sacJ, orfl, orf2, orf3 y orf4 que codifican las secuencias de aminod-

cidos de SEQ ID NO: 2-15, variantes o partes de la misma, en la que las variantes o partes codifican un polipéptido
que conserva la actividad biolégica del polipéptido respectivo.

7. Acido nucleico segiin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el gen sac/ estd interrumpido.
8. Acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el gen sacJ estd interrumpido.

9. Acido nucleico segiin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el gen sacl estd interrumpido y la
expresion del gen sacJ se ha reconstituido.

10. Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que los genes sacF o sacG se han interrum-
pido.

11. Secuencia de 4cido nucleico segin la reivindicacién 1, en la que el dcido nucleico codifica un polipéptido que

es idéntico en al menos el 30% en la secuencia de aminodcidos a un polipéptido tal como se define por las SEQ ID
NO: 2-15 o una variante o parte de la misma que conserva la actividad bioldgica del polipéptido respectivo.

12. Acido nucleico segiin la reivindicacién 11, en el que el dcido nucleico codifica un polipéptido tal como se
define por las SEQ ID NO: 2-15.

13. Secuencia de dcido nucleico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en la que la parte tiene al menos
50 nucleétidos de longitud.

14. Secuencia de 4cido nucleico segun la reivindicacién 1, que comprende:
a) SEQID NO: 1;0

b) al menos uno de los genes sacA, sacB, sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacl o sacJ que codifican
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2-11; o

9] una secuencia de 4cido nucleico que codifica al menos un polipéptido definido en las SEQ ID NO: 2-
1150
d) una secuencia de dcido nucleico que es complementaria a las secuencias en a), b) o c).
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15. Una sonda de hibridacién que puede hibridarse en condiciones rigurosas con una secuencia de acido nucleico
segun la reivindicacién 1 y que tiene al menos 15 nucleétidos.

16. Sonda de hibridacién segtin la reivindicacién 15, que comprende una secuencia de entre 25 y 60 residuos de
nucleétido.

17. Uso de una sonda de hibridacién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 15-16, en la deteccién de un gen
de safracina o ecteinascidina.

18. Uso segtn la reivindicacién 17, en el que la deteccidn del gen se realiza en Ecteinascidia turbinata.

19. Polipéptido codificado por una secuencia de acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones
1-14.

20. Polipéptido segtin la reivindicacién 19, que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 2-15.

21. Un vector que comprende una secuencia de dcido nucleico seglin una cualquiera de las reivindicaciones
1-14.

22. Vector seglin la reivindicacién 21, que es un vector de expresion.
23. Vector segtn la reivindicacién 22, que es un césmido.

24. Una célula huésped transformada con una o mds de las secuencias de dcido nucleico segiin una cualquiera de
las reivindicaciones 1-14.

25. Una célula huésped que comprende un vector seglin una cualquiera de las reivindicaciones 21-23.

26. Célula huésped segtin la reivindicacién 25, en la que la célula huésped se transforma con un 4cido nucleico
exdgeno que comprende una agrupacién de genes que codifica polipéptidos suficiente para dirigir la sintesis de una
safracina.

27. Célula huésped segtin las reivindicaciones 24 a 26, que es un microorganismo.

28. Célula huésped segun la reivindicacién 27, que es una bacteria.

29. Método de produccién de un compuesto de safracina o andlogo de safracina que comprende:

a. cultivar una célula huésped segin cualquiera de las reivindicaciones 24 a 28, en un medio de cultivo
adecuado y en condiciones que permiten que las células proliferen;

b. recuperar el medio de cultivo y

c. purificar el compuesto de safracina del medio de cultivo.

30. Método segun la reivindicacion 29, en el que dicha célula huésped comprende un vector que comprende un
dcido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

31. Método segtn la reivindicacién 30, en el que dicha célula huésped comprende un vector que comprende un
dcido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 y al menos uno de los genes sacF, sacG, sacl o sacJ estd
interrumpido.

32. Método segtn la reivindicacion 31, en el que el gen sacl estd interrumpido.

33. Método segtn la reivindicacion 31, en el que el gen sacJ estd interrumpido.

34. Método segun la reivindicacion 31, en el que el gen sacl estd interrumpido y la expresion del gen sacJ se ha
reconstituido.
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35. Método segun la reivindicacién 31, en el que el gen sacF o el gen sacG estd interrumpido y se usa P2 o P3 en
el medio de cultivo, que tienen las siguientes estructuras:

@ Et
H Me HO Me
COzH COzH
NH2 NHz
P2 P3

36. Un método de produccién de un compuesto de safracina o andlogo de safracina que comprende fermentar un
organismo en el que el ndmero de copias de la secuencia de dcido nucleico segun la reivindicacion 1 se ha aumentado.

37. Un método de produccién de un compuesto de safracina o andlogo de safracina que comprende fermentar
un organismo en el que la expresion de genes que codifican polipéptidos suficiente para dirigir la sintesis de una
safracina o analogo de safracina se ha modulado mediante manipulacion o sustitucion de uno o mas genes o secuencia
responsable de regular tal expresion en el que los genes que codifican los polipéptidos comprenden un dcido nucleico
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-14.

38. Un método de produccién de un compuesto de safracina o andlogo de safracina que comprende poner en
contacto un compuesto que es un sustrato para un polipéptido codificado por una secuencia de dcido nucleico segin la
reivindicacion 1, con dicho polipéptido, en el que el polipéptido modifica quimicamente el compuesto.

39. Método segtin las reivindicaciones 36 a 38, en el que el organismo es Pseudomonas sp.

40. Una composicién que comprende al menos una secuencia de 4cido nucleico segin una cualquiera de las rei-
vindicaciones 1-14.

41. Uso de una composicién segiin la reivindicacion 40, para la biosintesis combinatoria de una o més péptido
sintetasas no ribosomicas, anillos de dicetopiperazina y safracinas.

42. Uso segtn la reivindicacion 41, en el que se usa como precursor al menos uno de los compuestos que se
muestran a continuacion, analogos o derivados de los mismos:

OMe
HO Me Me
COzH CO.H
NH; NH,
P2 P14
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Pharma Mar

<120> Agrupacién de genes implicados en la biosintesis de safracina y sus usos para ingenieria genética

<130> aaa
<160> 15
<170> PatentIn version 3.1

<210>SEQID 1
<211> Longitud: 26705
<212> Tipo ADN

ES 2 329 358 T3

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<220> Caracteristica:
<221> NOMBRE/CLAVE: sacB

<222> UBICACION: (6080)..(9268)

<223> OTRA INFORMACION: gen de péptido sintetasa no ribosémica

<220>

<221> sacC

<222> (9275)..(13570)

<223> gen de péptido sintetasa no ribosémica

<220>

<221> sacD

<222> (13602)..(14651)

<223> Gen de proteina hipotético

<220>

<221> sacE

<222> (14719)..(14901)

<223> Gen de proteina hipotético

<220>
<221> sacF
<222> (14962)..(16026)

<223> gen de proteina metil-transferasa

<220>

<221> sacG

<222> (16115)..(17155)

<223> gen de proteina metil-transferasa

<220>

<221> sacH

<222> (17244)..(17783)

<223> gen de proteina hipotético

<220>
<221> sacl
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<222> (1854)..(2513)
<223> Gen de proteina metil-transferasa, complementario

<220>

<221> sacJ

<222> (335)..(1861)

<223> Gen de proteina monooxigenasa, complementario

<220>

<221> orfl

<222> (18322)..(19365)

<223> proteina similar a aminodcido peptidasa

<220>
<221> orf2
<222> (21169)..(22885)

<223> proteina reguladora similar a hox, complementaria

<220>

<221> orf3

<222> (23041)..(23730)

<223> proteina similar a glicosil transferasa, complementaria

<220>

<221> orf4

<222> (25037)..(26095)

<223> proteina similar a isocorismatasa
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<400> SECUENCIA 1

ctgcaggtgg
tagegtggeg
agatgttttt
gagecctgagt
tgateteggt
ccagcatctt
aatcgtccag
agatcaccac
gcgaatecte
ccagtgettt
agctctgtcg
ccaccaageq
gtgcactgac
gaatcagacq
gcaaggctge
gcaatgtgge
ccatctgcaa

atacccrece

tttgegegeg
tgggtegeag
tggcgacece
acaacacgge
gtgtetegee
cgtgetecet
cagccactca
gecateegge
gcagatagat
ggcacgatga
tggtaatcge
atgatcgect
caccttctge
gcectataggg
cgccgeaata
ctgtatcaca
accttgcecee

ctggcgataa
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gaagacccgc
gataatgate
gatagecttt
tactggactg
atgtccegge
tgccagetgt
cccaageget
ctgacgatga
gcegtttgea
tgtaccagga
tcaccetegy
cggegecgea
gccacatacyg
ceggaagecyg
ggeetacget
cecgecaget
ccggcgggga

tgagtcgeea

cactgccggt
cgggggageyg
aattaaactc
aagtgggcge
ccaggtegta
ttcaggtcag
ccttggccaa
ctecectegee
accecggaaa
caaaccgceec
gaagcaggct
cactgtcata
gggceegtgt
tattgaatcy
cggcctegta
tccaggcgag
cgtgggtgeg.

ggcgetgetg

gcgetegttt
gtggttgcgyg
cactaaaatce
atcgtgecge
ggtcatgcete
gctcotgacge
ggtegattit
agcoggacaag
atcacgtega
tgctegcage
caacaggggt
gecgeacgecee
cgcctgcaag
gaaaagcaga
actctccaga
gttcgeegeyg
agcagcatct

getgeggtaa

gaattgcaca
tegeggatte
ggcgattgea
atagccatag
ttgegecattg
gcggatttag
ttaccgacce
ctgttattgt
agatcggegg
aactgggtca
aaacgtcgge
tctecegeeca
ccgatccagt
tecegtgttge
agatccateg
tcaccgatce
cccagcagaa

cgagegetee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8490

900

260

1020

1080
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acagecaccty
cctegtgggt
cgcgataact
catggactgce
tgtagtcctg
cagececcag
gggttaccte
gattcaccee
tgatcaccat
tgtcacccaa
cccaggceatt
aggcagccgg
ccacagccaa
tgatcaccea
acgctcgttt
gatcgataat
gcaggcaggt
ttcaggetga
atgecttegeg
cgtegtttgyg
tcaggccaca
acacgctecg
gectggetea
cgcacaaaac
catecatata
ataaaaatta
ttgtegacge
tttttcagag

tctgttacct

cgecaatceg
gaccggetgt
gccategggt
aggtgaaggce
cccgacaaac
cacecagteg
aacgtgtaaa
cttgcgattg
gtggggatac
cggecgegett
gagcaactoe
tecttttatcg
cecegacggge
cetctecaca
ceatgectcoctg
ctgccagtga
tctccaccag
cagacttgte
aggggaatgg
cggectegte
gagcgaacat
gtetegaqggt
gtttggtace
ctggatttee
tcaacagtta
aataagtggg
ggetgtetag
ccccaccgga

ggctateget
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aaatcggtte
ttgaccggag
aatggaaaca
ggatttctea
gaaatattga
tagcggottt
tcgecggeat
acccaatcag
tcacaaggga
gcccagacga
agggtcacyy
atgagatcaa
cecegecceca
gcaggggcgg
cageceggec
gcocageage
gcagaaaagg
ageccaatygg
caaggctteg
gaccatgecc
gegttegate
gcacatccat
gtacttetct
attgeccttte
tecgecaagy
getaaccgea
aggecgeata
tgttggetcee

tgactittaa

ccagaatatc
tatccatacg
gggcaaccag
agacaacgtc
ggagttggeg
gctgeacget
ccagagectt
tcaacaccga
gtttggaaaa
teccecgacg
gctecaagee
cecgetatace
cgaccaggac
aacgtggega
gtttgcgcga
cagttgatca
ccctgagget
ecgaacgaca
gcaactectt
tgagccgggt
aatgegecgg
cggcteaaca
tcatacgtcg
ccgecagaaa
accatagtag
atccagggaa
gttactygaac
ttgtccatca

tctgaacggyg

tttcatcect
ttcgtigtet
accectggag
cgccaceace
gacagaactg
gecggtoteg
tagcgcatac
ctcggtctga
tgagagegtt
tatcatctca
aaaggececgg
caactcggec
ctgtttatte
caatgacgtg
gcetggattac
atgtggtcaa
tgagcacgeg
tegagcacace
tgacgaacga
cgacgccettc
taccacaace
ttecgcagaca
gcgcgatacg
atacgttaga
agaaaatcca
actctgaaaa
ttactattaa
ttteggggage

caattatagg

ccggeaattt
tcgatactga
accgaccttyg
aacgaatgcet
ttgacceccat
ctgtgtteca
ccacgettca
gactgtggga
cggececgect
tetgecacge
gaatggggag
agagctgcag
ttaacgacca
ctggteggtyg
ctcatgctet
tecccagece
acggacctca
caccagatce
ggcgaaggga
gaagegegee
gatgtccaga
gtegteatay
gctgaacgtc
cattattgaa
tcccatccaa
ggccecgetac
aagactggge
actgtaacat

tctaaccges

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820
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acageceeac
aataaggggc
cacgacaagt
cgtcaaaaag
gaagtegett
agagtggtceg
tggattgaac
gcatcgaceg
ttgttecgeg
catcacatca
tgtatggacc
gagttctgge
gaacagcaca
gctgacctgg
gcacaagtat
ttccatggec
gtgeettteg
ctggatgagg
acgccgetgg
ccaggecatge
gagatggegce
ctgetgacge
cecggttgge
cgtgatccac
ccgagccaag
gtegecatca
gaattggeca

gaacagaccc

ggcgcttaag
actttacaag
aaaaaacact
ttetetgett
ttcatgtgat
agcgacatge
aagccccacc
atgeactgcet
ccgaagtegt
tcgcocegaccet
getecageat
ggcaccaaat
cggaccgccg
cecgeetgge
tggegetgte
gcaacagggg
atgtcagega
cctcaaaage
gatgggctge
caagaggatt
tgaccgegga
gcecacgacgg
tggcagagge
aggecagact
cgeggeegge
cgccggacaa
gtcgagtege

tggcaatact
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ttcgaaaaaa
ccgcataaga
tgtccaatac
acagcagtct
cacceatctt
gtctttacgg
gcaacaacga
ggegecgage
tgagcgcagce
gtggtctgte
caccectggeg
gtcacaggac
catggtgctg
cacagectge
cagaatcgge
caacaaggat
atgeagegty
cagcgtcggt
gaccgeceocg
ggeggegget
acaggcaccg
caagctgcat
gttagccaga
gtcagecttg
gectgegtea
geccgegety
caggetoteg

cctgeccteoge

gtagetgeac
cataaatttt
caaggaggagt
atcgatceca
tctacttcge
cagegetttyg
cgctactgeg
cgcgageaca
gacggacaac
ggccteoctga
tcaagaccga
acteegtttt
tcttegtteg
gcggtaacee
cagagtggee
gcggtaggtt
ggcgagtttg
geeggttate
accaatgcgg
ctgctgggat
cccagcateyg
ggccgggtcy
cagttegetg
ccagegtgece
gaaacattgg
cgtacgcege
gcagccettge

gatatcaatc

cttgetcaac
atgctgacte
atacggtgca
gccagecagy
agttggtatc
tcatgcgeaa
tggtacgcac
teggagtega
gctacttggt
ttcgagactt
ttgececegtt
cettgeccecat
ttattgatca
cgtacaccgt
gtctgtecact
acttcgecaa
tcaaacgcac
ccgaattgge
tgatttacca
tgggecacggt
gcecegtttge
aggtcgatec
tgatcctgceg
tgttacacca
tagccacctt
aggecageat
gegtacgegy

tggtaccege

tgcatctegt
cccaaacaag
agcttecttta
catgttactt
gegtatcgag
tggcacttac
ctatgatgaa
gtctgagegt
cttccgaatt
tgccgaagac
gatcgaccet
ggecteccetyg
ggagagcage
aatgctegec
tgcggtgacg
tacgettgee
cgecaagege
agagttcatg
gcaggatatg
gecagttggge
cactgegetg
tgcegeageat
ggaaatggtg
accaaaatac
tcteceggeaa
cagctatage
cttcaaaccet

tetgetggeg

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500
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atcatggecet
cgttegatte
cgtttegete
cegetgcagyg
accggtgaac
geggetcteg
ttegatettt
gtttectegy
aatacggtgce
cgratgctea
aaactgaccg
acegeectgg
acctgggtog
ttgatcatte
gcttctttee
tggttgeeccy
ggtttccggy
gaatccgcag
ctcaaagege
ggcgtactee
aacacacatg
gaaagegceca
atcatcggac
tcgettacge
gacctctygga
tcggtattga
cattaatcay
atacggccag

taccctggcy

gcggtggcag
tgaccaggge
acttggegee
accagtccaa
caaaaggegt
attgtggeee
cgattttega
tecatggegcet
cgteggtgge
acctegeggg
ccacacgcat
tgatcgagcec
atgtcgttga
atggacacgg
tgecggeate
atggeegect
tcgagttggqg
tagtcgttgt
cgagcgaaga
cctattacge
gaaaaatcga
tgegagatge
acccegtcea
atttaacggg
tcaggccaac
caaaacctge
gagtacegeca
gaacagatct

atgaaagtat
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ttatgtgcca
cegttgecge
ctgetggtoe
gctteaagee
ggegatcacce
cgagtacctg
gatgtttygct
gatcgacaat
cgacgetttg
agaacccecetg
cgtcaacete
cgcacaacaa
tcaaaacatg
cgtggcgcaa
cgatggettg
ggactttate
geetgtteag
gcegaaaggy
tgaageggtg
actaccggac
cagaacgcetyg
gacecgacgte
actccacgaa
cctactgaga
catagaacaa
cgecgegeea
tgagcgtega
ggtttctgaa

ctatcgcegg

cteagtgacg
gcgattctea
ttgagcgacc
aaggcctata
catgctaatg
gcgcaaacac
ceecttatgy
ccggecctge
ttgcageatg
aaccgggatce
tacggeccga
gagatcacca
caaagegteyg
ggctatgtca
cgttgetace
ggtegagagg
gcggcecactge
cagcagegcea
cagcgeaata
aagtttattt
ctcttgcaac
gaacatcgea
aacttectyg
aaagaattta
caggceegact
ateccgegac
tacatgcagg
cgaactaaac

gaaattgaac

cgaacceege
cggatcagga
tgctgtegat
tcectatttac
ccgecaacct
tggcggcaac
toggtggety
taaagggcac
atgtactggt
tttacctgeg
cggaaacaac
teggttttee
gtatceggtgt
gcgacocegt
gcacgggaga
atgatcaggt
atgcecattga
gcatcgtgge
acatcaaaca
ttgttaaagce
atgagceccca
tcgeccaacty
acattggegy
atattcatat
tcattcataa
ttgaccgaaa
actgcaactt
ccgeactete

acactgeggt

cgaactcaac
gggtttgace
geeecgacgec
cageggetee
gctgegttgg
ccccactacg
cgtacagcoee
aacactgatc
gcettecttg
geticaggea
aacctattec
actgtatgge
acctggegag
gegtagegee
ccgtgtecge
caaagttcge
gacgattcat
gttcategte
acacttacte
actgccaaga
gactgagcaa
ctggcaaace
ccactegett
ttctctacac
gttgcaaaat
gatctetcat
tcectgegte
aactggcettia

tgoagegtyge

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180

6240



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ggtcaaccaa
gaagttgagc
tgacgatgta
gagcagcgeg
ggtcatctgce
aatagtcage
gaccctgcaa
gtactggcge
ccgaagtgag
atggcaagca
ggcggcctac
gccaacttca
gtgcgtgttt
tcaattgacc
aagtgttgag
tgagcaggac
ggacacgggg
cgtttgeggt
ggtgcgecatyg
cgaagtacag
cccaagegtg
gcgtgacgag
ggccactctg
cggtaaccce
attgtccaag
catactgatt
gcacgectta

gctgtetgge

gtggtggect
caggtcattt
cetgggetge
ccactgtace
acccaccata
gecctatcaag
ttegtcgatt
cagcaactgg
caacagacat
ttgcgccaga
tgcgtegtee
aatcgectge
cgcagccagt
ttacccaact
catacceggce
gttcgacgca
gecgecacgce
tttctggaat
ctecagcageg
ctgggggcgy
ceggctegte
caaggtgaac
cgagcccagg
tggttgatcecg
gacctgcccg
accgacgaca
tgggccgatg

tacatgatgt
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cccaggaaat
caccctecge
aacgcctgat
gcttgetget
tegtctgega
gccaaagcga
atgeggectg
cegacgeece
ttcteggege
tattcagacc
tgcaccgect
gtceeggagtt
atgctcacga
tgatcgagca
aagcecggtgt
cgctggatat
tggatctatce
atgccacgga
tgctacgcga
cggattccca
tgttcgectt
tgacctatgc
gggcgaaacc
ccatgttgge
aacagcgcect
ccacgeegga
gcgcaacgcea

acaccteggyg

tttgagaaca
gacactgcee
caacatggaa
gataaaaacc
tggcatctcg
tgggcgggtyg
gtcaaggcag
gacaatcctq
gcgaattcee
ccagggtatce
ggccgageag
ggcacaggtg
ccagagegte
cggggagacqg
gacgccegttg
cggcgacctg
getgetcttg
ccgtatcgac
gttcgttgeg
agcccagaca
ggcagacagt
gcaagtttgce
tggaaccctyg
gatctggcaa
gcaaggcatc
acgcttcegy
tcacgagegg

atcgaccggt

tcattcgect
attcgcageg
gcecagegtg
ggegaccage
ctgcaactgc
ctcacaagte
cacgaatatg
gatatttcga
gtcgagttca
tcectgegegg
gacgacattc
atcggctacce
acagactttc
cctttecage
tgccaagtac
caattgacgg
ttcgaggacc
gccgeatctg
gcgecgcagg
cctgcgatcg
caccccaatyg
caacagattc
atcgecggtea
gtcggeggta
ctggcggaac
caacgtgtga
cagacgacgg

aaaccgaaag

ataaaaacca
cgecactgeat
gctggteget
aacatgagct
tgctgcaaaa
cggatgaaga
ceggtctega
caaaaaccgg
gccaccacca
cggtgttect
tgatcggget
tgtccaatct
ttcaacaggt
aagtactgga
tgtttggtta
tcteggatgt
acgaactcaa
cgcaaaacat
cgececgcetcag
caccagcatt
cgaccgceget
tgcaggcage
tcggcgageg
tctatgtgcee
tcgaaggggce
cgetgeecat
acgccagccg

gcgtgcatgt

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860

7920
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cagccaggec
cagcgatcgg
gcttcceetg
ggaaaagctc
gacctggaga
cggtggcgaa
gtggaaccte
gggtgcgceg
gaacctgege
cagecaggge
tggttcaggt
gctggcoctat
gggagagatc
ccatgaccag
tgagagccte
gtggctgecct
cgacaggaag
tccecageagt
ggatatcgge
catggtcegag
ttctecgacyg
ggcegcacac
cgacagcaca
cgaggccgca
cagcgaacaa
aacggtgegt
cgcgtggate
cgtcaggett

cgatgccgat

aacctggtcyg
atgctegeac
gtccagggey
gcgggctatc
ctattactgt
gcgcectgccac
tacggecccca
gtgcaactgg
agegtgecca
tactatcgca
aagcgcgcct
atcggccgac
gagacagcgt
gacccaagtc
atcgatatag
actgagtatt
cgecteetge
gacaccgaga
gttacggatg
cgcatcgaaa
atcgceegtg
agcgtgaaag
gecgeegetce
ctgcgetcat
aagcgectct
tatgcattca
gcacacagcg
ctgatgccta

atggccgage
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cgaccetgag
tgacgacctt
ccagegtgcea
tcgcagacce
cgacaggctg
aggatctgge
ccgaaacaac
gecatccecat
gaggggttat
acccggttga
atctgaccgg
gtgacgacca
tgcgaaaact
gaggcataca
gccagtgget
acaggatcga
accaggccgt
ccegggtgea
attttttecca
ccgegtttgg
tggeggcgac
gcgattggga
aggagagatg
tgcecegetge
ggttactgge
ccggcacggt
agtccttacg
cgggcetggt

tcataggcgce

cgcattegge
ctcettegac
aatcgctgte
teggatcacg
gcagccacgg
ggacaggttg
aatctggtcc
tgcaggtacyg
cggtgaactg
aacagccaag
cgaccggatg
gatcaagctg
gccecggegta
ggcetttgte
ggaaacactg
tggcatcect
caggctgcaa
gcagatetgg
gttaggcgge
acggegegta
getggactce
gttcacegee
aatcatgcac
ccgegacgeca
ccaactggcy
ggaccttgcet
cagectttte
gaaactggag

cgectttgaa

cagctgctge
atttcgetge
gcacaggctc
cttgttcagg
gaaagcctga
tgettgecgg
acggcctgec
caaatagcce
ctgatttgceg
cggttegtac
cgcatgcage
cgcggecace
cgggatgctg
cagetttgeg
cgccaaacgce
cttacctaca
acactcagtc
tgecgagetge
cacteccattce
cctatcegecag
atgacatttg
atcagectte
agceccacta
cttggtgecet
ggcacggcaa
gtegtgeage
gtegaagtac
tacttcgate

ctcgacaaag

aggtgaaacc
tcgagetget
aacgcgatge
ccacaccggt
ccetgetgty
gcatgacctt
gcctgcaace
tggtggatcg
gccceggegt
cggaccegea
aggatggtte
gtatcgagct
ccgcccaact
caacggtcga
tgcctgagge
acggcaaacyg
tgagggtgge
teggtctega
tggtggcegeg
atatctattt
aacaaggact
aacacaacge
tcgatacttt
atccecttgte
cgttgecggt
agaacctgag
tggaacgcce
gcecegecate

ggecgttget

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
83940
9000
9060
9120
2180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600

9660
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gecgtgegttc
tattgtecgtg
cgatcatcag
ggcacaggat
tgcggeaace
agtacatgaa
cagttggetg
ggtgegegac
cgttgatatg
caatggcaac
cctgagtege
gegegactte
tgacctgtic
ttgegeoegty
gtcagegeeco
aaccgtcoetg
atggategee
gecagotcage
gcatgtggca
tgcagegetg
geccaccgac
tgatcagcaa
tecagacatt
ctatacctce
gaataacatc
taaccatteyg

tggcaccata

-gatgatccege

atcactecgaa
gacgaacctt
tacccegeeg
gcgcaaatea
gaaattccga
geecttactg
acegtgctga
aaggegeatg
ccggatggea
gaccatecogt
acccectact
catgceggea
atttectget
ctgaattcga
ggtgaacagc
geteaggeee
gccagcacgg
tatgcagagt
aagcctegga
ctgggggtag
cgcatceagt
tecgtggagg
cgetgggtgg
ggcagcaceyg
ttgtggegac
ttcagetteg
gtgetggegy

catgatgtca
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cegetgcaca
ccctgcageqg
tcggtgegat
ccgaacaatyg
ccgaaaacce
catggggega
tgegetggca
ccaacttgat
gcacectgge
cettttecac
tccaaaccgg
acttgacacg
gggtaagcga
gceaggtega
caatcgcaac
acggececeey
aaaaatcece
tatgggcaag
gcatcatcge
tgcgageagy
teotgattga
gttggeegea
cgcegacggg
gegttcegaa
aacgaacctyg
atcccagoegt
atgtcagaac

gegteectgyy

acagcatgaa
cattgcccaa
cgccgaggta
gcagcaatgg
cegececcget
ccaaccecgta
gggatcgoaa
cggcccactg
acaactgcga
getgetggaa
cetgeagtte
cctgccaacy
cggcacgett
ggttctggee
cgttgegetg
cacgacgeeg
gectggeggtt
agctgcactg
tgtagcactyg
tcatgegtte
aaacagtgge
ggtegecagy
gctcageccac
gggagtegtt
gecgetgacg
ctgggegttg
catggaggﬁc

tggcgtaccy

ttgcatectgyg
accctcttee
ttececagegeg
ggaataggece
atcaagggct
gcagaggecy
tcggegettt
caaacetacce
ctcﬁaggtgg
gtttgeccae
attgcgcacg
aagcagccaa
ggcctgacge
caggegetea
atgggcecage
ccgcaactga
geggtgateg
gtageggega
cccagategy
ttgececatey
tgtgagttgy
atacgaatgg
agegatgeeg
gtcgageace
gcacaggaca
ttetggeecge

agcaccgeee

tcggecatec
agaccgaace
aacagacact
ttcaggegee
cagatcgtca
aaattgtcag
gcgcaatcaa
tgccggteeyg
aggaacagct
caaagcggga
atgttgaaca
gcagcgacct
tggattatga
tcagegtatt
aaatgcagca
cactgaccga
accacggcca
acatcagcca
ctgaatttat
atceecgeet
tcattaccte
aggcegcttga
cetacctgat
ggcaagtagt
acgtgctgca
tyectgacegy

tectecgaccet

agcecttetecg gtacgctgat

9720

2780

9840

2300

2960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10580
11040
11160
11160
11220
11280

11340
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egateateca
cctcaaccece
ctatggcect
cggegecate
tctcaaccca
gegeggetat
caacggacgc
ctacctgggc
agtcgectcat
cgetggaace
tgaaggtatc
cctgetattg
tcagttggea
cgaccttgaa
geeggacacg
caccttgtcet
ceeggeagey
gtcacgccayg
ggatggcetta
cggctacctg
ctgeccectgtge
aacctaccge
ggcgttgecg
tgtgatttat
gaccaacgtg
tgttcagtat
cgaggacgat
gtgggtggca

ccgeecggge

ttegecaatyg
gaactggcac
accgaagcega
ccgattggct
gtcocgecay
ttgggcaaac
gtgtatgcaa
cgacgcgace
ctgttgtgee
gaacaggcac
aaacaggaat
gatgaactge
gececteoage
caatcggtca
gatttetteg
gccaaatace
gtggegeagg
catgcacaaa
ccacatgcea
ggactgtacc
cgtgcaaagg
atcgacgtag
cacctgggece
cacaacggceg
ggaggcacgce
gtctecaceyg
gccceccotge

gaaggggtgg

ttgatcctgg
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attgecyggge
acaaaattca
ccatcgatge
atccaatcga
gegttecgag
ctgcgcaaac
cgggcgatct
aacaggtgaa
aggegettga
gcectggtgge
tgctgegeca
caagaaccege
tcaatgacge
tgacggattt
agcaaggcgg
aggtgcagat
caattgaaat
cgeotggagea
actggtaceca
tgatcgaaca
atgcegagcea
gcagcgaact
tgagcgagea
ccttggteaa
aggccattet
tggatacget
gtteegecgt
ccaatcttag

gccatacega

ggtcaagetg
aaaggtctyg
getgtatttt
caataccgac
agaaatcatg
cgecgeagege
gggacgacgce
gattcgeggy
gctgaaggaa
ggecatcgag
cttgccagec
caccggcaag
cgggggcacyg
cgeccaagta
caactcgatt
tecactgeat
ctaccgtege
ggacatctac
geettetgte
gttgetcaag
tgccaaggee
gyaccgggtg
tcaatggcaa
ctttgtctac
ggaattggec
cetggegacg
cggegtacca
cetgegtege

aacgggtgec
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gtgctcagty
caggcegacg
tcgatcgaca
gecttatatcg
cttgctggee
ttcetgerea
tggtecatecgg
catcgecattg
geccategtet
caacagceag
tatetgatee
gtcgacatge
gaatgecgtyg
ctcggectea
ctactcacge
gagtttttcece
gaaggcctcea
ctggaagaac
gtgtttctga
cgcaccacca
aggattctgg
gagtacctca
acgectggceceg
ccctacageg
tgcaccgete
catgtcecce
gtgggctaca
ggeattocgy

tegeagagcea

geggegaagt
tegecaaccet
aaaatgctgce
tcgaccteaa
agaaccttge
acccatttgg
gggecatcag
agcttaacga
tegeecagea
gectgeacag
ctagecaget
tcaagettga
cgccacgtac
ctgecggtaac
gcectggeagy
tgacteegac
cggcactcect
acatteggce
cegygagcecac
gccgegtcat
aaggcctgaa
cgggcgacct
aagaggtcga
cactcaaggce
gactcaagag
geecttttat
caggcagcaa
tecageatett

tegactacct

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080
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gerggtggeg
cgacatcegtg
gggcagggac
cgactggatt
gcaggeatty
tgcegatoeg
actggaatge
cacaaaggct
gectggegtyg
ccattgeaca
egettgeece
aggegaaaaa
gtgcttceac
atttegecett
eccttygatge
actcggagtg
ctogggttat
atgaccagga
aaggcatgag
tggcgtgtge
agtttgcaac
cgscgatege
gttggatgeyg
ctgaacgtat
agttcgtagy
gecaggtygtt
ceggtgeggy

aaaacaaagyg

ctacggggtt
cocgtggact
aaattettee
cgcgaattey
agcgtaccge
ctgeeacace
aagcaaacct
tacgegcaca
tagcgyattyg
taageectte
ttetgoggey
cetegagead
cggactgatyg
cggtattgaa
agcgattcaa
gagcgacaty
gecegaatee
ccegetgega
csctgtgtace
acaggccaat
cgacctgaac
geegeecaayg
gcagtocace
gcgaaccaca
cgaagaaaac
ggaaaacctg
ataagoectyg

agagaagcat
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tcttgeesat
aygtegeoge
acctgtteaa
gttacgagtt
cecgggeaccet
gegegetgga
tagagectget
caattttgeg
agcacaaaca
atcctggget
atggegegge
taccteggga
accgatgatce
cgacaccagy
acgggegagt
atgtcagteg
cgtttgacgt
cgetagggtge
aacctectga
cgectgatte
tcacaacagt
atgagtggca
gatgectgga
ttggegeagg
accagtttgt
aagaaatcga
actgegeete

gccgacattt

gggoategtg ccggattace

ggegatcgty
cecggegecy
caagttagtc
gotgtaceeg
ceotgactac
ggectectag
ctacctgata
ggacgaatat
gtceggaaaa
aggttttgga
cgetgegtga
cacgggaaaa
gegacactgt
tggtccaacyg
cacaggtgat
tecaggeace
gtggccacet
tcagegegge
aactgatgaa
acgtcagcea
tcaactggeg
acttcattga
toctacagege
tgyccaagga
gattgaaata

gececcatea

ctgggagacyg

11

cacatatega
gtecaccatee
gacttegaac
ttggtceeee
atccatgaag
gacatcacece
gacaccggct
catggaatcg
cctgeeggee
gtacctegaa
agtectyygcyg
ccaggaaaac
gaccetgatg
cagcecggeact
tetgeagacg
gasaagcasy
goetgtteatyg
ccacgacaag
catctegege
gattegeceg
tgaccatgty
geaggeetac
teateggggg
aaacgecact
cetcaagaca
aaaccggact

acgacgeagt

cacgeatett
tgcaacegea
gecagttety
acggteggca
tgatecaggga
tgaacccege
tgtcgaaaac
tcatggccaa
atagcctttc
accgageggy
gegtgoceee
cacetgectt
cgegacaacg
gtcaaggeca
agcctggatce
attgeegace
gtogaagaay
gtectgtgee
gacctcegaac
atcacgettg
acgecteatge
gtgatgatte
cotcaactgy
gtctgegaaa
aatacggeey
asaaggttgeg
gatatteggg

greatygogty

13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
133920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
144860
14520
14580
14640
14700

14760



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gtegtegtta
ggttggtceg
atctggecag
taaccaaagc
gctgttetgg
ctgegggeea
aaggagagca
ggcgegacct
gttgaggatt
aactatatcg
gteggectte
cctaagectgg
gacctggtcea
gatgcggtca
gatatcgaca
cgggtgaaag
attctettcg
aaggectacyg
gatgaaggcg
gecgagggeg
ttcaaaaacc
tacaagtaat
gteattgacyg
tgcgatgeeg
aaccttetgt
cgaacggctt
gttgaaacca
cgecagtetyg

tgaaatggge

ES 2 329 358 T3

acgccgacaa acactattcg atttggecaa

aagaaggatt
agccgacgge
aaggaagaaa
atatgccagg
getgegaatt
tcagcagecy
cectgggeat
tgatggccac
tctatgaagg
agcgtttcce
aaaacgtgtt
agcacctega
acgccatcge
actccattee
cccaggeatt
cccaccaatt
atgcgcetace
acggcccggt
gcatgatcta
ccgtacgeac
tttgectect
ccacctggcyg
caacagataa
gaactgcgee
gctgagcaga
ttegggetag
acccacgacyg

caagcoctygge

caaggggtca
atagatacaa
aatgacttea
cctgteoggge
ggatctgtte
actgaagttg
gctggtcaag
ggacgactgg
gcagctggac
gggcgaaggg
ctacegetac
cectgtegege
cctggccaaa
ggtcactcag
ggatatcetg
ggtgatatgg
agaaggcgga
catggcegea
ttcctggaaa
cgegattceca
ccgeecctac
atagggacac
gacagetttt
tgectgatgt
cacacactca
tgaaagaaac
coctttgette

gtggcatgge

cgttcagact
cgtgatgcaa
actcatcgea
attettteeg
gageatgtce
caggaacgey
gaaaacggcea
caacgtttea
tttaccgagt
cgggacctcet
atgegetegt
gtgaaaaaat
cacaatgagc
ggcaaaatca
caccaatcct
accctcgaag
cgegtggtcea
ctggacagcg
cagtatgagg
ggctggacce
tggggccgga
ccacatggca
atacagccaa
tctgcaagea
tatcagcgec
cgacgaaggt
cgcteaaccee

gcagacaatc

12

gcgegagaga
gettggaaca
aaaatgeggy
ccactgatca
gceacgecge
gegacctgeyg
cegecgatat
tctacegeaa
aggataccgt
ccetgeagaa
atcaccgcect
ggtetgaact
tgetcgacge
aactgaacgt
atgattccgg
tcectgaagg
aaaacaccca
tecttcaactce
tetactttge
tctgeectgge
cacacggcat
ggagtcattt
cgttcacceg
ctgatttege
getggccage
ctgtcacgct
ttttecttga
agtgetttgt

cgaaccggty

cattccatceca
tatecgegeaa
aaacatcaac
agtcaagcet
attccaatac
cgaagceace
tctgctgcty
tgeccgatgty
ggeetttgaa
aaacactaac
gcaccagaat
ggccaaccag
gggtggceggt
aacggtactg
gctcagecac
ttacgactge
catgetgege
catgtceaac
ctgtctacece
ggaagcegge
catcgtggee
caacatttge
agacaaatag
aatcgattea
ctacctecat
tgttgaaage
ccgatceteogg
tgatcaatgg

aatccagett

14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440

16500
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caagatgtac
catttttgac
catcaacctg
gatgcacatg
ggcaaaaate
cgcaggggat
cttgcacgac
geeggacaat
geccaacece
aggcaaagag
caaacaggtg
gatcceteatt
cctaatgatt
atggttatat
atgacgcaac
agacctatga
cctttgteat
geggegatge
ggctggtegg
tgttcatcac
gegegettga
tcctggacgt
cgtccaaace
gttatcgetc
geegatgete
gecceceace
attgcgggea

gtgaacegge

tatggcatca
cgtteocaag
aatgacggtg
ctggacaagt
gcgeagcaac
tttttcaaga
tggggcgacg
gegetgttgg
acgggcgcaa
cgcaacgagy
aagecgcctge
geeectegee
acaaggaaga
cgccactcaa
ggcctatgay
atggatcatg
gagcaacegy
cagtgccate
tggcggcaaa
cactattcea
agtggttcte
gaasaaagcg
caagggaaaa
tcgecagtgt
gcegatatcgg
ccaccgecte
tgggttacca

agaaaaccct
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geetgttega
acatgggact
agaacattgt
ggccagaaag
atctgcacaa
gecetgeegga
aagactgcaa
ttgtagtgga
tgatggatet
atgaattcag
caagtggaaa
actttccagg
cacatgtcoga
caacacaaac
gatttttate
tecgaacgcte
gatctgtcag
gcggteagag
acggcggect
acctttateg
agagaacaac
gattaacgte
accagtgaag
tcaaggaata
ctatctgaat
acetegcecag
ggtggttgag

ctatgccgag

gtattttgaa
ggacctggag
cgatgtaggg
cacaggcata
atectggaaaa
cagtggcage
ggccattttyg
cttggtgatt
ttacatgetyg
aaccctcatt
cggeatcate
ggggctattt
cgctggttta
tggattggct
agacgatcgg
ccgatgactyg
ccececgecaa
ccaggcaage
gttttgccaa
gcaccggegt
gcacgctgea
tacaagacaa
cgattggtat
aggatggtga
gtacgcgata
gecgttgtea
caacccttte

ttgaacgage

13

cagcaceegy
atcccggaaa
ggtggttcag
cttttegact
gcaggctget
gtttacttge
geccacctgee
gaccagagtg
teettgtteg
gaaaacagcg
ttegectace
tattctcggy
ctacgtagea
ggagaacttt
agcagtggtce
gecctaccag
tttggatate
ggegaaggygce
cgcaggggaa
tceggtactyg
gageggtgece
tegtgtateg
tgagtttatg
aaceccgeege
gecttteegt
ggeattattt

tatttaccat

agcagegeca

aacgceggge
tocctggagaa
ggcatttygct
taccegtege
ttgaaategt
tgtecccatgt
ggcggageat
aaagtgcccea
gtategecegg
gcttcaacgt
caaaataaat
tgattcecece
goaacectgg
gecectgggag
atgggatcge
gacgtacccey
accttocttac
aagaatgtct
ttacageage
ccecgtagace
atggaatgca
aaactcgcaa
tttgttgget
cctgacagee
cattgcegec
gcgggaaacyg
cgagagcatg

agegttogat

16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16280
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120

18180
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getgagetgg
ctactggaag
gcgaccgcga
agtgacgatg
agcgatgceca
ggagcggage
ttgaactttg
gactacgcce
acgcccttga
aacatsgegg
gacaccgtgg
gtgggcaacce
acctatttcc
ctgggcatgg
cagcatcagg
tgcgcagcac
cttectggett
ggegettatg
aaaatgccgt
ctggeceggeg
aaacgtcgct
gcggcaaatg
accgecgccte
tcgagecgece
gggcttttge
cctttcagga
tgtacttttt

cgetttaata

gacactatcg

ccegggtggy
gcgacagegg
cggtcctgtt
gcatggecgt
aaaataacgt
actacgtcte
aagccegggg
tgatcaggac
tttacaatat
ggttgaattt
agaaccttgs
actttatcca
cactgccagg
getcgttegt
gcaagaattg
ttgtattcta
gcgccatgtt
cctgcgggat
tcattgeegy
tcatcgcacg
tcaaacgcca
tgcataaggt
aacggataat
gtcggacaca
tccaacctca
tatcctegat
actgcgatct
cetactetet

cctgcacaca
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cgeghacagt
ccagggaacc
catggcgcat
cgcctegata
tgtctttcta
gcagctcagt
taaccagggce
tgttaacgca
gctacaaaac
tgcagtcgtg
gccagagace
gggtatcgac
cggcacgetg
gctctgeggt
cgtactgege
cgtcccgage
gtcgegaage
actctacgeg
ggtcattgca
atcgagagac
gatgacgtgc
gggaacgcag
caggctcaag
acaaactgat
actcectttyg
aagcgtetta
gcgatcgetce
cacctgagaa

aaatttctte

tttgaaaaag
aacttgatag
tacgacagcg
ctccaactga
ctcrcegatg
acgcctgaac
atcectttac
ggggttcggg
gacaccgact
gagggttttc
ttgtttcget
ctctectece
ttggtactca
ctttgggcege
cccatggcta
attgectatce
ctctttatct
cctatcgtet
ctactccege
tgtcgaacet
ctcgtcagee
agcgceeceget
ggaattccac
caccgtcaat
aaaaatcagc
tcagaacagc
ccatggtaca
aaagtaacca

tctggaaact

14

aagtgcggat
cctcacaccg
tcggcaccgc
tgcgggaaac
gcgaagaact
gtgaagccat
tgttsgagac
acatcatatc
ttacggtgtt
agcactacca
accasaagac
tgagtgctga
acttacccac
aacgctgceg
ttgccctget
tattcgtcat
cctattcgat
acctgattte
tctgcetget
gcgactagca
aggcgtggaa
gcaacacgcec
cttgcaacct
tecgggcaagg
cggccacaat
gaaaaaccac
araatgacag

ccgggccgta

tactcagcaa

tegetecgge
cgtaccggga
tceceggtgee
cataaccegce
gggcttgete
cecgectggtg
atcccagaag
cttctcatte
caggaaaaag
ccacatgags
agtgcgtgaa
tgaggacgca
cctgtatgcg
cactcgcega
cggcattgce
ccccagtctg
catgctgetyg
atcaggeett
ggccgtggga
agacccgata
ccatcetggtg
caccccaage
gaaagagcaa
agcaatccac
ttgcccctac
ttcaagttcg
atgggaagat
ttcctgatca

caccatcctce

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

15440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920
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catgactgag
cagcctgcaa
tcacgattac
aacacgcccg
tcttecaggat
cattgggact
ttcatagcac
tcgatggete
cggegegttyg
acaagatacc
tcgacctett
ggtttcaaag
agttcgggtt
gccttgaaga
ccaggaacca
accgecettet
cgtatggccg
ccgaatttat
aatgacgaaa
gtaatttgca
gtatatccaa
cgectecacge
cttgagcacg
ctgcatctgce
tttacgggcyg
cagccaacgg
cteggettge

gcecaaeggcg

caataaggtt
aaacatcata
aagactgcat
actcgtaaac
gtacaacatc
tccagegete
tgttectgea
attgttcatce
agaacagtga
cagtattcag
cagcaaacte
ccgaattgaa
cactgaacag
gcgaatacca
cctgeececyg
ttetgegeca
cctttgatge
ccgecattgtg
tgaacgccte
catagggctt
agagctctee
geccaccgeee
aaattgeggce
gccagetcegg
cgagccacgg
ctgaaggcgt
aaggcactga

cgtggcagge

ES 2 329 358 T3

gcacagttgt
caggtgcaca
ccaactggag
aacaaagtct
actaataaaa
gtatttggga
ctgatgcctt
aagaaaaaaa
aaagtcactc
cttttcaatg
ategeegtag
tgagccgate
gtgcagcate
atcgacgcetce
gacattgege
ggcaaagtcc
ccagcacgct
cgacacctge
tccaacacee
cataaatcgt
cacgttactc
acggegccat
atttectcgge
cttcacggca
cgtactttte
gcgggcageg
tcggcaggea

tgtaggtcca

tcataaacag cttcatcgac tctatcgetg

tgattcaaaa
aatgcttcaa
ggaaacaaca
caagactcaa
gacctgacag
ttggegattt
ttetetcgaa
gccacatccet
ggaaagcctg
aacatagceccee
tgaaaacttt
ccgagttgag
ttgctactga
gccgtgtgga
aggtagaagt
tcactcgcegg
tctggaacca
caaccgatag
caaagtctcg
atcgcatcga
caaccgcetge
gaattggtgg
gcgtgtaatce
atcggttaac
cgggcegatg
ggcgteggty

gtattcggag

15

ccttctcaac
cagtaaatcc
cggtggaaaa
ccaactcgga
ggtctgtegt
tttgtttgag
acagactctt
gaatattctc
acgcagcaat
aaccgatatt
tatatttcte
gaggaaaaat
ccgageggta
tgacgctcee
ccgataatge
ccacgcccat
gtaactcccee
tttcagactt
tcaattcacg
gtctatcaac
ggggtetgge
cggttgtgea
tggtcgatgt
gcgetgcettyg
ccctgaaccea
agttgatggg

ccgtacagge

cgccaccaca
gctttcecaga
caccaggaca
ttgatecette
cctgattatt
cgagaatcga
aagctcggee
tgtgacecte
ccgctcaaca
gggcacgtcc
atgcgggcta
ttcacaccat
tgtgattgcg
acagecttta
gecegttaaac
gaaaggctcet
ttceccgactt
cgtectgatt
ggtgacacaa
caaccaacge
aggttttgcg
ccatgtccaa
ccaacgecege
cctgctgcat
gcecgtattyg
cgacttcact

ccatggtttt

19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540

21600
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gtaatgcggg
cattacacca
gagcagttcg
gcactggggc
ccttgatcac
gctggecactyg
ggcecggcette
tcgagetgte
gcttgaaggt
gatcaccggc
cgtggcegege
gcacaccggg
accaactgaa
cttgggtgta
ggatgcaata
cggcaggcat
cctgcaaagc
tggcaccacg
tccaaagttg
aatcctcgat
gcececgactg
acacgatgat
gctecttgag
gctacctgat
accaataggc
gtattcgceca
ggtcgecgtce
ttcatgggea
caggttggca

ttgagtacca
ccggcgeegg
tggcacacat
ggcctggatg
cagcacttgg
ctcggtgete
gcgatagcga
cagcacggga
ctecteceec
cgccaccage
atccaggtge
ctggccateg
ggtgcgatca
atcgagcggce
gagggcggcg
gtcgaattca
cgtgacgccc
gtcgecgacg
ctgtggcaca
ctgctggeac
gcgtaaatce
cttcaatgac
cectecetgg
caggatcaat
gcatggsctg
aacecegecge
cacacgatcc
accaaatgct

ccgtgtatat
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cgetrtegeg
cgetgeeggt
cgtacgatgg
acgttgaggt
gtgtcececgeg
atggegecgt
atcggttgat
atatccgcea
ggcegggett
accgegtegt
gcgtcgtaca
getgegtega
gccetgtgtcea
accgggacga
tcactcaccg
caggtcgacce
cagcggccga
atgcccggat
cggtctttca
accaaggctg
agccaggcecce
cgcatggctyg
cctttgatag
cttgtgtcag
gcgagtgctce
gacacttgta
gogcgecaat
ggaacccacc

ggcggtggtt

ggccaatacg
caggccgetg
cctgaatgtt
gcacaccatt
tcttggeeca
tgtagaactc
aggcttgcetce
gtgcttcecge
tgcegtttgag
cctgeacege
ggtaatactg
tgcagegtte
tgttcggetg
aaacceggge
cgecgttgta
agatcggeece
cctgetggcet
ggataatcac
gaaaggggca
gatcggtgaa
gectgggtcaa
actcatcctt
aagtacaagg
cgagtgcettg
ccgegtgece
gtcecgacge
cetetecgagg
cgegtttega

ctcggtgaac

16

atgtctgcgg
atcaccagtt
ggcccagget
ggaaaagctg
gcgcaacgcec
aaaggtgagt
atcgaacatt
cagcacgtgg
cgagecgate
gaggatctca
ceegeectgy
gatgaagcgt
caaacgcccg
gaacttttce
cagctcggat
ggcgtccatt
gatggcccag
cacagggcge
gatcaccagg
cagaacaacyg
acecgttgaac
gagaatgcge
atagttggcg
aacgtaggeg
tctgccacaa
gcactggtga
tcggecacea
taggcatccg

tgatacaact

ccagcgecag
gccgggeege
tccagceecyg
ccgegecege
gccaccagtce
tcaccgacat
tgattggega
cgggecggca
cacaggctct
cceggtgtge
atactggcca
gcgcaatcegt
attacgtggg
accacgtcgce
ttgecgcacat
tecteccaceg
tccagecgege
tcaaggttge
teggegtetg
ctgggcgegt
gccgacgcta
ggccagaggte
tgccaggcag
cectgegtteca
gggacgccag
ccacgggatt
actgcacate
cactcaagce

caaggtagcg

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22030

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340
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cgaacgaace
atcggcgceca
ggtgaatgcee
cttgecccaca
ggecggtcteg
agccggatga
gttatgggca
cagctatcga
tgacgtgaga
tttacgtgtt
taacgattat
ggatgaacgce
tgcgeggttg
caacctgecg
tggccecgggt
cacctccagyg
gcctatttte
agggattggg
tcagcgaaca
tetttattgg
acccaacatyg
ccecgacagac
taaaaccaac
cggtatgtce
cgggagctga
cettttttat
cgttecagtet

gtttaacggg

gattcaccgt
aagccgatct
agccactggqg
tttecgaacge
tccgaacacg
gcaatggcege
ggtatcacta
ccgggecgty
caggtcgcag
tgatgcacgg
caaggtatcg
cttaatgaga
agtttcgaca
gacggttcat
tgggtgacgt
cggctgecte
gcagatacat
tggegtgtgt
attcgattgg
tcaccacact
ctcagtgatyg
ctgagcatcg
gacaacaage
aaccegectt
tctgtegetg
tegetcagat
gggcacccca

tgcgacctac
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actcgetcca
gacgcaccag
cgcegacttce
tcacctcaag
catccagcac
gctggatgga
tcectatcat
aggcagaagg
tgattaaacg
atgaacccgce
ccagtgtcat
cggtaaatat
cccegettca
cggtgggtgg
ttacggtgga
gaatgagaca
tttgtaacgt
ttatcacgcec
gacaaacaaa
ggegetgttet
atgacgtgaa
tcaaccgtcg
agttcaactg
cgtgtgegaa
gaaaaaaggg
gagtttaaaa
cacaaaatgc

agcgtcecreec

gctgtccace
ccagtegreg
aagcaatcgc
cgtkgcgaca
caccagcaat
ggcgagycag
tgacgttcee
tttaaacaat
gaacgtcaca
cattcctaca

cacggecttct

tcaattgacc

atggcceggce
tgtgattgcc
tgactgaggt
cacaggccag
cctatgattg
cttgaatcceg
aggatgcggg
aagtggggtg
atcccaaage
aaccgaaggc
cattatcaac
gaaaggtgaa
ccaggccacc
gacaagatat
tcagcgacta

tggttgaagg

17

tcgacggtte
ggcacaactg
tccgegecca
cccatggeecg
tggacctgtt
gcactgatgt
tctaccagge
ctgaaggege
ggcgcecacag
aacaggtcag
cgtcacatgg
tgcagcggta
caccccaact
gaaattgaaa
cttceccaaca
taatcgagac
acgettgete
cagcgaaaaa
ctatgtcatt
taatgegete
gecggcgeac
accaacacct
ggaggcaata
cagatcaaga
tctaagaacg
cgggcagctg
cttggecegte

cagcaacgaa

cgcacaccqge
tgtcagegtc
aggccctgge
acacgegegt
ggtgtgccag
geegtteotte
aaagtgtcta
cgccaaacaa
gctcagatgg
ccatcatgtc
gtacagactc
aaccaacgat
ttgtgctgat
agtcgaccga
ggettcaaat
gcacagacaa
gaatcaccge
tgattcgagt
gecgtaattta
gcggggcaaa
tgggctatge
acgtgctget
tcctgacctt
gtggeceegtt
gaggcctgge
ggctceggee
gccogcacace

taaaccctat

23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
33820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24650
24720
24780
24840
24900
24960

25020
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tgatcggaga gegaccatge acccgeataa aaccgegatt gtcttgattg aataccagaa 25080
cgacttoace acceceggeg gegtgtteca tgacgetgtg aaagacgtca tgraaacgte 25140
caacatgcty gcgaataccg ccaccacgat tgagcaggec cgeaagetgg gogtgaagat 25200
cateccactta cccatecget ttgecgacgg ctacccagag ctgaccctge gotcatacgg 25260
cattctcaaa ggegtegeeg acggcagege gttteogtgee ggeagetggyg gegecgagat 25320
caccgacgeg ctgaaacgceg accccaccgad tattgtgatce gaaggcaaac goggectgga 25380
tgctttegec accaccggge tggacctggt gotgcgcaac aatggeatce agaaccetggt 25440
tgtcgcaggt ttectgacta actgetgegt tgaaggeacy gttegatccg gttacgagaa 25500
aggttatgac gtggtgacct tgaccgactg caccgcegaca ttcagtgatg aacaacageg 25560
cgcagcecgag cagtttacgt tgcrogatgtt tttegeaaac cctgcaacac accgegttte 25620
tgcaagcact gaacgccgga taaaaaaage ggeggactec tgecgagtcecg ccgetttttt 25680
agtgcettggyg tcattcggtt ggegegtact geatttegee gttccéaaac gaccagtett 25740
cgegcttcaec gtccaccagg ctgatccaca cgteottcoott geogeageceg gtettggcat 25800
ggatgccgtc ggcgatgaac ttatagaaag cctttttcac gtcaatgectg cgeceggegt 25860
tccacgtgac ttggataaac acgatcttgg gtgtgtaagt gacgecaaga tacecggeeg 25920
cecgggtaaac cagceteatee ttggcatgge ggttgatgat ctggaatttg tegtgcteoag 25880
gcacgttggc ccecacactggt catcgoggeg tacacgacat caccgatgge cgtcogeggtt 26040
tcagtggaag tgteggegge gaggtegatt cgaactaaag gcatggacaa atccttagtg 26100
attttcagct gaaaatggge gtgtggceteca cacacteogeg ccaaccggge aacttgegec 26160
aggccaacga gttgctggec cagggagttg ccgacggttt gogetagtge gecgcgaaac 28220
ttcggecattt gacgeatcgg tgaatggetyg accggatgte agtgettatt gacctgaata 26280
tagactgecg tgcacagace aatcaaacaa ataccggcga tgtagtaage ggegeccate 26340
tgactgtatt gaagcaatag agtaacgacc atcggegtca ggeccaccgaa tacggegtac 26400
gacaagttgt aggaaaatga caagccggaa aaccgcacta coggtggaaa ggcacgeace 26460
atcacagcag gggctgegee tatcgcgecg acaaaaaaac cggtaagtga atagagtgga 26520
accagccatt gegggtgegt ttcaagogte ttgaacaaga gcagtgoget gaacagaage 26580
atgacgetge cgatcatcaa taccearcec gecactgaaat gateggeccag ttteceggeg 26640
atcacgcaac caacactcaa rrcacrcaat agogagactg ttggectgeca aggettgege 26700
tgcag 26705

<210> SEQID 2
<211> Longitud: 1004
<212> Tipo: PRT
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<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 2

Met

Gln

Pro

Ser

65

Berxr

Arg

val

Sex

Phe

145

Ala

val

Leu Leu

Leu Val

Gln Arg
a5

Pro Gln
50

Thr Asp

Glu Arg

Tyr Leu
Gly Leu

115

Ile Thr
130

Ser Leu

Ile Asp

Glu

Ser

20

Phe

Gln

Ala

Leu

val

100

Leu

Leu

His

Glu

Gln
180
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val Ala Phe

Arg

val

Phe

85

Phe

Ile

Ala

Gln

Gln

165

Glu

Ile

Met

Arg

Leu

70

Arg

Arg

Ser

Met

150

His

Ser

Glu

Arg

Ala

Ala

Ile

Asp

Arg

138

Ser

Ser

His

Arg

Asn

40

Pro

Glu

His

Phe

120

Pro

Gln

Ala

val

val

25

Gly

val

Ser

val

Hig

105

Ala

Ile

Asp

Arg

Asp
188

19

Ile

10

val

Thr

Val

Arg

Val

20

Ile

Glu

Ala

Arg
170

Leu

Thr His

Glu Arg

Tyx Trp

Arg Thr
60

Glu His
78

Glu Arxg

lle Ala

Agsp Cys

Pro Leu
140

Pro Phe
155

Met Val

Ala Arg

Leu

His

Ile
45

TYX

Ile

Sexr

Asp

Met

128

Ile

Ser

Leu

Leu

Ser

Ala

30

Glu

Asp

Gly

Asp

Leu

110

Asp

Asp

Leu

Ser

Ala
180

Thr

15

Ser

Gln

Giu

Val

Gly

95

Trp

Arg

Pro

Pro

Serxr

175

Thr

Ser

Leu

Ala

Ala

Glu

80

Gln

Ser

Ser

Glu

Met

160

Phe

Ala
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cys

Leu

His

225

val

Gly

Gly
308

Gln

Gly

Glu

Asp
385

Pro

Ala

Serx

210

Gly

Leu

Lys

Ala

aAla

290

Met

Leu

Pro

Gly

Ala

370

Pro

Lys

val
185

Arg

Arg

Arg

Gly

278

Thr

Pro

Gly

Phe

Arg

355

Leu

Gln

Tyx

Thr

Ile

Asn

val

Thr
260

Tyx

Ala

Arg

Glu

Ala

340

val

Ala

Ala

PXo

Pro Tyr

Gly Gln

Arg Gly
230

Pro Phe
245

Ala Lys

Pro Glu

Pro Thr

Gly Leu
310

Met Ala
325

Thy Ala

Glu val

Arg Gln

Axg Leu
3%

Ser Gln
405
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Thx

Ser
215

Asn

Asp

Arg

Leu

Asn

295

Ala

Leu

Leu

Asp

Phe

375

Ser

Ala

vVal Met
200

Gly Arg

Lys Asp

Val Ser

Leu Asp

265

Ala Glu

280

Ala val

Ala Ala

Thr Ala

Leu Leu

345

Pro Ala

360

Ala val

Ala Leu

Arg Pro

20

Leu Ala Ala Gln val

Leu

Ala

Glu

250

Glu

Phe

Ile

Leu

Glu

330

Gln

Ile

Pro

Ala
410

Ser

val
238

Cys

Ala

Met

Leu

315

Gln

Arg

His

Leu

Ala

38§

Pro

Leu
220

Gly

Ser

Ser

Gln
300

Gly

Ala

Pro

Arg
iso

Cys

Ala

205

Ala val

Tyr Phe

Val Gly

Lys Ala

270

Pro Leu
285

Gln Asp

Leu Gly

Pro Pro

Asp Gly

350

Gly Trp

365

Glu Met

Leu Leu

Ser Glu

Leu Ala

Thr

Ala

Glu

255

Ser

Gly

Met

Thx

Ser

335

Lys

Leu

val

His

Thr
415

Phe

Asn

240

Phe

val

Pro

vVal

320

Ile

Leu

Ala

Arg

Gln

400

Leun
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val

Leu

val

Gln

465

Leu

Ala

Leu

545

Ser

Ala

Leu

Phe

Ser
625

Ala

Arg

Ala

450

Thr

Leu

Asn

Ala

PTro

530

Gln

Gly

Ala

Ala

Glu

610

Ser

Thr

Thr

435

Arg

Leu

Ala

Pro

Ile
815

Cys

Asp

Ser

Asn

Gln

595

Met

val

Phe

420

Pro

Leu

Ala

Ile

Ala

500

Leu

Txp

Gln

Thr

Leu

580

Thr

Phe

Met
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Leu Arg

Gln Ala

ser RAla

Ile Leu
470

Met Ala
48S

Glu Leu

Thr Asp

Ser Leu

Ser Lys

550

Gly Glu
565

Leu Arg

Leu Ala

Ala Pro

Ala Leu
630

Gln

Sex

Ala

455

Leu

Cys

Asn

Gln

Sex

538

Leu

Ala

Leu
615

Ile

val

Ile

440

Leu

Pro

Gly

Arg

Glu

520

Asp

Gln

Lys

Thr
600

Met

Asp

Ala

425

Ser

Arg

Axg

Gly

Ser

505

Gly

Leu

Ala

Gly

Ala

585

Pro

val

Asn

21

Ile Thr

Tyr Ser

val Arg

Asp Ile
475

Ser Tyr
490

Ile Leu

Leu Thr

Leu Ser

Lys Ala

555

val Ala

570

Leu Asp

Thr Thr

Gly Gly

Pro Ala
635

Pro

Glu

Gly

460

Asn

val

Met
540

Ile

Cys

Phe

Cys
620

Leu

Asp

Leu

445

Phe

Leu

Pro

Phe

525

Pro

Ile

Thr

Gly

Asp

605

val

Leu

Lys
430

Ala

Lys

Val

Leu

Ala

510

Ala

Asp

Leu

His

Pro

590

Leu

Gln

Lys

Pro

Ser

Pro

Pro

Ser

495

Arg

Hig

Ala

Phe

Ala

575

Glu

Ser

Pro

Gly

Ala

Glu

Ala

480

Asp

Cys

Leu

Pro

Thy

560

Asn

Tyr

Ile

val

Thr
640
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Thr

Asp

Arg

Ala

705

Leu

Gly

Gln

Leu
‘785

Lys

His

Gly

Glu

val

Leu

val

Asn

Ile

630

Leu

Ile

Gly

Ser

770

Pro

Val

Ala

Gln

Asp

850

Leu

Ile

Leu

675

Val

Val

Gly

Gly

755

Asp

Asp

Ile

Asn

val

660

Asp

Asn

Ile

val

740

Val

Gly

Gly

Gly

Glu
820

Gln Arg

835

Glu Ala

Thr Val Pro Ser Val Ala Asp Ala Leu Leu Gln

648

Pro Sexr

Leu Tyr

Leu Tyr

Glu Pro

710

Trp val
725

Pro Gly

Ser Asp

Leu Arg

Arg Leu

790

Phe Arg

8OS

Thr Xle

ser Ile

val Gln

Pro Tyr Tyr Ala

ES 2 329 358 T3

Leu

Leu

Gly

695

Asp

Glu

Pro

Cys
778

Asp

Val

val

855

Leu

Arg Met
665

Arg Leu
680

Pro Thr

Gln Gln

Val val

Leu Ile

748

Val Arg

760

Phe Ile

Glu Leu

Glu Ser

828

Ala pPhe
840

Asn Asn

Pro Asp

22

650

Leu Asn

Gin Ala

Glu Thr

Gilu Ile

715

Asp Gln

730

Ile His

Ser Ala

Thr Gly

Gly Arg

795

Gly Pro

810

Ala Vval

Ile val

Ile Lys

Lys FPhe

Leu

Lys

Thr

700

Thx

Asn

Gly

Ala

Asp

780

Glu

Val

Vval

Leu

Gln

860

Ile

Ala

Leu

685

Thx

Ile

Met

Sex

765

Arg

Asp

Gln

val

Lys

845

His

Phe

Gly Glu

670

655

Thr Ala

Tyr

Gly

Gln

Gly

750

Phe

val

Asp

Ala

val

830

Ala

Leu

val

Ser

Phe

Ser

735

Val

Len

Arg

Gln

Ala

81s

Bro

Pro

Lys

His

Pro

Thr

Thr

720

Vval

Ala

Pro

Val

800

Leu

Lys

Ser

Gly

Ala



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

865 870

Leu Pro Arg Asn Thr His Gly
885

His Glu Pro Gln Thr Glu Gln
900

val Glu His Arg Ile Ala Asn
915

val Gln Leu His Glu Asn Phe
530 93s

Leu Thr His Leu Thr Gly Leu
945 850

Ser Leu His Asp Leu Trp Ile
965

Phe Ile His Lys Leu Gln Asn
980

Pro 1le Pro Arg Leu Asp Arg
995

<210>SEQID 3

<211> Longitud: 1062

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 3

Met Ser Val Asp Thr Cys Arg
1 5

Gln Glu Gln Ile Trp Phe Leu
20

Ala Tyr Thr Leu Ala Met Lys
35

Leu Ayg Leu Gln Arg Ala Val
50 55

ais

Lys Ile Asp Arg Thr Leu
890

Glu Sexr Ala Met Arg Asp
805

Cys Trp Gln Thr Ile Ile
820 825

Leu Asp Ile Gly Gly His
940

Leu Arg Lys Glu Phe Asn
955

Arg Pro Thr Ile Glu Gln
870

Ser Val Leu Thr Lys Pro
985

Lys Ile Sex His His
1000

Thr Ala Thr Phe Pro Ala
10

Asn Glu Leu Asn Pro His
25

Val Ser 1le Ala Gly Lys
40 45

Asn Gln Val Val Ala Ser
60

23

Leu Leu
895

Ala Thr
910

Gly Ris

Sexr Leu

Ile His

Gln Ala

978

Ala Ala
990

S8er Tyr
Ser Gln

30

Leu Asn

Gln Glu

880

Gln

Asp

Pro

Bar

Ile

260

Asp

Ala

Gly

Leu

Thr

Ile
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Leu

65

Ser

val

Ser

Asp

Gly

145

Gly

Gln

Leu

Ile

225

Ile

Tyr

Axg

Pro

Pro

Lau

Gln

130

Ile

Gln

Phe

Glu

Ser

210

Ile

FPhe

Cys

Gly Leu

Thx

Sex

Gly

Ser

115

Gln

Ser

Ser

Val

195

Pro

Val

Ser

Ala

Leu

100

Ser

His

Leun

Asp

Asp
180

Trp

Lys

val

Pro

Val
260
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Phe Ala Tyr Lys

70

Thr Leu
85

Gln Arg

Ala Pro

Glu Leu

Gln Leu
150

Gly Arg
165

Arg Gln

Thr Gly

Glu Phe
230

Gln Gly
245

Leu His

Pro Thr Ser Asn

275

Pxo

Leu

Leu

val

135

Val

Ala

Gln

Arg

215

Ser

Xle

Arg

Arg

Ile

Ile

Tyr

120

Ile

Leu

Leu

Leu

200

Ser

His

Ser

Leu
280

Asn

Arg

Asn

105

Arg

Gln

Ser

185

Ala

Glu

His

Cys

Ala
265

Arg

24

Gln

Ser

90

Met

Leu

Thr

Lys

Serx

170

Asp

Gln

Gln

Ala

250

Glu

Pro

Lys
75

Ala

Glu

Leu

Ile

155

Pro

Gln

Ala

Gln

Txp
235

Ala

Gln

‘Glu

Leu

His

Ala

Leun

His

140

val

Asp

His

Thr

220

Gln

val

Asp

Leu

Sex

Glin

Ile

125

Ile

Ser

Glu

Glu

Thr

205

Phe

Phe

Asp

Ala
285

Gln val

Ile Asp
98

Arg Gly
110

Lys Thr

Val Cys

Ala Tyr

Glu Thr
175

180

Ile Leu

Leu Gly

Leu Arg

Leun Ala
255

Ile Leu
270

Gln val

Ile
80

Asp

Trp

Gly

Asp

Gln

160

Gly

Asp

Ala

Gln

240

Ala

Ile

Ile



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gly Tyr
2%0

Gln Ser
308

Leu Ile

Glu His

Gly Tyr

Leu Thr
370

Leu Phe
3ss

Leu Serx
Ser Glu

Ile Ala
450

Asp Ser
465

Thr Tyr

Arg Ala

Arg Gly

Leu

val

Glu

Thr

Glu

355

Val

Leu

Asp

Ser

val

435

Pro

His

aAla

Gln

Asn

Ser

Thr

His

340

Gln

Ser

Fhe

val
420

Gln

Ala

Gln

Gly
500

Pro

AsSn

Asp

Gly

325

Gln

Asp

Asp

Glu

Ile

405

Leu

Leu

Phe

AsSn

val

485

Ala

Txp

Leu

Phe

31¢0

Glu

Ala

val

val

Asp

390

Asp

Arg

Gly

Pro

Ala
470

cys

Lys

Leu
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Cys

295

Leu

Thr

Gly

Axg

Asp

375

Glu

Ala

Glu

Ala

Ser

455

Thr

Gln

Ile

val

Gln

Pro

val

Arg

360

Thr

Leu

Ala

Phe

Ala

440

val

Ala

Gln

Gly

Ala

Phe

Gln

Phe

Thr

345

Thr

Gly

Asn

Ser

val

425

Asp

Pro

Leu

Ile

Thr

505

Met

25

Arg

val

Gln

330

Pro

Leu

Ala

val

Ala

410

Ala

Ser

Ala

Leu
490

Leu

Leu

Ser

Gln

315

Gln

Leu

Asp

Ala

Cys

39S

Gla

Ala

Gln

Asp

475

Gln

Ile

Ala

Gln
300

Leu

Val

Ile

i80

Gly

Asn

Pro

Ala

Leu

460

Glu

Ala

Ala

Ile

Tyr Ala His

Thr

Leu

Gln

Gly

365

Leu

Phe

Met

Gln

Gln

445

Phe

Gln

Ala

val

Txp

Leu

Glu

Vval

350

Asp

Asp

Leu

val

Ala

430

Ala

Gly

Ala

Ile

510

Gln

Pro

Ser

335

Leu

Leu

Leu

Glu

Arg

415

Pro

Pro

Leu

Glu

Thr

495

Gly

val

Asp

Asn

320

val

Phe

Gln

Ser

400

Met

Ala

Leu

480

Leu

Glu

Gly
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Gly

Gly

545

Trp

Lys

Phe

625

val

Gln

Pro

708

Asp

Tyr

Ile
530

Ile

Pro

Ala

Leu

Gly

610

Gly

Thr

Sin

Glu

Ala

690

Arg

Leu

Gly

515

Tyr

Leu

Glu

Asp

Ser

595

val

Gln

Phe

Gly

Lys

675

Thr

Glu

Ala

Pro

val

Ala

Gly

580

Gly

Hig

Leu

Ser

Ala

660

Leu

Pro

Ser

Asp

740

Pro

Glu

Phe

565

Ala

Tyr

Val

Leu

Phe

645

Ser

Ala

val

Leu

725

Glu

Leu

550

Arg

Thr

Met

Ser

Gln

630

Asp

val

Gly

Thr

710

Leu

Thr

ES 2 329 358 T3

Ser
535

Glu

Gln

Met

Glin

615

Val

Ile

Gla

Tyx

Trp

695

Cys

Thx

520

Lys

Gly

Arg

His

Tyr

600

Ala

Lys

Ser

Ile

Leu

680

Leu

Leu

Ile

Asp

Ala

Val

Glu

SBS

Thr

Asn

Pro

Leu

Ala

6§65

Ala

Leu

Pro

Trp
745

26

Leu

Ile

570

Arg

Serxr

Leu

Ser

Leu

6§50

val

Asp

Leu

Gly

Gly

730

Ser

Pro

Leu

555

Leu

Gln

Gly

val

Asp

6§35

Glu

Ala

Pro

Leu

Gly

718

Met

Thr

Glu
540

Ile

Thr

Ser

Ala

820

Leu

Gln

Arg

Ser

700

Glu

Thr

Ala

525

Gln

Thr

Met

Thr

605

Met

Leu

Ala

Ile

685

Thr

Ala

Lieu

Cys

Arg

Asp

His

590

Gly

Leu

Leu

Leu

Gln

670

Thr

Gly

Leu

Trp

Arg
750

Leu

Asp

Ala

578

Ala

Lys

Ser

Ala

Pro

655

Leu

Asn
735

Leu

Gln

560

Leu

Ser

Pro

Ala

Leu

€40

Leu

Asp

val

Gln

Gln

720

Leu

Gln
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Pro

Glu

785

Lys

Ser

His

Gly

865

Gly

Ile

Leu
945

Arg

Gly

Leu

770

Leu

val

Leu

Axrg

850

val

Ile

Asp

Asn
930

Gln

Val

Ala

755

val

Leu

Glu

Ala

835

Ile

Arg

Gln

Ile

Leu

915

Cly

Gln

Pro

Ile

Thr

Tyr

820

Glu

Asp

Ala

Gly

9500

Pro

Lys

Leu

Gln

Val

Arg

Ala

805

Leu

Ile

Leu

Ala

Pha

885

Gln

Arg

Ser

Ile
965

Gln

Gly

790

Lys

Thr

Gly

Gly

Ala

870

val

Glu

Asp

Leu

950

Trp
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Leu

Leu

775

Pro

Arg

Gly

Arg

Glu

855

Ala

Gln

Leu

Tyr

Arg

935

Arg

Cys

Gly His Pro Ile

760

Arg

Gly

Phe

Asp

840

Ile

Gln

Leu

Glu

820

Lys

Val

Glu

Ser

vVal

Val

Arg
825

Glu

Leu

Cys

905

Leu

27

Val

Ser

Pro

810

Met

Asp

Bis

Ala

890

Ile

Leu

Pro

Leu
970

Pro

Gln
795

Arg

Gln

Asp

Leu

Ser

955

Gly

Arg
780

Gly Thr Gln

7658

Gly Val Ile

Gly Tyr Tyr Arg

Pro

Met

Ile

Leu

860

Gln

val

Gln

Gly

Hig

940

Serxr

Leu

His Gly Ser

Gln

Lys

84S

Arg

Asp

Asp

Thr

Ile

925

Gln

Asp

Glu

Gln
830

Leu

Lys

Glu

Leu
910

Pro

Ala

Asp

815

Asp

Ser

Ser

895

Pro

Leu

val

Glu

Ile
875

Ile

Gly

Asn

soo

Gly

Gly

Gly

Pro

Arg

880

Leu

Glu

Arg

960

Gly
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ES 2 329 358 T3

Val Thr Asp Asp Phe Phe Gln Leu Gly Gly His Ser Ile Leu Val Ala
980 98S 990

Arg Met Val Glu Arg Ile Glu Thr Ala Phe Gly Arg Arg Val Pro Ile
995 1000 1005

Ala Asp Ile Tyr Phe Ser Pro Thr Ile Ala Arg Val Ala Ala Thr
1010 1015 1020

Leu Asp Ser Met Thr Phe Glu @Gln Gly Leu Ala Ala His Ser Val
1025 1030 1035

Lys Gly Asp Trp Glu Phe Thr Ala Ile Ser Leu Gln His Asn Ala
1040 1045 1050

Asp Ser Thr Ala Ala Ala Gla Glu Arg
105S 1060

<210> SEQID 4

<211> Longitud: 1432

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 4

Met Higs Ser Pro Thr Ile Asp Thr Phe Glu Ala Ala Leu Arg Ser Leu
1 5 10 1S

Pro Ala Ala Arg Asp Ala Leu Gly Ala Tyr Pro Leu Ser Ser Glu Gln
20 25 30

Lys Arg Leu Trp Leu Leu Ala Gln Leu Ala Gly Thr Ala Thr Leu Pro
38 40 45

Val Thr Val Arg Tyr Ala Phe Thr Gly Thr Val Asp Leu Ala Val Val
50 ss 60

Gln Gln Asn Leu Ser Ala Trp Ile Ala His Ser Glu Ser Leu Arg Ser
65 70 75 80

Leu pPhe Val Glu Val Leu Glu Arg Pro Val Arg Leu Leu Met Pro Thr

28
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Gly Leu Val

Met

Leu

Leu

145

Ala

Gly

Pro
Gly

225

Pro

Lys

Arg

val
305

Ala

Arg

130

val

Gin

Ala

Gin

Ala

210

Sex

val

Trp

Ala

val

290

Glu

Glu

115

Ala

Gly

Thr

Ile

Ile

195

Ala

Asp

Ala

Gln

His

275

Asp

Glu

Lys
100

Leu

Phe

Leu

Ala

180

Thr

Arg

Glu

Gly

260

Ala

Met

Gln

85

Leu

Ile

Ile

Phe

165

Glu

Glu

Glu

Gln

Ala

245

Ser

Asn

Pro

Leu

Glu

Gly

Thr

Ile

150

Gln

val

Gln

Ile

val

230

Glu

Gln

Leu

Asp

Asn
310

ES 2 329 358 T3

Tyr

aAla

Arg

135

val

Thr

Phe

Txp

Pro

215

His

Ile

Ser

Ile

Gly

298

Gly

Phe

Ala

120

Thx

val

Glu

Gln

Gln

200

Thx

Glu

Val

Ala

Gly

280

Sexr

Asn

Asp

105

Phe

Ala

Asp

Pro

Arg

188

Gln

Glu

Ala

Ser

Leu

265

Pro

Thr

Asp

29

g0

Arg

Glu

Ala

Glu

Asp

170

Glu

Trp

Asn

Leu

Ser

250

Leu

Leu

Bis

Pro

Leu

Gln

Pro

155

His

Gln

Gly

Pro

Thr

235

Trp

Ala

Gln

Ala

Pro
315

Pro

Asp

Gln

140

Sexr

@Gln

Thr

Ile

220

Ala

Leu

Ile

Thr

Gln

300

Ser

Ser

Lys

125

His

Leu

Leu

Gly

205

Pro

Trp

Thx

Lys

285

Asp

110

Gly

Glu

Gln

Pro

Ala

190

Leu

Gly

val

val

270

Leu

95

Ala

Pro

Leu

Arg

Ala

175

Gln

Gln

Ile

Asp

Leu

255

Pro

Leu Arg Leu

Phe Ser Thr

Asp

Leu

1le

150

Vval

Asp

Ala

Lys

Gln

240

Met

Asp

val

Gln

Leu
320
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Leu

Gln

His

Leu

Thr

3i8s

Leu

Ile

Ala

Glu

Ile

465

Ile

Leu

Leu

Glu

Thr

Asp
370

Leu

Ala

Gln

Trp

450

Asp

Leu

lle

Gly

Pro
530

val

Gly

Gly

355

Leu

Asp

Gln

Ala

435

Val

His

Val

Ala

val

515

Thr

Cys Pro
328

Leu Glun
340

Asn Leu

Phe Ile

Ala Leu
405

val Ala
420

His Gly

Ala Ala

Gly Gln

Ala Ala

485

Vval Ala
500

Val Arg

Asp Arg

Pro

Phe

Thr

Ser

Cys

390

Ile

Leu

Pro

Ser

Gln

470

Asn

Ala

Ile

ES 2 329 358 T3

Lys

Ile

Arg

Cys

378

Ala

Ser

Met

Thr

455

Leu

Ile

Pro

Gly

Gln
538

Arg Asp Leu Ser Arg Thr Pro Tyr Phe

Ala

Leu
360

Trp

val

vVal

Gly

440

Glu

Ser

Ser

Arg

His

520

Phe

His

345

Pro

Val

Leu

Leu

Gln

425

Thr

Lys

Gln

Ser

508

Ala

Leu

30

3l

Asp

Sex

Asn

Ser

410

Gln

Pro

Ser

His

490

Ala

Phe

Ile

Vval

Lys

Asp

Ser

395

Ala

Met

Pro

Glu

478

val

Glu

Leu

Glu

Glu

Gln

Gly

380

Ser

Pro

Gln

Gln

Leu

460

Leu

Ala

Phe

Pro

Asn
540

Gln

Pro

36s

Thr

Gln

Gly

Gln

Leu

445

Ala

Lys

Ile

Ile

52§

Ser

Arg

aso

Ser

Leu

Val

Glu

Thr

430

Thr

val

Ala

Pxo

Ala

510

Asp

Gly

335

Asp

Ser

Aly

Glu

Gln

415

val

Leu

Ala

Arg

Arg

495

Ala

Pro

Cys

Phe

Asp

Leu

Val

400

Pro

Leu

Thr

val

Ala

480

Ser

Leu

Glu
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Leu

545

Ala

Pro

Gly

Val

Asp

625

Ala

Val

His

Ile

Ser

708

Val

Ile

val

Arg

Thr

Ser

Asn

610

Asn

Leu

Asp

Asp

690

Gly

Txp

Asp

Ile

Ile

Ile

Gly

Thr

595

Asn

val

Phe

Thr

val

675

His

Gly

Gln

Ala

Gly
755

Thr Ser

Arg

Leun
580

Gly

Ile

Trp

Met

660

Serxr

Pro

Glu

Ala

Leu
740

Tyx

Met

565

Ser

val

Leu

His

Pro

645

Glu

Val

Phe

val

Asp
725

ES 2 329 358 T3

Asp Gln Gln Ser

550

Glu

His

Pro

Asn
630

Leu

Asp

Ala

Leu

710

val

Phe

Ile

Ala

Ser

Lys

Arg

615

His

Leu

Ser

Gly

Agn

695

Asn

Ala

Sex

Asp

Leu

Asp

Asp

Ala
585

Gly val

600

Gln Axg

Sex

Phe

Thr Gly

Thr Ala

665

Gly val

680

Asp

Asn

Cys

Glu

Leu

Ile Asp

745

Asn Thr

760

31

val

Pro

570

Ala

Val

Ser

Gly

650

Leu

Pro

Leu

730

Lys

Asp

Glu

555

Asp

Tyr

Val

Trp

Phe

635

Leu

Ser

Ala

Ala

715

Gly

Asn

Ala

Gly

Ile

Leu

Glu

Pro

620

Ile

Asp

Leu

val

700

His

Pro

Ala

Trp Pro Gln Val

Arg

Trp

Val
575

Ile Tyr Thr

His
605

Val

Leu

Leu

68s

Lys

Lys

Thr

Ala

Ile
768

5580

Arg

Thx

Sex

Met
670

Gly

Leu

Ile

Glu

Gly

750

val

Gln

Ala

Val

Ala

655

Ile

val

Gln

Ala

735

Ala

Asp

560

Ala

Ser

Val

Gln

640

Asp

Leu

Leu

Lys

720

Ile

Leu
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Asn

Gly

78S

Gln

Gly

Glu

val

865

Ile

Leu

Asp

Asp

Axrg

945

Gln

Gln

Leu
770

Gln

Arg

Asp

Arg

Vval

850

Phe

Glu

Arg

Glu

Gln

830

Ala

Val

Gly Gly

Lys

Asn

Asn

Phe

Leu

Asp

835

Ala

Ala

Gln

His

Leu

91s

Leu

Pro

Tyr

Pro

Leu

Leu

Gly

820

Gln

His

Gin

Gln

Leu

900

Pro

Ala

Arg

Gly

Asn

980

Gln

val

Ala

805

Arg

Gln

Leu

His

Pro

885

Pro

Arg

Ala

Thr

Leu

965

Ser

Val

Pro

Arg

790

Arg

val

Leu

Ala

870

Gly

Ala

Pro

Asp

950

Thr

Ile

Gln

ES 2 329 358 T3

Pro
778

Gly

Pro

Lys

Cys

858

Gly

Leu

Ala

Gln

938

Leu

Ala

Leu

Ile

Gly

Tyx

Phe

Ser

Ile

840

Gln

His

Leu

920

Leu

Glu

Val

Leu

Pro

val

Leu

Gly

Ser

82s

Arg

Ala

Glu

Ser

Ile

905

Gly

Asn

Gln

Thr
285

Leu His Glu Phe Phe Leu Thr Pro

32

Pro

Gly

Asn

810

Gly

Gly

Lieu

Gln

Glu

850

Pro

Lys

Asp

Ser

Pro
970

Arg

Gly Glu
780

Lys Pro
795

Gly Axg

Ala Ile

His Arg

Glu Leu
860

Ala Arg
875

Gly Ile

Ser Gln

Val Asp

Ala Gly

940

val Met
95§

Asp Thr

Leu Ala

Ile

Ala

val

Ser

Ile
845

Lys

Leu

Lys

Leu

Met

925

Gly

Asp

Gly

Met Leu Ala

Gln

Tyr

830

Giu

Glu

val

Gln

Leu

910

Leu

Asp

Phe

Thr
990

Thr

Ala

815

Leu

Leu

Ala

Ala

Glu
895

Leu -

Lys

Glu

Phe

Phe

975

Leu

Ala
800

Thr

Gly

Asn

Ile

Ala

880

Leu

Leu

Leu

Cys

Ala

960

Glu

Ser
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Cly

Gln

His

Asp

Leu

Leu

Gly

Ser

Val

Pro
1010

Leu
1025

Asp
1040

Ala
1055

Gly
1070

Thr
1085

Ala
1100

val
1115

Ala
1130

Ala
1145

Phe
1160

Thr
1178

val
1190

Pro
1205

395

Ala Ala

Thr Ala

Ile Tyr

Asn Trp

Tyr Leu

Ser Axg

Lys Ala

Gly Ser

Leu Pro

Glu Glu

Val Tyr

Gin Ala

Gln Tyr

Arg Pro

val

Leu

Leu

Gly

val

Arg

Glu

His

val

Pro

Ile

val

Phe

ES 2 329 358 T3

Ala

Leu

Glu

Gln

Leu

Ile

Ile

Leu

Leu

Asp

Tyr

Leu

Ser

Ile

1000

Gln Ala Ile

1018

Ser
1030

Glu
1045

Pro
1060

Tyr
10758

Cys
1090

Leu
1105

His
1120

Gly
11358

Val
1150

Ser
1165

Glu
1180

Thr
1198

Gln
1210

Arg

His

Sey

Leu

Leu

Glu

Arg

Leu

Ile

Leu

val

Asp Asp‘

33

Gln

Ile

val

Ile

Cys

Gly

val

Sex

Leu

Ala

Asp

Glu

Hig

Arg

val

Glu

Axrg

Leu

Glu

clu

Lys

cys

Thr

Ala

1005

Ile Tyr Arg Arg

Ala

Pro

Phe

Gln

Lys

Asn

Ala

Thr

Leu

Pro

1020

Gln
1035

Asp
1050

Leu
1065

Leu
1080

Lys
1095

Thx
1i10

Leu
1125

Gln
1140

Gly
1185

Thr
1170

Ala
1185

Leu
1200

Leu
1215

Thr Leu

Gly Leu

Thr Gly

Leu Lys

Asp Ala

Thr Gly

Trp Gln

Ala Leu

Asn val

Arg Len

Arg Ser

Glu

Glu

Pro

Ala

Glu

Ile

Asp

Thr

val

Gly

Lys

His

Ala
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val

Gly

Phe

Gin

Met

Val

Gln

Thx

Phe

vVal

‘ASp

His

Leu

Ala

Lys

Gly
1220

val
1235

Arg
1250

Ser
1265

Gly
1280

Asp
1295

Gly
1310

Ile
1328

Lys
1340

Pro
1385

Ala
1370

Glu
1385

Ala
1400

His
1418

Pro
1430

Val

Pro

Ile

Ile

Axrg

Arg

Leu

Pro

Asp

Val

Ser

Thr

Gly

Pro

Gly

Asp

val

val

Asp

Gln

val

Gly

Pro

Asn

Ser

Ile

Val

val

Leu

Leu

Pro

Ala

Lys

Phe

Asp

His

Leu

Pro

Asp

Leu

ES 2 329 358 T3

Gly Tyr Thr Gly Ser Lys

1228

Gly Leu
1240

Ile Leu
12558

Leu Leu
1270

Asp Tyr
12885

Ala Ala
1300

Phe Phe
1315

1330

Phe Glu
1345

Leu Leu
1360

Pro His
1378

Ala lLeu
1390

Ile Thr
1405

Arg Tyr
1420

Arg Arg

Gly His

Val Ala

Pro Arg

Ile Val

His Leu

Trp 1le

His Gly

Tyr Pro

Arg Ala

Glu Cys

Leu Ser

Leu Ile

34

Gly

Thr

Leu

Ile

His

Phe

Arg

Axrg

Leu

Leu

Lys

Lys

Asp

Ile

Glu

Arg

Phe

Ile

Asn

Glu

Gln

Val

Asp

Gln

1230

Pro
1245

Thr
1260

Gly
1275

Asp
1290

Ser
1308

Pro
1320

Phe
1338

Gln
1350

Pro
1365

Pro
1380

Thr
1385

1410

Gly
1425

val Ala

Val Ser

Gly Ala

Phez Leu

Ile Val

Met Gln

Ala Pro

Gly Tyr

Ala Leu

Leu Ile

Asp Tyr

Leu Glu

Lys Ala

Phe Met

Glu

Ile

Ser

Pro

Pro

Pro

val

Glu

Ser

Arg

Ile

Leu

Ala
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<210> SEQID 5
<211> Longitud:350
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 5

Met

Ala

Lys

Leu

65

Gln

Gly

Gln

Glu

Ala

145

Lys

Glu

Pro

Met

Asn

50

Pro

Glu

Asp

Thr

130

Asp

Ser

Ser

Glu

Ala

35

Leu

cys’

Asn

Gly

115

Ser

Pro

Lys

Ile

Asn

20

Arg

Glu

Ala

Arg

val

100

Glu

Asp

Arg

val

Leu

Gln

Gln

Ser

Leu

Met

val

Glu
168

Phe

Pro

val

Tyr

Leu

val

Met

Met

150

Glu

ES 2 329 358 T3

Pro

Ala

Leu

55

Gly

Asp

Met

Gln

Serxr

135

Pro

Asp

Ile Ala

Thr Glu
25

Glu Tyr

40

Gly Thr

Leu Met

Phe Ala

val Lys

105

Axrg Ser

120

Vval Ala

Glu Ser

Asp Gln

35

His Lys
10

Arg Ala

Leu Glu

Leu Arg

Thxr Asp
75

Phe Gly
50

Ala Thr

Gly Thr

Gln Val

Arg Leu
155

Asp Pro
170

Pro

Leu

Ala

Glu

60

Asp

Ile

Leu

Serx

Ile

140

Leu

Phe

Ala

Cys

Val

Pro

Glu

Asp

Leu

125

Leu

Phe

Arg

Ile

Pro

30

Pro

Leu

Axg

Arg

Ala

110

Asp

Gln

Gln

Leu

15

Ser

Gln

Ala

Glu

His

95

Ala

His

Ala

175

Gly

Ala

Ala

His

Asn

80

Gln

Ile

Ser

Ile

Pro

160

val
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Arg Gly

Thr Asn

Cys Ala
210

Thr Leu
225

Ile Arxg

Ile Asn

Arg Met
290

Cys Glu
3058

Arg Leu

<210> SEQID 6
<211> Longitud: 61
<212> Tipo: PRT

His

Leu

195

Gln

Glu

Pro

Ala

275

Arg

Lys

Thr

Lys

Leu
180

Leu

Phe

Thr

260

Thr

Phe

Tyx
340

Leu

Ile

Ala

Leu

245

Asp

Thr

val

Thx

325

Leu

Phe

Ser

Axrg

230

Met

His

Phe

Leu

Gly

310

Ala

Lys

ES 2 329 358 T3

Met Val Leu Cys Gln

Ala

Leu

215

Pro

val

Ile

Ala

295

Glu

Gly

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 6

Met Pro Thr Phe Leu Gly Asp Asp Asp Ala Val Pro Cys Val Val Val

1

5

Ala

200

Ile

Leu

Ala

Val

Glu

280

Gln

Glu

Gln

Lys

185

Gln

Asn

Ile

Met

265

Gln

val

Asn

val

Gly
345

36

Asp Lys

Leu Met

Ser Gln
235

Ala Pro
250

Ile Arg

Ala Tyr

Tyr Ser

Thr Ser
315

Leu Glu
330

Cys Ala

10

Gly

Met

Ser Leu Cys

190

Asp Leu Glu Leu Ala

Pro

Pro

Ala

300

Leu

Asn

Gly

208

Ile

Lys

Met

Gln

285

Leu

Leu

Ala

Ser Arg

Val Ser

Met Ser
258

Arg Gln
270

Arg Gly

Ala Lys

Lys Lys
335

Gly
3so

Ile

Gln

240

Gly

Ser

Glu

Vval

Glu

320

Ser

15
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val Asn Ala Asp Lys His Tyr Ser

Pro Ser Gly Trp Ser Glu Glu Gly

Leu Glu His Ile Ala Gln Ile Trp
50

20

35

<210> SEQID 7

<211> Longitud: 355

<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 7

Met

Leu

Glu

&5

Leu

Leu

Glu

Gln

Met

Leu

Axrg

val

Met

Asn

Lys
130

Ser

Pro

Arg

a5

Glu

Lys

Ala

115

Thr

Gly

20

Ala

Ala

Ala

Glu

100

Ile

Ser

Asp

Asn

85

val

Asn

ES 2 329 358 T3

25

40

55

Arg

Ser

Lys

Ile

70

Gly

Asp

val

Gly

Glu

Glu

-1

Ile

Trp

Glu

Gly
135

Thr Asp

Ile Leu
25

Leu Asp
40

Ser Ile

Leu Leu

Tyr Arg

Gln Arg
105

Gly Gln
120

Leu Gln

37

Gln

1¢

Fhe

Leu

Ser

Cly

Asn

%0

Phe

Leu

Arg

60

val Lys

Gly His

Phe Glu

Ser Arg
69

Ala Thr

75

Ala Asp

Lys Asp

Asp Phe

Phe Pro
140

Pro Glu Pro Thr Ala

Pro

Ala

His

45

Leu

Ser

val

Thr

Thr

125

Gly

Ala

Ala

30

val

Lys

val

val

110

Glu

Glu

Ile Trp Pro Ser Ala Arg Asp Ile
30

Phe Lys Gly Ser Arg Ser Asp Cys
45

Vval Leu
15

Phe Gln

Arg Asp

Leu Gln

Gly Met

80

Slu Asp
95

Ala Phe

Ser Leu

Gly Ary
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Asp Leu
145

Tyr Arg

Lys His

Gly Asp

Asn Val
210

Lys Ile
22§

Asp Ile

Ala His

Arg Lys

Asn Ser
290

Asp Ser
308

Ser Trp

Pro val

<210> SEQID 8
<211> Longitud 347
<212> Tipo: PRT

Tyx

Tyr

Leu

Ala

195

Asn

Leu

Gln

Ala

273

Met

val

Lys

Arg

Lys
3558

His

Met

Asp

1890

val

Val

Asp

His

Leu
260

Tyx

Ser

Tyx

Gln

Thr
340

Arg

Arg

185

Leu

Asn

Leu

Ser

Gln

245

Vval

Asp

Asn

Phe

Tyx
325

Ala

Leu

150

Serx

Ser

Ala

Asp

Gly

230

Ser

Ile

Ala

Asp

Ala

310

Glu

Ile

ES 2 329 358 T3

His

Arg

Ile

Ile

215

Leu

Phe

Trp

Leu

Glu
295

Cys

Val

Pro

Gln Asn Pro Lys

Ser

val

Ala

200

Asp

Serx

Pro

Pro

280

Gly

Leu

Cys

Gly

Glu Leu
170

Lys Lys
i8s

Leu Ala

Asn Ser

His Arg

Glu Gly

250

Leu Glu
265

Glu Gly

Asp Gly

Pro aAla

Leu Ala
330

Trp Thr
345

38

155

Ala

Leu

Lys

Ile

val
238

Tyr

Glu

Gly

Pro

Glu

315

Glu

Pro

Leu Glu Asn Val Phe

Asn Gln Asp

Leu Asp Ala

His

Pro

220

Lys

Asp

Asn

val

300

Qly

Ala

His

Asn

205

val

aAla

Cys

Thr

Val

288

Met

Gly

Gly

Gly

190

Glu

Thr

Gln

Ile

His

270

val

Met

Phe

Ile
350

Leu

175

Gly

Gln

Gln

Ala

Leu

255

Met

Ile

Ala

Ile

Lys

335

Ile

160

val

Gly

Leu

Gly

Leu

240

Phe

Leu

Phe

Leu

320

Asn

Val
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ES 2 329 358 T3

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 8

Met

Gln

Glu

Ile

65

Glu

Phe

Gln

Phe

Pro
145

Ala Arg Ser

Leu Leu Tyr
20

Leu Axrg lLeu
35

Glu Arg Leu
50

Leu Leu Lys

Gly Phe Ser

Ala Ser Ala
100

Ala Trp Arg
118

Lysa Met Tyr
130

Glu Arg Arg

Glu Ile Pro

Pro

Ser

Pro

Ala

Ala

Leu

85

Gln

Gly

Tyr

Ala

Glu
165

Ile Val Asp Val

180

Glu

Gln

Asp

Glu

Leu

70

Thr

Pro

Met

Gly

Ile

150

Ile

Gly

Thr

Leu

Val

Gln

55

Lys

Asp

Serx

Ala

Ile

135

Phe

Len

Gly

Asn

Ile

Leu

40

Pro

Leu

Ala

Gln

120

Ser

Agp

Glu

Gly

Ser

Ser

25

Gln

Phe

Gly

Leu

105

Thx

Axg

Asn

Ser
185

39

Ala Met
10

Gln Ser

Ala Ala

Thr His

Gly Leu
75

Ala Ser
90

Leu Ile

Ile Arg

Phe Glu

Ser Gln
155

Ile Asn
170

Gly His

Pro

Ile

Gly

Ile

60

Val

Leu

Asn

Thr

140

Asp

Leu

Leu

Gln

Gln

Gln

45

Ser

Lys

Thr

Gly

Gly

125

Phe

Met

Asn

Gln

30

Pro

Ala

Glu

His

Glu

110

Glu

Glu

Gly

Asp

Met
190

Ile
15

Phe

Leu

Thr

Asp

95

Met

Ser

Gln

Leu

Gly

178

His

Arg

Cys

Ser

Ser

Asp

80

Ala

Gly

Sex

His

Asp

160

Glu

Met
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Leu Asp Lys
195

Ala Ala Lys
210

Cys Phe Glu
225

Gly Ser Vval

Agp Cys Lys

Ala Leu Leu
275

Gln Pro Asn
290

Phe Gly Ile
305

Leu Ile Glu

Ser Gly Asn

<210> SEQID 9
<211> Longitud: 180
<212> Tipo: PRT

ES 2 329 358 T3

Trp Pro Glu Ser Thr Gly Ile Leu Phe

Ile

Ile

Ala

260

Val

Pro

Ala

Asn

Gly
340

val

Leu

245

Ile

val

Gly

Serx
328

Ile

Gln

Ala

230

Leu

val

Gly

Gly

310

Gly

Ile

Gln

215

Gly

Ser

Ala

Asp

Ala

298

Lys

Phe

Phe

200

His Leu

Asp Phe

His val

Thr Cys

265

Leu Val

280

Met Met

Glu Arg

Asn Val

Ala Tyr
345

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 9

His

Phe

Leu

250

Arg

Ile

Asp

Asn

Lys

330

Pro

Lys Ser
220

Lys Ser
238

His Asp

Arg Ser

Asp Gln

Leu Tyr
300

Glu Asp
315

Gln val

Lys

Asp

2058

Gly

Leu

Trp

Met

Ser

285

Met

Glu

Lys

Leu

Lys

Pro

Gly

Pro

270

Glu

Leu

Phe

Arg

Pro

aAla

Asp

Asp

255

Asp

Ser

Ser

Arg

Leu
335

val

Gly

Ser

240

Glu

Asn

Ala

Leu

Thx

320

Pro

Met Ser Thr Leu Val Tyr Tyr Val Ala Ala Thr Leu Asp Gly Tyr Ile

1

5

10

15

Ala Thr Gln Gln His Lys Leu Asp Trp Leu Glu Asn Phe Ala Leu Gly

20

25

40

30
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ES 2 329 358 T3

Asp Asp Ala Thr Ala Tyr Asp
35

val Met

50

Gly Ser Gln Thr Tyr
85

Asp
65

Pro Tyr Gln Asp Val
70

Ala Pro Ala
8s

Ser Asn Ley

Ile Ala val
100

Ser Ala Arg Ala

Leu Val Gly Gly

118

Gly Lys

glu Gln Gln Leu Phe Ile

135

Leu
130

Pro Val Leu Pro Vval
150

Gly val

145

Glu Gln Axrg Thr Leu Gln Sex

165

Lys Lys Ala Asp

180

<210> SEQID 10

<211> Longitud: 220

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 10

Asp Phe Tyr Gln Thr Ile

40

Glu Trp Ile

Pro Ala Phe

Asp Xle Thr
S0

Axg Gln Ala
108

Thr Ala Ala
120

Thr Thr Ile

Asp Arg Ala

Gly Ala Met
170

45

Ser Asn
60

Met

Val
75

Met Ser

Phe Leu Axg

Ala

Lys Gly

Phe Ala
128

Cys

Pro Thr Phe
140

Leu Glu val
155

Glu Cys Ile

Gly Ala val

Ala Pro Asp

Asn Arg Asp
80

Gly Asp Ala
11

Lys Asn Val

110

Asn Ala Gly

Ile Gly Thr

Vval Leu Arg

160

Leu Asp Val

178

Met Ser Asn Val Phe Ser Gly Gly Lys Gly Asn Gly Asn Pro Gly Phe

1 5

10

15

Val Arg Thr Phe Ser Arg Ile Ala Pro Thr Tyr Glu Glu Lys Tyr Gly

20

25

30

Thr Lys Leu Sexr Gln Ala His Asp Asp Cys Leu Arg Met Leu Ser Arg

41
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35

Trp Met Thr

S0

Cys

Thy Leu

65

Gly Ala

Phe Glu Gly Val

Phe
100

Arg Pro

Phe Ser Gln

115

Pro

Trp Ala Asp

13¢

Lys Pro Gln Gly

145

Gly Leu

Glu His
180

Axrg Ser

Glu
185

Ser Met Thx

Arg Pro

210

Cys

<210>SEQID 11
<211> Longitud: 509
<212> Tipo: PRT

Ser

Ile

Asp

&5

Ala

Ser

Lys

Leu

Leu

168

Glu

Ser

ES 2 329 358 T3

Azg Pro

Glu Axg
70

Pro Ala

Ser Phe

Met Asp

Ser Val

138

Phe Cys

150

Ile Asn

Val Ile

Vval Thr

Glu val
215

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 11

40

Glu Arg Val Leu

Ala Leu
75

Met Phe

Met Val
80

Gln Gly

val Lys

105

Gly Vval

Leu Val val Cys

120

Ser Leu Asn Glu

val Glu Asn

155

Leu

Leu Leu Gly

170

Trp

Gln Leu Ala Gln

185

Asp Gln His val

200

Gly Asp His Gly

45

Asp Ile Gly Cys
60

Trp Pro Glu Ala

Asp Glu Ala Ala
95

Ala Glu Ala Leu
110

Ser Met Ser Yhe
128

val Arg Arg Val
140

Leu Pro aAla Gly

Ser Leu Ala Asp
175

Thr Ala Gly Leu
190

Ile val Ala Thr
208

Arg
220

cly

Arg

Lys

Pro

Gly

Leu

Trp

160

Tyr

Gln

Phe

Met val Val Lys Asn Lys Gln Val Leu Val Val Gly Ala Gly Pro Val

4
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Gly

Leu

Glu

65

Lys

His

Glu
145

Asp

Gly

Val

Asp
225

Leu

Ile

Glu

S0

Met

Ala

Met

val

Leu

130

Gly

Gln

1 Pro

Ala
210

Asn

Ala

Asp

s

Pro

Ile

Gly

Val

Asn

115

Asp

Cly

val

Asp

Pro

195

Leu

val
20

Lys

val

Ile

100

Axg

Ala

Ser

Asn

180

Ser

Phe

Ala

Arg

Thr

Thrx-

8s

Ile

Lys

Gly

Val

Ser
165

Lys

Pro

Pro

Glu Arg Met

Ala

Pro

Leu

Gly

Leu

Pro

Gly

Asp

Gln

150

Ser

His

Ala

Leu

230

ES 2 329 358 T3

Ala

Ala

Glu

S5

Ile

Ser

Gln

val

Leu

135

Gln

Val

Ser

Val

Pro
215

Leu

Ala

40

Leu

val

Phe

Ser

Asn

120

His

Ser

Leu

His
200

Asp

10

Ala Glu
25

Ser Pro

Leu Asn

Ser Lys
80

Gln Thr
105

Leu Lys

Val Glu

Gln Leu
170

val val

185

Ala Arg

Gly Ser

val Lys

43

Leu

His

Ala

Ser

75

Leu

Glu

Arg

val

Asp

155

Leu

Ala

Ser

Gln
235

Gly

Ser

Ala

Pro

Ser

Gly

Thr

140

Asn

Asp

Val

Arg

220

Pro

Ile

Arg

45

Gly

Pro

Cys

val

Tyr

125

Leu

val

Ile

Val

Ser

205

val

Val

Ala
30

Ala

val

Leu

Glu

Leu

110

Ala

Glu

Leu

Ser

val

190

Arg

Ser

15

Val

Phe

Gly

Leu

His

aly

Phe

175

Leu

Gly

Ile

His

Asp

Gly

Asp

Asp
80

Lys

Ser

Ala

160

Val

Leu

Glu

Glu
240
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Glu

Thr

aAla

308

Pro

Ala

Ser

Arg

Gly

385

Gly

Val

Pro

Ile

Gln

His

280

Ala

Mst

Ala

Gly

Ala

370

Val

Arg

Arg

His

Gly Leu

450

Ala

val

275

val

Asn

Asp

Ala

Pro

355

Prxo

Arg

Gln

Hig
4135

Gly

Leu

260

Arg

Pro

Leu

Leu

Leu

340

Ile

Ser
420

Arg

Gln

Gly

245

Gln

Ala

Ala

Leu

325

Arg

Gly

Val

Pro
405

Leu

Thr

ES 2 329 358 T3

Met Lys Asp Ile Leu Gly Thr Asp Phe

Ser

Gly

Gly

Trp

310

Glu

Asn

Ala

Serxr

380

Leu

Lys

Ala

Ala

CGly
29S

Lys

Ser

Leu

Gln

375

val

Leu

Gln

Ala

Ser
455

Arg Tyr
265

Val Phe
280

Gln Gly

Leu Ala

Tyr Glu

345

Ile His
360

Lys Vval

Sexr Leu

Leu Leu
425

Leu Ala
440

Ile Cys

44

250

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

330

Leu

Trp

val

Leu
410

Arg

Ala

Glu

Ser Gln

Leu Gly

Gln Met
300

val Ile
315

Glu Arg

Phe Arg

Ile Gly

Ser Ala
380

Gly Asp
398

Pro Glu

Ala Gly

Asp Leu

Asp Ser
460

Gln

Asp

285

Gly

Gln

Phe

Leu

365

Leu

His

Gly

Arg
445

His

Arg

270

Ala

Ile

Ala

Pro

Asn

350

Gln

Ala

Arg

Glu

Phe

430

Arg

Asn

Gly Leu
255

Leu Ala
Ala His
Gly asp
Thr Leu

320

Ile Ala
335

Thr Ala
Ala Thr
Cly G;u
Leu Vval

400

Arg Leu
415
Val Leu

Asp Phe

Asn Ser
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Leu Ser Ala Gly Glu Gly Val Ile val Arg Pro Asp Gly Val Val Ile

465

470

475

480

Trp Val Gly Lys Lys Ser Thr Leu Ala Lys Glu Arg Leu Gly Glu Trp
490

485

Leu Leu Asp Asp Ser Lys Ser Ala Arg Gln Ser Leu Thr
505

<210> SEQID 12
<211> LONGITUD: 348
<212> TIPO: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 12

500

Met Ala His Tyr Asp Ser Val

1

Gly

Arg

Glu

Pro

65

Leu

Phe

val

Met Ala

Sexr Asp
35

Leu Gly
50

Glu Arg

Gln Gly

Ile Ary

Thr Pro
115

Phe Axg
130

val

20

Ala

Leu

Glu

Ile

Thr

100

Leu

Lys

S

Ala

Lys

Leu

Ala

Pro

85

val

Ile

Lys

Ser Ile

Asn Asn

Leu Leu

Asn Ala

Asn Ile
135

Gly

Leu

val

40

Glu

Phe

Gly

Met

120

Ala

45

Thr

Gln

25

val

Bis

Val

Glu

val

105

Gly

Ala Pro
10

Leu Met

Phe Leu

Tyr Vval

Leu Asn
75

Thr Sex
90

Arg Asp

Gln Asn

Leu Asn

Gly Ala

Arg Glu

Leu Ala
45

Ser Gln
60

Phe Glu

Gln Lys

Ile Ile

128

Phe Ala
140

495

Ser

Thr

30

Asp

Leu

Ala

Ser
110

Asp

val

Asp Asp
15

Ile Thr

Gly Glu

Ser Thr

Arg Gly

80

Tyr Ala

ss

Phe Serx

Phe Thr

Vval Glu
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Gly
145

Pro

His

Pro

225

val

Leu

Leu

Ser

Ile

305

val

val

Phe

Glu

Phe

Thx

210

Ala

Leu

val

Leu

Ile

290

val

Ile

Ile

<210> SEQID 13
<211> Longitud: 572
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

Gln

Thx

Ile

Tyr

135S

Leu

Gln

Arg

Phe

Leu

275

Met

Tyr

Ala

Ala

His

Leu

Gln

180

Phe

Arg

Pro

260

Ala

Leu

Leu

Arg
340

Tyr

Phe

165

Gly

Cys

Met
245

Cys

Leu

Ile

Leu

325

Ser

His

150

Axg

Ile

Leu

Leu

230

Ala

Pro

Ala

Gly

Ser

310

Pro

Arg

ES 2 329 358 T3

His

Tyr

Asp

Gly

218

Ile

Ser

Met

Ala

295

Ser

Asp

Gln

Leu

Gly

200

Met

Ala

Ile

280

Gly

Cya

Cys

Ser

Lys

Ser

185

Gly

Gly

Len

Ala

265

Ser

Ala

Leu

Leu

Arg
345

46

Agp Thr
155

Thr Val
170

Ser Leu

Thr Leu

Ser Phe

Gln His
235

Leu Gly
250

Tyr Leu

Arg Ser

Cys Gly

Lys Met
31s

Leu Ala
330

Thr Cys

val

Arg

Ser

Leu

val

220

Gln

Ile

Phe

Leu

Ile

300

val

Asp

Glu

Glu

Ala

val

20S

Leu

Gly

Ala

val

Phe

285

Leu

Phe

Gly

Asn

Val

Asp

190

Leu

Cys

Lys

Cys

Ile

270

Ile

Ile

Leu

Leu

Gly

175

Glu

Asn

Gly

Asn

Ala

255

Pro

Ser

Ala

Ala

Ala
335

Gly

160

Asn

Asp

Leu

Leu

Cys
240

Ala

Ser

Pro

Gly
320

Gly
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<400> SECUENCIA: 13

Met Arg Ser

1

Thr

Val

Ser

Gln

65

Gly

Gln

Met

Asp

Leu

145

Pro

Pro

Gln

val

Gln

Ile

Gln

Asp

val

130

val

Asn

Phe

Arg

Leu

35

Ala

Leu

val

val

Ala

115

Arg

Pro

Met

Ile

Leu

Ala

20

Phe

Asp

Trp

Gly

Gly

100

Gly

Lys

Ile

180

Lys

Lys Ile

Thr Asp

Leu Val

Ser Asn
70

ABp Arg
8s

Pro Ile

Ser Glu

Arg Asp
150

Asp Tyr
165

Gln Ala

Arg Cys

ES 2 329 358 T3

Ile

Asp

Pro

Ile

55

Gly

Gly

Leu
135

Val

Asp

Ile

Val

Ala

40

Glu

Ala

val

Ser

120

Val

Gln

Asp

Leu

Arg

25

Pro

Arg

Sex

Thr

105

Asn

Glu

Ala

18S

Ala

47

Ala

10

Gln

Val

Phe

Pro

Ala
290

Gly

Lys

His

170

Phe

Ala

Ser

Ser

Cys

Val

758

Leu

Leu

Glu

Phe

155

val

Ser

Asp

Ala

Gly

Gln

Lys

80

Val

Asp

Gln

Phe

vVal

140

Ala

Ile

Trp

Gly

Phe

His

Gln

45

Asp

Ile

Ala

Asp

128

Ser

Gly

Tyr

Gln

Asn

Ala

30

Ile

Arg

Ile

Ala

val

110

Met

Asp

val

Arg

Asp

190

Pro

Gly

15

Pro

Glu

Val

His

Ile

95

Glu

Pro

Ala

Phe

Leu

175

Gly

Leu
Ser
Asp
Pro
Pro
80

Ser

Glu

Ala
val

160

Gln

Val
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Leu

Asp

225

Lys

His

Ile

308

Ala

Ala

Ser

Pro

His

385

Ser

Ley

Ala

210

Ala

val

Axg

val

Ala

390

Glu

Met

Lys

Phe

Gly

370

Glu

Ala

Ala

195

Ser

Arg

Lys

Leu

275

Asn

Ala

Ser

Thr

Ser

355

Leu

Leu

Gly

Arg

Ile

His

val

Ala

260

Ala

Gln

Gly

Arg

340

Asn

Glu

Leu

Ala

Glu
420

Gln

Gly

Ala

245

Glu

Met

His

Glu

325

Asp

Gly

aAla

Thr

Gly

405

Ser

Gly

Thr

230

Ala

Pro

Ala

Pbe_

val

310

Gln

val

Ala
3%0

Gly

val

ES 2 329 358 T3

Gly

315

Pro

Gly

Gly

Leu

Asp

295

Gly

Cys

Gln

His

Ala
375

Arg

val

Val

200

205

Gln Tyr Tyr Leu Tyr Asp Ala His

Gly Glu

Asp Gln

3lu Glu

265

Ala Asp
280

Glu Gln

Glu Leu

G1ln Arg

Val Leu
345

Leu Asn

360

Agn Ile

Gln Leu

Met Leu

Leu Asgsn
428

48

Ile

Serx

250

Thx

Ile

Ala

Leu

330

Val

val

Gln

val

Ala

410

Pro

Leu

235

Leu

Phe

Pro

Phe

318

val

Ile

Ile

Ala

Ile

395

Leu

His

220

Ala Vval

Trp Ile

Lys Leu

Val Leu
285

Gln Pro
300

Glu Phe

Ala Ala

Lys Gly

Gln Ala
365

Ile Tyr
380

Ser Gly

Ala Ala

Tyr Lys

Gln

Gly

Pro

270

Asp

Ile

Leu

Gly

350

Ala

Asp

Leu

asp

Thr
430

Asp

Ser

255

Ala

Ser

Arg

Arg
33s

Axrg

Pro

Val

Ile
4158

Met

Asp

240

Leu

Arg

Ser

Gly

320

Gly

val

Cys

Gly

400

val

Gly
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Leu Tyr Gly Ser Glu Tyr Trp

Ser

Leu
465

Pro

Thr

Ile

Leu

Phe

545

Pro

<210> SEQID 14

Glu

450

Gln

His

Asp

Asp

Asp

$30

val

Trp

435

Val Ala

Ala Glu

Ala Phe

Glu Lys

500

Gln Ile

515

Met Vval

Leu Lys

Ala val

<211> Longitud: 230

<212> Tipo:

PRT

His

Gln

Ser
485

Tyr

Thr

His

Axg

Ala
565

Gln Leu
455

Tyx Gly
470

Arg Trp

Ala Val

Arg Cys

Asn Arg
538

Lys Thr
S50

Arg Glu

Thr Tyr Ser Leu

440

Thr

Leu

Ala

520

Hia

Ala

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 14

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

1

Ala Cys Leu Ala Ser Ile Glm Arg Ala Ile Ala His Pro Ala Leu Ala

His Gln Gln Val Gln Leu Leu Val Val Leu Asp Ala Cys Ser Asp Glu

35

20

s

40

Aep

Val

Met

Axg

505

Glu

Gln

Gln

25

49

Ala Cys

Gln Gly
475

Gln Gln
490

Ala Arg

Ala Glu

Phe aAla

Thr Pro

555

Leu Val
570

10

Pro Arg
445

460

Ile Gly

Ala Ser

Lys Ala

Leu Ala

528

Glu Lys
sS40

Gln Axg

Gly

Ala val

Ile Ser

Pro Arg

Sex Ala

495

Ala Leu
s1o0

Gln Met

Leu Met

Aly

Ala

Cys

480

Leu

Asp

Gln

Ala
560

1s

30

45
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ES 2 329 358 T3

Thr Ala Thr Arg Val Ser
50

val Arg Asn Val Gly Lys
65 70

Glu val Gly Ala Gln Trp
8%

Pro Ala Asp Trp Leu Val
100

Cys Gly Thr Val Glu val
115

Arg Ser Arg Tyr Leu Glu
130

Ile His Gly Ala Asn Len
145 150

Gly Gly Phe Gln His Leu
165

Asp Leu Glu Arg Ile Gly
180

Val Val Thr Ser Ala Arg
195

Glu Tyr Leu Ala Ser Leu
210

Ala His Ala Pro Ile Gly
228 230

<210> SEQID 15
<211> Longitud: 348
<212> Tipo: PRT

Ala Met
585

Ala Arg

Leu Ala

Arg Gln

Asp Ser
120

Leu Tyr
138

Gly Leu

Vval Ala

Ala Arg

Arg Asp
200

Val Ala
2185

<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

@ly val ala Thr

Ala

Ile

105

Gln

Ser

His

Ile

185

Glu

50

Leu

Thr

90

Gly

Ser

Phe

Ala

Glu

170

Vval

Lys

Gly

&80

Gly Ala
78

Rsp Ala

Phe Gly

Gilu Tyr

Thr Glu

140

Asp Ala

155

Asp Val

Trp Thr

Cys Arg

Thr Arg
220

Leu Glu

Glu Arg

Asp Thr

Ala Asp
110

Gly Glu
125

Asn His

Tyr Arg

Gln Leu

Ala Thr
150

Gly Gly
205

3lu His

Val

val
9s

Ala

Ser

Asn
val
175
Asn

Phe

Ser

Ser

Lenu

80

Val

Val

Val

Hisg

Ala

160

Ala

Pro

Gly

Pro
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<400> SECUENCIA: 15

Met His Pro

1

rhe

Gln

Arg

Gly

€5

Asp

Gly

val

145

Thr

Ala

Axg

aAla

Thr

Thr

Lys

50

Asp

Ala

Leu

Gly

130

Glu

Leu

Glu

val

Glu
210

Thr

Ser

35

Leu

Pro

Gly

Leu

Asp

115

Ile

Gly

Gln

Ser
195

Ser

His

Pro

20

Asn

Gly

Glu

Ser

Lys

100

Ala

Gln

Thr

¥he
180

Ala

Pro

Lysa

Gly

Met

Val

Leu

Ala
85

Arg

FPhe

asn

val

Cys
165

Ser

Leu

Thr

Gly

Leu

Lys

Thr

70

Phe

Asp

Ala

Leu

150

Leu

Thr

Phe

ES 2 329 358 T3

Ala

val

Ala

Ile

55

Leu

Arg

Pro

Val
135

Serx

Pro

Glu

Cys
218

Ile

Phe

Asn

40

Ile

Ala

120

val

Gly

Met

200

Leu

val

His

25

Thr

His

Ser

Gly

Asp

105

Gly

Ala

Phe

Phe
185

Arg

Leu Ile Glu Tyr Gln Asn Asp

10

Asp Ala

Ala Thr

Leu Pxro

Tyr Gly
75

Ser Trp
50

Ile Val

Leu Asp

Gly Phe

Glu Lys

155

Ser Asp
170

Phe Ala

Ile Lys

Gly His Ser

51

val

Thr

Ile

60

Ile

Gly

Ile

Leu

Leu

140

Gly

.Glu

Asn

Lys

Val
220

Lys

Ile

45

Arg

Leu

Ala

Glu

val
125

Gln

Pro

Ala
205

Asp

30

Glu

Phe

Lys

Glu

Gly
110

Gln

Ala
1950

Ala

15

val

Gln

Ala

Gly

Ile

95

Lys

cys

val

Arg

175

Thr

Met

Ala

Asp

Val
80

Asn

Cys

val

160

Ala

His

Pro

Gly Ala Tyr Cys
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Ile Ser
225

Leu Ile

Sexr Ala

Phe His

Tyr Pro

290

Trp Asn
305

Ala Arg

Pro Phe
His Thr
Met Asn
260
Val Thr
275
Ala Ala
Leu Ser

Thr Ser

Ser Ile
340

ES 2 329 358 T3

Pro Asn Asp Gln Ser Ser Arg Phe Thr Ser Thx Arg

230

Ser Ser Leu Arg
245

Leu Lys Ala Fhe

Trp Ile Asn Thr
280

Gly Thr Ser Sex
298

¢

Cys Ser Gly Thx
310

Pro Met Ala Val
325

Arg Thr Lys Gly

Ser

Phe

265

Ile

Ser

Leu

Ala

Met
345

52

Pro

250

Thr

Leu

Leu

Ala

Val

330

Asp

235

Val Leu Ala

Ser Met Leu

Gly val Val
285

Ala Trp Arg
300

Thr Leu Val
318

Ser Val Glu

Lys Ser

Trp Met
255

Arg Pro

270

Thr Pro

Leu Met

Ile Ala

Val Ser
335

240

Pro

Ala

Arg

Ile

Ala

320

Ala
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