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DESCRIPCION
Polipéptidos que tienen una actividad en la via de degradacion del metil-terc.butil-éter (MTBE) y sus utilizaciones.

La presente solicitud se refiere al dominio de la microbiologia, y mas particularmente a la utilizacion de
microorganismos para tratar efluentes contaminados por contaminantes quimicos, principalmente el metil-terc-butil-
éter (MTBE) y/o intermedios catabdlicos de este compuesto.

La presente invencién se refiere a nuevos polipéptidos y sus fragmentos, asi como a los acidos nucleicos que
codifican dichos polipéptidos aislados de microorganismos capaces de metabolizar el MTBE, y/o al menos uno de
los intermedios catabélicos del MTBE, preferentemente el alcohol terc-butilico (TBA), el 2-metil-1,2-propanodiol (2-M-
1,2-PD), el hidroxiisobutiraldehido, el acido hidroxiisobutirico (HIBA). La invencién se refiere igualmente a vectores
de clonacién y/o de expresién que comprenden dichos acidos nucleicos, células bacterianas transformadas por
dichos &cidos nucleicos o dichos vectores, asi como sus utilizaciones.

La invencion se refiere igualmente a un procedimiento de identificacién de microorganismos capaces de metabolizar
el MTBE, y/o al menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE. Méas particularmente, la presente invencion se
refiere a una nueva cepa bacteriana, Mycobacterium austroafricanum, registrada en la coleccion CNCM bajo el
namero [-3401.

La invencion se refiere igualmente a un procedimiento de tratamiento de efluentes contaminados por el MTBE y/o al
menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE.

El compuesto quimico MTBE se utiliza como aditivo en las gasolinas sin plomo. Desde que estd prohibida la
utilizacion de los alquil- plomo debido a su toxicidad, el MTBE se afiade a las gasolinas con el fin de aumentar su
indice de octano. El indice de octano mide la "resistencia al cascabeleo o picado" de los carburantes cuando se
gueman mezclados con aire en la cdmara de combustion de los motores. EI MTBE se utiliza igualmente como
compuesto oxigenado que permite aumentar el contenido en oxigeno de las gasolinas, y por esto, mejorar su
eficacia de combustién. Esto permite reducir la expulsion a la atmosfera de los hidrocarburos no quemados, asi
como el de mondxido de carbono. Asi, concentraciones de MTBE de 15% (v/v) se utilizan corrientemente en los
carburantes oxigenados. El MTBE ha sido clasificado como compuesto cancerigeno potencial par la agencia de
EE.UU. para la proteccion de medio ambiente (US E.P.A., Decembre 1997 EPA/822/F-97/008. Office of Water,
Washington, DC, USA). La contaminacién por este compuesto del medio ambiente puede ser debida al
almacenamiento inadecuado de la gasolina en los depdésitos no estancos o a vertidos accidentales. Este tipo de
residuos puede causar serios problemas de contaminacion medioambiental, tal como la contaminacion de los
acuiferos subterrdneos. Los consumidores pueden estar expuestos a débiles concentraciones cuando beben un
agua no potable procedente de una fuente contaminada por el MTBE. Por otra parte, el gusto o sabor desagradables
gue el MTBE confiere al agua, incluso a débiles concentraciones, la hace inapropiada para el consumo, haciendo de
este compuesto xenobibtico un contaminante importante. La contaminacion por el MTBE parece ser principalmente
atribuible al hecho de que sea eliminado dificilmente del medio ambiente. El MTBE se revela persistente por su
elevada solubilidad en el agua y su débil biodegradabilidad. La semi-vida del MTBE en los acuiferos se estima en al
menos 2 afios (Wilson J. T., 2003, 19-61: In E. E. Moyer and P. T. Kostecki (ed.), MTBE Remediation Handbook.
Amherst Scientific Publishers, Amherst, MA.); este valor se puede comparar con el del benceno que es de 2 a 3
meses en condiciones idénticas. La contaminacion de los acuiferos puede engendrar serios riesgos para la salud
publica. Por tanto es necesario desarrollar procedimientos eficaces que permitan tratar los acuiferos contaminados
por el MTBE o cualquier otro intermedio catabolico del MTBE.

Desde hace algunos afios se han emprendido varios estudios tendentes a determinar la biodegradabilidad del
MTBE. Se han identificado y aislado cierto nimero de microorganismos capaces de asimilar completamente o
parcialmente el MTBE. Por ejemplo, ciertos microorganismos son capaces de catabolizar el MTBE por co-
metabolismo. Dos vias de degradacion, que implican las dos la oxidacion inicial del MTBE, conducen a la produccion
del alcohol terc.butilico (TBA) que, mas generalmente se acumula en el medio. La cepa bacteriana Mycobacterium
vaccae JOB5, cuando se cultiva sobre propano es capaz de oxidar el TBA aunque esto no permita generar
compuestos Utiles para su crecimiento. Se han podido aislar algunas cepas de microorganismos capaces de asimilar
el MTBE como fuente de carbono y de energia (Francois et al., Appl. Environ. Microbiol., 2002, 68: 2754-2762;
Hanson, J. R., et al. Appl. Environ. Microbiol., 1999. 65: 4788-4792 Hatzinger, P. B., et al., Appl. Environ. Microbiol.,
2001, 67: 5601-5607). Todavia no han sido aclarados los mecanismos enzimaticos del ataque inicial del MTBE en
estas bacterias.

La cepa bacteriana Mycobacterium austroafricanum 1-2562 es una de las bacterias conocidas por su capacidad de
crecer en condiciones aerobias, en presencia del MTBE. Esta cepa es en efecto capaz de catabolizar el MTBE en
fuente de carbono y de energia (Francois et al., Appl. Environ. Microbiol., 2002, 68: 2754-2762; patente de EE. UU.
n° 6.849.445). Se han identificado cierto numero de intermedios de degradacion o catabolitos del MTBE, tales como
el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA. La via de degradacion del MTBE para esta cepa
bacteriana esta descrita en la Figura 1.
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La cinética de degradacion del MTBE y del crecimiento que le acompafia en M. austroafricanum 1-2562 presenta dos
fases bien distintas (Figura 2). La cinética de degradacién del MTBE se caracteriza por una velocidad de
degradaciéon muy rapida en el curso de las primeras 48 horas, que disminuye del dia 2° al 16°. Durante esta etapa
de transformacion del MTBE en TBA, el TBA se acumula y por tanto no se observa ningun crecimiento. Del dia 16° al
21°, el TBA acumulado se degrada induciendo al crecimiento del microorganismo.

Hay que advertir que la primera etapa de degradacién comprende la mineralizacion del formiato en CO; lo que
necesita que el microorganismo sea metilétrofo (Francois et al., Appl. Environ. Microbiol., 2002, 68: 2754-2762). La
formiato- deshidrogenasa dependiente de NAD(P)* (o FDH) es una enzima que desempefia un papel importante en
la produccion de energia en los microorganismos metilétrofos. Esta enzima, es por otra parte, frecuentemente
utilizada en la regeneracién del cofactor del tipo NAD(P)* en las reacciones de biocatalisis (Tishkov, V. I. et al.
Biochemistr_(Moscu), 2004, 69: 1537-1554). Esta primera etapa del catabolismo no genera ATP. Francois et al., han
mostrado que el TBF tenia un efecto negativo sobre la velocidad de degradacion del MTBE en M. austroafricanum |-
2562 (Francgois et al., App Microbiol. Biotechnol. 2003, 62: 256-262). Se ha sugerido que el déficit en equivalentes
reducidos de coenzimas y en energia era igualmente responsable de la ralentizacion de las reacciones enzimaticas
(Salanitro, Curr. Op. Biotechnol., 1995, 6: 337-340). Estas dos razones son probablemente las responsables
principales de la ralentizacion de la velocidad de degradacion del MTBE.

La segunda etapa, al permitir la produccién neta de 2 NAD(P)H y de 2H", alimenta asi la cadena de transporte de
electrones con el O, como aceptor final de electrones en aerobiosis. Esta etapa pareceria pues esencial en el
metabolismo del MTBE. El resultado final de esta cadena de transporte de electrones es regenerar el NAD(P)" a
partir del NAD(P)H, reducir el O, a H20, creando un gradiente de transporte de protones que se utilizan para la
formacion de ATP por la ATP -sintasa (bomba de protones). Esto corresponde al mecanismo de fosforilacion
oxidante y permite la sintesis de ATP que es el compuesto energético de los microorganismos (30,5 kJ producto/mol
de ATP degradado debido a un enlace de alto nivel energético).

Un objetivo de la invencion es disponer de polipéptidos capaces de metabolizar el MTBE, y/o al menos uno de los
intermedios catabolicos del MTBE, preferentemente el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA, y
eventualmente modificarlos y utilizarlos con el fin de tratar efluentes contaminados por el MTBE, y/o al menos uno de
los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA.

Los trabajos de Francois et al., han permitido poner de manifiesto que varios polipéptidos eran especificamente
inducidos en presencia de MTBE o TBA en M. austroafricanum IFP 2012 (I-2562). Estos polipéptidos
especificamente inducidos han sido purificados, digeridos con tripsina y después microsecuenciados. El analisis de
las secuencias resultantes con ayuda de las herramientas de alineamiento, los programas informaticos Blast y Fasta,
ha sugerido que estos polipéptidos corresponden a 6xido-reductasas implicadas en la degradacion del MTBE y del
TBA.

La firma solicitante ha realizado nuevas secuenciaciones peptidicas a partir de polipéptidos especificamente
inducidos en presencia de MTBE, con el fin de obtener una primera sonda de 204 pares de bases. Sin embargo,
esta sonda de 204 pares de bases se ha revelado demasiado corta para una hibridacion sobre colonias. Por tanto se
han realizado numerosos alineamientos por el programa BLAST con las proteinas mas similares a la secuencia de
aminoécidos deducida del fragmento de DNA de 204 pb. Después de la identificacion de las secuencias de
aminoacidos fuertemente conservadas en todas estas proteinas, se han realizado por PCR numerosas
amplificaciones utilizando cebadores degenerados que permite obtener una nueva sonda de 604 pares de bases.
Esta sonda de 604 pares de bases ha permitido realizar le clonacion de un fragmento de DNA que comprende el gen
mpdC, el orfl, el gen mpdB, el orf2 y una secuencia correspondiente a una supuesta transposasa. La clonacion de
este fragmento de DNA se ha revelado dificil, puesto que después de la una primera clonacion, los clones obtenidos
después de la transformacién en E. Coli no eran estables, lo que hacia problematica la extracciéon del DNA
plasmidico. Después de numerosos experimentos la firma solicitante ha emitido la hipdtesis que la inestabilidad de
los clones obtenidos procedia de la expresion del gen de la transposasa, y por tanto ha clonado un fragmento de
DNA en el cual el gen de la transposasa esta suprimido y que corresponde a la secuencia SEQ ID NO:11. Asi, se
han podido obtener clones estables que comprenden la secuencia SEQ ID NO:11.

Por tanto la firma solicitante ha debido enfrentarse a numerosas dificultades de clonacion y secuenciacion para
obtener los polipéptidos de acuerdo con la invencion.

La presente invencion considera cualquier polipéptido aislado o purificado que tenga una actividad en la via de
degradacion del MTBE y/o al menos uno de los intermedios catabolicos del MTBE, preferentemente el TBA, el 2-M-
1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA.

Al precisar que los polipéptidos o los acidos nucleico que codifican al menos un polipéptido conforme a la invencion
son «aislados o purificados», se indica que son colocados en un ambiente diferente de que se encuentran
naturalmente. Pueden ser aislados o purificados de una cepa bacteriana capaz de crecer en otro medio que
comprende MTBE y/o al menos uno de los intermedios catabodlicos del MTBE, preferentemente seleccionados del
grupo que consiste en el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA, siendo algunos de ellas
principalmente las cepas Mycobacterium austroafricanum registradas en la coleccion CNCM bajo los niumeros 1-3401
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y 1-2532. Se entienden igualmente que las moléculas que han sido alteradas por la presente invencion estan
«aisladas». Se recuerda que estos calificativos «aislado o purificado» se utilizan igualmente para las células
hospedantes.

En el contexto de la invencion, los términos «polipéptido, enzima» y «proteina» pueden ser utilizados de manera
intercambiable y designan moléculas caracterizadas por secuencias de aminoacidos de cualquier longitud,
eventualmente modificadas por via quimica o bioguimica. Igualmente se incluye en el término «polipéptido» el
conjunto de polipéptidos mutados que pueden existir naturalmente o variantes, en particular en la bacteria de la cepa
M. austroafricanum, y que corresponden a sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones de al menos un
aminoacido. En el caso de una sustitucion, uno o varios aminoacidos consecutivos 0 no consecutivos, pueden estar
reemplazados por aminoacidos «equivalentes». La expresion aminoacido «equivalente» pretende aqui designar
cualquier aminoacido susceptible de ser sustituido por uno de los aminoacidos de la estructura de base, sin
modificar, no obstante, la actividad biolégica de los polipéptidos segin la invencién. Estos aminoacidos equivalentes
pueden ser determinados ya sea apoyandose en su homologia de estructura con los aminoacidos a los cuales
sustituyen, o bien sea sobre los resultados de los ensayos de actividad biol6gica cruzada a los cuales los diferentes
polipéptidos son susceptibles de dar lugar.

El polipéptido segun la invencion se selecciona del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO:2 0 la SEQ ID NO:10,

b) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que presente al menos 70 % de identidad,
preferentemente 75%, 80%, 90%, 95%, 98% o0 99% de identidad con la secuencia de amino&cidos de un
polipéptido que comprende la SEQ ID NO:2, el polipéptido tal como el definido en a) o b) de la secuencia
SEQ ID NO:2 que tiene una actividad de deshidrogenacion del hidroxiisobutiraldehido a HIBA, y

el polipéptido tal como el definido en a) de secuencia SEQ ID NO:10 que tiene una actividad de regulador
transcripcional.

Se han descrito diferentes protocolos conocidos por los expertos en la técnica para introducir mutaciones en los
polipéptidos. Tipicamente para modificar una secuencia de aminoacidos de un polipéptido, se actia sobre la
molécula de acido nucleico que codifica dicho polipéptido. Es posible para modificar el acido nucleico que codifica un
polipéptido conforme a la invencién, someterlo a un tratamiento por un agente mutageno, es decir, un agente fisico o
quimico capaz de provocar mutaciones que alteren el significado de los codones, lo que por el juego del cédigo
genético modifica la secuencia de aminoacidos. Ventajosamente, se recurre a una técnica de mutagénesis dirigida
para modificar la secuencia nucleotidica de un &cido nucleico que codifica al menos un polipéptido del gen, asi como
las de polinucledtidos conformes a la invencién; se trata entonces de introducir especificamente una o varias
mutaciones en el acido nucleico estudiado, lo que por el juego del codigo genético implica la sustitucion de uno o
varios aminoacidos por uno o varios otros aminoacidos en el polipéptido codificado por el polinucleétido mutado. El
interés de realizar estas mutaciones es no solamente estudiar la actividad biolégica de uno de los polipéptidos
conformes a la invencién en la via de degradacion del MTBE y/o al menos uno de los intermedios cataliticos, sino
eventualmente optimizar dicha actividad del polipéptido bajo forma recombinante en vista de su aplicacion industrial.

Por «fragmento de polipéptido», se designa un polipéptido que comprende como minimo 15 aminoéacidos
consecutivos, de preferencia 17, 20, 23, 25, 30, 40, 50, 100, 250 o 300 aminoéacidos consecutivos. Los fragmentos
de polipéptido conforme a la invenciéon se pueden obtener por escision de dicho polipéptido por una enzima
proteolitica, por un reactivo quimico, o incluso al colocar dicho polipéptido en un ambiente muy acido forma
igualmente parte de la invencion.

Por «fragmento bioldgicamente activo», se entiende un fragmento de secuencias de aminoacidos de un polipéptido
conforme a la invencion que tiene al menos una de las caracteristicas o propiedades funcionales de dicho
polipéptido, principalmente una actividad en la via de degradacion del MTBE y/o al menos uno de los intermedios
catabdlicos del MTBE, preferentemente el TBA, 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA.

Segun un modo preferido de realizacion, la expresion de los polipéptidos conformes a la invencién es inducida
cuando las bacterias susceptibles de asimilar el MTBE y/o al menos uno de los intermedios catabodlicos del MTBE,
de las cuales principalmente las bacterias de la cepa M. austroafricanum, mas preferentemente las bacterias 1-2562
0 1-3401, estan en un medio que comprende el MTBE y/o al menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE,
preferentemente el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA. Preferentemente, los polipéptidos cuya
expresion es fuertemente inducida son los polipéptidos de la SEQ ID NO:2, tal como se ha definido en a) o b), de las
SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:6, como se indica en la Figura 3.

Ventajosamente, el polipéptido de la SEQ ID NO:2 tal como se ha definido en a) o b) denominado MpdC tiene una
actividad de aldehido-deshidrogenasa. En la via catabdlica del MTBE, el polipéptido MpdC conforme a la invencién
es preferentemente susceptible de deshidrogenar el hidroxiisobutiraldehido a HIBA.
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Ventajosamente, el polipéptido de la SEQ ID NO:6 denominado MpdB tiene una actividad de alcohol-
deshidrogenasa. En la via catabdlica del MTBE, el polipéptido MpdB conforme a la invencién es preferentemente
susceptible de deshidrogenar el 2-M-1,2-PD a hidroxiisobutiraldehido.

Ventajosamente, el polipéptido de la SEQ ID NO:8 tiene una actividad de permeasa, preferentemente de
di/tripéptido-permeasa. Dicho polipéptido comprende preferentemente 5 segmentos transmembranales.

Ventajosamente, el polipéptido de la SEQ ID NO:10 tal como se ha definido en a) y denominado MpdR tiene una
actividad de regulador transcripcional.

La presente invencion se refiere igualmente a cualquier acido nucleico purificado o aislado que codifica al menos un
polipéptido conforme a la invencion. Preferentemente, la presente invencién tiene por objeto cualquier acido nucleico
aislado o purificado que codifica al menos un polipéptido que tiene una actividad en la via de degradacién del MTBE,
0 al menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente el TBA, el 2-M-1,2-PD, el
hidroxiisobutiraldehido y el HIBA.

En el contexto de la invencién, los términos «acido nucleico» y «<DNA» se utilizan de manera intercambiable. Por «
acido nucleico», se designa un encadenamiento preciso de nucleétidos, modificados o no, que permiten definir un
fragmento o une region de un acido nucleico, que comprende o no nucleétidos no naturales, y que pueden
corresponder también a una DNA bicatenario, un DNA monocatenario, asi como a productos de transcripcion de
dichos DNA, y/o un fragmento de RNA.

El &cido nucleico segun la invencién se selecciona del grupo que consiste en:

e) un acido nucleico que comprende al menos una cualquiera de las secuencias nucleotidicas seleccionada
del grupo que consiste en la SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:9, o un complemento de éstas,

f) un &cido nucleico que comprende al menos una secuencia nucleotidica que presenta al menos 70 % de
identidad, preferentemente 75%, 80%, 90%, 95%, 98% o0 99% de identidad con la secuencia nucleotidica
de un &cido nucleico tal como se ha definido en e).

Por «complemento» se designa cualquier acido nucleico cuyos nucleotidos son complementarios de los de la
secuencia SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:9, y cuya orientacion estd invertida.

Por «porcentaje de identidad» entre dos secuencias de &cidos nucleicos o de aminoacidos en el sentido de la
presente invencion, se designa un porcentaje de nucledtidos o de aminoacidos idéntico entre las dos secuencias que
se comparan. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos se determina
comparando estas dos secuencias alineadas de manera significativa, pudiendo comprender la secuencia de acidos
nucleicos o de aminoacidos que se comparan adiciones o deleciones con relacién a la secuencia de referencia para
un alineamiento significativo entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el
namero de posiciones idénticas para las cuales el nucledtido o el aminoacido es idéntico entre las dos secuencias,
dividiendo este nimero de de posiciones idénticas por el nimero total de posiciones comparadas y multiplicando el
resultado obtenido por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias. Por «alineamiento
significativo», se designa el alineamiento para el cual el porcentaje de identidad determinado como se ha indicado es
el mas elevado. Preferentemente, se utilizard el programa informéatico BLAST para obtener un alineamiento
significativo.

Ventajosamente, el acido nucleico conforme a la invencion, comprende las secuencias nucleotidicas SEQ ID NO:1
tal como se ha definido en e) o f) y la SEQ ID NO:5, preferentemente la SEQ ID NO:1 tal como se ha definido en e)
of), la SEQ ID NO:3y la SEQ ID NO:5.

Ventajosamente, el acido nucleico conforme a la invencion comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO:11.

Segun un modo preferido de realizacién, la transcripcion del acido nucleico conforme a la invencién esta bajo el
control de un promotor Unico. Por «promotor», se designa una regioén de regulacion situada en direcciéon 5' de un
marco de lectura abierto (ORF), en la proximidad de su extremo 5'. En la presente solicitud, se utilizaran los términos
«ORF» y « gen» de manera intercambiable. Un promotor comprende ciertas secuencias nucleotidicas caracteristicas
que permiten la fijacion del complejo de iniciacion de la transcripcién asi como la fijacién de reguladores
transcripcionales.

Segun otro modo preferido de realizacién, el acido nucleico conforme a la invencién se caracteriza porque su
transcripcion es inducida por la presencia de MTBE, y/o al menos uno de los intermedios catabolicos del MTBE,
preferentemente seleccionados del grupo que consiste en el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el
HIBA. Ventajosamente, el &cido nucleico conforme a la invencién esta organizado en operon.

Segun un modo preferido de realizacion, el acido nucleico conforme a la invencion corresponde a un grupo que
comprende los acidos nucleicos que codifican las SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7 y SEQ
ID NO:9, siendo dicho grupo denominado grupo mpd. El grupo mpd esta esquematizado en la Figura 7.
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Segun un modo preferido de realizacion, el acido nucleico conforme a la invencién es un acido nucleico
recombinante. Por «acido nucleico recombinante», se designa una molécula de acido nucleico, monocatenario o
bicatenario, que ha sido modificada par une intervencion humana de manera que contenga fragmentos de acidos
nucleicos combinados o yuxtapuestos segun una disposicion no existente en el estado natural.

La invencion tiene igualmente por objeto cualquier vector de expresion y/o de clonacion que comprenda un acido
nucleico conforme a la invencién. Por «vector» se designa una molécula de acido nucleico extracromosémico,
principalmente un plasmido, que tenga una replicacion auténoma y que pueda ser incorporada en una «célula
hospedante».

Tipicamente, se concibe un vector de clonacién para permitir el transporte de un fragmento de DNA clonado y
contiene uno o varios sitios de reconocimiento por enzimas de restriccion que permiten la inserciéon o clonacién de
un fragmento de acido nucleico, asi como una o varias secuencias nucleotidicas codificantes para genes que
permiten la identificacién y la seleccidn de células hospedantes transformadas por dicho vector, tales como genes de
resistencia a antibiéticos.

Segun un modo preferido de realizacidn, el vector de expresion conforme a la invencién es concebido para permitir
la expresion de una secuencia nucleotidica codificante insertada en direccion 3' de un promotor. La secuencia
insertada o inserto es entonces transcrita, y después traducida a polipéptido. Ventajosamente, el vector conforme a
la invencion esta flanqueado por elementos que aseguran la expresion de al menos un &cido nucleico conforme a la
invencion en la célula hospedante. Ventajosamente ciertos vectores de expresion tienen una secuencia que codifica
una etiqueta en direccion 5' o en direccion 3' del sitio de insercion o de clonacion; el acido nucleico insertado es
entonces transcrito y después traducido bajo la forma de una proteina de fusion. Por «proteina de fusién» se
designa un polipéptido hibrido que comprende un polipéptido codificado por un &cido nucleico conforme a la
invencion y un polipéptido capaz de fijarse a matrices de afinidad y/o de ser reconocido por anticuerpos que
permiten detectar y/o de purificar el polipéptido al cual esta fusionado.

Segun un otro modo preferido de realizacion, el vector conforme a la invencion comprende al menos una secuencia
homologa de una secuencia de acido nucleico presente en el genoma de una célula hospedante y que asegura su
integracion en dicho genoma.

La invencion se refiere ademas a una célula hospedante aislada que comprende al menos uno de los acidos
nucleicos conforme a la invenciéon y/o al menos uno de los vectores conforme a la invencién. Entre las células
hospedantes utilizables en el sentido de la presente invencién, se puede citar une célula procariota, preferentemente
une célula bacteriana, méas preferentemente une célula bacteriana seleccionada del grupo que consiste en
Mycobacterium smegmatis mc2 155, Escherichia Coli, Rhodococcus ruber (registrada en la coleccion CNCM bajo el
nombre Gordonia terrae y el nimero CIP 1-1885).

Los polipéptidos conformes a la invencién pueden ser preparados y/o obtenidos por cualesquiera técnicas
dominadas por los expertos. Dichos polipéptidos se pueden obtener principalmente por sintesis quimica pero
igualmente por técnicas de biologia molecular, utilizando principalmente la PCR, vectores de expresion y células
hospedantes apropiadas tales como las descritas anteriormente. Preferentemente, los polipéptidos conformes a la
invencién se caracterizan porque su expresion en células hospedantes, principalmente células bacterianas, permiten
satisfacer la exigencia de degradacion del MTBE, y/o al menos uno de los intermedios catabdlicos y permiten el
crecimiento de dichas bacterias.

La secuencia SEQ ID NO:12 corresponde a la secuencia nucleotidica del rDNA 16S de la cepa M. austroafricanum I-
2532.

Par «sonda» se entiende un fragmento de acido nucleico marcado por la incorporacién de atomos radiactivos o de
grupos fluorescentes y cuya secuencia es sensiblemente complementaria a la secuencia de un &cido nucleico
buscado; este ultimo serd descubierto/detectado por hibridacién con la sonda, produciéndose dicha hibridacion
cuando se aparean las dos secuencias complementarias. Por «secuencia complementaria» se designa una
secuencia nucleotidica constituida por una sucesién de bases complementarias a la de otra secuencia con la cual es
por tanto capaz de hibridarse. Preferentemente, la hibridacién de una sonda cuyo tamafio sea superior a 200
nucleétidos se realiza a una temperatura de aproximadamente 60°C segln la ensefianza adaptada de Sambrook et
al., (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.
2001).

La presente invencion se refiere igualmente a un procedimiento de identificacién de una célula o de un &cido
nucleico de una célula susceptible de degradar el MTBE y/o al menos uno de los intermedios catabolicos del MTBE,
preferentemente seleccionado del grupo que consiste en el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA,
que comprende:

- opcionalmente una etapa de siembra de la célula en un medio suplementado en MTBE, y/o al menos uno de los
intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en el TBA, el 2-M-1,2-
PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA,
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- una etapa de cribado de los acidos nucleicos de dicha célula por hibridacién con al menos una sonda,
comprendiendo dicha sonda la secuencia nucleotidica complementaria de un fragmento de al menos 50
nucleétidos consecutivos de la secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:1 o
SEQ ID NO:9, o comprendiendo dicha sonda un fragmento del gen mpdB de 591 pares de bases que tiene la
secuencia SEQ ID NO: 14.

Segun un modo preferido de realizacion, una célula de una nueva cepa capaz de degradar el MTBE, y/o al menos
uno de los intermedios catabdlicos del MTBE, sera identificada gracias a cebadores oligonucleotidicos que permitan
la amplificacion del rRNA 16S de dicha célula.

Ventajosamente, se ha concebido una pareja de cebadores (5-TGCACACAGGCCACAACCCA-3) y (5-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') a partir de dos regiones variables de la secuencia nucleotidica del rDNA 16S de
la cepa M. austroafricanum. Esta pareja de cebadores es especifica de la especie M. austroafricanum en la medida
en la que no permite amplificar el rDNA 16S de microorganismos de otras especies, de las cuales principalmente la
especie de las Nocardiacae, incapaces de asimilar el MTBE, y/o al menos uno de los intermedios catabdlicos del
MTBE (Figura 12).

Empleando el procedimiento conforme a la invencion se ha identificado un nueva cepa bacteriana M.
austroafricanum; esté registrada en la coleccion CNCM bajo el numero 1-3401. Ha sido aislada del agua de chorreo
del prelavado del fondo de un depdsito de almacenamiento de una gasolina aditivada con MTBE. El crecimiento de
M. austroafricanum 1-3401 en MTBE sigue una via de degradacion similar a la de M. austroafricanum 1-2562 (Figura
10). Preferentemente, la nueva cepa M. austroafricanum 1-3401 se caracteriza porque sea capaz de asimilar el
MTBE y/o al menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente seleccionados en el grupo que
consiste de el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA. Mas preferentemente, la nueva cepa 1-3401
se caracteriza por una secuencia nucleica del rDNA 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO:13.

El aislamiento independiente de dos cepas de M. austroafricanum, 1-2562 y 1-3401, ambas dos capaces de crecer en
MTBE y aisladas de dos origenes geogréficos distintos y alejados (lodos activados de una estacion de depuracion
de una factoria de tratamiento de aguas urbanas de la region parisiense y agua de chorreo del prelavado del fondo
de un depésito de almacenamiento de una gasolina aditivada con MTBE localizada en el sudoeste de Francia,
respectivamente) muestra que tales microorganismos, que se aislan frecuentemente de muestras de suelos y de
aguas (Jones y Jenkins, Can. J. Microbiol., 1965, 11: 127-133; Viallier y Viallier, Ann. Soc. Belge Med. Trop., 1973,
53: 361-371), pueden pues desempefiar un papel significativo en la degradacién del MTBE en los acuiferos
contaminados.

La presente invencion se refiere igualmente a la utilizacion del polipéptido SEQ ID NO:2 tal como se ha definido en
a) o b) en calidad de aldehido-deshidrogenasa, preferentemente para la deshidrogenacion del
hidroxiisobutiraldehido a HIBA.

La presente invencion se refiere finalmente a un procedimiento de tratamiento de efluentes acuosos que
comprenden del MTBE, el ETBE y/o al menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente
seleccionado del grupo que consiste en el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA, con el fin de
reducir su concentracién, que comprende la siembra de dicho efluente acuoso con al menos una célula conforme a
la invencién o identificada por el procedimiento de identificacion conforme a la invencion. Ventajosamente, el
procedimiento conforme a la invencion se caracteriza porque la célula es fijada sobre un soporte adaptado,
preferentemente un soporte mineral, mas preferentemente un soporte que comprende al menos 50% en masa de
partita.

El procedimiento segun la invencion esta particularmente adaptado para tratar un acuifero o un suelo contaminado
por del MTBE y/o al menos uno de los intermedios catabodlicos del MTBE.

LISTA DE LAS FIGURAS DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Via metabdlica de degradacion del MTBE por M. austroafricanum 1-2562. En grueso, los intermedios de
degradacidn que han sido identificados en el curso de nuestras experimentaciones.

Figura 2. Crecimiento de M. austroafricanum |-2562 sobre MTBE. Durante el crecimiento se midieron la D.O. a 600
nm (0-0) asi como las concentraciones en MTBE (H-H), TB (A-A) y TBA (- ).

Figura 3. Electroforesis sobre geles de poliacrilamida al 10% (A) o 15% (B) en presencia de SDS (SDS-PAGE) de
los extractos celulares de M. austroafricanum [-2562 obtenidos después de crecimiento sobre glucosa o sobre
MTBE. Los pesos moleculares (en kDa) estan indicados a la derecha de la figura.

Figura 4. Amplificacion por PCR sobre DNA genémico de M. austroafricanum [-2562 con los cebadores
degenerados creados a partir de las secuencias peptidicas internas del polipéptido de 64 KDa inducido en el MTBE.

Figura 5. Hibridacion por transferencia Southern del DNA gendémico de M. austroafricanum [-2562 después de
digestion utilizando la sonda de 204 pb. El tamafio de las bandas reveladas esta indicado en kb. 5 pg de DNA
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gendémico de M. austroafricanum [-2562 son digeridos por los enzimas de restriccion BamHI, EcoRlI, Fspl, Knpl, Nhel,
Nru, Pstl, Pvu Il o Smal (pistas 2-8, respectivamente) y 50 ng de sonda de 204 pb (pista 12) son analizados por
Southern Blot utilizando la sonda de 204 pb. Las posiciones correspondientes a la migracion del DNA del marcador
de peso molecular Il marcado con digoxigenina (Roche; pista 1 y pista 9) son indicadas a la izquierda de la figura.

Figura 6. "Hibridacion sobre colonias" de los clones recombinantes de E. coli DH10B con una sonda de 604 pb.

A) Luminografia de las membranas que contienen los primeros clones que proceden de la digestién por Smal de
M. austroafricanum 1-2562. Los clones positivos (manchas negras) son detectados con la sonda mpdC marcada con
digoxigenina.

B) Luminografia de las membranas que contienen los segundos clones procedentes de la digestion por Pstl de
M. austroafricanum 1-2562. Los clones positivos (manchas negras) son detectados con la sonda mpdB marcada con
digoxigenina.

Figura 7. Organizacion del grupo de los genes implicados en la via de degradacion del MTBE y aislado a partir del
DNA gendmico de M. austroafricanum 1-2562 (A) y su mapa de restriccion correspondiente (B).

El ORF mpdR codifica un regulador transcripcional, los ORF mpdC y mpdB codifican respectivamente una enzima
aldehido-deshidrogenasa y una enzima alcohol-deshidrogenasa. Tres polipéptidos de 64, 55 y 27 kDa son todos
fuertemente expresados después del crecimiento de M. austroafricanum 1-2562 sobre MTBE. El polipéptido de 25
kDa es una permeasa. Los fragmentos de PCR procedentes de las amplificaciones realizada con ayuda de parejas
de cebadores RT-PCR-F1/-R1, RT-PCR-F2/-R2 y RT-PCR-F3/-R3 estan representados esquematicamente en la
Figura 7 (fragmentos numerados I, 11 'y IlI).

Figura 8. RT-PCR sobre M. austroafricanum 1-2562 después del crecimiento sobre TBA utilizando los cebadores
correspondientes al grupo mpd.

Los cebadores utilizados se citan en la Tabla que se encuentra mas adelante.

Leyenda: Pista 1: C' PCR |, Pista 2: C* PCR |, Pista 3:(-) RT-PCR |, Pista 4: (+) RT-PCR I, Pista 5: C* PCR Il, Pista
6: (-) RT-PCR Il, Pista 7: (+) RT-PCR II, Pista 8: C* PCR IIl, Pista 9: (-) RT-PCR I, Pista 10: (+) RT-PCR IlI, Pista
11: marcador de DNA (100 pb).

Figura 9. Cinética de degradacion del 2-M-1,2-PD por células de M. smegmatis mc2 155-clon 9 (cuadrados) y de M.
smegmatis mc2 155-pCL4D (tridngulos).

Degradacion del 2-M-1,2-PD (simbolos rellenos) y produccion del HIBA (simbolos vacios). Control abiético (0-0).
Células de M. smegmatis mc2 155-clon 9 en presencia de 400 mg.L * de cloranfenicol (x-X).

Las concentraciones celulares de M. smegmatis mc2 155-clon 9 y de M. smegmatis mc2 155-pCL4D eran 233,33 +
14,09 y 214,63 + 21,95 mg.L™", respectivamente.

Figura 10. Crecimiento de M. austroafricanum 1-3401 sobre MTBE.

Durante el crecimiento, se midieron la D.O.g0onm (®-#), y las concentraciones residuales en MTBE (Q-Q), TBF (A-
A)y TBA (A-A).

Figura 11. Amplificacion por PCR del grupo mpd en el DNA genémico e de M. austroafricanum 1-3401.
Leyenda:

MM: marcador de DNA 1 kb,

Pistas 1 y 6: amplificacién de SEQ ID NO:9 que codifica el polipéptido de 47 kDa.

Pistas 2 y 7: amplificacion de SEQ ID NO:1 que codifica la aldehido-deshidrogenasa de 55 kDa.

Pistas 3 y 8: amplificacién de SEQ ID NO:3 que codifica la proteina de 27 kDa

Pistas 4 y 9: amplificacion de SEQ ID NO:5 que codifica la alcohol-deshidrogenasa de 64 kDa.

Pistas 5 y 10: amplificacién de SEQ ID NO:7 que codifica la proteina de 25 kDa, la supuesta permeasa.

C 1 y C2: controles negativos sin cebadores de los DNA genomicos de M. austroafricanum [-2562 y 1-3401,
respectivamente.

Figura 12. Amplificacion de secuencias especificas del rDNA 16S en diversos microorganismos.
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El tamafio esperado del producto de PCR es 331 pb.

Los DNA gendmicos de las cepas de Rhodococcus ruber (Pista 1), Rhodococcus sp. B-1 (Pista 2), Pseudomonas
resinovorans CA10 (Pista 3), Mycobacterium smegmatis mc2 155 (Pista 4), Escherichia coli DH10B (Pista 5),
Mycobacterium austroafricanum 1-2562 (Pista 6), Mycobacterium austroafricanum 1-3401 (Pista 7) y muestras que
proceden del medio de la casete 1 (Pista 9) y del medio de la casete 2 (Pista 10) de una biobarrera piloto sembrada
con M. austroafricanum [-2562 para la degradacion del MTBE se utilizaron para efectuar las reacciones de
amplificacion por PCR. Como marcador de pesos moleculares del DNA (Pista 8) se utilizd GeneRuler™ DNA
escalera de 1 kb.

La presente invencion sera mejor comprendida con ayuda de los ejemplos que siguen; estos ejemplos se dan
Unicamente a modo de ilustraciéon de los objetos de la invencién, y por tanto de ningn modo constituyen una
limitacion.

EJEMPLO 1: IDENTIFICACION DE LOS POLIPEPTIDOS INDUCIDOS DESPUES DEL CRECIMIENTO DE LA
CEPA M. AUSTROAFRICANUM 1-2562 EN MTBE

Con el fin de identificar y de detectar la presencia de proteinas inducidas especificamente después del crecimiento
de las bacterias M. austroafricanum en un medio que comprende el MTBE, se han obtenido extractos de proteinas
citoplasmicas a partir de cultivo en MTBE o en glucosa (Figura 2).

1.1. Preparacién de los extractos proteicos

Células de la cepa M. austroafricanum 1-2562 se cultivan en 300 mL de medio mineral (MM) definido
precedentemente descrito (Piveteau et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 2001, 55: 369-373) en presencia de MTBE o
de glucosa como fuente de carbono. Los cultivos se incuban en condiciones aerobias a 30°C en frascos cénicos bajo
agitacion. El crecimiento se evalla por medida de la absorbancia (D.O swonm) €n un espectrofotémetro UV-1601
(Shimadzu Corporacion, Kyoto, Japon). Cuando la D.O.g00 €s 1, las células son recogidas por centrifugacion a
20,000 x g durante 15 minutos, se lavan dos veces en tampon de fosfato tampén (20 mM, pH 7) y se vuelven a
poner en suspension en 5 mL de tampo6n Tris-HCI a 50 mM (pH=8,0) que contiene de ditiotreitol (DTT) 0,1M. Las
células son atenuadas por tres pases en la prensa French (20.000 psi = 137,895 MPa) y mantenidas siempre en
hielo. Los residuos celulares se eliminan por dos centrifugaciones a 1.000 x g durante 2 minutos. El liquido
sobrenadante se utiliza luego para analisis del perfil proteico. La concentracion en proteinas totales se mide por el kit
Bio-Rad (Dye reagent, Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania).

1.2. Analisis de las proteinas solubles

La electroforesis de estos extractos se efectia en geles de SDS-PAGE con 10 o 15% de poliacrilamida que contiene
SDS segun el método puesto a punto por Laemmli empleado en parte para las condiciones de migracion (V =150
voltios durante la primera hora y después A=33 mA de modo constante durante las horas siguientes de la
migracion). 12,5 ug de proteinas totales se depositan por pista en el gel, para cada fuente de carbono ensayada
(Laemmli, Nature, 1970, 227: 680-685).

Los perfiles proteicos de altos y bajos pesos moleculares revelados en los geles de SDS-PAGE con 10 o 15% de
acrilamida, respectivamente, han permitido detectar 9 proteinas de pesos moleculares diferentes especialmente
inducidas por la presencia del MTBE (Figura 3).

1.3. Identificacién de dos secuencias peptidicas del polipéptido MpdC (64 kDa) inducido durante el crecimiento en
MTBE

Protocolo del secuenciacion interna:

Cada banda de gel correspondiente a un polipéptido inducido especificamente en el perfil proteico después del
crecimiento en MTBE de M. austroafricanum 1-2562 se recorta y después se somete a una reduccién por DTT "en el
gel" y después a una alquilacion de los puentes disulfuro por yodoacetamida (Jend et al., Analytical Biochemistry.
1995, 224: 75-82) antes de la digestién con tripsina. La enzima utilizada es la tripsina de calidad "de secuenciacion
de Promega (Helman et al., 1995, William et al., In: Techniques VIII, Marshak, D., ed. Academic Press, San Diego,
1997, 79-90). Los péptidos asi generados son entonces extractos de trozos de gel residuales por 3 tratamientos de
30 minutos a 60°C, cada uno en presencia de 100 pL de TFA al 1% y acetonitrilo al 60% seguido de un pase por el
aparato de ultrasonidos durante 10 minutos. Una Ultima extraccion se efectia en 50 pL de acetonitrilo puro durante
10 minutos. Los 4 extractos se mezclan y el volumen liquido se reduce en un evaporador rotatorio (Savant AES
1010) para obtener un volumen final de 5 pL.

Los péptidos se separan entonces por HPLC (Vydac) en una columna Microbore C18 (300°A; 1 X 50mm N°
218TP5105) utilizando el sistema de separacién de Applied Biosystems 130A. Los péptidos se eluyen a 100 pL/min
por una mezcla de de disolventes A y B con un gradiente de mezcla de los disolventes programado asi: 3-63 min (0-
50% B), 63-72 min (50-100% B) y 72-75 min (100% B). El disolvente A esta constituido por TFA al 0,1% en el agua y
el disolvente B estd compuesto por TFA al 0,08 % en 70% de acetonitrilo y agua, y los péptidos son detectados por
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un detector UV a 220 nm. Las diferentes fracciones se recogen manualmente en tubos de 1,5 mL y se depositan en
discos de fibra de vidrio pretratados por adicion de 7 pyL de biobreno (Applied Biosystems Inc.). Los discos se
someten a la degradacién de Edman en un secuenciador Procise (modelo 494 cLC) segun el protocolo descrito por
Hewick et al., (J. Biol. Chem., 1981, 256:7990-7997).

Una cantidad de péptido equivalente a aproximadamente 1 pmol se deposita en el secuenciador y se utiliza para la
secuenciacion un programa estandar que utiliza TFA como fase liquida. Los derivados aminoacidos-
feniltiohidantoina (PTH-aa) se determinan por comparacion con patrones (PTH-standards, ABI) y andlisis en linea
gracias a un sistema de separacién capilar (ABI 140D) desde el arranque de la secuenciacion.

Resultados:

Entre las proteinas identificadas, una proteina que migra de 64 kDa (denominada MpdC) es la mas fuertemente
inducida. La extraccidon a partir de la banda de gel correspondiente, la digestion con tripsina seguida de micro-
secuenciaciones peptidicas internas ha permitido la obtencion de 2 secuencias de este polipéptido.

La comparacion con ayuda del programa informatico BLAST de la primera secuencia interna
(KQRGWAYDPNVRGLPE) no revel6 similitudes significativas. Por el contrario el anlisis por BLAST de la segunda
secuencia interna (STEHGLEGTIDWPISYEELAPYYDENDAIY) muestra una fuerte similitud (93%) con numerosas
oxidasas y deshidrogenasas que pertenecen a la familia de las GMC-0xido-reductasas (Cavener, J. Mol. Biol., 1992,
223:811-814).

EJEMPLO 2: PREPARACION DE LAS SONDAS

2.1. Extraccién del DNA genémico

El DNA gendmico se aislé de las diferentes cepas ensayadas segun el protocolo de Pospiech y Neumann
modificado de la manera siguiente: un cultivo efectuado en 50 mL de medio LB (caldo de Luria) (D.O. a 600 nm de
0,7) se recoge por centrifugacion a 10000 g durante 15 minutos a 4°C (Pospiech and Neumann, Trends In Genetics.,
1995, 11: 217-218). El sedimento se vuelve a poner en suspension en 5 mL de tampén SET (NaCl 75 mM, EDTA 25
mM, Tris-HCI 20 mM a pH 8). Se afiade lisozima a una concentracion final de 1 mg.mL’l asi como lisostafina de 112
U.uL'1 (Sigma). Esta mezcla de reaccion se incuba durante 1 h a 37°C. Después de tratamiento por la mezcla
SDS/Proteinasa K, se efectda una etapa de extraccion en la mezcla de reaccion dependiendo de donde se afiaden
secuencialmente los diferentes reactivos: ¥ de volumen de NaCl 5 M seguido de 1/7,5 volumen de CTAB al 10% -
NaCl 0,7 M (pre-calentado a 65°C) y la mezcla se incuba durante 1 hora a 65°C. Se afiade a continuacion un
volumen de cloroformo (CHCIs) y las etapas subsiguientes se realizan segun el protocolo original.

2.2. Preparacion de una sonda de 204 pb

Las dos secuencias peptidicas obtenidas en el EJEMPLO 1 se utilizaron para crear varios pares de cebadores
degenerados de acuerdo con el cédigo genético universal y teniendo en cuenta dos posibilidades de apareamiento
de las secuencias en el seno de la secuencia polipeptidica. El conocimiento de estas secuencias peptidicas permite,
por el cédigo genético, deducir las secuencias nucleotidicas correspondientes. El codigo genético equivale a la
correspondencia entre las secuencias nucleotidicas y las secuencias peptidicas. Asi, cada triplete de nucleétidos de
la secuencia nucleotidica o codon corresponde a un aminoacido Unico. Se habla de degeneracion del codigo
genético en la medida en la que varios codones sinénimos pueden especificar un mismo aminoacido. En
consecuencia, por el cédigo genético, varias secuencias nucleotidicas pueden ser deducidas para una secuencia
peptidica Unica. A partir de esta informaciones, se conciben y sintetizan cebadores oligonucleotidicos degenerados:
dichos cebadores sirven como tales en el cuadro de una reaccion de amplificacion como resultado de la cual se
obtiene una sonda que tiene una gran especificidad para el o los &cidos nucleicos buscados.

Una sola pareja de cebadores (MadFI/MadRI) permitid la obtencién por PCR, a partir de DNA gendémico puro de M.
austroafricanum 1-2562, de un fragmento de &cido nucleico de 204 pb (Figura 4).

La secuencia nucleotidica del cebador MadF1 es:

5-GGNTGGGCNTAYGAYCC-3'

La secuencia nucleotidica del cebador MadRl es:

5-GCRTCRTTYTCRTCSTAST-3'

La secuencia de aminoacidos se obtuvo gracias a un programa informéatico denominado ORF finder, véase la web:

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Dicha secuencia esta representada:

KQRGWAYDPNVRGLPEDYPVTGFTTPYLMNNVGGSTMHYAGHWPRYKPVDFRK
GTEHGLEGTIDWPISYEELAPYYDEND.
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El analisis por el programa BLAST de esta secuencia de aminoacidos confirma la pertenencia de la proteina MpdC a
la familia de las GMC-6xido-reductasas puesto que el analisis muestra 62 % de similitud (44% de identidad en 45
aminoacidos) con una supuesta colina-deshidrogenasa de Bradyrhizobium japonicum, 53 % de similitud (38% de
identidad en 76 aminoacidos) con una glucosa-deshidrogenasa de una cepa de Burkholderia cepacia y 61 % de
similitud (38% de identidad en 47 aminodcidos) con una 6xido-reductasa, todas pertenecientes a esta misma
familia.

2.3. Preparacion de una sonda de 604 pb

Como consecuencia de las informaciones obtenidas a partir de esta primera amplificacion por PCR, se concibieron y
sintetizaron cebadores degenerados teniendo en cuenta ciertos restos conservados que estan presentes en las
proteinas de la familia de las GMC-6xido-reductasas. Una de estas parejas de cebadores (MadF2/MadR2) permitio
obtener un nuevo acido nucleico de 604 pb.

La secuencia nucleotidica del cebador MadF2 es:
5-TTCACCTTGTTGGAACCGCTGGG-3'

La secuencia nucleotidica del cebador MadR2 es:
5-TCATTACCGAGCCGACCTGC-3'

Las sondas se marcan con dUTP-digoxigenina (DIG DNA Labelling and Detection Kit; Roche Diagnostics, Laval
Canada).

EJEMPLO 3: CLONACION DE UN ACIDO NUCLEICO DE LA SEQ ID NO:11

3.1. Transferencia Southern

Los experimentos de transferencia Southern se realizaron en el DNA gendémico de la cepa M. austroafricanum I-
2562 tal como se prepard en el EJEMPLO 1. 5 ug de DNA genémico se digerio parcialmente con ayuda de enzimas
de restriccion elegidas en funcién de su sitio de restriccion BamHI, EcoRlI, Fspl, Knpl, Nhel, Nru, Pstl, Pvu Il 0 Smal
(Pistas 2-8, respectivamente en la Figura 5). Después de migracién en gel, los DNA digeridos se transfirieron en una
membrana de nilén. Con ayuda de la sonda de 204 pb marcada con dUTP-digoxigenina (DIG DNA Labelling and
Detection Kit; Roche Diagnostics, Laval, Canadd), se procedidé al cribado por hibridacién de los acidos nucleicos
digeridos. La sonda de 204 pb se hibrid6 especificamente con fragmentos de acidos nucleicos comprendidos entre 2
y 12 kb (Figura 5). Las posiciones correspondientes a la migracion del DNA del marcador de peso molecular Il
marcado con digoxigenina (Roche; Pista 1 y Pista 9) estan indicadas en la parte izquierda de la figura).

3.2. Construccién de mini-bancos, cribado y clonacién

Estos fragmentos de acidos nucleicos se clonan en el plasmido pBluescript Il KS (pBKS) (+/-) después de digestion
por Smal. Los plasmidos recombinantes se utilizan para transformar bacterias competentes DH10B de E.coli
preparadas (Hanahan, D et al., Methods Enzymol. 1991, 204:63-113). Cada colonia bacteriana procedente de un
clon bacteriano que contiene un plasmido recombinante se transfiere a un membrana de nitrocelulosa y se criba por
hibridacién en colonia con la sonda de 604 pb, tal como se obtiene en el EJEMPLO 2.3. Para cada clon positivo, es
decir que se hibrida con la sonda, el plasmido recombinante (pKS1) se extrajo y purificé gracias al kit QlAprep Spin
Miniprep (QIAGEN, Mississauga, Canada). Debido a la fuerte inestabilidad del fragmento Smal en el seno del
plasmido pBKS, que implica la aparicion de plasmidos de tamarfios variados, se realiz6 una digestion por Smal de 10
pg de plasmido pBKS 1 seguida por una extraccion en gel. La extraccion de la banda Smal se obtuvo gracias a una
extraccién después de migracion en un gel «de bajo punto de fusion». Se obtuvieron aproximadamente 600 a 1000
pares de bases por cada extraccion, por consiguiente fueron necesarias una docena de extracciones para obtener
una secuencia completa. Después del analisis de la secuenciacion, faltaba la parte hacia el extremo 5' del gen
mpdC, se realizé un nuevo minibanco con el fin de obtener un fragmento Pstl de 5,6 kb utilizando las mismas
técnicas que precedentemente, pero utilizando la sonda de 914 pb que se encuentra en el primer inserto y obtenida
con ayuda del par de cebadores MF3/MR3. El plasmido pKS3 se aisl6 a partir de un clon positivo revelado por
«hibridacion en colonias» (Figura 6). El fragmento Pstl-Pstl detectado por la sonda fue pues clonado segin el mismo
protocolo que precedentemente para obtener un plasmido recombinante pKS3.

La totalidad del inserto Pstl presente en este plasmido se secuencid segun la técnica de «primer-walking (recorrido
del cebador» con ayuda de una T7 DNA-polimerasa (T7-DNA sequencing kit, Applied Biosystems, Foster City, CA) y
de un secuenciador (secuenciador con fluorescencia automatico ABT prism 377; Applied Biosystems, Foster City,
CA). Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos correspondientes se compararon con las contenidas en las
bases de datos EMBL, Swissprot y GenBank utilizando los programas informaticos BLASTN y BLASTX del National
Center for Biotechnology Information (NCBI).
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EJEMPLO 4. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS DIFERENTES MARCOS DE LECTURA
ABIERTOS (ORF) COMPRENDIDOS EN LA SECUENCIA SEQ ID NO:11 DE M. AUSTROAFRICANUM [-2562

El analisis de los marcos de lecturas abiertos presentes en la secuencia de DNA Pstl/Smal, SEQ ID NO:11 obtenida
después de las dos clonaciones descritas en el EJEMPLO 3 se realizé con ayuda del programa informatico «ORF
finder». Se identificaron cinco secuencias codificantes SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7 y
SEQ ID NO:9; dichas secuencias codifican respectivamente los polipéptidos SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:10 (véase la tabla siguiente).

Secuencia ORF Secuencia de aminoacidos Nombre del Peso

nucleotidica del polipéptido polipéptido molecular

SEQ ID NO:1 mpdC SEQ ID NO:2 MpdC 55 kDa
1515 pb 552 aminoacidos

SEQ ID NO:3 orfl SEQ ID NO:4 27 kDa
648 pb 215 aminoé&cidos

SEQ ID NO:5 mpdB SEQ ID NO:6 MpdB 64 kDa
1659 pb 552 amino&cidos

SEQ ID NO:7 orf2 SEQ ID NO:8 25 kDa
672 pb 223 amino4cidos

SEQ ID NO:9 mpdR SEQ ID NO:10 MpdR 47 kDa
1233 pb 410 amino&cidos

La secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:6 del polipéptido MpdB de 64 kDa por tanto pudo ser correlacionada con
las primeras secuencias polipeptidicas y las amplificaciones por PCR de 204 y 604 pb. Este gen mpdB esta
comprendido en une organizacion genética que comprende otros 3 ORF en la misma orientacién, mpdC, orfl y orf2,
gue codifican respectivamente las proteinas de 55, 27 y 25 kDa. Aguas arriba (o sea en direccion 5') de este grupo,
se identificd un nuevo gen orientado en el sentido opuesto al primer grupo y que codifica una proteina de 47 kDa y
se denominé mpdR. La organizacién de este sistema se esquematiza en la Figura 7.

4.1. ORF mpdC, SEQ ID NO:1

El andlisis por el programa BLAST esquematizado a continuacion muestra fuertes similitudes con numerosas
deshidrogenasas que pertenecen a la familia de los aldehido-deshidrogenasas. El polipéptido SEQ ID NO:2
codificado por este ORF corresponde a un polipéptido de 55 kDa, cuya expresion es inducida en MTBE. Este
polipéptido es capaz de deshidrogenar el hidroxibutiraldehido a HIBA.
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Resultado obtenido por programa informatico "NCBI domain search™:

Aldedh, Familia de las aldehido-deshidrogenasas e-valor = 3e-114
PutA, aldehido-deshidrogenasas dependientes de NAD e valor = 5e-106
COG4230, Delta-1-pirrolina-5-carboxilato-deshidrogenasa e valor = 3e-44
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4.2. ORF orfl, SEQ ID NO:3

El polipéptido SEQ ID NO:4 codificado por este ORF corresponde a un polipéptido de 27 kDa, cuya expresién es
inducida en MTBE.

4.3. ORF mpdB, SEQ ID NO:5

El polipéptido SEQ ID NO:6 codificado por este ORF corresponde a un polipéptido de 64 kDa, cuya expresion es
inducida en MTBE. Hay fuertes similitudes con numerosas oxidasas y deshidrogenasas que pertenecen a la familia
de las GMC (Glucosa-Metanol-Colina)-6xido-reductasas. El analisis por el programa "NCBI Conserved Domain
Search" detectd mas precisamente similitudes con la proteina codificada por el gen betA, que codifica la colina-
deshidrogenasa que pertenece a esta misma familia. La secuencia de aminoacidos deducida puede ser
correlacionada con la secuencia N-terminal y las dos secuencias internas de la proteina de 64 kDa inducida
especificamente en MTBE y responsable de la transformacion del 2-M-1,2-PD en hidroxibutiraldehido.
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Resultado del programa informatico NCBI conserved domain search:

Resultado obtenido para una busqueda de dominios conservados por NCBI

BetA, Colina-deshidrogenasa y flavoproteinas relacionadas e-valor = 3e-48
KOG1238, Glucosa-deshidrogenasa/colina-deshidrogenasa e-value = 2e-07
KOG1335, Dihidrolipoamida-deshidrogenasa [Produccion de energia]... e-value = 6e-05
GMC_oxred_N, GMC 6xido-reductasa e-value = 2e-03
GMC_oxred_C, GMC 6xido-reductasa e-value = 4e-03

4.4. ORF orf2, SEQ ID NO:7

El polipéptido SEQ ID NO:8 codificado por este ORF corresponde a un polipéptido de 25 kDa. El analisis por el
programa BLAST revel6 una homologia con una di/tripéptido permeasa (COG3104: Dipéptido/tripéptido-permeasa
[Rubrivivax gelatinosus PM1] Longitud = 372, Valor esperado = 2e-24). El analisis de la hidropatia de esta proteina
por el programa "Predict Protein" reveld la presencia de 5 segmentos transmembranales cuya organizacién se
esquematiza a continuacion:

La expresion de este polipéptido es inducida probablemente en presencia de MTBE.

Esta proteina se encuentra pues en el seno de la membrana de las bacterias de la especie M. austroafricanum.
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EXTRACELULAR
L1: Longitud del bucle
KR: Numero de Lys y Arg

4.5. ORF mpdR. SEQ ID NO:9

El polipéptido SEQ ID NO:10 codificado por este ORF corresponde a un polipéptido de 47 kDa. Este ORF esta
situado en direccién 5' respecto a las cuatro ORF precedentes y esta orientado en el otro sentido como muestra la
Figura 7. El andlisis por el programa BLAST revel6 una similitud del primer resto de la secuencia con numerosos
reguladores transcripcionales 54, principalmente del tipo AcoR:

Activador transcripcional dependiente de Sigma-54 [Azoarcus sp. EbN1] e = 6e-23
COG3284: Activador transcripcional AcoR del metabolismo de acetoina/glicerol e = 1e-22

Después de estos analisis no es posible detectar si la expresion de este polipéptido es inducida especificamente o
no en el perfil MTBE, pero es posible detectar su expresion en el momento del analisis por RT-PCR. Dicha expresion
desempefia potencialmente un papel en la regulacion de la expresion de los genes mpd.

EJEMPLO 5: EXPRESION POR RT-PCR DEL GRUPO DE LOS GENES mpd

5.1. Extraccidon del mRNA de M. austroafricanum [-2562

Para los experimentos de extraccion de RNA, todas las herramientas, todas las soluciones y el recipiente se
prepararon de manera que se evitara la contaminacion por RNAasas segun los métodos estdndares (Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, Nueva
York, 2001)

El RNA total de M. austroafricanum 1-2562 se extrajo a partir de 20 mL de un cultivo a D.O.s00nm de 0,7. Después de
una incubacion en hielo de 30 minutos, las células se centrifugaron (8000 x g durante 10 minutos a 4°C) y se
conservaron sobre hielo. A continuacion, se afiadieron al sedimento de células 600 pL de lisozima (Roche
Diagnostics, Laval, Canada) de 3 mg.mL'1 y 600 uL de lisostafina (Sigma, St. Louis, Missouri) de 50 ug.mL'1 y la
mezcla se incubd a 37°C durante 10 minutos. A continuacién se afiadieron 10 mL de RNAwiz™ (Ambion, Austin,
Texas) y la mezcla se sometié a agitacion con vortice durante 15 segundos. A continuacion la mezcla se fraccioné
en tubos de 2 mL (14000 pL/tubo) que contenian 250 mg de bolas de zirconio-silice (0,1 mm de didmetro) colocadas
en un adaptador para vortice (Ambion) y se sometieron a agitacion con vortice durante 10 minutos. Después de
haber centrifugado (1300 x g a 4°C durante 5 minutos), el lisado bacteriano correspondiente a los liquidos
sobrenadantes de cada tubo se transfirié a nuevos tubos de 2 mL y se afiadieron 2 mL y 0,2 volimenes de CHCl; en
cada tubo. Los tubos se sometieron a continuacién a agitacion con vortice durante 30 segundos, se incubaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos, y después se centrifugaron (13000 x g a 4°C durante 5 minutos) con el fin
de recuperar los liquidos sobrenadantes en los nuevos tubos de 2 mL. Los extractos de RNA se precipitaron
afiadiendo secuencialmente 0,5 volimenes de H,0 tratada con DEPC, 1 volumen de isopropanol y 1/50 de volumen
de glicogeno exento de RNasa de 5 mg.mL'l (Ambion), se mezclaron bien y se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 minutos. EI RNA se centrifugd (13000 x g a 4°C durante 5 minutos), se lavo dos veces con etanol del
70%, se sec6é 30 segundos (DNA Speed Vac, Savant) y se volvié a suspender en H,O-DEPC (25 mL/tubo). La
calidad del RNA se determiné por electroforesis con ayuda de un gel de agarosa al 1% no desnaturalizante en un
tampon TBE 0,5X (Trizma Base 45 mM, acido bérico 45 mM, Na;:EDTA 1 mM a pH=8,3). El RNA se precipitd con
1/10 volumen de acetato de sodio 3M de pH=7,0 y 2,5 volimenes de etanol al 95%, y después se conservé a 80°C.
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5.2. Tratamiento con DNasa y transcriptasa inversa - PCR (RT-PCR)

Dos mg de extractos de RNA de M. austroafricanum [-2562 se trataron con el kit «kDNA-Free» (Ambion, Austin,
Texas) segln las recomendaciones del fabricante. La eliminacion del DNA se verifico con ayuda de amplificacién por
PCR utilizando los cebadores especificos creados en el grupo mpd y por electroforesis en gel de agarosa al 1%. La
concentraciéon final del RNA se cuantific6 a 260 nm con ayuda de un Nanodrop (Nanodrop Technologies,
Wilmington, USA). Los experimentos de transcriptasa inversa-PCR (RT-PCR) se emplearon segun el protocolo del
kit «One step RT-PCR» de QIAGEN (QIAGEN, Mississauga, Canadd) tal como se describe por el fabricante. Se
utilizaron 120 ng de RNA en cada tentativa de RT-PCR con, cada vez en paralelo, una amplificaciéon por PCR con
control positivo (y negativo) con (o sin) 100 ng de gDNA de M. austroafricanum [-2562. Las condiciones de RT-PCR
se describen a continuacion.

- etapa de transcripcién inversa:
1) 30 minutos a 50°C

2) o0 ab50°C

- etapade PCR:

15 minutos a 95°C

30 a 40 ciclos (variables en funcién de la intensidad de la sefial):
1) 30 segundos a 94°C

2) 1 minuto a 55°C

3) 1 minuto a 72°C

- etapa de elongacion final:

1) 10 minutos a 72°C

2) wa4eC

5.3. Expresién por RT-PCR del grupo de los genes mpd durante el crecimiento de M.austroafricanum 1-2562 en TBA

La expresion de los genes mpd es analizada después del crecimiento de las bacterias en TBA, el principal
intermedio de la biodegradacion del MTBE (veéase la Figura 1). Se crean pares de cebadores que se encuentran en
los diferentes genes mpd (véase la Tabla) siguiente con el fin de verificar que el mMRNA que corresponde a este
grupo era transcrito en un monocistron. El RNA total se extrae de los cultivos después del crecimiento en TBA y las
RT-PCR se efectian con los diferentes cebadores. El resultado de esta experimentacion que se presenta en la
Figura 8 muestra que muy probablemente la transcripcion del grupo de los genes mpd es monocistronica; estando
los genes organizados en operén. (Ma et al. J. Bacteriol., 2002, 184: 5733-5745).
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Tabla: Cebadores utilizados en el conjunto de experimentos de amplificaciéon por PCR y RT-PCR:

Cebadores Secuencia Region amplificada
Bottl (SEQID N :15) 5’-TGCACACAGGCCACAACCCA-3’ rDNA 16S
Bott2 (SEQID N :16) 5'-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ rDNA 16S
244 (SEQID N :17) 5'-CCCACTGCTGCCTCCCGTAG-3 rDNA 16S
Tb1l (SEQID N :18) 5'-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3’ hsp635
Tb12 (SEQID N :19) 5'-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3 hsp65
MaFV2 (SEQ ID N :20) 5’-GTCTAATACCGAATACACCCTTCT-3’ rDNA 16S
MaRV6 (SEQID N :21) 5'-GTAGTTGGCCGGTCCTTCTTCTCC-3" rDNA16S
MF1 (SEQ ID N :22) 5'-TGAGAAGCCTCGTGTATTAC-3 orfl-mpdB
MR1 (SEQ ID N :23) 5'-GAGATAAGGCGTGGTGAA-3’ orfl-mpdB
MF2 (SEQ ID N :24) 5'-AGTGACGGCACCCATAAGTG-3’ mpdR interna
MR2 (SEQ ID N :25) 5'-TCGAGGTGTTGAGGTCCGAAT-3’ mpdR interna
MF3 (SEQ ID N :26) 5’ -ATCATCCCGTGGAACTAC-3 mpd(C interna
MR3(SEQID N :27) 5'-TGACCTGGGCGATGTGTT-3’ mpd(C interna
MF4 (SEQ ID N :28) 5'-ATCAGACCTGGGATGTGC-3’ mpdB-orf2
MR4 (SEQ ID N :29) 5’-GGCTGTGAAAGTCGGATGA-3’ mpdB-orf2
RT-PCR-F1 (SEQ ID N :30) 5 -AGTGACGGCACCCATAAGTG-3’ mpdR interna
RT-PCR-R1 (SEQ ID N :31) 5'-TCGAGGTGTTGAGGTCCGAAT-3’ mpdR interna
RT-PCR-F2 (SEQ ID N :32) 5 -GCAGGTCGGCTCGGTAATGA-3’ mpdC-orfl
RT-PCR-R2 (SEQ ID N :33) 5’-GTAATACACGAGGCTTCTCA-3’ mpdC-orfl
RT-PCR-F3 (SEQ ID N :34) 5’ -ACGGTCTCGTCGGCAAATAC-3’ mpdB-orf2
RT-PCR-R3 (SEQ ID N :35) 5'-GCACATCCCAGGTCTGAT-3’ mpdB-orf2

6.1. Construccion del vector de expresién que contiene los genes mpd y transformacién de las bacterias

Los genes comprendidos en la organizacion genética mpd fueron insertados en el seno del vector pCL4D en dos
etapas (Picardeau et al., Microbiology, 2000, 146: 305-313). En un primer tiempo el fragmento Notl-Notl de 4401
pares de bases contenido en el plasmido pKS 1 se digerioé por Notl (NEB, Pickering, Canada) y se cloné en el sitio
Hincll de pCL4D. Las células quimiocompetentes de E. coli DH10B se utilizaron para la transformacion y la seleccion
de los transformantes en el medio LB que contiene 20 ug.mL'l de kanamicina. La deteccion de los clones positivos
que contenian el plasmido recombinante p4D1 se realizé por la amplificacion por PCR con ayuda de los cebadores
Forward y Reverse (Tabla en el EJEMPLO 5). En la segunda etapa el fragmento Pstl de 5574 pb que contenia la
parte que falta del gen mpdC, el gen mpdR y el orf3 se extrajo por digestion del plasmido pKS3 con ayuda de la
enzima Pstl. Este fragmento se introdujo en el seno del plasmido p4D1 digerido previamente por Pstl que permite asi
llevarse el fragmento Pstl correspondiente a la sonda de 914 pb presente en el plasmido p4D1. La orientacion del
fragmento Pstl en el plasmido recombinante p4D2 que contiene la totalidad del grupo mpd se verificd por PCR.

Con el fin de expresar el conjunto de los genes clonados, el vector p4D2 se introdujo en células competentes de la
cepa M. smegmatis mc2 155 utilizando la técnica de electroporacion. Un transformante (cepa M. smegmatis mc2
155-clon 9) procedente de esta transformacion se aislé en una caja con LB que contenia kanamicina (20 ug.mL'l). El
plasmido pCL4D que no comprende inserto fue introducido igualmente en bacterias de la cepa M. smegmatis mc2
155 (cepa M. smegmatis mc2 155-pCL4D) y sirvié de control.

6.2. Expresién funcional de los genes mpdB y mpdC en M. smegmatis mc2 155

Las bacterias M. smegmatis mc2 155-clon 9 (con inserto) y M. smegmatis mc2 155-pCL4D (control) se conservan en
el medio LB que contienen 20 mg.L'1 de kanamicina. Las dos cepas se cultivan en 200 mL de medio LB que contiene
20 mg.L'1 de kanamicina durante 72 horas a 30°C. Las células de M. smegmatis mc2 155-clon 9 y M. smegmatis
mc2 155-pCL4D se recogen por centrifugacion (13.000 g durante 15 minutos), se lavan dos veces y se ponen en
suspension en 40 mL de tampon de fosfato (20 mM, pH 7) que contiene el sustrato a ensayar (MTBE, TBA, 2-M-1,2-
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PD o HIBA) en frascos sellados de 120 mL. Después de la siembra los frascos se incuban a 37°C en un agitador
rotatorio. Cuando es necesario, se afiade cloranfenicol a partir de una solucién en agua esterilizada por filtracion
(0,22 pm) con el fin de obtener una concentracion final de 400 mg.L'l. Las muestras filtradas de estos cultivos son
analizadas por CPG o HPLC. La degradacion del sustrato es seguida por un periodo de 24 horas. Las actividades
especificas (mg de sustrato degradado. g'l de biomasa.h'l) se calculan a partir de las velocidades maximas de
degradacion.

6.3. Expresiéon en M. smegmatis mc2 155 del grupo de los genes mpd aislados de M. austroafricanum [-2562

Un fragmento de 9,1 kb, SEQ ID NO:11 que contiene el grupo de los genes mpd de M. austroafricanum |-2562 se clond
en el plasmido pCL4D (Picardeau et al., 2000). Este plasmido, denominado p4D2, se utiliz6 seguidamente para efectuar
la transformacién de M. smegmatis mc2 155. La transformacion se realiz6 con el plasmido pCL4D, como control. Se
seleccionaron dos transformantes: M. smegmatis mc2 155-clon 9 (que contenia p4D2 y que lleva por tanto los genes
mpd) y M. smegmatis mc2 155-pCL4D (que lleva el vector, pCL4D). Las dos cepas se cultivan en el medio LB que
contiene kanamicina y después se ensayan en dos experimentos en células en reposo para analizar la capacidad de
degradar el MTBE, el TBA, el 2-M-1,2-PD y el HIBA. No se observo ninguna degradacion del MTBE, del TBA o del
HIBA con las cepas M. smegmatis mc2 155-clon 9 y M. smegmatis mc2 155-pCL4D (Tabla 2).

La degradacion del 2-M-1,2-PD y la produccion estequiométrica de HIBA (312,1 + 2,3 pM degradado y 311,6 + 4,5
UM producido, respectivamente) se observé solamente en presencia de la cepa M. smegmatis mc2 155-clon 9
(Figura 9). No se observo ninguna degradacién del 2-M-1,2-PD en presencia de la cepa M. smegmatis mc2 155-
pCL4D o en el control abidtico. Al ser las dos cepas cultivadas en medio completo de LB, la induccion de los genes
era necesaria para producir las enzimas correspondientes y esto es porque la degradacién no comienza mas que
después de 4 horas de incubacion en presencia de 2-M-1,2-PD. No se observa ninguna degradacion del 2-M-1,2-PD
cuando las células de M. smegmatis mc2 155-clon 9 se incuban en presencia de 2-M-1,2-PD y de cloranfenicol que
se sabe que puede inhibir la traduccion de los mRNA a proteinas.

Se calculd la velocidad méxima de degradacién del 2-M-1,2-PD por la cepa M. smegmatis mc2 155-clon 9y es 2,34
+0,41 umol.g'1 (peso seco).min 1

EJEMPLO 7: IDENTIFICACION DE UNA NUEVA CEPA DE M. AUSTROAFRICANUM 1-3401, CAPAZ DE
CRECER EN MTBE

El agua de lluvia recogida en el fondo de un depdsito de almacenamiento de una gasolina aditivada con MTBE se
utilizé para sembrar el medio mineral MM que contenia 200 mg.L'1 de MTBE. EI MTBE fue lentamente pero
totalmente consumido en 140 dias. Todas las bacterias que forman colonias después de esparcimiento en cajas de
medio LB, se re-aislan individualmente en placas y después se analizan para ver su capacidad de crecer en MM que
contiene MTBE como Unica fuente de carbono y de energia. Se aisl6 una bacteria Gram-positiva y aerobia estricta
gue forma bastoncillos, y que crece en forma de colonias amarillas en cajas de medio LB y se reveld capaz de de
crecimiento en MTBE.

El rDNA 16S de la cepa 1-3401 fue totalmente secuenciado para las dos cadenas y el gen hsp65 fue parcialmente
secuenciado. La secuencia del rDNA 16S muestra que la nueva cepa 1-3401, SEQ ID NO:13, es muy préxima a M.
austroafricanum [-2562, con siete nucleétidos diferentes (5 sustituciones y 2 inserciones en 1-3401). La secuencia del
gen hsp65 difiere en ocho nucledtidos de la del gen hsp65 de la cepa-tipo (de referencia) de M. austroafricanum. Se
ha mostrado la capacidad de M. austroafricanum 1-3401 de crecer en MTBE (Figura 10).

EJEMPLO 8: CREACIQN DE_CEBADORES ESPECIFICOS DEL rDNA 16S DE M. AUSTROAFRICANUM Y
CONDICIONES ESPECIFICAS DE LA PCR

8.1. Anadlisis del rDNA 16S vy del gen hsp65 de la cepa M. austroafricanum [-2562

Con el fin de identificar la nueva cepa 1-3401, se realiz6 una amplificacién por PCR del rDNA 16S utilizando la pareja de
cebadores Bott 1 forward / Bott 2 reverse (véase tabla del EJEMPLO 5). El producto de amplificacion se purificd
utilizando el kit Qiagen (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canadd) y se realiz6 la secuenciacion nucleotidica utilizando el
cebador 244 (véase tabla del EJEMPLO 5). La amplificacion por PCR del gen hsp65 se realizo utilizando el cebador
forward Th 11 y el cebador reverse Th12 (véase tabla del EJEMPLO 5). El producto de amplificaciéon se purifico con el
kit Qiagen y la secuenciacion se efectud utilizando el cebador Tb 11. La reaccién de secuenciacion se efectud con el kit
BigDye ciclo terminator (Version 3.1, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) como se describe por el fabricante
utilizando 25 ng de DNA purificado y 15 pmol de los cebadores universales utilizados para la secuenciacion del rDNA
16S de las Eubacterias. La reaccién se programa como sigue: 25 ciclos de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C, y
4 minutos a 60°C. Los productos de la secuenciacion se purifican en columnas Centri-Sep como se ha descrito por el
fabricante (Princeton Separations, Inc., Adelphia, NJ, USA) para eliminar el exceso de terminadores. Las
secuenciaciones se realizan en un secuenciador automatico con deteccion por fluorescencia ABT Prism 377 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias nucleotidicas obtenidas se comparan con las contenidas en el banco de
datos de genes EMBL/GenBank y las identidades se evalGan utilizando el sistema de alineamiento BLAST (Altschul et
al., 1997).
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8.2. Creacidn de cebadores y condiciones especificas de PCR

Se alinean las secuencias del rDNA 16S de M. austroafricanum 1-2562 y de especies proximas de micobacterias y se
comparan las secuencias conservadas y variables. Sobre la base de los andlisis de estos alineamientos multiples,
Se comparan varios pares de cebadores especificos de la especie M. austroafricanum con las secuencias del rDNA
16S disponibles utilizando el programa de busqueda en los bancos de datos BLAST (Altschul et al., Nucleic Acids
Res., 1997, 25: 3389-3402). Estas secuencias se analizaron también con el fin de determinar su temperatura de
desnaturalizacion (Tm), la posibilidad de formacién de dimeros y su contenido en (G+C) utilizando el programa
Amplify. La pareja de cebadores mas eficaz era;: MaFV2 forward y MaRV6 reverse (véase Tabla del EJEMPLO 5). El
tamafio del producto de PCR esperado es 331 pb.

Las PCR se realizan de la manera siguiente: cada tubo contiene 5 uL de DNA gendmico que procede de una lisis
por calentamiento ("boiling lysis") durante 10 minutos de colonias aisladas en cajas recientemente esparcidas con
las cepas de coleccion, las cepas de Mycobacterium austroafricanum o las muestras procedentes de una biobarrera
sembrada con M. austroafricanum 1-2562, 2,5 unidades de DNA-polimerasa Taq (Amersham Pharmacia Biotech), 5
pL del tampon de DNA-polimerasa Taq diluido 10X (Amersham Pharmacia Biotech), 25 pmol de cada uno de los
cebadores, 4 uL de desoxirribonucleétidos-trifosfatos a 2,5 mM (a 200 pM cada uno: dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 2
pL de MgCl; a 25 mM, y de agua destilada estéril para tener un volumen final de 50 pL. El control negativo contiene
la misma mezcla que se ha descrito antes salvo que el DNA es reemplazado por agua estéril. Las muestras se
calientan previamente 3 minutos a 95°C en un aparato Bio-Rad Thermal iCycler (Bio-Rad, Mississauga, Ontario,
Canadd) y después la temperatura se baja a 80°C antes de su adicidon a la mezcla enziméatica DNA-polimerasa
Tag/tampon diluido 10X. Con el fin de obtener condiciones de amplificacion especifica, las condiciones de
amplificacion son las siguientes: 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 68°C, 1 minuto a 72°C repetido durante 30 ciclos y
la extension final se efectia a 72°C durante 7 minutos. Los tubos de PCR se conservan a 4°C hasta el momento de
efectuar la electroforesis en gel de agarosa. 10 pL de cada uno de los productos de la PCR se mezclan con 2 L de
tampon de deposicion que contiene glicerol al 30% (v/v), azul de bromofenol al 0,15% (p/v), xileno-cianol al 0,15%
(p/v). Los diferentes productos de la PCR asi preparados y el marcador de DNA de 1 kb GeneRuler™ (MBI
Fermentas, Inc., Burlington, Ontario, Canada) se depositan en un gel de agarosa al 1% (p/v) preparado en TAE.
Después de la migracion, el gel se colorea con bromuro de etidio y se revela con rayos UV a 254 nm sobre un
transiluminador. Los geles se fotografian utilizando un pelicula Polaroid de tipo 57.

EJEMPLO 9: DETECCION DE LA PRESENCIA DE LA ORGANIZACION GENETICA mpd EN EL SENO DE LA
NUEVA CEPA M. AUSTROAFRICANUM [-3401.

Se ha estudiado la biodegradacion del MTBE por la cepa M. austroafricanum 1-3401 al ser similar a la de M.
austroafricanum 1-2562, la presencia o no del «grupo» mpd en el seno de la nueva cepa. Asi se crearon parejas de
cebadores, MF1/MR1, MF2/MR2, MF3/MR3 y MF4/MR4 que amplifican especificamente en los diferentes genes del
grupo mpd (Tabla del EJEMPLO 5). Se realizaron amplificaciones por PCR efectuadas sobre el DNA genémico de
M. austroafricanum [-3401 o 1-2562 (este ultimo como control positivo) (Figura 11) y muestran amplificaciones
positivas para todas las parejas de cebadores. Esto demuestra la presencia de una organizacién genética similar a
la de los genes mpd de M. austroafricanum 1-2562 en el seno del genoma de la nueva cepa M. austroafricanum I-
3401. Es pues cierto que la nueva cepa utiliza el mismo camino de reaccion para asimilar el 2-M-1,2-PD en el curso
del catabolismo del MTBE.

EJEMPLO 10: DETECCION ESPECIFICA DE M. AUSTROAFRICANUM 1-2562 Y 1-3401 POR PCR.

Se crearon los cebadores MaFV2 y MaRV6 especificos de la especie M. austroafricanum (véase la tabla del
EJEMPLO 5). Se evalué la especificidad de estos cebadores fijandose en dos regiones variables V2 y V6 del rDNA
16S de M. austroafricanum 1-2562 utilizando el DNA gendmico de cepas mas o menos préximas. Los resultados
presentados en la Figura 12 muestran que solo los DNA genémicos de dos cepas de M. austroafricanum, 1-2562 y I-
3401, que metabolizan el MTBE permiten obtener una amplificacion por PCR positiva. Estos cebadores permiten
pues detectar especificamente los microorganismos de esta especie. Otros microorganismos del género
Nocardiaceae no presentan amplificacion por PCR.

EJEMPLO 11: COMPARACION ENTRE LAS CEPAS 1-2562 v 1-3401

M. austraafricanum
1-2562 1-3401
Capacidad de degradacion del ETBE (130 mg/L) 100 dias 33 dias
Metabolismo del MTBE: asimilacion de los intermedios . acumulacion del
2-M-1,2-PD
Velocidad de degradacién del 2-metil-1,2 propanodiol 413 mg.g™. peso seco.h™ | 60 mg.g™ peso seco.h™
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Una diferencia importante entre la cepa 1-2562 y la cepa 1-3401 reside en su capacidad de degradacién del ETBE:
para una concentracion equivalente de ETBE (130 mg/L), M. austroafricanum [-2562 degrada el ETBE en 100 dias
mientras que 1-3401 realiza esta degradacion tres veces mas rapido. Por otra parte, la velocidad de degradacion del
2-M-1,2-PD cuando se utiliza directamente como sustrato es aproximadamente 7 veces mas rapida en 1-2562 que
en 1-3401. Finalmente, es posible detectar la presencia de 2-M-1,2-PD en el curso de la degradacion del alcohol
terc.butilico (TBA) en 1-3401 debido al hecho de esta diferencia de velocidad de degradacion del 2-M-1,2-PD.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Institut Frangais du Pétrole National Research Council of Canada

<120> Polipéptidos que tienen una actividad en la via de degradacion del metil-terc.butil-éter (MTBE) y sus utiliza-

ciones

<130> BCT060
<160> 35
<170> Patentin
<210>1

<211> 1515
<212> DNA

237

versioén 3.3

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 1

atgacccgaa ctctctcggc tgatgccgac

gtcaacggeg
acgggtcgac

aaagccgctg

ctgctcagge gattggcgga |

tcgctggact
tggctcgagt
ggtaacaaac
tggaactacc
acctgtgtcg
gtacacgccg
gccgacgegg
gagaccgggc
ctcggcggga
gtggccgtac
ttcctccatg
thaccgtcg
cactacgacc
ggcggcagtc
gtcgacgtcg
gtgatgcggt
ctcttcgetg
caggtcggct

ggccacaagc
caggtcaagc

ggtgcacctc
<210>2
<211>504
<212> PRT

agtggctgec
cgatcactga

ccgacgtggc

cgggtcacta
actgggccgg
tcagcttcac
cgctgttgat
tcaagcccge
ccggttttce
ctcttgecge
gggagatcgc
agagcccgtt
agggcttctg
aggacatcgc
gcgacccgtt
gtgtgcgtga
ggccgacgga
caacggatgc
ggtcatcggt
tgctctggtg
cggtaatgat

aaagcggcac

cgcccgeagt
gattccccge
cgttgagtgg
gctggtégca
tctggcgaag
cgcagctgac
cttgttggaa
ccttgctcgg
tgaggacacg
cgccggagtg
tcaccccgag
ccgactgggc
ggtcgtcttt
ctcacgggca
cgaccggttc
cgacggtgcg
gtacatcgag
cacgcccgat
gcggatcgca
cgacgatctg
ccgggacatc
caacgactgg
cggacgcgag

acccgcacgg
ggggccacct
ggggactcga
cagttcaccg
gagaacgccg
gcgcgtgaac
aaagtgggcg
ccgctgggeg
tccatcgece
tccctgtcag
ttcaatgtgg
gtgcgcggaa
ggccaacaca
cccgacgege
gggcaagtgt
ctcgagatgc
acccagatgg
gtcgggaagc
gacgggttct
cgcgaggaga
atcgccacca
accagtgcgc
ttcggtgagc
gaaggcctcg

cgacacctcc
ttcccaccat
gcgatgtgga
atgccatcac
aggagctggc
tggtgaccgce
gccgcaccat
tcaccgecgea
cggcactcgce
cgctgaagtt
tgaccggtta
tcaccttcac
tcgeccaggt
cgctcgaaga
gtgtcgccgg
tcgtttcgeg

‘gtccgetcge

aggaggcgac
tcgtcgagec
tcttcgggee
tcaatgattc
tggacacggc
tgccgatgac

aagcggtaca

gctgatgtac
cgaacccagc
c€gcggeggtg
ccgecgeegec
gcggatcgag
gatacccctg
cgcrgtaccg

catcatcccg

attgggcaac
‘cgccgagetg

cggttccgaa
cggttcgacc
caacctggaa
cgccgtagag
gagccggcetc
actcgagact
ctcgaagaag
cctgctctac
aacggttttc
cgtcacagcg
ggaattcggt
gaaacgcctg
tccgcacgga

cggctacaca

acatcggcat caacctcgag ccgtcgcccg caaagtccge cgattgggec

tgtga

<213> Mycobacterium austroafricanum
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

1900
960

1020

1080

1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
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<400> 2
met Thr Arg
1

Pro.

Thr

pro

Asp

65

Leu

Ala

Glu

Ala

ser

145

Trp

Ala

ser

Gly

Leu

Phe

Arg

50

val

Leu

Arg

Leu

-ASh

Leu

Ala

val
210

Met

Pro
35

Gly

Ala

Arg

Ile

val

115

Lys

Thr

Tyr

Gly

Leu

195

Phe

Thr

Tyr
20

Thr

Asp
val
Arg
Glu
100
Thr
val
Leu
Pro
Asn
180

Lys

Asn

Leu

val

Ile

Ser

Glu

Leu

85

Ser

‘Ala

Gly
Leu
Leu
165
Thr

Phe

val
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Ser Ala Asp

ASn
Glu
ser
Trp
70

Ala
Leuy
Ile
Gly
Glu
150
Leu
Cys

Ala

val

Gly

Pro

Asp

55

Glin

Glu

Asp

Pro

Ile

val

Glu

Thr
215

Glu

ser
40

val.

Phe

Leu

Ser

Leu

120

Thr

Leu

Leu

val

Leu

200

Gly

Ala

Trp

25

Thr

Asp

Thr

val

Trp

Ile

Gly

Ala

Tyr

Asp
10

Leu
Gly

Ala

Asp

'AT a

90

His

Leu

Ala

val

His

Gly

Thre

Pro

Arg

Ala

Ala

75

Glu

Tyr

Glu

val

Thr

155

ser

Ala

Ala

Ser

21

Arg
Ala
Pro
val
60

Ile
ASNn
Leu
Tyr
Pro
140
Ala
ﬂe
Glu

Ala

Glu
220

Thr

Arg

Ile

45

Lys

Thr

Ala

Ala

His

Ala

Asp

Gly

Ala

Ala
Ser
30

Thr
Ala

Arg

Glu

Asn
Ile
Pro
Thr
190

Phe

Gly

Thr

15

Gly

Glu

Ala

Ala

Glu

95

Ala

Gly

Lys

Ile

Ala

175

Ser

Pro

Ala

Pro
Ala
Ile
Ala
Ala
80

Leu
Arg
Ala
Leu
Pro
160
Leu
Leu

Ala

Ala'



Leu
225
Glu
val
Ala
Arg
Asp
305
val
Ala
Lys
Pro
Thr
385
val
ser
Ala
Asp
ser
465

GIn

Ala
Thr
Asn
Pfo
Ala
290
Ile
Thr

Ser

Gln

Asp

Met

Glu

Leu

Gly

val

Ala

Gly

Leu

Leu

275

Gly

Ala

val
Lys

Glu

His

Arg

Glu

260

Glu

GIn

Asp

Gly

Lys

340

Ala

355

Asp
Ala
Arg

Phe

Thr

Gly

Arg

Trp

Gly

Gly

Pro
Glu
245
Leu
Asp
val
Arg
ASp
His
Thr
Phe
Ile
ser
405
LLeu
Ala

Glu

Arg

Lys His Ile
485

Glu val
230

Ile Ala
Gly Gly
Ala val

Cys val
295

Phe Leu
310

Pro Phe
Tyr Asp
Leu Leu

Phe val
375

Ala Arg
390

Ser val
Phe Ala
Lys.Arg
Leu Pro

455

Glu Glu
470
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Arg
Arg
Lys
Glu
280
Ala
Glu
Asp
Arg
Tyr
360
Glu
Glu
Asp
val
Leu
440

Met

Gly

Gly

Leu

ser

265

val

Gly

Met

Gly

Ala

Ser

Leu

Ala

330

val
345
Gly

Pro

Glu

ASp

Leu

425

GIn

Thr

Leu

Gly Ile Asn Leu

Ala Asp Trp Ala Gly Ala Pro Leu
500

<210> 3
<211> 648

'Arg

G1y
Thr
Ile
Leu
410
Trp
val
Pro

Glu

Glu
490

Thr
235
Gly
Leu
val
Arg
val
315

Thr

Glu

Gly
val
s
Ile
cys
Gly
His
Ala

475

Pro

22

Phe

GIn

val

Gln

Leu

‘300

Ser
GIn
Tyr
Arg
Phe
380
Gly
Ala

Arg

ser

Ser

Thr
His

val

Arg
Met
Ile
Pro
365
val
Pro
Thr
Asp
val
445
Gly
His

Pro

Gly
Ile
Phe
270
Phe
Leu
Leu
Gly
Glu
350
Thr
ASp
val
Ile
Ile
430
Met
His
Gly

Ala

ser

Ala

255

Pro

cys

His

Glu

Pro

335

val

Asp

val

Thr

Asn

415

Thr

Ile

Lys

Tyr

Lys

Thr
240
Gln
Asp
Ser
Glu
Thr
320
Leu
Gly
Thr
Ala
Ala
400
Asp
ser
Asn
GIn
Thr

480

ser
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<212> DNA
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<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 3
atgcctcaag

cgtcccgatc
gtcgcgtttg
gccgaaggcg
acgactccca
agcgcactcg
gcggtcctec
tattacggct
gggcgegact
gatgaagcgg
gtccgagtgg

<210>4
<211> 215
<212> PRT

aagacgcctt
aaccccattt
atgagctcga
gctttccggce
ccggattccg
cggggctcgg
gattggagaa
actactccgc
accacggacc
cgctctccac

atctcagcaa

ggtgagcgcec
cgagaccggc
ggcagcggte
cgcaagcgac
cgcgaagcac
cgaagaattc
ggacgatgag
gaacgcagtg
cccactccec

atcggggcag
actcacctgg

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 4

¥et Pro GIn Glu gsp Ala Leu

Leu

Arg

Ala
50

Phe
65

Thr

Asp

Gly Glu
Leu Gly
35
val Ile
Pro Ala
Thr Pro

Lys Leu

Asp
20

Arg

Gly Leu

Asp Ala

Ala Ser

Thr Gly

85

ser

Pro Asp

val
40

Leu
55

Asp val

70

Phe Arg

Ala Leu

val

GIn

Ala Pro

Ala Asp

Gly

Ala

Ala

ccattcgggg
cgaccgagac
atcgacgccc
gtgggaatcg
ttcccctacce
gtcaacgccg
gagttcttcg
accgtcgeca
tacggctatc
ggctcagget

ctgaacaaca

Ser
10

Pro
25

val
Thr

Ile

Lys
90

23

Ala Pro
His Phe
Ala Phe
Met Ile
val Asp
-75
His Phe

Leu Gly

cgccgtectt
tcggcggact
tggccgacac
tcgatttctt
tcgaagagga
acaccgatac
cgcaggtgag
ttcaccagca
tgcattgcat
atgtcgccac

agacttga

60

Phe Gly
Glu Thr
Asp g;u
Pro Ala
Phe Phe
Pro Tyr

Glu Glu

gggggaagat
ggtcgeccccc
gatgatcccc
cggccgctac
caagttgaag
gcgcacccag
aagcctcgtg

gattccggcc

cgaggactgg
cgacgatgtg

Pro
-15

Ala

Gly
30

Arg
Leu Glu
Glu Gly
Gly Arg

Glu
9s

Leu

Phe val

110

Ser

Pro

Ala

Gly

Tyr

80

Glu

Asn

60
120

.180

240
300
360
420
480
540
600
648



-Ala
Asp
Tyr
Gly
Ile
Gly

Thr

<210>5

ASp

Glu

130

ser

Arg

Glu

TYFP

Trp
210

<211> 1659
<212> DNA
<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 5

Ala

Asp

Asp

val

195

Leu

ASp

Phe

Asn

Tyr

Asn

Thr
Phe
Ala
His
165
Asp

Thr

Asn

Arg
Ala
val
150
Gly
Glu

Asp

Lys
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Thr

Gln

135

Thr

Pro

Ala

Asp

Thr
215

Gln

120

val

val

Pro

Ala

val
200

Ala val
Arg Ser
Ala Ile
Leu Pro

170

Leu ser
185

val Arg

24

Leu

Leu

TYyr

The

val

Arg Leu
125

val Tyr
140

GIn Gln
Gly Tyr

Ser G1y

Asp Leu
205

Glu

Tyr

Ile

Leu

Lys

Asp

Gly Tyr

Pro

His

175

Gln
190

Ser

Gly

Lys

Ala
160
Cys

Ser

Leu
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gtgacaacat
ggcgtcacgce
tgggtgacac

ggatgggcct
accacgcctt

ccgcgcetaca

gactggccga
ggcatctccg
ccaccggtca
tggcactggt
gacatcgccg
cacacccact
gaacagatcc
ggcgcacggc
ccgagactgc
ggtctcgtcg
acaagccgga
taccacaccg
ttcggegetg
tcgcatcgea
gaagacctcc
ggcctcectg
tacggcatcg
accggcgtgc
aacccagaag
gttgtcgacg
gcgctegecg
cgcaccacgc
<210> 6

<211> 552
<212> PRT

ccgccgatca
tcaagctggt
cgcccgagea
acgacccgaa
atctcatgaa
agccggtcga
tcagctacga
gcatggtggg
aaccgggcaa
ggccatcgga
caggcaacga
ggccgaccge
acacgaagaa
acgagatcaa
tcctcatgag
gcaaatacct

tggaaggcta

acaccaatcg
catacacagc
agttcttcaa
ccgtcgagac
cggcgcgtgt
accggatctt
tcaatcctec
attcggtcac
ggagctcgct
tgcgggcagg
cgagcaacga

ES 2392742 T3

gaccgacgtt
gcaggccgga
cccgcattac
cgtccgtgga
caacgtgggc
cttccgcaag
agagctcgceg
cgatccgtcg
gctggggcgce
caacgcgatc
gctctcgggt
catcgcgete
cggcaaggcc
cgcgaagatc
cgcgcagaag
gatgcaccac

caagggagcc

cggcttcgtc
aatgggcagce
cgaacacttc
gaactgcgtg
caactgggaa
cgaggccgcg
gcccggttgg
caacaagtgg
caccaccggc
agattacatc

agacgcacct

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 6

ctggtcatcg
tacaaggtga
caccgggaat
ctcccggaag
ggtagcacga
ggcaccgagc
ccgtactacg
tatccggatc
aacttcgctc
atcactcggc
agcccgacgg
ggagcggact
accggtgcga
gtggtggtct
gggcatcccg
attcttcgcg
ttcggcgctce

aacggtttcg

cacaccggtt

ggcaatcact

acactcgatc
ccacacgaga
cgagcgttgg
cactfgatgg
catcagacct
ggagctgtca
tcccgecgat

gccatctaa

25

gttcgggacc
cctgcctgga
gggagatcga
actacccggt
tgcactacgc
acgggttgga
acgagaacga
gaaccggagt
aggcgctggg
cacgcgaagg
gatcgctcag
tgcgtaccca
cctacatcga
cggccagcgg
acggtctggc
ttctggcgag
cactgtattc

gcatgcaggt
acgtggcccc
tgatggtttt
ctgacgccaai
acgacatcgc
gcgctgtcga
gcacctgtcg
gggatgtgcc
acccgacatc

tctccgacat

gggcggcgcg
gcaggggcct
aaagcaacgc
gaccggcttc
cggccactgg
aggcacgatc
cgcgatctac
cgaccgcgat
cgacctgggt
ccgcgagget
cacgccgacg
cgcccgagtc
cacccgtacc
gatcggaacc
caacagcaac
cgtggttcgce
gcacgagttc
ggcacgcagc
ctggggcaaa
catgttcggc
agactcgagt
gctggccaat
gaccaacgac
gatgggtaac
gaatctcttc
gacgatcggc
cgtcgatcag

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
1659



Met
Pro
val
His
Thr
Ala
Glu

Leu

Met
145

Thr
Gly

Thr

Pro
Thr
Gly
His
Ala

130

val

Thr

Gly

Cys

35

His

Asn

Pro

His

Gly

ser

Ala
20

Leu

Arg

val

Tyr

Tyr

Asp

A1~§
Gly
Glu
Glu
Arg
Leu
85

Pro
Glu

Tyr

Pro

Asp

val

Gln

Trp

Gly

70

Met

Arg

Gly

Asp

Ser
150

ES 2392742 T3

G1n

Asn
Tyr
Thr
18

Tyr

Thr

Leu

Pro

40

Ile

Pro

Asn

Lys

Ile

120

Asn

Pro

Asp
Lys
Trp
Glu
61 u
val
Pro
105
Asp
ASp

Asp

26

val

10

Leu

val

Lys

AsSp

Gly

90

val

Trp

Ala

Arg

Leu

val

Gln

Tyr

Gly

Asp

Pro

Ile

Thr
155

val
GIn
Pro
Arg
60

Pro
ser
Phe
Ile
Tyr
140

Gly

Ile

Ala

Pro

45

Gly

val

Thr

Arg

ser

125

Gly

val

Gly

Gly

30

Glu
Trp
Thr
Met
Lys
110
Tyr

Ile

ASp

Ser

15

Tyr

His

Ala

Gly

His

95

Gly

Glu

ser

Arg

Gly

Lys

Pro

Tyr

Phe

80

Tyr

Thr

Glu

Gly



Pro
Gly
Arg
ser
Pro
225
Glu
Asp
val
Gln
Lys
305
Thr
ser
Phe
Gly
Phe
385

Glu

Lys

pro

ASp

Pro

Gly

210

Thr

Gln

Thr

ser

Lys

290

TYyr

Ser

His

Gly

Ser

370

Phe

Asp

Asp

val

Leu

Arg

Ser

Ala

Ile

Arg

Ala

275

Gly

Leu

Arg

Glu

Met

355

His

Asn

Leu

ser

Pro
Ile
His
0

ser

His

Met

Met

Phe

340

GIn
Thr
Glu

Pro

-ser

420

Pro
165
Trp
Gly
Thr
Ala
Thr
245
Gly
Gly
Pro
His
Glu
325
Tyr
val
Gly
His
val

405

Gly

Gly
His
Arg
Gly
Leu
230
Lys
Ala
Ile
Asp
His
310
Gly
His
Ala
Tyr
Phe
390

Glu

Leu

Lys
Trp
Glu
215
Gly
Asn
Arg
Gly

Gly

Ile

Tyr-

Thr

Arg

val

375

Gly

Thr

Pro

ES 2392742 T3

Leu

Trp

Ala

200

Leu

Ala

Gly

His

Thr

280

Leu

Leu

Lys

Asp

Ser

360

Ala

Asn

Asn

Ala

Gly
Pro
185
Asp
Ser
Asp
Lys
Glu

265

Pro

Ala

Arg
Gly
Thr
345
phe
Pro
His
Cys

Ala

Ile

Thr

Leu

Ala

250

Ile

Arg

Asn

val

Ala

330

Asn

Gly

Trp

Leu

val
410

Arg

Asn

+ Asp

Ala
Pro
Arg
Thr
Asn
Leu
Ser
Leu
315
Phe
Arg
Ala
Gly
355

Thr

val

27

Phe
Asn
Ala
Thr
220
Thr
Gly
Ala

Leu

Asn
300 |

Ala

Gly

Gly

Ala

Lys

380

val

Leu

Asn

Ala

Ala

His"

Ala
Lys'
Leu
285

Gly

ser

Ala

Phe

TYyr

365

ser

Phe

Asp

Trp

Gln
Ile
190
ASN
Thr
Ala

Thr

Ile

270

Met
Leu
ya'l
Pro
val
350
Thr
His
Met
Pro

Glu

Ala
175
Ile
Glu
His
Arg
Tyr
255
val
ser
val
val
Leu
335
Asn
Ala

Arg

Phe

430

Leu

Thr

Leu

Trp

val

240

Ile

val

Ala

Gly

Tyr

Gly

Met

Lys

His
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Glu Asn

Ala
450

Ala

Asn Pro

465

Asn Pro

Pro Asn

val Asn

Ile

TYyr
530

ser Asn

Asp
Arg
Prg
Glu
Leu
Pro
515

ser

Glu

Ile

Ala

Pro

Asp

Phe

500

Thr

Arg

Asp

Ala

Leu

Gly

ser

485

val

ser

Arg

Ala

ES 2392742 T3

Leu Ala

Ala

‘Gly
455

Trp His
val Thr
val Asp
Thr 1le

Ser
535

Phe

Pro Ala

AsSn
440
val
Leu

Asn

Gly

Asp

Tyr

Glu

Met

LysS

ser
505

: Ala

Ile

Gly
Thr
Gly
Trp
4

ser

Leu

‘val

Ile

Asn

The

475

His

Leu

Ala

Asp

ASp

Asp
460

Cys

Glin
Thr
val

GIn
540

Arg
Thr
Thr
arg

Arg

Ile

Gly

Met

Trp

Thr

Phe

val

Gly

Gly

Gly

Thr_

545

<210>7
<211> 672
<212> DNA

550

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 7

-atgtcggcaa ccgacgtccc gccgcettecce

gaagccggca gcttgtccga accaggtctc

ggcctggcca
gacccccgac
gccatcctct
tcacagccat
acgtgggtgc
ggcggectcg
atagtcgtcc
gtgggattgg
ggcttgeccg

ggctggttct
<210>8
<211> 223
<212> PRT

atctggcggt
tcageccgtg -
tcgttgtgtt
ggcggggact
tggcagcegg
gctaéttdac
tcaattggca
ccgagatcgc -
cagtcagcgc

ag

ggtgctggca
gtccttctat
catcggctfc
cgccatcacc
actcggcagt
cggcgegetg
gcactggcca
cgcggttgec
aggcggtgcc

<213> Mycobacterium austroafricanum

;1e

caatccatcg
gagaccgcgg
gtgtccttgg
ccactcccgt
aatgccggat
gtcgccacgg
gtgaacgctg
ttcgtgctct
tggccccaac
ggcccgacca

gaacccgtgt

28

gcccactgca
cgggccgctg
cggggtggta
tcaacgecggc

tcgcagggtt

gcatcttcge’

atttcgctgc
tcgggttcgg
tcggtctcte
tgctgctgta
tggaattgga

cccggacgtt
ggtagctttc

cctgctegec

tctgttctgg

catccgactt
ggtcgcegtg
cggccgagac
taccttcgtg
gcagccegge
cttcgecttc

caccctcatg

Glu
Leu

Asn
480

val
Ala
Asp

Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
672



ES 2392742 T3

<400> 8
?et ser Ala Thr Asp val Pro Pro Leu Pro GIn Ser Ile Gly Pro Leu

His Pro Asp val Glu Ala Gly Ser Leu Ser Glu Pro Gly Leu Glu Thr
20 25 30

Ala Ala g}y Arg Trp val Ala zge Gly Leu Ala Asn kgu Ala val val

Leu Aaa val Ser Leu Ala g;y Trp Tyr Leu Leu eAa AsSp Pro Arg Leu
S

Ser Pro Trp Ser Phe Tyr Pro Leu Pro Phe Asn Ala Ala Leu Phe Trp
65 70 75 80

Ala Ile Leu Phe zg] val pPhe Ile Gly gge Asn Ala Gly Phe gga Gly

phe Ile Arg Leu Ser Glin Pro Trp Arg Gly Leu Ala Ile Thr val Ala
100 105 110

Thr Gly Ile Phe Ala val Ala val Thr Trp val Leu Ala Ala Gly Léu
115 120 : 125

Gly ser val Asn Ala Asp Phe Ala Ala Gly Arg Asp Gly Gly Leu Gly
130 135 140

Tyr Phe Thr Gly Ala tLeu Phe val Leu Phe Gly Phe Gly Thr Phe val
145 . ' 150 . 155 : 160

Ile val val Leu Asn Trp Gln His Trp Pro Trp Pro Gin Leu Gly Leu
165 170 175

Ser GIn Pro Gly val Gly Leu Ala Glu Ile Ala Ala val Ala Gly Pro
180 185 190

Thr Met Leu Leu Tyr Phe Ala Phe Gly Leu Pro Ala val Ser Ala Gly
195 200 205

Gly Ala Glu Pro val Leu Glu Leu Asp Thr Leu Met Gly Trp Phe
210 - 215 220
<210>9
5 <211> 1233
<212> DNA
<213> Mycobacterium austroafricanum

<400>9
1o tcagtcttgt tgacctatag cgctcagtgt tgtgcgcagt geccgeactg cgggegetac 60

29
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cgatggcgcec
ggcgaaccga
ctccactcga
cgcagagcgg
aatgtcgtgce
gtgcagattc
caaccacccg
gccgggegeg
ggccacccaa
agcagcgacc
ggccaaccgt
tccggtcacg
cgcgcacgtc
gcgctgtgag
ggctccftcg
ccacagcaca
cggggcgagg
cacctcgacc
ggccatgagt

gcccgecatce

<210> 10
<211> 410
<212> PRT

aacaaacctg
tagggtcgac
acggctccaa
ccgtcagege
cgccagttac
aacgtgaccc
ccgggtagca
atatcggcgg
ccgtccccat
gagcgcagcc
gccacggcegt
tcgaccacac
cacgggtgtt
acgagagcgg
acgaacccaa
gcgcactcgg
ccgcgegtca
gtgtccgact
cgctgccagg
gtggcctegt

ES 2392742 T3

ccatgttcgc
ccaccacgat
cgcgtgtgge
tgtgggccag
cgaatcggcc
gtgtgactgc
tctcgacctc
gcagcatgat
ccacggccac
ggttcagtgc
cgatgagggc
cgatcacgcg
ggctgcggtt
taccgagggc
gcctgtcegce
catcggcgac
actccccgac
ccatcacggg
aatcccagat

agacagccgc

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 10

Tet Ala Ala val ;yr Glu Ala Thr Met é&a Gly Gly GIn Ala P

tggatagcgg
gcccgegaat
gtctccgtac
tatgagcagt
ctccatctcg
tgactccgtg
gcaatcgccg
ccgectcetge
ggcagécgac
gagttcgtgc
gaccgtcacc
gCngthgc
gtaatgctcc
gttcgtaccg
gttcgccage
ggcaacgata
caccgaagcc
cggcggtcga
gacacgacgt

cat

acggtcacga
tgctttctga
aggtctgecg
atctcggcgt
agcgcaggag
tcgettccca
agtgacggca
acggtcaacg
ccgactcgcg
tgcccacgca
ggatgcacgg
ggactacgga
gcactgaagg
accgtcgttt
acacgaggcg
ctgtcgccég
aagccggatt

‘cggtcgggtc

ggacgggcecg

cggcgggttc 120
gtcgggacat 180
caagcgcagg 240
gccgcagtga 300
aggcactgtc 360
ccagtcgcac 420
cccataagtg 480
agtccactgc 540
ccagtatcgg 600
actccgattc 660
tcgecgecgg 720
tcggtgegec 780
tctggacggc 840
cggcccactg 900
agccggatcg 960
tggacgtcaa 1020
cggacctcaa 1080
gcaaacccct 1140
gagcttgccc .1200

1233

ro Ala

15

Arg Pro Arg 989 val Ile Trp Asp ggr Trp GIn Arg Leu ggt'Ala_Arg

Gly Leu g;g Pro Asp Arg Arg Pso Pro Pro val Met G}u Ser Asp Thr
4 4

val Glu val Leu Arg Ser ?}u ser Gly Leu Ala ggr val val Gly Glu

50

Leu Thr Arg Gly Leu Ala Pro Leu Thr Ser Thr Gly Asp Ser Ile
65 70 75

30

val
80



Ala
Arg
Trp
ser
Gln
145
His
ser
val
Asp
Arg
Ser
Arg
Asn
Gly
Ile

Asp

val

val

Ala

Gln

130

His

Arg

Pro

Glu

Ala

210.

Gly
Ile
Leu
Leu
Leu
290
Asn

Leu

Leu

Ala

Leu

Glu

115

Arg

Pro

val

val

Leu

195

Ala

Asp

Met

Gly

val

275

His

Trp

Ala

TYyr

Asp

Ala

- 100

Thr
Ala
ep
Ile

Thr
180

Arg

Pro
Gly
Leu
As

260
Gly
Asp
Arg
His

Gly

Ala
85

AsSn
Thr
vai
Thr
Gly
val
Gly
Ile

Trp

Pro
245

p Cys

ser

Ser

His

ser

325

Asp

Glu

Ala

val

GIn

Cys

val

Ala
Gln
Leu
2
Ala
Glu
Asp
Ala
Asp

310

Ala

Cys
Asp
Gly
Thr
135
Ala
val
Leu
His
Ala
215
Ala
Asp
val
Thr
Ser
295

Ile

Asp

Ala Thr

ES 2392742 T3

Ala
Arg
Thr
120
Phe
Gly
Asp
Ile
Glu
200
Arg
Ala
Ile
Glu
Glu
280

Pro

ser

G1 y'

Arg

val
Leu
105
Asn
ser

Ala

val

Leu
val
val
Ala
Met
265
ser
Ala
Leu
A'rg

val
345

Leu
90

Gly
Ala
Ala
Pro
Thr
170
Ala
Ala
Gly
Asp
Pro
250
Leu
Ala
Leu

Arg

Ser
330

Gly

31

Trp
Phe
Leu
Glu
Ile
155
Gly
val
Leu
Ser
Ser
235
Gly
Pro
val
Glu
His
315

Ala

Ala

Arg
val
Gly
His
140
Arg
Pro
Ala
Asn
Pro
220
Leu
His
Gly
Thr
Met
300
Ala

Pro

val

Ser

Glu

Thr

125

TYyr

Ser

Ala

Arg

Thr

Leu

Gly

Arg

285

Glu

Glu

Ala

Arg

Gly
Gly
110
Ala
Asn
Pro
Ala
Leu
190
Leu
val

val

Trp

Gly

Ile

Leu

val
350

ser

95

Ala

Leu

Arg

Arg

Thr

175

Ala

Arg

Ala

GIn

val

255

Leu

Thr

Arg

Leu

Ala

335

Glu

Pro
Glin
val
ser
Thr
160
val
Glu
ser

val

val
Leu
Phe
Leu
320

Ala

Met
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Ser Arg Leu Arg Lys Gln Phe Ala Gly Ile val val Gly Arg Pro Tyr
355 360 365

Arg Phe Ala Glu Pro Ala val val Thr val Arg Tyr Pro Ala Asn Met
370 375 380

385

Thr Thr Leu Ser Ala Ile Gly Gln GIn Asp
405 410

<210>11
<211> 10327
<212> DNA

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 11
tgcagcacag

gtaggcaccc
accctcaccg
cacgaactgc
gcctgacgac
ccacggcacc
acégcgécgc
actgcgcaac
acgtcgttca
gaccgccgceg
atcaagtatc
ccecggettcc
caaatgacgc
caccaggtcg
cggctgegcec
gcggegtege
ggccagttca
gtcggecggce
tcgeccecgtgg
cagcacgtag
ccgagcatcc
tctgtttcga
gtgtttétgt

cacccgcacc
accgcaacaa
actaccttcg
tgccctacta
atgaccaacc
ctcaaggcgt
ctattgttgg
gctcgteggg
acgaagaagt
aacccggecg
gaatggtcac
ttcgaccact
tgccaatcac
actgagaacg
gtgggtgtag
agctcctege
tcgactaacc
gtgctgecag
cgcgacggat
tccgctagtt
gcttgtaggt
cctgagecgce

tcgcatgtct

ccaccggegg
cacgggcaga
cgccgtcgac
cgccgacgca
cgggacatat
ccttctgacc
acacatggtg
tgacgaacag
caccgacgcc
tcaatgaatg
acagggcgeg
cgccacgagg
aagcccatct
gacaaagtgg
tgaagggccg
cgctgatcgt
gctcattggce
caggatcgtc
ggacccgagce
agtattggcg
gtgttacggt
ctcttgaatt
gcatattgtt

cgatacctcg
gcggtccage
agcggtcacc
tcacaagccg
gggcgccgaa
caaccgaagt
tcggctacac
cgcctcgacg
gagagacgcg
cggcgegeat
gcgaccggtg
ccggcaggac
caccgacgct
gtccggattg
cacccacggc
g;tccctgcc
agcatggatt
actcatggct
cgcggcgatc
gtcgegcetgg
ttggcgattt
tgttcggtaa
cctattcatg

Ala Gly Leu Leu Ala Pro Ser val Ala pro Ala val Ar
390 395

ccacccgget
acctgtggag
gcacctacac
ttgggactgc
tcgggegttt
gcagcctatt
ctcacgagtc
ccgecgtatgce
cggcgegeac
cttgtcgtcg
gggccgtcecc
gtcgcctcga
ggcggtccta
gtcgacgaac
gctgatcaag
gcataatccg
gcatcagcca
ccattctcgt
cgctccaact
cctcgatgec

gtctcactgt

.gcgatcggtce

caccactgat

32

cacccgegeg
aatcatcgac
cgaagcgttc
gaccaatccg
cgccgacagce

cacctgaatg

ccgctceggte

ggaactggcc
caagtacatc
gccttctcat
atgggcactt
cgcgccaact
tgcatcgggt
tgcgcgagge
acagaccgta
catccgeggce
atgctgcgaa
cacaaccgac
cttttagcga
gcggtgttcg
ttttgtgatc
ggccaactgg
tactcttgtg

Ala Leu Arg
9 400

60
120
1180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



gagaataagc
gcttaagect
cggaaccgta
caccccaccg
ctattcgaaa
acgatgcaaa
cttcgcaaga
gaccgcatcg
gagatcgtcc
gaccgtgcaa
atagtggata
ttcgagtctg
caaggcacgc
gccgtcgecg
ccctggaacc
atgacgcaag
ccagcatgac
gcgacacctg
aaggcgatcg
ctccgtctca
acaactccgc
gaccaacggc
agctcggtéa
aagtcagtct
taccgatggce
ttcggcgaac
catctccact
aggcgcagag
tgaaatgtcg
gtcgtgcaga
caccaaccac
gtggccggge
tgcggccacc

cggagcagcg

gtgtcggtcc
tgctgactac
cccagecgeg
aggctgaaaa
gcaacgtcgt
gcttgcgecc
ccttaaaggg
aggaggtcat

.aagagatctg

gcgacatcgc
agcagctccc
cccaggcatt
gctatgcgga
tcgccttcaa
ctgcgaggagg
caccgaccat
tgttgctatc
aagtcctcgc
cttaaccgcg
atgcagttgg
gcgccgegge
tcctgaaccc
ctggccacct
tgttgaccta
gccaacaaac
cgatagggtc
cgaacggctc
cggcegtcag
tgccgccagt
ttcaacgtga
ccgecegggta
gcgatatcgg
céaccgtccc

accgagcgca

caacatgtat
agcgtgccaa
cacccgeacg
gctccgggag
gcctagtctc
gatctacgtc
catctttccc
agagaaggac
cgacgctcac
tgaégattgc
cctagcccag
ggcggtgagt
catacaaagt
ctttcacttc
tgaaaagccg
atgacgctgc
gactacatgg
acgccgegtg
attgcggact
catcctcaca
caaccacacc
cgcgcccgea
cacgcgtaca
tagcgctcag
ctgccatgtt
gacccaccac
caacgcgtgt
cgctgtgggc
taccgaatcg
cccgtgtgac
gcatctcgac
cgggcagcat
catccacggc

gccggttcag

ES 2392742 T3

tatctgaacg
agacgcctct
gcagtccgece
tcgataaaca
gctgatactt
ccgcagcetgce
gctaattggé
ggcatcccta
gactacgacg
cgagatgcac
cgagcgatcg
gtgtgcoata
gatctcacéc
gcattggcat
cccacgaggce
tgaatgcgac
ctcggegegt
acaggtacgc
tggcaacatc
ggtcgcgagt
accatcaccg
accatcgccg
tcacgccgge
tgttgtgcgce
cgctggatag
gatgcccgcg
ggcgtctcceg
cagtatgagc

gccctccatce

tgctgactcc

ctcgcaatcg
gatccgcctce
cacggcaggc

tgcgagttcg

33

gtgagtagag
agtacgcgceg
acggcggctc
gatttgtcag
tggcgaagat
ccgaatcgat
cgagcgaatt
tcgtccacat
cacgcgtgca
ttcagcgtgt
aggcatacca
cctatctgaa
tcgataactc
ccgecagttcc
tgtcacgcac
gatigcgata
gcggaagaac
ctcctctatc
atcaagacgc
gacacctcta
acatcgaagc
acgccgeacc
gactcccgeca
agtgcccgeca
cggacggtca
aattgctttc
tacaggtctg
agtatctcgg
tcgagcgcag
gtgtcgcttc
ccgagtgacg
tgcacggtca
gacccgactc

tgctgcccac

aaagagcggc
attgcttaac

cctgaacaat

tcagtccaag
ccaacagaca
gttcgacagc
gcctgacttc
cccgegaget
aatcttggtc
ctacgacgag
ggctggatac
gaagatgtat
gaacgaggtg
gttcctcacc
gcgagtatcc
atgctcctga
aagggagatt
cacgtcggcg

cctcectteac

ctgagaccgg
cgccctgegce
ctatggcgcc
tcggacgett
ctgcgggcgce
CgaCQQCQQQ
tgagtcggga
ccgcaagcgc
cgtgccgcag
gagaggcact
ccaccagtcg
gcacccataa
acgagtccac
gcgccagtat

gcaactccga

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160.
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

12700

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



ttcggccaac
cggtccggte
gcccgegeac
ggcgegetgt
ctgggctect
tcgcecacage
caacggggcg
caacacctcg
cctggccatg
ccecgecegec
cctgfccggg
ccctaccgtg
cgcceggege
cttcacacga
ctgtccggeg
gagcgagaac
tccgetgatg
catcgaaccc
ggacgcggceg
cacccgegec
ggcgcggatc
cgcgataccc
catcgctgta
gcacatcatc
cgcattgggc
gttcgccgag
ttacggttcc
caccggttcg
ggtcaacctg
agacgccgta
cgggagcegg
gcgactcgag
cgcctcgaag

gaccctgctc

cgtgccacgg
acgtcgacca
gtccacgggt
gagacgagag
tcgacgaacc
acagcgcact
aggcegeacg
accgtgtccg
agtcgctgec
atcgtggect
cgcgatcgeg
ctgcggtcct
tgtaacgccc
acggccgtac
gccgggeccg
aacatgaccc
tacgtcaacg
agcacgggtc
gtgaaagccg

gccctgetca

gagtcgctgg
ctgtggctcg
ccgggtaaca
ccgtggaact
aacacctgtg
ctggtacacg
gaagccggcg
accgagaccg
gaactcggcg
gaggtggccg
ctcttcctce
actgtcaccg

aagcactacg

tacggcggeg

ES 2392742 T3

cgtcgatgag
caccgatcac
gttggctgeg
cggtaccgag
caagcctgtc
cggcatcgge
tcaactcccc
actccatcac
aggaatccca
cgtagacagc
ggctccaggt
accacaggaa
gtgtaactct
atéccgctcg
cctcggtgaa
gaactctctc
gcgagtggct
gaccgatcac
ctgccgacgt
ggcgattggc
actcgggtca
agtactgggc
aactcagctt
acccgctgtt
tcgtcaagcc
ccgccggttt
cggctcttge
ggcgggagat
ggaagagccc
tacagggctt
atgaggacat
tcggcgaccc
accgtgtgceg
gtcggccgac

ggcgaccgtc
gcggeeggtg
gttgtaatgc
ggcgttcgta
cgcgttcgec
gacggcaacg
gaccaccgaa
gggcggeggt
gatgacacga
cgccatcage

cgggcagtgc

ccgccaggtg

tgcgggcgea
tcacagcggt
tcaccgaccc
ggctgatgcc
gcccgeccge
tgagattccc
ggccgttgag
ggagctggtg
ctatctggcg
cggcgeagct
caccttgttg
gatccttgct
cgctgaggac
tcccgecgga
cgctcacccc
cgcccgactg
gttggtcgtc
ctgctcacgg
cgccgaccgg
gttcgacggt
tgagtacatc

ggacacgccc

34

accggatgca
cgcggactac
tccgcactga
ccgaccgtcg
agcacacgag
atactgtcgc
gccaagcecgg
cgacggtcgg
cgtggacgag
cgcgagtagt
tgtgcatcac
acgcctcgaa
cccctegtga
cggaacagac
ggcacgcgag
gacacccgca
agtggggcca
cgcggggact
tggcagttca
gcagagaacg
aaggcgcgtg

gacaaagtgg
‘gaaccgctgg

cggtccatcg
acgtccctgt
gtgttcaatg
gaggtgcgcg
ggcggccaac
tttcccgacg
gcagggcaag
ttcctcgaga
gcgacccaga
gaggtcggga
gatgacgggt

cggtcgecgce
ggatcggtgc
aggtctggac
tttcggecca
gcgagccgga
ccgtggacgt
attcggacct
gtcgcaaacc
ccggagcettg
cgcgcggatg
ctccatcatg
ttcaggagta
atgtgtgctg
agtgacctgc
tcattcatag
cggcgacacc

cctttcccac

cgagcgatgt

ccgatgccat
ccgaggagct
aactggtgac
gcggecgeac
gegteaccge
ccccggeact
cagcgctgaa
tggtgaccgg
gaatcacctt
acatcgccca
cgccgctcga
tgtgtgtcge
tgctegttte
tgggtccget
agcaggaggc
tcttcgtcga

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
5160
5220
5280
5340
5400
5460



gccaacggtt
gcccgtcaca
ttcggaattc
ggcgaaacgc
gactccgcac
acacggctac
cgccgattgg
acgcattcca
agcgccccat
accggccgac
gcggtcatcg
agcgacgtgg
aagcacttcc
gaattcgtca
gatgaggagt.
gcagtgaccg
ctcccctacg
gggcagggct
acctggctga
cgccgatcag
caagctggtg
gcécgagcac
cgacccgaac
tctcatgaac
gccggtcgac
cagctacgaa
catggtggac
accgggcaag
gccatcggac
aggcaacgag
gccgaccgec
cacgaagaac
cgagatcaac

cctcatgagc

ttcgtcgacg
gcggtgatge
ggtctcttcg
ctgcaggtcg
ggaggccaca
acacaggtca
gccggtgeac
agaacaacac
tcggggegec
cgagactcgg
acgcecctgge
gaatcgtcga
cctacctcga
acgccgacac
tcttegegea
tcgccattca
gctatctgca
caggctatgt
acaacaagac
accgacgttc
caggccggat
ccgecattacc
gtccgtggac
aacgtgggcg
ttccgcaagg
gagctcgege
gatccgtegt
ctggggcgca
aacgcgatca
ctctcgggta
atcgcgctcg
ggcaaggcca
gcgaagatcg
gcgcagaagg

ES 2392742 T3

tcgcaacgga
ggtggtcatc
ctgtgctctg
gctcggtaat
agcaaagcgg
agcacatcgg
ctctgtgatc
acatgaagga
gtccttgggg
cggactggtc
cgacacgatg
tttcttegge
agaggacaag
cgatacgcgce
ggtgagaagc
ccagcagatt
ttgcatcgag
cgccaccgac
ttgaacacaa
tggtcatcgg
acaaggtgac
accgggaatg
tcccggaaga
gtagcacgat
gcaccgagca
cgtactacga
atccggatcg
acttcgctca
tcactcggcec
gcccgacggg
gagcggactt
ccggtgcgac
tggtggtctc

ggcatcccga

tgcgcggatc
ggtcgacgat
gtgccgggac
gatcaacgac
caccggacgc

catcaacctc

gatcggcegc.

gagtcaatgc
gaagatcgtc
gcccccgtceg
atccccgecg
cgctacacga
ttgaagagcg
acccaggcegg
ctcgtgtatt
ccggaccgaggc
gactgggétg
gatgtggtcc
gacttgacga
ttcgggaccg
ctgcctggag
ggagatcgaa
ctacccggtg
gcactacgcc
cgggttggaa
cgagaacgac
aaccggagtc
ggcgetgggc
acgcgaaggc
atcgctcagc
gcgtacccac
ctacatcgac
ggccageagg
cggtctagcc

35

gcacgcgagg
ctgatcgcca
atcaccagtg
tggttcggtg
gaggaaggcc
gagccgtcge
ttgccgtgeg
ctcaagaaga
ccgatcaacc
cgtttgatga
aaggcggctt
ctcccacegg
cactcgcggg
tcctccgatt
acggctacta
gcgactacca
aagcggegct
gagtggatct
ggagcacaag
ggcggcgegg
caggggcctt
aagcaacgcg
accggcttca
ggccactggc
ggcacgatcg
gcgatctacg
gaccgcgatc
gacctgggtt
cgcgaggctg
acgccgacgc
gcccgagteg
acccgtaccg
atcggaaccc

aacagcaacg

agatcttcgg
ccatcaatga
cgctggacac
agctgccgat
tcgaagcggt
ccgcaaagtc
gtgctgaaca
cgccttggtg
ccatttcgag
gctcgaggca
tccggecgea
attccgegeg
gctcggcgaa
ggagaaggac
ctccgcgaac
cggaccccca
ctccacatcg
cagcaaactc
tgacaacatc
gcgtcacgct
gggtgacacc
gatgggccta
ccacgcctta
cgcgctacaa
actggécgat
gcatctccgg
caccggtcaa
ggcactggtg
acatcgccge
acacccactg
aacagatcca
gcgcacggcea
cgagactgct
gtctcgtecgg

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
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500



caaatacctg
ggaaggctac
caccaatcgc
atacacagca
gttcttcaac
cgtcgagacg
ggcgegtgtc
ccggatcttc
caatcctccg
ttcggtcacc
gagctcgctc
gcgggcagga

gagcaacgaa

€ggcgggagg

tcggcaaccg

gceggeaget
ctggccaatc
ccccgactca
atcctctteg
cagccatggc
tgggtgctgg
ggcctcgget
gtcgtcctca
ggattggccg
ttgcccgeag
tggttctagc
tgcctgtect
acttcgcagg
ggcgtcgtgt
tcggcgcagg
ggagacgtgt
gtcggccage
atgtggcggc
cgagcgggeg

atgcaccaca
aagggagcct
ggcttcgtca
atgggcagcc
gaacacttcg
aactgcgfga
aactgggaac
gaggccgcege
cccggttggce
aacaagtggc
accaccgacg
gattacatct
gacgcacctg
tggatcgatg
acgtcccgcece
tgtccgaacc
tggcggtggt
gcccgtggtc
ttgtgttcat
ggggactcgc
cagccggact
acttcaccgg
attggcagca
agatcgccgce
tcagcgcagg
ccgaattttt
gcaagggafa
tgaagaatat
cgcatgccgg
tcacggctgce
tcgctgatct
tctgcggega
tggtcgatga
cgcgggceggc
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ttcttcgegt
tcggegetcec
acggtttcgg
acaccggtta
gcaatcactt
cactcgatcc
cacacgagaa
gagcgttggg
acttgatggg
atcagaéctg
gagctgtcaa
cccgeccgatt
ccatctaatc
tccatttgat
gcttccccaa
aggtctcgag
gctggcagtg

-cttctatcca

cggcttcaat
catcaccgtc
cggcagtgtg
cgcgctgtte
ctggccatgg
ggttgccgge
cggtgccgaa
cgcggaatgt
attggacttc
cgcggeccgea
gatgggcctg
tttggccgac
ggcggetgeg
ccgtgagcac

gcgcatcgac

ggcctgggcec

tctggcgage
actgtattcg
catgcaggtg
cgtggcccec
gatggttttc

tgacgccaaa

cgacatcgcg
cgctgtcgag
cacctgtcgg
ggatgtgccg
cccgacatcg
ctccgacatc
cattcgaact
ctcttcgagc
tccatcggec
accgeggegg
tccttggegg
ctcccgttca
gccggattcg
gccacgggca
aacgctgatt
gtgctcttcg

ccccaactcg

ccgaccatgc
cccgtgttgg
tgcctttgge
tctacggttc
tcgcgggtga
ctacgtgaac
acctaccgceg
gttgctgacg
gccttcggtg
gccgeacacc

gccggtgcceg

36

gtggttcgca
cacgagttct
gcacgcagct
tggggcaaat
atgttcggeg
gactcgagtg
ctggccaatt
accaacgaca
atgggtaaca
aatctcttcg
acgatcggeg
gtcgatcagc
gcegatceac
ccaciggagc
cactgcaccc
gcegetgggt
ggtggtacct
acgcggetct
cagggttcat
tcttcgeggt
tcgctgeegg
ggttcggtac
gtctctcgea
tgctgtactt
aattggacac
ggtgtgtaga
aaagatcctg
aagtgtcggc
tggccgatcg
ggccgtggat
gggcggactg
cgaaagcctc
tacccgeggt

ccceegetee

caagccggat
accacaccga
tcggegetge
cgcatcgcaa
aagacctccc
gcecteectge
acggcatcga
ccggegtget
acccagaaga
ttgtcgacgg
cgctcgccgt
gcaccacgcec
ctccecgeggg

accccagatg

ggacgttgaa

agcttteggac
gctcgecgac
gttctgggcc
ccgactttca
cgccgtgacg
ccgagacggc
cttcgtgata
gcccggegtg
cgcctteggce
cctcatgggc

taagcgaaagA

acgggaaggc
cgacggccat
gaccgggtta
gtatgcgccc
catcgacggg
gacgaccacg
gcgggeggec
gggtgactgg

7560

7620

7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280

8340

8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540



10

ctgcacatcg
acgccgacct
gagatcgccg
accgccagég
cgacccgacc
accgccggag
ttcggttacc
ggctggtacc
gccaccaccc
gaaaggccgc
gcgttcatca
cgccaccgte
cgcaacctge
gccgecg

<210> 12

<211> 1480
<212> DNA

acatcgacgc
ggaagaagtc
gcggggaagc
accacgtcat
ccagggctgg
ccacccacac
ccgtcgactg
cggcgatcgg
tggtcaacct
atccgggegce
ccgacacacc
agcacgcccg

cctgccactc

ES 2392742 T3

caccctggtg
gttcgggcac
cctggccgag
cgtgctggcc
cgatcatccc
cttcgccgac
gcgcgtccaa
caccgccggce
gtcgtcgtgg
ccagctgcga
acccggegtc
cgtcgaagac

attttgggcc

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 12
agagtttgat

ggaaaggccc
ctgcactttg
atggtctggt
ggtgaggtta
cactgggact
atgggcgcaa
ctctttcgcec
cgtgccagca
agagctcgta
cgggcgatac
gaatgcgcag
cgctgaggag
aaacggtggg
aagtaccccg

cgcacaagcg.

tgacatgcac

tctggctcag
ttcggggtac
ggataagcct
tggggaaagc
cggctcacca
gagatacggc

gcctgatgca

agggacgaag

gccgcggtaa
ggtggtttgt
gggcagactg
atatcacgag
cgaaagcgtg
tactaggtgt
cctggggagt
gcggagcatg

aggacgtgcc

gacgaacgct
tcgagtggceg
gggaaactgg
ttttgcggtg
aggcgacgac
ccagactcct
gcgacgccgc
cgcaagtgac
tacgtagggt
cgcgtrtgttc
gagtactgca
gaacaccggt
gggagcgaac
gggtttcctt
acggccgcaa
tggattaatt
tagagatagg

atcgatcact
catccgctge
ctgctacgca
caagcgctgg
gacaagccca
gcctoccggg
gacgcggtag
ggtctccgeg
ccaccgggcea
ttcaccgacg
gtgtcaggac
cgcatccgeg

aacgccgeat

ggcggcgtgc
aacgggtgag
gtctaatacc
tgggatgggc
gggtagccgg
acgggaggca
gtgagggatg
ggtacctgga
ccgagcgttg
gtgaaaactc
ggggagactg
ggcgaaggeg
aggattagat
ccttgggatc
ggctaaaact
cgatgcaacg

tattcccttg

37

ccgacaacaa
tggcatttct
ccggcaacgc
cagcgctgec
aggtgctggt
ccgececggggt
acaccctcaa
acggcgectg
cgcggetgat
ccgacgggat
aggtcgccgg
aactcaaagc

ggctggaaat

ttaacacatg
taacacgtgg
gaatacaccc
ccgeggecta
cctgagaggg
gcagtgggga
acggccttcg
gaagaaggac
tccggaatta
acagctcaac
gaattcctgg
ggtctctgag
accctggtag
cgtgccgtag
caaagaaatt
cgaagaacct

tggcctgtgt

aggcggtgcg
ggaccgceecc
cggctccaac
cgcggectgg
gcgectgcgac
ggggttctcc
cctcgecgag
gatcgccgaa
cctgcgcaaa
gcggatcaca
cctggaactg
caccggcctg

cgcecctcace

caagtcgaac

gtgatctgcc'

ttctggctgc
tcagcttgtt
tgaccggcca
atattgcaca
ggttgtaaac
cggccaacta
ctgggcgtaa
tgtgggcgtg
tgtagcggtg
cagtaactga
tccacgeccgt
ctaacgcatt
gacgggggcc
tacctgggtt

gcaggtggtg

9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10327

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



10

catggctgtc
cttatcttat
cggaggaagg
gctacaatgg
cggtctcagt
cgcagatcag
tcatéaaagt
aaggtgggat
<210> 13

<211> 1362
<212> DNA

gtcagctcgt
gttgccagcg
tggggatgac
ccggtacaaa
tcggatcggg
caacgctgcg
cggtaacacc

cggcgattgg

ES 2392742 T3

gtcgtgagat
cgtaatggcg
gtcaagtcat
gggctgcgat
gtctgcaact
gtgaatacgt
cgaagccggt
gacgaagtcg

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 13

tcgaacggaa
tctgccctge
ggctgeatgg
éttgttggtg
cggccacact
tgcacaatgg
gtaaacctct
caactacgtg
gcgtaaagag
ggcgtgcgyag
gcggtggaat
aactgacgct
cgccgtaaac
cgcattaagt
gggggcccge
ctgggttrtga
ggtggtgcat
cgcaaccctt
gtcaactcgg
cacacatgct
tcaaagccgg

tagtaatcgc
cgtcacgtca

aggcccttcg
actttgggat
tctggttgag
aggttacggc
gggactgaga
gcgcaagect
ttcgccaggg
ccagcagcecg
ctcgtaggtg
cgatacgggc
gcgcagatat
gaggagcgaa
ggtgggtact
accccgectg
acaagcggeg
catgcacagg
ggctgtegte
atcttatgtt
aggaaggtgg
acaatggccg
tctcagttcg

agatcagcaa
tgaaagtacg

gggtactcga
aagcctggga
gaaagctttt
tcaccaaggc
tacggcccag
gatgcagcga
acgaagcgca
cggtaatacg
gtttgtcgceg
agactggagt
caggaggaac
agcgtgggga
aggtgtgggt
ggggagtacg
gagcatgtgg
acgtgcctag
agctcgtgtc
gccagegegt
ggatgacgtc
gtacaaaggg
gatcggggtc

cgctgecggtg
gtaacacccg

gttgggttaa

gggactcgtg
catgcccctt
gccgtgaggt
cgaccccgtg
tcccgggect
ggcctaaccc

taacaaggta

gtcccgcaac
agagactgcc
afgtccaggé
ggagcgaatc
aagtcggagt
tgtacacacc

cttgtgggag

gagcgcaacc

ggggtcaact -

cttcacacat
ctttcaaagc

cgctagtaat

gcccgtcacg

ggagccgtcg

gtggcgaacg
aactgggtct
gcggtgtgag
gacgacgggt
actcctacgg
cgccgegtga
agtgacggta
tagggtccga
ttgttcgtga
actgcagggg
accggtggcg
gcgaacagga
ttccttectt
ccgccaggge
attaattcga
agataggtat
gtgagatgtt
aatggcgggg
aagtcatcat
ctgcgatgec
tgcaactcga

aatacgttcc
aagccggtgg
38

ggtgagtaac
aataccgaat
atgggccege
agccggectg
gaggcagcag
gggatgacgg
cctggagaag
gcgttgtccg
aaactcacag
agactggaat
aaggcgggtc
ttagataccc
gggatccgtg
taaaactcaa
tgcaacgcga
tccettgtgg
gggttaagtc
actcgtgaga
gccccttatg
gtgaggtgga
ccccgtgaag

cgggccttgt
ta :

acgtgggtga
acacccttct
ggcctatcag
agagggtgac
tggggaatat
ccttcgggtt

aaggaccggc

gaattactgg
ctcaactgtg
tcctggtgta
tctgggcagt
tggtagtcca
ccgtagctaa
agaaattgac
agaaccttac
cctgtgtgca
ccgcaacgag
gactgccggg
tccagggcett
gcgaatcctt
tcggagtcge

acacaccgcc

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1480

60
120
180

- 240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020°

1080

1140

1200

1260

1320
1362
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<210> 14
<211> 591
<212> DNA

ES 2392742 T3

<213> Mycobacterium austroafricanum

<400> 14

acggtctcgt
gcacaagccg
tctaccacac
gcttcggege
éatcgcatcg
gcgaagacct
gtggcctccc
attacggcat
acaccggcgt

acaacccaga

<210> 15
<211>20
<212> DNA
<213> artificial

<220>

cggcaaatac
gatggaaggc
cgacaccaat
tgcatacaca
caagttcttc
ccccgtcgag
tgcggegegt
cgaccggatc
gctcaatcct

agattcggtc

<223> cebador Bottl

<400> 15

tgcacacagg ccacaaccca

<210> 16
<211>21
<212> DNA
<213> artificial

<220>

<223> cebador Bott2

<400> 16

gagagtttga tcctggctca g

<210> 17
<211>20
<212> DNA
<213> artificial

<220>

<223> cebador 244

<400> 17

cccactgetg cctecegtag

<210> 18
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial

ctgatgcacc
tacaagggag
cgcggettcg
gcaatgggca
éacgaacact
acgaactgcg
gtcaactggg
ttcgaggccg
ccgecceggtt

accaacaagt

acattcttcg
ccttcggege
tcaacggttt
gccacaccgg
tcggcaatca
tgacactcga
aaccacacga
cgcgagecgtt
ggcacttgat

ggcatcagac

20

21

20

39

cgttctggeg
tccactgtat
cggcatgcag
ttacgtggcc
cttgatggtt
tcctgacgcc
gaacgacatc
gggcgctgtc
gggcacctgt
ctgggatgtg

agcgtggttc
tcgcacgagt
gtggcacgca
ccctgaggea

ttcatgttcg .

aaagactcga
gcgectggeca
gagaccaacg

cggatgggta
C

60
120
180
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<220>
<223> cebador Th11l

<400> 18
accaacgatg gtgtgtccat

<210> 19
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador Th12

<400> 19
cttgtcgaac cgcataccct

<210> 20
<211> 24
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador MaFV2

<400> 20
gtctaatacc gaatacaccc ttct

<210>21
<211> 24
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador MaRV6

<400> 21
gtagttggce ggtecttett ctee

<210> 22
<211>20
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador MF1

<400> 22
tgagaagcct cgtgtattac

<210> 23
<211>18
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador MR1

<400> 23
gagataaggc gtggtgaa

<210> 24
<211> 20
<212> DNA
<213> atrtificial
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<220>
<223> cebador MF2

<400> 24
agtgacggca cccataagtg

<210> 25
<211>21
<212> DNA
<213> atrtificial

<220>
<223> cebador MR2

<400> 25
tcgaggtgtt gaggtccgaa t

<210> 26
<211>18
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador MF3

<400> 26
atcatcccgt ggaactac

<210> 27
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador MR3

<400> 27
tgacctgggc gatgtgtt

<210> 28
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador MF4

<400> 28
atcagacctg ggatgtgc

<210> 29
<211>19
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador MR4

<400> 29

ggctgtgaaa gtcggatga
<210> 30

<211> 20

<212> DNA

<213> atrtificial

ES 2392742 T3
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<220>
<223> cebador RT-PCR-F1

<400> 30
agtgacggca cccataagtg

<210> 31
<211>21
<212> DNA
<213> atrtificial

<220>
<223> cebador RT-PCR-R1

<400> 31
tcgaggtgtt gaggtccgaa t

<210> 32
<211>20
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador RT-PCR-F2

<400> 32
gcaggtcggc tcggtaatga

<210> 33
<211>20
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador RT-PCR-R2

<400> 33
gtaatacacg aggcttctca

<210> 34
<211>20
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador RT-PCR-F3

<400> 34
acggtctcgt cggcaaatac

<210> 35
<211>18
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> cebador RT-PCR-R3

<400> 35
gcacatccca ggtctgat
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REIVINDICACIONES

Polipéptido aislado o purificado que tiene una actividad en la via de degradacion del MTBE, y/o al menos uno de
los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en el alcohol terc-
butilico (TBA), el 2-metil-1,2-propanodiol (2-M-1,2-PD), el hidroxiisobutiraldehido y el acido hidroxiisobutirico
(HIBA), seleccionandose dicho polipéptido del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO:2 o la SEQ ID NO:10,

b) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta al menos 70 % de identidad,
preferentemente 75%, 80%, 90%, 95%, 98% 0 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido que comprende la SEQ ID NO:2, el polipéptido tal como el definido en a) o b) de la secuencia
SEQ ID NO:2 que tiene une actividad de deshidrogenacion del hidroxiisobutiraldehido a HIBA, y

el polipéptido tal como el definido en a) de la secuencia SEQ ID NO:10 que tiene una actividad de regulador
transcripcional

. Acido nucleico purificado o aislado, caracterizado porque codifica al menos un polipéptido segun la reivindicacion

1.

Acido nucleico aislado o purificado que codifica al menos un polipéptido que tiene una actividad en la via de
degradacion del MTBE, o al menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente el TBA, el 2-
M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA, seleccionado del grupo que consiste en :

e) un acido nucleico que comprende al menos una cualquiera de las secuencias nucleotidicas seleccionada
del grupo que consiste en la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:9, o un complemento de estas,

f) un &cido nucleico que comprende al menos una secuencia nucleotidica que presenta al menos 70 % de
identidad, preferentemente 75%, 80%, 90%, 95%, 98% o0 99% de identidad con la secuencia nucleotidica
de un &cido nucleico tal como el definido en e).

Acido nucleico, caracterizado porque comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO:11.

Acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizado porque su transcripcion esta
bajo el control de un promotor Unico.

. Acido nucleico segtn una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, caracterizado porque su transcripcion esta

inducida por la presencia de MTBE, y/o al menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente
seleccionado del grupo que consiste en el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutraldehido y el HIBA.

Acido nucleico segun la reivindicacion 6, caracterizado porque esta organizado en operén.

Polipéptido segun la reivindicacion 1 o acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7,
caracterizado porque es aislado y purificado de una cepa bacteriana elegida entre las cepas Mycobacterium
austroafricanum registradas en la coleccién CNCM bajo los numeros 1-3401 y 1-2562.

Acido nucleico recombinante, caracterizado porque comprende un acido nucleico segin una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 8.

Vector caracterizado porque comprende un &cido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9.

Célula hospedante aislada que comprende bien al menos uno de los acidos nucleicos segln una cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 9, o bien al menos uno de los vectores segun la reivindicacién 10.

Procedimiento de identificacion de una célula o de un &cido nucleico de una célula susceptible de degradar el
MTBE y/o al menos uno de los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente seleccionado del grupo que
consiste en el TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA, que comprende:

- opcionalmente una etapa de siembra de la célula sobre el medio suplementado en MTBE y/o al menos
uno de los intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en el
TBA, el 2-M-1,2-PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA,

- una etapa de cribado de los acidos nucleicos de dicha célula por hibridaciéon con al menos una sonda,
comprendiendo dicha sonda la secuencia nucleotidica complementaria de un fragmento de al menos 50
nucledtidos consecutivos de la secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID
NO:1 o la SEQ ID NO:9, o comprendiendo dicha secuencia un fragmento del gen mpdB de 591 pares de
bases que tiene la secuencia SEQ ID NO: 14.
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13. Cepa bacteriana Mycobacterium austroafricanum registrada en la coleccion CNCM bajo el nimero 1-3401.

14. Utilizacion del polipéptido de la SEQ ID NO:2 segun la reivindicacion 1, para la deshidrogenacion del
hidroxiisobutiraldehido a HIBA.

15. Procedimiento de tratamiento de efluentes acuosos que comprenden MTBE, ETBE y/o al menos uno de los
intermedios catabdlicos del MTBE, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en el TBA, el 2-M-1,2-
PD, el hidroxiisobutiraldehido y el HIBA, con el fin de reducir su concentracién, caracterizado porque comprende
la siembra de dicho efluente acuoso por al menos une célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 o
13 o identificada por el procedimiento segun la reivindicacién 12.
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Metil-terc.butil-éter terc.butoxi-metanol Formiato de terc.butilo
(MTBE)
&
CHy NAD(P)H + H CHy OH cHy O
" HaC—C-0-CHj —%T H3C—C-0-CH, hj—' HyC—-C~0—CH
CH3 CH3 CH3
02 ho
NAD(P)H + H*
H,0
Formiato ‘
0
CO,. . H-C]
OH
CHy
Alcohol terc. butilico H3C~C—~OH
]
CHj
0, NAD(P)H + H*
Ha
Figura 1
’ CHj .
2-metil-1,2-propanodiol  ,c—C-CH,—OH
(2-M-1,2-PD) OH
l\~ NAD(P)H + H*
CHs
Hidroxiisobutiraldehido  p,c—-c2°
OH H
H,0
NAD(P)H + H*
CH3 CH CH3
I 3 L .0
Co, =— §=0 . yl-oH —— HCCCT
CHs éHs OH
Acetona 2-propanol Acido hidroxiisobutirico
(HIBA)
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 12
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