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Resumen:

n procedimiento para la produccién de acido 2-hi-

droxifenilacético utilizando mutantes de la bacteria
Pseudomonas putida U asi como una cepa recombi-
nante de E. co?’ en la que se han introducido genes
aislados de Pseudomonas putida.
La invencidén que se presenta, describe un procedi-
miento para la biotransformacidn del acido fenilacé-
tico {al que en adelante denominaremos PA) en &cido
2-hidroxifenilacético (abreviadamente indicado como
2-HPA), utilizando mutantes de la bacteria Pseudo-
monas putida U interrumpidos en uno de los genes
(phal) que compone la ruta catabélica de acido fe-
nilacético, asi como el empleo de una cepa de E. coli
recombinante en la que se han introducido, y se ex-
presan, los genes aislados de Pseudomonas putide
que codifican las enzimas responsables de esa bio-
transformacidn.
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DESCRIPCION

Un procedimiento para la produccién de dcido 2-hidroxifenilacético utilizando mutantes de la bacletia
Pseudomonas putida U asi como una cepa recombinante de E. coli en la que se han introducido genes

aislados de Pseudomonas putida.

Sector de la técnica

La invencion reivindica un procedimiento de biotransformacién y por tanto se incluye en el arep [de

Biotecnologia y Biologia Molecular de Microorganismos. En ella se describe la utilizacién de genes
zimas de origen bacteriano para llevar a cabo la conversidn, con microorganismos, del acido fenilacd
en acido 2-hidroxifenilacético que es liberado al medio de cultivo. Este proceso presenta considerg
ventajas respecto al procedimiento quimico habitual va que evita la contaminacién ambiental gene
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como consecuencia de la utilizacién de disolventes y de reactivos que pueden ser téxicos para los defes

VIVOS.
Estado de la técnica

Las rutas degradativas de ciertos compuestos aromaticos (feniletilamina, estireno, diversos acidok

nilalcanoicos de cadena par. etc) pueden generar como intermediario catabdlico dcido fenilacético (PA]o
ciertos derivados hidroxilados (Mohamed M. y Fuchs, G. Arch. Microbiol. 159, 554-562. 1993: Martihdz-

Blanco. H. Reglero. A. Rodriguez-Aparicio, L. B. y Luengo J. M.. J.Biol. Chem. 265, 7084-7090, 1
Prieto. M. A. y Garcia, J. L. J.Biol. Chem. 269, 22823-29829. 1994). Sin embargo, el catabolismc

dcido fenilacético no ha sido aun totalmente esclarecido. Recientemente, nuestro grupo de investigacip

ha demostrado que la bacteria Pseudomonas putida U asimila este compuesto mediante la utilizaciol

encuentran organizados en tres operones contiguos bajo el control de cinco promotores diferentes (
vera, E. R., Miiambres, B., Garcfa. B.. Muiiiz. C., Moreno, M. A.. Ferrdndez. A. Diaz E.. Gareia.
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!
una ruta catabdlica nueva, constituida por catorce genes, que codifican otras tantas proteinas, ¥ que jse

Ol

J

y Luengo. J. M. PNAS 95, 6419-6424. 1998). Dentro de este sistema se agrupan 12 genes catabélicpy v
dos reguladores (Figl). Las proteinas catabdlicas estéan agrupadas en cinco unidades funcionales difefefr-

tes que a continuacion se detallan. La primera unidad esta constituida por un promotor (P1) ve

genes estructurales. Los cuatro primeros codifican dos enoil-CoA hidratasas (genes phaA y phaB), uha

acil-CoA-deshidrogenasa (gen phaC) y una cetotiolasa (gen phaD). El dltimo gen (phaE) codifica una

enzima con actividad fenilacétil-CoA ligasica que cataliza el primer paso de la ruta ¥ que rinde ¢
producto fenilacetil-CoA (Martinez-Blanco, H. Reglero, A. Rodriguez-Aparicio, L. B. v Luengo J.
J.Biol. Chem. 265, 7084-7090, 1990). La segunda unidad se compone de varias proteinas, denoming
complejo de hidroxilacién (genes. phaF a phal), que catalizan la introduccién de un grupo hidroxilg

el anillo bencénico del fenilacetil-CoA, generando 2-hidroxifenilacetil-CoA que es hidrolizado a acidp -
hidroxifenilacético (2-HPA). Todas ellas estdn bajo el control del promotor P y constituyen el segundo

operon. La tercera unidad (tercer operon), gobernada por el promotor Ps, est4 integrada por los 24
phal y phaK, que codifican un sistema de transporte constituido por una permeasa y por una pori

por una tercera proteina (producto del gen phal.) que cataliza la apertura del anillo aromatico ¥ su trams-

formacién en un derivado aciclico. El producto asi generado, es transformado en catabolitos generales
accién de las cuatro enzimas S-oxidativas incluidas en el primer operon. La regulacién de la ruta pa

estar ejercida por dos genes adicionales (phaM y phaN). El producto del gen pkaN actiia como représpr

interaccionando con el promotor Py, de modo que mutaciones en este gen implican la expresién const}

tiva de la ruta y la pérdida del control mediado por represién catabélica. Al producto del gen phaM
o ha podido serle atribuida ninguna funcién concreta (Olivera, E. R., Minambres, B., Garcia, B., Mu
C., Moreno, M. A., Ferrandez, A. Diaz, E., Garcfa, J. L y Luengo, J. M. PNAS 95, 6419-6424, 19
Las secuencias correspondientes a todos estos genes estin depositadas en el GenBank Database co
cddigo de acceso AF029714. A pesar de ser numerosas las descripciones sobre la formacién de deriva

hidroxilados como consecuencia del catabolismo de compuestos aroméaticos (Harayama S. y Timmis K.
Genetics of Bacterial Diversity. Hopwood, D. A. y Chater, K. F.(eds) pp151-174. Academic Press; Ku
Y. Mochida K. y Uwajima, T. Agric. Biol. Chem. 55, 1099-1104, 1991), las evidencias sobre existend

de 2-HPA como intermediario catabélico son escasas. Cooper v colbes (Cooper, R. A., Jones, D. C

y Parrot S. J.Gen Microbiol. 131, 2753-2757, 1985) pusieron de manifiesto la existencia de 2-HPA ¢

caldos de cultivo de mutantes que habian sido alterados en la ruta degradativa del 4cido fenilacétj
Otras descripciones corresponden al aciimulo de este mismo compuesto en caldos de fermentacion dé |
chrysogenum, de Aspergillus nidulans y de otros microorganismos (Sujumaran M.y Vaidyanathan, C
FEMS Microbiol. Letters 5, 427-430. 1979; Lein, J. Overproduction of microbial metabolites: Stra
improvement and process control strategies. Wanek, Z. y Hostalek, Z.(eds.) Butterworth Publish. 198
Staudenmayer, H. R, Hauer, B., Ladner, W., Pressler, U. Y Meyer, J. Patente Alemana no. 423232

1994; Ferndndez-Candn, J. M. y Pefalva, M. A. J. Biol. Chem. 270, 21199-21205, 1995). Sin emba
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la obtencién mediante sintesis quimica de 2-HPA esta perfectamente establecida (Vallejos, J.C. ¥ Yani
C. Patente francesa no. 2686877, 1993) y se utiliza para la produccién de este compuesto.

Parece, por tanto, interesante desarrollar sistemas bacterianos capaces de acumular naturalmente
2-HPA, o bien obtener cepas modificadas mediante ingenieria genética, capaces de catalizar la biotrans-
formacién del PA en 2-HPA. Este es el objeto de esta patente.

Descripcidn de la invencidn
Breve descripcidn de la invencién

La presente invencidn describe un procedimiento mediante el cual se pueden obtener cepas productoras
de 2-HPA tras mutar alguno de los genes implicados en el catabolismo de 4cido fenilacético en la bacteria
Pseudomonas pulida U. Ademas, se reivindica la utilizacién de alguno de esos genes para transformar
otras bacterias con el objeto de obtener, por fermentacién, 2-HPA a partir de PA o de precursores que
conduzcan, por diversas rutas metabdlicas, a este compuesto.

Descripcidn detallada de la invencidn

Pseudomonas putida U CECT 4848 (que posee resistencia natural a rifampicina) es capaz de asimi-
lar eficientemente el dcido fenilacético cuando se cultiva en medios de cultivo que contienen como inica
fuente de carbono este compuesto {Martinez-Blanco, H. Reglero. A. Rodriguez-Aparicio, L. B. y Luengo
J. M., J. Biol. Chem. 265, 7084-7090, 1990). Se procedié al aislamiento de mutantes de esta cepa
incapaces de degradar este compuesto mediante mutagénesis insercional utilizando el transposon Tn3
(Selvaraj, G. Y Iver, V. N. J. Bacteriol. 156, 1292-1300, 1983: Herrero. M.. de Lorenzo. V. y Timmis, K.
N. J. Bacteriol. 172, 6557-6567, 1990). Para ello se seleccionaron aquellos transconjugantes que cumplian
los siguientes requisitos: (i) poseian la resistencia natural a rifampicina (Rif): (11) habian adquirido la
resistencia a kanamicina (Km) presente en el transposon v (iii) eran incapaces de crecer en medios de
composicion definida que contenian acido fenilacético como unica fuente de carbono. mientras que si lo
hacian en aquellos otros medios que contenian como fuentes de carbono compuestos tales como glucosa.
acido glucdnico o acido 4-hidroxifenilacético (4-HPA). En todos ellos se analizé el punto de insercién del
transposén y posteriormente se construyeron diferentes sondas nucleotidicas que permitieron identificar
las secuencias de los genes en los que este transposén se habia insertado. Siguiendo téenicas habituales
de Biologia Molecular (Sambrook, J., Fritsch. E. F. y Maniatis. T. Molecular Cloning CSHL Press. Cold
Spring Harbor, Nueva York 1989) se secuenciaron todos los genes necesarios para el catabolismo de PA
v se identificaron los distintos marcos abiertos de lectura. Las secuencias obtenidas estan depositadas en
la Gen Bank/EMBL Data Bank tal y como se indicé anteriormente. Una vez establecidas las secuencias
de los distintos genes y proteinas, asl como su organizacién. procedimos al estudio de su analisis por
separado, identificando los intermediarios acumulados cuando se expresaban grupos aislados de genes y
combinaciones de los mismos. Comprobamos que mutaciones en alguno de los genes que componian el
segundo operon, no modificaban el dcido fenilacético cuando esos mutantes se cultivaban en medios de
composicién definida (Martinez-Blanco, H. Reglero, A. Rodriguez-Aparicio. L. B. ¥ Luengo J. M., J.
Biol. Chem. 265, 7084-7090, 1990) que contenian PA (como fuente de posibles intermediarios) y 4-HPA
(que soporta el crecimiento celular). Las rutas de degradacién de PA v 4-HPA son diferentes {Olivera,
E. R., Reglero, A., Martinez-Blanco, H., Fernandez-Medarde, A.. Moreno. M. A. y Luengo, J. M. Eur.
J. Biochem. 221, 375-381, 1994) y por tanto mutaciones en la especifica de PA no afectan al crecimiento
en 4-HPA. Ademas, observamos que cuando el PA se substituia por diferentes compuestos tales como
los 4cidos 6-fenilhexanoico, 8-feniloctanoico o por la feniletilamina se acumulaba en los caldos de cultivo
PA, lo que sugeria que todos esos componentes eran catabolizados. por diferentes vias, hasta PA. Sin
embargo, cuando se utilizaron como fuentes de carbono, acido benzoico. tirosina, fenilalanina o los acidos
5-fenilvalérico, 7-fenilheptanoico o 9-fenilnonanoico no se detectd acimulo extracelular de PA. Aquellos
otros mutantes alterados en alguno de los genes del.tercer operon, acumulaban 2-HPA cuando se cultiva-
ban en medios minimos que contenian como fuentes de carbono PA. feniletilamina o 4cidos fenilacanoicos
que poseian un nimero par de dtomos de carbonos. La mayor cantidad de 2-HPA acumulada se observo
cuando se mutd en gen phal. Comprobamos también que mutaciones en el gen phaeE, que codifica la
fenilacetil-CoA ligasa, impedia la degradacion de feniletilamina pero si permitia el crecimiento de esos
mutantes en aquellos medios en los que la fuente de carbono eran dcido 6-fenilhexanoico u 8-feniloctanoico.
Estos resultados sugerian que la ligasa era necesaria solo para el catabolismo de aquellos compuestos que
conducen a PA mientras que no para aquellos otros que, por alguna via, llegasen a fenilacetil-CoA. To-
dos los resultados anteriormente expuestos permitieron concluir (i) que la ruta de PA comienza con la
activacidn de este compuesto a fenilacetil-CoA; (ii) que posteriormente, este compuesto se hidroxila a
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2-HPA, y (iii) que finalmente se produce la apertura del anillo bencénico, generando un intermeﬁia rio

aciclico que se transforma en metabolitos generales.

[

Ademds, identificamos los genes responsables de la sintesis de 2-HPA ; concluyendo que el gen %’h aE
a

(que codifica la ligasa) y todos los incluidos en el segundo operon (phaF a phal) eran requeridos p
sintesis de este metabolito.

Descripcion de las figuras

d la

Figura 1. Organizacién genética y mapa de restriccién de la ruta catabdlica de acido fenilacético |en
Pseudomonas putida U. Pi-P5. promotores; phaA-phal, genes catabélicos; pheN, gen reguladpr:

phaM gen sin funcién conocida.

Figura 2. Esquema de las diferentes construcciones genéticas realizadas para lograr la sintesis de 4
2-hidroxifenilacético en Escherichia coli. pKB y pKB2, plasmidos derivados de pBluescript 1
modificados para facilitar la correcta expresién de genes de Pseudomonas putida U bajo efectd
promotor de la 3-galactosidasa. pKBSBLig, construccién realizada en el plasmido de expry
pKB que contiene el gen phaE que codifica la enzima fenilacetil-CoA ligasa. pKB20x, construd
realizada en el plasmido pikB2 que contiene los genes que codifican las enzimas implicadas en I

o
(o]}
=

dacion del fenilacetil-CoA a 2-hidroxifenilacetil-CoA. pLOx, construccién realizada en el plasiido

pPKB2 que contiene los genes que codifican la fenilacetil-CoA ligasa y el complejo enzimatico
ponsable de la oxidacidn del fenilacetil-CoA.

Ejemplos de realizacién de la invencidn

En los ejemplos detallados a continuacidn, se exponen las investigaciones realizadas para desarrpllar

esta patente.
Ejemplo 1
Secuenciacidn de la ruta catabdlica para deido fenilacético de Pseudomonas putida U (CECT 4848}

A partir de los distintos mutantes incapaces de degradar el acido fenilacético por insercion del
se constituyeron genotecas que nos permitieron la secuenciacién ulterior de todos los genes de la 1
La técnica utilizada se basa en la utilizacién de oligonucledtidos sintéticos cebadores descrita por Sa
y colbes (Sanger, F.. Nicklen, S. v Coulson A. R. PNAS, 74, 5463-5467, 1977). Para ello se sigui
las instrucciones recomendadas por el fabricante del Taq DNA polymerase iniciated cycle sequencing

(Applied Biosystem Inc.). Las reacciones de secuencia fueron analizadas en un secuenciador automati

modelo ABI Prism 377 (Applied Biosystem Inc.). La secuencia de los genes que componen la
requerida para la degradacién de PA se describe en la SEQ ID NO 1 de la siguiente forma:

- pha N, secuencia codificante en la cadena complentaria entre el nucleétido 1025-1948,
- pha M, secuencia codificante en la cadena complentaria entre el nucleétido 2026-2625,
- pha A, secuencia codificante entre el nucletido 2869-3750.

- pha B, secuencia codificante entre el nucledtido 3785-4576.

- pha C, secuencia codificante entre el nucledtido 4579-6096.

- pha D, secuencia codificante entre el nucledtido 6249-7742.

- pha E, secuencia codificante entre el nucledtido 7864-9183.

- pha F, secuencia codificante entre el nuclestido 9399-10388.

- pha G, secuencia codificante entre el nucleétido 10703-11461.

- pha H, secuencia codificante entre el nucledtido 11448-12047.

- pha I, secuencia codificante entre el nucledtido 12047-12982.

- pha J, secuencia codificante entre el nucledtido 13457-15019.

- pha K, secuencia codificante entre el nucledtido 15038-16291.

- pha L, secuencia codificante entre el nucledtido 16316-18382.

T
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Ejemplo 2
Disrupcion de gen phal en P. putida U y andlisis del producto acumulado en los caldos de cultivo

A partir de un fragmento interno del gen phal. obtenido mediante reacciéon en cadena de la poli-
merasa (PCR) utilizando dos oligos degenerados (5-CGCCCGGAATTCGCCGAAGCCGTCGAC-3"y
5-CAGGTCGAATTCTTCGCTGTCTGG-3’ se obtuvo un fragmento ECoRI-EcoRI de 704 pares de ba-
ses (SEQ ID NO 2) que se clond en el plasmido pk18::mob (Schafer, A., Tauch, A., Jager, W., Kalinowski,
J., Tierbach, G. y Plihler A. Gene 145, 69-73, 1994). Esta construccién fue empleada para disrumpir el
gen phal en P. putida U por recombinacién homéloga mediante “mating” triparental (Herrero, M., de
Lorenzo, V. y Timmis, K.N. J. Bacteriol. 172, 6557-6567, 1990). Los transconjugantes se seleccionaron
en medio complejo (Luria-Bertani) (Sambrook J., Fritsch E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning CSHL
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York 1989) al que se suplementaban los antibiéticos Km (25 pg/ml) v
Rif (20 pg/ml). Todas aquellas colonias que eran resistentes a ambos antibidticos se replicaron en medio
complejo ¥ en medio minimo (Martinez-Blanco, H. Reglero, A. Rodriguez-Aparicio. L. B. ¥ Luengo J.
M., J. Biol. Chem. 265, 7084-7090. 1990) que contenia. como fuente de carbono 4-HPA (5mM) v en una
tercera placa que contenia el mismo medio minimo pero en el que el 4-HPA se habia substituido por PA
(5 nM). Todos los medios llevaban los antibidticos descritos a la concentracién indicada. Las colonias que
no crecian en el medio que llevaba PA. se analizaron mediante técnicas de ingenieria genética (Sambrook,
J., Fritsch E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning CSHL Press, Cold Spring Harbor, Nueva York 1989)
para corroborar que la construccién se habia insertado en el lugar correcto. Mas del 90 % de las colonias
aisladas contenian un gen phal disrupto por el plasmido pk18::mob. Uno de estos mutantes (P. pulida:
pk18::mob CECT 5058) fue utilizada para comprobar el intermediario acumulado.

Esta bacteria se cultivé en medio de composicién definida { Martinez-Blanco. H. Reglero. A. Rodriguez-
Aparicio, L. B. ¥ Luengo J.M., J.Biol. Chem. 265, 7084-7090, 1990) al que se suplementaba &cido
fenilacético (5 mM) como precursosr de intermediario ¥y 4-HPA (5 mM) para soportar el crecimiento
celular. A los medios se afiadieron siempre los antibiéticos Km y Rif a las concentraciones indicadas. Los
andculos se realizaron con 1 ml de suspensién bacteriana (DOs40nm = 1.0) ¥ se procedid a su incubacion
en un agitador orbital (200 rpm) a 30°C, en matraces Erlenmeyer de 500 ml de capacidad que contenian
100 ml del medio requerido. Posteriormente, se procedié a tomar muestras de los caldos de cultivo en
distintas etapas de la curva de crecimiento. En estas condiciones la DOsgonm alcanzada por el cultivo
fue 1,5-1,8 a las 40 h. El andlisis de los caldos de cultivo (de los que se habian eliminado las células por
centrifugacién a 12000 rpm durante 10 min a 4°C-) reveld la presencia de PA y 2-HPA. La determinacién
de estos compuesto se realizé mediante cromatografia liquida de alta definicion (HPLC) utilizando el
equipo y metodologia indicado por Olivera y colbes.(Olivera, E. R., Reglero, A., Martinez-Blanco, H.,
Fernandez-Medarde, A., Moreno, M.A. y Luengo, J. M. Eur. J. Biochem. 221, 375-381, 1994) asi como
por cromatografia en capa fina (TLC) utilizando como revelador vapores de iodo (Sujumaran M. y Vai-
dyanathan, C. S. FEMS Microbiol. Letters 5, 427-430, 1979). En estas condiciones los hidroxi-derivados
del PA adquieren temporalmente una coloracién amarilla mientras que no lo hacen aquellos otros deri-
vados de este compuesto que no poseen grupos hidroxilo en el anillo. Para este ltimo método (TLC)
utilizamos placas de Silica-Gel (HPTLC Fertigplatten Kieselgel 60, 10 x 10, Merck) y como sistema de
desarrollo eter saturado de HoO (que contenia sulfato amdnico 28 % -p/p-) v metanol en proporciones
relativas 50:25:5. En estas condiciones los Rfs para 4-HPA, 3-HPA, PA, 2-HPA, 3,4-diH-PA y 2,5-diHPA
fueron 0,72, 0,68, 0,67, 0,60, 0,55 y 0,302 respectivamente. El PA, que no se tine con vapores de iodo,
se identificé tras cromatografiar una muestra marcada con 4C (Sigma). Las cantidades de PA y 2-HPA
presentes en los caldos se cuantificaron por HPLC (Olivera, E. R., Reglero, A., Martinez-Blanco, H.,
Ferndndez-Medarde, A., Moreno, M.A. y Luengo, J. M. Eur. J. Biochem. 221, 375-381, 1994) frente a
patrones comerciales. Observamos que las proporciones de ambos compuestos iban variando a lo largo
de la curva de crecimiento. A tiempo cero de cultivo solo habia PA mientras que a las 40 h (o a tiempos
superiores) mas del 70% del PA se habia transformado en 2-HPA. Estos resultados indicaban que Ia
disrupcidn del gen phal. tenia como consecuencia inmediata la transformacion de PA en 2-HPA| producto
que se acumulaba en los caldos de cultivo debido a que la bacteria es incapaz de utilizar este compuesto
como fuente de carbono. La identidad del 2-HPA fue confirmada mediante espectroscopia de masas
utilizando un equipo Q-Mass (Perkin-Elmer) acoplado a un cromatégrafo de gases modelo Autosystem
(Perkin-Elmer). Las muestras obtenidas de los sobrenadantes de los cultivos bacterianos, se ajustaron a
pH 3.0 con HCl v la disolucién resultante se extrajo con un volumen equivalente de acetato de etilo. La
fase organica se separd y se secd con sulfato sédico anhidro bajo corriente de N3. El residuo obtenido se
disolvid en 0,05 ml de piridina suplementada con 3-etilvanillina (a una concentracién de 4mg/ml) como
patrén interno. Alicuotas de 0.0125 ml de esta solucién se tratarons durante 30 min. a 80°C con 0.020
ml de bis(trimetilsilil Jtrifluoroacetamida como agente derivatizante. Las muestras asi preparadas fueron
inmediatamente utilizadas, revelandose la existencia de 2-HPA.
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Ejemplo 3

Estudio de la produccidn de dcido 2-HPA por una cepa de E. coli en la que se han introducido los |
de P. putida U necesarios para la sinlesis de este compuesto '

3.1. Construcciones genéticas realizadas
Utilizando los oligos degenerados correspondientes a la zona del ATG y del TGA del gen phaE
a continuacion se detallan, se procedié a amplificar. utilizando DNA genémico de Pseudomonas pr

por PCR este gen. Los oligos utilizados fueron:

Oligonuclestido correspondiente a la zona del ATG

enes

ue

tida,

5-ACGAATTCGAGGTGAAGCCATGAACAGGATCCATGATG. Este oligonucletido lleva lh fse-
cuencia Shine-Dalgarno GAGG. el ATG del gen y la secuencia modificada que permite generar un fdrte
BamHI. Ademds, existe una secuencia de corte EcoRl: GAATTC. Todas esas secuencias se han subra-

vado.
Oligonucledtido correspondiente a la zona del TGA
5-CGAGAATTCAGCCGAATGAATCAGCTGGCC-3’ (tanto las secuencias inversa v comple
taria correspondiente al triplete TGA como la secuencia modificada para introducir un coste EcoR

han subrayvado).

El fragmento amplificado (SEQ ID NO 3). se dirigié con la enzima de restriccién EcoRI vy se «
en el plasmido comercial pBluescript KS (pBSKS) (adquirido de la casa comercial Stratagene). La «

nen-
1] se

lgné
ons-

truccién obtenida fue usada para transformar la bacteria E.coli DH5n". En esa construccién el gen ph4E,

que codifica la enzima fenilacetil-CoA ligasa (SEQ ID NO 4). esta bajo el control del promotor de
que codifica la 3-galactosidasa. Se comprobé la ortentacién correcta del gen phaE valorando activ
fenilacetil-CoA ligasica en diversos transformantes (Martinez-Blanco. 1. Reglero. A. Rodriguez-Apat
L. B. y Luengo J. M., J.Biol. Chem. 265. 7084-7090. 1990) crecidos en medio LB + ampicilina
pg/ml). De aquellas cepas que mostraban actividad ligasica. se extrajo plasmido. y una vez compro

gen
1dad
1qio,
(100

gda

que la construccién era correcta. se utilizoé para las etapas siguientes. A este plasmido se le denofniné

pKSBLig (ver Fig. 2). A continuacidn, el plasmido pKSBLig se digirié con la enzima Bam HI v se r

ligd

(Sambrook, J., Fritsch E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning C'SHL Press. Cold Spring Harbor, Nugva

York, 1989). Al pldsmido resultante, que ya no contiene el gen phal.. pero que mantiene una secuc

nicia

de corte EcoRI la secuencia Shine Dalgarno del gen phaE v la reconocida por la enzima BamHI, d le

denominé pKB (Fig. 2). Este se digirié con la enzima Spel. los extremos cohesivos generados se ljidi

ron extremos romos utilizando el fragmento Klenow de la DN A polimerasa I de E. coli (Amershar]
finalmente, se religd la construccién con la DNA ligasa del fago T+ (Amersham). El plasmido result

1) NN
ante

denominado pKB2 (ver Fig. 2} posee: (i} la secuencia Shine-Dalgarno del gen phaE; (ii) el ATG de¢ gse

mismo gen y (iii) permite seleccionar colonias con color blanco o azul cuando los transformantes q{
contienen crecen en medios que contienen X-gal (Sambrook J.. Fritsch. E. F. v Maniatis, T. Mole
Cloning CSHL Press, Cold Spring Harbor. Nueva York 1989) va que el péptido a de la §-galactosi
se expresa desde el ATG del gen pheE, utilizando la secuencia Shine-Dalgarno de ese mismo gen.
construccién se utilizé posteriormente para clonar, en los sitios de restriccién BamHI-Xbal. el prod
obtenido por PCR que contiene la informacién genética requerida en P. putida U para la hidroxils
del anillo bencénico presente en el 4cido fenilacético.

Los genes que integran el complejo de hidroxilacién que introduce un hidroxilo en la posicién ¢
anillo del PA, se obtuvieron por PCR utilizando los siguientes oligonucledtidos degenerados:

Oligonuclestido correspondiente a la zone de ATG del primer gen

5" CGCATCGGATCCACGCACAGCTAG 3’ (que contiene una secuencia de corte BamHI en el |
degenerado. Ver secuencia subrayada.

Oligonucledtido correspondiente a la zona del TGA del iltimo gen

5" GGTGCCTCTAGAAGCGGGGG 3’ (subrayado se indica un corte Xbal).

1e| lo
ular -
dasa
I sta

cpon

del

bligo
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Se amplificé un fragmento de 3,6 kilopares de bases (kb) (SEQ ID NO 5), que comprende los genes
phaF, phaG, phaH y phal que codifican para las enzimas respectivas (SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7,
SEQ ID NO 8 Y SEQ ID NO 9) y este producto se digirié con las enzimas de restriccién BamHI y Xbal
(Sambrook J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning CSHL Press, Cold Spring Harbor, Nueva
York, 1989) y se cloné en el plasmido pKB2 antes indicado (ver Fig. 2). Esta construccién genética se
denominé pKB20x.

Por otra parte el plasmido pKSBLig se digirié con la enzima EcoRI y se recuperd el fragmento de 1.3
Kb que contiene el gen phaE. Este ftagmento se cloné en el plasmido pKB20Ox digiriendo previamente
este tltimo con EcoRI. El plasmido obtenido se denominé pLOx y contiene el gen phaE y los genes que
codifican las enzimas responsables de la hidroxilacién en posicién 2 del anillo aromatico del PA (ver Fig.
2) comprendidos en la SEQ ID NO 10. Con él se transformaron células de E. colt DH5a’. Los distintos
transformantes que contenian el gen pkaE en la orientacidn correcta, se identificaron valorando la acti-
vidad fenilacetil-CoA ligasica (Martinez-Blanco, H. Reglero, A. Rodriguez-Aparicio. L. B. y Luengo J.
M., J.Biol. Chem. 265, 7084-7090, 1990). Estos transformantes se utilizaron posteriormente (ver mas
adelante) para estudiar in vivo la biotransformacién de PA en 2-HPA.

3.2. Estudio de la produccion de 2-HPA por células de E. coli DH5a’ transformadas con el pldsmido pL Ox

Una suspensién acuosa de E. coli DH5a’ transformada con el plasmido pLOx CECT 5059) (DOs40nm=
1) se utilizé para sembrar los distintos medios de cultivo. Un ml de suspensién bacteriana se utilizé para
sembrar matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 50 ml de los siguientes medios:

a) Luria-Bertani (Sambrook J.. Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning CSHL Press. Cold
Spring Harbor, Nueva York, 1989) + Ampicilina (100 pg/ml) + 2.5 mM PA

b) Un medio con la siguiente composicién (g/1): glicerol, 5: casaminoacidos (Difco) 1: NaH,PO4. 6:
K-HPO, 3: NH4Cl. 2.14: NaCl, 0.5; ZnCl, 0.125 10~3; CoCl, 0.5 10~3; NiClo 6H»0 0.05 1073:
HBO3 0.75 10~3; MnCl24H-0 0.075 10~3; CuCl, 2H,0 0.025 103 NaMoO4 2H.0 0.075 1073
MgSO,4 0.12: ampicilina 1.1073 y 4cido fenilacético 0.34.

Las incubaciones se llevaron a cabo en un agitador orbital modelo Gallemkamp, a 250 rpm. a 37°C,
durante diferentes tiempos (0-60 h). A diferentes intervalos se tomaron muestras y se analizaron por
HPLC y TLC, cuantificindose por HPLC las cantidades de PA y 2-HPA presentes en los caldos de cul-
tivo. Comprobamos que en los dos medios se producia 2-HPA.

Lista de secuencias

<110> UNIVERSIDAD DE LEON, CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

<120> Un procedimiento para la produccién de acido 2-hidroxifenilacético utilizando mutantes de la
bacteria Pseudomona putida U asi como una cepa recombinante de E. coli en la que se han in-
troducido genes a

<130> 2-HPA

<140> 9802352
<141> 1998-11-11

<160> 10
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 20255

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida U
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<220>
<221> gene
<222> Complement((1025)..(1948))

<220>
<221> gene
<222> Complement((2026)..(2625))

<220>
<221> gene
<222> (2869)..(3750)

<220>
<221> gene
<222> (3785)..(4576)

<220>
<221> gene
<222> {4579)..(6096)

<220>

<221> gene

<222> (6249)..(7742)
<220>

<221> gene

<222> (7864)..(9183)
<220>

<221> gene

<222> (9399)..(10388)

<220>
<221> gene
<222> (10704)..(11462)

<220>
<221> gene
<222> {11449)..(12048)

<220>
<221> gene
<222> (12048)..(12983)

<220>
<221> gene
<222> (13457)..(15019)

<220>
<221> gene
<222> (15038)..(16291)
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<220>
<221> gene

<222> (16316).

<220>
<221> gene

.(18382)
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<222> Complement((18828)..(20195))

<400> 1

gatcacccee
gttttcttge
tgatttccga
gaacagcctg
cgggtcageg
tcgetgateg
ccecttgacca
gagggccagyg
atcgctacag
gtcecccctatce
aaccgcttga
ctcaccgceg
cgtggctact
ctgggectge
gtcagcctge
caaggcggcce

agccctgeeg

tggcectege
ccatgcatge
tgegegaagg
cttegectee
gcttgtgeet
ggecgegeat
tgctctatge
gtgtcgtgat
atcaccatgt
gtcgcctgea
tgagcecggga
aacagcgcct
ccegeccatgg
gcctggagac
acggcaggct
ttgacggtga

ccgccggget

gcactggatg
tcttggactyg
aggcctgaac
ggttcacctg
gcccaceggt
gcgcatcege
cgtgcgetge
caacttctgg
ctgcgacgcg
agcgctggceg
gatcgtacgt
ggccagtttt
cttcatgtta
cgtatgccga
ggtggaaata
acgcaagcac

gagaaccttc

cagggaccce
gtcaccecege
atgtctggcc
aaaccgcetgg
ttgeecectge
aaaggcacgg
ggcagtttca
atgccgggeg
ategccctgg
cgcgactttce
gaacacgagc
ctgatcgggce
cgcatgtege
teggtegece
ctcgacatgce
tcceccgaaag

gccatcaccg

tttgtttgeca
ccagttgcgce
aactgaaagt
cgacgctgtyg
acgacaatag
cgctgttcaa
agaccagcct
acgtgctcgg
aagatagcga
cggcecttgca
gcgtgctgat
tgtceceggeg
gcgaggacat
gattgcgtgce
cagcattgat
caccatgctce

acctgcaggy

tcgttecgea
agactcggge
cacgctgcte
ccgtgattgt
ctgectggge
tgccaatgat
caacagcgtc
gctggatgcece
agtctgcccg
gcaaagcctg
gttgtgcaac
cttcgtceaac
agcatcctac
gcaagacgtc
ggcggtcgag
gacaccctga

tgtagcattt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
800
960

1020
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ttgttcaggce
cgteggecgt
acaggttgcg
ctggcagttyg
ccaggaaaca
tgaacagctg
gcacctggge
tactgtecgtce
gtgggcagcee
gcaaggcctt
cccaggecyy
cagtgeccgt
ctttggtgag
gcaggttgat
acaaggtgat
ggttgttcag
tacctgtgeg
gcctttggge
tggcgggceat
accgcgcetge
ceccatcacce
gacgatgcag
ggcgtetegg
ttcgaccacc

geectettee

gcaacgtggg
ggggtgaacc
gatttgaaat
tgtatcgett

gccattatca

cagcccgeca
ctccaggget
gcacaactge
cgggtegege
atcttgegea
gatgaactcg
gcgecatggee
gctggettcc
aagcaggttce
gcgettgecg
ttggctcggg
caggcetgtag
gcgaaagatc
caggctacce
gatcagtgag
tggggcaaga
gegggecegec
cgtacaccgg
tcgaccatgce
ttccaggeca
aggctctgcyg
cgtggtgcga
ccecactttge
gtgtcgecac
agcacgatgc
ccgacgatga
acaggcgtca
ggcacccegat
tctcatggcet

gcgetgaata
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aagcgetggt
gcattcagcce
cgegecageee
aacagcaggc
tcgageagtt
ctgtactgct
ttggacgcga
aggtcacgca
ggcgecataa
gectcaaget
ctgtagacac
taactgcegte
gacgtgegga
agccagaccg
ctggcgcgga
ttgctcatgg
tgaccattge
tatctteccat
tgttcatgca
actcctgtte
cttcacatgc
catgggcgee
agcecgtgcaa
ccggaaaace
ggccgaaata
cgtegecaat
agecgtecag
cttgtatcaa
aagatcctec

cggcatttge

agaaacecete
actcctcectge
ttcectecca
ggcggtactc
getgetettt
gececccagete
gcacttccty
aggttgcggt
¢gccaaacec
gcgacagcaa
gtttgaaggce
ggccaacttt
tcagtcgtte
gtcccccatg
ttggegtetg
gcgaactgtyg
gtgacgctac
gegegggege
gcgetgegec
gctcaagggce
gaagcegget
atccatcacc
caccgcgceca
atgcattaca
acccctgagce
cagtactgeg
tcgatagcaa
aaaatatttc
tgaaaaccta

actgcacgac

10

gttcacatce
cttggcaaac
gtccectgge
gtgaatcagce
caggctetge
atcgatacgce
ggtgtgggtt
cagatcagcg
ctgccattee
caccagcegte
tttttecgaaa
ttcagecggtg
gttgatgccg
gggctcgatg
ctecctgaaag
cgeggatcecaa
caggctcatg
cctggttegg
aggtgctgat
cgtttgacct
ttgacgaacg
acagcgttca
tgaccaacat
caggtgtect
gatgccaagg
cttgggtgca
ggcatgaaag
gtegtcaate
gcaacaaaat

agcaacacta

ggcaaaggcc
aécagccgat
agcagctcegt
agggtgcgceg
cacagcggee
cagctctcce
tcgaagacga
cggtetgcece
agctcttcac
caggcgccat
cggcggcegge
agccaaccct
atcggctcea
gcatcgeegt
cgagtgatca
gcaccgacta
ccgaagcectyg
cttcggccaa
actccgeagt
gggeeggcega
ccgtcgecge
tgccgatcaa
gcecgttteg
gcaagttggce
gccctatgta
cgtaggcetgt
ctccagaaat
ggcgtagtcg
cagcaatctce

tcattgacac

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820
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tatgagatac
accecacctg
cacgatgtge
gcgccggaaa
tgtaccgagt
ataggcgtty
gaaatggccg
cgcatcgeccg
ggttgcgaat
cagccggaga
gcecgteggea
cacgcccagce
gccatgcaga
gaggcgctge
gcattcaccce
aagcgcecgg
tgtcatgact
gaaccgecece
cctcaagcaa
cggcttttge
agacctgggce
geccgectgecg
actggcctgce
gatcggcctyg
gegggctaaa
ggggctgatc
tcgeccagcete
cagtttecgac
cgggcegceage

attcaagggyg

acgaaacaat
gtcgtgatee
cgtgegtgea
acggcgttca
tactggcaga
ttgtgctcac
agcgegacct
cctttgeccaa
tggtgatgtg
tcaacctcegg
agecegetgge
aagccggcct
tcgcccgeaa
tcaaggccgg
tgetggeegg
cgcgetteca
ttccageaca
gagcagctga
gttcgccaga
gccggccagg
gaatcgateg
gtgatctgtg
gacctggtgc
gtgccggact
gcactggceca
caccgcgtgg
gccagccage
aacggcttcg
gaggactacc

cgctgaacat
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tttcegatgtt
atcgtceacgce
gccagaggaa
gctcattace
gctggecact
cggcagecge
ggtcggcatce
gcegetgatt
tgecgacatce
catcatccee
catgcagatg
ggtcagcgaa
catecgecgee
tgataccgac
caccgecgac
aggccgetga
tectgtttte
acagcttcaa
gcagtgatge
acctgtccga
acaagttcta
cggtaaatgg
tggccgggeg
ctggtggtac
tgctgggega
tggacgatgc
ccacctatgg
atgaacaact
gtgaaggegt

gggcgeacte

gcatttcegt
cectgcaaac
cccgacatge
ctgcaacygge
gcgetegacg
aaggcgttcg
ctcaacgacc
gctgeggtca
gtcatcgceg
ggtgctggceg
gtgctgaceq
ataacccage
aaggecgccge
ctggecagtyg
cgtgacgaag
tcatttacce
catcgaggac
cgecgecatg
acgggtgetg
ccgtaacgte
caaccegttg
tgtggccgece
atcggccage
ctggttgctg
geggettggt
cgccctgege
cctecgegety
ggaactcgag
gagegecttce

gcaagcacag

11

atcgecgtaat
aattccaaga
cgcgatatct
ccgaggeact
cagccgeeeg
ccgcaggcge
ctcgagtage
acggctacgc
gcagcgacgce
gcacacagcg
gcgaagccat
ccgaattcac
tggcagtgcg
gcetgegett
gcattcaggc
ctcgactgac
ggcgtggect
caccttgaag
ttgctgacgg
gctecagacy
gtgcgcacce
ggcgceggtg
ttcattcagg
ccgegectgg
gccgaacagyg
gacgaagcce
atcaagcgea
cgcgacctge
atgaacaagc

tgcaagtagc

gcatatactc
aatgccggee
cgacgtgcag
gaatgccctyg
ggatgaccag
tgacatccgt
ccactggcaa
cctgggtgge
cecgettegge
cctgttgegt
caccgeecgt
cgtagaacgce
cctggcaaaa
cgaacgecat
ctttcaggaa
ggagcgagtc
tecctcetectt
tgcgcgaage
ctgagggccg
ccgaggtgee
tgcgcgacct
ccaacatccc
cattttgcaa
tecggeatggc
cccagcaatg
tcaccctege
gectcaatge
aacgcettygge

gcacaccege

ggtgatcggt

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620
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geeggtgeca
ctttacgaca
geccggeteg
ctatgcecgg
gtcgagaace
gattgcataa
gcacgcccge
gtcgaggtygg
gecccaggect
cgtgtggcac
tgcgccagece
cttaccgact
ttctatgggg
cgccecteggcee
gcaccggteg
ggtgtacttc
gceggtageg
gccagccagce
gactacagea
cgcgaccagg
ctgeceggee
gtgctgcagg
taccectgeg
ctcgacaacc
cgetgcgagg
cgacgccatg
cggcecggge
cacgtgccat
cagctatgac

gegegatgac

tgggcgecgy
accgcceggg
tggaaaaagg
tcgacacget
tgcaggtcaa
ttgccagcaa
agcaggtggt
tgtecaggcect
ggggcaaaca
ggecttteta
ttgatgeget
tgatcggcca
acttccgett
gcaagactygg
aattgcacag
agccactggt
gcgtgatcca
gcgeccgtga
ctgectegeg
cggtggcccet
tggtggtact
gcgtcggeag
gececgetgge
tgcagcgecag
ccaaaggagg
tatgccecgeg
cgggcaagcce
ggcgggttee
caggccaccy

gtgctcaceg
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catcgeccag
ggctgeegece
caagctgcgg
cgaagcattg
gcaggcgcte
cacttcgtcg
gggcatgcac
ggcaaccgaa
gceggtgeac
tgccgagagce
gcttcgegat
cgacgtcaac
ccagecttea
gcaaggcttc
ctccaccaag
cgagcgectg
ggtcggtgat
agatgggctg
gattgccatc
gctgcageqgy
gcgcacagtg
cgccgccgac
ctgggcgacg
ctatggcgag
caccctgceat
acccggccac
tgcgtatgac
tettegeeet
tggcgetggg

ccgacgecag

gtegeegece
caggcagtgg
gecgtagage
gctgatgceg
ttecagecagce
ctgtccatta
ttcttecaace
ccggecgtag
acgecgetega
ctgegectge
gegggtggte
tacgecgtta
ctggtgcaaa
tatagctacg
gccgaagecet
cgccagaacg
gccaccctgg
cgcaacctgg
agctggtegg
geecggectea
gcaatgcteg
atcgacctgg
aacatcggta
agccgctacce
gactgaactc
tcagggcctyg
ggtacgegece
cgccgacteg
ctgcagcatt

cgaggtcage

12

aggccggteoa
ccggtataga
gcgaaatgat
gcctggtgat
tagaagccct
ccagectgge
cggcaccget
ccgegtgtat
caccgggcett
tacaggaagg
tccgeatggg
cgtgctcagt
aagagctggt
ccgaaggegce
gcgttatcga
gcatcgtegt
cattgtccga
tgectgetega
gcgataccac
aggtcactge
ccaacgaagc
ccatgcgege
ttgcccacac
gceetteect
gaactggcac
ggcatcagece
gacatgatcc
gegtttgett
gactacctgg

cgcaaaggcec

cceggtaaag
acégcaactc
cageettegg
cgaagccatc
gtgcacggct
tgcaggcctt
gatggcgctg
ctacgacacc
tatecgtcaac
agcagcggac
ggcgttcgag
gttcgatgeg
ggatgccgge
cgagegeect
ggggcaactg
gacccagcgt
tggcegecte
tctegegetg
cgaaagcgcece
ggtcgccgac
cgctgatgea
cggtgtcaat
cctgegegtyg
gttgttacgt
acgectgtge
tgetggatge
agggccacgg
ttgecetgtaa
cceceggegtt

gcaccggect

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360

6420
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gtacgacgtg
ctacaaagtg
ccgatgecett
geggegtacyg
ccgagcttga
aagacaaccg
ccgggaccac
gegecetygeyg
gtgcgccatt
acaccaccat
cgatgccgga
atgcecttege
cgcaagaaat
acgacgagca
tcegtgaggg
ccctgetget
tcgteggeat
caacccggaa
tcaacgaagc
acgacceccqy
gtggtgcgeg
ccctttgecac
gagcggatca
gacactcacc
gccatgaaca
gtegacgecece
gacaatgtgc
acgtgcctgg
tacccctacg

ggcaccaceqy

cgcatccaca
cgcggcaccey
gatcatcgac
tgcecgacgac
ctggaaagcg
caacgtggceg
gatcaaccga
ctgcggtgaa
cgtgatgggt
cggttggege
aaccgecgag
cctgegecage
cgtaccggtc
tcecgegegge
cggcagegte
ggccageage
ggcggtggec
ggtgcttgag
gttcgecegece
ggtcaaccge
gctggttaca
catgtgcatc
gaccatcagce
gcgtggettg
tgtaccatga
tgcgecagcea
cgctgtaccg
aagaccetgge
ggatgttcgc

gcaagecgac
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accagcgegyg
tgetggegea
geecgtgegea
ctegecgeca
atcgacgacg
cacatggcca
ctgtgtggtt
gcecgggcetga
aagtcggagce
ttcgtcaacc
aacgtggcetg
cagcacaagg
gagatceccgce
gacacgacgc
accgccggea
gccgectgecee
ggggttgage
cttacgggat
cagggcttgg
aacggcggag
accgccctee
ggggttggec
ctgttaccga
caaccgctgg
tgccgaccgt
ccagcetggag
ccagegettt
gaagttcccee

cgtccecccag

ggtggteggt

tgagctggtg
ggagacacaa
cccecategyg
tcecactgaa
tgatcctegg
gecctgetgge
cgggcctgga
tgctggetgyg
aggegttcgg
cactgatgaa
aacagtttgg
cggctgcagce
agcgtaaagg
tggaacaact
atgcctecgg
ggegecatgg
cgcggetgat
tgtegttgge
cagtgttgceg
ccatcgececet
acgagctgga
aaggcatagce
accgaacgca
cgegeggegt
gcectgttgg
ecgeetgeget
gccgaatgeg
ttcaccggea
gaagaggtgg

tacacccaga

13

gcgatgttee
catgactgaa
ccgctatgee
ggccttgate
ctgtgcecaac
cgggctgeeg
cgccatceggce
cggcgtagag
ccgcgcageqg
ggctgcctac
catttccege
tcaggcetge
accggccaaa
ggccecgecte
cgtcaacgac
cctgaaagcce
gggcatcggce
cgacctcgac
cgagctggge
cggcecateey
agcaaccgece
catggtcatc
gccgtatatg
acaagaacaa
acccgatgga
ggagccetgaa
gcgcecacee
agaacgacct
tgcgectgea

atgacatcaa

atggcaaatce
ccéaccctcg
ggggccttga
cagecgccacce
caggccggcy
atggaagtgc
aacgecggccc
tcgatgtege
gagttgttcg
ggcaccgatt
gtcgatcagg
ggccgectgg
cgggtggage
ggcacgccat
ggegectgtg
cgecggeegta
ccggtacceg
gtcatecgaac
ctggecgacq
ctgggcatga
gggcgetatyg
gagcgecctcect
ctgcgctcecat
ttcgagtgaa
aaccgccagt
gcacgectac
cgacgaccte
gegcegacaac
tgcttccage

cacctgggcec

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160

8220
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aatgtcgtgg
tcctacgget
ggctgtacgg
gactttcagce
atcgagcgce
gaaccttgga
gacatctatg
aaggacggee
ggcgaagtat
gcgettecga
aggccgatgce
ggcgtcaacg
gagatgtatg
gagttgcgtg
ctgagcaaac
ggcacgctca
tgattcattc
gegegettge
aagcgataca
cttacaaatg
ccggagtcaa
aaaagatcga
agaccttgat
aaggcaactg
tccaggacga
accgcgacga
actaccccac
ctatcgtcaa
ttcgtatctg

tgatgcgtca

cgcgctcgat
atgggetttt
taatcccgat
ccgacatcat
agggcatcga
ccgatgaact
gtttgtcgga
cgaccatatg
tgcecagacgyg
tggtgcgceta
ggcggategg
tgtteeegac
agattcattt
cggagtgcca
agatcaagac
agcgttccega
ggctgeetcet
aggtgcegeg
caaatcttat
actcatgcct
gcgegtaaag
cgecgaaatce
ccyggcagatt
ggtcacccge
ggecggecac
ggagatcgcc
ccteagetgg
ccaggtggtg
caaggaagag

cggcacacag

ES 2 156 510 A1l

cegtgeggee
cactggcggg
gtcgggtgge
catggtcaca
ccecgeatgac
acgtcgctcg
aatcatgggce
ggaagaccac
tcagectggge
ccgcaccegt
caagattacc
ccagatcgag
gtatcgecaat
gcacctcegat
ctacateggce
gggcaaggceyg
teggececgg
caacccctgt
ttgatacacce
tagcaggagt
tcgctggaag
aagatcgaag
tceccageacy
gcgectagec
ggcctgtace
aagctgcaca
gccgacatég
ctgcagecgceca
agcettteace

gcccagegeg

ggcgggcgea
cttggtgege
cagaccgaga
ccgtcctaca
ctcaagctac
atcgagcagc
ccecggggtygyg
ttctacccecg
gaactggtgt
gacctcaccc
gggcgcagtg
gaacaggtat
ggcaacctgg
gaaggccagce
atcagcacec
tgccacgtgt
catagtcegg
ggcagcgggt
taaaactgtt
cgcagcacat
aaatgtcccc
ccaagaactg
cccactcgga
tcaagcgcaa
tgtacagcge
gcggcaaggce
gcgcagtggg
cctectatgy
agcgccaggg

acatggtcca

14

agggtgacaa
actacggcge
agcaggtgcea
tgctcaacct
gcctgggcat
gcectgggeat
ccatggaatg
aaatcatcga
tcacctcget
gecctgetgee
acgacatgect
taaaaataaa
acagcgtaga
gcaagctggt
aggtgcacct
acgacaaacg
ggctttteet
ttacctgcga
tgacgttgtg
gtacgcacag
cgaggaacgc
gatgcecgag
aatcgtegge
gctgeaactg
catggagacc
gaagtattcg
ctggetggtg
ccectactee
ctacgaaate

ggacgcgate

agtgcatgtt
cgagcgecty
gctgatcege
ggccgacgag
ttteggtgcec
caatgcccte
catcgaaacc
cceggtcacce
aagcaaagag
cggcaccgee
gatcattege
acagectttce
ggtgcatgta
tatcggggag
gcaggcttge
gttggccage
tgcgttttat
aggggccgaa
ttttgtateg
ctagtggaaa
aacttccagg
gcctaccegece
atgctgeeeg
atggcaaaga
ctgggcgeeg
agcatcttea
gatggggceg
cgcgcaatgg
ctcctgaceca

aatcgectgt

8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
8000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960

10020
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ggtggecate
ccatggcectg
agaccgtgec
acgccgagceg
tcaagggcaa
acggcgectg
cegectgage
ttcgtgcgcea
gecgecatgyg
ctgtgggtag
ttcgctectt
gtcggacaca
teggcgacag
ccatcgaaga
actggctgga
tccgecgaga
tcgecgtgac
gcctggtcgg
tcacctacca
aaagccgcca
cggccgccag
ctgtgggtge
tgcccaagge
tgggcctget
gagctgattg
tgggaggtece
ggaatagtcc
tactcegget
gcgggcttec

atcagegage

getgatgatg
gaagatcaag
gcagctegaa
cggtcactac
cggcecgtyge
ggtacgcgag
ggcgattgat
gcaagcacgy
ccatcgaaaa
tgccttcegge
cggacgacaa
tgtgaggttg
tgceetggte
agagctggce
atacgcagcc
cgagcgegee
catgaccaag
gtceccgegac
cctgecgeegt
acgcatgctc
cgacaacgag
cgecgtggcete
tgccagccac
getggcecgag
ccggcgaccg
ttgcecaggt
gcgacctcga
gcceggecac

ccgcaccgga

tgggccgega

ES 2 156 510 A1l

tteggececa
cgccagacca
ctgetegget
gacttcggcg
aaccaggaac
geegeegtygg
gcggagateyg
ccttaaccac
tgccegegag
gctgatcacc
ggtctacege
gtcatgcaca
caaggccage
ctgatgaacg
gaactgcttg
taccgcaacc
cagttcctct
gagecgtatcg
tccagcgagt
gccgcecatte
gtgcggttgg
aaacaggtga
ttctacctgg
atgcagttcc
tggcgcgegg
catggacceg
ctggegegee
cgaggtgate
tcttgagecge

gegectgeqe

gegacgaaca
acgatgaact
gcaccgeece
aaatccagtg
gtgtegecac
cctacgegeg
aaaatgtctg
aagcatgtcg
ctgtacacee
gcctectece
catgccaget
acgaagccct
gcctctgega
ttggcctgga
acgacggtcg
tgetgetggt
acgacgcctg
ccggtategce
gggtacagcg
cggcactgtyg
ccgaageggyg
gcgagacttt
acagtcgcaa
tgccaaggge
ccgecacgeg
gaagtgcectyg
ggccacctgc
gagggtgata
cggttgacce

ctctacggea

15

ctececgaac
gcgccagegt
cgaccctgaa
ggacgagttc
ccgecgeaag
caagcaacag
tctggaccect
gcagcgtgca
gcegeagega
ccgacgagaa
tctacgagcet
gatcccttac
atggtgtggc
cctggtegge
cgacgecgac
cgagcaaccc
gcacttcgcc
cgccaaggca
tatgggggge
gcgettcacce
tattgccget
cgctteggte
aggcctgcac
ttaccccgat
gcgacgacct
tggtcagegt
acctggtggt
tccgecagge
cggcctggag

tcgetecgee

agegceacagt
ttcatcgacce
ctgaagtgga
tacgaagtga
gccatcgagg
aacaagaacg
ctacgaagtg
cgcecgecgac
gggegrcage
agacccgctg
gcccgatgaa
ctgttgctgc
cacgccectg
caggcccgcea
gccctggect
aacggtgatt
gtgctacagg
ctcaaggaag
ggtacagaac
gtcgaactga
gcceccggceaa
gagctgecge
accgagcace
gcaacctggt
ggcecegggee
ggtcgacctg
cacgccgacc
gctggagcag
caccgactgg

gcaaggcagc

10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
109880
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760

11820
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gccagcaagce
cccataccga
cgagtgcecty
ccagtttecac
tgccttegac
tcaagcecgegt
agcaactgga
agggcaatta
gcaccaccct
gctetggege
tgaacctgat
tcgatgegga
ccgectteat
atggcctggg
gccgegaagce
tcagcgacgg
ctggecaatge
gcaaatgecg
acgaagtgge
tgctcgactt
caggcaccgc
gaggececttt
agatcgcttg
cacctggtge
tactacggct
ggcggtgtga
ctgaccggca
aagcaggagt

tcaccctgct

ccgeeggtgg

gcagcctgcet
attgctcagce
gagcegtteg
agcctgacca
gtacccgagce
gccaggeggg
ggtgatgeceg
cctgggegtyg
ggacagtgag
gctgttecge
tttcgtgtte
caaatgcggce
ctgeggeeeg
caaggagcge
ccgtgaggec
ccgtgececcte
catcggtgeg
ggtgatcgag
agccgggtat
cgaccagctt
acaaaggctyg
gcaataccge
ccatgacacce
ggcgtaaacg
tcgteetgtt
ccacagtecgg
tctacgtaca
gcgcacaatg
ggtcaceccge

gggcectgace

ES 2 156 510 Al

aggtgaaaca
cagttcggct
actatttcaa
tcaagcaagt
acctgcageg
cgtttctegg
ccagcgggcea
gcecgetggta
ccgcacaget
gacaagctcg
agccgcgage
cagctgttct
caggcgatga
attcatttecg
gcgcaccagg
accttcgact
gaactgcect
ggggaagtygg
gtgctgtegt
taagaccgcece
aggacaacat
aacacccgég
cgaacacata
ccgcectcaac
ggtggcgtte
catgctggtg
ccgegecaac
aactggaccg

tgggcggect

ggcatgcaga

ccceaggtgt
ccaccgetty
atgcatttga
gcgcaacgaa
ccgtgcagga
cgtttgccaa
gcttettegt
gcggcattac
gcttcacctt
aagacctgaa
agcaggatgt
ccegttgget
ccgaaaccgt
agctgttcege
tggattcege
tgccacgcaa
actegtgcaa
aaatggacag
gccagaccta
ccgeectgett
ccteectgtg
tgacctcaac
gaaagcatcg
ggcagcctga
tcteccagea
ggggtgctga
aatgtgcteg
ccatctcgat
tgcgcacccg

acggccetgge

16

getgecgeag
caaggcgcetg
gccgtggaga
acccgtgatg
cggegagetyg
tgaagtgctce
gcegetggac
cccaatcctg
gctgtacgge
aaaccgctac
cgacctgtac
ggatgtgcca
gcgtgacage
cgecgeegge
gctcagceac
cacccagaac
ggceggegtg
caaccatgcce
ccueggtgage
cgcgggegec
ggagegggea
aaaacaatta
ccaaccaccc
ccctggecat
cgcttggeca
tggtgctgct
acccgctcaa
gttcatggtg
tteggecage

gattgcecgge

tgccgcagtyg
t;cgctgccq
acgccatgag
cggtttcgat
cgcgtggeeg
aaggccggec
gctgececgee
tcgattattg
aaccgctceca
ctcgaccgge
aacggtcgeg
ggcctggacy
ctgcaggccea
agcgaaacce
atcaccgtga
gtgctggacg
tgctegaccet
ttggaagact
gacaaggtgg
ccecgetecea
tgccegegaa
caaaaccaag
cgatttccaa
gctggtgatc
atceettage
gtccttcgee
¢gaaaaggtc
ttecgtctget
gacttctata

gacatgatca

11880
11540
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560

13620
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gcgecgecte
tgtatgecct
tgcgcaacct
cggtgegeet
agatggtcgg
tgatgctggt
cctgggtgca
tggtgctcaa
atgccaaggyg
ttteceetggg
tctttaccgt
tcggttactt
ccgageegtce
tgcacctgge
ttgccaccat
acgacctgta
tatcgegtat
agtcgcagaa
tcecggtact
gcagcatggc
tcaacgtgcet
tgagcctggce
gtgaagaacyg
ccggcgccag
tgaaccgeac
cgatggccga
accgcgactt
ttaccgccaa
tgggccaget

ccttcggecee

cttcctggge
gggcgtgctg
gggcaagtac
gactteggeq
cgccggcaag
cggtgtactyg
gatcatcaag
gcacttegge
ccaggccate
cttgggcatg
cagtgacgcc
ctacctgcety
ctaccgcgac
ccaggctgtc
cctagcegtyg
tgcectgegtyg
cgccaccetg
catcgecttce
gctccttteg
cggectggceg
gcatcacgag
attcctecagt
aggccgctac
caagcactga
tcacttcatg
tttcatcggce
tcegecagage
gctggagtcc
gggtatcaag

gaacagccac

ES 2 156 510 Al

atttccgcega
geeggetgge
acctttgcecg
tteggcacce
ctgatcgagce
atggttgect
gcggtgatgt
ttcagcaccg
atggcceccgg
atgttcggca
aaggaagcce
ctgategtca
gcgacceggtyg
ggtggcaacc
gtcgeceggece
atccgccaag
ctgatcggcee
ctgteeggec
atgttctgga
teggcggtge
aaagcgcetgt
gegtgggtgt
ctggcccagt
ccteaaggac
tcagctgect
gacagccacg
aacgccecege
ggcttcaccyg
ctegacteeca

gaaccggttg

tgatgttcat
cgatcattet
acgtagtcag
tggtegtgge
tgctgttcegg
atgtcacctt
tgctgteggg
aagccatgtt
ggggcttgct
ccgeecggect
gcaagagcgt
teggetttgg
caatcattgg
tgttccttgg
tggcgetgte
gcaaggccac
tgctggeggt
tggtgctgge
agggectgac
tgctggtggt
teccgtacag
tctcggttac
tcatcegete
gaacaaccat
gectggecac
cacgcctgga
aggccaaggc
agggcccggt
gccgegaccy

atgattacag

17

gaacggctat
gttectgate
ttaccgcectg
getgatgtac
catcagctac
cggcggcatg
caccagcttce
cgccagcgec
gtccaatceg
gcegeatate
gttctacgee
tgccategtg
cggeggeaac
cttcatctce
cggecgeateg
cqaécaggaa
getgettgge
ggtggctgcec
cactcécggc
attgggcccg
caacccggceqg
cgacagcetee
catgaceggt
gtcgggtaaa
cettgegttg
gctgcgcaac
agaggaatgg
cggetttgge
¢cgcaatacce

cgaactgggc

gacggcctgt
gccgaacgec
gcacaaaccc
ctggtggege
ctgtacgeeg
ctcgccacca
atggccttea
gtcgeegtge
gtggatgecca
ctgatgcget
actggtttca
atggtcggca
atgatcgccg
gctgtggect
geggtetece
gaaatgcgcyg
ctgatgtteg
tcggtcaact
gcggtgtgeg
gcagtgtyggyg
ttgttcteca
gaacgtgcca
atcggecgetg
acaacaacaa
ccagtgcceqgg
cactacatca
ggccagggat
gttgacgcca
gggetgetge

ctgaccggcea

13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360

15420
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aaatccgcgt
tggtctacaa
aggatgtcga
cctcgggeceg
gtggcagcta
acatctaccg
gcctgcgcag
acatcgacaa
ccgccacctg
cgttcaccgt
aagtgcgcta
gctacaccga
gcgacaccga
ggcgcaacgt
tgatcatcgg
agaacagcat
agcacggcgce
aagagcgcec
tgatggccat
ccgaacgcaa
gctggatcga
gcgagctgce
gtcactttge
ccttcaactt
tgccgtgeat
tgatgaacge
gcgacctget
ccgecgecaa
aagccgactc

tecgacctgta

gtccaaaagce
cgacacecgc
tggcctgacc
cgacgacatce
cgccatcacce
ccagcagttc
cgacctgcege
ccgcaactte
gcaacaaatyg
caacctggtg
tgactacgac
cggccgecac
catcacctac
cacctteegt
ctacaccctg
gtctgccgec
ccaggecctg
ggacttegec
ggacttcceag
ggagcagctg
catcgaaggce
gtcgggcaac
cggtagccac
ccccatetgg
cgtcaagcca
cteeggectg
cgaccgcctg
attgcgegte
gctgaactgc

catcaaggag

ES 2 156 510 Al

accetgegee
ctgctggegt
ttcaacgceg
ggctacggeg
ccgcaaacca
gtcggectga
tacttcgaca
aacgccatgt
tcecggegaca
acctacaaca
tttgtcgcga
gccgaaaccqg
gtcatccaga
tccggeaatg
gcgetgtggt
cctaccecetge
cgcacggcecce
gaagcegteg
caacgcgcectg
tacaccetgt
ggcaacacca
ctggtgcacg
atcctggtge
ggcatgctgg
gccacttceca
ctgccagagg
caaggccagg
acgccgaacce
gccatccteg

gtggtgegtyg

tgggcacctt
ccaccttcecea
gceegectgac
ctgccagceag
gcgtcagceta
tcgatacecg
gcegcaacga
tcaccctggg
gtgccttcec
ctttcacceg
tgggcatcece
ccactgtcag
geggecegtt
gcctgaccaa
aacagcgcecc
aaagcttcat
ttgacggceca
acttecgececeg
cacgcctgaa
cgcaccatag
cgttgttcge
agggceccgge
cgcgegecgg
aaaagttcge
ccagctacct
gcagectgea
acgtggtgac
tgatacgtaa
gcccggacgt

aaatgaccac

18

gcagccaate
gggeggectg
caaggccaac
tgaccacctg
ctactacgcee
ccecttgage
¢cggcgecgag
cgtgegegeg
gttcgtcaac
cgcegggetyg
cggcctgage
caatggccgce
caaggacgtg
cgecegtyggac
cttaaatttg
cgeeggeegce
cgtactggcec
tgctcgcgge
agcgetggcee
cggcgecace
ctatgccgge
catcccgetg
ggtggeggtg
ccecgacctte
gaccgaagcc
actggtgatc
cttcaccggt
ttcggtacceg
aacgccagac

caaggccggg

ttgccggtgg

ctgaccagcce

ctgcgcegact
gactttggcg
aagctcegaag
gaaggegtga
cgtgecggea
cacaagttca
ggcggcgace
gactcctgge
ttcatgacce
gagcgcgage
agcctgcget
gaaaaccgce
aacagcatgg
tggctcggec
tacagccacg
ctggccagec
ctgtacctgg
cgtgccgaca
atcggcagece
gccaagcaag
cacatcaacg
ctggecgggea
gtcegtacgec
ggcagcaccyg
tcegecgata
ttcaccgeeg
agcgaagagt

cagaagtgca

15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16520
16980
17040
17100
17160

17220
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cegecatecy
gcgagcggtt
ccctggecte
gttgtgatca
aaggtgcatt
cccacgatat
aagctttgge
accgcagcat
tactcgacag
agcatggcgg
agcactacct
gcgaatacgt
tcgagcagcet
atctggtcaa
ccgecaagca
ctgccggect
cectgegttt
agcgcaagat
gggatgtaaa
tggtgctgaa
accgcgaaga
aatcgcccac
atcatgcacg
cagaccatca
aaggtttcca
accgccaaag
atgggcctgt
taacccacgc
tcgegcaatg

gcgatattgc

cegegeecate
gagcaaggtg
tcacgaccagq
gctgttegge
ctttgceccca
cgaagcgtte
gctggeegeg
cgcectgeccaag
cgaageccgec
ccecgggeagyg
gcaacgcegec
acgcggtggt
gcgcateggt
cttcggctge
atcgcagtte
gttcgtatcg
catcaacccg
cgaccagggc
ggtgaccaac
acagcectgag
agcacgcaca
ctcgeccccte
ccctcaaget
aaccctccga
acgtcgccga
gccggtacga
acgagcccac
acaacccctg
cgcgcaggge

gctcatgcac

ES 2 156 510 Al

gtgccggceca
gtagtgggtyg
cagcacgacg
gccagcgatg
accctgctge
ggcececggtcea
cgaggcaaag
geccattoegy
aaggaatcca
gccggtggeg
gcecgtacagg
gaagtgatcyg
gaatccctge
ctgtcgggtg
ggtaaacgca
cctggegcecy
gtgggcatcg
aagaccagcc
cagctgggtg
tgacttgttg
ggttacataa
ggcgttatag
cgtectcagt
agacacgcete
cgtgcgcagt
gtgccagatg
gcectectge
cgcccttgeyg
cgctegeagt

cgctgectga

agcacatcga
acccgtegcet
tggccgageg
getttgetee
aggccegega
gecacgctgat
gcagectggt
tggcggetgce
cecggecacgg
gcgaaaaact
gctcgccaag
agaccgaagt
tcacccateg
accacttcta
ttgctcacgg
ggccagtact
gcgatacecat
cgectgggcca
agctggtage
acctecegtyg
aggccaaggg
tccagcgata
gcecgeectee
aagcagcgca
gacagcacca
cccageggtyg
atgaaggaag
ceggtetaaa
tcagctgggc

atcttctccg

19

cgcagttgee
ggaaggcgta
ggtgcgcagce
gcgtggegag
ceegeatgec
ggcctatgag
ggcgacacty
ctggcatggc
ctecgectetg
gggtggcttg
catgcttacg
gcacccgtte
ccgecaccgtc
catgcacttc
ctatttcgtt
ggccaactat
tcaggcgecge
gccgcagggt
cagctatgac
cttecttcgeg
ccacctecgta
acaacgccaa
tggceggegt
ccgagtteat
tcacctacta
gcategtege
gccaggeggt
gcgccggege
gtaccggcett

ggtcgtgcece

acgegettge
cgcgtgggcg
ctgctaaaca
ggcgtggccg
gaagcggcegg
gatctcgacg
gtcaccgeey
cgcctgcectgg
ccgcagctca
cgcgecggtca
gcagtcaccg
cgecegetact
accgaagceag
gacgaaatcg
ctgtcggcag
ggcetggaca
ctcacctgea
gtggtggcgt
atcctgacct
ggtacatcga
catctgcect
ggaagctcce
cgccggcetge
tctgaacace
cacagccace
ggtggccgge
catcctgcaa
cgcaggcetec
ggaaagcacg

ggtcatgatc

17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960

19020
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aacgcgggta
goccteectgee
ggcgaactgt
agcacattgt
gccggcaage
aggctgaccg
tgccccagec
acctggcegta
cgcecetggt
agegggcgat
agecatgccac
gcccageggy
aatgtctege
Ccgaaaaagcet
tegtegececa
tggcgcaggt
gcctgttcag
gtgctggtgg
tggtacacaa
ccgaagcgca

gcctecgecac

<210> 2
<211> 704

<212> ADN

cgtcecccagece
ccaagtcata
gcgectetac
ggtegtctte
gctegececac
ccgtgeegtg
gcacgcacaat
cccggtagaa
cataaacgac
gcgececgcata
ggtcggtgea
cgggeteggt
tgegeggttg
gcgatacatt
gctgcgectce
cgtggetgge
aggcecttgeg
taagcaacat
ccagecaacgce
tgcegttgee

ctaccaccag

ES 2 156 510 Al

gcgetgggec
atcggcaacg
ttcacaccce
taccaggcat
aaccagggct
gcetggeege
cgacaaaccec
ctcttegaac
gatggcaagg
tttgaagcag
cgtccagtac
gttctgacge
cacgcgeecy
gagcagcgag
gcgcaggcat
ctgcgecagyg
cgtgegetec
caacaccatg
cgccagegee
caggttcacc

gccgaageag

<213> Pseudomonas putida U

<400> 2

ttegecgaag
ttccagcaac
cagctgtaca
gaaggcggea
ggcaacctgg

agccacatce

ccgtcgactt
gcgctgcacyg
ccctgtcegea
acaccacgtt
tgcacgaggg

tggtgccgeg

cgccagtget
cetgaaageqg
ccatagegge
gttcgectat

ceceggecatce

cgeeggggtg

cgcaaccggt
atcacttcac
cagcgctgea
acccgcaage
ggctgagege
aaacgcageu
aggcccacac
accaaccget
ccttegeege
ttggacagta
gcgcagggee
accagctccy
ttgtecagyg
cggtecgatge
gccgtgaaca
aagcgggatt
agcagcaggt
aacgggttgg
agcacegtgg
cacaccatca

gtacce

cgcggectgg
ctggcecctgt
gccaccegtyg
gccggeateg
ccgcotggeca

gcggtgcaca

20

cgatgcagte
aatcactgceg
gcagegecga
cgccaageag
tgaggcgcgg
ttactttcag
cctegacate
gatgegette
agcgecgtac
cgttctgcac
gcaagegtat
cecagaaatce
tgtaaaggtc
tatccaccag
ggccgataga
tctegeggtt
gcgcatacac
cctgccagta
caatcgceag

ccgecatagat

ccagcctgat
acctggccga
ccgacagctg
gcagccgega
agcaaggtca

tcaacgcett

gacteceggtt
caaatcagca
ggtcgeccge
geccggeeget
caagecttge
gcccatcaga
gttgtcgegt
gtctatgect
cgccageage
catggtcgte
Ctccaccceeg
ggccagggeg
gagaatcgag
tcgeecgetee
gtgaateggt
ggccgcegca
cgggatgace
aggcgtgatc
gtagcgcgag

cggcaacgce

ggccatggac
acgcaaggag
gatcgacatc
getgecgteg
ctttgceggt

caacttecee

19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19820
15980
20040
20100
20160
20220

20255

60

120
180
240
300

360
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atctggggea tgctggaaaa

aagccagcca cttccaccag
ggcctgetge cagagggcag
cgcctgcaag geccaggacgt
cgcgtcacge cgaacctgat

aactgcgcca tectcggece

<210> 3

<211> 1354
<212> ADN
<213> Pseudomonas putida

<220>
<221> CDS
<222> (18)..(1334)

<400> 3

ES 2 156 510 A1l

gttcgececg accttecetgg

ctacctgacc gaagcecegtey
cctgcaactyg gtgatcggea
ggtgaccttc accggttecg
acgtaattcg gtaccgttca

ggacgtaacg ccagacagcg

U

cgggcatgec
tacgectgat
gcaccggega
ccgataccge
ccgecgaage

aaga

gtgcatcgtce
gaacgcctcc
cctgectegac
cgccaaattyg

cgactcgetg

gaattcgagg tgaagcc atg aac agg atc cat gat gcc gac cgt gcc ctg
Met Asn Arg Ile His Asp Ala Asp Arg Ala Leu
5

ttg
Leu

gac
Asp

ccg
Pro

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

cgc
Arg
30

cgc
Arg

tac
Tyr
45

ctg
Leu

cgc
Arg

cag
Gln

cgc
Arg

acg
Thr
60

tgc
Cys

ctg
Leu

gaa
Glu

gac
Asp

tac
Tyr
80

ctg
Leu

cgce
Arg

gac
Asp

aac
Asn

cat
His

ctg
Leu
95

gtg
Val

gtg
Val

cgc
Arg

tac
Tyr
110

gtc
Val

acc
Thr

ggt
Gly

cag
Gln

atc
Ile

cgc
Arg

tcg
Ser
125

cgt
Arg

gcg
Ala

gaa acc
Glu Thr

tgg
Trp

ttt
Phe

ctg
Leu

cece
Pro

gct
Ala

aat
Asn

gcc
Ala

1

agt
Ser

gtc
Val
20

gcc
Ala

gac gcc
Asp Ala

cac
His

ctg
Leu
35

aag
Lys

gce
Ala

agc
Ser

gcc
Ala
50

gaa
Glu

tgc
Cys

ggc
Gly

gcc
Ala

ttc
Phe

ttc
Phe
70

aag
Lys

ccce
Pro

gcg
Ala
65

ttc
Phe
85

tac
Tyr

atg
Met

gg9g
Gly

gcc
Ala

tce
Ser

age
Ser

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly
100

atc
Ile
115

aac
Asn

acc
Thr

tgg
Trp

gac
Asp

ggt
Gly

999
Gly

cgc
Arg

aag
Lys

ggc
Gly
130

21

ctg
Leu

cgc
Arg

cag
Gln

10

cac cag
His Gln

25

tac
Tyr

gac
Asp
40

cac
His

ccc
Pro

acc
Thr

ggc
Gly

gtc
val

ccc
Pro

ggc
Gly

aag
Lys

aat
Asn

gac
Asp

aaqg
Lys

cag
Gln

ccg
Pro

gtg
val

ccg
Pro

ctc
Leu

gac
Asp

aac
Asn

gac
Asp
75

gaa
Glu

gag
Glu

acg
Thr

gtg
Vval

105

aat
Asn
120

gcc
Ala

aaa
Lys

gac
Asp
135

gtc
Val

gtg
val

gtg
val

gcg
Ala

cat
His

gtt
Val

420
480
540
600
660

704

50

96

146

194

242

290

338

386

434
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tece
Ser
140

gce
Ala

gag
Glu

gtc
Val

ggc
Gly

gaa
Glu
220

atc
Ile

gtg
Val

gac
Asp

cca
Pro

gcg
Ala
300

ccc

Pro

agt
Ser

ate
Ile

att
Ile

tac
Tyx

gag
Glu

aag
Lys

aca
Thr

atc
Ile
205

cet
Pro

aat
Asn

gee
Ala

cac
His

gac
Asp
285

ctt
Leu

ggc
Gly

gac
Asp

gag
Glu

cat
His
365

ggc
Gly

cgce
Arg

cag
Gln

ccg
Pro
190

gac
Asp

tgg
Trp

gce
Ala

atg
Met

tte
Phe
270

ggt
Gly

ccg
Pro

ace
Thr

gac
Asp

gaa
Glu
350

ttg
Leu

tat
Tyr

ctg
Leu

gtg
val
175

tce
Ser

ccg
Pro

ace
Thr

cte
Leu

gaa
Glu
255

tac
Tyx

cag
Gln

atg
Met

gce
Ala

atg
Met
335

cag
Gln

tat
Tyxr

999
Gly

gge
Gly
160

cag

Gln

tac
Tyr

cat
His

gat
Asp

gac
Asp
240

tge
Cys

cece
Pro

ctg
Leu

gtg
Val
agg
320
ctg

Leu

gta
Val

cge
Arg

ctt
Leu
145

tgt
Cys

ctg
Leu

atg
Met

gac
Asp

gaa
Glu
225

atce
Ile

atce
Ile

gaa
Glu

ggc
Gly

cgc
Arg
305

ccg

Pro

atc
Ile

tta
Leu

aat
Asn

tte
Phe

acg
Thr

atce
Ile

ctc
Leu

ctc
Leu
210

cta
Leu

tat
Tyr

gaa
Glu

atc
Ile

gaa
Glu
280

tac
Tyr

atg
Met

att
Ile

aaa
Lys

gge
Gly
370

ES 2 156 510 Al

act
Thr

gta
Val

cge
Arg

aac
Asn
185

aag

Lys

cgt

ggt
Gly

ace
Thr

atc
Ile
27%

ctg

Leu

ege
Arg

<99

cgc
Arg

ata
Ile
355

aac
Asn

gge
Gly

atc
Ile

gac
Asp
180

ctg
Leu

cta
Leu

cge
Arg

ttg
Leu

aag
Lys
260

gac

Asp

gtg
val

acce
Thr

cgg

ggc
Gly
340

aaa

Lys

ctg
Leu

999
Gly

ccg
Pro
165

ttt
Phe

gcc

Ala

cge
Arg

teg
Ser

teg
Ser
245

gac

Asp

ccg
Pro

ttc
Phe

cgt
Arg

ate
Ile
325

gtc
Val

cag
Gln

gac
Asp

22

ctt
Leu
150

atg
Met

cag
Gln

gac
Asp

ctyg
Leu

atce
Ile
230

gaa
Glu

ggc
Gly

gtc
Val

acc
Thr

gac
Asp
310

gge
Gly

aac
Asn

ctt
Leu

agce
Ser

ggt
Gly

tcg
Ser

cece
Pro

gag
Glu

ggc
Gly
215

gag
Glu

atc
Ile

ccyg
Pro

acc
Thr

tcg
Ser
295

cte
Leu

aag
Lys

gtg
Val

tce
Ser

gta
val
375

gcg
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

ate
Ile
200

att
Ile

cag
Gln

atg
Met

acc
Thr

ggec
Gly
280

cta
Leu

ace
Thr

att
Ile

tte
Phe

gag
Glu
360

gag
Glu

cac

His-

gge
Gly

atc
Ile
185

gag
Glu

tte
Phe

cge

gge
Gly

ata
Ile
265

gaa
Glu

age
Ser

cge
Arg

acc
Thr

cey
Pro
345

atg
Met

gtg
Val

tac
Tyr

cag
Gln
170

ate
Ile

cge
Arg

ggt
Gly

ctg
Leu

cece
Pro
250

tgg
Trp

gta
Val

aaa
Lys

ctg
Leu

999
Gly
330

ace
Thr

tat
Tyr

cat
His

gge
Gly
155

ace
Thr

atg
Met

cag
Gln

gec
Ala

ggc
Gly
235

999
Gly

gaa
Glu

ttg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu
315

cge

Arg

cag
Gln

gag
Glu

gta
Val

482

530

578

626

674

722

770

818

866

914

962

1010

1058

1106

1154
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gag
Glu
380

gtt
Val

acc
Thr

aag
Lys

ttg
Leu

ate
Ile

cag
Gln

gcg
Ala

cgt
Arg

999
Gly

gtg
val

tgc
Cys
430

ggctgaattc

<210> 4
<211> 439
<212> PRT
<213> Pseudomonas putida U

<400> 4

Met
1

Thr

Trp

Phe

Leu

65

Pro

Ala

Ala
Leu
145

Cys

Leu

Asn
Ala
Ser
Ala

50
Ala
Tyr
Ser
Asp
Gly
130
Phe

Thr

Ile

gcg
Ala

gag
Glu

cac
His
415

cac

gag
Glu

ctg
Leu
400

ctg
Leu

gtg

tgc cag
Cys Gln
385

agce aaa
Ser Lys

cag gct
Gln Ala

tac gac

His Val

Arg
Ser
Leu

35
Glu
Lys
Gly
Ser
Ile
115
Gly
Thr

val

Arg

Ile

Val

20

Lys

Cys

Phe

Met

Gly

100

Asn

Arg

Gly

Ile

180

Tyr Asp

His

Asp

His

Gly

Pro

Phe

85

Thr

Thr

Lys

Gly

Pro

165

Phe

Asp
Ala
Ala
Ala
Phe

70
Ala
Thr
Trp
Gly
Leu
150

Met

Gln

ES 2 156 510 Al

cac
His

cag
Gln

tgec
Cys

aaa

cte
Leu

atc
Ile

gge
Gly
420

cgg

Lys Arg

435

Ala
Leu
Tyr
His

55
Thr
Val
Gly
Ala
135
Gly

Ser

Pro

Arg
Asp

40
Pro
Giy
Pro
Lys
Asn
120
Lys
Ala

Gly

Asp

gat
Asp

aag
Lys
405

acqg
Thr

ttyg

gaa
Glu
390

acc
Thr

cte
Leu

gce

ggc
Gly

tac
Tyr

aag
Lys

age

cag cgc
Gln Arg

atc ggce
Ile Gly

cgt tcc
Arg Ser
425

tgattecat

aag
Lys

atc
Ile
410

gag
Glu

tc

Leu Ala

Arg
Gln

25
Asn
Asp
Lys
Gln
Pro
105
val
Val
His
Gly

Ile
185

23

Ala

10
His
Val
Asp
Asn
Glu

90
Thr
Val
His
Tyr
Gln

170
Ile

Serx

Leu Leu Asp
Gln Leu Glu
Pro Leu Tyr

45

Leu Thr Cys
60

Asp Leu Arg
75

Glu Val Val
Val Val Gly
Ala Arg Ser

125

Val Ser Tyr
140

Gly Aia Glu
155

Thr Glu Lys

Met Val Thr

Pro

Arg

30

Arg

Leu

Asp

Arg

Tyr

110

Ile

Gly

Axg

Gln

Pro
190

ctyg
Leu
395

age
Ser

ggec
Gly

Met

15
Leu
Gln
Glu

Asn

Leu

© 95

Thr

Arg

Tyr

Leu

Val

175

Ser

1202

1250

12388

1344

1354

Glu
Arg
Arg
Asp
Tyr

BO
His
Gln
Ala
Gly
Gly
160

Gln

Tyr
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ES 2 156 510 A1l

Met Leu Asn Leu Ala Asp Glu Ile Glu
195 200

Asp Leu Lys Leu Arg Leu Gly Ile Phe
210 215

Glu Leu Arg Arg Ser Ile Glu Gln Arg
225 230

Ile Tyr Gly Leu Ser Glu Ile Met Gly
245

Ile Glu Thr Lys Asp Gly Pro Thr Ile
260 265

Glu Ile Ile Asp Pro Val Thr Gly Glu
275 280

Gly Glu Leu Val Phe Thr Ser Leu Ser
290 295

Arg Tyr Arg Thr Arg Asp Leu Thr Arg
305 310

Pro Met Arg Arg Ile Gly Lys Ile Thr
325

Ile Ile Arg Gly Val Asn Val Phe Pro
340 345

Leu Lys Ile lys Gln Leu Ser Glu Met
355 360

Asn Gly Asn Leu Asp Ser Val Glu Val
370 375

Cys Gln His Leu Asp Glu Gly Gln Arg
385 390

Ser Lys Gln Ile Lys Thr Tyr Ile Gly
405

Gln Ala Cys Gly Thr Leu Lys Arg Ser
420 425

Tyr Asp Lys Arg Leu Ala Ser
435

<210> 5

<211> 3650

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida U

<220>
<221> CDS
<222> (18)..(1013)

24

Arg
Gly
Leu
Pro
250
Trp
Val
Lys
Leu
Gly
330
Thr
Tyr
His
Lys
Ile

410

Glu

Gln
Ala
Gly
235
Gly
Glu
Leu
Glu
Leu
315
Arg
Gln
Glu
Val
Leu
395

Ser

Gly

Gly
Glu
220
Ile
Val
Asp
Pro
Ala
300
Pro
Ser
Ile
Ile
Glu
380
Val

Thr

Lys

Ile
205
Pro
Asn
Ala
His
Asp
285
Leu
Gly
Asp
Glu
His
365
Leu
Ile

Gln

Ala

Asp

Trp

Ala

Met

Phe

270

Gly

Pro

Thr

Asp

Glu

350

Leu

Arg

Gly

Val

Cys
430

Pro

Thr

Leu

Glu

255

Tyr

Gln

Met

Ala

Met

335

Gln

Tyr

Ala

Glu

His

415

His

His
Asp
Asp
240
Cys
Pro
Leu
Val
Arg
320
Leu
Val
Arg
Glu
Leu
400

Leu

val
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<220>

<221> gene

<222> (1332)..(2087)

<220>

<221> gene

<222> (2077)..(2673)

<220>

<221> gene

<222 (2675)..(3607)

<400> 5

ES 2 156 510 Al

gaattcgagg tgaagcc atg aac agg atc cac geca cag cta gtg gaa acc
Met Asn Arg Ile His Ala Gln Leu Val Glu Thr

gga
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

cac
His

acc
Thr

cag
Gln

ctg
Leu

gcg
Ala

atg
Met
140

gtg
Val

cgt
Arg

gtc
Val

ttc
Phe

atg
Met
45

gcc
Ala

cge
Arg

gac
Asp

ggc
Gly

aag
Lys
125

ggc
Gly

gtg
val

atc
Ile

aag
Lys

cag
Gln
30

ccc
Pro

cac
His

gcg
Ala

gag
Glu

gce
Ala
110

tat
Tyr

gea
Ala

ctg
Leu

tgc
Cys

cgc
Arg
15

gaa
Glu

gag
Glu

tcg
Ser

cct
Pro

gcc
Ala
95

gac
Asp

tecg
Ser

gtg
Val

cag
Gln

aag
Lys
175

gta
val

aag

Lys

gec
Ala

gaa
Glu

agc
Ser
80

ggc
Gly

cgc
Arg

agc
Ser

ggc
Gly

cgce
Arg
160

gaa
Glu

1

aag

Lys

atc
Ile

tac
Tyr

ate
Ile
65

ctc

Leu

cac
His

gac
Asp

atc
Ile

tgg

145
acc
Thr

gag
Glu

tcg ctg gaa

Ser

gac
Asp

cgce
Arg
S0

gtc
val

aag
Lys

ggc
Gly

gag
Glu

ttc
Phe
130

ctg
Leu

tce
Ser

age
Ser

Leu

gecc
Ala
35

cag
Gln

gge
Gly

cgc
Arg

ctg
Leu

gag
Glu
115

aac

Asn

gtg
val

tat
TYEX

ttt
Phe

Glu
20

gaa
Glu

ace
Thr

atg
Met

aag
Lys

tac
Tyr
100

atc
Ile

tac
Tyr

gat
Asp

ggc
Gly

cac
His
180

L}

gaa
Glu

atce
Ile

ttg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu
85

ctg
Leu

gcc
Ala

ccc
Pro

gg9
Gly

ccc
Pro
165

cag
Gln

25

atg
Met

aag
Lys

atc
Ile

cce
Pro
70

caa
Gln

tac
Tyr

aag
Lys

acc
Thr

gcc
Ala
150

tac

Tyr

cge
Arg

tece
Ser

atc

Ile

cgg
55

gaa
Glu

ctg
Leu

agc
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu
135

gct
Ala

tcc
Ser

cag
Gln

cce
Pro

gaa
Glu
40

cag
Gln

gge
Gly

atg
Met

gcc
Ala

cac
His
120
age

Ser

atc
Ile

cgc
Arg

ggc
Gly

gag
Glu
25

gcc

Ala

att
Ile

aac
Asn

gca
Ala

atg
Met
105

agc
Ser

tgg
Trp

gtc
val

gca
Ala

tac
Tyr
185

10

gaa
Glu

aag
Lys

tcec
Ser

tgg
Trp

aag
Lys
90

gag
Glu

gge
Gly

gce
Ala

aac
Asn

atg
Met
170

gaa
Glu

cge
Arg

aac
Asn

cag
Gln

gte
val
15

atc
Ile

aceg
Thr

aag
Lys

gac
Asp

cag
Gln
155

gtt
val

atec
Ile

50

98

146

194

242

290

338

386

434

482

530

578



10

15

20

w
wn

30

40

50

(53
12

60

ctc
Leu

cag
Gln

cce
Pro
220

ate
Ile

acce
Thr

ctg
Leu

tgg
Trp

gaa
Glu
300

cge

Arg

gcc
Ala

ctg
Leu

gac
Asp
205

agc
Ser

aag
Lys

gtg
Val

aag
Lys

gac
Asp
285

cgt
Arg

gag
Glu

tgagcggcga ttgatgegga gatcgaaaat gtctgtctgg

acec
Thr
190

gcg
Ala

gac
Asp

cge
Arg

ccg
Pro

tgg
Trp
270

gag
Glu

gte
Val

gce
Ala

atg atg cgt
Met Met Arg

atce
Ile

aat
Asn

cge
Arg

cac
His

tece
Ser
225

gaa
Glu

cag
Gln

acc
Thr
240

aac
Asn

ctc
Leu

cag
Gln
255

gaa
Glu

aac
Asn

gee
Ala

gag
Glu

ttc
Phe

tac
Tyr

gaa
Glu

gee
Ala

ace
Thr

cge
Arg
305

atg
val
320

gce
Ala

gce
Ala

cac
His

ctg
Leu
210

ceyg
Pro

gat
Asp

ctg
Leu

cgc
Arg

gtg
Val
230

cge

Arg

tac
Tyr

ES 2 156 510 Al

ggc
Gly
195

tgg
Trp

aac
Asn

gaa
Glu

ctc
Leu

ggt
Gly
275

atc
Ile

aagqg
Lys

gcg
Ala

aca
Thr

tgg
Trp

agce
Ser

ctg
Leu

gge
Gly
260

cac

His

aag
Lys

gee
Ala

cge
Arg

cag gcc
Gln Ala

ceca
Pro

tcg
Ser

gca
Ala

cag
Gln
230

cgc
Arg
245

cag
Gln

ace
Thr

tge
Cys

tac
Tyr

gac
Asp

aac
Asn

ggc
Gly

ate
Ile

gag
Glu
310

caa
Gln

aag
Lys
325

-G1n

aagtgttcgt
ccgacgecge
tcagectgtyg
cgctgttege
atgaagtcygg
gctgectcegge
ccetgecate
ccgcaactgg
ggcecttecege
tgatttegece

acagggcctg

gcgcagcaag cacggcctta accacaagca

catggccate
ggtagtgcct
tcctteggac
acacatgtga
gacagtgcec
gaagaagagc
ctggaatacg
cgagacgagc
gtgaccatga

gtcgggtecee

gaaaatgcce
tcggcgetga
gacaaggtct
ggttggtcat
tggtccaagg
tggccctgat
cagecgaact
gcgectaccg

ccaagcagtt

gcgacgagcg

gcgagcetgta
tcaccgectc
accgccatgce
gcacaacgaa
ccagecgecte
gaacgttggc
gcttgacgac
caacctgctg
cctetacgac

tatcgecggt

26

cag cgc gac
Arg Asp
200

ctg atg
Leu Met
218

atg
Met

tece
Ser

atg
Met

gce
Ala

ate
Ile

tte
Phe

cgt
Arg

cce
Pro

gcc
Ala

gac
Asp
265

ttc
Phe

ggec
Gly
280

gaa
Glu

tgc
Cys

ggc
Gly
295

ccg
Pro

gac
Asp

ggce
Gly

gce
Ala

aac
Asn

cag
Gln

aag
Lys

accctct

tgtcggecage
caccegecge
ctcecececgac
cagcttctac
gcectgatee
tgcgaatggt
ctggacctgyg
ggtcgcgacg
ctggtcgagc
gcocctggecact

atcgccgcca

atg gtc
Met Val

tte
Phe

ggc
Gly

tgg
Trp

aag
Lys
235
gac cag
Gln
250

cct
Pro

gaa
Glu

atc
Ile

cag
Gln

aac
Asn

cag
Gln

tgyg
Trp

gta
Val
315§

aac
Asn
330

gecc
Ala

acg

gtgcacegeceg
agcgagggceg
gagaaagacc
gagctgeceg
cttacctgtt
gtggccacgce
tcggccagge
ccgacgcect
aacccaacgg
tcgecegtget

aggcactcaa

626

674

722

770

818

866

914

862

1010

1063

1123
1183
1243
1303
1363
1423
1483
1543
1603
1663

1723
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ggaagtcacc
agaacaaagc
actgacggee
ggcaactgtg
gccgetgece
gcacctgggce
ctggtgagct
gggcctggga
acctgggaat
cgacctactc
agcaggegygy
actggatcag
gcagcgccag
cagtgcccat
tgecegegagt
atgagccagt
tcgattgect
ggccgtcaag
cggccagcaa
ccgocagggc
tattggcacc
ctccagetcet
ccggctgaac
tcgcgtegat
ggacgecgcee
ggccaatggce
aacccgecge
cgtgatcage
ggacgctggc

gacctgcaaa

taccacctge
cgccaacgca
gccagcgaca
ggtgeccgegt
aaggctgcea
ctgctgetgg
gattgccegge
ggtcecttgee
agtccgcgac
cggctgeeeyg
ctteeccegea
cgagctgggc
caagcegeage
accgaattgce
gcctggagee
ttcacagcct
tcgacgtgee
cgcgtgecag
ctggaggtga
aattacctgyg
accctggaca
ggcgegetgt
ctgatttteg
gcggacaaat
ttecatctgeg
ctgggcaagg
gaagcccgtg
gacggccgtg
aatgccatcg

tgccgggtga

ES 2 156 510 Al

gcegttccag
tgctcgeege
acgaggtgceyg
ggctcaaaca
gccactteta
ccgagatgca
gaccgtggeg
caggtcatgg
ctegactgge
gccaccgagg
ccggatcttyg
cgcgagcgcece
ctgctaggtg
tcagccagtt
gttcgactat
gaccatcaag
cgagcacctg
gcgggegttt
tgccgecage
gcgtggecge
gtgagccgca
tccgegacaa
tgttcageeq
gcggccagcet
gcccgeaggce
agcgcattca
aggccgegea
ccctcacctt
gtgcggaact

tcgaggggga

cgagtgggta
cattccggcea
gttggccgaa
ggtgagcegag
cctggacagt
gttcetgeca
cgcggecgec
acccggaagt
gcgccggcca
tgatcgaggg
agegeeggtt
tgcgectcta
aaacacccca
cggctccacc
ttcaaatgcea
caagtgcgea
cagcgeegtyg
ctcggegttt
gggcagette
tggtagcgge
cagctgcttc
gctcgaagac
¢cgagcagcag
gttctcecegt
gatgaccgaa
tttegagetg
ccaggtggat
cgacttgcecea

gccctacteg

agtggaaatg

27

cagcgtatgg
ctgtggeget
gcgggtattg
actttcgcett
cgcaaaggcc
agggcttacc
acgcggcgac
geetgtggte
cctgecacctyg
tgatatccge
gaccceggee
cggcatcget
ggtgtgctge
gcttgcaagg
ttﬁgagccgt
acgaaacccg
caggacggcg
gccaatgaag
ttcgtgecege
attaccccaa
accttgetgt
ctgaaaaacc
gatgtcgacc
tggctggatg
accgtgegtg
ttcgecgeeg
tcegcgetca
cgcaacaccc
tgcaaggccg

gacagcaacc

gggggggtac
tcaccgtcga
ccgetgecce
cggtcgaget
tgcacaccga
ccgatgcaac
gacctggcce
agcgtggteg
gtggtcacgce
caggcgetgg
tggagcaccy
ccgccgeaag
cgcagtgecg
cgctgtacgce
ggagaacgcece
tgatgcggtt
agctgcgegt
tgctcaaggc
tggacgctgc
tcectgtegat
acggcaaccg
gctacctcga
tgtacaacqgg
tgccaggcct
acagcctgca
ccggcagcga
gccacatcac
agaacgtgct
gegtgtgete

atgccttgga

1783
1843
1903
1963
2023
2083
2143
2203
2263
2323
2383
2443
2503
2563
2623
2683
2743
2803
2863
2923
2983
3043
3103
3163
3223
3283
3343
3403

3463

3523
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ES 2 156 510 Al

agactacgaa gtggcagccg ggtatgtgct gtcgtgecag acctacccgg tgagcgacaa 3583

ggtggtgctc gacttcgacc agctttaaga cegccccgec tgettegegg gcgecececege 3643

ttctaga

<210> 6

<211> 332

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida U

<400> 6

Met Asn Arg Ile His Ala
1 S

Lys Ser Leu Glu Glu Met
20

Ile Asp Ala Glu Ile Lys
35

Tyr Arg Gln Thr Leu Ile
S0

Ile Val Gly Met Leu Pro
65 70

Leu Lys Arg Lys Leu Gln
85

His Gly Leu Tyr Leu Tyr
100

Asp Glu Glu Ile Ala Lys
115

Ile Phe Asn Tyr Pre Thr
130

Trp Leu Val Asp Gly Ala
145 150

Thr Ser Tyr Gly Pro Tyr
165

Glu Ser Phe His Gln Arg
180

Arg His Gly Thr Gln Ala
195

Arg Leu Trp Typ Pro Ser
210

Ser Pro Asn Ser Ala Gln
225 230

Asn Asp Glu Leu Arg Gln

Gln

Ser

Tle

Arg

55

Glu

Leu

Ser

Leu

Leu

135

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

215

Ser

Arg

Leu
Pro
Glu
Gln
Gly
Met
Ala
His
120
Ser
Ile
Arg
Gly
Axg
200
Met

Met

Phe

Val
Glu

25
Ala
Ile
Asn
Ala
Met

105

Ser

Trp

val

Ala

Tyr

185

Asp

Met

Ala

Ile

Glu

10
Glu
Lys
Ser
Trp
Lys

90
Glu
Gly
Ala
Asn
Met
170
Glu
Met
Phe

Trp

Asp

28

Thr

Arg

Asn

Gln

Val

75

Ile

Thr

Lys

Asp

Gln

155

Val

Ile

val

Gly

Lys

235

Gln

Gly
Asn
Trp
His

60
Thr
Gln
Leu
Ala
Met
140
Val
Arg
Leu
Gln
Pro
220

Ile

Thr

Val

Phe

Met

Ala

Arg

Asp

Gly

Lys

125

Gly

Val

Ile

Leu

Asp

205

Ser

Lys

Val

Lys

Gln

30

Pro

His

Ala

Glu

Ala

110

Tyr

Ala

Leu

Cys

Thr

190

Ala

Asp

Arg

Pro

Arg

15

Glu

Glu

Ser

Pro

Ala

85

Asp

Ser

Val

Gln

Lys

175

Met

Ile

Glu

Gln

Gln

Val

Lys

Ala

Glu

Ser

80

Gly

Arg

Ser

Gly

Arg

160

Glu

Met

Asn

His

Thr

240

Leu

3650
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Glu

Glu

Glu

305

Ala

<210> 7
<211> 252
<212> PRT

Leu
Arg
Val
290

Arg

Tyr

Leu
Gly
275
Ile

Lys

Ala

Gly
260
His
Lys

Ala

Arg

245

Cys

Tyr

Gly

Ile

Lys
325

<213> Pseudomonas putida U

<400> 7

Met

Ala

Ala

Gly

Gly

65

Met

Gly

Ala

Gln

145

Ala

His

Leu

Ile

Gln

50

Arg

Asn

Thr

Leu

Leu

130

Arg

Ile

Asn

Asn

Val

Glu

35

Ala

Asp

Leu

Lys

Val

115

Lys

Met

Pro

Glu

Glu

Gln

Glu

Arg

Ala

Leu

Gln

100

Gly

Glu

Gly

Ala

val
180

Gly

Glu

Asn

Asp

Leu

85

Phe

Ser

val

Gly

Leu

165

Arg

Thr
Asp
Asn
Glu

310

Gln

Leu
Gln
Leu
Trp
Ala

70
val
Leu
Arg
Thr
Gly
150

Trp

Leu

ES 2 156 510 Al

Ala
Phe
Gly
285

Asp

Gln

Ile

Arg

Ala

Leu

55

Leu

Glu

Tyr

Asp

Tyr

135

Thr

Ala

Pro
Gly
280
Pro

Gly

Asn

Pro
Leu
Leu

40
Glu
Ala
Gln
Asp
Glu
120
His
Glu

Phe

Glu

Asp
265
Glu
Cys

Ala

Lys

Tyr

Cys

25

Met

Tyx

Phe

Pro

Ala

105

Arg

Leu

Gln

Thr

Ala
185

29

250

Pro

Ile

Asn

Trp

Asn
330

Leu

10
Glu
Asn
Ala

Arg

Asn
S0

Trp

Ile

Arg
Ser
Val

170

Gly

Glu
Gln
Gln
Val

315

Ala

Leu
Trp
val
Ala
Arg

75
Gly
His
Ala
Arg
Arg
155

Glu

Ile

Leu

Trp

Glu
300
Arg

Ala

Leu

Cys

Gly

Glu
60

.Asp

Asp

Phe

Gly

Ser

140

Gln

Leu

Ala

Lys
Asp
285

Arg

Glu

Leu
Gly
Leu

45
Leu
Glu
Phe
Ala
Ile
125
Ser
Arg

Thr

Ala

Trp
270
Glu

vVal

Ala

Gly

His

Asp

Leu

Arg

Ala

Val

110

Ala

Glu

Met

Ala

Ala
190

255

Asn

Phe

Ala

Ala

Asp

15

Ala

Leu

Asp

Ala

Val

95

Leu

Ala

Trp

Leu

Ala

175

Pro

Ala

Tyr

Thr

Val
320

Ser

Pro

Val

Asp

Tyr

80

Thr

Gln

Lys

Val

Ala

160

Ser

Ala
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Thr

Val

Gly Ala Ala

195

Val Glu lLeu Pro Leu

Arg
225

Gln

<210> 8
<211> 199
<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 8

Met

Tyr

65
Ala
Thr
Leu
Ser
Pro
145
Cys

Leu

Ala

210

Lys

Phe

Gln

Gly

Pro

Leu

Ser

Leu

Pro

Leu
130
Ile
Thr

Ser

Ser

Gly Leu His

Leu Pro Arg

Pro

Asp

Glu

35

Asp

Gly

Glu

Ala

Leu

115

Leu

Pro

Leu

Arg

Ala
195

Gly
Asp
20

Val

Trp

Cys

Gln

Tcp

100

Tyr

Gly

Asn

Pro

Gly

180

Gln

245

Glu

Leu

Pro

Pro

Ala

Ser

Gly

Glu

Cys

Arg

165

Glu

Arg

Trp

Pro

Thr

230

Ala

Leu

Ala

Val

Ala

Ala

70

Gly

Thr

Ile

Thr

Ser

150

val

Arg

Asn

ES 2 156 510 A1

Leu
Lys
215

Glu

Tyr

Ile

Arg

Val

Gly

55

Thr

Phe

Asp

Ala

Pro

135

Ala

Pro

His

Pro

Lys
200
Ala
His

Pro

Ala

Ser

His

Glu

Pro

Trp

Gln

Ala

Leu

Asp

Gly

Trp

25

Val

Leu

Val

Ala

Ile

- 105

Pro
120
Gln
Ser

Gly

Glu

Pro

Vval

Ser

Ala

Pro
185

30

Val

Ser

Gly

Ala
250

Asp

10
Glu
Val
His
Ile
Pro

S0
Ser
Gln
Cys
Ala
val

170

val

Ser
His
Leu

235

Thr

Arg
Val
Asp
Leu
Glu

75
Asp
Glu
Gly
Cys
Pro
155

Arg

Ser

Glu
Phe
220

Leu

Trp

Gly

Leu

Leu

Val

Gly

Leu

Leu

Ser

Arg

140

Pro

Leu

Gln

Thr
205
Tyr

Leu

Ala
Ala
Gly

45
Val
Asp
Glu
Gly
Ala
125
Ser
Leu

Phe

Pro

Phe Ala Ser

Leu Asp Ser

Ala Glu Met

Arg

Gln

30

1le

Thr

Ile

Arg

Arg

110

Ser

Ala

Ala

Gln

190

Pro

15
val
Val
Pro
Arg
Arg

95
Glu
Lys
Ala
Arg
Met

175

His

240

Pro

Met

Arg

Thr

Gln

80

Leu

Arg

Arg

Val

Arg

160

His

Gln
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<210> 9

<211> 311
<212> PRT
<213> Pseudomonas putida U

<400> 9

Met

Gln

Phe

val

Gln

Leu

Thr

Lys

Phe

val

145

Pro

Thr

His

Ile

225

Cys

Glu

Ala

Arg
Asp
Ser
Met

S0
Gly
Ser
Leu
Leu
Val
130
Asp
Gly
Val
Phe
Glu
210
Ser
Val
Lys

Val

Gly

Phe

Gly

Ala

Pro

Asn

Ile

Leu

Glu
115
Phe

Ala

Leu

Arg

Glu
195

Ala
Asp
Leu
Ala
Glu

275

Tyr

Arg
Glu

20
Phe
Pro
Tyr
Ile
Tyr
100
Asp
Ser
Asp
Asp
Asp
180
Leu
Ala
Gly
Asp
Gly
260

Met

val

Leu

Leu

Ala

Ala

Leu

Gly

85

Gly

Leu

Arg

Lys

Ala

165

Ser

Phe

His

Arg

Ala

245

Val

Asp

Leu

ES 2 156 510 A1l

Pro
Arg
Asn
Gly
Gly

70
Thr
Asn
Lys
Glu
Cys
150
Ala
Leu
Ala
Gln
Ala
230
Gly
Cys

Ser

Ser

Ser

Val

Glu

Ser

55

Val

Thr

Arg

Asn

Gln

135

Gly

Phe

Gln

Ala

Val

215

Leu

Asn

Ser

Asn

Cys

Thr

Ala

Val

Phe

Ala

Leu

Ser

Arg

120

Gln

Gln

Ile

Ala

Ala

200

Asp

Thr

Ala

Thr

His

280

Gln

Cys
Val

25
Leu
Phe
Ala

Asp

Ser

105

Tyr
Asp
Leu
Cys
Asn
185
Gly
Ser
Phe
Ile
Cys
265

Ala

Thr

31

Pro

10
Lys
Lys
Vval
Gly
Ser

90
Ser
Leu
Val
Phe
Gly
170
Gly
Ser
Ala
Asp
Gly
250
Lys

Leu

Tyr

Ser

Arg

Ala

Pro

Ser

75

Glu

Gly

Asp

Asp

Ser

155

Pro

Leu

Glu

Leu

Leu

235

Ala

Cys

Glu

Pro

Thr
Val
Gly
Leu

60
Gly
Pro
Ala
Arg
Leu
140
Arg
Gin
Gly
Thr
Ser
220
Pro
Glu
Arg

Asp

Val

Cys

Pro

Gin

Asp

Ile

His

Leu

Leu

125

Tyr

Trp

Ala

Lys

Axg

205

His

Arg

Leu

Val

Tyr

285

Ser

Ser
Gly

30
Gln
Ala
Thr
Ser
Phe
110
Asn
Asn
Leu
Met
Glu
180
Arg
Ile
Asn
Pro
Ile
270

Glu

Asp

Ala

15
Gly
Leu
Ala
Pro
Cys

95
Arg
Leu
Gly
Asp
Thr
175
Axg
Glu
Thr
Thx
TYx
255
Glu

Val

Lys

Val

Arg

Glu

Arg

Ile

80

Phe

Asp

Ile

Arg

val

160

Glu

Ile

Ala

Vval

Gln

240

Ser

Gly

Ala

Val
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290

ES 2 156 510 Al

295

Val Leu Asp Phe Asp Gln Leu

305

<210> 10

<211> 4998

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida U

<220>
<221> gene
<222> (18).. (1337)

<220>

<221> gene

<222> (1365)..(2363)
<220>

<221> gene

<222> (2680)..(3438)
<220>

<221> gene

<222> (3425)..(4024)

<220>
<221> gene
<222> (4024)..(4959)

<400> 10

gaattecgagg tgaagccatg

tggaaaccgc
tgaagcacge
accccgacga
acctgcgcga
tgcatgcecttc
tcaacacctg
acaaagtgca
gcgecgageg
tgcagcetgat
acctggecga
gcattttegq
gcatcaatge

aatgcatcga

cagtgtcgac
ctacgacaat
cctcacgtge
caactacccc
cagcggcacc
ggccaatgte
tgtttcctac
cctgggctgt
ccgegacttt
cgagatcgag
tgccgaacct:
cctegacate

aaccaaggac

310

aacaggatcc
gccctgegece
gtgcegcectgt
ctggaagacc
tacgggatgt
accggcaage
gtggcgeget
ggctatggge
acggtaatcc
cagcecgaca
cgccagggca
tggaccgatg
tatggtttgt

ggcccgacea

atgatgecega
agcaccagct.
accgccageg
tggcgaagtt
tcgecgtecce
cgacggtggt
cgatccgtgc
ttttcactgg
cgatgteggg
tcatcatggt
tcgaccegea
aactacgteg
cggaaatcat

tatgggaaga

32

300

cegtgeeetg
ggagcgcctg
ctttgcecgaa
ccecttcace
ccaggaagag
cggttacace
ggceggeggy
cgggcttggt

tggccagace
cacaccgtce
tgacctcaag
ctcgatcgag
gggcceeggg

ccacttctac

ttggaceccga
cgctggages
tgcggegerne
ggcaagaacg
gtggtgcgee
cagaatgaca
cgcaagggtg
gcgcactacg
gagaagcagg
tacatgctca
ctacgéctgg
cagcgecctgg
gtggccatgg

cccgaaatca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
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tcgacceggt
cgctaagcaa

tgcccggeoac

-tgctgatcat

taaaacagct
tagaggtgca
tggttatcgg
acctgcaggc
aacggttggce
gcacagctag
gaacgcaact
cccgaggect
gtcggcatgce
caactgatgg
gagaccctgg
tattcgagcea
ctggtggatg
tactccecgeg
gaaatcctce
gcgatcaatce
ccgaacagcg
cagcgtttca
cctgaactga
gagttctacg
cgcaaggceea
caacagaaca
gaccctetac
cgtgcacgcc
cagcgaggge

cgagaaagac

caccggcgaa
agaggcgctt
cgccaggecy
tcgeggegte
ttccgagatg
tgtagagttyg
ggagctgage
ttgecggcacyg
cagctgatte
tggaaaccgg
tccaggaaaa
accgccagac
tgececcgaagg
caaagatcca
gcgeegaceqg
tcttcaacta
gggccgctat
caatggttcg
tgaccatgat
gcctgtggtyg
cacagtccat
tcgaccagac
agtggaacgc
aagtgatcaa
tcgaggacgg
agaacgecge
gaagtgtteg
gccgacgceceg
gtcagcctgt

ccgetgtteg
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gtattgeccag
ccgatggtgce
atgcggcegga
aacgtgttcc
tatgagatte
cgtgcggagt
aaacagatéa
ctcaagcgtt
attcggctga
agtcaagcgce
gatcgacgcee
cttgatccgg
caactgggtc
ggacgaggcc
cgacgaggag
ccccacccte
cgtcaaccag
tatctgeaag
gcgtcacgge
gccatcgetyg
ggcctggaag
cgtgccgcag
cgagcgeggt
gggcaacggc
cgeetgggta
ctgagcggceg
tgcgcagcaa
ccatggecat
gggtagtgcce

ctcettegga

acggtcagect
gctaccgcac
tcggcaagat
cgacccagat
atttgtatecg
gccagcacct
agacctacat
ccgagggcaa
attcgaggtyg
gtaaagtcgce
gaaatcaaga
cagatttccc
acccgegcge
ggccacggcc
atcgccaagce
agctgggccg
gtggtgctgce
gaagagagct
acacaggeccc
atgatgttcyg
atcaagcegcec
ctcgaactgc
cactacgact
ccgtgcaacc
cgcgaggcecyg
attgatgcgg
gcacggectt
cgaaaatgcc
tteggcgetg

cgacaaggtc

33

gggcgaactg
ccgtgaccte
taccgggcge
cgaggaacag
caatggcaac
cgatgaaggc
cggcatcage
ggcgtgccac
aagccatgaa
tggaagaaat
tcgaagccaa
agcacgccca
ctagcctcaa
tgtacctgta
tgcacagcgg
acatgggcgc
agcgcacctce
ttcaccagceg
agcgcgacat
gceccagcega
agaccaacga
tcggetgeac
tcggcgaaat
aggaacgtgt
ccgtggecta
agatcgaaaa
aaccacaagc
cgcgagetgt
atcaccgecct

taccgccatg

gtgttcacect
acccécctgc
agtgacgaca
gtattaaaaa
ctggacagceq
cagcgcaage
acccaggtge
gtgtacgaca
caggatccac
gtccceecgag
gaactggatg
ctcggaaatc
gcgcaagctg
cagcgccatg
caaggcgaag
agtgggcetgg
ctatggcecee
ccagggcetac
ggtccaggac
cgaacactcc
tgaactgcge
cgcccccgac
ccagtgggac
cgccaccege
cgecgcgeaagy
tgtctgtctg
atgtcggcag
acacccgecg
ccteeeecega

ccagcttcta

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640
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¢cgagctgceec
ccttacctgt
tgtggccacg
gtcggccagyg
gccgacgece
caacccaacg
ttegeegtge
aaggcactca
gggggceggta
ttcacecgtceg
gcecgetgeee
tcggtcgage
ctgcacaccg
cccgatgcaa
cgacctggee
cagcgtggtce
ggtggtcacyg
ccaggcgetg
ctggagcace
tccgecegeaa
ccgeagtgec
gcgctgtacg
tggagaacgce
gtgatgcggt
gagctgegeg
gtgctcaagg
ctggacgcetg
atcctgtcga
tacggcaacc

cgctaccteg

gatgaagteg
tgctgetegg
ccectgeeat
ccegceaactyg
tggectteeg
gtgatttcge
tacagggect
aggaagtcac
cagaacaaag
aactgacggc
cggcaactgt
tgccegetgec
agcacctggg
cctggtgage
cgggcctyggyg
gacctgggaa
ccgacctact
gagcaggcgyg
gactggatca
ggcagcgeca
gcagtgccceca
ctgccgegag
catgagccag
ttcgattgee
tggecgtcaa
ccggccagca
cecgecaggg
ttattggcac
gctceagcete

accggctgaa
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gacacatgtg
cgacagtgcce
cgaagaagag
gctggaatac
ccgagacgag
cgtgaccatyg
ggtcgggtee
ctaccacctg
ccgccaacge
cgccagegac
gggtgcegeg
caaggctgcc
cctgetgetg
tgattgccgg
aggtccttge
tagtccgcga
ceggetgece
gctteeecge
gcgagetggg
gcaagcgcag
taccgaattg
tgcctggage
tttcacagcce
ttcgacgtge
gcgegtgeea
actggaggtg
caattacctyg
caccctggac
tggegegetg

cctgatttte

aggttggtca
ctggtccaag
ctggecetga
gcagccgaac
cgcgectace
accaagcagt
cgcgacgage
cgecgttececa
atgctegeey
aacgaggtgc
tggctcaaac
agccacttct
gccgagatge
cgaccgtggce
ccaggtcatg
cctcgactgg
ggccaccgag
accggatctt
ccgecgagegce
cctgctaggt
ctcagccagt
cgttcgacta
tgaccatcaa
ccgagcacct
ggegggegtt
atgccgcecag
ggegtggeeg
agtgagccge
tteegegaca

gtgttcagcc

34

tgcacaacga
gccagegect
tgaacgttgg
tgcttgacga
gcaacctgcet
tcctetacga
gtatcgccgg
gcgagtgggt
cecatteegge
ggttggccga
aggtgagcga
acctggacag
agttccetgec
gegeggecge
gacccggaag
cgcgecggee
gtgatcgagyg
gagcgceggt
ctgcgectet
gaaacacccc
teggetecac
tttcaaatgc
gcaagtgcege
gcagcgcegt
teteggegtt
cgggcecagett
ctggtagegg
acagctgcett
agctcgaaga

gcgagcagca

agccectgate
étgcqaatgg
cctggacctg
cggtcgegac
getggtegag
cgectggcac
tatcgecgee
acagcgtatg
actgtggcge
agcgggtatt
gactttcget
tcgcaaaggce
aagggcttac
cacgcggcga
tgcctgtggt
acctgcacct
gtgatatceg
tgaccceegge
acggcatege
aggtgtgctg
cgettgeaag
atttgagccg
aacgaaacce
gcaggacggc
tgccaatgaa
cttcgtgeeg
cattacccceca
caccttgctg
cctgaaaaac

ggatgtcgac

2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440
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ctgtacaacg
gtgccaggece
gacagcctgce
gccggeageg
agccacatca
cagaacgtge
ggegtgtget
catgcecttgg
gtgagcgaca

ggcgcccceyg

gtcgegtcga
tggacgccge
aggccaatgg
aaacccgeeg
ccgtgatcag
tggacgctgg
cgacctgceaa
aagactacga
aggtggtgct

cttctaga
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tgcggacaaa
cttecatctge
cctgggcaag
cgaagceegt
cgacggcecegt
caatgccatc
atgccgggtg
agtggcagce

cgacttcgac

tgcggccage
ggcccgcagg
gagcgcatte
gaggccgcege
gcectcacet
ggtgcggaac
atcgaggggg
gggtatgtgc

cagctttaag

35

tgttcteceg
cgatgaccga
atttcgagct
accaggtgga
tcgacttgece
tgecctacte
aagtggaaat
tgtcgtgcca

accgccccgeo

ttggctggat
aaccgtgegt
gttcgeegece
tteccgegete
acgcaacace
gtgcaaggce
ggacagcaac
gacctaceceg

ctgcttegeg

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

4998
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir 4cido 2-hidroxifenilacético (2-HPA) caracterizado por la fit

li-

zacion de las secuencias de nucledtidos que codifican las enzimas necesarias para el catabolismo del dckdo !

fenilacético (PA) en la bacteria Pseudomonas putida U, caracterizado por las siguientes operacionied:

|

a) Aislar el fragmento de DNA que codifica en P. putida U para esas enzimas y que es responsab e lde

la hidroxilacidn en posicién 2 del anillo bencénico presente en el acido fenilacético v de la aperty
del anillo aromaético del 2-HPA, '

) Establecimiento de las secuencias de nucledtidos de los genes de dichas enzimas.

¢) Construccién de plasmidos conteniendo estas secuencias,
) Transformacién de células con dichos plasmidos, y

e) Uso de dichas células para producir 2-HPA

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1 caracterizado porque:

a) El fragmento de DNA contiene el phaE y los genes de los enzimas responsables de la hidroxilacip

en posicién 2 del anillo bencénico presente en el PA: phaF. phaG. phaH y phal,

b) La secuencia de nucledtidos de estos genes estd contenida en la SEQ ID NO 3 (phaE) v en la ‘bE
ID NO 5 (phaF. phaG. phaH y phal) y conjuntamente en la SEQ ID NO 10.

c¢) Los plasmidos construidos son el pKSBLig. pKB20x v pLOx.

d) La trasformacion con dichos plésmidos de células E. coli DHan" v que se corresponde con la cdlt
CECT 5059. v

e) El uso de dicha célula CECT 5039 para producir 2-HPA.
3. Procedimiento segun la reivindicacidn | caracterizado porque:

a) El fragmento de ADN aislado contiene una parte del gen phal. que codifica la enzima responspl
de la biodegradacidén del 2-HPA

b) La secuencia de nucledtidos de este fragmento de ADN estd contenida en la SEQ 1D NO 2.
¢) El plasmido construido es el plasmido pk18::mob.

d) La transformacién con dicho plasmido de la bacteria Pseudomonas putida U en la se ha interrum]})i
el gen phal por mutagénesis ¥ que. por tanto, no dispone de este gen funcional y que se correspan
con la célula CECT 5058, y

e) El uso de dicha célula CECT 5058 para producir 2-HPA.

4. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones | a la 3 caracterizado porqué |
secuencias de nucledtidos son secuencias homdlogas de microorganismos distintos de P. putida U.

5. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porqug |
secuencias de nucledtidos son fragmentos de estos genes que codifican para proteinas funcionantes.

6. Un procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones | a la 4 caracterizado porquy ]

secuencias de nucledtidos presentan nutaciones, inserciones o deleciones que mantienen o incrementah

funcién.

7. Un procedimiento segiin la reivindicacién 3 caracterizado porque la mutacién del gen phaL pue
hacerse por otros métodos conocidos.

8. Un procedimiento segln la reivindicacién 3 caracterizado porque la la mutacién afecta la norm
funcion del gen phal. "

9. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 3 caracterizado porque lps

células transformadas con los pldsmidos descritos son distintas de P. putida Uy E. coli DH5a.
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ES 2 156 510 Al

10. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 v 2 caracterizado porque se
utiliza las proteinas codificadas por el gen phaE y por la secuencia de nucledtidos que codifica el complejo
responsable de la hidroxilacién del anillo bencénico presente en el acido fenilacético (SEQ ID NO 4, SEQ
ID NO 6, SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 8 Y SEQ ID NO 9). .

11. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 3 caracterizado porque las
células transformadas se cultivan en un medio que permita la conversion de PA en 2-HPA.

12. Un procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 2 caracterizado porque
las células transformadas se cultivan en medios que permitan la expresién de las proteinas (SEQ ID NO
4, SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 8 Y SEQ ID NO 9) vy porque estas proteinas se utilizan,
tanto como células en suspensién como en forma de extractos celulares, para la transformacién del PA

en 2-HPA.
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