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DESCRIPCION
Biotensioactivos glicolipopeptidicos
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere generalmente a los campos de la quimica de tensioactivos, bioquimica, y microbiologia. Mas
especificamente, la invencion se refiere a biotensioactivos que tienen un oligdmero lipidico hidréfobo unido
covalentemente a una cadena de péptido o semejante a péptido (p. €j., aminoacido no proteinogénico o aminoacido
unico) y un resto de carbohidrato, varias secuencias de aminodacidos y acidos nucleicos que codifican componentes
de rutas biosintéticas para estos biotensioactivos, y métodos para preparar y usar estos biotensioactivos.

Antecedentes

Los tensioactivos son compuestos quimicos anfifilicos que poseen restos tanto hidréfobos como hidréfilos que les
permiten interaccionar con sistemas polares y no polares. Los tensioactivos ejercen su actividad en interfaces entre
diferentes fases (gas, liquido, solido) y, como resultado, presentan un intervalo de funciones que incluyen, pero no se
limitan a, la capacidad de actuar como detergentes, emulsionantes, agentes humectantes y agentes espumantes. La
mayor parte de los tensioactivos quimicos son sulfatos o sulfonatos de alquilo derivados de fuentes petro u
oleoquimicas. El uso de estos productos ha crecido de forma constante con un consumo mundial estimado de 13
millones de toneladas en 2008 y un valor de mercado estimado de 27 billones de délares (USD) en 2012. En respuesta
a preocupaciones medioambientales y de sostenibilidad, muchas empresas que utilizan tensioactivos quimicos en sus
productos han explorado alternativas responsables con el medioambiente como reemplazos parciales o totales de los
tensioactivos quimicos. Una alternativa a los tensioactivos quimicos son los biotensioactivos, que son moléculas
activas en superficie que se originan a partir de microorganismos. Estos tensioactivos ofrecen ventajas sobre los
tensioactivos quimicos tales como la produccién a partir de productos base producidos de forma sostenible,
biodegradabilidad y menor toxicidad.

US 2013/0331466 describe soforolipidos modificados como agentes solubilizantes de aceite.
US 2013/0085067 describe soforolipidos modificados para la inhibicion de patégenos de plantas.
Sumario

Se descubrid que la bacteria Variovorax paradoxus RKNM-096, depositada el 10 de abril, 2015 como numero de
acceso NRRL B-67038 bajo los términos del Tratado de Budapest con la Agricultural Research Service Culture
Collection (NRRL, 1818 North University Street, Peoria, lllinois, 61064) produce una clase previamente desconocida
de biotensioactivos denominados "glicolipopéptidos". A diferencia de los biotensioactivos conocidos, los
glicolipopéptidos tipicamente contienen un oligémero lipidico hidréfobo unido covalentemente a una cadena peptidica
y un resto de carbohidrato.

El depdsito de NRRL B-67038 en apoyo de esta solicitud lo hizo Nautilus Bioscience Canada Inc., 550 Unv. Ave.,
Charlottetown, PE, Canada, C1A4P3. Nautilus Bioscience Canada Inc. autoriza al solicitante a hacer referencia al
material bioldgico depositado en esta solicitud y proporciona su consentimiento sin reservas e irrevocable de que los
materiales estén disponibles para el publico segun las leyes nacionales apropiadas que gobiernan el depdsito de estos
materiales, tales como la Norma 31 y 33 EPC. La solucion de expertos bajo la Norma 32 EPC también se solicita por
la presente.

En la presente memoria se describen biotensioactivos purificados que incluyen un componente lipidico hidréfobo que
incluye un extremo carboxilo y un extremo hidroxilo, en donde el componente lipidico esta unido covalentemente a (i)
una cadena de péptido o semejante a péptido en el extremo carboxilo del componente lipidico y (ii) un resto de
carbohidrato en el extremo hidroxilo del componente lipidico a través de una unién glicosidica. La cadena de péptido
0 semejante a péptido puede incluir un dipéptido serina-leucinol, el componente lipidico puede incluir tres restos de
acido B-hidroxialcanoico (p. €j., en donde la longitud de cada cadena acilo del componente lipidico es Cs, Cs, C10, 0
C12), y el resto de carbohidrato puede incluir un resto de ramnosa unido al componente lipidico a través de una unién
glicosidica. En determinadas realizaciones, el resto de carbohidrato puede incluir dos restos de ramnosa y/o un grupo
acetilo. Los analogos y derivados de estos glicolipopéptidos pueden prepararse por métodos convencionales.

Los glicolipopéptidos pueden tener la estructura:

x1a
Xz X3aRs3
R2a 0 R4a
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en donde Ria es H, OH, OCHs, SH, S(CHs), NHz2, NH(CHs), N(CHs)2, o un péptido o estructura semejante a péptido
que tiene la estructura:

Rag  Xic Rap
= Wz =] NEc
"ij‘H\KEh )J\r \"H\K -m\rﬁ\ng"\r \"H\ng‘l
Xip X1 Rac  Xip

en donde Rip, Ric, ¥ Rig, son H, OH, OCHs, SH, S(CH3), NH2, NH(CH3), o N(CHas)2; Rz2a, R2b, Rzc, ¥ R2d son cada uno
independientemente una cadena lateral de aminoacido; X1a, X1b, X1c, y X14 SOn cada uno independientemente un tomo
de oxigeno o dos atomos de hidrégeno; Xza, Xan, Xac, y X2d son cada uno independientemente NH, N(CHs), u O; Raa
es una porcion de carbohidrato o un mondmero lipidico que tiene la estructura:

jj\n/\( X36Rap

O R

’

o un oligébmero lipidico que tiene la estructura de:

;\m){hxkﬁsc fwx%x%xﬂdﬁﬁd
ab 4o Q O R4b 0 R#: 0 H4~|:I

en donde X3a, X3, Xac, ¥ X3d son cada uno independientemente NH, N(CHs), u O; Raa, Rap, R3c, y Radincluye una
porcién de carbohidrato que incluye un monémero que tiene la estructura:

! ORg;
Rs5,0 ORs5 R:.0 OR;;

C'REa 0 DREE

en donde Rsa, Rsa, R7a, y Rsa son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, metilo, acetilo, o un
carbohidrato; y Ra4a, Rab, Rac, ¥ Rad son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, metilo, o un grupo
hidrocarburo C2 a C19 saturado o insaturado de cadena lineal, ramificada, ciclico, o aromatico. Los glicolipopéptidos
naturales incluyen aquellos que tienen las siguientes estructuras:

H A
L’/]\\a—- OSH

HO._ No OO _~_0
BRACRE:



10

15

20

25

30

35

ES 2809 727 T3
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HHD ‘LK\%}) TW/‘\%\ 0BH ™ EJGH

/H %oi L\or |

oy wr\" SR

En la presente memoria también se describen composiciones emulsionadas (p. ej., emulsiones de aceite en agua o
agua en aceite) que incluyen: un componente polar, un componente no polar, y uno o mas de los biotensioactivos
descritos anteriormente; y un método para preparar una emulsién de agua en aceite o aceite en agua mezclando
conjuntamente un componente polar, un componente no polar, y uno o mas de los biotensioactivos descritos
anteriormente. En la presente memoria se describe ademas un método para preparar uno de los biotensioactivos
descritos anteriormente

;O

(a) aislando un microorganismo que incluye el biotensioactivo,
(b) poniendo el microorganismo en un cultivo en condiciones que promuevan a sintesis del biotensioactivo, y

(c) aislando el biotensioactivo del cultivo; y un microorganismo aislado preparado por ingenieria para producir uno de
los biotensioactivos descritos anteriormente, en donde un conjunto de genes heterélogos implicados en la biosintesis
del biotensioactivo se ha introducido en el microorganismo.

A no ser que se defina otra cosa, todos los términos técnicos usados en la presente memoria tienen el mismo
significado que el entendido comldnmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Las
definiciones entendidas cominmente de términos quimicos y biolégicos pueden encontrarse en Rieger et al., Glossary
of Genetics: Classical and Molecular, 52 edicion, Springer- Verlag: Nueva York, 1991; y A Dictionary of Chemistry, Ed.
J. Daintith, 72 Ed., Oxford University Press, 2016.

Tal y como se usa en la presente memoria, cuando se hace referencia a un compuesto quimico 0 a una molécula, el
término "purificado" significa separado de componentes con los que aparece en la naturaleza o en una mezcla
producida artificialmente. Tipicamente, una molécula esté purificada cuando carece de al menos aproximadamente el
10% (p. €j., al menos el 9%, 10%, 20%, 30% 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,9%, y 100%), en
peso (excluyendo el disolvente), de los componentes con los que aparece en la naturaleza o en una mezcla producida
artificialmente. La pureza puede medirse por cualquier método apropiado, p. €j., cromatografia en columna,
electroforesis en gel de poliacrilamida, o analisis por HPLC.

Por "identidad de secuencia" se quiere decir la relacion entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias
de nucledtidos. En la presente memoria, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o dos secuencias
de desoxirribonucleétidos se determina usando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J.
Mol. Biol. 48: 443-453) como se implementa en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European
Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends in Genetics 16: 276-277; http://emboss.org),
preferiblemente la version 3.0.0 o posterior. Los parametros opcionales usados son penalizacién por apertura de hueco
de 10, penalizacion por extensién de hueco de 0,5, y la matriz de sustitucion EBLOSUM62 (EMBOSS version de
BLOSUM62) para secuencias de aminoacidos o la matriz de sustitucion EDNAFULL (EMBOSS version de NCBI
NUC4.4) para secuencias de nucleétidos. El resultado de Needle marcado "identidad mas larga" (obtenido usando la
opcion -nobrief) se usa como el porcentaje de identidad y se calcula como sigue:

(Residuos de Aminoacidos o Nucleétidos Idénticos x 100)/(Longitud del Alineamiento - NUmero Total de Huecos en el
Alineamiento)
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Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en la
practica o ensayo de la presente invencion, a continuacién, se describen métodos y materiales adecuados. En el caso
de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Ademas, las realizaciones particulares que se discuten a continuacion son solo ilustrativas y no se pretende que sean
limitantes.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es una ilustracion de correlaciones HMBC ('"H— '3C) y COSY seleccionadas (enlaces en negrita) de NB-
RLP1006 y iones de fragmentos asignados de disociacién inducida por colision MS/MS de los glicolipopéptidos.

La FIG. 2 es un gel de poliacrilamida desnaturalizante que muestra R1pE etiquetado con His purificado (A) y el analisis
por UPLC-HRMS de reacciones enzimaticas en las que la enzima se incubd con NB-RLP860 y dTDP-L-ramnosa.

La FIG. 3 es una comparacién esquematica de la agrupacion génica del glicolipopéptido de V. paradoxus RKNM-096
con agrupaciones génicas homologas identificadas en /. limosus DSM 16000 y J. agaricidamnosum DSM9628. Los
genes que codifican proteinas homologas a proteinas de la agrupacién génica de V. paradoxus se indican con patrones
de flechas rellenas. La identidad y similitud con las proteinas de V. paradoxus se indican bajo las flechas (% de
identidad/% de similitud). La organizacion del dominio NRPS se indica bajo flechas que representan genes que
codifican sintetasas peptidicas no ribosomales (NRPS). Dominios: C -condensacion, A - adenilacién, T -
tiolacion/proteina portadora de peptidilo, R - reductasa. La notacion con subindice indica un sustrato de dominio A
posible. Los marcadores por encima de las flechas en las agrupaciones génicas de /. limosus 'y J agaricidamnosum
indican las ID de las proteinas.

La FIG.4 es la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:1.
La FIG.5 es la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:2.
La FIG.6 es la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:3.
La FIG.7 es la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:5.
La FIG.8 es la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:7.
La FIG.9 es la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:9.
La FIG.10 es la secuencia de &cido nucleico SEQ ID NO: 11.
La FIG. 11 es la secuencia de &cido nucleico SEQ ID NO: 13.
La FIG.12 es la secuencia de &cido nucleico SEQ ID NO: 15.
La FIG.13 es la secuencia de &cido nucleico SEQ ID NO: 17.
La FIG.14 es la secuencia de &cido nucleico SEQ ID NO: 19.
La FIG.15 es la secuencia de &cido nucleico SEQ ID NO:21.
La FIG.16 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:4.

La FIG.17 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:6.

La FIG.18 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:8.

La FIG.19 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:10.
La FIG.20 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:12.
La FIG.21 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:14.
La FIG.22 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:16.
La FIG.23 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:18.
La FIG.24 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:20.
La FIG.25 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:22.
La FIG.26 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:23.
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La FIG.27 es la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:24.
Descripcion detallada

La invencién es como se define en las reivindicaciones adjuntas. En la presente memoria se describen composiciones
de tensioactivos glicolipopeptidicos, métodos para preparar y usar dichos biotensioactivos, y bacterias y cultivos
bacterianos que producen glicolipopéptidos. Las realizaciones preferidas descritas mas adelante ilustran la adaptacion
de estas composiciones y métodos. Sin embargo, a partir de la descripcién de estas realizaciones, pueden realizarse
y/o llevarse a la practica otros aspectos de la invencion sobre la base de la descripcion proporcionada mas adelante.

Metodologia general

En la presente memoria se describen métodos que implican quimica organica, bioquimica, microbiologia, y biologia
molecular convencionales. Dichos métodos se describen, p. ej., en Clayden et al., Organic Chemistry, Oxford
University Press, 12 edicion (2000); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., vol. 1-3, Sambrook et al., ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001 ; Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel
et al., ed., Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York; y en los distintos volimenes de Methods in
Microbiology y Methods in Biochemistry and Molecular Biology ambos publicados por Elsevier.

Glicolipopéptidos

Los glicolipopéptidos naturales y los analogos y derivados sintéticos de los mismos incluyen tipicamente un
componente lipidico hidréfobo que incluye un extremo carboxilo y un extremo hidroxilo, en donde el componente
lipidico esta unido covalentemente a (i) una cadena de péptido o semejante a péptido en el extremo carboxilo del
componente lipidico y (ii) un resto de carbohidrato en el extremo hidroxilo del componente lipidico a través de una
unioén glicosidica.

La cadena peptidica puede comprender en el intervalo de entre 2 y 10 aminoacidos, preferiblemente 2 a 8, mas
preferiblemente 2 a 4 aminodacidos. La cadena peptidica puede comprender lo mas preferiblemente 2 aminoacidos. La
cadena de péptido o semejante a péptido puede comprender y/o consistir en un dipéptido serina-leucinol.

El componente lipidico puede comprender en el intervalo de entre 1 y 6 restos de acido alcanoico, preferiblemente 2
a 4, y mas preferiblemente 3. Lo mas preferiblemente el componente lipidico puede incluir tres restos de acido B-
hidroxialcanoico. La longitud de cada cadena acilo del componente lipidico puede estar en el intervalo de entre Cs a
Co0, preferiblemente Ce a C16, mas preferiblemente Cs a C14. Lo mas preferiblemente, la longitud de cada cadena acilo
puede seleccionarse de Cs, C10, 0 Ci12.

El resto de carbohidrato puede seleccionarse de sacaridos incluyendo glucosa, fructosa, galactosa, manosa, ribosa, o
variantes desoxisacarido incluyendo desoxirribosa, fucosa, o ramnosa. Preferiblemente, el resto de carbohidrato es
ramnosa. En particular, un resto de ramnosa unido al componente lipidico a través de una union glicosidica. En
determinadas realizaciones, el resto de carbohidrato puede incluir uno, dos, o tres restos de ramnosa y/o un grupo
acetilo. Preferiblemente, el resto de carbohidrato incluye dos.

Los glicolipopéptidos pueden incluir la estructura:

X,
X2 XaaR
Rza O R

en donde Ria es H, OH, OCHs, SH, S(CHs), NHz2, NH(CHs), N(CHs)2, 0 un péptido o estructura semejante a péptido
que tiene la estructura:

Ran .\ INE Rap . Rag  Xig Rap 1
R | ¥ R ¥ 26
I I
Kib o Roe Xip 0 Xig Roe  Xin :

en donde Rip, Ric, y Rig, son H, OH, OCHs, SH, S(CHs), NH2, NH(CH3), 0 N(CHs)2; R2a, Rab, Rzc, y R2d son cada uno
independientemente una cadena lateral de aminoacido; X1a, X1b, X1c, y X14 SOn cada uno independientemente un tomo
de oxigeno o dos atomos de hidrégeno; Xza, Xan, Xac, y X2d son cada uno independientemente NH, N(CHs), u O; Raa
es una porcion de carbohidrato o un mondmero lipidico que tiene la estructura:
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o un oligébmero lipidico que tiene la estructura de:

O Rgp O Ry o O Ryp O Ry O Ry

en donde Xsa, X3b, X3¢, ¥ Xad son cada uno independientemente NH, N(CH3), u O; Raa, Rao, Rac, y Raq incluye una
porcién de carbohidrato que incluye un monémero que tiene la estructura:

OR44
Rs30 DRTa Rsa0 OR74

ORga

en donde Rsa, Rea, R7a, y Rsa son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, metilo, acetilo, o un
carbohidrato; y R4a, Rab, Rac, y Rad son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, metilo, o un grupo
hidrocarburo C2 a C19 saturado o insaturado, de cadena lineal o ramificada, ciclico, o aromatico.

En lo anterior, al menos uno de Rea, R7a, ¥ Rsa puede incluir un monémero de carbohidrato que tiene la estructura:

ORjgp
Rsp0 ORz RspO OR7p

ORgp 0 ORgp
en donde Rsy, Reb, R7, y Rep son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, metilo, acetilo, o un
carbohidrato.

En determinadas realizaciones, el péptido o porcién semejante a péptido incluye al menos una prolina o0 monémero
semejante a prolina que tiene la estructura:

Xq

S
% N

’

en donde X4 es un atomo de oxigeno o dos atomos de hidrégeno, o una Unica prolina o monémero semejante a prolina
o una prolina 0 monémero semejante a prolina terminal que tiene la estructura:
Xa

Rg S
N

en donde Rg es H, OH, OCHs, SH, S(CHs), NH2, NH(CHs), o N(CHs)2; y X4 es un atomo de oxigeno o dos atomos de
hidrégeno.
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Los glicolipopéptidos pueden tener las siguientes estructuras:
OR;

) OR;
0] H Pﬁg&ia °
RO NJj,N 0 o) o)
H

O O O

R+10 \"/\[(7 m )nz )na

en donde Rsa, Rea, R7a, R1o, Y R11 son cada uno independientemente un dtomo de hidrégeno o acetilo; y n1, n2, y n3
son numeros enteros que varian cada uno independientemente de 1 a 7;
OR

5
O OR74
o o
R100 N 0 0 0 ORg,
N o OR7p
o) o 0 ORgy,
RO )n . )nz )n .

’

en donde Rsa, Rsb, Reb, R7a, R7o, R1o, y R11 son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o acetilo; y ni,
N2, y N3 son numeros enteros que varian cada uno independientemente de 1 a 7;

oOH

TR

o
Y H
HO.. NJ«\/N\H,«T,D\F 0 0
H | L] I
HO™ 8] 1 8] (9]

r

OH
/L OT~7on
1 D H e 'D
HO. A~ M N K OH
N mﬂﬂ
) O6H
HO
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Un experto en la técnica puede preparar derivados, analogos, y otras variantes de los glicolipopéptidos anteriores. Por
ejemplo, la composicion de aminoacidos y la longitud de la cadena peptidica podrian modificarse de una manera
combinatoria, introduciendo aminoacidos proteinogénicos o no naturales para modular la solubilidad, equilibrio
hidrofilo-lipéfilo (HLB), y otras caracteristicas de tensioactivo de los glicolipopéptidos. La porcidén peptidica también
puede contener aminoacidos con grupos funcionales cargados, que pueden dar lugar a tensioactivos cationicos,
aniénicos, o zwiteridnicos con aplicaciones de tensioactivo Unicas. La funcionalidad &cido carboxilico en la posicion C-
terminal del péptido también puede reducirse a un grupo hidroxilo primario. De forma similar, la porcién lipidica puede
contener diversos nimeros (p. €j., 1, 2, 3, 4 0 mas) de unidades B-hidroxialcanoato, que en si mismas pueden estar
comprendidas por grupos hidrocarburo Cz a C19 saturados o insaturados, de cadena lineal o ramificada, ciclicos, o
aromaticos. Los restos de ramnosa podrian estar unidos entre si a través de uniones glicosidicas 1,2, 1,3, 0 1,4, que
pueden poseer bien la configuracion a o . Ademas de la ramnosa, la porcion de carbohidrato también puede estar
compuesta por glucosa u otras unidades de monosacarido.

Podrian preparase variantes de los biotensioactivos glicolipopeptidicos de Variovorax paradoxus RKNM-096 que
tienen propiedades alteradas. Las propiedades alteradas de dichas variantes pueden incluir, pero no se limitan a,
alteraciones en las propiedades de emulsificacion, espumacion y reduccion de la tensién superficial presentadas bajo
diferentes condiciones fisico-quimicas tales como, pero no limitadas a, temperatura, pH, y salinidad.

Las variovaricinas descritas en la presente memoria pueden estar al menos un 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
95, 99, 99,5, 99,9, 0 99,99 por ciento purificadas (en peso). Pueden estar en forma cristalina o no cristalina (amorfa),
y en algunos casos también pueden obtenerse como sales derivadas de acidos organicos e inorganicos tales como:
acético, trifluoroacético, lactico, citrico, tartarico, formato, succinico, maleico, maldnico, glucénico, clorhidrico,
brombhidrico, fosférico, nitrico, sulfurico, metanosulfénico y acidos conocidos similares. Las sales pueden prepararse
adatando procedimientos conocidos cominmente.

En algunas realizaciones, la composicién incluye compuestos adicionales tales como vehiculos, otros tensioactivos
(p- €j., tensioactivos no glicolipopeptidicos), 0 compuestos biolégicamente activos (tensioactivos no glicolipopeptidicos,
tales como agentes farmacéuticos u otros agentes antimicrobianos no glicolipopeptidicos). La adicion de los agentes
mencionados anteriormente a tensioactivos glicolipopeptidicos puede seleccionarse por un experto en la técnica sobre
la base de la aplicacion elegida.

La composicion puede incluir un vehiculo, tal como vehiculos farmacéuticamente aceptables convencionales como se
describe en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, The University of the Sciences in Philadelphia,
Editores, Lippincott, Williams, & Wilkins, Filadelfia, Pa., 212 Edicion (2005).

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables varian dependiendo del modo de administracion. Las formulaciones
fluidas usadas para inyeccion parenteral pueden incluir fluidos tales como agua, disolucion salina fisiolégica, dextrosa
acuosa o glicerol. Las formulaciones soélidas pueden incluir vehiculos soélidos altamente purificados tales como
estearato de magnesio, almidén, o lactosa. Las composiciones farmacéuticas también pueden contener cantidades
menores de sustancias auxiliares no toxicas, tales como tampones y conservantes.

En algunas realizaciones, las composiciones incluyen un tensioactivo no glicolipopeptidico. Los ejemplos incluyen
tensioactivos no iénicos, catiénicos, anionicos y anfoteros. Los ejemplos representativos de tensioactivos anidnicos
incluyen carboxilatos, sulfonatos, sulfonatos de petréleo, sulfonatos de alquilbenceno, sulfonato de naftaleno,
sulfonatos de olefina, sulfatos de alquilo, sulfatos, aceites y grasas naturales sulfatadas, ésteres sulfatados,
alcanolamidas sulfatadas, alquilfenoles, alquilfenoles etoxilados y sulfatados y ramnolipidos. Los ejemplos de
tensioactivos catiénicos incluyen sales de amonio cuaternario, etilendiamnas sustituidas con N, N, N', N' tetraquis y 2-
alquil-1-hidroxetil-2-imidazolinas. Los ejemplos de tensioactivos no idnicos incluyen alcoholes alifaticos etioxilados,
tensioactivos de polioxietileno, ésteres carboxilicos, ésteres de polietilen glicol, éster de anhidrosorbitol y derivados
etoxilados, glicol ésteres de acidos grasos, amidas carboxilicas, condensados de monoalcanolamina y amidas de
polioxietileno acido graso. Los ejemplos de tensioactivos anféteros incluyen sales de sodio del acido N-coco-3-
aminopropionico, N-tallow-3-iminodipropionato y N-cocoamidetil-N-hidroxietilglicina, asi como hidréxido de N-
carboximetil-N-dimetil-N-(9-octadecenil) amonio. En realizaciones adicionales, la composicién incluye uno o mas
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alimentos o aditivos alimentarios, agentes cosméticos o farmacéuticos o agentes antimicrobianos (tales como un
agente antibacteriano o antifungico).

Métodos para preparar glicolipopéptidos

Los glicolipopéptidos descritos en la presente memoria pueden prepararse por aislamiento o purificacién a partir de
cepas bacterianas que los producen, tales como Variovorax paradoxus RKNM-096. Como se describe en la seccién
de Ejemplos mas adelante, las bacterias que producen uno o mas glicolipopéptidos pueden aislarse de habitats
naturales u obtenerse a partir de fuentes accesibles publicamente. Puede determinarse que las bacterias producen
glicolipopéptidos por los métodos descritos en los Ejemplos. La bacteria productora de glicolipopéptido puede ponerse
en un biorreactor (recipiente) que contiene medio de cultivo adecuado, e incubarse entonces en condiciones que
promueven la replicacion bacteriana y la produccién de uno o mas glicolipopéptidos. El o los glicolipopéptidos
producidos pueden purificarse o aislarse de la mezcla de cultivo por técnicas convencionales tales como extraccion
seguida de separacion cromatografica (p. €j., usando cromatografia liquida de ultra alta resolucién). Pueden realizarse
analisis quimicos (determinacion del peso molecular, punto de fusion, RMN, espectroscopia IS, etc.) para confirmar la
estructura y pureza del o de los glicolipopéptidos aislados. Alternativamente, los glicolipopéptidos descritos en la
presente memoria pueden prepararse por sintesis total o semisintesis, p. ej., como se describe en la presente memoria.

Agrupaciones génicas de glicolipopéptidos y métodos de uso

Como se describe en el Ejemplo 7 mas adelante, se caracterizaron las agrupaciones génicas biosintéticas de
glicolipopéptido y de ramnosa de V. paradoxus RKNM-096. Los polipéptidos codificados en la agrupacién génica
funcionan de una manera coordinada para sintetizar la serie NB-RLP de biotensioactivos. La secuencia de nuclettidos
que codifica estos genes y las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos correspondientes se muestran en el
listado de secuencias. Otras secuencias de aminoacidos y las secuencias de acido nucleico que comparten al menos
un 70% (p. €j., al menos un 70, 80, 90, 95, 97, 98, 0 99%) de identidad de secuencia con las mostradas en el listado
de secuencias también podrian usarse en los métodos y composiciones descritas en la presente memoria,
particularmente cuando dichas otras secuencias presentan (o codifican una molécula que presenta) al menos un
50% (p. €j., al menos un 50, 60, 70, 80, 90, o0 100%) de la actividad enzimatica del polipéptido nativo correspondiente.
Las secuencias de acido nucleico que codifican los mismos polipéptidos descritas en la presente memoria, pero que
no se incluyen en el listado de secuencias, también podrian usarse.

Los polinucleotidos anteriores podrian usarse en un método para producir enzimas biosintéticas recombinantes. Como
un ejemplo, dicho método podria incluir cultivar una célula huésped (p. €j., E. coli u otra célula huésped procariota o
eucariota adecuada) que contiene un vector de expresion que tiene una secuencia de acido nucleico de una o mas de
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19 y SEQ ID NO:21 en un medio de cultivo en condiciones
adecuadas para la expresion de la proteina recombinante en la célula huésped, y b) aislar la o las proteinas
recombinantes de la célula huésped o del medio de cultivo.

También se contempla un método para producir un glicolipopéptido en una célula huésped heteréloga mediante la
expresion de la agrupacion génica biosintética completa o parcial. Este método podria incluir las etapas de a) cultivar
una célula huésped que contiene un vector de expresién que tiene secuencias de acido nucleico que comprenden
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19 y SEQ ID NO:21 en un medio de cultivo en condiciones
adecuadas para la expresiéon de las proteinas recombinantes en la célula huésped, y b) aislar los glicolipopéptidos
producidos del medio de cultivo.

Se contemplan ademas métodos para usar una molécula de acido nucleico que hibrida con o incluye una parte de
SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19 o SEQ ID NO:21 como una sonda o cebador de PCR para
identificar otros organismos capaces de producir glicolipopéptidos o biotensioactivos estructuralmente similares.

Sintesis

Los compuestos de la presente invencion pueden conseguirse usando métodos quimicos como se indica en la
presente memoria.

La sintesis total de los glicolipopéptidos puede conseguirse usando metodologia sintética establecida para ensamblar
bloques de construccion disponibles comercialmente. Un analisis retrosintético de NB-RLP1006 (1) demuestra la
idoneidad de la sintesis total. Como un ejemplo, un experto en la técnica de la sintesis organica puede acoplar el
sustituyente dipéptido (4) al acido tridecanoico (5) y realizar una glicosilacién quimica del intermedio lipopéptido (2)
usando el donante de glicosilo 3 como se muestra mas adelante. El resto de dipéptido puede prepararse usando
métodos de acoplamiento de amida estandar, mientras el acido tridecanoico puede generarse a partir de trans-2-
decenoato de etilo disponible comercialmente. Mientras, el sustituyente diramnosa unido en a-1,3 (3) puede
ensamblarse usando el donante de glicosilo 6 y el aceptor de glicosilo 7. Se entiende que esta estrategia general, u
otras estrategias similares en las que se ensamblan materiales de partida disponibles comercialmente, podria permitir
la sintesis de analogos de glicolipopéptido. Por ejemplo, pueden incorporarse diferentes aminoacidos en la porcion de
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péptido o semejante a péptido, mientras la longitud de la cadena peptidica puede incrementarse o disminuirse. De
forma similar, podrian hacerse modificaciones estructurales a las porciones de lipido y carbohidrato de los
glicolipopéptidos para producir anélogos con caracteristicas de biotensioactivo potencialmente Utiles.

Para generar el sustituyente carbohidrato, diramnosa unida en a-1,3, deben realizarse varias manipulaciones de grupo
protector para permitir la glicosilacion regioselectiva del azicar ramnosa en la posicion 3-OH (Esquema 2). El p-
metoxifenil a-L-ramnopiranésido (8), que sirve como un precursor sintético para ambos restos de ramnosa, puede
sintetizarse a partir de L-ramnosa disponible comercialmente en tres etapas. El azUcar ramnosa terminal puede
preparase entonces por perbencilacién de 8 y eliminacién del sustituyente p-metoxifenilo para permitir la sintesis del
tricloroacetimidato de ramnosilo (9). Mientras, una secuencia de seis etapas de manipulaciones de grupo protector
puede proporcionar p-metoxifenil 2,4-di-O-benciloxiramnopiranésido (10) (Cai, X.; et al. Carbohydr. Res. 2010, 345,
1230), que puede glicosilarse en la posicién 3-OH para conseguir la unién glicosidica a-1,3 entre los dos sustituyentes
ramnosa. Se espera que el efecto anomérico dirija la formacion de una unién a-glicosidica con alta estereoselectividad
en esta glicosilacién quimica (Takahashi, O.; et al. Carbohydr. Res. 2007, 342, 1202).
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Esquema 2. Sintesis del donante de ramnosilo 9 y del aceptor de glicosilo 10 como bloques de construccion para el
ensamblaje del sustituyente diramnosa. Reactivos y condiciones: (a) (i) Ac20, piridina, 70 °C, 16 h. (ii) p-metoxifenol,
BF3<Et20, CH2Cl2, 0 °C— 25 °C, 3 h. (iii) NaOCHs, CH3OH. (b) CH3C(OCHz3)2CHs, DMF, TsOH+<H20. (c) BnBr, BusNI,
NaH, DMF, 0 °C— 25 °C, 3 h. (d) CHsCN al 80%, CAN, 35 °C, 30 min. (e) CCIsCN, DBU, CH2Clz, 25 °C, 30 min. (f)
BnBr, BusNI, NaH, DMF, 0 °C— 25 °C, 3 h. (g) AcOH al 70%, 70 °C, 3 h. (h) AllocCl, piridina, DMF, CH2Clz, -15 °C—
0 °C, 3 h. (j) BnBr, BusNI, NaH, DMF, 0 °C — 25 °C, 3 h.; (k) NaBH4, Pd[P(CeHs)3]s, CH3COONH4, CH3OH:THF (1:1),
-5°C, < 30 min.

Para ensamblar al sustituyente diramnosa, el donante de glicosilo 9 puede unirse al aceptor de glicosilo 10 a través
de la activacion del tricloroacetimidato anomérico usando BFs*Et2O o TMSOTf (Esquema 3). El grupo protector p-
metoxifenilo anomérico puede reemplazarse entonces por un buen grupo saliente, tal como un tricloroacetimidato,
para permitir la glicosilacion del resto de acido decanoico. Alternativamente, puede instalarse un grupo tiofenilo en
lugar del grupo p-metoxifenilo durante la reaccién A del Esquema 2. Esta estrategia permitiria seguir una glicosilacion
ortogonal dado el papel dual del grupo tiofenilo anomérico como un grupo protector y saliente (Gampe, CM.; et al.
Tetrahedron 201 1, 67, 9771; Wu, C.-Y.; Wong, C.-H. Top. Curr. Chem. 2011, 301, 223). Se sabe que la sintesis total
de NB-RLP860 podria conseguirse usando el donante de ramnosilo 9 u otros donantes de ramnosilo adecuados.
Ademas, se reconoce que un quimico experto podria modificar el resto de carbohidrato de los glicolipopéptidos
mediante el uso de donantes de glicosilo distintos de 9, 11, 0 12.
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Esquema 3. Sintesis de 11 y 12 como donantes de glicosilo para la glicosilaciéon del resto de acido tridecanoico.

Reactivos y condiciones: (a) BFs*Et20 (cat.), 9, CH2Cl2 anhidro, tamices moleculares 3A, -78 °C, 2 h. (b) CHsCN al

80%, CAN, 35 °C, 30 min. (c) CCIsCN, DBU, CHzClz, 25 °C, 30 min. (d) BFs*Et2O (cat.), 9, CH2Cl2 anhidro, tamices

5 moleculares 3A, -78 °C, 2 h.

Para ensamblar el resto de acido tridecanoico, puede servir el trans-2-decenoato de etilo (13) disponible
comercialmente como un precursor para la sintesis de acido 3-hidroxidecanoico (14) a través de una B-oxidacion de
cinco etapas establecida (Schneekloth, J.S.; et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 3855; Pandey, S.K.; Kumar, P.
Eur. J. Org. Chem. 2007, 369). Los rendimientos globales reportados en la bibliografia para esta sintesis varian entre
10 el 50-85% (Esquema 4). Aunque el acido (%)-3-hidroxidecanoico también esta disponible comercialmente, este
precursor racémico tiene un coste prohibitivo y no representa probablemente una ruta econémicamente viable.
Después de generar el acido 3-(terc-butildimetilsilil) decanoico (15), este bloque de construccién puede unirse dos
veces a 14 a través de una esterificacion de Steglich para generar el &cido di y tridecanoico sililado (16 y 17,
respectivamente) de NB-RLP1006 y otros glicolipopéptidos. En esta estrategia, el acido carboxilico 15 se activa como
15 un éster de N-hidroxisuccinimida antes de la adicion de 14, obviando un grupo protector adicional para la funcionalidad

acido carboxilico de 14.
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Esquema 4. Sintesis del resto de acido tridecanoico (17) de NB- RLP1006. Reactivos y condiciones: (a) (DHQD)2PHAL
(1% en moles), OsO4 0,1 M (0,5% en moles), K2COsz, KaFe(CN)s, CH3SO2NH2, +BuOH:H20 (1:1), 0 °C, 24 h. (b) (i)
20 SOClz, EtsN, CH2Clz, 0 °C, 30 min. (ii) RuCls, NalO4, CCls:CH3CN:H20 (2:2:3), 0 °C, 1 h. (c) NaBH4, DMAC, 25 °C, 30
min. (d) NaOH, Acetona:H20 (1:1), 25 °C, 16-24 h. (e) (i) TBDMSCI, imidazol, DMF, 25 °C. (ii) NaOH, Acetona:H20
(1:1), 25 °C, 16-24 h. (f) (i) acido 3-benciloxidecanoico, DIC, NHS, 0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) &cido 3-hidroxidecanoico,
EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (g) (i) acido 3-(3-(benciloxi)decanoiloxi) decanoico, DIC, NHS, 0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) acido 3-

hidroxidecanoico, EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h.

25 También esta disponible una estrategia alternativa en la que el grupo acido carboxilico de 14 se protege como un éster
de bencilo antes de la esterificacion (Esquema 5). En esta estrategia, los bloques de construccién 15 y 18 se unen
entre si en una sintesis que requiere etapas adicionales para instalar y eliminar los grupos protectores éter de sililo y
éster de bencilo. Se sabe que un quimico experto en la técnica de la sintesis organica podria utilizar cualquiera de las
estrategias para introducir restos de hidrocarburos C2 a Ci9 saturados o insaturados, de cadena lineal o ramificada,
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ciclicos, o aromaticos con el fin de modificar la porcion lipidica de los glicolipopéptidos. Se anticipa que los analogos
generados a través de esta estrategia también pueden presentar propiedades de tensioactivo.
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Esquema 5. Ruta alternativa al resto de acido tridecanoico (17) de NB-RLP1006. Reactivos y condiciones: (a) (i)
5 TBDMSCI, imidazol, DMF, 25 °C. (ii) NaOH, Acetona:H20 (1:1), 25 °C, 16-24 h. (b) (i) DIC, NHS, 0 °C — 25 °C, 3 h.
(i) BnOH, EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (c) BusNF, THF, 25 °C, 3 h. (d) (i) &cido 3-(terc-butildimetilsililoxi)decanoico (15),
DIC, NHS, 0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) 3-hidroxidecanoato de bencilo (18), EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (e) (i) BusNF, THF,
25 °C, 3 h. (i) acido 3-(terc-butildimetilsililoxi)decanoico (15), DIC, NHS, 0 °C — 25 °C, 3 h. (iii) 3-(3-
hidroxidecanoiloxi)decanoato de bencilo, EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (f) Pd/C al 10% (20% en peso), Hz, CH2Clz, 25 °C,

10 16 h.

El dipéptido leucinol-serina puede ensamblarse a partir de Boc-leucinol (19) y Fmoc-Ser(Bzl)-OH (20) disponibles
comercialmente usando quimica de acoplamiento de amida bien establecida (Esquema 6) (Valeur, E.; Bradley, M.
Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 606). La secuencia de reaccién de cinco etapas implica proteger el grupo hidroxilo primario
de 19 como un éter de bencilo y acoplar los dos aminoacidos antes de eliminar el grupo protector 9-

15 fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) para generar el dipéptido leucinol-serina (21) que es estable para acoplamiento de
amida al acido decanoico. Es concebible que pudieran ensamblarse otros aminoacidos disponibles comercialmente,
incluyendo, pero no limitado a, D-aminoacidos y $-aminoacidos, de una manera similar para introducir modificaciones
estructurales en la porcion de péptido del glicolipopéptido. El extremo C del péptido o porcion semejante a péptido
podria existir como una funcionalidad acido carboxilico o reducirse a un grupo hidroxilo primario. Otras modificaciones

20 en la posicion C-terminal incluyen, pero no se limitan a, alquilacion, acilacién, glicosilacion, fosforilacién, y sulfatacién.
La longitud de la cadena del péptido o porcidon semejante a péptido podria incrementarse mediante el acoplamiento
de mondmeros de aminodcidos adicionales al intermedio dipéptido. Alternativamente, podria acoplarse un Unico
monomero de aminoacido al intermedio &cido tridecanoico (17) para disminuir la longitud de la cadena.
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25 Esquema 6. Preparacion del residuo de dipéptido leucinol-serina de NB-RLP1006. Reactivos y condiciones: (a) (i)
BnBr, BusNI, NaH, DMF, 0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) HCI, CHsOH, 25 °C, 1 h. (b) (i) Fmoc- Serina(Bzl)-OH, DIC, NHS,
0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) Leucinol(Bzl), EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (c) Piperidina (20% en vol), DMF, 25 °C, 3 h.

El acido tridecanoico (17) puede experimentar facilmente acoplamiento de amida al dipéptido bencilado (21), después

de lo cual el grupo protector ferc-butildimetil sililo puede eliminarse usando fluoruro de tetrabutilamonio para
30 proporcionar el aceptor de glicosilo 22 (Esquema 7). La glicosilacion de 22 bien con 11 0 12, seguida de desproteccién

global a través de hidrogendlisis de los éteres de bencilo, suministra el glicolipopéptido NB-RLP1006 desprotegido.
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Esquema 7. Etapas finales en el ensamblaje del glicolipopéptido NB-RLP1006. Reactivos y condiciones: (a) (i) DIC,
NHS, 0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) Leucinol(Bzl)-Ser(Bzl)NH2 (21), EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (b) BusNF, THF, 25 °C, 3 h. (c)
Si el donante de glicosilo 11 (X = CNHCIs), BF3+Et20 (cat.), tamices moleculares 3A, CH2Cl2 anhidro, -78 °C 2 h. (d)
Si donante de glicosilo 12 (X = SPh), NIS, TfOH (10% en moles), 1,2-DCE, tamices moleculares 4 A ) Pd/C al
10% (20% en peso), Hz, CH2Clz, 25 °C, 16 h.

Aunque la sintesis total de NB-RLP1006 puede requerir entre 14-18 etapas (secuencia lineal mas larga, 34-40 etapas
en total), la sintesis podria acelerarse utilizando técnicas sintéticas en fase sélida, en las que el residuo de leucinol
terminal se inmoviliza en un soporte sélido. Por ejemplo, el Leucinol(Bzl) (19) puede unirse a un grupo p-alcoxibencil
hidroxilo unido a poliestireno (resina de Wang) a través de una unién éter de sililo (Esquema 8) (Scott, P.J.H. Linker
Strategies in Solid-Phase Synthesis, John Wiley & Sons Ltd: Chichester, Reino Unido, 2009; p 50-51). Siguiendo las
metodologias de acoplamiento de amida y esterificacion de Steglich descritas previamente (Coin, I.; et al. Nat. Protoc.
2007, 2, 3247.), los residuos remanentes de serina y acido decanoico pueden unirse entonces en una estrategia por
etapas usando Fmoc-Ser(Bzl)-OH (20) y acido 3-(terc-butildimetilsilil)decanoico (23). Después de liberar el intermedio
lipopéptido, el grupo hidroxilo primario puede protegerse selectivamente como un éter de terc-butildifenilsililo para
proporcionar el aceptor de glicosilo 24. El glicolipopéptido NB-RLP1006 puede sintetizarse entonces por glicosilacién
quimica y eliminacion de los grupos protectores éter de sililo y bencilo. También pueden producirse analogos de los
glicolipopéptidos usando técnicas sintéticas en fase soélida como se describe en la sintesis en fase sélida anterior de
NB-RLP1006.

N o
e ,}._r,g‘o:'f, & NO“L _rli‘moc Q ,
' P A
0 19 Q o ,| so” 20 [ o
vy —_— ] 0. .0 | —_—> J\ 0. 0-. A ANy
| ¢)\ OH a T N S‘ N \NHz b Pf e u ?
o 8a0"
resina de Wang |
OH 0 c PMBO O :
" e )\ _/"\ o _— N /'\\..'! e N 4 l d
N N on
23 4
0.
ROL o LA L QORe RO
| |
PN 1 bR o 0 0 [N ~OR; l i o ,\o_ o OH
PR ENENA o "Jo 5
RO N N 2 . 8n0 ‘j N
5 . ~ i . L.
¢ ! o e, \l L
} s ] 7707 |
g Ra=TBDPSR,=8n T ¢
—> R, =R, =H (NB-RLP1006) 0o/ : TBDPS (24)

0 e 11

Esquema 8. Sintesis total en fase solida de NB-RLP1006. Reactivos y condiciones: (a) (i) Leucinol(Bzl) (19), Pr2SiCly,
imidazol, DMF, 25 °C, 1 h. (ii) HCI, CH3OH, 25 °C, 1 h. (b) (i) Fmoc- Serina(Bzl)-OH (20), DIC, NHS, 0 °C — 25 °C, 3
h. (ii) EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (c) (i) PMBCI, NaH, DMF, 0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) NaOH, Acetona:H20 (3:1), 25 °C, 16-
24 h. (i) DIC, NHS, 0 °C — 25 °C, 3 h. (d) (i) 23, EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (ii) CH3CN al 80%, CAN, 35 °C, 30 min. (iii)
23, EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (iv) CHsCN al 80%, CAN, 35 °C, 30 min. (v) 23, EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (vi) CHsCN al
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80%, CAN, 35 °C, 30 min. (vii) BusNF, THF, 25 °C, 3 h. (¢) TBDPSCI, imidazol, DMAP, DMF, 25 °C, 2 h. (f) BFs*Et.0
(cat.), CHzClz anhidro, -78 °C, 2 h. (g) (i) BusNF, THF, 25 °C, 3 h. (i) Pd/C al 10% (20% en peso), Hz, CHzClz, 25 °C,
16 h.

Semisintesis de los glicolipopéptidos

Los analogos sintéticos de NB-RLP1006 y otros glicolipopéptidos también pueden ser interesantes para evaluar las
relaciones estructura-actividad de esta clase de biotensioactivos. A diferencia de la sintesis total, una semisintesis
podria representar una estrategia rapida para desarrollar varios analogos de glicolipopéptido. Por ejemplo, las
estrategias pueden implicar una semisintesis del acido tridecanoico (23) por hidrdlisis acida de la mezcla de
glicolipopéptidos (Esquema 9). Véase, Miao, S.; et al. J. Agric. Food Chem. 2015, 63, 3367. El acido tridecanoico (23)
podria acoplarse entonces a la porcion de péptido y glicosilarse con disacaridos disponibles comercialmente, tales
como lactosa o maltosa, para generar nuevos analogos de glicolipopéptido (p. €j., 24). La aglicona de glicolipopéptidos
también puede producirse por V. paradoxus RKNM-096 y experimentar una glicosilacion quimica para producir
analogos similares. También se sabe que los ramnolipidos podrian utilizarse como un precursor avanzado y unirse a
varios dipéptidos (p. €j., 21) a través del grupo funcional acido carboxilico para producir glicolipopéptidos similares a
NB-RLP1006 (Esquema 10). Dada la disponibilidad comercial de los ramnolipidos, concebiblemente un experto en la
técnica de la sintesis organica también reconoceria que las cadenas peptidicas distintas de leucinol-serina podrian
introducirse para expandir la diversidad estructural de los analogos de glicolipopéptido accesibles a través de esta
estrategia semisintética.
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Esquema 9. Ruta semisintética alternativa a analogos de glicolipopéptido a partir del acido tridecanoico (23) y
disacaridos disponibles comercialmente. Reactivos y condiciones: (a) HCl 1M, CHsCN:Hz20 (1:1), 95 °C, 16 h. (b) (i)
DIC, NHS, 0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) Leucinol(Bzl)-Ser(Bzl)NHz (21), EtsN, DMAP, 25 °C, 3 h. (c) (i) Ac20, piridina, 70 °C,
16 h. (ii) p-metoxifenol, BFs*Et20, CH2Cl2, 0 °C — 25 °C, 3 h. (iii) NaOCHs, CHsOH. (d) (i) BnBr, BusNI, NaH, DMF,
0 °C — 25 °C, 3 h. (ii) CHsCN al 80%, CAN, 35 °C, 30 min. (e) CCIsCN, DBU, CHzClz, 25 °C, 30 min. (f) BFs*Et=O
(cat.), CH2Clz anhidro, -78 °C, 2 h. (g) Pd/C al 10% (20% en peso), Hz, CH2Cl2, 25 °C, 16 h.
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Esquema 10. Semisintesis de un analogo de glicolipopéptido (25) a partir de ramnolipidos disponibles comercialmente.
Reactivos y condiciones: (a) (i) PyBOP, DMF, 0 °C — 25 °C, 2 h. (ii) Leucinol(Bzl)-Ser(Bzl)NHz (21), EtsN, 0 °C —
25 °C, 2 h. (b) Pd/C al 10% (20% en peso), Hz, CH2Clz, 25 °C, 16 h.

Concebiblemente, un experto en la técnica de la sintesis organica podria aislar glicolipopéptidos naturales a partir de
una fermentacion microbiana y sintetizar derivados, analogos, y otras variantes estructurales. Por ejemplo, las
modificaciones que podrian ocurrir en Rsa, Rsb, Rea, Reb, R7a, R7o, R0, y R11 incluyen, pero no se limitan a, alquilacion,
acilacion, glicosilacion, fosforilacién, y sulfatacién. Los glicolipopéptidos también podrian experimentar una hidrélisis
basica para producir compuestos semejantes a ramnolipidos con propiedades de tensioactivo potencialmente Utiles.
También se sabe que una reaccion de hidrdlisis basica proporcionaria NB-RLP374.

Métodos de uso

Los glicolipopéptidos descritos en la presente memoria podrian usarse de forma similar a otros tensioactivos. Pueden
usarse, por ejemplo, como detergentes, emulsionantes, dispersantes, agentes humectantes, agentes espumantes, o
inhibidores/disruptores de biopeliculas. Un uso tipico seria para la preparacion de emulsiones para formulaciones
cosmeéticas o farmacéuticas (p. ej., emulsiones de agua en aceite o aceite en agua), donde uno o mas glicolipopéptidos
o derivados o analogos de los mismos se mezclan con un componente polar y un componente no polar.

Las propiedades de los tensioactivos de esta invencion también les hacen adecuados como emulsionantes,
particularmente en emulsiones de aceite en agua o0 agua en aceite, p. €j., en aplicaciones de cuidado personal. Los
productos en emulsién para el cuidado personal pueden tomar la forma de cremas y leches que incluyen de forma
deseable y tipica emulsionante para ayudar a la formacion y estabilidad de la emulsion. Tipicamente, los productos en
emulsién para el cuidado personal usan emulsionantes (incluyendo estabilizantes de la emulsién) en cantidades de
aproximadamente el 3 a aproximadamente el 5% en peso de la emulsion.

La fase de aceite de dichas emulsiones es tipicamente aceites emolientes del tipo usado en productos para el cuidado
personal o cosméticos, que los materiales grasos que son liquidos a temperatura ambiente o sélidos a temperatura
ambiente, siendo a granel habitualmente un sélido ceroso, siempre que sea liquido a una temperatura elevada,
tipicamente hasta 100 °C, mas habitualmente aproximadamente 80 °C, de manera que dichos emolientes sélidos
tienen de forma deseable temperaturas de fusién menores de 100 °C, y habitualmente menores de 70 °C, a las cuales
pueden incluirse en y emulsionarse en la composicion.

La concentracién de la fase de aceite puede variar ampliamente y la cantidad de aceite es tipicamente del 1 al 90%,
habitualmente del 3 al 60%, mas habitualmente del 5 al 40%, particularmente del 8 al 20%, y especialmente del
10 al 15% en peso de la emulsion total. La cantidad de agua (o poliol, p. €j., glicerina) presente en la emulsién es
tipicamente mayor del 5%, habitualmente del 30 al 90%, méas habitualmente del 50 al 90%, particularmente del
70 al 85%, y especialmente del 75 al 80% en peso de la composicion total. La cantidad de tensioactivo usada en
dichas emulsiones puede estar en el intervalo del 0,001 al 10% en peso de la emulsion, preferiblemente del 0,01 al
6% en peso, mas preferiblemente del 0,1 al 5% en peso, mas preferiblemente del 1 al 3% en peso. La cantidad de
tensioactivo usada en dichas emulsiones es tipicamente del 2 al 5,5%, en peso de la emulsion.

Las formulaciones de uso final de dichas emulsiones incluyen hidratantes, cremas solares, productos postsolares,
mantecas corporales, cremas en gel, productos que contienen mucho perfume, cremas perfumadas, productos para
el cuidado el bebé, acondicionadores del pelo, productos tonificadores de la piel y para el blanqueamiento de la piel,
productos sin agua, productos antiperspirantes y desodorantes, productos bronceadores, limpiadores, emulsiones
espumantes 2 en 1, emulsiones multiples, productos sin conservantes, productos sin emulsionante, formulaciones
suaves, formulaciones exfoliantes, p. €j., que contienen lechos soélidos, formulaciones de silicona en agua, productos
que contienen pigmentos, emulsiones pulverizables, cosméticos con color, acondicionares, productos de ducha,
emulsiones espumantes, desmaquillante, desmaquillante de ojos, y toallitas. Un tipo de formulacién preferida es un
protector solar que contiene uno mas protectores solares organicos y/o protectores solares inorganicos, tales como
6xidos metélicos, pero que incluye de forma deseable al menos un diéxido de titanio y/u éxido de cinc particulado.

Todas las caracteristicas descritas en la presente memoria pueden combinarse con cualquiera de los aspectos
anteriores, en cualquier combinacion. Debe entenderse que la invencién no esta limitada a los detalles de las
realizaciones anteriores, que se describen solo como ejemplo. Son posibles muchas variaciones.

Con el fin de que la presente invencién pueda entenderse mas facilmente, se hara ahora referencia, como ejemplo, a
la siguiente descripcion.

Ejemplos
Ejemplo 1: aislamiento de Variovorax paradoxus RKNM-096.

La cepa bacteriana RKNM-096 se aisl6 a partir de tierra recogida del area Battle Bluffs al oeste de Kamloops, Columbia
Britanica. RKNM-096 se aisl6 como una colonia mucoide con pigmentacion amarilla, y se purificé por subcultivo
seriado. La bacteria se identifico por analisis génico del ARNr 16S, que indicé que RKNM-096 era una cepa de V.
paradoxus.
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Ejemplo 2: identificacién de Variovorax paradoxus RKNM-096 como un productor de biotensioactivo.

V. paradoxus RKNM-096 se identific6 como un productor de biotensioactivo en un cribado dirigido a identificar
productores bacterianos de biotensioactivos con propiedades emulsionantes. El ensayo utilizado para identificar
productores bacterianos de biotensioactivos fue el ensayo de actividad de emulsificacién. En este ensayo, se crecieron
cultivos en 10 mL de medio liquido en tubos de vidrio de 25 mm x 150 mm a 30 °C con agitacion a 200 rpm durante
5 dias. Después de 5 dias, las células se retiraron por centrifugacién y se mezclaron 3,5 mL del caldo de cultivo sin
células con 3,5 mL de queroseno en un tubo de ensayo de 13 mm x 100 mm con tapa de rosca. Los tubos se agitaron
con vortex durante dos minutes y entonces se dejaron permanecer toda la noche a temperatura ambiente, después
de lo cual se midieron la altura de la emulsién (hemuss) y la altura total (hwotal) del liquido en el tubo. Se calculé el indice
de emulsificacion (Ez24) usando la ecuacion Ez4= Hemuis/hiotal X 100%. Los caldos de fermentacion de V. paradoxus
RKNM-096 cultivado en caldo ISP2 (maltosa al 0,4%, extracto de levadura al 0,4%, dextrosa al 1,0%, pH 7,0)
presentaron un valor de E24 del 50,7%.

Ejemplo 3: identificacién de biotensioactivos glicolipopeptidicos producidos por Variovorax paradoxus RKNM-096.

Para determinar si una molécula pequefia era responsable de la actividad de emulsificacién observada, V. paradoxus
RKNM-096 se fermentd en caldo ISP2 como se ha descrito anteriormente y el caldo se extrajo dos veces con 10 mL
de acetato de etilo (EtOAc). El extracto de EtOAc se lavé entonces dos veces con 10 mL de agua para eliminar
cualesquiera componentes del medio polares remanentes del extracto de EtOAc. Para propositos de comparacion, se
extrajo un blanco de medio ISP2 de una manera idéntica. Los extractos de EtOAc se evaporaron en vacio y se
reconstituyeron en CHsOH a una concentracion de 0,5 mg/mL.

Los extractos se separaron por cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UPLC; Accela™, Thermo Fisher
Scientific Mississauga, ON, Canadad) y los eluatos se analizaron con un detector de matriz de fotodiodos (200-600 nm)
(PDA; Accela™, Thermo Fisher Scientific Mississauga, ON, Canada), un detector de dispersién de luz evaporativo
(ELSD; Sedex, Sedere, Alfortville, Francia) y un espectrémetro de masa de alta resolucién que utiliza ionizaciéon por
electropulverizacion (HRESIMS) (Orbitrap Exactive; Thermo Fisher Scientific, Mississauga, ON, Canada) (modo
positivo, monitorizacion m/z 200-2.000). La separacién cromatografica se consiguié con una columna Kinetex 1,7 um.
Cis 100 A 50 x 2,1 mm (Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.) y un gradiente lineal de H20 al 95%/acido férmico al
0,1% (FA) (disolvente A) y acetonitrilo al 5% (CHsCN)/FA al 0,1% (disolvente B) a disolvente B al 100% durante
5 min seguido de mantener el disolvente B al 100% durante 3 min con una tasa de flujo de 400 pL/min. El examen del
cromatograma ELSD del extracto de V. paradoxus RKNM-096 revelé cinco picos prominentes. El primer pico eluyé a
los 0,50 min y estaba presente en el blanco de medio, lo que indica que este pico estaba compuesto por componentes
del medio. Los siguientes cuatro picos (1-4) eluyeron a los 3,0 min, 5,04 min, 5,29 min y 5,39 min en el cromatograma
ELSD, respectivamente. Estos picos no se observaron en los extractos del blanco de medio, lo que indica que eran
productos metabdlicos de V. paradoxus RKNM-096. El pico 1 eluyé a los 3,00 min y el examen del espectro de masa
del pico correspondiente en el cromatograma iénico total (3,04 min) reveld la presencia de dos iones con relaciones
de masa a carga (m/z) de 375,2855 y 397,2673, lo que es consistente con la [M + H]* y [M + Na]* anticipada para un
compuesto con una férmula molecular de C19H3sN20s y masa de 374,2781. Los espectros de masa de los picos 2 - 4
se examinaron de una manera idéntica y los iones [M + H]* se identificaron como m/z 1007,6628, 1049,6778, y
1049,6734, respectivamente. La diferencia en masa entre los iones [M + H]* asociados con los picos 3 y 4 fue
4,2 ppm, lo que sugiere que estos dos compuestos tenian probablemente una formula molecular idéntica, sin embargo,
la ligera diferencia en el tiempo de retencion indic6 que eran probablemente analogos estructurales muy relacionados.

Los compuestos también se elucidaron usando RMN. Los datos de RMN indicaron la presencia de cuatro grupos
carbonilo ademas de dos residuos de azlcar con desplazamientos quimicos de carbono anomérico caracteristicos a
oc 101,4 y &¢ 103,9. Las correlaciones clave COSY y HMBC permitieron la caracterizacién quimica del leucinol
derivado de aminodcido, un residuo de serina, y tres acidos 3-hidroxidecanoicos (Fig. 1). La conectividad entre los
diferentes restos se confirmé adicionalmente por espectrometria de masa en tandem. Los dos residuos de
desoxihexosa se identificaron por interpretacion de las correlaciones COSY 'H-'H y analisis de la constante de
acoplamiento. El pequefio acoplamiento J presentado por el protén anomérico H-1' (81 4,79, d, J= 1,4 Hz) y el proton
metino H-2' (dn 3,86, dd, J = 3,2, 1,4 Hz) situd a los protones H-1'y H-2' en la posicion ecuatorial, mientras el mayor
acoplamiento J para H-4' (81 3,53 - 3,48, app. t) indico la relacién axial con H-3'y H-5', y por lo tanto sugirié un residuo
a-ramnopiranosilo. El pico cruzado de HMBC entre el proton anomérico H-1'y C-3C (8¢ 76,5) demostré la unién de
este azUcar al resto de acido 3-hidroxidecanoico. El segundo residuo de azlcar también se identificé como una a-
ramnopiranosa sobre la base de los valores de la constante de acoplamiento. El pequefio acoplamiento J para H-1"
(615,01, d, J=1,5Hz) y H-2" (dn 3,98, dd, J = 3,3, 1,5 Hz) indicé la orientacion ecuatorial de estos protones, mientras
la mayor constante de acoplamiento para H-4" (31 3,40, app. t, J = 9,5 Hz) demostré su relacion axial con H-3"y H-5".
Una correlacién HMBC clave entre H-3' y C-1" establecié una unién glicosidica 1,3-a entre los dos restos de
ramnopiranosa.

La estructura de NB-RLP1006 es:
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Los extractos organicos de V. paradoxus RKNM-096 también se fraccionaron por cromatografia en fase normal
automatizada, seguido de HPLC en fase inversa, lo que proporcioné NB-RLP1048A y NB-RLP1048B. Sobre la base
del analisis de HRESIMS (NB-RLP1048A: HRESIMS m/z 1049,6778 [M + H]*; NB-RLP1048B: HRESIMS 1049,6734
[M + HJ*, calcd para Cs3Hg7N2018, 1049,6731), se determind que estos compuestos eran analogos monoacetilados de
NB-RLP1006. La férmula molecular aparente de estos compuestos es Cs3sHasN201s. Sobre la base del andlisis de
RMN, NB-RLP1048A consistia en una mezcla inseparable de glicolipopéptidos acetilados con la estructura:

ORg,
o AfZS ORsa
R, \ N o) o) o)
H o)

OR
Ry (0] o} 5o

donde cualquier grupo R Unico es un grupo acetilo, mientras todos los demas grupos R son atomos de hidrégeno.

La estructura quimica de NB-RLP1048B se determiné por técnicas espectroscopicas RMN 1D y 2D, confirmando la
localizacién del grupo acetilo en la posicién C-3".

La estructura quimica de NB-RLP1048B es:

ofH
OH
o | 0
HO N 0 o) o) OH
ﬂ O
o} o) o)
HO

El esquema de fraccionamiento descrito también rindi6é varios otros analogos de glicolipopéptido producidos por V.
paradoxus RKNM-096 en cantidades menores, incluyendo 10,9 mg de NB-RLP978. Los datos de RMN de 'H y °C
fueron casi idénticos a los de NB-RLP1006. La férmula molecular aparente de NB-RLP978 es C49HooN2017 (HRESIMS
m/z 979,6307 [M + HJ*, calcd para CasHe1N2017, 979,6312). Sobre la base de la espectrometria de masa en tandem,
se determiné que NB-RLP978 era una mezcla inseparable de tres andlogos muy relacionados, NB-RLP978A, NB-
RLP978B, y NB-RLP978C, que contienen una cadena acilo Cs en una de las posiciones de &cido 3-hidroxialcanoico.

La estructura quimica de NB-RLP978A-C es:
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cualqwer cadena acilo Unica es Cs (es decir, n1, n2, 0 n3 = 3) mientras las cadenas acilo remanentes son C1o (es decir,
5). NB-RLP978A: n1=n2 = 5, n3 = 3; NB-RLP978B: m = ns =5, n2=3; NB-RLP978C: n1 =3, n2=n3 =5.

La purificacion por HPLC de fase inversa de NB-RLP1006 y NB-RLP978A-C, también rindid6 NB-RLP950, una mezcla
inseparable de compuestos con una formula molecular aparente de C47HssN201s (HRESIMS m/z 951,5982 [M + H]*,
calcd para Ca7Hs7N201s, 951,5999), lo que es consistente con un analogo de NB-RLP1006 que carece de cuatro
grupos metileno. El espectro de RMN de 'H de NB-RLP950 fue casi idéntico al de NB-RLP1006 y NB-RLP978. No se
obtuvo un espectro de '3C debido a material insuficiente. Sobre la base de la espectrometria de masa en tandem, se
determiné que NB-RLP950 era una mezcla de seis analogos muy relacionados: NB-RLP950A, NB-RLP950B, NB-
RLP950C, NB-RLP950D, NB-RLP950E, y NB-RLP950F. Estos analogos de glicolipopéptido bien contienen dos
cadenas de acilo Cs 0 una cadena de acilo Ce en las posiciones de gcido 3-hidroxialcanoico.

La estructura quimica de NB-RLP950A-F es:
OH

o
rgrpd e

donde cualesquiera dos cadenas acilo son Cs (p. €j., n1 = n2 = 3 y n3 = 5) mientras la cadena acilo remanente es Cs
(es decir, n = 1). NB-RLP950A: n1 = 5, n2 = n3 = 3; NB-RLP950B: n2 = 5, n1 = n3 = 3; NB-RLP950C: n3 = 5, n1 = n2 = 3;
NB-RLP950D: n1 = n2=5, n3 = 1; NB-RLP950E: n1 =n3 =5, n2 = 1; NB-RLP950F: n2=n3 =5, n2=1.

La purificacion por HPLC de fase inversa de NB-RLP 1048B también rindi6 NB-RLP1020. Los datos de RMN de 'H'y
3G de NB-RLP1020 fueron casi idénticos a los de NB-RLP1048B. La férmula molecular aparente de NB-RLP1020 es
Cs1H92N201g (HRESIMS m/z 1021,6415 [M + HJ]*, calcd para CsiHoaN20O1s, 1021,6418). Sobre la base de la
espectrometria de masa en tandem, se determiné que NB-RLP1020 era una mezcla inseparable de tres analogos muy
relacionados, NB-RLP1020A, NB-RLP1020B, y NB-RLP1020C, que comprenden una cadena acilo Cs en una de las
posiciones del acido 3-hidroxialcanoico.

La estructura quimica de NB-RLP1020A-C es:
OH
O-

i,

donde cualquier cadena acilo Unica es Csg (es decir, n1, nz, 0 n3 = 3) mientras las cadenas acilo remanentes son C1o
(es decir, n = 5). NB-RLP1020A: n1 = n2 = 5, n3 = 3; NB- RLP1OZOB m =n3=>5,n2=3; NB-RLP1020C: n1 =3, n2 =n3
=5.

El fraccionamiento por HPLC en fase inversa también rindié una mezcla inseparable de compuestos con una formula

molecular aparente de CsiHg2N201s (HRESIMS m/z 1021,6477 [M + H]*, calcd para CsiHg3sN20+s, 1021,6418). De
manera similar a NB-RLP1020A-C, la estructura de estos compuestos es:
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donde cualquier grupo R Unico es un grupo acetilo, mientras todos los demas grupos R son atomos de hidrégeno y
donde cualquier cadena acilo Unica es Cs (es decir, n1, nz, 0 n3 = 3) mientras las cadenas acilo remanentes son C1o
(es decir, n =5).

El fraccionamiento por HPLC en fase inversa también rindi6 NB-RLP1076. Los datos de RMN de 'H y '3C fueron casi
idénticos a los de NB-RLP1020A-C y NB-RLP1048B. La férmula molecular aparente de NB-RLP1076 es CssH100N201s
(HRESIMS m/z1077,7046 [M + H]*, calcd para CssH101N20O1s, 1077,7044). Sobre la base de la espectrometria de masa
en tandem, se determind que NB-RLP1076 era una mezcla inseparable de tres analogos muy relacionados, NB-
RLP1076A, NB-RLP1076B, y NB-RLP1076C, que comprenden una cadena acilo C12 en una de las posiciones del
acido 3-hidroxialcanoico.

La estructura quimica de NB-RLP1076 A-C es:
OH

o
g

donde cualquier cadena acilo Unica es Ci2 (es decir, ni, nz, 0 n3 = 7) mientras las cadenas acilo remanentes son C1o
(es decir, n = 5). NB-RLP1076A: n1 =n2 =5, n3 = 7; NB- RLP107GB m =n3=5,n2=7; NB-RLP1076C: n1 =7, n2=n3
=5.

El fraccionamiento por HPLC en fase inversa también rindi6 una mezcla inseparable de compuestos con una férmula
molecular aparente de CssH100N201s (HRESIMS m/z 1077,7098 [M + HJ]*, calcd para CssH101N201s, 1077,7044). De
manera similar a NB-RLP1076 A-C, la estructura de estos compuestos es:

ORj5

MOREI
R0 ORsb
0ZR ORyp

R1 -TO 5b

donde cualquier grupo R Unico es un grupo acetilo, mientras todos los demas grupos R son atomos de hidrégeno y
donde cualquier cadena acilo Unica es C12 (es decir, n1, n2, 0 N3 = 7) mientras las cadenas acilo remanentes son C1o
(es decir, n =5).

Usando porciones de la agrupaciéon génica biosintética del biotensioactivo glicolipopeptidico de V. paradoxus RKNM-
096 como en sondas in silico frente a genomas bacterianos publicados (descrito mas adelante), identificamos
Janthinobacterium agaricidamnosum DSM 9628 como un productor potencial de biotensioactivos glicolipopeptidicos
similares a los aislados a partir de V. paradoxus RKNM-096. J. agaricidamnosum se cultivd y se extrajo como se ha
descrito anteriormente para V. paradoxus RKNM-096 y el extracto organico resultante (110,4 mg) se someti6 a
cromatografia en fase inversa automatizada con una columna RediSep C1s usando un gradiente de H2O/CH3OH. Las
fracciones que contenian el glicolipopéptido (77,6 mg) se combinaron y una porcién de este material se sometié a
separacion adicional por HPLC en fase inversa, lo que rindié 17,1 mg de NB-RLP860 y 6,4 mg de NB-RLP832. El
andlisis de NB-RLP860 por HRESIMS (HRESIMS m/z 861,6033 [M + HJ*, calcd para C4sHssN20O13, 861,6046) indicé
una férmula molecular aparente de CasHgaN2013 y cinco grados de insaturacion. Los datos de RMN de 'Hy 13C de NB-
RLP860 fueron similares a NB-RLP1006, excepto que el espectro de RMN carecia de resonancias pertenecientes al
segundo resto de a-ramnopiranosa.
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La estructura quimica de NB-RLP860 se determin6 por espectroscopia RMN 1D y 2D. La estructura de NB-RLP860
es:

El analisis de NB-RLP832 por HRESIMS (HRESIMS m/z 833,5734 [M + H]* calcd para CasHg1N2013, 833,5733) indicé
una férmula molecular aparente de CasHsoN2013. Los datos de RMN de 'H y '3C fueron casi idénticos a los de NB-
RLP860. Sobre la base de la espectrometria de masa en tandem, se determin6 que NB-RLP832 era una mezcla
inseparable de tres analogos muy relacionados, NB-RLP832A, NB-RLP832B, y NB-RLP832C, que comprenden una
cadena acilo Cs en una de las posiciones del 4cido 3-hidroxialcanoico.

La estructura quimica de NB-RLP832A-C es

By AT

HMQ qu m

donde cualquier cadena acilo Unica es Csg (es decir, n1, nz, 0 n3 = 3) mientras las cadenas acilo remanentes son C1o
(es decir, n = 5). NB-RLP832A: n1 = n2 = 5, n3 = 3; NB-RLP832B: n1 =n3=5,n2=n3; NB-RLP832C: n1=3,n2=n3 =
5.

Los glicolipopéptidos NB-RLP860 y NB-RLP832A-C también se detectaron en pequefias cantidades en extractos
organicos de V. paradoxus RKNM-096 por andlisis de LC-MS. El andlisis de los cromatogramas de HRESIMS revel6
iones [M + H]* de m/z 861,6073 y m/z 833,5749, que son consistentes con la m/z predicha de los iones [M + H]* para
NB-RLP860 (calcd para CasHgsN2O13, m/z 861,6046 [M + H]*) y NB-RLP832A-C (calcd para CasHsiN2013, m/z
833,5733 [M + HJ*).

El analisis de extractos organicos de V. paradoxus RKNM-096 también revel6 tres picos en el cromatograma HRESIMS
que presentan iones [M + H]* de m/z903,6213, lo que es consistente con los iones predichos [M + H]* para un analogo
acetilado de NB-RLP860 {m/z 903,6152 [M + H]*). Como estos compuestos se produjeron en pequefnas cantidades,
los intentos de determinar inequivocamente sus estructuras por espectroscopia RMN fueron prohibitivos. Estos
compuestos no se detectaron en extractos organicos de J. agaricidamnosum DSM 9628. Dados los iones fragmentos
observados de m/z 715,5480 (b) y 598,4310 (bf), estos compuestos se identificaron como glicolipopéptidos acetilados
NB-RLP902 con la estructura:

ORs

O-
OR
R1oO iﬁ/ o 0

O O

donde cualquier grupo R unico es un grupo acetilo, mientras todos los demés grupos R son atomos de hidrégeno.
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Las fracciones generadas por cromatografia en fase inversa automatizada de extractos organicos de V. paradoxus
RKNM-096 se enriquecieron con NB-RLP902. También se detectdé en los cromatogramas HRESIMS de estas
fracciones un pequefio pico que presentd un ion [M + H]* de m/z 875,5888, que es consistente con un analogo de NB-
RLP902 que carece de dos grupos metileno. Este ion [M + H]* no se observo en los extractos organicos de J.
agaricidamnosum DSM 9628. El ion fragmento observado de 687,5164 (b) indica que este compuesto también es un
glicolipopéptido. De manera similar a NB-RLP978A-C, NB-RLP1020A-C, y NB-RLP832A-C, se propone que este pico
esta comprendido por tres compuestos NB-RLP874A-C con la estructura:

ORs,
O~ OR7,
O H ORea
RyoO NJj/N 0 0 0O
H
0 o) 0
R410 Y(\% m m )na

donde cualquier grupo R Unico es un grupo acetilo, mientras todos los demas grupos R son atomos de hidrégeno y
donde cualquier cadena acilo Unica es Csg (es decir, n1, nz, 0 n3 = 3) mientras las cadenas acilo remanentes son C1o
(es decir, n = 5).

Ejemplo 4: Desacetilacion de NB-RLP1048A y otros biotensioactivos glicolipopeptidicos acetilados producidos por
Variovorax paradoxus RKNM-096.

Se sabe que la cantidad relativa de NB-RLP1006 y glicolipopéptidos acetilados (p. ej., NB-RLP1048A) producida por
V. paradoxus RKNM-096 puede variar entre lotes usando diferentes medios de cultivo y condiciones de fermentacion.
Como resultado, las propiedades de tensioactivo del producto de glicolipopéptido extraido también pueden variar.
Como la consistencia del producto es importante para ser competitivo en la industria de los biotensioactivos, se
desarrollé un método para retirar selectivamente el acetato de Rsa, Rsb, Rea, Reb, R7a, R7, R10, y R11 para generar un
producto de glicolipopéptido consistente comprendido por NB-RLP1006 con una pureza >95% en peso (Esquema 1).
El método utiliza NaOH en un intervalo estrecho de concentracion para retirar selectivamente los restos de acetato sin
inducir una hidrélisis adicional de las uniones amida, éster, o glicosidicas del glicolipopéptido. La concentracion de
NaOH y el disolvente de la reaccion tienen ambos un papel demostrado en el control del grado de hidrdlisis y para
conseguir selectividad. Las concentraciones optimas de NaOH son directamente proporcionales a la concentracion y
composicion de los glicolipopéptidos en el medio de reaccién. Los disolventes de la reaccién con una mayor
composicién de agua, tal como Hz20:acetona (9:1), mostraron una mejor selectividad y minimizaron la hidrélisis de las
uniones éster entre los restos de acido B-hidroxialcanoico.

ORx
0.2
L R
R0 N 0 o] o] ORap,
HJj/ mﬂﬁ?h
8] '.:'D e ORsp
Ry,0 'y "I"z { ]“3
Rea, R7a, Rsn Rap, Ryp Ryp, 0 Ry =Ho Ac
a

————— Rga. Rya. Rsp. Ran. Ryp Ryg, v Ry = H

Esquema 1. Hidrdlisis selectiva de restos acetato en una mezcla de biotensioactivos glicolipopeptidicos que contienen
analogos acetilados de NB-RLP1006 (p. €j., NB-RLP1048A). Reactivos y condiciones: (a) glicolipopéptido (1,0 mg/mL),
NaOH (1,5 mM), H20:acetona (9:1), 25 °C, 40 h.

Se sabe que la desacetilacion de la mezcla de glicolipopéptidos puede conseguirse con variaciones del método
descrito en la presente memoria. Es posible que puedan utilizarse bases inorganicas distintas de NaOH, incluyendo,
pero no limitado a, LiOH, KOH, Na2COs, NHs, y NH4OH, o bases organicas, incluyendo, pero no limitado a, hidréxido
de tetrabutilamonio o alquilaminas. La desacetilacion selectiva también puede conseguirse enzimaticamente usando
esterasas, incluyendo, pero no limitado a, acetilesterasas y lipasas.

Se sabe que la hidrdlisis de la mezcla de glicolipopéptidos produce varios productos, incluyendo, pero no limitado a,
los lipopéptidos NB-RLP356 (HRESIMS m/z 357,2745 [M + H]*, calcd para C19H3s7N204, 357,2748; m/z 379,2567 [M +
Na]*, calcd para Ci9H3sN204Na, 379,2565), NB-RLP374 (HRESIMS m/z 375,2851 [M + H]*, calcd para C19H39N20s,
375,2854), y NB-RLP526 (HRESIMS m/z 527,4054 [M + H]*, calcd para C29HssN20e, 527,4055), y los glicolipidos NB-
RLP480 (HRESIMS m/z 481,2599 [M + HJ*, calcd para C22H41011, 481,2643; m/z 503,2465 [M + Na]*, calcd para
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C22H40011Na, 503,2463) y NB-RLP650 (HRESIMS m/z 651,3962 [M + H]*, calcd para Ca2Hs9013, 651,3950). Dadas
sus estructuras anfifilicas, también se espera que estos compuestos se comporten como agentes tensoactivos y
puedan presentar propiedades de tensioactivo que pueden ser Unicas o complementarias a los glicolipopéptidos. Se
sabe que estos compuestos se forman durante el proceso de desacetilacion descrito en la presente memoria y estan
5 asi presentes en el producto final de glicolipopéptido. Aunque normalmente estan presentes en pequefias cantidades
(< 5% en peso), estos compuestos pueden contribuir a las caracteristicas de tensioactivo del producto de
glicolipopéptido. La hidrdlisis de los glicolipopéptidos también puede ocurrir espontdneamente, por ejemplo, durante
la extraccion y purificacion, para generar estos compuestos. Por ejemplo, el lipopéptido NB-RLP374 se detecta en el
extracto organico de V. paradoxus R NM-096 antes de que el material de glicolipopéptido se someta a cualquier
10 modificacién aguas abajo.

La estructura quimica de NB-RLP356 es:

[ |
|

AN
HO E)‘j/N\[(\/\/\/\/
HO ©

La estructura quimica de NB-RLP374 es:

A
o L S_H
N)lj/\[(\(\/\/\/
H O OH

HO
15 La estructura quimica de NB-RLP526 es:
N o) ’
HO\‘)\ N ~. NN
YT ‘
0]
La estructura quimica de NB-RLP480 es:

La estructura quimica de NB-RLP650 es:
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Como se resume en la Tabla 1, las concentraciones micelares criticas (CMC) de NB-RLP1006, NB-RLP978, NB-
RLP860, y NB-RLP1048B se determinaron por el método Du Nouy utilizando un microtensiometro multicanal Kibron
Delta-8 (Kibron Inc., Helsinki, Finlandia). Todas las muestras se prepararon en agua desionizada desgasificada
(Millipore, Etobicoke, ON, CA) a concentraciones que variaron de 0 a 2,0 mM. Todas las mediciones se registraron
entre 24 y 25 °C y se realizaron en duplicado. La concentracion micelar critica tanto de NB-RLP1006 como de NB-
RLP978 fue 0,20 mM (0,02% en peso). Las mediciones de tensién superficial indicaron que NB-RLP1006 y NB-
RLP978 eran capaces de reducir la tensién superficial del agua de 72 a 35.5 mN/m a sus CMC. Mientras, NB-RLP860
y NB-RLP1048B presentaron valores de CMC de 0,85 mM (0,07 y 0,09% en peso, respectivamente), reduciendo la
tension superficial del agua hasta 36,2 y 36,9 mN/m, respectivamente. La actividad en superficie de NB-RLP1006 se
compar6 con los ramnolipidos A y B, que se purificaron a partir de una mezcla de ramnolipidos disponible
comercialmente (R90; AGAE Technologies, Corvallis, OR, EE. UU.) por HPLC en fase inversa. Los ramnolipidos Ay
B presentaron ambos una CMC de 0,06 mM (0,003 y 0,004% en peso, respectivamente) en la que la tension superficial
del agua se redujo hasta 28,2 y 39,0 mN/m, respectivamente. Los valores de CMC mas altos para NB-RLP860 y NB-
RLP1048B pueden deberse a su baja solubilidad acuosa.

Ejemplo 5: actividad en superficie.

Table 1. Propiedades de tensioactivo de glicolipopéptidos aislados en comparacién con ramnolipidos. Se muestran la
concentracién micelar critica (CMC) y la reduccién de la tension superficial del agua.

Compuesto (cr;nMIV(I:) Tension S(urﬁ(le\ll}:inc)ial Minima
NB-RLP1006 0,20 35,5
NB-RLP1048B 0,85 36,9
NB-RLP860 0,85 36,2
NB-RLP978 0,20 35,5
Ramnolipido A 0,06 28,2
Ramnolipido B 0,06 39,0

La curvatura caracteristica (Cc) de NB-RLP1006 se determind usando el modelo de la diferencia hidréfila-lipdfila-
curvatura neta promedio (HLD-NAC) para calcular el desplazamiento en el potencial quimico cuando NB-RLP1006 se
transfiere desde la fase de aceite a la acuosa como una funcién de la salinidad por la siguiente ecuacion general:

HLD = F(S) — k x EACN + F(A) — x X AT + Cc

donde F(S) es una funcién de la salinidad, k es un coeficiente igual a 0,17, EACN (nimero de carbonos alcano efectivo)
es el numero de carbonos en la fase de aceite de alcano, a es un coeficiente dependiente del tipo de tensioactivo
(i6nico, etoxilatos, etc), y AT es el efecto de la temperatura. Se prepararon cuatro mezclas de NB-RLP1006 y dihexil
sulfosuccinato de sodio (SDHS) con una concentracion total de tensioactivo de 1,8 mg/mL usando las siguientes
relaciones NB-RLP1006/SDHS: 0, 12, 24, y 40% en peso de NB-RLP1006. Se realiz6 un barrido de electrolitos para
cada mezcla variando la concentracién de NaCl del 0 al 6,0% (p/v). Cada mezcla se afadié a un volumen igual de
tolueno, que constituy6 la fase de aceite, y se agitdé vigorosamente. La salinidad éptima (S*) se identific6 como la
concentracién de NaCl en la cual se formd una microemulsién de Winsor Tipo I, en donde la fase media separada
estaba compuesta por un volumen igual de aceite y agua. Se generdé un grafico de las relaciones molares NB-
RLP1006/SDHS frente a S* y se calculé Cc a partir de la linea con mejor ajuste. Se determiné que el valor de Cc para
NB-RLP1006 era +5,2, un valor que refleja la naturaleza hidréfoba de este biotensioactivo.
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Las propiedades emulsionantes de NB-RLP1006 se determinaron usando el indice de emulsificacion como se ha
descrito anteriormente. El NB-RLP1006 puro presenté una actividad de emulsificacién fuerte con un valor de E24 del
53% a 1 mg/mL en agua desionizada. La emulsificacién de NB-RLP1006 depende del pH con valores de E24 del 8, 38,
y 31% a pH 3, 6, y 8, respectivamente. El tipo de emulsién formada por NB-RLP1006 (p. €j., aceite en agua o agua en
aceite) se determiné usando el ensayo de la dilucién de gota. Se formé una emulsidon mezclando vigorosamente una
disolucion de 1 mg/mL de RLP1006 en agua desionizada con un volumen igual de queroseno durante 1 min. Una
porcion (20 pL) de la emulsidn se transfirié a 0,5 mL de agua desionizada y 0,5 mL de queroseno y se monitorizé la
dilucién de la emulsion en cada liquido. La emulsién formada por NB-RLP1006 se dispersé facilimente en la fase
acuosa, indicando que la fase continua de la emulsién era agua y que se formé una emulsién de aceite en agua (o/w)
por NB-RLP1006 en estas condiciones.

Estos resultados establecieron que NB-RLP1006 es un biotensioactivo potente capaz de disminuir la tensién superficial
del agua hasta 35,5 mN/m con una CMC comparable con la de otros biotensioactivos bien caracterizados, los
ramnolipidos A y B. NB-RLP1006 también presenta una actividad de emulsificacion fuerte formando emulsiones de
o/w en las condiciones descritas en la presente memoria.

Ejemplo 6: ensayo de citotoxicidad de los glicolipopéptidos.

Para evaluar el perfil de seguridad de los glicolipopéptidos, se realizaron ensayos de citotoxicidad frente a dos lineas
celulares humanas normales, células de fibroblastos BJ ATCC CRL-2522 y queratinocitos epidérmicos de adulto
(HEKa; Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.). Los fibroblastos BJ se crecieron y se mantuvieron en 15 mL de
medio esencial minimo de Eagle suplementado con suero fetal bovino (10% v/v), penicilina (100 pU) y estreptomicina
(100 pg/mL). Las células HEKa se crecieron y se mantuvieron en 15 mL de medio EPI life (Life Technologies, Carlsbad,
CA, EE. UU.) suplementado con suplemento de crecimiento HKGS (10% v/v; Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.
UU.) y 50 pg/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Las células se cultivaron en matraces de
cultivo celular T75¢cm? y se incubaron a 37 °C en una atmésfera humidificada de CO2 al 5%. Para los fibroblastos BJ,
el medio de cultivo se repuso cada dos a tres dias y no se dejé que las células superaran el 80% de confluencia. Para
las células HEKa, el medio de crecimiento se repuso cada 2 d hasta que las células alcanzaron el 50% de confluencia
y después el medio se repuso cada 24 h hasta que se obtuvo el 80% de confluencia. Al 80% de confluencia, las células
se contaron, se diluyeron hasta 10.000 células/pocillo en medio de crecimiento sin antibidticos y se transfirieron 90 pL
de suspension celular a los pocillos de placas de cultivo celular tratadas de 96 pocillos. Las placas se incubaron como
antes para permitir que las células se adhirieran a las placas durante 24 h antes del tratamiento. Se usé DMSO como
el vehiculo a una concentracion final del 1%. Todos los compuestos ensayados se volvieron a solubilizar en DMSO y
se preparé una serie de dilucién para cada linea celular usando el medio de crecimiento de cultivo celular respectivo,
de las cuales se afadieron 10 L a los pocillos de ensayo rindiendo ocho concentraciones finales que variaron de 512
pwg/mL a 8 pg/mL por pocillo (volumen final del pocillo de 100 yL). Los fibroblastos y las células HEKa se incubaron
como se ha descrito previamente durante 24 h. Todas las muestras se ensayaron en triplicado. Cada placa contenia
cuatro blancos de medio sin inocular (medio + DMSO al 1%), cuatro controles de crecimiento no tratados (medio +
DMSO al 1% + células), y una columna que contenia un control positivo de piritiona de cinc diluido de forma seriada.
Se afiadio AlamarBlue (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) a cada pocillo 24 h después del tratamiento (10%
v/v). Se monitoriz6 la fluorescencia (560/12 excitacion, 590 nm emision) usando un lector de placas Varioskan Flash
Multimode tanto al tiempo cero como 4 h después de la adicion de alamarBlue. Después de restar la fluorescencia a
tiempo cero de las lecturas a 4 h, se calcul6 el porcentaje de viabilidad celular respecto a los pocillos de control de
vehiculo. Se mostré una baja actividad citotoxica frente a las lineas celulares HEKa vy fibroblastos BJ. Los valores
observados de Clso y MICgo para los glicolipopéptidos fueron significativamente mayores que el control positivo piritiona
de cinc, que sirvio como una referencia de la industria para agentes antimicrobianos topicos (Tabla 2). Estos resultados
indican que los glicolipopéptidos presentan una baja citotoxicidad frente a las células cutaneas humanas y pueden ser
asi seguros para su uso en aplicaciones que implican el contacto dérmico, tal como productos cosméticos.

Tabla 2. Resultados de los ensayos de citotoxicidad para los glicolipopéptidos. Los valores indican las concentraciones
inhibidoras mitad de la méaxima (Clso) y la concentracién inhibidora minima que da lugar al 90% de inhibicion del
crecimiento (MICg0) en pug/mL. El error se reporta como desviacion estandar.

Células Eucariotas

Compuesto HEKa (Clso)) HEKa (MICq0) BJ (Clso) BJ (MICg0)
NB-RLP1006 155+1,7 64 - 128 1956+24 32
NB-RLP1048B 19,3£4,0 64 - 128 18,7+1,6 32
NB-RLP860 155+1,6 128 16,3+0,3 32
Piritiona de cinc 0,20 £ 0,001 1 2,2+0,3 4
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Ejemplo 7: Secuenciacion de las agrupaciones génicas biosintéticas del glicolipopéptido y de ramnosa de V. paradoxus
RKNM-096.

Para establecer la base genética para la biosintesis de los nuevos biotensioactivos glicolipopeptidicos descritos aqui,
se secuenci6 el genoma de V. paradoxus RKNM-096. V. paradoxus RKNM-096 se cultivd en caldo ISP2 y se aisl6 el
ADN gendémico usando el Kit de Aislamiento de ADN Microbiano UltraClean® segun las recomendaciones del
fabricante (Mo Bio, Carlsbad, CA, EE. UU.). El genoma se secuencié en McGill University y Genome Quebec
Innovation Centre (Montreal, QC, CA) usando 2 células SMRT en un secuenciador PacBio RSII (Pacific Biosciences,
Menlo Park, CA, EE. UU.). Se generaron un total de 140.476 sublecturas brutas con una longitud promedio de
11.269 pb y el ensamblaje del genoma se consiguié usando un proceso de trabajo HGAP (Chin et al. [2013] Nature
Methods 10, 563). Brevemente, las sublecturas brutas se generaron a partir de archivos de datos raw .bas.h5 PacBio.
Se extrajo un valor de corte de la longitud de la sublectura (30X) de las sublecturas y se us6 en la etapa de
preensamblaje (BLASR), que consiste en el alineamiento de sublecturas cortas en sublecturas largas (Chaisson y
Tesler [2012] BMC Bioinformatics 13, 238). Como los errores en las lecturas de PacBio son aleatorios, el alineamiento
de lecturas cortas multiples en lecturas mas largas permite la correccion de los errores de secuenciacién en lecturas
largas. Estas lecturas largas corregidas se usaron entonces como semillas en un ensamblaje posterior preparado
usando el ensamblador Celera (Myers et al. [2000] Science 287, 2196), que genera contigos. Estos céntigos se
"pulieron” entonces alineando lecturas brutas en céntigos (BLASR) que se procesaron entonces a través de un
algoritmo de llamada de variantes (Quiver) que genera secuencias consenso de alta calidad usando realineamientos
locales y puntuaciones de calidad PacBio (Chin et al. [2013] Nature Methods 10, 563). Se obtuvieron mas de
161.717,463 pb de sublecturas largas corregidas y dio lugar al ensamblaje de dos céntigos. Un contigo contenia
7.193.071 pb mientras el otro contenia 1.767 pb. El genoma se anot6 usando el servidor RAST (Aziz et al. [2008] BMC
Genomics 9, 75; Overbeek et al. [2014] Nucleic Acid Res. 42, D206; Brettin et al. [2015] Sci Rep. 5, 8265). La funcién
de marcos de lectura abiertos (ORF) identificada por la anotacion RAST se exploraron adicionalmente por BLASTP
(Altscul et al. [1997] Nucleic Acids Res. 25, 3389) y el analisis del dominio conservado (Marchler-Bauer y Bryant [2004]
Nucleic Acids Res. 32, W327) de secuencias de aminoacidos deducidas.

Sobre la base de la estructura de NB-RLP1006 se establecié la hipdtesis de que su biosintesis requeriria una NRPS
para sintetizar el dipéptido, una o mas aciliransferasas para acilar el péptido y generar el resto 3-(3-(3-
hidroxidecanoiloxi) decanoiloxi) decanoilo y una o mas glicosiltransferasas. El escaneo del genoma para genes que
codifican NRPS identificé dos loci. Un locus contenia un Unico gen que codificaba NRPS seguido de dos
glicosiltransferasas, asi este locus (12.721 pb) se analiz6 adicionalmente. Se identificaron seis ORF en este locus, que
se predijo que jugaban un papel integral en la biosintesis de glicolipopéptido (Tabla 3). Los seis genes, designados
ripA a ripE, estan orientados en la misma direccién y forman una regién contigua en el genoma de V. paradoxus
RKNM-096.

Tabla 3. Funciones deducidas de los Orf identificados en las agrupaciones génicas biosintéticas de glicolipopéptido
(Seq. ID:1) y dTDP-L-ramnosa (Seq. ID:2) de V. paradoxus RKNM-096.

Seq. ID. Fuente Nombre Inicio Parada Seq. ID. Tamano Funcion Propuesta

(ADN) (Proteina) (aa)

3 Seq. ripA 121 1.035 4 304 Regulador transcripcional
ID:1 LysR

5 Seq. rinB 1.437 8.912 6 2.491 Péptido sintetasa no
ID:1 ribosomal

7 Seq. ripC 8.924 10.243 8 439 dTDP-ramnosil transferasa
ID:1

9 Seq. ripD 10.276 10.488 10 70 Proteina MbtH
ID:1

11 Seq. ripE 10.497 11.465 12 322 dTDP-ramnosil transferasa
ID:1

13 Seq. rioF 11.462 12.721 14 419 Transportador MFS
ID:1

15 Seq. rmiB 299 1.378 16 359 dTDP-glucosa 4,6-
ID:2 deshidratasa

17 Seq. rmiD 1.375 2.265 18 296 dTDP-4-deshidroramnosa
ID:2 reductasa
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Seq. ID. Fuente Nombre Inicio Parada Seq. ID. Tamaiho Funcién Propuesta
(ADN) (Proteina) (aa)
19 Seq. rmiIA 2.298 3.194 20 298 Glucosa-1-fosfato
ID:2 timidililtransferasa
21 Seq. rmiC 3.191 3.736 22 181 dTDP-4-deshidroramnosa
ID:2 3,5-epimerasa

Genes implicados en la regulacion. El primer gen, ripA, codifica una proteina que presenta similitud con reguladores
transcripcionales que pertenecen a la familia LysR. El analisis de dominios conservados indico que RIpA contenia un
dominio de hélice-giro-hélice amino terminal y un dominio de unién a sustrato LysR carboxi terminal, lo que es
consistente con la arquitectura de dominios de los reguladores transcripcionales LysR. Esta familia de reguladores
puede funcionar como activadores o represores transcripcionales (Maddocks y Oyston [2009] Microbiology 154, 3609),
por lo tanto, es probable que RIpA juegue un papel en la regulacion de la biosintesis de glicolipopéptidos.

Genes implicados en la biosintesis de péptidos. Después de rlpA hay un gen grande, ripB, (7.476 pb), que codifica
una NRPS. El analisis de dominios (Bachmann y Ravel [2009] Meth. Enzymol. 458, 181) indicd que la NRPS consiste
en dos modulos (M1 y M2) con la siguiente organizacién de dominios (C-A-PCP)m1-(C-A-PCP-R)m2. La estructura
dimodular y la organizacién de dominios sugiere que RIpB genera un dipéptido, lo que es consistente con la estructura
de los glicolipopéptidos de V. paradoxus RKNM-096. El primer dominio del primer médulo de RIpB es un dominio de
condensacion. La presencia de un dominio C al comienzo de un médulo de inicio de NRPS es caracteristica de los
péptidos acilados. Los dominios C amino terminales pueden catalizar la formacion de enlaces amida entre el primer
aminoacido de un péptido y un acido graso. El acido graso puede ser presentado al dominio C como un intermedio
acil-ACP, como en el caso de la biosintesis de CDA (Kopp et al. [2008] J. Am. Chem. Soc. 130, 2656), o un intermedio
acil-CoA, como en el caso de la biosintesis de surfactina (Krass et al. [2010] Chem. Biol. 17, 872). Se realiz6 un analisis
filogenético del dominio C del moédulo de inicio de RIpB (residuos 12-437) usando el programa NaPDoS (Ziemert et al.
[2012] PLoS One 7, e34064). El dominio RIpB se agrupa cerca de los dominios C de los médulos de inicio que catalizan
la condensacion de un precursor de &cido graso con un aminoacido. El dominio C més relacionado en la base de datos
de referencia NaPDoS fue el médulo de inicio de la NRPS de bacilibactina (38% de identidad), que cataliza la
condensacion de 2,3-dihidroxibenzoil-ACP con glicina (May et al. [2001] J. Biol. Chem. 278, 7209). Esto sugiere que
la biosintesis de glicolipopéptidos empieza con la condensacion de un acido graso con el primer aminoacido del péptido
(serina). Analisis similares del segundo dominio C indicaron que estaba relacionado muy de cerca con el segundo
dominio C de la NRPS dimodular de bacilibactina, DhbF (54% de identidad). El analisis filogenético reveld que el
dominio C de M2 de RIpB se agrupaba con los dominios C que catalizan la condensacién de dos L-aminoacidos
(Ziemert et al. [2012] PLoS One 7, e34064), lo que es consistente con la estructura del glicolipopéptido.

Para predecir la especificidad de sustrato de los dominios A de RIpB, se extrajeron codigos de especificidad de sustrato
de los sitios activos del dominio A (8 residuos entre los restos A3 y A6) y se compararon con codigos de especificidad
de dominios A conocidos usando la herramienta NRPS Predictive Blast (Bachmann y Ravel [2009] Meth. Enzymol.
458, 181). El cédigo de especificidad del dominio A de M1 fue el mas similar a los dominios A de las NRPS de
nostopeptolido, pioverdina, CDA y enterobactina que activan L-serina (75-87% de identidad, 87-100% de similitud,
valor E 0,023-0,039), lo que sugiere que la L-serina se incorpora por M1. Esta observacion es consistente con la
estructura de los glicolipopéptidos. El cédigo de especificidad del dominio A de M2 mostr6é una baja homologia (50%
de identidad,
100% de similitud, valor E 0,98) con un dominio A de NRPS de tirocidina (TycB), que activa L-fenilalanina o L-triptéfano
(Mootz y Marahiel [1997] J Bacteriol. 179, 6843). Este bajo nivel de similitud impide la prediccion de la especificidad
de sustrato de este dominio A. Sobre la base de la estructura de los glicolipopéptidos de V. paradoxus RKNM-096, se
esperaria que el segundo dominio A activara L-leucina. La comparacion del cédigo de especificidad del dominio A del
médulo 2 de RIpB con los cadigos de especificidad de leucina (Stachelhaus et al. [1999] Chem. Biol. 6, 493) también
reveld una baja similitud, asi el cédigo de especificidad del dominio A de M2 de RIpB puede representar una nueva
variante para leucina, aunque es necesaria una evidencia bioquimica para establecer la especificidad de sustrato de
este dominio. También se analizaron los dominios PCP de RIpB y se encontré6 que ambos contenian el resto del
dominio PCP central con una serina invariable que representa el sitio de union de 4'-fosfopanteteina (Konz y Marahiel
[1999] Chem. Biol.6, R39).

El dominio final de RIpB es un dominio R. Los dominios R utilizan NAD(P)H como un cofactor para liberar
reductivamente los productos finales unidos a PCP como un aldehido o alcohol (Du y Lou [2010] Nat. Prod. Rep. 27,
255). La presencia de un residuo de leucinol en el extremo carboxi del resto dipéptido del glicolipopéptido es
consistente con la liberacién de un intermedio dipéptido acilado por un dominio R. Colectivamente, la estructura y
organizacion de los dominios de RIpB, asi como la especificidad de sustrato predicha de los dominios individuales,
son consistentes con la estructura de los glicolipopéptidos producidos por V. paradoxus RKNM-096.

Se encontré un gene pequefio (ripD), en 3' de ripB, que codifica una proteina de 70 aminoacidos que muestra similitud
con proteinas semejantes a MbtH. Estas proteinas se encuentran frecuentemente en asociacion con NRPS y se ha
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demostrado que son esenciales para la produccién de péptidos no ribosomal. (Baltz [2014] J. Ind. Microbiol. Biotechnol.
41, 357). Recientemente, se ha mostrado que estas proteinas facilitan las reacciones de adenilacién a través de la
interaccion directa con los dominios A (Herbst et al. [2013] J. Biol. Chem. 288, 1991). Asi, predecimos que RlpD
interacciona con uno o ambos dominios A de RIpB para facilitar la formacién de dipéptidos.

Genes implicados en la glicosilacién. La glicosilacion del dipéptido acilado generado por RIpB esta catalizada
probablemente por dos ORF (rlpCy E) en 3' rlpB. La secuencia de aminoacidos deducida de ripC (439 aa) muestra
similitud con la familia GT1 de glicosiltransferasas, que utilizan azlcares activados como sustratos para transferir
restos de azlcar a un conjunto diverso de moléculas aceptoras (Breton et al. [2006] Glycobiology 16, 29R). La
secuencia de aminoacidos deducida de rlpE (322 aa) muestra similitud con dTDP-ramnosiltransferasas. En la
biosintesis de ramnolipidos se utilizan dos glicosiltransferasas para transferir secuencialmente dos unidades de
ramnosilo al componente lipidico del ramnolipido (Deziel et al. [2003] Microbiology 149, 2005). RhIB transfiere ramnosa
de dTDP-L-ramnosa al grupo B-hidroxilo libre del &cido 3-(3'-hidroxidecanoiloxi)decanoico (HDD) para generar mono-
RL, mientras di-RL se forma por la transferencia de una ramnosa adicional de dTDP-L-ramnosa a mono-RL por RhIC
(Abdel-Mawgoud et al. [2011 ] en Biosurfactants, Springer- Verlag, Berlin Heidelberg). La relacion entre RIpC y RIpE
y los homdlogos RhIB y RhIC de P. aeruginosa PAO1, B. thialandensis E264 y B. psuedomallei 1710B se investigo a
través de la generacién de un arbol filogenético (método de agrupamiento pareado no ponderado con método de la
media aritmética). En este analisis, RlpC se agrupd con los ortélogos de RhIB, mientras RIpE se agrup6 con los
ortélogos de RhIC. Aunque RIpC se agrupé con los ortélogos de RhIB, no se agrupé fuertemente ya que mostrd una
identidad de secuencia limitada con estas enzimas (18,6-23,1%). Por el contrario, RIpE compartié entre el 39,6-40,7%
de identidad con los ort6logos de RhIC. Estos datos sugieren que RIpC y RIpE realizan funciones similares a RhiB y
RhIC, respectivamente. Establecimos la hipotesis de que RIpC cataliza la ramnosilacién de un intermedio dipéptido
acilado utilizando dTDP-L-ramnosa como el donante de carbohidrato. La limitada homologia de secuencia entre RIpC
y los ortélogos de RhIB puede reflejar la diferencia significativa en los sustratos de glicosilacién utilizados por las
enzimas. Se predice que RIpE cataliza la segunda reaccién de glicosilacion, transfiriendo ramnosa de dTDP-L-
ramnosa al producto de la reaccién de RIpC.

No se encontraron genes que codifican la biosintesis de dTDP-L-ramnosa muy cerca de la agrupacion génica del
glicolipopéptido. El escaneo del genoma para homoélogos de genes biosintéticos de ramnosa en P. aeruginosa PAO1
(rmIBDAC) identifico cuatro genes que presentaban una fuerte similitud de secuencia con los de P. aeruginosa
(identidad/similitud: RmIB - 79%/89%, RmID - 60%/71%, RmIA - 78%/89%, RmIC - 66%/80%). En el genoma de V.
paradoxus RKNM-096 los cuatro genes estan agrupados y se encuentran en el mismo orden que en P. aeruginosa
(rmIBDAC) (Rahim et al. [2000] Microbiology 146, 2803). Este locus proporciona probablemente los sustratos dTDP-
L-ramnosa utilizados por RIpC y RIpE. La modulacién de la expresion de uno o mas componentes de la ruta biosintética
de la dTDP-L-ramnosa por un experto en la técnica puede ser una estrategia efectiva para incrementar los
rendimientos de glicolipopéptido.

Genes implicados en el transporte. Directamente en 3' de rlpE hay un ORF (ripF) que codifica una proteina, que es
similar a los transportadores de la familia de facilitador mayor de una variedad de bacterias. RIpF presenta un 38% de
identidad y 54% de similitud con PA1131 de P. aeruginosa PAO1, que esta inmediatamente en 5' de rh/C (Dubeau
[2009] BMC Microbiol 9, 263). RIpF esta implicado probablemente en el eflujo de glicolipopéptido.

Genes implicados en la biosintesis del resto lipidico. En la biosintesis de ramnolipidos, el resto HDD se produce por
RhIA, que condensa dos moléculas de B-hidroxidecanoil-ACP de la biosintesis de acidos grasos para rendir acido 3-
(3'-hidroxidecanoiloxi)decanoico. El escaneo del genoma de V. paradoxus RKNM-096 para homélogos de RhIA no
identificé ninguna proteina con una similitud significativa con RhIA. Asi, la generacion del resto lipidico de los
glicolipopéptidos de RKNM-096 esta dirigida probablemente por un nuevo mecanismo, todavia no identificado.

Genes implicados en la acetilacién de glicolipopéptido. Los analogos acetilados de NB-RLP1006 son abundantes en
los caldos de fermentacion de V. paradoxus RKNM-096. No se identificaron genes que codifican acetiltransferasas en
la agrupacion génica. Asi, es probable que la acetilacion esté catalizada por una enzima codificada en otro lugar del
genoma de V. paradoxus RKNM-096.

Biosintesis propuesta. La biosintesis de glicolipopéptido empieza presumiblemente con la formacién del resto 3-(3-(3-
hidroxidecanoiloxi)decanoiloxi)decanoilo a través de un mecanismo todavia no identificado. Después de la formacion
del resto lipidico, este se presenta probablemente al dominio C de M1 de RIpB que condensa el resto lipidico con L-
serina. EI M2 de RIpB incorpora entonces L-leucina para formar un intermedio dipéptido acilado unido a PCP que se
libera de la enzima por el dominio R C-terminal de RIpB, dando lugar a la formacion de un residuo de L-leucinol
terminal. La dTDP-L-ramnosa, producida por el operén rmIBDAC, se utiliza entonces por las ramnosiltransferasas
RIpC y RIpE para glicosilar secuencialmente la aglicona dando lugar a la produccién del glicolipopéptido glicosilado
final NB-RLP1006. NB-RLP1006 serviria como un sustrato para la acetilacion para formar NB-RLP1048A y NB-
RLP1048B.

Para demostrar la implicacién de la agrupacion génica ripA-rplF en la biosintesis de glicolipopéptidos en V. paradoxus
RKNM-096, se expresd rlpE en E. coliy la actividad de la enzima se demostré usando NB-RPL860 como un sustrato.
El analisis por bioinformatica indicé que RIpE cataliza la segunda ramnosilacion en la biosintesis de glicolipopéptidos,
convirtiendo los glicolipopéptidos mono-ramnosilados (p. ej., NB-RLP832 y NB-RLP860) en glicolipopéptidos di-
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ramnosilados (p. ej., NB-RLP978 y NB-RLP1006). El gen ripE se clon6 en pET28a (EMD Millipore, Darmstadt, AL) con
una etiqueta de hexa-histidina amino terminal usando técnicas de clonacion estandar y la clonacion sin mutacion se
verificé por secuenciacién. Debido al alto contenido en GC de ripE, se eligid6 E. coli Rossetta DE3 pLysS (EMD
Millipore) como el huésped de expresién ya que esta cepa expresa ARNt para codones raros ricos en GC (AGG, CCA,
GGA). Se usé una unica colonia para inocular 50 mL de LB Miller (EMD Millipore) suplementado con 50 pg/mL de
kanamicina (Sigma- Aldrich) y 34 pg/mL de cloranfenicol (Sigma-Aldrich) y el matraz se incubé a 37 °C con agitacién
a 250 rpm toda la noche. Los cultivos de expresién (50 mL) se realizaron en LB Miller suplementado con kanamicina
y cloranfenicol. Estos cultivos se inocularon con 0,5 mL del cultivo de toda la noche y se cultivaron a 37 °C y 250 rpm
hasta que la densidad éptica (600 nm) alcanzé 0,5, después de lo cual se afadid IPTG a una concentracion final de
1,0 mM para inducir la expresion de proteinas y los cultivos se incubaron a 15 °C durante 24 h. Las células se
recogieron por centrifugacion (6.000 x g durante 5 min) y se lavaron una vez con Tris-HCI 20 mM (pH 8,0). El sedimento
celular se congel6 a -80 °C hasta que pudo realizarse la purificacion. Para purificar RIpE etiquetado con His, las células
se descongelaron, se suspendieron en tampon de lisis (NaCl 500 mM, glicerol al 5%, Triton X-100 al 1%, Tris-HCI 25
mM, pH 8,0) y después se lisaron mediante sonicacion. Los restos celulares y la proteina insoluble se eliminaron por
centrifugacién a 15.000 x g durante 30 min. El sobrenadante se mezclé con 0,5 mL de resina HisPur Ni-NTA (Thermo
Fisher Scientific). La resina se lavo seis veces con 1,0 mL de imidazol 75 mM. El RIpE etiquetado con His se eluyé
con 1,0 mL de imidazol 250 mM. Se realizaron y combinaron cuatro lotes de elucién. El tampdn de elucion de imidazol
se intercambi6 con tampoén de enzima (Tris-HCI 25 mM, glicerol al 10%) y se concentré por filtracion centrifuga usando
un filtro rotativo Macrosep 3 kDa (Pall). Después de la concentracion, la enzima se repartié en partes alicuotas y se
almaceno a -80 °C. La pureza de la enzima se analiz6 por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (gel
al 4-15% Mini-PROTEAN preparado comercialmente, 160 V, 30 min; Bio-Rad). El peso molecular calculado de RIpE
etiquetado con His fue 38,2 KDa. El peso molecular aparente de la proteina purificada fue 33,05 kDa, lo que esta muy
de acuerdo con el peso molecular esperado (Fig. 2A).

La actividad de RIpE se establecié incubando la enzima (0,1 uM) en tampédn de reaccién (Tris-HCI 25 mM pH 8,0,
MgCl22,5 mM) con 1 mM de TDP-L-ramnosa y NB-RLP860 0,5 mM. Las reacciones (200 pL) se incubaron a 30 °C
durante

4 h. Una porcion (25 pL) de la reaccion se retir6 a los 15 s, 1 min, 5 min, 20 min, 1 h'y 4 h. La reaccién se paré por la
adicion de dos volumenes de metanol, seguido de congelacion ultra rapida. Las reacciones paradas se separaron por
UPLC (Accela™, Thermo Fisher Scientific Mississauga, ON, Canada) y los eluatos se analizaron por HRESIMS (LTQ
Orbitrap Velos; Thermo Fisher Scientific) (modo positivo, monitorizacion m/z200-2.000). La separacién cromatografica
se consiguié con una columna Hypersil Gold 1,9 um C1s 175 A 50 x 2,1 mm (thermo Fisher Scientific) y un gradiente
lineal de H20 al 50%/FA al 0,1% (disolvente A) y acetonitrilo al 50% (CH3CN)/FA al 0,1% (disolvente B) a disolvente
B al 100% durante 5 min, seguido de mantener el disolvente B al 100% durante 3 min con una tasa de flujo de
300 uL/min. Las reacciones realizadas con enzima hervida no mostraron conversion de NB-RLP860 a NB-RLP1006.
Por el contrario, las reacciones enzimaticas que contenian 6xHis-RIpE intacta dieron lugar a la conversion completa
de NB-RLP860 a NB-RLP1006 después de 4 h (Fig. 2B). Estos datos indican que RIpE cataliza la segunda etapa de
ramnosilacién en la biosintesis de glicolipopéptido en V. paradoxus RKN-096. Como los genes para la biosintesis de
productos naturales en bacterias estan tipicamente agrupados, este descubrimiento también proporciona una
evidencia fuerte que confirma la agrupacion génica propuesta como el locus responsable para la biosintesis de
glicolipopéptidos.

También exploramos la capacidad de 6His-RIpE purificado de afadir iterativamente unidades de ramnosa a NB-
RLP860 mediante el escaneo de los datos de HRMS para masas consistentes con los tensioactivos glicolipopeptidicos
que contienen tres residuos de ramnosa (calc'd [M+H]* 1153,7204), cuatro residuos de ramnosa (calc'd [M+H]*
1299,7783) y cinco residuos de ramnosa (calc'd [M+H]* 1153,7204). Se obtuvieron masas consistentes con productos
de reaccion triramnosilados y tetraramnosilados y difirieron de los pesos moleculares esperados en <1,03 partes por
millén (ppm) y < 0,6 ppm, respectivamente. De forma interesante, se observaron dos picos para cada masa, lo que
sugiere que unidades de ramnosa adicionales estan unidas en dos posiciones diferentes de la estructura de NB-
RLP1006. Respecto a la produccion de NB-RLP1006, los glicolipopéptidos tri-ramnosilados y tetra-ramnosilados
constituyeron el 2,99% y 0,14% de los productos de la reaccion. No se detectaron glicolipopéptidos penta-
ramnosilados. Estos datos indican que puede usarse RIpE expresado recombinantemente para generar analogos de
glicolipopéptidos con hasta cuatro residuos de ramnosa. Dichas modificaciones pueden alterar las propiedades
funcionales del glicolipopéptido. Las propiedades pueden incluir, pero no se limitan a, humectacién, espumacion,
capacidad tensioactiva y emulsificacion.

La elucidacién de la ruta biosintética para los biotensioactivos glicolipopeptidicos producidos por V. paradoxus RKNM-
096 establece el estadio para la modificacién racional de la ruta biosintética para generar nuevos analogos o para
incrementar los rendimientos. Los analogos pueden generarse por los expertos en la técnica a través de la modificacion
de las enzimas responsables de la biosintesis e incorporacion de las porciones de lipido, péptido y carbohidrato de la
molécula. Los rendimientos pueden incrementarse por los expertos en la técnica mediante la modificacién de genes
reguladores y/o promotores, mediante la sobreexpresion de enzimas que representan etapas limitantes en la ruta
biosintética 0 mediante la inactivacion de enzimas que llevan a cabo reacciones no deseables. El conocimiento de la
ruta biosintética también permite la expresion en un huésped heterdlogo, lo que puede permitir mejoras en el
rendimiento o la generacion de analogos de glicolipopéptido.
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Ejemplo 8: identificacion de biotensioactivos relacionados en otras bacterias.

Se realiz6 la secuenciacion de las agrupaciones génicas biosintéticas de glicolipopéptido y ramnosa de V. paradoxus
RKNM-096. Antes del descubrimiento de la serie de glicolipopéptidos de biotensioactivos y la agrupacion génica
biosintética asociada descrita en la presente memoria, no habria sido posible predecir de manera exacta la produccién
de biotensioactivos glicolipopeptidicos relacionados sobre la base Unicamente del analisis de la secuencia de ADN.
La identificacién de la agrupacién génica biosintética de glicolipopéptidos permite ahora la interrogacion dirigida de
genomas microbianos para agrupaciones génicas relacionadas, lo que puede tener el potencial de producir nuevos
biotensioactivos glicolipopeptidicos. Como rlpC codifica una nueva ramnosiltransferasa, que glicosila un intermedio
dipéptido acilado caracteristico de la clase de glicolipopéptidos de biotensioactivos, usamos la secuencia de
aminoacidos deducida de este gen para buscar genomas bacterianos disponibles para homoélogos. Esta busqueda
identificd homologos que presentan RIpC a partir de una amplia variedad de bacterias. Investigamos entonces regiones
gendmicas que flanquean los genes que codifican los homologos de RIpC para la presencia de homologos de los otros
genes biosintéticos de glicolipopéptidos. Se presentaran dos ejemplos para demostrar la utilidad de usar secuencias
de la agrupacién génica del glicolipopéptido como sondas para descubrir productores de nuevos biotensioactivos
potenciales.

Se identificd una agrupacion génica homdloga en el genoma de Janthinobacterium agaricidamnosum DSM 9628 (no.
de acceso GenBank NZJHG322949.1) (Fig. 3). J. agaricidamnosum es una beta-proteobacteria como V. paradoxus,
pero pertenece a una familia diferente. EI homologo de RIpC en esta cepa (WP_038493268.1) presentd un 68% de
identidad con RIpC. El escaneo del genoma alrededor del homélogo de RIpC identificé otros homélogos de genes
presentes en la agrupacién génica del glicolipopéptido. Directamente en 3' del homologo de RIpC habia una proteina
semejante a MtbH (WP_038493269.1) que compartia el 69% de identidad con RlpD. En 5', se identific6 una NRPS
dimodular (WP)038499875.1), que mostr6é un 68% de identidad con RIpB y contenia una organizacion de dominios
idéntica ([C-A-PCP]m1-[C-A-PCP-R]wmz). El andlisis de los sitios activos (Bachmann y Ravel [2009] Meth. Enzymol. 458,
181) indic6 que la especificidad de sustrato predicha también concordaba con la de RIpB, con el cédigo de
especificidad del dominio A de M1 concordando con el de L-serina y el codigo de especificidad del dominio A de M2
concordando con el del dominio A de M2 de RIpB, indicando que la L-leucina se incorpora por M2 (Fig. 3). También
se encontraron un dominio C y dominio R en el extremo amino y carboxi de la NRPS de J. agaricidamnosum,
respectivamente. Esto sugiere que la biosintesis se inicia por condensacién de un intermedio acilo con serina, y se
termina por la liberacién reductora de un dipéptido acilado, similar a lo que se predice para la biosintesis de
glicolipopéptido en V. paradoxus RKNM-096. No se encontr6 homologo de RIpE en la agrupacion génica de J.
agaricidamnosum DSM 9628, lo que indica que el producto de la agrupacién contiene probablemente un Gnico residuo
de ramnosa. También se detectd una agrupacién génica con una organizacion altamente similar a la de J.
agaricidamnosum DSM 9628 en el genoma de V. paradoxus DSM 21786 (no. de acceso GenBank NC 022247.1).
Colectivamente, estos datos sugieren que J. agaricidamnosum DSM9628 y V. paradoxus DSM 21786 poseen la
capacidad de producir nuevos biotensioactivos con estructuras relacionadas a las producidas por V. paradoxus RKNM-
096. Sobre la base del analisis de bioinformatica presentado aqui, predecimos que el o los compuestos producidos
por estas bacterias serian un dipéptido L-serinil-L-leucinol N-acilado que porta un Unico residuo de ramnosa.

El escaneo del genoma usando la secuencia de RIpC también identific6 una agrupacion génica posible de
biotensioactivo en la alfa-proteobacteria relacionada de forma mas distante /nquilinus limosus DSM 16000 (no. de
acceso Genbank NZ_AUHMO01000002.1) (Fig. 3). El homologo de RIpC (WP_026869107.1) en /. limosus compartia
un 61% de identidad con la proteina de V. paradoxus RKNM-096. Se identificaron genes que codifican una proteina
semejante a MtbH (WP_026869104.1) y una NRPS (WP026869105.1) inmediatamente en 5' del homdlogo de RipC.
La proteina semejante a MbtH compartia un 56% de identidad con RlpD. La NRPS era una enzima monomodular con
la siguiente organizacion de dominios: C-A-T-R (Fig. 3). El andlisis del sitio activo del dominio A (Bachmann y Ravel
[2009] Meth. Enzymol. 458, 181) indico que la L-serina es el sustrato probable de esta enzima. La presencia de un
dominio C en el extremo N y un dominio R en el extremo C sugiere que el producto de la NRPS es un serinol acilado.
También se detect6 un homodlogo de RIpE (WP_034850803.1) en la agrupacion génica de I. limosus (41% de
identidad), lo que sugiere que el intermedio serinol acilado puede glicosilarse secuencialmente para rendir un producto
que porta un resto diramnosilo similar a NB-RLP1006. El producto final puede exportarse fuera de la célula a través
de la accion de un exportador MFS (WP_034850806.1) que comparte un 52% de identidad con RIpF.

Para validar nuestra estrategia in silico para identificar productores de biotensioactivos glicolipopeptidicos, obtuvimos
J. agaricidamnosum DSM 9628 y V. paradoxus DSM 21786 de la coleccion de cultivos Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ). Cada cepa se fermentd en una variedad de medios de cultivo para
promover la produccién de biotensioactivos predichos. Las fermentaciones se extrajeron dos veces con un volumen
igual de EtOAc. La capa organica se evapord y los extractos concentrados resultantes se analizaron por UPLC-PDA-
ELSD-HRESIMS como se ha descrito anteriormente para NB-RLP1006 (Ejemplo 3). Se observaron tres picos
prominentes eluyendo a los 3,07, 5,05 y 5,51 min en los cromatogramas ELSD y HRESIMS de J. agaricidamnosum
DSM 9628. El pico a los 3,07 min (HRESIMS m/z 1182,6217 [M + H]*, calcd para CssHssN12016, 1181,6201) podria
atribuirse al compuesto conocido jagaracina reportado previamente de esta cepa (Graupner et al. [2012] Angew Chem.
Int. Ed. Engl. 51: 13173). La extraccion de los espectros de masa para los picos que eluyen a los 5,05 y 5,51 min
revel6 iones [M + H]* de m/z 833,5741 y m/z 861,6033, respectivamente. Los iones [M + H]* observados mostraron
una diferencia de masade -1,5y 1,0 ppm de los iones m/z[M + H]* predichos para los glicolipopéptidos monoramnosilo
NB-RLP832 (m/z 833,5741 [M + H]*) y NB-RLP860 (m/z 861,6033 [M + H]*), respectivamente, lo que indica que los
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compuestos esperados habian sido producidos por J. agaricidamnosum DSM 9628. De manera similar a NB-
RLP978A-C y NB-RLP1020A-C, la masa de NB-RLP832 concord6 de cerca con la predicha para un analogo de NB-
RLP860 que carece de dos grupos metileno. Estos compuestos se purificaron y sus estructuras se elucidaron usando
una combinacion de experimentos de RMN 1D y 2D. Este andlisis confirmé inequivocamente que el biotensioactivo
monoramnosilado esperado habia sido producido por J. agaricidamnosum DSM 9628 (véase el Ejemplo 3).

Un analisis idéntico de los extractos de la fermentacién de V. paradoxus DSM 21786 también revel la presencia de
un pico que eluia a los 5,51 min en el cromatograma HRESIMS. La inspeccién del espectro de masa asociado con
este pico reveld la presencia de un ion [M + H]* con una m/z de 861,6104, que se diferenciaba de la masa esperada
(IM + H]* m/z 861,6046) por 5,8 ppm. El tiempo de retencién idéntico y la masa monoisotoépica indicaron que tanto J.
agaricidamnosum DSM 9628 como V. paradoxus DSM 21786 producen NB-RLP860.
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<110> Croda International Plc
<120> Biotensioactivos glicopeptidicos

<130> RIC/MP7270267

<160> 24
<170> Patentln version 3.3
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<212> ADN
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gtegtgtcete
ccgectegeca
atgaatggca
taccgcgage
agccatgggce
ggcggegtgg
ggcacgatcg
agctttcegta
cggctcggeg
gttgecgeeeg
cgcgacacgce
catccctttg
gactacgtgg
gaagaccgcc
accgatctcg
tacgcgatcg
aagcgcttcg
tcecgagegeg
ctgcgegagt
aacattcttt
gcgattcagg
tttecttecect

tgaacggatt

cttetttteg
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tgcatatcga
gcagcgtgag
tgggacggct
cgcccacgcec
aagcggcgcet
ttcacatgag
agctggcgec
cactcgacag
agcgcacgca
tgaagcgecceg
cggtgcgcac
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tcgcaacttce
aaaaccgtca

gttaccgegg

tggggtgttc
cgcaaggttt
ctecggtcgac
ccgegecgeg
gcggetgett
gcgcgecgac
gcacgagccce
cgacatcgge
cggcgtgegg
cggeccgceate
tcttetgaaa
gcgcaagggg
gcacgccgac
gaccgagcac
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ggccaaccgt
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gagattcccc
gacgcgcgaa
gggatgaaat
ctgaaagtgt

agcaccggca
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caacgggccg
gccttcaata
ctcaatctge
gagtcgetgg
ttgaaagacg
cggctegegg
gatcgctteg
gaggggcgct
ctggagaccc
gatttcgect
gaccgctaca
caggcgcetge
acgctgegea
ttcatggtge
atcgcgcgag
cgcgatttca
tggttgcgge
gtacgcgecg
tacagcttte
atacgatgaa
ctttegeget
tgaaaccact

tttctecttg

actgggaggt

aaataatcaa
tgecgectgtt
gcctcacgea
cgctcttcac
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tcgtgetget
tcgaggeget
tcttgcagtt
taccggccat
ggtttgcgga
gcgtgteget
aggtgatcac
cgcggtgcaa
tcgececagtt
agccttcgat
caaagacgtt
tgtacagtgg

agcggccgat
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tccatttcac
gtaccgtcga
tcggcgcaaa
caggcgagat
aggccacgeg
ttttcaccgg
ccgagecgetg
ggctgtcege
acatcgeget
ccgegatggt
agctggeccga
actggaccga
tcaacgtcgg
tgcagaccat
cggcectacct
cgcgccacaa
gcctggegat
tgcggcagat
tgctggtgaa
acttcegett
acctcggeat
ccaaccccgce
tcatcgacge
ccgaagagceg
cccatctcac
gcttcecgacgg
acctgctgeg
cgatggacct
tcgatcecgga
gcctegtcac

tcgatgtage

gcgcacatge
tcagctggge
gttcgegteg
cgaccccgcg
cctgagette
cgagatcccce
gatgcatgcg
gctgatecege
cgacggcttc
cgacaacaac
cgaagaacat
gcgcecttegece
tggcctcettg
cgcgcaagag
gtaccgegea
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gcgegeggac
cctgeggeac
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ttgctcgeca
gaccgcatcg
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ES 2809 727 T3

atttcactca
ccettaccte
atttcaatct
cggccatgeg
cgcaagggcec
tcagcggcega
gcagcatcga
atcgccacat
tcatcgcacg
ccgaagacte
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ccgtggtcaa
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ggccaacgceg
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cgtcgagccce
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ggcgctcgeg
cggcgeggcec
cggcgatgeg
agccgceccce

cgacaccaac
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cgatcgacce
agggtgcggt
acggccttca
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agcagcacct
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gcccgatctg
gcgtgactgg
cgttgectgag
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ccgaccagca
tgctgcagca
aaaagcgtct
tgcgcacgeg
tccegteget
aagtgcaggc
gecctetggge
tcggcggceca
tcgacctgee
tcgaccagga
cgctgtectt
cctacaacat
cggcgctcgg
acgggctgcce
ccgacagcag
atctcggcag
tgctgetget
gcgacatcag

tgeccgetgea

ttcgecatceg
cgtgtcgcac
ggccgacgac
cttetggeeg
tgcggcecctac
gtcgatgctce
cgtgatctge
ctcgtgegag
ggagtgcgaa
gaacacccag
cgagctgtac
cgeccgagegt
cgacctcgeg
ggtgaagatc
tccgeaagtce
cgtggectac
cctegegecaa
gccgctcgga
cgccacgecyg
cgagacgctg
ctcgctgatg
ggtcgacacg
atcggtcgee
cgcgcagege
gcecgetegeg
cgacctggtg
gtaccagcac
cgaagaagaa
cgcggegece
gctcacgcac
cgtggectat

atacgccgac

gcctatgtga
cgcgccatceg
cgegtgetge
ctgatcgacg
ctcgegggge
gaggtcttcc
agecggcgaag
ctgcacaacc
cgcacggacyg
atgcacgtgc
atcgegggeg
ttcatecgeca
cgctggegea
cggggcctge
gcgcaggecg
gtcgttgega
tegetgeceg
cccagcggca
tacgcegege
catttgecege
atcgtgcagce
ctgttccagg
cgteccegagec
cgectgtgge
ctgcgectgt
cagcgecacyg
atcctecgacg
atcgeggege
ttgcgegtcet
cacattgccg
gcegegeget

tacgegetgt
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tctacaccte
tcaaccgcct
agaagacgcc
gtgccacget
tgatcgcgga
tgctcgagece
cettgtegece
tctacggtce
acgcagaagc
tcgacagcgg
tcggectege
acccctacgg
aggacggcag
gcatcgagcce
cegtggtgge
cggacgctge
agtacatggt
agctcgaccg
cgcgcacgece
gcgteggtgt
tcatgtcgat
tctccaccat
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tgatgaacca
cgggtgtgcet
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ttccagcette
ggtgettgeg
ggagggcatc
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cctgcageccce
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gctcgaagge
cgatcgcacc
cacggtctac
gcgteeggeg
cgectgeggge
gctecgecgge
ctegetgetg
ggcgecggge

gctgetegge

34

ggcatgeccca
caggaccgct
gacgtgtcegg
aaaccgggcg
accacgatcc
gcatgcacca
tcegecagttec
geggtegacg
cccatcggece
gtgccggecg
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ttegtcagece
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atgccgagag
ccgagcaact
atgtggtccc
acgggcaggc
tcggegeggg
tggacgaact
agccgagcect
accaggagtt
acctgeceget
tgcecgggect
cgttcatcct
tccagtacag
tgcgtttget
tgagcgcgga
cgecegetete
cagtggtgcet
tctegecacct
cgcgtteget
tgcccatcga
ccgecgeggt
tecgegetega
tgcatgcgge
tgcccaaggg
agcggctcegt
cgtcggtgat
cggagcaact
cgctgattcc
cgctggtggt
gccgcatgat
cgatgacggce

tgctcgacag

catggccggce
ggcgcectgece
gctgcagatt
cagcgtcttce
cgacgacatc
catcggctge
gcgcgagetg
tccgtacgac
gttccaggtc
gtcgategeg
cggcgagcaa
caccgacctg
ggaagaggcc
agaaaccgac
gttcgeegac
cgacgacgcg
gctgegtgeg
cgacctcatc
ccccaaccac
gctgacgcac
cagcgacagc
caatccacag
cgtggtggtg
catcggccac
ggaccagctg
gctecggecacg
gceccgecgeg
cggcggcegat
caacgcctac
cgaggagttg

cgccctgeaa

cgccagegtg
gtcgaccacg
ccgtegeatg
atggtgctge
gtcatcggca
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gtctcgegeg
cgectegtgg
atgctgggcet
ccgcagecgg
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cgecctgetgt
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ggctcgegeg
atggcctttg
gagctggccg
ctcgegacce
gcctgecacceg
ggcccgaceg
ccctecateg

ccggtgeege
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agttctggeg
cacggccgcet
tgcatgaacg
aggccgcact
gcecggtege
cgetggtget
tgcgegecac
agctgctgeg
tccagggcac
tggccatcga
atggcctgcece
gcacggtcga
ccgacgatge
ccgactggag
cgcatgeege
acgccgaact
gggttggcge
tggccatcgt
gcagcgcctt
tgcecgaget
cgetggecat
acctcatcta
gcctgggeag
tgctgcagtt
gcgecggtge
atctgctcga
tgccgcacgg
ccgegetgge
agatcaccat
gccagccgat

cgggtgtcge

ttcectegetg
cgtgeccgace
catcctgcaa
cgegggecte
ggggcgcagce
gcgcactgac
caacctcgeg
tcecgggecge
gagccgectg
caccgcgaag
gggcggcatc
ggccatggge
ggtgagtgge
cggccgcacg
ggagcgecceg
cgatgcacgce
catcgtcgeg
gaaggccggce
cgtgttcgag
ggtcggegtt
ccagtecggat
cacctcecgge
cctecggecace
ctecctecage
cgcgetggtg
gaagcaggcc
cgagttcccg
ggcgaagtgg
ctgecgegage
ctggaacacg

gggcgagcete

35

agcgacctge
taccgeggeg
ctggcgegeg
ctgagccgece
gaccatgcge
acctcgggece
gcctatgega
tcgegegeca
tcgttcagece
ttcgacctgt
tccggeggcea
gcgeggetgg
ctcgccatce
cgcgaccttg
cttgcagatg
gccaaccggce
acagtgctge
gcggcectace
gaggccgcgce
ccececgetgea
acgccgetgg
tccaccggea
gcgatggegg
ggcttcgacg
gtgcegggge
gtgagccacg
cacctgcaga
tcgcaaggce
atgagcgecge
cggatgtatg

tacatecgeceg

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020



gcagcggegt
ccgacccgca
gcgecgacgg
tececgeatega
ccgeccgtgat
ccggttececga
acatggtgcce
tcgacaagaa
gcacgccgac
tcggcatcca
gcatgcgcat
cgacgattge
acctgtcgeg
tcgcacecgeg
ccgegetgtt
aggccggcga
acaacgcgcg
acgctgccgt
tcgacttect
tgctegaatg
tgatcgacca
gcgggctggt
cgcaggcgceg
cgcacgcgat
tggaagcgat
gcgccatcect
gccaggeggce
tggagccggt
atgaccgcga
cgccgeaggt
gcceggtgga

cgcgecgege

ggcgegegge
tggcgegece
cacgctcgac
gcecgggcgag
cgcccgcgag
gccgcagcecce
ttcggectte
ggcgcectgeeg
cgagaaactg
cgacaacttc
ccgccageag
cgacctggece
cgagctcgac
ccgegtgtte
gcgcgacacce
gcagcgcecte
catcaaggtc
gcaactggtg
gcatccctac
gacggcgceag
gaacaacaag
cgacggctac
cggcatgeeg
ctgcaatgece
tcccgatatg
cggcecttgeg
gctgegggtg
cgggctggag
cctggeecgeg
gagcggcgeg
ccgegacctg

cctggaaacce

tatctcaacc
ggcagccgca
tteccteggee
atcgaatceg
gacgtgccceg
accgagctge
gtgegectge
gtgcecgace
ctecgegggece
ttcgagatcg
gtgcgegegg
gcectggeteg
ctgcecegege
ctcaccggecg
gcggectgeg
aagcgcacgce
gtgaccggcg
cgcgacggct
gcgagcctca
gggcgcegega
gaagacacca
agccagagca
gtggcgatct
gacgacctga
gacctgeccege
gcgcaggagg
cgcgacattce
ccectggetge
gtgctcgeca
gccacgcatg
ctgcageget

accacttcat
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ggccggeatt
tgtaccgcag
gcgccgacca
tgctgectcaa
gcgagaagcg
gcgcccacat
cgtegetgece
agcagcccge
tctggteccga
gcgggeattce
acttcccgea
acaacgaagg
acatccgeccce
cgagcggcett
tggtctgeca
tggcccageg
acctcggcaa
gcgacgccat
agcccgcgaa
agagcatgca
tcaccgagca
agtgggtcgg
accggctggg
tctggegegt
tcaacctcac
cctecgtgggg
cgcacgtett
agcgcgcegcea
tecctcegacceg
cgcagctcega
acttcgtcega

aggagcacac

gagtgcggaa
cggcgacctce
gcaggtgaag
gcaccegttg
cctggtcegec
ggcgcaggcec
gctcacgcaa
cgcgetgtac
gacgctgcac
gctcatggeg
cgcegaggte
cggcacggte
gcaggccact
cgtcggecagt
cgtgegegeg
ccagctcggt
gcecgegectg
ctaccactgc
cgtcgacage
ctacgtctcee
atcggcgctg
cgatgcgctg
ggcagtcacc
ggcgecatcte
accggtggac
ccaggtgttce
cgagcgcatg
tgcacggctg
ctacgacacc
ggccatcgge
cctgggeate

ggaatggcac
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cgcttcateg
gcacgctggc
atcecgggget
atcacgcagg
tacttecgtceg
ttgcecegact
agcggcaagce
gtggagccce
ctggagcgtg
atccagctgg
tacaaccgcec
gaggcgetgg
gcaccgaagc
cacctgctgg
cccgacgagce
gcgatetggg
ggcctegatg
gccgegeagg
gtggtcacgc
acgectggetg
gcctcatgga
gcccgcgagg
ggcgaccaca
tatgcecgace
gacgtggcge
cacctgatga
ggcatgcgge
gcegtegege
acggccacgc
gcgecgatee
gacaccaagg

gctatctecat

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940



cgcagcaacc
gaaccagggg
gaccggtgeg
caagcgcettt
gaagcactte
agacttcgag
gctaggcaag
gctctegage
agggcgggtg
gcaacgctac
cgtcgatgeg
atacccgege
gagccgcgac
gctggtcacg
gcaggcgetg
gcecgecectg
ccggectgetg
tgcattgagce
cgccgcgcgce
gcgcecaggte
ggcggtgetg
cgaggcactt
caaaggaaat
gtgaacgacg
caggtggcge
caggacatgc
ccttecegtt
tccatteget
gcgattggea
gcggecatecge

tcttettect

gcecttgeegg
cacgaggtgce
ggcttcacgce
cccgagcgec
tttgecegatg
gccgatgeca
gagcgcgaag
tgcgacaccg
cgcaacaagg
ttcgacacge
atggtgaagc
agcgacctge
ttcacgecege
cagggcacgc
gccggcgaca
acggtgaacc
cccaagcetge
ctcggtgtge
gtggcctggt
ggcgacgcegg
cgtgaggact
ctgcaaacct
cccagatgag
agggccagca
tggcgeccgac
gcecegegtte
cggtgecgte
ggcggecteg
tgcggegete
gggcgcectte

gctcgaccag

gacacgtcct
gggtgcacac
ccttcgageg
agcgcatcge
cgatggeccege
tegtggtega
accgeccgge
ccttettegg
cgatgaacgc
tgctegegeg
tgccecgatct
ccgegteggt
ccgagtggtg
tggccaacca
agaacatcct
tgccecgecaa
acgcgatggt
cgctggtggt
cgggcgcggg
tgcgcaaggt
tcgettgeca
tcgecateege
caacccgttce
ctecgetgtgg
cgaccgcgac
gctggtggtg
gtcgtcacct
tgtcecgecacce
gtcgatgegg
aaccgcggca

gattcgaagc
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gccgatgetg
cgcgagccag
cacgatcgac
ctcggecgeat
gcagcatgeg
cacgatgttc
catcgtegge
caccgcgctg
caacctcaaa
ttegggectg
ttacctgcag
gcatttegte
gcacgagctg
gaatcecgteg
cgtcatcgece
cgccegegtg
caccaacggc
ggccggcace
catcaacctc
actgggcaac
tecgegegetg
ggaaatggct
gacgacaaga
cccgecttcea
gcctgecageg
gccacggcgg
atttcccgac
tctgegtggt
gcgttteggt
tcatcgacct

tgccaccegg

gccategege
ttcagggcge
ttcgactacc
gcgcagcetgt
ggcctgcaat
tgcggcactt
atcggcatct
ccgeecgtegt
caggcgatgt
geccgegetge
ctcaccgege
ggccegetge
gacgacggcc
cagctgatcg
accaccggcg
gtgecegttee
ggctacggcect
tccgaagaga
gccaccggcc
tcgacctate
accggcateg
tgaacctgaa
acgccagctt
tegeegtgece
cctacatcge
ccggcectgacg
cggcgagcaa
cgacaacacg
gctgcacaac
cgaagcgcgg

ctacttcgat
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agcatctggt
aggccgagge
gcgacctgga
gctteggect
cgatcctega
tcecegetget
cggcgcetgee
ccacgccgga
tcggcgaggt
ccgatttett
cttcgttega
tctegeecege
gctcggtegt
gcccgacget
gceceggtgee
tgcecctacga
cggtcaacca
agcccgagat
agccgaccgce
gccagegtge
ccggegecct
ccccatacga
ccaggtgctg
cgccggetgg
ggcgaactgg
ccgaggatgt
gtggcgaacc
ccgecaggtgg
ggcaaccgeg
ggcgccgaac

gccatgtgeg

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800



aggctgcgat
tcctgatcgg
tccagggcaa
gctgegectt
gccggttega
tgggtcgegyg
acatccgtge
ggcgctacta
ccgegatect
agcgcgaccg
ggcggetcgg
attgaccgcece
cacggtgctg
ggagcggctg
cgcegttegeg
cgggcggcgy
ggcecctggece
ggccagcttc
ccgcagcetac
cggcgggcaa
gctgctcage
tgcccgcaag
ctatccgeag
ctatcccage
gggctgggtyg
gcegggegtyg
gcteggette
gttcggeatt
cggcaccgcc
catcgtcggg
ggtgcacttg

gatcgegtgg

<210>2
<211> 3959
<212> ADN

ggtggcecgy
ccegetegte
acgcgtctac
catgatttcece
cgagcgctat
cgtgeccgete
ccggtegetg
catecgegege
gttcatcaac
cttcaagaag
gggcctegge
acccttecag
atcgacttca
gccggceggea
gcgatccagt
ccggtgatce
gacagcctge
accatcgcca
ggcatcgtgg
ctgagccaca
ttctgctacg
ttcgactggt
gtgttecggac
gtgttecgtge
cteggcgcegg
aagcgetteg
gtcatcatceg
ctgetggegt
gagcagggcc
cecggegatgt
ccgggegege

cgctacgcecac

gagcggaagyg
cacgacacga
cagttcgacc
tegggetece
gtgatcgacc
tacctgaatc
ttcggetgga
aatgccatcg
gtttacacge
accatcgcgce
gaggtgcatc
cgeccgegegt
tggcgttegg
gcacggtaac
tcgtgagete
tgctgtegtg
cgtggectgtt
atgcctacat
gggccgegtt
tecgatecegeg
gatggttcgt
cgcatgccaa
tggcggeggt
tgttegecga
tgggegtgcet
gcgagcgecg
ggtttgececga
tecgeeggace
gcatccaggg
tcgeccggeag
cgttttteet

agccgaagec
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gcgagggcaa
acctggacgc
tgcggeagec
tgatttegeg
acgtggacac
cgcacgtcgt
agatccactt
atctctegeg
tcaagcagat
tgatgctcgg
cgcggatggyg
acgccgegec
cctgatcctg
ggcggegtac
gccgatccag
cttecggecte
cgtcggcegg
cgccgatgtg
cggcatggge
cctgeegtte
gttgcccgaa
tccggttggg
gatcttccte
ctaccggtat
cagcgtgetg
cgccectgttg
cgctggatgg
ggcggegeag
ggcgctcacce
cttcggttac
cgctgeggeg

cgcgacggca

tggtgaggaa
gctgatcceg
cttcaccgag
cggegectgg
cgactactgc
gctgeggeac
catcaactac
ggegeatgtyg
cctgecgatg
ctgcttcgat
caaatacctg
gcgetegect
ccecggectge
tggatcgctg
ggcgegetgt
ggcgtggatt
gtggtctceg
acgctgccgg
ctggtgtteg
tggttegegg
tcgectgeege
acgctggtgce
gtgaacctgg
cactggaagg
gtcaatgcge
ctcggecatgg
atcctcctgg
gcgetggtcea
agcctggtgt
ttcatcggeg

ttectetgea

gcggtgeceg

38

gacgcggcect
caattcggcc
ccgetgatge
gceecggateg
atgcgtgceccc
cagattggcg
ccggecgege
cgecgecttte
ctgatgtteg
ggcctgttceg
ggccgcageg
tcatcttegt
cgcacctggt
tgttcggecac
ccgaccgett
tegtgttcat
gcgtgttcete
aggagcgcgce
ggccggtget
ccggettgac
ccgagcggceg
tgctcaagcg
ctcagtacgt
aagacgccgt
tgttgatcgg
gctteggegt
ccggggtgece
cgctgecaggt
cggtggcggg
cggacgcgcc
tecggecacget

agccgacctg

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12721



<213> Variovorax paradoxus

<400> 2

ccgetgegece
gctctccaga
gtttatggga
gcgattgtag
gggataatca
gatcctggta
acagagcgat
gctegecateg
cgecgetgete
cgaatcgcecac
gggcacctte
gaaggccgcc
gaccgacccg
caaggccgcece
caccaccaac
gatgatcgtc
gcgegactgg
caagctcgge
caacaccgtce
ggaacagatc
acgcaagctce
caagacggtc
gtaccgcgag
ctgctgetge
ctgggcgaac
cccgagcage

gcgcacaccg

tcgcaacggg
cggegtttga
gtttgcgect
gtgggcactg
tccgtteatt
accggcggcg
gaaccggtceg
ctcaaggaca
gaccgcctge
gtecgaceget
cgcctgeteg
ttcegettee
gccttcaccg
agcgaccacc
tgctcgaaca
aacgcgctgg
ctctacgtga
gagacctaca
tgcgegetge
acctatgtga
gagcgcgaac
gagtggtacc
tgggtcgaga
tgggcaaggg
tggtggeget
tggccgagac

cggtcgacaa

tttgctecett
tgtgatgcag
tcggtaggge
ccaatgcgecce
cgccggaggg
caggcttcat
tgaacctaga
acccgaagca
tggccgageca
cgatccacgg
aatccgtgeg
tgcatgtgtce
aagagaacaa
tcgtgegege
actacgggcce
cgggcaagcc
aggaccactg
acgtgggcgg
tcgacgaget
ccgaccgece
tecggetggaa
tcgecgaacgg
agcaatacga
cggacaggtc
cgatttcgac
agtgctgaag

ggccgagage
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cggtgcatcg
tactgacccc
caccggggtyg
aaccccggga
cgatcgttecg
tggcgccaat
caagctgacc
catcttegtg
caagccgegt
ccccgaagac
cggtttctgg
gaccgacgag
gtacgagccce
ctggcaccac
gttccacttc
gctgecegtg
cagcgccatce
ctggaacgag
gagccccaag
cggccacgac
acctgccgag
cgagtgggtg
cgccgcaccg
ggctgggage
agcaccgact
gtgcgececeg

gagcccgagt

cgatccctge
ctgttecggge
gceegetcete
gttteggecee
acaacaacag
ttegtacteg
tacgcgggcea
cagggcgaca
gccgtggtca
ttegtgecaga
aatgccctge
gtctacggcet
aacagcccgt
acctacggcce
cccgagaagce
tacggcgacg
cgcecgegtge
aagcccaaca
gccggeggea
cgccgctacg
accttcgaca
cgcaacgtge
gcgaaggcca
tgcaacgcag
tcaacgccga
acgtcatcgt

tcgegegeaa

39

gggtgcgatg
cgacctgagce
ctgcagtggg
ttgggcecgat
gggaccccat
actggctcge
acctcgagac
tcggcgacag
acttcgegge
ccaacgtgcet
cggccgacca
cgctctccaa
actcggccag
tgccggtggt
tcattccecct
gcatgcaggt
tcgaagecegg
tcgagatcegt
agccgtacaa
cgatcgacgce
gcggcatceg
aaagcggcgce
ccgcatgaag
cctegegecee
cttcagtcge
caatgccgceca

gctcaacgcee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



acctcgeceg
tcgaccgact
ggccecgceteca
tgtgcgaagce
gccaagacca
tteggegege
acgctgcagg
tggcacggcet
gccggcccceg
ccgcacaact
gagtggcagt
agagacacga
gctecgggecac
acgacaagcc
tcctgatcat
gccaatgggg
cgttcatcat
acatcttcta
gtgcgacggt
atgccaaggg
cggtcacggg
cgagcgcgceg
agctgaacgt
gcctgectgga
catgccccga
tcgeggegece
aggtgcgcetce
ggtgtttgge
agcgatcgge
gctgeggggyg

tggtgcggtg

gcgtggtgge
acgtcttcga
gcgtctacgg
acctgatctt
tgctgegeat
ccaccggcgce
acccgtccaa
atgcgegett
aagcggtcga
cgegectgga
ccggegtege
acaccccatg
ccgectgeac
gatgatctat
cagcacgccg
catcaacctg
cggtgacaag
tggccacgac
gttcgcctac
cagggcgage
cctctactte
cggcgaactc
gcagatcatg
agccgggcag
agagatcgca
gctggaaaag
gtgaaggcca
gatgcacggg
aagcatgtcg
ctgcattacc

ttcgacgtgg

cgaagccgceg
cggcageggce
cagcaccaag
tcgcaccagce
cgccaaggag
ggaactgctg
ggccgggete
cgtgatcgag
gcccgtgece
caccaccaag
ccgcatgttg
accaagacga
cccgegacge
tacccgectga
caggacacgc
cagtacgcgg
ttcgtgggea
ttcgeccate
cacgtgcacg
agcatcgaag
tacgacaacc
gagatcaccg
cagcgcggcet
ttcattgcca
tggcgcaatg
agcggctacg
cgcccaccte
gcttettett
acttcgtgca
aggtccagca

ccgtegacat
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cagcagatcg
agcaagccgt
ctcgaaggcg
tgggtctatg
cgcgacaagce
gccgacatca
tatcacgcgg
caggccaagg
accacggcat
ctgcaatcga
cgcgaaacct
cgcaacgcaa
ttgccatgag
gcacgctgat
cgegttteca
tgcageccgag
acgacccgag
tgctggeccga
accccgagcg
aaaagccgcet
aggtcgtecga
cggtcaacca
atgcgtgget
cgctcgagceca
gcttcatcte
gcaagtacct
gattcctgac
cgaaagcttc
ggacaaccat
gccgcaaggce

ccgcaagteg

gcgegcetgat
ggaaagaaga
agcaactggt
ccgegegegyg
tgaccgtcat
ccgcgeacge
tggceggtgg
cggcegggegt
tccegacgee
cctteggect
tctgatattc
aggcatcatc
caaacaactg
gctgggegge
gcaactgctg
cccggatggt
tgcgetggtyg
tgccgacgec
ctacggcgtg
caagcccaag
catcgccaag
ggcgtatcte
cgataccggt
ccgccagggg
aaccgagcaa
caagcacctg
gtgctcgtga
aaccagaagg
tecgecgatcgg
aagctcgtge

tecgecgactt

40

ggttcactac
cgatgcgacce
ggcaaagcac
cggcaacttc
cgacgaccag
gattecgegeg
cgtgaccacg
ggaactgaag
ggccaggcgyg
cgtgectgece
gcagagcaag
ctcgeeggtg
ctgccggtgt
atgcgcgaca
ggggatggca
ctggcgecagg
ctgggggaca
aagacctcgg
gtggccttcg
agcagctatg
gccgtgaage
gacctcgacc
acgcacgaca
ctgaagatcg
ctcgaaaagce
ctgaacgacg
tcgagccgaa
ccttcgacga
ccaagggtgt
gggtggtgeg

ttggcaaatg

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



10

15

ggtgggtgtc
gcacggtttc
cgcgcecgec
ggatgtggga
ggcagaggtt
cgcgttgage
tcgagcaaac

acatctttga

<210> 3
<211> 915
<212> ADN

<213> Variovorax paradoxus

<400> 3

atgaatggca
taccgcgage
agccatggge
ggcggegtgg
ggcacgatcg
agctttegta
cggctcggeg
gttgcgeeeg
cgcgacacgce
catccctttg
gactacgtgg
gaagaccgcc
accgatctcg
tacgcgatcg
aagcgcttceg

tcecgagegeg

<210> 4
<211> 304
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 4

gagttgaacg
ctggtgttga
cacgagcgcg
ggggcaccgg
ttctagtgtc
ccgcaagagt
gtgcgteteg

aatgattttg

tgcatatcga
gcagcgtgag
tgggacggct
cgcccacgec
aagcggcegcet
ttcacatgag
agctggegcec
cactcgacag
agcgcacgca
tgaagcgccg
cggtgcgcac
tgcgcectcac
cggtggtgat
tcgagcegece
agggcgaccce

gctga

aagacaacca
gcgagaccgce
cgattgtctg
tcctgtcgaa
ctttcgtcag
gccctgagag
cagctttctg

aaaatccgeg

ctcggtcgac
ccgcgecgeg
gcggetgett
gcgcegecgac
gcacgagccce
cgacatcgge
cggcgtgcgg
cggecgeatce
tcttctgaaa
gcgcaagggg
gcacgccgac
gaccgagcac
gccgcgcaac
gtttccgetg

ggccaaccgt
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caagcagctce
ggaattcctc
gaacgacccc
gaaggacgaa
atagcggggce
ggggggcgaa
aagttgttgce

gcgatcgcecat

ctcaatctge
gagtcgctgg
ttgaaagacg
cggctcgcgg
gatcgctteg
gaggggcgcet
ctggagaccce
gatttecgect
gaccgctaca
caggcgcetge
acgctgcgeca
ttcatggtgce
atcgcgecgag
cgcgatttca

tggttgecgge

tgggtgccgg
tacaagacca
gctgtcggta
gacgggtgtc
ggcttcgegt
aaactcacaa
accttetttt

gcatgctget

tgcgecetgtt
gcctcacgeca
cgctcettcac
tggcggtgca
agccccaggt
tcectgeeege
tgcecgetett
tcggetttet
tcgtgetget
tcgaggeget
tcttgecagtt
taccggccat
ggtttgcgga
gcgtgtceget

aggtgatcac

41

caggattcgce
ccgactacta
ttecgatggec
ttctgcaagce
atcgggatcc
cgccactgece
tttttctett

ggaatcacc

cgatgecggtce
gcctgeggea
gcgtgecccee
ggcggcegcte
gtcgecgcaag
gctgatggeg
gcctgeggag
ctcgaccgtg
gcgcaagggc
gcaggagctc
gctcaacctc
cgtgecgegece
ggagggcggc
gcactggagc

ggcgcetgtte

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3959

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

915



Met

Phe

Leu

Leu

Pro

Gly

Vval

Arg

val

Leu

145

Arg

Leu

Leu

Ala

Arg

225

Thr

Asn

Asp

Gly

Leu

Thr

Thr

Ser

Phe

Arg

130

Asp

Asp

Arg

Leu

Asp

210

Leu

Asp

Gly

Ala

Leu

Leu

Pro

Ile

Arg

Leu

115

Leu

Ser

Thr

Lys

Glu

195

Thr

Thr

Leu

Met

vVal

20

Thr

Lys

Arg

Glu

Lys

100

Pro

Glu

Gly

Gln

Gly

180

Ala

Leu

Thr

Ala

His

Tyr

Gln

Asp

Ala

Ala

85

Ser

Ala

Thr

Arg

Arg

165

His

Leu

Arg

Glu

val
245

Ile

Arg

Pro

Ala

Asp

70

Ala

Phe

Leu

Leu

Ile

150

Thr

Pro

Gln

Ile

His

230

val

Asp

Glu

Ala

Leu

Arg

Leu

Arg

Met

Pro

135

Asp

His

Phe

Glu

Leu

215

Phe

Met

Ser

Arg

Ala

40

Phe

Leu

His

Ile

Ala

120

Leu

Phe

Leu

vVal

Leu

200

Gln

Met

Pro

Val

Ser

25

Ser

Thr

Ala

Glu

His

105

Arg

Leu

Ala

Leu

Lys

185

Asp

Leu

Vval

Arg

ES 2809 727 T3

Asp

10

val

His

Arg

vVal

Pro

90

Met

Leu

Pro

Phe

Lys

170

Arg

Tyr

Leu

Leu

Asn
250

Leu

Ser

Gly

Ala

Ala

75

Asp

Ser

Gly

Ala

Gly

155

Asp

Arg

Val

Asn

Pro

235

Ile

Asn

Arg

Leu

Pro

60

val

Arg

Asp

Glu

Glu

140

Phe

Arg

Arg

Ala

Leu

220

Ala

Ala

42

Leu

Ala

Gly

45

Gly

Gln

Phe

Ile

Leu

125

val

Leu

Tyr

Lys

Val

205

Glu

Ile

Arg

Leu

Ala

30

Arg

Gly

Ala

Glu

Gly

110

Ala

Ala

Ser

Ile

Gly

190

Arg

Asp

val

Gly

Arg

15

Glu

Leu

Val

Ala

Pro

95

Glu

Pro

Pro

Thr

Val

175

Gln

Thr

Arg

Arg

Phe
255

Leu

Ser

Arg

Ala

Leu

Gln

Gly

Gly

Ala

val

160

Leu

Ala

His

Leu

Ala

240

Ala
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Glu Glu Gly Gly Tyr Ala Ile Val Glu Pro Pro Phe Pro Leu Arg Asp
270

260

265

Phe Ser Val Ser Leu His Trp Ser Lys Arg Phe Glu Gly Asp Pro Ala
275

280

285

Asn Arg Trp Leu Arg Gln Val Ile Thr Ala Leu Phe Ser Glu Arg Gly

290

<210>5
<211> 7476
<212> ADN

<213> Variovorax paradoxus

<400> 5

atgagtaccg
tggcteggeg
atcgcaggceg
gtcgaggcca
cccgttttca
gaggccgage
ctgtggetgt
catcacatcg
tacaccgcga
tcgecagetgg
cagtactgga
tcggtcaacg
gcecctgecaga
accgeggect
accgecgegec
ctgecgectgg
cagatgcggce
aacatgctgg
tacgacttcc
gaggacctcg
gacgccaacc

gccttcatceg

tcgatcaget
caaagttcgce
agatcgaccc
cgcgectgag
ccggcgagat
gctggatgeca
ccgegetgat
cgctecgacgg
tggtcgacaa
ccgacgaaga
ccgagcegcett
tcggtggect
ccatcgegea
acctgtaccg
acaacgaccg
cgatgcgege
agatcctgeg
tgaacaaccg
gctttgeggg
gcatcttect
ccgeggtgea

acgccgtgat

295

gggccgcace
gtcgeccecgac
cgcgatctte
cttcatcgat
ccecctaccte
tgcggactac
ccgectegeg
cttcagecgge
caacgcagcg
acatgcctat
cgccgatgea
cttgcgceccag
agagctcgge
cgcaacgggce
catgcgceege
ggacctgccg
gcaccagtcg
gcagctctte
ccatgcecgeg
gtacgagcgce
caccgcagag

ccgectgeeg

gcececectta
accaatttca
ctggcggeca
accccgcaag
gacctcageg
acccgcagca
cccgatcgece
ggcctcateg
gtgceccgaag
cgcgagtcecg
cccgatcegt
acggtgcacc
accacgctge
atcgaggaca
gtgccecgega
attccggaac
tatcgctacg
accaccgtgg
aagccgcgca
ggcaacgggce
gaactggccg

ttgcaggceg

300

ccteggggea
atctcgecga
tgcgacaggt
ggccacgaca
gcgagagcga
tcgacctcge
acatctggta
cacgccgett
actcgegect
gccgetteee
tgagcctcege
tgcecggegge
cgcaaatcct
tggcaatcgg
tggtggccaa
tgatccgcega
agcatttgeg
tcaacgtcga
acctctcgaa
aggacctgca
atcaccagcg

tcggccagat

43

gatggcgatg
agccatcgac
ggccgatgaa
ggtcgtcgeg
tcecgecaggece
gcacgggcag
ccaccgcagce
cgcecgacatce
tgcaccgatc
gcgcgaccge
ctcgcaccge
cagcgtgcaa
catcgccacce
catccecegte
cgcgcetgeeg
agtcggccgg
cagcgacctc
gcccttegac
cggcacggcce
gatcgacttc
ccggetgett

cgacctgctce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ggtgccgaag
gacacccatc
ttgegetteg
gcccaccetge
cgttcgatgg
ccggtcgatce
gtgtgccteg
ctgctcegatg
atcgcgatcg
cccaagggtg
cgctacggece
tcggtgtggg
ggcggccaca
atccacttcg
accacgctgce
ttccagecage
gacgtcacct
ggccgcccga
gccggegtga
cgecegttge
atgtaccgca
cgcgccgacce
gtgctgetge
ggcgaaaagc
gaactgecgca
agcctccegt
cccgaagtge
geccggectet
gaactcggeg
atgatcgacc
ctgetegace

attcegetgt

agcggcagca
tcaccgegtt
acggcgaggce
tgecgegecacyg
acctgatgat
cggatttcce
tcacgaccga
tagcgcaaac
acccttegea
cggtcgtgtce
ttcaggccga
agttcttetg
aggatgcgge
tgccgtcegat
gccgegtgat
acctctegtg
cgtgggagtg
tctggaacac
ctggcgaget
tgagcgeccga
ccggcgacct
agcaggtgaa
agcatccgca
gtctegtgge
cgecgectege
cgctgecget
aggccgccac
gggccgagac
gccactcget
tgccggtega
aggaatcggt

ccttegegea

attgectggte
gatcgaagcg
gatgaacaac
cggegetgge
tgeccttgete
ggcggaccgce
agccctegeg
gattgcggat
tceggectat
gcaccgcgcec
cgaccgegtg
gcegetgate
ctacctcgeg
gctcgaggtc
ctgcagegge
cgagctgecac
cgaacgcacg
ccagatgcac
gtacatcgeg
gcgttteate
cgcgegetgg
gatccggggce
agtcgegeag
ctacgtegtt
gcaatcgcetg
cggacccage
gcecgtacgece
gctgecatttg
gatgatcgtg
cacgctgtte
cgececegteeg

gcgeegectg
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gagtggaacg
cagctcgcag
gaagaactga
ccggagegea
gccacgttga
atcgccttca
gagtcgetge
ctggagagtt
gtgatctaca
atcgtcaacc
ctgcagaaga
gacggtgcca
gggctgatcg
ttcctgeteg
gaagccttgt
aacctctacg
gacgacgcag
gtgctcgaca
ggcgtcggec
gccaacccect
cgcaaggacg
ctgcgcatcg
gccgecgtgg
gcgacggacyg
cccgagtaca
ggcaagcteg
gcgccgegea
ccgegegteg
cagctcatgt
caggtctcca
agcctgacte

tggctgatga

acacggccca
ccgatccgea
accgccgege
ccegtggeget
agaccggcgce
tgcteggega
cggcagccgce
gcaacgacac
cctegggete
gcctgegetg
cgcettccag
cgetggtget
cggaggaggg
agcccacggce
cgcecgeget
gtccgaccga
aagcctcgag
gcggcctgea
tcgcacgegg
acggcacacce
gcagccttga
agccgggaga
tggcgegega
ctgeccgatcee
tggtgcctte
accgcaaggce
cgccgaccga
gtgtcaacga
cgatgatccg
ccatcgeggg
cgatgececgeg

accagctcga

44

cgeecgtgecee
agccatcgceca
caaccgtctce
cgegateceg
ggcctacctg
tgcgcageccc
ccccacattg
caacccgggce
gaccggcatg
gatgcaggac
cttecgacgtg
tgcgaaaccg
catcaccacg
gggcgcatge
gcaatcgcag
ggccgeggte
cgttcccatce
gcccgtgecg
ctacctcaag
cggcagecgce
cttcctegge
gatcgaatcc
agacgtaccg
gcaagcggcc
ggccttegte
gctgecgeece
aaagatcctg
caacttcttce
gcagcaattc
ccttgeegag
ccecgegege

aggcgcgaac

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



ccggectaca
catgcggcege
gaagacgggc
gaggccgaca
ttegatcteg
cacgtgectge
gcgegegaca
ccgetgeecge
gacgatgcecg
ctgececegage
ggcgatgtgg
cgcgacggge
cgccteggeg
gcgctggacg
ggccagccga
gcgaaccagg
gccaacctge
agcctgececgg
ctgtcgttca
ggcatccagt
ctggtgegtt
atcctgageg
cttgcgeege
gatgcagtgg
cggctctege
ctgececgegtt
tacctgccca
gcgcccgecg
tgcatcgege
ctggtgcatg

ggcatgccca

acatgccgcet
tcggcgacct
tgccgtacca
gcagcgaaga
gcagcgegge
tgctgctcac
tcagcgtgge
tgcaatacgc
agagcatggc
aactggegcet
tccecgetgea
aggccagcegt
cgggcgacga
aactcatcgg
gcctgegega
agtttccgta
cgctgttcca
gcectgtcegat
tcctcggcega
acagcaccga
tgctggaaga
cggaagaaac
tctegttege
tgctcgacga
acctgcetgeg
cgctecgacct
tcgaccccaa
cggtgctgac
tcgacagcga
cggccaatcce

agggcgtggt

cgecgetgege
ggtgcagcge
gcacatcctc
agaaatcgcg
gcecettgege
gcaccacatt
ctatgcecgeg
cgactacgceg
cggccgccag
gceecgtegac
gattccgtceg
cttcatggtg
catcgtcatc
ctgecttegte
gctggteteg
cgaccgecte
ggtcatgctg
cgcgecgeag
gcaacgcggt
cctgttegag
ggcctgegag
cgaccgectg
cgacatggtg
cgcgaccgte
tgcgcaagge
catcgtggcg
ccacatggce
gcacgatgcg
cagcatggtt
acaggatgcc

ggtgccgcat
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ctgtcgggtg
cacgagagcc
gacggcgegg
gcgcagcette
gtctaccectgt
gccggcgatg
cgctgcgaag
ctgtggcage
cgtgagttct
cacgcacggce
catgtgcatg
ctgcaggceg
ggcagcccegg
aacacgctgg
cgcgtgegeg
gtggagctge
ggcttccagg
ccggtggcecca
gccgatggec
cgcagcacgg
gcgeccgacg
ctgtccgact
gcctegeatg
agctacgcceg
atcggggttg
cacttggcca
gcgcgecageg
ctgttgececeg
gccgegetgg
gcctacctcea

gcgggcctgg

tgctcgatceg
tgcgcacggt
atgcgcgtcee
acgccgcetge
tcaagectege
gcgecteget
gcaaggcgcece
aggagctgct
ggcgttecte
cgctegtgee
aacgcatcct
cactcgeggg
tcgeggggeg
tgctgegeac
ccaccaacct
tgegtccggg
gcacgagccg
tcgacaccge
tgccgggegg
tcgaggecat
atgcggtgag
ggagcggcceg
ccgcggagceg
aactcgatgce
gcgceccategt
tecgtgaagge
ccttegtgtt
agctggtcegg
ccatccagtce
tctacaccte

gcagcctegg

45

caccgcattg
ctacccgaac
ggcggtgatc
gggccatgece
cggcgacgaa
gctgeegeta
gggctgggag
cggcagcgaa
gctgagcgac
gacctaccge
gcaactggcg
cctectgage
cagcgaccat
tgacacctceg
cgcggectat
ccgetegege
cctgtegtte
gaagttcgac
catctccgge
gggcgcgcgyg
tggecctegece
cacgcgcgac
cccgettgea
acgcgccaac
cgcgacagtg
cggcgcggece
cgaggaggcc
cgttececege
ggatacgcceg
cggctccace

caccgecgatg

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



gcggageggce
gacgcgtcgg
gggceggage
cacgegetga
cagacgctgg
ggccgccgea
gcgccgatga
tatgtgcteg
gecggcageg
atcgccgacc
tggcgegeeg
ggcttecegea
caggccgccg
gtcgeeggtt
gactacatgg
aagctcgaca
ccccgeacgce
cgtgtcggca
ctgggcatgce
cgcccgacga
ctggacctgt
aagctcgcac
ctggcegege
gagcaggccg
tgggacaacg
gatgacgctg
caggtcgact
acgctgeteg
gctgtgatcg
tggagcggge
gaggcgcagg

cacacgcacg

tcgtcategg
tgatggacca
aactgctcgg
tteegeecege
tggtcggegg
tgatcaacgc
cggccgagga
acagcgcecct
gcgtggegeg
cgcatggcgce
acggcacgct
tcgageeggg
tgatcgccceg
ccgagccgcea
tgcettegge
agaaggcgcet
cgaccgagaa
tccacgacaa
gcatccgecea
ttgcegacct
cgcgcgagcet
cgcgeccgegt
tgttgegega
gcgagcagceg
cgcgcatcaa
ccgtgecaact
tecctgecatece
aatggacggce
accagaacaa
tggtcgacgg
cgcegeggeat

cgatctgcaa

ccacggceteg
gctgatggcc
cacggagctg
cgegetegeg
cgatgcctge
ctacggceceg
gttgcectece
gcaaccggtg
cggctatcte
gcccggcage
cgacttccte
cgagatcgaa
cgaggacgtg
gcccaccgag
cttegtgege
gcecggtgece
actgctegeg
cttcttcgag
gcaggtgcge
ggccgectgg
cgacctgcce
gttcctcacc
caccgeggcec
cctcaagege
ggtcgtgacce
ggtgcgecgac
ctacgcgage
gcaggggcege
caaggaagac
ctacagccag
gccggtggeg

tgeccgacgac
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cgegtgetge
tttggcgeceg
gccgatctge
accctgecege
accgccgege
accgagatca
atcggccage
ccgeeggotyg
aaccggccgg
cgcatgtacc
ggccgegeeg
tcegtgetge
cccggcgaga
ctgcgegecce
ctgccgtege
gaccagcagc
ggcctctggt
atcggcggge
gcggacttee
ctcgacaacg
gcgcacatcce
ggcgcgagceg
tgcgtggtet
acgctggecce
ggcgaccteg
ggctgegacg
ctcaagcceceg
gcgaagagca
accatcaccg
agcaagtggg
atctaccgge

ctgatctgge

agttctccte
gtgcecgeget
tcgagaagca
acggcgagtt
tggcggegaa
ccatctgege
cgatctggaa
tcgegggega
cattgagtgce
gcagcggcga
accagcaggt
tcaagcaccce
agcgcctggt
acatggcgca
tgcegetcac
ccgecgeget
ccgagacgcet
attcgctcat
cgcacgccga
aaggcggcac
gcccgcaggce
gcttcgtcgg
gccacgtgeg
agcgccagcet
gcaagccgceg
ccatctacca
cgaacgtcga
tgcactacgt
agcaatcggce
tcggegatge
tgggggcagt

gcgtggegea

46

cagcggette
ggtggtgccg
ggccgtgage
ccecgecacctg
gtggtcgcaa
gagcatgagc
cacgcggatg
gctctacatce
ggaacgcttc
cctcgecacge
gaagatccgg
gttgatcacg
cgcctacttc
ggccttgecee
gcaaagcggc
gtacgtggag
gcacctggag
ggcgatccag
ggtctacaac
ggtcgaggeg
cactgcaccg
cagtcacctg
cgcgeccgac
cggtgcgatce
cctgggecte
ctgegeegeg
cagcgtggte
cteccacgcetg
gctggectca
gctggcecge
caccggegac

tctetatgee

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020
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gacctggaag
gcgcgegeca
atgagccagg
cggctggage
gcgcatgacc
acgccgecge
atccgecegg

aaggcgcgec

<210>6
<211> 2491
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 6

Met Ser
1

Gln Met

Phe Asn

35

Ile Phe

50

Arg Leu

Pro Val
Asp Pro
Ile

Ser

Ala
130

Leu

Leu
145

Asp

Thr

Ala

Leu

Leu

Ser

Phe

Gln

Asp

115

Pro

Gly

cgattcecga
tccteggect
cggcgctgeg
cggteggget
gcgacctgge
aggtgagcgg
tggaccgcga

gcgecctgga

Val Asp

Met
20

Trp
Ala Glu
Ala

Ala

Phe Ile

Gln

Leu

Ala

Met

Asp

tatggacctg
tgcggcgecag
ggtgcgcgac
ggagccetgg
cgcggtgcetce
cgcggecacg
cctgetgcecag

aaccaccact

Leu Gly

Gly Ala

Ile Asp

40

Gln
55

Thr Pro

70

Thr Gly

Ala
100

Glu
Leu Ala
Asp

Arg

Phe Ser

Glu

Ala

His

His

Gly

Ile

Pro

Glu

Gln
120

Gly

Ile
135

Trp

Gly Leu

150
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ccgctcaace
gaggcctegt
attccgcacg
ctgcagcgeg
gccatcctceg
catgcgcagc
cgctacttceg

tcatag

Thr
10

Arg Ala

Lys Phe Ala

25

Ile Ala Gly

Val Ala Asp

Gln Pro

75

Gly

Tyr Leu Asp

Trp Met His

105

Leu Trp Leu

Tyr His Arg

Ile Ala Arg

155

tcacaccggt
ggggccaggt
tcttcgageg
cgcatgcacg
accgctacga
tcgaggccat

tcgacctggg

Pro Leu

Ser Pro

Glu Ile

45

Glu
60

Val
Arg Gln
Ser

Leu

Ala Asp

Thr

Asp

Asp

Glu

Val

Gly

Tyr

ggacgacgtg
gttccacctg
catgggcatg
gctggecegtce
caccacggcce
cggcgcegecg

catcgacacc

Ser
15

Gly
Thr Asn
Pro Ala
Ala Thr
Val

Ala

Glu
95

Ser

Thr Arg

110

Ala
125

Ser

Ser His

140

Arg Phe

47

Leu

His

Ala

Ile Arg

Ile

Ala

Ile
160

Asp

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7476



Tyr

Leu

Ser

Asp

Gly

225

Ala

Leu

Asp

Arg

Met

305

Gln

Arg

Val

Ala

Ile

385

Asp

Thr

Ala

Gly

Ala

210

Gly

Leu

Ile

Met

Arg

290

Arg

Met

Ser

Val

Ala

370

Phe

Ala

Ala

Pro

Arg

195

Pro

Leu

Gln

Ala

Ala

275

val

Ala

Arg

Asp

Asn

355

Lys

Leu

Asn

Met

Ile

180

Phe

Asp

Leu

Thr

Thr

260

Ile

Pro

Asp

Gln

Leu

340

Val

Pro

Tyr

Pro

val

165

Ser

Pro

Pro

Arg

Ile

245

Thr

Gly

Ala

Leu

Ile

325

Asn

Glu

Arg

Glu

Ala

Asp

Gln

Arg

Leu

Gln

230

Ala

Ala

Ile

Met

Pro

310

Leu

Met

Pro

Asn

Arg

390

Val

Asn

Leu

Asp

Ser

215

Thr

Gln

Ala

Pro

Val

295

Ile

Arg

Leu

Phe

Leu

375

Gly

His

Asn

Ala

Arg

200

Leu

val

Glu

Tyr

val

280

Ala

Pro

His

vVal

Asp

360

Ser

Asn

Thr
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Ala

Asp

185

Gln

Ala

His

Leu

Leu

265

Thr

Asn

Glu

Gln

Asn

345

Tyr

Asn

Gly

Ala

Ala

170

Glu

Tyr

Ser

Leu

Gly

250

Tyr

Ala

Ala

Leu

Ser

330

Asn

Asp

Gly

Gln

Glu

Val

Glu

Trp

His

Pro

235

Thr

Arg

Arg

Leu

Ile

315

Tyr

Arg

Phe

Thr

Asp

395

Glu

Pro

His

Thr

Arg

220

Ala

Thr

Ala

His

Pro

300

Arg

Arg

Gln

Arg

Ala

380

Leu

Leu

48

Glu

Ala

Glu

205

Ser

Ala

Leu

Thr

Asn

285

Leu

Glu

Tyr

Leu

Phe

365

Glu

Gln

Ala

Asp

Tyr

190

Arg

Val

Ser

Pro

Gly

270

Asp

Arg

val

Glu

Phe

350

Ala

Asp

Ile

Asp

Ser

175

Arg

Phe

Asn

Val

Gln

255

Ile

Arg

Leu

Gly

His

335

Thr

Gly

Leu

Asp

His

Arg

Glu

Ala

Val

Gln

240

Ile

Glu

Met

Ala

Arg

320

Leu

Thr

His

Gly

Phe

400

Gln



Arg

Ala

Leu

Thr

465

Leu

Ala

Arg

Leu

Asp

545

val

Ala

Ser

Ala

Val

625

Arg

Arg

Val

Val

450

Ala

Arg

Asn

Thr

Leu

530

Phe

Cys

Pro

Cys

Tyr

610

val

Tyr

Leu

Gly

435

Glu

Leu

Phe

Arg

Val

515

Ala

Pro

Leu

Thr

Asn

595

Val

Ser

Gly

Leu

420

Gln

Trp

Ile

Asp

Leu

500

Ala

Thr

Ala

val

Leu

580

Asp

Ile

His

Leu

405

Ala

Ile

Asn

Glu

Gly

485

Ala

Leu

Leu

Asp

Thr

565

Leu

Thr

Tyr

Arg

Gln
645

Phe

Asp

Asp

Ala

470

Glu

His

Ala

Lys

Arg

550

Thr

Leu

Asn

Thr

Ala

630

Ala

Ile

Leu

Thr

455

Gln

Ala

Leu

Ile

Thr

535

Ile

Glu

Asp

Pro

Ser

615

Ile

Asp

Asp

Leu

440

Ala

Leu

Met

Leu

Pro

520

Gly

Ala

Ala

val

Gly

600

Gly

Val

Asp
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Ala

425

Gly

His

Ala

Asn

Arg

505

Arg

Ala

Phe

Leu

Ala

585

Ile

Ser

Asn

Arg

410

Vval

Ala

Ala

Ala

Asn

490

Ala

Ser

Ala

Met

Ala

570

Gln

Ala

Thr

Arg

Val
650

Ile

Glu

val

Asp

475

Glu

Arg

Met

Tyr

Leu

555

Glu

Thr

Ile

Gly

Leu

635

Leu

Arg

Glu

Pro

460

Pro

Glu

Gly

Asp

Leu

540

Gly

Ser

Ile

Asp

Met

620

Arg

Gln

49

Leu

Arg

445

Asp

Gln

Leu

Ala

Leu

525

Pro

Asp

Leu

Ala

Pro

605

Pro

Trp

Lys

Pro

430

Gln

Thr

Ala

Asn

Gly

510

Met

val

Ala

Pro

Asp

590

Ser

Lys

Met

Thr

415

Leu

Gln

His

Ile

Arg

495

Pro

Ile

Asp

Gln

Ala

575

Leu

His

Gly

Gln

Pro
655

Gln

Leu

Leu

Ala

480

Arg

Glu

Ala

Pro

Pro

560

Ala

Glu

Pro

Ala

Asp

640

Ser



Ser

Ala

Leu

Pro

705

Thr

Leu

Tyr

Arg

Trp

785

Ala

Gly

Pro

Arg

Gln

865

val

Glu

Phe

Thr

Ala

690

Ser

Thr

Gln

Gly

Thr

770

Asn

Gly

Tyr

Tyr

Trp

850

Val

Leu

Asp

Asp

Leu

675

Gly

Met

Leu

Ser

Pro

755

Asp

Thr

Val

Leu

Gly

835

Arg

Lys

Leu

vVal

val

660

vVal

Leu

Leu

Arg

Gln

740

Thr

Asp

Gln

Thr

Lys

820

Thr

Lys

Tle

Gln

Pro
900

Ser

Leu

Ile

Glu

Arg

725

Phe

Glu

Ala

Met

Gly

805

Arg

Pro

Asp

Arg

His

885

Gly

Val

Ala

Ala

vVal

710

val

Gln

Ala

Glu

His

790

Glu

Pro

Gly

Gly

Gly

870

Pro

Glu

Trp

Lys

Glu

695

Phe

Ile

Gln

Ala

Ala

775

Val

Leu

Leu

Ser

Ser

855

Leu

Gln

Lys

Glu

Pro

680

Glu

Leu

Cys

His

vVal

760

Ser

Leu

Tyr

Leu

Arg

840

Leu

Arg

val

Arg

Phe

665

Gly

Gly

Leu

Ser

Leu

745

Asp

Ser

Asp

Ile

Ser

825

Met

Asp

Ile

Ala

Leu
905
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Phe

Gly

Ile

Glu

Gly

730

Ser

Val

Val

Ser

Ala

810

Ala

Tyr

Phe

Glu

Gln

890

val

Trp

His

Thr

Pro

715

Glu

Cys

Thr

Pro

Gly

795

Gly

Glu

Arg

Leu

Pro

875

Ala

Ala

Pro

Lys

Thr

700

Thr

Ala

Glu

Ser

Ile

780

Leu

vVal

Arg

Thr

Gly

860

Gly

Ala

Tyr

50

Leu

Asp

685

Ile

Ala

Leu

Leu

Trp

765

Gly

Gln

Gly

Phe

Gly

845

Arg

Glu

val

val

Ile

670

Ala

His

Gly

Ser

His

750

Glu

Arg

Pro

Leu

Ile

830

Asp

Ala

Ile

val

val
910

Asp

Ala

Phe

Ala

Pro

735

Asn

Cys

Pro

val

Ala

815

Ala

Leu

Asp

Glu

Ala

895

Ala

Gly

Tyr

Val

Cys

720

Ala

Leu

Glu

Ile

Pro

800

Arg

Asn

Ala

Gln

Ser

880

Arg

Thr
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Asp Ala Ala Asp Pro Gln Ala Ala Glu Leu Arg Thr Arg Leu Ala Gln
915 920 925

Ser Leu Pro Glu Tyr Met Val Pro Ser Ala Phe Val Ser Leu Pro Ser
930 935 940

Leu Pro Leu Gly Pro Ser Gly Lys Leu Asp Arg Lys Ala Leu Pro Pro
945 950 955 960

Pro Glu Val Gln Ala Ala Thr Pro Tyr Ala Ala Pro Arg Thr Pro Thr
965 970 975

Glu Lys Ile Leu Ala Gly Leu Trp Ala Glu Thr Leu His Leu Pro Arg
980 985 990

Val Gly Val Asn Asp Asn Phe Phe Glu Leu Gly Gly His Ser Leu Met
995 1000 1005

Ile Val Gln Leu Met Ser Met Ile Arg Gln Gln Phe Met Ile Asp
1010 1015 1020

Leu Pro Val Asp Thr Leu Phe Gln Val Ser Thr Ile Ala Gly Leu
1025 1030 1035

Ala Glu Leu Leu Asp Gln Glu Ser Val Ala Arg Pro Ser Leu Thr
1040 1045 1050

Pro Met Pro Arg Pro Ala Arg Ile Pro Leu Ser Phe Ala Gln Arg
1055 1060 1065

Arg Leu Trp Leu Met Asn Gln Leu Glu Gly Ala Asn Pro Ala Tyr
1070 1075 1080

Asn Met Pro Leu Ala Leu Arg Leu Ser Gly Val Leu Asp Arg Thr
1085 1090 1085

Ala Leu His Ala Ala Leu Gly Asp Leu Val Gln Arg His Glu Ser
1100 1105 1110

Leu Arg Thr Val Tyr Pro Asn Glu Asp Gly Leu Pro Tyr Gln His
1115 1120 1125

Ile Leu Asp Gly Ala Asp Ala Arg Pro Ala Val Ile Glu Ala Asp
1130 1135 1140

Ser Ser Glu Glu Glu Ile Ala Ala Gln Leu His Ala Ala Ala Gly
1145 1150 1155

51



His

Phe

His

Ile

Trp

Gln

Arg

Gln

Tyr

Glu

Met

Ala

Asp

Val

Val

Glu

Ala
1160

Lys
1175

Ile
1190

Ser
1205

Glu
1220

Glu
1235

Gln
1250

Leu
1265

Arg
1280

Arg
1295

vVal
1310

Gly
1325

His
1340

Leu
1355

Ser
1370

Phe

Phe

Leu

Ala

Val

Pro

Leu

Arg

Ala

Gly

Ile

Leu

Asp

Ala

Arg

Arg

Pro

Asp

Ala

Gly

Ala

Leu

Leu

Glu

Leu

Asp

Leu

Gln

Asp

Leu

Thr

Vval

Tyr

Leu

Gly

Asp

Tyr

Pro

Gly

Phe

Pro

val

Gln

Ala

Ile

Asp

Asp

Arg

Asp

Gly

Asp

Gly

Ala

Leu

Ser

Trp

val

val

Leu

Ala

Val

Glu

Thr

Ala

Arg

Ser
1165

Glu
1180

Ala
1195

Ala
1210

Gln
1225

Glu
1240

Arg
1255

Asp
1270

Pro
1285

Ala
1300

Leu
1315

Ile
1330

Leu
1345

Ser
1360

Thr
1375

Leu

Ala

His

Ser

Arg

Tyr

Asp

Ser

His

Leu

Arg

Ala

Gly

Ile

Gly

Asn

Vval
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Ala

Val

Leu

Cys

Ala

Asp

Ser

Ala

Gln

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

Leu

Glu

Pro

Leu

Leu

Glu

Asp

Ala

Leu

Arg

Ile

Gly

Leu

Pro

Cys

Pro

Ala

Leu

Leu

Leu

Pro

Gly

Tyr

Glu

Ser

Pro

Pro

Gln

Leu

Val

Phe

Ser

Ala

Leu

Arg
1170

Leu
1185

Leu
1200

Lys
1215

Ala
1230

Ser
1245

Asp
1260

Leu
1275

Ser
1290

Ala
1305

Ser
1320

Ala
1335

Val
1350

Leu
1365

Tyr
1380

Arg

52

Val

Leu

Ala

Ala

Leu

Met

Leu

vVal

His

Ser

Arg

Gly

Asn

Arg

Ala

Pro

Tyr

Thr

Arg

Pro

Trp

Ala

Pro

Pro

Val

val

Leu

Arg

Thr

Glu

Asn

Gly

Leu

His

Asp

Gly

Gln

Gly

Glu

Thr

His

Phe

Gly

Ser

Leu

Leu

Gln

Arg



Ser

Gly

Pro

Ile

Ser

Val

Cys

Ala

Arg

Ala

Thr

His

Thr

Ile

Met

1385

Arg
1400

Thr
1415

Gln
1430

Leu
1445

Gly
1460

Glu
1475

Glu
1490

Glu
1505

Asp
1520

Ala
1535

val
1550

Leu
1565

Val
1580

Val
1595

Ala
1610

Ala

Ser

Pro

Gly

Gly

Ala

Ala

Glu

Leu

Glu

Ser

Leu

Leu

Lys

Ala

Asn

Arg

Val

Glu

Ile

Met

Pro

Thr

Ala

Arg

Tyr

Arg

Pro

Ala

Arg

Leu

Leu

Ala

Gln

Gln

Gly

Asp

Asp

Pro

Pro

Ala

Ala

Arg

Gly

Ser

Pro

Ser

Ile

Arg

Tyr

Ala

Asp

Arg

Leu

Leu

Glu

Gln

Ser

Ala

Ala

1390

Leu
1405

Phe
1420

Asp
1435

Gly
1450

Ser
1465

Arg
1480

Ala
1495

Leu
1510

Ser
1525

Ala
1540

Leu
1555

Gly
1570

Leu
1585

Ala
1600

Phe
1615

Phe

Ser

Thr

Ala

Thr

Leu

val

Leu

Phe

Asp

Asp

Ile

Asp

Tyr

Vval
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Gln

Leu

Ala

Asp

Asp

Val

Ser

Ser

Ala

Ala

Ala

Gly

Leu

Leu

Phe

Val

Pro

Lys

Gly

Leu

Arg

Gly

Asp

Asp

val

Arg

val

Ile

Pro

Glu

Met

Gly

Phe

Leu

Phe

Leu

Leu

Trp

Met

Val

Ala

Gly

Val

Ile

Glu

1395

Leu
1410

Leu
1425

Asp
1440

Pro
1455

Glu
1470

Leu
1485

Ala
1500

Ser
1515

Val
1530

Leu
1545

Asn
1560

Ala
1575

Ala
1590

Asp
1605

Ala
1620

53

Gly

Ser

Leu

Gly

Arg

Glu

Ile

Gly

Ala

Asp

Arg

Ile

His

Pro

Ala

Phe

Ile

Ser

Gly

Ser

Glu

Leu

Arg

Ser

Asp

Leu

val

Leu

Asn

Pro

Gln

Ala

Phe

Ile

Thr

Ala

Ser

Thr

His

Ala

Ser

Ala

Ala

His

Ala



Ala

Pro

Ala

Asp

Lys

Ala

Gln

Met

Gln

val

His

Ala

Met

Met

Pro

Pro

Vval
1625

Arg
1640

Ile
1655

Ala
1670

Gly
1685

Met
1700

Phe
1715

Ala
1730

Leu
1745

Ser
1760

Gly
1775

Cys
1790

Ile
1805

Ser
1820

Ile
1835

val
1850

Leu

Cys

Gln

Ala

val

Ala

Ser

Phe

Leu

His

Glu

Thr

Asn

Ala

Trp

Pro

Thr

Ile

Ser

Tyr

val

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala

Phe

Ala

Ala

Pro

Asn

Pro

His

Ala

Asp

Leu

val

Arg

Ser

Ala

Thr

Leu

Pro

Ala

Tyr

Met

Thr

Gly

Asp

Leu

Thr

Ile

Pro

Leu

Gly

Gly

Glu

Ile

His

Leu

Gly

Thr

Arg

val

Ala
1630

Asp
1645

Pro
1660

Tyr
1675

His
1690

Val
1705

Phe
1720

Ala
1735

Leu
1750

Pro
1765

Leu
1780

Ala
1795

Pro
1810

Ala
1825

Met
1840

Ala
1855

Leu

Ser

Leu

Thr

Ala

Ile

Asp

Ala

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

Glu

Tyr

Gly
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Leu

Asp

Val

Ser

Gly

Gly

Ala

Leu

Asp

Ala

Thr

Lys

Glu

Glu

val

Glu

Pro

Ser

His

Gly

Leu

His

Ser

Val

Leu

Ala

Leu

Trp

Ile

Leu

Leu

Leu

Glu Leu
1635

Met Val
1650

Ala Ala
1665

Ser Thr
1680

Gly Ser
1695

Gly Ser
1710

Val Met
1725

Val Pro
1740

Leu Glu
1755

Leu Ala
1770

Val Vval
1785

Ser Gln
1800

Thr Ile
1815

Pro Ser
1830

Asp Ser
1845

Tyr Ile
1860
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Val

Ala

Asn

Gly

Leu

Arg

Asp

Gly

Lys

Thr

Gly

Gly

Cys

Ile

Ala

Ala

Gly

Ala

Pro

Met

Gly

vVal

Gln

Pro

Gln

Leu

Gly

Arg

Ala

Gly

Leu

Gly

Val

Leu

Gln

Pro

Thr

Leu

Leu

Glu

Ala

Pro

Asp

Arg

Ser

Gln

Gln

Ser



Gly

Arg

Arg

Phe

Ile

Ile

Lys

Thr

val

Ser

Pro

Leu

Ile

Ile

Pro

Ala

Vval
1865

Phe
1880

Ser
1895

Leu
1910

Glu
1925

Thr
1940

Arg
1955

Glu
1970

Pro
1985

Gly
2000

Ala
2015

Ala
2030

His
2045

Gln
2060

His
2075

Trp
2090

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

Gln

Leu

Leu

Ser

Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

Ala

Leu

Arg

Ala

Asp

Arg

Gly

Ala

Val

Arg

Ala

Leu

Leu

Leu

Asn

Gly

Glu

Asp

Gly

Asp

Leu

Ala

Glu

Ala

Ala

Ala

Phe

Asp

Tyr

Trp

Phe

Met

val

Asn

Tyr

Pro

Ala

Asp

Ile

val

Tyr

His

val

Lys

Val

Ser

Phe

Arg

Tyr

Glu

Leu
1870

His
1885

Arg
1900

Gln
1915

Glu
1930

Ile
1945

Phe
1960

Met
1975

Arg
1990

Lys
2005

Glu
2020

Glu
2035

Glu
2050

Ile
2065

Asn
2080

Gly
2095

Asn

Gly

Trp

Gln

Ser

Ala

val

Ala

Leu

Ala

Pro

Thr

Tle

Arg

Arg

Gly
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Arg

Ala

Arg

Val

val

Arg

Ala

Gln

Pro

Leu

Arg

Leu

Gly

Gln

Pro

Thr

Pro

Pro

Ala

Lys

Leu

Glu

Gly

Ala

Ser

Pro

Thr

His

Gly

Gln

Thr

val

Ala Leu
1875

Gly Ser
1890

Asp Gly
1905

Ile Arg
1920

Leu Lys
1935

Asp Val
1950

Ser Glu
1965

Leu Pro
1980

Leu Pro
1995

Val Pro
2010

Pro Thr
2025

Leu Glu
2040

His Ser
2055

Val Arg
2070

Ile Ala
2085

Glu Ala
2100

55

Ser

Arg

Thr

Gly

His

Pro

Pro

Asp

Leu

Asp

Glu

Arg

Leu

Ala

Asp

Leu

Ala

Met

Leu

Phe

Pro

Gly

Gln

Tyr

Thr

Gln

Lys

Val

Met

Asp

Leu

Asp

Glu

Tyr

Asp

Arg

Leu

Glu

Pro

Met

Gln

Gln

Leu

Gly

Ala

Phe

Ala

Leu



Ser

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

Arg

Phe

Vval

Met

Glu

Leu

Ala

Leu

Asp

Arg
2105

Pro
2120

Phe
2135

Ala
2150

Glu
2165

Ile
2180

Lys
2195

Asp
2210

Leu
2225

val
2240

His
2255

Asp
2270

Val
2285

Arg
2300

Gly
2315

Asp

Glu

Lys

Val

Cys

Gln

Trp

Pro

Gly

His

Thr

Tyr

Thr

Asp

Glu

Ala

Leu

Leu

Leu

Gly

Val

Arg

Asp

Arg

Cys

Pro

Leu

Val

Ile

Gly

Ala

Vval

Ile

Asp

Ala

Ser

Val

Leu

Asn

Leu

Asp

Tyr

Leu

Ser

Thr

Tyr

Gln

Thr

Trp

Leu

Pro

His

Cys

Lys

Ala

Gly

Ala

Ala

Glu

Thr

Glu

Ser

Ala

Gly

Arg

Pro
2110

Arg
2125

Leu
2140

His
2155

Arg
2170

Arg
2185

Leu
2200

Ile
2215

Ser
2230

Trp
2245

Leu
2260

Gln
2275

Gln
2290

Arg
2305

Asp
2320

Vval

Ala

Arg

Leu

Val

Thr

Ile

Asp

Tyr

Leu

Thr

Ala

Ser

Ser

Gly

His

Ala
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His

Val

Ala

Arg

Leu

Lys

Asp

His

Lys

Ala

Val

Ala

Lys

Met

Thr

His

Ile

Phe

Ala

Ala

Ala

Vval

Ala

Cys

Pro

Gln

Ile

Leu

Trp

Pro

His

Leu

Arg

Leu

Leu

Pro

Gln

Val

Ala

Ala

Ala

Gly

Asp

Ala

Val

Val

Ala

Tyr

Pro
2115

Thr
2130

Leu
2145

Asp
2160

Arg
2175

Thr
2190

Val
2205

Ala
2220

Asn
2235

Arg
2250

Gln
2265

Ser
2280

Gly
2295

Ala
2310

Ile
2325

Ala

56

Gln

Gly

Arg

Glu

Gln

Gly

Gln

Gln

Val

Ala

Asn

Trp

Asp

Ile

Cys

Asp

Ala

Ala

Asp

Gln

Leu

Asp

Leu

val

Asp

Lys

Asn

Ser

Ala

Tyr

Asn

Leu

Thr

Ser

Thr

Ala

Gly

Leu

val

Asp

Ser

Ser

Lys

Gly

Leu

Arg

Ala

Glu



10

2330

Ala Ile

2345

Val
2360

Asp

Trp Gly

2375

Arg Asp

2390

Val
2405

Pro

Ala Val

2420

Asp Arg

2435

Ala Thr

2450

Val Asp

2465

Thr
2480

Asp

<210>7
<211> 1320
<212> ADN

Pro

Ala

Gln

Ile

Gly

Ala

Tyr

His

Arg

Lys

Asp Met

Arg Ala
Val Phe
Pro His
Leu Glu
His Asp
Asp Thr
Ala Gln
Leu

Asp

Ala Arg

<213> Variovorax paradoxus

<400>7

atggcacgct
atcgegecage
agggcgcagg
gactaccgceg
cagctgtget
ctgcaatcga

ggcactttcc

atctcatcge
atctggtgaa
ccgaggcgac
acctggacaa
tcggcectgaa
tcctcgaaga

cgctgetget
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2335 2340

Asp Leu Pro Leu Asn Leu Thr Pro
2350 2355

Ile Leu Gly Leu Ala Ala Gln Glu
2365 2370

His Leu Met Ser Gln Ala Ala Leu
2380 2385

Val Phe Glu Arg Met Gly Met Arg
2395 2400

Pro Trp Leu Gln Arg Ala His Ala
2410 2415

Arg Asp Leu Ala Ala Val Leu Ala
2425 2430

Thr Ala Thr Pro Pro Gln Val Ser
2440 2445

Leu Glu Ala Ile Gly Ala Pro Ile
2455 2460

Leu Gln Arg Tyr Phe Val Asp Leu
2470 2475

Arg Ala Leu Glu Thr Thr Thr Ser
2485 2490

agcaaccgcec ttgccgggac acgtcctgec

ccaggggcac gaggtgcggg tgcacaccge

cggtgecggge ttcacgcecect tcgagegcac

gcgetttecee gagecgeccage gcatcgecte

gcacttcettt gcecgatgega tggecgegceca

cttcgaggece gatgccatcg tggtcgacac

aggcaaggag cgcgaagacc gcccggcecat

57

Val Asp

Ala Ser

Arg Val

Leu Glu

Arg Leu

Ile Leu

Gly Ala

Arg Pro

Gly Ile

gatgctggcece
gagccagttce
gatcgacttce
ggcgcatgeg
gcatgcggge
gatgttctge

cgtcggeatce

60

120

180

240

300

360

420
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ggcatctecgg
ccgtegteca
gcgatgtteg
gcgctgeeeg
accgecgectt
ccgetgetcet
gacggccgcet
ctgatcggcee
accggcggcece
ccgttectge
tacggctcgg
gaagagaagc
accggccage
acctatcgcece

ggcatcgeccg

<210> 8
<211> 439
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 8

Met Ala
1

Pro Met

Arg Val

35

Ala Gly

50

Leu
65

Asp
Gln

Leu

Gln His

Arg

Leu

His

Phe

Lys

Cys

Ala

cgctgeeget
cgccggaagg
gcgaggtgeca
atttcttcegt
cgttcgaata
cgcccgegag
cggtcgtget
cgacgctgca
cggtgeegee
cctacgaccg
tcaaccatgce
ccgagatcge
cgaccgcegeg
agcgtgcggce

gcgecctega

Tyr Leu

Ala
20

Ile
Thr Ala
Thr

Pro

Arg Phe

Ile

Ala

Ser

Phe

Pro

ctcgagctge
gcgggtgege
acgctacttce
cgatgcgatg
ccecgegeage
ccgegactte
ggtcacgcag
ggcgetggece
cgccctgacg
gctgetgece
attgagcctce
cgcgegegtg
ccaggtcgge
ggtgctgegt

ggcacttctg

Ala Ala

Gln His

Gln Phe

40

Glu
55

Arg

Glu

70

Phe Gly

85

Gly Leu

Leu

Gln

Lys His

Ser Ile

Thr

Leu

25

Arg

Thr

Gln

Phe

Leu
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gacaccgcect
aacaaggcga
gacacgctge
gtgaagctge
gacctgcceg
acgccgecceg
ggcacgctgg
ggcgacaaga
gtgaacctgce
aagctgcacg
ggtgtgccge
gcctggtcgg
gacgcggtge
gaggacttcg

caaaccttcg

Ala
10

Val

Ala

Ile

Arg
75

Phe
90

Glu

Leu

Asn

Gln

Asp

Ile

Ala

Asp

tctteggeac
tgaacgccaa
tcgegegtte
ccgatcttta
cgtcggtgcea
agtggtggca
ccaaccagaa
acatcctcegt
ccgccaacgce
cgatggtcac
tggtggtgge
gcgegggcat
gcaaggtact
cttgccatcg

catccgegga

Pro Gly

Gln Gly

Ala Glu

45

Phe
60

Asp
Ala Ser
Ala

Asp

Phe Glu

58

His

His

Ala

Tyr

Ala

Met

Ala

cgcgcetgeeg
cctcaaacag
gggcctggec
cctgecagetce
tttcgtegge
cgagctggac
tccgtegeag
catcgccacce
ccgegtggtg
caacggcggce
cggcacctce
caacctcgece
gggcaactcg
cgcgcectgacce

aatggcttga

Val
15

Leu
Glu Val
Thr Gly
Arg

Asp

Ala
80

His

Ala
95

Ala

Asp Ala

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



Ile

Lys

Leu

145

Pro

Asn

Leu

Ala

Phe

225

Pro

His

Leu

Leu

Val

305

Pro

Thr

Val

Glu

130

Pro

Ser

Leu

Leu

Met

210

Glu

Leu

Glu

Ala

Ala

290

Pro

Phe

Asn

Val

115

Arg

Leu

Ser

Lys

Ala

195

Val

Tyr

Leu

Leu

Asn

275

Gly

Pro

Leu

Gly

100

Asp

Glu

Ser

Thr

Gln

180

Arg

Lys

Pro

Ser

Asp

260

Gln

Asp

Ala

Pro

Gly
340

Thr

Asp

Ser

Pro

165

Ala

Ser

Leu

Arg

Pro

245

Asp

Asn

Lys

Leu

Tyr

325

Tyr

Met

Arg

Cys

150

Glu

Met

Gly

Pro

Ser

230

Ala

Gly

Pro

Asn

Thr

310

Asp

Gly

Phe

Pro

135

Asp

Gly

Phe

Leu

Asp

215

Asp

Ser

Arg

Ser

Ile

295

Val

Arg

Ser

Cys

120

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

200

Leu

Leu

Arg

Ser

Gln

280

Leu

Asn

Leu

Val
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105

Gly

Ile

Ala

Val

Glu

185

Ala

Tyr

Pro

Asp

Val

265

Leu

val

Leu

Leu

Asn
345

Thr

val

Phe

Arg

170

val

Leu

Leu

Ala

Phe

250

val

Ile

Ile

Pro

Pro

330

His

Phe

Gly

Phe

155

Asn

Gln

Pro

Gln

Ser

235

Thr

Leu

Gly

Ala

Ala

315

Lys

Ala

Pro

Ile

140

Gly

Lys

Arg

Asp

Leu

220

val

Pro

val

Pro

Thr

300

Asn

Leu

Leu

59

Leu

125

Gly

Thr

Ala

Tyr

Phe

205

Thr

His

Pro

Thr

Thr

285

Thr

Ala

His

Ser

110

Leu

Ile

Ala

Met

Phe

190

Phe

Ala

Phe

Glu

Gln

270

Leu

Gly

Arg

Ala

Leu
350

Leu

Ser

Leu

Asn

175

Asp

Val

Pro

val

Trp

255

Gly

Gln

Gly

Val

Met

335

Gly

Gly

Ala

Pro

160

Ala

Thr

Asp

Ser

Gly

240

Trp

Thr

Ala

Pro

Val

320

Val

val
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15

Pro

Arg

Thr

385

Thr

Arg

Phe

Leu

Val

370

Ala

Tyr

Ala

Ala

<210>9

<211>213

val

355

Ala

Arg

Arg

Leu

Ser
435

<212> ADN

Vval

Trp

Gln

Gln

Thr

420

Ala

Ala Gly

Ser Gly

Val Gly
390

Arg Ala
405

Gly Ile

Glu Met

<213> Variovorax paradoxus

<400>9

atgagcaacc cgttcgacga caagaacgcc
cagcactege tgtggecege cttecategee
ccgaccgacce gcgacgcctg cagcgcctac

cgttecgetgg tggtggeccac ggcggecgge

<210> 10

<211>70

<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 10

Thr Ser
360

Ala Gly

375

Asp Ala

Ala Val

Ala Gly

Ala

ES 2809 727 T3

Glu

Ile

Val

Leu

Ala
425

agcttccagg tgctggtgaa cgacgagggce
gtgececegeeg getggecaggt ggegetggeg

atcgcggcga actggcagga catgcgcccg

tga

Glu

Asn

Arg

Arg

410

Leu

Lys

Leu

Lys

395

Glu

Glu

Pro

Ala

380

Val

Asp

Ala

60

Glu

365

Thr

Leu

Phe

Leu

Ile

Gly

Gly

Ala

Leu
430

Ala

Gln

Asn

Cys

415

Gln

Ala

Pro

Ser

400

His

Thr

60

120

180

213



10
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Met Ser Asn Pro Phe Asp Asp Lys Asn Ala Ser Phe Gln Val Leu Val
1 5 10 15

Asn Asp Glu Gly Gln His Ser Leu Trp Pro Ala Phe Ile Ala Val Pro
20 25 30

Ala Gly Trp Gln Val Ala Leu Ala Pro Thr Asp Arg Asp Ala Cys Ser
35 40 45

Ala Tyr Ile Ala Ala Asn Trp Gln Asp Met Arg Pro Arg Ser Leu Val

50

55

Val Ala Thr Ala Ala Gly

65

<210> 11
<211> 969
<212> ADN

<213> Variovorax paradoxus

<400> 11

atgtccttce
aacctccatt
gtgggcgatt
cgcggeggcea
gaactcttct
tgcgaggetg
gccttectga
ggcctceccagg
atgcgcectgeg
atcggceggt
gcccetgggtce
ggcgacatcc
gcgecggegcet
tttcecegega
ttcgagcgeg
ttcgggegge

agcgattga

<210> 12

70

cgtteggtge
cgctggegge
ggcatgcgge
tcgegggege
tcctgetega
cgatggtgge
tcggeccceget
gcaaacgcgt
ccttcatgat
tcgacgageg
gcggegtgec
gtgcceggtce
actacatcgce
tcctgttcat

accgcttcaa

tcgggggect

cgtegtegte
ctcgtgtceg
gctegtegat
cttcaaccge
ccaggattcg
ccgggagegg
cgtccacgac
ctaccagttc
ttcecteggge
ctatgtgatc
gctctacctg
gctgttegge
gcgcaatgee
caacgtttac

gaagaccatc

cggcgaggtg

acctatttcc
cacctctgeg
gcgggegttt
ggcatcatcg
aagctgccac
aagggcgagg
acgaacctgg
gacctgecgge
tcecetgattt
gaccacgtgg
aatccgcacg
tggaagatcc
atcgatctct
acgctcaagc
gcgcectgatge

catcegegga

60

cgaccggcega
tggtcgacaa
cggtgectgeca
acctcgaage
ccggctactt
gcaatggtga
acgcgctgat
agcccttcac
cgcgeggege
acaccgacta
tcgtgectgeg
acttcatcaa
cgcgggegea
agatcctgcece
tcggetgett

tgggcaaata

61

gcaagtggcg
cacgccgcag
caacggcaac
gcggggcegec
cgatgccatg
ggaagacgcg
cccgcaattce
cgagccgetg
ctgggccecgg
ctgcatgegt
gcaccagatt
ctacceggece
tgtgcgegec
gatgctgatg
cgatggcctg

cctgggecege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

969
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<211> 322

<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 12

Met Ser Phe Pro Phe Gly Ala Val Val Val Thr Tyr Phe Pro Thr Gly

1 5 10 15

Glu Gln Val Ala Asn Leu His Ser Leu Ala Ala Ser Cys Pro His Leu
20 25 30

Cys Val Val Asp Asn Thr Pro Gln Val Gly Asp Trp His Ala Ala Leu
35 40 45

62
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Val Asp Ala Gly Val Ser Val Leu His Asn Gly Asn Arg Gly Gly Ile
50 55 60

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

Glu Leu Phe Phe Leu Leu Asp Gln Asp Ser Lys Leu Pro Pro Gly Tyr

Phe Asp Ala Met Cys Glu Ala Ala Met Val Ala Arg Glu Arg Lys Gly
100 105 110

Glu Gly Asn Gly Glu Glu Asp Ala Ala Phe Leu Ile Gly Pro Leu Val
115 120 125

His Asp Thr Asn Leu Asp Ala Leu Ile Pro Gln Phe Gly Leu Gln Gly
130 135 140

Lys Arg Val Tyr Gln Phe Asp Leu Arg Gln Pro Phe Thr Glu Pro Leu
145 150 155 160

Met Arg Cys Ala Phe Met Ile Ser Ser Gly Ser Leu Ile Ser Arg Gly
165 170 175

Ala Trp Ala Arg Ile Gly Arg Phe Asp Glu Arg Tyr Val Ile Asp His
180 185 190

Val Asp Thr Asp Tyr Cys Met Arg Ala Leu Gly Arg Gly Val Pro Leu
195 200 205

Tyr Leu Asn Pro His Val Val Leu Arg His Gln Ile Gly Asp Ile Arg
210 215 220

Ala Arg Ser Leu Phe Gly Trp Lys Ile His Phe Ile Asn Tyr Pro Ala
225 230 235 240

Ala Arg Arg Tyr Tyr Ile Ala Arg Asn Ala Ile Asp Leu Ser Arg Ala
245 250 255

His Val Arg Ala Phe Pro Ala Ile Leu Phe Ile Asn Val Tyr Thr Leu
260 265 270

Lys Gln Ile Leu Pro Met Leu Met Phe Glu Arg Asp Arg Phe Lys Lys
275 280 285

Thr Ile Ala Leu Met Leu Gly Cys Phe Asp Gly Leu Phe Gly Arg Leu
290 295 300

Gly Gly Leu Gly Glu Val His Pro Arg Met Gly Lys Tyr Leu Gly Arg
305 310 315 320

Ser Asp

<210> 13

63
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<211> 1260
<212> ADN

<213> Variovorax paradoxus

<400> 13

ttgaccgcecca
acggtgctga
gagcggcetgg
gegttegegyg
gggcggcggc
gcectggeeg
gccagcttca
cgcagctacg
ggcgggcaac
ctgctcagcet
gceccgcaagt
tatccgecagg
tatcccageg
ggctgggtge
ccgggegtga
ctcggettceg
ttecggecattce
ggcaccgccg
atcgtcggge
gtgcacttge

atcgegtgge

<210> 14
<211> 419
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 14

cccttecage
tcgacttcat
ccggcggcag
cgatccagtt
cggtgatcct
acagcctgec
ccatcgccaa
gcatcgtggg
tgagccacat
tctgctacgg
tcgactggtce
tgttcggact
tgttcgtget
tcggegeggt
agcgcettegg
tcatcatcgg
tgctggegtt
agcagggccg
cggcgatgtt
cgggcgegec

gctacgcaca

gccgegegta
ggcgttcegge
cacggtaacg
cgtgageteg
gctgtcgtge
gtggctgttc
tgcctacatc
ggccgegtte
cgatccgege
atggttcgtg
gcatgccaat
ggcggeggtg
gttcgeecgac
gggcgtgetc
cgagcgccge
gtttgececgac
cgccggaceg
catccagggg
cgccggcage
gtttttecete

gccgaagece
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cgccgegeeg
ctgatcctge
gcggegtact
ccgatccagg
ttcggeceteg
gtcggccggg
gccgatgtga
ggcatgggcee
ctgecegttcet
ttgcccgaat
ccggttggga
atcttccteg
taccggtatc
agcgtgetgg
gcecetgttge
gctggatgga
gcggcgcagg
gcgctcacca
tteggttact
gctgeggegt

gcgacggcag

cgctegectt
ccggectgece
ggatcgcectgt
gcgegetgte
gcgtggattt
tggtctcecgg
cgctgecegga
tggtgttcgg
ggttcgcgge
cgctgeegece
cgctggtgcet
tgaacctggc
actggaagga
tcaatgcgcet
tecggcatggg
tcctectgge
cgctggtcac
gcectggtgtce
tcatcggege
tcctetgeat

cggtgcececga

64

catcttegtce
gcacctggtg
gttcggcacce
cgaccgette
cgtgttcatg
cgtgttcteg
ggagcgcgcec
gccggtgete
cggcttgacg
cgagcggcegt
gctcaagege
tcagtacgtc
agacgccgtg
gttgatcggg
cttecggegtg
cggggtgccg
gctgcaggtce
ggtggcgggc
ggacgcgcecg
cggcacgctg

gccgacctga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



Met

Phe

Leu

Val

Ile

65

Gly

Phe

Arg

Tyr

Ile

145

Gly

Ala

Glu

Ala

Phe

225

Tyr

Thr

Ile

Pro

Thr

Gln

Arg

val

val

Ile

130

val

Gly

Gly

Ser

Asn

210

Gly

Pro

Ala

Phe

Gly

35

Ala

Phe

Arg

Phe

val

115

Ala

Gly

Gln

Leu

Leu

195

Pro

Leu

Ser

Thr

Val

20

Leu

Ala

Val

Pro

Met

100

Ser

Asp

Ala

Leu

Thr

180

Pro

Val

Ala

Val

Leu

Thr

Pro

Tyr

Ser

Val

85

Ala

Gly

Val

Ala

Ser

165

Leu

Pro

Gly

Ala

Phe

Pro

Val

His

Trp

Ser

70

Ile

Leu

val

Thr

Phe

150

His

Leu

Glu

Thr

Val

230

val

Ala

Leu

Leu

Ile

Pro

Leu

Ala

Phe

Leu

135

Gly

Ile

Ser

Arg

Leu

215

Ile

Leu

Pro

Ile

val

40

Ala

Ile

Leu

Asp

Ser

120

Pro

Met

Asp

Phe

Arg

200

Val

Phe

Phe
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Arg

Asp

25

Glu

Val

Gln

Ser

Ser

105

Ala

Glu

Gly

Pro

Cys

185

Ala

Leu

Leu

Ala

Vval

10

Phe

Arg

Phe

Gly

Cys

90

Leu

Ser

Glu

Leu

Arg

170

Tyr

Arg

Leu

Val

Asp

Arg

Met

Leu

Gly

Ala

75

Phe

Pro

Phe

Arg

Val

155

Leu

Gly

Lys

Lys

Asn

235

Tyr

Arg

Ala

Ala

Thr

Leu

Gly

Trp

Thr

Ala

140

Phe

Pro

Trp

Phe

Arg

220

Leu

Arg

65

Ala

Phe

Gly

45

Ala

Ser

Leu

Leu

Ile

125

Arg

Gly

Phe

Phe

Asp

205

Tyr

Ala

Tyr

Ala

Gly

Gly

Phe

Asp

Gly

Phe

110

Ala

Ser

Pro

Trp

Val
190

Trp

Pro

Gln

His

Leu

15

Leu

Ser

Ala

Arg

val

95

val

Asn

Tyr

val

Phe

175

Leu

Ser

Gln

Tyr

Trp

Ala

Ile

Thr

Ala

Phe

80

Asp

Gly

Ala

Gly

Leu

160

Ala

Pro

His

Val

Vval

240

Lys
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Glu Asp

Leu Val

Ala

Asn

245

Val
260

Gly

Ala Leu

275

Arg Arg

290

Ile
305

Ile
Phe Gly
Thr

Leu

Thr Ser

Ala

Gly

Ile

Gln

Leu

Leu Leu

Phe Ala

Trp

Leu

Leu

Asp

Val Leu

Ile Gly

280

Gly Met

295

Ala Gly

310

Leu
325

Leu

Val
340

Gly

Val Ser

355

Gly Ser

370

Gly
385

Ala

Ile Ala

Glu Pro

<210> 15
<211> 1080
<212> ADN

<213> Variovorax paradoxus

<400> 15

atgatcctgg
gcacagagcg
acgctcgecat
agcgegetge

gccgaatcege

Phe

Pro

Trp

Gly Tyr

Phe Phe

Ala

Thr

Vval

Phe

Leu

Phe Ala

Ala Glu

Ala Gly

360

Ile
375

Gly

Ala Ala

390

Arg Tyr

405

Thr

taaccggcgg
atgaaccggt
cgctcaagga
tcgaccgect

acgtcgaccg

Ala

Gln Pro

cgcaggctte
cgtgaaccta
caacccgaag
gctggccgag

ctcgatccac
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250

Gly Ala Val

265

Pro Gly Val

Gly Phe Gly

Ile Leu

315

Trp

Pro Ala

330

Gly

Gln
345

Gly Arg

Ile vVal Gly

Ala Asp Ala

Ala Phe Leu

395

Pro Ala

410

Lys

attggcgcca
gacaagctga
cacatcttcg
cacaagccgce

ggccccgaag

Gly Val

Leu

255

Ser Val

270

Lys Arg

285

val
300

Leu

Ala

Leu

Ala

Gln

Ile Gln

Phe

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly Glu

Phe Val

Val Pro

320

Leu Val

335

Ala Leu

350

Ala
365

Pro

Pro Val

380

Cys Ile

Thr Ala

atttcgtact
cctacgeggg
tgcagggcga
gtgcegtggt

acttcgtgca

66

Met

His

Gly

Ala

Phe Ala

Leu Pro

Thr Leu

400

Val
415

Pro

cgactggctc
caacctcgag
catcggcgac
caacttcgeg

gaccaacgtg

60

120

180

240

300
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ctgggcacct
cagaaggccg
aagaccgacc
agcaaggccg
gtcaccacca
ctgatgatcg
gtgcgecgact
ggcaagctcg
gtcaacaccg
aaggaacaga
gcacgcaagc
cgcaagacgg

gcgtaccgeg

<210> 16
<211> 359
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 16

Met Ile
1

Leu Asp

Leu Thr

35

Pro Lys

50

Asp Arg

Ala Glu
Gln

Thr

Phe Trp

Leu

Trp

Tyr

His

Leu

Ser

Asn

Asn

tcegectget
cctteegett
cggccttcac
ccagcgacca
actgctcgaa
tcaacgegcet
ggctctacgt
gcgagaccta
tctgegeget
tcacctatgt
tcgagcgega
tcgagtggta

agtgggtcga

Val Thr

Leu Ala

20

Ala Gly

Ile Phe
Ala

Leu

Val
85

His

val
100

Leu

Ala Leu

Gly

Gln

Asn

Val

Glu

Asp

Gly

Pro

cgaatccgtg
cctgcatgtg
cgaagagaac
cctegtgege
caactacggg
ggcgggcaag
gaaggaccac
caacgtggge
gctcgacgag
gaccgaccgce
actcggctgg
cctegegaac

gaagcaatac

Gly Ala

Ser

Asp

Glu
40

Leu

Gln
55

Gly
His Lys
Arg Ser
Thr

Phe

Ala Asp
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cgeggtttet
tcgaccgacg
aagtacgagc
gcectggecace
ccgttccact
ccgetgeceg
tgcagcgeca
ggctggaacg
ctgagcccca
ccecggecacyg
aaacctgccg
ggcgagtggg

gacgccgcac

Phe
10

Gly Ile

Glu
25

Pro Val

Thr Leu Ala

Asp Ile Gly

Ala
75

Pro Arg

Ile His

90

Gly

Arg Leu Leu

105

Gln Lys Ala

ggaatgccct
aggtctacgg
ccaacagccc
acacctacgg
tcceccgagaa
tgtacggcga
tcegeecgegt
agaagcccaa
aggccggcgyg
accgeccgcta
agaccttcga
tgcgcaacgt

cggcgaagge

Gly Ala

Val Asn

30

Leu
45

Ser

Asp Ser

60

Val Vval

Glu

Pro

Glu Ser

Asn

Leu

Lys

Ala

Asn

Asp

val

gccggecgac
ctcgetcetee
gtactcggcece
cctgeeggtg
gctcattcce
cggcatgcag
gctcgaagee
catcgagatc
caagccgtac
cgcgatcgac
cagcggcatc
gcaaagcggc

caccgcatga

Phe
15

val

Asp Lys

Asp Asn

Leu Leu

Phe Ala

80

Phe
95

vVal

Arg Gly

110

Ala Phe

67

Arg

Phe Leu

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



His

Ala

145

Ser

Gly

His

Gly

Leu

225

Gly

Asn

Pro

Asp

Glu

305

Arg

Val

Ala

Val

130

Phe

Lys

Leu

Phe

Lys

210

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg

290

Arg

Lys

Gln

Pro

<210> 17

<211> 891

115

Ser

Thr

Ala

Pro

Pro

195

Pro

Val

Leu

Glu

Ala

275

Pro

Glu

Thr

Ser

Ala
355

<212> ADN

Thr

Glu

Ala

Val

180

Glu

Leu

Lys

Gly

Ile

260

Gly

Gly

Leu

Val

Gly

340

Lys

Asp

Glu

Ser

165

val

Lys

Pro

Asp

Glu

245

Val

Gly

His

Gly

Glu

325

Ala

Ala

Glu

Asn

150

Asp

Thr

Leu

Val

His

230

Thr

Asn

Lys

Asp

Trp

310

Trp

Tyr

Thr

<213> Variovorax paradoxus

<400> 17

Val

135

Lys

His

Thr

Ile

Tyr

215

Cys

Tyr

Thr

Pro

Arg

295

Lys

Tyr

Arg

Ala

120

Tyr

Tyr

Leu

Asn

Pro

200

Gly

Ser

Asn

Val

Tyr

280

Arg

Pro

Leu

Glu

ES 2809 727 T3

Gly

Glu

Val

Cys

185

Leu

Asp

Ala

val

Cys

265

Lys

Tyr

Ala

Ala

Trp
345

Ser

Pro

Arg

170

Ser

Met

Gly

Ile

Gly

250

Ala

Glu

Ala

Glu

Asn

330

Val

Leu

Asn

155

Ala

Asn

Ile

Met

Arg

235

Gly

Leu

Gln

Ile

Thr

315

Gly

Glu

Ser

140

Ser

Trp

Asn

Val

Gln

220

Arg

Trp

Leu

Ile

Asp

300

Phe

Glu

Lys

68

125

Lys

Pro

His

Tyr

Asn

205

Val

val

Asn

Asp

Thr

285

Ala

Asp

Trp

Gln

Thr

Tyr

His

Gly

190

Ala

Arg

Leu

Glu

Glu

270

Tyr

Arg

Ser

Val

Tyr
350

Asp

Ser

Thr

175

Pro

Leu

Asp

Glu

Lys

255

Leu

Val

Lys

Gly

Arg

335

Asp

Pro

Ala

160

Tyr

Phe

Ala

Trp

Ala

240

Pro

Ser

Thr

Leu

Ile

320

Asn

Ala
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atgaagctgce
gcgeccectgg
agtcgcececg
gccgcagege
aacgccacct
cactactcga
gcgaccggcec
aagcactgtg
aacttcgcca
gaccagttcg
cgcgcgacge
accacgtgge
ctgaaggccg
aggcggcecge

ctgceccegagt

<210> 18
<211> 296
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 18

Met Lys
1

Gln Arg

Ser Thr
35

Thr Vval
50

Thr Ala
65

Leu

Ser

Asp

Leu

val

tgctgetggg
gcgaactggt
agcagctggce
acaccgcggt
cgcccggegt
ccgactacgt
cgctcagegt
cgaagcacct
agaccatgct
gcgcgeccac
tgcaggaccc
acggctatgce
gccccgaage
acaactcgcg

ggcagtccgg

Leu Leu

Leu Ala

20

Phe Asn

Lys Val

Asp Lys

Leu Gly

Pro Leu

Ala Asp

Arg Pro

Ala Glu

caagggcgga
ggcgctcgat
cgagacagtg
cgacaaggcc
ggtggccgaa
cttecgacgge
ctacggcagce
gatctttecge
gcgcatecgec
cggcgcggaa
gtccaaggcec
gcgettegtg
ggtcgagcce
cctggacacc

cgtcgeeccge

Lys

Gly

Phe
40

Asp
55

Ser

70

Gly

Glu

25

Ser

val

Glu

ES 2809 727 T3

caggtecggcet
ttcgacagca
ctgaaggtgce
gagagcgagce
gccgegeage
agcggcagca
accaagctcg
accagctggg
aaggagcgcg
ctgctggcecg
gggctctatce
atcgagcagg
gtgcccacca
accaagctge

atgttgecgeg

Gly

10

Leu

Arg

Ile

Pro
75

Gln

val

Pro

val

Glu

gggagctgca
ccgacttcaa
gcececgacgt
ccgagttege
agatcggcgce
agccgtggaa
aaggcgagca
tctatgcege
acaagctgac
acatcaccgce
acgcggtgge
ccaaggcggce
cggcattcce
aatcgacctt

aaaccttctg

val Gly

Ala Leu

Glu Gln

45

Asn Ala

Phe Ala

69

Trp

Asp

Leu

Ala

Arg

acgcagcectce
cgcegactte
catcgtcaat
gcgcaagcte
gctgatggtt
agaagacgat
actggtggca
gcgeggegge
cgtcatcgac
gcacgcgatt
cggtggegtg
gggcgtggaa
gacgccggec
cggcctegtg

a

Glu
15

Leu
Phe Asp
Ala Glu
Ala

His

Leu
80

Lys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

891
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Asn Ala Thr Ser Pro Gly Val Val Ala Glu Ala Ala Gln Gln Ile Gly
85 90 95

Ala Leu Met Val His Tyr Ser Thr Asp Tyr Val Phe Asp Gly Ser Gly
100 105 110

Ser Lys Pro Trp Lys Glu Asp Asp Ala Thr Gly Pro Leu Ser Val Tyr
115 120 125

Gly Ser Thr Lys Leu Glu Gly Glu Gln Leu Val Ala Lys His Cys Ala
130 135 140

Lys His Leu Ile Phe Arg Thr Ser Trp Val Tyr Ala Ala Arg Gly Gly
145 150 155 160

Asn Phe Ala Lys Thr Met Leu Arg Ile Ala Lys Glu Arg Asp Lys Leu
165 170 175

Thr Val Ile Asp Asp Gln Phe Gly Ala Pro Thr Gly Ala Glu Leu Leu
180 185 190

Ala Asp Ile Thr Ala His Ala Ile Arg Ala Thr Leu Gln Asp Pro Ser
195 200 205

Lys Ala Gly Leu Tyr His Ala Val Ala Gly Gly Val Thr Thr Trp His
210 215 220

Gly Tyr Ala Arg Phe Val Ile Glu Gln Ala Lys Ala Ala Gly Val Glu
225 230 235 240

Leu Lys Ala Gly Pro Glu Ala Val Glu Pro Val Pro Thr Thr Ala Phe
245 250 255

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

Leu Gln Ser Thr Phe Gly Leu Val Leu Pro Glu Trp Gln Ser Gly Val
275 280 285

Ala Arg Met Leu Arg Glu Thr Phe
290 295

<210> 19
<211> 897
<212> ADN

<213> Variovorax paradoxus

<400> 19

70
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atgaccaaga
caccccgega
tattacccege
ccgcaggaca
ctgcagtacg
aagttcgtgg
gacttcgecec
taccacgtgce
agcagcatcg
ttctacgaca
ctcgagatca
atgcagcgceg
cagttcattg
gcatggcgca

aagagcggct

<210> 20
<211> 298
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 20

Met Thr
1

Gly Thr

Pro Val
35

Leu Gly
50

Pro Arg
65

Leu Gln

Ile Ile

Lys

Arg

Tyr

Gly

Phe

Tyr

Gly

cgacgcaacg
cgcttgecat
tgagcacgct
cgecegegttt
cggtgcagcc
gcaacgaccc
atctgctgge
acgaccccga
aagaaaagcc
accaggtcgt
ccgeggtcaa
gctatgegtg
ccacgctcga
atggcttcat

acggcaagta

Thr Thr

Leu His

20

Asp Lys

Met

Arg

Gln Gln

Gln

Pro

Pro

Asp

Leu

caaaggcatc
gagcaaacaa
gatgectggge
ccagcaactg
gagcccggat
gagtgcgetg
cgatgccgac
gcgctacgge
gctcaagccec
cgacatcgcecce
ccaggcgtat
gctcgatacce
gcaccgccag
ctcaaccgag

cctcaagcac

Arg Lys

Ala

Thr

Ile
40

Met

Ile
55

Leu

Leu Gly

70

Ala Val

85

Asp Lys

Gln

Phe

Pro Ser

Val Gly

Gly

Leu

25

Tyr

Ile

Asp

Pro

Asn

ES 2809 727 T3

atcctegeceg
ctgctgeegg
ggcatgcgeg
ctgggggatg
ggtctggege
gtgctggggg
gccaagacct
gtggtggect
aagagcagct
aaggccgtga
ctcgacctceg
ggtacgcacg
gggctgaaga
caactcgaaa

ctgctgaacg

Ile
10

Ala

Tyr

Ile

Gly
75

Asp
90

Asp

Ile

Met

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

gtggctcggg
tgtacgacaa
acatcctgat
gcagccaatg
aggcgttcat
acaacatctt
cgggtgecgac
tcgatgccaa
atgcggtcac
agccgagcgce
accagctgaa
acagcctgcet
tcgecatgeece
agctcgegge

acgaggtgcg

Leu Ala

Ser

Lys

Ser
45

Leu

Thr
60

Pro
Gln Trp
Ala

Leu

Ser Ala

71

Gly

Gln

Thr

Gln

Gly

Gln

Leu

cacccgectg
gccgatgatce
catcagcacg
gggcatcaac
catcggtgac
ctatggccac
ggtgttcgee
gggcagggcyg
gggcctctac
gcgcggcegaa
cgtgcagatc
ggaagccggg
cgaagagatc
gccgetggaa

ctcgtga

Gly Ser

15

Leu Leu

Leu Met

Asp Thr

Ile Asn

80

Ala
95

Phe

Val Leu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

897



10

Gly

Ala

Asp

145

Ser

Thr

Val

Ala

Tyr

225

Gln

Pro

Glu

Lys

Asp

Asp

130

Pro

Ser

Gly

Lys

Tyr

210

Ala

Phe

Glu

Lys

His
290

<210> 21

<211> 546

Asn

115

Ala

Glu

Ile

Leu

Pro

195

Leu

Trp

Ile

Glu

Leu

275

Leu

<212> ADN

100

Ile

Lys

Arg

Glu

Tyr

180

Ser

Asp

Leu

Ala

Ile

260

Ala

Leu

Phe

Thr

Tyr

Glu

165

Phe

Ala

Leu

Asp

Thr

245

Ala

Ala

Asn

Tyr

Ser

Gly

150

Lys

Tyr

Arg

Asp

Thr

230

Leu

Trp

Pro

Asp

<213> Variovorax paradoxus

<400> 21

gtgaaggcca cgcccacctc gattcctgac gtgctcgtga tcgagccgaa ggtgtttgge
gatgcacggg gcttcecttett cgaaagecttc aaccagaagg ccttcgacga agecgatcgge

aagcatgtcg acttcgtgca ggacaaccat tcgcgatcgg ccaagggtgt getgeggggg

Gly

Gly

135

val

Pro

Asp

Gly

Gln

215

Gly

Glu

Arg

Leu

Glu
295

His

120

Ala

val

Leu

Asn

Glu

200

Leu

Thr

His

Asn

Glu

280

val

ES 2809 727 T3

105

Asp

Thr

Ala

Lys

Gln

185

Leu

Asn

His

Arg

Gly

265

Lys

Phe

Val

Phe

Pro

170

Val

Glu

Val

Asp

Gln

250

Phe

Ser

Ser

Ala

Phe

Asp

155

Lys

val

Ile

Gln

Ser

235

Gly

Ile

Gly

His

Ala

140

Ala

Ser

Asp

Thr

Ile

220

Leu

Leu

Ser

Tyr

72

Leu

125

Tyr

Lys

Ser

Ile

Ala

205

Met

Leu

Lys

Thr

Gly
285

110

Leu

His

Gly

Tyr

Ala

190

Val

Gln

Glu

Ile

Glu

270

Lys

Ala

Val

Arg

Ala

175

Lys

Asn

Arg

Ala

Ala

255

Gln

Tyr

Asp

His

Ala

160

Val

Ala

Gln

Gly

Gly

240

Cys

Leu

Leu

60

120

180



10

ctgcattacc
ttecgacgtgg
gagttgaacg
ctggtgttga
cacgagcgceg
ggggcaccgg

ttctag

<210> 22
<211> 181
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 22

Met Lys Ala

1

Lys

Lys Ala

35

His
50

Asn

Val
65

Gln
Phe Asp
val

Trp

Pro Ala

Val Phe

Phe

Ser

Gln

Val

Gly

Gly

aggtccagca
ccgtegacat
aagacaacca
gcgagaccgce
cgattgtctg

tcectgtegaa

Thr Pro

Gly
20

Asp
Asp Glu
Ser

Arg

Pro Gln

Thr

Ala

Ala

Ala

Gly

gccgcaagge
ccgcaagteg
caagcagctc
ggaattcctce
gaacgaccce

gaaggacgaa

Ser Ile

Arg Gly

Ile Gly

40

Lys
55

Gly

Lys Leu

70

Ala Val

85

Val
100

Glu

Phe Ala

115

Phe Leu

130

Ile
145

Val

Gly Ala

Tyr

Trp

Pro

Lys Thr

Asn Asp

Asp

Leu

His

Thr

Pro

Ile

Glu

Asn

Phe
120

Gly

Asp
135

Tyr

Ala Val

150

Val Leu

Ser

Lys Lys

ES 2809 727 T3

aagctcgtge
tecgecgactt
tgggtgeegg
tacaagacca
gctgteggta

gacgggtgte

Pro Asp Val

10

Phe
25

Phe Phe

Lys His Val

Val Leu Arg

val val

75

Arg

Lys Ser Ser

Asp Asn His

105

Leu Val Leu

Tyr Ala Pro

Gly Ile Arg

155

Asp Glu Asp

gggtggtgcg
ttggcaaatg
caggattcgce
ccgactacta
ttegatggee

ttctgecaage

Leu Val

Glu Ser

30

Phe
45

Asp

Gly Leu

60

Val Arg

Thr

Pro

Lys Gln

Ile

Phe

Vval

His

Gly

Phe

Leu

tggtgcggtyg
ggtgggtgtce
gcacggtttc
cgcgcccgece
ggatgtggga

ggcagaggtt

Glu
15

Pro

Asn Gln

Gln Asp

Tyr Gln

Ala Vval

80

Gly Lys

Trp Val

110

Glu
125

Ser

Ala
140

His

Pro

Gly Cys

73

Thr

Glu

Asp

Leu

Ala Glu

Arg Ala

val Gly

160

Leu Gln

240

300

360

420

480

540

546
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15

165

Ala Ala Glu Val Phe

<210> 23
<211> 1029
<212> ADN

<213> Variovorax paradoxus

<400> 23

ATGGGCAGCA

ATGTCCTTCC
AACCTCCATT
GTGGGCGATT
CGCGGCGGCA
GAACTCTTCT
TGCGAGGCTG
GCCTTCCTGA
GGCCTCCAGG
ATGCGCTGCG
ATCGGCCGGT
GCCCTGGGTC
GGCGACATCC
GCGCGGCGCT
TTTCCCGCGA
TTCGAGCGCG
TTCGGGCGGC

AGCGATTGA

<210> 24
<211> 342
<212> PRT

<213> Variovorax paradoxus

<400> 24

180

GCCATCATCA

CGTTCGGTGC

CGCTGGCGGC

GGCATGCGGC

TCGCGGGCGC

TCCTGCTCGA

CGATGGTGGC

TCGGCCCGCT

GCAAACGCGT

CCTTCATGAT

TCGACGAGCG

GCGGCGTGCC

GTGCCCGGTC

ACTACATCGC

TCCTGTTCAT

ACCGCTTCAA

TCGGGGGCCT

TCATCATCAC

CGTCGTCGTC

CTCGTGTCCG

GCTCGTCGAT

CTTCAACCGC

CCAGGATTCG

CCGGGAGCGG

CGTCCACGAC

CTACCAGTTC

TTCCTCGGGC

CTATGTGATC

GCTCTACCTG

GCTGTTCGGC

GCGCAATGCC

CAACGTTTAC

GAAGACCATC

CGGCGAGGTG

ES 2809 727 T3

170

AGCAGCGGCC

ACCTATTTCC

CACCTCTGCG

GCGGGCGTTT

GGCATCATCG

AAGCTGCCAC

AAGGGCGAGG

ACGAACCTGG

GACCTGCGGC

TCCCTGATTT

GACCACGTGG

AATCCGCACG

TGGAAGATCC

ATCGATCTCT

ACGCTCAAGC

GCGCTGATGC

CATCCGCGGA

TGGTGCCGCG

CGACCGGCGA

TGGTCGACAA

CGGTGCTGCA

ACCTCGAAGC

CCGGCTACTT

GCAATGGTGA

ACGCGCTGAT

AGCCCTTCAC

CGCGCGGCGC

ACACCGACTA

TCGTGCTGCG

ACTTCATCAA

CGCGGGCGCA

AGATCCTGCC

TCGGCTGCTT

TGGGCAAATA

175

CGGCAGCCAT

GCAAGTGGCG

CACGCCGCAG

CAACGGCAAC

GCGGGGCGCC

CGATGCCATG

GGAAGACGCG

CCCGCAATTC

CGAGCCGCTG

CTGGGCCCGG

CTGCATGCGT

GCACCAGATT

CTACCCGGCC

TGTGCGCGCC

GATGCTGATG

CGATGGCCTG

CCTGGGCCGC

MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MSFPFGAVVV TYFPTGEQVA NLHSLAASCP HLCVVDNTPQ

VGDWHAALVD AGVSVLHNGN RGGIAGAFNR GIIDLEARGA ELFFLLDQDS KLPPGYFDAM

74

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1029

60

120



ES 2809 727 T3

CEAAMVARER KGEGNGEEDA AFLIGPLVHD TNLDALIPQF GLQGKRVYQF DLRQPFTEPL
MRCAFMISSG SLISRGAWAR IGRFDERYVI DHVDTDYCMR ALGRGVPLYL NPHVVLRHQI
GDIRARSLFG WKIHFINYPA ARRYYIARNA IDLSRAHVRA FPAILFINVY TLKQILPMLM

FERDRFKKTI ALMLGCFDGL FGRLGGLGEV HPRMGKYLGR SD

75

180

240

300

342
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REIVINDICACIONES

1. Un biotensioactivo purificado que comprende un componente lipidico hidréfobo que comprende un extremo carboxilo
y un extremo hidroxilo, en donde el componente lipidico esta unido covalentemente a (i) una cadena de péptido o
semejante a péptido en el extremo carboxilo del componente lipidico y (ii) un resto de carbohidrato en el extremo
hidroxilo del componente lipidico a través de una union glicosidica, en donde el resto de carbohidrato incluye uno, dos
o tres residuos de ramnosa.

2. El biotensioactivo purificado segun la reivindicacion 1, en donde la cadena peptidica comprende en el intervalo de
entre 2 y 10 aminoacidos.

3. El biotensioactivo purificado seguln la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en donde el componente lipidico comprende
en el intervalo de entre 1 y 6 restos de acido alcanoico.

4. El biotensioactivo purificado segun cualquier reivindicacion anterior, en donde el componente lipidico comprende
una cadena acilo, y en donde la longitud de dicha cada cadena acilo esta en el intervalo de entre C4 a Coo.

5. El biotensioactivo purificado segun cualquier reivindicacién anterior, en donde el resto de carbohidrato puede
seleccionarse de sacaridos incluyendo glucosa, fructosa, galactosa, manosa, ribosa, o variantes desoxisacaridos
incluyendo desoxirribosa o fucosa.

6. El biotensioactivo purificado segun cualquier reivindicacion anterior, en donde el componente lipidico comprende
tres restos de acido B-hidroxialcanoico.

7. El biotensioactivo purificado de la reivindicacion 4, en donde la longitud de cada cadena acilo del componente
lipidico es Cio.

8. El biotensioactivo purificado segun cualquier reivindicacion anterior, en donde el resto de carbohidrato comprende
un resto de ramnosa unido al componente lipidico a través de una unién glicosidica.

9. El biotensioactivo purificado segun la reivindicacién 8, en donde el resto de carbohidrato comprende dos restos de
ramnosa.

10. El biotensioactivo purificado segun cualquier reivindicacion anterior, en donde el componente lipidico comprende
tres restos de acido B-hidroxialcanoico y la longitud de cada cadena acilo del componente lipidico es Cio.

11. Un método para preparar el biotensioactivo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, el método que comprende
las etapas de:

(a) aislar un microorganismo que comprende el biotensioactivo;
(b) poner el microorganismo en un cultivo en condiciones que promueven la sintesis del biotensioactivo; y
(c) aislar el biotensioactivo del cultivo.

12. El método segun la reivindicacién 11, en donde el microorganismo pertenece al género y especie Variovorax
paradoxus y es la cepa RKNM-096 segun esta depositada en el NRRL con el nimero de acceso B-67038.

13. Una composicién emulsionada de aceite en agua o agua en aceite que comprende un componente polar, un
componente no polar, y el biotensioactivo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

14. Un microorganismo aislado preparado por ingenieria para producir el biotensioactivo de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, en donde se ha introducido en el microorganismo un conjunto de genes heterélogos que
presenta una similitud de al menos el 70% con las SEQID 3, 5,7,9, 11y 13.

15. Un método para modificar tensioactivos glicolipopeptidicos naturales mediante la adicion de restos de ramnosa
adicionales usando RIpE expresado recombinantemente [SEQ ID 11, 12, 23 y 24].
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SEQ ID NC 1
LONGITUD: 12721

TIPO: ADM

ORGCANISMO: Variovorax paradoxus

SECUEMNCIA A

gtegtgbotooctteottttegtggggtgttoccaacgggeocgactyggaggteggetgaaaacegetcgocagtgtgeyg
tgoccgecaaggtttgeocttcaataaaataatcaagctaagtaatatgaatggecatgocatatcgacteggtogacctea
atctgetgegectgttegatgogygtoctacogogagogeagogtgagecgegeogogygagroegotgggectcacgeag
cotgeggeaagecatgggetgggacggyetgeggetgettttgaaagacgegetettcacgegtgeccceggeggegt
ggcgoccacgoocgogogocgacocggctocgoggtggoggtgcaggocgygcgcticggcacgatcgaagoggoygctgcacyg
agccegategettogagecccaggtgbtoegegeaagagetttegtattecacatgageogacateggegaggggegette
ctgccogogotgatggegeggct cggogagetggoegoceggegtgegget ggagacectgecgotecttgectgegga
ggttgogooogoactogacagoggoogeatocgatttogonttoggotttotctogacogigogogacacgoagogoa
cgcatcttotgaaagaccgetacatogtgetgetgegeaagggecatccctttgtgaagegeocggogcaaggggcag
gegetgotegaggegetgeaggagetogact acgtggeggtgogoacgracgoagacacgetgoegeat et tgeagtt
gotoaacctogaagacogoctgogoctcacgaccgageacttcatggtgotacoggecatocghgogogoracogato
tegeggtggtgatgecgegeaacat cgegegagggtttgoggaggagggegget acgegat egtegageegoegttt
cogotgogogatttcagegtgbogetgractggagraagegett cgagggogaccoggeraacogttggttgeggea
ggtgatcacggegotgttetoccgagogeggetgaagiticgaccaccaaagtacgogeogogeggtgcaagogogoge
gactgcgegagtaacacgccgagagattcococctacagetttctegeccagttgotgeoategeaacattettttgggg
tgecatgacgogogaaatacgatgaaagecttogattocgaaageogogattcaggtogoaacttogggatgaaatet
ttcgecgotcaaagacgttocgtgaaatgttttcttococctaaaaccgtcactgaaagtgttgaaaccacttgtacagtyg
gactggeaatgtgaacggattgbtacogoggageaceggecatbtctecttgageggoogatgoacgacgegtecatt
tcacgcegeacatgoategttgoccaatttcactcaagacetggagaagtgecatgagtacegtegatcagetgggocge
accgocococcttaccteggggeagatggegatgtggeteggegeaaagtiecgogtogececgacaccaatttocaatet
cgocgaagecatocgacategeaggegagatcgaccoogoegatottectggegooecatgegacaggtggoecgatgaag
tcgaggoecacgogoctgagettcategatacocogeaagggoeracgacagghaegtegegeoegttttcaccggegag
atcceoctacctogacctocagoggogagagoegatcegeadgocgaggecgagegetggatgeatgeggactacaccog
cagcatogacctogogeacgggoagebgtggotgtoogegetgatecegectegegococgategocacatctggtace
accgcagocatcacategoegectocgacggettcageggeggectcatcgcacgecgottegecgacatctacaccgeg
atggtcgacaacaacgcagoggtgoocogaagactogegecttgecacocgatctogecagetggeogacgaagaacatge
ctatoegogagtecoggeegoettoccegegegacegocagtactggacegagaegettegecgatgracocgatcegttga
goctogocteogeoacegeoteggtocaacgtoggtggoctcttgogocagacggtgocacectgocggeggccagogtgcaa
gooctgoagaccatcgocgcaagagotoggoaccacgetgccgoaaatcctcatogocaccacogoggoctacctgta
cogogcaacgggcategaggacatggoaateggeatecccgtcacegogogaocacaacgacegeatgogecgogtge
cocgegatggtggocaacgogotgocgotgogoctggegatgegegeggacetgocgattcoggaactgatcogegaa
gteoggeooggoagatgeggeagatococtgeoggeaccagtegtatcgotacgageatttgogeagogacctocaacatget
ggtgaacaaccggcagctchbtcaccaccgtggtcaacgtcgageccttegactacgacttecgotttgegggecatyg
cocgogaagoogogoaacctotcgaacygoacggcogaggacctoggcatcttectgtacgagogoggoaacgggcay
gqacctgeoagatcgacttogacgocaacccogeggtgeacacegeagqaggaactggocgatcaccagogooggotget
tgcctteoatogacgecgtgatcogectgecgttgeagoecgtcgygecagatcgacoctgocteggtgoccgaagagoegygc
agcaattgotggtogagtggaacgacacggoccacgoogtgoccocgacacccateotocaccgeogitgatcgaagogeag
ctogecagecgatcogeaagecategeattgegettegacggegaggegatgaacaacgaagaactgaaccgecgege
caaccgtotogeccacctgoetgogogracgeggogotggeccggagegcacoegtggegetegogatcccgegttega
tggacctgatgattgecttgetogocacgttgaagaceggegoggectacetgocoggtecgateocggatttcoocggeg
gaccgecatcgecttecatgetcecogegatgogecagecegtgtgectcgtcacgaccgaagecctogeggagt cgetgee
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ggcagccgeccccacattgetgetecgatgtagegcaaacgattgeggatectggagagttgecaacgacaccaacccgg
gcatcgcgatcgacccttcegecatceggectatgtgatctacacctecgggectcgaccggecatgeccaagggtgeggte
gtgtcegecaccgegecategtcaaccgectgegetggatgecaggaccgetacggecttcaggecgacgacegegtget
gcagaagacgccttceccagettcgacgtgtecggtgtgggagttcttectggecgetgatcgacggtgecacgectggtagce
ttgcgaaaccgggcggccacaaggatgeggectacctcgeggggectgatecgeggaggagggeatcaccacgatecac
ttegtgecgtecgatgetegaggtettectgetegageccacggegggegeatgecaccacgetgegecgegtgatetg
cagcggcgaagccttgtegeccgegectgecaatecgcagttccagecagecacctetegtgegagetgecacaacctectacg
gtccgaccgaggccgcggtcgacgtcacctcgtgggagtgcgaacgcacggacgacgcagaagecctcgagecgttece
atcggccgeccgatctggaacacccagatgcacgtgcectcgacageggectgecagecegtgecggecggegtgactgg
cgagctgtacatcgcgggegtcggectcgecacgeggectacctcaagegeccgttgetgagegecgagegtttecateg
ccaacccctacggcacacccggecagecgcatgtaccgecaccggcecgacctecgegegetggegcaaggacggecagectt
gacttcctcggecgegecgaccagecaggtgaagatccggggectgegecatcgagecgggagagatcgaateecgtget
gctgcagecatcecgecaagtcegegeaggoecgecgtggtggegegegaagacgtaccgggegaaaagegtetegtggect
acgtcgttgcgacggacgctgceccgatccgecaageggecgaactgegecacgegectegegecaategetgeccgagtac
atggtgcctteggecttegtcagectecegtegetgecgetecggaceccageggecaagctecgaccgecaaggegetgee
gcccececcgaagtgeaggecgecacgccgtacgecgegecgegcacgcecgaccgaaaagatectggecggectetggg
ccgagacgectgecatttgecgegegteggtgtcaacgacaacttettegaacteggeggecactegetgatgategtg
cagctcatgtcgatgatecggcagecaattcatgatcgacctgeecggtegacacgetgttecaggtctecaccatege
gggcecttgecgagctgetecgaccaggaatecggtecgeeccgtccgagectgacteccgatgececgegeccegegegeatte
cgctgtecttecgegecagegecgectgtggetgatgaaccagetcgaaggegegaaccecggectacaacatgecacte
gcgctgegectgtegggtgtgetecgatcgecaccgecattgecatgeggegetcggegacctggtgcagegecacgagag
cctgcgcacggtctacccgaacgaagacgggectgeccgtaccagcacatecctecgacggegecggatgegegtccggegg
tgatcgaggccgacagcagcgaagaagaaatcgeggcegecagettcacgecgetgegggecatgecttecgatectegge
agcgcggegeccttgegegtectacctgttcaagetecgecggegacgaacacgtgetgetgetgetcacgecaccacat
tgccggecgatggcgectegetgetgecgetagegecgegacatcagegtggectatgecgegegetgegaaggcaagqg
cgccgggctgggagecgetgecgetgecaatacgecgactacgegetgtggcagecaggagetgeteggecagcgaagac
gatgccgagagcatggccggecgceccagegtgagttctggegttectcgetgagecgacctgeccgagecaactggeget
gcccgtcgaccacgcacggecgetecgtgecgacctaccgeggegatgtggteccecgetgecagattecgtegecatgtge
atgaacgcatcctgcaactggcgecgcgacgggcaggeccagegtcecttecatggtgetgecaggecgecactecgegggecte
ctgagccgectecggegegggegacgacategtcatecggecagececggtcgeggggegecagegaccatgegetggacga
actcatcggctgcttcgtcaacacgctggtgectgcgcactgacacctecgggecagecgagectgegegagetggtct
cgcgegtgegegcecaccaacctegeggectatgecgaaccaggagtttecgtacgacegectegtggagetgetgegt
ccgggccgcectecgocgegeccaacctgecgetgtteccaggtcatgectgggectteccagggecacgagecgectgtecgttcag
cctgecgggectgtegatcgegecgcagecggtggecatecgacaccgegaagttecgacctgtegttcatecteggeg
agcadacgeggtgecgatggectgecgggeggeatctecggeggeateccagtacageaccgacetgttecgagegeage
acggtcgaggccatgggegegeggetggtgegtttgectggaagaggectgecgaggecgeccgacgatgeggtgagtgg
cctcgeccatcctgagocgeggaagaaaccgaccgectgectgteccgactggageggeccgcacgegegaccttgegecge
tctecgttegecgacatggtggectegecatgecgeggagegeccgcecttgecagatgecagtggtgetcgacgacgegace
gtcagctacgcecgaactegatgeacgegecaaccggetetegeacctgetgegtgegeaaggeatecggggttggege
catcgtcgegacagtgcectgecgegttegetcgacctecatecgtggegecacttggecatcgtgaaggecggegeggect
acctgcccatcgaccceccaaccacatggecgegegecagegecttegtgttecgaggaggecgegececgeegeggtgetg
acgcacgatgcgctgttgecccgagectggtocggegttccccgetgecatecgegetcgacagecgacagecatggttgeege
gctggcecatceccagteggatacgecgetggtgecatgeggecaatccacaggatgeecgectacctecatectacacctecy
getecaceggeatgeccaagggegtggtggtgeegeatgegggectgggeagecteggecacegegatggeggagegg
ctcgtcatcggceccacggcectecgecgegtgetgecagttctectccageggettcgacgegtcggtgatggaccagectgat
ggcetttggegecggtgecgegetggtggtgecggggecggagcaactgeteggecacggagetggecgatetgeteg
agaagcaggccgtgagccacgcgctgattocgeccgecgegetegegacectgecgecacggegagttecegeacetg
cagacgcetggtggteggeggegatgectgoaccgecgegetggeggegaagtggtageaaggacgecgeatgatcaa
cgcctacggeccgaccgagatcaccatctgecgecgagcatgagcgecgecgatgacggcecgaggagttgecctecateg
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gccagcecgatctggaacacgeggatgtatgtgetcgacagegeectgecaaccggtgecgeegggtgtcgegggegag
ctctacatcgceceggcageggegtggecgegeggetatectcaaccggecggecattgagtgeggaacgettcatecgecga
ccecgecatggegegeoececggeagecgeatgtaccgecageggegacctegecacgetggegegeegacggeacgctegact
tccteggecgegecgaccagcaggtgaagateccggggettecgecatcgagecgggecgagatcgaatecgtgetgete
aagcacccgttgatcacgcaggecgecgtgatecgececgegaggacgtgeccggegagaagegectggtegectactt
cgtcgecggttecgagecgecageccaccgagetgegegeccacatggegeaggecttgecegactacatggtgectt
cggccttegtgegectgecgtegetgecgetcacgcaaageggcaagetcgacaagaaggegetgecggtgecegac
cagcagcccgccgcgctgtacgtggagccccgecacgecgaccgagaaactgectecgegggectectggtccgagacget
gcacctggagcgtgteggecatccacgacaacttcettecgagateggegggeattegetcatggegateccagetgggea
tgcgcatccgeccagcaggtgegegeggacttecceocgecacgecgaggtctacaaccgeoccgacgattgeccgacctggec
gcctggectcgacaacgaaggeggcacggtcgaggcgetggacctgtecgegegagetcgacetgeccgegecacatcecg
cccgcecaggcecactgcaccgaagetegcaccgegecgegtgttectcaccggegegageggettegteggecagteace
tgctggcecgegetgttgegegacaccgeggectgegtggtectgecacgtgegegegeccgacgagecaggcecggegag
cagcgcctcaagegcacgetggeccagegecageteggtgegatctgggacaacgegegeatcaaggtegtgacegg
cgacctcggcaagecgegectgggectcgatgacgetgecgtgecaactggtgegegacggetgegacgecatctace
actgcgecgegecaggtecgacttectgeateccctacgegagectcaageccgegaacgtecgacagegtggtcacgetg
ctecgaatggacggecgcaggggcgcgegaagagecatgecactacgtectecacgetggetgtgatecgaccagaacaacaa
ggaagacaccatcaccgagcaatcggegetggectcatggagegggetggtegacggetacagecagagecaagtggg
tcggecgatgegectggecccgegaggegecaggegegeggecatgecggtggegatetaceggetgggggecagtcacegge
gaccacacgcacgcgatctgcaatgecgacgacctgatcectggegegtogegeatcectetatgecgacctggaagegat
tccecgatatggacctgecgetcaacctcacaccggtggacgacgtggegegegecatecteggecttgeggegeagg
aggcctcgtggggccaggtgttccacctgatgagccaggcggecgectgcgggtgecgegacatteccgecacgtcttcgag
cgcatgggecatgcggctggagccggtegggetggagecctggetgecagegegegecatgecacggetggecgtegegea
tgaccgcecgacctggcecgeggtgetecgecatectcgaccgetacgacaccacggecacgecgecgecaggtgageggeg
cggccacgcatgcgcagctcgaggecatcggegecgecgatccgeccggtggaccgegacctgetgecagegctactte
gtcgacctgggcatcgacaccaaggcgcgecgegecctggaaaccaccacttcataggagecacacggaatggcacge
tatctcatcgcagcaaccgcecttgeccgggacacgtcctgecgatgectggecatecgegecagecatctggtgaaccaggg
gcacgaggtgcgggtgcacaccgcgagcecagttcagggecgecaggeccgaggcgaccggtgegggettcacgeectteg
agcgcacgatcgacttcecgactaccgecgacctggacaagegettteccecgagegecagegecategectecggegecatgeg
cagctgtgcetteggectgaagecacttetttgecgatgegatggecgegeageatgegggectgecaategatectega
agacttcgaggccgatgccatcgtggtcgacacgatgttctgeggecactttccegetgetgectaggecaaggagegeyg
aagaccgcccggecatcegtceggeatceggeatctecggegetgecgetectegagetgegacaccgecttettecggeace
gcgctgecgeocgtogtccacgecocggaagggecgggtgegcaacaaggecgatgaacgeccaacctcaaacaggcgatgtt
cggcgaggtgcaacgctacttcgacacgetgetegegegttecgggectggecgegetgeccgatttettegtecgatyg
cgatggtgaagcectgeccgatectttacctgeagetcaccgegecttegttegaataccegegeagegacctgeecegeg
tcggtgecatttcgtecggeccgetgetetegeccgecgagecgegacttcacgecgeccgagtggtggcacgagetgga
cgacggccgeteggtegtgetggtcacgecagggecacgctggeccaaccagaateccgtcgecagetgateggecccgacge
tgcaggcgcectggcecggcegacaagaacatcectegtcatcgecaccaccggeggeccggtgecgeccegecctgacggtg
aacctgeccgecaacgeccgegtggtgecgttectgecctacgaceggetgetgeccaagetgeacgegatggteac
caacggcggctacggctcggtcaaccatgecattgagecteggtgtgecgetggtggtggecggecaccteccgaagaga
agccegagatcegeogegegegtggectggtecgggegegggeatcaacctegecaccggecagoecgaccgegoegecag
gtcggcgacgcggtgcgcaaggtactgggcaactcgacctatcgeoccagegtgeggeggtgetgegtgaggacttege
ttgccatcgegegetgacecggeatcgecggegecctegaggecacttetgeaaaccttegeatececgeggaaatggett
gaacctgaaccccatacgacaaaggaaatcccagatgagcaaccegttegacgacaagaacgecagettecaggtge
tggtgaacgacgagggccagcactcgetgtggeccgecttcatcgecgtgeccgecggetggecaggtggegetggeg
ccgaccgaccgegacgectgcecagegectacatecgeggegaactggecaggacatgegeccgegttegetggtggtgge
cacggcggceccggcetgacgecgaggatgtectteccgtteggtgecgtegtegtcacctattteccgaccggegagea
agtggcgaacctecattogetggeggectegtgtecgeacctetgegtggtegacaacacgecgeaggtgggegatt
ggcatgcggecgcetcecgtcecgatgegggegtttecggtgectgcacaacggcaaccgcecggeggecatcecgecgggegecttcaac
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cgcggcatcatcgacctecgaagegeggggegecgaactettettectgetcgaccaggattecgaagetgecaceegg
ctacttcgatgceccatgtgcgaggcectgegatggtggeccgggageggaagggecgagggcaatggtgaggaagacgegqg
ccttectgateggeecgetegteccacgacacgaacctggacgegetgatcececgecaatteggectecagggcaaacge
gtctaccagttcgacctgeggcageccttcaccgagecgetgatgegetgegecttecatgatttectegggetecct
gatttcgegeggegectgggeccggatcggecggttegacgagegetatgtgatecgaccacgtggacaccgactact
gecatgcegtgecctgggtegeggegtgecgetctacctgaatecgecacgtegtgetgeggeaccagattggegacate
cgtgecceggtecgectgttecggetggaagatccacttcatcaactaccecggecgegeggegetactacatecgecgegeaa
tgccatcgatctctcgecgggegecatgtgecgecgectttcccgegatcectgttcatcaacgtttacacgectcaagecaga
tcctgecgatgetgatgttegagegegaccgettcaagaagaccategegetgatgeteggetgettecgatggectyg
ttcgggecggetcgggggectecggecgaggtgecatccgeggatgggecaaatacctgggecgecagegattgaccgecace
cttccagecgecgegegtacgecgegecgegetegecttcatecttegtcacggtgetgatcgacttecatggegttegg
cctgatcctgeecggectgecgeacctggtggagecggectggecggceggcageacggtaacggeggegtactggateg
ctgtgttcggcaccgegttegeggegatccagttecgtgagetegecgatccagggegegetgtecgacegetteggg
cggcggccggtgatcecctgetgtegtgetteggecteggegtggatttegtgttcatggeecetggecgacagectgec
gtggctgttcgtecggecgggtggtectecggegtgttecteggecagettecaccatecgecaatgectacatecgecgatyg
tgacgctgecggaggagegegeccgcecagetacggcatecgtgggggecgegtteggecatgggectggtgttecgggecg
gtgctcggegggecaactgagecacatecgatececgegectgeecgttectggttegeggeecggettgacgetgetecagett
ctgctacggatggttegtgttgeccgaatcgetgecgeccgageggegtgeccgcaagttegactggtegecatgeca
atccggttgggacgctggtgetgctcaagegetateccgecaggtgttecggactggeggeggtgatettectecgtgaac
ctggctcagtacgtctatcecccagegtgttegtgetgttegecgactaccggtatcactggaaggaagacgecgtggg
ctgggtgcteggcgeggtgggegtgectcagegtgetggtcaatgegetgttgatecgggecgggegtgaagegetteg
gcgagcgceccgegeccocctgttgctecggecatgggecttcggecgtgetcggettecgtcatcatcgggtttgeccgacgectgga
tggatcctcctggeceggggtgececgtteggeattectgetggegttegecggaccggeggegeaggegetggtcacget
gcaggtcggcaccgecgagcagggcecgecatccagggggcgetcaccagectggtgtcggtggegggecategtcggac
cggcgatgttcgeccggcagetteggttacttcatecggcgeggacgegecggtgeacttgeecgggegegeegttttte
ctcgetgeggegttectetgeatecggecacgetgategegtggegetacgecacagecgaageccgegacggecageggt
gcccgagcecgacctga

Fig. 4
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SEQ ID NG 2
LONGITUD: 35959

TIPO:ADN
DORGAMISMO:

SECUENCIA:
1
ol
121
181
241
301
3el
421
481
541
601
BE1
TZ21
781
gal
901
el
1021
Logl
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1821
legl
1741
1801
lgel
1921
1981
2041
z2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461

VAriovarax

2

CCGCTGCGCC
GCTCTCCRAGRE
GTTTATGGEA
GCCATTGTAG
GGGATAATCAR
GATCCTGGTA
ACAGAGCGAT
GCTCGCATCG
COCGCTGCTC
CGRATCGCAC
GOGECACCTTC
GAAGGCCGCC
GRCCGACCCG
CAAGGCCGECC
CACCACCAAL
GATGATCGTC
GCGCGACTGG
CARGCTCGGC
CARCACCGTC
GGRACAGATC
ACGCRAGCTC
CARGACGGTC
GTACCGCGAG
CTGOTGOTGE
CTGGGCGRAC
CCCGAGDAGT
GCGCACACCG
ACCTCOCCCO
TCGACCGACT
GGCCCOCTCR
TGTGCGARGT
GCCARGACCA
TTCGGOGCGT
ACGCTOCAGS
TGGCACGGCT
GCCGGICCCG
CCGCACARCT
GAGTGGCAGT
AGRGRCACGER
GCTCGGECAC
ACGACRAGCC
TCCTGATCAT

ES 2809 727 T3

paradoxus

TCGCRACGGG
COGCGTTTGA
CTTTGCGOCT
GTGGGCACTG
TCCGTTCATT
ACCGGOGGLG
GAACCGGTCG
CTCRAGGACH
CRCCGCCTIGE
GTCGACCGCT
CECCTGCTCGE
TTCCGECTTCC
GCCTTCACCG
AGCGACCACC
TGCTCGARCA
ARCGCGCTGE
CTCTADGTGA
GRGACCTACR
TECGCGOTGE
ACCTATGTGR
GRGECGCGARC
GAGTGGTACC
TGGEETCGAGA
TGGGCARGGE
TGGETGGCGCT
TGECCGAGAC
CGETCGACAR
CCOTGGTGGE
ACGICTTCGA
COOTCTACGE
ACCTGATCTT
TGCTGOGCAT
CCRCCGGLGE
ACCCGTCCAA
ATGCGCIGCTT
ARGCGGETCGA
CECGCCTGGA
COGGCETCGC
ACROCCCATS
CCGCCTGCAC
CGATGATCTAT
CAGCACGCCG

TTTGCTCCTT
TGTGATGCAG
TOGGETRGGGE
CORATGOGOC
CGCCGGAGGG
CAGGCTTCAT
TGAACCTAGA
ACCOGRAGCA
TGECCCGAGCA
CGATCCACGG
AATCCGETGECG
TGCATGTGTC
BACGAGRACAR
TCETGECECGEE
RCTACGGGCC
CEGECRAGCC
BGGRCCACTG
RCGTGGGCEGE
TCCACGAGCT
CCGACCGCCC
TCGECTGGAR
TCCECGRACGG
RGCAATACGA
CEGACRGGETC
CGATTTCGAC
AGTGCTGAAG
GGCCGRGAGC
CGRAGCCGCG
CEECAGCGGD
CAGCACCARG
TCGCACCAGC
COCCARGGRG
GGAACTGCTG
GOCCGGGCT
CGTIGATCGAG
GCCCGTIGCCC
CACCACCRAG
CCGCATGTITG
RBCCAAGACGR
COCGECGACGC
TACCCGUTIGA
CAGGACACGC

85

CGETGCATCG
TRCTGACCCC
CACCGGGGTG
ARCCCCGGEER
CGATCGITCG
TGECGCCRAT
CAAGCTGACC
CATCTTCGTG
CARGCCGCGT
CCCCGAAGAC
COGTTTCTGE
GRACCGACGAG
GTACGAGCCC
CTGGCACCAC
GITCCACTTC
GCTGCCOGTE
CAGCGCCATC
CTGGARCGAG
GRGCCCCARAG
CGECCACGAD
ACCTGCCGAG
COAGTGGGETG
CGCCGCACCE
GGCTGGGRGE
AGCACCGACT
GTGCGCCCCG
GAGCCCGAGT
CRAGCAGATCG
AGCRAGCCGT
CTCGRAGGCG
TGGGICIATG
CGCGACARGC
GCCGRCATCA
TATCACGCGG
CAGGCCARGG
ACCACGGCAT
CTGCAATCGA
CGCGARRCCT
CGCRACGCAR
TTGCCATGAG
GCACGCTIGAT
COCGTTTICCA

CGATCCCTGE
CTGTTCGGEGED
GCCOGCTCTO
GTTTOGGCCC
ACARCRRCLG
TTCGTACTOG
TACGCGGGTA
CAGGGECGACE
GUCGTGEGETCA
TTCGTGCRAGE
AATGECCCTEC
GTCTACGGCT
ARCRGCCCGT
ACCTACGGECC
COCGAGARAGT
TRCGGCGRCG
CGCCGCGTGo
ARGCCCARACR
GOCGGECGGIA
CGCCGCTACG
ARCCTTCGACA
COCAACGTGO
GCGRAGGCCR
TGCRRCGCAG
TCARCGCCGR
ACGTCATCGT
TCGCGCGCAR
GCGCGCTGAT
GGARBGARRGE
AGCRACTGGT
CCGCGCGCGEE
TGACCGTCAT
CCGOGCACGD
TOGCCGGETGE
CGGCGEGGECGET
TCCCGACGCC
CCTTCGGECCT
TCTGATATTO
BGGCATCATC
CRARCRACTG
GCTGGGCGGET
GCAARCTGCTG

GGETGCGATG
CEACCTGAGE
CTGCAGTGEE
TTGGGECCGAT
GEGACCCCAT
ACTGGCTCGE
ACCTCGAGAC
TCGGECEACAG
ACTTCGCGGEE
CCARCETGEOT
COECCEACCA
CECTCTCCAR
ACTCGECCAG
TECCEETEET
TCATTCCCCT
GORTGCAGGT
TCGRAGCCCGE
TCGRGARTCGT
BRGCCGTACAR
CGATCGACGC
GCGGCATCCG
AALREGCGECGC
CCOGCATGARRG
COTCGCGCCC
CTTCAGTCGC
CAATGCCGECA
GCTCARCGCC
GETTCARCTAC
CGATGCGACC
GOOAARGCAC
CGECRACTIC
CGRCGACCAG
GATTCGCGCG
CEGTGACCACG
GGAACTGAAG
GGECCAGGCGG
CGTGCTECCC
GORGAGCARG
CTCGCCGGETG
CTGECCGETET
ATGCGCGACA
GEEGATGECA



2521
2581
2641
2701
2761
2821
Zggl
2941
3001
306l
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
360l
36l
3721
3781
3841
3501

GCCRATGGGE
CEGTTCATCAT
ACATCTTCTA
GTGCGACGGT
ATGCCAAGGG
CGGTCACGEG
CCRGCGUGCE
AGCTGRACGET
GCCTECTGREA
CATGCCCCGA
TCGCGGECGLC
AGGTGCGCTC
GCTGTTTGGE
AGCGATCGGC
GCTGCGGGGEGE
TGGTGCGGTG
GOTGOCTGTC
GCACGGTITTIC
CECECCCGr
GGATGTGGGA
GGCAGAGGTT
CGCETTGAGT
TCGAGCARAC
ACATCTTTGA

SEQ ID NC 3
LOMGITUD: 915
TIPD: ADM

ORGAMISMD: Variovorax

SECUENCIA 3

1 ATGAATGGCA

61 TACCGCGAGC
121 AGCCATGGGEC
181 GGCGECGTGE
241 GECACGATCG
301 AGCTTICGTA
36l CGEGCTOGGLG
421 GTITGECGCCCG
481 CGCGACACGC
541 CATCCCTTIG
601 GACTACGTGG
661 GARGACCGCC
721 ACCGATCTCG
781 TACGCSATCS
841 AAGCGCTTCG
901 TCCGAGCGCG

ES 2809 727 T3

CATCARCCTG
COGETEACARG
TGGECCACGAD
GITCGCCTAC
CAGGGCGAGC
CCTCTACTTC
CGGUGRACTC
GCAGRTCATG
AGCCGEGoAG
AGRGATCGCA
GCTGGARARLG
CTGRRGGCCA
CATGCACGGEE
ALGCATGTCGE
CTGCATTACT
TTICGRIGTGE
CAGTTGAACGC
CTIGGTGTTGA
CRCGRGCGOG
CGEGCACCGE
TTCTAGTGTC
CCGCARAGAGT
GTGCGTCTCE
ARATGATTTTG

paradoxus

TGCATATCGA
GCAGCGTIGAG
TGGGACGGCT
CECCCACGOC
ARAGCGECGCT
TICACATGAG
AGCTGGCGOC
CACTCGACAG
AGCGCACGCA
TGEAAGCGCCE
CGGETGLGCRAC
TGCGCCTCAC
CGGTGGTGAT
TCGARGCCGLEC
AGGGCGACCC
GCTGA

CAGTACGCGGE
TTCGTGGGCA
TTCGOCCATC
CACGTGCACG
LGCATCGRAG
TACGARCAACC
GRGATCACCG
CAGCGCGGCT
TTCATTGCCA
TGGCGCARTG
AGCGGCTACG
CECCCRCCTC
GCTTCTTCTT
ACTTCGTGCA
AGGTCCAGCA
CCGTCGACAT
BAGACRACCA
GUGAGRCCGC
CERATTGTCTG
TCCTGICGAR
CTITCGTCAG
GCCCTGAGAG
CAGCTITCTG
ARAATCCGOG

Fig. 5

CTCGGEICGAC
CCGCGCCGRG
GCGGCTGCTT
GCGCGCCGAC
GCACGRGCCC
CGACATCGGC
CEGCGTGEGG
CGGCCGCATC
TCTTCIGAAR
GUGECARGGEG
GCRCGCCGAC
GRCCGAGCRC
GCCGCGCAAC
GTTTCCGCTG
GGECCARCCGT

Fig. 6

86

TGCAGCCGAR
ACGACCCGAG
TECTEGCCEA
ACCCCGAGCG
ALRAGCCGCT
AGGTCGTCGA
COGTCRACTR
ATGCGTGGCT
CGCTCGAGTAR
GOTTCATCTC
GCAAGTACCT
GATTCCTGAC
CGAARGCTTC
GEACAACCAT
GCCGCAAGGED
CCGCRAGTICG
CAAGCACGCTC
GGARATTCCTC
GRACGACCCC
GRAGGACGAR
ATAGCGGGEC
GGGGGGCGAR
ARGTIGTTGC
GCGATCGCAT

CTCAARTCTGC
GAGTCGCTGE
TTGARAGACH
CEGCTCGCGEE
GRTCGCTTCG
GAGGGGCGCT
CTGGAGACCC
GATTTCGCCT
GACCGCTACA
CRGGCGCTEE
ACGCTGCGOA
TTCATGGTGC
ATCGCGCGAG
CGCGATTTCA
TGETTGCGEE

CCCGGATGGET
TGECGCTGGETG
TGCCGACGOC
CTACGGCGIG
CRAGCCCAAG
CATCGCCAAG
GGCGTATCTC
CGATRCCGET
CCGCCAGRGEG
ARCCGAGCAR
CRAGCACCTG
GTGCICGTGA
ARCCRGAAGG
TCGCGATCGEG
AAGCTCGTGC
TCGCCGACTT
TOGGGTGCCOG
TACARAGACCA
GCIGTCGGTA
GACGGGTGIC
GGCTTCGCGT
ARACTCRCAR
ACCTTCTTTT
GCATGCTGCT

TECGCCTGETT
GCCTCACGCA
COCTCTTCAC
TEECGEETGCA
RGCCCCARAGET
TCCTGCCCGO
TGCCGOTCTT
TCGGCTTTCT
TCGETGCTGCT
TCGRGGCGCT
TCTTGCAGTT
TRCCGGCCAT
GGETTTGECGGEA
GCETGETCECT
AGGTGATCAC

CTGGCGCAGG
CTGGGEGEGACA
ARGACCTCGG
GTGGCCTTCG
AGCARGCTATG
GUCGTGARGC
GACCTCGRCC
ACGCACGRCA
CTGARAGATCG
CTCGARARAGC
CTGAACGACG
TCGAGCCGRR
CCTITCGACGA
CCRRGGEGTGET
GGGETGETGCG
TTGGCRARTG
CAGGATTCGC
CCGACTACTA
TTCGATGGOC
TTCTGCRARGE
ATCGEEGATCC
CGLCACTGCC
TTTTTCTCTT
GGAATCACC

CGEATGCGETC
GCCTGCGGCA
GCGTGCCCCT
GECGGECGCTC
GTCGLGCRAG
GUTGATGGCG
GCCTGCGGAG
CTCGACCGTG
GCGCARGEGT
GURGGRGCTC
GCTCARCCTC
CGTGUGCGTC
GGAGGECEGT
GCACTGGAGC
GGECGCTGTTC



SEQ ID NC 3
LONGITUD: 7476

TIPO: ADN

ORGAMISMO

SECUENCIA:
1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
a6l
721
781
B4l
401
961l
1021
1081
1141
1201
1281
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
186l
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2381
2641
2701
276l

Variovorax

5

ATGAGTACCE
TGECTCGGCE
ATCGCAGGCG
SCTCOAGGCCH
CCCOTTTTCA
GAGGCCGAGT
CTETGGCTGT
CATCACATCE
TACACCGECGA
TCGCAGCTGG
CRGTACTGER
TCGGETCAACS
GOCOTGCAGR
ACCOCGECCT
ACCOECGCGCC
CTGOGCCTGG
CAGATGCGGC
AACATGUTGE
TACGACTTCC
GAGEACCTCG
GACGCCAACC
GCCTTCATCG
GGTECCGALG
GACRCCCATC
TTGCGCTTICGE
GCCCACCTGC
CGTTCGATGG
COGETOGATC
GTGTGECCTOG
CTGUTCGATG
ATCGCGATCG
COCALAGGRGRTG
COCTACGGCC
TCGETIGTGGE
GECGECCACH
ATCCACTTCG
ACCACGCTGC
TTCCAGCAGT
GACGTCACCT
GGECCGCCCGA
GCCGGUGTGA
CGCCCGTTGE
ATGTACCGCR
CGCGECCGACT
GTEOTGCTGC
GECEARARGC
GARCTGCGOA

ES 2809 727 T3

paradoxus

TCGATCAGCT
CARRGTTCGC
AGATCGACCC
CGCGCCTGAG
COGEUEAGAT
GCTGGATGCA
COGCGOTGART
CGCTCEACGE
TGEETCGEACAR
CCGACGARGAR
CCGRGCGCTT
TCGGTGEGCCT
CCRTCGCGCR
ACCTGTACCE
ACAACGACCE
CGATGCGOGE
AGATCCTGCG
TGRACARACCG
GCTTTGOGGEG
GCATCTTCCT
CCGCGETGIA
ACGCZCGTGAT
AGCGGCAGCR
TCRCCGECGTT
ACGGUGAGGEC
TGCGCGECACG
ACCTGATGAT
CGGATTTCCC
TCACGACCGR
TAGCGCARRC
ACCCTTCGCA
CERTCETGTC
TTCAGGCCGA
AGTTCTTICTG
AGGATGLGGEC
TGCCGTCGAT
GCCGUETGAT
ACCTCTCGTG
CGTGGGAGTG
TCTGGAACAC
CTGGCGEAGCT
TGRGCGECCGA
COGGCGACCT
AGCAGGTGRA
AGCATCCGOA
GICTCGTGGC
CELGLCTOGT

GGEECCGCACC
GTCGCCCGAC
CGCGATCTTC
CTTCATCGAT
CCCCTACCTC
TGCGGACTAC
CCGCCTOGOG
CTTCAGCGGC
CRRCGCAGCG
ACATGCCTAT
CGCCGRTGCR
CTTGCGCCAG
AGRGCTCGGC
CECAACGGGC
CATGCGCCGC
GGACCTGCCG
GCACCAGTCG
GCRGCTICTTC
CCATGCCGOG
GTACGRGCGC
CACCGCAGAG
CCECCTGCCG
ATTGCTGGTC
GATCGRAGCG
GATGARCRAC
CEECGCTGGEC
TGCCTTGCTC
GGCGGACCGC
AGCCCTOGOG
GARTITGCGGAT
TCCGGCCTAT
GCACCGCGCC
CEACCGCGTG
GCCGCTIGATC
CTRCCTCGCG
GCTICGRGETC
CTGCAGCGGC
CGEAGCTGCAC
CGRACGCACG
CCAGATGCAC
GTACATCGCG
GCGTTTICATC
CGECGCGCTGEE
GATCCGGGEGC
AGTCGCGCAG
CTACGTUGTT
GURATCGUTG

87

GOCCCCOTTA
ACCRATTTCA
CTGGCGGCCA
ACCCCGCAAG
GRCCTCAGCE
ACCCGCAGCA
COCGATOGCC
GGCCTCATCG
GTGCCCGERAG
COCGAGTICCG
CCCGATOCGT
ACGGTGCACC
ACCRACGUTIGEC
ATCGAGGACA
GTGCCCGCGA
ATTCCGGAAL
TATCGCTACG
ACCRCCGTGG
AAGCCGCGCA
GECRACGGGEC
GARACTGGCCG
TTGCAGGCCE
GRGTGGARCG
CRGCTCGCAG
GRAGRACTGR
CCGGAGCGCA
GCCACGTTGA
ATCGCCTTCR
GRAGTCGOTGO
CTGGRGAGTT
GIGATCTACA
ATCGTCARCC
CTGCAGARGA
GACGGTGCCA
GGEGCTGATCG
TTCCTIGOTCG
GRAGCCTIGT
ARCCTCTACG
GACGACGCAG
GTIGCTCGACA
GECETCGGCC
GCOCRACCCCT
CGCRAGGACG
CTGCGCATCG
GCCGCCGTEGE
GOGACGGACG
COCGAGTACA

COTCGGEGGEOR
ATCTCGCCGR
TGCGAECAGET
GGCCACGACR
GLGAGAGCGA
TCGACCTCGE
ACATCTGGTA
CROGCCGCTT
ACTCGECGCOCT
GCCGCTTCCC
TGARGCCTCGE
TEOCGECGEC
CGCRRATOCCT
TEECAATCEGE
TEETEECCAR
TGATCCGCGR
AGCATTTGCG
TCARCGTCGR
ACCTCTCGAR
AGEACCTGCAR
ATCACCAGCG
TCELECCAGAT
LCRCGGECCCR
COGATCCGLR
ACCGCCGCIGET
CCGTGECGCT
AGRCCGEROGE
TECTCGEGCGA
CGEGECRGOOGE
GCARCGACAC
CCTCGEGCTC
GCCTGRCRCTA
CGCCTTCCAG
CECTGETGCT
CGGAGGAGHG
AGCCCACGGEC
CEUCCGECECT
GTCCGACCGA
LRGCCTCGAG
GCGGCCTGCA
TCGCACGCGG
ACGGCACACC
GCAGCCTTGA
AGCCGEGEGAGR
TGEECETGECEA
CTGCCGATCC
TGEETGCCTTO

GATGGCGATG
AGCCATCGAC
GGCCGATGAA
GGTCGTICGCG
TCCGCAGGCT
GCACGGGCAG
CCRCCGCRGT
CGCCGRCATC
TGCACCGATC
GCGCGACCGC
CTCGCRCCGT
CAGCGTGCAR
CATCGCCROT
CATCCCCGTIC
CGCECTIGCCE
AGTCGGCCGE
CAGCGACCTC
GCCCTICGAC
CGGCACGGCC
GATCGACTTIC
CCGECTGECTT
CGRACCTIGCTIC
CGOCGTIGoCT
RAGCCATCGCA
CARCCGICIC
CGCGATCCCG
GGCCTRCCTG
TGECGCAGCCT
COCCACATTG
CARRCCCGGGC
GACCGECATG
GATGCAGGAC
CTTCGACGTG
TGCGARACCGE
CATCACCACG
GGGCGCATGO
GCARTCGCAG
GOCCECEGTC
CGTTCCCATC
GCCCGTGCCG
CTACCICARG
CGEGECAGCCGT
CTTCCTCGGC
GATCGRATCC
LGACGTACCE
GCARGCGGCC
GGLCTICGETC



2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181

AGCCTCCCGT
CCCGRAGTGC
GCCGGCCTCT
GAACTCGGCG
ATGATCGACC
CTGCTCGACC
ATTCCGCTGT
CCGGCCTACA
CATGCGGCGC
GAAGACGGGC
GAGGCCGACA
TTCGATCTCG
CACGTGCTGC
GCGCGCGACA
CCGCTGCCGC
GACGATGCCG
CTGCCCGAGC
GGCGATGTGG
CGCGACGGGC
CGCCTCGGCG
GCGCTGGACG
GGCCAGCCGA
GCGAACCAGG
GCCAACCTGC
AGCCTGCCGG
CTGTCGITCA
GGCATCCAGT
CTGGIGCGTT
ATCCTGAGCG
CTTGCGCCGC
GATGCAGTGG
CGGCTCTCGC
CTGCCGCGTT
TACCTGCCCA
GCGCCCGCCG
TGCATCGCGC
CTGGIGCATIG
GGCATGCCCA
GCGGAGCGGC
GACGCGTCGG
GGGCCGGAGC
CACGCGCTGA
CAGACGCTGG
GGCCGCCGCA
GCGCCGATGA
TATGTGCTCG
GCCGGCAGCG
ATCGCCGACC
TGGCGCGCCG
GGCTTCCGCA
CAGGCCGCCG
GTCGCCGGTT
GACTACATGG
AAGCTCGACA
CCCCGCACGT
CGTGTICGGCA
CTGGGCATGC

ES 2809 727 T3

CGCTGCCGCT
AGGCCGCCAC
GGGCCGAGAC
GCCACTCGCT
TGCCGGTCGA
AGGRATCGGT
CCTTCGCGCA
ACATGCCGCT
TCGGCGACCT
TGCCGTACCA
GCAGCGAAGA
GCAGCGCGGC
TGCTGCTCAC
TCAGCGTGGC
TGCAATACGC
AGAGCATGGC
AACTGGCGCT
TCCCGCTGCA
AGGCCAGCGT
CGGGCGACGA
AACTCATCGG
GCCTGCGCGA
AGTTTCCGTA
CGCTGTITCCA
GCCTGTICGAT
TCCTCGGCGA
ACAGCACCGA
TGCTGGAAGA
CGGARAGAAAC
TCTCGTTCGC
TGCTCGACGA
ACCTGCTGCG
CGCTCGACCT
TCGACCCCAA
CGGTGCTGAC
TCGACAGCGA
CGGCCAATCC
AGGGCGTGGT
TCGTCATCGG
TGATGGACCA
AACTGCTCGG
TTCCGCCCGC
TGGTCGGCGE
TGATCAACGC
CGGCCGAGGA
ACAGCGCCCT
GCGTGGCGCG
CGCATGGCGC
ACGGCACGCT
TCGAGCCGGG
TGATCGCCCG
CCGAGCCGCA
TGCCTTCGGC
AGARGGCGCT
CGACCGAGAA
TCCACGACAA
GCATCCGCCA

CGGACCCAGC
GCCGTARCGCC
GCIGCATTTG
GATGATCGTG
CACGCTGTTC
CGCCCGTCCG
GCGCCGCOTG
CGCGCTGCGC
GGTGCAGCGC
GCACATCCTC
AGAAATCGCG
GCCCTTGCGC
GCACCACATT
CTATGCCGCG
CGACTARCGCG
CGGCCGCCAG
GCCCGTCGAC
GATTCCGTCG
CTTICATGGTG
CATCGTCATC
CTGCTTCGTC
GCTIGGICTCG
CGRCCGCCTC
GGICATGCTG
CGCGCCGCAG
GCRACGCGGT
CCIGTTCGAG
GGCCTGCGAG
CGACCGCCTG
CGRCATGGTG
CGCGACCGTIC
TGCGCARAGGC
CATCGTGGCG
CCACATGGCC
GCACGATGCG
CAGCATGGTT
ACAGGATGCC
GGIGCCGCAT
CCACGGCTCG
GCTGATGGCC
CACGGAGCTG
CGCGCTCGCG
CGATGCCTGC
CTACGGCCCG
GTTGCCCTCC
GCAACCGGTG
CGGCTARTCTC
GCCCGGCAGC
CGACTTICCTIC
CGAGATCGAA
CGAGGACGTG
GCCCACCGAG
CTTCGTGCGC
GCCGGTGCCC
ACTGCTCGCG
CTICTICGAG
GCAGGIGCGC

88

GGCARGCTCG
GCGCCGCGCA
CCGCGCGTICG
CAGCTCATGT
CAGGTICTCCA
AGCCTGACTC
TGGCTGATGA
CTGTCGGGTG
CACGAGAGCC
GACGGCGCGG
GCGCAGCTTC
GICTACCTGT
GCCGGCGATG
CGCTGCGRAG
CTGTGGCAGC
CGTGAGTICT
CACGCACGGC
CATGTGCATG
CTGCAGGCCG
GGCAGCCCGG
AACACGCTGG
CGCGIGCGCG
GTGGRGCTGC
GGCTTCCAGG
CCGGTGGCCA
GCCGATGGCC
CGCAGCACGG
GCGCCCGACG
CTGTCCGACT
GCCTCGCATG
AGCTACGCCG
ATCGGGGTTG
CACTTGGCCA
GCGCGCAGCG
CTGTTGCCCG
GCCGCGCTGG
GCCTACCTICA
GCGGGCCTGG
CGCGTGCTGC
TTTGGCGCCG
GCCGATCTGC
ACCCTGCCGC
ACCGCCGCGC
ACCGAGATCA
ATCGGCCAGC
CCGCCGGGTG
ARCCGGCCGG
CGCATGTACC
GGCCGCGCCG
TCCGIGCTGC
CCCGGCGAGA
CTGCGCGCCC
CTGCCGTCGC
GACCAGCAGC
GGCCTCTGGT
ATCGGCGGGC
GCGGACTTICC

ACCGCAAGGC
CGCCGACCGAR
GTGTCRACGA
CGATGATCCG
CCATCGCGGG
CGATGCCGCG
ACCAGCTCGA
TGCTCGATCG
TGCGCACGGT
ATGCGCGTCC
ACGCCGCTGC
TCAAGCTCGC
GCGCCTCGCT
GCAAGGCGCC
AGGAGCTIGCT
GGCGITCCTC
CGCTCGTGCC
AACGCATCCT
CACTCGCGGG
TCGCGGGGCG
TGCTGCGCAC
CCACCAACCT
TGCGTCCGGG
GCACGAGCCG
TCGACACCGC
TGCCGGGCGG
TCGAGGCCAT
ATGCGGTGAG
GGAGCGGCCG
CCGCGGAGCG
AACTCGATGC
GCGCCATCGT
TCGTGAAGGC
CCTTCGIGTIT
AGCTGGTCGG
CCATCCAGTC
TCTACACCTC
GCAGCCTCGG
AGTTCTCCTC
GTGCCGCGCT
TCGAGAAGCA
ACGGCGAGTT
TGGCGGCGAA
CCATICTGCGC
CGATCTGGAA
TCGCGGGCGA
CATTGAGTGC
GCAGCGGCGA
ACCAGCAGGT
TCAAGCACCC
AGCGCCTGGT
ACATGGCGCTA
TGCCGCTCAC
CCGCCGCGCT
CCGAGACGCT
ATTCGCTICAT
CGCACGCCGA

GCTGCCGCCC
ARAGATCCTG
CAACTICTIC
GCAGCAATTC
CCTTGCCGAG
CCCCGCGCGC
AGGCGCGRAC
CACCGCATIG
CTACCCGAAC
GGCGGIGATC
GGGCCATGCC
CGGCGACGAA
GCTGCCGCTA
GGGCTGGGAG
CGGCAGCGAA
GCTGAGCGAC
GACCTACCGC
GCARCTGGCG
CCTICCTGAGC
CAGCGACCAT
TGACACCTCG
CGCGGCCTAT
CCGCTCGCGC
CCTIGTCGTTIC
GAAGTTICGAC
CATCTCCGGC
GGGCGCGCGG
TIGGCCICGCC
CACGCGCGAC
CCCGCTTGCA
ACGCGCCAAC
CGCGACAGTG
CGGCGCGGCC
CGAGGAGGCC
CGTTCCCCGC
GGATACGCCG
CGGCTCCACC
CACCGCGATG
CAGCGGCTTC
GGTGGIGCCG
GGCCGIGAGC
CCCGCACCTIG
GTGGTCGCAA
GAGCATGAGC
CACGCGGATG
GCTCTACATC
GGAACGCTTC
CCTCGCACGC
GAAGATCCGG
GTTGATCACG
CGCCTACTTC
GGCCTTGCCC
GCAAAGCGGC
GTACGTIGGAG
GCACCTGGAG
GGCGAICCAG
GGTCTACAAC



6241 CGCCCGACGR
6301 CTEGEACCTGT
6361 AAGCTCGCAC
6421 CTGECCGIGC
6481 GAGCAGGCCG
6541 TGGGRCRAACG
GE01 GATGERCGOTG
666l CRGOTCGACT
0721  ACGUTGCICG
678l GCTGTIGATCG
GE41 TOCAGCGCOCC
6901 GAGGCGCAGS
6961 CACACGCACG
TO21 GACCTGGAAG
TOBL GOGCGCGECCA
Tl4l ATGAGCCAGG
T201 CGGCTGGAGT
T261 GCGCATGACC
T321 ACGCCGCCGT
7381 ATCCGCUCGE
Td4l AAGGCHECGCC

SEQ ID WO 7

LOMGITUD: 1320

TIPQ: ADM

ORGAMNISMO: Variovorax

SECUENCIA: 7

1 ATGGECACGCT
Bl ATCGCGCAGC

121 AGGGCGCAGG
181 GACTACCGCG
241 CAGCTGTGCT
301 CTGCAATOGA
361 GGCACTTTCC
421 GGCATCTICGE
481 CCGTCOTCCA
541 GCGATGTTCG
601l GCECTGECCCG
661 ACCGCSCCIT
T21 COGUTGECTCT
Tl GACGGCCGCT
841 CTGATCGGCC
901 ACCGGCGGECC
96l CCGTTICCTGC
1021 TARCGGCTCGGE
1081 GARAGRGARAGE
1141 ACCGGCCAGC
1201 ACCTATCGCC
1261 GGCATCGOCG

ES 2809 727 T3

TTGCCGRCCT
CGCGCGAGCT
CGCGCCGCGT
TGTTGCGCGA
GCGAGCAGCG
CGCGCATCRE
COGTGDARACT
TCCTGDATCC
AATGGACGGEC
ACCAGRACAR
TGOTCGACGG
CECGCGGEAT
CGATCTGCAR
CGATTCCCGA
TCCTCGGCCT
CGECGCTGCGE
CEETCGGGET
GCGACCTGGC
AGGTGAGCGE
TGGACCGCGA
GCGCCCTGGA

paradoxus

ATCTCATCGC
ATCTGGETGAR
COGARGECGEAC
ACCTGGACRR
TCGGECCTGAR
TOOTOGARGA
CGCTGCTGCT
CGCTGCCGCT
CGECCGGAAGG
GCGAGGTGCR
ATTTCTTCGT
COGTTCGAATA
CEOCCGLEAR
CGETCGIGCT
CGACGOTGCA
CGGETGCCGCC
CCTACGACCG
TCRACCATGO
COGRGATOGC
CGACCGCGECE
AGCGTGCGGEC
GCGCCCTOGA

GGCCGCCTGG
CGRCCTGCCC
GTICCTCACC
CACCGCGGCC
CCTICARGCGC
GGETCETGRCC
GGETGCGCGAC
CTACGCGAGC
GCAGGGGCGEC
CAAGGRAGAC
CTACARGCCAG
GCCGGETGGLG
TGCCGRCGARC
TATGGRCCTG
TGCGGCGLAG
GGEIGCGCGAC
GGAGCCCTGG
CGECGETGCTC
CGCGGCCACG
CCIGCTGCRG
ARCCACCACT

Fig.7

RGCRACCGCC
CCAGGGGCAC
CEETGCGEET
GCGCTTITCCC
GCARCTICTTT
CTTCGRGGCC
AGGCARGGAG
CTCGAGCTGC
GCGGGETGCGC
BCGCTRCTTC
CGATGCGATG
CCCGCGCRGT
CCGCGACTTIC
GGICACGCAG
GGCGCTGECC
CGCCCTGACG
GCIGCTGCCC
ATTGAGCCTC
CGCGCGCGTG
CCAGGTCGGC
GGETGCTGCGT
GGCRCTTCTG

Fig. 8

89

CTCGRCARCG
GCGCRCATCC
GGCGCGAGTG
TGCGIGGETCT
ACOGCTGECCC
GOCGRCCTCG
GGCTGCGRDG
CTCRARGUCCG
GCGARGAGCA
ACCATCACCG
ACCARAGTGGG
ATCTACCGGEC
CTGATCTGGEC
CCGCTICARCC
GAGGCCTCGT
ATTCCGCACG
CTGCAGUGLG
GCCATCCTCG
CATGCGCAGC
CGCTACTTICG
TCATAG

ITGCCGGEGAC
GAGGIGCGGEE
TTCACGCCCT
GRGCGCCAGC
GCCGATGCGR
GATGCCATCG
CGCGARGACC
GACACCGCCT
ARCAAGGECGA
GARCACGCTGC
GTGAAGCTGC
GRCCIGCCCG
ACGUCGECCCG
GGCACGCTGGE
GGCGACAAGA
GTGARCCTGC
AAGCTIGCRCG
GOTGTGCCGE
GCCTGGTCGGE
GRCGCGETGC
GRGGACTTCG
CRRACCTTCG

ARGECGEGECAC
GCCCGCRGGC
GCTTCGTCGGE
GCCACGTGEIG
AGCGECCAGTT
GCARGCCGCG
COATCTRCTR
CGARACGTCGA
TGCACTACET
AGCARATCGEC
TCCOCGATSC
TGEEEEECAGT
GCGTGGCGCA
TCACARCCGET
GGGGCCAGET
TCTTCGAGTG
CGCATGCATCG
ACCGCTACGA
TCGRGGECCAT
TCGRCCTGGE

ACGTCCTGEIC
TGCACACCEC
TCGARGCGCAC
GCATCGCCTC
TGGCCGCGCA
TEETOGRCAC
GCCCGGECCAT
TCTTCGGCAC
TGAARCGCCAR
TCGOGECGETTC
COGATCTTTA
CGTCGGETGCA
AGTGGETGECA
CCARRCCAGAR
ACATCCTCGT
CCGCCARCGT
CGATGGTCAC
TGGETEGTGEC
GOGCGEGCAT
GCARGGTACT
CTTGCZCATCG
CRTCOCGCGEGR

GGETCGRGGCG
CACTGCACCG
CAGTICARCCTIG
CECGCCCGART
CGETGCGATC
CCTGGEECCTC
CTGOGCCGTG
CAGCGIGGTC
CTCCACGCTG
GCTGGECCTICA
GCTGGCCCGT
CACCGECGAT
TCTCTATGCC
GEACGACGTG
GTICCRCCTIG
CATGGGCATG
GCTGEGECCGETO
CACCACGGCC
CGGCGCGLCG
CATCGRCACC

GATGCIGGECC
GAGCCAGTTC
GATCGACTTC
GGCGCATGCG
GCATGCGGGC
GATGTICTGD
CGTCGGCATC
CGOGCIGCCE
CCTCARACAG
GGEGCCTGGRCC
COTGCAGOTC
TTTCGTICGGC
CEAGUTGRAL
TCCGTCGCAG
CATCGCCACC
CCGOGTGETG
CARCGGCGGC
CGGCACCTOC
CARCCTCGOC
GGGCARCTCGE
COCGCTGACC
AATGGECTTSA



3EQ ID HC &
LOMGITUD: 213
TIPO: ADN

ORGAMISMD: Varigovorax
SECUENCIA 9

1 ATGAGCAACC

6l CAGCACTCGC

121 CCGACCGACC

181 CGTITCGCTGG
SEQ ID NC 11
LONGITUD: 969

TIPQ: ADMN

ORGAMISND: Variovorax
SECUENCIA 11

1 ATGTCCTITCC

61 AACCTICCATT

121 GTGEGCGATT

181 CGCGEGIGGCA

241 GAACTCTTCT

301 TGCGRAGGCTG

361 GCOCTTCCTGR

421 GGCCTCCAGG

481 ATGCGCTGCG

541 ATCGGCCGGET

a0l GCCCTGGGTC

6bl GGCGACATCC

721 GOGCGGECGCT

781 TTTCCCGOGA

541 TTCGAGCGCG

901 TTCGEGECGEECD

961 AGCGATTGH

ES 2809 727 T3

paradoxus

CGTTCGACGA
IGTGEICCGE
CCCACGUCTG
TGGETGEUCAT

paradoxus

COTTCGGTGE
CECTGECGET
GGCATGCGEE
TCGCGGEGoEE
TCCTGCZTCGA
CGATGGTGGE
TCGGOCCGOT
GCRARCGCGT
CCTTCATGAT
TOGRCGAGIG
GCGGCETGCC
GTGCCOGGTC
ACTACATCGC
TCCTGITCAT
ACCGCTTCAR
TCGGEGEEGCCT

CAMGARCGCC
CTTCATCGCC
CACCGCCTAC
GGECGEECCGEEE

Fig. 9

CGTICGTCGTC
CICGETGICCG
GCTCGTCGAT
CTTCARCCGC
CCAGGATTCG
CCOGGERGLGGE
CETCCRCGAC
CTRCCAGTIC
TTCCTCGGGEC
CTATGTGATC
GCTCTACCIG
GCTGTTCGGC
GOGCARTGEC
CAARCGTTTAC
GARGACCATC
CEECGAGGTG

Fig. 10
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AGCTTCCRGEG

TGCTGGTGAR

CRACGRGGEGC

GIGOCCGCOGE GUTGGCAGGT GGLGUIGECG
ATCGCGGECGA ACTGGCAGGA CATGCCCCCG

TGA

ACCTATITCC
CACCTICTGCE
GCOGGGCGETTT
GGCATCATCG
AAGCTGCCAC
ARGGGCGAGE
ACGRACCTGE
GRCCTGCGGE
TCCCTGATTIT
GRCCRCGETGE
AATCCGCACG
TGGARGATCC
ATCGRTICICT
ACGCTCAARGC
GOGCTGATGC
CATCCGCGGA

CGRCCGGCGR
TGGTCGACAR
CGGTGCTGCA
ACCTCGRAGC
COGGCTACTT
GCAATGGTGR
ACGCGCTGAT
AGCCCTTCAC
CGECGCGEGECEC
ACACCGRCTR
TCGTGCTGCG
ACTTCATCAR
CGCGGGCGCA
AGATCCTGCC
TCEGCTGCTT
IGGGCAARTA

GCARGTGGCG
CACGCCGCAG
CARCEGCARC
GoGEEECEIC
CGATGCCATG
GGARGRCGCG
CCOCGCRATTC
CGRGCCGCTG
CTGGEECCCGE
CTGCATGCGT
GCACCAGATT
CTRCCCGGLC
TIGTIGCGCGEC
GATGCTGATG
CGATGEECCTG
CCTGGGECTGET



SEQ ID MO 13
LONGITUD: 12610

TIPO: ADM

ORGAMISMO:

SECUENCIA:
1

Bl
121
181
241
301
3gl
421
481
541
a0l
ael
721
T8l
841
G901
961
1021
1081
1141
1201

Variovorax

13

TTGACCGCCA
ACGGTGCTGA
GAGCGGCTGG
GUGTTCGIGEE
GGEECGEECGET
BCCCTGECCE
GCCAGCTTCA
CGCAGCTACG
GGECGGGCARD
CTGCTCAGCT
GCCCGCAAGT
TATCCGCAGG
TATCCCRGCG
GECTGGEGETGR
CCGGEGCGTGA
CTCGGCTTCG
TTCGGCATTC
GECACCGECCE
ATCETCGGGE
GTGCACTTGC
ATCGUGTGGC

ES 2809 727 T3

paradoxus

CCCTTCCAGC
TCGACTTCAT
CCGGCGGCAG
CGATCCAGTT
CGGTGATCCT
ACAGCCTGCC
CCATCGUCAN
GCATCGIGGE
TGAGCTACAT
ICTGCTACGEG
TCGRCTGGTC
TIGTTCGGACT
IGTTCGTGCT
TCGGECGUGET
AGCGCITCGE
TCATCATCGE
TGCTGGECGTT
AGCAGGGCCE
COGCGATGTT
CGGGECGCGET
GCTACGCACA

GCCGCGCGETA
GECGTTCGGE
CACGGTAACG
CETGAGCTCG
GUIGTCGTGC
GTEECTGTTC
TGCCTACATC
GGCCGCGTTIC
CGRTCCGLG
ATGGTTCGETG
GCATGCCAAT
GECGECGEGETGE
GTTCGCCGAC
GGGCGTGCTC
CEARGCGCCGC
GTTTGCCGAC
CHCCGEGACCG
CATCCARGGGGE
CHCCGGECAGC
GTITTTCCTC
GUCGARGCCC

Fig. 11
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CGCCGECGCCE
CTGATCCTGE
GCGGCGTACT
COGATCCAGG
TTCGGCUTCG
GTCGGECCGEE
GCCGATGTGA
GGCATGGGCC
CTGCCGTTCT
TTGCCCGRAT
CCGGTTGGGA
ATCTICCTCG
TRCCGGTATC
AGCGTGCTGE
GCCCIGITGC
GCTGGATGEA
GCGGECGECAGE
GCGCTCACCA
TTCGGTTACT
GCTGCGGCGT
GUGACGGCAG

CGCTCGCCTT
CCGGCCTGoT
GGATCGCTGT
GOGCGOTGTC
GUGTGGATTT
TGETCTCCGEG
COCTGCCGEA
TGETGTTCGE
GGTTCGCGEE
CGCTGCCGCT
CGCTGGTGCT
TGRRCCTGGE
ACTGGAAGGA
TCAARTGCGCT
TCGGCATGGG
TCCTCCTGEE
COCTEGETCAC
GCCTGGETGTC
TCATCGGCGC
TCCTCTGCAT
CGETGCCCGA

CATICTICGTIC
GCACCTGGTG
GTTCGGCACC
CGACCGCTTO
CEIGTICATEG
COTGTICTCE
GoAGCCCGOT
GCCGGIGCTC
CGGCTTGACG
CGAGCGGCGT
GCTCARGCGC
TCAGTRCGTC
AGRACGCCGTG
GTTIGATCGGE
CTTICGGECGTG
CEEGETGECCE
GCTGCRAGGTC
GETGECEGEGET
GGACGCGCCG
CGGCACGCTG
GLCGACCTGA



SEQ ID HC 15
LOMNGITUD: 1080

TIPC: ADM
ORGANISMO: Varigvorax
SECUENCIA 15
1 ATGATCCTGG
fl GCACAGAGCG
121 ACGCTCGCAT
181 AGCGUGCTED
241  GCCGRATCGC
301 CTGGEGCACCT
361 CAGARGGCCG
421 ARGACCGACC
481 AGCRAGGCCG
541 GTCACCACCA
601 CTGATGATCG
661 GTGCGCGACT
721 GGCAAGCTCG
781 GTCAACACCG
841 ARGGAACAGR
901  GCRCGCAARGE
961 CGCARGRACGG
1021 GCGTACCGCG

SEQ ID HC 17
LONGITUD: 891

TIPO: ADM
DRGAMISMD: Variovorax
SECUENCIA 17
1 ATGARGCTGC
61 GCGCCCCTGG
121 AGTCGOCCCG
181 OCCCOCACCCO
241  AACGCCACCT
301 CACTACTCGA
361 GUCGACCCEGCC
421 AAGCRCTGTG
481 AACTTCGCCA
241 GRCCAGITCG
60l CGCGUGROGT
661 ACCACGIGGED
721 CTGARAGGCCG
T81 AGGLGGCCGT
841 CTGCCOGAGT

ES 2809 727 T3

paradoxus

TRARCCOGGCEGE
ATGRACCGET
CGCTCARGGA
TCGARCCGLOT
ACGTCGACCSE
TCCGOCTGCT
CCTTCCGCTT
CEGOCTTCAD
CCRGCGRCCER
ACTGCTCGAR
TCAACGCGET
GECTCTACGT
GCOGAGRCCTA
TCTGCGCGOT
TORCOCTATET
TCGAGCGUGA
TCGAGTGGTA
AGTGGEETCGA

paradoxus

TGCTGCTGGE
GCGRACTGGET
AGCRGCTGGEE
ACROOGCGGT
CGCOCGERET
CCGACTACGT
CGCTCAGCET
CGARAGCARCCT
AGRCCATGCT
GCGCGCCCAL
TGCRGGACCC
ACGGCTATGC
GCCCCGARAGT
ACARACTOGOG
GGECAGTCCGG

CECAGGCTTC
COTGAACCTA
CRACCCGAAG
GUTGGECUGAG
CTCGATCCAC
COARATCCGETG
CCIGCATGETIG
CGRAGAGRAC
CCTCGTGCGE
CRACTACGGG
GGCGGGIAAG
GARGGARCCAC
CARCGTGGGC
GCTCGRCOGARG
GRCCGRCCGE
ACTCGGUTGG
CCTICGCGAAC
GARGCARATAC

Fig. 12

CARAGGGCGGA
GGCGCTCGAT
CGRGACAGTG
COACARAGGCC
GEIGGCLGAA
CTICGROGGC
CTACGGCAGC
GATCTTTICGC
GUGCATCGCC
CEGCGCGEEAA
GTCCREGGCC
GUGCTTCGTG
GGETCGAGCCC
COTGGACACC
CETCGCCCGC

Fig. 13
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ATTGGCGCCA
GACARGCTGA
CACATCITCG
CACARGUOGE
GGCCCCGRAG
CGCGEETITCT
TCGACCGACG
ARGTARCGRGC
GCCTGGUACT
CCGTTCCACT
COGCTIGICOG
TGCAGCGCCA
GOCTGGEARCG
CTGAGCCCCR
COCGGCTRACG
ARRCCTGOCG
GGOGRGTGEE
GRCGECCECAC

CRGETCGGECT
TTCOGRACAGCA
CTGARGETGC
GRGAGCGAGC
GUCGCGCAGT
AGCGGCAGCA
ACCARGTTCE
AOCAGCTGGE
ARGGRGCGCG
CTGECTGGECCGE
GEECTCTATE
ATCGRGTAGG
GTEOCCACCA
ACCAAGTTGO
ATGTTGIGCG

ATTTCGTACT
CCTACGCGEG
TGCAGEGCGA
GIECCGETGET
ACTTCGTGCA
GEAATGCCCT
AGETCTACGS
CCRRCRGCCC
ACRCCTRCGE
TCCCOGAGAR
TGTACGGCGA
TCCGCCGCET
AGAAGCCCAR
AGGCCGGCGE
BOCGCCGCTA
AGACCTTCGER
TGOGCARCGT
COECGEARGEC

GGGAGCTGCA
CCGRCTTCAR
GCCCCGRCGT
COCROTTCGO
AGATCGGCGC
AGCCGTGGAR
ARGGCGAGTH
TCTATGCCGC
ACARGCTGAC
ACATCACCGC
ACGCGGTGGC
CCARGGCGGC
CGGECATTCCC
ARTCGACCTT
ARACCTTCTG

CGACTGEGECTC
CAACCTCGAG
CATCGGECGAC
CARCTICGCG
GACCARCGTG
GCCGECCGEAC
CTCGCICTICE
GTRCTCGECC
CCTGECCGETG
GCTCATTCCC
CEGCATGCAG
GCTCGAAGCC
CATCGAGATC
CARGCCGETAC
CGEOGRATCGRC
CARGCGGCATC
GCRRAGCGGC
CACCGCATGA

ACGCAGCCTC
CGCCGACTTC
CATCGTCRART
GOGCARGCOTC
GUIGATGGTT
AGARGRCGRT
ACTGETGEGECA
GCECGECGEGE
CGETCATCGAC
GCACGCGATT
CEETGGECGTG
GGGECEIGGAA
GACGCCGGECC
CEECCTOGETE
.



S3EQ ID HC 19
LONGITUD: 857

TIPO: ADM
ORGANISMO: Variovorasx
SECUENCIA 19
1 ATGACCRAGA
6l CACCCOGCGA
121 TATTACCCGT
181 CCGCAGGACA
241 CTGCAGTACG
301 ARGTTCGTGG
361 GACTITCGCCC
421 TACCACGIGC
481 AGCAGCATCG
541 TTCOTACGACE
60l CTCGAGATCA
6hl  ATGCAGCGCG
721 CAGITCATTG
781 GCRTGGCGCR
841 ARGAGCGGCT
SEQ ID NG 21
LONGITUD: 546
TIPO: ADN
ORGANISMO: Variovorax
SECUENCIA 21
1 GTEARGECCR
61 GLRTGCACGGSE
121 AAGUATGTCG
181 CTGCATTACC
241 TTCEACGTGRS
301 GAGTTGRACG
361 CTGETEITGA
421 CACCACCGCG
481 GGGEGCRCCGE
541 TTCTAG

ES 2809 727 T3

paradoxus

CGACGTARCHE
CGCTTGCCAT
TGAGCACGCT
CELCGTGTTT
CGETGTAGCC
GCRRCGACCC
ATCTGITGGE
ACGRCCCCGA
ARGRARAGCC
ACCRGGTCGT
CCGOGETCAR
GCTATGCGTS
CCACGZTCGA
ATGEECTTCAT
ACGGCRAGTA

paradoxus

CGCOCACCTC
GCTTCTTCTT
ACTTCGTGCAR
AGGTCCAGOR
COGTOGACAT
ARGACARCCA
GCGAGACCGC
CGATTGTCTG
TCCTGTCGRR

CRBABGGCATC
GACCARRACAR
CATGCTGGGC
CCAGCAACTG
GAGCCCGGAT
GACTGCGOTG
CGEATGCCGAC
GOGCTACGGC
GCTCARGCCC
CERCATCGOC
CCAGGCGTAT
GCTCGEATACC
GCACCGCCAG
CTCAACCGAG
CCTCARGCAC

Fig. 14

GATTCCTGAC
CERRRGCTTC
GEACARCCOAT
GOCGCAAGGC
COGCARRTOG
CARAGCRGUTC
GGEAATTCCTC
CAMRCGACCCC
GRAGGRCGAR

Fig. 15
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ATCCTCECCG
CTGCIGDCGE
GGCATGCGCG
CTGGEGGEATG
GGETCTIGGCGC
GTGCTGEGEE
GUCARGACCT
GTGEGIGECCT
AMRGAGCAGCT
ARGGCCGIGA
CTCGACCTCE
GGTACGCRECG
GGGCTGAAGA
CRACTCGAAR
CTGCTGARCE

GTGCTCETGA
ARCCRGRRGH
TCGCGATCGGE
ARGCTCGTGE
TOGCCGACTT
TEGGETGCCGE
TACARGACCHE
GOTGETCGGTA
GROGGGTGTIC

GTGGOTCGEG
TGTACGACAR
ACATCCTGAT
GCAGCCAATG
AGGCGTTCAT
ACARCATCTT
CGGEGTGCGAC
TCGEATGECCAR
ATGCGGETCAC
RGCCGEAGCEC
ACCRGCTGAA
RCAGCCTGCT
TCECATGECCC
AGCTCECGEGEC
ROGRGGTGCG

TCGARGCCGAR
CCTTCGACGA
CCRAGGGTGT
GGETGETGCG
TTGGCAAATG
CAGGATTCGC
CCGACTACTA
TTCGATGGCC
TICTGCRRGC

CACCCECCTE
GCCGATGATC
CATCACCRACG
GGEGCATCAAL
CATCGETGAC
CTATGGCOCAC
GGETIGTICGECC
GGGCAGGECGE
GGGECCICTAL
GOGBOGECERR
CETGCRGATC
GGRAGCCGGE
CGAAGRGATC
GCCGCTGEAR
CTCGTIGA

GETGTITGGC
BAGCGATCGGC
GCTGECGGEGGE
TGEGETGOGETGE
GGTGGETGTC
GCACGGTTTIC
CGECGECCCECT
GOATGTGGGA
GGCRGRGGTT



ES 2809 727 T3

SEQ ID NG 4

LONGITUD: 304

TIPC: PEPTIDO

ORGAMISMD: Variovorax paradoxus

SECUEMCIA 4
MNGHMHIDSVDLHNLLELFDAVYRERSVSRARESLGLTQPAASHGLGRLELLLEDALF TRAPGGVAPTPRADRLAVAVY

ARLGTIEAALHEFDRFEPQVSEKSFRIHMSD IGEGRF LPALMARLGELAPGVRLETLFLLPAEVAPALDSGRIDFAF
GFLSTVRDTORTHLLEDRY IVLLEEGHPFVERRREGQALLEALQELDY VAVRTHADTLEILQLLNLEDELELTTEHF
MVLEAIVRATDLAVVMPRNIARGFAEEGGYAIVEFPFELRDF SV SLHWSERFEGDPANEBWLREOVITALF SERG

Fig. 16
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SEQ ID NG &

LONGITUD: 2451

TIPO: PEPTIDO

ORGAMISMD: Variowvorax paradoxus

SECUENCIA &
METVDOLGRTAPLTSGOMAMW LGAKFASPDTHENLAEATIDIAGEIDPAIF LAAMROVADEVEATRLSFIDTPQGPRY

VVAPVFTGEIPYLDOLSGESDPOARAERWMHADY TRSIDLAHGOLWLSALIRLAPDRHIWYHRGHHIALDGFSGGLIA
RRFADIYTAMVDNNAAVPEDSRLAPI SQLADEEHAYRE SGRFPRDROYWIERFADAPDPLSLASHRSVHVGGLLRDT
VHLPAASYOALOTIAQOELGTTLPQILIATTARAYLYRATGIEDMAIGIPVIARENDRMRRYVEAMVANALD LRELAMRAD
LEIFELIREVGROMEQILRHOSYRYEHLESD LNMLVHNNROLF TTVVHVERFDYDFRFAGHAAKPRNLSNGTAEDLGI
FLYERGNGODLOIDFDANPAVHTAEE LADHORRLLAF IDAVIRLPLOAVGO IDLLGAEERQOLLVEWND TEHAVED T
HLTALIEAQLAZDPQAIALRFDGEAMNNEELNRRANRLAKRLLRARGAGPERTVALAIPRSMDLMIALLATLKTGRAY
LEVDFDFPADRIAFMLGDAOPVC LVITEALAES LEARRPTLLLDVAQTIADLESCHDINPGIAIDP SEPAYVIVTTSG
STEMPKGAVVSHRATIVNRLRWMODRYGLOADDRVLOKTPSSFDVSVHEFFWPLIDGATLYLAKPGGHKDARYLAGLI
AEEGITTIHFVPSMLEVFLLEPTAGACTTLREVICSGEALSPALOSOFOOHLSCELHNLYGP TEARVDVT SWECERT
DDAEASSVEPIGRPIWNTOMHEYV LD SGLOPVPAGYV TGELY IAGVGLARGYLERPLLESAERFIANPYGTPGSRMYRTGDL
ARWREDGSLDFLGRADOOVKIRGLRIEPGE IESVLLOHPOVAQARAVVAREDVPGEKRLVAYVVATDARDPQARELRT
RLAQSLPEYMVPSAFVSLESLFLGPSGKLDRKALFPPEVOARTPYAAPRTFTEK I LAGLWAET LHLPRVGVNDNEFFE
LGGHSLMIVOLMSMIROOFMIDLFVDTLFOVSTIAGLAELLDOE SVARE SLTPMPRPARIPLSFAQRRLWLMNOLEG
ANPAYNMPLALRLSGVLDRTALHARLGDLVORHES LRTVYPNEDGLEYQHT LOGADARPAVIEADS SEEEIARQLHA
AAGHAFDLGSAAPLRVYLFKLAGDEHVLLLLTHHIAGDGASLLELARDI SVAYARRCEGKAPGWEP LELOYADYALW
QQELLGSEDDAESMAGROREFWRS5LSDLEPEQLALPVDHARPLVETYRGDVVEPLOIPSHVHERI LOLARDGQASVEM
VLOAALAGLLSRLGAGDDIVIGSPVAGRSDHALDELIGCFVNTLVLRTDT SGOPSLRELVSRVRATNLAAYANQEFP
¥DRLVELLREGESRANLELFQVMLGFOGTSRLSFSLEGLS [ABQPVAIDTAKFDLSFILGEQRGADGLEGGISGGEIQ
YSTDLFERSTVEAMGARLVRLLEEACEAFDDAVSGLAI LSAEETDRLLSDWSGRTRDLAPLSFADMVASHRAERFLA
DAVVLDDATVSYAELDARANRLSHLLRAQG IGVGAIVATVLPRSLDLIVAHLATIVKAGAAYLE IDPHEMARRSAFVE
REAAPAAVITHDALLPELVAVERCIALDSDSMVARLATQSDTELVHARNPODAAY LI Y TSGS TGMPKGVVVPHAGLG
SLGTAMAERLVIGHSSRVLOFSSSGFDASVMDOLMAFGAGARLVVEGPECLLGTELADLLEKQAVSHALIFPARTAT
LPHGEFPHLOT LVVGEDAC TARLAAKWSQGRRMINAYGPTEI TICASMSAPMTARE LPS TGQP TWNTRMYVLDSALY
EVPPGVAGELY IAGSGVARGY LNRPALSAERFIADPHGAPGSRMYRESGDLARWEADGTLDFLGRADQOVEIRGFRIE
PGETESVLIEHRLITOAAV T AREDVPGEEKRLVAYFVAGSERPOPTELRAHMADALPDYMVP SAFVRLESLPLTOSGET
DKKALPVPDQOPAALYVEFRTEFTEKLLAGLWSETLHLERVG IHDNFFE I GGHS LMA TOLGMR I ROOVRADFPHAEVY
NEPTIADLAAWLDNEGGTVEALDLSRELDLPAHIRPOATAPKLAPRRVFLTGASGFVGESHLLAATLLEDTARCVVCHY
RAPDEQAGEQRLERTLAQROLGA IWDNARI KVVTGDLGKPRLGLDDARAVOLVRDGCDAT YHCARQVDFLHEYASTKE
ANVDSVVTLLEWTAQGRAKSMEYVSTLAVIDONNEEDT ITEQSALASWSGELVDGY SOSKWVEDALAREAQARGMPVA
[YRLGAVIGDHTHAICNADDLIWRVAHLYADLEAIPDMDLPLNL TEVDDVARAT LGLARQEASWGOVFHLMSQAALR
VRDIPHVFERMGMRLEPVGLEPWLORAHARLAVAHDRDIAAVLATLDRYDTTATPPOVSGAATHAQLEAIGAR IRPV
DRDLLORYFVDLGIDTKARRALETTTS

Fig. 17

95



ES 2809 727 T3

SEQ ID NG R

LONGITUD: 439

TIPO: PEPTIDO

ORGAMISMD: Varicowvorax paradoxus

SECUENCIA 8
MARYLIAATALPGHVLPMLAT AQHIVNQGHEVEVHTASQF RAQAEATGAGF TPFERT IDFDYRDLOKREPERQRIAS

AHAQLCFGLEHFEADAMAADHAGLOSILEDFEADAIVVDTMFCGTEF LLLGEEREDRPAIVGIGISALPLISCDTAR
FGTALPPSSTPEGRVENEAMNANLEQAMFGEVORYFDT LLARSGLARI PDFFVDAMVELEDLYLOLTAPSEEYPRSD
LPASVHFVGPLLSPASRDFTPFEWWHELDDGRSVVLVIQGT LANQNP SOLIGPTLOALAGDENILVIATTGGEVEPA
LTVHNLEPANARVVPFLPYDRLLPELHAMY THNGGYGSVNHALSLGVEPLVVAGT SEEEPEIARRVAWSGAGINLATGOPT
AROVGDAVREVLGHSTYRORAAVLEEDFACHRAL TGIAGALEALLOTFASARMA

Fig. 18

SEQ ID NG 10

LONGITUD: 70

TIPO: PEPTIDO

ORGAMISMO: Variovorax paradoxus

SECUENCIA 10
MSNPFDDENASFQVLVNDEGQHS LWEAF IAVPACWOVALAPTDORDACSAY I ARNWODMREES LVVATARG

Fig. 19

SEQ ID NG 12

LONGITUD: 322

TIPO: PEPTIDO

DORGAMISMD: Variovorax paradoxus

SECUENCIA 12
MSFPFGAVVVTYFPTGEQVANLHSLAASCPHLCVVDNTPOVGDWHAALVDAGV SVLHNGNRGGT AGAFNRGI IDLEA
RGAELFFLLDQDSKLPPGYFDAMCEAAMVARERKGEGNGEEDAAFLIGP LVHDTNLDAL I PQFGLOGKRYVYQFDLRQ
PFTEPLMECAFMISSGSLISEGAWARIGRFDERYVIDHVDTDYCMEALGREGVELY LNPHVVLRHOQIGDIRARSLEFGW
KIHFINYPAARRYYIARNAIDLSRAHVRAFRPAILFINVYTLKQILEMLMFERDRFEKKTIALMLGCFDGLFGRLGGLG
EVHPEMGKYLGRSD

Fig. 20
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SEQ TD HC 14

LONGITUD: 415%

TIPO: PEPTIDO

ORGANISMD: Variovorax paradoxus

SECUENCIA: 14
MTATLPAPRVRRAALAF IFVTVLIDEMAFGLILPCLPHLYVERLAGGSTVIAAYWIAVEGTAFARIQFVSSPIQGALS

DREGRRFYVILLSCEPGLGVDEYEFMALADS LPWLEVGRVVSGVESASEFTIANAY IADVTLPEERARSY GIVGAAFGHGL
VEGPVLGGOLEHIDERLEFWF AAGLTLLSFCYGHEVLEES LFPPERFARKFDWSHANPVGTLVLLERYPOVEGLAAYVT
FLVNLAY VY PSVEVLEFADY RYHWEEDAVGWVLGAVGV LS VLVHALLIGPGVKRFGERRALLLGMGFGVLGEVIIGE
ADAGWILLAGVPFGILLAFAGPAROATLVTLOVGETAEQGRIOGALTSLVSVAGIVGPAMFAGSFGYF IGADRAPVHLPG
APFFLAAAFLCIGILIAWRYAQPKPATARVPEPT

Fig. 21

SEQ ID NC 16

LONGITUD: 35%

TIPO: PEPTIDO

ORGANISMO: Variowvorax paradoxus

SECUENCIA: 16
MILVIGGAGF IGANFVLDWLAQSDEPVVHLDELTYAGHLET LASLEDNPEHIFVQGD IGDSALLDRLLAEHEPRAVY

NEAAESHYVDRSIHGPEDFVOTNVLGTFRLLESVRGEFWHALPADQEAAFRFLHVSTDEVYGSLSETDPAFTEENEYER
MEPYSASKARASDHLYVRAWHHTYGLEVV I THNC SNNYGPFHFPERLIPLMIVNALAGEP LEVYGDGMDVRDWLYVEDHC
SAIRRVLEAGELGETYNVGGWHERPNIE IVNTVCALLDELSFEAGGKEFYKEQITYVIDRPGHDRRYAIDARKLEREL
GWEPAETFDSGIRETVEWY LANGEWVRNVOSGAYREWVERQYDAAPARATA

Fig, 22

3EQ ID HC 18
LONGITUD: 294

TIPC: PEPTIDO

ORGAMISMD: Variovorax paradoxus

SECUENCIA L8
MELLLLGEGGOVGHELOQRSLAPLGELVALDFDSTORNADF SEPEQLAETVLEVRPDV IVNARAHTAVDKAESEPEFA

RELNATSFOVVAEARQOIGALMVHY STDYVFDGSGSKEFWEEDDATGP L3VYGS TELEGEQLVARHCARKHLIFRT SWY
YAARGGHFARTMLEIAKERDKLTVIDDOFGAPTGAELLAD ITAHAIRATLODP SKAGLYHAVAGGY TTWHCYARFVI
EQAKARGYELKAGPEAVEPVPTTAFPTPARRPHNSRLDTTELO S TEGLYVLPEWQSGVARMLERETE

Fig. 23
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ES 2809 727 T3

SEQ ID NC 20

LONGITUD: 298

TIPO: PEPTIDC

ORGAMISMO: Variovorax paradoxus

SECUENCIA 20
MITETTQREGIILAGGSGTRLHFATLAMSKOLLEPVYDEFMITYPLSTLMLGGMRDILIISTRQDTPRFQOQLLGDGSOW

GINLOYAVOPSPDGLAQAFT ICDEFVGHDE SALVLGDNIFYGHDEFAHLLADADARTSGATVEAYHVHDEERYGVVAE
DAKGRASSIEEKPLEPKGSYAVIGLYFYDHNOVVD IAKAVEP SARGELEITAVHNQAY LDLDQLNVOIMORGYAWLDTG
THDSLLEAGOF IATLEHROGLEIACPEEIAWRNGE IS TEQLERLAAP LERKSGYGKY LEHLLNDEVRS

Fig. 24

5EQ ID No 22

LONGITUD: 181

TIPO: PEFTIDO

ORGAMISMD: Variowvorax paradoxus

SECUENCIA: 22
MEATPTSIPDVLVIEPKVFGDARGEFFFESFHNOKAFDEAIGEHVDEVODNHSRSAKGVLEGLHY QVRQOPQGELVEVVR

GAVEDVAVDIRKSSPTEFGEWVCVELNEDHNHEOLWYPAGFAHGE LV LSETAEF LY KTTDY YAPAHERATVHNDEAVGL
RWPDVGGAPVLSKEDEDGULLOAREVE

Fig. 25
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SEQ ID NG

23

LONGITUD: 1029

TIPO: ADM
ORGAMISMO:

SECUENCIA:
1
61
121
151
241
301
361
421
481
541
801
661
721
781
841
901
261
1021

Varigvaorax

23
ATGGGCAGCR
ATGTCCTTCC
BACCTCCATT
GTGGGCGATT
CECGEGLEGECA
GARCTCTTCT
TGCGAGECTG
GCCTTCCTGRA
GGCCTCCAGG
ATGCGCTGCE
ATCGGCCGET
GCCCTGGETC
GGCGACARTCC
GCGCGGCGCT
TTTCCCGOGA
TTCGRGCGCG
TTCGGGCGGEC
AGCGATTGAR

ES 2809 727 T3

paradoxus

GCCATCATCR
CGTTCGGTGC
CGCTGGCGGEE
GGCATGCGGEC
TCGCGEECEE
TCCTGCTCGA
CGATGGTGEGEE
TCGECCCGCT
GCAARCGCGT
CCTTCATGAT
TCGACGAGCG
GLGGCGTIGCC
GTGCCCGGETC
ACTACATCGC
TCCTGTTICAT
ACCGCTTCAR
TCGEEGGEECCT

TCATCATCAC
CGTCGTCGTC
CTCGTGTCCG
GCTCGTCGAT
CTTCAACCGT
CCAGGATTCG
CCGEGAGRGE
CGTCCACGAC
CTACCAGTTC
TTCCTCGGGET
CTATGTGATC
GUTCTACCTG
GCTGETTCGEC
GCGCAATGCC
CARCGTTTAC
GARRGACCATC
CGGCGAGGTG

Fig. 26

AGCAGCGECC
RCCTATTTCC
CACCTCTGCG
GCGGGLGTTT
GGCATCATCG
AAGCTGCCAC
AAMGGGLGAGE
ACGAACCTGG
GACCTGCGGC
TCCCTGATTT
GACCACGTGG
AATCCGCACG
TIGGAAGATCC
ATCGATCTCT
BCGCTCARGE
GUGCTGATGEC
CATCCGCGGA

TGGTGCCGCGE
CGRCCGGCGA
TGGTCGACAR
CEGTGUTGOA
ACCTCGARAGT
CCGGCTACTT
GCRAATGGTGA
ACGCGECTGAT
AGCCCTTCAC
CECECEEoGEn
ACRCCGACTA
TCGTIGUTGCG
ACTTCATCAR
CECEGGECGECR
AGARTCCTGCC
TCGGCTGCTT
TGGGECERATE

CGGORGCCAT
GCRAGTGGCG
CACGCCGCAG
CARCGGCAAC
GUEGEGECGECC
CGATGCCATG
GGAAGACGCG
CCCGCARTTC
CGAGCCGCTIG
CTEGEGCCCGEE
CTGECATGCGT
GUACCAGATT
CTACCCGGCC
TGTGCGCGCC
GRTGCTGATG
CGATGGCCTIG
CCTGGGECCGEC

SEQ ID NG 24
LONGITUD: 342
TIPO: PEFTIDO
ORGANISMO: Variowvorax paradoxus

SECUENCIA: 24
MGEEHHHERESSGLYPRGSHMEF PEGAVVY TYFPIGEQVANLHS LARSCPHLCYVVDHTPOVGDWHAALVDAGY SVLH
MGHNRGGIAGAFNRGI IDLEARGAELFFLLOODSKLPPGYFOAMCEARMVARERKEGEGHNGEEDARFLIGPLVHADTHNLD
ALIFQFGLOGKRVYQFDLEOFFTEPLMRCAFMI SSGS LI SRGAWARIGRFDERYVIDHVDTDYCMRALGRGVELYL
NPHVVLRHCIGDIRARSLFGHE THF INYPAARRY Y IARNATDLARAHVRAFPATLF INYVYTLEQI LPMLMFERDRFE
ETIALMLGCFDGLFGRLGGLGEVHPRMGKY LGRSD

Fig. 27
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