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DESCRIPCION
Induccién de la floculacién en organismos fotosintéticos.
Técnica anterior

Las algas son organismos unicelulares que producen oxigeno por fotosintesis. Un grupo de algas, las microalgas,
son utiles en aplicaciones biotecnolégicas por muchas razones, entre ellas su elevada tasa de proliferacion y su
tolerancia a diversas condiciones ambientales. Se conoce y/o se ha sugerido la utilizacion de microalgas en diversos
procesos industriales para productos de importancia comercial. Por ejemplo, las microalgas se aplican en la
produccion de complementos alimenticios, productos farmacéuticos, colorantes naturales, fuentes de alimento para
peces y crustaceos, en el control biolégico de plagas agricolas, la produccién de oxigeno y la eliminacién de
nitrégeno, fésforo y sustancias téxicas en el tratamiento de aguas residuales y controles de contaminacion, tales
como la biodegradacién de los plasticos o la absorcion de dioxido de carbono.

Las microalgas, al igual que otros organismos, contienen lipidos y acidos grasos como componentes de membrana,
productos de almacenamiento, metabolitos y fuentes de energia. Se ha descubierto que algunas cepas de algas,
diatomeas y cianobacterias contienen, proporcionalmente, niveles elevados de lipidos (mas del 30%). Las cepas de
microalgas con un elevado contenido de aceites o lipidos tienen un gran interés en la busqueda de una materia
prima sostenible para la produccién de biocombustibles.

Algunas algas de tipo natural son adecuadas para su utilizacion en diversas aplicaciones industriales. Sin embargo,
se conoce que, mediante la modificacion de las algas para mejorar determinadas caracteristicas Utiles para las
aplicaciones anteriormente mencionadas, es mas probable que los procesos implicados sean comercialmente
viables. Con este fin, se pueden desarrollar cepas de algas con caracteristicas mejoradas con respecto a las cepas
de tipo natural. Esto se ha llevado a cabo mediante técnicas tradicionales de cribado y de mutacion y seleccién.
Ademaés, se han propuesto ampliamente tecnologias de ADN recombinante. Estos enfoques pueden aumentar la
viabilidad econémica de la produccién de productos de valor comercial.

Para la produccion de algunos productos comerciales de interés se pueden cultivar los organismos productores de
los productos en medios liquidos. A veces resulta beneficioso eliminar los organismos de dichos medios liquidos. Un
método de eliminacidon de los organismos consiste en flocularlos o agregarlos para facilitar su eliminacion. Los
floculantes o agentes floculantes potencian la floculacién, provocando la agregacion de los coloides y otras
particulas en suspensioén (por ejemplo, las células) presentes en los liquidos, formando de este modo un fléculo. Los
floculantes se utilizan en los procesos de tratamiento de aguas para mejorar la sedimentacion de las particulas
pequefias. Por ejemplo, se puede utilizar un floculante en la filtracién de agua de piscina o de agua potable a fin de
facilitar la eliminacion de las particulas microscopicas que, de otro modo, provocarian que el agua fuera turbia y
serian dificiles de eliminar inicamente por filtracién.

Muchos floculantes son cationes multivalentes, tales como aluminio, hierro, calcio o magnesio. Estas moléculas de
carga positiva interactian con las particulas y moléculas de carga negativa y reducen las barreras a la agregacion.
Ademéds, muchas de estas sustancias quimicas, a un pH adecuado y en otras condiciones adecuadas, tales como
de temperatura y salinidad, reaccionan con el agua y forman hidréxidos insolubles que, al precipitar, se unen y dan
lugar a largas cadenas o mallas, atrapando fisicamente las particulas pequefias en dicho fléculo de gran tamafio.

Se conoce la floculacion de microalgas mediante la utilizacién de floculantes quimicos. Las empresas que se
dedican a la produccién de floculantes fabrican y comercializan floculantes poliméricos de cadena larga, tales como
poliacrilamidas modificadas. Estos se pueden presentar en forma seca o liquida para su utilizacion en el proceso de
floculacién. La poliacrilamida liquida mas comun, por ejemplo, se suministra en forma de emulsién con un 10-40%
de ingredientes activos, y el resto es liquido portador, tensioactivos y latex.

Sin embargo, la utilizacion de floculantes quimicos tiene diversas desventajas. Por ejemplo, su utilizacién en el
tratamiento de aguas et al procesos exige la eliminacion posterior de los floculantes. La adicion y la eliminacion de
los floculantes agrava los costes de la produccion comercial del producto de interés, disminuyendo de este modo la
viabilidad econémica de la produccién.

Sumario

Un aspecto de la presente memoria da a conocer vectores que comprenden un &cido nucleico que codifica una
fraccion de floculacion y un elemento regulador unido para expresar la fraccion de floculacion en el nacleo de un
organismo fotosintético. Las fracciones de floculacion que se utilizan en la presente invencidon pueden comprender
proteinas de unién a hidratos de carbono, anticuerpos que se unen a un antigeno de superficie celular de C.
reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta o H. pluvialis, lectina, proteina FhuA, proteina pb5 u otras proteinas que forman
un fuerte emparejamiento proteina-proteina que provoca la floculacion de las microalgas. Los elementos reguladores
que se utilizan en los vectores pueden comprender un promotor constitutivo, un promotor inducible mediante luz, un
promotor sensible al quérum, un promotor sensible a la temperatura o un promotor sensible a la deficiencia de
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nitrégeno. Los vectores que se dan a conocer en el presente documento también pueden contener acidos nucleicos
capaces de dirigir la fraccion de floculacion hacia la superficie celular y anclar una parte de la fraccion de floculacion,
de modo que se mantenga fuertemente unida sobre la superficie celular. Los vectores se utilizan para transformar
organismos fotosintéticos no vasculares, tales como las microalgas, para su floculaciéon. En determinados casos, la
fraccion de anclaje puede ser opcional, ya que la secrecion de la fraccion de floculacion en el cultivo, dependiendo
de la propiedad de la fraccion de floculacion, es el método preferible para la floculacion.

Otro aspecto da a conocer procedimientos de floculacién que utilizan organismos fotosintéticos no vasculares. Entre
los ejemplos de organismos fotosintéticos no vasculares se incluyen C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S.
dimorphus o H. pluvialis. Los métodos de floculacion pueden comprender la creacion de dos organismos
fotosintéticos claramente diferentes mediante la transformacion con diferentes fracciones de floculacién y la
provocacion de la floculacion al permitir que las dos fracciones de floculacién interactien entre si. Entre los ejemplos
de fracciones de floculacion se incluyen la interaccién proteina-proteina entre FhuA y pb5, las interacciones entre
aglutininas especificas del tipo de apareamiento, un emparejamiento anticuerpo-antigeno y otras proteinas capaces
de reconocerse entre si como pareja y formar un complejo proteina-proteina estable. Entre los ejemplos de métodos
para la induccién de la floculacion de los organismos fotosintéticos no vasculares se encuentran la variacion de las
condiciones de luz, la densidad del cultivo, la temperatura del cultivo o la disponibilidad de los nutrientes; la adicién
de lectina, proteinas, metales pesados, floculantes catiénicos o quimicos al cultivo; o la fijacion de los agentes de
floculacién mencionados anteriormente a un soporte solido.

Otro aspecto da a conocer procedimientos para reciclar el liquido de cultivo de un medio liquido. Los organismos
fotosintéticos no vasculares se pueden cultivar en medios con medios definidos conocidos en la técnica, tales como
medio M min-70 o medio TAP. Con frecuencia, tras la floculacion es posible y econdmicamente beneficioso reciclar
la parte liquida del cultivo. En la presente memoria se dan a conocer procedimientos para permitir el reciclaje del
liquido, entre los cuales se incluye el cultivo de microorganismos que codifican una fraccion de floculacion; poner en
contacto el organismo con una faccion de floculacion y, de este modo, flocular el organismo; y la eliminacién del
microorganismo agregado del medio liquido.

Un aspecto particular da a conocer un procedimiento de floculacién de un organismo fotosintético no vascular, que
comprende expresar un acido nucleico exégeno que codifica una primera fraccion de floculacion en la superficie
exterior de un organismo fotosintético no vascular y poner en contacto dicho organismo con una segunda fraccion de
floculacién. El organismo puede ser un miembro de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o
Hematococcus, por ejemplo, C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis, aunque se pueden
utilizar miembros de otros géneros. La primera fraccién de floculacion puede ser una proteina de union a hidratos de
carbono, tal como una lectina, y en particular una lectina de tipo C. Otros ejemplos no limitantes de proteinas de
union a hidratos de carbono son DC-SIGN, dectina-1, dectina-2, HECL, langerina, layilina, mincle, MMGL, E-
selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-205, Endo 180, receptor de manosa, receptor de fosfolipasa A2,
sialoadhesina (siglec-1), siglec-2, siglec-3, siglec-4, siglec-5, siglec-6, siglec-7, siglec-8, siglec-9, siglec-10, siglec-11
y galectinas. En otras formas de realizacion, la primera fraccion de floculacion puede ser un anticuerpo univalente,
multivalente o polivalente, por ejemplo un anticuerpo scFv, que se une a un antigeno de la superficie de un
organismo de interés. Entre los ejemplos de dichos organismos se incluyen miembros de los géneros
Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, tal como C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S.
dimorphus o H. pluvialis. Algunas formas de realizacion pueden incluir ademas la utilizacién de una segunda fraccion
de floculacién. La segunda fraccion de floculacién puede encontrarse en la superficie de un soporte sélido o en la
superficie de un segundo organismo, que puede ser 0 no un organismo fotosintético no vascular. Cuando la segunda
fraccion de floculacion se expresa en la superficie de un segundo organismo, la segunda fraccién de floculacion
puede ser de origen natural o puede ser el resultado de la expresién de una secuencia de nucleétidos exdgena. En
algunas formas de realizacion, el primer y el segundo organismos son de la misma especie, mientras que en otras,
el primero y el segundo organismos son de cepas diferentes, géneros diferentes o reinos diferentes. Por ejemplo, en
una forma de realizacion, el primer y el segundo organismos son algas, mientras que, en otra forma de realizacion,
un organismo es un alga y el otro es una bacteria o una levadura. Cuando la segunda fraccion de floculaciéon se
encuentra en la superficie de un segundo organismo o soporte solido, el procedimiento comprende ademas la
combinacién del primer organismo con el segundo organismo, con el soporte so6lido o con ambos.

Otro aspecto da a conocer un organismo fotosintético no vascular que comprende una proteina exdgena en la
superficie celular externa del organismo, tal como la membrana celular o pared celular; comprendiendo dicha
proteina exdgena un miembro de una pareja de union. La proteina exégena puede ser un anticuerpo, tal como un
anticuerpo de fragmentos variables monocatenarios (scFv) o una proteina de unién a hidratos de carbono, tal como
una lectina, por ejemplo, una lectina de tipo C. En otras formas de realizacién, la proteina exdgena es un antigeno
que es la diana de un anticuerpo y, en una forma de realizacion, un anticuerpo especifico para ese antigeno. En
algunas formas de realizacién, la proteina exdgena es una proteina de fusién o quimérica en la que parte de la
proteina sirve para anclarla a la superficie celular. El organismo fotosintético no vascular puede ser un alga, por
ejemplo, un alga verde, mas particularmente un miembro de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus
0 Hematococcus, y mas particularmente uno de entre C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H.
pluvialis. En una forma de realizacion, el organismo fotosintético no vascular es un haldfilo, tal como D. salina o D.
tertiolecta. En otras formas de realizacion, la proteina de union a hidratos de carbono es, como minimo, una de entre
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DC-SIGN, dectina-1, dectina-2, HECL, langerina, layilina, mincle, MMGL, E-selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-
205, Endo 180, receptor de manosa, receptor de fosfolipasa A2, sialoadhesina (siglec-1), 2, siglec-3, siglec-4, siglec-
5, siglec-6, siglec-7, siglec-8 , siglec-9, siglec-10, siglec-11 y galectinas.

Otro aspecto da a conocer un procedimiento de floculacion que comprende la transformacién de un primer
organismo fotosintético no vascular con un acido nucleico que codifica una primera fraccion de floculacion, la
transformacion de un segundo organismo, que puede ser o no un organismo fotosintético no vascular, con un acido
nucleico que codifica una segunda fraccion de floculacion o una proteina necesaria para la produccion de una
segunda fraccion de floculacion que interactGa con la primera fraccion de floculacion, expresandose la primera y la
segunda fracciones de floculacién y poniéndolas en contacto, de modo que se produzca la floculacion. Los dos
organismos pueden ser del mismo género o de géneros diferentes, de la misma especie o de especies diferentes, o
del mismo reino o de reinos diferentes. Por ejemplo, los organismos pueden ser de la misma especie de alga, de
diferentes especies de algas, o un alga y una bacteria o levadura. El primer organismo, el segundo organismo o
ambos pueden ser miembros de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, de modo
que uno o ambos organismos pueden ser C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis. La
primera o la segunda fracciones de floculacion pueden ser anticuerpos, proteinas de unién a hidratos de carbono o
aglutininas especificas del tipo de apareamiento.

Otro aspecto da a conocer un vector que comprende un acido nucleico aislado que codifica una fraccion de
floculacién, un elemento regulador para la expresion de la fraccion de floculaciéon en el organismo fotosintético, por
ejemplo en el nicleo, y un elemento de direccionamiento que permite que la fraccion de floculacion se dirija a la
superficie del organismo o sea secretada por el mismo. La fraccion de floculacion puede ser un anticuerpo o
cualquiera de las proteinas de union a hidratos de carbono descritas en el presente documento. Entre los ejemplos
especificos de fracciones de floculacion se incluyen anticuerpos, lectinas, la proteina FhuA y la proteina pbb5.
Cuando el acido nucleico codifica un anticuerpo, puede ser un anticuerpo a un antigeno de la superficie de un
miembro de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, por ejemplo, C. reinhardtii, D.
salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis. En algunas formas de realizacion, el vector comprende ademas un
acido nucleico que codifica un elemento de anclaje que ancla la fraccion de floculacion a la superficie del organismo.

Otro aspecto da a conocer una célula hospedadora que comprende cualquiera de los vectores anteriores. La célula
hospedadora puede ser o no un organismo fotosintético no vascular. En algunas formas de realizacion, la célula
hospedadora es un miembro de los géneros Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, por
ejemplo C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis. En otra forma de realizacion, la célula
hospedadora es una bacteria o una levadura.

Otro aspecto da a conocer un procedimiento para el reciclaje de liquido, tal como agua o un medio de cultivo a base
de agua, que comprende cultivar un organismo fotosintético no vascular, que comprende un acido nucleico exégeno
que codifica una fraccién de floculacién en un medio liquido, poner en contacto el organismo con una segunda
fraccion de floculacion que se une directa o indirectamente a la primera fraccion de floculacién, provocando la
floculacién del organismo y separando, como minimo, una parte del liquido del medio liquido del organismo. La
primera y la segunda fracciones de floculacion pueden ser cualquiera de las fracciones descritas en el presente
documento, entre las cuales se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, anticuerpos, proteinas de union a
hidratos de carbono, hidratos de carbono, floculantes de metales pesados, floculantes quimicos, floculantes
catidnicos y aglutininas de tipo de apareamiento. La segunda fraccion de floculacion puede estar unida a la
superficie de un segundo organismo, que puede ser o no un organismo fotosintético no vascular, o puede estar
unida a un soporte solido.

Otro aspecto da a conocer un procedimiento de floculacion de un organismo fotosintético no vascular, que
comprende poner en contacto dicho organismo fotosintético no vascular con un segundo organismo, que comprende
un acido nucleico exdégeno que codifica un anticuerpo que se une a un antigeno de la superficie del organismo
fotosintético no vascular, provocando de este modo su floculacion. En una forma de realizacion, el anticuerpo se
expresa en la superficie del segundo organismo. En otra forma de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de
fragmentos variables monocatenarios (scFv). En otra forma de realizacion, el acido nucleico exégeno codifica una
proteina de fusién o quimérica que comprende el anticuerpo y un componente de anclaje que ancla el anticuerpo a
la superficie externa de la membrana celular o pared celular del segundo organismo. En una forma de realizacion, el
segundo organismo es una bacteria, mientras que en otra forma de realizacion, el segundo organismo es una
levadura. El organismo fotosintético no vascular puede ser un alga verde, por ejemplo un miembro de los géneros
Chlamydomonas, Dunaliella, Scenedesmus o Hematococcus, y mas particularmente C. reinhardtii, D. salina, D.
tertiolecta, S. dimorphus o H. pluvialis.

Otro aspecto da a conocer un procedimiento de floculacion de un organismo fotosintético no vascular, que
comprende poner en contacto dicho organismo fotosintético no vascular con un segundo organismo, que comprende
un acido nucleico exégeno que codifica una fraccion de floculacién que se une a un componente de superficie de
dicho organismo fotosintético no vascular, provocando de este modo la floculacién de dicho organismo fotosintético
no vascular. La fraccion de floculacion puede ser secretada por el segundo organismo, estar expresada en su
superficie, 0 ambos. El segundo organismo puede ser una levadura, una bacteria, un alga no fotosintética o un alga
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fotosintética. En algunas formas de realizacion, el segundo organismo es E. coli o P. pastoris. La proteina de union a
hidratos de carbono puede ser, como minimo, un miembro seleccionado dentro del grupo que comprende DC-SIGN,
dectina-1, dectina-2, HECL, langerina, layilina, mincle, MMGL, E-selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-205, Endo
180, receptor de manosa, receptor de fosfolipasa A2, sialoadhesina (siglec-1), siglec-2, siglec-3, siglec-4, siglec-5,
siglec-6, siglec-7, siglec-8 , siglec-9, siglec-10, siglec-11 y galectinas. En algunas formas de realizacion, la proteina
de unién a hidratos de carbono es una lectina, por ejemplo, una lectina de tipo C.

En cualquiera de las formas de realizacién descritas en la presente memoria, un acido nucleico exégeno que codifica
una fraccion de floculacién, por ejemplo, un anticuerpo o una proteina de unién a hidratos de carbono, puede
comprender ademas uno o mas elementos reguladores, tales como un promotor. Los promotores pueden ser
constitutivos o inducibles. Entre los promotores inducibles se incluyen, aunque no se limitan a los mismos,
promotores inducibles mediante luz, promotores sensibles al quérum, promotores sensibles a la temperatura o
promotores sensibles al nitrégeno.

Debe apreciarse que, a menos que se indique lo contrario, cuando se hace referencia a la expresion o la presencia
de una fraccion de floculacion en la superficie de un organismo o soporte soélido, la misma se refiere a la superficie
exterior del organismo o soporte soélido, que es la superficie encarada al entorno en el que esta presente el
organismo que se pretende flocular.

Breve descripcion de los dibujos
Las nuevas caracteristicas de la presente invencion se describen con detalle en las reivindicaciones adjuntas. Se
puede tener una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién a partir de la siguiente
descripcion detallada, que expone formas de realizacion ilustrativas en las que se utilizan los principios de la
presente invencion, y a partir de los dibujos adjuntos, en los que:
La figura 1 ilustra diversos constructos utilizados en la presente descripcion.
La figura 2 es un diagrama de flujo de floculacion mediante lectina. “Perform Q.C.”: llevar a cabo el control de
calidad (QC) del cultivo a gran escala, incluyendo la tasa de proliferacion, el pH del medio y el cribado para
detectar contaminacién de la cepa. “N”: flujo de trabajo alternativo en caso de condiciones insatisfactorias para
avanzar hacia la siguiente etapa.
La figura 3 es un diagrama de flujo de floculacién inducida por un anticuerpo anti-Fus1.

La figura 4 es un diagrama de flujo de floculacién inducida por la expresion de FhuA 'y pb5.

La figura 5 es un diagrama de flujo de floculacion inducida por genes regulados por deficiencia de nitrdgeno en
Chlamydomonas reinhardtii modificada genéticamente.

La figura 6 muestra la actividad de lectinas recombinantes producidas en E. coli. A-D son Chlamydomonas
reinhardtii, siendo A y C controles negativos y estando B y D en presencia de lectinas conjugadas con FITC de H.
pomatia y T. vulgaris, respectivamente. E-H son Scenedesmus dimorphus, siendo E y G controles negativos y
estando F y H en presencia de lectinas conjugadas con FITC de H. pomatia y T. vulgaris, respectivamente.

La figura 7 muestra la insercion de una proteina de fusion de LppOmpA-lectina en la membrana celular de E. coli.

La figura 8 muestra el efecto de una proteina de fusion de lectina de L. culinaris y B-autotransportador sobre la
sedimentacion de S. dimorphus.

La figura 9 muestra una transferencia Western que indica la correcta insercion de una fusion LppOmpA-scFv5 en
la membrana plasmaética de E. coli.

La figura 10 muestra una transferencia Western de lectinas secretadas en Pichia pastoris. Los ejemplos
representativos marcados como 1 (lectina de H. pomatia) y 2 (lectina de L. culinaris) muestran la secrecion de
proteinas al medio de crecimiento.

La figura 11 muestra la expresion de proteinas de fusion de lectina y supercontigo en P. pastoris: (1) Pirlb-lectina
de H. pomatia, (2) Pirlb-lectina de L. culinaris y (3) Pirla-lectina de T. vulgaris.

La figura 12 muestra la insercion de una proteina de fusion Pirla-lectina en la membrana de P. pastoris.

La figura 13 muestra la expresion de fusiones Fasl-lectina. Banda 1: Fasl-lectina de L. culinaris; Banda 2: Fasl-
lectina truncada L. culinaris; Banda 3: Fasl-lectina de E. cristagalli.

La figura 14 muestra una transferencia Western que describe la localizacién subcelular de proteinas de fusion
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Fasl-lectina. WT: 21gr; Control: Enzima citosolica: 1: fusion Fasl-lectina de L. culinaris; 2: fusion Fasl-lectina
truncada de L. culinaris; 3: fusion Fasl-lectina de E. cristagalli.

La figura 15 muestra el efecto de la presencia del constructo de proteina de fusién Fasl-lectina de T. vulgaris en
la sedimentacion.

La figura 16 muestra la expresion de células enteras de proteinas GP1-lectina en C. reinhardtii. 1: fusién GP1-
lectina de H. pomatia; 2: fusion GP1-lectina truncada de L. culinaris.

La figura 17 muestra una transferencia Western que describe la localizacién subcelular de proteinas de fusion
GP1-lectina. WT: 21gr; Control: Enzima citosolica; GP1-lectina de H. pomatia.

La figura 18 muestra el efecto de la presencia del constructo GP1-lectina de H. pomatia en la sedimentacion.

La figura 19 muestra una transferencia Western que indica la expresion de una proteina de fusion scFv5-Fasl en
C. reinhardtii. 1: La proteina de fusién se muestra aqui. La banda superior es la fusion intacta residual con la
proteina de bleomicina.

La figura 20 muestra una transferencia Western que describe la localizacién subcelular de proteinas de fusion
Fasl. WT: 21gr; Control: Enzima citosdlica; fusion scFv5-Fasl. Hay una proteina scFv5-Fasl que se localiza en
la fraccion de membrana. (flecha).

La figura 21 muestra la expresioén inducida por NO3 de lectina de H. pomatia en C. reinhardtii. Carril 1: Tiempo O,
TAP; Carril 2: Tiempo 12 horas, TAP; Carril 3: Tiempo 24 horas, TAP; Carril 4: Tiempo 12 horas, TAP - NH4CI +
KNO3 7,4 mM; Carril 5: Tiempo 24 horas, TAP - NH4Cl + KNO3 7,4 mM; Carril 6: Control.

La figura 22 muestra la floculacién de dos cepas de C. reinhardtii tras someterse a privacion de nitrégeno.
La figura 23 muestra la floculacién de dos cepas de C. reinhardtii tras someterse a minimizacion de nitrégeno.
Descripcion detallada

La presente memoria da a conocer nuevos enfoques para iniciar la floculacion en organismos fotosintéticos, y
particularmente en organismos fotosintéticos no vasculares (NVPO). El cultivo de organismos fotosintéticos,
particularmente organismos unicelulares como microalgas o cianobacterias, con fines industriales o agricolas implica
a menudo la recoleccion de las células de los organismos en medios liquidos. Actualmente, gran parte de esta
recoleccién se lleva a cabo por centrifugacién, procesamiento en prensa de correa, adicién de floculantes quimicos
al medio liquido, o una combinacién de métodos. Los métodos tradicionales de floculacién pueden comportar costes
adicionales (por ejemplo, el coste del floculante, el de la eliminacion del floculante del liquido y/o los organismos,
etc.) et al problemas (por ejemplo, la contaminacién, la purificacion del producto, etc.). La presente memoria da a
conocer composiciones novedosas, células hospedadoras y métodos para la floculacion de organismos
fotosintéticos que pueden superar los inconvenientes de las metodologias tradicionales de floculacién.

La presente memoria aprovecha las fuertes interacciones moleculares entre moléculas diferentes, por ejemplo,
anticuerpos y antigenos, proteinas e hidratos de carbono, parejas de union proteina-proteina, etc. Se pueden utilizar
parejas de floculacion (dos complejos de componentes) o complejos de floculacion (mas de dos complejos de
componentes). En algunos casos, un miembro de una pareja de floculacion o complejo se expresa de forma natural
en el organismo que se flocula, pero el nivel de produccion se puede aumentar genéticamente. En otros casos, un
miembro de una pareja de floculacion o complejo se puede expresar de forma recombinante en el organismo que se
debe flocular. A continuacién, el organismo se pone en contacto con la segunda (y/o subsiguiente) fraccion de
floculacién a fin de inducir la floculacién. Las segundas o subsiguientes fracciones de floculacion se pueden afadir
extrinsecamente (por ejemplo, sobre una fase solida, tal como una bola o un tamiz), expresarse en un organismo
separado (que puede ser de la misma especie que el primer organismo o de especies diferentes) que a continuacion
se pone en contacto con el primer organismo, o expresarse en el mismo organismo (por ejemplo, bajo el control de
un elemento regulador inducible).

Uno de los enfoques que se aplican comprende la manipulacion genética de un organismo fotosintético (por ejemplo,
un NVPO) para expresar una o mas fracciones de floculacion. La manipulacion genética puede comprender la
transformacion transitoria o integradora de un organismo fotosintético (por ejemplo, Chlamydomonas reinhardtii,
Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta, Scenedesmus dimorphus, Hematococcus pluvialis) o un organismo no
fotosintético (por ejemplo, E. coli) con un acido nucleico que codifica una fraccion de floculacion. En algunos casos,
la fraccion de floculacion es una proteina capaz de unirse a otra proteina, un hidrato de carbono u otra molécula de
interés. Por ejemplo, la C. reinhardtii se puede transformar con un gen que codifica una proteina de superficie celular
de C. reinhardtii fusionada a un anticuerpo, de modo que la expresién del anticuerpo en la superficie de la célula
provocara la floculacion de las células transformadas o cualquier otro organismo diana. Se han producido
anticuerpos en cloroplastos de C. reinhardtii, pero esta expresion no produce anticuerpo en la superficie celular.
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Véase, por ejemplo, Mayfield et al, PNAS 100(2):438-42 (2003). Alternativamente, el anticuerpo se puede expresar
en la superficie de un organismo no fotosintético. En una forma de realizacion, el organismo no fotosintético es un
procariota, tal como una bacteria. En otra forma de realizacion, el organismo no fotosintético es un eucariota, por
ejemplo, un hongo, y mas particularmente una levadura. A continuacion, los anticuerpos de superficie celular
presentes en la superficie del organismo no fotosintético se unen a multiples organismos fotosintéticos, lo que da
lugar ala floculacion.

Células hospedadoras

La presente memoria también comprende una célula hospedadora transformada con uno o méas de los acidos
nucleicos descritos en la presente memoria. En algunas formas de realizacion, la célula hospedadora es
fotosintética. En algunos casos, la célula hospedadora es fotosintética y no vascular. En otros casos, la célula
hospedadora es fotosintética y vascular. En otros casos, la célula hospedadora es no fotosintética. La célula
hospedadora puede ser eucariota o procariota. Algunas células hospedadoras se pueden transformar con multiples
genes que codifican una o mas fracciones de floculacion. Por ejemplo, una sola célula transformada puede contener
acidos nucleicos exdgenos que codifican uno, dos, tres 0 mas proteinas o subunidades de las mismas. Por ejemplo,
un alga como C. reinhardtii, una bacteria como E. coli o una cianobacteria, o una levadura, como Pichia pastoris, se
puede transformar con un gen que codifica un anticuerpo que reconoce una proteina de superficie celular del
organismo que se debe flocular, produciéndose el anticuerpo como proteina de fusibn o como dos o mas
subunidades que se ensamblan internamente. El organismo que se pretende flocular puede ser el mismo que el
organismo que expresa la proteina de superficie u otro diferente. Los constructos pueden contener miltiples copias
del mismo gen, y/o multiples genes que codifican la misma proteina, y/o multiples genes con mutaciones en una o
mas partes de las secuencias de codificacion.

La célula hospedadora se transfecta con un vector descrito en la presente memoria (por ejemplo, un vector que
comprende uno o mas genes que codifican fracciones de floculacion). El vector puede contener un promotor de
plastidios o un promotor nuclear para transformar el nacleo o un cloroplasto u otro plastidio de la célula
hospedadora. El vector también puede codificar una proteina de fusién o agente que dirige selectivamente el
producto del vector al nacleo o el cloroplasto u otro plastidio. La transfeccion de una célula hospedadora se puede
llevar a cabo mediante cualquier método conocido en la técnica.

Un organismo hospedador es un organismo que comprende una célula hospedadora. En algunas formas de
realizacién, el organismo hospedador es fotosintético. Un organismo fotosintético es un organismo que fotosintetiza
de forma natural (tiene un plastidio) o que se modifica por ingenieria genética o de otro modo para que sea
fotosintético. En algunos casos, el organismo fotosintético se puede transformar con un constructo que hace que
todo o parte del aparato fotosintético sea inoperable. En algunos casos, es no vascular y fotosintético. La célula
hospedadora puede ser procariota. Algunos ejemplos de organismos procariotas fotosintéticos segin la presente
invencion son, aunque no se limitan a los mismos, las cianobacterias (por ejemplo, Synechococcues, Synechocystis,
Athrospira). El organismo hospedador puede ser unicelular o pluricelular. En diversas formas de realizacion, el
organismo hospedador es eucariota (por ejemplo, un alga verde). Entre los ejemplos de organismos contemplados
en el presente documento se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, roddfitas, clordfitas, heterocontdfitas,
tribofitos, glaucofitas, cloraracniofitas, euglenoides, haptdfitas, criptomonas, dinoflagelados vy fitoplancton. En otras
formas de realizacion, el organismo hospedador es no fotosintético. Entre los organismos hospedadores no
fotosintéticos se incluyen las bacterias y las levaduras. Se pueden encontrar ejemplos de organismos hospedadores
bacterianos adecuados en el filo proteobacterias y entre ellos se incluye, aunque no se limita a la misma, la
Escherichia coli. Se pueden encontrar ejemplos de organismos de tipo levadura adecuados en el filo Ascomycota, y
entre los mismos se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae.

Se puede cultivar un organismo hospedador en condiciones que permitan la fotosintesis, pero no es necesario (por
ejemplo, se puede cultivar en ausencia de luz). En algunos casos, el organismo hospedador puede estar modificado
genéticamente, de modo que su capacidad fotosintética esté disminuida y/o destruida. En condiciones de cultivo en
las que un organismo hospedador no sea capaz de realizar la fotosintesis (por ejemplo, debido a la ausencia de luz
y/o por una modificacion genética), generalmente se proporcionan al organismo los nutrientes necesarios para su
crecimiento en ausencia de fotosintesis. Por ejemplo, un medio de cultivo en el cual (o sobre el cual) se cultiva un
organismo se puede complementar con cualquier nutriente necesario, incluidas una fuente organica de carbono, una
fuente de nitrégeno, una fuente de fosforo, vitaminas, metales, lipidos, acidos nucleicos, micronutrientes o un
requisito especifico del organismo. Entre las fuentes organicas de carbono se incluye cualquier fuente de carbono
que el organismo hospedador sea capaz de metabolizar, entre las cuales, aunque sin limitarse a las mismas,
acetato, hidratos de carbono simples (por ejemplo, glucosa, sacarosa, lactosa), hidratos de carbono complejos (por
ejemplo, almidén, glucégeno), proteinas y lipidos. El experto en la materia sabe que no todos los organismos son
capaces de metabolizar suficientemente un determinado nutriente, y que las mezclas de nutrientes pueden tenerse
que modificar de un organismo a otro con el fin de proporcionar la mezcla de nutrientes adecuada.

El organismo hospedador se puede cultivar en tierra, por ejemplo en estanques, acueductos o vertederos, o en

sistemas biorreactores cerrados o parcialmente cerrados. Los organismos hospedadores también se pueden cultivar
directamente en agua, por ejemplo, en océanos, mares, lagos, rios, embalses, etc. En las formas de realizacion en
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las que se cultivan algas en masa, éstas se pueden cultivar en fotobiorreactores de alta densidad. En la técnica se
conocen métodos de cultivo de algas en masa. Por ejemplo, se pueden cultivar en fotobiorreactores de alta densidad
(véase, por ejemplo, Lee et al, Biotech. Bioengineering 44:1161-1167, 1994) et al biorreactores (como los utilizados
en el tratamiento de aguas de desecho y residuales) (por ejemplo, Sawayama et al, Appl. Micro. Biotech., 41:729-
731, 1994). Ademas, se pueden cultivar algas en masa para eliminar metales pesados (por ejemplo, Wilkinson,
Biotech. Letters, 11:861-864, 1989), hidrogeno (por ejemplo, publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos
20030162273) y compuestos farmacéuticos.

Un grupo ilustrativo de organismos son las algas verdes. Un ejemplo, las Chlamydomonas, son un género de algas
verdes unicelulares (Chlorophyta). Estas algas se encuentran en el suelo, en aguas frescas, océanos, e incluso en la
nieve de las cumbres. La algas de este género presentan una pared celular, un cloroplasto y dos flagelos anteriores
que le dan movilidad en entornos liquidos. Se han descrito mas de 500 especies diferentes de Chlamydomonas.

La especie mas utilizada en laboratorios es la C. reinhardtii. Las células de esta especie son haploides y pueden
crecer en un medio sencillo de sales inorgénicas, utilizando la fotosintesis para obtener energia. También pueden
crecer en la oscuridad total si se proporciona acetato como fuente de carbono. Cuando se las priva de nitrégeno, las
células de C. reinhardtii pueden diferenciarse en isogametos. Existen dos tipos de apareamiento, llamados mt+ y mt-
. Estos se fusionan sexualmente, generando un cigoto de pared gruesa que forma una pared exterior dura que lo
protege de las diversas condiciones del entorno. La expresion controlada de aglutininas de tipo de apareamiento se
puede utilizar para facilitar la floculaciéon. Cuando se vuelve a colocar en un medio de cultivo con nitrégeno y en
presencia de luz y agua, la cigospora diploide sufre meiosis y libera cuatro células haploides que retoman el ciclo de
vida vegetativa. En el crecimiento mitético, las células se duplican cada ocho horas. Las células de C. reinhardtii
pueden crecer en una amplia gama de condiciones. Aunque un espacio protegido y con control de la temperatura
puede dar lugar a un crecimiento 6ptimo, la C. reinhardtii se puede cultivar facilmente a temperatura ambiente bajo
luces fluorescentes estandar. Las células se pueden sincronizar sometiéndolas a un ciclo de luz y oscuridad y
privandolas de acetato.

La genética nuclear de la C. reinhardtii se conoce bien. Se han caracterizado un gran nimero de mutantes y el
centro de investigacion de la C. reinhardtii (www.chlamy.org) mantiene una extensa coleccion de mutantes y de
secuencias gendmicas anotadas de la especie Chlamydomonas. Se han desarrollado un gran nimero de mutantes
de cloroplastos, asi como varios mutantes mitocondriales, en la C. reinhardtii.

En la presente memoria, el término “vegetal” se utiliza en sentido amplio para referirse a un organismo eucariota que
contiene plastidios, particularmente cloroplastos, e incluye cualquier organismo en cualquier etapa de desarrollo, o
para referirse a parte de un vegetal, incluido un corte del mismo, a un cultivo de células vegetales, a un 6rgano
vegetal, a una semilla vegetal o a una plantula. Una célula vegetal es la unidad estructural y fisiolégica del vegetal,
que comprende un protoplasto y una pared celular. Una célula vegetal se puede encontrar en forma de célula
aislada o de célula cultivada, o puede formar parte de una unidad superior organizada, por ejemplo, un tejido
vegetal, un 6rgano vegetal o una planta. Por consiguiente, una célula vegetal puede ser un protoplasto, una célula
productora de gametos o una célula o coleccion de células que pueden regenerarse en una planta entera. Como tal,
una semilla, que comprende multiples células vegetales y es capaz de regenerarse en una planta entera, se
considera célula vegetal a efectos de la presente descripcion. Un tejido vegetal u érgano vegetal puede ser una
semilla, un protoplasto, un callo o cualquier otro grupo de células vegetales organizado en una unidad estructural o
funcional. Entre las partes particularmente Utiles de un vegetal se incluyen las partes cosechables y las partes Utiles
para la propagacion de las plantas de la progenie. Una parte cosechable de un vegetal puede ser cualquier parte Util
de un vegetal, por ejemplo las flores, el polen, las plantulas, los tubérculos, las hojas, los tallos, los frutos, las
semillas, las raices y similares. Entre las partes de un vegetal Utiles para la propagacion se incluyen, por ejemplo, las
semillas, los frutos, los esquejes, las plantulas, los tubérculos, los rizomas y similares.

Vectores

Los vectores descritos en la presente memoria pueden ser capaces de provocar la transformacion estable de
multiples organismos fotosintéticos, incluidos, aunque sin limitarse a los mismos, bacterias fotosintéticas (incluidas
las cianobacterias), ciandfitas, procloréfitas, rodofitas, cloréfitas, heterocontdfitas, tribdfitos, glaucofitas,
cloraracniofitas, euglendfitas, euglenoides, haptdfitas, crisdfitas, criptéfitas, criptomonas, dindfitas, dinoflagelados,
pirmnesidfitas, bacilariéfitas, xantéfitas, eustigmatofitas, rafidofitas, algas pardas y fitoplancton. Otros vectores son
capaces de provocar una transformacion estable de C. reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta, S. dimorphus o H.
pluvialis. Otros vectores son capaces de provocar una transformacion estable de organismos no fotosintéticos, tales
como levaduras y bacterias. Los vectores para la transformacion estable de las bacterias y levaduras son bien
conocidos en la técnica y se pueden obtener a través de proveedores comerciales. Se pueden modificar vectores de
expresion por ingenieria genética a fin de producir la proteina o proteinas heter6logas y/o homadlogas de interés (por
ejemplo, anticuerpos, aglutininas de tipo de apareamiento, etc.). Dichos vectores son (tiles para producir de forma
recombinante la proteina de interés. Dichos vectores también son Utiles para modificar el fenotipo natural de las
células hospedadoras (por ejemplo, expresando una fraccion de floculacion).

Se puede construir un casete de expresion en un vector apropiado. En algunos casos, el casete se disefia de modo
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gue exprese una o0 mas secuencias de codificacién proteinica en una célula hospedadora. Dichos vectores pueden
construirse utilizando técnicas estandar conocidas en la técnica. En un casete de expresion tipico, el promotor o
elemento regulador esta situado en el lado 5’ o secuencia arriba de una secuencia codificante cuya expresion se
desea. En otros casetes, una secuencia de codificacion puede estar flanqueada por secuencias que permiten la
expresion tras la insercion en un genoma diana (por ejemplo, nuclear o plastidio). Por ejemplo, un acido nucleico que
codifica una fraccion de floculacion se puede insertar en un genoma nuclear de una célula hospedadora, de modo
que la expresion de la fraccion de floculacion esta controlada por un elemento regulador de origen natural. En la
presente memoria, se puede utilizar cualquier elemento regulador que proporcione expresién en condiciones
apropiadas, de modo que el ARNm o producto proteinico se expresen en un nivel suficiente para producir la
floculacién del NVPO transformado.

Una o mas secuencias de codificacién de proteinas adicionales se pueden fusionar operativamente aguas abajo o 3’
de un promotor. Se pueden utilizar secuencias codificantes para proteinas individuales, asi como secuencias
codificantes para fusiones de dos o mas proteinas. Las secuencias codificantes también pueden contener elementos
adicionales que permitan que las proteinas expresadas se puedan dirigir a la superficie celular y anclarse a la
superficie celular o ser secretadas al medio. También se utiliza un marcador seleccionable en el disefio del vector
para una seleccion eficaz de las algas verdes transformadas por el vector. Un marcador seleccionable y otra
secuencia que se desee introducir se pueden introducir fusionados a un promotor simple y secuencia abajo del
mismo. Alternativamente, se pueden introducir dos secuencias de codificacion de proteinas, cada una bajo el control
de un promotor.

Tal como se utiliza el término en la presente memoria, un elemento regulador se refiere, en términos generales, a
una secuencia de nucleotidos que regula la transcripcion o la traduccién de un polinucleétido, o la localizacion de un
polipéptido al que esta operativamente unido. Un elemento regulador puede ser nativo o foraneo a la secuencia de
nucleétidos que codifica el polipéptido. Entre dichos elementos se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, un
sitio de unién del ribosoma (RBS), una secuencia lider, una secuencia de poliadenilacién, una secuencia de
propéptido, un promotor, una secuencia de péptido sefial y un terminador de transcripcion, un promotor, una codén
de iniciacion (start), una sefial de corte y empalme para la escisién del intréon y el mantenimiento de un marco de
lectura correcto, un coddn de parada stop, un codén @mbar u ocre y/o un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES).
Tipicamente, un elemento regulador incluye un promotor y sefiales de parada de la transcripcion y la traduccién. Los
elementos se pueden dotar de conectores con el fin de introducir sitios de restriccion especificos que faciliten la
ligacion de las secuencias de control con la region de codificacion de la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido. En algunos casos, dichos vectores incluyen promotores, y adicionalmente, una sefial de
compartimentacion celular (es decir, una secuencia que dirige un polipéptido al citosol, el nacleo, la membrana del
cloroplasto o la membrana celular). Dichas sefiales son bien conocidas en la técnica y han sido ampliamente
documentadas (véase, por ejemplo, la patente US n° 5.776.689). Los promotores Utiles para la presente invencion
pueden provenir de cualquier fuente (por ejemplo, virica, bacteriana, fungica, protistica, animal). Los promotores
considerados en el presente documento pueden ser especificos para organismos fotosintéticos, organismos
fotosintéticos no vasculares, organismos fotosintéticos vasculares (por ejemplo, algas, vegetales de floracion),
levaduras y bacterias. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “organismo fotosintético no vascular”
se refiere a cualquier organismo macroscopico o microscopico, incluidos, aunque sin limitarse a los mismos, algas,
cianobacterias y bacterias fotosintéticas, que no tienen un sistema vascular como el que se encuentra en las plantas
superiores. En algunos casos, los acidos nucleicos anteriores se insertan en un vector que comprende un promotor
de un organismo fotosintético, por ejemplo, de algas. Dicho promotor puede ser un promotor para la expresion en el
nucleo o en un cloroplasto y/u otro plastidio. Entre los ejemplos de promotores considerados para la insercion con
cualquiera de los acidos nucleicos del presente documento en el cloroplasto se incluyen los descritos en la solicitud
de patente US 2004/0014174. Entre los promotores adecuados para su utilizacion en bacterias se incluyen, aunque
no se limitan a los mismos, promotores del virus del simio 40 (SV40), el virus del tumor mamario de ratén (MMTV), la
repeticion terminal larga del VIH (LTR), el virus de Moloney, el ALV, el citomegalovirus (CMV), tal como el promotor
temprano inmediato del CMV, el virus de Epstein-Barr (EBV) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). El promotor
puede ser un promotor constitutivo o un promotor inducible. Un promotor incluye tipicamente las secuencias de
acido nucleico necesarias cerca del sitio de inicio de transcripcion (por ejemplo, un elemento TATA).

Para construir el vector, las secuencias de ADN secuencia arriba de un gen expresado bajo el control de un
promotor adecuado puede mapearse por restriccion y caracterizarse las zonas importantes para la expresion de la
proteina. Se determina la ubicacion exacta del coddn de inicio del gen y, aprovechando esta informacién y el mapa
de restriccion, se puede disefiar un vector para la expresioén de una proteina heteréloga mediante la eliminacion de
la regién responsable de codificar la proteina del gen, pero dejando la region superior en el sentido de la secuencia
que contiene el material genético responsable del control de la expresion del gen. Preferentemente, se inserta un
oligonucledtido sintético se inserta en la ubicacion en la que estaba la secuencia de la proteina, de tal manera que
podria clonarse cualquier gen adicional utilizando sitios de endonucleasas de restriccion en el oligonucleétido
sintético (es decir, un sitio de clonaciébn mdltiple). A continuacion, un gen no relacionado (o secuencia de
codificacién) que se inserta en este sitio estaria bajo el control de un codén de inicio existente y la region reguladora
secuencia arriba que dirige la expresion de la proteina foranea (es decir, normalmente no presente) codificada por
este gen. Una vez que el gen que codifica la proteina foranea se introduce en un vector de clonacion, se puede
introducir en el organismo hospedador utilizando cualquiera de varios métodos, algunos particulares del organismo
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hospedador. Las variaciones de estos métodos se describen en la bibliografia general. La manipulacién de las
condiciones para optimizar la transformacion en un determinado hospedador entra dentro de las capacidades del
experto en la materia.

Con respecto al tipo de plasmido utilizado para la insercién de los diversos casetes de expresion de ADN, se puede
utilizar cualquier pldsmido adecuado. Los plasmidos o vectores pueden incluir vectores tales como pUC o sus
derivados, pBR322, pBluescript o pPGEM. Pueden utilizarse otros vectores, entre ellos pPIC3.5K, pPIC9K y pAO815,
disponibles a través de Invitrogen (Carlsbad, California, EE. UU.). Se escoge un determinado plasmido en funcion de
la naturaleza de los marcadores, la disponibilidad de sitios de restriccion adecuados, el nimero de copias y
similares. La secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés puede ser sintética, derivada de forma natural
o cualquier combinacién de las mismas. Segun la naturaleza de la secuencia de ADN de interés, puede ser deseable
sintetizar la secuencia con codones preferidos en el NVPO. La secuencia de ADN que codifica el polipéptido de
interés puede ser un gen estructural o una parte del mismo que proporcione un producto de expresion deseado. El
gen puede ser cualquier gen, ya sea nativo, mutante del nativo o foraneo para el hospedador. El término foraneo
pretende indicar un gen no enddgeno a la célula hospedadora, pero puede incluir secuencias nativas, tales como
secuencias viricas y secuencias bacterianas asociadas naturalmente con el NVPO.

El vector utilizado también puede contener una o mas secuencias de nucleétidos adicionales que confieran
caracteristicas deseables al vector, entre ellas, por ejemplo, secuencias tales como sitios de clonacion que facilitan
la manipulacion del vector, elementos reguladores que dirigen la replicacién del vector o la transcripcion de las
secuencias de nuclettidos contenidas en él, secuencias que codifican un marcador seleccionable y similares. Como
tal, el vector puede contener, por ejemplo, uno 0 mas sitios de clonacion, tales como sitios de clonacion mdiltiple, que
pueden estar situados, aunque no necesariamente, de tal modo que se puede insertar un polinucleétido heterélogo
en el vector y unirse de forma operativa a un elemento deseado. El vector también puede contener un origen de
replicacién procariota (Ori), por ejemplo, un Ori de E. coli o un Ori césmido, permitiendo asi el paso del vector en una
célula hospedadora procariota, asi como en un cloroplasto vegetal, segin se desee. Estas caracteristicas,
combinadas con los marcadores seleccionables adecuados, permiten que el vector sea “transportado” entre la célula
hospedadora diana y la célula bacteriana y/o de levadura. La capacidad de hacer pasar un vector lanzadera en un
hospedador secundario puede permitir una mayor manipulacion de las caracteristicas del vector. Por ejemplo, una
mezcla de reaccion que contiene el vector y los polinucledtidos insertados putativos de interés puede transformarse
en células hospedadoras procariotas, tales como E. coli, amplificarse y recolectarse mediante métodos de rutina, y
examinarse para identificar vectores que contienen un inserto o constructo de interés. Si se desea, el vector se
puede manipular adicionalmente, por ejemplo, llevando a cabo mutagénesis dirigida al sitio del polinucleétido
insertado, luego amplificando de nuevo y seleccionando los vectores con un polinucleétido mutado de interés. A
continuacién, se puede introducir un vector lanzadera en los cloroplastos de las células vegetales, en las que un
polipéptido de interés se puede expresar y, si se desea, aislar.

Un vector u otra molécula de acido nucleico recombinante puede incluir una secuencia de nucle6tidos que codifica
un polipéptido indicador u otro marcador seleccionable. El término “marcador seleccionable” se refiere a un
polinucleétido (o polipéptido codificado) que confiere un fenotipo detectable. Generalmente, un indicador codifica un
polipéptido detectable, por ejemplo, una proteina verde fluorescente o una enzima como la luciferasa, que, cuando
entra en contacto con un agente apropiado (una determinada longitud de onda de luz o luciferina, respectivamente)
genera una sefial que se puede detectar a simple vista 0 mediante instrumentos apropiados (Giacomin, Plant Sci.
116:59-72, 1996; Scikantha, J. Bacteriol. 178:121, 1996; Gerdes, FEBS Lett. 389:44-47, 1996; véase también
Jefferson, EMBOJ. 6:3901-3907, 1997, B-glucuronidase). Generalmente, un marcador seleccionable es una
molécula que, cuando esta presente 0 se expresa en una célula, proporciona una ventaja (o desventaja) selectiva a
la célula que contiene el marcador, por ejemplo, la capacidad de crecer en presencia de un agente que, de otro
modo, provocaria la muerte de la célula.

Un marcador seleccionable puede proporcionar un medio para obtener células procariotas o células vegetales, o
ambas, que expresan el marcador y, por consiguiente, pueden ser Utiles como componentes de un vector (véase,
por ejemplo, Bock, supra, 2001). Entre los ejemplos de marcadores seleccionables se incluyen, aunque no se limitan
a los mismos, los que proporcionan resistencia a antimetabolitos, por ejemplo, la dihidrofolato reductasa, que
proporciona resistencia al metotrexato (Reiss, Plant Physiol. (Life Sci. Adv.) 13:143-149, 1994); la neomicina
fosfotransferasa, que proporciona resistencia a los aminoglucésidos neomicina, kanamicina y paromicina(Herrera-
Estrella, EMBO J. 2:987-995, 1983), higro, que proporciona resistencia a higromicina (Marsh, Gene 32:481-485,
1984), trpB, que permite que las células utilicen indol en lugar de triptéfano; hisD, que permite que las células utilicen
histinol en lugar de histidina (Hartman, Proc: Natl. Acad Sci., USA 85:8047, 1988); isomerasa de manosa-6-fosfato,
que permite que las células utilicen manosa (WO 94/20627); ornitina descarboxilasa, que proporciona resistencia al
inhibidor de la ornitina descarboxilasa, 2-(difluorometil)-D,L-ornitina (DFMO; McConlogue, 1987, en: Current
Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed.); y desaminasa de Aspergillus terrus, que
proporciona resistencia a blasticidina S (Tamura, Biosci. Biotechno/. Biochem. 59:2336-2338, 1995). Entre los
marcadores seleccionables adicionales se incluyen los que proporcionan resistencia a herbicidas, por ejemplo, el
gen de la fosfinotricina acetiltransferasa, que proporciona resistencia a la fosfinotricina (White et al, Nucl. Acids Res.
18:1062, 1990; Spencer et al, Theor. Appl. Genet. 79:625-631, 1990), una EPSPVsintasa mutante, que proporciona
resistencia al glifosato(Hinchee et al, BinTechnology 91:915-922, 1998), una acetolactato sintasa mutante, que
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proporciona resistencia a imidazolinona o sulfonilurea (Lee et al, EMBO J. 7:1241-1248, 1988), un psbA mutante,
que proporciona resistencia a la atrazina (Smeda et al, Plant Physiol. 103:911-917, 1993), o una protoporfirinégeno
oxidasa mutante (véase la patente US n° 5,767,373), u otros marcadores que proporcionan resistencia a un
herbicida, tal como el glufosinato. Entre los marcadores seleccionables se incluyen polinucledtidos que proporcionan
resistencia a la dihidrofolato reductasa (DHFR) o a la neomicina para células eucariotas y tetraciclina; resistencia a
la ampicilina para procariotas como E. coli; y resistencia a bleomicina, gentamicina, glifosato, higromicina,
kanamicina, metotrexato, fleomicina, fosfinotricina, espectinomicina, estreptomicina, sulfonamida y sulfonilurea en
vegetales (véase, por ejemplo, Maliga et al, Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1995, pagina 39).

Uno o més codones de un polinuclettido de codificacion pueden estar sesgados para reflejar el uso de codones
preferente de la célula hospedadora o un organulo de la misma (por ejemplo, los cloroplastos). La mayoria de los
aminoacidos estan codificados por dos o mas codones (degenerados) diferentes, y es bien conocido que diversos
organismos utilizan determinados codones con preferencia a otros. Se ha documentado el sesgo de codones de la
C. reinhardtii (Véase la solicitud de patente US2004/0014174) asi como en bacterias y levaduras (véase, por
ejemplo, Gene 18:199-209 (1982); FEBS Lett., 285:165-169 (1991); J. Biol. Chem., 257:3026-3031 (1982)).

El término “sesgado”, cuando se utiliza haciendo referencia a un coddn, significa que la secuencia de un codén en
un polinucledtido se ha modificado de tal manera que dicho codén es un codén que se utiliza con preferencia en la
diana para la que se ha obtenido el sesgo, por ejemplo, células de alga, cloroplastos, bacterias o levaduras. Un
polinucleétido que estd sesgado para un determinado uso de codones se puede sintetizar de novo o puede
modificarse genéticamente mediante técnicas de ADN recombinante rutinarias, por ejemplo, por un método de
mutagénesis dirigida al sitio, a fin de modificar uno o mas codones, de modo que estan sesgados para el uso de
codones en cloroplastos. El sesgo de codones puede presentar variedad entre vegetales diferentes, incluido, por
ejemplo, en algas en comparacién con el tabaco. Habitualmente, el sesgo de codones seleccionado refleja el uso de
codones del vegetal (o sus organulo) que se esta transformando con los acidos nucleicos de la presente invencion.
Por ejemplo, si la C. reinhardtii es el hospedador, el uso de codones en el cloroplasto puede estar sesgado a fin de
reflejar el uso de codones nuclear o del cloroplasto (por ejemplo, aproximadamente un 74,6% de sesgo AT en la
tercera posicion del codén para secuencias dirigidas al cloroplasto). Alternativamente, cuando se utilizan bacterias o
levaduras como organismo hospedador, el uso de codones puede estar sesgado para esos organismos.

En la presente invencion se dan a conocer vectores utilizados en varios métodos de floculacion. Estos vectores o
plasmidos pueden comprender elementos reguladores, que son reconocidos por la maquinaria de transcripciéon
génica del organismo hospedador utilizado, incluso para genes nucleares o de plastidios, que codifican secuencias
unidas operativamente a los elementos reguladores, marcadores de seleccién que permiten la seleccién de células
hospedadoras transformadas por el vector et al elementos que permiten que el vector se integre de forma estable en
el genoma nuclear o plastidio de un organismo hospedador. Entre los ejemplos de elementos reguladores se
incluyen, aunque no se limitan a los mismos, promotores constitutivos, promotores inducibles mediante luz,
promotores sensibles al quérum, promotores sensibles a la temperatura o promotores sensibles a la deficiencia de
nitrégeno. Un ejemplo de promotor inducible mediante luz se describe en la patente US n° 6.858.429. Entre los
ejemplos de fracciones de floculacion que pueden estar codificadas por los polinucleétidos utilizados en la presente
memoria se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, FhuA, pb5, aglutinina de gameto masculino (mt+) de
Chlamydomonas, aglutinina de gameto femenino (mt-) de Chlamydomonas, lectina, proteinas de union a hidratos de
carbono, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpo antihidrato de carbono, anticuerpo antiflagelos, anticuerpo anti-Fus1,
anticuerpos antiproteina de superficie celular). Entre los ejemplos de marcadores de seleccién se pueden incluir,
aungue no se limitan a los mismos, kanamicina, fleomicina, bleomicina, higromicina o zeocina.

Transformacién de las células hospedadoras

Las células transformadas se producen introduciendo ADN homoélogo y/o heterdlogo en una poblacion de células
diana y seleccionando las células que han absorbido el ADN. Por ejemplo, se pueden cultivar en un medio que
contiene kanamicina transformantes que contienen ADN exdgeno con un marcador seleccionable que proporciona
resistencia a la kanamicina.

Las técnicas basicas utilizadas para la transformacién y expresion en organismos fotosintéticos son parecidas a las
utilizadas habitualmente para la E. coli, Saccharomyces cerevisiae y otras especies, e incluyen la transfeccion con
fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano o por polibreno, fusion de protoplastos, liposomas,
microinyeccion directa en los nucleos, introduccion por raspado (“scrape loading”) y electroporacion. En la técnica se
conocen métodos de transformacion adaptados a un NVPO, por ejemplo, el cloroplasto de una cepa de algas. Estos
métodos se han descrito en diversos textos sobre manipulacién biolégica molecular estandar (véase Packer &
Glaser, 1988, “Cyanobacteria’, Meth. Enzymol., vol. 167; Weissbach & Weissbach, 1988, “Methods for plant
molecular biology,” Academic Press, Nueva York, Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989, “Molecular Cloning: A
laboratory manual,” 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; y Clark M. S., 1997,
Plant Molecular Biology, Springer, N.Y.). Estos métodos incluyen, por ejemplo, dispositivos biolisticos (véase, por
ejemplo, Sanford, Trends In Biotech. (1988) 6: 299-302, patente US n° 4.945.050; electroporacion (Fromm et al,
Proc. Nat'l. Acad. Sci. (USA) (1985) 82: 5824-5828); utilizacién de un rayo laser, electroporacion, microinyeccion o
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cualquier otro método capaz de introducir ADN en una célula hospedadora (por ejemplo, un NVPO).

La transformacion de plastidios es un método rutinario y bien conocido para la introduccién de un polinucledtido en
un cloroplasto de célula vegetal (véase patentes de EE. UU. 5.451.513, 5.545.817 y 5.545.818; el documento WO
95/16783; McBride et al, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 91:7301-7305, 1994). En algunas formas de realizacion, la
transformacion de cloroplastos comprende la introducciéon de regiones de ADN de cloroplasto que flanquean una
secuencia de nuclettidos deseada, lo que permite la recombinacion homologa del ADN exdgeno en el genoma diana
de cloroplasto. En algunos casos, se pueden utilizar secuencias de nucledtidos flanqueantes de entre 1 kb y 1,5 kb
de ADN genomico de cloroplasto. Mediante este método, se pueden utilizar mutaciones puntuales en los genes
ARNr 16S y rpsl2 de cloroplasto, que proporcionan resistencia a espectinomicina y estreptomicina, como
marcadores seleccionables para la transformacion (Svab et al, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 87:8526-8530, 1990), y
se pueden obtener transformantes homoplasmicos estables en una frecuencia de aproximadamente 1 por 100
bombardeos de hojas diana.

La transformacién mediada por microproyectiles también se puede utilizar para introducir un polinucleétido en una
célula vegetal (Klein et al, Nature 327:70-73, 1987). Este método utiliza microproyectiles, como el oro o el tungsteno,
recubiertos con el polinuclettido deseado por precipitacion con cloruro de calcio, espermidina o polietilenglicol. Las
particulas de microproyectiles se aceleran y se introducen a alta velocidad en un tejido vegetal mediante un
dispositivo tal como la pistola de particulas BIOLISTIC PD-1000 (BioRad; Hercules Calif. USA). Los métodos para la
transformacion utilizando métodos biolisticos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo: Christou, Trends
in Plant Science 1:423-431, 1996). La transformacion mediada por microproyectiles se ha utilizado, por ejemplo,
para generar una variedad de especies vegetales transgénicas, incluidos el algodon, el tabaco, el maiz, el alamo
hibrido y la papaya. También cultivos de cereales importantes, como el trigo, la avena, la cebada, el sorgo y el arroz
se han transformado mediante administracion mediada por microproyectiles (Duan et al, Nature Biolech. 14:494-498,
1996; Shimamoto, Curr. Opin. Biotech. 5:158-162, 1994). La transformacion de la mayoria de las plantas
dicotileddneas es posible con los métodos descritos anteriormente. La transformacion de plantas monocotiledoneas
también se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante métodos biolisticos, tal como se ha descrito anteriormente,
por transformacion de protoplastos, electroporacién de células parcialmente permeabilizadas, introduccion de ADN
con fibras de vidrio, el método de agitacion de bolas de cristal y similares. La frecuencia de transformacion se puede
aumentar mediante la sustitucion de ARNr recesivo o genes de resistencia a antibioticos de rProteina con un
marcador seleccionable dominante, incluido, aunque sin limitarse al mismo, el gen bacteriano aadA (Svab y Maliga,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 90:913-917, 1993).

Fracciones de floculacién

Para cosechar un producto de interés a partir de una célula hospedadora de la presente invencion (por ejemplo, un
NVPO), a menudo resulta Gtil separar eficientemente la célula hospedadora del liquido en el que se cultiva. En el
pasado se han utilizado diversos métodos para separar el organismo del liquido. La centrifugacion, por ejemplo, se
ha utilizado con éxito en la separacion de células en cultivos a pequefia escala a partir de los medios liquidos. Sin
embargo, para las aplicaciones a gran escala, que por lo general comprenden el cultivo de un organismo en grandes
cantidades de agua (por ejemplo, un estanque, un lago, un biorreactor, etc.), la centrifugacion puede consumir
mucho tiempo y/o ser costosa. La floculacion es un enfoque alternativo a la separacién de las células para
aplicaciones a gran escala y a pequefia escala. Algunos floculantes quimicos, como los metales pesados, plantean
el problema de que el metal puede tenerse que eliminar del organismo floculado para los procesos posteriores (por
ejemplo, purificacion enzimatica, produccion de alimentos funcionales, transesterificacion de triglicéridos, etc.). Por
otro lado, las cepas de organismos (por ejemplo, NVPO) modificados por ingenieria genética para que expresen
fracciones de floculaciébn no presentan este problema de eliminacién de un floculante peligroso, costoso o
contaminante de los organismos y/o el medio liquido. Por consiguiente, un nuevo aspecto de la presente invencién
es la produccién de un organismo modificado para que produzca una o mas fracciones de floculacion.

La fraccion de floculacién se puede incorporar a un organismo, ya sea fotosintético o no fotosintético, por
transformacion con vectores, como los descritos en la presente memoria. Las técnicas implicadas en estos procesos
incluyen, aunque no se limitan a los mismos, el desarrollo del casete de expresion adecuado, la insercion (es decir,
la transformacion) del casete de expresion en una célula hospedadora y el cribado de la célula hospedadora que
expresa la fraccion de floculacion deseada. En funcion del disefio del vector, la fraccion de floculacién puede ser
expresada de manera constitutiva (por ejemplo, en todo momento) o de manera inducible (por ejemplo, inducida por
la temperatura, inducida por quérum, etc.). Se pueden utilizar organismos fotosintéticos modificados capaces de
expresar una o mas fracciones de floculacion para la floculacion, con o sin la adicién de otros compuestos. Por
ejemplo, un organismo no fotosintético como la E. coli se puede transformar con el fin de producir una proteina de
union a hidratos de carbono, por ejemplo una lectina, o un anticuerpo fusionado a una proteina de superficie celular
(por ejemplo, LppOmpA, beta-autotransportador, etc.), de modo que, cuando se expresa, la proteina de fusion esta
presente en la superficie celular y se une a multiples organismos de interés, tales como un alga verde, para provocar
la floculacion. Alternativamente, un alga verde como la C. reinhardtii se puede transformar para que produzca una
proteina de unién a hidratos de carbono, por ejemplo una lectina, o un anticuerpo fusionado a una proteina de
superficie celular, por ejemplo GP1, de modo que la proteina de fusién se expresa en la superficie celular y se une a
multiples organismos de interés, tales como las algas verdes, para provocar la floculacion.
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Alternativamente, un organismo hospedador (por ejemplo, C. reinhardtii) se puede transformar para que produzca la
proteina FhuA a partir de E. coli, y un segundo organismo hospedador -de la misma especies que el primer
organismo o de una especie diferente- se puede transformar para que produzca la proteina pb5 de la cola del fago
T5. FhuA y pb5 forman un complejo muy estable de estequiometria 1:1, por lo que, combinando las dos células
hospedadoras transformadas en un tiempo deseado, o controlando la expresion de las dos fracciones de floculacion
en las diferentes cepas para que so6lo expresen las fracciones de floculacion en un tiempo determinado, la unién
entre las dos fracciones provocara la floculacion a través de la interaccion entre las dos fracciones.

Habitualmente, una fraccion de floculacion se expresa de tal manera que esta presente en la superficie exterior de la
célula hospedadora (por ejemplo, en la pared celular y/o la membrana celular). En algunos casos, una fraccion de
floculacién es secretada por la célula hospedadora en el medio circundante. Las técnicas estandar de biologia
molecular permiten el direccionamiento de una proteina expresada de forma recombinante a diversos
compartimentos subcelulares de una célula hospedadora. Entre los ejemplos de dichos compartimentos
subcelulares se incluyen la vesicula de Golgi, los lisosomas, el sistema de secrecién, la pared celular o la membrana
plasmatica. Asi, en algunos casos, los vectores (tiles en la presente invencidon contienen secuencias de ADN que
codifican uno o méas polipéptidos especializados (por ejemplo, péptidos sefial) capaces de dirigir las proteinas
recombinantes a compartimentos subcelulares si el péptido sefial esta operativamente unido a la proteina
recombinante.

Los candidatos para los genes que expresan fracciones de floculacion se pueden obtener de una variedad de
organismos, incluyendo eucariotas, procariotas o virus. En algunos casos, una fraccién de floculacion es un miembro
de una pareja de unién de proteina. Las parejas de proteinas que forman complejos proteina-proteina fuertes son
utiles como fracciones de floculacion. Las proteinas autoagregantes, proteinas capaces de formar complejos
multiméricos, también son (tiles como floculantes. También se pueden utilizar fracciones de hidratos de carbono de
las glucoproteinas (por ejemplo, los residuos arabinosilo, galactosilo, manosilo y ramnosilo), hidratos de carbono de
la membrana y/o la pared celular (por ejemplo, &cido alginico, xilanos, mananos, agarosa, carragenano, porfirano,
furcelerano, etc.) o proteinas que aumentan la produccién de algunos hidratos de carbono o glucolipidos para inducir
la floculacién, ya que determinadas clases de hidratos de carbono son componentes conocidos de la formacion de
complejos proteinicos.

Las fracciones de floculacién también se pueden expresar de forma recombinante en células hospedadoras y
purificarse hasta un nivel Util (por ejemplo, hasta homogeneidad). Los floculantes purificados se pueden afiadir a un
cultivo de células diana para provocar la floculacion. Habitualmente, dichos floculantes no plantean los mismos
problemas que la utilizacién de floculantes de metales pesados. Por ejemplo, una lectina recombinante puede ser
producida por una célula hospedadora (por ejemplo, secretada o producida en la superficie), recolectarse e
introducirse en un cultivo del organismo que se pretende flocular.

El experto en la materia apreciara que se pueden utilizar diversos tipos de moléculas al poner en préactica los
presentes métodos. En la presente invencion se dan a conocer, a modo de ejemplo, diversas proteinas, hidratos de
carbono, anticuerpos y otras fracciones que se pueden utilizar como fraccion de floculacion, ya sea cuando son
expresadas por un microorganismo o mediante su incorporacion al medio de cultivo liquido. Estos ejemplos
pretenden proporcionar ejemplos ilustrativos de los tipos de moléculas que se pueden utilizar, y no pretenden ser
limitantes.

Se sabe que las proteinas, como categoria, se unen y/o forman complejos con otras macromoléculas y compuestos.
Como tales, las proteinas se pueden utilizar como fracciones de floculacion. Las proteinas de union a hidratos de
carbono (por ejemplo, las lectinas), por ejemplo, son una categoria de proteina Util para una fraccion de floculacién.
Las proteinas de unién a hidratos de carbono reconocen y se unen a una variedad de hidratos de carbono de la
superficie celular, a fracciones de hidratos de carbono, a cadenas laterales de polisacéridos de las glucoproteinas, a
proteinas glucosiladas, a glucopéptidos y/o a proteinas de la superficie celular. Por consiguiente, en una forma de
realizacion, la lectina de tipo C se expresa en la pared celular de C. reinhardtii e induce la floculacion uniéndose a
una glucoproteina presente en la superficie de las células de C. reinhardtii. Entre los ejemplos de estas fracciones de
floculacion se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, acido lisofosfatidico, lectina de tipo C, Gal/GalNAc,
azucares unidos en O, polisacaridos unidos en O, GIcNAc, fosfolipasa A2, GalNAc-SO., &acido sidlico,
glucoesfingolipidos, monomicolato de glucosa, lipoarabinomanano, fosfatidil inositoles, hexosil-1-fosfoisoprenoides,
manosil-fosfodolicoles, a-galactosilceramida o galactésido terminal. Entre los ejemplos de proteinas de unién a
hidratos de carbono se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, DC-SIGN, dectina-1, dectina-2, HECL,
langerina, layilina, mincle, MMGL, E-selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-205, Endo 180, receptor de manosa,
receptor de fosfolipasa A2, sialoadhesina (siglec-1), siglec-2, siglec-3, siglec-4, siglec-5, siglec-6, siglec-7, siglec-8 ,
siglec-9, siglec-10, siglec-11 y galectinas.

Otra categoria de proteinas que se pueden utilizar como fracciones de floculacién es la de los anticuerpos. Por
ejemplo, se pueden utilizar anticuerpos contra antigenos conocidos de la superficie celular, expresados en un
organismo. La expresion de estos anticuerpos puede conducir a la formacion de complejos antigeno-anticuerpo, que
a continuacion pueden dar lugar a la floculacion de un organismo que expresa dicho anticuerpo, uniéndose
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especificamente el anticuerpo a un antigeno de la superficie celular en la cepa transformada, o en una cepa u
organismo diferente. Por ejemplo, la C. reinhardtii se puede transformar para que exprese de forma inducible un
fragmento variable monocatenario (scFv) de un anticuerpo, que detecta un antigeno en la superficie externa de un
organismo. El antigeno de superficie puede darse de forma natural en la superficie de C. reinhardtii o de otro
organismo, o puede ser resultado de la transformacion del organismo para producir el antigeno de superficie celular.
Los anticuerpos utilizados pueden ser univalentes, multivalentes o polivalentes. En la técnica se conocen otros
anticuerpos contra diversas glucoproteinas (véase, por ejemplo, Matsuda et al, J. Plant. Res., 100:373-384, 1987;
Musgrave et al, Planta, 170:328-335, 1987). Los anticuerpos pueden anclarse en la superficie celular mediante la
creacion de una proteina de fusion que comprende una proteina expresada en la superficie celular, por ejemplo la
membrana celular o la pared celular. Alternativamente, el anticuerpo se puede modificar para que sea secretado por
la célula hospedadora al medio circundante y provocar la floculacion. Se pueden afiadir anticuerpos que reconocen
los componentes de la pared celular o anticuerpos modificados de la célula hospedadora a los medios o a otro
entorno de cultivo a fin de inducir la floculacién. Se pueden utilizar como fracciones de floculacion anticuerpos de los
que se sabe que forman complejos estables con epitopos especificos. En algunos casos, se pueden utilizar
anticuerpos que se dirigen a un epitopo natural.

Un primer organismo que expresa dichos anticuerpos se puede combinar con otro organismo que expresa el epitopo
correspondiente con el fin de inducir la floculacion tras la combinacion. El epitopo correspondiente puede ser de
procedencia natural o modificado genéticamente. Alternativamente, el epitopo correspondiente se puede afadir a los
medios u otro entorno de cultivo cuando se desea la floculacion. Los epitopos pueden estar acoplados a soportes de
estado sélido, tales como bolas, mallas, tamices, etc., para facilitar la floculacion. Entre los ejemplos de anticuerpos
utiles para la presente invencion se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, anticuerpo anti-etiqueta de HA,
anticuerpo anti-etiqueta de His, anticuerpo anti-etiqueta de Myc, anticuerpo anti-etiqueta de AU1, anticuerpo anti-
etigueta de GST, anticuerpo anti-etiqueta de KT3, anticuerpo anti-etiqueta de MAT, anticuerpo anti-etiqueta de MBP,
anticuerpo anti-etiqueta de S, anticuerpo anti-etiqueta de S1, anticuerpo anti-etiqueta de SNAP, anticuerpo anti-
etiqueta de SRT, anticuerpo anti-etiqueta de V5, anticuerpo anti-etiqueta de VSV-G, anticuerpo anti-etiqueta de TAP
y anticuerpo anti-Trx. El experto en la materia sabra reconocer que una sola célula hospedadora puede expresar
mas de una fraccion de floculacidon de una o mas categorias. Por ejemplo, un organismo se puede transformar para
que exprese dos anticuerpos diferentes, o un anticuerpo y una proteina de unién a hidratos de carbono.

En algunas formas de realizacion, una fraccion de floculacién es un anticuerpo a un epitopo de la superficie celular
de una célula de interés. El epitopo de superficie celular puede estar presente en una proteina de superficie celular.
Entre los ejemplos de dichas proteinas se incluyen, aunque no se limitan a los mismos, HRP-2, PHC21, ISG-C1,
LMR3, VSP (1, 2, 3, 4), HRP3, GP1, FAS1, FAS2, FAS3, E_GWH.1280.7.1, GAS30, MMP14, ZAP2-2, MIN1 0 GOX1
de C. reinhardtii, y p150 de D. salina. Los métodos para producir anticuerpos para una determinada proteina son
bien conocidos en la técnica y pueden comprender el cultivo de un organismo fotosintético; el fraccionamiento de
una parte de la membrana y/o la pared celular del microorganismo; la inyecciéon de esta fraccion a un animal
hospedador apropiado para la inmunizacion; extraer suero del animal inmunizado; y cribar, seleccionar y purificar
uno 0 mas anticuerpos que reaccionan a la fraccién. También, por ejemplo cuando el animal inmunizado es un ratén,
las células inmunes que producen el anticuerpo de interés se pueden someter a formacion de hibridoma y técnicas
de cultivo rutinarias para producir los anticuerpos monoclonales de interés. En otra forma de realizacion, las
proteinas se purifican adicionalmente a partir de la fraccion de membrana y se utilizan en un sistema de cribado de
alto rendimiento como diana de la técnica de presentacion de fagos, con lo que se identifican las secuencias de ADN
que expresan una parte del polipéptido del anticuerpo que interactla con la diana. Las técnicas de presentacion de
fagos son conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente US n° 5.855.885; McCafferty et al, Nature,
348:552-54, 1990.

Otra categoria de proteinas que se pueden utilizar como fracciones de floculacion incluye proteinas que forman una
pareja de unién. Esta categoria incluye, entre otras, proteinas que forman complejos multiméricos y proteinas que
forman un complejo con otra clase de proteina. Por ejemplo, la proteina FhuA de E. coli es un canal transportador de
hierro monomeérico con un solo dominio que atraviesa la membrana, que se puede sobreexpresar; la pb5 es una
proteina de la cola del fago T5 que utiliza FhuA como receptor de fago. La interaccién entre las dos proteinas es
muy estable. Estas parejas de proteinas se pueden utilizar como fracciones de floculacion. Por ejemplo, en una
forma de realizacién, la FhuA se expresa en una cepa de D. salina y la pb5 se expresa en una segunda cepa de D.
salina. Tras la combinaciéon de las dos cepas, se produce la floculacién debido a la interaccion entre las dos
proteinas. El experto en la materia sabra reconocer que existen y se pueden utilizar muchas otras parejas de union
de proteinas. Para permitir la interaccién entre algunas proteinas, puede ser necesario modificar las proteinas, de
modo que se insertan en la membrana celular y/o la pared celular.

Control de los tiempos de floculacién

Tener control sobre los tiempos de floculacidon puede ser ventajoso en algunos casos para controlar la floculacion.
Por ejemplo, mediante el control de los tiempos de floculacion, un operador de un sistema de cultivo diana puede
asegurar el uso eficiente de los nutrientes, el momento de la recoleccion, la cantidad de organismos cosechados y/o
la produccién maxima de producto. El experto en la materia sabra reconocer que las condiciones 6ptimas pueden
variar segun diversos factores, pero estas determinaciones de la preparacion del medio de cultivo son rutinarias.
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Para las fracciones de floculacién expresadas por un determinado organismo hospedador, los tiempos de floculacion
se pueden controlar mediante la incorporacion de uno o mas elementos reguladores (por ejemplo, promotores) en el
disefio de un casete de expresion. Este enfoque puede permitir la expresion de una fraccion de floculacién sélo en
un momento determinado. Como se desprende de la presente memoria, estan disponibles diversas rutas para
controlar los tiempos de la floculacién. La presente memoria expone enfoques ilustrativos para el control de los
tiempos de floculacidon, pero no pretende limitarlos a los enfoques concretos mencionados en el presente
documento.

Para la expresion de algunas fracciones de floculacion, se pueden utilizar elementos reguladores que dan lugar a
una expresion constitutiva. Por consiguiente, se espera que la fraccién de floculacion bajo el control de dichos
elementos reguladores se produzca durante toda la vida de la célula hospedadora. Entre los ejemplos de elementos
reguladores se incluyen la region 35S o 19S del virus de mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor de cubierta del
TMV, los promotores de nopalina sintasa, manopina sintasa u octopina sintasa de Agrobacterium, un promotor
celular, el promotor de la chalcona sintasa, un promotor de actina, un promotor de adhl, un promotor de ubiquitina o
un promotor de patatina. Para inducir la floculacién, dos cepas independientes que expresan de forma constitutiva
una parte de una pareja de floculacion (por ejemplo, una pareja anticuerpo-antigeno, una pareja de union de
proteina, etc.) se pueden combinar cuando se desea la floculacion. En estos casos, la fraccion de floculacion en una
cepa puede ser de origen natural (por ejemplo, la primera cepa produce una lectina recombinante que reconoce una
glucoproteina de la segunda cepa). Alternativamente, la floculacién de una Unica cepa se puede inducir mediante la
adicién del segundo miembro de una pareja de floculacion al cultivo o el entorno de la cepa cuando se desea la
floculacién. En otro enfoque, las células hospedadoras que contienen un miembro de una pareja de floculacién que
se expresa de forma constitutiva se pueden cultivar en combinacién con otra cepa que expresa el segundo miembro
de la pareja de floculacién en condiciones inducibles. En estos casos, la induccién de la expresion del segundo
miembro de la pareja de floculacion en la segunda cepa provoca la floculacion.

Se pueden utilizar elementos reguladores inducibles para controlar la expresion de una fraccion de floculacién. En
estas formas de realizacién, el organismo, por ejemplo un organismo fotosintético no vascular, puede mantenerse en
cultivo sin que exprese la fraccién de floculacién hasta que se desea que tenga lugar la floculacion. La induccion de
la expresion se puede llevar a cabo mediante la introduccion de un factor extrinseco (por ejemplo, exposicion a la
luz, donde un promotor inducible mediante luz controla la expresion de la fraccion de floculacion) o por la aparicion
de un factor necesario para la expresion (por ejemplo, alcanzar una determinada densidad celular, donde un
promotor sensible al quérum controla la expresion de una fraccién de floculacion). Entre los factores extrinsecos que
se pueden utilizar para inducir la expresion de una fraccion de floculacion se incluyen, aunque no se limitan a los
mismos, sustancias quimicas, la luz, la densidad de cultivo, la temperatura, hormonas o nutrientes. Entre los
ejemplos no limitativos de promotores inducibles que responden a factores extrinsecos a la célula y que se pueden
utilizar para la presente invencion se incluyen: el promotor de la proteina de choque térmico Gmhsp17.3-B de la soja
(Prandl et al, Plant Mol. Physiol. 31:157-62, 2004); promotores quimicamente inducibles (por ejemplo, el promotor
IPTG/lac); el promotor inducible de fosfato/deficiencia de fosfato (por ejemplo, la patente US n° 6.175.060); el
promotor de L-arabinosa/ara B; el promotor de acido 3-B-indoilacrilico/Tip, el promotor de acido salicilico/PR-1 (por
ejemplo, la patente US n° 5.689.044); promotores inducibles por galactosa, tales como GAL1, GAL7, GAL10 (patente
US n° 5.972.664); promotor de metal/metalotionina; el promotor FUS1, que es inducible por una feromona (por
ejemplo, la patente US n° 5.063.154); promotores inducibles mediante luz (por ejemplo, subunidad del promotor de
la ribulosa bisfosfato carboxilasa, véase también la patente US n° 6.858.429); promotores sensibles al quérum, que
detectan la densidad celular en un medio liquido y se pueden utilizar para inducir la floculacion de forma automatica
cuando el cultivo alcanza una determinada densidad (por ejemplo, Whiteley et al, Journal of Bacteriology, 183:529-
5534, 2001); También se ha descrito un sistema promotor sensible a la temperatura que utiliza un promotor P
(véase, por ejemplo, la patente US n°® 4.711.845). El experto en la materia sabra reconocer que se pueden utilizar
uno o méas elementos reguladores enddgenos para controlar la expresion de una fraccion de floculacién, por
ejemplo, incluyendo un promotor endégeno en un casete de expresion o insertando un acido nucleico que codifica
una fraccion de floculacion en un genoma diana, de modo que seréa controlado por un elemento regulador nativo (por
ejemplo, por recombinaciéon homologa).

Otro tipo de promotor incluye los promotores inducidos por deficiencia de nitrégeno. La deficiencia de nitrégeno
provoca la formacion de gametos en determinados NVPO, tal como la C. reinhardtii. Extrayendo el nitrégeno o
limitando la cantidad de nitrégeno disponible, se puede inducir la floculacion utilizando promotores sensibles a la
deficiencia de nitrégeno para controlar la expresién de una fraccion de floculacion. Se pueden utilizar aglutininas de
tipo de apareamiento, que estan expresadas de forma natural en algunos NVPO en condiciones de deficiencia de
nitrégeno, aunque normalmente no a los niveles que provocarian la floculacién en un cultivo grande. Por
consiguiente, en una forma de realizacion, el aumento de la produccion (por ejemplo, mediante la transformacion de
una cepa hospedadora) de una o mas aglutininas puede provocar la floculacion.

Condiciones de cultivo: estangues abiertos y biorreactores cerrados

En muchos organismos, incluidos los organismos fotosintéticos no vasculares (NVPO), el crecimiento rutinario se
puede llevar a cabo a temperatura ambiente en 1,5% de agar, ya sea en placas o tubos, mientras que el crecimiento
activo se lleva a cabo tipicamente en cultivo liquido. El crecimiento 6ptimo se da, habitualmente, a 20-25°C, aunque
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las células pueden sobrevivir a la exposicion a 35°C y se pueden cultivar a temperaturas mas bajas. Son normales
en liquido densidades celulares de 1-5 x 10° células/ml, con agitacién o mezclado, y una tasa de proliferacion tipica
puede producir un aumento de diez veces en el nimero de células por dia, dependiendo de las condiciones de
cultivo. El almacenamiento ;r)rolongado de las células se puede lograr mediante su extensién en placas, el sellado de
las mismas con PARAFILM™ y su almacenamiento en luz tenue a 10-15°C. Alternativamente, las células se pueden
extender o introducir en tubos de agar, taparse y cultivarse como se ha mencionado anteriormente. Los dos métodos
permiten el almacenamiento durante varios meses. Para un almacenamiento méas prolongado, las células se pueden
cultivar en cultivo liquido hasta la fase logaritmica tardia y a continuacién llevarse a una concentracion del 7% con
DMSO estéril y almacenarse a -80°C. También se recomienda, para un almacenamiento prolongado, congelar el
recipiente en nitrégeno liquido en presencia de metanaol.

Habitualmente, los NVPO se pueden cultivar en un medio sencillo definido con la luz como Unica fuente de energia.
En la mayoria de los casos, unas bombillas fluorescentes situadas a una distancia de 1-2 pies resultan adecuadas
para suministrar la energia necesaria para el crecimiento. El burbujeo de aire o CO; al 5% puede mejorar la tasa de
proliferaciéon. Se pueden sincronizar las células de algunos NVPOs encendiendo y apagando las luces a intervalos
regulares (12:12 o0 14:10 horas de luz:oscuridad).

Dado que los organismos fotosintéticos, como las algas, necesitan luz solar, CO; y agua para crecer, se pueden
cultivar en estanques y lagos abiertos. Debido a que se trata de sistemas abiertos, son mucho més vulnerables a la
contaminacion. Una de las dificultades que se dan al utilizar sistemas abiertos es que el NVPO de interés puede no
ser necesariamente el mas rapido de reproducir. Esto genera un problema en los casos en que otras especies
colonizan el medio liquido. Ademas, en los sistemas abiertos, hay un control relativamente menor sobre la
temperatura del agua, la concentracion de CO; y las condiciones de luz. Esto provoca que la temporada de
crecimiento dependa en gran medida de la ubicacion y, salvo en las zonas tropicales, se limita a los meses mas
calidos. Si bien se acaban de mencionar las desventajas de los “sistemas abiertos”, una de las ventajas de este tipo
de sistemas es que, por lo general, tiene menores costes de produccion.

Otro enfoque es la utilizacion de un sistema semicerrado, por ejemplo cubriendo el estanque o piscina con un
invernadero. Si bien, por lo general, esto da lugar a un sistema mas pequefio, también resuelve muchos de los
problemas asociados con los sistemas abiertos. Permite el cultivo de un mayor nimero de especies, permite que las
especies que se cultivan se mantengan dominantes, prolonga la temporada de crecimiento y, si el invernadero esta
climatizado, la produccion se puede prolongar durante todo el afio. También es posible aumentar la cantidad de CO»
en estos sistemas semicerrados, aumentando de nuevo de la tasa de proliferacion de las algas.

Una variacion del sistema de estanque es un estanque artificial, por ejemplo, un estanque de circulacién o tipo
“raceway”. En estos estanques, las algas, el agua y los nutrientes circulan por una “pista de carreras”. Al
proporcionar movimiento al agua, por ejemplo mediante el uso de paletas, las algas se mantienen en suspension en
ella y se recirculan a la superficie con una frecuencia regular. Normalmente, los estanques de tipo “raceway” se
mantienen poco profundos, ya que las algas necesitan estar expuestas a la luz solar y ésta sélo puede penetrar en
el agua del estanque hasta cierta profundidad. Sin embargo, la profundidad se puede variar segun la longitud o
longitudes de onda utilizadas por un organismo. Los estanques se pueden hacer funcionar en régimen continuo,
alimentandolos constantemente con CO; y nutrientes, mientras que el agua que contiene las algas se extrae por el
otro extremo.

Alternativamente, las algas se pueden cultivar en estructuras cerradas, tales como fotobiorreactores, donde el
entorno se mantiene bajo un control mas estricto que en los estanques abiertos. Si bien los costes de construccion y
funcionamiento de un fotobiorreactor son mas altos que en los estanques abiertos, la eficiencia y el rendimiento de
estas estructuras pueden ser significativamente mayores, compensando asi la desventaja inicial en cuanto a costes
en el medio y largo plazo.

Un fotobiorreactor es un biorreactor que incorpora algun tipo de fuente de luz. Un estanque cubierto con un
invernadero podria considerarse también un fotobiorreactor. Dado que se trata de sistemas cerrados, todo lo que las
algas necesiten para crecer (didxido de carbono, agua y luz) debe ser introducido en el sistema.

Los fotobiorreactores se pueden configurar de modo que se lleve a cabo una cosecha continua (la mayoria de los
sistemas de cultivo mas grandes) o mediante cosechas por lotes (como el cultivo en bolsa de polietileno). Un
fotobiorreactor por lotes se configura con los nutrientes y las semillas de las algas y se deja en cultivo hasta que se
cosecha el lote. Un fotobiorreactor en régimen continuo se cosecha continuamente, por ejemplo diariamente o con
mayor frecuencia. Algunos tipos de fotobiorreactores comprenden vidrio, tubos de plastico, tanques y fundas o
bolsas de plastico. Algunas fuentes que pueden utilizarse para proporcionar la energia luminica necesaria para
mantener la fotosintesis son bombillas fluorescentes, luces LED o la luz solar natural.

Algunos de los organismos que se pueden utilizar para poner en practica la presente invencion son los haléfilos. Por
ejemplo, la D. salina puede crecer en agua de océanos, lagos salados (con una salinidad de 30-300 partes por mil) y
en medios de salinidad alta (por ejemplo, un medio artificial de agua de mar, agua de mar con nutriente agar, medio
de agua salobre, medio de agua de mar, etc.). En algunas formas de realizacion, una célula hospedadora que
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comprende un vector, tal como se describe en el presente documento, se puede cultivar en un medio liquido con una
concentracion molar de cloruro de sodio de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6,
1,7,1,8,1,9, 20, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1, 4,2,
4,3 o mas elevada. El experto en la materia sabra reconocer que también pueden estar presentes otras sales (sales
de sodio, sales de calcio, sales de potasio, etc.) en los medios liquidos.

Cuando se utiliza un organismo haldfilo, éste se puede transformar con cualquiera de los vectores descritos la
presente memoria. Por ejemplo, la D. salina se puede transformar con un vector capaz de inserirse en el genoma
nuclear y que contiene acidos nucleicos que codifican una fraccion de floculacion (por ejemplo, un anticuerpo
antiproteina de superficie celular, una proteina de unién a hidratos de carbono, etc.). A continuacion, los organismos
haléfilos transformados pueden cultivarse en entornos muy salinos (por ejemplo, lagos salados, estanques salados,
medios de salinidad elevada, etc.) para producir los productos de interés (por ejemplo, isoprenoides, acidos grasos,
enzimas degradadoras de biomasa, etc.). En algunos casos, la fraccion de floculacion puede ser no funcional en
condiciones de salinidad elevada. En estas formas de realizacién, la floculacion se puede inducir por cualquiera de
los métodos descritos en el presente documento y/o reduciendo la salinidad (por ejemplo, diluyendo el medio
liquido). Alternativamente, la fraccion de floculacién puede ser funcional en condiciones de alta salinidad y la
floculacién se puede controlar por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. La floculacion de
los organismos puede tener lugar en condiciones de alta salinidad, o el medio liquido se puede diluir hasta obtener
una salinidad inferior a fin de permitir su unién. El aislamiento de cualquier producto de interés producido por el
organismo puede comprender la eliminacién del organismo transformado del medio de alta salinidad antes de la
extraccion del producto del organismo. En los casos en que el producto se secreta en el medio circundante, puede
ser necesario desalinizar el medio liquido antes de cualquier procesamiento posterior del producto.

Métodos de floculacién

La presente memoria da a conocer métodos para la floculaciéon de un organismo hospedador. Tal como se describe,
los fracciones de floculacion pueden ser extrinsecos o intrinsecos a un organismo hospedador. Las fracciones de
floculacién extrinsecas pueden incluir proteinas expresadas recombinantemente y purificadas, hidratos de carbono u
otras moléculas biolégicas capaces de unirse a la superficie celular de un NVPO. Entre las fracciones de floculacién
intrinsecas se pueden incluir proteinas de origen natural o recombinantes modificadas por ingenieria genética para
que se expresen en el NVPO transformado, otros materiales biolégicos, tales como hidratos de carbono de origen
natural, lipidos, glucolipidos producidos en cantidades naturales o que se producen en una cantidad mas elevada
debido a la modificacion genética del organismo transformado. Por consiguiente, se puede utilizar cualquier método
que permita la interaccion, como minimo, de dos miembros de una pareja de floculacion.

Por ejemplo, la floculacion se puede inducir mediante la adicion de un miembro de una pareja de floculacion, que se
une a una fraccion de floculacién intrinseca (por ejemplo, una lectina que se une a una glucoproteina de la pared
celular). La figura 2 muestra una ilustracion de este enfoque con la utilizacion de una lectina. Algunos pasos se
omiten en la ilustracion para mayor simplicidad. Para iniciar el cultivo, se obtiene una cepa de un NVPO, tal como C.
reinhardtii, D. salina, D. tertiolecta o H. pluvialis, a partir del cultivo madre. Un cultivo madre puede ser un cultivo
liquido activo o proceder de una reserva congelada. Una vez que el cultivo madre se introduce en el medio de
cultivo, se expande mediante equipos de laboratorio a pequefia escala. En este momento, se puede hacer un
seguimiento en el cultivo de las caracteristicas de crecimiento, la salud, la contaminacion u otras medidas que se
llevan a cabo habitualmente para garantizar el correcto mantenimiento de los NVPO. También se puede llevar a
cabo en este instante un fenotipado y/o genotipado de la cepa a fin de confirmar la identidad de la misma. Se utilizan
cultivos a pequefia escala como cultivos semilla para cultivos a gran escala. El cultivo a gran escala se puede llevar
a cabo en fotobiorreactores, estanques semicerrados, estanques abiertos o lagos (no representados en la figura 2).
Varios lotes de un cultivo a pequefia escala se pueden sembrar en un recipiente de cultivo a gran escala. La relacion
de volumen de siembra con respecto a volumen de recepcion se puede determinar en el momento de la siembra de
acuerdo con parametros tales como la densidad Optica y la tasa de proliferacion del cultivo o cultivos a pequefia
escala. Para la preparacion de medios para el cultivo a gran escala, se pueden llevar a cabo una esterilizacion en
autoclave, una adicién de nutrientes a medios reciclados, una evaluacion del estado de los medios reciclados y una
medicién del pH, la salinidad y la conductividad de los medios. Durante el cultivo a gran escala, se lleva a cabo un
control de calidad. Los criterios de control de calidad incluyen el muestreo y el cribado de contaminacion, la
divergencia de cepas, la cinética de crecimiento, el nivel de oxigeno, el nivel de nitrégeno, la salinidad del liquido, el
pH del medio liquido, el muestreo de las células en cultivo para medir el contenido de aceite, la relacion peso
seco/peso humedo y la densidad éptica del cultivo. En una forma de realizacion ilustrativa, cuando la floculacién se
considera apropiada, se afiade lectina. La lectina se puede comprar o preparar in situ. La produccién de lectina
recombinante se conoce en la técnica. Por ejemplo, se han descrito métodos y composiciones para producir lectina
en microorganismos en la patente US n° 4.870.015. La lectina expresada de forma recombinante se puede purificar
a homogeneidad y afiadirse al cultivo del NVPO para potenciar la floculacion. En algunos casos, el NVPO cultivado
puede expresar una fraccion de floculacion de origen natural al que se une la lectina, o se puede modificar
genéticamente para que produzca mayores cantidades de una fraccion de floculacion de origen natural, o se puede
modificar genéticamente para que produzca una fraccion de floculacion exdgena. También se pueden utilizar
floculantes distintos de la lectina (no mostrados en la figura 2) como floculante individual o junto con lectinas. Tras la
floculacién, se cosecha la masa celular floculada del NVPO. Se pueden llevar a cabo cualquiera de entre los
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diversos métodos de recoleccidon conocidos en la técnica, que van desde el tamizado con un filtro hasta un
sofisticado sistema robético para recolectar, exprimir y compactar la masa floculada de NVPO.

En la figura 3 se muestra un enfoque alternativo. Algunos pasos se omiten en la ilustracién para mayor simplicidad.
El proceso presentado comprende la utilizacién de un organismo modificado genéticamente (por ejemplo, un NVPO)
que expresa una o mas fracciones de floculacion. En la figura 3, la fraccion de floculacion es un anticuerpo, por
ejemplo, un anticuerpo de fragmentos variable monocatenario (scFv). Se pueden aplicar otros anticuerpos distintos
de un anticuerpo scFv al procedimiento de floculacion que se ilustra en la figura 3. Tampoco se muestran, pero son
aplicables a los pasos ilustrados en la figura 3, las fracciones de floculacion que se pueden polimerizar. Por ejemplo,
un monodmero de actina puede formar un polimero de actina. Se construye un casete de expresion que codifica un
anticuerpo y se incorpora a un vector de direccionamiento apropiado para el direccionamiento al genoma nuclear.
Este casete de expresion contiene un elemento regulador que permite la expresion del anticuerpo. Dicho elemento
regulador puede ser un elemento constitutivamente activo que permite que se lleven a cabo constantemente las
transcripciones del anticuerpo en la célula. El elemento regulador puede ser un elemento inducible que requiera una
sefial extrinseca para iniciar la transcripcion del anticuerpo. El organismo se transforma utilizando procedimientos
apropiados. Las células diana correctas se seleccionan mediante técnicas de biologia molecular conocidas en la
técnica, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa o el cribado en un medio antibiético seleccionable. Una
parte de las células seleccionadas se crioconservan, mientras que el resto se utiliza para iniciar un cultivo liquido a
pequefia escala, por ejemplo, tal como se describe en la figura 2. Cuando la floculacion se considera apropiada, la
expresion de la fraccion de floculacion se induce proporcionando la sefial de induccion extrinseca. La floculacion
puede ser progresiva en funcion de la cantidad o intensidad de la sefial de induccidon extrinseca. El grado de
floculacion puede estar ligado a la densidad celular si se utiliza un elemento constitutivamente activo para expresar
la fraccién de floculacion. Tras la floculacion, se cosecha la masa celular floculada del NVPO. Se pueden llevar a
cabo cualquiera de entre los diversos métodos de recoleccion conocidos en la técnica, que van desde una simple
tecnologia de tamizado con filtro hasta un sofisticado sistema robético para recolectar, exprimir y compactar la masa
floculada de NVPO.

En otros casos, un miembro de la pareja de floculacion puede ser secretado por una célula hospedadora modificada
genéticamente e inducir la floculacién tras la unién con el segundo miembro de la pareja de floculacion presente en
esa 0 en otra célula. En otros casos, un miembro de una pareja de floculacion se puede fijar sobre una fase solida
(por ejemplo, una bola, una malla, un tamiz) a fin de inducir la floculaciéon de una cepa hospedador que expresa el
otro miembro de la pareja de floculacion.

La floculacién se puede inducir mediante la combinacién de cultivos cultivados por separado en cualquier proporcion
comprendida entre 1:1 y 1:10, donde cada uno de los diferentes cultivos expresan un miembro de una pareja de
floculacion (complejo de union de dos miembros) o un complejo de floculacion (complejo de union de tres o mas
miembros). En la figura 4 se muestra un enfoque general. Algunos pasos se omiten para mayor simplicidad. En la
figura 4, la pareja de floculacion esta constituida por FhuA y pb5, expresadas en cepas cultivadas por separado, y la
floculacion se induce mediante la combinacion de las cepas. En este esquema, los fracciones de floculacién no son
capaces de llevar a cabo ningun autorreconocimiento ni ninguna autopolimerizacién. Para flocular, al como se
ilustra, estas fracciones de floculacidn necesitan su presencia mutua. Otras fracciones de floculacion que forman una
pareja o un complejo también se pueden aplicar al esquema ilustrado en la figura 4. La construccién del casete de
expresion, la introduccion del elemento regulador, la incorporacion en un vector adecuado, las etapas de
transformacion, seleccion, cultivo a pequefia o gran escala u otras etapas segun la presente invencion se han
descrito anteriormente.

La floculacion se puede inducir mediante la regulacion inducible de la expresion de un miembro de una pareja de
floculacion, por ejemplo, por: 1) exposicion de un cultivo a oscuridad y luz, donde una fraccién de floculacion esta
controlada por un elemento regulador inducible; 2) aumentar la temperatura del cultivo a 26°C, 27°C, 28°C, 29°C,
30°C, 31°C, 32°C, 34°C, 35°C, 36°C, 37°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C o0 43°C durante un breve periodo comprendido
entre varios segundos 0 varios minutos a unas pocas horas; 3) aumentar la densidad celular del cultivo a
aproximadamente 5 x 10°%, 6 x 10°, 7 x 10°, 8 x 10°, 9 x 10° , 1 x 107, 2 x 10’, 3x 10, 4 x 10’, 5 x 10", 6 x 10’, 7 x
107, 8x 107, 9 x 10, 1 x 108, 2 x 10%, 3 x 10°, 4 x 10°%, 5 x 10%, 6 x 10°, 7 x 10°, 8 x 10%, 9 x 10°, 1 x 10°, 2 x 10°, 3 x
10°, 4 x 10°, 5 x 10°, 6 x 10°, 7 x 10°, 8 x 10°, 9 x 10°%, 1 x 10" , 2 x 10", 3 x 10'°, 4 x 10"°, 5 x 10", 6 x 10", 7 x
10", 8 x 10", 9 x 10" células/ml 0 mas; 4) afiadir nitrégeno al cultivo, por ejemplo en forma de nitrato, durante
aproximadamente 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 105 min, 120 min, 135 min, 150 min, 165 min, 180
min, 195 min, 210 min, 225 min, 240 min, 255 min, 270 min, 285 min, 300 min, 315 min, 330 min, 345 min, 360 min,
375 min, 390 min, 405 min, 420 min, 435 min, 450 min, 465 min, 480 min, 495 min, 510 min, 525 min, 540 min, 555
min, 570 min, 585 min, 600 min, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas, 24 horas 0 mas; y/o 5) privar de nitrégeno al
medio de cultivo durante aproximadamente 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 105 min, 120 min, 135
min, 150 min, 165 min, 180 min, 195 min, 210 min, 225 min, 240 min, 255 min, 270 min, 285 min, 300 min, 315 min,
330 min, 345 min, 360 min, 375 min, 390 min, 405 min, 420 min, 435 min, 450 min, 465 min, 480 min, 495 min, 510
min, 525 min, 540 min, 555 min, 570 min, 585 min, 600 min, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas, 24 horas o mas.

En la figura 5 se muestra un ejemplo de cultivo de dos cepas en el mismo cultivo, donde los dos miembros de una
pareja de floculacion se controlan de manera inducible. Algunos pasos se omiten en la ilustracién para mayor
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simplicidad. En la figura 5, la pareja de floculacién comprende las dos aglutininas de tipo de apareamiento. En esta
figura, dos cepas de C. reinhardtii estan genéticamente modificadas para expresar una mayor cantidad de aglutinina
de tipo de apareamiento (por ejemplo, cada cepa produce un miembro de la pareja de floculacion), pero bajo el
control de los elementos de origen natural sensibles a la deficiencia de nitrégeno. En el NVPO transformado, la
aglutinina expresada se dirige a una zona mas amplia del cuerpo celular que los flagelos para potenciar una
floculacién eficiente. El direccionamiento de la aglutinina se logra mediante la insercion de secuencias de ADN que
codifican un péptido sefial de direccionamiento a la pared celular en el casete de expresion. La induccion de la
aglutinina se potencia por el agotamiento del nitrdgeno en el medio de cultivo a medida que crecen los cultivos. El
momento 6ptimo para la floculacion se puede modificar aumentando o disminuyendo la cantidad de nitrogeno. Al
llegar a la deficiencia de nitrogeno, las dos cepas empezaran a aumentar la produccion de su fraccion de floculacion
individual y se producira la floculacién.

Reciclaje de los medios

Una ventaja de la utilizacion de fracciones de floculacion modificadas genéticamente y/o expresadas de forma
natural, tal como se describe en el presente documento, es el reciclaje del medio liquido. El reciclaje de los medios
(por ejemplo, medios de laboratorio, agua de estanque, agua de lago, contenido del biorreactor, etc.) es
econdmicamente ventajoso, especialmente en las operaciones a gran escala. Por ejemplo, en un sistema de
estanque de circulacion controlado, el medio liquido se puede reciclar permitiendo el flujo continuo del liquido a la
vez que se afiaden continuamente nutrientes. En otra forma de realizacion, en un sistema de fotobiorreactor cerrado,
el reciclaje puede comprender la extraccion de la masa de NVPO floculada; la medicién del pH de los medios; la
medicién de la cantidad de cada nutriente presente en el liquido; el ajuste de los nutrientes al nivel 6ptimo; la
esterilizacion del liquido en autoclave; y/o la devolucion de los medios para un nuevo cultivo.

Debe apreciarse que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene el Unico propoésito de describir formas de
realizacién particulares y no pretende limitar la presente invencidon. A menos que se defina de otro modo, todos los
términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen el significado entendido cominmente por el
experto en la materia a la que pertenece la presente invencidon. Aunque en la préactica se puede utilizar cualquier
método y cualquier material similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria para la evaluacion de la
presente invencion, en la presente memoria se describen ejemplos especificos de materiales y métodos adecuados.

Tal como se utiliza en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, ha de interpretarse que las formas
singulares “un”, “una” y “el”, “Ia” cubren los referentes en singular y en plural, a menos que el contenido o el contexto
indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a un “polipéptido” incluye dos o mas de dichos
polipéptidos. Los términos “que comprenden”, “que tienen”, “que incluyen” y “que contienen” deben interpretarse
como términos indefinidos (es decir, con el significado “que incluyen, pero no se limitan a”), a menos que se indique

lo contrario.

La enumeracién de intervalos de valores en el presente documento pretende Unicamente servir como método
abreviado para referirse individualmente a cada valor por separado que cae dentro del intervalo, a menos que se
indique lo contrario en el presente documento, y cada valor por separado se incorpora a la presente descripcion
como si estuviera enumerado individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en la
presente memoria se pueden llevar a cabo en cualquier orden adecuado, a menos que se indique lo contrario o que
esto quede claramente contradicho de algin modo por el contexto. La utilizacién de cualquiera y de todos los
ejemplos, o de expresiones ilustrativas (por ejemplo, “tal como”), en el presente documento, estd destinada
Unicamente a describir mejor la invencién, y no supone ninguna limitacion en el alcance de la presente invencion, a
menos que se reivindique lo contrario. Ninguna expresién de la presente memoria debe interpretarse como
indicadora de que un elemento cualquiera no reivindicado es esencial para la practica de la presente invencion. Los
encabezamientos utilizados en la descripcion de la presente invencién se incluyen Unicamente para mayor
comodidad, y no pretenden limitar el alcance de la presente memoria.

En general, la nomenclatura utilizada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio referidos a
cultivo celular, genética molecular, biologia molecular, quimica de los &cidos nucleicos y quimica de las proteinas
que se describen a continuacion son bien conocidos y habitualmente utilizados por los expertos en la técnica. Segin
la presente invencion, el experto en la materia puede utilizar técnicas comunes de ADN recombinante, técnicas de
biologia molecular, técnicas de genética molecular y técnicas de microbiologia. Por ejemplo, técnicas como las
descritas en Sambrook, Goeddel, supra, y CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, F. M. Ausubel et
al, eds., Current Protocols, joint venture entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc. (1994,
complementado hasta 1999) (en adelante, “Ausubel”), DNA CLONING: A PRACTICAL APPROACH, vols. I-Il (Glover
ed. 1985); Animal Cell Culture (Freshney ed. 1986) se pueden utilizar para métodos de &cidos nucleicos
recombinantes, sintesis de acidos nucleicos, métodos de clonacion, métodos de cultivo celular, transfeccion y
transformacion, e incorporacion de transgenes, por ejemplo, electroporacion, inyeccion, pistola de genes, impresion
a través de la piel y lipofeccién. En general, la sintesis de oligonucledtidos y las etapas de purificacion se llevan a
cabo segun las especificaciones. Las técnicas y procedimientos se llevan a cabo generalmente segin métodos
convencionales en la técnica y segun diversas referencias generales indicadas a lo largo del presente documento.
Se cree que dichos procedimientos son bien conocidos por el experto en la materia y se indican para mayor
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comodidad del lector.

Aunque en la presente memoria se han mostrado y descrito determinadas formas de realizacién, el experto en la
materia sabra apreciar que dichas formas de realizacion se indican Unicamente a titulo ilustrativo. El experto en la
materia sabrd reconocer numerosas variaciones, modificaciones y sustituciones que pueden llevarse a cabo sin
apartarse de la invencién. Debe apreciarse que pueden utilizarse diversas alternativas a las formas de realizacién
descritas en el presente documento a la hora de poner en practica la presente invencién. Se pretende que las
siguientes reivindicaciones definan el alcance de la presente invencion y que los métodos y estructuras incluidos
dentro del alcance de estas reivindicaciones y sus equivalentes queden cubiertos de este modo.

Ejemplos
Ejemplo 1. Produccion de lectinas recombinantes en E. coli

Se introdujeron acidos nucleicos que codificaban lectinas en E. coli. El ADN transformante se muestra graficamente
en la figura 1A. En este ejemplo, el segmento etiquetado “Transgén 1" es el gen que codifica las lectinas de H.
pomatia (SEC ID n°: 1), L. culinaris, T. vulgaris (SEC ID n°: 2) o C. ensiformis. El segmento etiquetado “5’'UTR” es el
promotor T7 y el segmento etiquetado “3'UTR” es el terminador T7. Una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un
sitio de escision de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epitopo FLAG se disefiaron en el
extremo 3’ del gen para facilitar los estudios de caracterizacion y visualizacion. Todas las manipulaciones de ADN
realizadas en la construccion de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en
Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al,
Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998.

El ADN transformante se introdujo en células BL21(DE3)pLysS competentes (Invitrogen) segun las instrucciones del
fabricante. En resumen, las colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent
(Novagen) y las proteinas etiquetadas con MAT se separaron utilizando particulas de Ni MagneHis (Promega) segin
las instrucciones del fabricante. Las colonias se cultivaron en 5 ml de caldo de Luria (LB) en presencia de 50 pug/ml
de kanamicina. Se centrifugaron 100 pl del cultivo a ODggo = 1 y se elimind el sobrenadante. Los granulos se lisaron
mediante resuspension de las células en 50 pl de tampdn de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A
continuacién, las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10%
(BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin
las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampén de bloqueo Starting Block (TBS)
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de raton y peroxidasa
de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo
Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una cdmara CCD (Alpha Innotech).

Para determinar la actividad de las lectinas recombinantes, se cultivaron 4 | de cada cepa y se cosecharon por
centrifugacion a 5000 x g durante 15 minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4°C y en
presencia de inhibidores de la proteasa. Los granulos se resuspendieron en 35 ml de 1x solucion salina tamponada
con Tris (TBS) y se sonic6 a una potencia del 30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 30 segundos. A
continuacién, la solucidon se centrifugd a 30000 x g durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. El
sobrenadante se transfirio y se aplico 1 ml de resina de Ni-NTA (Qiagen) durante 1 hora. La resina se recogio, se
lavé con 30 volimenes de columna de 1x solucién salina tamponada con Tris (TBS) y se eluy6 con 5 ml de TBS e
imidazol 400 mM a pH 7,5. A continuacién, el eluato se concentr6 hasta una concentracion final de 5 mg/ml
utilizando Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Millipore). A continuacion, la proteina purificada se conjugé con
FITC (isotiocianato de fluoresceina) utilizando un kit de etiquetado de FITC (Thermo Scientific) segin las
instrucciones del fabricante. A continuacion, las células de Chlamydomonas reinhardtii y Scenedesmus dimorphus
se mezclaron con la proteina marcada con FITC para mostrar su actividad. Los resultados de varias lectinas
representativas se muestran en la figura 6.

Ejemplo 2. Produccion de proteinas de fusion de sup  ercontigo y lectinaen E. coli

Se fusionaron los acidos nucleicos que codifican las lectinas de H. pomatia y L. culinaris en proteinas supercontigo
de hibrido lipoproteina-proteina A de la membrana externa (Lpp-OmpA) o el B-autotransportador de Neisseria
gonorrea (SEC ID n°: 3; SEC ID n°: 4; SEC ID n°: 5) en E. coli. El ADN transformante se muestra graficamente en la
figura 1B. En este ejemplo, el segmento etiquetado “Transgén 1” es el gen que codifica la lectina de H. pomatia. El
segmento etiquetado “Transgén 2" es el gen que codifica la lectina de L. culinaris. El segmento etiquetado “5’UTR”
es el promotor T7, el segmento etiquetado “3'UTR” es el terminador T7, el segmento etiquetado “Supercontigo 1” es
Lpp-OmpA y el segmento etiquetado “Supercontigo 2" es el B-autotransportador. Se disefiaron una etiqueta de
afinidad de metales (MAT), un sitio de escision de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epitopo
FLAG entre el transgén y el supercontigo. Todas las manipulaciones de ADN realizadas en la construccion de este
ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998.
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El ADN transformante se introdujo en células BL21(DE3)pLysS competentes (Invitrogen) segun las instrucciones del
fabricante. En resumen, las colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent
(Novagen) y las proteinas etiquetadas con MAT se separaron utilizando particulas de Ni MagneHis (Promega) segin
las instrucciones del fabricante. Las colonias se cultivaron en 5 ml de caldo de Luria (LB) en presencia de 50 pug/mi
de kanamicina. Se centrifugaron 100 pl del cultivo a ODggo = 1 y se elimind el sobrenadante. Los granulos se lisaron
mediante resuspension de las células en 50 pl de tampdn de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A
continuacién, las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10%
(BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin
las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampén de bloqueo Starting Block (TBS)
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de raton y peroxidasa
de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo
Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una cdmara CCD (Alpha Innotech).

Para determinar si la fusién lectina-supercontigo estaba correctamente insertada en la membrana plasmética, se
realizaron aislamientos de la membrana. Se centrifugaron 25 ml de un cultivo de ODggo = 1 a 5000 x g durante 10
minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4°C y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los
granulos se resuspendieron en 3 ml de 1x solucion salina tamponada con Tris (TBS) y se sonic6 a una potencia del
30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuacion, la solucién se centrifugd a 30000 x g
durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteinas
citosdlicas) se extrajo con cuidado y se centrifugé a 540000 x g en un rotor TLA 100.3 (Beckman) durante 20
minutos para separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteinas citosoélicas). A continuacion,
las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se
transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segun las
instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampén de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo
Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano
picante (Sigma) diluido a razon de 1:3000 en tampoén Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron
cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y
se tomaron imagenes utilizando una cadmara CCD (Alpha Innotech). Los resultados se muestran en la figura 8.

Con el fin de caracterizar la actividad de la proteina de union a azlcar que se presenta en la superficie celular, se
llevaron a cabo experimentos de sedimentacién. La E. coli transformada para producir una proteina de fusion
compuesta de la lectina de L. culinaris y la proteina supercontigo B-autotransportador se cultivd hasta una ODgoo =
1,6. El cultivo se centrifugé y los granulos se resuspendieron hasta una ODesg = 30 utilizando medio TAP. Se
afadieron cantidades variables de cultivo (O pl, 5 pl, 10 pl, 20 pl, 40 pl, 100 pl, 250 pl y 500 pl, correspondientes a
una ODsgq final = 0, 0,02, 0,04, 0,08, 0,160, 0,400, 1,00, 2,00) a 7 ml de S. dimorphus cultivada en medio TAP. Se
afadieron 500 yL de BL21(DE3) a 7 ml de S. dimorphus como control negativo. Las mezclas se agitaron
suavemente durante 30 minutos antes de la sedimentacion. Se tomaron fotografias (figura 8) en los instantes 0 y 90
minutos a fin de visualizar la actividad.

Ejemplo 3. Produccion de fusiones supercontigo-scFv en E. coli

Un anticuerpo de fragmentos variables monocatenarios (scFv) contra antigenos de superficie de algas se fusion6 en
proteinas supercontigo de hibrido lipoproteina-proteina A de la membrana externa (Lpp-OmpA) y se introdujo en E.
coli (SEC ID n°: 16). El ADN transformante se muestra graficamente en la figura 1C. En este ejemplo, el segmento
etiguetado “Transgén 1" es el gen que codifica scFv5. El segmento etiquetado “5’'UTR” es el promotor T7, el
segmento etiquetado “3'UTR” es el terminador T7, el segmento etiquetado “Supercontigo 1" es Lpp-OmpA. Se
disefiaron una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escision de la proteasa del virus del grabado del
tabaco (TEV) y un epitopo FLAG entre el transgén y el supercontigo. Todas las manipulaciones de ADN realizadas
en la construccion de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook
et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth.
Enzymol. 297, 192-208, 1998.

El ADN transformante se introdujo en células BL21(DE3)pLysS competentes (Invitrogen) segun las instrucciones del
fabricante. En resumen, las colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent
(Novagen) y las proteinas etiquetadas con MAT se separaron utilizando particulas de Ni MagneHis (Promega) segin
las instrucciones del fabricante. Las colonias se cultivaron en 5 ml de caldo de Luria (LB) en presencia de 50 pug/ml
de kanamicina. Se centrifugaron 100 pl del cultivo a ODggo = 1 y se elimind el sobrenadante. Los granulos se lisaron
mediante resuspension de las células en 50 pl de tampdn de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A
continuacién, las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10%
(BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin
las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampén de bloqueo Starting Block (TBS)
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de raton y peroxidasa
de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo
Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una cdmara CCD (Alpha Innotech).

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2475973 T3

Para determinar si la fusion LppOmpA-scFv estaba correctamente insertada en la membrana plasmatica, se
realizaron aislamientos de la membrana. Se centrifugaron 25 ml de un cultivo de ODggo = 1 a 5000 x g durante 10
minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4°C y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los
granulos se resuspendieron en 3 ml de 1x solucion salina tamponada con Tris (TBS) y se sonic6 a una potencia del
30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuacion, la solucién se centrifugd a 30000 x g
durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteinas
citosdlicas) se extrajo con cuidado y se centrifugd a 540000 x g en un rotor TLA 100.3 (Beckman) durante 20
minutos para separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteinas citosodlicas). A continuacion,
las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se
transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segun las
instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampén de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo
Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano
picante (Sigma) diluido a razon de 1:3000 en tampoén Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron
cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y
se tomaron imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Los resultados de un constructo representantivo
de la fusion LppOmpA-scFv5 se muestran en la figura 9.

Ejemplo 4. Produccion de lectinas secretadas, recom  binantes, en P. pastoris

Los &cidos nucleicos que codifican lectinas, tales como las de H. pomatia, L. culinaris, T. vulgaris y C. ensiformis se
pueden introducir en P. pastoris. El ADN transformante se muestra graficamente en la figura 1A. En este ejemplo, el
segmento etiquetado “Transgén 1" es el gen que codifica las lectinas de H. pomatia, (SEC ID n°: 1), L. o vulgaris
(SEC ID n°: 2) o C. ensiformis. El segmento etiquetado “5’'UTR” es el promotor AOX1 y el segmento etiquetado
“3'UTR” es el terminador AOX1. Una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escision de la proteasa del
virus del grabado del tabaco (TEV) y un epitopo FLAG se disefiaron en el extremo 3’ del gen para facilitar los
estudios de caracterizacion y visualizacion. Todas las manipulaciones de ADN realizadas en la construccién de este
ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998.

El ADN transformante se cloné en el vector pPIC9K (Invitrogen), con lo que se introdujo el péptido sefial del factor
alfa en el extremo 5’ para facilitar la secrecion, y se introdujo en células GS115 competentes (Invitrogen) segun las
instrucciones del fabricante. Para determinar si las lectinas recombinantes se expresaban, 1 | de cada cepa se
cultivé y se centrifugé a 5000 x g durante 15 minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4°C y en
presencia de inhibidores de la proteasa. 1 ml de resina de Ni-NTA (Qiagen) se aplic6 a los medios gastados durante
1 hora. La resina se recogid, se lavé con 30 volimenes de columna de 1x solucién salina tamponada con Tris (TBS)
y se eluy6 con 5 ml de TBS e imidazol 400 mM a pH 7,5. A continuacion, el eluato se concentré hasta una
concentracion final de 5 mg/ml utilizando Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Millipore). Las lectinas
representativas secretadas por P. pastoris se etiquetan y se muestran en la figura 10.

Ejemplo 5. Produccion de proteinas de fusion de sup  ercontigo y lectinaen  P. pastoris

Los acidos nucleicos que codifican las lectinas de H. pomatia, L. culinaris y T. vulgaris se fusionaron a proteinas
supercontigo, tales como Pirla (SEC ID n°: 6; SEC ID n°: 7) de S. cerevisiae, Pirlb (SEC ID n°: 8) de S. cerevisiae, la
floculina Flolp y la aglutinina Agalp. Todas las fusiones, excepto las que tienen Flolp, son una fusion N-terminal de
colocacion de la lectina 5’ del supercontigo. Una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escision de la
proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epitopo FLAG se disefiaron en el conector entre los dos genes
para facilitar los estudios de caracterizacién y visualizacion. EI ADN transformante se muestra graficamente en la
figura 1B. En este ejemplo, el segmento etiquetado “Transgén 1” es el gen que codifica la lectina de H. pomatia. El
segmento etiquetado “Transgén 2" es el gen que codifica la lectina de L. culinaris. El segmento etiquetado “5’UTR”
es el promotor AOX1, el segmento etiquetado “3'UTR” es el terminador AOX1, el segmento etiquetado “Supercontigo
1" es Pirla, Pirlb o Agalp, y el segmento etiquetado “Supercontigo 2" es la Flolp. Todas las manipulaciones de ADN
realizadas en la construccion de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en
Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al,
Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998.

El ADN transformante se cloné en el vector pPIC9K (Invitrogen), con lo que se introdujo el péptido sefial del factor
alfa en el extremo 5’ para facilitar la secrecion, y se introdujo en células GS115 competentes (Invitrogen) segun las
instrucciones del fabricante. Las colonias se cribaron para la expresion segun las instrucciones del fabricante. A
continuacién, las muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10%
(BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin
las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampén de bloqueo Starting Block (TBS)
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de raton y peroxidasa
de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo
Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una cdmara CCD (Alpha Innotech). Los datos representativos que
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muestran Pirlb-lectina de H. pomatia (1), Pirlb-lectina de L. culinaris (2) y Pirla-lectina de T. vulgaris (3) a partir de
los estudios de expresion se muestran en la figura 11.

Para determinar si la fusion lectina-supercéntigo esta correctamente insertada en la membrana plasmatica, se
realizaron aislamientos de la membrana. Se centrifugaron 25 ml de un cultivo de ODggo = 1 a 5000 x g durante 10
minutos. Todas las manipulaciones posteriores se realizaron a 4°C y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los
granulos se resuspendieron en 3 ml de 1x solucion salina tamponada con Tris (TBS) y se sonic6 a una potencia del
30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuacion, la solucién se centrifugd a 30000 x g
durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteinas
citosdlicas) se extrajo con cuidado y se centrifugd a 540000 x g en un rotor TLA100.3 (Beckman) durante 20 minutos
para separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteinas citosodlicas). A continuacion, las
muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se
transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segun las
instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo
Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano
picante (Sigma) diluido a razon de 1:3000 en tampoén Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron
cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y
se tomaron imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Los resultados de un constructo representativo
de fusién, la fusion Pirla-lectina de T. vulgaris, se muestran en la figura 12.

Ejemplo 6. Transformacién nuclear de  C. reinhardtii con un acido nucleico que codifica un marcador de
resistencia fusionado y gen que codifica una protei na de fusion lectina-Fas1.

Un &cido nucleico que codificaba una lectina de L. culinaris, L. culinaris truncada y E. cristagalli fusionada a Fas1 de
C. reinhardtii se introdujo en C. reinhardtii (SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 11). EI ADN transformante se
muestra graficamente en la figura 1D. El segmento etiquetado “Transgene” es el gen que codifica lectina-Fas1, el
segmento etiquetado “5’'UTR” es el 5 UTR de HSP70/rbcS2 de C. reinhardtii con intrones, el segmento etiquetado
“Selection Marker” es un gen de resistencia a la bleomicina, el segmento etiquetado CM (fraccion de escision) es la
proteasa viral 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV), el segmento etiquetado “Targeting Signal” es un péptido sefial
que se dirige a la proteina para la presentacion en la superficie celular, el segmento etiquetado “Anchoring Domain”
es un dominio de anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que une covalentemente la proteina lectina-Fasl a la
superficie de la célula, y el segmento etiquetado “3'UTR” es el 3'UTR de rbcS2 de C. reinhardtii. Las regiones de
codificacién del gen de resistencia a la bleomicina, 2A y lectina-Fas1 estan unidos fisicamente en el mismo marco de
lectura, lo que da lugar a un Unico ORF quimérico. Se disefiaron una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio
de escision de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epitopo FLAG en la unién entre la lectina y
Fasl mediante técnicas estandar. Todas las manipulaciones de ADN realizadas en la construccion de este ADN
transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998.

Para estos experimentos, todas las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa 21gr de C. reinhardtii. Las
células se cultivaron y se transformaron mediante electroporacion. Las células se cultivaron hasta la fase
semilogaritmica (aproximadamente 2-6 x 10° células/ml). Se afiadi®6 Tween-20 a cultivos celulares hasta una
concentracion del 0,05% antes de la recoleccion para evitar que las células se adhirieran a los tubos de
centrifugacion. Las células se centrifugaron suavemente (entre 2000 y 5000 x g) durante 5 min. Se extrajo el
sobrenadante y las células se resuspendieron en medio TAP + sacarosa 40 mM. Se mezclaron de 1 ug a 2 ug de
ADN transformante con ~ 1 x 10° células sobre hielo y se transfirieron a cubetas de electroporacion. Se llevé a cabo
la electroporacion con la capacitancia fijada en 25 pF, el voltaje en 800 V para dar un V/cm de 2000 y una constante
de tiempo de 10-14 ms. Tras la electroporacion, la cubeta se hizo volver a la temperatura ambiente durante 5-20
min. Las células se transfirieron a 10 ml de TAP + sacarosa 40 mM y se dejaron recuperar a temperatura ambiente
durante 12-16 horas con agitacion continua. A continuacion, las células se recolectaron por centrifugacién a entre
2000 x g y 5000 x g y se resuspendieron en 0,5 ml de medio TAP + sacarosa 40 mM. 0,25 ml de células se
sembraron en placas en medio TAP + bleomicina 20 yg/ml. Todas las transformaciones se llevaron a cabo bajo
seleccion de bleomicina (20 pg/ml), donde la resistencia la proporcionaba el gen codificado por el segmento de la
figura 1D etiquetado “Selection Marker”. Las cepas transformadas se mantuvieron en presencia de bleomicina para
evitar la pérdida del ADN exdgeno.

Las colonias cultivadas en presencia de bleomicina se cribaron mediante transferencia puntual. En resumen, las
colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen) y las proteinas etiquetadas
con MAT se separaron utilizando particulas de Ni MagneHis (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Tras
la exposicién a las proteinas, las bolas se lavaron tres veces con 150 pl de 1X solucién salina tamponada con Tris
con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura ambiente. Las proteinas fueron liberadas de las bolas mediante 150
pl de EDTA 20 pM, Tris-HCI 25 mM pH 7,0, NaCl 400 mM, y los 150 ul de eluidos se sometieron a transferencia
puntual sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block
(TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y
peroxidasa de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampén Starting Block. Tras el sondeo, las
membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West
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Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Las colonias que
mostraron resultados positivos en el andlisis de transferencia puntual se cribaron por transferencia Western.

Las zonas de células de alga cultivadas sobre placas de TAP con agar se lisaron mediante resuspension de las
células en 50 yl de tampdn de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A continuacién, las muestras se
hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin las instrucciones del
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano picante
(Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tamp6n Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron
imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Los resultados de tres cepas se muestran en la figura 13.

Para determinar si la fusién lectina-Fasl estaba correctamente insertada en la membrana plasmatica en una
orientacion en la que la lectina se presenta externamente, se realizaron aislamientos de la membrana. Se
centrifugaron 100 ml de un cultivo con un minimo de 1 x 10" células/ml a 5000 x g durante 10 minutos. Todas las
manipulaciones posteriores se realizaron a 4°C y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los granulos se
resuspendieron en 3 ml de 1x solucion salina tamponada con Tris (TBS) y se sonicé a una potencia del 30% usando
una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuacion, la solucion se centrifugé a 30000 x g durante 30
minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteinas citosolicas)
se extrajo con cuidado y se centrifugd a 540000 x g en un rotor TLA 100.3 (Beckman) durante 20 minutos para
separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteinas citosdlicas). A continuacion, las muestras
se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin las instrucciones del
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampo6n de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano picante
(Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron
imagenes utilizando una cdmara CCD (Alpha Innotech). Los resultados de varios constructos de fusidon se muestran
en la figura 14. Como era de esperar por el modo de anclaje a la membrana, sigue existiendo una cantidad
significativa de proteina en la fraccion citosélica/soluble. Sin embargo, también hay proteina en la fraccion de
membrana. En la figura 15 se puede observar el efecto de la presencia del constructo de proteina de fusion Fasl-
lectina de E. cristagalli en la sedimentacion.

Ejemplo 7. Transformacién nuclear de  C. reinhardtii con un acido nucleico que codifica un marcador de
resistencia fusionado y gen que codifica una protei na de fusion lectina-GP1.

Un &cido nucleico que codificaba una lectina de H. pomatia y L. culinaris fusionada a GP1 de C. reinhardtii se
introdujo en C. reinhardtii (SEC ID n°: 12, SEC ID n° 13). El ADN transformante se muestra graficamente en la figura
1E. El segmento etiquetado “Transgene” es el gen que codifica lectina-GP1, el segmento etiquetado
“Promoter/5’'UTR” es el 5" UTR de HSP70/rbcS2 de C. reinhardtii con intrones, el segmento etiquetado “Selectable
Marker” es un gen de resistencia a la bleomicina, el segmento etiquetado CM (fraccién de escision) es la proteasa
viral 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV), el segmento etiquetado “Targeting Signal” es un péptido sefial que se
dirige a la proteina para la presentacion en la superficie celular, el segmento etiquetado “Anchoring Domain” es un
dominio de anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que une covalentemente la proteina lectina-Fas1 a la superficie
de la célula, y el segmento etiquetado “3'UTR” es el 3'UTR de rbcS2 de C. reinhardtii. Las regiones de codificaciéon
del gen de resistencia a la bleomicina, 2A y lectina-GP1 estan unidos fisicamente en el mismo marco de lectura, lo
que da lugar a un Unico ORF quimérico. Se disefiaron una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de
escision de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epitopo FLAG en la union entre la lectina y GP1
mediante técnicas estandar. Otro epitopo FLAG esta codificado en el extremo 3’ del transgén. Todas las
manipulaciones de ADN realizadas en la construcciéon de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente
tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory
Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998.

Para estos experimentos, todas las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa 21gr de C. reinhardtii. Las
células se cultivaron y se transformaron mediante electroporacion. Las células se cultivaron hasta la fase
semilogaritmica (aproximadamente 2-6 x 10° células/ml). Se afiadi®6 Tween-20 a cultivos celulares hasta una
concentracion del 0,05% antes de la recoleccion para evitar que las células se adhirieran a los tubos de
centrifugacion. Las células se centrifugaron suavemente (entre 2000 y 5000 x g) durante 5 min. Se extrajo el
sobrenadante y las células se resuspendieron en medio TAP + sacarosa 40 mM. Se mezclaron de 1 ug a 2 ug de
ADN transformante con ~ 1 x 10° células sobre hielo y se transfirieron a cubetas de electroporacion. Se llevé a cabo
la electroporacion con la capacitancia fijada en 25 pF, el voltaje en 800 V para dar un V/cm de 2000 y una constante
de tiempo de 10-14 ms. Tras la electroporacion, la cubeta se hizo volver a la temperatura ambiente durante 5-20
min. Las células se transfirieron a 10 ml de TAP + sacarosa 40 mM y se dejaron recuperar a temperatura ambiente
durante 12-16 horas con agitacion continua. A continuacion, las células se recolectaron por centrifugacién a entre
2000 x g y 5000 x g y se resuspendieron en 0,5 ml de medio TAP + sacarosa 40 mM. 0,25 ml de células se
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sembraron en placas en medio TAP + bleomicina 20 yg/ml. Todas las transformaciones se llevaron a cabo bajo
seleccion de bleomicina (20 pg/ml), donde la resistencia la proporcionaba el gen codificado por el segmento de la
figura 1E etiquetado “Selection Marker”. Las cepas transformadas se mantuvieron en presencia de bleomicina para
evitar la pérdida del ADN exdgeno.

Las colonias cultivadas en presencia de bleomicina se cribaron mediante transferencia puntual. En resumen, las
colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen) y las proteinas etiquetadas
con MAT se separaron utilizando particulas de Ni MagneHis (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Tras
la exposicién a las proteinas, las bolas se lavaron tres veces con 150 pl de 1X solucién salina tamponada con Tris
con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura ambiente. Las proteinas fueron liberadas de las bolas mediante 150
pl de EDTA 10 pM, Tris-HCI 25 mM pH 7,0, NaCl 400 mM, y los 150 ul de eluidos se sometieron a transferencia
puntual sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block
(TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de raton y
peroxidasa de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampén Starting Block. Tras el sondeo, las
membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West
Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Las colonias que
mostraron resultados positivos en el andlisis de transferencia puntual se cribaron por transferencia Western.

Las zonas de células de alga cultivadas sobre placas de TAP con agar se lisaron mediante resuspension de las
células en 50 yl de tampdn de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A continuacién, las muestras se
hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin las instrucciones del
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano picante
(Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron
imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Una pequefia cantidad de fusién intacta (marcador de
resistencia a la bleomicina fusionado con GP1-lectina) es traducida por las células; como el marcador de resistencia
forma un dimero, estos productos migran a un peso molecular méas alto. La figura 16 indica que se produjeron
fusiones GP1-lectina que comprendian lectinas de H. pomatia y L. culinaris en C. reinhardtii.

Para determinar si las fusiones lectina-GP1 estaban correctamente insertadas en la membrana plasmética en una
orientacion en la que la lectina se presenta externamente, se realizaron aislamientos de la membrana. Se
centrifugaron 100 ml de un cultivo con un minimo de 1 x 10" células/ml a 5000 x g durante 10 minutos. Todas las
manipulaciones posteriores se realizaron a 4°C y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los granulos se
resuspendieron en 3 ml de 1x solucién salina tamponada con Tris (TBS) y urea 2M y se sonic6 a una potencia del
30% usando una macroaguja durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuacion, la solucién se centrifugd a 30000 x g
durante 30 minutos para eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteinas
citosdlicas) se extrajo con cuidado y se centrifugd a 540000 x g en un rotor TLA100.3 (Beckman) durante 20 minutos
para separar las sustancias insolubles (membranas) de las solubles (proteinas citosodlicas). A continuacion, las
muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) en presencia
de urea 2M y se transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad)
segun las instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tamp6n de bloqueo Starting Block (TBS)
(Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de raton y peroxidasa
de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se
lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo
Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Los resultados mostrados en la
figura 17 demuestran la presencia de GP1-lectina de H. pomatia en la fraccion de membrana. En la figura 18 se
puede observar el efecto de la presencia del constructo GP1-lectina de H. pomatia en la sedimentacion.

Ejemplo 8. Transformacién nuclear de  C. reinhardtii con un acido nucleico que codifica un marcador de
resistencia fusionado y gen que codifica una protei na de fusion Fasl-scFv.

Un &cido nucleico que codificaba un anticuerpo/fragmento variable monocatenario (scFv5) fusionado a Fasl se
introdujo en C. reinhardtii (SEC ID n°: 14). El ADN transformante se muestra graficamente en la figura 1D. El
segmento etiquetado “Transgene” es el gen que codifica scFv5-Fasl, el segmento etiquetado “Promoter/5’UTR” es
el 5 UTR de HSP70/rbcS2 de C. reinhardtiii con intrones, el segmento etiquetado “Selectable Marker” es un gen de
resistencia a la bleomicina, el segmento etiquetado CM (fraccién de escision) es la proteasa viral 2A del virus de la
fiebre aftosa (FMDV), el segmento etiquetado “Targeting Signal” es un péptido sefial que se dirige a la proteina para
la presentacion en la superficie celular, el segmento etiquetado “Anchoring Domain” es un dominio de anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) que une covalentemente la proteina scFv-Fasl a la superficie de la célula, y el
segmento etiquetado “3'UTR” es el 3'UTR de rbcS2 de C. reinhardtii. Las regiones de codificacion del gen de
resistencia a la bleomicina, 2A y lectina-Fas1 estan unidos fisicamente en el mismo marco de lectura, lo que da lugar
a un unico ORF quimérico. Se disefiaron una etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escision de la
proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y un epitopo FLAG en la unién entre scFv5 y Fasl mediante
técnicas estandar. Todas las manipulaciones de ADN realizadas en la construccion de este ADN transformante se
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llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al, Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998.

Para estos experimentos, todas las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa 21gr de C. reinhardtii. Las
células se cultivaron y se transformaron mediante electroporacion. Las células se cultivaron hasta la fase
semilogaritmica (aproximadamente 2-6 x 10° células/ml). Se afiadi®6 Tween-20 a cultivos celulares hasta una
concentracion del 0,05% antes de la recoleccion para evitar que las células se adhirieran a los tubos de
centrifugacion. Las células se centrifugaron suavemente (entre 2000 y 5000 x g) durante 5 min. Se extrajo el
sobrenadante y las células se resuspendieron en medio TAP + sacarosa 40 mM. Se mezclaron de 1 ug a 2 ug de
ADN transformante con ~ 1 x 10° células sobre hielo y se transfirieron a cubetas de electroporacion. Se llevé a cabo
la electroporacion con la capacitancia fijada en 25 pF, el voltaje en 800 V para dar un V/cm de 2000 y una constante
de tiempo de 10-14 ms. Tras la electroporacion, la cubeta se hizo volver a la temperatura ambiente durante 5-20
min. Las células se transfirieron a 10 ml de TAP + sacarosa 40 mM y se dejaron recuperar a temperatura ambiente
durante 12-16 horas con agitacion continua. A continuacion, las células se recolectaron por centrifugacién a entre
2000 x g y 5000 x g y se resuspendieron en 0,5 ml de medio TAP + sacarosa 40 mM. 0,25 ml de células se
sembraron en placas en medio TAP + bleomicina 20 ug/ml. Todas las transformaciones se llevaron a cabo bajo
seleccion de bleomicina (20 pg/ml), donde la resistencia la proporcionaba el gen codificado por el segmento de la
figura 1D etiquetado “Selection Marker”. Las cepas transformadas se mantuvieron en presencia de bleomicina para
evitar la pérdida del ADN exdgeno.

Las colonias cultivadas en presencia de bleomicina se cribaron mediante transferencia puntual. En resumen, las
colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen) y las proteinas etiquetadas
con MAT se separaron utilizando particulas de Ni MagneHis (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Tras
la exposicién a las proteinas, las bolas se lavaron tres veces con 150 pl de 1X solucién salina tamponada con Tris
con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura ambiente. Las proteinas fueron liberadas de las bolas mediante 150
pl de EDTA 10 pM, Tris-HCI 25 mM pH 7,0, NaCl 400 mM, y los 150 ul de eluidos se sometieron a transferencia
puntual sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block
(TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y
peroxidasa de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampén Starting Block. Tras el sondeo, las
membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West
Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Las colonias que
mostraron resultados positivos en el andlisis de transferencia puntual se cribaron por transferencia Western.

Las zonas de células de alga cultivadas sobre placas de TAP con agar se lisaron mediante resuspension de las
células en 50 yl de tampdn de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A continuacién, las muestras se
hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin las instrucciones del
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano picante
(Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron
imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). En la figura 19 se muestran los resultados de la colonia (y el
control de tipo natural). Una pequefia cantidad de fusion intacta (marcador de resistencia a la bleomicina fusionado
con scFv5-Fasl) es traducida por las células; como el marcador de resistencia forma un dimero, estos productos
migran a un peso molecular mas alto. Los resultados indican que la proteina de fusion scFv-Fasl estaba siendo
producida a partir de las cepas.

Para determinar si la fusion scFv5-Fasl estaba correctamente insertada en la membrana plasmética en una
orientacion en la que se presenta externamente, se realizaron aislamientos de la membrana. Se centrifugaron 100
ml de un cultivo con un minimo de 1 x 10" células/ml a 5000 x g durante 10 minutos. Todas las manipulaciones
posteriores se realizaron a 4°C y en presencia de inhibidores de la proteasa. Los granulos se resuspendieron en 3 ml
de 1x solucién salina tamponada con Tris (TBS) y se sonic6 a una potencia del 30% usando una macroaguja
durante 3 ciclos de 10 segundos. A continuacion, la solucién se centrifugé a 30000 x g durante 30 minutos para
eliminar las células no lisadas. 1 ml del sobrenadante (mezcla de membranas y proteinas citosolicas) se extrajo con
cuidado y se centrifugd a 540000 x g en un rotor TLA 100.3 durante 20 minutos para separar las sustancias
insolubles (membranas) de las solubles (proteinas citosodlicas). A continuacion, las muestras se hirvieron y se
hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a membranas de PVDF
utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segun las instrucciones del fabricante. Las membranas se
bloguearon por tamp6n de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con
conjugado de anticuerpo anti-FLAG de raton y peroxidasa de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en
tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato
quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una camara CCD
(Alpha Innotech). En la figura 20 se muestran los resultados de un aislamiento de membrana de scFv-Fas1.
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Ejemplo 9. Expresion inducible por nitrato de una f raccion de floculacién en  C. reinhardtii.

En este ejemplo, se introdujo un &cido nucleico que codificaba una lectina de H. pomatia en C. reinhardtii (SEC ID
n°: 15). El ADN transformante se muestra graficamente en la figura 1F. El segmento etiquetado “Transgene” es un
gen que codifica lectina, el segmento etiquetado “5’UTR” es la nitrato reductasa 5 UTR de C. reinhardtii, el
segmento etiquetado “Selectable Marker” es el gen de la nitrato reductasa, el segmento etiquetado “CM” (fraccién de
escision) es la proteasa viral 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV) y el segmento etiquetado 3'UTR es el 3'UTR de
la nitrato reductasa de C. reinhardtii. Las regiones de codificacion de nitrato reductasa, 2A y lectina de H. pomatia
estan unidas fisicamente en el mismo marco de lectura, lo que da lugar a un tnico ORF quimérico. Se disefiaron una
etiqueta de afinidad de metales (MAT), un sitio de escision de la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y
un epitopo FLAG en el extremo 3’ de la lectina mediante técnicas estandar. Todas las manipulaciones de ADN
realizadas en la construccion de este ADN transformante se llevaron a cabo esencialmente tal como se describe en
Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989) y Cohen et al,
Meth. Enzymol. 297, 192-208, 1998.

Para estos experimentos, todas las transformaciones se llevaron a cabo en la cepa Nit1-305 de C. reinhardti,
deficiente en nitrato reductasa funcional, procedente del centro de investigacion de Chlamydomonas. Las células se
cultivaron y se transformaron mediante electroporacion. Las células se cultivaron hasta la fase semilogaritmica
(aproximadamente 2-6 x 10° células/ml). Se afiadi6 Tween-20 a cultivos celulares hasta una concentracién del
0,05% antes de la recoleccion para evitar que las células se adhirieran a los tubos de centrifugacion. Las células se
centrifugaron suavemente (entre 2000 y 5000 x g) durante 5 min. Se extrajo el sobrenadante y las células se
resuspendieron en medio TAP + sacarosa 40 mM. Se mezclaron de 1 pg a 2 pg de ADN transformante con ~ 1 x 10°
células sobre hielo y se transfirieron a cubetas de electroporacion. Se llevd a cabo la electroporacion con la
capacitancia fijada en 25 pF, el voltaje en 800 V para dar un V/cm de 2000 y una constante de tiempo de 10-14 ms.
Tras la electroporacion, la cubeta se hizo volver a la temperatura ambiente durante 5-20 min. Las células se
transfirieron a 10 ml de TAP + sacarosa 40 mM y se dejaron recuperar a temperatura ambiente durante 12-16 horas
con agitacion continua. A continuacion, las células se recolectaron por centrifugacion a entre 2000 x g y 5000 x g y
se resuspendieron en 0,5 ml de medio TAP + sacarosa 40 mM. Se sembraron en placas 0,25 ml de células con
medio TAP - NH4Cl + KNO3 7,4 mM. Todas las transformaciones se llevaron a cabo en presencia de KNOs 7,4 mM,
donde la capacidad de utilizar el NO3 como Unica fuente de nitrégeno es proporcionada por la nitrato reductasa. Las
cepas transformadas se mantuvieron en presencia de KNOj3 para evitar la pérdida del ADN exdgeno.

Las colonias cultivadas en TAP - NH4Cl + KNO3 7,4 mM se cribaron por transferencia puntual. En resumen, las
colonias se lisaron mediante el reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen) y las proteinas etiquetadas
con MAT se separaron utilizando particulas de Ni MagneHis (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Tras
la exposicién a las proteinas, las bolas se lavaron tres veces con 150 pl de 1X solucién salina tamponada con Tris
con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura ambiente. Las proteinas fueron liberadas de las bolas mediante 150
pl de EDTA 20 pM, Tris-HCI 25 mM pH 7,0, NaCl 400 mM, y los 150 ul de eluidos se sometieron a transferencia
puntual sobre membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block
(TBS) (Thermo Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y
peroxidasa de rabano picante (Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampén Starting Block. Tras el sondeo, las
membranas se lavaron cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West
Dura (Thermo Scientific) y se tomaron imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). Las colonias que
mostraron resultados positivos en el andlisis de transferencia puntual se cribaron por transferencia Western.

Las zonas de células de alga cultivadas sobre placas de TAP con agar se lisaron mediante resuspension de las
células en 50 yl de tampdn de muestra 1X SDS con agente reductor (BioRad). A continuacién, las muestras se
hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se transfirieron a
membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segin las instrucciones del
fabricante. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo Scientific) y se
sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano picante
(Sigma) diluido a razén de 1:3000 en tampon Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron cuatro veces
con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y se tomaron
imagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech).

A fin de caracterizar la capacidad de induccidn de la expresion, se cultivaron 50 ml de la cepa Nit-2A-lectina de H.
pomatia en medio TAP con luz. Cuando la densidad del cultivo celular alcanzo el valor 1 x 10° células/ml, el cultivo
se dividio en dos muestras de 25 mL. Cada una se centrifugé a 5000 x g durante 10 minutos. Se extrajo el
sobrenadante y una muestra se resuspendio en 25 ml de TAP. La otra muestra se resuspendié en 25 ml de TAP -
NH.Cl + KNO3 7,4 mM. Se centrifugaron 20 x 10° células y se congelaron en los instantes 0, 12 horas y 24 horas.
Estas muestras se procesaron y las proteinas etiquetadas con MAT se separaron utilizando de particulas de Ni
MagneHis (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Tras la exposicion a las proteinas, las bolas se lavaron
tres veces con 150 pl de 1X solucién salina tamponada con Tris con Tween-20 al 0,05% (TBST) a temperatura
ambiente. Las proteinas se liberaron de las bolas mediante 150 pl de EDTA 20 uM, Tris-HCI 25 mM, pH 7,0, NaCl
400 mM. Se afadieron 50 pl de tampdn de muestra 4X SDS con agente reductor (BioRad). A continuacion, las
muestras se hirvieron y se hicieron pasar a través de un gel de poliacrilamida Bis-Tris al 10% (BioRad) y se
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transfirieron a membranas de PVDF utilizando un papel secante semiseco Trans-blot (BioRad) segun las
instrucciones del fabricante. Las membranas se bloquearon por tampon de bloqueo Starting Block (TBS) (Thermo
Scientific) y se sondaron durante una hora con conjugado de anticuerpo anti-FLAG de ratén y peroxidasa de rabano
picante (Sigma) diluido a razon de 1:3000 en tampoén Starting Block. Tras el sondeo, las membranas se lavaron
cuatro veces con TBST, se revelaron con sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura (Thermo Scientific) y
se tomaron iméagenes utilizando una camara CCD (Alpha Innotech). La induccion de la expresion de lectina de H.
pomatia es muy significativa, tal como se muestra en la figura 21.

Ejemplo 10. Floculacién inducida por privacién de n itrégeno y mediada por fenotipo de apareamiento de
Chlamydomonas reinhardtii

En este ejemplo las dos cepas de Chlamydomonas reinhardtii 21gr y 6145c, que representan los dos tipos de
apareamlento mas (MT+) y menos (MT-), respectivamente, se cultivaron en medios tris-acetato-fosfato (TAP) hasta
5 x 10° células/ml. Se centrifugd 1 | de cada cultivo a 5000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se extrajo y los
granulos se resuspendieron en 1 | de medio TAP sin cloruro de amonio (TAP - NH4Cl). El cultivo se centrifugo de
nuevo para lavar el cloruro de amonio residual a 5000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se extrajo y los
granulos se resuspendieron en 1 | de medio TAP - NH4CI). El cultivo se centrifugd de nuevo a 5000 x g durante 10
minutos. Los granulos se resuspendieron en 1 | de TAP - NH4Cl y se agitaron durante 12-16 horas con luz. Los
cultivos se combinaron en una proporcion de 1:1 y se agitaron durante 12 horas con luz antes de observar la
sedimentaciéon. Se observé la sedimentacion o decantacion de 7,5 ml del cultivo en tubos de cultivo desechables de
borosilicato de 13 x 100 mm en funcion del tiempo. Los resultados se muestran en la figura 22.

Una variacion del método comprende minimizar la cantidad de nitrégeno en los medios para que el cultivo inicie de
forma natural la inanicion a medlda que se aproxima a la saturacion. Se cultivaron las cepas 21gry 6145c en TAP
hasta aproximadamente 2-6 x 10° células/ml. Se centrifugaron aproximadamente 1 x 10° células y se resuspendieron
en 1 ml de TAP - NH4Cl. Se diluyeron en un factor de 10000 en TAP - NH4Cl + NaNO3 5 mM. La saturaciéon se
alcanzo tras tres dias de crecimiento con luz. Se observé la sedimentacién de 7,5 ml del cultivo en tubos de cultivo
desechables de borosilicato de 13 x 100 mm en funcién del tiempo. Los resultados se muestran en la figura 23.

Tabla 1. Datos de secuencia

SEC ID n° Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones Descripcion de la secuencia
atgacalgigaaticcctaggetegageagtgegeccigaagaccattgetitcagegecgecatcgaccgegageaga
cgttigacgeeanceaggippteatetacgacategtgattacg: gecaacgeclacg ggect
gltcaccgcgocggiggacggeaigtacagetttcaactgaacctgetcacgataaggagaaggagpaciggcigoa

1 gelcgigeacaacggicagclcaaggigagegiclacgegaageaggacageacglacgalic gicgageaacicpgt Lectina de H. pomatia

catcatcaagatgaaggagggigalcgeptgaacgtgegracecacaagaagicgggictglicggoegegacgacy
agcliglacaacacguceiceggecacticolgtecpgcCtpggcaccppeacepplgaciacaagpgacpacgacgaca
agtccggogagaaccigtaciccagggccacaaccactgocacaageacaccggligicgactag

atgacalgigaaticcclagreicpagcascpigcggggagcaggppiccaacatggagigccecaacaaccepige
tgctcgeagtacggptacigoggcatgggcggcgactactgoggeaagggetgccagaacggepectgoiggaceic
caagcegetgegaticecaggeeggiggrpecaccigoaccaacaaccapipeigcicecagalggetacigeggert
CEECECEEAgIaclBCEEtECRRECtECCagEECERCCCCtgCCRCRCIgacalcaaglgcEggicgcegEctEEc
2 Bgeaagelgtgeccgaacaaccictgeolgeagoecagtggpgeticigeggicigggeagegagiitigeggtggigett Lectinade T. vulgaris
gccagageggegecigeageacggacaagecgigeggcaaggacgctggeggecgggictgeactaacaactattg
clgclccaagtEEERCICCIBCERCAICEECCCRERCIalBCERIECEEECIBCCARICRRRECRRCIECRACRECE
geactpgeaccggigactacaagpacgacgacgacaagicgggcgagacciglaciccaggpcacaiccacege
cacaagcacaccgglgicgactga

ftgg gAtCecpeg: gacicactatagg g paattgigapgcgratazcaatcceeictagaaataatt
gittaactitaagaagpgagatatacataigacatgtpaattcalgaaagctacliaaaciggtacigpgegepglaatecips
gitclactctgetpgeaggttgctccageaacgotaanalcgatcagpegaaticcaggeaacoogtatgtiggettigaaat
gggUacgaciggitagptcgtaigecglacaaaggcagegligaaaacgglzcatacaaagelcagggcgiicaaclg
accgetaaactgggtiacccaatcactgacgacclagacatctacactogictggeipglatgolalggegigeagacact

aaal glttatggt cacgacaccggegliitctecggicttegetggeggtgigagtacgogatcacioct
gaaatcgolacccgictggaataccagtggaccaacaacalcgglgacgeacacaccalcggeacicglcoggacaac .

3 getattaacicgagcagegtgeciggegatcepopegtgectcgeagetggacggageccticegtictgeggtacag Lectina de LppOmpA-H.
gepactacaagpalgalgacgacaagleggpegagaaccictaittceagggtcacaaccaccgecacaagcaccota pomatia

geclcgagatgeigtigtcactatiatiiccciggpteigotggetatigigeacggecaglgegeccigaagaceattget
tteagegeegecalegacegegageagacgitigacgecaaccagpiggteatclacgacategipattacgaaccacg
geaacg: galaactccaccggeoty cgcgocgglggacggcatglacagetticaactpaaccipeteac
gattaaggagaaggagggctgpetggagcicgipcacaacggtcageicaagglgagegiciacgogaageaggac
agcacglacgattcgtcgagcaactcggtcatcalcaagatgaaggagpgtgalcgpglgaacgipcgggroecacaag
aagtcgggteiglicggoogogacgacgagetglacaacacptictccggecacnectgtecggecigggcacepgea
cegatgtegactag

atpacalpigaaticalgaaapciactaaacrgplacigggepcgptaatccigggitetacicigelggeaggtigeteca
gcaacget gatcaggp 28 gratgggctitpaaatpgpnacgactppilaggicglatge
cglacaaaggeagegliganaacgpipcalacasageleagggepticaactgatcgetaaactgggtiacecaatcar
tgacgacctagacatclacacicglelgpplaglalgptalggegipcagacaciaa ghtalggta
cgaczccggegiticicepgicicpelggepplgtigagiacgegatcactecigaaategotacccgletgpaatacea ; =
4 gigpaccaacaacalepetpacy glecggacaacpglatiaacticgageagegegeetgy Lectina de LprmpA truncada
cgatccgcg:glgcclcgcagclggncggagcccmccgtlclgcggtacaggcgaclacaaggalgatgacgacaa L.culinaris
glegggegagaaceiclatticcaggg e £ taggctegaggtgacticctacacgelg
aacgapglggIgcepciganggaceigptgccegagtpaptpeggatcggetcapgepccaccacgggepcigagtt
cgocgeccacgaggigeactectggteetttcacagegageiggglggoaccagcagcicc ggcacgERcaceety
tcgactga
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atgacaigigaaficectaggcicgagacigagaciacgtegtitagcattaccaagitticeecigatcagcagaacciga
teilccagggogacggctacaccacgaagggraageigacccigacgaaggecgtcaagagcactgiggpccgege
gelgtatageacceceaticacatitggpaccgegacaccggpaacgigaccaacticgipacciecticacclicgigal
cgacgeccccageicgiacaacgigpegpacyggeticaccuciicalcgegoctgtggacacgaagccrcagacggy
cggegg ptatclggecgicticaactcgaaggagtacgacaagacticgcagacegtggecgiggagncgatactiicy
acaacgegcciggpaccccagcaacasggagegecacanggeatcgacgigaactegatcangtegptytccace
aagagciggaacctgeagaacggogagegcgegaacgtgpicategegticaacgecgecacgaacgiecigacegt
caccetgacctacectaccggtpgicgacgalt gaalgatgatgacaagagcppcgagaacctgtaciccagpe
gcacaaccatcgecacaageacagcatcaacagclegapgcptgecepacpaccepepeptgccteggicgtgpace

L. culinaris lectin-B-
Autotransportador

gagcegliccectictpegplacagpcptattitealtg gatgatialpalgcanaapacaataglgaatcalcaataggiaa
magctcgtgmtaccmgaatgggaagggagﬂaaﬂaalgaltalgangaaatccccttggaggagﬂggaagalgna
£CgEaagaagaacgicg gcaat caaaapicg! gtagagciatatcaticggaaccatcat
c13atgaagalgcatctga.‘!lcggmccar.atcagacaaacaccctcaagamatacggaacncatgaaaaagngaga
cggegpgiitacaaccaapgagecgCgcagtogcganrccaagcCpCCECECangecgatpcagicageaccaatac
taacicggceittaicigacgeaalggeaageacgeaalctaleiigiiggalacageiscitacttaacacggeacattgea
caaaaatcacgogctpatgecg: gtgtitgeatg tgEfialggecptganalgenecpcacaa
tatcgccggittagtiicgaaacgeace, aatcggceattgaccgeagetipticegasantatgeagalaggceg
gaglattgacttacicegacagicagéatacmgalcaggegppoggcaanaatacttitgigeaagecaaccitatggt

g Iaaatgatgetigplal giggccggegatattggtgegggcageiigagasgecggtiacasacgcageaa
aaagcaaaciitaaccgaacaagratccasaceggecttacitgpgeaatacgcigaaaalcaalcaaiicgapgangtc
cetagigcgggtatccgttacagecgeetgicatcigeagatacaagiigggigacpacagigiaaaptaagucialgy
cagtgasaacactaacggecgpactggattitgeiatcgg Jodig:d fe CHEgttacige
agctiacitigecaanalggcaaagpegpcgigaslgig REcEr cilcgoclataaageagal aacagea
atatlcagcaggcgtcgcgttaclg!aocgtaatgﬂacanaancgmaatggcagtattacaaaaggaaaacamggaa
aaac. i tacagattcgiitctaa

atgacmgtgaauccctaggctcgagcaacggtgcggggagcagggglccaacatggag(gcoccaacaacctglgc
tgeicgcagtacgggtacigeppcaiggpopgegaclacigepgeaaggpclgecagaacgacgectgotggacelic
caagcgetgeggitcocaggecggiggegecaceigeaccaacaaccagigetgeteccagiatggetactgegpett
cggcgrggagtactgeggtpeggycigecagggeggccccigocgegetgacatcaagtgcgpgtepcagyctgge
ggraageiglpccogaacaaccielgelgcagecagige gctICigCEBICIEEEcapCEagUgeERIgpIppn
gceagagegpcgecigeageacpgacaagecglgeggcaaggacgciggcggecggpicigeactancaactattyg
clgctccaaglgpppgetectgegacalcgaceegggetatigegBlgcBpEcigecagicgBECcBEcISCRacgRcE
geactggeacegpigicgacpattataaggacgalgacgacaagageggegag: £ BER
atcggeacaageacggtacaggepecgelgctatetcicaaatipgtgacgy g
igctgeigeigiitcicaaattggizacggl I t gCIgctgotgicicicaaaltgpty
acggeeaaatccaagecaccaceaagaciacclicagelaagactaccgeigoagoegtcicccaaanggigacggica
aaticangccactactaaaaccaaagetgetgetgtcicicaaangptgacggicaaatccaagecactaccaaaacaac
igctpcagetgictcteaaatiggtzacggteaaatccaagecactactaaaaccactgetgergetgtitctcaaanggtg
acgglcaaarccaageeaccaccaatactacigligeiccagicicccaaateactgatggecaaatccaagecacanactt
taactctiga

Lectina de Pirlb-H.pomatia

algacatgtzaaficectaggecgagacigagactacgicgitagcattaccaagittcccctatcagtagaacciza
tettiecaggacgacggolacaccacgaagggcangetgaccotgacgaaggccgicaagageactgiggEocgape
gelglatagecacceccattcacatttgggaccgogacaccgggaacgiggecaacticgigacciecttcaccticglpat
cgacgcccccagetegtacaacgiggoggacggcticacchicticategegecigiggacacgaagecgcagacgge
cgecsgplatctgggcgiciicaacicgaaggagtacgacaagaciicgcagaccgiggeegiggagticgatactict
acaacpeggeClgERaccocagcaacaaggagegocacatigpcatcgacgtpaacicgalcaagicggigtecacc
aagagcetggaaceigeagaacggrgagegegegaacgiggteategogticaacgocgocacgaacgtectgacegt
caccctgacclaccetaactecctggaggagpagaacgigacticctacacgetgaacgaggigptgccgotgaagga
cgtggtgcecgaglgagtgegpalcggeticagegecaccacgggcgeigagtticgecgeccacgaggtacactect
gglcctitcacagegagotggRtzgcaccagcagelccgEcacggEcaccERtgicgacgattataaggacgalgac
Bacaagagcggogagaacciglactitcagg gocacaaccateggeacaageacggtacag pegecgclgctateict
caaatiggigacgp g gergeigetgt tigptgacggtcaaatccaa
gecactactaaaatcasagetgctgetztcicicanatipptgacge ccaaatccaapcaccaccaagactaceicage
tazgactaccpetgcagecgtetcocasattggtgacgpicadattcaagecactaciasanccaaapeigcigetglclc
tcaaatigglgacggtcaaatccaagecactaccaaaacaacigetgeagcetgictcicaaatiggigacggicaaatcca
agecactactaaaaccactgotgetgetgittctcaaattggtgacgg caagecaccaccaatactacipteget
<cagicicocaaatcacigatggccaaatccaagecacaactitaactictiga

Lectina de Pirlb-L.culinaris

atgacatgigaaticcclaggclcgageaacpglacgggpagcagegpilc geagip tEtge
Igetcgeagtacgggtactgcpgcalggpeggcgactactgcggcaagpgcigecagaacggcgcclgatggaceic
caagegctgegghicccaggocggiggegoeaccigoaccaacaaccagtgctgciceeaglalggelacigoggett

cepcgcppagtaclgcgglgcggacigecagggegaccccigecgopetgacatcaagtgegpptcgeaggeigge
ggcaagcigtgecegaacaaccictgeigeagecagigpEgctctgegptctpgprapcfagmgegSIggiggn

gecagagogecpoolgcagcacgpacaagccEipcppcaapeacpiggegeccppgicigeaciaacaaciang
cigciccaagipgggctectgeggeatcggeccgeectaltECpETECEERCtRoCagiCEggCREcIScaactscy

goaciggeacepgigicgacgaltacaaggalgatgatgacasgageggegagaaceigiacttccagggecacaace:

accpecataageacgpiacaggepccpetpetatetetcaaatigpipacpst aagccactaécaanaccac

Lectina de Pirla-T.vulgaris

tgeigeigeigticicaaantggtpacggteaaatccaagecactaciaaaaccaaagetgetpetpictctcaaatigglg
acggccaaatccaagccaccaccaagacwcctc|gctaagaclaccgclgcagccgictccmanggtgacgglca
aaricaag canagetgetgcigict ngatgacgat agccactaccaaaacaac
1gctgcagetzteictcaaatiggigacggt aagecactact IgCtECIgCIptucicaaangplg
acgglcaaatccaagecaccaccaataclactgtigeiccagteicccaaaicactgaiggecaaalccaagocacaacit
taacitctgcaaccattataceatclecageiccageiceaanaciaalpgeactgacceagtaactgctgaaacalgeaa
sapcagiggcactiiagasatgaacttaaagggigglatccigactgacgglaaapgtagaatipgtictarcgiigecaa

cagacaaticcaattcgatggicetccaccacaagetggtgetatctatgetgetggtiggtecatcaceccagaaggiaa

cHggccatcgpIpaccapgataciitiaccaatgigicagpasacetacasciiatacgatgagcacatt ggaacte

aatglaalgcagtecacctacaagetatcgatttgetcaactgnag
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atggccaageigaccagegecgiicegplgetcaccgegcgrgacgiCECCegagCgaiIcgagitcigpaccgaccsg
geicgggticteccgpgacitcgiggaggacgacticgooggigigglecpggacgacgigacerigitcatcagegeg
BlccaggaccagglgagicgacpagcalgeocEpcepatcapgcagogigetipeagatitpactigeaacgeecge
angtigtcgacgaaggetittggctectctgtegctgtcicaageageatetaaccetgegicgeeptiteccatitecaggac
CagglEglEcCRgacaacaccelggccigggiBtEgIEcECEBCCIggacgagCigtacgecgagigpticggaggt
cgiplccacgaacitcegpgacgeciecppRecggccalgaccgagatcggcgagcagecpiCREgacegEagttc
BCCCECECEACCCEgCCppcaacigegigeacticglggecgagpageaggacgececgpigaageagaccctga
aclicgaccigelgaagelpgegegcgacglpgagageaaceeggpcccccicgacalggeplctealgecgeggec
cagagegctiicacagetglpgecacigeagoeggacecgggectegacgaciacaaggacgacgacgacaagiceg
geolcgagactgagactacgicgtitageattaccaagttticcoctgalcageagaacctgatcticcagggcgacgyct
acaccacgaaggpcaageigacceipacgaageccglcaagageactgigggccggpCgcigtatagcacccccan
cacartigggaccgcgacaccgggancgtggccaacueglgacciccticacciicgtgalcgacgecccecagotegia
caacgiggcggacggcttcaccricnicalcgegocigiggacacgaagecgeagacgggeggegggtatcigpgegt
cticaacicgaaggagtacgacaag gcageccglgpecgtggagticgatactitctacaacgeggecigggac
cccageaacaaggagegecacattggcatcgacgtgaacicgateaagicggtgt gagelggaacclgea
gaacgpcgapcgegcgaacgtpot gCait gecgecacgaacptectgacep! ceigacctacectaa
clecclggaggagpegaacgipaciicolacacpotgaacgagptEpglpcegcipaapeacpgigglEcccgaptsge
lgegpatcgaciicagegecaccacggpogelgagltcgeegoeccacgagpigc: ggtectl gegagel
geglggeaccagoagelccggeacgpgeaccgptgactataaggacgacgacgacaagiccpgtgagaacctgtac
icaggpecacaaccaccgecacaagcacaccggtgtcgaccighocttiitaccicagoectccaacigagcggect
giaacgticticaacgetaccggaaggaacatcacgitaticgegeecagigateaggtigglgengiacgtagciggag
ZECICIgaltatcaacteCoCICEAACCLICCACTZACCoCaACClacEatelCacaccCatatpCgpecCaccgang
gcgolactagoggegetgocggeccigaacetgaatcagicocagciggtgactaacgeagigelcatggepecagty
clcatgtaccacgetitcgtgecages geCtCtpic gpaatitcglactacaacgegitgaagiga
BECgREgRCECcgapittaganggttgacciggalgeggccacacggcicgcattgcagectittcalgitgtpagtace
tcaatgitaggccaaaaaccgegocaacgigecaacctlacageacgpalpgeagepicagegacaaccagetggena
ttacgaggacgglpicggpeggicigcgpgteacciccatcggcagcgacgoecaacgtgatcaaggiggaceticeca
aciccgegigagagagceeglgeciggeggceccaalgegatgpcleciitcgoctatgic tglegiticgt
lgcgpaciggatcggptegegpigeatgppgaapeggeacecggtagancgtgtatgggeaagipgatggotacccg
aacaglctgectecgegogicacaccicaaclalciccictagacaigiggeatiglatgicgelgacaacaggiceacg
gtagtgcacglegipgacgeggtpcncicecgtictacccgtcagigtactccgtgagitgeagigcanpigegegcgs
appegcaagelgtagasaccaaaccgggcaaggegcatgeicggeloctgeagecaaccatalggcgeagacclge
Clircgeagcpccgacclacalgaggragegacccaacacgligeccaacccelgegecigeacgigegecalgeagy
clgtggegegeaccicigeccigagracgelgpecgegctggteggeictgecagegecagecigglgtccaagetge
aggtpegigtzipiettgagegggipptgaagaligaigegcggacigppeacgecpccgticttgggtacygcaag
Igccgtgttitgctgaciggcggeggaguiplgegegtacicgeg FES Y agegeceetgatggiglg
cactgaagiggegatigeguicepteclgppeatgticiacaggacaciacgggig gletttge t
geglgagitgigpticageacecactgpitgtgccaggecgacaggecgacgiigeptcaaplcgCgaaccglIgegcs
gelgeaageattgcoclgaceggotitggattgeccageggetectacgeigaceiteccicgeigipgcicecteecicyg
lglgr.ucagcgccn:acggccgccclggccccétccggGclcaacacgncgnﬂgcgcagctggcggcgcagcccg
ccetgetgeagrecatectgtcgtaccacgicgigeccgpectgtacaacgectecicyitticcaccacacceatcaccy
Icaccaccectgacgtatggclicgetgeatgeatgegiacceagepighgigegecaccgigeagaggeaggecicaa
ccttcagatcagictgatcagingzaccaghigeattecgacacacgacgatgecciggcatgecteaatgeccegeteeg
caglggocagaagctgacgciggtgaaggacggcacitcgetgticggtgaagacggoegacggcatgacggecaac
clgcigeaggegegegaccigeegigeggcticacggaccagtgapliggicpegogaglgaccageatageacgeg
acaaggaclcgiggcatcecgtigticaggatggatiigcaccggeptaggagecccansarcecaacatgeacagetaa
cgcamcacactacacgtccaaccigtcaggggcacgnccgcgcgaccgtgcacgtgalcgacaaggtactcgtccct
coeecclgitacciceglpgcigcgpopetep B P E

Lectina -Fasl de L. culinaris

gggglccmclcggclgcgamaacaggtgacnchgcaaccggcgccgmcaaacgcta!gcgcmctgccgcn
clcgpycacalactgcgiceattigactgeattacgasggectggacttaceccagaangieccetgectygigelgeaty
ccctpaaaccetcageaccacaltcaceggeacgotictiggrgoccalcgactcggecticacgpegetgtggegge

caaiggcagcatcagegecgegragetgetggecaacaccacggcpotgaagaagalictggacgtgagtgelegts
clalgeagpcgiecicaggecacagaccictatgtacagecagegigecigaccitglggigeticiggetgigticagge
BeacglggicacggepicggiptlgacaRIggCEREl gpccag accaccaggIgggpgcatt
agccattggpctigaggigtececcacatigpgipgngccgeigopeeNggtcanalgergagtagasigotatget

criggctigatciitgegtigcatcatgtatectgticgcagiggcggcECtacgatcacgngteaagaccggaaccacyg
acccageigaagcigggeaacagepigpicagegtggicggggcggaggtipeganggcageaggipgetgeace!
gacclehicatigecacclicetlgeagegetgatgatg peticttige gacgtiatcgacgECitaaaaacgeaacacaac
aagigecartcgicgegagecigeatgelgipliatgptgicaacgegecccataceccatgecatgeccectggipiing

cagcgegacgeicatcgtcalegacggtgtecipgipecgtecggegtitccaccgtgaccicgggagecEptppces
cgccgeageggcaactacgeegtectegtgcteatgelgtggagrgiglpgeggcagegeigetgelagcaticeag
cgcclgeagiag
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10

atgpccaagetgaccagegacgiicoggigeicaccgogegegacgtcgccggagegeicgagicipgaccgaceg
gelcggpncicecggpacticglggaggacgacitcgccgptgipglecggpacgacgigacccigticalcagegeg
gtccaggaccapgigagicgacgageaageccggeggatcaggeagegtpetigcagatttgacitgcaacgoccge

attgigtcgacgaaggetitggelocicigicpctptclecangeageatclaaccclgegicgecglliceattigcaggac
cagplgglgceggacancaccelggectgggtgiggptacgeggectggacgageiglecgecgagiggloggaggl
cgtglccacgaactiecggpacpgcciccgggocggeratgaccgagatcggogagcagccgtRg B g Bpagttc
BCecIpepegaccegpecgpcaacigeptpcacticgtggocgaggageaggacgeccogglgaagcagaccctga
acticgaccigotgaagciggeg gECRACEIBENgagcaaccegggccocticgacatggcgicicalgecgeggec
cagagogctttcacagetgtggecactgeagegpacccgggcciogacgactacaaggacgacgacgacaagiocg

gectegagglgacncctacacgrigaacgag gIpglacegclgasggacgigglgccepagtpgpigcggalcagel
tcagcgocaccacgggegetgagticgecgeccacgaggtgcacicoipgiectiicacagegagetgggigecacea
geagelceggracpggcaccggtgaciataaggacgacgacgacaagteeggigagaacetgiactitcagggecac
aaccaccgecacaageacaceggtgicgaceigiecitaccteageectecnactgageggectigtaacgetica
acgclaccggaaggaacatcacgtiaucgcpeccaglgatcaggnaggtgengiacgtageiggagggcticiganat

gcgclgecgpecctgaacctgaatcagloccagetggigactaacgeagigelcatggegecagipetcatgtaccacy
CHICEIRCCARCEACCAAcAAr SCCICIEICCCICCCEgaRtNCRtaclacaacECpitgaagIgagEcRpEpRcpe

gagtitagaaggrigacciggatgegg gEcLegeattgeage grigigagiaccteaargagpee
azaaaccgegocaacglgecaacctacageacggatggeapcgtcageggeaaceagetggcgatiacgagaacgg
tglcggacgaicigegggloac §ECaECEAcECcaacyiy giggacctt lccgggtgag

agagrgegigpcigECaECECcaatgcpetggoicciicgectatgicaggatgagtglegicgitpcgpaciggal
CREZICECERIgCMERRgAagCRECACCCRlagaacgigralpgpcaaglzgatgpptaceegazcagtetgect
ccgegepicacaccicaactatcloctetagacatptggcatigtatigicpetg 131 prtaptgeacgic
gtgpacgeggigciteteccgticlacccgicagiptactecgigagttgcagigcaaglgepppcpcagpegcaapat
geaga: BRECAAgECECalECICEECicotgrageeaaccalalggegcagaccgccittegeagege
cgacclacatgaggeagegaccoaacacgiigeccaaccecigogecigeacglgepecatpeagpctglggogege
acCiCtgeoClgagcacgetzaceeCECIgBICRRLICIZCCaBCECCARCEIESIgtecaagetgcagplpc it
glghtgagegpetpplgaapatit gRIggpcEgpClggEcacpccgecgticligggtiacggcaagigesgigtinge
IEaCIgECEECEEAENBIECECEIZCICECECCICICIBECECAlCAcagCECeociZatg tgIRCACIgaagIgEc
gattgegeegtecigggeatgitctacaggacactacgggiatetacacegieittgetcectacaatgegtgagtttg
gitcapcacccactgpttgipecaggecgacagpecgacgitgegtcaagicgepaacegtpegeppctgcaageatt

gecelgaceggelitggatigeccagegg tacgelg t BCIBIBE Biglgcacageg
celcacggeegeeCiggeecoCleCgReetcaacacgacgattpcgCagetggCgRcgrageccgoecigetgeag
1CealelgleglaccacgicaIaccepacogracaacy: egHine ccatcaccgleaccaccetg

acgtaiggeitcgelgeatgeatgegeacecagepigtpigegccacegtgcagapecaggocicaaccitcagalteag
tetgatcagttigaccagtipcaticcpacacacgacgalgeccigpeatgecicaatgceccgelccgeagtggoeaga
agetgacgeiggtyaaggacgpeacticgelpicgpgifaagacgecgacgycatgacggecaaceigeigeagic
gegegaccipecglgeppcticacggaccagtgagitggicgcgogaglgaccageatagecacgggacaaggacicy
tggcatccoptipttcagpatgpgittgcaccggegtaggagee gcacag geatttcacac
tacacgiccaaccigtcaggggeacpticcgegegacegtgeacgigatcgacaagglacteoplecctcececoigitace
tcegIppclgeggcgelgecCeigCeaccgacgtcaacacact geiggcgEceglcaaggegaagapgicetacic
ERctpcgatcaacaggtgacligcgg BECSCCI gorargepcttactgecg ggeeacata
cigogtecatttgactpcattacgaaggactggactiaceccagaatigticecctgectptpotpcalgecctgaaaccct
cagcaccacaticaccggeacgeliclgaegeccatcgactcggecitcacggcpctgcippcgpccaalggeageat

Lectina de -Fasl1L. culinaris
truncada

cagegecgegcagelgelppacaacaccacggegelgaagaapatectggacgtpagtgctegipctatgeagpest
cetcaggecacagaccictatglacagecagepigectgacegtgptgctictggetptgticaggegeacgtggteac
EEBEEicEgIgeigacgaIgacggiicicaccaacggecagaacataccaccaggiggpggcaragccaigggen
gagetglcccccacatigggtpspccecipegpeittipgicatiatgetgagtagaatpetatgetettggetigatcti
gegugeacaigatcctpnegeagiggegecgolacgatcacgettpledagacc ppsaccacgacceagetgang
clgggeaacagegigplcagcgIpgiceasgcpgagangcraliggeapcaggippgtgcacctgacciecatip

ccaccltecigeagegcigatgatggeiicngegacgtiatcgacgtacttaaaaacgeaacacaacaagtgecatcge
cgegagectgeatgetptgntatggtgicaacgegecccatacceeatgealgeecesig piggeagegegacget
categtcatcgacgpiplcctaptpccgcCgRegmecaceglgacticggRagRCEgIEECRECRCCACABCRn

caaclacgecpiceitegigeicalgelgtggagegtglggepecagcgelpciparagealiccagogecigoagtag
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11

alggecaagelg gegeepticcgglgeicaccgegegepacpicgecggapepplegagliciggaccgaccyg
gelegggitcteccgggacticgiggaggacgaciicgecgglgiggtecgggacgacglgaccetgticalcagegeg
glccaggaccaggigaplcgacgageaagercggoggatcaggeagegigcitgragalltgactigeaacgecege
attgigtegacgaagacttitggctccictgtcgetgtctcaageageatctaaccetgegtegecgiitecatitgcaggac
capgtggigecgpacaacaccciggeclgpptgtoggigegegpeciggacgagetglacgocgapigpicggaggt
cpiglecacgaacieCggpacgccicCBEEcCpECcalgaccgagalcppegageageegifEegcEggaglite
gecclgegegactegecegpoancigegipcacticgigpecgaggagcagpacgeeccgetgaageapgaccatga
aclicgacctgolgaagolgEcEgpcpacgtggapagcaaccepgggroeccctegacatgecelcicalgecgeppec
capagcgctitcacageigiggecactgeageggacceggeccicgacpactacaaggacgacgacgacaagiccg
goctcgaggiggagactattagettticciticgpagtitgagectggtaacgataaccigaccetgeagggtpetgecct
catlacccagagcggogtgcigoagelcactaagatcaaccagaacggtalgocggotipggacicgacgpgecgss
ccelglacacgaagcecegigeacatgigpgacagraccacgggeacegiggettecticgagactegetittcgttcice
atcgagcagccctacacccgecclctcceggocgacggecigetgicttitalgggccceaccaagagcaagecgece
cagpgcelacggttacciggecgtpticaacaactecaageaggacaacagetaccapacectggegglcgagitigac
accnclcgaacccclggga:ccgcclcaggtgccccacatcgggatcgacgtgaactcgancgctcgalcaagaccc
agecgnecageiggacaacggecaaglggcpaacgtgptg gracg; B cigoatgiggt
cclggtgtacccgagctccggcgccalctacacgatcgccgagattgtggacgtgaagcagg!gctgccggactgggl
£E3IEIZRRICIZcRRRCECTACIBECECECAZCERRAIZCRRCEBaaccacacgigtactcgtgatccttce
aggcttecctgecggagpgpgaccggcaccgpigactacaaggacgacgatgacaagtcggacgagaacctglactt
cagggecacaaccaccgecacaageacaceggigtegacetgticettitaceicageccicecaactgageggectigt
aacgticticaacgetaccggaaggaacatcacgratticgegeccagigatcaggtiggigcttglacgagctpgags
getelgatateaactecocicgaaccctecactgaccecaacctacgaceicacaceCatacgeg FCCCacCRadgy
cgctactagcgecgetgecggecctgaacctgaatcagtcccagetggigactaacgcagtgeicalggegocagipet
calglaccacgelticgigccagegaccaacaacgeciclgieceicceggaatticgtactacaacgegligaagigag
geggeEggcgegagitnagang ghipacctggatgeggecacacggatcgeatigeagectitteatgitigigagtacet
caalgttaggccaanaaccgcgroaacgtgecaacctacagcacggatggcageglcageggeaaccagelggegat
tacgaggacgglgicgpgcggictgeggelcacciccatcggeagegacgccaacgigatcaaggtggaccticccaa
ClecgepLEagagagceCElggciggegEcpccaatgegerggetecicgectatgicaggatgagtgtegtitcg
goggacigpalcgpatcgegglgcalggpgaageggeacceggtagaacgiglalgggcaagipgatgggtacceg
aacagtclgecicoegegep gacatgiggcatiglaiigicgetgacaacaggiccacg
gtagigcacgicpiggacgeggtgctictcccgttctacecgicagtglaciccgigagtigcagigcangigeggacac
aggcpcaapelgcapaaaceapaccgggoangepeatpeteggclectgeapecaacealatggegeagaccige
clticgcagepccgacctacalgaggcagegacceaacacgitgeccaaccectgcgectgcacgigegceatgeagy
cigiggegegcaccictgeoctgageacgctggccgogetggicgectcigccagegecagicigpigiccaagetge
aggpegiotpiglgtigageggptggteaagatitggtagrcpRectBgEcacgecgecgnenpganacgpcaag
tgeegtgttitipctgacigpcgacggagttgtgcecgtgctcgcgociciciggogeatcacagegeceetgatggigly
caclgaagigpcgattgegticegtectgpgeatgttctacaggacactacgggigictacacegictitgeiccctacaat
gcgigagiigiggticagcacecactgptiptpecag gccgacaggecgacgilgegleaagicgegaacepigegeg
gcrgeaagcangeecigaceggettggattpeccageggclectacgeigaccticectegoigtggelccctocctoy
tgtgeacagegecticacggecgecctgpececetccgpecicaacacgacgaligegeageiggeggcgeagecey
ceetgeigagiceatectglcgtaccacgteglgeccggecigtacaacpeciceiegrtccaccacacccatcaceg
Lcaccaccetgacgialggoticgotgoatgeatgegcacecagcgigtgtgcgccaccgtgcagaggcaggecicaa
ccHeagalcapictpatcagtitgaccaghigcaticogacacacgacgalgecctggcatgecicaalgeccegelecyg
caglggccagaagelpacgetgptganggacggcacticgetgicggigaagacggecgacggoalgacggecaac
“’ﬂgcaggcgcgcgacclgccglgcggctlcacggaccaglgagngglcgcgcgaglgaccagcalagcacggg
acaaggaciCglppcatcecgitgicaggatgggigcaccgpcEiaggag:
cgcamcacaclacacgtccaacctglcaggggcacgttccgcgcgaccg[gcacgtgalcgacaaggtactcgtcccl

cecootgnaceiccgigpetgeggCgCiggecctgopcaccgacpitaacacacipelpacgaccgead JEcgga

Lectina de -Fas 1E. cristagalli

peggtectactegpcigegalcaacagplpacitpogpcaaccggegocgiacaaacgetatgegetacigocgett

clcgggcacatactycgtecartigacigeartacgaaggactggacnaccecagaatigticecctgectgtgelgeaty
CCCIGAAAcCCICageaccacalcaceggeacgelictgpegectalcgactcggecticacggcacigeigpegge

caatggeagcalcagegcegepcageigctggpcaacaccacggopcigaagasgatectgpacgipagtaciegty
<latgcaggeptectcaggccacagacctctalglacagecagegtgecigaceligipgigcicigpcipigticagge
geacpigpicacg ggatcgpIgclgacgplggcaggicicaccaacggecagaacatiaccaccaggtgpgagcait

agecatigggcngaggtgicccecacatigggtggngecgcigcggcinggieanatgeigaglapaatgetatget

cuggergatcmgegugcatcalglatcclgiicgcaglggoggegctacgattacggitgicaagaccggaaccacg
accecagetgaageigppcaacapCEippicagegippteggpecpsaggipeganggcagcaggtgggtacacct
gaccicticatigecaccitcctgeagegetgatgatgecitetitgegacgitatcgacgtgettaaaaacgcaacacaac

aagigecatcgecgegageetgeaigelgligitalggtgicaacgegeccoataccecatgecatgeccceigplgng

cagegegacgeicatcgicalegacggtegteciggtgecpiccgeegtitccacegtgaccicggpagpepetegcen
cgecgeageggoaactacgeegteckicgtgeteatgelgigpagegttglggeggcagcgetgeigetageaticcag
cgecigoagtag
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atggeeaagetgaccagegecpiiecgpigctcaccgegepcgacptcgeeggageggicgagiiciggaccgaccg
gctcgggllctcccgggacllcglggaggacgac(tcgccgglglgglccgggacgacgtgaccctgttcatcagcgcg
glccagpgaccagglgagicgacgageaageoccggogpatcagpcapcgigetigcagatttgactigeaacgeccge
aligigtcpacgaagpelittggetccicigicgetptclcaageageatclaacecigegicgecgiticeattigeaggac
capplggigccggacaacaceeiggcctgp sipteggtgepeggeriggacgapetgtacpocgagtgpleggaggt
cEtgiccacgaacicCEEEacColCCREECCRECTatgaccgagatcgEcRagcagecgigegpgepppagtic
BCCCIECECERCCCRRCCRECARCIECIBCACIICEIRECCEaEEaRCag acgeccegRigaagcagaccetga
acticgacctgolgaagetggogggcgacgtggagageaacceegggoccecicgacalgatgegpeggeaacacge
tgececceitglggepgcegptcaacgtctigatgglpgtgelcgocticgicgegagegataacgegeagtgtelaccty
gegglatclicaactgoctcgageaglpegeccigaagaccatigoilicagcgecgoecalcgaccgogageagacgit
gacgccasccaggigptcalctacgacalcgtgattacgaaccacggeaacgectacgataactccaceggectgiea
Ccegegocggiggacggcatgtacagenitcaacigaaceigeteacgattaaggagaag gagRecIgctggagetcs
tgcacaacggtcagetcaaggtgagegictacgegaageaggacageacptacgattepiepagcaactcggtcatea
tcaagatgaaggaggptpatcgggigaacplpcgppcccacasgangicggatclglicggccgegacgacgagety
tacaacacgrciccggecacliccIgiceggcclgppcaccgacaceggipaciacaagpacgacgacgacaagice
ggcgagaacciglacticecagggecac gcc: gCACACCRIGICEACCCICOCICICCERLCCCACT
gictectgeccctcoctccecggctoceoegteaccegracececlcgecageaceCocgageteagggoeeccete
BCCCECCCCRCCgagricgiCgagecClgCgrccepageceigigeegecpagecegg! CRICCCCCE
coeccecg gegcopecatcgectgepecicCneoeCigegccaccictceogoccacecicgecccega
geCcggroeeiccgIcgrecageccgicggeecceceeICgecglegeececgiegecagececaccecigecace
CICCCCagegroguecageaccteeeeceeggleccgiogleaccBageCCgUcCRICCClCCeageecegeceetc
ClICECCCargCCteCPIcCCCCAgCCCICCCRIZCeRCCCARCCCCRCCCCRCCCICICCCECECCRCCCRIEEC]
ccclegecggeaccgeecteccctgotcccocegglgecgectageocigeccecceglegeatceclegecagegece
CCICCCCCCoCagCoCegCeoCCoeCicgeeIcCeCCCCgCICCCCCEageooegigeeceiticiceggogece
CCCAgeCocgep taagoegecegegecaccoeeg ZCCCACCRECICCCCCECCELCeC
EICCCCCanceotgecaacactcecatgeeccealeeeteeeiC CCCECCCCeCICCCCEECECCACeacactee
€CaCCCeCCCItCcacCRICECCECCIICECCERICERCCCARCECARCECCLELECCRUCtagCCCeRECCCRECe
leeccageteccag I f ClCCRCCEacteoElcCoraageceTiCECCtogooetCecCEage
m-r-rrgm«rh CCCgageeceicg BAap BCCCgal g gccgmgcccagcccclca
cCCgiggceRICanpCtggttpppetzatgatgecalcgoccgacgacclgaacggCacctegac CagEcaegget
ccgectegegealggleggegagoecgacalcgeeggeaccaagigeaaggpcancelgaaggactgaatacccaa
Beocageagggigggicclaggaagacigelghitgetgepeigeclaggcatcatgacgectglatpacgitgtettt
gaaggaaglicgaggattpegelgagitgggaccpcacgcaap( gccacggtccctoiccateticelc
ttcgeagaacceicgeigggpecagpctgigiicicegptggocgeacegtgggeiccgicgetaacgicaccalcege
Etcgcgigagicggactigagecgcctgtactgiegiecgatgenggectegtittgic ggatgatcigocgatatceaa
clggagcngengacigaccgelctcalecgngggegecteacetigectaccogcaghitcgegaccsagaagee
cgcgclgalclactccagcatcgagctggtcgtglacaacactggtgccaccctmlccgcgtgcccatcgccgccaalg
1gaccegeagocagatcaggtpseciggeticetgaceialggeaccarceocattgecgaclaccecaciggeatega
cgccaccacclggccwaclggaagaﬂgccggcgtgcgmlcaacalgggcgcgggca.acaagaagcccaagacc
tcgatgacgcpgicpgecicaaccigangapeg pitccgacgactacaaggacgacgacgacaagicegactaa

Lectina de -GP1H. pomatia

13

atggccaagclgaccagcgccgttccgglgclcaccgcgcgcgacglcgccggagc pggtegapticiggacegaceg
geteggpttctcccpgpacticytpgagpacgacticgeegpttgatecpgeacgac gigacecyticatcagegey
BICCapEaccagplgagicRacRagcaagcCCRECRRACBERCARCAICt IPcagalltpacltpcaaCLecCEe

Lectina de -GP1L. culinaris
truncada

atgigregacgaappelinggeiceicigicgetatcteaageageaiclaaccelgegtegecgiecartigeaggac
CcaggigglgerEgacaacaceolgpcctgypgtptppetacpeEgcciggacgRgctglacgccgogigEtcggaggl
CEIBIcCacgaacccgREACECCICCERACCRRCCAlEACCEapMCEECRageagcCElEBBBECLLEaptitc
BeCClgeprpacceggecggeaactgegigcaciicgiggecgagpageapEacgccoCggigaageagacceign
acticgaccigolgaagelgRCRRECEAcEIEEagagcaacccgggeocecicgacalgatgcpgcgpraacacge
tgecccectiglggggecagicaacgiciigarggiggigetegecticptepcgagepctaacgegcagigtgtacelg
geggtatciicaactgectcgaggtgacticelacacgetpaacgaggteptgecpeigaaggacplgglpeccpagip
BBlgcggateppeticagegecaccacpgpcpctpagitcgccgcccacgaggizcactcctggtectitcacagega
ECIggEElgEcaccagcagCiIccgEcacggECacCERIRactalaaggacEacgacEacaagiccgElgagaacclg
lactitcagggccacaaccaccgocacangcacaccggigicgacceiccetciccggecccacegiciectgeccee

cctecceggelcccccglcaccogeacecccticgecageacccecgagoccaggpecccoctcgecegeccegec

gageccgocpagecctgogoeccegagecclpepecgecgageceggocececeglecceegececcecgletee

cgegecgecatogentogeelooticectgegeeacegiccoorg BCCCCCEARCCCEE
CHICECCOaEOCCECCEELCeCCCLriCECCgICACCrCeglepecag: 1gecac BCECE
geecag CCCCCERICCCECCRICACCBAZCCCECCCgleCCICCOagECCRECLCICEEgECcacgs

CISCEICCOCCagecICeCIgceacecagetepecegeocialcccgectepeiegigecpeecipecpgca
ccgeecleccctgctccccepgiEcopectagecctpoccccccgtegectecctegoecagegccccoticcceccce
agececgecceescelcgeogicesocccegeteccocgagocceglgooccchctocggrgtcceccagocccge
geecoecicceciasgecgeccgegecacerecgeateccageocacegectececegecgecccgrecceeatios
ccg ceatg) iccecy ‘BECE! T
CACCEICECCECCICECCCRCCRCCCageccageEeclBlECCECeCaROTECRELregecricCecagetess
agecceecceclageccogatecgecgaceregiceeraagecccicgocticgeccicecepagetgetegecctee
CoRageCCeiegeccteceyag: geCC gecgaag gc glgpoegt
caagelgglitggacigatpatgecarcgocticgacpacctgaacppcacctcgaccagpccegacicegecicgep
CatggICEECARCCCRACAICHCCE SEaceAnplECcangppcanceigaagggCtEgatgcecaageceageag
gatpgetcctapgaagactitgergtngeigepcigectaggeatcatgacgeciptatgacgitgtenttigaaggaagtt
cgaggaugcpcigapuggpaccgeacgcaageaacttatccacgecacggtocetetccaleiiccienegeagaac
ccregetggggecaggeigtgiicteegatggccgcacegigggecegiecgetaacgtcaccatcegegtegegtgag
teggactttitgagecgecigracigtegiccgglgciigpecicgittiptcgpalpatetgecgatalecaactggagettg
ctigacigaccgetiticicatccgiigggegectcacetigeciacecgcagtiicgogacc pagaageccgegelgalc
tactccagcatcgageotggtegigtacaacactggigecaccetcatcegegtgeocatcgecgecaatglgacccgea
Eecagalcaggteccetggettectgacclatggeaccaccoccattgecggetaceecactggeatcgacgecaccae
ciggeccaacipgaagattgecggegigegeatcaacatgggcgcgggeaacaagaageccaagacclcgatigacg
cgglcgpecicaacclgaagageggticcggegactacaaggacgacgacgacaagtceggetaa
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atggccaagetgaccagegecpliccggigcicaccggegegacgtcgecggagcpgicgagicigpaccgaccg
gelcgggtictecegggacticgtgpaggacgacticgccgpigtagiccgpgacgacgtgacectgticalcagegcs
glccaggaccagglgaglcgacgageaageccggeggalcaggcagcgigeligcagatigacitgcaacgocege
altgIgIcgacgaap gCttitgFetCalCEICECIBICICAECAg CALCIARCCCIBCAICSCCICcanigtaggac
CagglEZtEcCEEacAaCacCet gl pipte PpipCECE gCClgEacEaRCtEtacECCEagtEEtCEEAER!
cgigiccacgaaciiccggpacgocicegggecggecalpaccgapalcgpepageapecgigggegcgppagtic
gecotgrgegacceggecggeaactge Blgcacticgipgoecpaggageaggacgecccggigaageagacaciga
actlcgacclgcigaagciggegpgegacgtggagageaaccegggececeicgacatgpcptelealgeegegges
capagcgchticacagetglggocacigeageggaccegggectcgacgactacaaggacgacgacgacaagiceg
gectegagatpaaatacctatigectacggeagecgotggatigitaltacicgeggeccagecggecatgzeegagpl
RCACIgNEEapICtp R PEEaEECERlacaRCCIEREREPICCCIgaE ptgoagecictpgaticacct
ttagcagctatgecatgageiggglccgocaggotccagggaaggggclgpagigggictcalggatitcggggactg
gttcgeggacagactacgeagaciceglgaagggecggticaccalctccagagacaattccaagaacacgeigtatet
gcaaatgaacagectgagagecgaggacacggocgtataitactgigcgaaaaaggegeagaaghiigactaciggeg
cocagggaaccctggreaccgicicgagogptggaggcggticappeggageigpcagoggeggiggcgggtegac
pgacatccapatgacecagteiccatecteccigtelgeatetgtaggagacagapteaccatcacigecgpgcaagte

npageartageagctatt ] geag, LEeeanpeccetang: gatctatgerg et
gcaragizgggloccalcaagglicaglggeagiggalcigggacagatitcacicicaccatcageagiclgeaacclg
aagatittgcaac et gagtiacagt. tacgticggccaagggaccaaggigpaaalcaaac

gggcg'gccgcacacaacca(cgccacaagcacclcgagclgﬂccttmacclcagccctccaaclgagcggccng(a
acgticitcaacgelacoggaaggaacatcacgiiaticgegeccagtgatcaggliggigeligtacglagetggaggs
cllctZattatcaacicCOCIc aacoCtccactgaccocaacciacgaccicacacecatacpCegcccaccgasgec
getactageggacgctgecggeectgaaccigaatcagicecageiggtgactaacgcagtgctcatggcgecagpete

scFvbh-Fasl

atgtaccacgciticgtgccageg taacgcctctgicccioccggaatticg £CEIEZAIBIZAES

CEEBEECECcBagtitagaaggigacciggalgcgpcoacacggcicgealigeagoctittcalgitigigagiaccica
algitaggccnaaaaccgcge gig clacagcacggatggcagegtcagcypeaaccagclggepatta
Cgaggacggtglcgggeggtcigegggicacciccatcggeagcgacgecaacgtgatcaaggtggaceticeeaact
CCREEIEagapagcgeplggctggeggegecantgepetggelcetcgectatgicagpatgagigtegitegltge
ggaciggalcgpgicpeggigcalgpggaagcggcaccegglagaacgiglalgggcangiggalggglacecgaa
cagicigectccgegepteacaccicaaciatciceiclagacalgiggcatiglatiglcgelgacaacaggiccacggta
gtgcacgicgiggacgeggtgenctccegiictaccegtcagtptactccgigagtigeagigcaagtgogggcgeagg
cgeaageipcag cggpcaaggcgcalgeitcgretcctgeagocaaccatatgpcpgcagacctgectitc
gcngcgccgacctacmgnggcagcgﬂcccanéacgngcccaacccctgcgccrgcacgtgcgccatgcaggctgt
ggegegraccicigeectgageacgetggeegegeiggiepgcteigecagegecagectpgtgtccaagetgcagg
gegIgtgigtptigapeggataplgaagatt gRIggacEeEciEcacpocEceaitctigggitacggcaagtge
CEtgttigctgacipgcpecgpagiigtgegoglgetcgopoatciciggcgcalcacagegecectzalggtglgeac
tgaagiggegatigegticegtccigggeatgiclacaggacactacgggigiclacaccgiortgeiccctacaatpeg
lgagtigtpgticagcacccaciggnglgccaggocgacageccgacgitpegicaagicgogaacegigegepget
Beaagcatpeoctgaceggetttggattgeccageggetectacgetgaceccctegetgiggetecctocctegigt
geacagegecttcacggeegecotggeccectccggocicaacacgacgatigcgcagotggcggepcagecepes
cigeigeagtccatectgtogtaccacptegtgcccggcctgtacaacgectcctegtiticcaccacacceateace e
accaccetgacglatggeticgetgeatgeatgegeaccoagegigtglgegecaccgigeagaggcagpecicaace
ttcagatcagtcigatcagingaccagngeatticcgacacacgacgatgecetpgeatgectcaaigeccegetecgea
giggccagaageigacpclgglganggacegcacticgeiglepgigaagacegccgacppeatgacggccaacct
petgcaggegepcgaceipecgigeggcticacggaccagipagtipgtcpcgegagtpaccapcatagcacggpa
caaggactegiggeatecegtigicaggatgpgtiigcaccgpoglaggap gcacapctaac
E¢ tacacy gleagEREcacEcCECEcEaccgigoacgtgatcgacaagtactegiecctc
ceecigiiaceicegigacipeggegctpaecctzCpcaccpacgicaacacactgelggeggcegicaaggcggag
gggrcclactcggctgcgatcaacaggtgacttgcggéaaccggcgccgnacaaacgctatgcgcttaclgccgcttct
<gggcacatacigeptccatttgactgeattacgaaggactggacttaccccagaattgiiccectgectgtgctgeatge
cclgaaacccteagraccacaticaccggeacgelicigecgocoatcgactcgpoeticacggegctpelgeegece
natggcagcealcagegecgepeagetgelggpeaacaccacggogotgaagaagatcctggacgigagtgeleglge
tatpcaggegiecicaggecacagacetctalgtacagecagegigectgacciigiggigontetggetgigitcaggcp -
cacgigpleacgggpiepelpclgacagigpcpgptcicaccaacggecagaacatiaceaceaggiggpgpecana
gecaltgggetigagpigtcccccacattgrgtggtigcogetgoggenttiggicattatgetgagtagaatgotatgetct
tggctigatctitgegtigeatcatgtatectgttcgeaglggegacgclacgatcacggiiglcaagaccggaaccacga
cocagotgaageigpgcaacagcgtzpicageglgglcgEEECEE3Egttgegatigpcageagglgegtgeacctyg
acciclcatigecaccticcigeagegeigatgatggetictitgegacgitatcgacgtgettaaaaacgcaacacaaca
aglECCcatcECCgCagcCIpcalgcIgtgalg pIEIcaacgegecccalaccecargecalgocceciggiptipe
agcpegacgecaicgrcatcgacggigteciggtgecgiecgggtinccaccgigacclcgggagacggigacggc
geegeageggeaactacgeegiccticgigetcatgetgtgpapegtigtggcggeagegetgelgetageaticeage
gectgeagtag
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SEC 1D n°

Secuencia génica sintetizada, con sesgo de codones

Descripcion de la secuencia

15

Ictagatatgcacpgecaggctigeggtigaagpggcalcaggcicpaggegagacgtegagggegiggecteiglarg
gctgggraacggtacgtataaticcagglacaagetapageagacgglgglgagaageaiiagaageallgtcecgagt
Biggtpgolagaatceeggeccacgaatcacaglgaatgggtacaigtacaggigceccgecageccocgoteetctg
clgectetgalgectcatgecaaaagiect gac geggegecticacalececgicegggtaatcilalgaglitcecialeg
agtalgtacpegatagiggacggpoctcaggelggpppptaegtapglpprapgppcpttcetitcagacacceigpa
BEREIZECIAgA2apCERCCRCRCRCCAgARAtRIcICgotgeCCigigoaataageaceggctalatigetcageg
<igttcpgegraacggeggpleagccctigggaagcgiggactatatggtagpptgcgagigaccecgegegactts
gagcicgaiggecocgggtigitipgegegtccgecteicgegetaticlgagelggagaccgaggegeatgaaaalge
attcgeticcataggacgetgeatigtggetigaaggticaagggaagggticaaacgaccecgecglacgaactitigtc
BEEBBECEcicccggroecgggcictigtgopepcattagggeticgpgicgeaagcaagacgatacaggaaccga
ccaatcgatagicligigogaccgigoacgigigoageaatagnaggtegataaccacgtigaacngegtelcteticgl
ggcgecteetgatiggtgctecacticactigtcgetatatageacagepitgasagcaaaggccacaciaatacapgecg
pectegapaptecgicigegtitpcattptiggecangggcigetitptapccasagecatacacgangineacttpaa
gemacgaccetcageegaatecigecagtalgacegitgeegageageecgiggeacicgtgeccageggeaagpt
BCaggCECcepacEClalcpatc ptaagcRgIcgagctcgaegetccglatgagocicegeicicpeccgaggatac
<gaclggtcgeagacgricitece 18 BCRCHACCAEBACACECCCBACAACIERAIBCRRCRCE
acceccgeatectgepecicaccggeeggeaccegetcaacigegagecacecatgiccgtacicatgcaggigagg
gggattigcagggpgEagecgapctigagpttaggtiagigaacaaagagcagaggagppaacigacagecatggct
cgaagclggctgggttgataamgggagaanatgcggcggtggﬂgggcglggggtggggglggcacgggtﬂgag
ECCIEEEECClEEFECE ECpgpgtaacEppiEacEEcagpCtppacplacplggay gicaacceac

Lectina de Nit-2A-H.pomatia

16

atgaca!grgaanca(gaaagclaclaaaciggmtgggcgcggmtcclgggnclaclclgclggcaggttgctccn
£CAACECLAAAAICEAICAELEAANICCARECAMCCCEIAENBRCIEAAAIgpptaCEactZEUABEICRIAlEC
cglacaaapgeagcgiigaaaacggigcatacaaagetcagggogticaacigaccgeotaaactgggtiacecaalcac
tgacgacctagacatctacacicgtctgggtg gtatgptatgecptecapgacactaaatccaacgtitatggtaaaaacca
cgacaccggegtticlccggtettcgetggegpliptigagiacgcgatcaciccigaaatcgetaccegictggaatacca
giggaccaacaacatcggtgacgcacacaccateggcactcgtecggacaacggtattaacicgageagegtgecigy
gatccpegegtgocicgeageigpacggagocciticeglictgcgglacaggcpaciacaaggatgatgacgacaa
EBicgggcgagaaccictatticcagggtcacaaccaccy g taggatgaaatacctatigectacggea
gocgeiggattgtiatactegeggoccagoecggocalggecgagatgcagoigiiggagicigggegagectiggIac
agcciggpgpateccigagactetccigigeagectetggaticacctitageagetatgecalgageiggptccgecag
golccapggaagEgecipeagipEEIcicatggatticgggpaciggttcgcggacagactacgcagactcoglaaag
ggecpgticaccalciccagagacaanceaagaacacgeiglaictgeaaatpaacagccigagagecgaggacacy
gecglatattacigigeganaaaggcpcagaagigactaciggeaecagggaacectggicaccgicicgagegats
gagpcggticaggegpagpigycagcggc sIEsCERgicgacggacatccagatgacceagtctecatecteecty
IGIgcarctalag gagacagaplcaccalCACNECCEEgcaagicagageariapcagetalttaaatgetatcageag

LppOmpA-scFv5

aaaccagggaaageccclaagetectpatetatgetpcatecagitigeaaagiggpegicccacaaggicagiggeag
1ggaicigggacagatiicacicicaccatcageagtctgeaacetgangatitipcaactiactactgicaacagagttaca
graccectaatacgticggecaagpgaccanggtpraaatcasacgggeggecgeacatcatcalcaccarcactaa

Listado de secuencias

<110> Sapphire Energy, Inc. Mendez, Michael Poon, Yan Behnke, Craig Lee, Philip

<120> INDUCCION DE LA FLOCULACION EN ORGANISMOS FOTOSINTETICOS

<130> 0714WO01

<150> US 61/076,430
<151> 2008-06-27

<160> 16

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211>534

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> lectina de H. pomatia con sesgo de codones

<400> 1
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atgacatgtg
gccatcgace
acgaaccacqg
atgtacaget
gtgcacaacg
tcgagcaact
aagaagtcgg
ctgtccggeo

aacctgtact

<210>2
<211> 642
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aattcectag
gcgageagac
gecaacgecka
ttcaactgaa
gtcagcectcaa
cggtcatcat
gtetgttegy
tgggeaccgy

tccagggeca

gctcgagcag
gtttgacgce
cgataactce
cctygcteacyg
ggtgagcgtc
caagatgaag
ccgegacgac
caccggtgac

caaccaccgc

ES 2475973 T3

tgcgccctga
aaccaggtgg
accggcctgt
attaaggaga
tacgcgaagc
gagggtgatc
gagctgtaca
tacaaggacg

cacaagcaca

<223> lectina de T. vulgaris con sesgo de codones

<400> 2
atgacatgtg
tgccccaaca

ggcaagggct
ggcgecacct

gagtactgcg
caggctggcg
ctgggcageyg
tgcggcaagy
tcctgecggea
ggcactggca

cagggtcaca

<210>3
<211> 1211
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aatteecctag
acctgtgctg

gccagaacgyg
gcaccaacaa

gtgcgggcety
gcaagctgtyg
agtttigcgg
acgctggegg
tcggceccggy
ccggtgacta

accaccgcca

gctcgageaa
ctcgcagtac

cgcctgetgyg
ccagtgcetge

ccagggegge
cccgaacaac
tggtggttgo
ccgggtctge
ctattgcggt
caaggacgac

caagcacacc

cggtgcgggg
gggtactgeg

acctccaagc
tcccagtatg

ccctgecgeg
ctctgectgea
cagagcggeg
actaacaact
gcgggetgcee
gacgacaagt

ggtgtcgact

<223> Fusion LppOmpA-lectina de H. pomatia

<400> 3

agaccattgc
tcatctacga
tcacecgcgec
aggagggcety
aggacagcac
gggtgaacgt
acacgttctc
acgacgacaa

cocggtgtcega

agcaggggtc
gcatgggcegyg

gctgeggttce
gctactgegg

ctgacatcaa
gccagtgggy
cclgcagcac
attgectgete
agtcgggcgg
cgggcgagaa

ga

36

tttcagcgce
catcegtgatt
ggtggacggc
gctggagetce
gtacgattcg
gcgggcecac
cggccactte
gtccggcgag

ctag

caacatggaqg
cgactactge

ccaggeceggt
cttcggogeg

gtgcgggtey
cttetgeggt
ggacaagccy
caagtggggce
ctgcgacgge

cctgltacttc

60

120

180

240

360

420

480

534

60

120

180
240

300

360

420

600

642



10

ttggttcteg
aattcececte
aattcatgaa
caggttgctic
ttgaaatggg
catacaaagc
tagacatcta

atggtaaaaa

acaccatcgg
gcgtgecteg
atgacgacaa
ctaggctcga
gcecagtgege
acgccaacca
actccaccyy

tcacgattaa
gegtcetacge

tgaaggaggg
acgacgaget
gtgtcgacta

<210>4
<211> 801
<212> ADN

atccecgegaa
tagaaataat
agctactaaa
cagcaacgct
ttacgactgg
tcagggegtt
cactcgtctg

ccacgacacc

cactegtecg
cagctggacyg
gtcgggcgag
gatgctgttt
cctgaagacce
ggtggtcatc
ccltgttcace

ggagaagdag
gaagcaggac

tgatcgggty
gtacaacacqg

g

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

attaatacga
tttgtttaac
ctggtactgg
aaaatcgatc
ttaggtcgta
caactgaccg

ggtggtatgg

ggcgtttcte

gacaacggta
gagceccttte
aacctctatt
gtcactatta
attgectitca
tacgacatcg
gcgecgatyg

ggetggetgg
agcacgtacg

aacgtgcggg

ttctcecggcee

ES 2475

ctcactatag
tttaagaaqgqg
gcgecggtaat
agggaattcc
tgcegtacaa
ctaaactggg
tatggcgtge

cggbtcttcge

ttaactcgag
cgttctgcgg
tccagggtca
tttceectggg
gegecgecat
tgattacgaa
acggcatgta

agctcgtgca
attcgtcgag

cccacaagaa

acttectgte

973 T3

gggadttgtg
agatatacat
cctgggttet
aggcaacccyg
aggcagegtt
ttacccaatc
agacactaaa

tggcggtgtt

cagcgtgcct
tacaggcgac
caaccaccge
tctgetgget
cgaccgegaqg
ccacggcaac
cagctttcaa

caacggtcag
caactcggtc

gtcgggtety

cggcctgggce

<223> Fusion LppOmpA-lectina truncada de L. culinaris

<400> 4

37

agcggataac
atgacatgtg
actectgctgg
tatgttggct
gaaaacggtg
actgacgacc
tccaacgttt

gagtacgcga

ggcgatccge
tacaaggatg
cacaagcacc
attgtgeacy
cagacgtttg
gcctacgata
ctgaacctge

ctcaagqtga
atcatcaaga

ttcggecgey

accggcacaey

60

120

180

240

300

360

420

600

66C

T2C

78C

840

90¢C

96C

1020
1080

1140

1200

1211



10

atgacatgtg
actctgctygg
tatgttgget
gaaaacggtg
actgacgacc
tccaacgttt
gagtacgcga
ggtgacgcac
ggcgateccge
tacaaggatg
cacaagcacc
gacgtggtge
gcccacgagqg

acgggcacey

<210>5
<211> 1962
<212> ADN

aattcatgaa
caggttgctc
ttogaaatgyg
catacaaagc
tagacatcta
atggtaaaaa
tcactcectga
acaccatcgg
gcgtgecteg
atgacgacaa
ctaggctcga
ccgagtgggt
tgcactcctyg

gtgtcgactg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

agctactaaa
cagcaacgct
ttacgactgg
tcagggcgtt
cactcgtotyg
ccacgacacc
aatcgctacc
cactcgtccg
cagctggacg
gtcgggcegag
ggtgacttcc
gcggatcgge
gtccttteac

a

ES 2475973 T3

ctggtactgg
aaaatcgatc
ttaggtcgta
caactgaccg
ggtggtatgy
ggcgtttctc
cgtctggaat
gacaacggta
gagceccttte
aacctctatt
tacacgctga
ttcagcgcca

agcgagctgy

gcgeggtaat
agggaattcc
tgecgtacaa
ctaaactggg
tatggegtge
cggtcttcge
accagtggac
ttaactcgag
cgttectgegg
tccagggtca
acgaggtggt
ccacgggegce

gtggcaccaqg

<223> Fusion lectina de L. culinaris -beta-Autotransportador

<400> 5

catgggttet
aggcaaccecqg
aggcagcgtt
ttacccaatc
agacactaaa
tggcggtgtt
caacaacatc
cagcgtgcect
tacaggcgac
caaccaccgc
gccgctgaag
tgagttegece

cagctccgge

atgacatgtg aattccctag gctcgagact gagactacgt c¢gtttagcat taccaagttt

tcecectgate agcagaacct gatcttecag ggcgacggehl acaccacgaa gggcaagetg

accctgacga aggccgtcaa gagcactgbtg ggccgggcgc tgtatagcac ccccattcac

38

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

780

801

60

120

180



10

atttgggacce
gacgcccccea
acgaagccgce
acttcgcaga
aacaaggagc
tggaacctgc
gtcctgaccg
aagageggcey
agctcgagey
tgcggtacay
ataggtaatt
gaaatcccct
ttccactcca
gcatctgaat
aaagttgaga
caagccgatg
caatctatct
gctgatgcceg
tccgcacaat
agcttgtceg
tttgatcaqgq
ttaaatgatg
caaacgcagc
aatacgctga
ctgtcatctg
aaaacactaa
aaacccttgt
ggtaaatect
ctgtaccgta

aaacaaaaat

<210>6
<211> 1116
<212> ADN

gcgacaccdg
gctegtacaa
agacgggcgy
ccgtggeogt
gccacattqg
agaacggcga
tcaccctgac
agaacctgta
tgceccggcocga
gegtatttte
tagctcgtgt
tggaggagtt
aaagtcgtaa
cggtttccac
cggegggtts
cagtcagcac
tgttggatac
aaaaaaacag
atcgceggte
aaaatatgca
cgggcyggcaa
cttggtatgt
aaaaagcaaa
aaatcaatca
cagattacaa
cggeeggact
tatctgcagce
tegecectataa
atgttacatt

ccggacaaat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gaacgtggcce
cgtggcggac
cgggtatety
ggagttcgat
catcgacgtyg
gcgegegaac
ctaccctacc
ctteccagggg
cccgegegtyg
attggatgat
aatacctaga
ggaagatgaa
cegtagaget
atcagacaaa
acaaccaaga
caatactaac
aggtgcttac
tgtttggatg
tagttcgaaa
gataggcgga
aaatactttt
ggccggegat
ctttaaccga
attcgagatt
gttgggtgac
ggattttget
ttactttgcc
agcagataat
aaacgtaaat

taaaatacag

ES 2475973 T3

aacttcgtga
ggcttcacct
ggcgtcttca
actttctaca
aactcgatca
gtggtcatcyg
ggtgtcgacg
cacaaccatc
ccteggteqt
tatgatgcaa
atgggaaggyg
gcggaagaag
atatcatcgg
caccctcaag
gccgegeagce
tecggetitat
ttaacacggec
tcaaacactg
cgcacgcaaa
gtattgactt
gtgcaaqgeccea
attggtgcegg
acaagcatcc
gtccctagtg
gacagtgtta
tatcggttta
aattatggca
caacagcaat
ggcagtatta

attcgtttet

<223> Fusion Pirlb-lectina de H.pomatia

<400> 6

cctecttecac
tcttcatege
actcgaagga
acgcggcecctg
agtcggtgte
cgttcaacge
attacaagga
gccacaagca
ggaccgagcce
aagacaatag
agttaattaa
aacgtcgcecca
aaccatcatc
ataatacgga
cgcgaaccca
ctgacgcaat
acattgcaca
gttatggecyg
cacaaatcgyg
actctgacag
acctttatgg
gcagcttgag
aaaccggect
cgggtatccqg
aagtaagttc
aagtcggcaa
aaggeggegt
attcagcagg
caaaaggaaa

ad

39

cttegtgate
gcoctgtggac
gtacgacaag
ggaccccagc
caccaagagc
cgccacgaac
tgatgatgac
cggcatcaac
gtteccectte
tgaatcatca
tgattatgaa
agcaacgcaa
Tgatgaagat
acttcatgaa
agccgecgeg
ggcaagcacyg
aaaatcacgc
tgattatget
cattgaccgec
tcagcatact
taagtattat
aagccggtta
tactttgggc
ttacagccge
tatggcagtg
cctracegta
gaatgtgggce
cgtcgegtta

acaattggaa

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1962



10

atgacatgtg
tgccccaaca
ggcaagggct
ggcgccacct
gagtactgcg
caggctggcg
ctygggcagceyg
tgcggcaagy

tcctgeggea

tactttcagg
attggtgacg
ggtgacggtc
gacggccaaa
tcccaaattg
caaattggtg
attggtgacg
ggtgacggtc

gatggccaaa

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

aattcecctag
acctgtgctg
gccagaacgg
gcaccaacaa
gtgcgggctg
gcaagctgtg
agttttygcyy
acgctggeygqg

tcggeccggg

geccacaacea
gtcaaatecca
aaatccaagc
tccaagccac
gtgacggtca
acggtcaaat
gtcaaatcca
aaatccaagce

tccaagccac

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gctcgagcaa
ctcgcagtac
cgcctgctgg
ccagtgetge
ccagggcggc
coccgaacaac
tggtgygttae
ccaggtctge

ctattgcggt

tcggcacaag
agccactacc
cactactaaa
caccaagact
aattcaagcc
ccaagccact
agccactact
cac¢caccaat

aactttaact

ES 2475973 T3

cggtgcggag
gggtactgeg
acctccaage
tcccagtatg
ccetgcegeyg
ctctgctgea
cagagegygcyg
actaacaact

gcgggetgec

cacggtacag
aaaaccactg
accaaagctyg
acctcagcta
actactaaaa
accaaaacaa
aaaaccactg
actactgttg

tcttga

<223> Fusion Pirlb-lectina de L. culinaris

<400>7

agcaggggte
gcatgggegy
gctgecggttc
gctactgegg
ctgacatcaa
gccagtggygyg
cctgcagcac
attgctgete
agrcgggegy
acaagagcygy
gcgeccgetygc
ctgetgetgt
ctgetgtete
agactaccgc
ccaaagctgce
ctgctgecage
ctgetgotgt

ctccagtcte

caacatggag
cgactactgc
ccaggccggt
cttcggegeg
gtgcgggteg
cttetgeggt
ggacaagccg
caagtggggc
ctgcgacygge
cgagaacchy
tatctctcaa
ttctcaaatt
tcaaattggt
tgcagcegte
tgctgtctet
tgtctctcaa
ttctcaaatt

ccaaatcact

atgacatgtyg aattccectag getegagact dagactacgt cgtttagcat taccaagttt

tccecectgate agecagaacct gatcttccag ggcgacggcot acaccacgaa gggeaagotg

40

60

120

240

300

360

420

480

840

900

960

1020

1080

1116

120



10

accctgacga
atttgggacc
gacgccccca
acgaagecgo
acttcgecaga
aacaaggagce
tggaacctgc
gtecctgaceg
acgctgaacyg
agcgccacca
gagclgggtyg
gacgacaaga
acaggcgecqg
actgctgctyg
gctgectgetg
gctaagacta
aaaaccaaaqg
acaactgctg
actgectgctyg
gttgctccay

<210>8
<211> 1479
<212> ADN

aggccgtcaa
gcgacaccegy
gectcgtacaa
agacggygcgyg
ccgtggoegt
gccacattgg
agaacggcga
tcaccctgac
aggtggtgcc
cgggegctga
gcaccagecag
gcggcgagaa
ctgctatcte
ctgtttctca
tctctcaaat
cegectgcage
ctgctgetgt
cagctgtctc
ctgtttctca

tcteccaaat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fusion Pirla-lectina de T. vulgaris

<400> 8
atgacatgtg
tgceccaaca
ggcaagggct
ggegecacet

gagktactgcg

aattccctag
acctgtgctg
gccagaacgg
gcaccaacaa

gtgcaggety

gagcactgtg
gaacgtggec
cgtggcggac
cgggytatctg
ggagttcgat
catcgacgtg
gcgcgocgaac
ctacccraac
gctgaaggac
gttcgcocgeo
ctcecggeacg
cctgtacttt
tcaaattggt
aattggtgac
tggtgacggce
cgtctcccaa
ctectecaaatt
tcaaattggt
aattggtgac

cactgatgqge

gctcgagcaa
ctcgcagtac
cgcctgetgg
ccagtgectge

ccagggcecggc

ES 2475973 T3

ggccgggege
aacttcgtga
ggckttcacct
ggcgtcttca
actttctaca
aactegatca
gtggtcatcg
tcectggagg
gtggtgcceg
cacgaggtgc
ggcaccggtg
cagggccaca
gacggtcaaa
ggtcaaatcc
caaatccaag
attggtgacg
ggtgacggte
gacggtcaaa
ggtcaaatce

caaatccaag

cggtgcgggyg
gggtactgey
acctccaage
tcecagtatg

ccecigecgeg

tgtatagcac
ccteocectteac
tcttcatcge
actcgaagga
acgcggoctg
agtcggtgtc
cgttcaacgc
aggagaacyt
agtgggtgcg
actcctggtc
tcgacgatta
accatcggea
teccaageccac
aagccactac
ccaccaccaa
gtcaaattca
aaatccaage
tccaageccac
aagecaccdac

ccacaacttt

agcaggggte
geatgggegg
gctgeggtee
getactgegg

ctgacatcaa

41

ccccattcac
cttcgtgatc
gectgiggac
gtacgacaag
ggaccccage
caccaagagc
cgccacgaac
gacttcctac
gatcggcette
ctttcacagc
taaggacgat
caagcacggt
taccaaaacc
taaaaccaaa
gactacctca
agccactact
cactaccaaa
tactaaaacc
caatactact

aacttcttga

caacatggag
cgactactge
ccaggeeggt
ctitcggegey

gtgcgggtcg

1840

240

300

360

420

480

540

500

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

60

120

180

240
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caggectggcg
ctgggeageg
tgeggcaagg
tcctgeggea
ggcactggcea
tacttccagg
attggtgacg
ggtgacggtc
gacggccaaa
tccecaaattyg
caaattggtyg
attggtgacy
ggtgacggts
gatggccaaa
gctccaatta
ttagaaatga
gttgccazaca
gctggttggt
caatgtttgt

gcagtccacc

<210>9
<211> 4817
<212> ADN

gcaagctgtg
agttttgcgg
acgerggcgg
teggeccggy
ccggtgtega
gccacaacca
gtcaaatcca
aaatccaagc
tccaagceccac
gtgacggteca
acggtcaaat
gtcaaatcca
aaatccaagc
tccaagecac
ctaatggcac
acllaaaggg
gacaattcca
ccatcacccc
caggaaactt

tacaagctat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cccgaacaac
tggtggrge
cegggtetge
ctattgeggt
cgattacaag
ccgecataag
agccactacc
cactactaaa
caccaagact
aattcaagce
ccaagccact
agccactact
caccaccaat
aactttaact
tgacccagta
tggtatcctg
attcgatggt
agaaggtaac
ctacaactta

cgatttgctce

<223> fusién lectina L. culinaris -Fas1

<400> 9

atggccaagce
gagttctgga
gtggtccggg
gcaagcecgg
cgacgaagge

tttecattty

tgaccagcge
ccgaccggcet
acgacgtgac
cggatcaggc
ttttggctce

caggaccagg

cgttccggtyg
cgggttctee
cctgtteate
agcgtgcttg
tctgtegetyg

tggtgccgga

ES 2475973 T3

ctctgctgea
cagagcggeg
actaacaact
gcgggctgec
gatgatgatg
cacggtacag
aaaaccactg
accaaagctg
acctcagcta
actactaaaa
accaaaacaa
asaaccackg
actactgttyg
tctgcaacca
actgctgaaa
actgacggta
cctccaccac
ttggcecatcg
tacgatgagc

aactgttag

ctcaccgcgce
cgggacttcg
agcgcggtece
cagatttgac
tctcaagcag

caacaccctg

gccagtgggyg
cectgcageac
attgectgcete
agtcgggegq
acaagagcgg
gcgccgetge
ctgctgctgt
ctgctgtcocte
agactaccge
ccaaagctgce
ctgctgcage
ctgctgetgt
ctccagtcte
ttataccatc
catgcaaaag
aaggtagaat
aagctggtgce
gtgaccagga

acattggaac

cttetgeggt

ggacaagccg
caagtgggge
ctgcgacggc
cgagaacctg
tatetctcaa
ttetecaaatt
tcaaattggt
tgcagcegte
tgctgtectet
tgtctctcaa
Ltctcaaatt
ccaaatcact
tccagctcca
cagtggcact
tggttctatc
tatctatgct
tacttottac

tcaatgtaat

gcgacgtcgce
tggaggacga
aggaccaggt
ttgcaacgce
catctaacecc

goctygggtgt

42

cggagcggte
cttcgeeggt
gagtcgacga
cgcattgtgt
tgegtegecg

gggtgcgecag

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1479

60
120
180
240
300

360



cctggacgag
<©gggccggec
cececggeogygce
cctgaactte
catggcgtct
gggcctegac
gtttagcatt
caccacgaad
gtatagcacc
ctccecttecace
cttcatcgcg
ctcgaaggag
cgcggectgg
gtcggbgtece
gttcaacgcc
ggagaacgty
gtgggtgcgyg
ctcctggtece
ctataaggac
ccacaagcac
tgtaacgttc
tggtgecttat
ceecaaccta
cggcecctgaa
tcatgtacca
actacaacgc
acacggctcg
gcgccaacgt
cgaggacggt

aggtggacct

ctgtacgcceg
atgacecgaga
aactgecgtgce
gacctygctyga
catgcecgegyg
gactacaagqg
accaagtttt
ggcaagctga
ccecattecaca
ttcgtgateg
cctgtggaca
tacgacaaga
gaccccagcea
accaagagct
gccacgaacg
acttcctaca
atcggectteca
tttcacagcg
gacgacgaca
accggtgteg
ttcaacgcta
acgtagctgg
cgacctcaca
cctgaatcag
cygctittegtg
gttgaagtga
cattgcagec
gccaacctac
gtcgggeggt

tceccaactee

agtggtcgga
tcggcgagca
acttecgtgge
agctggeggy
cccagagcegce
acgacgacga
ccccectgatca
ccectgacgaa
tttgggaccy
acgcccccag
cgaagccgca
cttcgeagac
acaaggagcg
ggaacctgca
tectgaccgt
cgctgaacga
gcgccaccac
agetggatgg
agtccggtga
acctgttect
ccggaaggaa
agggcttctg
cccatacgcyg
tececcagetgg
ccagcgacca
ggeqggggcy
ttttcatgtt
agcacggatyg
ctgcgggtca

gggtgagaga

ES 2475973 T3

ggtcgtgtee
gecgtggggyg
cgaggageag
cgacgtggag
tttcacagct
caagtccggc
gcagaacctg
ggcegicaag
cgacaccqyg
ctcgtacaac
gacgggeggce
cgtggecgtyg
ccacattggc
gaacggcgag
caccctgace
ggtggtgccyg
gggcgctgag
caccagcagc
gaacctgtac
ttttacctca
catcacgtta
attatcaact
geeccaccgaa
tgactaacgc
acaacgccte
cgagtttaga
tgtgagtacc
gcagcgtcag
ccteccatecgg

gcgegtgget

acgaacttcc
cgggagttcy
gacgecceogyg
agcaacccygyg
gtggccactg
ctcgagactg
atcticcagg
agcactgtgg
aacgtggcca
gtggcggacg
gggtatctgg
gagttcgata
atcgacgtga
cgcgcgaacyg
taccctaact
ctgaaggacyg
ttecgecegecce
tccggcacygg
tttcagggce
gccectecaac
ttcgegecea
ccecctegaac
ggegectacta
agtgctcatg
tgtccetceo
aggttgacct
tcaatgtiag
cggcaaccag
cagcgacgcc

ggecggegoeca

43

gggacgccte
cecectgogega
tgaagcagac
gcoccecetega
cageggacaec
agactacgtc
gcgacggcta
gecggygeyct
acttecgtgac
gcttcacctt
gcgtcttcaa
ctttctacaa
actcgatcaa
tggtcatcge
ccectggagga
tqggtgcccga
acgaggtgea
gcaccggtga
acaaccacceq
tgagecggect
gtgatcaggt
cctccactga
goggcgetge
gcgecagtge
ggaatttcgt
ggatgcgygcco
gccaaaaacc
ctggegatta
aacgtgatca

atgcgetggce

420

480

600

660

720

780

840

900

9860

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13920

1980

2040

2100

2160
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tecctttegec tatgtcagga tgagtgtegt thtcgttgegg actggatcgg gtegeggtgc 2220
atggggaagc ggcacceggt agaacgtgta tgggcaaglg gatgggtacc cgaacagtcet 2280
gectececgege gtcacaccte aactatctec tctagacatg tggecattgta ttgtcogetga 2340
caacaggtcc acggtagtgc acgtcgtgga cgeggtgett ctcccgttcet acccgtceagt 2400
gtactecegtyg agttgcagtyg caagtgcggg cgcaggcegea agctgcagaa accaaaccqq 2460
gcaaggegea tgocteoggotc ctgragccaa ccatatggeg cagacctgeoo tttegocagog 2520
cccacctaca tgaggcagey acccaacacd ttgocccaacc cctgegectg cacgtgogcec 2580
atgcaggotyg tggcgecgecac ctotgocctg agcacgetgy cegegetggt cggctcotgece 2640
agcgecagee tggtgtccaa gotgcaggtg cgtgtgtgtg ttgagegggt ggtgaagatt 2700
tgctgggegg gotgggocacg cegeocecgttet tgggttacgg caagtgccgt gttttgctga 2760
ctcgeggegg agttgigege gtgctegege ctectetggeyg catcacageg ccoctgatgg 2820
tgtgcactga agtggcgatt gegttecgte ctgggecatygt tetacaggac actacgggtyg 2880
tctacaccgt Cctttgctcec tacaatgegt gagttgtggt tcagecaccca ctggttgtge 2940
caggccgaca ggccgacgtt gogtcaagtc gocgaaccgtg cgeggctgca ageattgcece 3000
tgaccggett tggattgeooe agecggetccet acgetgaccet tecctegetg tggcetcececte 3060
cocicgtghtge acagegoett cacggecgee ctggoaceet ceggecteaa cacgacgatt 2120
gegeagetygg cggegeagee cgecetgetg cagtccater tgtegtacca cgtegtgecoe 3180
ggcetgtaca acgeocteocte gttttecace acacccatca cegtcaccac cctgacgtat 3240
ggcttegetyg catgeatgeg cacccagegt gtgtgegcra cegtgcagag geaggoctcea 3300
accttcagat cagtct-gatc agtttgacca gttgcattcc gacacacgac gatgccctgg 3360
catgcctcaa tgecccgcte cgcagtggee agaagctgac gcetggtgaaqg gacggcactt 3420
cgctgteggt gaagacyggcc gacggcaltga cggeccaacct gectgcaggcg cgcgacctge 3480
cgtgcggott cacggaccag tgaghbtggtc gogogagtga ceagcatage acgggacaag 3540
gactcgtgge atccocgttgt tcaggatggg tttgeaccgyg cgtaggagec ccaaatccca 3600
acatgcacag ctaacgcatt tcacacteca cgtccaacct gtcaggggoca cghttccgege 3660
gaccgtgcac gtgatcgaca aggtactcgt ccctcecccoct gttacctececg tggetgeogge 3720
gctggeeectg cgecaccgacg tcaacacact goctggecggoe gtcaaggegg aggggtccta 3780
ctcggetgeyg atcaacaggt gactigeggc aaccggcegco gttacaaacyg ctatgogott 3840
actgcecgett cteogggeaca tactgogice atttgactgce attacgaagg actggactia 3200
¢ceccagaatt gttccccectge ctgtgetygca tgocctgaaa cocicageac cacattcace 3960
ggcacgetic tggegceccat cgacteggec ttcacggege tgctggegge caatggcage 4020

44
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atcagcgccg
gctcgtgeta
cttgtggtgce
cgggtctcac
ggtgteccccee
ctatgctctt
cgatcacggt
gcgtggtegy
caccttcctg
aacacaacaa
tacccecatgc
tggtgccgte
ctacgecgte

tccagegeet

<210>10
<211> 4256
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cgcagectgct
tgcaggsgte
ttectggctgt
caacggccag
acattgggtg
ggcttgatct
tgtcaagacc
ggcggaggtt
cagegetgat
gtgccatege
catgcccoccct
cggegtttee
cttcgtgcte

gcagtag

gggcaacacc
ctcaggecac
gttcaggcgc
aacattacca
gttgccgctg
ttgegttgea
ggaaccacga
gcgattggea
gatggecttct
cgcgagectyg
ggtgtttgca
accgtgacet

atgctgtgga

ES 2475973 T3

acggcgctga
agacctctat
acgtggtcac
ccaggtgggg
cggecbttitgg
tcatgtatcc
cecagetgaa
gcaggtgggt
ttgcgacgtt
catgctgtgt
gcgcgacget
<gggagygcygg

gcgttgtgge

<223> fusién lectina truncada L. culinaris-Fas1

<400> 10

atggccaage
gagttctgga
gtggtccggg

gcaagccegg

cgacgaadgc

tttccattig
cctggacgag
cgggecggec
ccecggcegge
cctgaactte

catggcgtcet

tgaccagcygc
ccgaccgget
acgacgtgac
cggatcaggc
ttttggctce
caggaccagg
ctgtacgeeg
atgaccgaga
aactgcgtgce
gacctgctga

catgcegegg

cgttccggtyg
cgggttetce
cctgttcatc
agcgtgettg
tctgtegetyg
tggtgccgga
agtggtcgga
tcggegagea
acttcgtggce
agctggcyggy

cccagagege

ctcaccgcge
cgggacttcyg
agcgeggtec
cagatttgac
tctcaagcag
caacaccctg
ggtegtgtee
gccogtggggy
cgaggagcag
cgacgtggag

tttcacaget

agaagatcct
gtacagccag
ggggtceggty
gcattagceea
tcattatgct
tgttcgeagt
gctygggeaac
gcacctgacc
atcgacgtge
tatggtgtca
catcgtcatc
tggecggegcee

ggcagcgctg

gcgacgtege
tggaggacga
aggaccaggt
ttgcaacgcc
catctaaccc
gcctgggtgt
acgaacttec
cgggagtecy
gacgccocagg
agcaacccgg

gtggcecactyg

45

ggacqgtgagt
cgtgecctgac
ctgacggtgg
ttgygettga
gagtagaatg
ggcggegeta
agcgtggtea
tcttcattge
ttaaaaacge
acgogeccea
gacggtgtecc
gcagegygcaa

ctgctageat

cggagceggte
cttegecgyt
gagtcgacga
cgcattgtgt
tgcgtegocyg
gggtgcacgg
gagacgecte
ccctgegega
tgaagcagac
gccecectega

cagcggacece

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4817

60

180
240
300
360

420

600

660



gggcctcgac
gcbgaacgag
¢gccaccacy
gctgggtgge
gtceggtgag
cctgttectt
cggaaggaac
gggcttctga
ccatacgegg
coccagetggt
cagcgaccaa
gcgggdgygcega
tttecatgttt
geacggatgg

tgcgggtcac

gagtgtecgtt
gaacgtgtat
actatctcct
cgtcgiggac
aagtgcgggce
tgcagccaac
cecaacacgt
tectgecctga
ctgcaggtgce
cgecegttett
tgctcgcgeo
cgttcegtece
acaatgcglg
cgtcaagteg

gcggetecta

gactacaaqg
gtggtgeege
gygcgetgagt
accagcagct
aacctgtact
tttaccteag
atcacgtial
ttatcaacte
cccaccgaag
gactaacgca
caacgcctct
gagtttagaa
gtgagtacct
cagcgtcage

ctccategge

tcgttgecgga
gggcaagtgg
ctagacatgt
gcggtgecttc
gcaggcgcaa
catatggege
tgcccaacec
gcacgetgge
gtgtgtgtgt
gggrracgqc
tctctggege
tgggcatgtt
agttgtggtt
cgaaceqgtge

cgctgacctt

acgacgacga
tgaaggacgt
tegecgeocea
ccggcacggg
ttcagggecea
coctccaact
Legcgoccag
cecctegaacc
gcgectactag
gtgctcatgg
gtcececteceg
ggttgacctg
caatgttagg
ggcaaccagc
agcgacgcca
geggogeeaa
ctggatcggg
atgggtacecce
ggcattgtat
tcecgticta
gctgcagaaa
agacctgoct
ctgcgecetge
cgcgcectggte
tgagegagtg
aagtgccgtg
atcacagcyc
ctacaggaca
cagcacccac
gcggctgcaa

ccetegetgt
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caagiccggce
ggtgccecgag
cgaggtgcac
caccggtgac
caaccaccgqce
gagcggectt
tgatcaggtt
ctccactgac
cggcegetgceco
cgccagtgct
gaatttegta
gatgcggcca
ccaaaaaccqg
tggcgattac
acgtgatcaa
tgcygatygget
tcgeggtgea
gaacagtctg
tgtecgetgac
cccgtcagtyg
ccaaaccygyg
ttcgecagege
acgtgcgececa
ggctctgceca
gtgaagattt
ttttgctgac
ccetgatggt
ctacgggtgt
tggttgtgcc
gcattgcect

ggctccetee

ctcgaggtga
tgggtgcgga
tcctggtect
tataaggacqg
cacaagcaca
gtaacgttet
ggtgcitgta
cccaacctac
ggccctgaac
catgtaccac
ctacaacgcg
cacggeoteye
cgeccaacgtyg
gaggacggtg

ggtggaccett

tggggaagcyg
ccteegegeqg
aacaggtcca
tactccgtga
caaggcgcat
cgacctacat
tgcaggetyt
gcgeccageot
ggtgggeggy
tggeggcegyga
gtgcactgaa
ctacaccgtc
aggccgacag
gaccggettt

ctcgtgtgea

46

cttcctacac
tcggcttcag
ttcacagcga
acgacgacaa
ccggtgtega
tcaacgctac
cgtagctgga
gacctcacac
ctgaatcagt
gctttogtge
ttgaagtgag
attgcagect
ccaacctaca
tcgggeggtce

cccaactecy

qgcacccggta
tcacacctea
cggtagtygca
gttgcagtgc
gctcggetee
gaggcagega
ggcgcgeace
ggtgtccaag
ctgggcacge
gtigtgegcy
gtggcgattyg
tttgctecct
gccgacghbtyg
ggattgccea

cagcgectte

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

156¢C

[
<h
bo
<

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520
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acggecegecc
gccectgetyce
ttttccacca
acccagegtyg
gtttgaccag
gcagtggeca
acggcatgac
gagttggtcg
caggatgggt
cacactacac
ggtactecgte
caacacactyg
acttgcggceca
actgcgtcca
tgtgctgeat
gactcggeet
ggcaacacca
tcaggccaca
ttcaggcgca
acattaccac
ttgccgctge
tgcgttgecat
gaaccacgac
cgattggcag
atggcttctt
gegagectge
gtgtttgcag
ccgtgaccte

tgctgtggag

<210> 11

<211> 4817
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> fusion lectina E. cristagalli-Fas1

<400> 11

tggccecocte
agteccatect
cacccatcac
tgtgcgecac
ttgcattccg
gaagctgacg
ggccaacctg
cgcgagtgac
ttgecaceggce
gtccaacctg
ccteceecetg
ctggcggccyg
acecggcqgecyg
tttgactgca
gcectgaaac
tcacggeget
cggeogctgaa
gacctctatg
cgtggtcacyg
caggtggggyg
ggcttttggt
catgrtatecet
ccagctgaag
caggtgggtg
tgcgacgtta
atgctgtgtt
cgcgacgcte
g9gaggcggt

cgttgtggcg

cggcctcaac
gtcgtaccac
cgtcaccacc
cgtgcagagg
acacacgacg
ctggtgaagg
ctgcaggecgc
cagcatagca
gtaggagcec
tcaggggcac
ttaccteegt
tcaaggcgga
ttacaaacgc
ttacgaagga
cctcagcace
gctggcggee
gaagatccty
tacagccagc
gggteggtge
cattagecat
cattatgctg
gttcgecagtg
ctgggcaaca
cacctgacct
tcgacgtget
atggtgtcaa
atcgtecatcg
ggcggcegeeg

gcagcgetge

ES 2475973 T3

acgacgattg
gtcgtgecceg
ctgacgtatg
caggcctcaa
atgccctgge
acggcacttc
gcgacctgecc
cgggacaaygg
caaatcccaa
gttccgcocgey
ggctgeggeg
ggggtcctac
tatgcgctta
ctggacttac
acattcaccg
aatggcagea
gacgtgagtg
gtgcctgacc
tgacggtggc
tgggettgag
agtagaatgc
gcggegetac
gcgtggteag
cttcattgec
taaaaacgca
cgegeeocat
acggtgtcet
cagcggcaac

tgctagcatt

cgcagctgge
gcctgtacaa
gcttcgetge
ccttecagate
atgcctcaat
getgreggtg
gLgeggette
actcgtggca
catgcacagc
accgtgcacg
cTggcecetge
teggctgega
ctgccqgette
cccagaattg
gcacgcttct
tcagcgecge
ctegtgctat
ttgtggtgct
gggtctcace
gtgtcoceca
tatgctcttg
gatcacggtt
cgtggtegyg
accttcctge
acacaacaag
acecccatgce
ggtgcecgtec
tacgccgtcco

ccagegcectg

47

ggcgcagcce
cgcetoctcyg
atgcatgcge
agtcetgatca
gcceegetece
aagacggccy
acggaccagt
tceecgttgtt
taacgcattt
tgatcgacaa
gcacecgacgt
tcaacaggtg
tcgggcacat
tteceectgeco
ggcgececate
gcagctgctg
gcaggcegtee
tctggetgtg
aacggccaga
cattgggtyy
gcttgatctt
gtcaagaccy
gcggaggttg
agcgctgatg
tgccatcgee
atgccecctg
ggcgtttcca
ttcgtgckca

cagtag

2580

2640

2700

2764

2829

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

31360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3B40

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4256



atggccaage
gagttctgga
grtggrcegyd
gcaagceccgg
cgacgaaggce
tttcecatttg
cctggacgag
cgggccggcece
ccecggcogge
cctgaactte
catggcgtet
gggcctcgac

cttttecttt

ggactcgacyg
gaccgtgget
tctcecggee
ctacggttac
ggtegagttt
cgacgtgaac
ggcgaacgtg
ccegagotee
ggactgggtg
gcacgacgtg
ctacaaggac
ccacaagcac

tgtaacgttc

tgaccagcge
ccqgaccgget
acqgacgtgac
cggatcaggc
ttttggctee
caggaccagg
ctgtacgccyg
atgaccgaga
aactgcgtygce
gacctgctga
catgcegegyg
gactacaagg

tcggagtttg

ggccggacco
tccttcgaga
gacggcctgg
ctgggegtgt
gacaccttet
tegatteget
gtgattaagt
ggcgccatet
gatgtgggte
tactcgtggt
gacgatgaca
daccggigtcg

ttcaacgcta

cgtteccggtg
cgggttcteeo
cctgttcatc
agcgtgcttg
tetgtcgetg
tggtgccgga
agtggtcgga
tcggegagea
acttcgtgge
agctggeggg
cccagagcegc
acgacgacga

agcctggtaa

tgtacacgaa
ctcgetittc
tgttctitat
tcaacaactc
cgaaccectg
cgatcaagac
acgacgccocece
acacgatcgce
tgrcgggege
ccttccagge
agtcgggecga
acctgttcct

ccggaaggaa
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ctcaccgcge
cgggactteyg
agcgcggtcee
cagatttgac
tctcaagcag
caacaccctg
ggtcgtgtece
gcecgtggggg
cgaggagcag
cgacgtggag
tttcacaqct
caagtcocgge

cgataacctyg

gcccgtgeac
gttctcecate
gggccccacc
caagcaggac
ggaccecgect
ccagcogtrt
cagcaagatc
cgagattgtg
cactggcgey
tteectgecyg
gaacctgtac
ttttaccteca

catcacgtta

gcgacgtcge
tggaggacga
aggaccaggt
ttgcaacgcece
catctaaccce
gcotgggtgt
acgaacttcc
cgggagttcg
gacgceceegy
agcaacccqgg
gtggccactg
ctcgaggtyg

accctgcagg

atgtgggaca
gagcageect
aagagcaagc
aacagctacc
caggtgcecee
cagctggaca
ctgcatgtgg
gacgtgaagce
cagcgggatg
gaggggaccyg
tttcagggcce
geeetecaac

ttcgcgeccca

48

cggagcggte
cttegeoggh
gagtcgacga
cgcattgtger
tgcgtcgceqg
gggtgcgcgg
gggacgcctc
ccectgecgega
tgaagcagac
gcceocctega
cagcggaccc
agactattag

gtgctgcect

gcaccacggg
acaccegece
cggceccagygy
agaccctgge
acatcgggat
acggccaagt
tcctggtgta
aggtgctgce
cggcggagac
gcaccggtga
acaaccaccg
tgagcggcct

gtgatcaggt

60
1290

180

300
360

420

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620



tggtgcttgt
ccccaaccta
cggcectgaa
tcatgtacca
actacaacgc
acacggctcg
gcgccaacgt
cgaggacggt
aggtggacct
tcctttegec
atggggaagce
gccteocgege
caacaggtcc
gtactccegtg
gcaaggcgca
ccgacctaca
atgcaggctg
agcgccagcec
tggtgggcgy
crggcggcgg
tgtgcactga
tctacaccgt
caggccgaca
tgaccggctt
cctecgtgtge
gcgeagetgg
ggcctgtaca
ggcttecgectg
accttcagat

catgcctcaa

acgtagetgg
cgacctcaca
cctgaatcag
cgetttcogtyg
gttgaagtga
cattgcagecc
gccaacctac
gtcgggeggt
teccaactcee
tatgtcagga
ggcacceyggt
gtcacaccte
acggtagtgc
agttgcagtg
tgcteggetce
tgaggcagcg
tggcgcgeac
tggtgtccaa
gctgggeacy
agttgtgege
agtggcgatt
ctttgcteece
ggccgacgtt
tggattgccc
écagcgcctt
cggcgcagec
acgcctecte
catgcatgeg
cagtctgatc

tgceccgete

agggcttctg
cccatacgeg
tceccagetgyg
ccagcgacca
Jggcgggggeyg
ttttecatgtt
agcacggatg
ctgcgggtca
gggtgagaga
tgagtgtcgt
agaacgtgta
aactatctce
acgtcgtgga
caagtgcggg
ctgcagccaa
acccaacacqg
ctctgcectg
gctgcaggtyg
ccgeegttet
gtgetcgege
gcgttccgtce
tacaatgcgt
gegtcaagtce
agcqgqcectect
cacggccgcee
cgecctgetg
gttttccacc
cacccagegt
agtttgacca

cgcagtggec
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attatcaact
gecccacegaa
tgactaacgc
acaacgcchtc
cgagtttaga
tgtgagtacc
gcagcgtcag
cctecategg
gcgcgtggoth
ttcgttgcgg
tgggcaagty
tetagacatg
cgcggtgett
cgcaggcgca
ccatatggcg
ttgcccaacc
agcacgctgg
cgtgtgtgtsg
tgggttacgg
ctctetggey
ctgggecatgt
gagttgtggt
gcgaaccgty
acgctgacct
ctggcececct
cagtccatecc
acaccecatca
gtgtgcgeca
gttgcattcc

agaagctgac

cccctecgaac
ggcgcracta
agtgchcatg
tgteecctece
aggttgacct
tcaatgttag
cggcaaccag
cagcgacgec
ggcggcgceca
actggatcgg
gatgggtacc
tggecattgta
ctcecegtict
agctgcagaa
cagacctgece
cctgecgeckg
cecgegetggt
ttgagcgggt
caagtgccgt
catcacageg
tctacaggac
tcagecaccea
cgecggetgea
tcecectegetyg
ccggectcaa
tgtcgtacca
ccgtcaccac
ccgtgcagag
gacacacgac

gctggtgaag

49

cctoccactga
gcggegetge
gogecagtge
ggaatttcgt
ggatgcggec
gccaaaaacc
ctggcgatta
aacgtgatca
atgcgcetggc
gtcgeggege
cgaacagtct
ttgtcgectga
acccgtcagt
accaaaccygd
tttegeageg
cacgtgcgec
cggctctgeco
ggtgaagatc
gtttchtga
cceetgatgg
actacqgggtg
ctggttgtgc
agcattgcce
tggectecctc
cacgacgatt
cgtcgtgecce
cctgacgtat
gcaggcoctca
gatgccctgg

gacggcactt

1680

1740

1800

1860

1220

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420
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cgctgtceggt
cgtgcggett
gactecgtgge
acatgcacag
gaccgtgcac
gctggcectg
ctcggetgeg
actgeccgett
ccccagaatt
ggcacgette
atcagcgecg
gctegtgecta
cttgtggtgce
cggytctcac
ggtgteccee
ctatgctctt
cgatcacggt
gcgtggtegg
caccttectg
aacacaacaa
taccccatgce
tggtgcegtce
ctacgccgtc

tccagegect

<210> 12
<211> 3121
<212> ADN

gaagacggcc
cacggaccag
atcccgttgt
ctaacgcatt
gtgatcgaca
cgcaccgacyg
atcaacaggt
ctcgggcaca
gttccecectge
tggegeccat
cgcagctget
tgcaggegte
ttetggetgt
cadcggoccayg
acattgggtg
ggcttgatct
tgtcaagacc
ggcggaggtt
cagcgetgat
gtgccatege
catgcoceeoct
cggcgtttce
cttcgtgete

gcagtag

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gacggcatga
tgagttggtc
tecaggatggg
tcacactaca
aggtactcgt
tcaacacact
gacttgcgge
tactygcgtce
ctgtgctgea
cgacteggec
gggcaacacc
ctcaggccac
gttcaggege
aacattacca
gttgccgetg
ttgcgttgea
ggaaccacga
gcgattggea
gatggcttct
cgcgagectg
ggtgtttgea
accgtgacct

atgctgtgga

<223> lectina H. pomatia-GP1

<400> 12

ES 2475973 T3

cggccaacct
gcgcgagtga
tttgcaccgg
cgtccaacct
ccctececect
gctggeggee
aaccggegec
atttgactgc
Lgeecetgaaa
ttcacggege
acgygcgetga
agacctetat
acgtggtcac
ccaggtgyyy
cggettitgg
tcatgtatcc
cccagcigaa
gcaggtgggt
ttgcgacgtt
catgctgtgt
gcgcgacgcet
cgggaggcgyg

gcgttgkgge

gctgeaggeg
ccagcatagc
cgtaggagcc
gtcaggggca
grtacctceqg
gtcaaggcgg
gttacaaacq
attacgaagg
ceetecagedac
tgctggegygce
agaagatcct
gtacageccag
g9ggtcggtyg
gcaltagcca
tcattatget
tgttcgcagt
gctgggcaac
gcacctgacc
atcgacgtgc
tatggtgtca
catcgtcatc
tggcggegec

ggcagegety

cgecgacctge
acgggacaag
ccaaatccca
cgttcecgege
tggcetgegge
aggggtccta
ctatgecgett
actggactta
cacaltcacc
caatggcagac
ggacgtgagt
cgtgcectgac
ctgacggtgg
ttgggcttga
gagtagaatg
ggcggegeta
agecgtggtca
tcttcattge
ttaaaaacgc
acgegeceea
gacggtgtcc
gcagcggcaa

ctgctageat

atggccaagc tgaccagcgc cgttccggtg ctcacegogc gogacgtegce cggagcggtce

gagttctgga ccgaceggel cgggitctece cgggacticg tggaggacga cttcocgocggt

50

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3s00

33860

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4817

60

120



gtggtecggg
gcaageccyd
cgacgaagge
tttccatttyg
cctggacgag
cgggccgges
ceceggeogyge
cctgaacttc
catgatqgcgg
gectegectee
cgagcagtgc
tgacgacaac
taactccacc
gctcacgatt
gagcgtctac
gatgaagqgag
cgacgacgag
cggtgactac
ccaccgecac
tececteceeg
ccecctegece
cceggeccce
cecetgegeca
cccgeceggcec
agcgecgeco
cceegecect
cecgeoctet
Jggtgeccgect
cececgeceee

goceeoecage

acgacgtgac
cggatcagyge
ttttggctce
caggaccagg
ctgtacgccg
atgaccgaga
aactgcgtgc
gacctgctga
cggcaacacq
gtcgegageg
gccctgaaga
caggtggtca
ggcctgttca
daggagaagyg
gcgaagcagqg
ggtgatcggg
ctgtacaaca
aaggacgacg
aagcacaccg
gctecceoccgt
gcecccgecda
ccgtceceog
ccgtecececey
ceccececctege
agcccctceee
cecttegecca
cccgececyge
agcecetgcee
cactegecgh

ccegegeece

cctgttecatce
agegtgotty
tectgtegetg
tggtgccgga
agtggtcgga
tcggecgagca
acttcgtygge
agctggcggyg
ctgcccccet
ctaacgcgca
ccattgcttt
tctacgacat
ccgegeeggt
agggctgget
acagcacgta
tgaacgtgeg
cgttctocgyg
acgacaagte
gtgtcgacce
caccegeoace
gccegecgag
cccececeegte
ccecacccte
cgtcgeccecec
ccecggrece
cgccteegtc
ccgtgecgoe
ccececgtegee
ccececeececge

cctcecectaa

ES 2475973 T3

agcgcggtee
cagatttgac
tctcaageag
caacaccctg
ggtegtgtec
gecgtagggg
cgaggagcad
cgacgtggag
tgtgggggcy
gtgtgtacct
cagcgccgcco
cgtgattacg
ggacggcatg
ggagctcgtg
cgattegteg
ggoccacaag
ccacttectg
cggcgagaac
tceccteteceg
cecttegeca
ccctgegeee
tcecegegeeg
gcceccgagco
gtcgccagec
gcecgtecaceg
cccecagcecect
ctecgccggea
tcocctegeea
tcccececgage

gccgeoegoeg

aggaccaggt
ttygcaacgcc
catctaacce
gcctgggtgt
acgdaacttcce
cgyggaqgtteg
gacgcccegyg
agcaacccgg
gtcaacgtct
ggcggtatct
atcgaccgey
aaccacggcea
tacagctttic
cacaacggtc
agcaacteqgyg
aagtcgggtc
tceggectygyg
ctgtacttee
gccccaccgt
gcacccoega
ccgagccctg
ccatecgectg
ccggeccecte
ccacccctge
agcccgocey
cccgtgecge
ccgcectece
gegeccectt
cocecgtgecec

ccacceccgce

51

gagtcgacga
cgecattgtgt
tgegtegecg
gggtgcgegy
gggacgcctc
ccoctgegega
tgaagcagac
gcceccctega
tgatggtggt
tcaactgeet
agcagacgtt
acgectacga
aactgaacct
agctcaaggt
tcatcatcaa
tgttcggcey
graccggcac
agggecacaa
ctcctgoecee
geecagggeoce
cgccgeccgay
cgecteette
cgtecgeecag
caccctecee
tccctececcag
ccagecececege
ctgctccccee
cceeceecay
cttcteegge

ctceecagcece

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140

1200

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920
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accygccteee
tcocctoccoyg
gccgtegecoo
agctceccage
gccecteooceg
cceeleleee
tgatgcecate
catggtecgge
gcccaagcooco
tcatgacgce
cCgcacgeaa
tcgetgggge
catccgegte
cgttttgtcey
atccgrtggg
ctactccage
cgecgecaat
cceecattgec
cggegtgego
cggcctecaac

a

<210>13
<211> 2872
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ccgecgeoeo
cececcteec
gttccgcecca
cccceceeeta
agccccktege
Lcgcegaageo
gccttegacg
gagcccgaca
agcagggtygg
tgtatgacqgt
caggctgtgt
gcgtgagtey
gatgatctgc
cgcetcacct
atcgagetgyg
gtgacccgca
ggctacccoca
atcaacabtgg

ctgaagagcg

gtececccatt
cggegecace
gcecagegee
gccecgeteo
cctcccecgag
ccagoccecte
acctgaacgg
tcgececggeac
gtcctaggaa
tgtettitga
cacgccacgg
teteeggtgg
gacttttgag
cgatatccaa
tgcctaceccyg
tcgtgtacaa
gccagatcag
ctggcatcga
gcgcgggcaa

gttccggega

ES 2475973 T3

cccegccaac
cacaccecce
tgtgccgecc
gccgaccccg
ccecctegece
accegtggeo
cacctcgace
caagtgcaag
gactttgctyg
aggaagttcg
ccygcaccgtyg
ccgectgtac
ctggagecttg
cagtttcgeg
cactggtgcc
gtgeoccctgge
cgccaccacc
ceagaagacc

ctacaaggac

<223> |ectina truncada L. culinaris-GP1

<400> 13

atggccaagce
gagttctgga
gtggtcecggg
gcaagecccgg

cgacgaaggc

tgaccagcgce
ccgaccggct
acgacqgtgac
cggatcagge

ttttggetee

cgttoceggtyg
cgggtictce
cctgttcatc
agcgtgettg

tctgtegetyg

ctecaccgege
cgggacttcg
agcgcggticc
cagatttgac

tctcaagcag

acteccatge
acgoceectt
agcccogeco
tccccaagcece
tcceccgageo
glcaagoclygg
aggcccggcet
ggcaacctga
tttgetgege
aggattgege
tcttectett
ggctecgteyg
tgtcgtecegy
cttgactgac
accgagaage
accctecatcc
ttecctgacct
tggceccaact
aagacctaga

gacgacgaca

gcgacgtege
tggaggacga
aggaccaggt
ttgcaacgce

catctaacce

52

cceccatececee
caccgtcgee
cgcecctecce
cctcgectte
ccagcccgat
tttgggctga
ccgcetegeg
agggctggat
tgcctaggea
tgagttggga
cgcagaacce
ctaacgtcac
tgcttggcct
cgcttttcte
cecgegetgat
gcgtgeccat
atggcaccac
ggaagattge
ttgacgaggt

agtccggceta

cggageggtc
cttegeeyggt
gagtcgacga
cgecattgtgt

tgcgtegecyg

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2880

2940

3000

3060

3120

3121

60

120

180

240

300



tttcecatttg
cctggacgag
cgggceggceo
cccggeogge
cctgaacttc
catgatgeqqg
getegeottc
cgaggtgact
ggtgcggatc
ctggtcettt
taaggacgac
caagcacacc
ggctcecceg
cgcececegecyg
ccegteccce
acecgtcocccee
cccecccteg
cagecccochec
tcettegece
tcecegeoceyg
tagccctgee
ccecctegecyg
ccccgcgece
ccecgoecgeco
gececectee
cgttccgece
cccooococt
gagcccecteg
ctegeocgaag

¢cgecttegac

caggaccagg
ctgtacgccg
atgaccgaga
aactgcecgtgc
gacctgetga
cggcaacacg
gtogegagey

tcctacacge

ggcttcageg

cacagcgagce
gacgacaagt
ggtgtcgacc
tcaceccgeac
agcecgeecga
geccceecoegt
gccocaceeot
ccgtcgeecec
ccecocggtee
acgccteegt
ccegtgecge
ccececegbege
tceececceeg
ccctecccta
cgtcceecat
ccggegeeac
agcccagcge
agcccegcte
ccectecccga
cccagcccct

gacctgaacyg

tggtgcagga
agtggtcgga
tcggegagea
acttcgtggc
agctggcggg
ctgcceceect
ctaacgcgca
Egaacgaggt
ccaccacggg
tgggrggcac
ccggtgagaa
cteecctoteo
ccecttegee
gccectgegec
cteceegegec
cgcceccgag
cgtecgecage
cgccgtocace
cocecagcece
cctegecgge
ctccectegee
ctceccecgag
agccgccoccogce
tcceccgccaa
ccacacccce
ctgtgcecgec
CYCCgacTee
gceectegee
cacceqgtggce

gcacctegac

ES 2475973 T3

caacaccctg
ggtcgtgtce
geegtggggy
cgaggagcag
cgacgtggaqg
tgtgggggcy
grgtgtacct
ggkgeegety
cgctgagttc
cagcagctce
cctgtacttt
ggccccaceqg
agcaceccoeqg
cccgagecct
gccategect
ceccggecect
cccaccecctg
gagccocgccc
tcecegtgecy
accgcecctece
agcgceccocet
ccecegtgece
gccacccecyg
cactcecatg
cacccececect
cagcccegee
gtoocccaage
ctcceccgage
cgtcaagetg

caggeccgge

geetgggtgt
acgaacttcc
cgggagttey
gacgoocooegy
agcaaccegyg
gtcaacgtet
ggcggratct
aaggacgtgg
gccgcccacg
ggcacgggea
cagggccaca
tectecotgece
agcccaggge
gcgecgecga
gegecteett
ccgtegecca
ccacectecc
gtccoctocca
cccagececeg
cctgectecee
tccecececcca
ccttecteegg
cctcecccagec
cceceatoccee
tcaccgtege
ccgeeccteee
ccctegectt
cccagcccga
gtttgggetg

tecgectege

53

gggtgegegyg
gggacgeccte
cectgegega
tgaagcagac
geccccecctecga
tgatggtggt
tcaactgect
tgccegagtyg
aggtgcactc
ccggtgacta
accaccgcca
ctcocctecece
coocctegoe
gccecggecee
ccecectgegec
gccecgecgge
cagcgccgeca
gccocgcocce
cecocegaccte
cggtgcocgea
gccccécccc
cgcccececag
caccgecctcce
ctcecckeccoce
cgeecgtegee
cagctcccag
cgececteece
tcecctetee
atgatgccat

gcatggtcgg

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100
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cgagcecgac atcgocoggea

cagcagggtg ggtcctagga

ctgtatgacg ttgtcttttiyg

agcaacttat ccacgccacg

ccaggctgtyg ttetocggty

cgcgtgagtc ggacttitga

ggatgatctg ccgatatcca

gcgeccectcace ttgectaccco

catcgagetg gtegtgtaca

tgtgaccege agocagatca

cggctaccce actggcateg

catcaacatg ggcgcgggca

cetgaagage ggttcocecggeg

<210> 14

<211> 4823

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Fusion scFv5-Fasl

<400> 14

atggccaagce
gagttctgga
gtggtceggg
gcaagccegg
cgacgaagge
tttccatttg
cctggacgaq
cgggoeeggee
cceggecygco
cctgaactte
catggcgtct
gggectegac

gcctacggea

tgaccagecge
ccgaccggcet
acqacgtgac
cggatcagge
ttttggetee
caggaccaqqg
ctgtacgecy
atgaccgaga
aactgcgtge
gacclgctga
catgccgegyg
gactacaagg

gccgetggat

ccaagtgcaa
agactttgct
aagqgaagttc
gtcectctec
gcocgcaccygt
gcogectgta
actggagctt
gcagtttcge
acactggtgce
gygtgceotyg
acgcecaccac
acaagaagcc

actacaagga

cgttcecggtg
cgggttctee
cctgttcatc
agegtgettyg
tctgtegetg
tggtgecgga
agtggtcgga
tcggegagea
acttcqgtgge
agetggeyygy
cccagagcge
acgacgacyga

tgttattact

ES 2 47

gggcaaccty
gtttgetgeg
gaggattgcg
atcttcctcet
gggctecgtc
ctgtegtecg
gcttgactga
gaccgagaag
cacecctcatc
cttcctgace
ctggcceaac
caagacctcqg

cgacgacgac

ctcaccgcege
cgggacttcg
agcgeggtee
cagatttgac
tctcaagecag
caacaccctg
ggtcgtgtcce
gccgtggggyg
cgaggagceag
cgacgtggag
tttcacagct
caagteoygce

cgcggeccag

597313

aagggctgga
crgectagge
ctgagttggyg
tcgcagaacc
gctaacgtca
gtgcttgges
cegettttet
ccegegotga
cgcgtgceccca
tatggcacca
tggaagattg
attgacgegg

aagtccggcet

gcgacgtege
tggaggacga
aggaccaggt
ttgcaacgcecce
catctaaccce
gcctgggtgt
acgaacttcc
cgggagttcg
gacgcoceygy
agcaacccyyg
gtggccactg
ctegagatga

ccggccatgg

54

tgcccaagcec
atcatgacygce
accgcacgca
ctcgcotgggg
ccatccgegt
tcgttttgtic
catcecgttyy
tctactecag
tcgecgecaa
ceeccattge
ccggegtgcg
tcggecctcaa

aa

cggagcggte
cttcgeccggt
gagtcgacga
cgcattgtgt
tgcgtegeey
gggtgcgegyg
gggacgcctc
ccctgegega
tgaagcagac
gceccctega
cagcggacce
aatacctatt

ccgaggtgea

2160
2220
2280
2340
2400
2460
25290
2580
2640
2730
2760
2820

2872

60

120

180

240

300

360

480

240

600

660

720



gctgttggag
agecctectgga
ggggetggad
cgtgaagggce
gaacagcctg
tgactacrgg
aggtggeagce
gtctgecartet
ctatttaaat
atccagtttg
cactctcacc
ttacagtacc
acacaaccat
cggeettgta
tcaggttggt
cactgacccce
cgetgecegge
cagtgcteat
tttecgtacta
gcggecacac
aaaaccgcgc
cgattacgag
tgatcaagget
gctggcteet
cggtgcatgy
cagtctgcct
cgetgacaac
gtcagtgtac
aaccgggcaa

gcagecgeega

tctgggggag
Ctcaccttta
tgggtctcat
cggttcacca
agagccgagg
ggccagggaa
ggcggtggeg
gtaggagaca
tggtatcagce
caaagtggag
atcagcagtc
¢cctaatacge
cgccacaagce
acgtrctteca
gecttgtacgs
aacctacgac
cctgaacctg
gtaccacgcet
caacgcgttg
ggctcgeatt
caacgtgcca
gacggtgtcg
ggaccitcee
ttcgectatg
ggaagcggcea
ccgecgegicea
aggtccacqgy
tcegtgagtt
ggcgecatget

cctacatgag

gcttggtaca
gcagetatge
ggatttcggg
tcteccagaga
acacggccgt
ccctggtcac
ggtcgacgga
gagtcaccat
agaaaccagqg
tcccatcaag
tgcaacctga
tcggccaagg
acctecgaget
acgctaccygg
agctggagygg
ctcacaccca
aatcagtcec
ttegtgeccag
aagtgaggcg
gcagcctttt
acctacagca
ggeggterge
aactecgggt
tcaggatgaqg
cccggtagaa
cacctcaact
tagtgcacgt
gcagtgcaag
cggetectge

gcagcgacee
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gectgggaggyg
catgagctygg
gactggttcyg
caattccaag
atattactgt
cgtctegage
catccagatg
cacttgccgyg
gaaagcccct
gttcagtgge
agattttgca
gaccaaggtyg
gtteccttttt
aaggaacatc
cttctgatta
tacgcggccc
agctggtgac
cgaccaacaa
ggggcgcgag
catgtttgtg
<ggatggcag
gggtcacctc
gagagagcgce
tgtcgttteg
cgtgtatgyyg
atctcctcta
cgtggacgcyg
tgecgggegea
agccaaccat

aacacgttgc

tcecoctgagac
gteccgecagg
cggacagact
aacacgctgt
gcgaaaaagg
ggtggagyceyg
acccagtete
gcaagtcaga
aagctcctga
agtggatctg
acttactact
gaaatcaaac
acctcagecce
acgttatteg
tcaactccce
accgaaggcg
taacgcagtg
cgcctetgtco
tttagaaggt
agtacctcaa
cgtcageggc
catcggcagc
gtggetggeg
ttgeggacte
caagtggatg
gacatgtggc
gLgcttctee
ggcgcaaget
atggcgceaga

ccaaccectyg

55

tctectgtge
ctccagggaa
acgcagactc
atctgcaaat
cgcagaagtt
grtecaggegg
cateereect
gcattagcag
tctatgetyge
ggacagattt
gtcaacagag
gggcggeege
tccaactgag
cgeeccagtga
tcgaacecte
ctactagcgg
ctcatggege
ccteceggaa
tgacctggat
tgttaggcca
aaccagcetygg
gacgccaacg
gcgccaatgce
gatcgggtcy
ggtacccgaa
attgtattgt
cgttectacee
gcagaaacca
cctgecttte

cgecctgcacyg

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1449

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



tgcgccatgce
tctgecageg
aagatttggt
tgctcactgg
tgatggtgty
cgggtgtcta
ttgtgecagg
ttgccctgac
tccctecccte
acgattgcge
gtgcccggceco
acglatggcl
gccicaacct
ccctogeatg

gcactteget

gacaaggacth
atcccaacat
ccgcgegace
tgcggeqetyg
gtcctacteg
gcgecttactyg
gacttacccce
ttcaccggea
ggcagcatca
gtgagtgctc
cctgacctty
cgglggcggy
gcttgaggtg
agaatgctat

gcgctacgat
tggtcagcgt

cattgceacc
daaacgcaaca
gccccatace
gtgtectggt
cggcaactac

tagcattecca

<210> 15
<211> 9392
<212> ADN

aggctgtgge
ccagectggt
gggcgggety
cggcggagtt
cactgaagtg
caccgtettt
ccgacaggcoc
cggctotgga
gtgtgcacag
agcoctggeygc
tgtacaacgc
Legetygcaly
tcagatcagt
cctcaatgce
gtcggtgaag
treaca
cgtggecatce
gcacagctaa
gtgcacgtga
gecoccetgogea
gctgegatca
ccgetteteg
agaattgtte
cgcttctgge
gegoecgegea
gtgctatgeca
tggtgcttct
tctcaccdde
tcececcacat
gctecttgget

cacggttgtce
ggtcggggcy

ttcctgeagc
caacaagtgc
ccatgccatg
gcecgtocgge
gcegtectte

gcgoctgeag

gcecgecacctet
gtccaagetyg
ggcacgeccge
gtgcgegtgqe
gogattigegt
gctcoctaca
gacgttgegt
ttgceccageyg
cgccttcacyg
gcagececocgoeo
ctcctcgttt
calgoygcacc
ctgatcagtt
ccgetcocgea
acggeccgacy
gaccagtgag
cgttgttcag
cgcatttcac
tcgacaaggt
ccgacgtcaa
acaggtgact
ggcacatact
ccectgectgt
gcccatcgac
gectgctggac
ggbgtcctca
ggctgtgtkEc
gygocagaaca
tgggiggttg
tgatcttige

aagaccggaa
gaggttgcga

gctgatgatg
catcgeccgey
cccectggtg
gtttccaccg
gtgctcatgce

tag
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gccctgagea
caggtgegtyg
cgttcttggg
tcgcgectet
teegtectygg
atgecgtgagt
caagtcgega
gctcctacge
gccgecckgg
ctgctgcagt
tccaccacac
cagcglgtgt
tgaccagttg
gtggccagaa

gcatgacgge

cgctggccge
tgtgtgttga
ttacggcaag
ctggecgeate
gcatgttcta
tgtggttcag
accgtgegeg
tgaccttecce
cecectecygg
ccatcctgte
ccatcaccgt
gcgceaccgt
cattccgaca
gctgacgcectyg

caacctgetg

gctggtcggce
gcgggtygty
tgecegtgttt
acagegeccce
caggacacta
cacccactgg
gctgcaageca
tegetgigge
ccteaacacy
gtaccacgtc
caccaccctg
gcagaqqcag
cacgacgatg
gtgaaggacg

caggcgcgcecyg

Rt e e L e e F o s
T

tLggregege
gatgggtrtyg
actacacgte
actcgteccet
cacactgcetg
tgcggcaacc
gcgtccattt
gctgcatgee
teggecttea
aacaccacgg
ggccacagac
aggcgecacgt
Ltaccaccayg
cecgectgogge
gttgcatcat

ccacgaccca
ttggcagcag

gcttcttige
agcctgcatyg
tttgcagege
tgacctcggy

tgtggagegt

gagrgacoay
caccggcgta
caacctgtca
cecectgtta
gecggecatca
qggcgeegtta
gactgcatta
ctyaaaccct
cggcgetget
cgctgaagaa
ctctatgtac
ggtcacggyy
gtygyggggcat
ttttggtcat
gtatcctgtt

gctgaagetg
gtgggtgcac

gacgttatcg
ctgtgttatg
gacgctcatc
aggrggtgge

tgtggcggca

56

catagcacygyg
ggagccccaa
ggggcacgtt
ceteegtgge
aggcggaggg
caaacgctat
cgaaggactg
cagcaccaca
ggcggeoccaat
gatcctggac
agccagcgtg
tegygtgotyga
tagccattygyg
tatgctgagt
cgcagtggcy

ggcaacagcedq
ctgacctctt

acgtgcttaa
gtgtcaacgec
gtcatcgacg
ggcgcegeag

gegetgoelge

2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440
4500

43560
4620
4680
4740
4800

4823



<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Fusion lectina pomatia Nit-2A-H.

<400> 15
tctagatatg
gggcgtgggc
gacggtggtyg
cgaatcacag
tctgatgect
atgagtttee
tgggtgggag
ccagaaatgt
cgcaacgggg
gecgecgacttg
gagctggaga
tgaaggttca
ceceggeeceg
aaccgaccaa
accacgttga
tcgctatata
cgtctgegtt

cacttgatta

cacgccagge
tctgtatgge
agaagcatta
tgaatgggta
catgccaaaa
cttatcgage
gggcgttcect
ctcgectgcee
ggtcagcect
gagctcgatyg
ccgaggcgea
agggaagggt
ggctcecttgtyg
tcgatagtct
acttgcgtct
gcacagcgtt
tgcattgttg

gctttacgac

ttgcggttga
tgggtaacgg
gaagcattgt
catgtacagg
gteetgacge
atgtacgcga
tcagacacce
tgtgcaataa
tgggaagecgt
goeococogggtt
tgaaaatgca
tcaaacgacc
cgcgeattag
tgtgcgaccy
ctcttegtgg
Qgaaagcaaag

gccaagggcect

cctcagcega
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aggggcatca
tacgtataat
ccecgagtgtg
tgcccegeca
ggcgccectca
tagtggacgg
tggaggggty
gcaccggcta
tggactatat
gtttggggey
ttcgetteca
ccgeegtacg
ggcttcgggt
tgcacgtgtg
cgcctectge
gccacactaa
gctttgtage

atcctgccag

ggctecgagge
tccaggtaca
gtggctagaa
gcececegete
catcccoegte
gyctecagggt
gctagaaaaqg
tattgctcag
ggtagggtge
teegectete
taggacgctyg
aactttegte
cgcaagcaag
cagcaatagt
ttggtgctcce
tacagceggg
caaagccata

tatgaccgtt

57

gagacgtcga
agctagagca
tcececggcececa
ctctgetgee
cgggtaatct
g99999tgygg
cggeegegeg
cgectgttogyg
gagtgaccce
gegctattet
cattgtggcet
ggggggeget
acgatacagg
taggtcgata
acttcacttg
ctcgagagtc
cacgaagctt

gcecgagcagc

60

120

180

240

300

360

420

340

600

660

720

840

900

960

1020

1080



ccgtggcact
tcgagetceygg
acgttcttece
gcgaccceeg
cegtgcetcat
gaacaaagag
tagggagaat
gggycctygyy
cgtcaaccca
ccctecaate
gcecggocgta
ccgecategag
ggcgctgcec
ggagaacatg

ctactggacg

tggggagggiyg
acgcaaceea
agagggacyga
gagggaagca
tgatgtggcg
tcccegecac
gggcgeecge
crecgtacgqce
cgcatacaag
tgtgtgtgty
gcgtgtgcgt
cgtgtgtegy
tgggtcgecac
gattgccgca

tecceteceeg

cgtgcccage
cgctecgtat
ctcagctgtyg
catcctgegeo
gcaggtgagg
cagaggagygyg
tatlgcggcegg
gcgaggggcy
cagtccaget
ccccaaacca
cacttcgtge
atcaacggcc
tccgiecacct
ctgaagaaga

ggcgtgegge

aatgggtgat
gaaatgcagce
yggatgggge
gagcgeotgt
tggtgtgagt
ccgecttget
ttegtgtgct
acctctctga
cagaaccaca
tgtctetgtg
gtgtgttega
9999Ccg9gggg
gggtcggagyg
cagaatagcc

ctcctececceg

ggcaagqgtygc
gagcctecge
gacaagcgcg
ctcacoggec
gggatttgca
gactgacagc
tggttgggcg
gagttaacyg
acagocctegt
accaacccta
gcaaccacyg
tggtcaacaa
tcceggtgac
gecattggett
tgcgcgacct
cagyggyggtiyg
gtgccegage
gcgagerceg
gggatggcay
ggtggtgatg
gecatgtatge
tctcceceatt
tccgeggecce
cgtacgccaa
ggtgtgtgeg
tgtgcgtgtyg
gcgcacaagy
cgcggyggagyg
cctggagctce
gtcgtgcegt

cccctocecey
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aggcgecocga
tctegeecga
accaggacac
ggcacceget
ggggggaggc
catggctcga
tggggtgggyg
gtgacygcag
cctcactgac
cacaaaccaa
cgcegegecy
gececgttgact
gctggtgtge
caactggygce

gttgcagcac

ccaataagtc
cgrataaccg
ggagygatygyg
gcgggggcyga
ctytgtyggga
cccacgectyg
caagggcgag
ggcecatggac
tgtgegtatyg
tgaaagagcg
caaacactag
gcagogggayg
gtcocgaatgg
gctgctcage

cetgetgeet

cgctatogta
ggatgccgac
gcccgacaac
caactgcgag
gagcttgagg
agctggctgg
gtggcacggg
gctgggegta
catcteoege
cagtacggtt
cgcatccgcet
ttgaccatgg
gctggcaacce
cettgtgeca
gccggcatca
cocaaactaa
ccaagagtca
tgggaagagqg
Jagggaagga
ggaattgcaa
acgcaageac
ctgctgcaga
ctgccacgtg
cccgectegg
tgtgtgtgtg
aaaggcaaag
gctgtgtgtyg
gttggcgecta
cgatggcgac
ttcctecacce

gctgoetgeg

58

tcgcaagegg
tggtcgcagce
tgggtgegge
cegeccatgr
ttaggttagt
gttgataatt
tttgaggcct
cgltggagacyg
tecteectette
tcatcacgee
gggatgagca
acgagctggt
gccgcaagga
ccagcaccac
aggtgtgtgt
accaaaccayg
aggagtcgtc
Jqqggaacqgaqg
eggagggygay
gacaggggct
atttcectga
cgccggecga
gcgaggacgg
acgttatcat
tgtgtgtgtg
aataggctgt
tttgtgtgcg
ggctgggcac
ggatgcgcaa
ccteccteee

caggtggety

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

2400

246C

252C

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



acgcccgace
gtcaagtggc
ggtttcgaga
gtgtgtatgt
gtagctcecca
taccacgata
cacccctaca
tggacgagga
tattggagag
atgtgaccge
cgcegtgtac
catcaacagc
gccctacacce
gcaagcgggyg
ggccgtttgg
acgggacacg
tatatttaag
ggccgcaaga
gacatccagce
acgctggagg
gtcggtiggg
gctetgecee
aggtgctgtg
acctgatggg
aaggggggga
atcgcagcgce
tcggeccgee
cgcgcagcat
tccagcaccce

acaacctggt

acggcttcec
tgagcgagat
atgcttttaa
agttgtctgg
gcctggcate
ccettgtaac
cacacagaac
gctggccaag
cacagggtag
catcattcga
acgcgcgceag
gcgatggctc
atcaagggtt
gcagcgagct
tcgtggecact
tgtgagcggce
ttatttgctg
tcatccgety
gcttcgagga
tgaggcgccg
atggcgggat
ccoeecceaaa
ccgegectgg
catgatgaac
ggcggegatg
cgctcatcgce
ccteeecace
caagatccac
ggcecececcgtg

gdegeaggec

ggtgcgcatc
caccgtcatg
ggctaacaat
gtgtgtgcgg
aaagcttygtyg
ctgtgecegcece
ttctaccact
aaggagggtg
gaaacaggga
acccgtgtea
gctggtggta
ggccctggca
acgcctacgce
gcctagcgag
ggcaggcatc
tagttaagta
gcogttggtet
cgaggtcetey
gcccaacgag
gagcgaggag
gggectttge
aaaacacagg
gatgagacca
aactgctact
agggaggegq
atttcceega
ccatccceact
ccggaggray
gagctgggog

gtggcgyeqyg

ES 2475973 T3

atcatcceqgg
gacacggagt
gcdgaagcecat
gcgaattgat
gggcgtaact
actcectcete
tcatggacaa
agcgceggyggyg
aagatttceg
tecceegttee
caagcccgag
cgacgagctyg
cggtgagcag
cgagtgagag
ataccgtaca
acggcaggac
gtgtegtecat
ctggacgacyg
tacggcaagc
gagtgggcgc
gtccctecag
tgaacacgtt
tgaacacgca
tceggtgage
cgagaggcgc
acacctgcgt
aaactaatca
acccagecac
acaagggcaa

cgegegacyg

gcttcategy
cgcaggtgcg
caagccagcg
tcaggeccgat
atgcttacac
cateeceeee
cegegtgetyg
ggaggaccgt
cagaaatctt
gaagtccccg
ttcatcatca
gtceccgetygy
caacaacagc
agccaacgtc
tgcgatttag
tgaagatgag
cctcatcatg
gcaagacctg
actggtgctg
ctgtgggcga
cceccacggac
tgacttcatg
gceggeggtyg
gtgtgtgtgt
ccttttgtge
gacageccctg
tgaatgtcce
gggcgtcatg
catgggctgg

c€ggaggcgcg

59

cggcecgeatyg
tgggcgtgtyg
agcacaacgt
gggcrggeat
gcttcggece
ccaaaacaca
cccagcecacy
ggcgtgtgtg
gtgtgtgtge
tcctgaaact
acgacctcaa
acgccaaccyg
gataatgaca
gttggttteg
gacgtgtgga
gatgacgaag
tgcaggegge
gogectggge
ggtgcactgg
aatgggcgat
ccactgette
tccgecaagy
atcacctgga
gcgtgtgtgg
aatgttcagce
gttccacacg
ccacgtaaca
ggcctgeget
cgcgaggagqg

gcggcggcac

3C00

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

45¢0

4620

4680

4740



cgccgeecgec
aggaggtgge
ggagagcgga
gaggttgtag
ccaaccegty
cctttcaccc
tacctgaatg
acagacgagt
ttttgtgegt
gctaggatca
gtcccataca
cgcccceaca
cggtgacctc
cggcacggca

getgacgygt

cgeocgegttat
tgccttgatt
gegggctgac
cacctcoccac
gtgtacgcge
gaggagaagg
tgagggacgt
gttttctggt
acaccccaca
cggceaagatg
gccgetggyy
cgcaacagga
tttaaatgca
ctaacacaca

tgttgcggge

geeteecggeg
ggagcacgcy
tggegtggtg
gaagggcgag
ctgacgtgcea
cccecectee
accaaccqggqg
tcaacgccat
grgtgattgg
gcggcaggcyg
caccacgcac
tceceeacac
gtggcatcaa

actgccaacyg

cgegecaagy

gatactaatg
tgtgtggyyy
ttegtgtegy
ccectecect
aggtgggcgy
gceggetgga
gtgtgcgect
gegtcattca
atccccacct
agccagecatt
cacticglLgt
acgggcggtce
cacacatlgt
cacaccccta

ggcacgggea

gcgctgetgg
agcgaggaga
gctggtcetgg
aggcgtggtt
cacgaaacecc
ccgcecctecg
tggcgeegag
ccacaggtgg
tgttttgogy
tgtataaggg
accaccgtce
acagctccaa
aaccagcaac
gcaccgogga

tgaagctace

atacggtagt
aagggggcaa
ttgcgegtcece
cccecgatge
cgagaacgtg
catgctecate
gtgtgtgggg
tctottgtac
gaccccacac
tcgactcget
acaacgygccyg
ctgtagccgce
ggtgagcttc
cctececetgea

tcacgcecctyg
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cgaatggcgg
getgetggtt
tggctggtct
gtgggtacgt
tgaaccacce
ctcectetee
tccatcectga
gtaggggygcy
gcgtgtacga
gtccgegeat
ccatcccatc
agccaaggcc
cgccaacgge
ggeggegecg
gctgytyggay
geceggagaac
acgcacgtct
gaacaagagc
gocggcaccac
gcaggectge
atgcgcgeck
aaggtgcgtg
gtggggacqt
cgtgtgtgcec
accgggcgag
cgccataggco
cggaagctac
gagaatgagt
ttacggcaca
ggtgaccaag

ctacgecggtc

ccccaagcag
cgtgcacgag
ggggctaggg
gcqgtgeoccag
tggaccccag
aggtgtacga
tcactgcggyg
agaacgtgtg
gagaggggac
ggcgtggeat
tcacececatco
atgctgycee
acggcaaccey
ceegcegace

cggattgage

tggctgcect
agccagcaga
tcactggcca
cggtgggeaa
acacgcecat
tatgtgtgtg
gtgtgcatgt
ccctgaccge
cdacgcgicct
gactgcetgg
acgctcaacg
aagcctacca
tigtcacaca
cacgccagtc

atcaaggccyg

60

tacacgctgg
ggccgggtga
gtttgtggtt
cagctgcacc
ctttctaace
cgccacgecc
cgcggacgee
tgigcatgtg
gttttgeggg
ccaacccacce
ftccoccacckg
agtactacat
ccaacggcaa
ctcectggttgt

tcaaccgcaa

gctgagtgty
aggggaagga
ccactcactg
gcacgtgttc
cagecggggac
tgtgtatgtg
gtgtgtaggt
gccatgceccce
accccgaggyg
agttcaaggg
gcaaygtgeg
cacaagcaca
cyctagatag
acatgtcegtt

cactgcgcga

4B00

4860

4920

4980

5040

5120

5160

3220

5230

5340

5400

5460

5520

22580

5640
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5760

5820

5880
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6000

€060

6120

6130
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6360

6420

6480
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€600



cccecgaggac
coctecattgee
gccatagecac
cgcacgtecec
ccactctgac
ggcgctgotg
gctcgecaaac
acgtacggcg
tcaacgaacc
ggtgtcacag
catgttcacg
gccgcacgge
ggaccgccag
ggcgggcgac
tttrcagcgeo
catcgtgatt
ggtggacggc
gctggagetc
gtacgattcg
gcgggeccac
cggccacttce
gtcecggcegag
ctagggatct
tccgaatcca
gtgtgtgage
gacgacggaa
gacagagtgce
gctgagggga
gtttceccagt

attactgatt

aacaccaagl
gttggctgtt
agcaaggcag
cggcacatac
accaacacac
ttecgecaaca
aaccaccccyg
cgcgcagccyg
aaccaacacce
cccaaggacyg
gagcacctct
atgatcgagce
atccagtteg
gtggagagca
gccatcgacce
acgaaccacg
atgtacagct
gtgcacaacg
tcgagcaact
aagaagqgtcgyg
ctgteeggec
aacctgtact
atcgctagag
ggcatctyggy
cggataaggg
gtgtgcgtct
gececggettyg
caaacgagtt
gggcaaatga

gactgcagca

gagcagogygc
agctgactga
tggatgggca
acccgcgecce
caacacacac
cacacgagga
agcegettceg
cagcttigge
gaacccctece
cggcgacctyg
tcgeccagcac
actgctgegt
ccecggtgaa
acccgggecc
gcgagcagac
gcaacgcctea
ttcaactgaa
gtcagctcaa
cggtcatcat
gtctgttegg
tgggcaccgg
tccagggeca
attgtggcca
cggatgecag
ctggcacagg
gtgtggttygt
gctgoggege
tggcaacagt
gttgtgcaag

ggggatagca

ES 2475973 T3

gg9cgycgggyg
tgacacgett
ttggctacaq
acacctgtgt
accccacaac
cgacattctg
gctgtggtga
ttcgecttee
cccaceccct
gaagtacgac
gggcgaggac
geogttoctg
gcagaccctyg
cctecgagecag
gtttgacgcc
cgataactee
cctgectcacg
ggtgagegte
caagatgaag
ccgcgacgac
caccggtgac
caaccaccgc
cggttggatc
ggcaggggca
ccacggecge
gtgtgagagc
actgggacge
aggcagttaa
cctgcaaacyg

gtagtggcac

ggaagcggga
tgctgeccegee
ccagggacta
ccatcatcca
ceecttecca
ctgcgcgagg
gcggogcacc
gtcccageet
ccecgecatcce
gtggggcgtyg
tgcetcagee
gaggccatgg
aacttcgacec
tgcgccecctga
aaccaggtgg
accggectgt
attaaggaga
tacgcgaage
gagggtgatc
gagctgtaca
tacaaggacy
cacaagcaca
atgcgaccag
ggggcagcygyg
agcggeottt
taggcaggac
gttggcagtt
aagatagaat
gcaggaagca

agcagagtge

61

gaggaagcgg
gtatcacagt
aagggccaca
tcacgcacac
cctgcaggcet
agctggacga
cgggggccac
gagccaaccg
tcaggtacac
tgagcaagga
tcatgtgegg
gctacagcaa
tgctgaaget
agaccattgc
tcatctacga
tcacegegec
aggagggcetg
aggacagcac
gggtgaacgt
acacgttctce
acgacgacaa
ccggigtcga
caggattgga
tegtgggage
tgtgcagttt
cgcagggtca
taaaacctgce
gtgtaggtca
tggcaaggat

ccgagagagt

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

72060

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

768C

774C

780€

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400
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gtgtgcacgt
gcatttcatg
ctgacagcgt
gcgtgggttg
gttttggtga
tgagagtgcg
gtgcaggtaa
tigcatiqgtg
ggcacggcgt
cgcaaggacc
cggccagatyg
ttacctegac
gactgaaacg
cqgcgagtaga
gaagcgactt
tteggtogea

gacaagtgaa

<210> 16
<211> 1431
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gctagttttg
tgacataggg
ttagcgcogty
gtcaggaggg
gagcttgttt
acctgtgtat
agctacatat
tccatcaclt
ggggcaacaa
atggagagct
geagaceygcy
tgtggccggyg
cgcggggeac
tagcagttta
cagagcgace
cageccgcetat

acgggttggt

gagtcaggca
aggctttcca
gggagaagta
tgggtgccat
gatgcaatgce
ggcagcacge
agacaccccce
tgtgcagecag
gggggcttag
gctagtgccce
dadtgggagcc
aagagggggc
tgcgegggga
gcegecatgteoe
ggcecactaa
agaagtcgca

tgaagagaat

<223> Fusion LppOmpA-scFv5

<400> 16

atgacatgtg
actctgetyg
tatgttggct
gaaaacggtg
actgacgacc
tcecaacgttt
gagtacgega
ggtgacgcac

ggcgateccge

aattcatgaa
caggttgctc
ttgaaatqggy
catacaaagc
tagacatcta
atggtaaaaa
tcactcctga
acaccatcqgg

gcgtgecteg

agctactaaa
cagcaacgct
ttacgactgg
tcagggegtt
cactcgtctg
ccacgacace
aatcgcetace
cactcgtcecg

cagctggacg
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ccgececgttga
tgcggttatt
cgaccctceg
gcatgaagca
gatacataat
catcggtgcee
tgccgcacag
ggcaggodaq
actcccagygy
cagggcggcce
cttgyctgta
gctgggcaag
cacaggcgeq
ttgataatgg
cggtcacace
agtagcaaac

tc

ctggtactgg
aaaatcgate
ttaggtcgta
caactgaccg
ggtggtatgg
ggegtttcte
cgtctggaat
gacaacggta

gagcccttte

gatgatgtat
atattatgtc
tgggctgaac
gagggccggyg
cataaggggg
aaccggegaa
ttgtaaatta
ggcaggtyct
gcgaccagte
aggccgcaac
agtcgggetg
agtcggacta
gtcaaagcac
tggagctete
cgaacggecy

actaatgttg

gcgcggtaat
agggaattcc
tgccgtacaa
ctaaactggyg
tatggcgtgce
cggtcttcge
accagtggac
ttaactcgag

cygttetgegy

62

tgatgacgca
aggaaagtgc
ccacgttagg
gegttageece
ttttggcegeg
ggtgcaggag
agcaagcgac
gccatgggetl
gagccagggc
agcagttggg
cgagaggagh
gggagtgcge
ctgtgtacct
agcgaccaaa
cteectegtt

cttttacagce

cctgggttct
aggcaacceqg
aggcagcgtt
ttacccaatc
agacactaaa
tggeggtgtt
caacaacatc
cagcgtgect

tacaggcgac

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8240
9000
9060
9120
9180
9240
2300
8360

9392

360
420
480

540



tacaaggatg
cacaagcace
gcggeccage
cctggggggt
atgagctggg
actggttcgce
aattccaaga
tattactgtg
gtectegageyg
atccagatga
acttgcecggg
aaagccccta
ttcagtggeca
gattttgcaa

accaaggtygyg

atgacgacaa
ctaggatgaa
cggccatgge
ccctgagact
tcecgecagge
ggacagacta
acacgctgta
cgaaaaaggdc
grggaggcgg
cccagtetee
caagtcagag
agctcctgat
gtggatctgg
cttactactg

aaatcaaacy

gtcggygcgag
atacctattyg
cgaggtgcag
ctcctgtgea
tccagggaag
cgcagactcc
tctgcaaatg
gcagaagttt
ttcaggegga
atccteectg
cattagcage
ctatgctgeca
gacagatttc
tcaacagagt

ggcggecgca
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aacctetatt
cctacggecag
ctgttggagt
gcctctggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagcctga
gactactqggg
ggtggcagey
tetgcatetg
tatttaaatt
tccagttige
actctcacca
tacagtaccc

catcatecatc

tccagggtca
cegetyggatt
ctgggggagg
tcacctttag
gggtctcatg
ggttcaccat
gagccgagga
gcocagggaac
gcgygtyggegy
taggagacaqg
ggtatcagca
aaagtggggt
tcagcagtct
ctaatacgtt

accatcacta

63

caaccaccge
gttattacte
cttggtacag
cagctatgec
gatttcgggg
ctccagagac
cacggccgta
cctggtcacc
gtcgacggac
agtcaccatce
gaaaccaggqg
cccatcaagg
gcaacctgaa
cggccaaggg

a

600

660

720

780

840

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1431
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de floculacién de un organismo fotosintético no vascular, que comprende expresar un &cido
nucleico exégeno que codifica una primera fracciéon de floculacion como un componente de superficie celular de un
primer organismo fotosintético no vascular; y poner en contacto dicho organismo con una segunda fraccion de
floculacion, floculandose asi dicho organismo.

2. Procedimiento de floculacién de un organismo fotosintético no vascular, que comprende poner en contacto dicho
organismo fotosintético no vascular con un segundo organismo, comprendiendo dicho segundo organismo un acido
nucleico exdégeno que codifica una fraccion de floculacion que se une a un componente de superficie de dicho
organismo fotosintético no vascular, provocando asi la floculacion de dicho organismo fotosintético no vascular.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la transformacion de un segundo organismo
con un segundo acido nucleico exégeno que codifica dicha segunda fraccién de floculacion; y la expresion de dicha
segunda fraccion de floculacién.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicha primera fraccion de floculacion es una proteina de union
a hidratos de carbono o un anticuerpo.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que dicha fraccion de floculacion es una proteina de unién a
hidratos de carbono o un anticuerpo.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que dicha segunda fraccion de floculacion es una proteina de
union a hidratos de carbono o un anticuerpo.

7. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que dicha proteina de unién a hidratos de
carbono es una lectina.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que dicha proteina de union a hidratos de carbono se selecciona
de entre el grupo que consiste en DC-SIGN, dectina-1, dectina-2, HECL, langerina, layilina, mincle, MMGL, E-
selectina, P-selectina, L-selectina, DEC-205, Endo 180, receptor de manosa, receptor de fosfolipasa A2,
sialoadhesina (siglec-1), siglec-2, siglec-3, siglec-4, siglec-5, siglec-6, siglec-7, siglec-8 , siglec-9, siglec-10, siglec-11
y galectinas.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que (i) dicha segunda fraccion de floculacion interactda con dicha
primera fraccion de floculacion, y dicha segunda fraccion de floculacién es una lectina, un hidrato de carbono, una
proteina, un metal pesado, un floculante cationico o quimico; o (ii) dicha segunda fraccion de floculacion esta unida a
un soporte solido.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que (i) dicho anticuerpo se une
especificamente a un antigeno de superficie celular; o (ii) dicho anticuerpo es un anticuerpo univalente, multivalente
o polivalente.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que por lo menos uno de dichos acidos
nucleicos exdgenos comprende ademas un elemento regulador, comprendiendo dicho elemento un promotor
constitutivo, un promotor inducible mediante luz, un promotor sensible al quérum, un promotor sensible a la
temperatura, un promotor sensible a las sales o un promotor sensible a la concentracién de nitrégeno.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que (i) dicho segundo organismo es de la
misma especie que dicho primer organismo; o (ii) dicho segundo organismo es de una especie diferente a dicho
primer organismo.

13. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que por lo menos uno de dichos acidos nucleicos exdgenos
comprende ademas un elemento de direccionamiento que permite que dicha primera fraccién de floculacién, dicha
segunda fraccion de floculacién, o ambas, sean dirigidas a una superficie externa de dicho organismo.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que por lo menos uno de dichos acidos nucleicos exdgenos
comprende una secuencia que codifica un elemento de anclaje que permite el anclaje de dicha primera fraccién de
floculacion, dicha segunda fraccion de floculacion, o ambas, sobre una superficie externa de dicho primer organismo,
dicho segundo organismo, o ambos.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que dicha fraccion de floculacién es secretada por dicho segundo
organismo.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 10
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FIGURA 16
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FIGURA 18
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FIGURA 19
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FIGURA 21
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