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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 celuldsicas para tal procedimiento se denominan con el término "biomasa". Numerosos tipos de biomasa,
por ejemplo madera, residuos agricolas, cultivos herbaceos y desechos solidos municipales, se han considerado
como posibles materias primas para la produccién 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 despolimerizacion. 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 recuperacion del acido cuando se utilizan acidos concentrados y la baja produccion de glucosa
en el contexto del uso de acidos diluidos son perjudiciales para la economia del procedimiento de hidrélisis 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 hidrdlisis enzimética 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 conversion 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 hidrolisis.

Existe un fuerte interés industrial en reducir el costo de la hidrélisis enzimética, y esta reduccion implica el uso de
una dosis reducida de enzimas y, por lo tanto, cOcteles enzimaticos méas 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,
W02010066411 y WO2013029176 con respecto a las exoglucanasas, las solicitudes W0O2007109441,
W02012149192, W02012036810 y W0O21010076388 con respecto a las endoglucanasas, las solicitudes
W02010029259, W02010135836, W02012044915, W02011057140 o W0O2010022518 con respecto a las f-
glucosidasas, o las solicitudes W012135659, W012149344 con respecto a los polisacaridos monoxigenasas.

La solicitud W02011/153516 describe asimismo cepas de levaduras que expresan enzimas sacaroliticas.
La solicitud W02013028701 también describe variantes de glicésido hidrolasa GHG61.
La solicitud WO2008141131 describe proteinas que tienen una actividad celulolitica mejorada.

Gunseli Bayram Akcapinar et al. describen la produccion de endonucleasa | de Trichoderma reesei en Journal of
Biotechnology, vol. 159, n.° 1-2, mayo de 2012, paginas 61-68.

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 lignocelul6sica sea eficiente y econémicamente rentable, la mezcla enzimatica
debe tener proporciones equilibradas de enzimas que tienen actividades enzimaticas diversas, entre otras, pero no
exclusivamente, de tipo 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
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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, Cell2a). Las enzimas EG1ly 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 actian sobre la celulosa, son conocidas por tener un
papel principal en la hidrélisis al aumentar el nUmero de sitios que pueden atacar las exoglucanasas al tiempo que
disminuye el grado de polimerizaciéon de las microfibrillas atacadas. Trabajos recientes (Szijart, 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 reduccion 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 mondmeros de azlcares en etanol.

La hidrélisis y la fermentacion se pueden llevar a cabo de acuerdo con diferentes esquemas. EI mas comudn consiste
en una hidrélisis y una fermentacién separadas (HFS) (SHF-Separate Hydrolysis and Fermentation). Este método
permite optimizar cada etapa manteniendo condiciones Optimas de reaccion. Esta fermentacion se efectla de
manera extemporanea, a una temperatura comprendida entre aproximadamente 28 °C y aproximadamente 30 °C,
mientras que la hidrolisis 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 concentracion muy alta y causan una inhibicién de las
enzimas, ralentizando la eficacia del procedimiento. Para evitar estos inconvenientes, se puede prever otro tipo de
procedimiento. En SFS, las dos etapas (hidrélisis y fermentacion de hexosas) tienen lugar de manera simultanea,
evitando la acumulacion de azlcares en concentraciones inhibidoras para las enzimas. Los costos de inversion
también se reducen mediante el uso de un solo reactor. La tasa de hidrolisis es mas elevada como resultado de la
ausencia de inhibicién ya que los azlcares liberados se utilizan inmediatamente para la fermentacién de etanol. En
este método, la temperatura del reactor constituye necesariamente un compromiso entre las temperaturas éptimas
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 expresién 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. Sin embargo, producir grandes cantidades de enzimas con los organismos fermentativos y de este modo
obtener una actividad importante puede resultar problematico y limita la viabilidad de estos enfoques.

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 proporcién del conjunto
de enzimas de la mezcla seria una ganancia significativa para el procedimiento de conversion de biomasa
lignocelulésica en biocombustible.

Objeto de lainvencion

Los inventores han desarrollado un polipéptido que tiene una actividad endoglucanasa mejorada, especialmente con
respecto a la actividad endoglucanasa de la proteina salvaje EG1 de la secuencia SEQ ID NO: 2. EG1 corresponde
a la endoglucanasa 1 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 de referencia EG1 (SEQ ID NO: 2).

La descripcion se refiere por tanto a un polipéptido seleccionado 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 y SEQ ID NO: 26;

i) 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 0 SEQ ID NO: 26.

La invencién se define en las reivindicaciones.

Preferentemente, el polipéptido segin la invencion se caracteriza por que Su expresion en un organismo
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fermentativo es al menos igual a la expresion de la proteina de referencia EG1 (SEQ ID NO: 2).

El porcentaje de identidad de una secuencia dada con respecto a SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12; 14,16, 18, 20, 22, 24 0
26 corresponde al nimero de residuos idénticos entre esta secuencia dada y SEQ ID NO: 4, 6, 8, SEQ ID NO:10,
12; 14 16, 18, 20, 22, 24 o 26 dividido por el nimero de residuos en SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12; 14, 16, 18, 20, 22,
24 o0 26. Cuando se utiliza la base de datos GenomeQuest, dicho porcentaje de identidad con respecto a SEQ ID
NO: 4, 6, 8, 10, 12; 14, 16, 18, 20, 22, 24 o 26 corresponde al porcentaje de identidad de interrogacion (% id Query),
en el que interrogacion corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12; 14, 16, 18, 20, 22, 24 o 26.

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 enzimética se revelara, respectivamente, mediante un ensayo colorimétrico de los azlcares
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 EG1 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 invencién presenta una actividad enziméatica mejorada en relacion con la de la proteina de referencia EG1
(SEQ ID NO: 2), es el siguiente:

- formacion de un cultivo madre de E. coli que expresa un polipéptido de acuerdo con la invencién 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 dptica
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 tampoén 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;

- centrifugacién durante 30 minutos a 13.000 rpm;

- incubacion de 100 ul de sobrenadante de ruptura diluido 50 veces con 100 pl de tampodn 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);

- incubacién 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 ul de sobrenadante.

La invencién también tiene por objeto un acido nucleico purificado o aislado que codifica al menos un polipéptido de
acuerdo con la invencion como se ha descrito anteriormente. La TABLA 1 a continuacion comprende las
identificaciones de secuencias nucleicas y peptidicas para EG1 de T. reesei ("salvaje"), las endoglucanasas
putativas de Chaetomium globosum (C) y Aspergilus fumigatus (A), asi como para los polipéptidos y nucleétidos de
la invencion 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 y SEQ ID NO: 25.

TABLA 1

Clones Acido nucleico | Polipéptido
EG1 (salvaje) | SEQ ID NO :1 SEQ ID NO :2
76B4 SEQ ID NO :3 SEQID NO :4
105F11 SEQ ID NO :5 SEQ ID NO :6
107H12 SEQ ID NO :7 SEQ ID NO :8
154E4 SEQ ID NO :9 SEQ ID NO :10
202C12 SEQIDNO: 11 | SEQID NO :12
272A9 SEQIDNO:13 | SEQID NO :14
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Clones Acido nucleico | Polipéptido

278F10 SEQID NO:15 | SEQID NO :16
293B2 SEQIDNO :17 | SEQID NO :18
309A11 SEQID NO:19 | SEQ ID NO :20
11G8 SEQ ID NO :21 | SEQ ID NO :22
92A12 SEQ ID NO :23 | SEQ ID NO :24
240H12 SEQ ID NO :25 | SEQ ID NO :26
GenC SEQ ID NO :27 | SEQ ID NO :28
Gen A SEQ ID NO :29 | SEQID NO:30

La invencién también se refiere a un vector que comprende un acido nucleico de acuerdo con la invenciéon 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 extrafio, 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 invencion 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 invencion tiene también por objeto una célula huésped aislada que comprende al menos uno de los polipéptidos
de acuerdo con la invencion como se ha descrito previamente, al menos uno de los &cidos nucleicos de acuerdo con
la invencion como se ha descrito anteriormente o al menos uno de los vectores de acuerdo con la invencién 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 invencion como se ha descrito previamente en la célula huésped de acuerdo con la
invencion 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 invencion 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 invencién.

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

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

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

La invencion también tiene por objeto el uso de uno cualquiera de los polipéptidos de acuerdo con la invencion
descritos anteriormente para la produccion de biocombustible.
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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
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 biogés.

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, &cidos organicos como &cido
acético, propionico, acrilico, butirico, succinico, malico, fumarico, citrico, itacénico o hidroxiacidos como &cido
glicolico, hidroxipropiénico o lactico.

A continuacion se describe un modo de realizacion de produccion de un céctel enzimatico Util para la hidrélisis de
lignocelulosa.

Las cepas de hongos filamentosos, preferentemente Trichoderma, méas 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 solucion acuosa que contiene el sustrato seleccionado para la produccion de las
enzimas. Una composicion enzimatica que actla sobre la biomasa lignocelulésica producida por los hongos se
recupera finalmente por filtracion del medio de cultivo. En esta composicion, se encuentran, en particular, -
glucosidasa, exoglucanasa y endoglucanasa de acuerdo con la invencion.

En un modo de realizacion, la solucion acuosa que contiene el sustrato seleccionado para la produccion de las
enzimas se prepara a una concentracion de 200-250 g/l. Esta soluciéon contiene ademas un sustrato inductor tal
como lactosa. Esta solucion 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 lignoceluldsica son secretadas por el hongo.
Estas Ultimas pueden recuperarse por filtracion del medio de cultivo.

La invencién tiene por objeto una composicidon enzimatica capaz de actuar sobre la biomasa lignocelulésica, siendo
dicha composicion 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 de referencia EG1l. Por "hongos filamentosos" se entiende especialmente Trichoderma, mas
preferentemente T. reesei.

Finalmente, la invencion tiene por objeto un procedimiento de produccién 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;

- fermentacioén 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 suspensién 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 5,2y la
temperatura entre 40 y 60 °C, preferentemente entre 45 y 50 °C. La reaccion de hidrélisis se inicia mediante la
adicién de la composicién enzimatica que actla sobre la biomasa lignocelul6sica; 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 reaccién se controla determinando los azlcares liberados, especialmente la
glucosa. La solucidon de azlcares se separa de la fraccion sdlida no hidrolizada, constituida esencialmente de
lignina, por filtracién o centrifugacion y luego se trata en una unidad de fermentacion.

Después de la etapa de fermentacién, el biocombustible puede separarse del mosto de fermentacion, por ejemplo
por destilacion.
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Otro objeto de la invencidon es un procedimiento de produccion de biocombustible a partir de la biomasa,
caracterizado por que comprende las siguientes etapas sucesivas:

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

- adicién simultanea de una composicién enzimatica como se ha definido anteriormente y de un organismo
fermentativo, para producir un mosto de fermentacion;

- separacion del biocombustible del mosto de fermentacion.

Preferentemente, la composicién enzimatica y el organismo fermentativo se afiaden simultdaneamente 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 fermentacién simultaneas) (Simultaneous
Saccharification and Fermentation) conocido por los expertos en la materia. Dependiendo de las capacidades
metabdlicas e hidroliticas del organismo fermentativo, el buen progreso de la operacion puede requerir la adicién de
una cantidad mayor o menor de mezcla celulolitica exégena.

En otro modo de realizacion, el organismo fermentativo también produce el polipéptido objeto de la invencién por
secrecion o en la superficie de su célula, opcionalmente junto con otras enzimas que actlan 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 invencion tiene por objeto un procedimiento de produccion de biocombustible a
partir de biomasa, que comprende las siguientes etapas sucesivas:

- poner en suspension 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 composicion enzimética 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 invencidn presenta asi la ventaja de obtener un mejor rendimiento de produccion de glucosa al emplear
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 invencién se expondran tras la lectura de la siguiente
descripcion no restrictiva que describe modos de realizacion preferentes de la invencidon proporcionados mediante
ejemplos y FIGURAS.

La FIGURA 1 es un grafico que representa la hidrélisis de CMC al 1 % por la endoglucanasa de referencia EG1y su
mutante (154E4) secretados en el medio de cultivo por las cepas Sca-EG1 y Sca-154E4, respectivamente.

La FIGURA 2 es un grafico que representa los resultados de HFS para el cdctel resultante de la cepa 145E4/8 (SEQ
ID NO: 10), un cdctel 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 EG1
(AEG1cEGH1) suplementado con 3-glucosidasa.

La FIGURA 3 es un gréafico que presenta los resultados de HFS para el coctel resultante de la cepa 11G8 (SEQ ID
NO: 22), un coctel de referencia producido por la cepa CL847 AEG1 (AEG1) suplementado con B-glucosidasa y otro
cActel de referencia producido por la cepa CL847 AEG1 retransformada con el gen de referencia EG1 (AEG1cEGH1)
suplementado con B-glucosidasa.

La FIGURA 4 es un gréafico que presenta los resultados de SFS para los dos cécteles resultantes de las cepas
154E4/2 154 E4/8 (SEQ ID NO: 10), 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 EG1 (AEG1cEG1) suplementado con B-glucosidasa.

La FIGURA 5 es un grafico que presenta los resultados de SFS para los tres coécteles resultantes de las cepas
11G8, 11G8/12 y 11G8/13 (SEQ ID NO: 22), un coctel de referencia producido por la cepa CL847 AEG1 (AEGH1)
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suplementado con B-glucosidasa y otro céctel de referencia producido por la cepa CL847 AEG1 retransformada con
el gen de referencia EG1 (AEG1cEG1) suplementado con B-glucosidasa.

Descripcion detallada de la invencién

Ejemplos

EJEMPLO 1: 1 giro por transposicién en L

La secuencia del gen de referencia EG1 de Trichoderma reesei (SEQ ID NO: 1) se sometié a un primer giro de
transposicion en L de acuerdo con el procedimiento descrito en el documento EP1104457B1 con los genes de
endoglucanasa putativa de Chaetomium globosum (SEQ ID NO: 29) y la endoglucanasa de Aspergillus fumigatus
(SEQ ID NO: 29) que presenta cada uno un 64 % de identidad con el gen de referencia SEQ ID NO: 1.

1 - Identificacién sisteméatica de alto rendimiento

Se desarroll6 un ensayo de identificacién 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 referencia SEQ ID NO: 2..

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 transposicion en L 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 incubacion durante 5h a 37°Cy 17 h a 20 °C;

- centrifugacién durante 10 minutos a 3.000 rpm;

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

- incubacion durante 4 h a temperatura ambiente;

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

- incubacion durante 17 h a 35 °C;

- centrifugacién durante 10 minutos a 3.000 rpm;

- eliminacién de 100 pl de sobrenadante;

- adicién de 100 pl de reactivo DNS;

- incubacién 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 sistemética, se ha descubierto una mejora de la actividad endoglucanasa
(aumento de la DO a 540 nm) con respecto a la enzima de referencia EG1 (SEQ ID NO: 2) que incluyen
principalmente los clones 76B4,105F11, 107H12, 154E4, 202C12, 272A9, 278F10, 293B2 y 309A11..

2 - Determinacién de la mejora de la actividad endoglucanasa

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

Para estimar el kcat de los clones de las variantes seleccionadas en el primer giro de transposicion en L con
respecto a la enzima de referencia (SEQ ID NO: 2), se procede de la siguiente manera:

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

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

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

- centrifugacion durante cinco 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
(DOeoo final 100);

- incubacion de células resuspendidas durante 30 minutos en hielo;

- lisis de las células por tres ciclos de congelacion/descongelacién;

- fraccionamiento del ADN mediante sometimiento a ultrasonidos durante 3 segundos con una potencia de 5;

- centrifugacién durante 30 minutos a 13.000 rpm;

- incubacion de 100 pl de sobrenadante de rotura con 100 yl de tampdn fosfato citrato 0,1 M a pH 5 que contiene
1 % de CMC durante 6 horas a 35y 50 °C;

- eliminacién de 100 pl de reaccion;

- adicién de 100 p de reactivo DNS;

- incubacion durante 5 minutos a 100 °C;

- incubacion durante 3 minutos en hielo;
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- centrifugacién durante 10 minutos a 3.000 rpm;
- lectura de la densidad 6ptica a 540 nm en 150 pl.

De acuerdo con la invencion, el célculo de kcat se realiza de la siguiente manera:

- resta del valor del control negativo;

DNS);

La TABLA 2 presenta el valor de los kcat asi como el factor de mejora obtenidos para los clones 76B4, 105F11,
107H12, 154E4, 202C12, 236C11, 272A9, 278F10, 293B2 y 309A11 con respecto a la proteina de referencia EG1

divisién por el tiempo de reaccion (360 minutos).

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

(SEQ ID NO: 2) en las condiciones experimentales del ensayo de actividad en CMC.

TABLA 2: Actividad endoglucanasa en CMC

divisiéon por el coeficiente del intervalo patrén de glucosa (se revelan diferentes cantidades de glucosa con el

35°C 50°C
. 1. | Factorde . .| Factorde
Clon Kcat (min™) mejora Kcat (min™) mejora
76B4 0,25 1 0,35 1,1
105F11 1,13 4,7 1,24 4
107H12 1,06 4,4 1,14 3,7
154E4 1,27 5,3 3,39 10,9
) ) 202C12 0,73 3 0,61 2
Clones del primer giro 236C11 0,12 ) 0,05 0.2
272A9 0,99 4,1 2,33 7,5
278F10 0,95 4 1,06 3,4
293B2 1,04 4,3 1,78 5,7
309A11 1,07 4,5 0,6 1,9
Proteina de referencia EG1 0,24 1 0,31 1

Los resultados muestran mejoras en la actividad enzimatica significativas en comparaciéon con la enzima de

referencia SEQ ID NO: 2.

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

La mejora de la actividad de los clones 76B4, 105F11, 107H12, 154E4, 202C12, 236C11, 272A9, 278F10, 293B2 y
309A11 se confirmé en un segundo sustrato: celulosa hinchada con &cido fosférico (PASC).

La determinacién del kcat en este sustrato se efectia de acuerdo con el mismo protocolo que el que se ha descrito
anteriormente. El sustrato CMC se reemplaza con el sustrato PASC con la misma concentracion.

La TABLA 3 presenta el valor de los kcat asi como el factor de mejora obtenidos para los clones 76B4, 105F11,
107H12, 154E4, 202C12, 236C11, 272A9, 278F10, 293B2 y 309A11 con respecto a la proteina de referencia EG1
(SEQ ID NO: 2) en las condiciones experimentales del ensayo de actividad en PASC.
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TABLA 3: Actividad endoglucanasa en PASC

35°C 50°C
Clon Kcat (min™) Fﬁfg’” de Kcat (min™) Factor de
jora mejora
76B4 0,0116 1,66 0,0127 1,81
105F11 0,0099 1,41 0,0109 1,56
107H12 0,0069 0,99 0,0068 0,97
154E4 0,0101 1,44 0,0104 1,49
Clones del primer giro 202C12 0,0098 1,4 0,0097 1,39
) 236C11 0,0102 1,46 0,0103 1,47
272A9 0,0103 1,47 0,0099 1,41
278F10 0,0094 1,34 0,0091 1,3
293B2 0,0089 1,27 0,0088 1,26
309A11 0,0102 1,46 0,0089 1,27
Proteina de referencia EG1 0,007 1 0,007 1

Estos resultados muestran mejoras en la actividad enzimatica significativas con respecto a la enzima de referencia
EG1 (SEQ ID NO: 2).

EJEMPLO 2: 2° giro de transposicién en L

Los genes mejorados 105F11, 154E4, 202C12, 272A9 y 309A10 278F10 (SEQ ID NO: 5, 9, 11, 13, 15, 19,
respectivamente) obtenidos en el primer giro de evolucion han sido posteriormente sometidos a un segundo giro de
transposicién en L (siempre de acuerdo con el procedimiento patentado descrito en el documento EP1104457B1).
Con el fin de promover la reconstruccion en un esqueleto de la secuencia de Trichoderma, el gen de referencia EG1
(SEQ ID NO: 1) se reintrodujo como un gen parental para el segundo giro de transposicion en L.

1-Identificacién sistematica de alto rendimiento

Se realizd un ensayo de identificacion sistematica de alto rendimiento como se ha descrito anteriormente en los
clones obtenidos después de este segundo giro de transposicion en L para seleccionar los mejores. El ensayo de
actividad se redujo a 2 horas (en comparaciéon con 17 horas para la identificacion sistematica de los clones
resultantes del primer giro de evolucién) para tener en cuenta las mejoras obtenidas con el primer giro de
transposicion en L.

La actividad de los clones generados se compara con la actividad obtenida con el clon 154E4. Este clon, resultante
del primer giro de transposicion en L, es el que permitié obtener la mejor mejora de la actividad.

En estas condiciones de identificacion sistematica, se descubrié una mejora de la actividad de endoglucanasa con
respecto al clon de referencia 154E4 (SEQ ID NO: 10) en varios clones, en particular, los clones 11G8 y 240H12.

2-Determinacion de la mejora de la actividad endoglucanasa

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

Para determinar el kcat, las actividades de los clones 11G8, 92A12 y 240H12 se midieron mediante el ensayo de
actividad como se ha descrito anteriormente. La duracion del ensayo de actividad se redujo a una hora de
incubacién con el sustrato para tener en cuenta las mejoras en estos clones.

La TABLA 4 presenta los valores de kcat asi como el factor de mejora obtenidos para los clones 11G8, 92A12 y
240H12 con respecto al clon (SEQ ID NO: 10) en las condiciones experimentales.

10
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TABLA 4: Actividad endoglucanasa en CMC

35°C 50°C
4. | Factorde 4. | Factorde
Clon Kcat {min™) mejora Kcat(min~)| mejora
11G8 804,7 1,8 944,2 1,9
Clones del segundo giro| 92A12 420 0,94 478,5 0,95
240H12 488,6 1,1 590,8 1,2
Proteina de referencia 154E4 446,4 1 501,3 1

Los resultados muestran una mejora de actividad con respecto al clon de referencia 154E4 para los clones 11G8 y
240H12.

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

La mejora de la actividad de los clones 11G8, 92A12 y 240H12 se confirmé posteriormente en un segundo sustrato:
celulosa hinchada con acido fosférico (PASC).

Para determinar el kcat, la actividad de estos clones se midié a 35 y 50 °C mediante el ensayo de actividad como ha
se descrito previamente con PASC como sustrato.

La TABLA 5 muestra los valores de kcat asi como también el factor de mejora obtenido para los clones 11G8, 92A12
y 240H12 con respecto al clon 154E4 (SEQ ID NO: 10) en estas condiciones experimentales.

TABLA 5: Actividad endoglucanasa en PASC

35°C 50°C
_ 4. | Factorde 4. | Factorde
Clon Keat (min™) | mejora Kcat(min~)| mejora
11G8 1,37 0,8 1,72 1,1
Clones del segundo giro 92A12 1,36 0,81 1,7 1,04
240H12 1,87 1,1 1,9 1,2
Proteina de referencia 154E4 1,68 1 1,63 1

La actividad del clon 11G8 no se mejora a 35 °C en este sustrato con respecto al clon 154E4 de referencia.
Por el contrario, la actividad del clon 11G8 se mejora a 50 °C. La actividad del clon 240H12 se mejora a 35°C y
50 °C.

EJEMPLO 3: Clonacién de una variante de la endoglucanasa 1 resultante del primer giro de transposicién en
L en unacepadeT. reesei CL847 AEG1

La construccion del fragmento de ADN que se va a insertar en T. reesei, que contiene el clon 154E4 resultante del
primer giro de transposicion en L, se llevd a cabo mediante fusién por PCR. El fragmento de una longitud de
aproximadamente 5,4 kb estaba constituido del gen de resistencia a la fleomicina de la secuencia codificante del
clon 154E4 bajo el control del promotor y seguido por el terminador cbhl. Asimismo, el gen de referencia EG1 (SEQ
ID NO: 1) de T. reesei se amplificé y fusiond entre el promotor y el terminador cbhl, dando como resultado una
segunda construccion.

Los protoplastos de una cepa de T. reesei CL87 AEG1 se transformaron de acuerdo con un método convencional

11
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conocido por los expertos en la materia, mediante choque calcico y PEG, con 5 ug de cada construccion, a saber el
fragmento de ADN que contiene o bien el gen 154E4 o bien EG1. Los transformantes se seleccionaron en medio
selectivo PDA/sacarosa que contenia 30 ug/l de fleomicina. Se subcultivaron catorce clones de cada transformacion.
Después de tres subcultivos para aislar clones puros, se obtuvieron finalmente siete clones que tienen integrado el
gen nativo y cinco clones que tienen integrado la variante 154E4 y que secretan un nivel de proteinas comparable a
la cepa CL847.

1-Identificacién sistematica de un ensayo de actividad en carboximeticelulosa (CMC)

Los 11 clones se cultivaron en placas de 24 pocillos que contienen el siguiente medio:

800 pl de H3PO4 85 %, 4,2 g (NH4)2S04, 0,3 g de MgS04.7H20, 1,5 g de maiz macerado, 1 ml de Oligo Ferment,
11,6 g de acido maleico, 10 g de SolkaFloc y 20 g de lactosa por litro de medio. El pH se ajusto a 5,8-6,0.
Después de 5 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 CMC. Se mezclaron 150 pl de una
soluciéon de CMC al 2 % en tampon citrato 50 mM, pH 4,8, con 150 ul de tampodn citrato que contenia 10 mg/l de
proteinas. La reaccién se incuba a 50 °C y 35 °C durante 10 min y luego se inactiva al bafio maria hirviendo.
Después de la centrifugaciéon durante 5 minutos, se eliminan 20 pl 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 absorcion a 540 nm, y los azUcares reductores se cuantifican
utilizando un intervalo de glucosa.

La TABLA 6 resume las actividades obtenidas con los clones que contienen la variante 154E4, en comparacion con
la cepa de referencia CL847, la cepa CL87 AEGH1, y la cepa CL87 AEG1 retransformada con el gen de referencia
EG1 (AEG1cEG1, media obtenida con los cuatro mejores transformantes).

TABLA 6: Actividad endoglucanasa en CMC

Actividad especifica a | Relacion Actividad especifica a | Relacion
Clon 50 °C (umol/mg/min) 154E4/AEG2cEG1 35 °C (umol/mg/min) 154E4/AEG2cEG1
(50 °C) (35 °C)
CcL847 12,9+3,1 9,7+04
AEG1 6,4+04 -
AEG1CEG 16,8 +2,5 12,1+£1,0
1
154E4/2 225+29 1,3 12,7+2,0 1,1
154E4/8 24,1+19 1,4 125+2,0 1,0
154E4/9 20,2 +3,9 1,2 74+272 0,6

Los resultados muestran que las actividades de las variantes 154E4 son entre 1,2 y 1,4 veces superiores a la de los
clones retransformados con el gen de referencia EG1 (SEQ ID NO: 1). La mejora es visible a 35 °C y 50 °C.

2-Clonacién de la variante 11G8 obtenida después del segundo giro de transposicién en L en una cepade T.
reesei CL847 AEG1 e identificacion selectiva de los transformantes:

La variante 11G8 se clon6 entre el promotor y el terminador cbhl en el plasmido pUT1040 que contiene un gen de
resistencia a la fleomicina como marcador, utilizando una doble digestion BamHZ1/Xhol. Se utilizaron 5 pug de este
vector para la transformacion de la cepa de T. reesei CL847 AEG1. La transformacion de los protoplastos se llevo a
cabo en las mismas condiciones que para la variante 154E4. Al final del proceso de transformacion y de tres
subcultivos sucesivos realizados con el fin de obtener clones puros, se obtuvieron trece clones con una produccién
de proteinas similares a la cepa CL847 y se sometieron a identificacion sistematica por medicion de la actividad
CMCasa. El ensayo de actividad es idéntico a la identificacion sistematica de clones que contienen la variante 154E4
del primer giro de transposicion en L. Seis clones que expresan la variante 11G8 muestran una actividad CMCasa
mayor que la de la cepa AEG1cEG. Los dos mejores transformantes tienen una actividad aumentada en un 70 %
con respecto a la cepa que expresa el gen de referencia EG1 (SEQ ID NO: 1).

La TABLA 7 resume las actividades obtenidas con los clones que contienen la variante 11G8, en comparacion con la
cepa de referencia CL847, la cepa CL847 AEGH1, y la cepa CL847 AEG1 retransformada con el gen de referencia
EG1 (AEG1cEG1, media obtenida con los cuatro mejores transformantes).

TABLA 7: Actividad endoglucanasa en CMC

Actividad especifica a | Relacién Actividad especifica a | Relacién
Clon 50 °C (umol/mg/min) 11G8/AEG1 cEG1 | 35 °C (umol/mg/min) 11G8/AEG1cEG1
(50 °C) (35°C)
CL847 20,8+0,8 11,8 +0,5
AEG1 - 33+1.1
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Actividad especifica a | Relacién Actividad especifica a | Relacién

Clon 50 °C (umol/mg/min) 11G8/AEG1 cEG1 | 35 °C (umol/mg/min) 11G8/AEG1cEG1
(50 °C) (35 °C)

AEG1CEG 13,2+ 2,2 9,1+0,7
1
11G8/6 15,6 +1,8 1,2 10,0+ 0,4 1,1
11G8/7 17,3+0,7 1,3 10,8 £0,9 1,2
11G8/9 17,9+0,4 1,4 11,9+0,2 1,3
11G8/10 15,0+ 0,3 1,1 13,9+1,6 1,5
11G8/12 17,0+ 0,1 1,3 15,7+ 0,8 1,7
11G8/13 17,3+1,2 1,3 15,6 £ 0,4 1,7

Los resultados muestran que las actividades de las variantes 11G8 son entre 1,1 y 1,7 veces superiores a la de los
clones retransformados con el gen de referencia SEQ ID NO: 1. La mejora es visible a 35 °C y 50 °C.

Ejemplo 4: Expresidon recombinante de endoglucanasa de referencia EG1 y de |la variante mejorada 154E4 en
Saccharomyces cerevisiae

1- Produccién de proteinas EG1 de referenciay 154E4 en el medio extracelular

Los genes de endoglucanasa de Trichoderma reesei (EG1) y de la variante 154E4 se clonaron sin su péptido sefial
en el vector pESC-LeuaAmyc (CNRS-CERMAY). Esta construccion permite la expresion de las proteinas en el
medio de cultivo de la cepa Saccharomyces cerevisiae EBY100, auxoétrofa para leucina y triptéfano (Boder ET y
Wittrup KD, Biotechnol Prog, 1998, 14: 55-62). Este plasmido permite colocar la expresién de genes bajo el control
del promotor GAL1 inducible a galactosa, y posee el gen marcador de seleccién 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 (transformacion de levaduras por choque térmico y acetato
de litio). Los transformantes se seleccionaron en medio YNB 0,67 %-Glc 2 %-Trp 0,01 %.

Se utiliz6 un transformante para cada gen (Sca-EG1,y Sca-154E4) 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/l de L-
arginina, 100 mg/l de acido L-aspartico, 100 mg/l de acido L-glutamico, 20 mg/l de L-histidina, 30 mg/l de L-lisina, 20
mg/l de L-metionina, 50 mg/l de L-fenilalanina, 375 mg/l de L-serina, 200 mg/l 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, las cepas
Sca-EG1 y Sca-154E4 se utilizaron para sembrar (DOggo 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 incubacién, 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 centrifugacién a 3.000 g a 4 °C durante 5 minutos.

2- Determinacién de la actividad endoglucanasa en p-nitrofenil-B-lactosida

La actividad endoglucanasa de los sobrenadantes de cultivo se midié por hidrélisis del sustrato p-nitrofenil-§3-
lactosida (pNPL) en un volumen de 700 pl en las siguientes condiciones:

- 50 mM de tampén de citrato a pH 5

- 2mMde pNPL

- 605 ply 90 pl del sobrenadante de cultivo de las cepas Sca-154E4
- incubacién a 35 °C o 50 °C durante 30 min para la cepa .Sca-EG1.

La reaccién se detuvo mediante la adicion de 100 pl de carbonato de sodio 1 M a 100 ul de reaccién de reaccion. La
concentracion de para-nitrofenol (pNP) liberada por hidrélisis de pNPL se determind midiendo la absorbancia a 415
nm en comparacion con un intervalo patrén de para-nitrofenol (lineal de 0,36 uM a 360 puM).

La TABLA 8 presenta los resultados de la actividad endoglucanasa (AE en nmol.min".mlI™* de cultivo) en pNPL a
35°C y 50 °C de los medios de cultivo de las cepas ScaEG1y SCa154E4.
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TABLA 8: Actividad endoglucanasa en pNPL a 35 °C y 50 °C de los medios de cultivo de las cepas ScaEG1 y

SCa154E4.
AEa35°C AE a50°C Ratio de actividad | Mejora de AE a
35°C/50 °C 35°C
Sca-EG1 1,17 1,18 1 -
Sca-154E4 45,0 61,1 14 38,5

Los resultados obtenidos muestran una mejora a 35 °C de la actividad enzimatica de la cepa Sca-154E4 por un
factor cercano a 40 con respecto a la cepa que expresa la proteina de referencia EG1 de T. reesei (SEQ ID NO: 2).
La amplitud de la mejora de la actividad constatada sobre E. coli y T. reesei sugiere que la enzima no solo tiene una
actividad especifica mejorada sino que también se sobreexpresa y/o se secreta mejor.

3- Determinacién de la actividad endoglucanasa en carboximetilcelulosa

La actividad endoglucanasa de los sobrenadantes de cultivo se midié por hidrélisis 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-EG1 y Sca-154E4 dializadas respectivamente contra el tampén
citrato 50 mM pH 5 en membrana de 10 kDa y concentrados dos veces

- incubacion a 35 °C durante 48 horas.

La reaccion se detuvo mediante la adicién de 150 pl de reactivo DNS a 100 pl de medio de reaccion. Después de un
calentamiento durante 5 minutos a 100 °C y enfriamiento en hielo, la cantidad de azUcares reductores liberados se
determin6 midiendo la absorbancia a 550 nm en comparacién con un intervalo patrén preparado con glucosa.

La FIGURA 1 muestra los resultados de la hidrélisis del CMC al 1 % por la endoglucanasa de referencia EG1 (SEQ
ID NO: 2) y su mutante 154E4 (SEQ ID NO: 10) secretadas respectivamente en el medio de cultivo de las cepas
Sca-EG1 y Sca-154E4.

Los resultados de la FIGURA 1 muestran que durante las primeras horas de reaccion, la cantidad de azlcares
reductores liberados por 1 ml de cultivo de la cepa Sca-154E4 es aproximadamente 10 veces mayor que con 1 ml de
Sca-EG1. La magnitud de la mejora de la actividad constatada sobre E. coli y T. reesei sugiere que la enzima no
solo tiene una actividad especifica mejorada sino que también se sobreexpresa y/o secreta mejor.

Ejemplo 5: Produccién de enzimas por T. reesei en matraces alimentados

Las cepas de referencia y las que presentan la mejor actividad en CMC (CL847, AEG1, AEG1cEG1, 154E4/2,
154E4/8, 11G8/10, 11G8/12, 11G8/13) 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 CaCl,.2H;0, 1,5 g/l de
maceraciéon del maiz, 0,07 % de acido ortofosférico, 5 mg/l de FeSOg4, 1,4 mg/l de MnSOg4, 1,4 mg/l de ZnSO., 3,7
mg/l de CoCl, 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 NH3 a un caudal de 40 mg de azucar/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 um y el sobrenadante se congela.

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

Eiemplo 6: Eficacia de las enzimas resultantes de la transposicién en L en la hidrélisis de la biomasa
lignoceluldsica de acuerdo con un procedimiento HES

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 impregnacién acida al 0,01 % de H,SO, durante 10 horas, que se ha
lavado, neutralizado a pH 5, prensado, secado. La tabla 9 presenta la composicién del sustrato de referencia.
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Tabla 9: Composicién de la paja utilizada para los ensayos de hidroélisis

Composicién % 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
cécteles enzimaticos se midié por el método Lowry utilizando ASB como referencia. Cada coctel se suplementé con
actividad B-glucosidasa con un maximo de 120 + 2 IU/g de celulosa, afiadiendo B-glucosidasa SP188 (Novozymes).

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 reaccion de hidrolisis compuesto de tampo6n acetato 50 mM - pH 4,8 y cloranfenicol
(0,05 g/l)

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

Las hidrolisis enzimaticas se llevan a cabo a 45 + 2 °C bajo agitacién 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 (sélidos insolubles en agua). El célculo del rendimiento de la hidrdlisis se realiza teniendo en cuenta
los SIA.

Los cdcteles resultantes del ejemplo 5 fueron evaluados. Se llevan a cabo dos ensayos de control con cécteles de
referencia también suplementados con B-glucosidasa para comparacion: un céctel producido por la cepa CL847
AEG1 (AEG1) y un coctel producido por la cepa CL847 AEGH1 retransformada con el gen de referencia EG1
(AEG1cEG1).

La FIGURA 1 presenta los resultados de HFS para el coctel resultante de la cepa 154/8 que expresa la variante
154E4 (SEQ ID NO: 10).

Los resultados presentados en la FIGURA 2 muestran que la velocidad inicial de hidrdlisis del céctel producido por la
variante 146C4 es superior a la de los cocteles de referencia AEG1 y AEG1cEGL. El rendimiento final de la hidrélisis
también es superior al de los cocteles de referencia AEG1 y AEG1cEGI.

La FIGURA 3 presenta los resultados de HFS para el coctel resultante de la cepa 11G8 que expresa la variante
11G8 (SEQ ID NO: 22).

Los resultados presentados en la FIGURA 3 muestran que las velocidades iniciales de hidrélisis de los cocteles
producidos por la variante 11G8 es superior a la de los cocteles de referencia AEG1 y AEG1cEGL. El rendimiento
final de hidrdlisis también es superior al de los cocteles de referencia AEG1 y AEG1cEGL1.

Ejemplo 7: Eficacia de las enzimas en la hidrélisis de biomasa lignocelulésica de acuerdo con _un
procedimiento SFS

El sustrato utilizado es el mismo que el descrito en la tabla 9 (Ejemplo 6).
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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 tapén y equipado en el extremo
inferior de dicho tubo con un septo;

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

El principio de implementacion de los biorreactores es el siguiente: el CO, producido durante la fermentacion
etandlica se acumula en el cielo sobre el medio de reaccion que causa por acumulacion un aumento en la presion en
el biorreactor (Pg). Cuando Pg 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 Pg < Ps, la valvula se
cierra hasta que Pg sea superior a Ps. Por lo tanto, el biorreactor en funcionamiento todavia esta bajo presion para
proporcionar un medio anaerébico estable para la fermentacion. La cantidad de etanol producida se evalGa por la
produccién de CO; estimada por la pérdida de peso a partir de la siguiente ecuacién estequiométrica de
fermentacién de glucosa en etanol:

CsH1206 (glucosa)— 2 CO; + 2 CH3CH,OH (etanol) + energia
El medio de cultivo utilizado para SFS es un medio acuoso que comprende:

- untampo6n 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 concentracién de cdocteles enzimaticos se midié por el
método de Lowry utilizando ASB (albimina sérica bovina) como referencia. Cada céctel se suplementé 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 azlcares (Saccharomyces cerevisiae, cepa de etanol rojo, Fermentis, Francia) se
afiade al medio para obtener un contenido de 2 + 0,1 g/kg.

Se afiaden enzimas y levaduras a los biorreactores después de una hora de acondicionamiento de la paja de trigo
pretratada a 35 °C con el tampén, 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 rotacion orbital de 150 rpm.

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

Se evaluaron los cécteles del ejemplo 5. 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 un cOctel
producido por la cepa CL847 AEGL1 retransformada con el gen de referencia EG1 (AEG1cEGH1).

La FIGURA 4 presenta los resultados de SFS para los 2 cocteles resultantes que expresan la endoglucanasa 154E4
(media de los resultados obtenidos con las 2 variantes).

Los resultados presentados en la FIGURA 4 muestran que el progreso (produccion de etanol para la misma dosis de
enzimas) de SFS en 100 horas para los 2 cécteles que expresan endoglucanasa 154E4 es superior a los de los
cOcteles de referencia AEG1 y AEG1cEG1.

La FIGURA 5 presenta los resultados de SFS para los 3 cocteles que expresan la endoglucanasa 11G8 (media de
los resultados obtenidos con las 2 variantes).

Los resultados presentados en la FIGURA 5 muestran que el progreso de SFS en 100 horas para los 3 cOcteles que
expresan la endoglucanasa 11G8 (media) es superior a los de los cocteles de referencia AEG1 y AEG1cEGL1.

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

<130> BFF

<160> 30

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 1380
<212> ADN

<213> Trichoderma reese

<400> 1

atggegeocot
googeacage
tgtacaaagt
cgctggatge
ctctgocetg
gcctegggeg
toetggegget
gtgatgetga
tgtggagaga
tataacacgg
acatggagga
atcctggagg
tgegactotyg
cceggagata
aacggctoege
gacatcccca
tacggoggceo
atttggaacg
agoagcacey
ttetecaaca
cogectgogt

cogagetgea

acgtgcacgt

<210>2
<211> 459

cagttacact
aacegggtac
ccggggagtyg
acgacgcaaa
acgaggcgac
tcacgacctc
acagcagogt
agetcaacgy
acggctaget
ccggtgocaa
acggcaccct
gcaactcgag
ccggttgegg
cegttgacace
cotogggeoaa
gcgcoccagec
tcgccacceat
acaacagcca
agggcaacce
tecgetgggg
coageacgac

cgcagactca

cgggcactac

geegttgace
cagcaceced
cgtggceccag
ctacaactcg
ctgtggcaag
gggcagcagc
ctoteoctagy
ccaggagetyg
ctacctgtoet
ctacgggagc
caacactago
ggcgaatgec
cttcaacceoe
ctecaagace
ccttgtgage
cggcoggegac
gggcaaggcc
gtacatgaac
atocaacate
agacattggg
gttttegact

ctgggggcaqg

gtgccagtat

acggecatcee
gaggtcocate
gacacctegg
tgcaccgtca
aactgcttca
ctcaccatga
ctgtatetee
agettegacy
cagatggacg
ggctactgog
caccagggct
ttgaccccte
tatggeageg
ttcaccatca
atcacocgea
accatctcgt
ctgagcagey
tggctcgaca
ctggecaaca
tetactacga
acacggagga

tgeggtggea

agcaacgact

17

tggocattge
ccaagttgac
tggtecttga
acggcggegt
togagggegt
accagtacat
tggactetga
tegacctete
agaacggyggy
atgctcagtg
totgctgeaa
actcttgcac
gctacaaaag
tcacecagtt
agtaccagea
cctgeeoegte
gocatggtgct
gcggcaacgce
acdoccaacad
actcgactge
gctegacgac

ttgggtacag

actactcgca

ceggetagte
aacctacaag
ctggaactac
caacaccacyg
cgactacgece
gcccagcagce
cggtgagtac
tgotetgeeyg
cgccaaccag
ccocgtocagy
cgagatggat
ggccacggec
ctactacgge
caacacggac
aaacggcgte
cgoctcagece
cgtgttcage
cggcecctge
geacgtegte
gocoaogode
ttegageage

cgggtgcaag

atgcctttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

900

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 2

Met

1

Ala

Hisg

Ala

Asp

65

Leu

Val

Met

Pro

Leu

145

Cys

Gly

Cys

Thr

Ala

Pro

Gln

50

Ala

Cys

Asp

Asn

Arg

130

Asn

Gly

Ala

Asp

Ser

Pro

Leu

Lys

35

Asp

Asn

Pro

Tyr

Gln

115

Leu

Gly

Glu

Asn

Ala

195

His

Ser

vVal

20

Leu

Thr

Tyr

Asp

Ala

100

Tyr

Tyr

Gln

Asn

Gln

180

Gln

Gln

Val

Ala

Thr

Ser

Asn

Glu

85

Ala

Met

Leu

Glu

Gly

165

Tyr

Cys

Gly
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Thr

Ala

Thr

Val

Ser

70

Ala

Ser

Pro

Leu

Leu

150

Ser

Asn

Pro

Phe

Leu

Gln

Tyr

Val

55

Cys

Thr

Gly

Ser

Asp

135

Ser

Leu

Thr

Val

Cys

Pro

Gln

Lys

40

Leu

Thr

Cys

Val

Ser

120

Ser

Phe

Tyr

Ala

Gln

200

Cys

18

Leu

Pro

25

Cys

Asp

vVal

Gly

Thr

105

Ser

Asp

Asp

Leu

Gly

185

Thr

Asn

Thr

10

Gly

Thr

Trp

Asn

Lys

90

Thr

Gly

Gly

Val

Ser

170

Ala

Trp

Glu

Thr

Thr

Lys

Asn

Gly

75

Asn

Ser

Gly

Glu

Asp

155

Gln

Asn

Arg

Met

Ala

Ser

Ser

Tyr

60

Gly

Cys

Gly

Tyr

Tyr

140

Leu

Met

Tyr

Asn

Asp

Ile

Thr

Gly

45

Arg

vVal

Phe

Ser

Ser

125

Val

Ser

Asp

Gly

Gly

205

Ile

Leu

Pro

30

Gly

Trp

Asn

Ile

Ser

110

Ser

Met

Ala

Glu

Ser

130

Thr

Leu

Ala
15

Glu

Cys

Thr

Glu

95

Leu

vVal

Leu

Leu

Asn

175

Gly

Leu

Glu

Ile

vVal

Val

Hisg

Thr

80

Gly

Thr

Ser

Lys

Pro

160

Gly

Tyr

Asn

Gly



Asn

225

Cys

Ser

Ile

Val

Ala

305

Tyr

Asn

Arg

385

Pro

Thr

Gly

Gln

210

Ser

Asp

Tyr

Ile

Ser

290

Gln

Gly

YVal

Ser

Ile
370

Trp

Pro

Ser

Ile

Tyr
450

Arg

Ser

Tyr

Thr

275

Ile

Pro

Gly

Phe

Gly

355

Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

435

Ser

Ala

Ala

Gly

260

Gln

Thr

Gly

Ser

340

Asn

Ala

Asp

Ser

Ser

420

Tyr

Asn

Asn

Gly

245

Pro

Phe

Arg

Gly

Ala

325

Ile

Ala

Asn

Ile

Ser

405

Pro

Ser

Asp

ES 2 682 798 T3

Ala

230

Cys

Gly

Asn

Lys

Asp

310

Thr

Trp

Gly

Asn

Gly

390

Thr

Ser

Gly

Tyr

215

Leu

Gly

Asp

Thr

Tyr

295

Thr

Met

Pro

Pro

375

Ser

Thr

Cys

Cys

Tyr
455

Thr

Phe

Thr

Asp

280

Gln

Ile

Gly

Asp

Cys

360

Asn

Thr

Phe

Thr

Lys

440

Ser

19

Pro

Asn

Val

265

Asn

Gln

Ser

Lys

Asn

345

Ser

Thr

Thr

Ser

Gln

425

Thr

Gln

His

Pro

250

Asp

Gly

Asn

Ser

Ala

330

Ser

Ser

His

Asn

Thr

410

Thr

Cys

Cys

Ser

235

Tyr

Thr

Ser

Gly

Cys

315

Leu

Gln

Thr

vVal

Ser

395

Thr

Hig

Thr

Leu

220

Cys

Gly

Ser

Pro

val

300

Pro

Ser

Tyr

Glu

val

380

Thr

Arg

Trp

Ser

Thr

Ser

Lys

Ser

285

Asp

Ser

Ser

Met

Gly

365

Phe

Ala

Arg

Gly

Gly
445

Ala

Gly

Thr

270

Gly

Ile

Ala

Gly

Asn

350

Asn

Ser

Pro

Ser

Gln

430

Thr

Thr

Tyr

255

Phe

Asn

Pro

Ser

Met
335

Trp

Pro

Asn

Pro

Ser

415

Cys

Thr

Ala

240

Lys

Thr

Leu

Ser

Ala

320

Val

Leu

Ser

Ile

Pro

400

Thr

Gly

Cys
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15

20

<210>3
<211>1329
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>76B4

<400> 3

cagcaacogg
aagtcegggg
ttecacaccet
tgecctgacy
tagggeateg
ggcaagacca
atgttcaagce
ggagagaacg
aacacgggeg
tggaacaacg
ctggaggeca
gacaagggcyg

ggaggcaccg

ggcaccacca
atcgecaatyg
gtegacgget
ggcatggtge
agcggcaacg
aaccccacga
aagggttctg
tagacegege
gggeccacygy

tgectttaa

<210>4
<211> 442
<212> PRT

gtteggtgac

ggtgcgtgga

cggacaacac
cagegacetg
agacetaggyg
acagogtctc
tcctcaacca
cagcgctcta
gtgecaagta
gcaccctcaa
actegaggge
gttgoggcett
ttgacacctc
ccggcaccct
cegtttecte
cggoegacac
teatectteag
ccggcoccectyg
cgcacgtegt
atggctcggt
cggggecaac

cttgegeate

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>76B4

<400> 4

ES 2 682 798 T3

cocccgaggto
gcaggacacc
cacctegtge
tgocegagaac
cageagecta
tcctecgggeo
ggagctgage
cttectoctgag
cgggagegge
cactagcocac
gaattegtac
caacccctat
caagccoctto
ttccgaaatce
cactggegte
ctttggegge
catttggaac
cagcagcacc
ctteotocaac
gacgacgacg
gcagactcac

gecctacacy

catcccaagt
tcggtggtoe
accacgteoct
tgegtegtag
accctgagge
tatctcctgyg
ttcgacgtcoyg
atggacaaga
tactgegatyg
cagggctegt
accccteace
gctcteggee
accatcacca
cgccgcoagt
aactecatea
ctcaccacca
gacgccagog
gagggcaacc
atccgctggg
acgtcgacta
tatgggecagt

tgccaggtte

20

tgcocacctg
ttgactggaa
cgggeataga
agggeaccga
agttegteaa
gcgocgacgg
acgtctctac
cegggggccyg
cteagtgece
gctgeaacga
cetgeaghge
aaaaaagcta
cccagttcat
acatgcaaaa
ccgaggacty
tgggcaagge
goetttatgaa
cagacttgat
gagacattgg
catcgaccaa
gcggtggeca

tgaaccogty

gcagtgtaca

ctaccgetgygy
ctogacgete
ctacaccage
ggacagcegag
tgactacgtg
gctgcegtgt
gaacgagcac
cgtocagaca
gatggatate
cacggactge
ctggggoccece
cacgaacgac
cggcaaggty
gtgcacgtce
cctgggoege
ctggetegac
caaggcccaqg
gtctacttte
gaccacgact
agggtggact

gtactegeaa

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1329



Gln

Trp

Val

Ser

Ala

65

Ser

Lys

Leu

Ala

145

Azn

Pro

Ser

Ser

Cys
225

Gln

Gln

Cys

50

Thr

Gly

Asp

Gly

Ser

130

Leu

Thr

Val

Cys

Tyr

210

Gly

Pro

Cys

Asp

Thr

Cys

Ile

Ser

Ala

115

Phe

Tyr

Gly

Gln

Cys

185

Thr

Phe

Gly

Thr
20

Trp

Thr

Ala

Glu

Glu

100

Asgp

Asgp

Phe

Gly

Thr

180

Asn

Pro

Azn

Ser

Lys

Azn

Ser

Glu

Thr

85

Gly

Gly

Val

Ser

Ala
165

Trp

Glu

His

Pro

ES 2 682 798 T3

Val

Ser

Tyr

Ser

Azn

70

Ser

Lys

Asgp

Asgp

Glu

150

Lys

Azn

Met

Pro

Tyr
230

Thr

Gly

Arg

Gly

55

Cys

Gly

Thr

Tyr

Val

135

Met

Tyr

Azn

Asp

Cys

215

Ala

Pro

Gly

Trp

40

Ile

Val

Ser

Asn

Val

120

Ser

Asp

Gly

Gly

Ile

200

Ser

Leu

21

Glu

Cys

25

Phe

Asp

Val

Ser

Ser

105

Met

Thr

Lys

Ser

Thr

185

Ala

Gly

Val

10

Val

His

Ser

Glu

Leu

20

Val

Phe

Leu

Thr

Gly

170

Leu

Glu

Thr

Gln

His

Glu

Thr

Thr

Gly

15

Thr

Ser

Lys

Pro

Gly

155

Tyr

Azn

Ala

Asp

Lys
235

Pro

Gln

Ser

Leu

60

Thr

Leu

Pro

Leu

Cys

140

Gly

Cys

Thr

Asn

Cys

220

Ser

Lys

Asgp

Asp

Cys

Asp

Arg

Arg

Leu

125

Gly

Arg

Asgp

Ser

Ser

205

Asp

Tyr

Leu

Thr

30

Azn

Pro

Tyr

Gln

Ala

110

Azn

Glu

Asn

Ala

His

190

Arg

Lys

Trp

Pro

15

Ser

Thr

Asp

Thr

Phe

95

Tyr

Gln

Azn

Glu

Gln

175

Gln

Ala

Gly

Gly

Thr

Val

Thr

Ala

Ser

80

Val

Leu

Glu

Ala

His

160

Cys

Gly

Asn

Gly

Pro
240



10

Gly

Ile

Gln

Gly

Ala

305

Gly

Asn

Asn

Ser

Gly

385

Ser

Gln

Val

<210>5

<211> 1338
<212> ADN

Gly

Thr

Tyr

vVal

290

Ala

Met

Trp

Pro

Asn

370

Ser

Thr

Gly

Leu

Thr

Asn

Met

275

Asn

Thr

Val

Leu

Asp

355

Ile

vVal

Ala

Trp

Asn
435

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 105F11

<400> 5

vVal

Asp

260

Gln

Ser

Phe

Leu

Asp

340

Leu

Arg

Thr

Pro

Thr

420

Pro

Asp

245

Gly

Asn

Ile

Gly

Ile

325

Ser

Ile

Trp

Thr

Gly

405

Gly

Trp

ES 2 682 798 T3

Thr

Thr

Gly

Thr

Gly

310

Phe

Gly

Lys

Gly

Thr

390

Pro

Pro

Tyr

Ser

Thr

Lys

Glu

295

Leu

Ser

Asn

Ala

Asp

375

Thr

Thr

Thr

Ser

Lys

Thr

Val

280

Asp

Thr

Ile

Ala

Gln

360

Ile

Ser

Gln

Ala

Gln
440

22

Pro

Gly

265

Ile

Trp

Thr

Trp

Gly

345

Asn

Gly

Thr

Thr

Cys

425

Cys

Phe

250

Thr

Ala

Cys

Met

Asn

330

Pro

Pro

Ser

Thr

His

410

Ala

Leu

Thr

Leu

Asn

Thr

Gly

315

Asp

Cys

Thr

Thr

Ser

395

Tyr

Ser

Ile

Ser

Ala

Ser

300

Lys

Ala

Ser

Thr

Phe

380

Thr

Gly

Pro

Thr

Glu

Val

285

vVal

Ala

Ser

Ser

His

365

Lys

Lys

Gln

Tyr

Thr

Ile

270

Ser

Asp

Leu

Gly

Thr

350

vVal

Gly

Thr

Cys

Thr
430

Gln

255

Arg

Ser

Gly

Gly

Phe

335

Glu

vVal

Ser

Thr

Gly

415

Cys

Phe

Arg

Thr

Ser

Arg

320

Met

Gly

Phe

Asp

Thr

400

Gly

Gln



10

cagcaaccgdg

aagtccggyg

attcacacgg
tgceoctgacyg
gecggegtca
gtctacacea
ctgaageotee
gagaacggct
acggceggtg
aggaacggca
gaggecaact
aagggeggtt
ggcacegttyg
accaccaccg
gccaatgeoeg
gacggctogg
atggtgcteg
ggcaacgecy
cccaacacgc
tegactgege
tcgacgactt
gggtacageg

tactegeoaat

<210> 6

<211> 445
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 105F11

<400> 6

gtaccagcac

ggtgcgtgge
tcgatgggta
cggcgacctyg
cgaccteggg
acgectetee
taggccagga
cgctotacct
ccaactacgg
ccctcaacac
cgaaggagga
geggettcaa
acacctccaa
gcacoctttc
tttecteoecac
ccgccacctt
tgttcageat
gocectgeag
acgtogtett
ccocegeocece
cgagcagcce
ggtgcaagac

goctttaa

ES 2 682 798 T3

ccoccgaggtc

ccaggacacc
cacatcgtgeo
tgcgaagaac
cgacagccte
teggetgtat
gotgacette
gtctcagatg
gageggctac
tagccaccag
agecetteoace
cccctatget
geccttcace
cgaaateccgo
tggogtcaac
tggocggecte
ttggaacgac
cageaccgayg
cteocaacate
gectgegtee
gagctgcacyg

gtgcacgtcg

catcccaagt

tcggtggtcee
accacatcgt
tgogtgatcg
accatgtace
ctaectgggec
gacgteogace
gacgagaacg
tgcgatgetce
ggctecgtget
cctcacceoct
ctoggeocaaa
atcaccaccee
cgccagtaca
tccatcaccy
accaccatgg
aacagccagt
ggcaacecat
cgctggggag
agcacgacgt
cagactcact

ggcactacgt

23

tgacaaccta

ttgactggaa
cocggegtoga
agccggecaa
agtacgttca
ccgacaagaa
tetetgetet
ggggcgcoaa
agtgccccgt
gcaacgagat
geateggega
aaagctactg
agtteatcac
tgcaaaacgg
aggactggtg
gcaaggccct
acatgaactg
ccaacatect
acattgggte
tttegactac
gggggcagtyg

gccagtatag

caagtgtaca

ctaccactgyg
cagcacgcectc
ctacaccagc
gagcaacggce
ctacgtgatg
geegtgtgga
ccagtataac
ccagacatgg
ggatatcetyg
caactgogac
gggecccgga
gaacgacgge
caaggtgatc
cacgtccgtce
gggccgegge
getegacage
ggcecaacaac
tactacgaac
acggaggagc
cggtggcatt

caacgactac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1338



ES 2 682 798 T3

Gln Gln Pro Gly Thr Ser Thr Pro Glu Val His Pro Lys Leu Thr Thr
1 5 10 15

Tyr Lys Cys Thr Lys Ser Gly Gly Cys Val Ala Gln Asp Thr Ser Val
20 25 30

24



Val

Ser

Ala

65

Ala

Gln

Gly

Thr

Leu

145

Thr

Val

Cys

Fhe

Gly

225

Gly

Thr

Tyr

Leu

Cys

50

Thr

Gly

Ser

Pro

Phe
130

Tyr

aAla

Gln

Cysa

Thr

210

Phe

Thr

Asn

Met

Asp

35

Thr

Cys

Val

Asn

Asp

115

Asp

Len

Gly

Thr

Asn

195

Pro

Asn

val

Asp

Gln
275

Trp

Thr

Ala

Thr

Gly

100

Lys

Val

Ser

Ala

Trp

180

Glu

His

Pro

Asp

Gly

260

Asn

Asn

Ser

Lys

Thr

85

val

Aan

Asp

Gln

Aan

165

Arg

Met

Pro

Tyr

Thr

245

Thr

Gly

ES 2 682 798 T3

Tyr

Ser

aAsn

70

Ser

Tyr

Tyr

Leu

Met

150

Tyr

agn

Aep

Cys

Ala

230

Ser

Thr

Lys

Hisg

Gly

55

Cys

Gly

Thr

Val

Ser

135

Asp

Gly

Gly

Ile

Ile

215

Leu

Lys

Thr

Val

Trp

40

Val

val

Azp

Asn

Met

120

Ala

Glu

Ser

Thr

Leu

200

Gly

Gly

Pro

Gly

Ile
280

25

Ile

Asp

Ile

Ser

Ala

105

Leu

Leu

Asn

Gly

Leu

185

Glu

Asp

Gln

Phe

Thr

265

Ala

His

Ser

Glu

Leu

90

Ser

Lys

Pro

Gly

Tyr

170

Asn

Ala

Asn

Lys

Thr

250

Leu

Asn

Thr

Thr

Pro

15

Thr

Pro

Leu

Cys

Gly

155

Cys

Thr

Aszn

Cys

Ser

235

Ile

Ser

Ala

Val

Leu

60

Ala

Met

Arg

Leu

Gly

140

Ala

Asp

Ser

Ser

Asp

220

Tyr

Thr

Glu

Val

Azp

45

Cys

Asn

Tyr

Leu

Gly

125

Glu

Asn

aAla

Higz

Lys

205

Lys

Trp

Thr

Ile

Ser
285

Gly

Pro

Tyr

Gln

Tyr

110

Gln

Asn

Gln

Gln

Gln

190

Ala

Gly

Gly

Gln

Arg

270

Ser

Tyr

Asp

Thr

Tyr

95

Leu

Glu

Gly

Tyr

Cys

175

Gly

Glu

Gly

Pro

Phe

255

Arg

Thr

Thr

Ala

Ser

Val

Leu

Leu

Ser

Asn

160

Pro

Ser

Ala

Cys

Gly

240

Ile

Gln

Gly



10

Val Asn
290

Ala Thr
305

Met Val

Trp Leu

Pro Ser

Azn Ile
370

Pro Pro
385

Ser Thr

Cys Gly

Thr Cys

<210>7
<211>1131
<212> ADN

Ser

Phe

Asp

Asn

355

Arg

Pro

Thr

Gly

Gln
435

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>107H12

<400>7

Ile

Gly

Val

Ser

340

Ile

Trp

Pro

Ser

Ile

420

Tyr

Thr

Gly

Phe

325

Gly

Leu

Gly

Ala

Ser

405

Gly

Ser

ES 2 682 798 T3

Glu

Leu

310

Ser

Asn

Ala

Asgp

Ser

390

Ser

Tyr

Asn

Asp

295

Thr

Ile

Ala

Asn

Ile

375

Ser

Pro

Ser

Asp

Trp

Thr

Trp

Gly

Asn

360

Gly

Thr

Ser

Gly

Tyr
440

26

Cys

Azn

Pro

345

Pro

Ser

Thr

Cys

Cys

425

Tyr

Thr

Gly

Asgp

330

Cys

Asn

Thr

Phe

Thr

410

Lys

Ser

Ser

Lys

315

Azn

Ser

Thr

Thr

Ser

385

Gln

Thr

Gln

Val

300

Ala

Ser

Ser

His

Azn

380

Thr

Thr

Cys

Cys

Asp

Leu

Gln

Thr

Val

365

Ser

Thr

His

Thr

Leu
445

Gly

Gly

Tyr

Glu

350

Val

Thr

Arg

Trp

Ser
430

Ser

Arg

Met

335

Gly

Phe

Ala

Arg

Gly

415

Gly

Ala

Gly

320

Azn

Asn

Ser

Pro

Ser

400

Gln

Thr



10

<210>
<211>
<212>

cageaacegy
aagtcegggyg
attcacacgg
tgcecctgacyg
gccggegtcea
ggcaagacca

atgttcaage

ggagagaacyg
aacacgyycy
tggaacaacyg
ctggaggoca
gacaagggcg
ggaggcaccc
ggcaccaget
gtogeocageg
gactacggeg
agcatttgga
tgcaacgaga

gtcoctgteoca

8
376
PRT

gtteggtgac
ggtgegtgge
tcgatgggta
cggcgacctg
cgaccteocggg
acagegtoete

toctcaacca

cagcogetcota
gtgecaagta
geacccteoaa
actcgaaggc
gttgcggett
tcgacaccte
cgggcaaget
cegtgtecgg
gectegtegy
acgacgccagqg
ccgagggcga

acatccgetg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

107H12

8

ES 2 682 798 T3

cooegaggte
ccaggacacae
cacatcgtge
tgcgaagaac
cgacagccocte
tectegggee

ggagetgage

cttetetgag
cgggagcgge
cactagccac
ggaagcctte
caactcgtat
caagccctte
tagecagate
cggegacage
tatgggcgag
cggettecatg
cccagccaac

gggagacatt

cateoccaagt
teggtggtee
accacatcgt
tgcgtgatoyg
accctgaggce
tatcteoctgg

ttegacgteg

atggacaaga
tactgegatyg
cagggetegt
acccctcacce
gcgegeggca
accatggtga
gtgegotoct
atcaccgteg
gecetgggee
aactggcectcg
atcctggcca

gactctactyg

27

tgacaaccta
ttgactgggyg
ccggegtega
agccggccaa
agttcgtecaa
gogecgacgy

acotoetetac

ccgggggecyg
cteagtgoce
gotgeoaacga
cctgcatogg
acaaaaacta
cccagtteat
acgtgcaaaa
agggctgote
geggeatggt
acagcggcoga
accaccccga

ttcagecteota

caagtgtaca
ctaccactgg
cagcacgctc
ctacaccagc
ggacagcgag
tgactacgtyg

getgeogtgt

gaacgagcac
cgtocagaca
gatggatate
cgacaactgc
ctgggcgecce
cacggacgac
dggocagaaqg
gtectecgac
getegeocatyg
caacggcccc
ttcgcaggte

a

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1131



Gln

Tyr

vVal

Ser

Ala

65

Ala

Lys

Gln

Lys

Leu

Cys

50

Thr

Gly

Asp

Pro

Cys

Asp

35

Thr

Cys

vVal

Ser

Gly

Thr

20

Trp

Thr

Ala

Thr

Glu
100

Ser

Lys

Gly

Ser

Lys

Thr

85

Gly

ES 2 682 798 T3

Val

Ser

Tyr

Ser

Asn

70

Ser

Lys

Thr

Gly

His

Gly

Cys

Gly

Thr

Pro

Gly

Trp

40

Val

Val

Asp

Asn

28

Glu

Cys

25

Ile

Asp

Ile

Ser

Ser
105

Val

10

Val

His

Ser

Glu

Leu

90

Val

Hisg

Ala

Thr

Thr

Pro

75

Thr

Ser

Pro

Gln

vVal

Leu

60

Ala

Leu

Pro

Lys

Asp

Asp

45

Cys

Asn

Arg

Arg

Leu

Thr

30

Gly

Pro

Tyr

Gln

Ala
110

Thr

15

Ser

Tyr

Asp

Thr

Phe

95

Tyr

Thr

Val

Thr

Ala

Ser

80

Val

Leu



Leu

Leu

Ala

145

Aszn

Pro

Ser

Ala

Cys

225

Gly

Ile

Ser

Leun
305

Ser

Ala

Gly

Ser

130

Leun

Thr

Val

Cys

Pha

210

Gly

Gly

Thr

Tyr

Ser

290

Val

Ile

Asn

Asn

Ala
115

Phe

Tyr

Gly

Gln

Cys

195

Thr

Phe

Thr

Agp

val

275

Ile

Gly

Trp

Gly

His
355

Asp

Asp

Phe

Gly

Thr

180

Asn

Pro

Asn

Leu

Azp

260

Gln

Thr

Met

Pro
340

Pro

Gly

Val

Ser

Ala
1e5

Trp

Glu

Hig

Ser

asp

245

Gly

Asn

val

Gly

Asp

325

Cys

Asp

Asp
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Asp

Asp

Glu

150

Lys

Asn

Met.

Pro

Tyr

230

Thr

Thr

Gly

Glu

Glu

310

Ala

Asn

Ser

Ile
370

Tyr

Leu

135

Met

Tyr

Asn

Asp

Cys

215

Ala

Ser

Ser

Gln

Gly

295

Ala

Ser

Glu

Gln

Val Met
120

Ser Thr

Asp Lys

Gly Ser

Gly Thr
183

Ile Leu
200

Ile Gly

Arg Gly

Lys Pro

Ser Gly
265

Lys Val
280

Cys Ser

Leu Gly

Gly Phe

Thr Glu

345

Val val
360

Phe

Leu

Thr

Gly

170

Leu

Glu

Azp

Asn

Phe

250

Lys

Ala

Ser

Arg

Met

330

Gly

Len

Lys

Pro

Gly

155

Tyr

Asn

Ala

Asn

lys

235

Thr

Leu

Ser

Ser

Gly

315

Asn

Asp

Ser

Leu

Cys

140

Gly

Cys

Thr

Asn

Cys

220

Asn

Met

Ser

Ala

Asp

300

Met

Trp

Pro

Asn

Leu

125

Gly

Arg

Asp

Ser

Ser

205

Asp

Tyr

Val

Gln

Val

285

Ala

val

Leu

Ala

Ile
365

Asp Ser Thr Val Gln Leu
375

29

Asn

Glu

Asn

Ala

Hisg

190

Lys

Lys

Trp

Thr

Ile

270

Ser

Tyr

Leu

Asp

Asn

350

Arg

Gln

Asn

Glu

Gln

175

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

255

Val

Gly

Gly

Ala

Ser

335

Ile

Trp

Glu

Ala

His

160

Cys

Gly

Glu

Gly

Pro

240

Phe

Arg

Gly

Gly

Met

320

Gly

Gly
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10

15

20

<210>9

<211> 1320

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 154E4

<400>9
cagcaacdgyg gtaccageac caccgaggte catedcaagt tgacaaccta caagtgtaca 60
actgetgggyg gatgogtgge ccaggacace teggtggtoe ttgactgggyg ctaccactgg 120
attracacgg tcgatgggta cacatcgtge accacatcgt coggegtcga cagcacgcetce 180
tgceoctgacg cggcgacctg tgcgaagaac tgogtgatocg agccggccaa ctacaccagce 240
gocggogtca cgacctoggg cgacagcectc accatgtacc agtacgttca gagcaacggce 300
gtetacacea acgoctotee tegggectat ctoctgggeg cogacggtga ctacgtgatg 360
tteaagetoe tecaaccagga gotgageotte gacgtegacyg tetctacget geoecgtgtgga 420
gagaacgeag cgetctactt ctotgagatyg gacaagaceqg ggggocggaa cgagoacaac 480
acgggcggtg ccaagtacgg gagcggctac tgcgatgctce agtgcocccogt ccagacatgg 540
aacaacggca cocctcaacac tagccaccag ggctogtget goaacgagat ggatatcctg 600
gaggccaact cgaaggcgga agccttcacc cctcacccect gecatcggecga caactgeogac 660
aagggeggtt goggotteaa cteogtatgeg cgoggcaaca aaaactactyg ggogoccgga 720
ggcaccceteg acacctacaa gecctteoace atggtgacce agtteatcac ggacgacgge 780
accagcetagyg geaagettag ccagateogtyg cgetactacy tgcaaaacygyg ccagaaggte 840
gccagcgeceg tgtcoggegg cgacagcatc accgtcgagg geotgetegte ctecgacgec 900
tacggoggec tcgtoggtat gggogaggcec ctgggcocgog goatggtget cgtgttcage 8960
atttggaacqg acaacagcca gtacatgaac tggctcgaca goggcaacge cggcccctge 1020
agcagcadeg agggcaaccece atccaacate ctggdcaaca accccaacac goacgtogte 1080
ttetocaaca tocgoetggygyg agacattggg teoetactacga actcgactge gococogooe 1140
cogaectgogt ccageacgac ghtttogact acacggagga gotcgacgac ttogageage 1200
ccgagetgea cgcagactca ctgggggcag tgoggtggea ttgggtacag cgggtgcoaag 1260
acgtgcacgt cgggcactac gtgoccagtat agcaacgact actactcgca atgcectttaa 1320

<210>10

<211> 439

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 154E4

<400> 10

30



Gln

Tyr

val

Ser

Ala

65

Ala

Gln

Gly

Ser

Leu

145

Thr

val

Cys

Phe

Gln

Lys

Cys

50

Thr

Gly

Ser

Ala

Phe

130

Tyr

Gly

Gln

Cys

Thr
210

Fro

Cys

Asp

35

Thr

Cys

Val

Asn

Agp

115

Asp

Phe

Gly

Thr

Azn

195

Fro

Gly

Thr
20

Trp

Thr

Ala

Thr

Gly

100

Gly

Val

Ser

Ala

Trp

180

Glu

His

Thr

Thr

Gly

Ser

Lys

Thr

85

Val

Agp

Asp

Glu

Lys

165

Asn

Met

Pro

ES 2 682 798 T3

Ser

Ala

Tyr

Ser

Azn

70

Ser

Tyr

Tyr

Val

Met

150

Tyr

Asn

Agp

Cys

Thr

Gly

His

Gly

Cys

Gly

Thr

val

Ser

135

Asp

Gly

Gly

Ile

Ile
215

Pro

Gly

40

val

Vval

Asp

Asn

Met

120

Thr

Lys

Ser

Thr

Leu

200

Gly

31

Glu

Cys

25

Ile

Asp

Ile

Ser

Ala

105

Phe

Leu

Thr

Gly

Leu

185

Glu

Agp

val

10

val

His

Ser

Glu

Leu

90

Ser

Lys

Pro

Gly

Tyr

170

Asn

Ala

Aszn

His

Ala

Thr

Thr

Pro

75

Thr

Pro

Leu

Cys

Gly

155

Cys

Thr

Asn

Cys

Pro

Gln

Vval

Leu

Ala

Met

Arg

Leu

Gly

140

Arg

Agp

Ser

Ser

Agp
220

Lys

Azp

Asp

45

Cys

Azn

Tyr

Ala

Azn

125

Glu

Aszn

Ala

His

Lys

205

Lys

Leu

Thr

30

Gly

Pro

Tyr

Gln

Tyr

110

Gln

Asn

Glu

Gln

Gln

180

Ala

Gly

Thr

15

Ser

Tyr

Aszp

Thr

Tyr

95

Leu

Glu

Ala

His

Cys

175

Gly

Glu

Gly

Thr

Val

Thr

Ala

Ser

Val

Leu

Leu

Ala

Aszn

160

Pro

Ser

Ala

Cys



10

Gly

225

Gly

Thr

Tyr

Ser

Val

305

Ile

Ala

Asn

Ile

Ser

385

Pro

Ser

Asp

<210> 11
<211> 1320
<212> ADN

Phe

Thr

Asp

Val

Ile

290

Gly

Trp

Gly

Asn

Gly

370

Thr

Ser

Gly

Tyr

Asn

Leun

Asp

Gln

275

Thr

Met

Asn

Pro

Pro

355

Ser

Thr

Cys

Cys

Tyr
435

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 202C12

Ser

Asp

Gly

260

Asn

val

Gly

Asp

Cys

340

Asn

Thr

Phe

Thr

Lys

420

Ser

Tyr

Thr

245

Thr

Gly

Glu

Glu

Asn

325

Ser

Thr

Thr

Ser

Gln

405

Thr

Gln
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Ala

230

Ser

Ser

Gln

Gly

Ala

310

Ser

Ser

Hig

Asn

Thr

390

Thr

Cys

Cys

Arg

Llys

Ser

Llys

Cys

295

Leu

Gln

Thr

Val

Ser

375

Thr

Hisg

Thr

Leun

Gly

Pro

Gly

Val

280

Ser

Gly

Tyr

Glu

Val

360

Thr

Arg

Trp

Ser

32

Asn

Phe

Lys

265

Ala

Ser

Arg

Met

Gly

345

Phe

Ala

Gly

Gly
425

Lys

Thr

250

Leu

Ser

Ser

Gly

Asn

330

Asn

Ser

Pro

Ser

Gln

410

Thr

Asn

235

Met

Ser

Ala

Asp

Met

315

Trp

Pro

Asn

Pro

Ser

395

Cys

Thr

Tyr

Val

Gln

Val

Ala

300

Val

Leu

Ser

Ile

Pro

380

Thr

Gly

Cys

Trp

Thr

Ile

Ser

285

Tyr

Leu

Asp

Asn

Arg

365

Pro

Thr

Gly

Gln

Ala

Gln

val

270

Gly

Gly

Val

Ser

Ile
350

Trp

Pro

Ser

Ile

Tyr
430

Pro

FPhe

255

Arg

Gly

Gly

Phe

Gly

335

Leun

Gly

Ala

Ser

Gly

415

Ser

Gly

240

Ile

Ser

Asp

Leu

Ser

320

Asn

Ala

Asp

Ser

Ser

400

Tyr

Asn
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<400> 11
cagcaaccygg gtaccagcac ccccgaggtc catcccaagt tgacaaccta caagtgtaca 60
aagtcocgggg ggtgcgtgge ccaggacacce tceggtggtcc ttgactggaa ctaccgetgg 120
atgcacgacyg caaactacaa ctegtgeace gtcaacggeg gegtcaacac cacgetetge 180
cctgacgagg cgacctgtgg caagaactge ttcatcgagg gegtegacta cgecegectog 240
ggoegtcacga cetegggeag cagoctecace ctgaggcagt toghtcaagga cagegaggge 300
aagaccaaca gcgtctcteoc tocgggoctat ctocotgggeg cogacggtga ctacgtgatg 360
ttcaagectce tcaaccagga gotgagette gacgtegacg totctacget geogtgtgga 420
gagaacgcag cgctctactt ctctgagatg gacaagaccg ggggccggaa cgagcacaac 480
acgggeggtyg ccgagtacgg gagoeggctace tgegatgete agtgececegt <¢cagacatgg 540
aacaacggca ccctcaacac tagccaccag ggctegtget geaacgagat ggatatcctg 600
gaggecaact cgaaggcegga agecttcace cctecacceoct geateggoga caactgeogac 660
aagggcoggtt gcggcttcaa ctcegtatgcg cgcggcaaca aaaactactg ggocgoccgga 720
ggcaccctog acacctcocaa goccttcacce atggtgaceoc agttcatcac ggacgacggce 780
accagctogg gcaagettag ccagatcgtg cgctoctacg tgecaaaacgg ccagaaggte 840
gocagegeeyg tgtoecggegy cgacageate accegtegagg getgetegte ctecgacgee 900
tacggcggee tegteggtat gggogaggee ctgggecgeg geatggtget cgecatgage 960
atttggaacg acgcecagegg cttcatgaac tggetcgaca goggegacaa cggecectge 1020
aacgagaccg agggcaaccc atccaacatc ctggccaaca accccaacac gcacgtcgtce 1080
ttctcocaaca tcoogetgggy agacattggg tctactacga actcgactge goccocgecoe 1140
cocgectgegt ccagcacgac gttttcgact acacggagga getcgacgac ttcocgageage 1200
ccgagetgea cgeagactea ctgggggcag tgoggtggea ttgggtacag cgggtgeaag 1260
acgtgcacgt cgggcactac gtgocagtat ageaacgact actactegea atgectttaa 1320

<210> 12

<211> 439

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 202C12

<400> 12

Gln Gln Pro Gly Thr Ser Thr Pro Glu Val His Pro Lys Leu Thr Thr
1 5 10 15

Tyr Lys Cys Thr Lys Ser Gly Gly Cys Val Ala Gln Asp Thr Ser Val
20 25 30

33



Val

Cys

Thr

65

Gly

Gly

Ser

Leu

145

Thr

Val

Cys

Phe

Gly

225

Gly

Thr

Tyr

Leu

Thr

50

Cys

Val

Ser

Ala

Phe

130

Tyr

Gly

Gln

Cys

Thr

210

Phe

Thr

Aszp

val

Asp

35

Val

Gly

Thr

Glu

Asp

115

Asp

Phe

Gly

Thr

Asn

195

Pro

Asn

Leu

Asp

Gln

Trp

Asn

Lys

Thr

Gly

100

Gly

Val

Ser

Ala

Trp

180

Glu

His

Ser

Asp

Gly

260

Asn

Asn

Gly

Asn

Ser

85

Lys

Azp

Agp

Glu

Glu

165

Asn

Met

Pro

Tyr

Thr

245

Thr

Gly

ES 2 682 798 T3

Tyr

Gly

Cys

70

Gly

Thr

Tyr

Val

Met

150

Tyr

Asn

Asp

Cys

Ala

230

Ser

Ser

Gln

Arg

vVal

55

FPhe

Ser

Asn

Val

Ser

135

Asp

Gly

Gly

Ile

Ile

215

Arg

Lys

Ser

Lys

Trp

40

Asn

Ile

Ser

Ser

Met

120

Thr

Lys

Ser

Thr

Leu

200

Gly

Gly

Pro

Gly

Val

34

Met

Thr

Glu

Leu

Val

105

Phe

Leu

Thr

Gly

Leu

185

Glu

Asp

Asn

Phe

Lys

265

Ala

His

Thr

Gly

Thr

90

Ser

Lys

Pro

Gly

Tyr

170

Asn

Ala

Asn

Llys

Thr

250

Ser

Asp

Leu

Val

75

Leu

Pro

Leu

Cys

Gly

155

Cys

Thr

Asn

Cys

Asn

235

Met

Ser

Ala

Ala

Cys

60

Asp

Arg

Arg

Leu

Gly

140

Arg

Asp

Ser

Ser

Asp

220

Tyrx

Vval

Gln

Val

Asn

45

Pro

Tyr

Gln

Ala

Asn

125

Glu

Asn

Ala

His

Lys

205

Lys

Trp

Thr

Ile

Ser

Tyr

Asp

Ala

Phe

Tyr

110

Gln

Azn

Glu

Gln

Gln

190

Ala

Gly

Ala

Gln

Val

270

Gly

Asn

Glu

Ala

Val

95

Glu

Ala

His

Cys

175

Gly

Glu

Gly

Pro

Phe

255

Arg

Gly

Ser

Ala

Ser

80

Lys

Leu

Leu

Ala

Asn

160

Pro

Ser

Ala

Cys

Gly

240

Ile

Ser

Azp
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275

Ser Ile Thr
290

Val Gly Met
305

Ile Trp Asn

Azsn Gly Pro

Asn Asn Pro
355

Ile Gly Ser
370

Ser Thr Thr
385

Proc Ser Cys

Ser Gly Cys
Agp Tyr Tyr
435
<210> 13
<211> 1323
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 272A9
<400> 13

Val

Gly

Asp

Cys

340

Asn

Thr

Phe

Thr

Lys

420

Ser

Glu

Glu

Ala

325

Azn

Thr

Thr

Ser

Gln

405

Thr

Gln
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Gly

Ala

310

Ser

Glu

His

Asn

Thr

390

Thr

Cys

Cys

Cys

295

Leu

Gly

Thr

Val

Ser

375

Thr

His

Thr

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Glu

Val

360

Thr

Arg

Trp

Ser

35

Ser

Met

Gly

345

Phe

Ala

Arg

Gly

Gly
425

Ser

Gly

Asn

330

Azn

Ser

Pro

Ser

Gln

410

Thr

Asgp

Met
315

Trp

Pro

Asn

Pro

Ser

395

Cys

Thr

Ala
300

Val

Ser

Ile

Pro

380

Thr

Gly

Cys

285

Tyr

Leu

Asp

Azn

Arg

365

Pro

Thr

Gly

Gln

Gly

Ala

Ser

Ile
350

Trp

Pro

Ser

Ile

Tyr
430

Gly

Met

Gly

335

Gly

Ala

Ser

Gly

415

Ser

Leu

Ser

320

Asp

Ala

Asp

Ser

Ser

400

Tyr

Asn
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cagcaaccgg
aagtccgggg
atgcacgacy
cctgacgegy
ggcgtcacga

tacaccaacg

aagctoctag
aacggcgeoce
ggcggtgocyg
aacggoacoe
gecaactega
ggeggttgeg
accgttgaca
accaccggca
aatgccgttt
ggcteggecyg
gtgctcatet
aacgeaggoe
acgacgcacg
tctgatgget
gogocgggyo
acggettgeg

taa

<210> 14
<211> 440
<212> PRT

gtaccagcac
ggtgegtgge
caaactacaa
cgacctgtge
cctogggcega

cctctectey

geccaggaget
tctacctgte
agtacgggag
teaacactag
gggegaatte
gettcaacce
cctccaagece
cectttocga
cctccactgy
ccacetttgy
teageatttg
cctgeageag
tegtottete
cggtgacgac
caacgcagac

catogeceta

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>272A9

<400> 14

ES 2 682 798 T3

ccccgaggte
ccaggacace
ctegtgeace
gaagaactge
cagcctecace

gotgtatcte

gagcttcgac
tgaaatgagce
cggctactge
cggcgcaage
gtacacecct
ctatgetete
cttcaccate
aatccgecge
cgtcaactcc
eggecteace
gaacdgacgod
caccgaggge
caacatccge
gacgacgtcg
tcactatggg

cacgtgecag

catcccaagt
teggtggtec
gteaacggeyg
gtgategage
atgtaccagt

ctgggcccoy

gtcgacctet
gccacegggyg
gatgectcagt
tactgetgea
caccoctgea
ggccaaaaaa
accacccagt
cagtacatgc
atcaccgagyg
accatgggea
agoggettta
aacccagact
tggggagaca
actacatcga
cagtgeggty

gttetgaace

36

tgacaaccta
ttgactggaa
goegtcaacac
cggcecaacta
acgttcagag

acaagaacta

ctgeotctgeco
gccgeaacga
gococcogteoat
acgagatgga
gtgocacgga

gctactgggg

tcatcacgaa
aaaacggcaa
actggtgcac
aggccctggg
tgaactgget
tgatcaagge
ttgggtctac
ccaagaccac

gccaagggtg

cgtggtacte

caagtgtaca

ctaccgetgg
cacgetetge
cadcageges
caacggcgtc

cgtgatgety

gtgtggagag
atataacacy
cgoctggaag
tateoctggag
ctgcgacaag
ceceggagge
cgacggcacc
ggtgatcgoce
gtcocegtocgac
cegeggeaty
cdgacagoegge
coagaacoec
tttcaagggt
gacttcgacce
gactgggcoc

geaatgeett

60
120
180
240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
12860
1320

1323



Gln

Tyr

Val

Cys

Thr

Gln

Lys

Leu

Thr

50

Cys

Pro

Cys

Asp

35

vVal

Ala

Gly Thr

Thr Lys

20

Trp Asn

Asn Gly

Lys Asn

ES 2 682 798 T3

Ser

Ser

Tyr

Gly

Cys

Thr

Gly

Arg

vVal

55

Val

Pro Glu

Gly Cys
25

Trp Met
40

Asn Thr

Ile Glu

37

Val His

10

Val Ala

His Asp

Thr Leu

Pro Ala

Pro

Gln

Ala

Cys

60

Asn

Lys

Asp

Asn

45

Pro

Tyr

Leu

Thr

30

Tyr

Asp

Thr

Thr Thr

15

Ser Vval

Asn Ser

Ala Ala

Ser Ala



65

Gly

Ser

Pro

The

Tyr

145

Gly

Ile

Cys

Thr

The

225

Thr

Asn

Asn

Thr
305

Val

Asn

Asp

Asp

130

Leu

Gly

Ala

Asn

Pro

210

Asn

Val

Asp

Gln

Sar

290

Phe

Thr

Gly

Lys

115

Val

Ser

Ala

Trp

Glu

195

His

Pro

Asp

Gly

Asn

275

Ila

Gly

Thr

val

100

Asn

Asp

Glu

Glu

Ly=s

180

Met

Fro

Tyr

Thr

Thr

260

Gly

Thr

Gly

Ser

85

Tyr

Tyrx

Leu

Met

Tyr

165

Asn

Asp

Cys

Ala

Ser

245

Thr

Lys

Glu

Leu
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70

Gly

Thr

Vval

Ser

Ser

150

Gly

Gly

Ile

Ser

Leu

230

Lys

Thr

Val

Thr
310

Asp

Asn

Met

Ala

135

Ala

Ser

Thr

Leu

Ala

215

Gly

Pro

Gly

Ile

Irp
285

Thr

Ser

Ala

Leu

120

Lau

Thr

Gly

Leu

Glu

200

Thr

Gln

Phe

Thr

Ala

280

Cys

Met

38

Ser

105

Lys

Pro

Gly

Tyr

A=n

185

Ala

Agp

Lys

Thr

Leu

265

Asn

Thr

Gly

Thr

90

Pro

Leu

Cysg

Gly

Cys

170

Thr

Asn

Cys

Ser

Ile

250

Ser

Ala

Ser

Lys

75

Met

Arg

Leu

Gly

Arg

155

Agp

Ser

Ser

Azp

Tyr

235

Thr

Glu

Val

val

Ala
315

Tyr

Leu

Gly

Glu

140

Asn

Ala

Gly

Arg

Lys

220

Trp

Thr

Ile

Ser

Asp

300

Leu

Gln

Tyr

Gln

125

Asn

Glu

Gln

Ala

Ala

205

Gly

Gln

Arg

Ser

285

Gly

Gly

Tyr

Leu

110

Glu

Gly

Tyr

Cys

Ser

1%0

Agn

Gly

Pro

Phe

Arg

270

Thr

Sar

Arg

Val

95

Leu

Leu

Ala

Asn

Pro

175

Tyr

Ser

Cys

Gly

Ile

255

Gln

Gly

Ala

Gly

80

Gln

Gly

Ser

Thr

160

Val

Cys

Tyr

Gly

Gly

240

Thr

Tyr

Val

Ala

Met
320



10

Val Leu Tle

Leu Asp Ser

Asp Leu Ile
355

Ile Arg Trp
370

Val Thr Thr
385

Ala Pro Gly

Trp Thr Gly
Aszn Pro Trp
435
<210> 15
<211> 1317
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 278F10
<400> 15

Phe

Gly

340

Lys

Gly

Thr

Pro

Pro

420

Tyr

Ser

325

Asn

Ala

Asp

Thr

Thr

405

Thr

Ser

ES 2 682 798 T3

Ile

Ala

Gln

Ile

Ser

390

Gln

Ala

Gln

Trp

Gly

Asn

Gly

375

Thr

Thr

Cys

Cys

Asn

Pro

Pro

360

Ser

Thr

His

Ala

Leu
440

39

Asp

Cys

345

Thr

Thr

Ser

Tyr

Ser
425

Ala

330

Ser

Thr

Phe

Thr

Gly

410

Pro

Ser

Ser

His

Lys

Lys

395

Gln

Tyr

Gly

Thr

vVal

Gly

380

Thr

Cys

Thr

Phe

Glu

vVal

365

Ser

Thr

Gly

Cys

Met

Gly

350

Phe

Asp

Thr

Gly

Gln
430

Asn

335

Asn

Ser

Gly

Ser

Gln

415

Val

Trp

Pro

Asn

Ser

Thr

400

Gly

Leu



10

cagcaacegy
aagtcoggyg
ttccacacct
tgccctgacyg
togggeateg
ggcaagacca
atgttcaage
ggagagaacg
aacacgggcg
tggaacaacg

ctggaggeca

gacaagggeg
ggaggcacod
ggcaccaget
atccccagceg
ggcggoctcg
tggaacgaca
agcaccgagy
tocaacatee
cctgogteca
agctgcacgc

tgcacgtcgg

<210> 16
<211> 438
<212> PRT

gtaccageac
ggtgcegtgga
cggacaacac
cagcgacctyg
agacctegygy
acagegtete
teoctcaacca
cagcgctcta
gtgccaagta
gcaccctcaa

actegaagge

gttgeggett
tegacaccte
cgggeaacct
cccagoccgy
ccaccatggy
acagccagta
gcaacecate
getggggaga
geacgacgtt
agactcactg

gcactacgtyg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 278F10

<400> 16

ES 2 682 798 T3

ccccgaggte
gcaggacacc
cacctogtge
tgccgagaac
cagcageocte
tectogggee
ggagetgage
cttctctgag
cgggagcgygc
cactagccac

ggaageette

caactcegtat
caagegette
tgtgageate
cggcgacacce
caaggccctg
catgaactgg
caacatcoctg
cattgggtet
ttegactaca

ggggcagtge

ccagtatage

cateccaagt
teggtggtee
accacgtcct
tgcgtcegtay
accctgagge
tatoteoctgg
ttagacgteg
atggacaaga
tactgcgatyg
cagggctegt

acccctcace

gogegoggca
accatggtga
accegeaagt
atctcgtect
agcagcggca
ctcgacagcg
gccaacaace
actacgaact
cggaggaget
ggtggcatty

aacgactact

40

tgacaaccta
ttgactggaa
cgggeatcoga
agggcaccga
agtteogtcaa
gegaogacyy
acgtctctac
ccgggggocyg
ctcagtgoce
gotgcaacga

cctgeategg

acaaaaacta
cccagbtcat
accagcaaaa
goecocgteoge
tggtgctogt
gcaacgcogyg
ccaacacgca
cgactgegec
cgacgactte

ggtacagcgg

actocgcaatg

caagtgtaca

ctaccgetgg
ctcgacgete
ctacaccagc
ggacagcgag
tgactacgtyg
getgeegtgt
gaacgagcac
cgtccagaca
gatggatatc

cgacaactge

ctgggegece
cadggacgac
cggegtagac
ctcagectac
gttcagecatt
cccctgeoagc
cgtegtette
codgeoaoy
gagoagaoeg
gtgcaagacg

cctttaa

60

120

130

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

300

860

1020

1080

1140

1200

1260

1317



Gln

Tyr

Val

Ser

Ala

65

Ser

Lys

Leu

Gln

Lys

Leu

Cys

50

Thr

Gly

Asp

Gly

Pro

Cys

Asp

35

Thr

Cys

Ile

Ser

Ala
115

Gly

Thr
20

Trp

Thr

Ala

Glu

Glu

100

Asp

Thr

Lys

Asn

Ser

Glu

Thr

85

Gly

Gly

ES 2 682 798 T3

Ser

Ser

Tyr

Ser

Asn

70

Ser

Lys

Asp

Thr

Gly

Arg

Gly

55

Cys

Gly

Thr

Tyr

Pro

Gly

Trp

40

Ile

Val

Ser

Asn

Val
120

41

Glu

Cys

25

Phe

Asp

Val

Ser

Ser

105

Met

Val

10

Val

Hisg

Ser

Glu

Leu

90

vVal

Phe

His

Glu

Thr

Thr

Gly

75

Thr

Ser

Lys

Pro

Gln

Ser

Leu

60

Thr

Leu

Pro

Leu

Lys

Asp

Asp

45

Cys

Asp

Arg

Arg

Leu
125

Len

Thr

30

Asn

Pro

Tyr

Gln

Ala

110

Asn

Thr

15

Ser

Thr

Asp

Thr

Phe
85

Tyr

Gln

Thr

Val

Thr

Ala

Ser

80

Val

Leu

Glu



Leu

Ala

145

Asn

Pro

Ser

Ala

Cys

225

Gly

Ile

Lys

Asp

Thr
305

Trp

Gly

Asn

Gly

Ser

130

Leu

Thr

val

Cys

Phe

210

Gly

Gly

Thr

Tyr

Thr

290

Met

Pro

Pro

Ser

Phe

Tyr

Gly

Gln

Cys

195

Thr

Phe

Thr

Asp

Gln

275

Ile

Gly

Asp

Cys

Asn

355

Thr

Asp

Phe

Gly

Thr

180

Asn

Pro

Asn

Leu

Asp

260

Gln

Ser

Lys

Asn

Ser

340

Thr

Thr

val

Ser

Ala
165

Trp

Glu

His

Ser

Aszp

245

Gly

Asn

Ser

Ala

Ser

325

Ser

His

Azn

ES 2 682 798 T3

Asp

Glu

150

Lys

Asn

Met

Pro

Tyr

230

Thr

Thr

Gly

Cys

Leau

310

Gln

Thr

val

Ser

val

135

Met

Tyr

Asn

Asp

Cys

215

Ala

Ser

Ser

val

Pro

295

Ser

Tyr

Glu

val

Thr

Ser

Asp

Gly

Gly

Ile

200

Ile

Arg

Lya

Ser

Asp

280

Ser

Ser

Met

Gly

Phe

360

Ala

42

Thr

Lys

Ser

Thr

185

Leu

Gly

Gly

Pro

Gly

265

Ile

Ala

Gly

Asn

Asn

345

Ser

Pro

Leu

Thr

Gly

170

Leu

Glu

Asp

Aan

Phe

250

Asn

Pro

Ser

Met

Trp

330

Pro

Asn

Pro

Pro

Gly

155

Tyr

Asn

Ala

Aszsn

Lys

235

Thr

Leu

Ser

Ala

val

315

Leu

Ser

Ile

Pro

Cys

140

Gly

Cys

Thr

Asn

Cys

220

Asn

Met

val

Ala

Tyr

300

Lau

Asp

Asn

Arg

Pro

Gly

Arg

Asp

Ser

Ser

205

asp

Tyr

Val

Ser

Gln

285

Gly

val

Ser

Ile

Trp
365

Pro

Glu

Asn

ala

His

190

Lys

Lys

Trp

Thr

Ile

270

Pro

Gly

Phe

Gly

Leu

350

Gly

aAla

Asn

Glu

Gln

175

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

255

Thr

Gly

Leu

Ser

Asn

335

Ala

Asp

Ser

His

160

Cys

Gly

Glu

Gly

Pro

240

Phe

Arg

Gly

Ala

Ile

320

Ala

Asn

Ile

Ser



ES 2 682 798 T3

370 375 380

Thr Thr Phe Ser Thr Thr Arg Arg Ser Ser Thr Thr Ser Ser Ser Pro
385 3%0 385 400

Ser Cys Thr Gln Thr His Trp Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser
405 410 415

Gly Cys Lys Thr Cys Thr Ser Gly Thr Thr Cys Gln Tyr Ser Asn Asp
420 425 430

Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu
435

<210> 17

<211> 1323

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 293B2

<400> 17

43
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cagcaaccgg
aagteegggy
tteocacacet
tgecctgacyg
tocgggoateg
ggcaagacca
atgttcaagce
ggagagaacy
aacacgggcg
tggaacaacyg
ctggaggcca
gacaagggcg
ggaggcacec
ggcaccaget
gteogecageg
goctacggeg
agcatttgga

tgcagcagca

gtetteteca
ccodegocty
agedegaget
aagacgtgca

taa

<210> 18
<211> 440
<212> PRT

gttcggtgac
ggtgegtgga
dggacaacac
cageogaccetg
agacctoggg
acagcgtctce
tcctcaacca
cagegetota
gtgeocaagta
geoaccctcaa
actcgaaggc
gttgcggett
tcgacacctc
cgggcaaget
ccgtgtecgg
goectoegtegy
acgacaacag

ccgagggcaa

acatecgetg
cgtecagoac
goacgeagac

cgtcgggeac

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>293B2

<400> 18

ES 2 682 798 T3

ccccgaggteo
geaggacace
cacctoegtge
tgecgagaac
cagcagccte
tectegggeo
ggagctgage
cttotetgay
cgggagegge
cactagecac
ggaagcctte
caactcgtat
caagccctte
tagecagate
cggogacage
tatggygcgag
ccagtacatg

cccatccaac

gggagacatt
gacgtttteg

tcactggggy

tacgtgccag

catcccaagt
toggtggtee
accacgtoct
tgegtegtgg
accctgaggce
tatctcctgg
ttogacgtceg
atggacaaga
tactgeogatg
cagggetogt
acccctcace
gcgcegeggea
accatggtga
gtgegotect
atcacecgteg
gecctgggoe
aactggecteog

atcctggcca

gggtcetacta
actacacgga
cagtgeggtyg

tatagcaacg

44

tgccecacctg
ttgactggaa
cgggcataga
agggcaccga
agttcgtcaa
gogocgacgyg
acgtctctac
cCcgggggccy
ctecagtgeoece
gotgoaacga
coctgecateogg
acaaaaacta
coccagttcat
acdgtgdaaaa
agggetgete
geggeatggt
acagcggcaa

acaaccccaa

cgaactegac
ggagetogac
geattgggta

actactactc

gcagtgtaca

ctacegetgy
ctagacgete
ctacaccage
ggacagcgag
tgactacgtg
gctgeccgtgt
gaacgagcoac
cgteocagaca
gatggatate
cgacaactge
ctgggcgecoc
cacggacgac
cggocagaag
gtecteocgae
getogtgtte
cgceggocca

cacgcacgtc

tgageocoey
gacttogage
cagegggtge

gcaatgcctt

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1323



Gln

Trp

Val

Ser

Ala

65

Ser

Lys

Leu

Leu

Ala

145

Asn

Gln

Gln

Leu

Cys

50

Thr

Gly

Asp

Gly

Ser

130

Leu

Thr

Pro

Cys

Asp

Thr

Cys

Ile

Ser

Ala

115

Phe

Tyr

Gly

Gly

Thr
20

Trp

Thr

Ala

Glu

Glu

100

Asp

Asp

Phe

Gly

Ser

Lys

Asn

Ser

Glu

Thr

85

Gly

Gly

Val

Ser

Ala

ES 2 682 798 T3

Val

Ser

Tyr

Ser

Asn

70

Ser

Lys

Asp

Asp

Glu

150

Lys

Thr

Gly

Arg

Gly

55

Cys

Gly

Thr

Tyr

Val

135

Met

Tyr

Pro

Gly

Trp

40

Ile

vVal

Ser

Asn

vVal

120

Ser

Asp

Gly

45

Glu

Cys

25

Phe

Asp

vVal

Ser

Ser

105

Met

Thr

Lys

Ser

Val

10

vVal

Hisg

Ser

Glu

Leu

Val

Phe

Leu

Thr

Gly

Hisg

Glu

Thr

Thr

Gly

Thr

Ser

Lys

Pro

Gly

155

Tyr

Pro

Gln

Ser

Leu

60

Thr

Leu

Pro

Leu

Cys

140

Gly

Cys

Lys

Asp

Asp

45

Cys

Asp

Arg

Arg

Leu

125

Gly

Arg

Asp

Leu

Thr

30

Asn

Pro

Tyr

Gln

Ala

110

Asn

Glu

Asn

Ala

Pro

15

Ser

Thr

Asp

Thr

Phe

95

Tyr

Gln

Asn

Glu

Gln

Thr

vVal

Thr

Ala

Ser

80

Val

Leu

Glu

Ala

Hisg

160

Cys



Pro

Ser

Ala

Cys

225

Gly

Ile

Ser

Agp

Leu

305

Ser

Asn

Ala

Ser
385

Ser

vVal

Cys

Phe

210

Gly

Gly

Thr

Tyr

Ser

290

Val

Ile

Ala

Asn

Ile

370

Ser

Pro

Gln

Cy=

195

Thr

Phe

Thr

Agp

Val

275

Ile

Gly

Trp

Gly

Asn

355

Gly

Thr

Ser

Thr

180

Asn

Pro

aAszn

Leu

Asp

260

Gln

Met

aAszn

Pro

340

Pro

Ser

Thr

Cys

165

Trp

Glu

His

Ser

aAsp

245

Gly

Asn

Val

Gly

Asp

325

Cys

Asn

Thr

Phe

Thr
405

ES 2 682 798 T3

Asn

Met

Pro

Tyr

230

Thr

Thr

Gly

Glu

Glu

310

Azn

Ser

Thr

Thr

Ser

390

Gln

Asn

Asp

Cys

215

Ala

Ser

Ser

Gln

Gly

295

Ala

Ser

Ser

His

Asn

375

Thr

Thr

Gly

Ile

200

Ile

Arg

Lys

Ser

Lys

280

Cys

Leu

Gln

Thr

Val

360

Ser

Thr

His

46

Thr

185

Leu

Gly

Gly

Fro

Gly

265

Val

Ser

Gly

Tyr

Glu

345

Val

Thr

Arg

Trp

170

Leu

Glu

Asn

Phe

250

Lys

Ala

Ser

Arg

Met

330

Gly

Phe

Ala

Arg

Gly
410

Asn

Ala

Asn

Lys

235

Thr

Ser

Ser

Gly

315

Aszn

Asn

Ser

Pro

Ser

385

Gln

Thr

Asn

Cys

220

Asn

Met

Ser

Ala

Asp

300

Met

Trp

Pro

Asn

Pro

380

Ser

Cys

Ser

Ser

205

Asp

Tyr

Val

Gln

Val

285

Ala

Val

Ser

Ile

365

Pro

Thr

Gly

His

190

Lys

Lys

Trp

Thr

Ile

270

Ser

Tyr

Aszp

Asn

350

Arg

Pro

Thr

Gly

175

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

255

Val

Gly

Gly

Val

Ser

335

Ile

Trp

Pro

Ser

Ile
415

Gly

Glu

Gly

Pro

240

Phe

Arg

Gly

Gly

Phe

320

Gly

Gly

Ala

Ser

400

Gly



10

15

ES 2 682 798 T3

Tyr Ser Gly Cys Lys Thr Cys Thr Ser Gly Thr Thr Cys Gln Tyr Ser

420

425

Asn Asp Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu

435

<210> 19

<211> 1323

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 309A11

<400> 19

cagcaacagg
aagtccgggyg
ttccacacct
tgccctgacg
togggeateg
ggcaagacca
atgtteaage
ggagagaacyg
aacacgggcg
tggaacaacg
ctggaggeca
gacaagggcg
ggaggcacod
ggcaccagct
gtcgccageg
gcctacggeg
agecatttgga
tgcageagea
gtottetaca
ccccocgectg
agcccgagcet
aagacgtgca

taa

<210> 20

gtteggtgac

ggtgogtgga

cggacaacac
cagcgacctg
agacctegyy
acagcegtete
toctcaacca
cagcgctcta
gtgccaagta
gcaccctcaa
actegaagge
gttgeggett
tegacaccte
cgggoaaget
ccgtgtoeggy
gecctcogecac
acgacaacag
cegagggeaa
acatccgetyg
cgtccageac
gcacgcagac

cgtegggeac

ccecgaggte
gcaggacacc
cacctcgtge
tgeccgagaac
cagcagocte
toectegggee
ggagctgage
cttctctgag
cgggagegyge
cactagccac
ggaagectte
caactegtat
caagecctte
tagccagatc
cggogacage
catgggcaag
ccagtacatg
cceatacaac
gggagacatt
gacgttttcg

tcactggggg

tacgtgccag

440

cateccaagt
tcggtggtcece
accacgtcct
tgcgtcegtgy
accctgagge
tatctectgg
ttegacgteg
atggacaaga
tactgcgaty
cagggctcgt
accectcace
gogeogeggea
accatggtga
gtgcgcetcect
atcaccgtcg
gccctgagea
aactggeteg
atecctggeca
gggtctacta
actacacgga
cagtgeggty

tatagcaacy

47

tgcccacctg
ttgactggaa
cgggcatcga
agggcaccga
agttegtcaa
gogccgacygyg
adgtetoetac
cegggggccy
ctcagtgoco
gctgcaacga
cctgeategg
acaaaaacta
cocagtteat
acgtgcaaaa
agggctgcte
geggeatggt
acagoggcaa
acaaccocaa
cgaactogac
ggagctcgac
gcattgggta

actactactc

430

gecagtgtaca

ctaccgcetgg
ctcgacgetce
ctacaccagc
ggacagcegag
tgactacgtyg
getgecgtgt
gaacgagcac
cgtcoagaca
gatggatatc
cgacaactge
ctgggegece
cadggacgac
cggccagaag
gtocgecoctca
gctcgtgtte
cgeoggecee
cacgcacgte
tgegeeceey
gacttcgagc
cagcgggtge

gcaatgccett

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1323



10

<211> 440

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 309A1

<400> 20

Gln

Trp

Vval

Ser

Ala

65

Ser

Lys

Len

Leu

Ala

145

Asn

Pro

Ser

Gln

Gln

Leu

Cys

50

Thr

Gly

Asp

Gly

Ser

130

Leu

Thr

Val

Cys

Pro

Cys

Asp

35

Thr

Cys

Ile

Ser

Ala

115

Phe

Tyr

Gly

Gln

Cys
195

Gly

Thr
20

Trp

Thr

Ala

Glu

Glu

100

Asp

aAsp

Phe

Gly

Thr

180

Asn

Ser

Lys

Asn

Ser

Glu

Thr

85

Gly

Gly

Val

Ser

Ala
165

Trp

Glu

ES 2 682 798 T3

Val

Ser

Tyr

Ser

Asn

70

Ser

Lys

Asp

Asp

Glu

150

Lys

Asn

Met

Thr

Gly

Arg

Gly

Cys

Gly

Thr

Tyr

Val

135

Met

Tyr

Asn

Asp

Pro

Gly

Trp

40

Ile

val

Ser

Asn

val

120

Ser

Asp

Gly

Gly

Ile
200

48

Glu

Cys

25

Phe

Asp

Val

Ser

Ser

105

Met

Thr

Lys

Ser

Thr

185

Leu

Val

10

val

Hisg

Ser

Glu

Leu

Val

Phe

Leu

Thr

Gly

170

Leu

Glu

Hisg

Glu

Thr

Thr

Gly

Thr

Ser

Lys

Pro

Gly

155

Tyr

Asn

Ala

Pro

Gln

Ser

Leu

Thr

Leu

Pro

Len

Cys

140

Gly

Cys

Thr

Asn

Lys

Asp

Asp

45

Cys

Asp

Arg

Arg

Len

125

Gly

Arg

Asp

Ser

Ser
205

Leu

Thr

30

Asn

Pro

Tyr

Gln

Ala

110

Asn

Glu

Asn

Ala

Hig

190

Lys

Pro

15

Ser

Thr

Asp

Thr

Phe

95

Tyr

Gln

Asn

Glu

Gln

175

Gln

Ala

Thr

Val

Thr

Ala

Ser

80

Val

Leu

Glu

Ala

Hig

160

Cys

Gly

Glu



ES 2 682 798 T3

Ala Phe Thr Pr¢ Hisg Pro Cys Ile
210 215

Cyg Gly Phe Asn Ser Tyr Ala Arg
225 230

Gly Gly Thr Leu Asp Thr Ser Llys
245

Ile Thr asp 3sp Gly Thr Ser Ser
260

Ser Tyr Val Gln Asn Gly Gln Lys
275 280

Asp Ser Ile Thr Val Glu Gly Cys
290 295

Leu ala Thr Met Gly Lys Ala Leu
305 310

Ser Ile Trp Asn Asp Asn Ser Gln
325

Asn Ala Gly Pro Cys Ser Ser Thr
340

Ala Asn Asn Pro Asn Thr Hisg Val
355 360

Asp Ile Gly Ser Thr Thr Asn Ser
370 375

Ser Ser Thr Thr Phe Ser Thr Thr
385 390

Ser Pro Ser Cysg Thr Gln Thr Hisg
405

Tyr Ser Gly Cyg Lyg Thr Cys Thr
420

Asn Asp Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu
435 440

<210> 21

<211> 1320

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

49

Gly

Gly

Pro

Gly

265

Val

Ser

Ser

Tyr

Glu

345

Val

Thr

Arg

Trp

Ser
425

Asp

Asn

Phe

250

Lys

Ala

Ser

Ser

Met

330

Gly

Phe

Ala

Arg

Gly

410

Gly

Asn

Lys

235

Thr

Leu

Ser

Ala

Gly

315

ABn

Asn

Ser

Pro

Ser

395

Gln

Thr

Cys

220

Asn

Met

Ser

Ala

Ser

300

Met

Trp

Pro

Asn

Pro

380

Ser

Cys

Thr

Asp

Tyr

Val

Gln

Val

285

Ala

Val

Leu

Ser

Ile

365

Pro

Thr

Gly

Cys

Lys

Trp

Thr

Ile

270

Ser

Tyr

Leu

Asp

Asn

350

Arg

Pro

Thr

Gly

Gln
430

Gly

Ala

Gln

255

Val

Gly

Gly

Val

Ser

335

Ile

Trp

Pro

Ser

Ile

415

Tyr

Gly

Pro

240

Phe

Arg

Gly

Gly

Phe

320

Gly

Len

Gly

Ala

Ser

400

Gly

Ser



ES 2 682 798 T3

10

15

<223>11G8

<400> 21
cagcaacdgyg gtaccageac cdocgaggte catoccaagt tgacaaccta caagtgtaca 60
aagtecgggy gotgoegtgge ccaggacace toggtggtee ttgactggaa ctaccgetgg 120
atgeacgacy ¢aaactacaa ctogtgeace gteaacggey goghteaacac cacgetotge 180
cctgacgagg cgacctgtgg caagaactgc ttcatcgagg gogtegacta cgccgeoctog 240
ggcgtcacga cctogggcag cagoctcaco ctgaggcagt togtcaagga cagcgagggce 300
aagaccaaca gcgtctctec tegggectat cteceotgggeg cocgacggtga ctacgtgatg 360
tteaagetee teoaaccagga getgagette gacdgtegacy totctacget gecgtgtgga 420
gagaacgcag c¢gcetctactt ctetgagatg gacaagacog ggggecgcaa cgaatataac 480
acgggeggty cegagtacgg gagoggetac tgegatgete agtgeccegt deagacatgg 540
aacaacggca ccctcaacac tagocaccag ggctogtget gecaacgagat ggatatoctg 600
gaggccaact cgaaggcgga agccttcacc cctcacccect geateggeoga caactgogac 660
aagggcggtt gcggcttcaa ctcgtatgcg cgcggcaaca aaaactactg ggcgoccogga 720
ggcaccctog acacctecaa geectteace atggtgacce agtteatcac ggacgacgge 780
accagcetegyg geaagettag ccagategtyg cgetoctacy tgeaaaacgg ceagaaggte 840
gocagageey tgtocggegyg cgacageoate acaghtegagy gotgetogte ctoogacgee 900
tacggcggcece tcgteggtat gggogaggcc ctgggecocgeg geatggtget cgtgtteocage 860
atttggaacg acaacagcca gtacatgaac tggctcgaca goggcaacgc cggcccctgce 1020
agcagcaccg agggcaaccc atccaacato ctggccaaca accocaacac gcacgtogtce 1080
ttetecaaca tocgetggygg agacattggyg totactacga actagactge gececegece 1140
cagectgegt coageacdgace gttttogact acacggagga gotcgacgace ttogagceage 1200
cogagetgea cgeagactea ctgggggcag tgoggtggea ttgggtacag cgggtgeaag 1260
acgtgcacgt cgggcactac gtgoccagtat agcaacgact actactcgca atgectttaa 1320

<210> 22

<211> 439

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>11G8

<400> 22

Gln Gln Pro Gly Thr Ser Thr Pro Glu Val His Pro Lys Leu Thr Thr
10

1

5

50

15



Tyr

Val

Cys

Thr

65

Gly

Asp

Gly

Ser

Leu

145

Thr

Val

Cys

Phe

Gly

225

Gly

Thr

Lys

Leu

Thr

50

Cys

Val

Ser

Ala

Phe

130

Tyr

Gly

Gln

Cys

Thr

210

Phe

Thr

Asp

Cys

Asp

val

Gly

Thr

Glu

Asp

115

Azp

Phe

Gly

Thr

Asn

195

Pro

Asn

Asp

Thzr
20

Trp

Asn

Lys

Thr

Gly

100

Gly

Val

Ser

Ala

Trp

180

Glu

His

Ser

Asp

Gly

Lys

Asn

Gly

Asn

Ser

85

Lys

Asp

Asp

Glu

Glu

165

Asn

Met

Pro

Tyr

Thr

245

Thr

ES 2 682 798 T3

Ser

Tyr

Gly

Cys

70

Gly

Thr

Tyr

Vval

Met

150

Tyr

Asn

Asp

Cys

Ala

230

Ser

Ser

Gly

Arg

val

55

Phe

Ser

aAsn

Val

Ser

135

Asp

Gly

Gly

Ile

Ile

215

Arg

Lys

Ser

Gly

Trp

40

Asn

Ile

Ser

Ser

Met

120

Thr

Lys

Ser

Thr

Leu

200

Gly

Gly

Pro

Gly

51

Cys

25

Met

Thr

Glu

Leu

Val

105

Phe

Leu

Thr

Gly

Leu

185

Glu

Asp

Asn

Phe

Lys

Val

His

Thr

Gly

Thr

20

Ser

Lys

Pro

Gly

Tyr

170

Asn

Ala

Asn

Lys

Thr
250

Ala

Asp

Leu

val

75

Leu

Pro

Cys

Gly

155

Cys

Thr

Asn

Cys

Asn

235

Met

Ser

Gln

Ala

Cys

60

Asp

Arg

Arg

Leu

Gly

140

Arg

Asp

Ser

Ser

Asp

220

Tyr

Val

Gln

Asp

Asn

45

Pro

Tyr

Gln

Ala

aAsn

125

Glu

Asn

Ala

His

Lys

205

Lys

Trp

Thr

Ile

Thr

30

Tyr

Asp

Ala

Phe

Tyr

110

Gln

Asan

Glu

Gln

Gln

190

Ala

Gly

Ala

Gln

Val

Ser

Asn

Glu

Ala

Val

95

Leu

Glu

Ala

Tyr

Cys

175

Gly

Glu

Gly

Pro

Phe

255

Arg

Val

Ser

Ala

Ser

80

Lys

Ala

Asn

160

Pro

Ser

Ala

Cys

Gly

240

Ile

Ser



10

<210> 23

Tyr

Ser

Val

305

Ile

Ala

Azn

Ile

Ser

385

Pro

Ser

Asgp

<211> 1317
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 92A12

<400> 23

Val

Ile

290

Gly

Trp

Gly

Azn

Gly

370

Thr

Ser

Gly

Tyr

Gln

275

Thr

Met

Asn

Pro

Pro

355

Ser

Thr

Cys

Cys

Tyr
435

260

Asn

Val

Gly

Asp

Cys

340

Azn

Thr

Phe

Thr

Lys

420

Ser

Gly

Glu

Glu

Asn

325

Ser

Thr

Thr

Ser

Gln

405

Thr

Gln

ES 2 682 798 T3

Gln

Gly

Ala

310

Ser

Ser

His

Asn

Thr

390

Thr

Cys

Cys

Lys

Cys

295

Gln

Thr

Val

Ser

375

Thr

His

Thr

Leu

Val

280

Ser

Gly

Tyr

Glu

Val

360

Thr

Arg

Trp

Ser

52

265

Ala

Ser

Arg

Gly

345

Phe

Ala

Arg

Gly

Gly
425

Ser

Ser

Gly

Asn

330

Azn

Ser

Pro

Ser

Gln

410

Thr

Ala

Asgp

Met
315

Trp

Pro

Azn

Pro

Ser

395

Cys

Thr

Val

Ala

300

Val

Leu

Ser

Ile

Pro

380

Thr

Gly

Cys

Ser
285

Tyr

Leu

Azn

Arg

365

Pro

Thr

Gly

Gln

270

Gly

Gly

Val

Ser

Ile
350

Trp

Pro

Ser

Ile

Tyr
430

Gly

Gly

Phe

Gly

335

Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

415

Ser

Asp

Leu

Ser

320

Asn

Ala

Asp

Ser

Ser

400

Tyr

Asn



10

cagcaaccgg
aagteegggy
atgcacgacyg

cctgacgcgg

ggcegtcacga
tacaccaacyg
aagcteoctca
aacgocagcgc
ggcggtgeca
aacggcaccc
gocaactoga
ggeggttgeg
accctegaca
agctocgggca
agcgocegtgt
ggcggectog
tggaacgaca
agcaccgagy
tecaacatee
cctgogteca
agctgcacge

tgcacgtcgyg

<210> 24
<211> 438
<212> PRT

gtaccagecac
ggtgegtgge
caaactacaa

cgacctgtge

cctegggaga
cctetecteg
accaggaget
totacttote
agtacgyggag
tcaacactag
aggcggaage
gettcaacte
cctecaagee
agcttagceca
coggeggoga
toggtatggg
acagecagta
gcaacceate
gctggggaga
gocacgacgtt
agactcactg

gcactacgtg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>92A12

<400> 24

ES 2 682 798 T3

ccecgaggte
ccaggacace
ctcgtgeacce

gaagaactgc

cagccteace
ggectatete
gagettogac
tgagatggac
cggctactge
ccaccagggc
¢tteoacceoct
gtatgegege
¢tteoaccaty
gatecgtgege
cagcatcacc
cgaggcoctyg
catgaactgg
caacatccty
cattgggtet
ttocgactaca
ggggcagtge

ccagtatagc

cateccaagt
teggtggtee
gtcaacggcyg

gtgatcgagc

atgtaccagt
ctgggegecyg
gtegacgtet
aagaccgggg
gatgctcagt
tcgtgectgea
caccectgea
ggcaacaaaa
gtgacccagt
tecctacgtge
gtcgaggget
ggcecgeggea
ctogacageg
gocaacaace
actacgaact
cggaggagct
ggtggeattg

aacgactact

53

tgacaaccta
ttgactggaa
gcgtcaacac

cggccaacta

acgttcagag
acggtgacta
ctacgetgee
gcoggaacga
gcceccgtceca
acgagatgga
toggegacaa
actactggge
teatcacgga
aaaacggcca
gctegtocte
tggtgctegt
goaacgoogy
ccaacacgca
cgactgegee
cgacgacttc
ggtacagegg

actcgcaatg

caagtgtaca
ctacegetgyg
cacgctcoctge

caccagocgcc

caadggogte
egtgatgtte
gtgtggagag
gcacaacacqg
gacatggaac
tatcetggag
ctgogacaag
gcecggaggce
cgadggoace
gaaggtcgec
cgacgocctac
gttcagecatt
ccectgeage
egtogtette
coogecaceg
gagcagcocg
gtgcaagacyg

cctttaa

60
120
180

240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
9260
1020
1080
1140
1200
1260

1317



Gln Gln Pro Gly Thr Ser Thr Pro Glu

1

Tyr Lys Cys Thr Lys Ser Gly Gly Cys

Val Leu Asp Trp Asn Tyr Arg Trp Met

Cyg Thr Val Asn Gly Gly Val Asn Thr

50

35

20

5

ES 2 682 798 T3

55

40

54

25

Val His Pro Lys Leu Thr Thr
10 15

Val Ala Gln Asp Thr Ser Val
30

His Asp Ala Asn Tyr Asn Ser
45

Thr Leu Cys Pro Asp Ala Ala
60



Thr

€5

Gly

Ser

Ala

Phe

Tyr

145

Gly

Gln

Cys

Thr

Phe

225

Thr

Asp

Val

Ile

Gly
305

Cys

Val

Asn

Asp

Asp

130

Phe

Gly

Thr

Asn

Pro

210

Asn

Gln

Thr
290

Met

Ala

Thr

Gly

Gly

115

Val

Ser

Ala

Trp

Glu

185

His

Ser

Asp

Gly

Asn

275

val

Gly

Lys

Thr

val

100

Asp

Asp

Glu

Lys

Asn

180

Met

Pro

Tyr

Thr

Thr

260

Gly

Glu

Glu

Asn

Ser

85

Tyr

Tyr

Val

Met

Tyr

165

Asn

Asp

Cvs

Ala

Ser

245

Ser

Gln

Gly

Ala

ES 2 682 798 T3

Cys

70

Gly

Thr

Val

Ser

Asp

150

Gly

Gly

Ile

Ile

Arg

230

Lys

Ser

Lys

Cys

Leun
310

val

Asp

Asn

Met

Thr

135

Lys

Ser

Thr

Leu

Gly

215

Gly

Pro

Gly

Val

Ser

295

Gly

Ile

Ser

Ala

Phe

120

Len

Thr

Gly

Leu

Glu

200

Asp

Asn

Phe

Lys

Ala

280

Ser

Arg

55

Glu

Ser

105

Lys

Pro

Gly

Tyr

Asn

185

Ala

Asn

Lys

Thr

Leu

265

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

90

Pro

Leu

Cys

Gly

Cys

170

Thr

Azn

Cys

Asn

Met

250

Ser

Ala

Asp

Met

Ala

75

Met

Arg

Leu

Gly

Arg

155

Asp

Ser

Ser

Asp

Tyr

235

val

Gln

Val

Ala

val
315

Asn

Tyr

Ala

aAzn

Glu

140

Asn

Ala

His

Ly=s

Lys

220

Trp

Thr

Ile

Ser

Tyr

300

Leu

Tyr

Gln

Tyr

Gln

125

Agn

Glu

Gln

Gln

Ala

205

Gly

Ala

Gln

Val

Gly

285

Gly

Val

Thr

Tyr

Leu

110

Glu

Ala

His

Cvs

Gly

130

Glu

Gly

Pro

FPhe

Arg

270

Gly

Gly

Phe

Ser

Val

95

Leu

Leu

Ala

Asn

Pro

175

Ser

Ala

Cys

Gly

Ile

255

Ser

Asp

Leu

Ser

Ala

80

Gln

Gly

Ser

Leu

Thr

160

val

Cys

Phe

Gly

Gly

240

Thr

Tyr

Ser

val

Ile
320



10

Trp

Gly

Azn

Gly

Thr
385

Ser

Gly

Tyr

<210> 25
<211> 1320
<212> ADN

Asn

Pro

Pro

Ser

370

Thr

Cys

Cys

Tyr

Asp

Cys

Azn

355

Thr

Phe

Thr

Lys

Ser
435

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 240H12

<400> 25

Asn

Ser

340

Thr

Thr

Ser

Gln

Thr

420

Gln

Ser

325

Ser

His

Asn

Thr

Thr

405

Cys

Cys

ES 2 682 798 T3

Gln

Thr

Val

Ser

Thr

390

His

Thr

Leu

Tyr

Glu

Val

Thr

375

Arg

Trp

Ser

Met

Gly

Phe

360

Ala

Arg

Gly

Gly

Asn

Azn

345

Ser

Pro

Ser

Gln

Thr
425

Trp

330

Pro

Azn

Pro

Ser

Cys

410

Thr

Leu

Ser

Ile

Pro

Thr

395

Gly

Cys

Asp

Azn

Arg

Pro

380

Thr

Gly

Gln

Ser

Ile

Trp

365

Pro

Ser

Ile

Tyr

Gly

Leu

350

Gly

Ala

Ser

Gly

Ser
430

Asn

335

Ala

Asgp

Ser

Ser

Tyr

415

Asn

cagcaaccgg
actgctgggy
attcacacgg
tgeoectgacg
gecggegtca
gtctacacca
ttcaagecteoe
gagaacgcag
acgggeggty

aacaacggca

gtaccagcac
ggtgcgtgge
tcgatgggta
cggegaccty
cgaccteggy
acgectetoe
tcaaccagga
cgctctactt

ccaagtacgg

coctcaacae

ccccgaggte
ccaggacacc
cacatcgtgce
tgegaagaac
cgacagecte
tegggectat
getgagette
ctctgagaty
gagcggctac

tagecadeag

catcccaagt
teggtggtcee
accacatcgt
tgegtgateg
accatgtace
ctectgggeg
gacgtogacg
gacaagaccg
tgcgatgeteo

ggotagtget

56

tgacaaccta
ttgactgggy
ccggegtcega
agecggecaa
agtacgttca
cogacggtga
tectctacgeot
ggggccggaa
agtgceccgt

goaacdgagat

caagtgtaca
ctaccactgg
cagcacgctc
ctacacecage
gagcaacgge
ctacgtgatyg
goeegtgtgga
cgagcacaac
ccagacatgg

ggatatectyg

Ala

Azn

Ile

Ser

Pro
400

Ser

Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
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gaggccaact
aagggoggtt
ggcaccocctcyg
accagetegy
gccagegeeyg
tacggogged
atttggaacg
agcagcaccyg
ttctccaaca
cogectgagt
ccgagetgea

acgtgeacgt

<210> 26

<211> 439
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<223> 240H12

<400> 26

Gln
1

Gln

Tyr Lys

Val Leu

Ser Cys

50

Ala
65

Thr
Ala

Gly

Gln Ser

cgaaggcgga
gcggottcaa
acacctccaa
gceaagettag
tgteocggegg
tegocaceat
acaacagcca
agggcaaccc
tcegetgggy
coagcacgac
cgeagactca

cgggcactas

Pro Gly

Thr
20

Cys

Asp
35

Trp

Thr Thr

Cys Ala

Val Thr

85

Asn Gly

100

Thr

Thr Ala

Gly

Ser

Lys

Thr

Val

ES 2 682 798 T3

agccttcacc
ctcgtatgeg
goccttcace
ccagategty
cgacagcate
gggcaaggec
gtacatgaac
atccaacatc
agacattggg
gttttegact
ctgggggcag

gtgacagtat

Ser Thr
Gly
Tyr Hisg
Ser

Gly

Asn
70

Cys
Ser

Gly

Tyr Thr

ccteoaccect
cgoggcaaca
atggtgacce
cgetectacy
accgtegagg
ctgageageg
tggctcgaca
ctggccaaca
tctactacga
acacggagga
tgeggtggca

agcaacgact

Pr¢o Glu

Gly Cys

25

Trp Ile

40

val Asp

vVal Ile
Ser

Asp

ala
105

Asn

57

Val

10

vVal

Hisg

Ser

Glu

Leu

90

Ser

gcatcggcga
aaaactactg
agttcatcac
tgcaaaacgy
gotgetegte
geatggtget
goggcaacgc
accccaacac
actcgactge
getegacgac
ttgggtacag

actactegea

Hig Pro

Ala Gln

Thr Val

Thr Leu

60

Pro Ala
75

Thr Met

Pro Arg

caactgecgac
ggcgoccgga
ggacgacggc
ccagaaggte
cgecteoagee
cgtgttcage
cggeccectge
gecacgtecgtce
gccecoogecoc
ttegagcage
cgggtgcaag

atgeccetttaa

Thr
15

Lysz Leu

Thr
30

Asp Ser

Asp
45

Gly Tyr

Cys Pro Asp

Asn Tyr Thr

Tyr Gln Tyr

95

Ala Tyr Leu

110

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

Thr

vVal

Thr

Ala

Ser

80

Val

Leu



Gly

Ser

Lau

145

Thr

Val

Cys

Phe

Gly

225

Gly

Thr

Tvr

Ser

Ala

305

Ile

Ala

Asn

Ala

Phe
130

Tyr

Gly

Gln

Cys

Thr

210

Phe

Thr

Asp

val

Ile

2%0

Thr

Trp

Gly

Asn

Asp

115

Asp

Phe

Gly

Thr

Asn

195

Pro

Asn

Leau

Asp

Gln

275

Thr

Met

Asn

Pro

Pro
355

Gly

val

Ser

Ala

Trp

180

Glu

His

Ser

Asp

Gly

260

Asn

Val

Gly

Asp

Cys

340

Asn

Asp

Asp

Glu

Lys

165

Asn

Met

Pro

Tyr

Thr

245

Thr

Gly

Glu

Lys
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10

59

Ile Gly Ser Thr Thr Aszn Ser Thr Ala Pro Pro Pro Pro Pro Ala Ser
370 375 380
Ser Thr Thr Phe Ser Thr Thr Arg Arg Ser Ser Thr Thr Ser Ser Ser
385 390 395 400
Pro Ser Cys Thr Gln Thr His Trp Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr
405 410 415
Ser Gly Cyg Lys Thr Cys Thr Ser Gly Thr Thr Cys Gln Tyr Ser Asn
420 425 430
Asp Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu
435
<210> 27
<211> 1131
<212> ADN
<213> Chaetomium globosum
<400> 27
cagcaaccgg gttcggtgac cccocgaggtc catcccaagt tgeccacctg gecagtgtaca 60
aagtccgggg gotgocgtgga gcaggacacce tcggtggtcce ttgactggaa ctacecgetgg 120
ttocacacet cggacaacac cacctogtge accacgtoct cgggoatega ctegacgete 180
tgecetgacyg cagegacetyg tgeocgagaac tgogtegtgg agggeaccga ctacaccage 240
tegggeateg agaccteggg cagoagoecte accctgagge agtteogtcaa ggacagegag 300
ggcaagacca acagcgtecte tocctegggee tatctcectgg gogocgacgg tgactacgtg 360
atgttcaagc tcctcaacca ggagetgage ttcogacgtog acgtctctac getgocogtgt 420
ggagagaacg cagcgctcecta cttoteotgag atggacaaga cogggggocg gaacgagcac 480
aacacgggceyg gtgcocaagta cgggagegge tactgegatg cteagtgoce cgtocagaca 540
tggaacaacg geacccteaa cactageocac cagggetegt getgeoaacga gatggatate 600
ctggaggeca actegaagge ggaagoctte acceoctcace cetgoategyg cgacaactge 660
gacaagggcg gttgoggett caactcgtat gcocgcgceggca acaaaaacta ctgggegecce 720
ggaggcaccc tcgacacctc caagcccttc accatggtga cccagttcat cacggacgac 780
ggcaccagct cgggcaagct tagccagatc gtgcgcetcoct acgtgcaaaa cggccagaag 840
gtegecageg cogtgtecgyg cggegacage atcacegteg agggoetgete gtectecgac 900
goctacggeg gectagtegg tatgggegag goecctgggee goeggeatggt getcogecatg 960
ageatttgga acgacgecag cggetteatg aactggeteg acagoggega caacggooce 1020
tgcaacgaga ccgagggcga cccagccaac atcctggcca accaccccga ttcgcaggte 1080
gtectgtoca acatcecgetyg gggagacatt gactcetactg tteagetcta a 1131
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cagoaadegy odgdgagttd tgctggtaace cccaagttga caacctacaa gtgtacaact 60
getgggggat gegtggodea ggacacdtayg gtggtdcttyg actggggeta ccactggatt 120
cacdacggtag atgggtacad atcegtgoade acategtdeg gogtegacag cacgotetge 180
cctgacgegg cgacctgtge gaagaactgce gtgatcgage oggccaacta caccagcgec 240
ggcgtcacga cctogggoga cagcctcacc atgtaccagt acgttcagag caacggogte 300
tacaccaacg cctcteocteg gectgtatete ctgggocccg acaagaacta cgtgatgetg 360
aagetoctag gocaggaget gaccttogase ghogacetet <ctacactgee gtgtggagag 420
aacggegece tctacctgte tgaaatgage gecaccegggg gocgcaacga atataacacy 480
ggceggtgedg agtacgggag cggetactge gatgetecagt goccegteat cgectggaag 540
aacdggeacce tcaacactag cggegeaage tactgotgea acgagatgga tatcctggag 600
gccaactcga gggcgaattc gtacacccct cacccctgeca gtgccacgga ctgcgacaag 660
ggoggttgocg geottcaacce ctatgetcte ggcoccaaaaaa gectactgggg cocccocggagge 720
accgttgaca cctccaagcec cttcaccatc accacccagt tcatcacgaa cgacggcacce 780
accaceggea coctttecga aatecgeege cagtacatge aaaacggeaa ggtgategec 840
aatgceegttt cctecactygg cgtecaactee atcaccegagg actggtgeac gtecgtegac 900
ggctaggedg ccadettbtgg cggectcace accatgggea aggecctggg cogeggeatg 960
gtgctcatct tcagecatttg gaacgacgcc ageggcecttta tgaactgget cgacagegge 1020
aacgccggcec cctgcagcag caccgagggc aacccagact tgatcaagge ccagaacccco 1080
acgacgcacyg tcgtcttcotc caacatcege tggggagaca ttgggtctac tttcaagggt 1140
tetgatgget cggtgacgac gacgacgteyg actacatega ccaagaccac gactteagace 1200
goegecggggae caacgcagac tcactatggy cagtgeggtyg gecaagggtg gactgggece 1260
acggettgeg categeccta cacgtgecag gttoetgaace cegtggtacte geaatgectt 13290
taa 1323

<210> 30

<211> 440

<212> PRT

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 30
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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 EG1, dicho polipéptido se selecciona entre el grupo que
consiste en:

i) una secuencia de aminoacidos seleccionada entre 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: 24y SEQ ID
NO: 26;

i) una secuencia de aminoacidos que presentan, con respecto a la secuencia, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 26 un porcentaje de identidad
de al menos 90 %, preferentemente 95%, 98 % o 99 %, o una secuencia de aminoacidos que presenta, con
respecto a la secuencia SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 16, un porcentaje de
identidad de al menos 98%.

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 reivindicacién 2 seleccionado entre las siguientes
secuencias: 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: 23y SEQ ID NO: 25.

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

5. Célula huésped aislada caracterizada por que comprende el &cido nucleico de acuerdo con una de las
reivindicaciones 2 0 3 o el vector de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Célula huésped aislada de acuerdo con la reivindicacion 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 reivindicacién 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 hidrélisis de celulosa.
9. Uso de dicho polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 para la produccion de biocombustible.

10. Composicién enzimética capaz de actuar sobre la biomasa lignocelulésica, dicha composicion enzimética se
produce por hongos filamentosos y comprende al menos un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1.

11. Procedimiento de produccion 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 composicién enzimatica de acuerdo con la reivindicacién 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 produccion 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;

- adicion simultanea de una composicién enzimatica de acuerdo con la reivindicacion 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 5 o 6.
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14. Procedimiento de produccion 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;

- adicion de una o mas células huésped de acuerdo con una de las reivindicaciones 5 a 7 con un organismo
fermentativo y/o una composiciéon 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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