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DESCRIPCION
Variantes de la endoglucanasa con actividad mejorada y sus usos
Estado de la técnica

La posibilidad de producir etanol a partir de celulosa ha recibido una gran atencion debido a la disponibilidad de
grandes cantidades de materia prima asi como al interés del etanol como combustible. Las materias primas
naturales celulésicas para tal procedimiento se denominan con el término "biomasa". Numerosos tipos de biomasa,
por ejemplo madera, residuos agricolas, cultivos herbaceos y desechos sélidos municipales, se han considerado
como posibles materias primas para la produccion de biocombustibles. Estas materias estan constituidas
principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina.

La celulosa es un polimero compuesto por moléculas de glucosa unidas por enlaces beta 1-4, que son muy
resistentes a la degradacion o a la despolimerizacién. Una vez que la celulosa se convierte en glucosa, ésta se
fermenta facilmente a biocombustible, por ejemplo etanol, utilizando levadura.

Los métodos mas antiguos estudiados para convertir celulosa en glucosa se basan en la hidrélisis acida. Este
procedimiento puede realizarse en presencia de acidos concentrados o diluidos. Sin embargo, varios inconvenientes
tales como la escasa recuperacién del acido cuando se utilizan &cidos concentrados y la baja produccion de glucosa
en el contexto del uso de acidos diluidos son perjudiciales para la economia del procedimiento de hidrdlisis acida.

Con el fin de superar las desventajas del procedimiento de hidrdlisis acida, los procedimientos de conversion de
celulosa han aumentado mas recientemente en la hidrdlisis enzimatica, utilizando enzimas tipo celulasa. Sin
embargo, esta hidrolisis enzimatica de la biomasa lignocelulésica (por ejemplo, celulosa) presenta el inconveniente
de ser un procedimiento industrial costoso. Por lo tanto, es necesario utilizar cepas de microorganismos que
secretan celulasa cada vez mas eficientes. Como tal, muchos microorganismos constan de enzimas que hidrolizan
la celulosa, tales como hongos Trichoderma, Aspergillus, Humicola, Fusarium, asi como bacterias tales como
Thermomonospora, Bacillus, Cellulomouas y Streptomyces. Las enzimas secretadas por estos microorganismos
poseen tres tipos de actividades utiles en la conversiéon de celulosa en glucosa y se dividen en tres grupos: las
endoglucanasas, que atacan las fibras de celulosas al azar de forma interna, las exoglucanasas que atacaran los
extremos de las fibras liberando celobiosa y las B-glucosidasas que hidrolizaran esta celobiosa en glucosa. Otras
clases de enzimas tales como hemicelulasas o la clase de enzimas recientemente descubierta de polisacaridos
monooxigenasas también pueden desempefiar un papel en la eficacia de la hidrdlisis.

Existe un fuerte interés industrial en reducir el costo de la hidrélisis enzimatica, y esta reduccion implica el uso de
una dosis reducida de enzimas vy, por lo tanto, cocteles enzimaticos mas eficaces. En consecuencia, varias
solicitudes de patente describen enzimas naturales con capacidades superiores a las de Trichoderma reesei, o
variantes mejoradas por ingenieria genética. Se pueden mencionar las solicitudes de patente US2010304464,
WO02010066411 y WO2013029176 con respecto a las exoglucanasas, las solicitudes WO02007109441,
W02012149192, W02008088724, W0O2010135836 o W02010022518 con respecto a las endoglucanasas, las
solicitudes W02010029259, W0O2010135836 o0 W0O2010022518 con respecto a las B-glucosidasas, o las solicitudes
WO012135659, WO12149344 con respecto a los polisacaridos monoxigenasas.

La solicitud WO2011/153516 describe asimismo cepas de levaduras que expresan enzimas sacaroliticas.

Las enzimas que hidrolizan la biomasa lignocelulésica se clasifican en el sistema CAZy (Cantarel, B.L., Coutinho, P.
M., Rancurel, C., Bernard, T., Lombard, V., y Henrissat, B. (2009). The Carbohydrate-Active EnZymes database
(CAZy): an expert resource for Glycogenomics. Nucleic acids research, 37, D233-8) en criterios principalmente
estructurales. Las endoglucanasas pueden pertenecer a familias GH 5, 6, 7, 8, 9, 12, 16, 18, 19, 26, 44, 45, 48, 51,
74y 124.

Para que una hidrdlisis de la biomasa lignocelulésica sea eficiente y econémicamente rentable, la mezcla enzimatica
debe tener proporciones equilibradas de actividades enzimaticas diversas (entre otras, pero no exclusivamente,
exoglucanasas, endoglucanasas, xilanasas y B-glucosidasas). A modo de ejemplo, en las mezclas nativas de
Trichoderma reesei, se observa generalmente la presencia de 60-70 % de exoglucanasas, 15-20 % de
endoglucanasas, algunos porcentajes de hemicelulasas y aproximadamente 5-10 % de B-glucosidasas. Esta mezcla
es adecuada para hidrolizar la mayoria de los sustratos pretratados (p. €j., tipo paja de trigo explotada al vapor en
condiciones acidas) con rendimientos aceptables. En resumen, el aumento en la actividad de la endoglucanasa no
debe hacerse a expensas de otras actividades enzimaticas. Las especificidades funcionales de estas enzimas son
hoy en dia poco conocidas. El genoma de Trichoderma reesei consta de al menos 3 enzimas principales,
procedentes de las familias 7 (EG1, cel7b), 5 (EG2, cel5a) y 12 (EG3, Ce112a). Las enzimas EG1 y EG2 son las
principales endoglucanasas y pueden representar hasta 10-20 % en masa del coctel de enzimas completo producido
por T. reesei.

Las endoglucanasas (EC 3.2.1.4), las primeras enzimas que actuan sobre la celulosa, son conocidas por tener un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 682 520 T3

papel principal en la hidrdlisis al aumentar el nimero de sitios que pueden atacar las exoglucanasas al tiempo que
disminuye el grado de polimerizacion de las microfibrillas atacadas. Trabajos recientes (Szijarto, N., Siika-aho, M.,
Sontag-Strohm, T., y Viikari, L. (2011). Liquefaction of hydrothermally pretreated wheat straw at high-solids content
by purified Trichoderma enzymes. Bioresource technology, 102(2), 1968-74) destacan su papel en la reduccioén de la
viscosidad de la biomasa durante las primeras horas de hidrdlisis. Esta disminucion en la viscosidad puede tener un
impacto muy significativo en los costos operativos del procedimiento.

El problema de la viscosidad se ve agravado en el caso de procedimientos que obligan a utilizar una temperatura
baja, tal como sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS), que involucra tanto a las enzimas que hidrolizan la
biomasa como al microorganismo que convierte los mondémeros de azucares en etanol.

La hidrdlisis y la fermentacion se pueden llevar a cabo de acuerdo con diferentes esquemas. El mas comun consiste
en una hidrdlisis y una fermentacion separadas (HFS) (SHF-Separate Hydrolysis and Fermentation). Este método
permite optimizar cada etapa manteniendo condiciones 6ptimas de reaccion. Esta fermentacion se efectia de
manera extemporanea, a una temperatura comprendida entre aproximadamente 28 °C y aproximadamente 30 °C,
mientras que la hidrdlisis tiene lugar generalmente a una temperatura de al menos 45 °C. Sin embargo, en HFS, los
azucares liberados al final de reaccién estan presentes a una concentraciéon muy alta y causan una inhibicion de las
enzimas, ralentizando la eficacia del procedimiento. Para evitar estos inconvenientes, se puede prever otro tipo de
procedimiento. En SFS, las dos etapas (hidrodlisis y fermentacion de hexosas) tienen lugar de manera simultanea,
evitando la acumulacidon de azucares en concentraciones inhibidoras para las enzimas. Los costos de inversion
también se reducen mediante el uso de un solo reactor. La tasa de hidrdlisis es mas elevada como resultado de la
ausencia de inhibicion ya que los azucares liberados se utilizan inmediatamente para la fermentacion de etanol. En
este método, la temperatura del reactor constituye necesariamente un compromiso entre las temperaturas 6ptimas
de hidrdlisis y fermentacion, normalmente entre aproximadamente 30 °C y aproximadamente 35 °C. Sin embargo, a
dicha temperatura, la actividad de las enzimas celuloliticas disminuye aproximadamente un 30 %.

La SFS también permite la expresion de enzimas que degradan la celulosa en el organismo que fermenta los
azucares, lo que permite limitar, 0 en un caso extremo, suprimir el uso de enzimas producidas en una etapa
separada.

En consecuencia, la obtencién de enzimas que mantienen una actividad endoglucanasa eficaz a temperaturas
Optimas de hidrdlisis y fermentacion (es decir, entre 30 °C y 50 °C) mientras se mantiene la proporcion del conjunto
de enzimas de la mezcla seria una ganancia significativa para el procedimiento de conversién de biomasa
lignocelulésica en biocombustible.

Objeto de la invencién

Los inventores han desarrollado un polipéptido que tiene una actividad endoglucanasa mejorada, especialmente con
respecto a la actividad endoglucanasa de la proteina salvaje EG2 de la secuencia SEQ ID NO: 2. EG2 corresponde
a la endoglucanasa 2 de Trichoderma reesei.

Con esta intencion, los solicitantes han tenido el gran mérito de encontrar, después de numerosas investigaciones,
un polipéptido aislado o purificado que tiene una actividad endoglucanasa mejorada con respecto a la actividad
endoglucanasa de la proteina salvaje EG2 (SEQ ID NO: 2).

De acuerdo con la descripcion, el polipéptido se selecciona entre el grupo que consiste en:

i) una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 34;

ii) una secuencia de aminoacidos que presenta un porcentaje de identidad de al menos 70 %, preferentemente
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %, con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 0 SEQ ID NO: 34.

La invencién se define en las reivindicaciones.

El porcentaje de identidad de una secuencia dada con respecto a SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ
ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 o SEQ ID NO: 34, corresponde al
numero de residuos idénticos entre esta secuencia dada y SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 o SEQ ID NO: 34 dividido por el niUmero
de residuos en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ
ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 0 SEQ ID NO: 34. Cuando se utiliza la base de datos GenomeQuest, dicho porcentaje de
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identidad con respecto a SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO:
28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 o SEQ ID NO: 34 corresponde al porcentaje de identidad de interrogacion (% id
Query), en el que interrogacion corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 0 SEQ ID NO: 34.

En otro modo de realizacion, el polipéptido de la invencidn como se descrito anteriormente se caracteriza por que su
expresion en un organismo fermentativo es al menos igual a la expresion de la proteina salvaje EG2 (SEQ ID NO:
2).

Los expertos en la materia podran determinar por ejemplo el aumento, o en otras palabras, la mejora de la actividad
enzimatica utilizando el sustrato de carboximetilcelulosa (CMC) o con un sustrato cromogénico (p-nitrofenil
glicosido). La actividad enzimatica se revelara, respectivamente, mediante un ensayo colorimétrico de los azucares
reductores o el nitrofenol liberado.

Preferentemente, el polipéptido de la invencion tiene una actividad enzimatica mejorada de al menos 10 %,
preferentemente al menos 20 %, preferentemente al menos 30 %, con respecto a la actividad endoglucanasa de la
proteina EG2 de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

Un ejemplo de un protocolo, que podra utilizar un experto en la materia para determinar si un polipéptido de acuerdo
con la invenciéon presenta una actividad enzimatica mejorada en relacion con la de la proteina salvaje EG2 (SEQ ID
NO: 2), es el siguiente:

- formacion de un cultivo madre de E. coli que expresa un polipéptido de acuerdo con la invenciéon durante toda la
noche a 37 °C;

- siembra de un medio de cultivo LB con 1 % de cultivo madre a 37 °C hasta que se obtenga una densidad 6ptica
de 0,4;

- cultivo de dichas células a 20 °C durante 18 h;

- centrifugacién durante 5 minutos a 7.900 rpm;

- resuspension de residuos celulares con tampodn citrato fosfato 100 mM a pH 5 que contiene 1 mg/ml de lisozima
(DOeoo final 100);

- incubacion de las células resuspendidas durante 30 minutos en hielo;

- lisis de células en 3 ciclos de congelacidon/descongelacion;

- fraccionamiento de ADN por sometimiento a ultrasonidos;

- centrifugacion durante 30 minutos a 13.000 rpm;

- incubacion de 100 pl de sobrenadante de ruptura diluido 50 veces con 100 ul de tampon citrato fosfato 100 mM a
pH 5 que contiene 1 % de CMC durante 1 h a 35y 50 °C;

- eliminacién de 100 pl de reaccion;

- adicién de 100 pl de reactivo DNS (Miller, 1959);

- incubacion durante 5 minutos a 100 °C;

- incubacion durante 3 minutos en hielo;

- centrifugacién durante 10 minutos a 3.000 rpm;

- lectura de la densidad 6ptica a 540 nm en 150 pl de sobrenadante.

La invencién también tiene por objeto un acido nucleico purificado o aislado que codifica al menos un polipéptido de
acuerdo con la invencién como se ha descrito anteriormente.

La TABLA 1 a continuacion comprende las identificaciones de secuencias nucleicas y peptidicas para los genes
EG2, los genes de las endoglucanasas 2 putativas de Botryotinia fuckeliana (gen BF) y la endoglucanasa 2 putativa
de Sclerotinia sclerotiorum (gen SS), asi como para las secuencias de acidos nucleicos y polipéptidos de la
invencién y la descripcion.

De acuerdo con la descripcion, dicho acido nucleico purificado o aislado se puede seleccionar entre las siguientes
secuencias: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 13, SEQ ID
NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 29, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 33.

TABLA 1
Clones Acido nucleico | Polipéptido
EG2 (salvaje) | SEQID NO 1 SEQID NO 2
37D12 SEQID NO :3 SEQIDNO 4
45A7 SEQ ID NO :5 SEQ ID NO :6
46H1 SEQID NO 7 SEQID NO :8
50F10 SEQID NO :9 SEQ ID NO :10




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 682 520 T3

Clones Acido nucleico | Polipéptido

108G5 SEQIDNO: 11 | SEQIDNO:12
140F7 SEQIDNO:13 | SEQID NO :14
146C4 SEQIDNO:15 | SEQIDNO:16
149E4 SEQID NO:17 | SEQID NO :18
173C6 SEQID NO:19 | SEQID NO:20
191H11 SEQIDNO:21 | SEQID NO :22
222E1 SEQID NO:23 | SEQID NO :24
225C7 SEQID NO:25 | SEQID NO :26
227C4 SEQ ID NO :27 | SEQ ID NO :28
229D1 SEQID NO:29 | SEQID NO:30
231C9 SEQID NO:31 | SEQID NO :32
330F9 SEQIDNO:33 | SEQID NO:34
Gen BF SEQID NO:35 | SEQID NO :36
Gen SS SEQ ID NO :37 | SEQID NO :38

La invencién también se refiere a un vector que comprende un acido nucleico de acuerdo con la invencién como se
ha descrito anteriormente.

De acuerdo con la invencion, se entiende por "vector" cualquier secuencia de ADN en la que es posible insertar
fragmentos de acido nucleico extrafo, los vectores permiten introducir ADN extrafio en una célula huésped. Se
puede citar de manera no exhaustiva como vectores: plasmidos, césmidos, cromosomas artificiales de levaduras
(YAC), cromosomas artificiales de bacterias (BAC), cromosomas artificiales derivados del bacteriéfago P1 (PAC) o
vectores derivados de virus.

De acuerdo con la invencion, el acido nucleico como se ha descrito anteriormente puede unirse operativamente a un
promotor, un terminador o cualquier otra secuencia necesaria para su expresion en la célula huésped.

El vector de acuerdo con la invencién también podra llevar un marcador de seleccion. Se entiende por "marcador de
seleccion” un gen cuya expresion confiere a las células que lo contienen una caracteristica que les permite ser
seleccionadas. Se trata por ejemplo de un gen de resistencia a antibiéticos.

La invencién tiene también por objeto una célula huésped aislada que comprende al menos uno de los polipéptidos
de acuerdo con la invencién como se ha descrito previamente, al menos uno de los acidos nucleicos de acuerdo con
la invencion como se ha descrito anteriormente o al menos uno de los vectores de acuerdo con la invenciéon como se
ha descrito anteriormente.

Los expertos en la materia pueden introducir uno de los polipéptidos, uno de los acidos nucleicos o uno de los
vectores de acuerdo con la invencién como se ha descrito previamente en la célula huésped de acuerdo con la
invencién por métodos convencionales bien conocidos. Por ejemplo, se puede mencionar el tratamiento con cloruro
de calcio, la electroporacion, el uso de una pistola de particulas.

De acuerdo con un modo de realizacion, un experto en la materia puede introducir en la célula huésped de acuerdo
con la invencién y mediante métodos convencionales, varias copias de un &cido nucleico de acuerdo con la
invencion que codifica un polipéptido de acuerdo con la invencion que tiene una actividad endoglucanasa mejorada
de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con un modo de realizacion, la célula huésped aislada de acuerdo con la invencion como se ha descrito
anteriormente se selecciona entre Trichoderma, Aspergillus, Neurospora, Humicola, Myceliophthora, Chrysosporium,
Penicillium, Fusarium, Thermomouspora, Bacillus, Pseudomouas, Escherichia, Clostridium, Cellulomouas,
Streptomyces, Yarrowia, Pichia y Saccharomyces.

De acuerdo con un modo de realizacion preferente, la célula huésped aislada de acuerdo con la invencién como se
ha descrito anteriormente se selecciona entre Trichoderma reesei, Trichoderma viridae, Trichoderma koningii,
Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus wentii, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Myceliophthora
thermopila, Chrysosporium lucknowense, Neurospora crassa, Humicola grisae, Penicillium pinophilum, Penicillium
oxalicum, Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum, Clostridium saccharolyticum, Clostridium benjerinckii,
Clostridium butylicum, Pichia pastoris, Yarrowia lipolityca y Saccharomyces cerevisiae.

De acuerdo con un modo de realizacion preferente, la célula huésped aislada de acuerdo con la invencién como se
ha descrito anteriormente se selecciona entre Trichoderma reesei y Saccharomyces cerevisiae.

La invencién también tiene por objeto el uso de uno cualquiera de los polipéptidos de acuerdo con la invencion
descritos anteriormente para la hidrdlisis de celulosa.
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La invencién también tiene por objeto el uso de uno cualquiera de los polipéptidos de acuerdo con la invencion
descritos anteriormente para la produccién de biocombustible.

De acuerdo con la invencion, el término biocombustible puede definirse como cualquier producto resultante de la
transformacion de biomasa y puede utilizarse con fines energéticos. Por una parte y sin querer limitarse, se puede
hacer citar a modo de ejemplo biogas, productos que pueden incorporarse (posiblemente después de una
transformacion posterior) en un combustible o ser un combustible exclusivo, como los alcoholes (etanol, butanol y/o
isopropanol de acuerdo con el tipo de organismo fermentativo utilizado), disolventes (acetona), acidos (butirico),
lipidos y sus derivados (acidos grasos de cadenas cortas o largas, ésteres de acidos grasos), asi como hidrégeno.

Preferentemente, el biocombustible de acuerdo con la invencién es un alcohol, por ejemplo etanol, butanol y/o
isopropanol. Mas preferentemente, el biocombustible de acuerdo con la invencién es etanol.

En otro modo de realizacion, el biocombustible es biogas.

En otro modo de realizacion, el producto es una molécula de interés para la industria quimica, como por ejemplo,
otro alcohol tal como 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, 1,4-butanodiol. 2,3-butanodiol, acidos organicos como acido
acético, propidnico, acrilico, butirico, succinico, malico, fumarico, citrico, itacdénico o hidroxiacidos como acido
glicdlico, hidroxipropidnico o lactico.

A continuacion se describe un modo de realizacién de produccion de un coctel enzimatico util para la hidrdlisis de
lignocelulosa. Las cepas de hongos filamentosos, preferentemente Trichoderma, mas preferentemente T. reesei,
capaces de expresar al menos un polipéptido de acuerdo con la invencién se cultivan en fermentadores, en
presencia de un sustrato carbonado, tal como lactosa o glucosa, seleccionado para el crecimiento del
microorganismo. En un modo de realizacion, este sustrato carbonado, de acuerdo con su naturaleza, se introduce en
el fermentador antes de la esterilizacion o se esteriliza por separado y se introduce en el fermentador después de la
esterilizacion de este ultimo para obtener una concentracion inicial de 20 a 35 g/l.

Posteriormente se afiade una solucidon acuosa que contiene el sustrato seleccionado para la produccion de las
enzimas. Una composicion enzimatica que actla sobre la biomasa lignoceluldsica producida por los hongos se
recupera finalmente por filtracion del medio de cultivo. En esta composiciéon, se encuentran, en particular, B-
glucosidasa, exoglucanasa y endoglucanasa de acuerdo con la invencion. En un modo de realizacion, la solucién
acuosa que contiene el sustrato seleccionado para la produccion de las enzimas se prepara a una concentracion de
200-250 g/l y contiene ademas un sustrato inductor tal como lactosa. Esta solucién acuosa se inyecta después del
agotamiento del sustrato carbonado inicial a fin de proporcionar una cantidad optimizada, comprendida entre 35 y 45
mg/g de células ("fed batch" (proceso semicontinuo)). Durante esta fase de "proceso semicontinuo”, la concentracion
residual de azucar en el medio de cultivo es inferior a 1 g/l y las enzimas que actlan sobre la biomasa
lignocelulésica son secretadas por el hongo. Estas ultimas pueden recuperarse por filtracion del medio de cultivo.

La invencion tiene por objeto una composicion enzimatica capaz de actuar sobre la biomasa lignocelulésica, siendo
dicha composicién enzimatica es producida preferentemente por hongos filamentosos y comprende al menos un
polipéptido que tiene una actividad endoglucanasa mejorada con respecto a la actividad endoglucanasa de la
proteina salvaje EG2. Por "hongos filamentosos" se entiende especialmente Trichoderma, mas preferentemente T.
reesei.

Finalmente, la invencién tiene por objeto un procedimiento de produccion de biocombustible a partir de biomasa que
comprende las siguientes etapas sucesivas:

- poner suspension en fase acuosa la biomasa que se va a hidrolizar;

- hidrdlisis en presencia de una composicion enzimatica de la biomasa lignocelulésica como se ha descrito
anteriormente para producir un hidrolizado que contiene glucosa;

- fermentacién de la glucosa del hidrolizado para producir un mosto de fermentacion;

- separacion del biocombustible del mosto de fermentacion.

En un modo de realizacién, la biomasa que se va a hidrolizar se pone en suspension en fase acuosa a razén de 6 a
40 % de materia seca, preferentemente 20 a 30 %. El pH se ajusta entre 4 y 5,5; preferentemente entre 4,8y 5,2 y la
temperatura entre 40 y 60 °C, preferentemente entre 45 y 50 °C. La reaccién de hidrdlisis se inicia mediante la
adicion de la composicion enzimatica que actia sobre la biomasa lignocelulésica; la cantidad habitualmente utilizada
es de 10 a 30 mg de proteinas excretadas por gramo de sustrato pretratado o menos. La reaccion dura
generalmente de 15 a 48 horas. La reaccion se controla determinando los azucares liberados, especialmente la
glucosa. La solucion de azicares se separa de la fraccion sdélida no hidrolizada, constituida esencialmente de
lignina, por filtracién o centrifugacién y luego se trata en una unidad de fermentacion.

En un modo de realizacion, el biocombustible puede separarse del mosto de fermentacion, por ejemplo por
destilacion.

Otro objeto de la invencion es un procedimiento de produccién de biocombustible a partir de la biomasa,
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caracterizado por que comprende las siguientes etapas sucesivas:

- poner suspension en fase acuosa la biomasa que se va a hidrolizar;

- adiciéon simultanea de una composicion enzimatica como se ha definido anteriormente y de un organismo
fermentativo, preferentemente a una temperatura comprendida entre 30 °C y 35 °C, para producir un mosto de
fermentacion;

- separacion del biocombustible del mosto de fermentacion.

Preferentemente, la composicién enzimatica y el organismo fermentativo se afaden simultaneamente y luego se
incuban a una temperatura comprendida entre 30 °C y 35 °C para producir un mosto de fermentacion.

De acuerdo con este modo de realizacion, la celulosa presente en la biomasa se convierte en glucosa, y al mismo
tiempo, en el mismo reactor, el organismo fermentativo (por ejemplo, una levadura) convierte la glucosa en el
producto final de acuerdo con un procedimiento de SFS (sacarificacion y fermentacion simultaneas) (Simultaneous
Saccharification and Fermentation) conocido por los expertos en la materia. Dependiendo de las capacidades
metabolicas e hidroliticas del organismo fermentativo, el buen progreso de la operacion puede requerir la adicion de
una cantidad mayor o menor de mezcla celulolitica exégena.

En otro modo de realizacién, el organismo fermentativo también produce el polipéptido objeto de la invencion por
secrecion o en la superficie de su célula, opcionalmente junto con otras enzimas que actian sobre la biomasa
lignocelulésica, limitando o suprimiendo asi la necesidad de enzimas producidas por el hongo filamentoso.
Preferentemente, el organismo fermentativo es una célula huésped como se ha descrito anteriormente.

Por lo tanto, preferentemente, la invencién tiene por objeto un procedimiento de produccidon de biocombustible a
partir de biomasa, que comprende las siguientes etapas sucesivas:

- poner en suspensioén en fase acuosa la biomasa que se va a hidrolizar;

- adicién de una o mas células huésped como se ha descrito anteriormente, con un organismo fermentativo y/o
una composicion enzimatica como se ha descrito anteriormente, para producir un mosto de fermentacion;

- separacion del biocombustible del mosto de fermentacion.

Preferentemente, las células huésped con la composicién enzimatica y/o el organismo fermentativo se afiaden e
incuban posteriormente a una temperatura comprendida entre 30°C y 35°C para producir un mosto de
fermentacion.

El uso del polipéptido de acuerdo con la invencién que presenta una mejor actividad endoglucanasa de acuerdo con
la presente invencién presenta asi la ventaja de obtener un mejor rendimiento de produccién de glucosa. Por lo
tanto, la presente invencién permite utilizar menos enzima que antes, lo que presenta una ventaja desde el punto de
vista econémico.

Descripcion de las figuras

Otros aspectos, objetos, ventajas y caracteristicas de la invenciéon se expondran tras la lectura de la siguiente
descripcién no restrictiva que describe modos de realizacion preferentes de la invenciéon proporcionados mediante
ejemplos y FIGURAS.

La FIGURA 1 es un grafico que representa la hidrdlisis de p-nitrofenil-B-celotriosida (pNPC3) por la
endoglucanasa de referencia EG2 (SEQ ID NO: 2) y los mutantes 222E1 y 225C7 (respectivamente SEQ ID NO:
24 y 26) secretados en el medio de cultivo de las cepas Sca-EG2, Sca-222E1 y Sca-225C7, respectivamente.

La FIGURA 2 es un grafico que representa la hidrdlisis de CMC al 1 % por la endoglucanasa de referencia EG2
(SEQ ID: 2) y los mutantes 222E1 y 225C7 (respectivamente SEQ ID NO: 24 y 26) secretados en el medio de
cultivo de cepas Sca-EG2, Sca-222E1 y Sca-225C7, respectivamente.

La FIGURA 3 es un grafico que representa los resultados de HFS para el coctel resultante de la cepa 146C4/7,
un coctel de referencia producido por la cepa CL847 AEG1 (AEG1) suplementado con B-glucosidasa y otro céctel
de referencia producido por la cepa CL847 AEG1 retransformada con el gen de referencia EG2 (AEG1cEG2)
suplementado con B-glucosidasa.

La FIGURA 4 es un grafico que presenta los resultados de HFS para el céctel de la cepa 222E1/1 (SEQ ID NO:
24) y el coctel resultante de la cepa 225C7/7 (SEQ ID NO: 26), un céctel de referencia producido por la cepa
CL847 AEG1 (AEGH1) suplementado con B-glucosidasa y otro coctel de referencia producido por la cepa CL847
AEGH1 retransformada con el gen de referencia EG2 (AEG1cEG2) suplementado con B-glucosidasa.

La FIGURA 5 es un grafico que presenta los resultados de SFS para el cdctel resultante de la cepa 146C4/7
(SEQ ID NO: 16) y para el coctel resultante de la cepa 191H11/9 (SEQ ID NO 22), un céctel de referencia
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producido por la cepa CL847 AEG1 (AEG1) suplementado con B-glucosidasa y otro coctel de referencia
producido por la cepa CL847 AEGH1 retransformada con el gen de referencia EG2 (AEG1cEG2) suplementado
con B-glucosidasa.

La FIGURA 6 es un grafico que presenta la media de los resultados de SFS para los 3 cdcteles resultantes de las
cepas 222E1/1, 222E1/2 y 222E1/7 (SEQ ID NO: 24) y los resultados para el céctel resultante de la cepa
225C7/7 (SEQ ID NO: 26), un coctel de referencia producido por la cepa CL847 AEG1 (AEG1) suplementado con
B-glucosidasa y otro coctel de referencia producido por la cepa CL847 AEG1 retransformada con el gen de
referencia EG2 (AEG1cEG2) suplementado con B-glucosidasa.

Descripcion detallada de la invencién

Ejemplos

EJEMPLO 1: Evolucion por transposicion en L

La secuencia del gen de endoglucanasa 2 (EG2) de Trichoderma reesei se sometié a un giro de transposicién en L
de acuerdo con el procedimiento patentado descrito en el documento EP1104457B1 con los genes de
endoglucanasa 2 putativa de Botryotinia fuckeliana (gen BF) y la endoglucanasa 2 putativa de Sclerotinia
sclerotiorum (gen SS) que presenta cada uno un 64 % de identidad con el gen de referencia EG2 (SEQ ID NO: 1).

1 - Identificaciéon sistematica de alto rendimiento

Se desarrollé un ensayo de identificacion sistematica de alto rendimiento para seleccionar los mejores clones
resultantes de la transposicion en L, es decir, aquellos con al menos un 20 % de mejora en la actividad
endoglucanasa en comparacion con la enzima de T. reesei.

El ensayo de identificacion sistematica de alto rendimiento se realizd de acuerdo con las siguientes etapas:

- aislamiento en agar de clones de E. coli que expresan las variantes de la enzima recombinante de acuerdo con
la invencion y precultivados en medio LB de dichas colonias durante la noche a 37 °C;

- inoculacién de un medio LB al 6 % con el precultivo y luego incubacién durante 5 h a 37 °C y 17 h a 20 °C;

- centrifugacion durante 10 minutos a 3.000 rpm;

- lisis de las células por adicién de 80 ul de una solucién de lisozima a 1 mg/ml en tampén citrato fosfato 0,1 M a
pH 5;

- incubacién durante 4 h a temperatura ambiente;

- adicién de 80 pl de tampdn citrato fosfato 0,1 M pH 5 que contiene 1 % de carboximetilcelulosa;

- incubacién durante 3 h a 35 °C;

- centrifugacion durante 10 minutos a 3.000 rpm;

- eliminacién de 100 pl de sobrenadante;

- adicién de 100 pl de reactivo DNS;

- incubacion durante 10 minutos a 100 °C y luego durante 5 minutos en hielo;

- lectura de la DO a 540 nm en 120 pl.

En estas condiciones de identificacion sistematica, se ha descubierto una mejora de la actividad endoglucanasa
(aumento de la DO a 540 nm) con respecto a la enzima de referencia EG2 (SEQ ID NO: 2) en los clones 37D12,
45A7, 46H1, 50F10, 108G5, 140F7, 146C4, 149E4, 173C6, 191H11, 222E1, 225C7, 227C4, 229D1, 231C9 y 330F9.

2 - Determinacion de la mejora de la actividad endoglucanasa

2-1/Sobre el sustrato de carboximetilcelulosa (CMC)

Para estimar el kcat de los clones 37D12, 45A7, 46H1, 50F10, 108G5, 140F7, 146C4, 149E4, 173C6, 191H11,
222E1, 225C7, 227C4, 229D1, 231C9 y 330F9 con respecto a las enzimas de referencia, se procede de la siguiente
manera:

- preparacién de un cultivo madre de E. coli que expresa una enzima recombinante de acuerdo con la invencién
durante la noche a 37 °C;

- inoculaciéon de un medio de cultivo LB con 1 % de cultivo madre a 37 °C hasta que se obtiene una densidad
6ptica a 600 nm de 0,4;

- cultivo de dichas células a 20 °C durante 18 h;

- centrifugacion durante 5 minutos a 7.900 rpm;

- resuspension de los residuos celulares con tampon citrato fosfato 0,1 M a pH 5 que contiene 1 mg/ml de lisozima
(D0Osoo final 100);

- incubacion de células resuspendidas durante 30 minutos en hielo;

- lisis de las células por tres ciclos de congelacién/descongelacion;
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fraccionamiento del ADN mediante sometimiento a ultrasonidos durante 3 segundos con una potencia de 5;
centrifugacion durante 30 minutos a 13.000 rpm;

incubacién de 100 ul de sobrenadante de rotura con 100 ul de tampon fosfato citrato 0,1 M a pH 5 que contiene
1 % de CMC durante 1 hora a 35y 50 °C;

eliminacion de 100 ul de reaccion;

adicion de 100 u de reactivo DNS;

incubacién durante 5 minutos a 100 °C;

incubacion durante 3 minutos en hielo;

centrifugacion durante 10 minutos a 3.000 rpm;

lectura de la densidad 6ptica a 540 nm en 150 pl.

De acuerdo con la invencién, el calculo de kcat se realiza de la siguiente manera:

expresion de las DO a 540 nm en funcion de la cantidad de proteina de interés (en nM);

resta del valor del control negativo;

division por el coeficiente del intervalo patron de glucosa (se revelan diferentes cantidades de glucosa con el
DNS);

divisién por el tiempo de reaccion.

La TABLA 2 presenta el valor de los kcat asi como el factor de mejora con respecto a la proteina de referencia EG2
(SEQ ID NO: 2) obtenidos para los clones 37D12, 45A7, 46H1, 50E10, 108G5, 140E7, 146C4, 149E4, 173C6,
191H11, 222E1, 225C7, 227C4, 229D1, 231C9 y 330E9 en las condiciones experimentales del ensayo de actividad
en CMC.

"TABLA 2: Actividad endoglucanasa en CMC

35°C 50°C
Clon Kcat (min'l) Fz:::jz:)rrge Kcat (min'l) F?::;?;ge
37D12 2717,1 2,27 5574,1 2,73
45A7 3183,8 2,66 6500 3,18
46H1 1933,1 1,61 3124,6 1,53
50F10 2864,8 2,39 5284,6 2,59
108G5 2062,2 1,72 4235,5 2,07
140F7 2024 1,69 4079,6 2,00
146C4 1692,3 1,41 3221,5 1,58
Clones de 149E4 3132,9 2,61 5316,8 2,60
transposicion en L 173C6 2472,9 2,06 6596,2 3,23
191H11 3247,8 2,71 5275,3 2,58
222E1 4484,5 3,74 9036,8 4,43
225C7 2778,2 2,32 4026 1,97
227C4 2340,3 1,95 36716 1,80
229D1 27373 2,28 6597 3,23
231C9 2344 1,95 3441,2 1,69
330F9 2172,8 1,81 4222,8 2,07
Proteina de referencia 1199,05 1 2041,7 1

Los resultados muestran mejoras en la actividad enzimatica significativas en comparaciéon con la enzima de
referencia EG2 (SEQ ID NO: 2) para estos clones.

2-2/Sobre el sustrato de celulosa hinchada con acido fosférico (PASC)

La mejora de la actividad de los clones 37D12, 45A7, 46H1, 50F10, 108G5, 140F7, 146C4, 149E4, 173C6, 191H11,
222E1, 225C7, 227C4, 229D1, 231C9 y 330F9 se confirmd en un segundo sustrato: celulosa hinchada con acido
fosférico (PASC).
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La TABLA 3 presenta el valor de los kcat asi como los factores de mejora obtenidos para los clones 37D12, 45A7,
46H1, 50F10, 108G5, 140F7, 146C4, 149E4, 173C6, 191H11, 222E1, 225C7, 227C4, 229D1, 231C9 y 330F9 a
50 °C con respecto a la proteina de referencia EG2 (SEQ ID NO: 2) en las condiciones experimentales del ensayo
de actividad en PASC.

TABLA 3: Actividad endoglucanasa en PASC

50°C
Clon Kcat (min™) F;c;;:)rrge
37D12 4,51 1,12
45A7 5,86 1,45
46H1 6,56 1,62
50F10 5,04 1,25
108G5 8,49 2,10
140F7 7,82 1,94
146C4a 8,12 2,01
Clones de transposicion en L 149E4 >,96 1,48
173C6 5,87 1,45
191H11 8,38 2,07
222E1 5,14 1,27
225C7 5,44 1,35
227CA4 4,76 1,18
229D1 3,91 0,97
231C9 4,62 1,14
330F9 4,3 1,06
Proteina de referencia 4,04 1

Los resultados muestran mejoras en la actividad enzimatica significativas con respecto a la enzima de referencia
EG2 (SEQ ID NO: 2) para estos clones.

2-3/En el substrato Sigmacell

La mejora de los clones 37D12, 45A7, 46H1, 50F10, 108G5, 140F7, 146C4, 149E4, 173C6, 191H11, 222E1, 225C7,
227C4, 229D1, 231C9 y 330F9 también se evalud en un tercer sustrato: Sigmacell. El protocolo de ensayo es el
mismo que el descrito anteriormente con el sustrato CMC. La incubacién con el sustrato tiene lugar durante 24 h a
50 °C.

La TABLA 4 presenta el valor de los kcat asi como los factores de mejora obtenidos para los clones 37D12, 45A7,
46H1, 50E10, 108G5, 140E7, 146C4, 149E4, 173C6, 191H11, 222E1, 225C7, 227C4, 229D1, 231C9 y 330E9 a
50 °C con respecto a la proteina de referencia EG2 (SEQ ID NO: 2) en las condiciones experimentales del ensayo
de actividad en Sigmacell.
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TABLA 4: Actividad endoglucanasa en Sigmacell

50°C
Clon Kcat (min™) anc;pr de
jora
37D12 6,84 1,20
45A7 6,54 1,15
46H1 6,04 1,06
50F10 7,12 1,25
108G5 5,95 1,05
140F7 6,9 1,21
L 146C4 9,3 1,63
Clones de transposicion en L 149E4 571 1,00
173C6 5,85 1,03
191H11 5,99 1,05
222E1 9,16 1,61
225C7 7,16 1,26
227C4 7,22 1,27
229D1 6,25 1,10
231C9 6,46 1,14
330F9 5,99 1,05
Proteina de referencia 5,69 1

Los resultados muestran que la mejora de actividad para los clones 37D12, 45A7, 46H1, 50E10, 108G5, 140E7,
146C4, 149E4, 173C6, 191H11, 222E1, 225C7, 227C4, 229D1, 231C9 y 330E9 es visible con respecto a la enzima
de referencia EG2 (SEQ ID NO: 2) con el sustrato Sigmacell.

Ejemplo 2:

Las variantes 146C4, 191H11, 222E1 y 225C7, asi como el gen de referencia EG2 de T. reesei (SEQ ID NO: 2)
fueron clonados entre el promotor y el terminador cbh1 en el plasmido pUT1040 que contiene un gen de resistencia
a la fleomicina como marcador, utilizando una doble digestién con BamH1/Xhol. Se utilizaron 5 pg de cada vector
para la transformacion de la cepa T. reesei CL847AEG1. Los protoplastos se transformaron de acuerdo con un
método convencional conocido por los expertos en la materia, mediante choque calcico y PEG, con 5 ug de cada
construccién. Los transformantes se seleccionaron en medio selectivo PDA/sacarosa que contenia 30 pg/l de
fleomicina. Después de tres subcultivos sucesivos que permitieron obtener clones puros, se obtuvieron entre once y
quince clones para cada una de las variantes. El conjunto de los clones se cultivd en medio F45 (800 ul de H3PO4
85 %, 4,2 g (NH4)2S04, 0,3 g de MgS04.7H20, 0,75 g de maiz macerado, 1 ml de Oligo Ferment, 6 g de potasio
ftalato, pH 5,8-6) con 5 g/l de glucosa y 10 g/l de sorbosa como sustrato de carbono e inductor. Después de 7 dias
de cultivo a 30 °C, se elimina el sobrenadante y se utiliza el equivalente de 10 mg/l de proteinas medidas por el
método Lowry para un ensayo de actividad en carboximetilcelulosa.

Para las mediciones de actividad, se mezclaron 150 pl de una solucion de CMC al 2 % en tampon citrato 50 mM, pH
4,8, con 150 ul de tampon citrato que contenia 10 mg/l de proteinas. La reaccion se incuba a 50 °C y 35 °C durante
10 min y luego se inactiva al bafio maria hirviendo. Después de la centrifugacién durante 5 minutos, se eliminan 20
ul para realizar una determinaciéon de azucares reductores utilizando acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). La reduccion
de DNS y la formacién de acido 3-amino-5-nitrosalicilico se controlan mediante la lectura de absorcién a 540 nm, y
los azucares reductores se cuantifican utilizando un intervalo de glucosa.

La TABLA 5 resume las actividades (expresadas en uymol equivalente glucosa/mg de proteina/min) obtenidas para

los mejores clones para cada variante. El valor para la cepa AEG1 transformada con el gen EG2 nativo (AEG1cEG2)
es una media de los cuatro mejores clones.

11
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TABLA 5: Actividad endoglucanasa en CMC

actividad especifica relacion actividad relacion
clon a50°C variante/AEG2cEG2 a especifica a 30 °C | variante/AEG2cEG2
(umol/mg/min) 50 °C (umol/mg/min) a35°C
AEG§°EG 10,8+ 1,8 8,6+22

191H11/2 231+1,8 2,1 99+28 1,2
191H11/9 21,9 4,0 2,0 10,8+ 1,6 1,3
191H11/12 174+£04 1,6 97+20 1,1
146C4/1 12,0 £1,1 1,1 85+0,7 1,0
146C4/6 11,7+0,4 1,1 86+1,2 1,0
146C4/7 16,1+ 1,1 1,5 11,9+£3,2 1,4
222E1/1 21,4+0,8 2,0 13,9+3,3 1,6
222E1/2 18,3+1,3 1,7 13,714 1,6
222E1/4 13,5+0,6 1,3 10,4 +0,8 1,2
222E1/7 16,2+1,3 1,5 11,4+0,3 1,3
225C717 11,4 +0,1 1,1 10,3+3,3 1,2
225C7/9 147+04 1,4 81+14 0,9

Para cada variante, al menos un clon posee una actividad de CMCasa superior a la cepa AEG1cEG2 a 35°C 0 a
50 °C, los mejores clones muestran dos veces mas actividad que la cepa AEG1cEG2.

Ejemplo 3: Expresion recombinante de endoglucanasa de referencia EG2 y variantes 222E1 y 225C7 en
Saccharomyces cerevisiae

1- Produccién de la proteina de referencia endoglucanasa de referencia EG2 y su variante 222E1 en el medio
extracelular

El gen de endoglucanasa de referencia EG2 de Trichoderma reesei (SEQ ID NO: 1) y los genes de las variantes
222E1 y 225C7 (SEQ ID NO: 23 y 25, respectivamente) se clonaron sin su péptido sefial en el vector pESC-
LeuaAmyc (CNRS-CERMAYV). Esta construccion permite la expresion de las proteinas en el medio de cultivo de la
cepa Saccharomyces cerevisiae EBY 100, auxétrofa para leucina y triptéfano (Boder ET y Wittrup KD, Biotechnol
Prog, 1998, 14: 55-62). Este plasmido permite colocar la expresion de genes bajo el control del promotor GAL1
inducible a galactosa, y posee el gen marcador de seleccion de la auxotrofia (Leu2) que permite la seleccion de
transformantes.

La transformacion de Saccharomyces cerevisiae EBY100 se llevé a cabo de acuerdo con los métodos
convencionales conocidos por los expertos en la materia (transformacién de levaduras por choque térmico y acetato
de litio). Los transformantes se seleccionaron en medio YNB 0,67 %-Glc 2 %-Trp 0,01 %.

Se utilizé un transformante para cada gen (Sca-EG2, Sca-222E1 y Sca-225C7) para sembrar 15 ml de un medio
minimo YNB 0,67 %-Glc 2 %-SD-Trp 0,01 %. SD es una mezcla de aminoacidos (40 mg/l de adenina sulfato, 20 mg/I
de L-arginina, 100 mg/I de acido L-aspartico, 100 mg/l de acido L-glutamico, 20 mg/l de L-histidina, 30 mg/I de L-
lisina, 20 mg/l de L-metionina, 50 mg/l de L-fenilalanina, 375 mg/l de L-serina, 200 mg/I de L-treonina, 30 mg/l de L-
tirosina, 150 mg/l de L-valina y 20 mg/l de uracilo). Después de 24 h de precultivo a 30 °C con agitacion a 220 rpm,
se inocularon las tres cepas Sca-EG2, Sca-222E1 y Sca-225C7 (DOsoo de 0,5) 150 ml de medio YNB 0,67 %-Gal
2 %-SD-Trp 0,01 %. Los cultivos se incubaron a 25 °C con agitacion a 220 rpm. Después de 8 h de incubacion, se
afadieron 6 ml de citrato de sodio a pH 5,6 a cada cultivo para estabilizar el pH a 5.

Después de 4 dias de incubacion, se eliminaron 20 ml de cultivo. El sobrenadante del cultivo se obtuvo después de
la centrifugacion a 3.000 g a 4 °C durante 5 minutos.

2- Determinacion de la actividad endoglucanasa en p-nitrofenil-B-celotriosida

La actividad endoglucanasa de los sobrenadantes de cultivo se midié por hidrdlisis del sustrato pNPC3 en un
volumen de 450 pl en las siguientes condiciones:

- 50 mM de tampdn de citrato a pH 5

- 2mMde pNPC3

- 56,3 pl del sobrenadante de cultivo de las cepas Sca-EG2, Sca-221E1 y Sca-225C7
- incubacion a 35 °C durante 6 h.

La reaccién se detuvo mediante la adiciéon de 100 pl de carbonato de sodio 1 M a 100 pl de reaccién de hidrdlisis. La

concentracion de para-nitrofenol (pNP) liberada por hidrdlisis de pNPC3 se determiné midiendo la absorbancia a 415
nm en comparacion con un intervalo patron de para-nitrofenol (lineal de 0,36 uM a 360 uM).
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Los resultados de la FIGURA 1 muestran que la cepa Sca-222E1 posee una actividad endoglucanasa mejorada con
un factor 1,6 en comparacion con la cepa Sca-EG2 que expresa la enzima de referencia EG2 (SEQ ID NO: 2). La
cepa Scoa-225C7 demuestra, por su parte, menos eficacia para la hidrélisis de este sustrato.

3- Determinacion de la actividad endoglucanasa en carboximetilcelulosa

La actividad endoglucanasa de los sobrenadantes de cultivo se midi6 por hidrdlisis de carboximetilcelulosa (CMC) en
un volumen de 700 pl en las siguientes condiciones:

- 50 mM de tampén citrato a pH 5

- 1%deCMC

- 210 pl de sobrenadante de cultivo de cepas Sca-EG2, Sca-222E1 y Sca-225C7 dializadas contra el tampodn
citrato 50 mM pH 5 en membrana de 10 kDa y concentrados dos veces

- incubacioén a 35 °C durante 24 h.

La reaccién se detuvo mediante la adicién de 150 pl de reactivo DNS a 100 pl de reaccioén de hidrdlisis. Después de
un calentamiento durante 5 minutos a 100 °C y enfriamiento en hielo, la cantidad de azlcares reductores liberados
se determind midiendo la absorbancia a 550 nm en comparacién con un intervalo patrén preparado con glucosa.

Los resultados de la FIGURA 2 indican que la cantidad de azucares reductores liberados por la accion de las
variantes de las cepas Sca-222E1 y Sca-225C7 es mayor que con la cepa Sco-EG2. Por lo tanto, después de 1 h
de hidrdlisis de la CMC, el factor de mejora a 35 °C en este sustrato es de 3,5 para Sca-222E1 y 2,6 para Sca-
225C7 con respecto a Sca-EG2. Mas alla de este tiempo de incubacion, la CMC continta hidrolizandose por las dos
variantes mientras que la velocidad de reaccion se vuelve practicamente cero en presencia de la proteina de
referencia EG2 (SEQ ID NO: 2).

Ejemplo 4: Produccién de enzimas por T. reesei en matraces alimentados

Las cepas de referencia y las que presentan la mejor actividad en CMC (CL847, AEG1, AEG1cEG2, 146C4/7,
191H11/9, 222E1/1, 222E1/2, 222E1/7, 225C7/7) se cultivaron en matraces Erlenmeyer de 250 ml. 55 ml de medio
F45 (10 g/l de tampon dipotasio ftalato pH 6, 4,2 g/l (NH4)2SO4, 300 mg/l de MgS04.7H20, 150 mg/l de CaCl2.2H20,
1,5 g/l de maceracion del maiz, 0,07 % de acido ortofosforico, 5 mg/l de FeSOs, 1,4 mg/l de MnSO4, 1,4 mg/l de
ZnS04, 3,7 mg/l de CoCl2 y 12,5 g/l de glucosa) se siembran y agitan a 150 rpm y 30 °C. La produccion se realiza en
dos fases: una fase continua en glucosa y una fase discontinua en lactosa. Los muestreos regulares permiten
determinar el momento en el que la concentracion de glucosa cae por debajo de 3 g/l. En este estadio, se inicia un
suministro semicontinuo con una bomba de jeringa (6 vias). Los cultivos se suministran con una solucién de 50 g/l
de lactosa y 0,3 % de NHs a un caudal de 40 mg de azicar/g de biomasa por hora. Se toman muestras diarias para
determinar el pH, el peso en seco y la concentracion de proteinas en el sobrenadante. Después de 5 dias de cultivo
semicontinuo, el cultivo se filtra a través de un filtro de 0,45 ym y el sobrenadante se congela.

La concentracion final de proteinas se encontraba en el orden de 3 a 4 g/I. Si la concentracion era inferior a 3 g/l, los
sobrenadantes se concentraron en una columna (Vivaspin MWCO05, Sartorius).

Ejemplo 5: Eficacia de las enzimas resultantes de la transposicion en L en la hidrélisis de la biomasa
lignocelulésica de acuerdo con un procedimiento HFS

El sustrato de referencia utilizado es una paja de trigo que se ha sometido a un pretratamiento por explosion de
vapor (19 bar - 3 minutos) después de la impregnacion acida al 0,01 % de H2SO4 durante 10 horas, que se ha
lavado, neutralizado a pH 5, prensado, secado. Sus caracteristicas se presentan en la Tabla 9.

Tabla 6: Composicion de la paja utilizada para el ensayo de hidrélisis

Composicion % m/m
SIA 97,52
Contenido en cenizas 5

Celulosa 51,7
Xilanos corregidos 3,57
Hemicelulosa 4,14

Lignina de Klason (sobreestimada) | 36,49
Acetil 0,6

Las hidrdlisis se llevaron a cabo al 10 % de materia seca m/m, o en un equivalente al 5,4 % de celulosa m/m.

La tasa de proteinas se fija a 10 mg/g de materia seca o aproximadamente 19 mg/g de celulosa. La concentracion
de coécteles enzimaticos se midid por el método Lowry utilizando ASB como referencia. Cada céctel se suplementé
con actividad B-glucosidasa con un maximo de 120 * 2 IU/g de celulosa, afiadiendo B-glucosidasa SP188
(Novozymes).
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Los ensayos se llevan a cabo en tubos Eppendorf de 2 ml utiles (1g de reaccién) que contienen:
- 0,11 £ 0,001 g de sustrato de paja lavada

- 0,9 £ 0,02 ml de medio de reaccién de hidrdlisis compuesto de tampdn acetato 50 mM - pH 4,8 y cloranfenicol
(0,05 g/l

- entre 0,1y 0,2 + 0,02 g de coctel enzimatico en funcién de su tasa de proteinas.

Las hidrolisis enzimaticas se llevan a cabo a 45 + 2 °C bajo agitacion tipo vortex a 900 rotaciones por minuto en un
Thermomixer Comfort Eppendorf.

Todas los ensayos se llevan a cabo por duplicado con tiempos de muestreo fijados a t 24, 48 y 96 horas, algunos de
los cuales se muestrean a t 72 horas.

En cada tiempo de muestreo, los hidrolizados se escaldan durante 5 minutos en los tubos Eppendorf sacrificados.
Estos tubos se enfrian y centrifugan. La determinacién de glucosa se realiza por HPLC. Paralelamente, los residuos
sélidos de cada tubo Eppendorf se lavan y se centrifugan 3 veces antes de secarse a 105 °C durante 24 horas para
evaluar los SIA (sdlidos insolubles en agua). El célculo del rendimiento de la hidrdlisis se realiza teniendo en cuenta
los SIA.

Los cocteles resultantes del ejemplo 4 fueron evaluados. Se llevan a cabo dos ensayos de control con cdocteles de
referencia también suplementados con B-glucosidasa para comparacion: un coctel producido por la cepa CL847
AEG1 (AEG1) y un coctel producido por la cepa CL847 AEGH1 retransformada con el gen de referencia EG2
(AEG1cEG2).

La FIGURA 3 presenta los resultados de HFS para el céctel resultante de la cepa 146C4/7 (SEQ ID NO: 16).

Los resultados presentados en la FIGURA 3 muestran que la velocidad inicial de hidrdlisis del céctel producido por la
variante 146C4 es superior a la de los cécteles de referencia AEG1 y AEG1cEG2. El rendimiento final de la hidrdlisis
también es superior al de los cdcteles de referencia AEG1 y AEG1cEG2.

La FIGURA 4 presenta los resultados de HFS para el céctel resultante de la cepa 222E1/1 (SEQ ID NO: 24) y el
coctel resultante de la cepa 225C7/7 (SEQ ID NO: 26).

Los resultados presentados en la FIGURA 4 muestran que las velocidades iniciales de hidrélisis de los cécteles
producidos por la variante 222E1 y la variante 225C7 son superiores a las de los cocteles de referencia AEG1 y
AEG1cEG2. Los rendimientos finales de hidrdlisis también son superiores a los de los cécteles de referencia AEG1 y
AEG1cEG2.

Ejemplo 6: Eficacia de las enzimas en la hidrdlisis de biomasa lignocelulésica de acuerdo con un
procedimiento SFS

El sustrato utilizado es el mismo que el descrito en la TABLA 6 (Ejemplo 4).
Las SFS se realizan por triplicado en reactores de laboratorio. Se constituyen de los siguientes elementos:

- un frasco de vidrio de 30 ml de volumen util;

- un tapon de seguridad de poliéter éter cetona (Peek);

- una valvula unidireccional DV-118 comercializada por la sociedad Vaplock fijada a través del tapén. La valvula
esta configurada para abrirse cuando la presion relativa en la botella es superior a 70 mbar;

- un tubo hueco de polipropileno, unido a través de un segundo que atraviesa el tapon y equipado en el extremo
inferior de dicho tubo con un septo;

- unajunta plana dispuesta entre el cuello del frasco y el tapon.

El principio de implementacion de los biorreactores es el siguiente: el CO2 producido durante la fermentacion
etandlica se acumula en el cielo sobre el medio de reaccion que causa por acumulacién un aumento en la presion en
el biorreactor (Pg). Cuando Pc es superior a la presion de apertura de la valvula unidireccional (Ps), ésta se abre
para liberar una cantidad de gas que por ejemplo se determina mediante pesaje. Cuando Ps < Ps, la valvula se
cierra hasta que Pc sea superior a Ps. Por lo tanto, el biorreactor en funcionamiento todavia esta bajo presion para
proporcionar un medio anaerébico estable para la fermentacién. La cantidad de etanol producida se evalla por la
produccién de CO: estimada por la pérdida de peso a partir de la siguiente ecuacion estequiométrica de
fermentacioén de glucosa en etanol:

CeH1206 (glucosa)— 2 CO2 + 2 CH3CH20H (etanol) + energia
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El medio de cultivo utilizado para SFS es un medio acuoso que comprende:

- untampodn acetato 50 mM para pH 5;
- cloranfenicol a 0,1 g/l;
- medio nutritivo con 3 g/l de KH2PO4, 2 g/l de (NH4)2S04, 0,4 g/l de MgSOs4, 7H20 y 1 g/l de extracto de levadura.

Las SFS se prepararon con 10 £ 0,01 % m/m de materia seca o un equivalente de 5,4 % de celulosa m/m para una
masa de reaccion total de 15 + 0,003 g. La tasa de proteinas se fija en 10 + 0,01 mg de celulasas por gramo de
materia seca, o aproximadamente 19 mg/g de celulosa. La concentracion de cécteles enzimaticos se midié por el
método de Lowry utilizando ASB (albumina sérica bovina) como referencia. Cada céctel se suplementd con actividad
de B-glucosidasa a un maximo de 120 + 2 1U/g de celulosa, afiadiendo B-glucosidasa SP188 (Novozymes).

La levadura de fermentacion de azucares (Saccharomyces cerevisiae, cepa de etanol rojo, Fermentis, Francia) se
anade al medio para obtener un contenido de 2 + 0,1 g/kg.

Se afaden enzimas y levaduras a los biorreactores después de una hora de acondicionamiento de la paja de trigo
pretratada a 35 °C con el tampdn, cloranfenicol y medio de cultivo.

La reaccién de SFS se realiza a una temperatura de aproximadamente 35 °C, colocando el biorreactor de laboratorio
en una incubadora tipo INFORS Multitron HT Standard con una velocidad de rotacién orbital de 150 rpm.

Con el tiempo, la pérdida de masa se control6 mediante el pesaje de los biorreactores. Al final de la reaccion, el
mosto de fermentacién se calienta a 100 °C durante 5 minutos, se enfria y se centrifuga para separar las materias
soélidas no hidrolizadas del zumo de fermentacion. Este ultimo se analiza luego por cromatografia en fase gaseosa
para determinar su concentracion de etanol.

Se evaluaron los cécteles del ejemplo 4. Dos ensayos de control se llevan a cabo con cécteles de referencia también
suplementados con B-glucosidasa para la comparacion: un producto con la cepa CL847 AEG1 (AEG1) y uno con la
cepa CL847 AEG1 retransformada con el gen de referencia EG2 (AEG1cEG2).

La FIGURA 5 presenta los resultados de SFS para el coctel resultante de la cepa 146C4/7 y para el coctel resultante
de la cepa 191H11/9 (SEQ ID NO 22):

Los resultados presentados en la FIGURA 5 muestran que los progresos (producciones de etanol para la misma
dosis de enzimas) de SFS en 100 horas para el coctel que expresa endoglucanasa 146C4 y el coctel que
expresa endoglucanasa 191H11 son superiores a los de los cocteles de referencia AEG1 y AEG1cEG2.

La FIGURA 6 presenta los resultados de SFS para los 3 cocteles resultantes de las cepas 222E1/1, 222E1/2 y
222E1/7 (media de los resultados obtenidos con las 2 variantes) y para el coctel resultante de la cepa 225C7/7.

Los resultados presentados en la FIGURA 6 muestran que los progresos de SFS en 100 horas para el coctel que
expresa la endoglucanasa 222E1 y el céctel que expresa la endoglucanasa 225C7 son equivalentes y superiores a
los de los cocteles de referencia AEG1 y AEG1cEG2.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> IFPEN

<120> VARIANTES DE LA ENDOGLUCANASA CON ACTIVIDAD MEJORADA Y SUS USOS

<130> BFF130

<160> 38

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 1257

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 1
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atgaacaagt ccgtggctcc attgctgett gecagocgtcca tactatatgg cggcegecogcet 60
gcacagcaga ctgtctgggg ccagtgtgga ggtattggtt ggageggace tacgaattgt 120
gctcctgget cagettgttc gaccctcaat ccttattatg cgcaatgtat tccgggagec 180
actactatca ccacttcogac coggecacea teooggtacaa ccaccaccac cagggoetace 240
teaacaaget catcaactee accocacgage teoetggggtoe gatttgeocgg cgttaacate 300
gegggttttg actttggetg taccacagat ggcacttgog ttacctegaa ggtttatect 360
ccgttgaaga acttcaccgg ctcaaacaac taccccgatg gcatcggcoca gatgcagcac 420
ttcgtocaacg acgacgggat gactattttc cgottacctyg toggatggea gtacctogte 480
aacaacaatt tgggcggcaa tcttgattcc acgagcattt ccaagtatga tcagettgtt 540
caggggtgee tgtctotggg cgeatactge ategtegaca tecacaatta tgetegatgg 600
aacggtggga teattggtca gggeggecet actaatgete aattcacgag cotttggteg 660
cagttggcat caaagtacge atctcagteg agggtgtggt teggeatcat gaatgagece 720
cacgacgtga acatcaacac ctgggctgec acggtccaag aggttgtaac cgcaatcocgce 780
aacgctggtg ctacgtcgoca attcatctct ttgcctggaa atgattggeca atctgetggg 840
gctttcatat ccgatggcag tgcagccgec ctgtctcaag tcacgaaccc ggatgggtca 900
acaacgaatce tgatttttga cgtgcacaaa tacttggact cagacaacte cggtactcac 960
goecgaatgta ctacaaataa cattgacgge geocttttete cegettgeocac ttggoteega 1020
cagaacaatc geocaggcotat cctgacagaa accggtggtg geaacgttea gtectgeata 1080
caagacatgt gccagcaaat ccaatatctc aaccagaact cagatgtcta tettggeotat 1140
gttggttggg gtgccggatc atttgatagc acgtatgtcocc tgacggaaac accgactgge 1200
agtggtaact catggacgga cacatccttg gtcagctcegt gtctagcaag aaagtag 1257

<210> 2

<211>418

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 2
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atgaacaagt

goacageaga

geteotgget
actactatea
teaacaaget
goegggttttyg
ccgttgaaga
ttegtcaacg
aacaacaatt
caggggtgec
aacggtggga
cagttggcat
cacgacgtga
aacgctggtg
gettteatat
acaacgaate
gecgaatgtyg
gcaaacggteoc
acatatttgt

attggttggt
agtggtaact
<210> 4

<211>418
<212> PRT

cegtggetee

ctgtetgggyg

cagettgtte
ccacttegac
catcaactee
actttggcety
acttcaccgy
acgacgggat
tgggcggeaa
tgtetetggg
teattggtea
caaagtacgc
acatcaacac
ctacgtcgea
cogatggeag
tgatttttga
taacaaataa
geccaggetat
gccagcaagt
ctgccggatc

catggacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 37D12

<400> 4
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attgetgett

ccagtgtgga

gacceteaat
ceggecacea
acccacgage
taccacagat
ctcaaacaac
gactattttc
tettgatteo
egeatactge
gggcggecet
atctcagtcg
ctgggetgee
attcatctct
tgragecgee
cgtgeacaaa
cattgacgee
cctgagcgaa
tgcttatcte
atttgatage

cacatccttg

geagegteoca

ggtattggtt

cettattatyg
tecggtecaa
tetggggtee
ggcacttgog
taccccgatyg
cgcttaccty
acgageattt
ategtegaca
actaatgete
agggtgtggt

acggtccaag

ttgcctggaa
ctgteteaag
tacttggact
gectttgeac
acoggtggty
aacgcaaact
acgtatattc

gteagecteogt

19

tactatatgg

ggagcggace

cgcaatgtat
ccadeaccad
gatttgecgy
ttacctcgaa
gcatcggeca
tcocggatggeca
ccaagtatga
tecacaatta
aattcacgag
tcggcatcat
aggttgtaac
atgattggca
teacgaaced
cagacaacte
egottgocac
gcaacaccgc
cagatgtcta
tgacggaaac

gteotageoaag

cggegeaget

tacgaattgt

toeegggagee
cagggctace
cgttaacate
ggtttatcct
gatgcagcac
gtaccteogtce
tocagettgtt
tgetegatgyg
cetttggtoeg
gaatgagccc
cgcaatccge
atctgctggg
ggatgggtca
cggtactcac
ttggcteocga
gtoctgocag
tcttggetat
accgaatggc

aaagtag

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1257



ES 2 682 520 T3

Met Asn Lys Ser Val Ala Pro
1 5

Gly Gly Ala Ala Ala Gln Gln
20

Gly Trp Ser Gly Pro Thr Asn
35

Leu Asn Pro Tyr Tyr Ala Gln

Leu Leu Leu Ala Ala Ser
10

Thr Val Trp Gly Gln Cys
25

Cys Ala Pro Gly Ser Ala
40 45

Cys Ile Pro Gly Ala Thr

20

Ile Leu Tyr
15

Gly Gly Ile
30

Cys Ser Thr

Thr Ile Thr



Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asn

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Ala

50

Ser

Thr

Val

Val

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Asn

Ala
290

Thr

Ser

aAsn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Leu

His

195

Thr

Ala

val

Ile

Asp

275

Leu

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

Pro

Ser

85

Ala

Lys

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Aszn

Gln

Gln

ES 2 682 520 T3

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

Val

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr
295

Gly

Pro

Agp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Asp

Ser
185

Trp Asn

200

Thr

val

Trp

Ala

Ser

Trp

Ala

Thr
265

Gly Ala

280

Aszn

21

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Met

Val

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

60

Thr

Gly

Thr

Asn

His

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

VvVal

Phe

Ser

Ser
300

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

Val

Tyr

Ser

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

VvVal

255

Leu

Ser

Azn

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Asp

Val

160

Tyr

Val

Gly

Ser

Pro

240

val

Pro

Ala

Leu



10

Ile
305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ala

385

Ser

Arg

<210>5
<211> 1260
<212> ADN

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu

370

Gly

Gly

Lys

Asp

Cys

Leu

Asn

355

Asn

Ser

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 45A7

<400> 5

vVal

vVal

Arg

340

Thr

Ala

Phe

Ser

His

Thr

325

Ala

Ala

Asn

Asp

Trp
405

ES 2 682 520 T3

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Tyr

Asn

Gly

Cys

Asp

375

Thr

Asp

Leu

Ile

Arg

Gln

360

vVal

Tyr

Thr

22

Asp

Asp

Gln

345

Thr

Tyr

Ile

Ser

Ser

Ala

330

Ala

Tyr

Leu

Leu

Leu
410

Asp

315

Ala

Ile

Leu

Gly

Thr

395

vVal

Asn

Phe

Leu

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Ser

Ala

Ser

Gln

365

Ile

Thr

Ser

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

Thr

Leu

335

Thr

vVal

Trp

Asn

Leu
415

His
320

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly

400

Ala



ES 2 682 520 T3

atgaacaagt cegtggeteoe attgeotgett geagoegteoca tactatatgg cggeogeocget 60
gcacagcaga ctgtctgggg ccagtgtgga ggtattggtt ggagcggacc tacgaattgt 120
gotcectgget cagcttgtte gaccctcaat ccttattatg cgcaatgtat tccgggageco 180
actactatca ccacttcgac ccggccacca tcoggtccaa ccaccaccac cagggctace 240
tcaacaaget catcaactoe accocacgage tetggggtoee gatttgecgg cgttaacate 300
gegggttttg actttggetg taccacagat ggeacttgeg ttacctegaa ggtttatect 360
cecgttgaaga acttcaccgg ctcaaacaac taccccgatg geateggeca gatgcageac 420
ttcgtcaacg acgacgggat gactattttc cgeottacectg toggatggea gtacctegte 480
aacaacaatt tgggcggcaa tcttgattcc acgagcattt ccaagtatga tcagottgtt 540
caggggtgce tgtctctggg cgcatactge atcgtcgaca toccacaatta tgctcgatgg 600
aacggtggga teattggtca gggeggeocet actaatgete aattecacgag cetttggteg 660
cagttggcat caaagtacgc atctcagtcg agggtgtggt tcocggcatcat gaatgagecce 720
cacgacgtga acatcaacac ctgggectgec acggtccaag aggttgtaac cgecaatcege 780
aacgctggtg ctacgtcgeca attcatctct ttgoctggaa atgattggea atctgetggg 840
goettteatat cegatggeag tgeageoogoe ctgtotcaag tcacgaacece ggatgggtea 900
acaacgaatce tgatttttga cgtgcacaaa tacttggact cagacaacte cggtactceac 960
gecgaatgtg taacaaataa cattgacgoe goctttgeac cgettgecac ttggoteega 1020
gcaaacggac gccaggctat cctgacagaa acoggtggtg goaacaccge gtcetgocag 1080
acatatttgt gccagcaagt tgcttatctc aacgcaaact cagatgtcta tcttggcetat 1140
attggttggt ctgccggatc atttgatage acgtatatte tgacggaaac accgaatgge 1200
agtggttott caatgacgga ccaagoegttg gtogeggett gtetaactag aacategtag 1260

<210>6

<211> 419

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 45A7

<400> 6

23



Met

Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

vVal

vVal

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr
115

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

vVal

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

85

Ala

Lys

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

vVal

Pro

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asp

Pro
120

24

Leu

vVal

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Leu

10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Phe
125

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser



Asn

Asp

145

Asn

Agp

Asp

Gly

Lysz

225

His

Thr

Gly

Ala

Ile

305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Asn

Ala

290

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu
370

Tyr

Met

Asn

Hisg

195

Thr

Ala

Val

Ile

Aszp

275

Leu

Asp

Cys

Leu

Asn

355

Asn

Pro

Thr

Val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

val

val

Arg

340

Thr

Ala

Azp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

Gln

His

Thr

325

Ala

Ala

Asn

ES 2 682 520 T3

Gly

Phea

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Agn

Ala

Ser

Val

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Ser

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Gly

Cys

Asp
375

Gly

Leu

Trp

200

Thr

Val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

Ile

Arg

Gln

360

Val

25

Gln

Pro

Asp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Thr

Tyr

Met

Val

Ser

170

Leu

Gly

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Ala

330

Ala

TYyr

Leu

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Leu

Gly

Hig

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

Val

Phe

Ser

Ser

300

Asn

Phe

Leu

Cys

Tyr
380

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Ser

Ala

Thr

Gln

365

Ile

val

Tyr

Ser

Cysz

190

Gly

Leu

Agn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Asn

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

Val

255

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

val

Trp

Asp

Val

160

Tyr

Val

Gly

Ser

Pro

240

Val

Pro

Ala

Leu

His

320

Ala

Gly

Ala

Ser



10

15

ES 2 682 520 T3

Ala Gly Ser Phe Asp Ser Thr Tyr Ile Leu Thr Glu Thr Pro Asn Gly

385 390

395

400

Ser Gly Ser Ser Met Thr Asp Gln Ala Leu Val Ala aAla Cys Leu Thr
410

405

Arg Thr Ser

<210>7

<211> 1257

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 46H1

<400> 7

atgaacaagt
gcacagcaga
gocteoctgget
actactatca
tcaacaagcet
gegggttttg
cogttgaaga
tteogtcaacy
aacaacaatt
caggggtgec
aacggtggga
cagttggeat
cacgacgtga
aacgetggtyg
gctttcataa
acaacgaatc
goccgaatgtg
cagaacaatc
caagacatgt
gttggttggy

agtggtaact

<210> 8

cegtggetee
ctgtetgggy
cagcttgtte
ccacttcgac
catcaactcc
actttggetg
acttcacegg
acgacgggat
tgggcggcaa

tgtctctggy

tcattggtca
caaagtacge
acatcaacac
ctacgtegea
ccgatggcag
tgatttttga
tgacaaataa
gocaggetat
gocageaaat
gtgecggate

catggacgga

attgetgett
ccagtgtgga
gaccctcaat
ccggecacca
accoacgagc
taccacagat
ctcaaacaac
gactatttte
tcttgattce
cgcatactge
gggoeggecct
atctcagteg
ctgggctgee
attcateotet
tgcagccgcec
cgtgcacaaa
cattgacacc
cctgacagaa
ccaatatete
atttgatage

cacatccttg

geagegtoca
ggtattggtt
ccttattatyg
tccggtccaa
tetggggtoce
ggcacttgeg
tacccegatyg
cgettacetyg
acgagcattt
atcgtcgaca
actaatgctc
agggtgtggt
acggtcecaag
ttgoctggaa
ctgtctcaag
tacttggact
gcctttgeac
acceggtggty
aaccagaact
acgtatgtec

gtcagctcgt

26

tactatatgg
Jggagcggace
cgcaatgtat
ccaccaccac
gatttgecogg
ttacctegaa
geateggeca
teggatggea
ccaagtatga
tccacaatta
aattcacgag
teggeateat
aggttgtaac
atgattggea
tcacgaaccc
cagacaacte
cgecttgcocac
gceaacgttea
cagatgtcota
tgacggaaac

gtctagcaag

415

cggegoeaget
tacgaattgt
tecogggageco
cagggctacc
cgttaacatce
ggtttatcct
gatgcageac
gtacctogte
tcagcttgtt
tgctogatgyg
cctttggtceyg
gaatgagccece
cgcaatcoege
atetgetggg
ggatgggtca
cggtactcac
ttggctocga
gtectgeata
tottggetat
accgactgge

aaagtag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200

1257



<211> 418
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 46H1

<400> 8

Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asn

Asp

Asp

Asn

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

Val

vVal

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Leu

Hisg
195

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

Val

180

Asn

Val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

85

Ala

Lys

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

vVal

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Pro

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Trp
200

27

Leu

vVal

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Asp

Ser

185

Asn

Leu

10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Met

Val

Ser

170

Leu

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

1585

Thr

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

Hisg

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile
205

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

Val

Tyr

Ser

Cys

130

Gly

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Asp

Val

160

Tyr

Val

Gly



10

Gly Pro Thr
210

Lys Tyr Ala
225

His Asp Val

Thr 2Ala Tle

Gly Asn Asp
275

Ala Ala Leu
290

Ile Phe Asp
305

Ala Glu Cys

Thr Trp Leun

Gly Gly Asn
355

Tyr Leu Asn
370

Ala Gly Ser
385

Ser Gly Asn

Arg Lysg

<210>9

<211> 1257

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 50F10

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

Val

Val

Arg

340

Val

Gln

Phe

Ser

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

Gln

Hisg

Thr

325

Gln

Gln

Asn

Asp

Trp
405

ES 2 682 520 T3

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

vVal

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Asn

Cys

Asp

375

Thr

Asp

Thr

Val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

Ile

Arg

Ile

360

Val

Tyr

Thr

28

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Gln

Tyr

vVal

Ser

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Thr

330

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu
410

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Met

Gly

Thr

395

Val

Ser

220

Ile

vVal

Phe

Thr

Ser

300

Asn

Phe

Leu

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Gln

Met

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Ser

Ala

Thr

Gln

365

Val

Thr

Ser

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

Ala

Glu

vVal

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

Ile

Trp

Thr

Leu
415

Ser

Pro

240

vVal

Pro

Ala

Leu

Hisg

320

Ala

Gly

Gln

Gly

Gly

400

Ala



ES 2 682 520 T3

<400> 9
atgaacaagt ccogtggcteoce attgotgett gcagegtceca tactatatgg cggegecget 60
geacageaga ctgtetgggg ccagtgtgga ggtattggtt ggagoeggace tacgaattgt 120
gctcctgget cagettgttc gaccctcaat cottattatg cgoaatgtat tccgggageco 180
actactatca ccacttcgac ccggccacca tccggtccaa ccaccaccac cagggctacco 240
tcaacaagct catcaactcc acccacgage tctggggtcec gatttgeoegg cgttaacate 300
gegggttttg actttggetg taccacagat ggeacttgeg ttacctegaa ggtttatcct 360
cegttgaaga acttcaccgy ctcaaacaac tacccocegatg geatcggeca gatgeageac 420
ttogteoaacyg acgacgggat gactatttte cgettacotg teggatggea gtacetegte 480
aacaacaatt tgggcggcaa tcttgattcc acgagcattt ccaagtatga tcagettgtt 540
caggggtgee tgtctotggg cgeoatactge atcgtcgaca tccacaatta tgcectcgatgg 600
aacggtggga tcattggtca gggcggocct actaatgeote aattcacgag cotttggteg 660
cagttggeat caaagtacge atctcagteg agggtgtggt teggeatceat gaatgageeg 720
cacgacgtga acatcaacac ctgggetgee acggtocaag aggttgtaac cgeaateocge 780
aacgetggtg ctacgtogea attecatetet ttgectggaa atgattggea atcetgetggg 840
gctttcatat ccgatggcag tgcagccgcc ctgtctcaag tcacgaaccc ggatgggtca 200
acaacgaatc tgatttttga cgtgcacaaa tacttggact cagacaactc cggtactcac 960
gccgaatgta ctacaaataa cattgacgge goccttttcte cgettgeocac ttggetcoga 1020
cagaacaatc gocaggetat ceoctgacagaa aceggtggtg geaacgttca gteoctgecag 1080
acatatttgt gocagcaagt tgettatete aacgoaaact cagatgteota tottggeotat 1140
attggttggt ctgceggate atttgatage acgtatgtee tgacggaaac accgactgge 1200
agtggtaact catggacgga cacatccttyg gtcagectcgt gtctagcaag aaagtag 1257

<210> 10

<211> 418

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 50F10

<400> 10

Met Zsn Lyg Ser Val Ala Pro Leu Leu Leu Ala Ala Ser Ile Leu Tyr
1 5 10 15

Gly Gly Ala Ala Ala Gln Gln Thr Val Trp Gly Gln Cys Gly Gly Tle
20 25 30

29



Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asn

Asp

Asp

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

Val

Val

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Asn

Ser

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Leu

His

195

Thr

Ala

Val

Ile

Asp
275

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg
260

Pro

Tyr

Pro

Ser

Ala

Lya

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

ES 2 682 520 T3

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Azn

Ala

Ser

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asp

Pro

120

Gly

leu

Leu

Trp
200

Val

Trp

Ala

Gly
280

30

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Asp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Pro

Thr

Ser

Gly

Leu

Met

Val

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

His

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

val

Phe

Ser

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asp
285

Cys

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

Val

Tyr

Ser

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

val

255

Leu

Ser

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Azp

Val

160

Tyr

val

Gly

Ser

Pro

240

val

Pro

Ala



10

<210> 11

Ala

Ile

305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ala

385

Ser

Arg

<211> 1257
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 108G5

<400> 11

Ala

290

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu

370

Gly

Gly

Lys

Leu

Asp

Cys

Leu

Azn

355

Asn

Ser

Azn

Ser

Val

Thr

Arg

340

Val

Ala

Phe

Ser

Gln

His

Thr

325

Gln

Gln

Asn

Asgp

Trp
405

ES 2 682 520 T3

Val

Lys

310

Asn

Azn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Thr

295

Tyr

Asn

Azn

Cys

Asp

375

Thr

Asgp

Azn

Leu

Ile

Arg

Gln

360

Val

Tyr

Thr

31

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Thr

Tyr

Val

Ser

Asgp

Ser

Gly

330

Ala

Tyr

Leu

Leu

Leu
410

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Leu

Gly

Thr

395

Val

Ser

300

Azn

Phe

Leu

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Thr

Ser

Ser

Thr

Gln

365

Ile

Thr

Ser

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

Azn

Thr

Leu

335

Thr

Val

Trp

Thr

Leu
415

Leu

His

320

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly

400

Ala



10

atgaacaagt
gcacagcaga
goetactgget
actactateca
tcaacaagct
gogggttttg
cocgttgaaga
ttegteaacg

aacaacaatt

caggggtged
aacggtggga
cagttggcat
cacgacgtga
aacgctggtg
gotttcatat
acaacgaatce
geogaatgta
gcaaacggte
caagacatgt
gttggttggg

agtggtaact

<210> 12
<211> 418
<212> PRT

ccgtggeteoe
¢tgtctggygy
cagottbgtte
ccacttegac
catcaactcc
actttggctg
acttcaccgg
acgacgggat

tgggcggeaa

tgtetetggg
tocattggtca
caaagtacge
acatcaacac
ctacgtcgea
ccgatggcag
tgatttttga
ctacaaataa
gecaggetat
gccagcaaat
gtgcoggatc

catggacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 108G5

<400> 12

ES 2 682 520 T3

attgcectgett
ccagtgtgga
gaccctcaat
cdggocacca
acccacgagc
taccacagat
ctcaaacaac
gactatttte

tettgattec

cgeatactge
gggeggeect
atctcagteg
ctgggotgee
attcatctct
tgcagccgece
cgtgcacaaa
cattgacgge
cctgacagaa
ccaatatctce
atttgatage

cacatccttg

gcagcgtcca
ggtattggtt
cottattatg
tecggtcocaa
tctggggteco
ggcacttgeg
taccccgatyg
cgettaceotyg

acgagcattt

ategtegaca
actaatgete
agggtgtggt

acggtccaag

ttgcctggaa
ctgtctcaag
tacttggact
gecttttete
accggtggtyg
aaccagaact
acgtatgteocc

gtcagctcgt

32

tactatatgg
ggagcggace
cgcaatgtat
cdagcaccac
gatttgccgg
ttacctcgaa
gcatcggoca
teggatggea

ccaagtatga

tacacaatta
aattcacgag
teggeateat
aggttgtaac
atgattggeca
tcacgaaccc
cagacaacte
cgettgecac
gcaacgttca
cagatgtcta

tgacggaaac

gtctagcaag

cggegecget
tacgaattgt
tecgyggagee
cagggctace
cgttaacatc
ggtttatcct
gatgcagcac
gtacctogte

teagettgtt

tgctegatgg
cetttggteg
gaatgagcce
cgocaatceoge
atctgctggg
ggatgggtca
cggtactcac
ttggctocga
gtectgceata
tecttggetat

acocgactgge

aaagtag

&0
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200

1257



Met

Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Azn

Gly

Trp

Azn

50

Ser

Thr

Val

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Azn

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile
100

Val

5

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

85

Ala

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Pro

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asgp

33

Leu

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe
105

Leu
10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

20

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

15

Ser

Cys

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asgp
110

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr



Cys

Asgsn

Asp

145

Asn

Asp

Asp

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

aAla

Ile

305

Ala

Thr

Gly

val

Asn

130

Gly

Asgn

Gln

Ile

Pro
210

Tyr

asp

Ala

Asn

Ala

290

Phe

Glu

Trp

Gly

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Leu

His

195

Thr

Ala

Val

Ile

Asp

275

Asp

Cys

Asn
355

Ser

Pro

Thr

Leu

Val

180

Asn

Agn

Ser

Asn

Arg
260

Trp

Ser

Val

Thr

Arg

340

Val

Lys

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

Gln

His

Thr

325

Ala

Gln

ES 2 682 520 T3

val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

val

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Gly

Cys

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

200

Thr

val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

Ile

Arg

Ile
360

34

Pro

Gln

Pro

Azp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

2€5

Ala

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Gln

Leu

Met

Val

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Gly

330

Ala

Asp

Lys

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Met

Asn

His

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

Val

Phe

Ser

Ser

300

Asn

Phe

Leu

Cys

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Ser

Ser

Thr

Gln
365

Thr

Val

Tyr

Ser

Cys

190

Gly

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

Ile

Ser

Asp

val

160

Tyr

Val

Gly

Ser

Pro

240

val

Pro

Ala

Leu

His

320

Ala

Gly

Gln



ES 2 682 520 T3

Tyr Leu Asn Gln Asn Ser Asp
370 375

Val Tyr Leu Gly Tyr
380

Val Gly Trp Gly

Ala Gly Ser Phe Asp Ser Thr
385 390

Tyr Val Leu Thr Glu
395

Thr Pro Thr Gly
400

Ser Gly Asn Ser Trp Thr Asp Thr Ser Leu Val Ser Ser Cys Leu Ala

35

405 410 415
Arg Lysg

<210> 13

<211> 1257

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 140F7

<400> 13
atgaacaagt ccgtggctoce attgctgett gecagegtcca tactatatgg cggcgecget 60
gcacagcaga ctgtctgggyg ccagtgtgga ggtattggtt ggagecggacc tacgaattgt 120
goetactgget cagettgtte gaccctecaat cettattatg cgeaatgtat tecgggagece 180
actactateca ccacttegac ceggocacea tecggtocaa ccaccaccac cagggetace 240
tcaacaaget catcaactee acccacgage tetggagtee gatttgeegyg cgttaacate 300
gogggttttg actttggetyg taccacagat ggcacttgeg ttacctcgaa ggtttatect 360
ccgttgaaga acttcaccgyg ctcaaacaac taccccgatg gocatcggcoca gatgcoagceac 420
ttcgtcaacg acgacgggat gactattttc cgcttacctyg tocggatggca gtacctogtce 480
aacaacgttt tgggoggeac acttgattece aacaattteg caacctatga ttcacttgtt 540
caggggtgee tggeaacagg cgcaagttge atcattgaca tecacaatta tgctegatgg 600
aacggtggga tcattggtcea gggcggecet actaatgete aattcacgag cetttggteg 660
cagttggcat caaagtacgc atctcagtcg agggtgtggt tcocggecatcat gaatgagecc 720
cacgacgtga acatcaacac ctgggctgcc acggtccaag aggttgtaac cgcocaatcegce 780
aacgctggtg ctacgtcgeca attcatctct ttgectggaa atgattggca atctgetggy 840
gettteatat cegatggeag tgeagecgee ctgtetcaag tcacgaacece ggatgggtca 800
acaacgaate tgatttttga cgtgcacaaa tacttggact cagacaacte ceggtacteac 960
gecgaatgta ctacaaataa cattgacgge gecttttete cgettgecac ttggetecga 1020
cagaacaatc gccaggctat cctgacagaa accggtggtyg gcaacgttca gtcctgcata 1080



10

caagacatgt gccagcaaat ccaatatctc aaccagaact cagatgtcta tcttggeotat
gttggttggg gtgccggatc atttgatagec acgtatgtce tgacggaaac accgactgge

agtggtaact catggacgga cacatccttg gtcagctegt gtctagcaag aaagtag

<210> 14

<211> 418

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 140F7

<400> 14

ES 2 682 520 T3

36

1140

1200

1257



Met

Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Azn

Asgp

145

Asn

Asp

Azn

Gly

Trp

Azn

50

Ser

Thr

Val

Val

Azn

130

Gly

Asn

Ser

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Azn

Thr

115

Tyr

Met

Val

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

Val
130

Val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

g5

Ala

Lys

Asgp

Ile

Gly

165

Gln

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Gln

Azn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Thr

Cys

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asgp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

37

Leu

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Ala
185

Leu
10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Met

Val

Ser

170

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

155

Asn

Gly

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

His

140

Trp

Asn

Ala

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Phe

Ser

Ile

Gly

Cys

Thr

Arg

Arg

Asgp

110

Thr

Val

Tyr

Ala

Cys
190

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Azn

Leu

Thr

175

Ile

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Asp

Val

160

Tyr

Ile



5

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Ala

Ile

305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ala

385

Ser

Arg

<210> 15
<211> 1257
<212> ADN

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Azn

Ala

290

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu

370

Gly

Gly

Lys

His

185

Thr

Ala

Val

Ile

Asgp

275

Leu

Asp

Cys

Leu

Azn

355

Azn

Ser

Azn

Asn

Azn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

val

Thr

Arg

340

Val

Gln

Phe

Ser

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Azn

Gln

Gln

His

Thr

325

Gln

Gln

Azn

Asp

Trp
405

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

Val

Lys

310

Azn

Asn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Azn

Asn

Cys

Aszp

375

Thr

Asgp

Trp

200

Thr

Val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Ile

Arg

Ile

360

Val

Tyr

Thr

38

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Asgp

Gln

345

Gln

Tyr

Val

Ser

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Gly

330

Ala

Asgp

Leu

Leu

Leu
419

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Met

Gly

Thr

385

Val

Ile

Ser

220

Ile

Val

Phe

Ser

Ser

300

Azn

Phe

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asgp

285

Thr

Ser

Ser

Thr

Gln

365

Val

Thr

Ser

Gly

Azn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

Gln

Ala

Glu

Val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

Ile

Trp

Thr

Leu
415

Gly

Ser

Pro

240

Val

Pro

Ala

Leu

His

320

Ala

Gly

Gln

Gly

Gly

400

Ala



10

15

20

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 146C4

<400> 15

atgaacaagt
gcacagcaga
gotdetgget
actactatca
tcaacaaget
gogggttttg
cocgttgaaga
ttcegtcaacg
aacaacaatt
caggggtgece
aacggtggga
cagttggcat
cacgacgtga
aacgctggtg
gettteatat
atcacgaatce
cttgaatgtyg
cagaacaatc
caagacatgt
gttggttggy

agtggtaact

<210> 16
<211>418
<212> PRT

ccgtggeteoc
ctgtctgggy
cagettgtte
ceacttegac
catcaactee
actttggctyg
acttcaccgyg
acgacgggat
tgggeggcaa
tgtetetggg
tecattggtea
caaagtacgc
acatcaacac
ctacgtcgca
cegatggeag
tgatttttga
tgacaaataa
gccaggctat
gccagcaaat
gtgeccggatce

catggacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 146C4

<400> 16

ES 2 682 520 T3

attgectgett
ccagtgtgga
gacectcoaat
coggocacoa
acceacgage
taccacagat
ctcaaacaac
gactattttc
tettgattea
cgcatactge
gggeggeact
atctcagtcg
ctgggectgec
attcatctct
tgcagoegoe
cgtgcacaaa
cattgacgge
cctgacagaa
ccaatatctce
atttgatagc

cacatecttyg

geagcgtcca
ggtattggtt
dettattatg
teceggtocaa
tetggggtec
ggcacttgog
taccccgatg
cgcottaccty
acgageattt
atcgtogaca
actaatgete
agggtgtggt

acggtccaag

ttgecctggaa
ctgtcotaaag
tacttggact
geocttttete
accggtggty
aaccagaact
acgtatgtce

gtcoagetogt

tactatatgg
ggagcggace
cgcaatgtat
ccaccaccac
gatttgecgyg
ttacctcgaa
gcatcggcoca
tcggatggea
ccaagtatga
tcegacaatta
aattcacgag
tcggcatcat
aggttgtaac
atgattggca
tecacgaaceoe
cagacaacte
cgettgecac
gcaacgttca
cagatgtcota
tgacggaaac

gtetageoaag

cggcgeogot
tacgaattgt
tecgggagee
cagggcetace
cgttaacate
ggtttatcct
gatgcagcac
gtacctegte
teagettgtt
tgotagatgy
cetttggteg
gaatgagccc
cgcaateccge
atctgctggy
ggatgggaca
c¢ggtactaat
ttggetcoga
gtcctgeata
tettggetat
accgactgge

aaagtag

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

1020
1080
1140
1200

1257

Met Asn lys Ser Val Ala Pro Leu Leu Leu Ala Ala Ser Ile Leu Tyr

1

5

10

39

15



Gly

Gly

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asp

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

Val

Val

Azn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Leu

His

195

Thr

Ala

val

Ile

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

g5

Ala

Lys

Asgp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

ES 2 682 520 T3

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Trp

200

Thr

Val

Trp

Ala

40

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Asp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Met

Val

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

15

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Gln

Ser

Ala

60

Gly

Thr

aAszn

His

140

Trp

Ser

Ile

Ser

220

Ile

val

Phe

Cys

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

Val

Tyr

Ser

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

Val

255

Leau

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Asgp

Val

160

Tyr

Vval

Gly

Ser

Pro

240

val

Pro
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Gly Asn Asp
275

Ala Ala Leu
290

Ile Phe Asp
305

Leu Glu Cys

Thr Trp Leu

Gly Gly Asn
355

Tyr Leu Asn
370

Ala Gly Ser
385

Ser Gly Asn

Arg Lys

<210> 17

<211> 1257

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 149E4

<400> 17

260

Trp

Ser

Val

Val

Arg

340

Val

Gln

Phe

Ser

Gln

Lys

His

Thr

325

Gln

Gln

Asn

Asgp

Trp
405

ES 2 682 520 T3

Ser

Val

Lys

310

Asn

Azn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Azn

Cys

Asp

375

Thr

Asp

Gly
280

Azn

Ile

Arg

Ile

360

Val

Tyr

Thr

41

265

Ala

Pro

Asgp

Asp

Gln

345

Gln

Tyr

Val

Ser

Phe

Asp

Ser

Gly

330

Ala

Asgp

Leu

Leu

Leu
410

Ile

Gly

Asgp

315

Ala

Ile

Met

Gly

Thr

395

Val

Ser

Thr

300

Azn

Phe

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Asp

285

Ile

Ser

Ser

Thr

Gln

365

Val

Thr

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

Ser

Azn

Thr

Leu

335

Thr

Ile

Trp

Thr

Leu
415

Ala

Leu

Azn

320

Ala

Gly

Gln

Gly

Gly

400

Ala



10

atgaacaagt
gcacageaga
getaotgget
actactateca

tcaacaagct

gogggttttyg

ccgttgaaga
ttcgtcaacg
aacaacaatt
caggggtgec
aacggtggga
cagttggeat
cacgacgtga
aacgctggtg
gctttcatat
acaacgaate
gecgaatgty
gcaaacggte
acatatttgt

attggttggt

agtggtaact

<210> 18
<211> 418
<212> PRT

ccgtggetee
ctgtetgggg
cagettgtte
ccacttegac
catcaactcc

actttggctyg

acttcaccgyg
acgacgggat
tgggcggcaa
tgtetetggg
tcattggtea
caaagtacge
acatcaacac
ctacgtcgca
ccgatggcag
tgatttttga
taacaaataa
gccaggctat
gcocagcaagt
ctgccggate

catggacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 149E4

<400> 18

ES 2 682 520 T3

attgctgett
ccagtgtgga
gacceteaat
ceggecacea
acccacgagc

taccacagat

ctcaaacaac
gactattttc
tottgattee
cgeatactge
gggcggeoect
atcteocagteg
ctgggctgec
attcatctct
tgcagccgec
cgtgeacaaa
cattgacgec
cctgagegaa
tgcttatete
atttgatagce

cacatcecttg

gcagcgtcca
ggtattggtt
cettattatg
tocggtocaa
tetggggtec

ggcacttgeg

taccccgatg
cgcttacctyg
acgagcattt
ategtegaca
actaatgete
agggtgtggt

acggtccaag

ttgcctggaa
ctgtctcaag
tacttggact
gectttgeac
accggtggtg
aacgoaaact
acgtatgtece

gtcagctegt

42

tactatatgg
ggageggace
cgcaatgtat
ccacecaccac
gatttgcegg

ttacctcgaa

gcatcggeca
tcggatggcea
ccaagtatga
tecacaatta
aatteacgag
teggeoatcat
aggttgtaac
atgattggca
tcacgaaccce
cagacaacta
cgettgecac
gcaacaccege
cagatgtcta

tgacggaaac

gtctagcaag

cggecgecget
tacgaattgt
tecgggagee
cagggctace
cgttaacatc

ggtttatcct

gatgtceccac
gtacctegte
tcagecttgtt
tgetegatgg
cetttggteg
gaatgagcce
cgcaatcege
atctgctggy
ggatgggtca
cggtactcac
ttggcteega
gtectgecag
tettggetat

accgactggce

aaagtag

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1257



Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Asn

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Pro

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

43

Leu

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Leu

10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

vVal

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala



Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asn

Asp

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Ala

Ile

305

Ala

val

val

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Asn

Ala

290

Phe

Glu

ABn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Leu

His

195

Thr

Ala

val

Ile

Asp

275

Leu

Asp

Cys

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

Val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg
260

Trp

Ser

val

val

85

Ala

Lys

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

Gln

His

Thr
325

ES 2 682 520 T3

Gly

val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Sar

val

Lys

310

ABD

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Azn

Azp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Trp

200

Thr

Val

Trp

Ala

Gly

280

Agn

Leu

Ile

44

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Asp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro¢

Asp

Asp

90

Gly

Leu

Met

val

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Ala
330

Cys

Lys

Ser

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ila

Gly

Asp

315

Ala

Thr

Asn

His

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

val

Phe

Ser

Ser

300

Asn

Phe

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ila

205

Gln

Met

Gln

Tla

Asp

285

Thr

Ser

Ala

Asp

110

Thr

Val

Tyr

Ser

Cys

190

Gly

Leun

Glu

Sar

270

Gly

Thr

Gly

Pro

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu
335

Thr

Ser

Asp

Val

160

Tyr

Val

Gly

Ser

Pro

240

val

Pro

Ala

Leu

His

320

Ala
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Thr

Gly

Tyr

Ala
385

Ser

Arg

<210>19
<211> 1257
<212> ADN

Trp

Gly

Leu

370

Gly

Gly

Lys

Leu

Asn

355

Asn

Ser

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 173C6

<400> 19

Arg

340

Thr

Ala

Phe

Ser

Ala

Ala

Asn

Asp

Trp
405

ES 2 682 520 T3

Asn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Gly

Cys

Asp

375

Thr

Asp

Arg Gln
345

Gln Thr

360

Val Tyr

Tyr Val

Thr Ser

45

Ala

Tyr

Leu

Leu

Leu
410

Ile

Leu

Gly

Thr

395

vVal

Leu

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Ser

Gln

365

Ile

Thr

Ser

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

Thr

vVal

Trp

Thr

Leu
415

Gly

Ala

Ser

Gly

400

Ala



10

atgaacaagt
gcacagcaga
gcteoctgget
actactatca
tcaacaagct
gegggttttyg
ccogttgaaga
ttegtcaacyg
aacaacaatt
caggggtgce
aacggtggga
cagttggeat
cacgacgtga
aacgotggtyg

gctttcatat

acaacgaatce
geegaatgta
gcaaacggac
acatatttgt
gttggttggg
agtggtaact
<210> 20

<211> 418
<212> PRT

cegtggetee
ctgtetgggyg
cagcttgttc
ccacttcgac
catcaactoc
actttggetg
acttcaccgg
acgacgggat
tgggcggeaa

tgtctctggy

tcattggtca
caaagtacge
acatcaacac
ctacgtegea

ccgatggcag

tgatttttga
ctacaaataa
gecaggetat
gccaggaagt
gtgcocggatc

catggacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 173C6

<400> 20

ES 2 682 520 T3

attgetgett
ccagtgtgga
gaccctcaat
ccggccacca
acccacgagc
taccacagat
ctcaaacaac
gactatttte
tcttgattce
cgcatactge
gggeggeoct
atcteagteg
ctgggetgee
attcatctet

tgcagccgec

cgtgcacaaa
cattgacace
cctgacagaa
tgcttatctce
atttgatage

cacatccttg

geagegtoca
ggtattggtt
ccttattatg
tccggtccaa
tctggggtece
ggcacttgeg
tacccegatg
cgoettacetg
acgagcattt
atcgtcgaca
actaatgctc
agggtgtggt
acggtocaag
ttgectggaa

ctgtctcaag

tacttggact
geoctttgeac

accggtggty

aacgccaact
acgtatgtec

gtcagctegt

46

tactatatgg
ggagcggacce
cgcaatgtat
ccaccaccac
gatttgccgg
ttacctegaa
geatoggeca
taeggatggea
ccaagtatga
tccacaatta
aattcacgag
toggeatcat
aggttgtaac
atgattggea

tcacgaaccc

cagacaactce
cgettgeocac
gcaacgttge
cagatgtcta
tgacggaaac

gtctagcaag

cggegeaget
tacgaattgt
tccgggagec
cagggctacc
cgttaacatc
ggtttateoct
gatgcagecac
gtacctagte
tcagecttgtt
tgctcgatgy
cctttggteg
gaatgagece
cgcaatccge
atctgetggyg

ggatgggtca

dggtactcac
ttggoteecga
ttectgegag
tcttggetat

accgactggc

aaagtag

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

800

960
1020
1080
1140
1200

1257



Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp
145

Asn

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

Val

vVal

Asn

130

Gly

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr

115

Tyr

Met

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

85

Ala

Lys

Asp

Ile

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

vVal

Gly

Phe
150

Pro

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asp

Pro

120

Gly

Leu

47

Leu

vVal

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Leu

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Met

Val

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly
155

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

Hisg

140

Trp

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

Val

Tyr

Leu

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Asp

Val
160



Asn

Asp

Gly

Lys

228

His

Thr

Gly

Ile
305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ala

385

Ser

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Agzn

Ala

290

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu

370

Gly

Gly

Asn

His

195

Thr

Ala

Val

Ile

Asp

275

Leu

Asp

Cys

Leu

Asn

355

AsBn

Ser

Asn

Leu

val

1280

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Sear

val

Thr

Arg

340

Val

Ala

Phe

Ser

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ils

245

Asn

Gln

Gln

His

Thr

325

Ala

Ala

Asn

Asp

Trp
405

ES 2 682 520 T3

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

Val

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Ser

Ser

330

Thr

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Gly

Cys

Asp

375

Thxr

Aszp

Leu

Leu

Trp

200

Thr

Val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

Ile

Arg

Glu

360

Val

Tyr

Thr

Asp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Thr

Tyr

Val

Ser

Arg Lys

48

Ser

170

Leu

Gly

Leu

FPhe

Ala

250

Ser

FPhe

Asp

Ser

Thr

330

Ala

Tyr

Leu

Leu

Leu
410

Thr

Gly

Gly

TLp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Leu

Gly

Thr

395

val

Ser

Ala

Ilea

Ser

220

Ile

Val

Phe

Ser

Sear

300

Asn

Phe

Leu

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Ile

Tyr

Ila

205

Gln

Met

Gln

Ile

Agp

285

Thr

Ser

Ala

Thr

Gln

365

Vval

Thr

Ser

Ser

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Glu

Gly

Pro

Cys

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

vVal

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

Val

Trp

Thr

Leu
415

Tyr

val

Gly

Ser

Pro

240

Val

Pro

Ala

Leu

His

320

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

400

Ala
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15

20

<210> 21
<211> 1257
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 191H11

<400> 21

atgaacaagt
gcacagcaga
getectgget
actactatea
tecaacaaget
gcogggttttyg
ccgttgaaga
ttcgtcaacg
aacaacaatt
caggggtgee

aacggtggga

cagttggcat
cacgacgtga
aacgctggtyg
gettteatat
acaacgaate
gecgaatgta
gcaaacggtc
acatatttgt
attggttggt

agtggtaact

<210> 22
<211> 418
<212> PRT

cogtggetec
ctgtctgggg
cagettgtte
ccactteogac
catcaactec
actttggectg
acttcaccgg
acgacgggat
tgggcggcaa
tgtetetggyg
tcattggtea
caaagtacgc
acatcaacac
ctacgtcgea
ccgatggcag
tgatttttga
ctacaaataa
gocaggctat
gccagcaagt
ctgoceggate

catggacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 191H11

<400> 22

ES 2 682 520 T3

attgctgett
ccagtgtgga
gaccctcaat
coggocacca
acccacgage
taccacagat
ctcaaacaac
gactattttc
tottgattee
cgcatactge
gggeggceect
atctcagtcg
ctgggctgece
attcatctect
tgcageoogee
cgtgcacaaa
cattgacgee
cctgagogaa
tgcttatcte
atttgatage

cacatcocttyg

gcagcgtcca
ggtattggtt
ccttattatg
teoggtocaa
tetggggtec
ggcacttgeg
tacceccocgatg
cgcttacctg
acgagcattt
ategtegaca
actaatgecte
agggtgtggt
acggtcoccaag
ttgecectggaa
ctgtctcaag
tacttggact
gectttgeac
accggtggtyg
aacgcaaact
acgtatgtec

gtcagoetegt

49

tactatatgg
ggagcggacc
cgcaatgtat
ccaccaccac
gatttgocogy
ttacctcgaa
gcatcggecca
tcggatggea
ccaagtatga
tocacaatta
aattcacgag
tcggcatcat
aggttgtaac
atgattggeca
tcacgaacce
cagacaacte
cgettgocac
gcaacaccgc
cagatgtcta
tgacggaaac

gtctagcaag

cggogeoegcet
tacgaattgt
tecgggageoc
cagggctace
cgttaacate
ggtttatcct
gatgcagcac
gtacctcgte
tcagettgtt
tgetegatgg
coetttggteg
gaatgagccce
cgcaatceoge
atctgctggg
ggatgggtca
cggtacteac
ttggeteocga
gtcoctgecag
tcttggetat
accgactgge

aaagtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1257



Met

Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asn

Asp

Asp

Gly

Lys
225

Asn

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

vVal

Val

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Leu

His

195

Thr

Ala

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

vVal

180

Asn

Asn

Ser

vVal

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

85

Ala

Lys

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser
230

Pro

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Trp

200

Thr

vVal

50

Leu

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Asp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Leu
10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Met

vVal

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly
235

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

His

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

vVal

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

vVal

Tyr

Ser

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Asp

vVal

160

Tyr

vVal

Gly

Ser

Pro
240



10

Hig Asp Val

Thr 2Ala Tle

Gly Asn Asp
275

Ala Ala Leu
290

Ile Phe Asp
305

Ala Glu Cys

Thr Trp Leu

Gly Gly Asn
358

Tyr Leu Asn
370

Ala Gly Ser
385

Ser Gly Asn

Arg Lys

<210> 23

<211> 1260

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 222E1

<400> 23

Asn

Arg

260

Trp

Ser

Val

Thr

Arg

340

Thr

Ala

Phe

Ser

Ile

245

Asn

Gln

Gln

Hisg

Thr

325

Ala

Ala

Asn

Asp

Trp
405

ES 2 682 520 T3

Asn

Ala

Ser

Val

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Gly

Cys

Asp

375

Thr

Asp

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

Ile

Arg

Gln

360

vVal

Tyr

Thr

51

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Thr

Tyr

Val

Ser

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Ala

330

Ala

Tyr

Leu

Leu

Leu
410

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Leu

Gly

Thr

395

Val

Val

Phe

Ser

Ser

300

Asn

Phe

Leu

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Ser

Ala

Ser

Gln

365

Ile

Thr

Ser

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

Val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

Val

Trp

Thr

Leu
415

Val

Pro

Ala

Leu

Hisg

320

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly

400

Ala



10

atgaacaagt
gcacagcaga

gctectgget

actactatca
tcaacaagct
gogggttttg
cegttgaaga
ttegtcaacg
aacaacaatt
caggggtgee
aacggtggga
cagttggcat
cacgacgtga
aacgetggtyg
getttcatat
acaacgaatc
gccgaatgtg
gcaaacggac
acatatttgt
gttggttggy

agtggtteat

<210> 24
<211>419
<212> PRT

cegtggetec

ctgtetgggy

cagcttgttc

ccacttogac
catcaactcce
actttggety
actteacegy
acgacgggat
tgggeggcoaa

tgtctctggyg

tcattggtca
caaagtacgc
acatcaacac
c¢tacgtegea
cegatggeag
tgatttttga
taacaaataa
gccaggctat
gocaggaagt
ctgecggate

caatgacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 222E1

<400> 24

ES 2 682 520 T3

attgetgett
ccagtgtgga

gaccctcaat

coggcecacca
acccacgagc
taccacagat
cteaaacaag
gactatttte
tettgattes
cgcatactgc
gggcggecct
atctcagtcg
ctgggctgec
attcatetet
tgeagoegea
cgtgcacaaa
cattgacgcc
cctgacagaa
tgettatete
atttgatacg

ccaaccattyg

gcagegteca
ggtattggtt

ccttattatg

teccggtccaa
tetggggtcec
ggcacttgeg
tacecegatyg
cgcttacetg
acgageattt
atcgtcgaca
actaatgctc
agggtgtggt
acggtccaag
ttgectggaa
ctgtetcaag
tacttggact
gecctttgecac
accggtggtg
aacgcaaact
aattatacac

gtegeggett

52

tactatatgg
ggagcggace
cgcaatgtat
ccaccacoac
gatttgccgg
ttacctcgaa
geatoggeca
teggatggea
ccaagtatga
tccacaatta
aattcacgag
tcggcatcat
aggttgtaac
atgattggea
tcacgaacca
cagacaactc
cgcttgccac
gcaacgttge
cagatgteta
tgacggaaac

gtotaactag

cggegecget
tacgaattgt

tcocgggagec

cagggctacc
cgttaacatc
ggtttatcct
gatgcageac
gtacctegte
teoagettgtt
tgctcgatgg
cctttggtoy
gaatgagccc
cgcaatcege
atcetgetggg
ggatgggtca
cggtactecac
ttggctccga
ttoctgegag
tettggetat
accgaatgge

atagaattag

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860
1020
1080
1140
1200

1260



Met Asn Lys Ser Val Ala Pr¢ Leu Leu

1

Gly Gly Ala Ala Ala Gln Gln Thr val

Gly Trp Ser Gly Pro Thr Asn Cys Ala

Leu asn Pro Tyr Tyr Ala Gln Cys Ile

50

35

20

5

ES 2 682 520 T3

55

40

53

25

Leu Ala Ala Ser
10

Trp Gly Gln Cys

Pro Gly Ser Ala
45

Pro Gly Ala Thr
60

Ile Leu Tyr
15

Gly Gly Ile
30

Cys Ser Thr

Thr Ile Thr



Thr

€5

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asn

Asp

Asp

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Ala

Ile
305

Ser

Thr

val

val

Asn

130

Gly

Aszn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Asn

Ala

290

Phe

Thr

Ser

Asn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

His

195

Thr

Ala

Val

Ile

Asp

275

Asp

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

val

Pro

Ser

85

Ala

Lys

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

Gln

His

ES 2 682 520 T3

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

val

Lys
310

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asgn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Gly

Pro

Asp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Trp

200

Thr

vVal

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

54

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Azp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Val

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp
315

Thr

Gly

Thr

Asn

His

140

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

val

Phe

Ser

Ser

300

Asn

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Ser

Arg

Arg

Asp

110

Thr

Val

Tyr

Sar

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Asp

val

160

Tyr

val

Gly

Ser

Pro

240

val

Pro

Ala

Leu

His
320
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Ala

Thr

Gly

Tyr

Ala
385

Ser

Arg

<210> 25
<211> 1260
<212> ADN

Glu

Trp

Gly

Leu

370

Gly

Gly

Ser

Cys

Leu

Asn

355

Asn

Ser

Ser

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 225C7

<400> 25

vVal

Arg

340

Val

Ala

Phe

Ser

Thr

325

Ala

Ala

Asn

Asp

Met
405

ES 2 682 520 T3

Asn

Asn

Ser

Ser

Thr

390

Thr

Asn

Gly

Cys

Asp

375

Asn

Asp

atgaacaagt
gcacagcaga
getectgget
actactatea
tcaacaaget
gegggttttg
cocgttgaaga
ttcgtcaaaa
aacaacgttt
caggggtgece
aacggtggga

cagttggcat

ccgtggetec
ctgtetgggg
cagcttgtte
ceacttegac
catcaactee
actttggctg
acttcaccgg
gcacagggca
tgggeggeac
tggeoaacagg
teattggtea

caaagtacgc

attgctgctt
ccagtgtgga
gacccteaat
ccggocacca
acccacgage
taccacagat
ctcaaacaac
caatattttc
acttgattee
cgeaagttge
gggeggecct

atctcagtcg

Ile aAsp

Ala

Ala

330

Arg Gln
345

Glu Thr

360

Val Tyr

Tyr Thr

Gln Pro

Ala

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ile

Leu

Gly

Thr

395

Val

410

gcagcgtcca
ggtattggtt
c¢cttattatg
tecggtecaa
toetggggtee
ggcacttgog
taccccgatg
cgcttacctg
aacaattteg
atcattgaca

actaatgete

agggtgtggt

55

Phe

Leu

Cys

Tyr

380

Glu

Ala

Ala

Thr

Gln

365

vVal

Thr

Ala

Pro

Glu

350

Glu

Gly

Pro

Cys

Leu

335

Thr

Val

Trp

Asn

Leu
415

tactatatgg
ggagcggaco
cgcaatgtat
ccaccaccac
gatttgecgg
ttacctcgaa
goctcggeca
tcggatggca
caacctatga
tocacaatta
aattcacgag

tocggcatcat

cggcgecocget
tacgaattgt
tecgggagee
cagggetace
cgttaacate
ggtttatccet
gatgtcccac
gtacctcgtc
ttecacttgtt
tgetegatgg
cotttggteg

gaatgagccc

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

400

Thr

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660

720



10

cacgacgtga
aacgctggtg
getttcatat
acaacgaatc
gccgaatgta
gcaaacggac
acatatttgt
attggttggt

agtggttett

<210> 26
<211>419
<212> PRT

acatcaacac
ctacgtegeoa
ccgatggeag
tgatttttga
ctacaaataa
gccaggctat
gocageaagt
ctgeaggate

caatgacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 225C7

<400> 26

ES 2 682 520 T3

ctgggctgec
attcatctet
tgecageogee
cgtgcacaaa
cattgacggce
cctgagcgaa
tgettatete
atttgatage

ccaagegttg

acggtcecaag
ttgectggaa
ctgtetcaag
tacttggact
gccttttcte
accggtggty
aacgcaaact
acgtatatte

gtegeggett

56

aggttgtaac
atgattggea
tcacgaacec
cagacaactc
cgcttgecac
gcaacaccgc
cagatgtceta
tgacggaaac

gtotaactag

cgcaateege
atctgetggg
ggatgggtca
cggtactcac
ttggectcega
gtcctgocag
tottggetat
accgaatgge

aacategtag

780

840

900

360

1020

1080

1140

1200

1260



Met

Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Azn

Azn

Gly

Trp

Azn

50

Ser

Thr

Val

Val

Asn
130

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Azn

Thr

115

Tyr

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

g5

Ala

Lys

Asgp

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Pro

Gln

Azn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Leu
135

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asgp

Pro

120

Gly

57

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Leu

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Met

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Ser

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

His
140

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asgp

110

Thr

Val

Leu

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Lys

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Ser



Thr
145

Gly

Lys

225

Hig

Thr

Gly

Ala

Ile

305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ala

Gly

Asn

Ser

Ile

Pro

210

Tyr

Agp

Ala

Asn

Ala

290

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu

370

Gly

His

Val

His

195

Thr

Ala

val

Ile

Asp

275

Asp

Cys

Asn
355

Asn

Ser

Asn

Leu

Val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

val

Thr

Arg

340

Thr

Ala

Phe

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Azn

Gln

Gln

His

Thr

325

Ala

Ala

Asn

Asp

ES 2 682 520 T3

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

Val

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Ser

Ser

Arg

Thr

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Gly

Cys

A=p

375

Thr

Leu

Leu

Leu

Trp

200

Thr

Val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

Ile

Arg

Gln

360

val

Tyr

58

Pro

Asp

Ala

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Thr

Tyr

Ile

Val

Ser

170

Thr

Gly

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Gly

330

Ala

Tyr

Leu

Leu

Gly

155

Asn

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Leu

Gly

Thr

Trp

Asn

Ala

Ile

Ser

220

Ile

val

Phe

Ser

Ser

300

Phe

Cys

Tyr
380

Glu

Gln

Phe

Ser

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Ser

Ser

Ser

Gln

365

Ile

Thr

Tyr

Ala

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Leu

Thr

175

Ile

Gln

Ala

Glu

Val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

val

Trp

Asn

Val

160

Tyr

Ile

Gly

Ser

Pro

240

Val

Pro

Ala

Leu

His

320

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly



10

15

ES 2 682 520 T3

385 390

395

400

Ser Gly Ser Ser Met Thr Asp Gln Ala Leu Val Ala Ala Cys Leu Thr
410

405

Arg Thr Ser

<210> 27

<211> 1248

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 227C4

<400> 27

atgaacaagt
gcacagcaga
getectgget
actactatca
tcaacaaget
gegggtetty
gctttgagtt
aaaactgggc
ttgggecggca
c¢tgtetetygy
atcattggte
tcaaagtacg
aacatcaaca
gctacgtcgce
toegatggea
ctgatttttg
gtaacaaata
cgccaggecta
tgccagcaaa

ggtgccggat

teatggacygy

cocgtggetec
ctgtctggag
cagettgtte
ccacttegac
catcaactec
actttggctg
ccctcaacaa
ataatatttt
cacttgatte
gegeatacty
agggeggece
catctcagtc
cctgggetge
aattcatctc
gtgcagecge
acgtgcacaa
acattgacge
tcctgacaga
tccaatatct
catttgatag

acacatectt

attgctgett
ccagtgtgga
gacectcaat
coggecacea
acccacgago
taccacagat
cggcccegat
ccgcttacet
¢tecaacctt
categtegac
tactaatgcet
gagggtgtgg
cacggtccaa
tttgcctgga
cctgtetcaa
atacttggac
cgactttgea
aaccggtggt
caaccagaac
cacgtatgtc

ggtoageteg

<210> 28
<211>415
<212> PRT

gcagcgtcoca
ggtattggtt
ccettattatyg
tecggtocaa
tetggggtoc
ggcacttgce
ggcctgggee
gtoggatgge
gogacctatyg
atccacaatt
caattcacga
ttcggoatca
gaggttgtaa
aatgattggc
gtcacgaace
tcagacaact
cagettgeca
ggcaacgttc
tcagatgtct
ctgacggaaa

tgtetageaa

59

tactatatgg
ggagcggacc
cgcaatgtat
coaccacoac
gatttgeoegg
taaccaataa
agatggccca
agtacctegt
atttgettgt
atgetegatg
gectttggte
tgaatgagcc
ccgcaatecy
aatctgctgg
cggatgggte
coeggbactcoa
cttggetecy
agtcctgeat
atcttggecta
caccgactgy

gaaagtag

415

cggogocget
tacgaattgt
tcegggagea
cagggctace
cgttaacatce
ggtttatcct
cttecgtectec
caacaacaat
tecaggggtge
gaacggtggg
gcagttggea
ccacgacgtg
caacgctggt
ggctttcata
aacaacgaat
cgoecgaatgt
agcaaacggt
acaagacatg
tgttggttgg

cagtggtaac

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

1020
1080
1140
1200

1248



<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 227C4

<400> 28

Met Aszn
1

Gly Gly

Gly Trp

Leu A=zn

50

Thr Ser

65

Ser Thr

Gly val

Cys Leu

Pro Asp

130

Azn Ile

145

Leu Gly

Val Gln

Asn Tyr

Asn Ala

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Azn

Thr

115

Gly

Phe

Gly

Gly

Ala

195

Gln

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Asn

Leu

Arg

Thr

Cys

180

Arg

Phe

Val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

g5

Ala

Lys

Gly

Leu
165

Trp

Thr

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gln

Pro

150

Asp

Ser

Azn

Ser

Pro

Gln

Azn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Met

135

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Aszp

Pro

120

Ala

Gly

Ser

Gly

Gly

200

Trp

60

Leu

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Ala

His

Trp

Asn

Ala

185

Ile

Ser

Leu

10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Phe

Gln

Leu

170

Tyr

Ile

Gln

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Ser

Val

Tyr

155

Ala

Cys

Gly

Leu

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Ser

Ser

140

Thr

Ile

Gln

Ala

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

Val

Thr

Leu

125

Lys

Val

Tyr

Val

Gly

205

Ser

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Aszp

110

Asn

Thr

Azn

Asp

Asgp

190

Gly

Lys

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Asn

Gly

Azn

Leu

175

Ile

Pro

Tyr

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Gly

His

Azn

160

Leu

His

Thr

Ala



10

Ser
225

Asn

Arg

Trp

Ser

Val

305

vVal

Arg

Val

Gln

Phe

385

Ser

<210> 29
<211> 1257
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 229D1

<400> 29

210

Gln

Ile

Asn

Gln

Gln

290

Hisg

Thr

Ala

Gln

Asn

370

Asp

Trp

Ser

Asn

Ala

Ser

275

Val

Lys

Asn

Asn

Ser

355

Ser

Ser

Thr

Arg

Thr

Gly

260

Ala

Thr

Tyr

Asn

Gly

340

Cys

Asp

Thr

Asp

vVal

Trp

245

Ala

Gly

Asn

Leu

Ile

325

Arg

Ile

vVal

Tyr

Thr
405

ES 2 682 520 T3

Trp

230

Ala

Thr

Ala

Pro

Asp

310

Asp

Gln

Gln

Tyr

Val

390

Ser

215

Phe

Ala

Ser

Phe

Asp

295

Ser

Ala

Ala

Asp

Leu

375

Leu

Leu

Gly

Thr

Gln

Ile

280

Gly

Asp

Ala

Ile

Met

360

Gly

Thr

Val

61

Ile

Val

Phe

265

Ser

Ser

Asn

Phe

Leu

345

Cys

Tyr

Glu

Ser

Met

Gln

250

Ile

Asp

Thr

Ser

Ala

330

Thr

Gln

vVal

Thr

Ser
410

Asn

235

Glu

Ser

Gly

Thr

Gly

315

Pro

Glu

Gln

Gly

Pro

395

Cys

220

Glu

Val

Leu

Ser

Asn

300

Thr

Leu

Thr

Ile

Trp

380

Thr

Leu

Pro

Val

Pro

Ala

285

Leu

Hisg

Ala

Gly

Gln

365

Gly

Gly

Ala

His

Thr

Gly

270

Ala

Ile

Ala

Thr

Gly

350

Tyr

Ala

Ser

Arg

Asp

Ala

255

Asn

Ala

Phe

Glu

Trp

335

Gly

Leu

Gly

Gly

Lys
415

vVal

240

Ile

Asp

Leu

Asp

Cys

320

Leu

Asn

Asn

Ser

Asn
400



10

<210>
<211>
<212>

atgaacaagt

gcacagcaga

gctectggcet
actactatca
tcaacaagcect
gegggttttg
cegttgaaga
ttegteaacy
aacaacaatt
caggggtgec

aacggtggga

cagttggeat
cacgacgtga
aacgetggtyg
gctttcatat
acaacgaatc
gcocgaatgta
cagaacaate
acatatttgt
attggttggt

agtggtaact

30
418
PRT

ccgtggcetcee

ctgtctggyg

cagcttgttc
ccacttcgac
catcaactcc
actttggetyg
actteaccgy
acgacgggat
tgggcggcaa
tgtctectggg
tcattggtca
caaagtacge
acatcaacac
ctacgtegea
ccgatggcag
tgatttttga
ctacaaataa
gecaggetat
gecageaagt
ctgceggate

catggacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

229D1

30

ES 2 682 520 T3

attgectgett

ccagtgtgga

gaccctcaat
ccggccacca
acccacgagc
tacecacagat
cteaaacaac
gactatttte
tcttgattee
cgcatactge
gggcggecct
atctcagteg
ctgggetgee
attecatetet
tgcagccogec
cgtgcacaaa
cattgacggc
cetgacagaa
tgettatete
atttgatage

cacatccttg

gcagcgtcca

ggtattggtt

ccttattatg
tccggtcocaa
tctggggtcee
ggeacttgeg
taccecgatyg
egettacctg
acgagcattt
atcgtogaca
actaatgcte
agggtgtggt
acggtccaag
ttgectggaa
ctgtctcaag
tacttggact
gocttttcte
accggtggty
aacgcaaact
acgtatattc

gtcagcteogt

62

tactatatgg

ggagcggace

cgcaatgtat
ccaccaccac
gatttgoccgg
ttacctegaa
geateggoca
teggatggea
ccaagtatga
tccacaatta
aattcacgag
teggeatcat
aggttgtaac
atgattggea
tcacgaaccce
cagacaactc
cgcttgecac
goaacacoge
cagatgtcta
tgacggaaac

gtctagcaag

cggogecgcet

tacgaattgt

tcocgggagec
cagggctace
cgttaacate
ggtttatcet
gatgeagcoac
gtacctegte
tcagcttgtt
tgctcgatgg
cctttggtceg
gaatgagceoce
egeaatooge
atetgetggg
ggatgggtca
cggtactcac
ttggctecga
gtectgecag
tettggetat
acegactgge

aaagtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1257



ES 2 682 520 T3

Met Asn Lys Ser Val Ala Pro
1 5

Gly Gly Ala Ala Ala Gln Gln
20

Gly Trp Ser Gly Pro Thr Asn
35

Leu Asn Pro Tyr Tyr Ala Gln

Leu Leu Leu Ala Ala Ser
10

Thr Val Trp Gly Gln Cys
25

Cys Ala Pro Gly Ser Ala
40 45

Cyg Ile Pro Gly Ala Thr

63

Ile Leu
15

Gly Gly
30

Cys Ser

Thr Ile

Tyr

Ile

Thr

Thr



Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

aAsn

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Ala

50

Ser

Thr

Val

vVal

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Asn

ala
290

Thr

Ser

Azn

Thr

115

Tyr

Met

Azn

Leu

His

195

Thr

Ala

Vval

Ile

Asp
275

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

Pro

Ser

85

Ala

Lys

Asp

Ile

Gly

185

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

Gln

ES 2 682 520 T3

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

val

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asgn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr
285

Gly

Pro

Asp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Trp

200

Thr

Val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

64

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Agp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Met

Val

Ser

170

Leu

Gly

Lau

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

60

Thr

Gly

Thr

Asn

His

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

val

Phe

Ser

Ser
300

Thr

Val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

val

Tyr

Ser

Cys

180

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

80

Ala

Thr

Ser

Asp

Val

160

Tyr

Val

Gly

Ser

Pro

240

Val

Pro

Ala



10

Ile
305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ala

385

Ser

Arg

<210> 31
<211> 1257
<212> ADN

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu

370

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

Asn

355

Asn

Ser

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>231C9

<400> 31

Val

Thr

Arg

340

Thr

Ala

Phe

Ser

His

Thr

325

Gln

Ala

Asn

Asgp

405

ES 2 682 520 T3

Lys

310

Asn

Azn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Tyr

Asn

Azn

Cys

Asp

375

Thr

Asp

Leu

Ile

Arg

Gln

360

Val

Tyr

Thr

65

Asp

Gln

345

Thr

Tyr

Ile

Ser

Ser

Gly

330

Ala

Tyr

Leu

Leu

Leu
410

Asp
315

Ala

Ile

Gly

Thr
395

Val

Asn

Phe

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Ser

Ser

Thr

Gln

365

Ile

Thr

Ser

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

Thr

Leu

335

Thr

Val

Trp

Thr

Leu
415

His
320

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly

400

Ala



10

<210>
<211>
<212>

atgaacaagt
gcacagcaga
getectgget
actactatca
tcaacaagct
gogggttityg
ccgttgaaga
ttegteaacy
aacaacaatt
caggggtgece

aacggtggga

cagttggeat
cacgacgtga
aacgetggty
gectttcatat
acaacgaatc
gccgaatgty
geaaacggte
acatatttgt

attggttggg

agtggtaact

32
418
PRT

ccgtggetcee
ctgtctgggg
cagettgtte
ecacttegac
catcaactcc
actttggetg
acttcaccgg
acgacgggat
tgggeggeaa
tgtetetggy

tcattggtca

caaagtacge
acatcaacac
ctacgtegea
ccgatggecag
tgatttttga
taacaaataa
gocaggetat
gocagcaagt
gtgceggate

catggacgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

231C9

32

ES 2 682 520 T3

attgoctgett
ccagtgtgga
gacectceaat
coggccacca
acccacgagc
taccacagat
ctcaaacaac
gactatttte
tettgattee
cgeatactge

gggcggocct

atctcagteg
ctgggetgee
attecatctet
tgcagccygec
cgtgcacaaa
cattgacgcc
cctgagegaa
tgettatete
atttgatage

cacatccttyg

gocagcgteoca
ggtattggtt
cettattatg
tecggtecaa
teotggggtcee
ggcacttgceg
tacccegatyg
cgettaccetyg
acgagcattt
ategtogaca

actaatgctc

agggtgtagt
acggtcocaag
ttgoctggaa
ctgtctcaag
tacttggact
gectttgeac
aceggtggtyg
aacgcaaact
acgtatgtec
gtcagctogt

66

tactatatgg
ggagecggacce
cgcaatgtat
ccaccaccac
gatttgecgy
ttacctegaa
gcatcggceca
teggatggea
ccaagtatga
toccacaatta

aattocacgag

teggeateat
aggttgtaac
atgattggea
tcacgaaccc
cagacaactc
cgcttgecac
gcaacaccoge
cagatgteta
tgacggaaac

gtctageoaag

cggogeeget
tacgaattgt
tecgggagoc
cagggctace
cgttaacatc
ggtttatcet
gatgcagcac
gtacetegte
teagettgtt
tgetegatgg

coctttggteg

gaatgagccoe
cgeaatocge
atctgetggy
ggatgggtca
cggtactcac
ttggctcocga
gteoctgocag
tottggetat
accgactgge

aaagtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1257



Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

Val

Val

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr
115

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

85

Ala

Lys

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Val

Pro

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asp

Pro
120

67

Leu

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Leu
10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

vVal

Thr

Phe
125

Ile

Gly

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

80

Ala

Thr

Ser



Asn

Asp

145

Asn

Azp

Asp

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Ala

Ile

305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Asn

Ala

290

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu
370

Tyr

Met

Asn

Leu

His

195

Thr

Ala

Val

Ile

Asp

275

Leu

Asp

Cys

Leu

Asn

355

Asn

Pro

Thr

val

180

Asn

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

val

Val

Arg

340

Thr

Ala

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

Gln

His

Thr

325

Ala

Ala

Asn

ES 2 682 520 T3

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser

230

aAsn

Ala

Ser

val

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Ser

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Phe

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Gly

Cys

Asp
375

Gly

Leu

Trp

200

Thr

val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

Ile

Arg

Gln

360

Val

68

Gln

Pro

Asp

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Thr

Tyr

Met

Val

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Ala

330

Ala

Tyr

Leu

Gln

Gly

155

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Leu

Gly

His

140

Trp

Ser

Ala

Ile

Ser

220

Ile

val

Phe

Ser

Ser

300

Asn

Phe

Leu

Cys

Tyr
380

Phe

Gln

Ile

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Ser

Ala

Ser

Gln

365

Ile

Val

Tyr

Ser

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

330

Gln

Gly

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

Val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

val

Trp

Azp

Val

160

Tyr

val

Gly

Ser

Pro

240

Val

Pro

Ala

Leu

His

320

Ala

Gly

Ala

Gly



10

15

ES 2 682 520 T3

Ala Gly Ser Phe Asp Ser Thr Tyr Val Leu Thr Glu Thr Pro Thr Gly

385

390

395

400

Ser Gly Asn Ser Trp Thr Asp Thr Ser Leu Val Ser Ser Cys Leu Ala
405

Arg Lysg

<210> 33
<211> 1260
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 330F9

<400> 33

atgaacaagt
gcagagoaga
gotectgget
actactatca
tcaacaagct
gcgggtttty
ccgttgaaga
ttegteaacy
aacaacaatt
caggggtgece
aacggtggga
cagttggecat
cacgacgtga
aacgetggtyg
gettteatat
acaacgaate
gccgaatgtg
gcaaacggtc
acatatttgt
gttagttggg

agtggttett

<210> 34
<211> 419

cegtggetee
ctgtetgggyg
cagettgtte
ccackttogac
catcaactcc
actttggety
acttcaccgy
acgacgggat
tgggeggeaa

tgtetotgag

tcattggtca
caaagtacgc
acatcaacac
ctacgtogca
cegatggeag
tgatttttga
taacaaataa
gccaggctat
gccagcaagt
ctgocggate

caatgacgga

attgctgett
ccagtgtgga
gacccteaat
coggocacca
acccacgagc
taccacagat
ctcaaacaac
gactatttte
tettgatteoc
cgcatactge
gggcggcecct
atctcagtcg
ctgggctgee
attcatetet
tgcageegee
cgtgcacaaa
cattgacgcc
cctgagcgaa
tgcttatcte
atttgatacg

ccaagegttyg

410

gcagogtcca
ggtattggtt
ccttattatyg
teooggtocaa
tctggggtec
ggcacttgeg
taccccgatg
cgettacetyg
acgageattt
ategtogaca
actaatgctc
agggtgtggt

acggtccaag

ttgectggaa
ctgtcteaag
tacttggact
gcctttgeac
accggtggty
aacgcaaact
aattatacac

gtegeggett

69

tactatatgg
ggagcggacc
cgcoaatgtat
ccaccaccad
gatttgecgg
ttacctcgaa
gcatcggecca
teggatggea
ccaagtatga
tecacaatta
aattcacgag
tocggeatcat
aggttgtaac
atgattggea
teacgaacce
cagacaacte
cgcttgecac
gcaacaccgc
cagatgtcta
tgacggaaac

gtotaactag

415

cggcegecget
tacgaattgt
tecgggagee
cagggctace
cgttaacatc
ggtttatcct
gatgcagcac
gtacctegte
tcagettgtt
tgctegatygy
cctttggtcy
gaatgagccc
cgcaatcege
atctgetggg
ggatgggtca
cggtactcac
ttggctccga
gtcoctgccag
tcttggectat
accgaatgge

atcgaattag

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

1020
1080
1140
1200

1260



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 330F9

<400> 34

Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asn

Asp

Asp

Asn

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

Val

Val

Asn

130

Gly

Asn

Gln

Ile

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Leu

His
195

Ser

Ala

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

Val

180

Asn

Val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

85

Ala

Lys

Asp

Ile

Gly

165

Gln

Tyr

ES 2 682 520 T3

Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

150

Gly

Gly

Ala

Pro

Gln

Asn

Gln

35

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Cys

Arg

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

asp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

Leu

Trp
200

70

Leu

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe
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atgaagectct ccaccaccgt atacacagtt gttcctttec tgtctaccge caccgcacag 60
ggogttgett acgoacagtg tggaggtaat ggttggactg gatctaocgge ttgtgtgtca 120
ggctatgett gttogtatgt gaatgegtat tattcgecaat gtttgeoggg aactgeocaact 180
ttaaccactyg ttaccagtge aaccaccagt gotagttoga aaacaageac agocgcagea 2490
cecaatagea cggggaagac aaaatatate ggcaccaaca teogegggttt tgactttgge 300
tgtaccacag atggcacttg cctaaccaat aaggtttate ctgetttgag tteccteaac 360
aacggcococg atggectggg ccagatggoc cacttcogtcet ccaaaactgg goataatatt 420
ttcegettac ctgtcggatg gcagtacctce gtcaacaaca atttgggcgg cacacttgat 480
tcctccaace ttgcgaccta tgatttgett gttcaggggt gectggcaac gggogcaact 540
tgoegtgatty acatcocacaa ttatgetega tggaacggtyg caatcattgg teagggegge 600
cctactgatg cteaattege tagectttgg togoagttgg caacgaagta caagtcotaat 660
acgaaggtgg toetteggott gatgaatgag ccccacgact tgaacageat caccacetgg 729
gctgoccacge ttcaaacagt tgtaaccgca atcogeocagg ctggtgctac gtcgaccatg 780
cttctattge ctggaagtga ttacacatct geotggggett tcataaccga tggcagtgea 840
gcogocctgt ctaagatcac gaacoctogat gggactacaa cgaatctgat ttttgacgtg 900
cacaaatact tggactcaga caactecggt actcacgeeg aatgtgtaac aaataacatt 960
gacgaegeoet ttgeaceget tgecacttgg cteocgageaa acggtogeca ggetateoctg 1020
agegaaaccg gtggtggcaa cacegeogtee tgecagacat atttgtgoca geaagttget 1080
tatctcaacyg caaactcaga tgtctatctt ggctatattg gttggtctge cggatcattt 1140
gatagcacgt atattctgac ggaaacaccg aatggoagtg gttcttoaat gacggaccaa 1200
gegttggtecg cggottgtet aactagaaca tcogtag 1238

<210> 36

<211> 411

<212> PRT

<213> Botryotinia fuckeliana
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atgaaggtgc caactcctct gtacactatc cttccgetag tatccagege cacagcacag 80
ggcgetgect atgecacagtg tggaggtaaa ggttggacgyg gageaacgac ttgtgttgga 120
ggctatgtgt gtacttatte gagtgaatat tattegeaat gtttaceggyg aactgegact 180
ctaaccactyg ttaccagtte gtecaaacca teaagetcota gtaccaagac cteatcaage 240
gcagcttcaa gctcaacggg aaaaacgaaa tatattggca ccaacatcge gggttttgac 300
tttggctgta ccacagatgg cacttgcata acctcggaga tctatoctcoe gttgagcage 360
atagccaacc atccogatgg cctcocggecag atgtcccact tcgtcaaaag cacagggcac 420
aatattttece gettaccetgt cggatggeag tacctegtca acaacgtttt gggeggcaca 480
cttgattoca acaattteoge aacctatgat teacttgtte aggggtgeet ggoaacagge 540
gcaagttgea tcattgacat ccacaattat gotegatgga acggtgggat cattggtceag 600
ggcggcccta ctaatgectca attcogtgage ctttggactc agttggcaaa taagtacaag 660
gggaatgoga aggtgatttt cggettgatg aatgagococe acgacatgoc aaacatcace 720
acctgggctg cctcagtcca agcagttgta accgcaatcc geccaagetgg tgcoctacgteg 780
accacgette teottgectgg aaatgattac acctetgetg ggtettteat atcegatgge B840
agtgceagoeg cectgtetaa agtcacgaac coggatggga caatcacgaa totgattttt 900
gacgtgcaca aatacttgga ctcagacaac tccggtacta atcttgaatg tgtgacaaat 860
aacattgaca ccgecctttge acegcettgec acttggetcece gagcaaacgg acgccagget 1020
atcctgacag aaaccggtgg tggcaacgtt gecttcocctgeg agacatattt gtgccaggaa 1080
gttgettate teoaacgecaa ctecagatgte tatettgget atghttggttg ggcetgecgga 1140
tcatttgata cgaattatac actgacggaa acaccgaatg gceagbggtte atcaatgacg 1200
gaccaaccat tggtegegge ttgtctaact agatcgaatt ag 1242

<210> 38

<211>413

<212> PRT

<213> Sclerotinia sclerotiorum

<400> 38
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado o purificado caracterizado por que tiene una actividad endoglucanasa mejorada con respecto
a la actividad endoglucanasa de la proteina de referencia EG2, dicho polipéptido se selecciona entre el grupo que
consiste en:

i) una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
12; SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 34;

ii) una secuencia de aminoacidos que presenta un porcentaje de identidad de al menos 98 %, preferentemente
99 %, con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 0 SEQ ID NO: 34.

2. Acido nucleico purificado o aislado, caracterizado por que codifica al menos un polipéptido de acuerdo con la
reivindicacion 1.

3. Acido nucleico purificado o aislado de acuerdo con la reivindicacion 2 seleccionado entre las siguientes
secuencias: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID
NO: 31y SEQ ID NO: 33.

4. Vector caracterizado por que comprende un acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 o 3.

5. Célula huésped aislada caracterizada por que comprende el acido nucleico de acuerdo con una de las
reivindicaciones 2 o 3 o el vector de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Célula huésped aislada de acuerdo con la reivindicacidon 5, caracterizada por que se selecciona entre
Trichoderma, Aspergillus, Neurospora, Humicola, Penicillium, Fusarium, Thermomonospora, Myceliophthora,
Chrysosporium, Bacillus, Pseudomonas, Escherichia, Clostridium, Cellulomonas, Streptomyces, Yarrowia, Pichia y
Saccharomyces.

7.Célula huésped aislada de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, caracterizada por que se selecciona entre
Trichoderma reesei, Trichoderma viridae, Trichoderma koningii, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus
wentii, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Neurospora crassa, Humicola grisae, Myceliophthora thermopila,
Chrysosporium  lucknowense, Penicillium pinophilum, Penicillium oxalicum, Escherichia coli, Clostridium
acetobutylicum, Clostridium saccharolyticum, Clostridium benjerinckii, Clostridium butylicum, Pichia pastoris,
Yarrowia lipolityca y Saccharomyces cerevisiae.

8. Uso de dicho polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 para la hidrolisis de celulosa.
9. Uso de dicho polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 para la produccion de biocombustible.

10. Composicién enzimatica capaz de actuar sobre la biomasa lignoceluldsica que comprende al menos un
polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1.

11. Procedimiento de producciéon de biocombustible a partir de biomasa, caracterizado por que comprende las
siguientes etapas sucesivas:

- poner en suspension en fase acuosa la biomasa que se va a hidrolizar;

- hidrdlisis en presencia de una composiciéon enzimatica de acuerdo con la reivindicacion 10 de la biomasa
lignocelulésica a fin de producir un hidrolizado que contiene glucosa;

- fermentacion de la glucosa del hidrolizado a fin de producir un mosto de fermentacion;

- separacion del biocombustible del mosto de fermentacion.

12. Procedimiento de producciéon de biocombustible a partir de biomasa, caracterizado por que comprende las
siguientes etapas sucesivas:

- poner en suspension en fase acuosa la biomasa que se va a hidrolizar;

- adicién simultanea de una composicion enzimatica de acuerdo con la reivindicaciéon 10 y de un organismo
fermentativo a fin de producir un mosto de fermentacion;

- separacion del biocombustible del mosto de fermentacion.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el organismo fermentativo se selecciona entre una
célula huésped de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 0 7.

14. Procedimiento de producciéon de biocombustible a partir de biomasa, caracterizado por que comprende las
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siguientes etapas sucesivas:

- poner en suspension en fase acuosa la biomasa que se va a hidrolizar;

- adicién de una o mas células huésped de acuerdo con una de las reivindicaciones 5 a 7 con un organismo
fermentativo y/o una composicion enzimatica de acuerdo con la reivindicacion 10, a fin de producir un mosto de
fermentacion;

- separacion del biocombustible del mosto de fermentacion.
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