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DESCRIPCION
Enzimas celulasas optimizadas
Campo de la invencion

La invencion divulga enzimas celulasas con propiedades optimizadas para procesar sustratos que contienen
celulosa y lignocelulosa. Particularmente, se divulgan enzimas celobiohidrolasas con las caracteristicas preferidas.
La presente invencidon proporciona variantes de fusion, insercion, deleciéon y/o sustitucion de tales enzimas. Las
variantes de las enzimas han mejorado la termoestabilidad, la estabilidad proteolitica, la actividad especifica y/o la
estabilidad a pH extremo. Las moléculas de acidos nucleicos que codifican dichas enzimas, una composiciéon que
comprende dichas enzimas, un procedimiento para la preparacion, y se divulgan el uso para el procesamiento de
celulosa y/o para la produccion de biocombustibles.

Antecedentes de la invencion

El desarrollo de procesos de produccion basados en recursos renovables es altamente deseado, por ejemplo, para
la generacion de etanol a partir de materiales celuldsicos y lignocelulésicos.

El material de celulosa en forma pura o conjuntamente con hemicelulosa y/o lignina es una materia prima valiosa y
facilmente disponible para la produccién de productos quimicos y combustibles. Una etapa clave en el
procesamiento de celulosa y lignocelulosa es la hidrolisis de la celulosa con polimero de glucosa ligada en la
posicion beta-1,4 y la liberacién posterior de monémeros de glucosa y oligébmeros cortos de glucosa como celobiosa,
celotriosa, etc. Las enzimas que catalizan esta reaccién se encuentran en diversos organismos, especialmente
hongos filamentosos y bacterias, que son capaces de degradar e hidrolizar la celulosa.

Se conocen los procesos continuos para transformar la biomasa lignocelulésica solida en productos fuel
combustibles. El tratamiento para preparar sustratos celuldésicos mas susceptibles a la degradaciéon enzimatica
comprende la molienda, el procesamiento quimico y/o el procesamiento hidrotérmico. Los ejemplos son oxidacion
himeda y/o explosion del vapor. Estos tratamientos aumentan la accesibilidad de fibras de celulosa y las separan de
la hemicelulosa y la lignina.

En la documentacion se conocen diversas mezclas de enzimas por hidrélisis de biomasa tratada. Tipicamente se
requiere una mezcla de enzimas endoglucanasa, exoglucanasa y beta-glucosidasa para la degradacion de los
polimeros de celulosa. Entre estas enzimas celobiohidrolasas (CBH) y, mas especificamente, las enzimas
celobiohidrolasa | (CBHI), desempefian una funcién clave en la etapa de hidrdlisis, a medida que proporcionan la
actividad enzimatica mas progresiva. Las enzimas CBHI catalizan la liberacion hidrolitica progresiva de celobiosa a
partir del terminal reductor de los polimeros de celulosa (Lynd L.R., Weimer P.J., van Zyl W.H., Pretorius IS.
Microbial cellulose utilization: fundamentals and biotechnology. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2002 Sep; 66 (3): 506-77).

Los materiales celulésicos hidrolizados contienen varias moléculas valiosas de carbohidrato que se pueden aislar de
las mezclas. Los hidrolizados de materiales celulésicos que contienen azucares se pueden utilizar para la
produccion microbiana de diversos productos de quimica fina o de biopolimeros, tales como acidos organicos, etanol
o alcoholes superiores (también dioles o polioles) o polihidroxialcanoatos (PHA). Uno de los principales usos de los
hidrolizados azucares es la produccién de biocombustibles.

Kurabi y col. (2005) describe las preparaciones de celulasas a partir de Trichoderma reesei y otros hongos, tales
como Penicillium sp. El rendimiento se ha analizado en abeto Douglas con explosion de vapor y pretratado con
organosolv con etanol. Un rendimiento mejorado de las mezclas de enzimas parece ser el resultado de propiedades
mejoradas de las enzimas de un solo componente, asi como el efecto de cada compuesto en la mezcla,
especialmente la presencia de beta-glucosidasa (Kurabi A., Berlin A., Gilkes N., Kilburn D., Bura R., Robinson J.,
Markov A., Skomarovsky A., Gusakov A., Okunev O., Sinitsyn A., Gregg D., Xie D., Saddler J. (2005) Enzymatic
hydrolysis of steam-exploded and ethanol organosolv-pretreated Douglas-fir by novel and commercial fungal
cellulases. Appl. Biochem. Biotechnol. 121-124: 219-30).

Las secuencias de celobiohidrolasas de la glucohidrolasa de clase 7 (cel7) se conocen en la técnica a partir de
varias fuentes fungicas. Se conoce la celobiohidrolasa Cel7 de Talaromyces emersonii y la expresion se informé en
Escherichia coli (Grassick A., Murray P.G., Thompson R., Collins C.M., Byrnes L., Birrane G., Higgins T.M., Tuohy
M.G. Three-dimensional Structure of a termostable native cellobiohydrolase, CBH IB, and molecular Characterization
of the cel7 gene from the filamentous fungus, Talaromyces emersonii. Eur J Biochem. 2004 Nov; 271 (22): 4495-506)
y Saccharomyces cerevisiae (Voutilainen S.P., Murray P.G., Tuohy M.G., Koivula A. Expression of Talaromyces
emersonii cellobiohydrolase Cel7A in Saccharomyces cerevisiae y rational mutagenesis to improve its thermostability
and activity. Protein. Eng. Des. Sel. 2010 Feb; 23 (2): 69-79), sin embargo la proteina fue producida en forma
inactiva o en rendimientos mas bien bajos (menos o igual a 5 mg/l). Celobiohidrolasa | Hypocrea jecorina puede ser
producida a partir de cepas de tipo salvaje o de ingenieria genética del género Hypocrea o Trichoderma a altos
rendimientos. Las secuencias mejoradas de Cel7A Hypocrea jecorina se divulgan en US7459299B2, US7452707B2,
W02005/030926, WO01/04284A1 0 US2009/0162916 A1.
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Las posiciones que conducen a mejoras fueron deducidas de los alineamientos con las secuencias de las enzimas
termoestables divulgadas, sugeridas de la informacion estructural y del barajado de las posiciones identificadas
seguidas por registros limitados. Los registros de bibliotecas mas grandes en organismos transformables tales como
Saccharomyces cerevisiae se informé por la aplicacion de sustratos fluorescentes muy sensibles, que se asemejan a
sustratos nativos de una manera muy restringida (Percival Zhang Y.H., Himmel M.E., Mielenz J.R. Outlook for
cellulase improvement: screening and selection strategies. Biotecnol Adv. 2006 Sep-Oct; 24 (5): 452-81).

Se inform6 de la produccion de celobiohidrolasas a partir de otros sistemas fungicos tales como Thermoascus
aurantiacus, Chrysosporium lucknowense o Phanerochaete chrysosporium. Se informé de la expresion a partir de
celobiohidrolasa Cel7 de levaduras, pero las producciones enzimaticas o las propiedades de las enzimas
permanecen no satisfactorias (Penttild M.E., André L., Lehtovaara P., Bailey M., Teeri T.T., Knowles J.K. Efficient
secretion of two fungal cellobiohydrolases by Saccharomyces cerevisiae. Gene. 1988; 63 (1): 103-12).

El documento WO03/000941 divulga numerosas CBH y sus secuencias génicas correspondientes. Sin embargo, las
propiedades fisiolégicas y las aplicaciones no se divulgaron. La fusiéon de los dominios de union a celulosa con
subunidades cataliticas de celobiohidrolasas se informa para mejorar las propiedades hidroliticas de proteinas sin un
dominio nativo.

El documento US 2009042266 (A1) divulga de las fusiones de Thermoascus aurantiacus Cel7A con los dominios de
unioén a celulosa a partir de celobiohidrolasa | de Chaetomium termophilus e Hypocrea jecorina.

El documento US5686593 informa de la fusion de regiones enlazadoras especialmente disefiadas y dominios de
unién a celobiohidrolasas.

Hong y col. (2003) describen la produccion de CBHI Thermoascus aurantiacus en levadura y su caracterizacion
(Hong J., Tamaki H., Yamamoto K., Kumagai H. Cloning of a gene encoding thermostable cellobiohydrolase from
Thermoascus aurantiacus and its expression in yeast. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2003 Nov.; 63 (1): 42-50).

Tuohy y col. (2002) informa de la expresion y caracterizacion de CBH Talaromyces emersonii (Tuohy M.G., Walsh
D.J., Murray P.G., Claeyssens M., Cuffe M.M., Savage A.V., Coughlan M.P.: Kinetic parameters and mode of action
of the cellobiohydrolases produced by Talaromyces emersonii. Biochim Biophys Acta. 2002 Abr 29; 1596 (2): 366-
80).

Nevoigt y col. (2008) informa sobre la expresién de enzimas celuloliticas en levaduras (Nevoigt E. Progress in
metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae. Microbiol Mol Biol Rev. 2008 Sep; 72 (3): 379-412).

Fujita y col. (2004) informa sobre una cepa Saccharomyces cerevisiae que expresa una combinacién de una
endoglucanasa, una beta glucosidasa y una CBHII presentada en la superficie de la célula. Celobiohidrolasa | (Cel7)
no se uso en esta configuracion (Fujita Y., Ito J., Ueda M., Fukuda H., Kondo A. Synergistic saccharification, and
direct fermentation to ethanol, of amorphous cellulose by use of an engineered yeast strain codisplaying three types
of cellulolytic enzyme. Appl Environ Microbiol. 2004 Feb; 70 (2): 1207-12).

Boer H. y col. (2000) describe la expresion de enzimas clasificadas GH7 en diferentes anfitrionas de levadura, pero
los niveles de proteina expresados eran bajos (Boer H., Teeri T.T., Koivula A. Characterization of Trichoderma reesei
cellobiohydrolase Cel7A secreted from Pichia pastoris using two different promoters. Biotecnol Bioeng. 2000 Sep 5;
69 (5): 486-94).

Godbole y col. (1999) y Hong y col. (2003) encontraron que las proteinas de esta clase enzimatica expresadas de
levadura eran a menudo desdobladas e hiperglicosiladas, y las capacidades hidroliticas disminuyeron en
comparacion con la proteina expresada de la anfitriona homdloga (Godbole S., Decker S.R., Nieves R.A., Adney
W.S., Vinzant T.B., Baker J.O., Thomas S.R., Himmel M.E. Cloning and expression of Trichoderma reesei
cellobiohidrolase | in Pichia pastoris. Biotecnol Prog. 1999 Sep-Oct; 15 (5): 828-33).

Kanokratana y col. (2008), Li y col. (2009) asi como CN01757710 describen la expresion eficiente de enzimas CBH |
Cel7, sin embargo estas proteinas carecen de dominios de union de celulosa requeridos para el procesamiento
eficiente del sustrato (Kanokratana P., Chantasingh D., Champreda V., Tanapongpipat S., Pootanakit K,
Eurwilaichitr L. ldentification and expression of cellobiohydrolase (CBHI) gene from and endophytic fungus,
Fusicoccum sp. (BCC4124) en Pichia pastoris. LProtein Expr Purif. 2008 Mar; 58 (1): 148-53. Epub 2007 Sep 19; Li
Y.L., Li H., Li ANN., Li D.C. Cloning of a gene encoding thermostable cellobiohydrolase from the thermophilic fungus
Chaetomium thermophilum and its expression in Pichia pastoris. J. Appl Microbiol. 2009 Jun; 106 (6): 1867-75).

Voutilainen (2008) y Viikari (2007) divulgan enzimas Cel7 que comprenden celobiohidrolasas termoestables, sin
embargo con solo niveles de expresion baja a moderada a partir de Trichoderma reesei (Voutilainen S.P., Puranen
T., Siika-Aho M., Lappalainen A., Alapuranen M., Kallio J., Hooman S., Viikari L., Vehmaanpera J., Koivula A.
Cloning, expression and characterization of novel thermostable family 7 cellobiohydrolases. Biotechnol Bioeng. 2008
Oct 15; 101 (3): 515-28. PubMed PMID: 18512263; Viikari L., Alapuranen M., Puranen T., Vehmaanpera J., Siika-
Aho M. Thermostable enzymes in lignocellulose hydrolysis. Adv Biochem Eng Biotechnol. 2007; 108:121-45).
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Grassick y col. (2004) divulgan la expresion desdoblada de Celobiohidrolasa | a partir de Talaromyces emersonii in
Escherichia coli pero no en levadura (Grassick A., Murray P.G., Thompson R., Collins C.M., Byrnes L., Birrane G.,
Higgins T.M., Tuohy M.G. Three-dimensional structure of a thermostable native cellobiohydrolase, CBH IB, and
molecular characterization of the cel7 gene from the filamentous fungus, Talaromyces emersonii. Eur J Biochem.
2004 Nov; 271 (22): 4495-506).

Por lo tanto, hay una necesidad de enzimas de celulasa con mejores caracteristicas para su uso en los procesos
técnicos para la hidrdlisis de la celulosa. Particularmente hay una necesidad de enzimas CBH con una mayor
actividad catalitica y/o una estabilidad superior en las condiciones de proceso. Ademas, existe la necesidad de
enzimas CBH con mayor productividad en los sistemas de expresion y secrecion de hongos y/o levaduras.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa. La invencién proporciona un
polipéptido termoestable que tiene actividad celobiohidrolasa. Es decir, el polipéptido mantiene el 50% de su maxima
capacidad de transformacion del sustrato cuando la transformacién se realiza durante 60 minutos a 62°C o mas.
Este polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos 90% con la
SEQ ID NO: 5. También se ha divulgado un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencia de al menos 85% con la SEQ ID NO: 2.

Ademas, la presente invencion divulga un acido nucleico que codifica el polipéptido de la presente invencion, que
tiene preferiblemente identidad de al menos 95% con la SEQ ID NO: 1, un vector que comprende este acido nucleico
y un anfitrién transformado con dicho vector.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento de producir una proteina celobiohidrolasa codificada
por un vector de la presente invencién, un procedimiento para identificar polipéptidos que tienen actividad
celobiohidrolasa, y un procedimiento de preparacion de tales polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa.
También proporciona un procedimiento para identificar tales polipéptidos que mantienen 50% o mas de maxima
capacidad de transformacion del substrato a temperaturas elevadas tales como a 60°C o mas.

También se divulga un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa, en donde el polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85% con la SEQ ID NO: 2 en donde
uno o mas residuos de aminoacidos especificos de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 2 se modifican mediante
mutantes por sustitucion o delecion, asi como insercion. Los ejemplos de tales mutantes incluyen Q1, G4, A6, T15,
Q28, W40, D64, E65, A72, S86, K92, V130, V152, Y155, K159, D181, E183, N194, D202, P224, T243, Y244, 1277,
K304, N310, S311, N318, D320, T335, T344, D346, Q349, A358, Y374, A375, T392, T393, D410, Y422, P442,
N445, R446, T456, S460, P462, G463, H468 y/o V482 de aminoacidos 1 a 500 de la SEQ ID NO: 2, pero la
invencion no se limita de ninguna manera a éstos. A continuacion se indican posiciones especificas adicionales.

Por otra parte, la presente invencion proporciona un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa, que puede
obtenerse por el procedimiento de preparacion de un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa segun la
presente invencion, y un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa, en donde el polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90% con la SEQ ID NO: 5, en donde
uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 5 se modifican
mutantes por sustitucion o delecion, asi como insercién. Los ejemplos de tales mutantes incluyen Q1, G4, A6, T15,
Q28, W40, D64, E65, A72, S86, K92, V130, V152, Y155, K159, D181, E183, N194, D202, P224, T243, Y244, 1277,
K304, N310, S311, N318, D320, T335, T344, D346, Q349, A358, Y374, A375, T392, T393, D410 y/o Y422 de
aminoacidos 1 a 440 de la SEQ ID NO: 5, pero la invencion no se limita de ninguna manera a estas. A continuacion
se indican posiciones especificas adicionales.

La presente invencion proporciona ademas un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene identidad de secuencia de al menos 85% con la SEQ ID NO: 12 en donde uno
0 mas de los siguientes residuos del aminoacido de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 12 se modifican
mediante mutantes por sustitucion o delecion, asi como insercion. Los ejemplos de tales mutantes incluyen Q1, T15,
Q28, W40, C72, V133, V155, Y158, T162, Y247, N307, G308, E317, S341, D345, Y370, T389, Q406, N441, R442,
T452, S456, P458, G459, H464 y/o V478, pero la invencidon no se limita de ninguna manera a éstos. A continuacion
se indican posiciones especificas adicionales.

La presente invenciéon proporciona ademas el uso de un polipéptido o la composicién de la presente invencién para
la degradacion enzimatica de biomasa lignoceluldsica, y/o para el procesamiento de textiles y/o como ingrediente en
detergentes y/o como ingrediente en alimentos o composiciones alimenticias.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Mapas de restriccion de pV1 para expresion constitutiva de Proteinas en Pichia pastoris: pUC19-ori: Origen
de replicacion en E. coli; KanR: Resistencia Kanamicina/G418 con secuencias de los promotores TEF1 y EMZ para
seleccion en Pichia pastoris y E. coli, respectivamente; 5-GAP: region del promotor gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa; 3'-GAP: region del terminador; SP MF-alfa: secuencia de sefial del factor alfa de apareamiento con
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Saccharomyces cerevisiae; MCS: sitio de clonacion multiple.

Figura 2: SDS-PAGE de tincién con Coomassie de sobrenadantes concentrados 10 veces de cultivos de matraces
agitados de plasmidos de expresion que contienen CBS 7435 de Pichia pastoris con secuencias codificantes para
las proteinas CBHI maduras de Trichoderma viride (CBH-f; carril 1), Humicola grisea (CBH-d; carril 2), Talaromyces
emersonii (CBH-b; carril 3), Thermoascus aurantiacus (CBH-e; carril 4), asi como la fusién de CBHI-CBD de
Talaromyces emersonii (CBH-a; carril 6) y la fusion de CBD Humicola grisea (CBH-g; carril 7) en la fusion N-terminal
con el péptido sefal del factor alfa de apareamiento con Saccharomyces cerevisiae bajo control del promotor de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Pichia pastoris.

Figura 3: Mapa del plasmido de expresion pV3 para la expresion de proteinas en Pichia pastoris. Replicones:
pUC19-ori: Origen de la replicacion en E. coli; ZeoR: gen de resistencia Zeocine con secuencias promotoras de los
promotores TEF1 y EM7 para expresion en Pichia pastoris y E. coli, respectivamente; promotor AOX I: Region
promotora del gen alcohol oxidasa | Pichia pastoris; terminador transcripcional AOX 1: region del terminador; SP MF-
alfa: la secuencia de sefial alfa del factor de apareamiento de Saccharomyces cerevisiae; MCS: sitio de clonacion
multiple.

Figura 4: Analisis de SDS-PAGE de muestras de sobrenadante de cultivo tomadas de la fermentacion de una cepa
Pichia pastoris con una integracion gendmica de una casete de expresion AOXI, que expresan el péptido de fusion
CBHI Talaromyces emersoniilCBD Trichoderma reesei (CBH-a) en un biorreactor 7| durante la induccion con
metanol. Las muestras P1-P7 fueron tomadas al principio de la induccion del metanol y después de 20, 45, 119,5,
142,5, 145,5 y 167 horas, respectivamente.

Figura 5: Mapa del plasmido de expresion pV4 para la expresion del péptido de fusién de CBHI Talaromyces
emersoniilCBD Trichoderma reesei (CBH-ah) en Trichoderma reesei. Replicon: pUC19 para replicacion en E. coli.
cbh1 5': region promotora 5 del gen Trichoderma CBHI; péptido de sefial de CBHI: Secuencia codificante del péptido
lider de Trichoderma reesei CBHI; CBH-a: péptido de fusion de Talaromyces emersonii CBH-a/CBD Trichoderma
reesei. region codificante de la SEQ ID NO: 18; Terminador cbh1: regién de terminacion 3' del locus de Trichoderma
reesei CBHI; resistencia a la higromicina: region codificante de la higromicina fosfotransferasa bajo control de un
promotor fosfoglicerato cinasa de Trichoderma reesei; 3' cbh1: secuencia de homologia con la region de terminacion
del locus CBHI de Trichoderma reesei para los acontecimientos de doble cruce.

Figura 6: SDS-PAGE de los sobrenadantes del cultivo de Trichoderma reesei. El carril 1 muestra el patron de
expresion de una cepa de sustitucion que lleva una fusion de CBHI Talaromyces emersoniilCBD Trichoderma reesei
(CBH-ah) en lugar del gen CBHI nativo. En comparacion, el carril 2 muestra el patron de la cepa no modificada en
las mismas condiciones. M: marcador de tamafio molecular.

Figura 7: determinacion de los valores IT50 de los graficos de Capacidad de transformacion del sustrato frente a
temperatura después de la normalizaciéon. Para la etapa de normalizacion, los valores maximo y minimo de la
fluorescencia para la temperatura seleccionada se correlacionan con 1 o 0, respectivamente. La interpolacion lineal
para F'(T) = 0,5 entre los dos puntos de temperatura mas cercanos con valores normalizados préximos a 0,5 da
como resultado la temperatura IT50 definida.

Figura 8: Graficos de Capacidad de transformacion normalizada frente a temperatura de fusiones de CBHI
Talaromyces emersoniilCBD Trichoderma reesei de los tipos “wt (abreviatura de “tipo salvaje”)” (CBH-ah: SEQ ID
NO: 18 = SEQ ID NO: 2 + Etiqueta 6x His) y mutantes basados en los resultados de hidrdlisis de 4-metilumbeliferil-3-
D-lactésido evaluados a varias temperaturas. Los valores de fluorescencia se normalizaron segun la figura 8 a lo
largo del intervalo de temperaturas de 55°C a 75°C

A... wt;

B... G4C, A72C;

C.. G4C, A72C, Q349K;

D... G4C, A72C, D181N, Q349K;

E.. Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R;

F... Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, D320V, Q349R;
G... G4C, A72C, E183K, D202Y, N310D, Q349R;

H... Q1L, G4C, A72C, A145T, H203R, Q349K, T403K;

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S192S, P224L, S311G, D3201, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

J... Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, L119L, D181N, E183M, S192S, S311G, N318Y, D320I, T335l, D346E,
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QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

K... Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, L119L, D181N, E183M, S192S, D202N, P224L, S311G, T335l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

L... Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G151GCGRSG, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

M... Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Figura 9: Rendimientos de glucosa de hidrdlisis de la paja pretratada con proteina de fusion CBHI Talaromyces
emersoniilCBD Trichoderma reesei de los tipos wt y mutadas (CBH-ah) después de hidrdlisis durante 48 horas en
presencia de B-glicosidasa. Las variantes se caracterizan por las mutaciones siguientes con respecto a la SEQ ID
NO: 18 y fueron expresadas a partir de Pichia pastoris en cultivos en matraces con agitacion y aisladas del
sobrenadante por cromatografia de afinidad utilizando Ni-NTA.

A wt

B: G4C, A72C

C: G4C, A72C, Q349R

D: Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R

E: Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S,
N445D, R446G, H468L, V482l

F: Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G151GCGRSG, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Figura 10: Alineamiento de la SEQ ID NO: 2 con la CBHI Trichoderma reesei. Para crear el alineamiento se utilizo la
matriz de alineamiento blosum62mt2 con la penalizacion por apertura de hueco de 10 y la penalizacién por
extension del hueco de 0,1.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa. En una realizacion preferida,
la invencién proporciona un polipéptido termoestable que tiene actividad celobiohidrolasa. En un aspecto preferido,
la invencién divulga variantes de la proteina que muestran una alta actividad a alta temperatura durante un periodo
prolongado de tiempo. Preferiblemente, el polipéptido de la presente invencion mantiene 50% de su maxima
capacidad de transformacion de sustrato cuando la transformacion se realiza durante 60 minutos a una temperatura
de 62°C o superior. La temperatura respectiva también se conoce como el valor IT50. En otras palabras, el valor
IT50 es 62°C o superior. Es decir, en esta realizacion, el polipéptido mantiene el 50% de su maxima capacidad de
transformacion del sustrato cuando la transformacién se realiza durante 60 minutos a 62°C o superior. Ademas, los
polipéptidos de la presente invencion tienen preferiblemente un valor IT50 en el intervalo de 62 a 80°C, mas
preferiblemente de 65 a 75°C.

"Capacidad de Transformacion de Sustrato" de una enzima se define, en el presente documento, como el grado de
transformacion de sustrato catalizado por una cantidad de enzima dentro de un cierto periodo de tiempo en
condiciones definidas (concentracion de sustrato, valor de pH y concentracion de tampén, y temperatura), como se
puede determinar por evaluacién de los criterios de valoracién de la reaccién enzimatica en dichas condiciones.
"Maxima Capacidad de Transformacion de Sustrato" de una enzima se define, en el presente documento, como el
maximo en la Capacidad de Transformacién de Sustrato encontrada para la enzima dentro de un nimero de
mediciones realizadas como se ha descrito anteriormente, cuando se variaba soélo un parametro, p. €j., la
temperatura, dentro de un intervalo definido. Segun la presente invencion, la evaluacion descrita en el ejemplo 8 se
utiliza para determinar estos parametros.

Este polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos 90% con la
SEQ ID NO: 5. El término "identidad a lo largo de una longitud de secuencia de y residuos" (en donde y es cualquier
numero entero, tal como, como ejemplo ilustrativo, 200, 255, 256, 300, 400, 437 y 500) significa que y es una parte,
preferiblemente continua, de la secuencia parental (en este caso particular la SEQ ID NO: 5, pero lo mismo es cierto
a lo largo de esta aplicacion, también con respecto a otras secuencias parentales especificamente indicadas con las
que las secuencias de esta invencion pueden ser comparadas) que se utiliza como base para la comparacion de
identidad de secuencia. Asi pues, para la comparacion de la identidad de la secuencia (alineamiento de la
secuencia), se toman en consideracion preferiblemente 200 o mas, mas preferiblemente 300 o mas, incluso mas
preferiblemente 400 o mas, y lo mas preferiblemente 437 posiciones de la secuencia parental dadas en la SEQ ID
NO: 5. A continuacién se indican los detalles de como se calculan los porcentajes de identidades de secuencia.
También debe tenerse en cuenta que, a menos que se especifique expresamente lo contrario en esta memoria
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descriptiva, la secuencia completa de la secuencia parental (como, en este caso particular, la SEQ ID NO: 5) (es
decir, del primero al Ultimo residuo de aminoacido) se utilizara como secuencia padre.

El polipéptido capaz de mantener el 50% de su maxima capacidad de transformacién de sustrato cuando la
transformacion se realiza durante 60 minutos a 62°C o superior, es un polipéptido que difiere de la SEQ ID NO: 5 en
al menos una mutacién, en el cual la mutacién puede ser una insercién, delecién o sustitucion de uno o mas
residuos de aminoacidos. También se prefieren al menos dos de tales mutaciones, tales como al menos 4, al menos
5, al menos 6, al menos 7 y al menos 10 de tales mutaciones con respecto al polipéptido dado en la SEQ ID NO: 5.

"Celobiohidrolasa" o "CBH" se refiere a las enzimas que escinden la celulosa del extremo de la cadena de glucosa y
producen celobiosa como producto principal. Los nombres alternativos son 1,4-beta-D-glucano celobiohidrolasas o
celulosa 1,4-beta-celobiosidasas. Las CBH hidrolizan los enlaces 1,4-beta-D-glucosidicos de los extremos reductor o
no reductor de un polimero que contiene dichos enlaces. "Celobiohidrolasa I" o "CBH |" actia desde el extremo
reductor de la fibra de celulosa. “Celobiohidrolasa 11" o "CBH II" actia desde el extremo no reductor de la fibra de
celulosa. Las celobiohidrolasas tienen tipicamente una estructura que consiste en un dominio catalitico y uno o mas
"dominios de unién a celulosa" o "CBD". Tales dominios se pueden ubicar en el N- o C-terminal del dominio
catalitico. Los CBD tiene actividad de union a carbohidrato y median la unién de la celulasa con la celulosa cristalina
y se sabe que la presencia o ausencia de dominios de union tienen un impacto importante en la capacidad de
procesamiento de una enzima especialmente en substratos poliméricos.

Este polipéptido se caracteriza ademas por comprender una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia de al menos 90% con la SEQ ID NO: 5, y preferiblemente una identidad de secuencia de al menos 95%
con la SEQ ID NO: 5.

El polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa, definido antes, en una realizacion incluso mas preferida, se
caracteriza ademas como sigue: Es el polipéptido definido antes, en donde uno o mas de los residuos de
aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 5 se modifican por sustitucién o delecién en una o mas
posiciones que se seleccionan preferiblemente de

Q1, Q2, G4, A6, T7, A8, N10, P12, T15, A21, G23, S24, T26, T27, Q28, N29, G30, A31, V32, N37, W40, V41, G46,
Y47, T48, N49, C50, T52, N54, D57, T59, Y60, D64, E65, A68, Q69, A72, V84, S86, S89, S90, K92, S99, Q109,
D110, D111, 1116, F117, K118, L119, L120, D129, V130, G139, A145, M146, V152, K154, Y155, N157, N158, K159,
K163, G167, Q172, F179, 1180, D181, E183, E187, G188, Q190, S192, S193, N194, 1200, D202, H203, D211, V212,
A221, P224, D228, T229, G231, T233, M234, S236, T243, Y244, S245, N246, D247, G251, F260, G266, K275, 1276,
1277, T280, L290, D293, G294, T295, T297, T299, S301, K304, F306, N310, S311, V313, 1314, N318, D320, 1321,
T325, N327, T335, A340, F341, D343, T344, D345, D346, Q349, H350, A354, K355, A358, Q361, Q362, G363,
M364, V367, D373, Y374, A375, A376, P386, T387, D390, T392, T393, P394, T400, P402, T403, D404, D410, N417,
S418, T421, Y422 y/o una o mas inserciones después de las posiciones G151, K159,

y en una realizacion mas preferida se modifican mediante sustitucion o delecion en una o mas posiciones
seleccionadas de Q1, Q2, G4, A6, T7, A8, N10, A21, S24, T26, T27, Q28, N29, G30, W40, Y47, D64, E65, A68,
Q69, A72, S86, K92, K118, Y155, D181, E183, Q190, S192, N194, D202, H203, P224, T229, G231, M234, S236,
T243, D247, S311, N318, D320, T335, A340, T344, D346, Q349, K355, Y374, A375, T387, D390, T392, T393, Y422
y/o una o mas inserciones de 1-8 aminoacidos después de las posiciones G151, K159

y en una realizacion incluso mas preferida se modifican por sustitucion o delecién en una o mas posiciones
seleccionadas de Q1, Q2, G4, A6, T7, A8, N10, Q28, E65, A72, S86, D181, E183, D202, P224, S311, N318, D320,
T335, D346, Q349, T392, T393, Y422 y/o inserciones en una o mas después de las posiciones y/o una o mas
inserciones de 5 aminoacidos después de las posiciones G151, K159

de los aminoacidos 1 a 437 de la SEQ ID NO: 5.

También se prefieren las realizaciones en donde la mutaciéon o mutaciones respectivas dadas antes se introducen en
el polipéptido dado en la SEQ ID NO: 2, como se indica a continuacion.

La persona experta comprendera que varias de estas mutaciones dadas se pueden combinar entre si, es decir, que
un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa, donde, por ejemplo, Q69 y T232 se sustituyen por otros residuos
de aminoacidos, esta comprendida en esta realizacion. La expresion "insercion después de la posicién o posiciones
x" debe comprenderse que la insercion puede estar en cualquier posicion que esté en el lado del C-terminal (mas
cerca del C-terminal) de la posicion x; sin embargo, las inserciones inmediatamente después de la posicion x son
fuertemente preferidas (donde x es cualquier posicion).

También se divulga un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa, que comprende una secuencia de
aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos el 85% con la SEQ ID NO: 2. Se prefiere que este
polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 85% con la SEQ ID NO: 2 sea un polipéptido que tenga
también un grado de identidad con la SEQ ID NO: 5 nombrada anteriormente, como de que tenga una identidad de
secuencia de al menos 60% (o mas, véase antes) con el polipéptido dado en la SEQ ID NO: 5, y/o una cualquiera o
mas de las realizaciones de identidad mas particulares de identidad porcentual con la SEQ ID NO: 5 como se indica
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en detalle anteriormente. Asi, el polipéptido que tiene al menos 85% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2
es una realizacion que esta comprendida en la invencion que se relaciona con un polipéptido que tiene al menos
60% de identidad de secuencia con el polipéptido dado en la SEQ ID NO: 5. La persona experta reconocera
facilmente el concepto inventivo comun que inspira las variantes termoestables de las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO:
5.

Equivalente a lo que se ha dicho anteriormente para la SEQ ID NO: 5, para el alineamiento de secuencia de la SEQ
ID NO: 2 tal como se define en el presente documento, preferiblemente 200 o mas, mas preferiblemente 300 o mas,
incluso mas preferiblemente 400 o mas, y lo mas preferiblemente 437 posiciones de la SEQ ID NO: 5 se toman en
consideracion. A continuacion, se indican los detalles de cémo se calculan los porcentajes de identidad de
secuencia. En una realizacion mas preferida, el polipéptido respectivo comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad de secuencia de al menos 85% con la SEQ ID NO: 2 a lo largo de una longitud de secuencia
de 500 residuos de aminoacidos. Incluso mas preferiblemente, la presente invencién comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90%, o incluso mas preferiblemente al menos 95% o 98% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2 a lo largo de una longitud de la secuencia de 500 residuos de aminoacidos.

La secuencia parental se da en la SEQ ID NO: 2. La secuencia deriva de la fusion en el C-terminal del dominio
enlazador y del dominio de unién a celulosa de CBHI Trichoderma reesei (SEQ ID NO: 4) con el dominio catalitico
de CBHI Talaromyces emersonii (SEQ ID NO: 5). La invencién comprende ademas otras proteinas de fusiéon que
comprenden cualquier dominio de unién a celulosa y un derivado del dominio catalitico de CBHI Talaromyces
emersonii (SEQ ID NO: 5), preferiblemente con las caracteristicas de estabilidad de temperatura dadas
anteriormente. El dominio de unién a celulosa puede ser de cualquier fuente. Los polipéptidos segun la invencion
pueden llevar ademas una etiqueta de hexahistidina. Asi, por medio de la ilustracion, variantes de uno cualquiera de
los polipéptidos mostrados en las SEQ ID NO: 42, 44, 46, 48 o 50 se incluyen en esta invencion. Las variantes son
preferiblemente tales que los polipéptidos exhiben estabilidad a la temperatura, segun lo descrito y definido
anteriormente.

El polipéptido de la presente invencién comprende preferentemente una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 90%, preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 2. Ademas, se prefiere particularmente que la secuencia de aminoacidos del polipéptido tenga la
secuencia definida por la SEQ ID NO: 2, o una secuencia tal como se define en la SEQ ID NO: 2 en donde 1 a 75,
mas preferiblemente 1 a 35 residuos de aminoacidos sean sustituidos, eliminados o insertados.

Particularmente preferidas son las variantes de las proteinas de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 12.
"Variantes de proteinas" son polipéptidos cuya secuencia de aminoacidos difiere en una o mas posiciones de su
proteina parental, por lo que las diferencias pueden ser sustituciones de un aminoacido por otro, deleciones de uno
o varios aminoacidos, o la inserciéon de aminoacidos adicionales o tramos de aminoacidos en la secuencia parental.
Por definicién, las variantes del polipéptido parental se distinguiran de otros polipéptidos por comparacion de la
identidad de secuencia (alineamientos) utilizando el algoritmo ClustalW (Larkin M.A., Blackshields G., Brown N.P.,
Chenna R., McGettigan P.A., McWilliam H., Valentin F., Wallace .M., Wilm A., Lopez R., Thompson J.D., Gibson T.J.
y Higgins D.G. (2007) ClustalW y ClustalX version 2. Bioinformatics 2007 23(21): 2947-2948). Los procedimientos
para la generacion de tales variantes de las proteinas incluyen la mutagénesis al azar o dirigida al sitio, mutagénesis
por saturacion del sitio, montaje de fragmento basado en la PCR, barajamiento del ADN, recombinacién homologa in
vitro o in vivo, y procedimientos de sintesis de genes.

La nomenclatura de aminoacidos, péptidos, nucledtidos y acidos nucleicos se realiza segun las sugerencias de la
IUPAC. En general, dentro de este documento, los aminoacidos se nombran segun el codigo de una letra.

Los intercambios de aminoacidos individuales se describen nombrando el cédigo de una sola letra del aminoacido
original seguido por su nimero de posicion y el cdédigo de una sola letra del aminoacido que sustituye, es decir, el
cambio de glutamina en la posicidon uno por una leucina en esta posicion se describe como "Q1L". Para las
deleciones de posiciones individuales de la secuencia se sustituye el simbolo del aminoacido que sustituye por la
abreviatura de tres letras "del" (de la palabra “delecion”) asi la delecion de alanina en la posicion 3 seria referida
como “A3del”. Los aminoacidos adicionales insertados reciben el nimero de la posiciéon precedente ampliado por
una letra pequefa en orden alfabético relativo a su distancia a su punto de la insercién. Asi, la inserciéon de dos
triptéfanos después de la posicion 3 se refiere como "3aW, 3bW" o simplemente como ASAWW (es decir, sustitucion
formal de "A" en la posicion 3 por los residuos de aminoacidos "AWW?"). La introduccion de codones TAA, TGA y
TAG no traducidos, en la secuencia de acido nucleico se indica como ™" en la secuencia de aminoacidos, asi la
introduccion de un codén de terminacion en la posicion 4 de la secuencia de aminoacidos se refiere como "G4*".

Las mutaciones multiples estan separadas mediante un signo mas o una barra inclinada o una coma. Por ejemplo,
dos mutaciones en las posiciones 20 y 21 que sustituyen alanina y acido glutamico por glicina y serina,
respectivamente, se indican como "A20G+E21S" 0 "A20G/E21S" 0 "A20G,E21S".

Cuando un residuo de aminoacido en una posicién determinada se sustituye por dos 0 mas residuos de aminoacidos
alternativos, estos residuos se separan mediante una coma o una barra inclinada. Por ejemplo, la sustitucion de
alanina en la posicién 30 por glicina o acido glutamico se indica como "A20G,E" o "A20G/E" o "A20G,A20E".
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Cuando una posicion adecuada para modificacion se identifica en el presente documento sin que se sugiera ninguna
modificacién especifica, debe entenderse que cualquier residuo de aminoacido sustituir al residuo de aminoacido
presente en la posicion. Asi, por ejemplo, cuando una modificacién de una alanina en la posicion 20 se menciona,
pero no se especifica, debe entenderse que la alanina puede ser eliminada o sustituida por cualquier otro residuo de
aminoacido (es decir, uno cualquierade R,N, D, C,Q,E, G, H,I,L, K, M, F, P, S, T,W, Yy V).

Las expresiones "mutacion similar" o "sustitucion similar" se refieren a una mutacién de aminoacidos que una
persona experta en la técnica consideraria similar a una primera mutaciéon. Similar en este contexto significa un
aminoacido que tiene caracteristicas quimicas similares. Si, por ejemplo, una mutaciéon en una posicion especifica
conduce a una sustitucion de un residuo de aminoacido no alifatico (p. ej., Ser) con un residuo de aminoacido
alifatico (p. €j., Leu), entonces una sustitucion en la misma posicién con un aminoacido alifatico diferente (p. €j., lle o
Val) se conoce como una mutacion similar. Otras caracteristicas del aminoacido incluyen el tamafio del residuo,
hidrofobicidad, polaridad, carga, valor de pK, y otras caracteristicas del aminoacido conocidas en la técnica. Por
consiguiente, una mutacion similar puede incluir la sustitucion tal como basico por basico, acido por acido, polar por
polar, etc. Los conjuntos de aminoacidos asi derivados probablemente deberan conservarse por razones
estructurales. Estos conjuntos se pueden describir bajo la forma de un diagrama de Venn (Livingstone, C.D. y Barton
G.J. (1993) "Protein sequence alignements: a strategy for the hierarchical analysis of residue conservation” Comput.
Appl. Biosci. 9: 745-756; Taylor W.R. (1986) "The classification of amino acid conservation" J. Theor. Biol. 119; 205-
218). Se pueden hacer sustituciones similares, por ejemplo, segun la siguiente agrupacién de aminoacidos:
Hidrofébicos: FW Y HK M I L V A G; Aromaticos: F W Y H; Alifaticos: | L V; Polares: WY HKREDCSTN;
Cargados H K R E D; Cargados positivamente: H K R; Cargados negativamente: E D.

Como convenio para la numeracion de aminoacidos y designacion de las variantes de las proteinas, para la
descripcion de las variantes de las proteinas, la primera glutamina (Q) de la secuencia de aminoacidos QQAGTA
dentro de la secuencia de la proteina parental dada en la SEQ ID NO: 2 se refiere como nimero de posicién 1 o Q1
o glutamina 1. La numeracioén de todos los aminoacidos sera segun su posicion en la secuencia parental dada en la
SEQ ID NO: 2 relativa a este numero de posicion 1.

También se divulgan variantes especificas de los polipéptidos de la presente invencién como se indica
anteriormente, tales como variantes de la SEQ ID NO: 2, con cambios de su secuencia en una o mas de las
posiciones dadas en adelante. Es decir, la invencién proporciona, en una realizacion particular, el polipéptido como
antes, en donde uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 2
se modifican preferiblemente por sustitucién o delecion en las posiciones Q1, Q2, G4, A6, T7, A8, N10, P12, T15,
A21, G23, S24, T26, T27, Q28, N29, G30, A31, V32, N37, W40, V41, G46, Y47, T48, N49, C50, T52, N54, D57, T59,
Y60, D64, E65, A68, Q69, A72, V84, S86, S89, S90, K92, S99, Q109, D110, D111, 1116, F117, K118, L119, L120,
D129, V130, G139, A145, M146, V152, K154, Y155, N157, N158, K159, K163, G167, Q172, F179, 1180, D181,
E183, E187, G188, Q190, S192, S193, N194, 1200, D202, H203, D211, V212, A221, P224, D228, T229, G231, T233,
M234, S236, T243, Y244, S245, N246, D247, G251, F260, G266, K275, 1276, 1277, T280, L290, D293, G294, T295,
T297, T299, S301, K304, F306, N310, S311, V313, 1314, N318, D320, 1321, T325, N327, T335, A340, F341, D343,
T344, D345, D346, Q349, H350, A354, K355, A358, Q361, Q362, G363, M364, V367, D373, Y374, A375, A376,
P386, T387, D390, T392, T393, P394, T400, P402, T403, D404, D410, N417, S418, T421, Y422, F427, P429, 1430,
G431, T433, G434, N435, P436, S437, G439, N440, P441, P442, G443, N445, R446, T448, T449, T450, T451,
R453, P454, A455, T456, T457, G459, S460, S461, P462, G463, P464, T465, S467, H468, G470, C472, G474,
G476, YATT7, S478, P480, V482, C483, S485, G486, T488, C489, Q490, V491, L492, N493, Y495, Y496, Q498,
C499, L500 y/o por una o mas inserciones después de las posiciones G151, K159, G434, A455 o P464, de
aminoacidos 1 a 500 de la SEQ ID NO: 2.

También se divulgan los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 2 se
modifican preferiblemente por sustitucion o delecién en las posiciones seleccionadas de Q1, Q2, G4, A6, T7, A8,
N10, A21, S24, T26, T27, Q28, N29, G30, W40, Y47, D64, E65, A68, Q69, A72, S86, K92, K118, Y155, D181, E183,
Q190, S192, N194, D202, H203, P224, T229, G231, M234, S236, T243, D247, S311, N318, D320, T335, A340,
T344, D346, Q349, K355, Y374, A375, T387, D390, T392, T393, Y422, P436, P442, N445, R446, T448, T451, R453,
P462, G463, H468, P480, V482, S485, y/o por una o mas inserciones de 1-8 aminoacidos después de las posiciones
G151, K159, G434, A455 o P464, y en una realizacion incluso mas preferida son modificados por sustitucion o
deleciéon en una o mas posiciones seleccionadas de Q1, Q2, G4, A6, T7, A8, N10, Q28, E65, A72, S86, D181, E183,
D202, P224, S311, N318, D320, T335, D346, Q349, T392, T393, Y422, P442, N445, R446, H468, V482, y/o por
inserciones en una o mas después de las posiciones y/o una o mas inserciones de 5 aminoacidos después de las
posiciones G151, K159, G434, A455 o P464 de aminoacidos 1 a 500 de la SEQ ID NO: 2.

También se divulgan las mutaciones respectivas en una cualquiera o mas de las mutaciones especificadas 1 a 430
de la SEQ ID NO: 5. La persona experta reconocera que los residuos 1 a 430 de la SEQ ID NO: 5 son equivalentes
a las posiciones 1 a 430 de la SEQ ID NO: 2, y por lo tanto pueden transferir faciimente la ensefianza detallada dada
en lo que antecede y en lo sucesivo para las modificaciones preferidas de la SEQ ID NO: 2 para una cualquiera o
mas de las posiciones 1 a 430 con las respectivas una o mas posiciones (1 a 430) de la SEQ ID NO: 5. Como
ejemplo ilustrativo y no limitativo, es evidente para la persona experta que, puesto que D390 es una posicion
particular en la que se prefiere una modificacion en la SEQ ID NO: 2, del mismo modo D390 es una posicion en la
que se prefiere una modificacion en la SEQ ID NO: 5.
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En una realizacion preferida, la variante del polipéptido de la presente divulgacion es un polipéptido como el descrito
anteriormente, en donde especificamente uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia
definida por la SEQ ID NO: 2 se modifican como se muestra en la Tabla 1. Se muestran las modificaciones
preferidas, mas preferidas y las mas preferidas. Cualesquiera de estas mutaciones pueden combinarse entre si. Sin
embargo, en una realizacion particular se prefiere que las mutaciones se seleccionen solo entre las realizaciones
mas preferidas y las mas preferidas que se muestran en la Tabla 1. Incluso mas preferiblemente, sélo se eligen las
modificaciones indicadas como las mas preferidas. La persona experta sera consciente de que cualesquiera de las
diferentes mutaciones pueden combinarse entre si.

Tabla 1: Intercambios preferidos y mutaciones similares

Posicion Preferidos Mas preferidos Los mas preferidos
Q1 L L L
Q2 P, S P, S S
G4 C C C
AB G LV G LV L
T7 Q Q Q
A8 S S S
N10 T,D T,D T,D
P12 Q

T15 S

A21 S, T,C S, T,C

G23 A D, N

S24 T,C,N T,C,N

T26 I, N I, N

T27 S, Q S, Q

Q28 L, K,R,N L, K,R,N K, R
N29 T,Y T,Y

G30 A A

A31 S

V32 G

N37 S

W40 R R

V41 T

G46 S

Y47 S, F S, F

T48 A

N49 S

10
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Posicion Preferidos Mas preferidos Los mas preferidos
C50 S

T52 D

N54 S

D57 S

T59 M

Y60 H

D64 N N

E65 V, M, K V, M, K V, M, K
AB8 T T

Q69 K,R K, R

AT72 V,C V,C C
V84 A

S86 T T T
S89 N

S90 T, F

K92 R R

S99 T

Q109 R

D110 G,S,N

D111 H, E

1116 V,K E

F117 Y

K118 ATAQ ATAQ

L119 L, |

L120 P, M

D129 N

V130 I

G139 S

A145 T

M146 C

G151 GCGRSG GCGRSG GCGRSG

11
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Posicion Preferidos Mas preferidos Los mas preferidos
V152 AE

K154 R

Y155 S,C,H S,C,H

N157 S

N158 D

K159 E, KCGRNK KCGRNK KCGRNK
K163 C

G167 C

Q172 Q

F179 I

1180 N

D181 N N N
E183 V, M, K V, M, K V, M, K
E187 K

G188 C

Q190 L, K L, K

S192 LI,P,T,M LI,P,T,M

S193 L,PT

N194 G LLV,SCKRDQY GLLV,SCKRDQ,Y

1200 N, F

D202 G ILV,NFY G ILV,NFY G ILV,NFY
H203 R R

D211 G

V212 L

A221 V

P224 L L L

D228 N

T229 A S, M A S, M

G231 D D

T233 S

M234 LIV, T,K LIV, T,K

12
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Posicion Preferidos Mas preferidos Los mas preferidos
S236 F,Y F,Y

T243 GALLVPSCMRDQFYW GALLVPSCMRDQFYW

Y244 H, F

S245 T

N246 S,K,D

D247 N N

G251 R

F260 C

G266 S

K275 E

1276 V

1277 V

T280 A

L290 H

D293 R, H

G294 A

T295 S

T297 N

T299 I, S

S301 C

K304 R

F306 LY

N310 D,E

S311 G,D,N G,D,N G,D,N
V313 I

1314 F

N318 ILH,D,Y ILH,D,Y LD, Y
D320 I,V,E,N I,V,E,N I,V,N
1321 N

T325 Al

N327 Y

13
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Posicion Preferidos Mas preferidos Los mas preferidos
T335 I I I
A340 G,S T G,S T

F341 C

D343 A

T344 M M

D345 E

D346 G AV, E G, AV, E G AV, E
Q349 K,R K,R K, R
H350 Y

A354 T

K355 Q Q

A358 E

Q361 R

Q362 G RH

G363 P

M364 L, S

V367 A

D373 E

Y374 A P,S,C,R,H,D A P,S,C,R,H,D

A375 GLVTCMRDENOY GLVTCMRDENRQY

A376 T

P386 L, S

T387 A 'S A'S

D390 G E G E

T392 S, M, K S, M, K M
T393 ALV,S ALV,S ALV
P394 C

T400 S

P402 S

T403 K

D404 N

14
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Posicion Preferidos Mas preferidos Los mas preferidos
D410 G

N417 Y

S418 P

T421 I

Y422 F F F
F427 Y

P429 C

1430 L

G431 D

T433 S, E

G434 S, GAAATG GAAATG GAAATG
N435 Q

P436 S S

S437 P

G439 V,D

N440 E

P441 AL S

P442 S, Q, del s.Q S
G443 D

N445 S,D S,D D
R446 G, S G, S G, S
T448 A A

T449 A

T450 I

T451 A 'S A 'S

R453 G, S, K G, S, K

P454 S

A455 V, T, AAAAPA AAAAPA AAAAPA
T456 Al

T457 P

G459 D

15



ES 2 689939 T3

Posicion Preferidos Mas preferidos Los mas preferidos
S460 P

S461 R

P462 L, del L

G463 V,D V,D

P464 L, Q, PTHAAA PTHAAA PTHAAA
T465 I, S

S467 T

H468 L,R Q LR Q L,R Q
G470 D

C472 R

G474 S

G476 D

Y477 Y

S478 Y

P480 S S

V482 ALT ALT ALT
C483 R

S485 T T

G486 S,D

T488 i

C489 R

Q490 L

V491 I

L492 Q

N493 D

Y495 C

Y496 F

Q498 K

C499 G

L500 I

Los autores de las presentes invenciones encontraron, sorprendentemente, que la introduccién de estas
modificaciones puede producir polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa con valores IT50 elevados, que la
persona experta puede aprender de los siguientes ejemplos, en particular del ejemplo 8.

16
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Incluso mas preferiblemente, la variante de los polipéptidos de la presente invencién como se ha definido
generalmente antes comprende, en una realizacion particular, una secuencia de aminoacidos seleccionada de las
secuencias con mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 2, opcionalmente fusionadas con un C-terminal
etiquetado con 6x His, listado en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2: Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 2:

Numero consecutivo Patron de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2
1 G4C, A72C, Q349K

2 G4C, A72C, T344M, Q349K

3 G4C, A72C, T344M, D346G, Q349R

4 G4C, A72C, D320V, Q349K

5 G4C, A72C, P224L, F306Y, Q349R

6 G4C, A72C

7 A72V, D346A, T393A

8 G4C, A72C, Q349R, R446S, T456A

9 G4C, W40R, A72C, T344M, Q349K

10 A72V, D320V, D346A

11 G4C, A72C, N194Y, T243L, Q349R, Y374S, A375R
12 G4C, A72C, Q349K, T448A, T449A

13 G4C, EBSV, A72C, Y244H, Q349R

14 G4C, A72C, D202G, D320N, Q349H, A358E

15 G4C, A72C, D320V, Q349R

16 G4C, A72C, Q349K, S86T

17 A72V, T3351, D346A, T393A, P436S

18 G4C, A72C, E183V, K304R, Q349K

19 G4C, A72C, T243G, Q349R, Y374P, A375M

20 G4C, A72C, Q349R, T465I

21 G4C, A72C, Q349R

22 G4C, A72C, N194V, T243M, Q349R, Y374A, A375T
23 G4C, D64N, A72C, Q349R, A358E, P464Q

24 G4C, A72C, Q349K, Q28R, S193T, Q490L

25 G4C, A72C, E183K, Q349K

26 G4C, A72C, S311N, Q349K, A455T

17
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2
G4C, A72C, N194K, Q349R, Y374P, A375Q

G4C, A72C, D181N, Q349K

W40R, D320V, Q349K, T393A, N445D

WA40R, T335I, D346A, T393A

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N327Y, Q349R
A72C, L119L, T335l, Q349R, G486D

G4C, A72C, N194K, T243P, Q349H, Y374H, A375E
G4C, A72V, Q349R, P462del

G4C, A72C, S236Y, Q349R

G4C, A72C, S311G, Q349K

A72V, D320V, T335l, D346A, T393A, N445D

G4C, A72C, S86T, M234V, Q349K

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, D181N, E183M, P224L, S311G,
D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T457TAAATT,
H468L, V482|

G4C, A72C, G251R, Q349R

G4C, A72C, Q349K, D320V

AT72V, T335l, D346A, T393A

G4C, A72C, E183K, Q349R

Q1L, G4C, A72C, H203R, Q349K, P442S

G4C, A72C, Q349K, G434S, G470D

G4C, W40R, A72C, Q349K

G4C, A72C, Q349R, V367A

Q1L, G4C, A6V, C50S, A72C, I180N, D181N, E183K, Q349R, T457P, C472R, C499G
G4C, A72C, S311G, D320V, Q349K

WA40R, T335l, D346A, T393A, P436S

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T243S, Q349R, P386S
AT72V, D346A, T393A, N445D

Q1L, G4C, A72C, K154R, Q349K, T393lI

G4C, A72C, N194G, T243F, Q349R, Y374P, A375R

18
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Numero consecutivo Patron de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2
55 A72V, D320V, D346A, T393A, N445D

56 A72C, L119L, Q172Q, Q349K, T488|

57 G4C, A72C, E183V, Q349K

58 G4C, A72C, E183K, N318Y, Q349K

59 WA40R, A221V, T449A, C483R

60 G4C, A72C, K92R, Q349K, N493D

61 Q1L, G4C, A72C, S90T, D181N, E183K, Q349R

62 G4C, A72C, Q349R, G459D

63 G4C, A72C, Q349R, Y422F

64 G4C, T48A, A72C, Q349R, P480S

65 E187K, D320V, P442del

66 G4C, S24N, E65K, A72C, Q349R, 1430L, G439D
67 A72V, D320V, T335l, D346A, T393A, P436S

68 Q1L, G4C, A72C, S193P, Q349K, Vv482I

69 G4C, A72C, D320V, Q349K, G443D, L492Q

70 Q1L, G4C, A72C, DV152-K159, D181N, E183K, Q349R
71 Q1L, G4C, A72C, Q349K

72 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234L, V313l, Q349R, H468R
73 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, 1200N, Q349R
74 G4C, A72C, N194K, T243Y, Q349R, A375N

75 Q1L, G4C, Q28R, A72C, Q349K, H468L

76 G4C, E65V, A72C, G349R

77 D320V, Q349K

78 Q1L, G4C, A72C, S311G, Q349K, H468R

79 G4C, A72C, T243Q, Q349R, Y374P, A375M

80 Q1L, G4C, A72C, D320V, Q349R

81 Q1L, G4C, T15S, A72C, Y244F, Q349K

82 G4C, A72C, E183K, D346E, Q349R

83 Q1L, G4C, A72C, Q349K, T392M
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Numero consecutivo Patron de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2
84 G4C, A72C, D202N, S311N, Q349R, N493D
85 G4C, A72C, N194D, T243A, Q349R, Y374P, A375Y
86 G4C, A72C, N194Y, T243V, Q349R, Y374P
87 Q1L, G4C, A72C, Q349R
G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, H203R, S311N, D320l, A340G, D346A,
88 Q349K, T393A, Y422F, P442S, R446S, H468L, V482A
89 G4C, A72C, D202N, Q349R
90 G4C, A72C, P224L, Q349R
91 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T229M, A340T, Q349R, V491I
92 Q1L, G4C, A72C, D181N, Q349R
93 G4C, A72C, D320V, D346V, Q349K
94 Q1L, G4C, A72C, V152A, Q349K
95 Q1L, G4C, Q28R, A72C, Q349K
96 Q1L, G4C, A72C, Q349K, Y422F
97 G4C, A72C, D202V, D320V, Q349K
98 Q1L, G4C, A72C, Y155S, D181N, E183K, Q349R
99 Q1L, G4C, A72C, D181N, D247N, Q349K
100 Q1L, G4C, A68T, A72C, Q349K, G439D, R453S
101 Q1L, G4C, A72C, Q349K, H468R
102 G1L, G4C, D64N, A72C, Q349K
103 G4C, A72C, E183K, Q349R, P464L
104 G4C, A72C, D181N, P224L, Q349K
105 G4C, A72C, N194I, T243Y, Q349R, Y374P, A375R
106 Q1L, G4C, A72C, Q349K, P462L
107 Q1L, G4C, A72C, E183K, Q349R
108 G4C, A72C, S311G, Q349R
109 Q1L, G4C, A72C, S311N, Q349K, G463D
110 Q1L, G4C, A72C, S86T, Q349R
111 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, G231D, Q349R
112 Q1L, G4C, A72C, S89N, D181N, E183K, Q349R
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2
Q1L, G4C, E65K, A72C, Q349K

Q1L, Q2P, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, S192L, D202N, H203R, S311D, D320I,
T335l, D346G, Q349K, T392M, Y422F, R446G

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N,
E183M, Q190K, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S,
N445D, R446G, H468L, V482l

G4C, A72C, E183K, D202Y, N310D, Q349R
G4C, A72C, N194I1, T243D, Q349R, Y374P, A375Y
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, G349R, T456I

G4C, Q28R, A72C, S86T, E183K, P224L, S311N, N318Y, T335l, D346G, Q349R,
T393l, P441A, P442S, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, A72C, D181N, Q349K, T451S
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T243l, N246D, Q349R, T488|

Q1L, G4C, G23N, A72C, D110G, 1116V, L119l, D181N, E183K, D211G, D293R,
N310D, Q349R, Q362R, G363P, M364S

G439V, N440E, P441S, P442Q
G431D, S431V, T433E, G434S, N435Q

Q1L, G4C, Q28R, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N, E183M, P224L, S311G,
D320i, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, Q349R, T393S
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, S485T

Q1L, G4C, G23N, A72C, V84A, D110G, D111H, 1116E, F117Y, K118A, D181N,
E183K, D293R, T295S, Q349R, M364L

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, R453K
Q1L, G4C, A72C, A145T, H203R, Q349K, T403K
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, N445S
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234l, Q349R
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T465S
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T297N, Q349R
Q1L, G4C, A72C, S311G, Q349K

G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, E183K, S192l, H203R, S311N, D346E, Q349K,
T392M, T393A, Y422F, N445D, R446S

Q1L, G4C, A72C, D202N, Q349K, G486D
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Numero consecutivo Patron de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2
138 Q1L, G4C, A72C, S99T, D181N, E183K, Q349R, T450I
139 Q1L, G4C, A72C, 1200F, Q349K, L500I
140 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, G434S
141 Q1L, G4C, A31S, A72C, D181N, E183K, Q349R
142 Q1L, G4C, Q28L, A72C, D181N, E183K, Q349R
143 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, P436S
144 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T233S, Q349R
145 Q1L, G4C, A72C, D202N, Q349K
146 Q1L, G4C, AB8T, A72C, Q349K
147 Q1L, G4C, A21T, A72C, D181N, E183K, Q349R, P454S
148 Q1L, G4C, A72C, D346V, G349K
149 Q1L, G4C, Y47F, A72C, D181N, E183K, Q349R, P436S, S461R
150 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234T, Q349R
151 Q1L, G4C, A72C, N157S, D181N, E183K, Q349R
152 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R
153 G4C, A72C, N194Q, T243V, Q349H, Y374P, A375Y
154 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, I1314F, Q349R, N445D
155 Q1L, G4C, A72C, Q349K, T392K
156 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T451A
157 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234V, Q349R
158 Q1L, G4C, A21S, A72C, D181N, E183K, Q349R
159 Q1L, GAC, A72C, D181N, E183K, Q349R, N493D
160 Q1L, G4C, A72C, S311N, Q349K
Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183V, D228N, S311N, N318Y, D346E,
161 Q349R, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T
162 G4C, A72C, N194C, Q349R, Y374C
163 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, A455V
164 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T400S
165 Q1L, G4C, T26l, A72C, D181N, E183K, Q349R
166 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N310D, Q349R, T392S, G463D
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, A72C, D129N, D181N, E183K, Q190L, G266S, 1276V, Q349R, P386L,
F427Y

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, D202N, Q349R
Q1L, G4C, A72C, Y155C, D181N, E183K, Q349R

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P454PATAAA, H468L, VV482|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, D181N, E183M, P224L, S311G,
D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N246K, Q349R

G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202I, H203R, S311D, D320N,
D346V, Q349R, T392M, T393A, Y422F, P442S, H468Q, V482A

Q1L, G4C, A72C, Y155C, Q349K
Q1L G4C, A68T, A72C, D181N, E183K, Q349R

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, Y47F, E65V, A68T, A72C, Y155C,
D181N, E183M, Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320l, A340S,
D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T448A, R453G,
H468L, P480S, v482I

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, S192L, D202N, H203R, S311D, D320I, T335I,
D346G, Q349K, T392M, Y422F, R446G

Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, D320V, Q349R

G4C, Q28K, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320N, D346A,
QB349R, T392M, T393I, P442S, H468L, V482I

Q1L, Q2P, G4C, Q28R, W40R, E65K, A72C, D181N, S192L, D202I, H203R, P224L,
S311G, D320I, D343A, D346A, Q349K, P442S, N445D, R446G, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, D202l, P224L, D320N, D346V, Q349K,
T392M, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183K, D202V, S311G, N318Y, D320l,
D346G, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446S, H468Q, V482T

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, D181N, E183K, S192P, D202N, P224L, S311D,
N318Y, D320V, D346G, Q349K, T392M, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183K, P224L, S311G, D320N, D346G, Q349R,
T392M, T393l, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G151GCGRSG, D181N, E183M, P224L, S311G,
D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482|

Q1L, G4C, E65M, A72C, D181N, E183M, D202Y, P224L, S311D, N318Y, D320I,
T335l, D346A, Q349K, T392M, T393l, N445D, R446G, T448A, H468Q, V482A

Q1L, G4C, G23A, A72C, D110S, D111H, 1116V, F117Y, K118A, L120M, D181N,
E183K, D293H, G294A, N310E, Q349R, Q362G, M364S
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ES 2 689939 T3

Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T421l, G439D

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, V152A, D181N, E183V, S192L, D202N, S311N,
D320N, D346E, Q349R, T387A, T392M, T393l, Y422F, P442S, R446S, H468L,
G476D, V482I

Q1L, G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, E183V, G188C, S192T, D202Y, H203R,
P224L, S311N, D320V, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, T335l, D346G, Q349K,
T392M, T393A, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, A340S,
D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H46BL, P480S,
V482I

G4C, W40R, A72C

Q1L, G4C, W40R, E65K, A72C, S86T, E183K, S192L, D202Y, P224L, D320I, D346E,
QB349R, P442S, R446G, H468R, V482T

Q1L, G4C, A21T, T261, Q28R, EB5V, AG8T, A72C, Y155C, D181N, E183M, Q190K,
D202N, P224L, S311G, N318Y, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D,
R446G, R453G, H468Q, P480S, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311G, N318Y,
D320I, T335I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, PA64PTHAAA, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, S24T, T27Q, Q28R, N29T, V41T, G46S, Y47S, T52D,
D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A,
QB349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T457TAAATT, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28K, W40R, E65V, A72C, D181N, E183V, S192P, D202V, H203R,
S311G, D320N, D346E, Q349K, T392M, T393A, Y422F, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E6B5V, A72C, G139S, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G,
N318Y, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, \V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, S311N, N318Y, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, W40R, A72C, S192L, D202N, H203R, P224L, S311N, D320I, T335l,
D346V, Q349R, T393I, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, E183M, D202N, P224L, T229S, S311G, D320l,
T335l, D346V, Q349R, T393V, H468Q, V482A
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, Q28R, G30A, E65M, A72C, D181N, D202N, P224L, S311D, N318Y,
D346E, Q349K, T392M, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446S

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S68T, E183M, S311N, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, S311N, N318Y, T335l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

T243C, A375C, N194C, Y374C

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, E183M, S311G, D346V, Q349R, T392M,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, S478Y, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, S311N, N318Y, D320I, T335I,
D346E, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, E183K, D202N, P224L, S311G, T335I, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, L120P, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, E183M, S311N, N318H, D320V, D346V,
QB349K, T392M, T393A, R446S, H468L, \V482|

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D202N, H203R, S311G, T335l, D346V, Q349K,
T393A, P442S, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, D202N, H203R, P224L, S311D, D346G,
QB349K, P442S, R446S, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D320I, T335l,
D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, L120P, D181N, E183M, D202N,
D247N, S311G, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, Y422F, N445D, R446G,
T451S, G463V, H468Q, V482T, S485T

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183V, S192T, D202N, S311G, D320V, D346A,
Q349K, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, D320V,
D346E, Q349R, T393I, P442S, R446G, H468R, V482I

Q1L, G4C, Q28N, E65K, A72C, D181N, E183M, D202N, H203R, S311G, N318Y,
D320N, Q349R, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, V41T, G46S, Y47S, T52D, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D,
N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
V482I
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Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
226 QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, W40R, A72C, S86T, D181N, S192T, D202N, P224L, S311G,
N318Y, D320V, D346E, Q349K, T392M, T393l, P442S, N445D, R446G, H468Q,
227 V482I

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, Q190K,
D202N, P224L, T229M, S311G, N318Y, D320I, T335l, D346E, Q349K, T393V,
228 Y422F, N445D, R446G, R453G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28K, W40R, A72C, S86T, D181N, E183M, S192l, D202Y, T299S,
229 S311N, N318Y, D3201, D346V, Q349R, T393l, P442S, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, T229M, G231D, M234T,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
230 V482I

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N,

E183M, Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320l, A340S, D346E,

Q349K, D390E, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T448A, R453G, H468L,
231 P480S, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
232 QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, G463V, H468L, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K, T393V,
233 Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G,
234 N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, W40R, E65V, A72C, S86T, S192T, D202V, H203R, S311N,
235 N318Y, D346A, Q349K, T392M, T393A, Y422F, P442S, N445D, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, G434GAAATG, P442S, N445D, RA446G,
236 T457TAAATT, H468L, V482|

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, H203R, P224L, S311G, D320V, D346G,
237 Q349K, T392M, T393I, P442S, N445D, R446G, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
238 P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183M, S311G, N31BY, D346E, Q349K,
239 T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V4821

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183K, D2021, P224L, S311G, D320l, Q349K,
240 T393V, P442S, N445D, R446S, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28K, A72C, S86T, D181N, E183V, S192T, D202N, P224L, S311G,
N318Y, D320V, D346G, Q349R, T392M, Y422F, P442S, N445D, R446S, H468L,
241 V482A

G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, S192L, D202N, H203R, P224L,
S311D, D346E, Q349R, T392M, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, P462L,
242 H468L, V482T
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, W40R, E65K, A72C, Q109R, D181N, E183M, S192I, D202, H203R,
S245T, D346A, Q349R, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, D202N, S311N, T335l, D346E, Q349K,
T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349R, T393V, N417Y, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482|

Q1L, G4C, Q28R, W40R, E65V, A72C, D202Y, H203R, P224L, T299I, N318Y,
D320V, D346A, Q349K, T392M, T393A, P442S, N445D, R446G, H468R, V482T

G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320V, D346G,
QB349K, T392M, Y422F, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28K, A72C, S86T, E183K, S311G, D320V, D346A, Q349R, T392M,
T393l, Y422F, P442S, R446S, H468Q

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, P224L, S311N, D320N, T335l, D346E,
QB349K, T392M, Y422F, N445D, R446S, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, D202N, S311G, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311N, N318Y, T335l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, D181N, S192T, D202N, H203R, P224L,
S311G, N318Y, T335l, D346G, Q349K, T392M, T393V, Y422F, N445D, R446G,
H468Q

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311N, D320I, D346E, Q349K, T393I,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, Q28R, D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N,
P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393l, Y422F, N445D,
R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G,
D346A, Q349K, T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N,
T280A, S311G, T335l, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, D404N, Y422F,
N445D, R446G, P462L, G463V, H468Q, V482I, S485T

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, E183M, D202N, S311G, D320l, T335l, D346E,
QB349K, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183M, D202N, S311D, D320V, T335l,
D346G, Q349K, T393l, Y422F, P442S, N445D, H468L, VV482I,

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, P224L, S311N, D320I, T335I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T
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Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N,
D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

G4C, E65K, A72C, S86T, E183M, D202I, P224L, S311N, N318Y, D320N, T335l,
D346V, Q349R, T393V, Y422F, P442S, R446S, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D202N, S311N, T335l, D346E, Q349K, T393I,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183K, D202G, Q349R

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, F306L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320l,
D346A, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183K, S192P, P224L, S311G, N318Y,
D320V, D346E, Q349R, T392M, T393I, Y422F, P442S, H468Q

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E163M, H203R, S311D, D320V, T335l,
D346E, Q349R, T393A, N445D, R446G, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, E183V, D202I, H203R, P224L, S311D, D320V,
D346V, Q349R, T392M, T393I, N445D, H468L

Q1L, G4C, Q28K, WA40R, E65K, A72C, S86T, D181N, E183K, S192L, D202I, H203R,
S311N, D320N, D346V, Q349K, T392M, T393A, Y422F, N445D, R446S

G4C, E65V, A72C, S86T, Y155H, D181N, E183V, Q190K, P224L, S311N, D320V,
D346V, Q349K, T392M, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, S311D, N318Y, D320N,
T335l, D346A, Q349R, T392M, T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311N, N318Y, D320l, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D181N, D202N, S311G, D346E, Q349K,
T393l, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, D202N, S311N, N318Y, D320I, D346E,
QB3409K, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, S24T, T27Q, Q28R, N29T, D57S, D64N, E65V, Q69K,
A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393l,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, S311G, N318Y, D320l, D346A,
QB349K, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, S311G, N318Y, D320V, D346E, Q349K, T393I,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q
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281
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293
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2906

207
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299
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, S311N, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, S311N, N318Y, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183K, D202Y, S311G, D320N, T335l, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311N, D320l, T335lI,
A340S, D346A, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, H203R, P224L, S311D,
D320I, D346E, Q349R, T392M, Y422F, R446G, H468L

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28K, N29Y, E65K, A72C, D181N, S311G, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202N, S311N, N318Y,
D320N, T335I, D346A, Q349K, T392M, T393V, P442S, N445D, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y,
T335l, D346E, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183V, S192T, D202N, S311G, D320V, D346A,
QB349K, T393V, P442S, N445D, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, S311N, N318Y, D320l, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, S24T, Q28R, E65K, A72C, D202N, S311G, T335I, D346E, Q349K, T393I,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320V,
T335l, D346G, Q349K, T393l, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A,
Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, D346A,
QB349K, T393I, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, E183V, S192I, D202V, D320I, T335I, D346V,
Q349K, T392M, T393I, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

29
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301
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319

ES 2 689939 T3

Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G,
D320I, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, A72C, D181N, D202l, S311D, N318Y, T335l, D346E, Q349K,
T392M, Y422F, R446G, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320N, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, T433S, P442S, N445D, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y, D346E,
QB349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, S311G, N318Y, D346A, Q349K,
T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, E183M, D202N, D320I, T335l, D346A, Q349K,
T392M, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, S311N, N318Y, D320I, T335I, D346E,
QB3409K, T393l, Y422F, P442S, H468Q, V482I

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183V, S192L, D202l, H203R, P224L, S311G,
N318Y, D320V, D346A, Q349K, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482|

Q1L, G4C, E65K, A72C, S86T, D202V, S311N, D320V, T335l, D346V, Q349R,
T392M, Y422F, N445D, R446G, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482|

Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, E183M, S192T, D202N, H203R, P224L, S311N,
T335l, D346V, Q349R, T392M, T393V, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, D202N, S311N, D346A, Q349K, T393I,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V4821, S485T

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, T335l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

G434GAAATG, T457TTAAATT, Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482I

G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202Y, P224L, S311N, D346A,
QB349K, T393I, Y422F, N445D, R446S, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202N, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, P224L, S311G, T335l,
D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D,
N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, D320l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, E183M, D202N, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, P224L, S311N, N318Y, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S90F, D181N, P224L, S311G, N318Y, D346E,
QB349K, T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

G4C, Q28R, A72C, S86T, D181N, E183V, S192L, D202V, N246S, S311D, N318Y,
D320V, D346A, Q349K, T393V, P442S, N445D, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N, N318Y,
D320I, T335l, D346A, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, E183M, S192L, H203R, S311D, D320V, T335l,
D346V, Q349K, N445D, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28R, T59M, E65K, A68T, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N, H203R,
S311D, D320V, T3351, Q349R, T393A, P442S, N445D, R446G, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, K355Q, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, N318Y, T335l,
D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T448A, R453G, H468L, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, S311N, N318Y, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, E65M, A72C, E183M, D202l, P224L, S311D, N318Y, D320V, T335l,
D346A, Q349K, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, R453G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, S311G, N318Y, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, S24T, T27Q, Q28R, N29T, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482|

Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183M, S192T, P224L, S311G, D320V, T3351,
D346G, Q349K, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202F, S311G, N318Y, T335l,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349R, T392M, T3931, Y422F, N445D, R446G, H468R

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, S311N, D320l, T335l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V4821

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311N, T335l, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, E183M, P224L, S311G, N318Y, D320I, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, Q190K,
D202N, T229M, S311G, D320l1, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D,
R446G, H468Q, P480S, V482|

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, E183M, S311G, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, D404N, Y422F, P442S, N445D, R446G, T451S, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P462L, H468L, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, T280A, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, K275E, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, E183K, D202N, P224L, S311N, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D3201, D346A,
QB349K, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, A455AAAAPA, H468L, V482l

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, E183M, S311G, D3201, D346A, Q349K, T393V,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, D346E, Q349K,
T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D320l, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S311G, N318Y, D320I, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, S24C, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, Q190K, D202N,
P224L, S311G, T335l, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, N445D, R446G,
R453G, H468Q, P480S, v482|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E,
QB349K, T393V, P402S, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, D202N, P224L, S311N, N318Y, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, N29Y, E65V, A72C, Y155C, D181N, D202N, P224L,
M234T, S311G, D320I, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, N445D, R446G,
R453G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, P224L, S311D, D320N, T335I, D346V,
QB349K, T392M, T393V, Y422F, P442S, R446S, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183K, D202N, S311G, N318Y, D320l,
D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, E183V, S192L, D202I, H203R, P224L,
S311G, N318Y, D320V, D346A, Q349K, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, G434GAAATG, P442S, N445D, R446G, T457TAAATT,
H468L, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K118Q, D181N, E183M, P224L, D247N, S311G,
D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482|
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Numero consecutivo

376

377

378

379
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386
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391

392

393

ES 2 689939 T3

Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P454PVRPQP, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, E183V, S192M, D202N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346E, Q349R, T393V, Y422F, P442S, R446G, H468L, P480S

Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N, P224L, S311G, N318Y,
D320V, T335l, D345E, D346A, Q349K, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q,
H505Q

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, P224L, S311G, N318Y, D320I,
D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482i

Q1L, G4C, Q28R, G30A, E65V, A68T, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, T448A, R453G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K92R, L120P, D181N, E183M, D202N, S236F,
T280A, S311G, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, P402S, D404N, Y422F,
N445D, R446G, T451S, G463V, H468Q, V482, S485T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, S236F, S311G, T335l, D346E,
QB349K, T387S, T393V, Y422F, N445D, R446G, G463V, H468Q, V482l, S485T

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183K, D202N, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N, E183M,
Q190K, D202N, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G,
T448A, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, S311G, T335l, D346A, Q349K,
T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, D247N, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T387S, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, P224L, S311G, D346A, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N, S236F,
S311N, N318I, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, D404N, Y422F, N445D,
R446G, H468Q, V4821

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K118Q, D181N, E183M, D202N,
D247N, 1277V, S311G, T335l, D346E, Q349K, K355Q, T393V, Y422F, N445D,
R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, E183M, D202N, M234T,
S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, T448A, R453G, H468Q,
V482T

34



Numero consecutivo

394
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ES 2 689939 T3

Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, G434GAAATG, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K92R, D181N, D202N, D247N, 1277V, S311G,
N318D, T335l, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, Y422F, N445D, R446G,
G463V, H468Q, V482l

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, D202N, S236F, 1277V, S311G,
T335l, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, Y422F, N445D, R446G, G463V,
H468Q, V482I

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N,
S311G, T335l, D346E, Q349K, T387S, T393V, Y422F, N445D, R446G, P462L,
H468Q, V482T, S485T

Q1L, G4C, A21T, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, E183M, D202N,
M234T, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, R453G,
H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, TA57TAAATT, H468L, V482I

Q1L, G4C, T26l, Q28R, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, Q190K, D202N, P224L,
M234T, S311G, D320I, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, N445D, R446G,
R453G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, E183K, S192L, D202N, D320N, T335l, D346A,
QB349R, T393A, Y422F, P442S, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S236F, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, T261, Q28R, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, D202N, M234T, S311G,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, A21T, T26l1, Q28R, N29Y, E65V, A72C, Y155C, D181N, E183M, D202N,
P224L, M234T, S311G, D320I, T335l, A340S, D346E, Q349K, D390E, T393V,
Y422F, N445D, R446G, T448A, R453G, H468Q, P480S, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D202l, P224L, S311G, N318Y, D320V, T335I,
D346A, Q349R, T392M, T393A, N445D, R446G, H468L

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183V, D202I, P224L, S311G, N318Y, D320V,
D346A, Q349K, P442S, N445D, R446G, H468L, V482A

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, A72C, K92R, D181N, E183M, D202N, S311G,
D346E, Q349K, T387S, T393V, Y422F, N445D, R446G, T451S, P462L, H468Q,
V482T

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N,
P224L, S311G, D320I, T335I, (DelecionS437-P441), D346E, Q349K, T393V, Y422F,
N445D, R446G, H468Q, V482T

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A72C,
E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D,
R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K92R, D181N, E183M, P224L, 1277V, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I
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Numero consecutivo
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ES 2 689939 T3

Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
D320I1, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482|

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P454PVRPQP,
H468L, V482|

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P464THAAA, H468L,
V482I

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P464PTHAAA,
H468L, V482|

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, G151GCGRSG, E183M,
P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G,
H468L, V482|

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, E183M,
P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G,
H468L, V482|

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P454ATAAA, H468L,
V482I

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, E65K, A72C, E183M, S311G, N318Y,
D320I, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L,
S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65M, A72C, S86T, E183M, S311N,
N318Y, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65M, A72C, E183M, S311G, N318Y,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L,
S311G, N318Y, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G,
H468Q, V482I

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
N318Y, T335l, D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482T

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482|

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65K, A72C, S311N, N318Y, D346E,
Q349K T393V, Y422F, (Delecion en G439-G444), N445D, R446G, H468Q, V482I

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, N29Y, E65K, A72C, S311G, T335I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, AGST,
A72C, E183M, Q190K, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
P442S, N445D, R446G, H468L, V482I
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, Y47F, E65V,
AB8T, A72C, E183M, Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320I, A340S,
D346E, Q349K, D390E, T393V, N445D, R446G, T448A, R453G, H468L, P480S,
V482I, Y422F, P442S

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, E183M,
P224L, S311G, D320, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G,
T457TAAATT, H468L, V482|

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T457TAAATT,
H468L, V482|

Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E163K, D202V, P224L, S311G, D320V, D346E,
QB349R, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159CGRNKE183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, Q28R, E65K, A72C, D202N, S311G, T335I,
D346E, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65M, A72C, E183K, D202N, P224L,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, D320I, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, (S437-P441), N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T457TAAATT, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P454PVRPQP, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P464THAAA, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P454PATAAA, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, G434GAAATG, P442S, N445D, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482l, Q1L, G4C, Q28R,
E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S,
N445D, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G151GCGRSG, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P454ATAAA, H468L, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S311N, N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
(DG439-G444)N445D, R446G, H468Q, V482l
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Patrén de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

Q1L, G4C, S24T, T261, Q28R, N29Y, G30A, E65V, AG8T, A72C, E183M, Q190K,
P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G,
H468L, V482|

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, Y47F, E65V, ABST, A72C, E183M,
Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320I, A340S, D346E, Q349K,
D390E, T393V, N445D, R446G, T448A, R453G, H468L, P480S, V482, Y422F,
P442S

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C, D181N, Q190K,
D202N, T229M, M234T, S311G, D320I, A340S, D346E, Q349K, D390E, T393V,
Y422F, N445D, R446G, T448A, H468Q, V482l

Q1L, G4C, N10D, T27S, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, D202N, S236F,
1277V, S311G, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, D404N, N417Y, Y422F,
N445D, R446G, P462L, H468Q, V482I, S485T

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, Q190K,
D202N, P224L, T229M, S311N, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D,
R446G, R453G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, N10D, T27S, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N,
D247N, S311G, D320I, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G,
H468Q, V482T

Q1L, G4C, T26l1, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, D202N, T229M, G231D,
S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, T448A, R453G,
H468Q, v482T

Q1L, G4C, S24R, T26l1, Q28R, G30A, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L,
S311N, T335l, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
V482T

Q1L, G4C, N10D, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, E183M, D202N, S236F,
D247N, 1277V, S311N, T335l, D346E, Q349K, T387S, T393V, N417Y, Y422F,
T433S, N445D, R446G, P462L, H468Q, V482I

Q1L, G4C, A21T, Q28R, E65V, A72C, Y155C, D181N, D202N, P224L, S311G,
N318Y, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, N445D, R446G, T448A, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, T261, Q28R, N29Y, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, E183M, D202N,
P224L, M234T, S311N, N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G,
T448A, R453G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, A21T, T261, Q28R, N29Y, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, D202N,
P224L, T229M, M234T, S311G, N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D,
R446G, R453G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N,
P224L, S236F, D247N, F306L, S311G, D346E, Q349K, K355Q, T393V, D404N,
N417Y, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I, S485T

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N,
S236F, D247N, S311G, N318l, T335l, D346E, Q349K, K355Q, T393V, Y422F,
T433S, N445D, R446G, T451S, G463V, H468Q, V482l

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, G151GCGRSG, E183M, D202N, P224L, S311G,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482|
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Numero consecutivo Patron de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 2

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, K159KCGRNK, E183M, D202N, P224L, S311G,
461 T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482|

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, G151GCGRSG, K159KCGRNK, E183M, D202N,
P224L, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G,
462 H468L, V482|

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, G151GCGRSG, E183M, D202N, P224L, S311G,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T457TAAATT,
463 H468L, V482|

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, K159KCGRNK, E183M, D202N, P224L, S311G,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T457TAAATT,
464 H468L, V482|

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, G151GCGRSG, E183M, D202N, P224L, S311G,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, G434GAAATG, P442S, N445D, R446G,
465 T457TAAATT, H468L, V482|

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, K159KCGRNK, E183M, D202N, P224L, S311G,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, G434GAAATG, P442S, N445D, R446G,
466 T457TAAATT, H468L, V482|

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, G151GCGRSG, K159KCGRNK, E183M, D202N,
P224L, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, G434GAAATG, P442S,
467 N445D, R446G, H468L, V482l, TAS7TTAAATT,

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, T335l,
468 D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, S192L, D202V, S311G, D320I,
469 D346V, Q349R, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311N, N318Y,
470 D320I1, D346A, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, A68T, A72C, D181N, E183M, D202N,
T229M, S311G, A340S, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
471 V482T

En un aspecto, adicional la presente invencion divulga un acido nucleico que codifica el polipéptido de la presente
invencion. El acido nucleico es una secuencia de polinucleétidos (ADN o ARN) que, cuando se establece bajo
control de un promotor apropiado y se transfiere a un anfitrién bioldégico o entorno quimico adecuados, es procesado
con el polipéptido codificado, por lo que el proceso también incluye todas las etapas necesarias después de la
traduccion y después de la transcripcion. La secuencia codificante se puede adaptar facilmente por la variacion de
tripletes de base degenerados, alteracion de las secuencias de sefial, o por introduccion de intrones, sin afectar a las
propiedades moleculares de la proteina codificada. El acido nucleico de la presente invencion tiene preferiblemente
al menos 95%, mas preferiblemente al menos 97%, y lo mas preferiblemente 100% de identidad con la SEQ ID NO:
1. La presente invencién proporciona también un vector que comprende este acido nucleico y un anfitrion
transformado con dicho vector.

La presente invencion divulga también procedimientos para la produccion de polipéptidos de la presente invencion y
variantes de los mismos en varias células anfitrionas, incluyendo levadura y anfitriones fungicos. También se divulga
el uso de las cepas resultantes para la mejora de las propiedades de las proteinas por variacion de la secuencia.
Ademas, la presente invencion divulga procedimientos para la aplicacion de tales polipéptidos en la hidrdlisis de
celulosa.

Otro aspecto de la divulgacion describe vectores y procedimientos para la produccion de las variantes de las
proteinas de la SEQ ID NO: 2, expresandolas en levadura y probando su actividad sobre el material celulésico
midiendo las moléculas de mondémeros y/u oligdmeros de azucar liberadas
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La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento de producir una proteina celobiohidrolasa, que
comprende las etapas:

a. obtencién de una célula anfitriona, que se ha transformado con un vector que comprende el acido nucleico
de la presente invencion;

b. cultivo de la célula anfitriona en condiciones bajo las cuales se expresa la proteina celobiohidrolasa; y
c. recuperacion de la proteina celobiohidrolasa.

En una realizacién particular, este procedimiento de producir una proteina celobiohidrolasa se limita a un
procedimiento para la produccion de una proteina celobiohidrolasa segun lo proporcionado por esta invencion, tal
como tener el valor IT50 dado anteriormente, y/o ser una de las variantes especificas de la SEQ ID NO: 2 o de la
SEQ ID NO: 5 segun se estipula en esta aplicacion y se describe en detalle en otras partes de esta memoria
descriptiva.

En una realizacién mas preferida, la célula anfitriona se deriva del grupo que consiste en Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Aspergillus, Trichoderma, Penicilium, Candida y
Yarrowina. La célula anfitriona es preferiblemente capaz de producir etanol, en donde las levaduras mas preferidas
incluyen Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis, Pachysolen tannophilus, o una levadura metilotrofica,
preferiblemente derivada del grupo de células anfitrionas que comprenden Pichia methanolica, Pichi pastoris, Pichia
angusta y Hansenula polymorpha.

Sorprendentemente, se ha encontrado que el polipéptido segun la presente invencioén y las variantes del mismo se
puede expresar a partir de levadura a niveles altos. "Levadura" se referira en el presente documento a todos los
organismos eucariotas inferiores que muestren un estado vegetativo unicelular en su ciclo de vida. Esto incluye
especialmente organismos de la clase Saccharomycetes, en particular del género Saccharomyces, Pachysolen,
Pichia, Candida, Yarrowina, Debaromyces, Klyveromyces y Zygosaccharomyces.

Asi, un aspecto de la divulgacion se refiere a la expresion del polipéptido reivindicado y variantes de éste en
levadura. La expresion eficiente de esta proteina de fusion (SEQ ID NO: 2) y las variantes de las proteinas derivadas
de la SEQ ID NO: 2 a partir de levadura se puede lograr por insercion de la molécula de acido nucleico de la SEQ ID
NO: 1 partiendo de la posicion de nucleétido 1 en un vector de expresion bajo control de al menos una secuencia
promotora apropiada y fusion de la molécula del nucleétido con un péptido de sefial apropiado, por ejemplo, con el
péptido de sefal del factor alfa de apareamiento de Saccharomyces cerevisiae.

En una realizacion preferida, el polipéptido de la presente invencion y las variantes de éste se expresan y secretan a
un nivel de mas de 100 mg/l, mas preferiblemente de mas de 200 mg/l, de forma particularmente preferible de mas
de 500 mg/l, o lo mas preferiblemente de mas de 1 g/l en el sobrenadante después de la introducciéon de un acido
nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia del aminoacido con identidad de secuencia de al
menos 85% con la SEQ ID NO: 2 en una levadura. Para determinar el nivel de expresion en levadura, el cultivo y el
aislamiento del sobrenadante puede llevarse a cabo como se describe en el Ejemplo 3.

En otro aspecto, la invencion divulga procedimientos para la produccion de un polipéptido seguin la presente
invencion en un hongo filamentoso, preferiblemente en un hongo del género Aspergillus o Trichoderma, mas
preferiblemente en un hongo del género Trichoderma, lo mas preferiblemente en Trichoderma reesei. "Hongos
filamentosos" u "hongos" se referira, en el presente documento, a todos los organismos eucariotas inferiores que
muestran crecimiento de la hifa durante al menos un estado en su ciclo de vida. Esto incluye especialmente los
organismos del filum Ascomycota y Basidiomycota, en particular del género Trichoderma, Talaromyces, Aspergillus,
Penicillium, Chrysosporium, Phanerochaete, Thermoascus, Agaricus, Pleutrus e Irpex. El polipéptido se expresa por
fusion de la region codificante de una secuencia de sefial compatible con la molécula de acido nucleico partiendo de
la posiciéon del nucleétido 52 de la SEQ ID NO: 3, como se hizo en la SEQ ID NO: 3 con la secuencia de sefal de
CBHI Trichoderma reesei, y el posicionamiento del péptido de fusién bajo control de un promotor suficientemente
fuerte seguido por la transferencia de la construccion genética a la célula anfitriona. En la técnica se han descrito
ejemplos de tales promotores y secuencias de sefial, asi como las técnicas para una transferencia eficiente.

En otro aspecto, la presente divulgacion se relaciona ademas con un procedimiento para identificar un polipéptido o
polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa, que comprende las etapas de:

a. Generacion de una biblioteca de genes mutantes que codifican proteinas mutantes por mutagénesis de un
acido nucleico segun la reivindicacion 9 o un acido nucleico que tiene la secuencia definida por la SEQ ID
NO: 6 (que codifica la SEQ ID NO: 5), que tiene preferiblemente la secuencia definida por la SEQ ID NO: 1;

b. Insercidon de cada gen mutante en un vector de expresion;

c. Transformacion de las células de levadura con cada vector de expresion para proporcionar una biblioteca
de transformantes de levadura;
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d. Cultivo de cada transformante de levadura en condiciones bajo las cuales se expresa y secreta la proteina
mutada;

e. Incubacion de la proteina mutante expresada con un sustrato;
f. Determinacion de la actividad catalitica de la proteina mutada;
g. Seleccion de una proteina mutante segun la actividad catalitica determinada.

En concreto, la etapa d. puede realizarse utilizando un formato de placa de pocillos. Este formato permite
preferentemente el alto rendimiento de produccion del procedimiento de identificacion de polipéptidos que tienen
actividad celobiohidrolasa.

En una realizacion preferida, este procedimiento para identificar polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa se
limita a un procedimiento, en donde el polipéptido o polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa es uno o mas
polipéptidos segun lo proporcionado por esta invencion, tal como tener el valor IT50 indicado anteriormente, y/o ser
una de las variantes especificas de la SEQ ID NO: 2 o de la SEQ ID NO: 5 como se indica a continuacion.

Preferiblemente, las etapas de la e. a la g. del procedimiento para identificar polipéptidos que tienen actividad
celobiohidrolasa se realizan de la siguiente manera:

e. Incubar la proteina mutante expresada con el material celuldsico;
f. Determinar la cantidad de aztcar liberado;
g. Seleccionar una proteina mutante segun la cantidad de azucar liberado.

En otra realizacioén, el procedimiento para identificar polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa comprende
las etapas adicionales de:

h. Secuenciar el gen o proteina mutante seleccionada;

i. Identificar la modificacion o modificaciones de aminoacidos comparando la secuencia de la proteina
mutante seleccionada con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

En una realizaciéon particular, el procedimiento se caracteriza ademas por medir el valor IT50 del polipéptido
obtenido. El valor IT50 puede medirse como se describe en los ejemplos siguientes. Opcionalmente, esto puede ser
seguido por una etapa de seleccidon de los polipéptidos, que muestran el valor IT50 deseado, tal como al menos
60°C, al menos 62°C y similares. Asi, en esta realizacion particular, el procedimiento es adecuado para identificar
polipéptidos que exhiben actividad celobiohidrolasa y un valor IT50 elevado, es decir, polipéptidos termoestables con
actividad celobiohidrolasa.

La presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento de preparacion de un polipéptido que tiene actividad
celobiohidrolasa, que comprende las etapas:

a. Proporcionar un polipéptido que tenga actividad celobiohidrolasa que comprenda una secuencia amino que
tenga una identidad de secuencia de al menos un 54% con el dominio catalitico de la SEQ ID NO: 2 (SEQ
ID NO: 5) (tal como preferiblemente, al menos 60%, al menos 62%, al menos 64%, al menos 66%, al
menos 68% o al menos 70%, por lo que al menos el 68% o al menos el 70% son las realizaciones mas
preferidas);

b. Identificar los aminoacidos de este polipéptido que corresponden a los aminoacidos que se modifican con
respecto a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, como se identifica en la etapa i. del
procedimiento de identificacion de polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa; y

c. Preparacién de un polipéptido mutante del polipéptido proporcionado en la etapa a. llevando a cabo la
modificacion o modificaciones de aminoacidos identificados en la etapa b. a través de mutagénesis dirigida
al sitio.

En una realizacion, preferiblemente, el polipéptido proporcionado en la etapa a. del procedimiento de preparacion de
un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa es una celobiohidrolasa de tipo salvaje derivada de Trichoderma
reesei.

La presente invencién proporciona ademas polipéptidos que tienen actividad celobiohidrolasa, que pueden
obtenerse por el procedimiento de preparar un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa segun la presente
invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona una composicion que comprende un polipéptido y/o sus variantes de la
presente invencion y una o mas celulasas, p. €j., una o mas endoglucanasas y/o una o mas beta-glucosidasas y/o
una o mas celobiohidrolasas adicionales y/o una o mas xilanasas. "Celulasas" o "enzimas celuloliticas" se definen
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como enzimas capaces de hidrolizar sustratos o derivados celulésicos o materias primas mixtas que comprenden
polimeros celulésicos. Tales enzimas se refieren como de tener "actividad celulolitica", siendo asi siendo capaces de
hidrolizar las moléculas de celulosa de tal material en oligo- o monosacaridos mas pequefios. Las enzimas
celuloliticas incluyen celulasas y hemicelulasas, en particular incluyen celobiohidrolasas (CBH), endoglucanasas
(EG) y beta-glucosidasas (BGL).

La presente invencién proporciona ademas un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa, en donde el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, mas
preferiblemente al menos 98%, incluso mas preferiblemente al menos 99%, y lo mas preferiblemente 99,6% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5. Particularmente, se prefiere que un polipéptido de este tipo es un
polipéptido en donde uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID
NO: 5 se modifican por sustitucion o por delecion de: Q1, Q2, G4, A6, T7, A8, N10, P12, T15, A21, G23, S24, T26,
T27, Q28, N29, G30, A31, V32, N37, W40, V41, G46, Y47, T48, N49, C50, T52, N54, D57, T59, Y60, D64, E65, A68,
Q69, A72, V84, S86, S89, S90, K92, S99, Q109, D110, D111, 1116, F117, K118, L119, L120, D129, V130, G139,
A145, M146, V152, K154, Y155, N157, N158, K159, K163, G167, Q172, F179, 1180, D181, E183, E187, G188,
Q190, S192, S193, N194, 1200, D202, H203, D211, V212, A221, P224, D228, T229, G231, T233, M234, S236, T243,
Y244, S245, N246, D247, G251, F260, G266, K275, 1276, 1277, T280, L290, D293, G294, T295, T297, T299, S301,
K304, F306, N310, S311, V313, 1314, N318, D320, 1321, T325, N327, T335, A340, F341, D343, T344, D345, D346,
Q349, H350, A354, K355, A358, Q361, Q362, G363, M364, V367, D373, Y374, A375, A376, P386, T387, D390,
T392, T393, P394 , T400, P402, T403, D404, D410, N417, S418, T421, Y422 y/o una o mas inserciones después de
las posiciones G151 y K159.

En una realizacion preferida, el polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa con una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5 comprende uno o mas residuos de
aminoacidos modificados de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 5. Asi, el polipéptido dado en la SEQ ID NO: 5
puede, por medio del ejemplo, ser modificado como sigue: Q1L, G4, A6G/V, T15S, Q28Q/R, W40R, D64N, E65K/V,
A72V, S86T, K92K/R, V130I/V, V152A/E, Y155C, K159E, D181N, E183V/K, N194C/R/Y/D/K//LIG/IQ/S/V,
D202Y/N/G, P224L, T243I/R/YIA/FIQ/P/DIV/WILIM, Y244F/H, 1277V, K304R, N310D, S311G/N, N318Y, D320V/E/N,
T3351, T344M, D346G/A/E/V, Q349R/K, A358E, Y374C/P/R/H/S/A, A375D/N/Y/R/Q/L/V/EIGITIM, T392C/D/K,
T393A, D410G e Y422F.

Mas preferiblemente, el polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa comprende uno o mas residuos de
aminoacidos modificados de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 5, como se indica en la Tabla 3 siguiente.
Como se ha dicho anteriormente, para las modificaciones especificas de la SEQ ID NO: 2, se pueden combinar
entre si dos o0 mas de estas modificaciones especificas, tal como preferiblemente dos o mas de las modificaciones
mas preferidas o de las mas preferidas pueden combinarse entre si, y lo que es particularmente preferido, pueden
combinarse entre si dos 0 mas de las mas preferidas modificaciones segun la Tabla 3.

Tabla 3: Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 5

Posicion Preferidas Mas preferidas Las mas
preferidas

Q1 L L L

Q2 P, S P, S S

G4 C C C

AB G LV G LV L

T7 Q Q Q

A8 S S S

N10 T,D T,D T,D

P12 Q

T15 S

A21 S, T,C S, T,C

G23 A D, N

S24 T,C,N T,C,N
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Posicion

T26
T27
Q28
N29
G30
A31
V32
N37
W40
Va1
G46
Y47
T48
N49
C50
T52
N54
D57
T59
Y60
D64
E65
A68
Q69
AT2
V84
S86
S89
S90
K92

S99

ES 2 689939 T3

Preferidas Mas preferidas
I, N I, N
S, Q S, Q
L, K, R, N L, K, R, N
T,Y T,Y
A A

S

G

S

R R

T

S

S, F S, F
A

S

S

D

S

S

M

H

N N
V, M, K V, M, K
T T

K, R K, R
V,C V, C
A

T T

N

T, F

R R

T

43
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Posicion Preferidas Mas preferidas Las mas
preferidas

Q109 R

D110 G,S,N

D111 H, E

1116 V,K E

F117 Y

K118 ATAQ ATAQ

L119 L, |

L120 P, M

D129 N

V130 I

G139 S

A145 T

M146 C

G151 GCGRSG GCGRSG GCGRSG

V152 AE

K154 R

Y155 S,C,H S,C,H

N157 S

N158 D

K159 E, KCGRNK KCGRNK KCGRNK

K163 C

G167 C

Q172 Q

F179 I

1180 N

D181 N N N

E183 V, M, K V, M, K V, M, K

E187 K

G188 C

Q190 L, K L, K

S192 LI,P,T,M LI,P,T,M
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Posicion Preferidas Mas preferidas Las mas
preferidas

S193 L,PT

N194 GLILV,SCKRDRQ,Y GLILV,SCKRDRQ,Y

1200 N, F

D202 G, I,V,N,F Y G, I,V,N,F Y G, I,V,N,F Y

H203 R R

D211 G

V212 L

A221 V

P224 L L L

D228 N

T229 A S, M A S, M

G231 D D

T233 S

M234 LIV, T,K LIV, T,K

S236 F,Y F,Y

T243 G ALILVPSCMRDQFYW GALLVPSCMRDQFYW

Y244 H, F

S245 T

N246 S,K, D

D247 N N

G251 R

F260 C

G266 S

K275 E

1276 V

1277 V

T280 A

L290 H

D293 R, H

G294 A

T295 S
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Posicion Preferidas Mas preferidas Las mas
preferidas

T297 N

T299 I, S

S301 C

K304 R

F306 LY

N310 D,E

S311 G,D,N G,D,N G,D,N

V313 I

1314 F

N318 ILH,D,Y ILHD,Y LD, Y

D320 I,V,E,N I,V,E,N I,V,N

1321 N

T325 Al

N327 Y

T335 I I

A340 G,S T G,S T

F341 C

D343 A

T344 M M

D345 E

D346 G, AV, E G, AV, E G, AV, E

Q349 K,R K,R K, R

H350 Y

A354 T

K355 Q Q

A358 E

Q361 R

Q362 G RH

G363 P

M364 L, S

V367 A
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Posicion Preferidas Mas preferidas Las mas
preferidas

D373 E

Y374 A P,S,C,R,H,D A P,S,C,R,H,D

A375 GLVTCMRDENQY GLVTCMRDENQY

A376 T

P386 L, S

T387 A'S A 'S

D390 G E G E

T392 S, M, K S, M, K M

T393 ALV,S ALV,S ALV

P394 C

T400 S

P402 S

T403 K

D404 N

D410 G

N417 Y

S418 P

T421 I

Y422 F F F

Particularmente, se prefiere un polipéptido como el anteriormente definido, caracterizado ademas por comprender
una modificacién de la SEQ ID NO: 5, que es una modificacion especifica como se indica en la Tabla 3A siguiente.
Cada uno de estos polipéptidos define una versién mutada del polipéptido dado en la SEQ ID NO: 5.

Tabla 3a: Mutantes especificos con respecto a la SEQ ID NO: 5:

Numero del mutante Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5
1 G4C, A72C, Q349K

2 G4C, A72C, T344M, Q349K

3 G4C, A72C, T344M, D346G, Q349R

4 G4C, A72C, D320V, Q349K

5 G4C, A72C, P224L, F306Y, Q349R

6 G4C, A72C

7 A72V, D346A, T393A
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Numero del mutante Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

8 G4C, A72C, Q349R

9 G4C, W40R, A72C, T344M, Q349K

10 A72V, D320V, D346A

11 G4C, A72C, N194Y, T243L, Q349R, Y374S, A375R
12 G4C, EBSV, A72C, Y244H, Q349R

13 G4C, A72C, D202G, D320N, Q349R, A358E

14 G4C, A72C, D320V, Q349R

15 G4C, A72C, Q349K, S86T

16 A72V, T335l, D346A, T393A

17 G4C, A72C, E183V, K304R, Q349K

18 G4C, A72C, T243G, Q349R, Y374P, A375M

19 G4C, A72C, N194V, T243M, Q349R, Y374A, A375T
20 G4C, D64N, A72C, Q349R, A358E

21 G4C, A72C, Q349K, Q28R, S193T

22 G4C, A72C, E183K, Q349K

23 G4C, A72C, S311N, Q349K

24 G4C, A72C, N194K, Q349R, Y374P, A375Q

25 G4C, A72C, D181N, Q349K

26 W40R, D320V, Q349K, T393A

27 W40R, T335l, D346A, T393A

28 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N327Y, Q349R
29 A72C, T335I, Q349R

30 G4C, A72C, N194K, T243P, Q349R, Y374H, A375E
31 G4C, A72V, Q349R, P462del

32 G4C, A72C, S236Y, Q349R

33 G4C, A72C, S311G, Q349K

34 A72V, D320V, T335l, D346A, T393A

35 G4C, A72C, S86T, M234V, Q349K

36 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, D181N, E183M, P224L, S311G, D320f,

D346E, Q349K, T393V, Y422F
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Numero del mutante Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

37 G4C, A72C, G251R, Q349R

38 G4C, A72C, Q349K, D320V

39 G4C, A72C, E183K, Q349R

40 Q1L, G4C, A72C, H203R, Q349K

41 G4C, W40R, A72C, Q349K

42 G4C, A72C, Q349R, V367A

43 Q1L, G4C, A6V, C50S, A72C, I180N, D181N, E183K, Q349R
44 G4C, A72C, S311G, D320V, Q349K

45 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T243S, Q349R, P386S
46 Q1L, G4C, A72C, K154R, Q349K, T393I

47 G4C, A72C, N194G, T243F, Q349R, Y374P, A375R
48 A72V, D320V, D346A, T393A

49 A72C, Q349K

50 G4C, A72C, E183V, Q349K

51 G4C, A72C, E183K, N318Y, Q349K

52 WA40R, A221V

53 G4C, A72C, K92R, Q349K

54 Q1L, G4C, A72C, S90T, D181N, E183K, Q349R

55 G4C, A72C, Q349R, Y422F

56 G4C, T48A, A72C, Q349R

57 E187K, D320V

58 G4C, S24N, EB5K, A72C, Q349R

59 Q1L, G4C, A72C, S193P, Q349K

60 Q1L, G4C, A72C, delV152-K159, D181N, E183K, Q349R
61 Q1L, G4C, A72C, Q349K

62 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234L, V313l, Q349R
63 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, 1200N, Q349R

64 G4C, A72C, N194K, T243Y, Q349R, A375N

65 Q1L, G4C, Q28R, A72C, Q349K
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Numero del mutante Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

66 G4C, EB5V, A72C, Q349R

67 D320V, Q349K

68 Q1L, G4C, A72C, S311G, Q349K

69 G4C, A72C, T243Q, Q349R, Y374P, A375M

70 Q1L, G4C, A72C, D320V, Q349R

71 Q1L, G4C, T15S, A72C, Y244F, Q349K

72 G4C, A72C, E183K, D346E, Q349R

73 Q1L, G4C, A72C, Q349K, T392M

74 G4C, A72C, D202N, S311N, Q349R

75 G4C, A72C, N194D, T243A, Q349R, Y374P, A375Y

76 G4C, A72C, N194Y, T243V, Q349R, Y374P

77 Q1L, G4C, A72C, Q349R

78 G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, H203R, S311N, D320I, A340G, D346A, Q349K,
T393A, Y422F

79 G4C, A72C, D202N, Q349R

80 G4C, A72C, P224L, Q349R

81 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T229M, A340T, Q349R

82 Q1L, G4C, A72C, D181N, Q349R

83 G4C, A72C, D320V, D346V, Q349K

84 Q1L, G4C, A72C, V152A, Q349K

85 Q1L, G4C, A72C, Q349K, Y422F

86 G4C, A72C, D202V, D320V, Q349K

87 Q1L, G4C, A72C, Y155S, D181N, E183K, Q349R

88 Q1L, G4C, A72C, D181N, D247N, Q349K

89 Q1L, G4C, AB8T, A72C, Q349K

90 Q1L, G4C, D64N, A72C, Q349K

91 G4C, A72C, D181N, P224L, Q349K

92 G4C, A72C, N194I, T243Y, Q349R, Y374P, A375R

93 Q1L, G4C, A72C, E183K, Q349R

94 G4C, A72C, S311G, Q349R
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Numero del mutante

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5
Q1L, G4C, A72C, S311N, Q349K
Q1L, G4C, A72C, S86T, Q349R
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, G231D, Q349R
Q1L, G4C, A72C, S89N, D181N, E183K, Q349R
Q1L, G4C, E65K, A72C, Q349K

Q1L, Q2P, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, S192L, D202N, H203R, S311D, D320I, T335I,
D346G, Q349K, T392M, Y422F

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, E183M,
Q190K, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

G4C, A72C, E183K, D202Y, N310D, Q349R
G4C, A72C, N1941, T243D, Q349R, Y374P, A375Y
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R
G4C, Q28R, A72C, S86T, E183K, P224L, S311N, N318Y, T335l, D346G, Q349R, T393I
Q1L, G4C, A72C, D181N, Q349K
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T243l, N246D, Q349R

Q1L, G4C, G23N, A72C, D110G, 1116V, L1191, D181N, E183K, D211G, D293R, N310D,
QB349R, Q362R, G363P, M364S

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, Q349R, T393S

Q1L, G4C, G23N, A72C, V84A, D110G, D111H, I116E, F117Y, K118A, D181N, E183K,
D293R, T295S, Q349H, M364L

Q1L, G4C, A72C, A145T, H203R, Q349K, T403K
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234l, Q349R
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T297N, Q349R

G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, E183K, S192I, H203R, S311N, D346E, Q349K, T392M,
T393A, Y422F

Q1L, G4C, A72C, D202N, Q349K

Q1L, G4C, A72C, S99T, D181N, E183K, Q349R
Q1L, G4C, A72C, 1200F, G349K

Q1L, G4C, A31S, A72C, D181N, E183K, Q349R

Q1L, G4C, Q28L, A72C; D181N, E183K, Q349R
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Numero del mutante Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5
121 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T233S, Q349R
122 Q1L, G4C, A21T, A72C, D181N, E183K, Q349R
123 Q1L, G4C, A72C, D346V, Q349K
124 Q1L, G4C, Y47F, A72C, D181N, E183K, Q349R
125 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234T, Q349R
126 Q1L, G4C, A72C, N157S, D181N, E183K, Q349R
127 G4C, A72C, N194Q, T243V, Q349R, Y374P, A375Y
128 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, 1314F, Q349R
129 Q1L, G4C, A72C, Q349K, T392K
130 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234V, Q349R
131 Q1L, G4C, A21S, A72C, D181N, E183K, Q349R
132 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183V, D228N, S311N, N318Y, D346E, Q349R,
Y422F
133 G4C, A72C, N194C, Q349R, Y374C
134 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T400S
135 Q1L, G4C, T26l, A72C, D181N, E183K, Q349R
136 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N310D, Q349R, T392S
137 Q1L, G4C, A72C, D129N, D181N, E183K, Q190L, G266S, 1276V, Q349R, P386L
138 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, D202N, Q349R
139 Q1L, G4C, A72C, Y155C, D181N, E183K, Q349R
140 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F
141 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N246K, Q349R
142 G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202, H203R, S311D, D320N, D346V,
Q349R, T392M, T393A, Y422F
143 Q1L, G4C, A72C, Y155C, Q349K
144 Q1L, G4C, A68T, A72C, D181N, E183K, Q349R

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, Y47F, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N,
145 E183M, Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320I, A340S, D346E, Q349K,
D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, S192L, D202N, H203R, S311D, D320I, T335I,

146 D346G, Q349K, T392M, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5
Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, D320V, Q349R

G4C, Q28K, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320N, D346A, Q349R,
T392M, T393lI

Q1L, Q2P, G4C, Q28R, W40R, E65K, A72C, D181N, S192L, D202I, H203R, P224L,
S311G, D320I, D343A, D346A, Q349K

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, D202I, P224L, D320N, D346V, Q349K, T392M,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183K, D202V, S311G, N318Y, D320I, D346G,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, D181N, E183K, S192P, D202N, P224L, S311D, N318Y,
D320V, D346G, Q349K, T392M

Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183K, P224L, S311G, D320N, D346G, Q349R, T392M,
T393I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G151GCGRSG, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, E65M, A72C, D181N, E183M, D202Y, P224L, S311D, N318Y, D320I, T335I,
D346A, Q349K, T392M, T393|

Q1L, G4C, G23A, A72C, D110S, D111H, 116V, F117Y, K118A, L120M, D181N, E183K,
D293H, G294A, N310E, Q349R, Q362G, M364S

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T421l

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, V152A, D181N, E183V, S192L, D202N, S311N, D320N,
D346E, Q349R, T387A, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, E183V, G188C, S192T, D202Y, H203R, P224L,
S311N, D320V, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, T335I, D346G, Q349K, T392M,
T393A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, A340S, D346E,
Q349K, D390E, T393V, Y422F

G4C, W40R, A72C

Q1L, G4C, W40R, E65K, A72C, S86T, E183K, S192L, D202Y, P224L, D320I, D346E,
Q349R

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, E183M, Q190K,
D202N, P224L, S311G, N318Y, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320I,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, S24T, T27Q, Q28R, N29T, V41T, G46S, Y47S, T52D, D57S,
D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A, Q349K,
T392M, T393I, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, W40R, E65V, A72C, D181N, E183V, S192P, D202V, H203R, S311G,
D320N, D346E, Q349K, T392M, T393A, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G139S, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y,
T3351, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, S311N, N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, W40R, A72C, S192L, D202N, H203R, P224L, S311N, D320, T335I, D346V,
QB349R, T393lI

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, E183M, D202N, P224L, T229S, S311G, D320I, T335I,
D346V, Q349R, T393V

Q1L, G4C, Q28R, G30A, E65M, A72C, D181N, D202N, P224L, S311D, N318Y, D346E,
Q349K, T392M, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S68T, E183M, S311N, T335l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, S311N, N318Y, T335I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

T243C, A375C, N194C, Y374C

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, E183M, S311G, D346V, Q349R, T392M, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, S311N, N318Y, D320I, T335I,
D346E, Q349K, T393l, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, E183K, D202N, P224L, S311G, T335I, D346A,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, L120P, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, E183M, S311N, N318H, D320V, D346V, Q349K,
T392M, T393A

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D202N, H203R, S311G, T335I, D346V, Q349K, T393A
Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F
Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, D202N, H203R, P224L, S311D, D346G, Q349K

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D320I, T335I, D346E,
Q349K, D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, L120P, D181N, E183M, D202N, D247N,
S311G, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5
Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183V, S192T, D202N, S311G, D320V, D346A, Q349K

Q1L, G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, D320V, D346E,
QB349R, T393lI

Q1L, G4C, Q28N, E65K, A72C, D181N, E183M, D202N, H203R, S311G, N318Y, D320N,
QB349R, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, V41T, G46S, Y47S, T52D, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, W40R, A72C, S86T, D181N, S192T, D202N, P224L, S311G, N318Y,
D320V, D346E, Q349K, T392M, T393I

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N, Q190K, D202N,
P224L, T229M, S311G, N318Y, D3201, T335I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, W40R, A72C, S86T, D181N, E183M, S192I, D202Y,
T299S, S311N, N318Y, D320I, D346V, Q349R, T393I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G,
D320I1, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, E183M,
Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320I, A340S, D346E, Q349K, D390E,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28H, W40R, E65V, A72C, S86T, S192T, D202V, H203R, S311N, N318Y,
D346A, Q349K, T392M, T393A, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, H203R, P224L, S311G, D320V, D346G, Q349K,
T392M, T393lI

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183K, D202I, P224L, S311G, D3201, Q349K, T393V

Q1L, G4C, Q28K, A72C, S86T, D181N, E183V, S192T, D202N, P224L, S311G, N318Y,
D320V, D346G, Q349R, T392M, Y422F

G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, S192L, D202N, H203R, P224L, S311D,
D346E, Q349R, T392M, T393A, Y422F

Q1L, G4C, W40R, E65K, A72C, G109R, D181N, E183M, S192I, D202I, H203R, S245T,
D346A, Q349R, T393A, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, D202N, S311N, T335I, D346E, Q349K, T393I,
Y422F

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349R, T393V, N417Y, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, W40R, E65V, A72C, D202Y, H203R, P224L, T299I, N318Y, D320V,
D346A, Q349K, T392M, T393A

G4C, Q28R, EB5V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320V, D346G,
QB349K, T392M, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, A72C, S86T, E183K, S311G, D320V, D346A, Q349R, T392M, T393I,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, P224L, S311N, D320N, T335I, D346E, Q349K,
T392M, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, D202N, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311N, N318Y, T335I, D346E, Q349K
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, D181N, S192T, D202N, H203R, P224L, S311G,
N318Y, T335l, D346G, Q349K, T392M, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311N, D3201, D346E, Q349K, T393l, Y422F

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, Q28R, D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N, P224L,
S311D, N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, D346A,
Q3409K, T393l, Y422F

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N,
T280A, S311G, T335I, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, D404N, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, E183M, D202N, S311G, D320I, T335l, D346E, Q349K,
T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183M, D202N, S311D, D320V, T335I, D346G,
Q3409K, T393l, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, P224L, S311N, D320I, T335I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

G4C, E65K, A72C, S86T, E183M, D202I, P224L, S311N, N318Y, D320N, T335I, D346V,
QB349R, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D202N, S311N, T335l, D346E, Q349K, T393I, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5
Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183K, D202G, Q349R

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, F306L, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320I, D346A,
QB349K, T393l, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183K, S192P, P224L, S311G, N318Y, D320V,
D346E, Q349R, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, H203R, S311D, D320V, T335I, D346E,
QB349R, T393A

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, E183V, D202I, H203R, P224L, S311D, D320V, D346V,
QB349R, T392M, T393I

Q1L, G4C, Q28K, WA40R, E65K, A72C, S86T, D181N, E183K, S192L, D202I, H203R,
S311N, D320N, D346V, Q349K, T392M, T393A, Y422F

G4C, E65V, A72C, S86T, Y155H, D181N, E183V, Q190K, P224L, S311N, D320V, D346V,
Q349K, T392M, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, S311D, N318Y, D320N, T335I,
D346A, Q349R, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311N, N318Y, D320, T335I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D181N, D202N, S311G, D346E, Q349K, T393I,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, D202N, S311N, N318Y, D320I, D346E, Q349K,
T393|, Y422F

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, S24T, T27Q, Q28R, N29T, D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C,
D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393l, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, S311G, N318Y, D320I, D346A, Q349K,
T393|, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, S311G, N318Y, D320V, D346E, Q349K, T393l, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, S311N, D320, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, S311N, N318Y, T335I, D346E,
Q349K T393V, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183K, D202Y, S311G, D320N, T335I, D346A, Q349K,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311N, D320I, T335I,
A340S, D346A, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, H203R, P224L, S311D, D320I,
D346E, Q349R, T392M, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, N29Y, E65K, A72C, D181N, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202N, S311N, N318Y, D320N,
T335l, D346A, Q349K, T392M, T393V

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y, T335I,
D346E, Q349K, T393l, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183V, S192T, D202N, S311G, D320V, D346A, Q349K,
T393V

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, S311N, N318Y, D320, T335I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, S24T, Q28R, E65K, A72C, D202N, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393|,
Y422F

G1L, G4C, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320V, T335I,
D346G, Q349K, T393|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A, Q349K,
T392M, T393I, Y422F

G1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, D346A, Q349K,
T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, E183V, S192I, D202V, D320I, T335I, D346V,
QB349K, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, D320I,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, A72C, D181N, D202l, S311D, N318Y, T335I, D346E, Q349K, T392M,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320N, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y, D346E, Q349K,
T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, S311G, N318Y, D346A, Q349K, T393I,
Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, E183M, D202N, D320I, T335I, D346A, Q349K,
T392M, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, S311N, N318Y, D320I, T335I, D346E,
Q349K T393l, Y422F

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183V, S192L, D202l, H203R, P224L, S311G, N318Y,
D320V, D346A, Q349K

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N,
D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, E65K, A72C, S86T, D202V, S311N, D320V, T335I, D346V, Q349R, T392M,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, E183M, S192T, D202N, H203R, P224L, S311N, T335I,
D346V, Q349R, T392M, T393V

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, D202N, S311N, D346A, Q349K, T393I, Y422F

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, T3351, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

G434GAAATG, T457TAAATT, Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G,
D320I1, D346E, Q349K, T393V, Y422F

G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202Y, P224L, S311N, D346A, Q349K,
T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202N, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393l, Y422F

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, P224L, S311G, T335I, D346A,
Q349K T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, E183M, D202N, S311G, D320I1, D346E, Q349K, T393V.
Y422F

)

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, P224L, S311N, N318Y, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S90F, D181N, P224L, S311G, N318Y, D346E, Q349K,
T393|, Y422F
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Numero del mutante Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

G4C, Q28R, A72C, S86T, D181N, E183V, S192L, D202V, N246S, S311D, N318Y, D320V,

292 D346A, Q349K, T393V
203 Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N, N318Y, D320,
T335l, D346A, Q349K, T393l, Y422F
Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, E183M, S192L, H203R, S311D, D320V, T335I, D346V,
294
Q349K
205 Q1L, G4C, Q28R, T59M, E65K, AG8T, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N, H203R,
S311D, D320V, T335I, Q349R, T393A
206 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335lI,
D346E, Q349K, T393V, Y422F
297 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E, Q349K,
K355Q, T393V, Y422F
208 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, N318Y, T3351, D346A,
Q349K T393V, Y422F
209 Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, S311N, N318Y, T335I, D346E,
Q349K T393V, Y422F
300 Q1L, G4C, E65M, A72C, E183M, D202I, P224L, S311D, N318Y, D320V, T335I, D346A,
Q349K, T393A, Y422F
301 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F
302 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, S311G, N318Y, D346A, Q349K,
T393V, Y422F
303 Q1L, G4C, S24T, T27Q, Q28R, N29T, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F
304 Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183M, S192T, P224L, S311G, D320V, T335I, D346G,
Q349K, T393A, Y422F
305 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202F, S311G, N318Y, T335l, Q349K
T393V, Y422F
306 Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311D, N318Y, D320N,
D346A, Q349R, T392M, T393I, Y422F
307 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, S311N, D320I, T335I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F
308 Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335I, D346E,
Q349K T393V, Y422F
309 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, D320I1, D346E,
Q349K T393V, Y422F
310 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311N, T335I, D346A, Q349K,
T393V, Y422F
311 Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, E183M, P224L, S311G, N318Y, D320I, T335lI,

D346E, Q349K, T393V, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N, Q190K, D202N,
T229M, S311G, D320I, T335I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, E183M, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K
T393V, D404N, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335I, D346E,
Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, T280A, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, K275E, S311G, D320I1, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, E183K, D202N, P224L, S311N, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D320I, D346A, Q349K,
T393|, Y422F

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G,
D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, E183M, S311G, D3201, D346A, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, D346E, Q349K, T393I,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D320, T335I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S311G, N318Y, D320I, T335I, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, S24C, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, Q190K, D202N, P224L,
S311G, T335I, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, P402S, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, D202N, P224L, S311N, N318Y, T335I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, N29Y, E65V, A72C, Y155C, D181N, D202N, P224L,
M234T, S311G, D320I, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, P224L, S311D, D320N, T335I, D346V,
QB349K, T392M, T393V, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183K, D202N, S311G, N318Y, D320I, D346A,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, E183V, S192L, D202I, H203R, P224L, S311G,
N318Y, D320V, D346A, Q349K

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K118Q, D181N, E183M, P224L, D247N, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y, D346A, Q349K,
T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P454PVRPQP

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, E183V, S192M, D202N, P224L, S311D, N318Y, D320N,
D346E, Q349R, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320V,
T335l, D345E, D346A, Q349K, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, P224L, S311G, N318Y, D3201,
D346A, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, G30A, E65V, AG8T, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K92R, L120P, D181N, E183M, D202N, S236F, T280A,
S311G, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, P402S, D404N, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, S236F, S311G, T335I, D346E, Q349K,
T387S, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183K, D202N, P224L, S311G, D320I1, D346E,
Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N, E183M, Q190K
D202N, S311G, D320, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, S311G, T335l, D346A, Q349K, T393|,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, D247N, S311G, D320I, D346E,
QB3409K, T387S, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, P224L, S311G, D346A, Q349K, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N, S236F, S311N,
N318I, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, D404N, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K118Q, D181N, E183M, D202N, D247N,
1277V, S311G, T335I, D346E, Q349K, K355Q, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, E183M, D202N, M234T, S311G,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K92R, D181N, D202N, D247N, 1277V, S311G,
N318D, T335I, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, Y422F

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, D202N, S236F, 1277V, S311G,
T335l, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, Y422F

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N,
S311G, T335I, D346E, Q349K, T387S, T393V, Y422F

Q1L, G4C, A21T, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, E183M, D202N, M234T,
S311G, T3351, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, TASTTAAATT

Q1L, G4C, T26l, Q28R, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, Q190K, D202N, P224L,
M234T, S311G, D3201, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422 F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, E183K, S192L, D202N, D320N, T335I, D346A,
QB349R, T393A, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S236F, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, T26l, Q28R, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, D202N, M234T, S311G,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, N29Y, E65V, A72C, Y155C, D181N, E183M, D202N,
P224L, M234T, S311G, D320I, T335I, A340S, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D202l, P224L, S311G, N318Y, D320V, T335I, D346A,
QB349R, T392M, T393A

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183V, D202I, P224L, S311G, N318Y, D320V, D346A,
Q349K

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, A72C, K92R, D181N, E183M, D202N, S311G, D346E,
QB3409K, T387S, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L,
S311G, D320I, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, T261, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A72C, E183M,
P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K92R, D181N, E183M, P224L, 1277V, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, G151GCGRSG, E183M, P224L,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, E183M, P224L,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, E65K, A72C, E183M, S311G, N318Y, D320I,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65M, A72C, S86T, E183M, S311N, N318Y,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65M, A72C, E183M, S311G, N318Y, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G,
N318Y, T335I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, N318Y,
T335l, D346A, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, P224L, S311D, N318Y, D320N,
D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65K, A72C, S311N, N318Y, D346E, Q349K,
T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, N29Y, E65K, A72C, S311G, T335I, D346E,
Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, T261, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C,
E183M, Q190K, P224L, S311G, D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, T261, Q28R, N29Y, G30A, Y47F, E65V, AG8T,
A72C, E183M, Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320I, A340S, D346E,
Q349K, D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, D202V, P224L, S311G, D320V, D346E, Q349R,
T393A, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159CGRNKE183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, Q28R, E65K, A72C, D202N, S311G, T335l,
D346E, Q349K, T393l, Y422F

Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28R, E65M, A72C, E183K, D202N, P224L, S311G,
D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, D320I, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, S24T, T261, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
Q349K, T393V, Y422F
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Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G151GCGRSG, E183M, P224L, S311G, D320I1, D346E,
Q349K T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S311N, N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C, E183M, Q190K, P224L,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, Y47F, E65V, A68T, A72C, E183M, Q190K,
P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D3201, A340S, D346E, Q349K, D390E, T393V,
Y422F

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C, D181N, Q190K, D202N,
T229M, M234T, S311G, D320I, A340S, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, N10D, T27S, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, D202N, S236F,
1277V, S311G, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, D404N, N417Y, Y422F

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N, Q190K, D202N,
P224L, T229M, S311N, D3201, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, N10D, T27S, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N,
D247N, S311G, D320I, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, T26l, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, D202N, T229M, G231D,
S311G, T3351, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, S24R, T26l, Q28R, G30A, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L,
S311N, T335l, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, N10D, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, E183M, D202N, S236F,
D247N, 1277V, S311N, T335I, D346E, Q349K, T387S, T393V, N417Y, Y422F

Q1L, G4C, A21T, Q28R, E65V, A72C, Y155C, D181N, D202N, P224L, S311G, N318Y,
D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F

Q1L, G4C, T26l, Q28R, N29Y, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, E183M, D202N,
P224L, M234T, S311N, N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, N29Y, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, D202N, P224L,
T229M, M234T, S311G, N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N, P224L,
S236F, D247N, F306L, S311G, D346E, Q349K, K355Q, T393V, D404N, N417Y, Y422F

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M, D202N, S236F,
D247N, S311G, N318I, T335I, D346E, Q349K, K355Q, T393V, Y422F

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, G151GCGRSG, E183M, D202N, P224L, S311G, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, K159KCGRNK, E183M, D202N, P224L, S311G, T335lI,
D346E, Q349K, T393V, Y422F

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, G151GCGRSG, K159KCGRNK, E183M, D202N, P224L,
S311G, T335I1, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, T335I, D346E,
Q349K, T393V, Y422F
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Numero del mutante Mutantes con respecto a la SEQ ID NO: 5

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, S192L, D202V, S311G, D320I,

4 D346V, Q349R, T393A, Y422F

412 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311N, N318Y, D320l,
D346A, Q349K, T393V, Y422F

413 Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, AG8T, A72C, D181N, E183M, D202N, T229M,

S311G, A340S, D346E, Q349K, T393V, Y422F

Ademas, la presente divulgacion proporciona un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene identidad de secuencia de al menos 85%, preferiblemente al menos 95%, mas
preferiblemente al menos 98%, incluso mas preferiblemente al menos 99%, y lo mas preferiblemente 100% con la
SEQ ID NO: 12 en donde uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ
ID NO: 12 se modifiquen mediante sustitucién o delecion: Q1, S2, P12, T15, S21, G23, T26, Q28, T29, G30, V32,
N37, W40, T48, C50, N54, L60, E65, K69, V84, S90, D114, E119, F120, T121, L122, L123, D132, V133, G142,
S148, M149, V155, Y158, N161, T162, K166, G170, Q175, F182, 1183, G191, 1203, D214, 1215, A224, T231, G234,
1237, S248, G254, W263, G269, L282, T285, G298, Y303, N307, G308, T310, E317, L318, S322, N324, G340,
S341, D345, S357, M360, V363, D369, A372, P382, S388, T389, P390, T399, S400, Q406, N413, F423, P425, 1426,
G427, T429, P432, G435, N436, P437, G439, N441, R442, T444, T445, T446, T447, R449, P450, A451, T452, T453,
S456, S457, P458, G463, P464, S467, H459, C468, G470, G472, S474, PA76, V478, C479, S481, G482, T484,
V487, L488, N489, Y491, Y492, Q494, C495, L496. Preferiblemente, este polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos 54%, preferiblemente al menos 56%, mas preferiblemente
al menos 58%, de forma particularmente preferible al menos el 60%, tal como al menos el 62%, en particular al
menos el 64%, tal como al menos el 66%, y mas preferiblemente al menos el 68% con la SEQ ID NO: 5. Este
polipéptido también se encuentra preferiblemente dentro de la realizacién como se ha definido anteriormente, en
donde el polipéptido es estable a la temperatura, es decir, tiene un alto valor IT50, tal como se define anteriormente,
por ejemplo 62°C o mas, como se ha descrito anteriormente (para mas realizaciones, véase anteriormente, en
relacion con la definicion de variantes de la SEQ ID NO: 5). La persona experta reconocera que la SEQ ID NO: 12
tiene aproximadamente el 68% de identidad con la SEQ ID NO: 5. Por lo tanto, un polipéptido derivado del
polipéptido definido por la SEQ ID NO: 12, que se diferencia del polipéptido definido por la SEQ ID NO: 12, por
ejemplo, por intercambio de un aminoacido por otro, como Q1A, por ejemplo, es un polipéptido que también tiene un
grado significativo de identidad con la SEQ ID NO: 5, es decir, al menos el 66% o mas, como se ha definido
anteriormente. Asi, la persona experta puede reconocer facilmente el concepto inventivo comuin de esta invencion,
en particular al tomar en consideracion la estabilidad a la temperatura de los polipéptidos de esta invencion.

En una realizacion preferida, el polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85% con la SEQ ID NO: 12, en donde el polipéptido
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12 en donde uno o mas de los siguientes residuos de
aminoacidos se modifican por la substitucién o delecion: Q1, S2, P12, T15, S21, G23, T26, Q28, T29, G30, V32,
N37, W40, T48, C50, N54, L60, E65, K69, V84, S90, D114, E119, F120, T121, L122, L123, D132, V133, G142,
S148, M149, V155, Y158, N161, T162 , K166, G170, Q175, F182, 1183, G191, 1203, D214, 1215, A224, T231, G234,
1237, S248, G254, W263, G269, L282, T285, G298, Y303, N307, G308, T310, E317, L318, S322, N324, G340,
S341, D345, S357, M360, V363, D369, A372, P382, S388, T389, P390, T399, S400, Q406, N413, F423, P425, 1426,
G427, T429, P432, G435, N436, P437, G439, N441, R442, T444, T445, T446, T447, R449, P450, A451, T452, T453,
S456, S457, P458, G463, P464, S467, H459, C468, G470, G472, S474, PA76, V478, C479, S481, G482, T484,
V487, L488, N489, Y491, Y492, Q494, C495, L496

Intercambio con respecto a la SEQ ID NO: 12

1 Q1L

2 T15S
3 Q28R
4 W40R
5 Ccra2v
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Intercambio con respecto a la SEQ ID NO: 12

6 V133l

7 V155A,E
8 Y158C
9 T162E
10 Y247F,H
11 N307D
12 G308N
13 E317V,N
14 S341M
15 D345R,K
16 Y370P,R,H,S,A
17 T389A
18 Q406G
19 N441D
20 R442S,G
21 T452A
22 S456L,P
23 P458L,del
24 G459D
25 H464L,Q,R
26 V478A,

Otro aspecto de la invencion se refiere a la aplicacion de los polipéptidos aislados y sus variantes de la presente
invencion para la hidrélisis completa o parcial de material celuldsico. El material celulésico puede ser de naturaleza
natural, procesada o artificial. "Material celuldsico”" se definira en el presente documento como todos los tipos de
material puro, no puro, mixto, mezclado o compuesto de otro modo que contenga al menos una fraccién de
polimeros D-glucosilo ligados en B-1,4 de al menos 7 subunidades consecutivas. Los ejemplos prominentes de
materiales celulésicos son todo tipo de materiales vegetales que contienen celulosa como madera (blanda y dura),
paja, granos, hierba elefante, heno, hojas, algodén y materiales procesados desde alli o de corrientes residuales
derivadas de tales procesos. El material celulésico utilizado en una reacciéon enzimatica se conoce también en el
presente documento como sustrato celulésico.

La hidrdlisis del material celulésico puede ser un proceso secuencial después de la producciéon celobiohidrolasa o
contemporaneo con la produccién en célula de levadura (bioproceso consolidado). La expresion de enzimas
celuloliticas en levadura es de especial interés debido a la capacidad de muchas levaduras para fermentar los
azucares liberados (C6 o C5) a etanol u otros metabolitos de interés.

Otra realizacion de la divulgacion se relaciona asi con la aplicacion de células enteras que expresan el polipéptido o
variante del mismo segun la presente invencion para el procesamiento de materiales celuldsicos.
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En una realizacién particular, la presente invencion divulga el uso de un polipéptido y variantes del mismo o la
composicion de la presente invencion para la degradacion enzimatica de material celuldsico, preferiblemente
biomasa lignocelulésica, y/o para el procesamiento de textiles y/o como ingrediente en detergentes y/o como
ingrediente en alimentos o composiciones de piensos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion del plasmido de expresion de Pichia pastoris

Los plasmidos de expresion de la expresion constitutiva de proteina de las anfitrionas de Pichia pastoris
transformadas se preparan mediante el montaje de una casete de expresion consistente en un promotor de la
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAP) de Pichia pastoris, un SPa Saccharomyces cerevisiae (péptido de
sefial del factor alfa de apareamiento), un sitio de clonacion multiple (MCS) y la secuencia terminadora 3'-GAP. Para
los fines de la seleccion se utiliza un gen de resistencia a la kanamicina bajo control del promotor del promotor EM7
o TEF para los fines de seleccién bacteriana o de levadura, respectivamente. Los vectores plasmidos resultantes se
designan como pV1 (Figura 1) y pV2 (MCS alternativa). La transformacion y la expresion del cultivo se hacen
esencialmente como se describe por Waterham, H. R., Digan, M. E., Koutz, P. J., Lair, S. V., Cregg, J. M. (1997).
Isolation of the Pichia pastoris glyceraldeyde-3-phosphate dehydrogenase gene and regulation and use of its
promoter. Gene, 186, 37-44 y Cregg, J.M.: Pichia Protocols in Methods in Molecular Biology, Second Edition,
Humana Press, Totowa Nueva Jersey 2007.

Ejemplo 2: Construccion de las construcciones de expresion de Pichia pastoris para secuencias CBHI

Genes CBHI de Trichoderma viridis (CBH-f), Humicola grisea (CBH-d), Thermoascus aurantiacus (CBH-e),
Talaromyces emersonii (CBH-b), y fusiones del dominio de unién a celulosa de CBHI Trichoderma reesei con CBHI
Talaromyces emersonii (CBH-a) o CBHI Humicola grisea (CBH-g) se amplifican utilizando pares de oligonucleétidos
y los moldes (obtenidos por sintesis génica) como se indica en la Tabla 4. El gene de fusién que codifica la SEQ ID
NO: 2 se genera mediante PCR de extension de superposicion utilizando los fragmentos de PCR generados a partir
de las SEQ ID NO: 5y 11. La ADN polimerasa Phusion (Finnzymes) se utiliza para la amplificacion de la PCR.

Tabla 4: Cebadores y moldes para la amplificacion de CBH-a, CBH-b, CBH-d, CBH-e, CBH-f y CBH-g

Fragmento Cebador directo Cebador inverso Molde
CBH-f |CBHI Trichoderma viride | GAGGCGGAAGCACCC | GGAGACGCAGAGCC SEQ ID NO: 13
TCTeasatctycttgeacettoca | Cltattacaggeactgegagt
gic agt
CBH-d |CBHI Humicola grisea GAGGCGGAAGCACCE | GGAGACGCAGAGCC SEQID NO: 7
TCTeageaggciggtactatia | Cttacacgiicacgotagaac
cige cgattggge
CBH-e |CBHI Thermoascus GAGGCGGAAGCACCC | GGAGACGCAGAGCC SEQ ID NO: 9
aurantiacus e . s
TCTeacgaggecggtaccaia | CTTAttagttagogstgaag
Sololole gtogagt
CBH-b |CBHI Talaromyces GAGGCGGAAGCACCC | GGAGACGCAGAGCC SEQID NO: 5
emersont TCTeageaggecoacacgyge | CTTAtcacgaageggigaa
aacggs ggtcgagt
CBH-a |Fragmento de fusion a GAGGCGGAAGCACCT | ATTACCTGTGCTACC SEQID NO: 5
parte 1 |CBH Talaromyces

emersonii parte 1

TCTeageaggecageacase
gacgge

68
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Fragmento Cebador directo Cebador inverso Molde
CBH-a |fragmento de fusion del AAGTTTGGTCCGATCy | GGAGACGCAGAGCC SEQ ID NO: 11
parte 2 |dominio de unién a CBHI . ) . .
de Trichoderma reesei gtageacaggtaatecticagy CTTATTAtagacactgiga
parte 2 gtagtaagggt
CBH-a |Proteina de fusién a CBHI | GAGGCGGAAGCACCC | GGAGACGCAGAGCC 5a+5b
Talaromyces emersonil TCTecageagyecggeacgge | CTTAlcattaatggtggiggt  |SEQID NO: 2
gacgge gatgatgag
CBH-g |Fragmento de fusion a aggcggaageaigetegeage ggatiacctgttaagcticcaat SEQ ID NO: 19
parte 1 gaBrlt-Iel ?e Humicola grisea aggcigglacaattacige tggtccgaatctgatgtt
CBH-g |Fragmento de fusion del accaafiggaagettaacaggia | atctigeaggtcgacitateatt SEQ ID NO: 11
parte 2 |dominio de unién a CBHI .
de Trichoderma reesei atecticaggiggtaatee aatgatgatgatgatggigige
parte 2 a
CBH-g |Proteina de fusion aggcggaageatgetegeage atcttgcaggtcgactiatcatt 6a+6b
Humicula grisea
aggctggtacaatiactge aatgaigatgatgatggtatge SEQ ID NO: 15

a

Los fragmentos de la PCR de longitud prevista son purificados en geles de agarosa después de la electroforesis
mediante el kit de PCR SV Promega® y de purificacion en gel. La concentracion de los fragmentos de ADN se mide
en un espectrofotometro y 0,2 pmol de fragmentos se tratan con 9U de la T4-ADN polimerasa en presencia de 2,5
mM dATP durante 37,5 min a 22,5°C y los fragmentos tratados son apareados con la T4-ADN-polimerasa/ADN del
plasmido pV1 linealizado Smal tratado con dTTP y se transforman luego en células Top10 de Escherichia coli
quimicamente competentes. Desviado del procedimiento descrito, el producto generado por el par de cebadores
segun el carril 11 de la tabla que codifica los fragmentos de la proteina de fusion Humicula grisea se clonan a través
del sitio Sphl y Sall introducido con pV2. Los transformantes son controlados por la secuenciacion del AND plasmido
aislado.

Ejemplo 3: Expresion de genes CBHI en Pichia pastoris

Los plasmidos del Ejemplo 2 se transforman en células CBS 7435 de Pichia pastoris electrocompetentes y
transformantes se utilizan para inocular cultivos en medio YPD que contiene 200 mg/l, que se incuban durante 5 dias
a 27°C en un agitador rotativo a 250 rpm. Los sobrenadantes del cultivo se separaron por centrifugacion a 5000 x g
durante 30 minutos en una centrifuga Sorvall Avant. Los sobrenadantes se concentraron en columnas de
centrifugacion con un tamafio de corte de 10 kDa. Los patrones de las proteinas de tales sobrenadantes
concentrados se analizaron por SDS-PAGE (Laemmli y col.) y los geles se tifieron con tinte azul Coomassie coloidal.
La actividad enzimatica se determiné mediante incubacién del sobrenadante con soluciones 2 mM de p-nitrofenil-3-
D-lactésido o soluciones 200 pM de 4-metil-umbeliferil-B-D-lactésido en tampdn de acetato sodico 50 mM (pH 5)
durante 1 hora. La reaccion se detuvo por adicion de volimenes iguales de soluciéon de carbonato sédico 1 M y
determinacioén del p-nitrofenol o de la 4-metil-umbeliferona liberados por medicién de la absorbancia a 405 nm o la
fluorescencia a 360 nm/450 nm de excitacién/emision.

Ejemplo 4: Integracién del genoma y expresion de la secuencia de fusion de CBHI Talaromyces emersonii-CBHII T.
reesei-CBD en Pichia pastoris
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Tabla 5
Fragmento Cebador directo Cebador inverso Molde
Fragmento de fusién CBH de GAGGOCGGAAGCACCCTCTe ATTACCTGTGCTACCY SEQID NO: 5
Talaromyces emersonii parte
1 agcacgecggoacyggegacgac atcggaccaaacttaaigiicg
Fragmento de fusion del AAGTTTGGTCCGATCggtage | GGAGACGCAGAGCC SEQ ID NO: 11
?’%r:l;ggecrjri;?’g’enseciilgrl] acaggtaatccitcagg Chtatcatlaatggtagiggtoat
etiqueta 6x His parte 2 gaigag
Proteina de fusion CBHI de GAGGCGGAAGCACCCTCTe GGAGACGCAGAGCC OE 1a+1b: SEQ
Talaromyces emersonii con . . ID NO: 17
etiqueta 6x His parte 2 ageaggecgygeacqgegacyye _Cttalcattaatgglggtggtga;

gatgag

Los fragmentos de ADN del gen de fusion son generados por la PCR de extensién de la superposicion de 2 etapas
utilizando los pares de oligonucledtidos y moldes sintéticos como se indica en la Tabla 4 (del Ejemplo 2). El
fragmento de longitud completa tratado con T4-ADN polimerasa se apare6é con el fragmento del pV3 lineal
disminuyendo lentamente la temperatura de 75°C a 4°C. El plasmido pV3 contiene una fusion del péptido de sefial
del factor alfa de apareamiento con un sitio de clonacién multiple, situado aguas abajo de un promotor AOXI de
Pichia pastoris. La transformacion de la solucién de apareamiento en células de E. coli quimicamente competentes
produce transformantes, que son seleccionados por su resistencia a Teocine verificada por contener plasmido de
construccion esperada mediante analisis de restriccion y secuenciacion. Las preparaciones de plasmido pV3-CBH-a
son linealizadas con Sacl y aproximadamente 1 pg de fragmentos lineales de DNA se transforman en células
electrocompetentes de Pichia pastoris. Después, se comprueban 94 transformantes de placas YPD-Zeocin para
expresion por cultivo en 500 pl de cultivos en placa de 96 pocillos profundos en medio BMMY que contiene 1% de
metanol y 0,5% de metanol se alimenté cada 24 h durante 5 dias (350 rpm/27°C; agitador orbital humidificado con
2,5 cm de amplitud. Los sobrenadantes se ensayan en cuanto a la actividad en 4-MUL y los clones con los niveles
de expresion mas altos se seleccionan y de nuevo se evallian en las mismas condiciones.

Para la fermentacion en un biorreactor Multifors de Infors se selecciona la cepa que produce la mas alta
concentracion de enzima. Un pre-cultivo de YPD-Zeocin (100 g/l) se escoge para la inoculacion de medio Mineral
que consiste en tampon fosfato, sulfato y cloruro de magnesio, elementos traza/biotina y glicerol, con calibracion del
pH utilizando amoniaco y acido fosférico. Después del metabolismo de glicerol por lotes se mantuvo alimentacion de
glicerol adicional (2%) durante 1 dia antes de que la alimentacion sea cambiada a metanol para cambiar a
condiciones inductivas para el promotor AOXI. En estas condiciones, la fermentacién se mantiene durante 5 dias.
Las células son separadas del liquido de fermentacion por centrifugacion a 5000 x g durante 30 minutos. Los
sobrenadantes se analizan en cuanto a proteina total utilizando reactivo Bradford y estandares BSA (Biorad). SDS-
PAGE/Tincién con azul brillante Coomassie se utiliza para analizar el patrén de la proteina en SDS-PAGE.

Ejemplo 5: Construccion de vector de expresion Trichoderma reesei

ADN del plasmido pSCMB100 digerido con Sbfl/Swal se transformé en SCF41 de Trichoderma reesei esencialmente
segun lo descrito por Penttild y col. 1997. Se utilizaron 10 yg de ADN lineal para la transformacion de 107
protoplastos. La seleccién de transformantes se realizd por crecimiento de protoplastos en placas con medio
Andreotti de Mandel con agar de recubrimiento, que contiene higromicina como agente selectivo (100 mg/l). Los
transformantes se purificaron ademas por el paso sobre placas de medio de esporulacion y re-seleccion de esporas
en medio de higromicina. A partir de micelios reproducidos, se aislé6 ADN genémico y el episodio de sustitucion se
verificé por PCR. Los transformantes verificados de ser verdaderas cepas de sustitucion se ensayaron ademas en
cuanto a la secrecion de proteina recombinante.

Ejemplo 6: Expresion de fusion de (CBH-ah) con la fusion de CBHI Talaromyces emersoniilCBD Trichoderma reesei
con etiqueta 6x His de Trichoderma reesei

Expresion de cepas de sustitucion de CBHI recombinante de la fusion de CBHI Talaromyces emersoniilCBD
Trichoderma reesei con etiqueta 6x His en Q6A Trichoderma reesei (ATCC 13631) se realiz6 en cultivos de matraz
agitado que contienen 40 ml de medio Mineral que contiene 2% de Avicel en matraces de 300 ml y cultivo a
30°C/250 rpm durante 6 dias. Los sobrenadantes se recuperaron por centrifugacion y se analizaron ademas por
ensayos en SDS-PAGE y proteina de Bradford.
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Ejemplo 7: Cribado de variantes de termoestabilidad

Las bibliotecas de mutagénesis al azar del gen de la fusion (con etiqueta 6x His) de CBHI Talaromyces
emersoniilCBD Trichoderma reesei se generaron utilizando PCR propensa a errores aplicando tampones que
contienen manganeso y concentraciones de dNTP no equilibradas en la mezcla de reaccion de la ADN polimerasa
Taq, usada para la amplificacion por PCR, esencialmente segun lo descrito por Craig y Joyce (R. Craig Cadwell y
G.F. Joyce, 1995. Mutagenic PCR, in PCR Primer: a laboratory manual, ed. C. W. Dieffenbach y G. S. Dveksler, Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, ME, 583-589). Como molde se escogieron el gen de fusion de tipo salvaje
(SEQ ID NO: 17) o los mutantes del mismo. Los fragmentos de la PCR mutados se clonaron al plasmido pPKGMe
utilizando endonucleasas Sphl y Hindlll y T4-ADN-ligasa.

Las bibliotecas de variantes del gen de fusion CBHI Talaromyces emersoniilCBD Trichoderma reesei (con etiqueta
6x His) se distribuyeron en placas de 1536 pocillos con el nimero de ocupacion de pocillos cerca de 1. La enzima se
expreso durante 7 dias en un volumen de 4 pl de medio YPG-G418. Para la evaluacion de las propiedades de las
variantes se transfirieron muestras de 2 yl de sobrenadantes de cultivo a placas que contenian una suspension de
paja molida, tampoén de acetato y beta-glucosidasa. Después de la incubacién de las placas de reaccion selladas
durante 48 horas a temperaturas definidas, la concentracion de glucosa se determind utilizando Amplex rojo en
presencia de GOX y HRP analizando el nivel de fluorescencia. Los resultados de mejor desempefio se volvieron a
cultivar y a evaluar. Los plasmidos de las variantes CBH-ah confirmadas se recuperaron (Kit de ADN genémico de
levadura ADNzol de Pierce) y se secuenciaron utilizando oligonucleétidos alfa-f (5'-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-
3') y 0li740 (5'-TCAGCTATTTCACATACAAATCG-3).

Ejemplo 8: Determinacion de la capacidad de transformacion del sustrato a diferentes temperaturas por indicacion
de la termoestabilidad de variantes CBH-ah utilizando 4-metilumbeliferil-3-D-lactésido (4-MUL)

Para la comparacién exacta de la termoestabilidad, los sobrenadantes del cultivo que contienen las variantes
celobiohidrolasa secretadas se diluyeron diez veces en el tampdn de acetato de sodio (50 mM, pH 5) y muestras de
10 pl se incubaron con 90 pl de 4-MUL (en tampdn) 200 uM en el gradiente de temperatura de un termociclador
Eppendorff de gradiente. Un gradiente de temperatura de 20°C que alcanzaba de 55°C a 75°C se aplicé a 12
mezclas de reaccion para cada muestra durante una hora. El perfil de temperatura se podia registrar después de la
adicion de 100 pl de solucion de carbonato de sodio 1 M a cada reaccion y medicion de la intensidad de la
fluorescencia a 360 nm/454 nm en un lector de placa M200 Infinite de Tecan. Para la comparacién de la
termoestabilidad, los valores se normalizaron entre 1 y 0 para el conteo maximo y minimo de la fluorescencia (Figura
7).

Tabla 6: Lista de mutantes de la SEQ ID NO: 18 con valores de IT50 mejorados.

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18 Valor IT50 (4-MUL)

1 wit 60,4+0,6

2 R446G 60,6

3 Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, E183M, D202V, S311N, D320N, T335I, D346E, 60.7
Q349R, P442S, N445D, R446G, H468Q ’

4 D346G, R453G 60,9

5 Y496F 60,9

6 T3351, D346A, T393A, D410G 61

7 T243|, T325A, V482A 61

8 N194R, T243R, Y374D, A375D 61,1
Q1L, G4C, Q28R, W40R, E65V, A72C, S86T, E183K, S192l, D202l, H203R,

9 F260C, S311N, D320N, T335l, D346G, Q349K, T392M, P442S, R446G, H468L, 61,1
V482A

10 E65K 61,1

11 T48A 61,2
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ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Valor IT50 (4-MUL)

12 GA4C, A72C, T344M 61,2
13 T243R, A375D 61,3
14 W40R, K159E, N445D 61,3
15 T344M 61,3
16 W40R, M234K 61,3
17 Q349R, T393A, P436S, N445D 61,4
18 Q349R, A354T, D373E, N445D 61,4
19 G4C, W40R, A72C, T344M 61,4
20 GA4C, A72C, N194L, T243Y, Q349R, Y374R, A375L 61,5
21 GA4C, D64N, A72C, Q349K 61,5
22 Q349R, N445D 61,5+0,1
23 W40R, T344M 61,5
24 W40R, D346A, T393A 61,6
25 N158D, G486S, Y495C 61,6
26 D320E 61,6
27 AT2V 61,6
28 E183V 61,6
29 W40R, C489R 61,7
30 AT72V, T3351, D346A, T393A, N445D 61,7
31 G4C, W40R, A72C, V313l, Q349R 61,8
32 W40R, Q349K 61,9
33 Q1L, G4C, T26N, A72C, D181N, E183K, Q349R 61,9
34 G4C, A72C, Q349K, EB5V, Q349R 61,9
35 S311N 62
36 D320V, D346A, Q349R, T393A, N445D 62,1
37 T3351 62,2
38 A72V, D346A 62,2
39 D320V, D346A, T393A, N445D 62,2
40 GA4C, A72C, N194S, T243W, Q349R, Y374S, A375G 62,3
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ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

E6G5V, Q349R

Q1L, G4C, A72C, F1791, D181N, E183K, L290H, S301C, Q349R, Q361R, D390G,

G474S, Q498K
AT72V, T335l, D346A, N445D

G4C, A72C, N194L, T243Q, Q349R, Y374P, A375V

Q1L, G4C, G23D, A72C, D111E, 1116V, K118A, D181N, E183K, V212L, Q349R,

Q362G

G4C, A72C, D346G

WA40R, T344M, Q349K

G4C, Y163C

G4C, V32G, N49S, A72C, S193L, Q349R
A72V, Q349R, N445D

G4C, A72C, D346G, Q349R

Q1L, G4C, A72C, D181N, N, E183K, 1321N, Q349R
W40R, D320V, Q349K, P436S, N445D
G4C, A72C, D181N, Q349R

G4C, A72C, Q349K

G4C, A72C, T344M, Q349K

G4C, A72C, T344M, D346G, Q349R
G4C, A72C, D320V, Q349K

G4C, A72C, P224L, F306Y, Q349R

G4C, A72C

A72V, D346A, T393A

G4C, A72C, Q349R, R446S, T456A
G4C, W40R, A72C, T344M, Q349K
AT72V, D320V, D346A

G4C, A72C, N194Y, T243L, Q349R, Y374S, A375R
G4C, A72C, Q349K, T448A, T449A

G4C, E65V, A72C, Y244H, Q349R

G4C, A72C, D202G, D320N, Q349R, A358E

73

Valor IT50 (4-MUL)

62,3

62,3

62,3

62,3

62,3

62,3
62,3
62,4
62,4
62,4+0,4
62,5+0,1
62,6
62,7
62,7
62,7
62,8
62,8 +0,2
62,8
62,9
62,9+0,6
63
63
63
63,1
63,1
63,2
63,3

63,4
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96

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18
G4C, A72C, D320V, Q349R
G4C, A72C, Q349K, S86T
AT72V, T3351, D346A, T393A, P436S
G4C, A72C, E183V, K304R, Q349K
G4C, A72C, T243G, Q349R, Y374P, A375M
G4C, A72C, Q349R, T465I
G4C, A72C, Q349R
G4C, A72C, N194V, T243M, Q349R, Y374A, A375T
G4C, D64N, A72C, Q349R, A358E, P464Q
G4C, A72C, Q349K, Q28R, S193T, Q490L
G4C, A72C, E183K, Q349K
G4C, A72C, S311N, Q349K, A455T
G4C, A72C, N194K, Q349R, Y374P, A375Q
G4C, A72C, D181N, Q349K
WA40R, D320V, Q349K, T393A, N445D
WA40R, T335I, D346A, T393A
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N327Y, Q349R
A72C, L119L, T335l, Q349R, G486D
G4C, A72C, N194K, T243P, Q349R, Y374H, A375E
G4C, A72V, Q349R, P462del
G4C, A72C, S236Y, Q349R
G4C, A72C, S311G, Q349K
A72V, D320V, T335l, D346A, T393A, N445D
G4C, A72C, S86T, M234V, Q349K

Insercion en las posiciones K159 (CGRNK) y T457 (AAATT), Q1L, G4C, Q28R,
E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

G4C, A72C, G251R, Q349R
G4C, A72C, Q349K, D320V

AT72V, T335l, D346A, T393A

74

Valor IT50 (4-MUL)
63,4
63,4
63,4
63,5
63,5
63,6

63,6 +0,5
63,6
63,6
63,6
63,6
63,6
63,6
63,6
63,7
63,7
63,7
63,7
63,7
63,8
63,8
63,8
63,8

63,8

63,9

63,9
63,9+0,7

63,9
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125

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18
G4C, A72C, E183K, Q349R
Q1L, G4C, A72C, H203R, Q349K, P442S
G4C, A72C, Q349K, G434S, G470D
G4C, W40R, A72C, Q349K
G4C, A72C, Q349R, V367A

Q1L, G4C, A6V, C50S, A72C, 1180N, D181N, E183K, Q349R, T457P, C472R,
C499G

G4C, A72C, S311G, D320V, Q349K

WA40R, T335l, D346A, T393A, P436S

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T243S, Q349R, P386S
AT72V, D346A, T393A, N445D

Q1L, G4C, A72C, K154R, Q349K, T393lI

G4C, A72C, N194G, T243F, Q349R, Y374P, A375R
A72V, D320V, D346A, T393A, N445D

A72C, L119L, Q172Q, Q349K, T488I

G4C, A72C, E183V, Q349K

G4C, A72C, E183K, N318Y, Q349K

WA40R, A221V, T449A, C483R

G4C, A72C, K92R, Q349K, N493D

M2341, G438del

Q1L, G4C, A72C, S90T, D181N, E183K, Q349R
G4C, A72C, Q349R, G459D

G4C, A72C, Q349R, Y422F

G4C, T48A, A72C, Q349R, P480S

E187K, D320V, P442del

G4C, S24N, E65K, A72C, Q349R, 1430L, G439D
A72V, D320V, T335l, D346A, T393A, P436S
Q1L, G4C, A72C, S193P, Q349K, v482I

G4C, A72C, D320V, Q349K, G443D, L492Q

Q1L, G4C, A72C, DV152-K159, D181N, E183K, Q349R

75

Valor IT50 (4-MUL)
63,9
63,9
64
64

64

64

64
64
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,2
64,2
64,2
64,2
64,2
64,2
64,2
64,3
64,3
64,3

64,4
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ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18
Q1L, G4C, A72C, Q349K
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234L, V313I, Q349R, H468R
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, 1200N, Q349R
G4C, A72C, N194K, T243Y, Q349R, A375N
Q1L, G4C, Q28R, A72C, Q349K, H468L
G4C, EB5V, A72C, Q349R
D320V, Q349K
Q1L, G4C, A72C, S311G, Q349K, H468R
G4C, A72C, T243Q, Q349R, Y374P, A375M
Q1L, G4C, A72C, D320V, Q349R
Q1L, G4C, T15S, A72C, Y244F, Q349K
G4C, A72C, E183K, D346E, Q349R
T243C, A375C
Q1L, G4C, A72C, Q349K, T392M
G4C, A72C, D202N, S311N, Q349R, N493D
G4C, A72C, N194D, T243A, Q349R, Y374P, A375Y
G4C, A72C, N194Y, T243V, Q349R, Y374P
Q1L, G4C, A72C, Q349R

G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, H203R, S311N, D320I, A340G, D346A,
QB349K, T393A, Y422F, P442S, R446S, H468L, V482A

G4C, A72C, D202N, Q349R

G4C, A72C, P224L, Q349R

N194C, Y374C

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T229M, A340T, Q349R, V491I
Q1L, G4C, A72C, D181N, Q349R

G4C, A72C, D320V, D346V, Q349K

Q1L, G4C, A72C, V152A, Q349K

Q1L, G4C, Q28R, A72C, Q349K

Q1L, G4C, A72C, Q349K, Y422F

G4C, A72C, D202V, D320V, Q349K

76

Valor IT50 (4-MUL)
64,4+0,5
64,4
64,4
64,4
64,5
64,5
64,5
64,5
64,5
64,5
64,5
64,6
64,6
64,6
64,6
64,6
64,7

64,7

64,7

64,7
64,7
64,7
64,7
64,8
64,8
64,8
64,8
64,8

64,8



ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18 Valor IT50 (4-MUL)
155 Q1L, G4C, A72C, Y1558, D181N, E183K, Q349R 64,8
156 Q1L, G4C, A72C, D181N, D247N, Q349K 64,8
157 Q1L, G4C, AB8T, A72C, Q349K, G439D, R453S 64,9
158 Q1L, G4C, A72C, Q349K, H468R 64,9
159 Q1L, G4C, D64N, A72C, Q349K 64,9
160 G4C, A72C, E183K, Q349R, P464L 64,9
161 G4C, A72C, D181N, P224L, Q349K 65+ 0,6
162 G4C, A72C, N1941, T243Y, Q349R, Y374P, A375R 65
163 Q1L, G4C, A72C, Q349K, P462L 65
164 Q1L, G4C, A72C, E183K, Q349R 65
165 G4C, A72C, S311G, Q349R 65
166 Q1L, G4C, A72C, S311N, Q349K, G463D 65,1
167 Q1L, G4C, A72C, S86T, Q349R 65,1
168 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, G231D, Q349R 65,1
169 Q1L, G4C, A72C, S89N, D181N, E183K, Q349R 65,2
170 Q1L, G4C, E65K, A72C, Q349K 65,2

Q1L, Q2P, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, S192L, D202N, H203R, S311D,

7 D320I, T335l, D346G, Q349K, T392M, Y422F, R446G

65,2

Q1L, G4C, S24T, T261, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N,
172 E183M, Q190K, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, 65,2
N445D, R446G, H468L, V482l

173 G4C, A72C, E183K, D202Y, N310D, Q349R 65,3+0,7
174 G4C, A72C, N194I, T243D, Q349R, Y374P, A375Y 65,3
175 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T456I 65,3

G4C, Q28R, A72C, S86T, E183K, P224L, S311N, N318Y, T335l, D346G, Q349R,

176 173931, P441A, P442S, R446G, HAGSL, V482l 65.3
177 |QIL, G4C, A72C, D181N, Q349K, T451S 65,3+ 0,1
178 |Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T2431, N246D, Q349R, T488 65,4
179 |QIL, G4C, G23N, A72C, D110G, 116V, L1191, D181N, E183K, D211G, D293R, 654
N3100, Q349R, Q362R, G363P, M364S ;
180 | G439V, N44OE, P441S, P442Q 65,4
181 | G431D, S431V, T433E, G434S, N435Q 65,5
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ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28R, E65V, AG8T, A72C, Y155C, D181N, E183M, P224L, S311G,
D320I1, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

G4C, A72C, N194C, Y374C
Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, Q349R, T393S
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, S485T

Q1L, G4C, G23N, A72C, V84A, D110G, D111H, IM16E, F117Y, K118A K118A,
D181N, E183K, D293R, T295S, Q349R, M364L

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, R453K
Q1L, G4C, A72C, A145T, H203R, Q349K, T403K
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, N445S
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234l, Q349R
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T465S
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T297N, Q349R
Q1L, G4C, A72C, S311G, Q349K

G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, E183K, S192I, H203R, S311N, D346E, Q349K,
T392M, T393A, Y422F, N445D, R446S

Q1L, G4C, A72C, D202N, Q349K, G486D

Q1L, G4C, A72C, S99T, D181N, E183K, Q349R, T450I
Q1L, G4C, A72C, 1200F, Q349K, L500I

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, G434S

Q1L, G4C, A31S, A72C, D181N, E183K, Q349R

Q1L, G4C, Q28L, A72C, D181N, E183K, Q349R

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, P436S

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, T233S, Q349R

Q1L, G4C, A72C, D202N, Q349K

Q1L, G4C, A68T, A72C, Q349K

Q1L, G4C, A21T, A72C, D181N, E183K, Q349R, P454S
Q1L, G4C, A72C, D346V, Q349K

Q1L, G4C, Y47F, A72C, D181N, E183K, Q349R, P436S, S461R
Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234T, Q349R

Q1L, G4C, A72C, N157S, D181N, E183K, Q349R

78

Valor IT50 (4-MUL)

65,6

65,6
65,6

65,7

65,7

65,8
65,8
65,8
65,8
65,9
66

66

66

66

66

66

66

66

66

66,1

66,1
66,1+ 0,1

66,1
66,1+ 0,1

66,2

66,2

66,3

66,3
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Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18 Valor IT50 (4-MUL)

210 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R 66,3+0,4
211 Como 1-72 de T. reesei, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A, Q349K, 66.3

T392M, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482| ’
212 G4C, A72C, N194Q, T243V, Q349R, Y374P, A375Y 66,3
213 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, 1314F, Q349R, N445D 66,3
214 Q1L, G4C, A72C, Q349K, T392K 66,3
215 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K; Q349R, T451A 66,4
216 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, M234V, Q349R 66,4
217 Q1L, G4C, A21S, A72C, D181N, E183K, Q349R 66,5
218 A21C, P429C 66,5+ 0,4
219 Q1L, G4C, A72C, D18fN, E183K, Q349R, N493D 66,5
220 Q1L, G4C, A72C, S311N, Q349K 66,5
291 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183V, D228N, S311N, N318Y, D346E, 66.5

Q349R, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T ’
222 G4C, A72C, N194C, Q349R, Y374C 66,5
223 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, A455V 66,5+0,3
224 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T400S 66,6
225 Q1L, G4C, T26l, A72C, D181N, E183K, Q349R 66,6 + 0
226 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N310D, Q349R, T392S, G463D 66,7
297 Q1L, G4C, A72C, D129N, D181N, E183K, Q190L, G266S, 1276V, Q349R, P386L, 66,7402

F427Y
228 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, D202N, Q349R 66,7
229 Q1L, G4C, A72C, Y155C, D181N, E183K, Q349R 66,8

Insercion en la posicion P454 (ATAAA), Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N,
230 E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, 66,8
R446G, H468L, vV482I

Insercion en la posicion K159 (CGRNK), Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N,
231 E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, 66,8
R446G, H468L, V482l

232 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, N246K, Q349R 67 +0,6

233 G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202I, H203R, S311D, D320N, 67 +05
D346V, Q349R, T392M, T393A, Y422F, P442S, H468Q, V482A -

234 Q1L, G4C, A72C, Y155C, Q349K 6704
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ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18
Q1L, G4C, A68T, A72C, D181N, E183K, Q349R

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, Y47F, E65V, AG8T, A72C, Y155C,
D181N, E183M, Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320I, A340S,
D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T448A, R453G,
H468L, P480S, v482I

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, S192L, D202N, H203R, S311D, D320l,
T335l, D346G, Q349K, T392M, Y422F, R446G

Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, D320V, Q349R

G4C, Q28K, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320N, D346A,
QB349R, T392M, T393I, P442S, H468L, V482I

Q1L, Q2P, G4C, Q28R, W40R, E65K, A72C, D181N, S192L, D202I, H203R,
P224L, S311G, D3201, D343A, D346A, Q349K, P442S, N445D, R446G, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, D202I, P224L, D320N, D346V, Q349K,
T392M, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183K, D202V, S311G, N318Y, D320l,
D346G, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446S, H468Q, V482T

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, D181N, E183K, S192P, D202N, P224L, S311D,
N318Y, D320V, D346G, Q349K, T392M, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183K, P224L, S311G, D320N, D346G, Q349R,
T392M, T393l, R446G, H468L, V482l

Insercion en la posicion G151 (CGRSG), Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N,
E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D,
R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, E65M, A72C, D181N, E183M, D202Y, P224L, S311D, N318Y, D320I,
T335l, D346A, Q349K, T392M, T393l, N445D, R446G, T448A, H468Q, V482A

Q1L, G4C, G23A, A72C, D110S, D111H, 1116V, F117Y, K118A, L120M, D181N,
E183K, D293H, G294A, N310E, Q349R, Q362G, M364S

Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R, T421l, G439D

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, V152A, D181N, E183V, S192L, D202N, S311N,
D320N, D346E, Q349R, T387A, T392M, T393l, Y422F, P442S, R446S, H468L,
G476D, V482I

Q1L, G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, E183V, G188C, S192T, D202Y, H203R,
P224L, S311N, D320V, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, T335l, D346G, Q349K,
T392M, T393A, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311Q, D320I, A340S,
D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, P480S,
V482I

Q1L, G4C, W40R, E65K, A72C, S86T, E183K, S192L, D202Y, P224L, D320l,
D346E, Q349R, P442S, R446G, H468R, V482T

80

Valor IT50 (4-MUL)

67 0,3

67,3

67,3

67,3+0,4

67,4

67,4

67,4

67,4

67,4

67,6

67,6

67,6

67,6

67,7

67,7+0,3

67,7

67,7

67,8

67,9+0,4



254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, E183M, Q190K
D202N, P224L, S311G, N318Y, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D,
R446G, R453G, H468Q, P480S, Y482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311G, N318Y,
D320I, T335I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482|

Insercion en la posicion P464 (THAAA), Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N,
E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D,
R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, S24T, T27Q, Q28R, N29T, V41T, G46S, Y47S, T52D,
D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A,
Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Insercion en las posiciones K159 (CGRNK) y T457 (AAATT), Q1L, G4C, Q28R,
E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28K, W40R, E65V, A72C, D181N, E183V, S192P, D202V, H203R,
S311G, D320N, D346E, Q349K, T392M, T393A, Y422F, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G139S, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G,
N318Y, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, S311N, N318Y, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, W40R, A72C, S192L, D202N, H203R, P224L, S311N, D320I, T335I,
D346V, Q349R, T393I, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, E183M, D202N, P224L, T229S, S311G, D320l,
T335l, D346V, Q349R, T393V, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28R, G30A, E65M, A72C, D181N, D202N, P224L, S311D, N318Y,
D346E, Q349K, T392M, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446S

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S68T, E183M, S311N, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, S311N, N318Y, T335I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

T243C, A375C, N194C, Y374C

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, E183M, S311G, D346V, Q349R, T392M,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, S478Y, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, S311N, N318Y, D320l,
T335l, D346E, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

81

Valor IT50 (4-MUL)

67,9

68

68

68

68

68,1+1,9

68,1

68,1

68,2

68,2+0,7

68,2+0

68,2

68,2

68,2

68,3

68,3

68,3

68,3

68,4



273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, E183K, D202N, P224L, S311G, T335l,
D346A, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, L120P, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, E183M, S311N, N318H, D320V, D346V,
QB349K, T392M, T393A, R446S, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D202N, H203R, S311G, T335l, D346V, Q349K,
T393A, P442S, R446G, H468L, V482I

M146C, G167C

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

G1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, D202N, H203R, P224L, S311D, D346G,
QB349K, P442S, R446S, H468Q, V482T

G1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D320I, T335I,
D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, Q69R, A72C, L120P, D181N, E183M, D202N,
D247N, S311G, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, Y422F, N445D, R446G,
T451S, G463V, H468Q, V482T, S485T

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183V, S192T, D202N, S311G, D320V, D346A,
QB349K, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, W40R, E65V, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, D320V,
D346E, Q349R, T393I, P442S, R446G, H468R, V482I

Q1L, G4C, Q28N, E65K, A72C, D181N, E183M, D202N, H203R, S311G, N318Y,
D320N, Q349R, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, V41T, G46S, Y47S, T52D, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D,
N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, W40R, A72C, S86T, D181N, S192T, D202N, P224L, S311G,
N318Y, D320V, D346E, Q349K, T392M, T393l, P442S, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, Q190K,
D202N, P224L, T229M, S311G, N318Y, D320I, T335l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, N445D, R446G, R453G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28K, W40R, A72C, S86T, D181N, E183M, S192I, D202Y, T299S,
S311N, N318Y, D320I, D346V, Q349R, T393|, P442S, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, T229M, G231D, M234T,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482I

82

Valor IT50 (4-MUL)

68,4

68,4

68,4

68,4

68,5

68,5

68,5

68,5

68,5

68,6 + 0,6

68,6

68,6

68,6

68,6

68,6 £ 1

68,6

68,6 + 0,4

68,6



291

202

293

294

205

2906

207

208

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, S24T, T261, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N,
E183M, Q190K, P224L, T229M, G231D, M234T, S311G, D320Il, A340S, D346E,
QB349K, D390E, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T448A, R453G, H468L,
P480S, v482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, G463V, H468L, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G,
N318Y, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, W40R, E65V, A72C, S86T, S192T, D202V, H203R, S311N,
N318Y, D346A, Q349K, T392M, T393A, Y422F, P442S, N445D, V482A

Insercion en las posiciones K159 (CGRNK), G434 (AAATG) y T457 (AAATT), Q1L,
G4C, Q28R, EB5V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, H203R, P224L, S311G, D320V, D346G,
QB349K, T392M, T393I, P442S, N445D, R446G, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

[}

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183K, D202I, P224L, S311G, D320I, Q349K,
T393V, P442S, N445D, R446S, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28K, A72C, S86T, D181N, E183V, S192T, D202N, P224L, S311G,
N318Y, D320V, D346G, Q349R, T392M, Y422F, P442S, N445D, R446S, H468L,
V482A

G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, S192L, D202N, H203R, P224L,
S311D, D346E, Q349R, T392M, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, P462L,
H468L, V482T

Q1L, G4C, W40R, E65K, A72C, Q109R, D181N, E183M, S192I, D202I, H203R,
S245T, D346A, Q349R, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, D202N, S311N, T335l, D346E, Q349K,
T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G,
D3201, D346E, Q349R, T393V, N417Y, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482I

Q1L, G4C, Q28R, W40R, E65V, A72C, D202Y, H203R, P224L, T299l, N318Y,
D320V, D346A, Q349K, T392M, T393A, P442S, N445D, R446G, H468R, V482T

G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320V, D346G,
QB349K, T392M, Y422F, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28K, A72C, S86T, E183K, S311G, D320V, D346A, Q349R, T392M,
T393l, Y422F, P442S, R446S, H468Q

83

Valor IT50 (4-MUL)

68,7

68,7

68,7

68,7

68,7

68,7 £1,1

68,7+0

68,8

68,8 +0,2

68,8

68,8

68,8

68,8 +0,2

68,9

68,9

68,9

68,9

68,9



309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D1 81N, P224L, S311N, D320N, T335l, D346E,
QB349K, T392M, Y422F, N445D, R446S, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, D202N, S311G, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311N, N318Y, T335l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, WA40R, E65V, A72C, S86T, D181N, S192T, D202N, H203R, P224L,
S311G, N318Y, T335l, D346G, Q349K, T392M, T393V, Y422F, N445D, R446G,
H468Q

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311N, D320I, D346E, Q349K, T393I,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, Q28R, D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N,
P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393l, Y422F, N445D,
R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G,
D346A, Q349K, T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, N10D, Q28R, E65V, Q69R, A72C, K92R, K118Q, D181N, E183M,
D202N, T280A, S311G, T335l, D346E, Q349K, K355Q, T387S, T393V, D404N,
Y422F, N445D, R446G, P462L, G463V, H468Q, V482I, S485T

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, E183M, D202N, S311G, D320l, T335I, D346E,
QB3409K, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183M, D202N, S311D, D320V, T335lI,
D346G, Q349K, T393l, Y422F, P442S, N445D, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, P224L, S311N, D320I, T335l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H46SQ, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N,
D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

G4C, E65K, A72C, S86T, E183M, D202I, P224L, S311N, N318Y, D320N, T335I,
D346V, Q349R, T393V, Y422F, P442S, R446S, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D202N, S311N, T335l, D346E, Q349K, T393I,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183K, D202G, Q349R

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, F306L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

84

Valor IT50 (4-MUL)

68,9

68,9

68,9

68,9

69

69 +0,3

69

69

69+0,9

69

69

69

69

69

69

69

69+1,2

69

69



328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346
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Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320I,
D346A, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183K, S192P, P224L, S311G, N318Y,
D320V, D346E, Q349R, T392M, T393I, Y422F, P442S, H468Q

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, H203R, S311D, D320V, T335l,
D346E, Q349R, T393A, N445D, R446G, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, E183V, D202l, H203R, P224L, S311D, D320V,
D346V, Q349R, T392M, T393I, N445D, H468L

Q1L, G4C, Q28K, W40R, E65K, A72C, S86T, D181N, E183K, S192L, D202I,
H203R, S311N, D320N, D346V, Q349K, T392M, T393A, Y422F, N445D, R446S

G4C, E65V, A72C, S86T, Y155H, D181N, E183V, Q190K, P224L, S311N, D320V,
D346V, Q349K, T392M, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, S311D, N318Y, D320N,
T335l, D346A, Q349R, T392M, T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, S311N, N318Y, D320I, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D181N, D202N, S311G, D346E, Q349K,
T393l, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, D202N, S311N, N318Y, D320l, D346E,
QB3409K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N10T, S24T, T27Q, Q28R, N29T, D57S, D64N, E65V, Q69K,
A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A, G349K, T392M, T393l,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, S311G, N318Y, D320I, D346A,
QB349K, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, S311G, N318Y, D320V, D346E, Q349K, T393|,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, S311N, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, D202N, S311N, N318Y, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183K, D202Y, S311G, D320N, T335I, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, R446G, H468Q, V482T

85

Valor IT50 (4-MUL)

69

69 +0,1

69

69

69

69,1

69,1

69,1

69,1

69,1+0,6

69,1

69,1

69,1

69,1

69,1

69,1

69,2

69,2

69,2



347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311N, D320l,
T335l, A340S, D346A, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, H203R, P224L, S311D,
D320I, D346E, Q349R, T392M, Y422F, R446G, H468L

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28K, N29Y, E65K, A72C, D181N, S311G, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, E183M, S311G, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202N, S311N, N318Y,
D320N, T335I, D346A, Q349K, T392M, T393V, P442S, N445D, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y,
T335l, D346E, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183V, S192T, D202N, S311G, D320V, D346A,
QB349K, T393V, P442S, N445D, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, S311N, N318Y, D320I, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, S24T, Q28R, E65K, A72C, D202N, S311G, T335l, D346E, Q349K,
T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N, P224L, S311G, N318Y, D320V,
T335l, D346G, Q349K, T393l, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, D320N, D346A,
QB349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, D346A,
QB3409K, T393I, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, E183V, S192l, D202V, D320I, T335I, D346V,
Q349K, T392M, T393I, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G,
D320I, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28K, A72C, D181N, D202I, S311D, N318Y, T335l, D346E, Q349K,
T392M, Y422F, R446G, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320N, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, T433S, P442S, N445D, R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28K, EB5V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y, D346E,
QB349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, S311G, N318Y, D346A, Q349K,
T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, E183M, D202N, D320I, T335l, D346A,
QB349K, T392M, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

86

Valor IT50 (4-MUL)

69,2

69,2

69,2+0,5

69,2+ 0,1

69,3

69,3

69,3

69,3+0,3

69,3

69,3 +0,1

69,3

69,4+0,5

69,4

69,4 £ 0,1

69,4+0,2

69,4

69,4

69,4+0,2

69,4+0,5

69,4



367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, S311N, N318Y, D3201, T335I,
D346E, Q349K, T393l, Y422F, P442S, H468Q, V482I

Q1L, G4C, E65M, A72C, S86T, E183V, S192L, D202l, H203R, P224L, S311G,
N318Y, D320V, D346A, Q349K, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, T7Q, A8S, N1 0T, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482|

Q1L, G4C, E65K, A72C, S86T, D202V, S311N, D320V, T335l, D346V, Q349R,
T392M, Y422F, N445D, R446G, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, D57S, D64N, E65V, Q69K, A72C, D181N, P224L, S311D,
N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, E183M, S192T, D202N, H203R, P224L, S311N,
T335l, D346V, Q349R, T392M, T393V, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, D202N, S311N, D346A, Q349K, T393|,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V4821, S485T

G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, T335l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, G434 (AAATG) P442S, N445D, R446G, T457 (AAATT), H468L,
V482I

G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, D202Y, P224L, S311N, D346A,
QB349K, T393I, Y422F, N445D, R446S, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, D202N, P224L, S311G,
D320I, D346E, Q349K, T393I, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, T27S, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, P224L, S311G, T335I,
D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Como 1-10 de T. reesei, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, D320l, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, E183M, D202N, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, D181N, P224L, S311N, N318Y, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482I

87

Valor IT50 (4-MUL)

69,4

69,4+0,1

69,4

69,4

69,4

69,4

69,4

69,4+0,8

69,5

69,5

69,5+0,4

69,5

69,5+1,8

69,5

69,5

69,5

69,5

69,6 £ 0,1

69,6



386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

ES 2 689939 T3

Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S90F, D181N, P224L, S311G, N318Y, D346E,
QB349K, T393l, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

G4C, Q28R, A72C, S86T, D181N, E183V, S192L, D202V, N246S, S311D, N318Y,
D320V, D346A, Q349K, T393V, P442S, N445D, H468L, V482A

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N, N318Y,
D320I, T335l, D346A, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, E183M, S192L, H203R, S311D, D320V, T335I,
D346V, Q349K, N445D, H468Q, V482A

Q1L, G4C, Q28R, T59M, E65K, AG8T, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N,
H203R, S311D, D320V, T335l, Q349R, T393A, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, K355Q, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, N318Y, T335l,
D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, T448A, R453G, H468L, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, S86T, D181N, E183M, S311N, N318Y, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, E65M, A72C, E183M, D202I, P224L, S311D, N318Y, D320V, T335l,
D346A, Q349K, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, R453G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183M, S311G, N318Y, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, S24T, T27Q, Q28R, N29T, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D,
N318Y, D320N, D346A, Q349K, T392M, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q,
V482I

Q1L, G4C, E65V, A72C, D181N, E183M, S192T, P224L, S311G, D320V, T335I,
D346G, Q349K, T393A, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D3201, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202F, S311G, N318Y, T335l,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346A, Q349R, T392M, T393l, Y422F, N445D, R446G, H468R

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, S311N, D320I, T335I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

88

Valor IT50 (4-MUL)

69,6

69,6

69,6

69,6

69,6

69,6

69,6

69,6

69,6

69,6 +0,5

69,6

69,7

69,7 £1

69,7

69,7

69,8 +0,8

69,8

69,8

69,8 +0



405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

422

423

424
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Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311N, T335l, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, S86T, E183M, P224L, S311G, N318Y, D320I,
T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, A68T, A72C, Y155C, D181N, Q190K,
D202N, T229M, S311G, D320l, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D,
R446G, H468Q, P480S, V482|

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, E183M, S311G, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, D404N, Y422F, P442S, N445D, R446G, T451S, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, P462L, H468L, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, T280A, S311G, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, Q69R, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, K275E, S311G, D320l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, E183K, D202N, P224L, S311N, D320I, D346E,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D320I, D346A,
QB349K, T393I, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Insercion en la posicion A455 (AAAPA), Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N,
E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D,
R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L,
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65M, A72C, E183M, S311G, D320I, D346A, Q349K, T393V,
Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482l

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, D346E, Q349K,
T393l, Y422F, N445D, R446G, H468Q, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

89

Valor IT50 (4-MUL)

69,8

69,8

69,8

69,8

69,9

69,9

69,9

69,9

69,9

69,9

69,9

69,9

69,9

69,9+0,2

70

70

70

70,1

70,1



425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442
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Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18

Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E183M, S311G, N318Y, D320I, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482T

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S311G, N318Y, D320I, T335l, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, S24C, Q28R, G30A, E65V, A72C, Y155C, D181N, Q190K, D202N,
P224L, S311G, T335l, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, N445D, R446G,
R453G, H468Q, P480S, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E,
QB349K, T393V, P402S, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, VV482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, E183M, D202N, P224L, S311N, N318Y, T335l,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, A21T, T261, Q28R, N29Y, E65V, A72C, Y155C, D181N, D202N, P224L,
M234T, S311G, D320I, D346E, Q349K, D390E, T393V, Y422F, N445D, R446G,
R453G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65K, A72C, S86T, D202N, P224L, S311D, D320N, T335I,
D346V, Q349K, T392M, T393V, Y422F, P442S, R446S, H468L

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183K, D202N, S311G, N318Y, D320I,
D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, W40R, E65M, A72C, S86T, E183V, S192L, D202I, H203R, P224L,
S311G, N318Y, D320V, D346A, Q349K, P442S, N445D, R446G, H468R, V482A

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D346E, Q349K,
T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, v482I

Insercion en las posiciones G434 (AAATG) y T457 (AAATT), Q1L, G4C, Q28R,
E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K118Q, D181N, E183M, P224L, D247N, S311G,
D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482|

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311N, D320I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468Q, V482I

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D202N, P224L, S311G, N318Y, T335I,
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, H468L, V482T

Q1L, G4C, Q28K, E65M, A72C, D181N, E183M, D202N, S311G, N318Y, D346A,
QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482T

Insercion en la posicion P454 (VRPQP), Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N,
E183M, P224L, S311G, D320l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D,
R446G, H468L, V482l

Q1L, G4C, Q28R, A72C, D181N, E183V, S192M, D202N, P224L, S311D, N318Y,
D320N, D346E, Q349R, T393V, Y422F, P442S, R446G, H468L, P480S

Q1L, G4C, Q28R, A72C, S86T, D181N, S192L, D202N, P224L, S311G, N318Y,
D320V, T335l, D345E, D346A, Q349K, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468Q,
H505Q

90

Valor IT50 (4-MUL)

70,1+0,2

70,1

70,1

70,1

70,1

70,1

70,2

70,2

70,2+0,3

70,2

70,2+0,2

70,3

70,40

70,4+0,9

70,4+0,5

70,5

70,5

70,5
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Mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 18 Valor IT50 (4-MUL)

Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, P224L, S311G, N318Y,

443 1D3201, D346A, Q349K, T393V, YA22F, P442S, N445D, RA46G. HAGSL, V482l 70620

444 | QIL, GAC, Q28R, E65M, A72C, D181N, E183K, D202N, P224L, S311G, D320, 0606
D346E, Q349K, T393V, YA22F, P442S, N445D, RA46G, HA68Q, V482l 620,

45 | QIL, GAC, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, S311G, T3351, D346A, Q349K, 07 £0.5
T3931, YA22F, P442S. NA45D, R446G, HAGSL, V482l 720,

s | QIL GAC, Q28R, E65V, A72C, D18IN, E183M, P224L, D247N, S311G, D320, 07
D346E, Q349K, T387S, T393V, Y422F, P442S, NA45D, R446G, HA68L, V482 :

447 | QIL GAC, Q28R, E65V, A72C, D181N, D202N, P224L, S311G, D346A, Q349K, 0.8104
T393V. YA22F, N445D, R446G, HA68L, V482 80,
Insercion en G434 (AAATG), Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M,

448 |P224L, S311G, D320, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S. N445D, RA46G. 70,9
HA68L. V482l
Insercion en T457 (AAATT), Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M,

449 |P224L, S311G, D320, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, RA46G. 70,9
HA68L. V482l

450 | QIL, GAC, Q28K, E65V, A72C, SB6T, E183K, S192L, D202N, D320N, T335, »
D346A. Q349R. T393A, YA22F, P442S, RA46G, HAGBR, VAS2A

451 | QIL GAC, Q28R E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S236F, S311G, D320, »
D346E, Q349K, T393V, YA22F, P442S, N445D, RA46G, HAGSL, V482l

45p | QIL, GAC, Q28R, E65K, A72C, D202I, P224L, S311G, N318Y, D320V, T335l, 1
D346A. Q349R. T392M, T393A, N445D, R446G, HA68L *

453 | QIL, GAC, E65M, A72C, S86T, E183V, D202I, P224L, S311G, N318Y, D320V, 11
D346A, Q349K, P442S, N445D, R446G, HABSL, V482A :

454 | QIL GAC, Q28R, E65V, A72C, K92R, D18IN, E183M, P224L, 1277V, S311G, 1
D3201. D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482 :

455 | QIL, GAC, A72C, S86T, D181N, E183K, D202V, P224L, S311G, D320V, D346E, 1
Q349R, T393A, YA22F, P442S, N445D, R446G. HA68L *

456 | QIL, GAC, Q28K, E65V, A72C, D181N, E183M, D202N, P224L, S311G, T335, 1110
D346E, Q349K, T393V, YA22F, P442S, N445D, RA46G, HA68Q, V482l 4

457 | QIL, GAC, Q28K, E65V, A72C, S86T, D181N, E183K, S192L, D202V, S311G, 1
D3201, D346V, Q349R, T393A, YA22F, P442S, N445D, RA46G, H468Q, V482 *

45 |QIL, G4C, Q28R E6S5V, A72C, S86T, D181N, D202N, P224L, S311N, N318Y, 210
D3201, D346A, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, HA68L, VA82T 2%
Q1L, G4C, A21T, T26l, Q28R, G30A, E65V, AG8T, A72C, D181N, E183M, D202N,

459 | T220M. S311G, A340S, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G, HA68Q 713

V482T

Ejemplo 9: Caracterizacion de variantes de la fusion de CBHI Talaromyces emersoniilCBD Trichoderma reesei (con
etiqueta 6x His)

Hasta un volumen final de aprox. 1 ml se concentraron 80 ml de caldo de fermentacion. Después de la
determinacion de la concentracion de la proteina (reactivo de Bradford, Biorad, Alemania, el estandar es BSA de
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Sigma-Aldrich, Alemania), se purificaron 1,2 mg de proteina con el kit de centrifugacion Ni-NTA (Qiagen, Alemania).
La fraccion CBH1 purificada se ensayd posteriormente realizando una reaccion de hidrodlisis en la paja de trigo
pretratada (pretratamiento acido). Se mezclan 12,5 mg (masa seca) de paja de trigo pretratada con 0,0125 mg de
CBH1 purificado y 40CBU Novo188 (Novozymes, Dinamarca) por mg de CBH1. Acetato del sodio 50mM (Sigma-
Aldrich, Alemania) se agrega hasta 500 pl. El ensayo se mantiene a temperaturas que varian de 50°C a 65°C
durante 48 horas y se analiza por HPLC para determinar el contenido de glucosa dependiente de la temperatura.

Ejemplo 10: Hidrdlisis de paja con proteinas variantes de la SEQ ID NO: 2 expresadas de Trichoderma reesei

Las secuencias de celobiohidrolasa seleccionadas (Tabla 7) se expresan de Trichoderma reesei como se describe
en el Ejemplo 5 por sustitucion del marco de lectura de CBHI nativo con las fusiones de secuencia correspondientes
al péptido de sefial CBHI. Las muestras de las proteinas mutantes se aislan del sobrenadante del cultivo y se
purifican por cromatografia de afinidad Ni-NTA. La caracterizacion de las proteinas se realiza mediante incubacion
de las proteinas (E) con sustrato (S) de paja pretratada con acido (contenido de materia seca del 2,5% y E/S = 0,1%
peso/peso en la reaccion) a temperaturas entre 50°C y 75°C durante 48 horas en presencia de una cantidad no
limitante de beta-glucosidasa seguido de la determinacion por HPLC de la concentracion de glucosa liberada. Los
resultados se muestran en la Tabla 7. Como indicaciéon del comportamiento, se tomé la liberacion de glucosa
después de 48 horas a 60°C y se encontro significativamente aumentada en comparacion con la proteina de tipo
salvaje. En la Tabla 7 se dan las temperaturas donde se alcanza todavia 50% de la maxima produccién de glucosa.

Tabla 7: Comportamiento de Celobiohidrolasas expresadas de Trichoderma en paja

Mutacién con respecto a la SEQ ID NO:2 Temperatura [°C] de liberacién éptima
mitad de azUcar de paja pretratada con
acido (48 h 0,1% Relacién de Enzima
frente a Sustrato (40 CBU/mg de Celulasa

BGL anadida)
1 59,3+ 0,4
2 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R 61,3
3 Q1L, G4C, A72C, Y155C, Q349K 64,3
4 G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D202N, P224L, S311G, 73,0
T3351, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G,
H468L, V482I
5 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, P224L, S311D, N318Y, 68,7
D320N, D346A, Q349K, T392M, T393l, Y422F, N445D, R446G,
H468Q, V482l
6 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, 69,3
D320l, D 346E, Q349K, T393V, Y422F, P442
S, N445D, R446G, H468L, V482I
7 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, D202N, P224L, S311G, 69,5
N318Y, T3351, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G,
H468L, V482I
8 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, S86T, E183K, D202N, S311G, 67,5
N318Y, D320I, D346A, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D,
R446G, H468Q, V4 82|
9 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320I, 68,2
D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L,
V482|
10 [Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, P224L, S311G, D320l, D346E, 68,4

QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, \V482I
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Mutacién con respecto a la SEQ ID NO:2 Temperatura [°C] de liberacién éptima
mitad de azUcar de paja pretratada con
acido (48 h 0,1% Relacién de Enzima
frente a Sustrato (40 CBU/mg de Celulasa
BGL anadida)

11 |Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D202N, S311N, D320I, T335l, 67,8
D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446 G, H468Q, V482T

12 |Q1L, G4C, Q28K, E65V, A72C, E183M, D202N, S311G, N318Y, 68,0
D346E, Q349K, T393l, Y422F, N445D, R446 G, H468Q, V482I

13 |G2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, E65K, A72C, E183M, 72,0
S311G, N 318Y, D320l, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
N445D, R446G, H46 8Q, v482T

14 |Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, E65V, A72C, E183M, 73,8
D202N, P 224L, S311G, T3351, D346E, Q349K, T393V, Y422F,
P442S, N445D, R44 6G, H468Q, V482I

15 |Q2S, G4C, A6LJ7Q, A8S, N10T, Q28R, E65V, A72C, P224L, 73,6
S311D, N318Y, D320N, D346A, G349K, T392M, T3931, Y422F,
N445D, R446G, H468Q, V482I

16 |Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, Q28K, N29Y, E65K, A72C, 71,9
S311G, T335l, D346E, Q349K, T393V, Y422F, N445D, R446G,
H468Q, V482T

17 |Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K159KCGRNK, E183M, P224L, 70,5
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, T433TGAAAT,
P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

18 |Q2S, G4C, A6L, T7Q, A8S, N10T, S24T, Q28R, E65K, A72C, 72,2
D202N, S3 11G, T335I, D346E, Q349K, T3931, Y422F, N445D,
R446G, H468Q, V482 T

19 |Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, E183M, P224L, S311G, D320l, 69,1
D346E, QB349K, T393V, Y422F, P442S, N445D, RA446G,
P454PVRPQP, H468L, V482l

20 |Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, K15 9KCGRNK, E183M, P224L, 68,2
S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F, P442S, N445D,
R446G, H468L, V 4821

21 |Q1L, G4C, S24T, T26l, Q28R, N29Y, G30A, E65V, A68T, A72C, 70,2
E183M, Q190K, P224L, S311G, D320I, D34 6E, Q349K, T393V,
Y422F, P442S, N445D, R446G, H468L, V482I

22 |SEQID NO: 12 58,6 + 0,4

Ejemplo 11: Rendimiento de las variantes de la SEQ ID NO: 5 con termoestabilidad mejorada

Las técnicas de PCR se usaron para la transferencia de mutaciones seleccionadas en el esqueleto de la SEQ ID
NO: 5, tal como se deduce de las mutantes cribadas de la SEQ ID NO: 2 con rendimiento superior. La proteina
expresada de Pichia pastoris se tomé del sobrenadante del cultivo y se probé su Capacidad de Transformacion del
Sustrato por el procedimiento dado en el ejemplo 8. En la tabla se dan los valores IT50 calculados para el substrato
4-MUL. En estas condiciones se encontré6 una estabilidad ligeramente superior de las proteinas sin CBD en
comparacion con las proteinas de fusion. Los resultados se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8: Comparacion de los valores IT50 de las mutantes de la SEQ ID NO: 5y de la SEQ ID NO: 2

Patron de mutacion con respecto a la SEQ ID NO: 5 IT50 de la mutante de  |IT50 de la mutante de
la SEQID NO: 5 la SEQ ID NO: 2
original original
1 wt 61,3 60,4+0,5
2 G4C, Q28K, E65M, A72C, S86T, E183M, D 202N, P224L, 70.0 69,5
S311G, T335l, D346E, Q349 K, T393V, Y422F ’
3 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, D181N, E18 3M, P224L, 720 69,8+0,8
S311G, D320I1, D346E, Q349K, T393V, Y422F ’
4 Q1L, G4C, Q28K, E65K, A72C, D181N, E18 3M, S311G, 70.3 70,1+0,2
N318Y, D320I, T335I, D346E, Q 349K, T393V, Y422F ’
5 Q1L, G4C, Q28K, EB5V, A72G, D181N, E18 3M, D202N, 719 71,110
P224L, S311G, T335I, D346E, Q349K, T393V, Y422F ’
6 Q1L, G4C, Q28R, E65V, A72C, G 151GCGR SG, D181N, 68,2
E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, 72,7

Y422F

Ejemplo 12: Influencia de diferentes dominios de unién a celulosa sobre los valores de IT50

Para evaluar la intercambiabilidad de las CBD un mutante estabilizado de la SEQ ID NO: 5 (Q1L, G4C, Q28R, E65V,
A72C, D181N, E183M, P224L, S311G, D320I, D346E, Q349K, T393V, Y422F) se conectd con una serie de dominios
de unién a celulosa y regiones enlazadoras de celobiohidrolasas de diferentes fuentes por OE-PCR. Las secuencias
codificantes resultantes (SEQ ID NO: 21, 23, 25, 27 y 29) se clonan con un vector de expresion de Pichia pastoris
para la expresion de las correspondientes proteinas de fusion segun las SEQ ID NO: 20, 22, 24, 26 y 28). Los
valores de IT50 para las variantes se evalian como se describié anteriormente y se enumeran en el Tabla 9.
Solamente se observaron pequefias influencias de diferentes médulos de CBD sobre la estabilidad.

Tabla 9: Comparaciéon del comportamiento de diferentes fusiones CBD con sus enlazadores con variantes
estabilizadas y no estabilizadas de la SEQ ID NO: 5

Temperatura [°C] de
liberacién 6ptima mitad

Listado de | Listado de . IT50 [°C] de azulcar de la celulosa
: . Origen de i -
secuencias | secuencias | -1\ cBp (ensayo 4- (48 h, relacion de Observacion
de ADN | de proteinas y MUL) enzima frente a sustrato
del 0,1% (40 CBU/mg de
BGL celulasa afiadida)

1 1 2 T. reesei 60,4 +0,5 57,4+0,5 Nucleo no
estabilizado (tipo
salvaje)

2 21 20 C. thermophilum 69,5+0,5 65,6

3 23 22 P. chrysosporium 69,3+0,2 65,6

4 25 24 P. janthinellum 68,4+1,2 65,0

5 27 26 I. lacteus 68,8+ 0,1 65,2

6 29 28 T. reesei 69,8 +£0,8 65,0+£0,7 Nucleo estabilizado
y regién enlazadora
de CBD
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Tabla 10: Listados de secuencias (Perspectiva)

SEQ ID NO

SEQID NO 1

SEQID NO 2

SEQIDNO 3

SEQID NO 4

SEQIDNO5

SEQIDNO 6

SEQIDNO7

SEQIDNO 8

SEQIDNO9

SEQID NO 10

SEQID NO 11

SEQID NO 12

SEQID NO 13

SEQID NO 14

SEQID NO 15

SEQID NO 16

SEQID NO 17

SEQID NO 18

SEQID NO 19

SEQ ID NO: 20 a 41

SEQ ID NO 42

SEQ ID NO 43

Acido
nucleico [N]
/Proteina [P]

[N]

[P]

[N]

[P]

[P]
[N]
[N]
[P]
[N]
[P]
[N]
[P]
[N]
[P]
[N]
[P]

[N]

[P]

[N]
[N]

[P]

[N]

Descripcion

Secuencia codificante para la fusion CBH Talaromyces
emersoniilCBD Trichoderma reesei que incluye el péptido de sefial
de factor alfa.

Secuencia madura de emersonii/CBD
Trichoderma reesei

CBH Talaromyces

Secuencia codificante de la fusion de CBH-a con péptido de sefal
CBHI Trichoderma reesei

Dominio de union a celulosa CBHI Trichoderma reesei y secuencia
enlazadora

CBHI Talaromyces emersonii

CBHI Talaromyces emersonii

CBHI Humicola grisea

CBHI Humicola grisea

CBHI Thermoascus aurantiacus

CBHI Thermoascus aurantiacus

CBHI Trichoderma reesei

CBHI Trichoderma reesei

CBHI Trichoderma viridae

CBHI Trichoderma viridae

Fusion CBHI Humicola grisea/CBD Trichoderma reesei
Fusion CBHI Humicola grisea/CBD Trichoderma reesei

Secuencia codificante para la CBH Talaromyces emersoniilCBD
Trichoderma reesei que incluye péptido de sefial de factor alfa y
etiqueta 6x His.

Secuencia madura de péptido de fusion de CBH Talaromyces
emersoniilCBD Trichoderma reesei con etiqueta 6x His

CBHI Humicola grisea, secuencia codificante alternativa
Cebadores de oligonucledtidos utilizados con esta invencion

Mutante de CBH Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa
| Chaetomium thermophilum con etiqueta 6x His

Secuencia codificante para la CBH Talaromyces emersonii con
etiqueta 6x His Mutante de CBD celobiohidrolasa | Chaetomium
thermophilum
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SEQ ID NO Acido Descripcién
nucleico [N]
/Proteina [P]

SEQ ID NO 44 [P] Mutante de CBH Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa
Phanerochaete chrysosporium con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 45 [N] Secuencia codificante para el mutante de la CBH Talaromyces
emersonii con CBD celobiohidrolasa Phanerochaete chrysosporium
con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 46 [P] Mutante de CBH Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa
Penicillium jantinellum con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 47 [N] Secuencia codificante para el mutante de la CBH Talaromyces
emersonii con CBD celobiohidrolasa Penicillium jantinellum con
etiqueta 6x His

SEQ ID NO 48 [P] Mutante de CBH Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa
Irpex lacteus con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 49 [N] Secuencia codificante para el mutante de la CBH Talaromyces
emersonii con CBD celobiohidrolasa Irpex lacteus con etiqueta 6x
His

SEQ ID NO 50 [P] Mutante de la CBH Talaromyces emersonii con CBD Trichoderma
reesei mutado con etiqueta 6x His

SEQ ID NO51 [N] Secuencia codificante para el mutante de la CBH Talaromyces
emersonii con CBD Trichoderma reesei mutado con etiqueta 6x His

SEQ ID NO: 1

cagcaggoogicacygaecacggcagsgaaccacacgeecctgacatggecaggaatgcacegococrtgogaactyge
accacecagaacggggeggtegitottgatgegasotggogttaggotgecacgacgtgaacggatacaccaactge
LacacggygeastacciygyacoocacgtactgcrcigacgacygaaaColgogulaygaaltgiycycnyuacqgygc
goggattacgageygracrtacggaegtyactiogtegggeagerocttgaaacticat i togtcacegodgtagsac
gtogoateecototctacctgetgeaggacyactcgacotatcagatottocasgctoctgaaccgogactteage
thtgacgtagatoltetlecaatocticogtgeggattgaasgacoctetgta
gzegtygcecaagtacccgaacaacaagactggtgccaagtacgsaacogy ttgogactoocaatgoetacyg
gacctocaagttocatogacggegaggocaacsiegagggetggcageogict togaacaacgoccaacaccggaatt
ggceaccacaggehootaetgtgeggagatggatgtctgegaagraaacageatctecaatgeggtcactcogean
cogtgegacacgccagoooagacgatgrgcterzggagatgactgoggtggearatactctaacgategotacgoy
ggaacctgeogatectgacggergtgasttcaacecitacegeatgggeaacachoett coctacgggectggeasy
atcategataccaccaagoocttcactgtegtgacygeagtrecbeactgatgatogiacyyatactggaactote
agcogasatcaagagritctacatocoagaacageasogtcattcagoageccaacteggadateaglyecgtgace
goceactogatcacgacsgagtnet geactgetcagasgecagooot b ugyegacacggacgact et ot cageaa
gytggectgaccaaratagygageqgyeeatgeagdagggtatggroctagtgatgagiigtgggacgactacgee
gogcagatgoetgtyolbogattocgactacoogacygge LYCYgatecCacgacooetgyrattgreogtgcaace
tgtecgacggactogegogtoccateggatgtocgagtogoagacocceaacicoctacetgacctant
aagtttgeteegatoggtageacaggraatactbcaggtgotaatectocaggtggaaacagaggaacaacoacsa

actagaagaccagctactacaa
ggttactozggroacactaoint
taatgataz

;
Secuencia codificante para la CBH-a (madura)

SEQID NO: 2
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QUAGTATAENHPPLTWOECTA LGS CTTONGAVVLDANWEWVHOVIGY TNCY TENTWDETYCPDDETCACN CALDS
ADYEGTYCEVTSSE8SLELNVTGENYGSRLYLLQUDE TYQI FRKLLNRIFSFOVIVSNLEP CELNGALYFVAMDADG
GVSKYPNNKAGAKYSTSYCDSQOUPRDLEFIDGEANVEGWQESENNANTGCIGDHGSUCAEMOVWERANS T ENAVTEH
PCDTEGOTMCSGEDCOGTY SNDRYASTCOPDGCDFNPYRMCNT SFY PG I IDTTHRPFIVVTOF LTDDGTDTGTL
SEIKREFYIONSNVIPQPNSDIZGVIGKS ITTRFCTAQKOAFGLTDDFSQHGGLAKMGAAMOOGM VL VSLWDDYR
AQMLWLDSDYPTLADP TT PG IARGTCRPTDSGVRPSDVESQSPHSYVIYENIKFGP ICSTSNE SGGNPPGGENRETTT
TRRPATTTGESPGPTOSHYGQUGGIGYSEPTVCASGTTCOVLNPYYSCCL

Secuencia madura de CBH-a

SEQID NO: 3

atgtatcggaaglttyggecgtocatcteggecttettggueacaget egtact cagcaggecggoacggogacggeda
Jagaaccacoogeoodigacategeaggaatgeaceucdooogggagctgeaccacecagaacgougeggtagnt
cotgatgegaactogogttougtgeacyatgbgaacggatacaccaactaotacasgygeaatacctgggaccoo
acgtactygccotgacgacgasacctgogeccagaactgtgegetragacgacgcggatiacgagagcaccacgge
gtgacttogrogggeageteccttgaaactcaactiagivaqagyygicgaacgicggatecogtetotanauguty
caggacgastogacctatcagatotocaagetoctgaacegogagttcagetttgacgtecgacgtcteocastett
cogtgeggattgaacggogetctgtactitgbagocatggacgeogacgygcggaguetacaaghracccgaacaac
aaggctggtgoraagiacggaacogggrattgogactocaattguecacgggacctcaagttcatogacggegay
gooaacghagagggoiggrageegtettegaacaargecaacaccggaabggegaccacggenccigonotngeg
gagatggatotctgggaagecaaacascabetcraatgegotcactcecgeaccogtgogaracgicaggccagacy
atgugelotggagatgactgegytagracatacttiaacrategriacgogggascotgoganeditgacggetgt
gacticaaccoctracogeatgggeaacacitcticctacggygeonggraagatcatecgataccaccaageeclue
aftgrogtgacocagrtectcactgatgatggtacggatactggaact ot cagegagatcaagegetootacata
cagaacagcaacgtecatrtocgrageecaadtogeacatragtacegtgacoggtaactacateacgasgygactta
tgcactgoicagaagcaggoctttggegacacggacyactiotetcageacgghggectggeccaagatgggagey
cgeecatgeagecagoghatggtootggtyatgactttgogggacgactacgaogogecagatgetotggttyggatiaa
gactaccogacogargaeggascoracygacrectggtattgocecgiggaacgtglecgacgoactocaagogtecea
ceggatgtogagtegecagageoccaacicetacghgacctactcgaacattaagtitggtorgatocggtrageaca
ggtaatcctocagotyggtaatecteoraggtggaaacagaggaadaacygacaactagaagaccagotactazaact
ggttcaaghocaggtecaactecaatracactacggtcaatgnggtyggtataggttactoctggtecccactgnntge
gcttoctggtactacttgeccaagtictgnaccontactactoacag-gtctageitctgeacatcatcaccaccac
cattaa

Secuencia codificante de la fusion de CBH-a con péptido de sefal de CBHI Trichoderma reesei

SEQID NO: 4
GSTGNPSGGNPPGGNRGTTTTRRPATTTGSSPGPTQSHYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCQVLNPYYSQCL
Dominio de union a celulosa CBHI Trichoderma reesei'y secuencia enlazadora

SEQID NO: 5

QUAGTATAENHPPLTHOECTAPGSCTTONGAVVLDANWRWYHOVNGY TNCY TCNTWD PTYCPODET CAQNTALDG
ADYEGTYGVTSSGES LKLNFVTCENVHSRLY LLODDS TYOI FKILNREFS FEVOVENL PCOLNGALY FVAMDADC
GVEKYPNNEAGREYGTGYCLSOCPRDLKF IDGEANVEGW P SSENANTSICGODHESOCAEMDVNZANE I SNAVTEH
PUDTPGQTMCSGEDCGETY SNDRYAGTCDEDGCDFN R Y RMENTEFYGESKI IDTTERPF TVVTQF LI ODG I DTGTL

SEIKRFYIONSKVIPOPNSDISGVIGNS L TTEFCTAQRQAFGOTDLF SQHGSLAKMBARMOQGMVLYVMELWDLYA
AQMLWLDEDYFTDADFTTPGIARGTCPTDSGVESDVESQSPNEYVT Y SNIKFGR INSTFTAS

Secuencia CBHI Talaromyces emersonii (CBH-b)

SEQID NO: 6
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atgagatttocticaatotifactgragtittattcgeageatocctoercattagetgetesagtcaacactaca
acadgaagatgaaacggracaaattocggetgaagetgtcateggttacttagat ttagaaggggatttogatett
gerghtttgosattttocaacageacaaataacggottattotttataaatactactartgorageattgotget
aazgaagaaggogtatoniiggarasacgtgadygogdaszgcanectciCaAGragygooggracggoiacggoagan
zaccacccgeocetgaratggoaggaasgcacogeccotggoagotgcaccaccoagaacygyggueggiegtbett
gatgegaactggegllgggbgcacgatgtygaacggatacaccaactgetacacgggraatacctgggacoccaca
tactgeoctygacgacgaaacetgegoccagaeactglgegetlogacggeceggat tacgagggcacctacggoata
acttegtegggeagetoctigasacteaacttogtcaceggetegaaceteggatcongtotctacctaoctgeag
gacgactcogaccratoagatotocaagottctgaacogegagttcagetttgacgtogatgtotaraatottece
tgoggattgaacggogototgtachitgtogecatggacgocgacggoggogigt coaagtaceogaacaacaag
getggtgocaactacggaaceggghatogegactoccaatgoooagggoacoicasgt T cat cgacygegagace
sacglLegaggyetgycageogtcttocgaacaacgecaacaceggaattogogacoacggot aotgetgtgeygas
atagatogtetgogaagoaaacageateticcaatgeggteactecgraccegigrgacacgccagdgocacacdats
tgctetggagatgactgoggtggracatactetascgatcgctacgeggeaacctgegatootgacggctgtgac
ttcaacectiacouratyyygcaacactictticlacgygucctygcaagatcaccgatacoaccaagoooiTcact
gtegtgacgragttocroactgatgatggracggatactyggaacictecagegagatcaagogottotacatocas
aacagcaacgtcattocgeagescaacieggaratcagtggegtgaccggecaactogatcacyacggagtootac
actygcteagaageagygectioygygegacacggacgactictetcagcacggtggoetggccaagatgygagrogec
atgeagcaagggtartggtoatggtgatgagtttgrigggacsactacgeogoegeagatyctgzggttggattcagas
tacccgacggatgcggaccecacgaceoctggtattgoecogtggaacitgtesgasggasiogggegtcccateg
gatgtcgagtogeagageoceaacteczacgtgacctactegaacattaagtinggtoagatcaanicgacctte
acogoettogtgatan

Secuencia codificante de CBHI Talaromyces emersonii fusionado con el péptido de sefial de factor alfa

SEQIDNO: 7

QUAGTITAENHPRMTWERCSGEGNCQTVOEEVVIDANWRY LHNNGOK CYEGHKW I SCCSSATDOAQRCALIGAN Y
QST GAST SRS L TLKEFVTKARYGTNICS Y LMANON Y OMPTLMITNEFAFDVDLEKVECGINSALY FVAMEE
GGMASY PSNRAGEKY GTGYCDACCARD LR P IGGRAN I EGHRP STHD PRAGVGEMGACCAR I DVWESNAYAYAFTD
HACGSIKNRYE ICETNNCGETYSDDRFAGY TOANGUILYN2YRMGNEDFYGECKTVDTRRKFTVVSREERNRLIAQFF
VODGREIEVFPPTWEGLENSADITPELCDAQFRVTDDRNRFARTGGFDALNEALT I FMVLVMS IWDDHHSKMLWL
DESYPPEKAGLPGGDRGEFCETTSGVPAEVEAQYPDAQVVHSHIRFGRIGSTVNY

CBHI Humicola grisea (CBH-d)
SEQID NO: 8

atgagatitoctteaattitoactgragttttattcgeagecatcotangeattagotgotocagtrcaacactaca
acagaagatgaaatyygcadaaabocegygoiyaagegbcatogygttacttagatitagaaggggatttevatgty
gotgttttgocattttoraacageacaaataaoggettattgittatasatactactattgesagrattoetget
asagaagsaggggtatctitggataaacgtgaggegaaageaccectiotcageaggeiggtadattactoctygay
azaccoacoraagaatgacctggaagagatgetetggtecaggaaactgtragaccgttcaggycyaggt tgtgatt
gacgctaattggagatggntgeacaacaanggocagaactgitacgagagtaataagtggacotekcagtgitet
tctactaccegactgigetcagagatgtgeotitggacogtgecaactaccagtotacctacgyogotictacctet
ggtgactataigactotogaagtiogtitaccaageacragtacguaaccaacatoggotatagattataccteaty
gecaaccagaacaagracragatgticacoctgatgaacaacyagttogecotigacgbtgaccigtctaagoty
gagtgcggtatcaactotgecctgtacttogttgetatggasagagsgarcgtggaatgygottettacecatetaac
agagcoegetgotaagracggtacigygttactgtgacgaccagtotiyatagaganatgsagi tcatogat gyaaag
geoascattjaggitiygagaciatetacaacgacecaaargciggtgitggtocaatyggagotngttgtoee
gagattcatgogtgggagrnetaacgethtacgoonacgetittiacoccacacgettacggttctaagaacagatac
cacatctgegagaccaacaactgiggtggaaccractotgacgacagat togetggatactgegacgetaacgat

tgtgactacaacccatacagaataggraacaaggacutotacggrcaagygaaagaccgitgacaccaacagaany
tteaccgtggtgtogagat tcgagagaaacacactgbogeagttet tigtgracgacggcagaaagattgagate
ceaccaccaacttggocaggattgecasactoigoegacattaccocagagrtgrgtyacyeteagttcagagtyg
ttegacgacagaaasagatiigetgagaceggtagttitgacgetttgaacgagyatetgacecatbecaacggty
ctgotgatgtctatttgggacgaccaccactctaacatgtigtagotgecactottotTacccaccagagaaggcl
goattgeraggtggtsacagaggaccatgtccaactactteggatgtoocagetgaggitgaggekecagtaceea
gacgctcaggttghagrggtogaacatcagattcggoccaatecgygttotacegtgaacgtgtaa

Secuencia codificante de CBHI Humicola grisea fusionada con el péptido de sefial de factor alfa
SEQ ID NO: 9

heagtvtaenapsliwggessggsctognokvvidanwrwvhcoasgytnocyvtgntwadtsicpddvtcagacaldy
advegtvgvttsgralrinfvtgssgknigsriyvligadttygitkllggeftfdvdvsnlpeglngal vivard
adgnl skypankagekyctgyadagoprdlkfingganvegwepsandpnagvgnhgsacaamndvweansistay
tphpcdipgatmegaddeggtysstryagtodtdgedinpygpanhsfygpgkivdesszizvvigfitddgtps
gtlteikrfyvagngkvipgseatiosgvbtgns treveragkasafdntgffthoglgkisgalagamvlvmslwdd
haanmiwldstyptdadpdtpgvargtepitagvpadvesgnpnsyvivesnikvgpinsoitan
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CBHI Thermoascus auratiacus (CBH-e)

SEQ ID NO: 10

atgagatticcitcecaatttttactocagttttathageageatortocegeattagetocteccagtecascactaca
acagaagatgaaacggeacaaattocogectgasgrrgoateggitacitagatttagaageggatthtogatgts
getattttgenatbotecaacagracaaataacgggttattettiatasatactactattgeocageattoctoet
aaagaagaaggogtacctttggatasacgtgagycogaagcaccet ctcacgaggocggtacegtaacegcagag
satcaceccttcoctgacctggcageaatgetccagoggecgtagttgtacracgeagaatggaaaagtogotatc
gatgegeaactygegtitygggtecataccaccteoggatacaccaacttyrtacacgggeaatacgtygggacaccagt
atctgtccazacgasetgazetyigetdagaartebgect togatggaseggat tacagtygyeansiatggrart
acgaccagtggcaacgeccngagactgaacttigbecacceeaaget cagggaagaacattggotagegectgtac
citgctgcaggacgacaccaciiatecagatcttcaagotgotgggtoaggagroracaeitogatgicgacgtetes
aatotoccttgegagoteaatggegooototacttigtggecatggacgcegasgocaatltitglocaaataceot
ggcaacaaggcagaagetaaytatyygeactggtcacigegactetcagtgeocciocgggatctcaagtucatcaac
ggrcaggccaacgitgaaggctggeageegiotgarasngacacasatygeeygoogitggtaaccacggthoatag
tgogolgagatgoatgtotggoaagocaacagoatetoctactgaggtgacgcctcacecatgegacaccesagge
cagaccatgtgecaggeagasgactgtggtyggas accccteocactecgatatgetggtacgnacgacac
ggctocogactteaatecttaccagecaggcaaceaciaygtitctacggoecogaggaagatcgtcgacactage e
aaaTtcaccegteogtcacecagttocatcacecacgacgggacacactocgygcacectgacggagatcaaacgantd
tacgtogagaacggeaagotgateccccagbocggagtocgacgatoagoggegtoacegucaactecaateaccace
gagTattgcacggoccagaaggcagecttcgacaacancggettettcacgcacyggegogettcagaagatcagt
caggcteonggchoagggeatggtocteghcatdayentygtyygacgatcaggecgoeaacaigenotggoetlogad
ageacttacogacigatgoogactoegacatcccigoogtogogogeyulaccigecetacgacotcogaegts
coggergangtggagtegeagaacoccgattcatatgztatectartccaacatocaagotcggaceccatcaactog
accttcaccgaraactaa

Secuencia codificante de CBHI Thermoascus auratiacus fusionada con el péptido de sefial de factor alfa
SEQ ID NO: 11

atgagatitcoctteaatttitactgecagttttattogrageatcoreograttagotgecticcagtcaacactaca
acagaagatyacacaycacaaattecgectgaageigtcategottactitagat ttagaaggggatttosatght
cetgtttogocattttoraacagracaaataatyygitaztgtitatasatactactattgocaguattgectyge:
azagaagaaggagtatottiggataaacgtgaggrggaageaccotcrtragottgtacactgraateogagact
catccaztbotsacgtyygeasaagtgtagtictyggoggaactgtatticaacacactygrtagbtg-egtgatagat
getaactggagatagazacatgoaacgascbelttcaaciaactgetacyatggtaacacetggtattetacatty
tgtoctgacaacgaaacctgogotaagaactgtigtettgatygagecagettacgeaagtacatatggtgtgact
acctctggtaacagectttccatiggttotgtaaccragteggoticacaagaatgttggigctagattgtacete

atggottcagacaccacataccaggagtiltaccttgttaggaaacgagicctetttegacgtagatgtgteteag
ctaccatgtggattgaatggagoctogbactitgtctcaatocacgcagacggagdtgtttcaaaghacoctact
aacacagetgytactaagtatgyaaciggatactgegattictcaatigoecaagagaccigaagtitcateaacygga
caageraacgricaagattgggaacettctagraacaacgcaaacactyggaattggtiagteatggttoctigergt
tcagagatggacatrttgggaagercaactacaltcagtgaagettigactccacanceatygeacaactgitgggraa
gaaatttgcgaasgtgatgyttgtggrggcacttactotgataatagatacggocggaacatgtgatocagatgga
tgtoattagaacocatacagactgagtaacacttogttitacgraceaggttectooocttcactctagacaatanyg
aagaagttgactgtggteacccaattitgagacttctyggtoccattaaccgatactacgrgragaacggagttact
ticcaacagorasacgctgaattggghagtiactagygcascygagcttaacgatgactactgeactyctgaagaa
gcagaatttggrggatcttectiticggataagagtggattgacdeagttcaagaaagctacctctggtgoaaty
gtictagtcatgagtetgtgueacgatiactacgrtaacatgetttgetrggactetactiacectacaaacgag
acatcttctacticctggtgctctaagaggtagetgttatacatctuctggacttozageecaacttgagactcaa
agtcocsaatgecasggteacoctetoccaacatcaagttoggancaattegtageacaggtaatonttoaggtgygt
aztactocagglygiasaagaggaaczacgacaaciagaagaccagetactacaactgotteaagtcaagotaca
actcaatcacactarggtoaatgtggiggtatagettactotggtoccactghttgtgoticoggractacttge
caagrtotgaaccerntactactcacagtotoetagettotgoacaccateatcatcatcattaatyataa

Secuencia codificante para la CBHI Trichoderma reesei (CBH-c), que incluye péptido de sefial de factor alfa y
etiqueta 6x His.

SEQ ID NO: 12

CeARCTLOSETHPPLTWC KOS SGOTCTROTGSVV I DANWREWTHATNS STHCY DGR TWS STLCPDNETCAKNCCLDG
AR ASTYGVTTSCGHELEICFV TR A KN VEARLY LMASDTTYQR F TLLONEFSFLVOY SQLPIGLNCALYFVEMD
ADGGVSKYPTNTAGAKYGTEYCDEQCPRDLEF INGRANVEGWEPSSNNANTG I GGHES CCSEMDIWEANST SEAL
TEHPCTTVGQEICEGDGCGETY SDNRYGGTCDPDGCDWN FY RLGN T SFYGPGS SFTLOTTKKLTVVITOFETSGAL
NRYYVONGVTFQOFNAELGS Y SGNELNDDY CTAERAEFGGSSFEDKCECLT QFKKATSGEMV L VMS LWDD Y Y ANML
WLDSTYPTNETS S TPCAVRGSCE TS SGVPAQVESQSPHARVITFSNT KFGP IGSTONPSGONPPGGARGTTTITRRY
ATTTGSSPEPTQEHYGRCGCIGY SCPTVCAESGTTUQVINPYYSQCL

CBHI Trichoderma reesei (CBH-c)
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SEQID NO: 13

atgagatttecelicaattictactgeagttttattegeaccatecctocgratbagetgatecagtcaacactaca
atagaagatgaaacgacacasatIocggctgaagctygtcateggttacttagatttagaaggagar-tegatgtt
gotgtitTgecatittocaacagcacaaataacgggttattgtttataaatactactacigocagcattgetget
aasgaagaagugutatoittogataaacygrgaggocgyaageacceteicaatetgetigeaccttgragtatgas
acTcacoraccattgacetggoagaagtgitot tetggoggtacttgtacteagoagaceggttotattgttate
gacygcraactogagatogactocacgltactaactctcetaccaactactacgacggtaacacitggtegtetace
ttgtgtosagacaacygagacctgtoscaagaactghighrorggacgstyctgottacgetbctacatacgotgtt
ancacctatgetasctegetgbctategettregttacccagticigeccagasaaatgttggteccagacugnac
ttgatggecttectgacaccacctaccaagastitaccctgotgggraacgagttotaittegacagtggacgtttct
caactgccatgtggactgaacogtgoeoctgtatrcatttctatggacygctgacgotygtygttetaagtaccra
accaacaccgotggtgctaaatacggaacoggotacngegathdlagtgacraagagacetgaaghtcatcaas
ggacaggctaacgttyaasygaligggageoatciLciaacaacgdtaacacegygtariggtgotcacggttettge
tgttetgacatggacatetygggaggoaaactotattzoctgacectttgaccecacacacatotactac-gtoagt
ciagagatctgtgacggteataggtbtatggragracttactoegyataacagatacggtggtacttgtgacecasac
sottgtoatboggeacocatacagactgggtaacanctotttoracggrocaggaltcitcttttacootgganracs
accaagaagttgaccegtigttaccoagtttgagacctectagtgecatcaacagatactacgtocagaacggtgrt
actitocagecagocaaacgctgaartgagatottactotoglaacggactgaacgacgactactigtactgrtgay
gaagetgagtieggtggttartetttetotgacaaggytegactgacocagtttaagaaggotaco T ocigyegya
azggtaotgottatgtatttatgggacygactactacgetaacatgetgrggettgactectacetacocaactaac
gagacctettotaccocaggtigotgttagaggatattgototacctettctggbgttecagetoaggttgagct
cacgtctccagacgocaaggtgacorictotaacataagtteggtccaateggttctastggtgacceateiggt
ggtaacccaccaggnggasacccacctggtactaccactaccagaagasragatascaceactegitottctena
ggtoeaacocaatoicactacsegteagtgtyggrggtattggttactctggscoaacegi ltgtgettotggaace
accngtecaggttctgaacccatactactegeagtgectgtaa

Secuencia codificante para la CBHI Trichoderma viride, que incluye péptido de sefial de factor alfa.

SEQ ID NO: 14

QSACTLLSETHP PLTWQKCSSGUTCTQQTGEVVIDANWRW TEATNS S TNCYDGRTWSSTLCPONETCARNCCLEG
ARTASTYSVITEGNSLE IGFVISAQENVEAR LY LMAS DT TYCEFTLLGNEFEFDVDVEOLPCGLNGALYFVIMD
ADGGEVSKYPTNTAGAEY GTGYUCDEQCPRULEF INGQANVEGHEPS SNNANTCIGGHGE CCSEMPDIWEANS I SEAL
TPHPCTIVGEQE ZCEGDCCGEL Y SDNRYCETCDRDGUDWDRPYRLONT SFYGPESSFTLD T TER LTV IRFETSGAL
NRYYVCNGVTTOOPHAELCSY SGNGLNDLY CTAEEAEFGGE SFEDKGSLTQFKKATSGOMVLVMELWDD Y Y ANML
WLDSTYPINETSSTPGAVRGSCSTSSCVPADVESQSFNARVTFSNIKFGPICSTGDPSGEHNFPCGEGNPPEGTTTTRR
PATTTGESPAPTQSHYGUGGIGYSGPTIVCASGTTCQVLNPY YSQUL

CBHI Trichoderma viride (CBH-f)
SEQ ID NO: 15

atgagattoochtgaatrtttactgeagittattogoagoatoctecgrattagetgetecaghcaacactaca
acagaagargaaaccgracaaattocggcrgaagoigtcateggttacttagatttagaaogogatttegatgte
gotgttttgecattttioccaacagrazaaataacgggtiattgtttataaatactactattgeocageatsgetgat
azagaagaaggggtatctttggataaacgtgaggcggaagcatgctegecageaggetggtracaattacigetgay
aaccatccaagaatgacgtggeagagatgtactggtecaggaaactotcagastgttcagagtgaggtoa-gata
gatgctaactggagatgotigeataacaacgaoccagaactgotacgagggraacaagrggacctetcagtgttct
cetgetacegactgogetcagacangrgatettgatggagaaaaciaccagagracatatggrgantatgoctct
ggtgacagectbaccectgaagttigtaaccaagqeacgagtacggaaccaatatoggtictagattctacoLgate
gectaacrcagaacaagtaccagatgtitacctigatgaacaacgagt Leorericgacgtagatetgtctaagotg
gagtectggaatcaaticbygectigtacittotegetatdgaagaggacegaggtatgyettetbaccet tetaac
agagctgytgectaagtatggaactggatactgogatgocraatgogaetagagacotgaagttcateggtggaaag
gotaacattgaaggttaogagaccttotaccaacgacccaaacgetggagttggtocaatggetgcttgetgtace
gagattgargtgtgogaatctaasgortacgoctacgettitactccacatgritgeggttctaagaacagatac
cacatlitygegasaccaacaactyLggrggcacttacictgatgacagaticastggatactgtayatystaacyaa
tgtgattacaacccatacacaatgggtaacaaggactittacggaczagggtaagactgttgacactaacagazag
ttcactgtggocteragatttgagagaaacagactgtogeagltciitotgraggacggasgaaagattgaggtec
crcaccaccaacthgoocaggatbyooaaachotgaagacattacoaeacaghigtgagangechcagtscagagte
ttrgacgacagaaacagatttgetgagaccggtgyatttgacgetttgaacgagyectotgaccatooesaatggtt
ctagtcatgagtatttaggacgatcaccactectaacatgottotggetgaactotticttacectocagagaagact
ggaticcotggbogtgacagaqot stgtecaacaaciiciagagtitccageegagyg bgaguctoaataccoa
gacgcecoaagtogtgtogtecaacatcagatteggaccaatiggaagettaacagotaateccttcaggtggtaat
cotecaggtygaaacagaggaacaacygacaactagaagaccagectactacaactggttcaagtecaggtccaact
caatcacactacggtecaatagtgotggiataggttacocbggtaccactetbogtgettctgetactactzgecaa
gitctgaacochtactacdtcacagtgictagetictgecarascatcateatsatcattaa

Secuencia codificante para la proteina de fusion del dominio de union a celulosa CBHI Humicola grisea - CBHI
Trichoderma reesei que incluye el péptido de sefial de factor alfa y etiqueta 6x His.
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SEQ ID NO: 16

qoagtitaenhprmowkresgporegtvgaevvidanwrwlhnnggneveqnkvtegeesatdocagrealdgany
getygastsygdsltlzivikieyvgtoicsriylmangnkyymitimnnefafdevdleskvecginsal yvivaneed
ggmasypsnragasvotgvadageardl kfigakaniagwrpstndpnagvgpregancasidvwasnayavattp
hecysknrvhicetnneggovsddrfagycdangedyapyrongnxdivekgktvdtnrkftvverfernrlsgff
vgdarkisvopptwpglipnsaditpeledagfrviddrnrfastogidalinesaltipmvlvsiwddhhsnmi wl
dssyppekaglpugdrgpopitsgvpasveaygypdagvvwsnizIigpigsitgnpsgunppggnrgittbrrpat
Ltygsspygprgshyggoggigysgpiveasgttegvinpyyasgelasahhhinhh

Proteina de fusion de dominio de unién a celulosa CBHI Humicola grisea - CBHI Trichoderma reesei que incluye una
etiqueta 6x His (CBH-g)

SEQ ID NO: 17

atgagatttcottcaatttitacogecagtttitattegragecatcctoecgeattagoetgetccagticaacactaca
acagaagatgaaacggcacaaattoccggetgaagctgbcartcggttacthagatttagaaggaggatttogatgst
goetgtttogecattitooaarageacaaataacgggttattgtttataaatactactattgocageattgetget
aaagaagaaggggtatottbygyatasacgtgagyoggaageatgchogoagcaggitggcacggcsacggcagag
aagcaccogoaccgacatggtaggaatgcaccygcoococtgggagotgcaccacccagaacggggesategttaott
getgcgaactggogttyggghagcacgatygtgeacggatacaccaactgetacacgggraatacetgggaceceacy
tactgooctoacgacgagascigegecdagaactgtgegergyacsregegygattacgagogcacctacggegtg
acttcogtoggocageotoctigaaactcaattteogicaccgggcgaacgtegoateoogtototacetgotgoag
cacgactegacctatecaga-cttcaagetectgaacegeogagrtcagetttgacgtogatgtetecaatettecg
tacggatigascgergetotgtactttgtcgrratggarcygecgacgucgygegtgtroaagbaccocgaacaacaayg
getggtylcaadracgaaacogggtattgegacooscaatiyoccacgygoacctcaagticategacggogaggoc
aacgbtcgagogectggcagoocgTontogaacaacgecaacacoggaattggegacecacggetoctygctgtycggay
atggatgtctoggaagcaaacageatcrccaatgoggbtcactocgeaccogtocgacacgecagygocagacgacyd
tgcteggacatgactgeggtyggeacatactetaacgatogeraceecgggaacctgegatectgacogetgtgac
thecaacccttacogratgggeaacacttctttotacgggoetgygcaagatecataogataccacoaageocttcact
gtcgtgacgcagrtecteastgatgatggtacggatactggaacteicagegagatcaagegetictacatooag
aacagcaacgicattcogragaccaacticggacattagtggogtoaceageaact ogatcacgacggagttooge
autgotcagaageaggactitggegacacgyadyastiitoIcaccadegioylctygecaagatedgagagycc
atocagecaguatatagtectggtgatgagtttgtgguacgactacgeccogeagatgetgtogttogattoeggac
tacceogacggatygeggaceecacygaceecstgetattgoroygoggaacgtgtecgacggactogggegtccoarcyg
catgtogagibcgcagagooccaactoctacgtgaceactocgaacattaagtitgghecgateggtageacaggt
aatoonnoaggtggtaatootocaggtggaaacagaggaacaacgacaactagaagaccagotactacaactggt
tCaaguocaggteccaacticaatcacactacgoteaatgtggrggtataggttastenggtoccactatttgtget
totggnactactigeocaagototgaacocttactactcaragigiciagottetgoacatecatcaccacaanaat
taatgataa

Secuencia codificante para la fusion de CBHI Talaromyces emersonii/lCBD Trichoderma reesei que incluye péptido
de sefial de factor alfa y etiqueta 6x His.

SEQID NO: 18

OQAGTATAENHPPLIWOEU TAPGSCTTONGAVVLDANWEWVHDIVNSY TRCY TENTWDPTYCPDDETCAQNCALLG
ADYEGTYSVISSESSLELNFYVTGSHYESRLYLLODESTYQIFKLINREFSFOVIOVSNL 2 UG LNGA LY FVAMDALG
CVEEY PNNEKAGAF Y GTGY DS PRDLEF IDGEANVEGHORS SNNANTGT GDHG 3 UCAEMDYVWEAR S TS NAVTIEH
PCOTRPGCTMCSGDDIGETY SHIDZYAGTUDPLGCDENFYRMGN T SFYGPGRI IDTTERPFTVVITQF LTDDGTDTGETL
SEIKRFYLIONSNVIPOPNSDISSYIGNS I TTEFCTAQKEQARGD TDDF SOHGSLAXMEARMOOGMVLVMSLWDDY A
ACMLWLDSDY 2TDADPTTRGIARGTCPTDEGVPSDVEESCESPNEYVTY SNIKFGP IS TGNPSGGNRPPGENRGTTT
TREFATTTESS PG PTOSHYGQUGC LY SGPTVCASCGTTCOVLNEPY Y SOCLASARHAHAH

Secuencia madura de la fusion de CBHI Talaromyces emersoniilCBD Trichoderma reesei con etiqueta 6x-His (CBH-
ah)

SEQ ID NO:19
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actggocagegatcleguacageacgeiggtacaat tattgeigagaaccatccaagaaigacotiggaagagatgl
agtgygtecagygasactolcagactgttcaggygtgaggiegbgatagatectaactygagatystligeataacaac
sgoragaactygetacgagggtaacasaygrggaccticteagtetitcttaotoctacogactaycgetcagagatgtget
ctigatyggagcaaactaccagagracatatggigebtotacetectggtgacage acrcctoaagitigtaacce
aagoacgaghaaggaaccaatatogghtatagantatacotratggaotaadcagaadaaghaccagatgttraco
tigatgaacaasgagtiogoctiicgacgtagatcigtictaagygtggagtiotygaat caattotgoontytacLrl
gtogctatggaagagoacgosaggtatggottotiacectictaacagaqet gaotgotaagtatggaactggatac
tocgatgoccaargogotagagacoigaagticar sggtgsaaagootaacat tgaaggtigosagaccttetace
aacgascoraaacgoctgyagttggooccaatggyogottgotargeoecgagattgacgigtgggaatctaacgetac
ooctacgortttactecacatgettgcggttotaagaacagatacracatttgegasascaacasctgtgghgoa
acttactotgatgacacatbogoiggatactgtigabgotaacggatgtgattacaac
sagjacttitarggaaaggctaagactigttgacactaacagaaagrtoactigtaghacagagatittigagagasac
agactotogecagttocttigtgragracggaagaaagattgaggtcocaccaccaacttggocageattagacasac
tctgcogacattaceoragagttgtgegacgeoagticacaylygittgacgacagaaacagatttgetgagacs
gobggatttgaggetitdaacdadgordtgadcattecaatggrtotagigatgagrattogggacgatcaccac
tebaadatgotttgootggactettaettacostcoagagaagociggat tgcctyggdtgecagagyiocatgt

catecagsatgggiaac

CCaacaactictggagticcagecgagytigaggctcastaceccagacgecocaggtecgtgtggtacaacaicaga
crogdgaccaatiggtagcacagigaatgragettetgeadaceatecatcatecatecattga

Secuencia codificante alternativa de CBHI Humicola grisea con secuencia de sefial

SEQ ID NO 42 [P]

LCACTATAENHPPLTHWQECTAPCESCTTRNGAVVLDANWRWVHDVNG Y TNCY TENTWDRPT Y CPDDVTCAQNCCLDG
ALY EGTYUYVTSSCES LELNEVIESHVEERLYLLQEDETY QL FELLNREF SFDVDVSNLEPCCLNGALYFVAMDADG
GV Y PNNEAGARKYGTGYCLSQUPRDLEF INGMANVEGSWOPEENNANTGIGDHESCCABNMDVWNEANS I SHAVTLE
PCDTFGOTHCSCPRDCGETY SNDRYAGTCDPDGCDFNPYRMGN TS FYGPGK I IDTTERPFIVVITQFLTDDE TDTGTL
SEIKRFYIONGNVIPCPRSIISGVTGNEITTEFCTAQYOAFCGL TDEF SHHGGLAKMGAAMDOGMVLVMSLWDD YL
ACMLWLLSDYPTDADETVEGIARGTCPTDEGVEPEDVESOSPNSY VTR SNIRK PGP INSTVEGLDGSTPSHPTATVA
PRTSTTISVRESTTOI STETS 2 PGGCTTIOKRGOCEEIGYTCCTNCVACTTOTELY PWYSCCLASAHHNYHE

Mutante de CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa | Chaetomium thermophilum con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 43 [N]

ctocaggectgcacyggegacggoagagaaccacecgeoooigacatggcaggaatgocaccaacecetegggagetge
accactaggaacgyggacggtegtiecstgatygegaaciggegotgggtgcacgatgtgaacggatacaccaackae
tacacgggraatacctgggaccocacgtactgocctgacgasgtaacatgegeccagaactgtigeoctggacage
geggattacgagggcacctacggegtgacttogtocgggeageteccttgaaactcaatttegtcaccyggtogaac
gtcggatcccetotctacoigotgcagagacgactegacctatcagatecticaageocotgaacogegagttaage
tttgacgtegatgtetcecaatetbeoytygeoeat tgaacyggegetetgtacttitgiegecatggacgocegacgygc
googtgrnocaagtacoagaataacaaggoetogtgeraagtacggasccoggtattgegactcocaatgeoracsgg
gaccteaagttcatcsacggracggocaacgtcgaggactgygcacocgtsatagaacaadgodaacacogygaact
ggegacracggetectactguygeggagatggatgeigggaagcaaacagoatctccaatgogutcactotgeac
coglygogacacgoraggcoagacgatygigotclggagatgacigcogtygygcacatactictaacgatcgoctacgoy
agaacctgogatcectoacggoigtgacticaacoctbacogratgogeaacsatnatitctacggygcctggeaag
atcategataccaccaagoocttcactgiogtgacgeagtboctcactgatgatggracggatagtggaar ety
agagagancaagogernonacatocagaacggoaacgocattcegrageocaactogatcatcagtogegrgaca
ggcaactIgateacgacggagtietgractygoteagaaylaggoct tiygegatasggacgaaticotaageac
ggtggesiggccaagatygggagcyggueatgrageagggtatggtecctgataatgagtttotygracgactacgec
goocagatgotdlagliggatvocgacbaccocgacggatgoggacecacasagtccoiggtattaoooocgtggaacy
tgteegacggactegogoegtoocat zggatgtogagoogeagagecoccaactocotasgtyacetictegaacatt
azgtttgoicegatcaactogacoygicoctggacthaogacgytageacaoaocagaaacccgacacgoracegtget
catoeracttetaccaccancagoegtgagaagcagoactacticagatttocacrcegactagocagaoaoggagge
tgcaccaccecagaastegygeragrygoggtggtateggotacaceggetgeactaacigegtigetyggnacnaca
tgcactgagcoctcaaccectggtacagoractgoectygoettetgetealbeat caceatcaccac

Secuencia codificante para el mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa | Chaetomium
thermophilum con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 44 [P]

LoACTATAENHPPLTWQECTAPGE U T TRAGAVVLLANKWRWYVADVHGY TROY TSNTWDETY CPDDVT CAQHCCLEG
ADVECTYGVISSESSLKLNFVTGENVEERLYLLQDDSTY D IFKLLNREFSFDVDVSNL ?CCLNGALY FVAMDADG
SVEEYPFNNEAGAKYCTGY CDEQCPRDLEF INGMANVEZWOPS SNNANTGIGDHEGSCUARMDVIWEANS T SNAVTLH
PODTEGOTMCACDDCGETY SNDRYACSTCD PDGCDFNPYRMENTSFYGREKI IDTTKRPFTVVTQILTDDGTD TG TL
SEIREFYIONGNVIPOPNSIISGVIGNSITTEFCTADKCAFGDTDEY SKHGHLARMGAAMOUGMVLYVMSLWDDYA
AQMIWLESDY 2 TDADETVRCIARGTCP TDSGVRIDVESCSPNEYVIE SNI T IPINSTY TCTVE3SSVISHHa s
STSEEHSSSSTRPTRPTGVIVPQWGRCCGIGY TGS TTCASEFY TCHVENPY Y SQCYASAHHHHIN

Mutante de CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Phanerochaete chrysosporium con etiqueta 6x
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His
SEQ ID NO 45 [N]

ctgcaggeotgeacggegarggeagagaaccaceegecectgacatggeaggaatgcacagaoectgqagagstge
accaccaggaacggggegghegttottcatgegaactogegttgggtgeacgatgtgaacggatacaccaactge
tacacgggcaatacctgggaccccacgtactgonroigaccadgraaccioogecccagaactgttgactggasgge
gcggattacgagggeacctacggegtgacticgtogggeagetoct tgagact caatttcgtcacegggtogaac
gtcggatcccgtctctacctgctgcaggacgactcgacctatcagatcttcaagctcctgaaccgcgagttcagc
tttescgtegatgtotoraatettoccgtgeggattgaacygegetoctgtactttgtogecatggacygcagacgge
ggcgtgtecaagtacoegaacaacaacsygctyggigerasgtacygaaccaggtattgegacicecaatgoocacyy
gaccteaagttcatcaacggeatggccaacgtegagodetgacageoecgtecategaacaacgocoaacaceggaact
ggoractacggotactgolgtigoggagatggatgtetgggaagraaacagratetoccaatgeggt cactotgoac
ceogtgcgacacoocaggccagacgatotgetotggacatgactgeggtggeacatactctaacgategotatgeg
ggaacctgcgatCctgacggctgtgacttcaacccttaccgcatgggCaacaCtKctttc:acgggcctggcaag
atcatcegataccaceaagecctbecaclygtegtgacgoagttoctcactoatgatggiacguatactagaactoic
agogagatcaagegcttoracatecagaacggraacgteatteogoageecaactegateakcagtaegeygtgace
gecaacdtigatcacgacggagttotgeactgotcagaageaggentttggogacacggacgaatictotaagrac
gotggoartggeeaagatgggagogygccatgoagraggetatgatcetggtgatgagtbrgtggoacwactasges
gogcagatgotgtognnggattoogactacaagacggatgoggaceccacgygtooctggtattgocogtggaacy
totocogacggactegggogtocestoggatgicgagtogcagayecccaactoctacgtgaccttotoaaacant
aagtttoggrecgatcaacicgacctacactggaactgttteticatootecgtttcatetsctcactoctacact
tetacttratettecoatbectestottocaciccaccaactcaaccaactyggtottactygiteccacaatgggga
caatgtggtggtattgyttacactggttecactacttgtgecticoccatacacttgtcacgttttgaacseatac
tactercaatgtracgritetgotoatcatoaccatcaceantaa

Secuencia codificante para el mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Phanerochaete
chrysosporium con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 46 [P]

lgactatasnhpplivgectapysotirngavyidanwrwwhdvngytnoyigatwdptyeoddvtoagnealdg
advegtygvtssgssklrfvtgsnvasrlyligddstyg: fkllnrefsfdvdvsnipeglngalvivandadg
gvskypnnkagakygrgyedesgqenrdlkfingmanvegwapasnnantaigdhgacraendvweansisnavelh
pedtpactnesgddeggtysndryagtedpdgedinpyrngntsfyvgpakiidttkpItveogfleddgtdtgtl
seikriyigngnv:.pgprsilsgvignsitteictagkyafgdtdefskheglakmgaanggamylvus lwddya
agmlwlésdypodadptvpgiargioptdagvpedvesygspnsyvt Esrikigpinstftggrtassstottosk
gnetsesskitrntsvtttttaayasyigaaivageognowigpt tovspytotkgndwyegnizeahhhhing

Mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Penicillium janthinellum con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 47 [N]

ctgcaggocrgcacggigarggragagaacracoegoorchgucat ggoaggaatgoacogooociyoygagetge
accaccaggaacagygoygytcgttottyatgogaactagegttgggtgoacgatgtgaacggatacacoaas tge
tacacgggcaataccotgggaceocacgtactgorotgacgacgtaacargegoccagaacigtteectggacgge

cogeattacgagodcarctacquogtgactiidguoggoragotocttgaaactcaatttogheacoygygl cgaac
gtoggatococgtototaccugectgoageacgacegacelateagatocttcaagotoctgaacceegagt toage
tttgacgtogatgtectocaatettoegtgcggatigaacgooycictytacttbgtogoratggacgoogacyys
ggagtgtaraaghacaogaacaacaageetggbgacaagtacygyaacogggtat tgogactcoraatocccacgy
gaccteaagtteateaacggratgaceascgtegagggotggragocgtcatoyaacaacgoccaacaccggaatt
goegaccarggotecigotgteocggagatggatguectgggaagraaacageatctecraatgoggtcactangoad
cogtgogacacyocaygygocagacyatgtectctggagatcactgoggtoacacatactoctaacgatecgotacgag
ggaacctgogatcectgacyggetgtoacticaaccoitacegeatgggecaacactiatitoiacgygactygoaan
atcatcgataccaccaagecoticactgtogtyasycactlerncactgatgatagiacggatactogascichc
agcgagatoasgoocttotacatcocaqaacggeaacdteattcogeageccaacteoratcatcagtogegtgace
greaartogatcacgacggagtiatgoactgricagaagcagyoctigoogacanggangaattctctaagoac
gotggoctggocaagatgggagogeaeangcaguadgdgtatgygrectagtgatgagbttgrggoscocactacgen
gegeagaltgotgiggriggattoogactacoogacgeatgoggasaccacggrocctggiattgecagtggaacs
tgtecgacggactogygeygteccatecggatgtogagtogagagocoraactoctacgugaccttoctcgaazatt
acgtttggtoccatcaactcgaccttecactgyggtactacttocatoctectecactartactacsacttocasa
tccact1ccacttcatcttcatc:aagactacaactacttccgttacaacta:tactac:tcctctggtt:t;cL
ggtactyggtgotgerrattgggetcaatgtggtggtaatogartggactggtecaactacttgtattteccosatac
acttgractaageagaacgactggteactctcaatgtttgocttctgotecatcatcactarcaccac

Secuencia codificante para el mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Penicillium
Janthinellum con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 48 [P]
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lgactataenhppliwgectapgsctitrngavvldanwrwvhdvngyonevtantwdptyepddvtoagnaeidyg
adyegtygvtssgsslklntvigsnvgsrlyllgddstygl fkllnrefsfdvdvenlpeglingalyivamdadg
gvskypnnkagakvgtgyedsgeprdlkfingmanvegwgpssnnantgigdhgacczemdvweansisnavtlh
pcdtpgqtmcsgddcggtysndryagﬂcdpdgcdfnpyrmgntsfygpgkiidttkpftvvtqfltddgtﬁtgtl
seikriy.gngnvipgpnsiisgvtarsittefotagkgafigdodefskhgglakngaamgggmy lvmslwddya
agmiwldsdyptdadprvpgiargtoptdsgvpsdvesgspnsyvtisnikfgpinstftytygstspsspagpvs
sstsvesgptcpaggtvagwggogoteitaptveaspftehvvnoyyegovasahhbhih

Mutante de CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Irpex lacteus con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 49 [N]

ctgcaggoctgracggegacggeadagascradeogacedigacatggcaggaatgcaccgoooot gggaganga
accacoaggaatggygoggtegttettgatgegaacktggogrtgggrycacgatgtgascggatacacoaanige
tacacgggoaatacctygggaccocacgtacigoocoigacgangtaacctgogeccagaactgtigoctggangyc
geggattacgaggycacctacggeotgactteghagggeagntootogaaactezatttegtcacogagt ogaac
sbteggatceoygicbctacctgectgoacgacgactcgacctatcagatottcaacgetcatyaaccaucgagt tcage
tttoacgtoyatgtotocaatcltecebgeggatitgaacgygegeicigtactttgtegecataggacgoagangge
gocgtgtccaagtaccegaacaacaagoctggtgecaagtagggaaceygugtattgogactcocaatgoocacgyg
gacctoaagttoatcaacggeatgeccascgtogagggctggragecgtcategaacaacgereacacsyggaast
ggcgacceacyggeteoetgetgtgegocagatggatgtctaggaagecaaacascatetecaatgeoygt caccctygoac
coghgogacacgcaaggecagacgatggetotggagatgactgeggtggoacatactctaacgategotaocgag
geaacctgogatcctgacggetgtgactticaacocttacogaatgggraacacttetttctacgagostggraag
atcatogatacraccaageccttcactgtegtgacgractoocotoactgatgatggtacggatactggaactote
ggcuadaltcaaguaettotacatecagascgocaacgtcatiocogoagocccasctogatcatoagigyeytgace
caartcgatsacgacydagticigCcadLycicanys aggerlliigrogacacggacgaathctecTaagsac
tggcetggecaagatgggagoagecatgrascaggetatgytectugtgatgag L bglgyaacgactacygee
ccagatgotgtggttggattcogactaczeracggatgoggacocccacggtoccctaatattocsegtggaacy
tocgacggactogogegieccatecggatgtegagtegeagageoocecaactaectacutgacctchegaacatt
azgttiggtoogatraactegacottcactgatactgotiatacttcucocatettocteccagetggtreagttot
tettoracttocgtigettoccasaccaactcaaccagotcaaggtactgt igrtcaatggggacaatgtaggbgge
actggtttcactggiccaactgtitotgettccceatocanttgtcacgt tgttaacceatastararzagtat
Lecgottotgotcatcatcatecaccatcad

[aiieIRTe T}

El
c
El

Secuencia codificante para el mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Irpex lacteus
con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 50 [P]

lgactataenhppltwgectapgscttrngavvldanwryvhdmgyvtnoytgntwdptyverddvtcagneeldg
adyegtygvissgeslklnfvtgernvgsrlyilgddstygrfkllnrefsfdvadvrenlipcglngalyvivamdadg
gvskyprinkagakygtgvadsqeprdlkfingmanvagwgpssmartgigdhgsccaemdvweangignavtlh
pcdtpggtmezgddeggtysndryagtedpdgodinpyrangnisfvepgkitdockpftvvogfleddgtdratl
seikrivigngnvipgpnsiisgvtgnsittefctagrgaigdideiskhgglakmgaamaggmylvinsiwddva
agmlwldsdyopidadptvpglargteptdsgvpsdvesygspusyvtsnikicplgstgnpsgynpsgydgatt
trrpatttgsspgptyslvggegeigysapticasgbtogvingyysgelasahhhhhh ‘

Mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD Trichoderma reesei mutada con etiqueta 6x His

SEQ ID NO 51 [N]

104
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ctgcaggeetgcacgygigacggcagagasceaccegeocctgacategecaggaatygcacegooceiggygagetyge
accaccaggaacggggoggtogttottgatgogaactygoeyiiggetgeracgatgtgaacggatacaccaactge
tacacgggoaatacatgggaceccacgtactgeocrgacgacgtaacotgegesoagaactgttgcctggacege
goggattaogagggracctacggechgachitagtegggeagotecttgasactoaatttocgooacecgggcgaac
gtcaggatccocgtcoctocracctgctogcaggacgactcgacotatcagatettcaagotocotgaacocgoegagrtcage
trbeacygtogaigtovecaatettocgtyeyggattgaarggegetoctgtactttgtegeoratggacgeagacage
gaogtgTodaagtacecgaacaacsagyetagtgeenagtacgyaacegggtattgegacicocaatgoooacgy
gacctcaagtteatcaacggeatgaccaacgtogagggotggecaacegtoatogaacaacgocaacacaggaatt
ggcgaccacggeiccorgrtangogaagatggatgbctgggeagraaacagecatotecaatygeggteactotgoac
cogtgagacacgoeaggacagacgatgtactctggagatgacigeegtggcacatactctaacgategornacgoy
geaacoigogaicotgacgectgtgacttcaacocttarcgratgggcaacactictitetacgggectggcasy
atcatcogataccaccaageocttcactgtogtgacgoagttoctcactgatgatagtacggatadnggaactotc
agegagatcadycyelictacatccaysacygguaacgtcatbcecgeageccaactogaccatcagtggogtoace
gucaactogatcacgacggagticigeadtyct cagaagcaggedt i tggegacacyggacgaattetctaaccan
getggestggeraagatgyguagoesaccatgeagecagggtatygtectggtoatgagt L tgiggygacgactacgec
gegeagatgetrgrggrtggatteegactacergacggatgoggacoecacegtoocctggrtattgecegtggasacy
tgtcogacggactogggogteccateggatgtegagtogeagagocccaactoctacgtgaccettetagaacatt
aacthtggteagatoggtageacaggtaatoottoaggtggtaateoLtCaaghogagacggogyuaacaaccaca
actagaagaccagctactacaactagttcaagiccagguccaacteaatcactaracggtcaanghgyrggtata
getrtactectggtcecactattgtgctioctggtacracttgocasgtttcteaaceccttactactcacagogtcta
gettoctgcacatcatcaccaccaccat

Secuencia codificante para el mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD Trichoderma reesei mutada con

etiqueta 6x His

Listado de secuencias

<110> Sud-Chemie AG

<120> Enzimas de celulasa optimizadas
<130> 139 202

<150> EP10153355
<151>2010-02-11

<160> 51

<170> PatentIn version 3.4
<210>1

<211> 1509

<212>ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia codificante para la fusién de CBHI Talaromyces emersonii/CBD Trichoderma reesei (CBH-a

madura)

<400> 1
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cagcaggccg
gceccctggga
gtgcacgatg
tgeccctgacg
acctacggcg
gtcggatecce
aaccgcgagt
ctgtactttyg
ggtgccaagt
gacggcgagyg
ggcgaccacg
gcggtcacte
ggtggcacat
aacccttacc
aagcccttca
agcgagatca
atcagtggceg
tttggcgaca
cagcagggta
ttggattecg
tgtcecgacgg
acctactcga
cctccaggtg
agtccaggtc
actgtttgtg
taatgataa

<210> 2
<211> 500
<212> PRT

gcacggecgac
gctgcaccac
tgaacggata
acgaaacctg
tgacttcgtc
gtetctacct
tcagctttga
tcgecatgga
acggaaccgg
ccaacgtecga
gctcectgetg
cgcaccegtyg
actctaacga
gcatgggcaa
ctgteogtgac
agcgctteta
tgaccggcaa
cggacgactt
tggtcectggt

actaccegac
actcgggegt
acattaagtt
gaaacagagqg
caactcaatc

cttctggtac

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia madura de CBHI Talaromyces emersonii/CBD Trichoderma reesei (CBH-a madura)

<400> 2

ggcagagaac
ccagaacggg
caccaactge
cgcocagaac
gggcagcectce
gctgcaggac
cgtcgatgtce
cgocgacgge
gtattgcgac
gggctggcag
tgcggagatg
cgacacgcca
tegetacgeg
cacttctttc
gcagttecete
catccagaac
ctcgatcacg
ctctecageac
gatgagtttyg
ggatgcggac
cccatcggat
tggteccgate
aacaacgaca
acactacggt

tacttgccaa

ES 2 689939 T3

cacccgcceo
geggtegtte
tacacgggea
tgtgegcotgg
ttgaaactca
gactcgacct
tccaatctte
ggcgtgtoca
tcccaatgee
ccgtecttega
gatgtctggg
ggccagacga
ggaacctgog
tacgggcctyg
actgatgatg
agcaacgtca
acggagttct
ggtggeetgg
tgggacgact

cccacgacee
gtcgagtege
ggtagcacag
actagaagac
caatgtggtg

gttctgaacc

tgacatggceca
ttgatgcgaa
atacctggga
acggecgcgga
atttcgtcac
atcagatctt
cgtgeggatt
agtacccgaa
cacgggacct
acaacgccaa
aagcaaacag
tgtgectctgyg
atcctgacgy
gcaagatcat
gtacggatac
ttcecgeagee
gcactgctca
ccaagatggg
acgcoogogea
ctggtattge
agagccccaa
gtaatcctte
cagctactac
gtataggtta

cttactactc

106

ggaatgcacc
ctggegttgg
ccccacgtac
ttacgagggc
cgggtcgaac
caagctcectg
gaacggcgct
caacaagget
caagttcatc
caccggaatt
catctccaat
agatgactge
ctgtgactte
cgataccacc
tggaactcte
caactecggac
gaagcaggce
agcggecatg
gatgctgtygg
ccgtggaacg
ctcectacgtg
aggtggtaat
aactggttca
ctctggtcece

acagtgtcta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15009



Gln

Gln

Val

Asn

Glu

€5

Thr

Thr

Thr

Asp

Ala
145

Gln

Glu

Leu

Cys

50

Thr

Tyr

Gly

Tyr

val

130

Met

Ala

Cys

Asp

35

Tyr

Cys

Gly

Ser

Gln

115

Ser

Asp

Gly

Thr

20

Ala

Thr

Ala

val

Asn

100

Ile

Asn

Ala

Thr

Ala

Asn

Gly

Gln

Thr

85

vVal

Phe

Leu

Asp

Ala

Pro

Trp

Asn

Asn

70

Ser

Gly

Lys

Pro

Gly
150

Thr

Gly

Thr

55

Cys

Ser

Ser

Leu

Cys

135

Gly

Ala

Ser

Trp

40

Trp

Ala

Gly

Arg

Leu

120

Gly

Val

ES 2 689939 T3

Glu

Cys

25

Val

Asp

Leu

Ser

Leu

105

Asn

Leu

Ser

Asn

10

Thr

His

Pro

Asp

Ser

90

Tyr

Arg

Asn

Lys

His

Thr

Asp

Thr

Gly

15

Leu

Leu

Glu

Gly

Tyr
155

Pro

Gln

Val

Tyr

60

Ala

Lys

Leu

Phe

Ala

140

Pro

107

Pro

Asn

Asn

45

Cys

Asp

Leu

Gln

Ser

125

Leu

Asn

Leu

Gly

30

Gly

Pro

Tyr

Asn

Asp

110

Phe

Tyr

Asn

Thr

15

Ala

Tyr

Asp

Glu

Phe

95

Asp

Asp

Phe

Lys

Trp

val

Thr

Asp

Gly

80

val

Ser

val

val

Ala
160



Gly

Leu

Ser

Glu

His

225

Gly

Gly

Pro

Phe

Arg

305

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr

385

Cys

Asn

Ala

Lys

Asn

Met

210

Pro

Gly

Cys

Gly

Leu

290

Phe

Ser

Lys

Ala

Leu

370

Pro

Pro

Ser

Lys

Phe

Asn

195

Asp

Cys

Thr

Asp

Lys

275

Thr

Tyr

Gly

Gln

Lys

355

Trp

Thr

Thr

Tyr

Tyr

Ile

180

Ala

Val

Asp

Tyr

Phe

260

Ile

Asp

Ile

val

Ala

340

Met

Asp

Asp

AsSp

Val

Gly

165

Asp

Asn

Irp

Thr

Ser

245

Asn

Ile

Asp

Gln

Thr

325

Phe

Gly

Asp

Ala

Ser

405

Thr

Thr

Gly

Thr

Glu

Pro

230

Asn

Pro

Asp

Gly

Asn

310

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

390

Gly

Tyr

Gly

Glu

Gly

Ala

215

Gly

Asp

Tyr

Thr

Thr

295

Ser

Asn

Asp

Ala

Ala

375

Pro

val

Ser

Tyr

Ala

Ile

200

Asn

Gln

Arg

Arg

Thr

280

Asp

Agsn

Ser

Thr

Met

360

Ala

Thr

Pro

Asn

Cys

Asn

185

Gly

Ser

Thr

Tyr

Met

265

Lys

Thr

Val

Ile

Asp

345

Gln

Gln

Thr

Ser

Ile

ES 2 689939 T3

Asp

170

Vval

Asp

Ile

Met

Ala

250

Gly

Pro

Gly

Ile

Thr

330

Asp

Gln

Met

Pro

Asp

410

Lys

Ser

Glu

His

Ser

Cys

235

Gly

Asn

Phe

Thr

Prc

315

Thr

Phe

Gly

Leu

Gly

3385

val

Phe

Gln

Gly

Gly

Asn

220

Ser

Thr

Thr

Thr

Leu

300

Gln

Glu

Ser

Met

Trp

380

Ile

Glu

Gly

Cys

Trp

Ser

205

Ala

Gly

Cys

Ser

val

285

Ser

Pro

Phe

Gln

Val

365

Leu

Ala

Ser

Pro

108

Pro

Gln

190

Cys

val

Asp

Asp

Phe

270

Val

Glu

Aszn

Cys

His

350

Leu

Asp

Arg

Gln

Ile

Arg

175

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

255

Tyr

Thr

Ile

Ser

Thr

335

Gly

Val

Ser

Gly

Ser

415

Gly

Asp

Ser

Ala

Pro

Cys

240

Asp

Gly

Gln

Lys

Asp

320

Ala

Gly

Met

Asp

Thr

400

Pro

Ser
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Thr Gly

Asn

420

Pro Ser

435

Thr Thr
450

Thr Gln
465

Thr Val

Ser Gln

<210>3
<211> 1581
<212> ADN

Thr

Ser

Cys

Cys

Arg Arg

His Tyr

Gly Gly

Pro aAla

Gly Gln

Asn
440

Thr
455

Cys

470

Ala Ser
485

Leu
500

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia codificante de la fusién de CBH-a con péptido de sefial CBHI Trichoderma reesei

<400> 3

atgtatcgga
ggcacggcga
agctgecacca
gtgaacggat
gacgaaacct
gtgacttegt
cgtctctace
ttecagetttyg
gtcgccatgg
tacggaacceg
gccaacgtcg
ggctectget
ccgcaccegt
tactctaacg
cgcatgggea

actgtcgtga

agttggecegt
cggcagagaa
cccagaacgqg
acaccaactg
gocgeccagaa
cgggcagete
tgctgcagga
acgtoegatgt
acgccgacgg
ggtattgega
agggctggca
gtgcggagat
gcgacacgcc
atcgctacge
acacttettt

ageagttoct

Gly Thr

Thr

catcteggcee
ccacccgeco
ggcggtcgtt
ctacacggge
ctgtgegetg
cttgaaacte
cgactcgace
ctocaatett
cggegtgtee
cteoccaatge
gccgtcotteg
ggatgtctgg
aggccagacg
gggaacctge
ctacgggcoct

cactgatgat

ES 2 689939 T3

425

Pro Pro Gly

Thr Thr Gly

Ile
475

Gly Gly

Gln
490

Cys Val

ttcttggeea
ctgacatgge
cttgatgega
aatacctggg
gacggcgegyg
aatttcgteca
tatcagatct
cegtgeggat
aagtacccga
ccacgggace
aacaacgcca
gaagcaaaca
atgtgectcectg
gatcctgacg
ggcaagatca

ggtacggata

430

Asn
445

Gly

Ser Ser

460

Gly Tyr

Leu Asn

cagctegtge
aggaatgcac
actggegttg
accccacgta
attacgaggg
ccgggtegaa
tcaagctcct
tgaacggege
acaacaaggc
tcaagttcat
acaccggaat
gceatctocaa
gagatgactg
getgtgactt
togataccac

ctggaactct

109

Arg

Pro

Ser

Pro

Gly Thr

Pro

Gly

Pro
480

Gly

Tyr
4385

Tyr

tcagcaggec
cgccectggg
ggtgcacgat
ctgceetgac
cacctacgge
cgteggatee
gaaccgcgag
tatgtacttt
tggtgccaag
cgacggogag
tggcgaccac
tgeggtcact
cggtggcaca
caacccttac
caagccctte

cagcgagatce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960
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aagcgcttct
gtgaccggca
acggacgact
atggtcctgg
gactacccga
gactcgggeg
aacattaagt
ggaaacagag
ccaactcaat
gottetggta
catcatcace

<210> 4
<211>70
<212> PRT

acatccagaa
actcgatcac
tctctecagea
tgatgagttt
cggatgegga
tccecatcgga
ttggtcegat
gaacaacgac
cacactacgg
ctacttgecea

accaccatta

<213> Artificial

<220>

<223> Dominio de unién a celulosa CBHI Trichoderma reesei y secuencia enlazadora

cagcaacgtc
gacggagttc
cggtggcctyg
gtgggacgac
ccccacgace
tgtcgagtcg
cggtagcaca
aactagaaga
tcaatgtggt
agttctgaac

a

ES 2 689939 T3

attccgcage
tgcactgcte
gccaagatgg
tacgccgcege
cetggtattg
cagaggcccca
ggtaatccectt
ccagctacta
ggtataggtt

ccttactact

Pro

Thr

Gly

Cys

<400> 4
Gly Ser Thr Gly Asn Pro Ser Gly Gly Asn
1 5 10
Gly Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr
20 25
Gly Pro Thr Gln Ser His Tyr Gly Gln Cys
35 40
Gly Pro Thr Val Cys Ala Ser Gly Thr Thr
50 55
Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu
65 70
<210>5
<211> 437
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia CBHI Talaromyces emersonii (CBH-b)

<400> 5

ccaactcgga
agaagcaggc
gagceggccat
agatgctgtg
cccgtggaac
actcctacgt
caggtggtaa
caactggttc
actctggtce

cacagtgtet

Pro Gly Gly Asn

Thr Gly Ser Ser
30

Gly Tle Gly Tyr

45

Gln Val Leu Asn

60

catcagtggc
ctttggecgac
gcagcagggt
gttggattcc
gtgtcegacg
gacctactcg
tcctececaggt
aagtccaggt
cactgtttgt

agcttctgea

Arg

15

Pro

Ser

Pro

Gln Gln Ala Gly Thr Ala Thr Ala Glu Asn His Pro Pro Leu Thr Trp

110

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1581
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Gln Glu Cys Thr Ala Pro Gly Ser Qys Thr Thr Gln Asn Gly Ala Val
20 25 30

Val Leu Asp Ala Asn Trp Arg Trp Val His Asp Val Asn Gly Tyr Thr
35 40 45

Asn Cys Tyr Thr Gly Asn Thr Trp Asp Pro Thr Tyr Cys Pro Asp Asp
50 55 60

Glu Thr Cys Ala Gln Asn Cys Ala Leu Asp Gly Ala Asp Tyr Glu Gly
€5 70 75 80

Thr Tyr Gly Val Thr Ser Ser Gly Ser Ser Leu Lys Leu Asn Phe Val

Thr Gly Ser Asn Val Gly Ser Arg Leu Tyr Leu Leu Gln Asp Asp Ser
100 105 110

Thr Tyr Gln Ile Phe Lys I.eu Leu Asn Arg Glu Phe Ser Phe Asp Val
115 120 125

Asp Val Ser Asn Leu Pro Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu Tyr Phe Val
130 135 140

Rla Met Asp Ala Asp Gly Gly Val Ser Lys Tyr Pro Asn Asn Lys Ala
145 150 155 160

Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys Pro Arg Asp
165 170 175

Leu Lys Phe Ile Asp Gly Glu Ala Asn Val Glu Gly Trp Gln Pro Ser
180 185 190

Ser Asn Asn Ala Asn Thr Gly Tle Gly Asp His Gly Ser Cys Cys Ala
135 200 205

Glu Met Asp Val Trp Glu Ala Asn Ser Ile Ser Asn Ala Val Thr Pro
210 215 220

His Prc Cys Asp Thr Pro Gly Gln Thr Met Cys Ser Gly Asp Asp Cys
225 230 235 240

Gly Gly Thr Tyr Ser Asn Asp Arg Tyr Ala Gly Thr Cys Asp Pro Asp
245 250 255

Gly Cys Asp Phe Asn Pro Tyr Arg Met Gly Asn Thr Ser Phe Tyr Gly
260 265 270

111
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Pro Gly

Lys

Ile Ile

275

Phe Leu

290

Arg Phe

305

Ile Ser

Gln

Lys

Leu Ala

Thr

Tyr

Gly

Gln

Lys

Asp Asp

Ile Gln

Val Thr

325

Ala
340

Phe

Met Gly

355

Leu
370

Ser

Tyr Pro

385

Cys Pro

Ser

Asn

Thr Phe

Trp

Thr

Thr

Tyr

Thr

Asp Asp

Ala

Asp

Ser
405

Agp

Val
420

Thr

Ala Ser

435

<210>6
<211> 1590
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia codificante de CBHI Talaromyces emersonii fusionada con el péptido de sefial de factor alfa

<400> 6

atgagattte
ccagtcaaca
tacttagatt
aacgggttat

tctttggata

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa

aacgtgagge

Asp

Gly

Asn

310

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

390

Gly

Tyr

ES 2 689939 T3

Thr Thr

280

Lys Pro Phe

Thr
295

Agp Thr Gly Thr

Asn Val Tle Pro

315

Ser

Ile Thr

330

Asn Ser Thr

Asp Thr Asp Phe

345

Asp

Ala Met

360

Gln Gln Gly

Ala
375

Ala Gln Met Leu

Pro Thr Thr Pre Gly

395

Val Pro Ser Asp Val

410

Ile
425

Ser Asn Lys Phe

tactgcagtt ttattecgcag
agatgaaacyg gcacaaatte
tttagatgtt getgttttge
tactactatt gccagcattg

ggaagcaccco totecageagg

Thr val

285

Leu Ser

300

Gln Pro

Glu

Phe

Ser Gln

val

Glu

Asn

Cys

His

Thr Gln

Ile Lys

Ser Asp

320

Thr
335

Ala

Gly Gly

350

Met Vval

365

Trp Leu

380

Ile Ala

Glu

Ser

Gly Pro

Leu

Asp

Arg

Gln

Ile

val Met

Ser

Asp

Thr
400

Gly

Ser Pro

415

Asn Ser

430

catcctecege
cggctgaage
cattttcocaa
ctgctaaaga

ceggeacgge

112

attagectget
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta

gacggcagag

60

120

180

240

300
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aaccacccege
ggggceggteg
tgctacacgg
aactgtgcge
tecttgaaac
gacgactega
gtctccaatc
ggeggegtgt
gactcocaat
cagcecoegtett
atggatgtct
ccaggccaga
gagggaacct
ttctacgggc
ctcactgatg
aacagcaacg
acgacggagt
cacggtggece
ttgtgggacg
gaccccacga
gatgtegagt
atcaactega

<210>7
<211> 429
<212> PRT

ccctgacatg
ttecttgatge
gcaatacctg
tggacggcge
tcaatttegt
cctatcagat
ttcegtgegg
ccaagtacce
gcccacggga
cgaacaacgc
gggaagcaaa
cgatgtgectce
gcgatocotga
ctggcaagat
atggtacgga
tcattcegea
tctgecactge
tggccaagat
actacgccgce
cocctggtat
cgcagagece

ccttcacege

<213> Artificial

<220>

gcaggaatge
gaactggagt
ggaccccacyg
ggattacgag
caccgggteg
cttcaagett
attgaacggc
gaacaacaag
ccteoaagtte
caacaccgga
cagcatctce
tggagatgac
cggcetgtgac
catcgatacc
tactggaact
gcccaacteg
tcagaagcag
gggagcggec
gcagatgctg
tgeccgtygga
caactectac

ttegtgataa

<223> CBHI Humicola grisea (CBH-d)

<400> 7

ES 2 689939 T3

accgeccctg ggagetgeac
tgggtgcacg atgtgaacgg
tactgccctg acgacgaaac
ggcacctacg gcgtgacttc
aacgteggat ccegtetceta
ctgaaccgeg agttcagett
gctctgtact ttgtecgccat
getgagtgeca agtacggaac
atcgacggeg aggccaacgt
attggeogace acggetcoctg
aatgcggtca ctccgecacecce
tgeggtggea catactctaa
ttcaaccett accgeatggg
accaagccct tcactgtcgt
ctcagcgaga tcaagcgctt
gacatcagtg gcgtgaccgyg
goctttggeg acacggacga
atgcagcagg gtatggtcct
tggttggatt ccgactaccc
acgtgtcecga cggactoggy

gtgacctact cgaacattaa

cacccagaac
atacaccaac
ctgcgceccag
gtcgggcage
cctgetgeag
tgacgtcgat
ggacgccgac
cgggtattge
cgagggctgy
ctgtgeggag
gtgcgacacyg
cgatcgctac
caacacttet
gacgcagttc
ctacatccag
caactcgatc
cttetecteag
ggtgatgagt
gacggatgcg
cgteccateg

gtttggteeg

Gln Gln Ala Gly Thr Ile Thr Ala Glu Asn His Pro Arg Met Thr Trp
1 5 10 15

Lys Arg Cys Ser Gly Pro Gly Asn Cys Gln Thr Val Gln Gly Glu Val
20 25 30

Val Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp Leu His Asn Asn Gly Gln Asn Cys

113

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1590



ES 2 689939 T3

35 40 45

Tyr Glu Gly Asn Lys Trp Thr Ser Gln Cys Ser Ser Ala Thr Asp Cys

Ala Gln Arg Cys Ala lLeu Asp Gly Ala Asn Tyr Gln Ser Thr Tyr Gly
65 70 75 80

Ala Ser Thr Ser Gly Asp Ser Leu Thr Leu Lys Phe Val Thr Lys His
85 20 25

Glu Tyr Gly Thr Asn Ile Gly Ser Arg Phe Tyr Leu Met Ala Asn Gln
100 105 110

Asn Lys Tyr Gln Met Phe Thr Leu Met Asn Asn Glu Phe Ala Phe Asp
115 120 125

Val Asp Leu Ser Lys Val Glu Cys Gly Ile Asn Ser Ala Leu Tyr Phe
130 135 140

Val Ala Met Glu Glu Asp Gly Gly Met Ala Ser Tyr Pro Ser Asn Arg
145 150 155 160

Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ala Gln Cys Ala Arg
165 170 175

Asp Leu Lys Phe Ile Gly Gly Lys Ala Asn Ile Glu Gly Trp Arg Pro
180 185 1580

Ser Thr Asn Asp Pro Asn Ala Gly Val Gly Pro Met Gly Ala Cys Cys
195 200 205

Ala Glu Ile Asp Val Trp Glu Ser Asn Ala Tyr Ala Tyr Ala Phe Thr
210 215 220

Pro His Ala Cys Gly Sar Lys Asn Arg Tyr His Ile Cys Glu Thr Asn
225 230 235 240

Asn Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Asp Asp Arg Phe Ala Gly Tyr Cys Asp
245 250 255

Ala Asn Gly Cys Asp Tyr &sn Pro Tyr Arg Met Gly Asn Lys Asp Phe
260 265 270

Tyr Gly Lys Gly Lys Thr Val Asp Thr Asn Arg Lys Phe Thr Val Val
275 280 285

Ser Arg Phe Glu Arg Asn Arg Leu Ser Gln Phe Phe Val Gln Asp Gly
290 295 300

114
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Arg
305

Lys
Ala Asp
Asp

Arg

Ala Leu

Ile

Ile

Asn

Thr

Glu val

Pro

Pro Pro

310

Thr Pro

325

Arg Phe

340

Ile Pro

355

Ser
370

His

Gly
385

Leu

Pro Ala

Asn Ile

<210> 8
<211> 1563
<212> ADN

Asn

Pro

Glu

Arg

Met Leu

Gly Gly

Glu

Ala

Met

Trp

Asp

Leu Cys

Glu Thr

Val Leu

360

Len
375

Asp

Arg Gly

390

Val Glu

405

Phe
420

Gly

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia codificante de CBHI Humicola grisea fusionada con el péptido de sefial de factor alfa

<400> 8

atgagatttc
ccagteaaca
tacttagatt
aacgggttat
tetttggata
aaccacccaa
ggcgaggttg
gagggtaaca
ttggacggty
ctgaagtteg

gcocaaccaga

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aacgtgagge
gaatgacctg
tgattgacge
agtggacete
ccaactacca
ttaccaagca

acaagtacca

Ala

Pro

Gln Tyr

Ile Gly

tactgcagtt
agatgaaacg
tttegatgtt
tactactatt
ggaagcaccece
gaagagatge
taattggaga
toagtgttaet
gtetacctac
cgagtacgga

gatgttcace

ES 2 689939 T3

Thr Pro

3158

Trp

Ala
330

Asp Gln

Gly Phe

345

Gly

Val Met Ser

Ser Ser Tyr

Pro
395

Pro Cys

Pro Asp Ala

410

Ser Thr val

425

ttattcgcag
goacaaatte
gotgttttge
gccageattyg
tetcageagy
toetggtacag
tggttgcaca
tatgetaceg
ggtgetteta
accaacatcg

ctgatgaaca

Gly Leu

Phe

Arg

Asp Ala

Pro

val

Leu

Ser
320

Asn

Phe
335

Asp

Asn Glu

350

Ile Trp

365

Pro Pre

380

Thr Thr

Gln Val

Asn Vval

catcctececge
cggetgaage
cattttcecaa
ctgctaaaga
ctggtactat
gaaactgtea
acaacggcca
actgtgetea
cctetggtga
gctctagatt

acgagtteoge

115

Asp

Glu

Ser

val

Asp His

Ala

Lys

Val
400

Gly

Trp Ser

415

attagctget
tgtcateggt
cagcacaaat
agaaggggta
tactgetgag
gactgttcag
gaactgttac
gagatgtget
ctototgace
ctacctgatg

ctttgacgtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
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gacctgtcta
gacggtggaa
tgtgacgece
tggagaccat
gagattgatg
tctaagaaca
agattegetyg
aaggacttct
agattogaga
ccaccaccaa
gctcagttea
ttgaacgagg
tctaacatgt
gacagaggac
gacgctcagg
taa
<210>9

<211> 439
<212> PRT

aggtggagtyg
tggottotta
agtgtgctag
ctaccaacga
tgtgggagte
gataccacat
gatactgecga
acggcaaggyg
gaaacagact
cttggccagg
gagtgttcga
ctctgaccat
tgtggctgga
catgtccaac

ttgtgtggtc

<213> Artificial

<220>

cggtatcaac
cdcatctaac
agacctgaag
cccaaacgct
taacgecttac
ctgegagace
cgetaacggt
aaagaccgtt
gtageagtte
attgeccaaac
cgacagaaac
tccaatggtyg
ctcttettac
tacttogggt

gaacatcaga

ES 2 689939 T3

tctgececctgt
agagceggtyg
ttcateggtg
ggtgttggte
goctacgett
aacaactgtg
tgtgactaca
gacaccaaca
tttgtgcagyg
tetgecgaca
agatttgetg
ctggtgatgt
ccaccagaga
gttecagetyg

ttcggcecccaa

<223> CBHI Thermoascus auratiacus (CBH-e)

<400> 9
His Glu
1

Gln Gln

Val Ile

Asn Cys

50

val
65

Thr

Thr Tyr

Ala

Cys

Asp

Tyr

Cys

Gly

Gly Thr

Ser Ser

20

Ala Asn

Thr

Gly

Ala Gln

val

Gly

Trp

Asn

Asn

Thr Ala

Gly Ser

Arg Trp

40

Thr
55

Trp

Cys Ala

70

Val Thr

Thr

Ser Gly

Glu Asn His

10

Cys Thr Thr

25

Val His Thr

Asp Thr Ser

Leu Asp Gly

75

Asn Ala Leu

acttcgttge
ctaagtacgg
gaaaggccaa
caatgggagc
ttaccccaca
gtggaaccta
acccatacag
gaaagttcac
acggcagaaa
ttaccccaga
agacaggtgy
ctatttggga
aggctggatt
aggttgaggce

tcggttctac

Pro Ser

Gln Asn

30

Thr Ser

45

Ile Cys

Ala

Asp

Arg Leu

116

Leu

Gly

Gly

Pro

Tyr

Asn

tatggaagag
tactggttac
cattgagggt
ttgttgtgcce
cgettgeggt
ctctgacgac
aatgggcaac
cgtggtgteg
gattgaggte
gttgtgtgac
ttttgacget
cgaccaccac
gccaggtggt
tcagtaccca

cgtgaacgtg

Thr
15

Trp

Lys Val

Tyr Thr

Asp Asp

Ser Gly

80

Phe Val

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563



ES 2 689939 T3

85 90 95

Thr Gln Ser Ser Gly Lys Asn Ile Gly Ser Arg Leu Tyr Leu Leu Gln
100 105 110

Asp Asp Thr Thr Tyr Gln Ile Phe Lys Leu Leu Gly Gln Glu Phe Thr
115 120 125

Phe Asp Val Asp Val Ser Asn Leu Pro Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu
130 135 140

Tyr Phe Val Ala Met Asp Ala Asp Gly Asn Leu Ser Lys Tyr Pro Gly
145 150 155 160

Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys
165 170 175

Pro Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Gln Ala Asn Val Glu Gly Trp
180 185 190

Gln Prc Ser Ala Asn Asp Pro Asn Ala Gly Val Gly Asn His Gly Ser
195 200 205

Ser Cys Ala Glu Met Asp Val Trp Glu Ala Asn Ser Ile Ser Thr Ala
210 215 220

Val Thr Pro His Pro Cys Asp Thr Pro Gly G1ln Thr Met Cys Gln Gly
225 230 235 240

Asp Asp Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Ser Thr Arg Tyr Ala Gly Thr Cys
245 250 255

Asp Thr Asp Gly Cys Asp FPhe Asn Pro Tyr Gln Pro Gly Asn His Ser
260 265 270

Phe Tyr Gly Pro Gly Lys Ila Val Asp Thr Ser Ser Lys Phe Thr Val
275 280 285

Val Thr Gln Phe Ile Thr Asp Asp Gly Thr Pro Ser Gly Thr Leu Thr
290 295 300

Glu Ile Lys Arg Phe Tyr Val Gln Asn Gly Lys Val Ile Pro Gln Ser
305 310 315 320

Glu Ser Thr Ile Ser Gly Val Thr Gly Asn Ser Ile Thr Thr Glu Tyr
325 330 335

Cys Thr Ala Gln Lys Ala Ala Phe Asp Asn Thr Gly Phe Phe Thr His
340 345 350

117
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Gly Gly

Leu

Gln Lys

355

Val Met

370

Ser Thr

385

Gly Thr

Pro

Asn

Asn Ser

Ser

Tyr

Cys

Asn

Thr

Leu Trp

Pro Thr

Ile

Asp

Agp

Gln
360

Ser

Asp His

375

Ala Asp

390

Thr
405

Pro

Ser
420

Tyr

Phe Thr

435

<210> 10
<211> 1593
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia codificante de CBHI Thermoascus auratiacus fusionada con el péptido de sefial de factor alfa

<400> 10

atgagattte
ccagtcaaca
tacttagatt
aacgggttat
tctttggata
aatcaccctt
ggaaaagtcg
tgctacacgg
aattgtgcct
gcoctgagac
ctgetgeagg
gatgtcgacg
gacgcecgacy
ggttactgeg

gaaggctgge

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aacgtgaggc
ccectgacctyg
ttatcgatge
gcaatacgtg
tggatggage
tgaactttgt
acgacaccac
tctecaatcet
gcaatttgte
actctecagtyg

agcegtetge

Thr

val

Ala

Ser Gly

Ile Tyr

Asn

tactgcagtt
agatgaaacg
tttogatgtt
tactactatt
ggaagcaccc
gcagcaatge
gaactggcgt
ggacaccagt
ggattacagt
cacccaaage
ttatcagatc
cccttgeggg
caaatacect
cectegggat

caacgaccca

Ala

Ala

Pro

val

Ser
425

ES 2 689939 T3

Leu Ala

Ala

Asn

Thr
395

Asp

Pro Ala

410

Asn Ile

ttattcgecag
gcacaaatte
getgttttge
gccagcattg
tectcacgagg
tccageggey
tgggtccata
atctgtcceg
ggcacctatg
tcagggaaga
ttcaagctge
ctgaacggeg
ggcaacaagg
ctcaagttca

aatgceggeg

¢ln Gly

365

Met
380

Leu
Pro Gly
val

Asp

Lys Val

Met

Trp

Val

Glu

Gly

vVal Leu

Leu Asp

Ala Arg

400

Ser Gln

415

Pro Ile

430

catcectecoge
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
ccggtacegt
gtagttgtac
ccacctctgg
acgacgtgac
gtgttacgac
acattggctce
tgggtecagga
ccctetactt
caggegetaa
tcaacggtca

ttggtaacca

118

attagctget
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
aaccgcagag
cacgcagaat
atacaccaac
ctgcgctcag
cagtggcaac
gegectgtac
gtttacctte
tgtggeccatg
gtatggcact
ggccaacgtt

cggttecteg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300
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15

tgcgectgaga
tgegacacce
actcgatatg
aaccactecgt
acccagttca
tacgteccaga
aactcaatca
ttcacgecacg
atgagcctgt
gatgeggace
ccggecgacg
ggacccatca

<210> 11
<211> 1794
<212> ADN

tggatgtctg
ccggccagac
ctggtacectg
tctacggccce
tcacecgacga
acggcaaggt
ccaccgagta
gcgggcettca
gggacgatca
cggacacecce
tggagtcgca

actegaccett

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia codificante para la CBHI Trichoderma reesei (CBH-c), que incluye péptido de sefial de factor alfa y

etiqueta 6x His

<400> 11

atgagattte
ccagtcaaca
tacttagatt
aacgggttat
tctttggata
catccacctt
agtgtcgtga
tacgatggta
tgttgtcttg
cttteccattg
atggcttecag
gtagatgtgt
gcagacggag
tactgegatt

ggttgggaac

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aacgtgaggc
taacgtggca
tagatgctaa
acacctggtc
atggagcagc
gttttgtaac
acaccacata
ctcagctace
gtgtttcaaa
ctcaatgece

cttetageaa

ggaagccaac
catgtgcecag
cgacactgat
cgggaagatc
cgggacacce
gatececceocag
ttgcacggce
gaagatcagt
cgccgecaac
tggegtegeg
gaaccccaat

caccgecaac

tactgcagtt
agatgaaacg
tttogatgtt
tactactatt
ggaagcaccc
aaagtgtagt
ctggagatgg
ttctacattg
ttacgcaagt
ccagtegget
ccaggagttt
atgtggattg
gtacectact
aagagacctg

caacgcaaac

ES 2 689939 T3

agcatctcta
ggagacgact
ggctgegact
gtcgacacta
teoeggeaccee
tcggagtega
cagaaggcag
caggctctgg
atgctctgge
cgeggtacet
tcatatgtta

taa

ttattcgecag
gcacaaatte
getgttttge
gccagcattg
tettcagett
tctggeggaa
acacatgcaa
tgtcctgaca
acatatggtg
cagaagaatg
accttgttgg
aatggagcct
aacacagctg
aagttcatca

actggaattg

ctgcggtgac
gtggtggaac
tcaatcctta
gctccaaatt
tgacggagat
cgatcagegyg
ccttcgacaa
ctcagggcat
tggacagcac
geeccacgac

tctactccaa

catcectecoge
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
gtacactgeca
cttgtactca
cgaactcctc
acgaaacctg
tgactacctc
ttggtgctag
gaaacgagtt
tgtactttgt
gtgctaagta
acggacaage

gtggtcatgg

119

goctcaccca
ctactecctcee
ccagccaggc
caccgtcgtce
caaacgcette
cgtcacegge
caccggctte
ggtcctegte
ctacccgact
ctecggegte

catcaaggtc

attagctget
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
atccgagact
acagactggt
aactaactgc
cgctaagaac
tggtaacagc
attgtacctg
ctotttegac
ctcaatggat
tggaactgga
taacgttgaa

ttettgetgt

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1593

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300
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tcagagatgg
acaactgttg
agatacggeg
acttcgtttt
gtcacccaat
ttccaacage
tgcactgectg
cagttcaaga
tacgctaaca
ggtgctgtaa
agtccaaatg
aatcctteag
gctactacaa
ataggttact

tactactcac

<210> 12
<211> 496
<212> PRT

acatttggga
ggcaagaaat
gaacatgtga
acggaccagg
ttgagacttc
caaacgctga
aagaagcaga
aagctaccte
tgctttggcet
gaggtagetg
ccaaggtcac
gtggtaatce
ctggtteaag
ctggteecac

agtgtctage

<213> Artificial

<220>

agccaactce
ttgcgaaggt
tccagatgga
ttettectte
tggtgceoatt
attgggtagt
atttggtgga
tggtggaatg
ggactctact
ttctacatct
cttctecaac
tccaggtgga
tecaggteca
tgtttgtget

ttetgeacac

<223> CBHI Trichoderma reesei (CBH-c)

<400> 12

Gln Ser
1

Gln Lys

val Ile

35

Asn Cys

50

Glu
65

Thr

Thr Tyr

Ala Cys

Cys

Asp

Tyr

Cys

Gly

Thr

Ser Ser

20

Ala Asn

Asp

Gly

Ala Lys

Gly

Trp

Asn

Asn

Leu Gln Ser

Gly Thr

Trp
40

Thr
55

Trp

Cys Cys

70

Thr
85

Val

Thr

Ser Gly

ES 2 689939 T3

atcagtgaag
gatggttgtg
tgtgattgga
actctagaca
aaccgatact
tactcaggeca
tcttectttt
gttectagtea
taccctacaa
tetggagtte
atcaagttecg
aacagaggaa
actcaatcac
tetggtacta

catcatcate

Glu Thr

10

His

Cys Thr Gln

25

Thr His Ala

Ser Ser Thr

Leu Asp Gly

Ser Leu

90

Asn

ctttgactece
gtggcactta
acccatacag
ctacgaagaa
acgtgcagaa
acgagcttaa
cggataaggy
tgagtctgtg
acgagacatc
cagcccaagt
gaccaattgg
caacgacaac
actacggtca
cttgecaagt

atcattaatg

Pro Pro

Gln Thr

Thr Asn

45

Leu
60

Cys
Ala

Ala

Ser Tle

120

Leu

Gly

30

Ser

Pro

Tyr

Gly

acatccatgce
ctctgataac
actgggtaac
gttgactgtg
cggagttact
cgatgactac
tggattgacyg
ggacgattac
ttctactcct
tgagagtcaa
tagcacaggt
tagaagacca
atgtggtggt
tctgaaceet

ataa

Thr
15

Irp

Ser Val

Ser Thr

Asp Asn

Ala Ser

80

Phe
95

val

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1794



Thr

Ser

Phe

Tyxr

145

Asn

Pro

Glu

Cys

Leu

225

Asp

Asp

Phe

Thr

val

305

Tyr

Glu

Gln

Asp

Asp

130

Phe

Thr

Arg

Pro

Cys

210

Thr

Gly

Prg

Tyr

VvVal

290

Gln

Ser

Phe

Ser

Thr

115

Val

val

Ala

Asp

Ser

195

Ser

Pro

Cys

Asp

Gly

275

Val

Asn

Gly

Gly

Ala

100

Thr

Asp

Ser

Gly

Leu

180

Ser

Glu

His

Gly

Gly

260

Pro

Thr

Gly

Asn

Gly
340

Gln

Tyr

Val

Met

Ala

165

Lys

Asn

Met

Pro

Gly

245

Cys

Gly

Gln

val

Glu

325

Ser

Lys

Gln

Ser

Asp

150

Lys

Phe

Asn

Asp

Cys

230

Thr

Asp

Ser

Phe

Thr

310

Leu

Ser

Asn

Glu

Gln

135

Ala

Tyr

Ile

aAla

Ile

215

Thr

Tyr

Trp

Ser

Glu

295

Phe

Asn

Phe

val

Phe

120

Leu

Asp

Gly

Asn

Asn

200

Trp

Thr

Ser

Asn

Phe

280

Thr

Gln

Aszp

Ser

ES 2 689939 T3

Gly

105

Thr

Pro

Gly

Thr

Gly

185

Thr

Glu

Val

Asp

Pro

265

Thr

Ser

Gln

Asp

Asp
345

Ala

Leu

Cys

Gly

Gly

170

Gln

Gly

Ala

Gly

Asn

250

Tyr

Leu

Gly

Pro

Tyr

330

Lys

Arg

Leu

Gly

val

1553

Tyr

Ala

Ile

Asn

Gln

235

Arg

Arg

Asp

Ala

Asn

315

Cys

Gly

Len

Gly

Leu

140

Ser

Cys

Asn

Gly

Ser

220

Glu

Tyr

Leu

Thr

Ile

300

Ala

Thr

Gly

121

Tyr

Asn

125

Asn

Lys

Asp

val

Gly

205

Ile

Ile

Gly

Gly

Thr

285

Asn

Glu

Ala

Leu

Leu

110

Glu

Gly

Tyr

Ser

Glu

190

His

Ser

Cys

Gly

Asn

270

Lys

Arg

Leu

Glu

Thr
350

Met

Phe

Ala

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Glu

Glu

Thr

255

Thr

Lys

Tyr

Gly

Glu

335

Gln

Ala

Ser

Leu

Thr

160

Cys

Trp

Ser

Ala

Gly

240

Cys

Ser

Leu

Tyr

Ser

320

Ala

Phe
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Lys Lys

Ala

Thr Ser

355

Asp Tyr

370

Glu
385

Thr
Ser Gly
Thr

Phe

Ser Gly

Tyr

Ser

val

Ser

Gly

Ala Asn

Ser Thr

Gly

Met

Pro

Met
360

Gly

Leu
375

Trp

Gly Ala

380

Ala
405

Pro

Asn Ile

420

Asn Pro

435

Pro
450

Arg

TYE
465

Gly

Ser Gly

<210> 13
<211> 1767
<212> ADN

Ala

Gln

Thr

Thr Thr

Cys Gly

Gln

Lys

Pro

Thr

Gly

val Glu

Phe Gly

Gly Gly

440

Gly Ser

455

Ile Gly

470

Thr Cys

485

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia codificante para la CBHI Trichoderma viride, que incluye péptido de sefial de factor alfa

<400> 13

atgagatttc
ccagtcaaca
tacttagatt
aacgggttat
tctttggata
actcacccac
ggttetgttg
tgctacgacg
aactgttgtt

tcgetgteta

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aacgtgaggc
cattgacctyg
ttatcgacge
gtaacacttg
tggacggtgc

teggtttegt

Gln

Val Leu

tactgcagtt
agatgaaacg
tttagatgtt
tactactatt
ggaagcaccc
gcagaagtgt
caactggaga
gtcgtctace
tgcttacgct

tacccagtet

ES 2 689939 T3

Val Leu Val

Leu Asp Ser

val Arg Gly

395

Gln
410

Ser Ser

Pro Ile

425

Gly

Asn Arg Gly

Ser Pro Gly

Tyr Ser Gly

475

Pro
450

Asn Tyr

ttattcgeag
gcacaaatte
gobgttttge
gecagecattg
tctcaatctg
tettetggeyg
tggactcacg
ttgtgtccag
tctacctacg

goccagaaaa

Met Ser

365

Thr
380

Tyr
Ser Cys
Asn

Pro

Ser Thr

Leu

Pro

Ser

Ala

Gly

Trp Asp

Thr Asn

Thr Ser

400

Lys Val

415

Asn Pro

430

Thr Thr

445

Pro Thr

460

Pro Thr

Tyr Ser

catccteooge
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
cttgcacctt
gtacttgtac
ctaccaacte
acaacgagac
gtgttaccac

atgttggtge

122

Thr

Gln

val

Gln

Thr Arg

His

Ser

Ala
480

Cys

Cys Leu

495

attagctget
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
gcagtctgaa
tcagcagacce
ttctaccaac
ctgtgccaag
ctctggtaac

cagactgtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ttgatggett
gacgtggacg
gacgctgacg
ggttactgeg
gaaggatggg
tgttctgaga
tgtactactg
aacagatacg
aacacctctt
gttgttacce
actttccage
tactgtactg
acccagttta
tactacgcta
ccaggtgetg
cagtctccaa
ggtgacceat
agaccagcta
ggtggtattyg

aacccatact

<210> 14
<211> 497
<212> PRT

ctgacaccac
tttetecaact
gtggtgtttce
attectcagtg
agccatcttc
tggacatctg
tgggtcaaga
gtggtacttyg
tctacggtce
agtttgagac
agccaaacgc
ctgaggaagce
agaaggctac
acatgctgtg
ttagaggatce
acgccaaggt
ctggtggtaa
ccaccactgg
gttactetgyg

actogecagtyg

<213> Artificial

<220>

ctaccaagag
gccatgtgga
taagtaccca
cccaagagac
taacaacgcc
ggaggccaac
gatctgtgag
tgacccagac
aggatcttct
ctetggtgce
tgaactggga
tgagtteggt
ctetggagga
gcttgactct
ttgetetace
gaccttctet
cccaccaggt
ttectteteca
tocaacegtt

cctgtaa

<223> CBHI Trichoderma viride (CBH-f)

<400> 14

Gln Ser Ala Cys Thr Leu Gln Ser

1

5

Gln Lys Cys Ser Ser Gly Gly Thr

20

Val Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp

35

40

Asn Cys Tyr Asp Gly Asn Thr Trp

ES 2 689939 T3

tttacecctge
ctgaacggtg
accaacaccg
ctgaagttca
aacaccggta
tctatttetg
ggtgatggtt
ggttgtgatt
tttacecctgg
atcaacagat
tettactetg
ggttcttett
atggtgcetgyg
acctacccaa
tettetggtyg
aacatcaagt
ggaaacccac
ggtccaacce

tgbgettetyg

Glu Thr His
10

Cys Thr Gln
25

Thr His Ala

Ser Ser Thr

tgggtaacga
cecctgtactt
ctggtgctaa
tcaacggaca
ttggtggtca
aggcetttgac
gtggtggtac
gggacccata
acaccaccaa
actacgtgca
gtaacggact
tectetgacaa
ttatgtettt
ctaacgagac
ttccagetca
tceggtecaat
ctggtactac
aatctcacta

gaaccacctyg

Pro Pro

Gln
30

Thr
45

Leu Cys

123

gttctettte
cgtttctatg
atacggaacc
ggctaacgtt
cggttcttge
cccacaccea
ttactcggac
cagactgggt
gaagttgacc
gaacggtgtt
gaacgacgac
gggtggactyg
gtgggacgac
ctcttctace
ggttgagtct
cggttctact
cactaccaga
cggtcagtgt

tocaggttetyg

Leu Thr Trp

15

Thr Gly Ser Vval

Asn Ser Ser Thr

Pro Asp Asn

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1767



ES 2 689939 T3

50 55 60

Glu Thr Cys Ala Lys Asn Cys Cys Leu Asp Gly Ala Ala Tyr Ala Ser

Thr Tyr Gly Val Thr Thr Ser Gly Asn Ser Leu Ser Ile Gly Phe Val
85 90 95

Thr Gln Ser Ala Gln Lys Asn Val Gly Ala Arg Leu Tyr Leu Met Ala
100 105 119

Ser Asp Thr Thr Tyr Gln Glu Phe Thr Leu Leu Gly Asn Glu Phe Ser
115 120 125

Phe Asp Val Asp Val Ser Gln Leu Pro Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu
130 135 140

Tyr Phe Vval Ser Met Asp Ala Asp Gly Gly Val Ser Lys Tyr Pro Thr
145 150 155 160

Asn Thr Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys
165 170 175

Pro Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Gln Ala Asn Val Glu Gly Trp
180 185 190

Glu Pro Ser Ser Asn Asn Ala Asn Thr Gly Ile Gly Gly His Gly Ser
125 200 205

Cys Cys Ser Glu Met Asp Ile Trp Glu Ala Asn Ser Ile Ser Glu Ala
210 215 220

Leu Thr Pro His Pro Cys Thr Thr Val Gly Gln Glu Ile Cys Glu Gly
225 230 235 240

Asp Gly Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Asp Asn Arg Tyr Gly Gly Thr Cys
245 250 255

Asp Pro Asp Gly Cys Asp Trp Asp Pro Tyr Arg Leu Gly Asn Thr Ser
260 265 270

Phe Tyr Gly Pro Gly Ser Ser Phe Thr Leu Asp Thr Thr Lys Lys Leu
275 280 285

Thr Val Val Thr Gln Phe Glu Thr Ser Gly Ala Ile Asn Arg Tyr Tyr
290 295 300

Val Gln Asn Gly Val Thr Phe Gln Gln Pro Asn Ala Glu Leu Gly Ser
305 310 315 320

124



ES 2 689939 T3

Tyr Ser Gly Asn Gly Leu Asn Asp Asp Tyr Cys Thr Ala Glu Glu Ala
325 330 335

Glu Phe Gly Gly Ser Ser Phe Ser Asp Lys Gly Gly Leu Thr Gln Phe
340 345 350

Lys Lys Ala Thr Ser Gly Gly Met Val Leu Val Met Ser Leu Trp Asp
355 360 365

Asp Tyr Tyr Ala Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser Thr Tyr Pro Thr Asn
370 375 380

Glu Thr Ser Ser Thr Pro Gly Ala Val Arg Gly Ser Cys Ser Thr Ser
385 390 395 400

Ser Gly Val Pro Ala Gln Val Glu Ser Gln Ser Pro Asn Ala Lys Val
405 410 415

Thr Phe Ser Asn Ile Lys Phe Gly Pro Ile Gly Ser Thr Gly Asp Pro
420 425 430

Ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Prc Pro Gly Thr Thr Thr Thr
435 440 445

Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr Gln Ser
450 455 460

His Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Pro Thr Val Cys
465 470 475 480

Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn Pro Tyr Tyr Ser Gln Cys
485 490 495

Leu

<210> 15

<211> 1785

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia codificante de la proteina de fusién del dominio de unién a celulosa de la CBHI Humicola grisea -
CBHI Trichoderma reesei que incluye péptido de sefial de factor alfa y etiqueta 6x His

<400> 15

atgagatttc cttcaatttt tactgcagtt ttattcgecag catcctcecge attagetget 60

ccagtcaaca ctacaacaga agatgaaacg gcacaaattc cggctgaagce tgtcatcggt 120

125
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tacttagatt
aacgggttat
tctttggata
aaccatccaa
ggtgaggteg
gagggtaaca
cttgatggag
ctgaagtttg
gctaaccaga
gatctgteta
gacggaggta
tgegatgece
tggagacctt
gagattgacg
tctaagaaca
agattcgetg
aaggactttt
agatttgaga
ccaccaccaa
gctcagttea
ttgaacgagg
tctaacatge
gacagaggte
gacgcccagg
ccttecaggtg
actacaactg
ggttactetyg

tactcacagt

<210> 16
<211> 503
<212> PRT

tagaagggga
tgtttataaa
aacgtgaggc
gaatgacgtg
tgatagatgce
agtggaccte
caaactacca
taaccaagca
acaagtacca
aggtggagtyg
tggcttetta
aatgegetag
ctaccaacga
tgtgggaatc
gataccacat
gatactgtga
acggaaaggyg
gaaacagact
cttggccagyg
gagtgtttga
ctctgaceat
tttggctgga
catgtccaac
tegtgtggte
gtaatcctce
gttcaagtce
gtececactgt

gtotagette

<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion del dominio de unién a celulosa CBHI Humicola grisea - CBHI Trichoderma reesei que

tttegatgtt
tactactatt
ggaagcatge
gaagagatgt
taactggaga
tcagtgttet
gagtacatat
cgagtacgga
gatgtttace
tggaatcaat
ccecttectaac
agacctgaag
cccaaacgcet
taacgcttac
ttgocgaaace
tgctaacgga
taagactgtt
gtegeoagtte
attgccaaac
cgacagaaac
tccaatggtt
ctcttettac
aacttctgga
caacatcaga
aggtggaaac
aggtccaact
ttgtgcttet

tgcacaccat

incluye una etiqueta 6x His (CBH-g)

<400> 16

ES 2 689939 T3

getgttttge
gccagcattg
tcgcagecagg
agtggtccag
tggttgcata
tctgetaceg
ggtgcttcta
accaatatcg
ttgatgaaca
totgocttgt
agagctggtyg
ttecateggtg
ggagttggte
gectacgett
aacaactgtg
tgtgattaca
gacactaaca
tttgtgcagg
tctgeegaca
agatttgetg
ctagtcatga
cctccagaga
gttocageeg
tteggaccaa
agaggaacaa
caatcacact
ggtactactt

catcatcate

cattttccaa
ctgctaaaga
ctggtacaat
gaaactgtca
acaacggcca
actgegetcea
cctctggtga
gttctagatt
acgagttege
actttgtege
ctaagtatgg
gaaaggctaa
caatgggtge
ttactccaca
gtggcactta
acccatacag
gaaagttcac
acggaagaaa
ttaccccaga
agaceggtgy
gtatttggga
aggctggatt
aggttgagge
ttggaagctt
cgacaactag
acggtcaatg
gceeaagttet

attaa

126

cagcacaaat
agaaggggta
tactgctgag
gactgttcag
gaactgctac
gagatgtget
cagccttace
ctacctgatg
cttegacgta
tatggaagag
aactggatac
cattgaaggt
ttgetgtgeoe
tgcttgeggt
ctctgatgac
aatgggtaac
tgtggtcteg
gattgaggte
gttgtgcgac
atttgacget
cgatcaccac
geectggtggt
tcaataccca
aacaggtaat
aagaccagct
tggtggtata

gaaccecttac

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1785



Gln

Lys

Val

Tyxr

ala

Ala

Glu

Asn

Val

val

145

aAla

Asp

Ser

Ala

Pro

225

Asn

Gln

Arg

Ile

Glu

50

Gln

Ser

Tyr

Lys

Asp

130

Ala

Gly

Leu

Thr

Glu

210

His

Cys

Ala

Cys

Asp

35

Gly

Arg

Thr

Gly

Tyr

115

Leu

Met

Ala

Lys

Asn

195

Ile

Ala

Gly

Gly

Ser

20

Ala

Asn

Cys

Ser

Thr

100

Gln

Ser

Glu

Lys

Phe

180

Asp

Asp

Cys

Gly

Thr

Gly

Asn

Lys

Ala

Gly

85

Asn

Met

Lys

Glu

Tyr

165

Ile

Pro

Val

Gly

Thr
245

Ile

Pro

Trp

Trp

Leu

70

Asp

Ile

Phe

val

Asp

150

Gly

Gly

Asn

Trp

Ser

230

Tyr

Thr

Gly

Arg

Thr

55

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

135

Gly

Thr

Gly

Ala

Glu

215

Lys

Ser

Ala

Asn

Trp

40

Ser

Gly

Leu

Ser

Leu

120

Cys

Gly

Gly

Lys

Gly

200

Ser

Asn

Asp

ES 2 689939 T3

Glu

Cys

25

Leu

Gln

aAla

Thr

Arg

105

Met

Gly

Met

Tyr

Ala

185

Val

Asn

Arg

Asp

Asn

10

Gln

His

Cys

Azn

Leu

90

Phe

Asn

Ile

Ala

Cys

170

Asn

Gly

Ala

Tyr

Arg
250

His

Thr

Asn

Ser

Tyr

15

Lys

Tyr

Asn

Azn

Ser

155

Asp

Ile

Pro

Tyr

His

235

Phe

Pro

Val

Asn

Ser

60

Gln

Phe

Leu

Glu

Ser

140

Tyxr

aAla

Glu

Met

Ala

220

Ile

Ala

127

Arg

Gln

Gly

45

Ala

Ser

val

Met

Phe

125

Ala

Pro

Gln

Gly

Gly

205

Tyr

Cys

Gly

Met

Gly

30

Gln

Thr

Thr

Thr

Ala

110

Ala

Leu

Ser

Cys

Trp

130

Ala

Ala

Glu

Tyr

Thr

15

Glu

Asn

Asp

Tyr

Lys

95

Asn

Phe

Tyr

Asn

Ala

175

Arg

Cys

Phe

Thr

Cys
255

Trp

val

Cys

Cys

Gly

His

Gln

Asp

Phe

Arg

160

Arg

Pro

Cys

Thr

Asn

240

Asp



ES 2 689939 T3

Ala Asn Gly Cys Asp Tyr Asn Pro Tyr Arg Met Gly Asn lLys Asp Phe
260 265 270

Tyr Gly Lys Gly Lys Thr Val Asp Thr Asn Arg Lys Phe Thr val val
275 280 285

Ser Arg Phe Glu Arg Asn Arg Leu Ser Gln Phe Phe Val Gln Asp Gly
290 295 300

Arg Lys Ile Glu Val Pro Pro Prc Thr Trp Pro Gly Leu Pro Asn Ser
305 310 315 320

Ala Asp Ile Thr Pro Glu Leu Cys Asp Ala Gln Phe Arg Val Phe Asp
325 330 335

Asp Arg Asn Arg Phe Ala Glu Thr Gly Gly Phe Asp Ala Leu Asn Glu
340 345 350

Ala Leu Thr Ile Pro Met Val Leu Val Met Ser Tle Trp Asp Asp His
355 360 365

His Ser Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser Ser Tyr Pro Pro Glu lLys Ala
370 375 380

Gly Leu Pro Gly Gly Asp Arg Gly Prc Cys Pro Thr Thr Ser Gly val
385 3%0 395 400

Prc Ala Glu Val Glu Ala Gln Tyr Prc Asp Ala Gln vVal val Trp Ser
405 419 415

Asn Ile Arg Phe Gly Pro Ile Gly Ser Leu Thr Gly Asn Pro Ser Gly
420 425 430

Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Arg Gly Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro
435 4490 445

Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr Gln Ser His Tyr Gly
450 455 460

Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Pro Thr Val Cys Ala Ser Gly
465 470 475 480

Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn Pro Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu Ala Ser
485 490 485

Ala His His His His His His
500

<210> 17
<211> 1809
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia codificante para la fusiéon de CBHI Talaromyces emersonii/CBD Trichoderma reesei que incluye
péptido de sefal de factor alfa y etiqueta de 6x His

<400> 17

128
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atgagattte
ccagtcaaca
tacttagatt
aacgggttat
tatttggata
aaccaccege
ggggcggteyg
tgctacacgg
aactgtgege
tacttgaaac
gacgactega
gtctccaate
ggcggcgtgt
gactcccaat
cagccgtctt
atggatgtct
ccaggccaga
gcgggaacct
ttetacggge
ctcactgatg
aacagcaacyg
acgacggaght
cacggtggcc
ttgtgggacg
gaccccacga
gatgtcgagt
ateggtagea
acaactagaa
ggtcaatgtg
caagttctga

taatgataa

<210> 18
<211> 509
<212> PRT

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aacgtgagge
ccctgacatg
ttcttgatge
gcaatacctg
tggacggcge
tceaatttegt
cctatcagat
ttececgtgegg
ccaagtaccc
gcccacggga
cgaacaacgc
gggaagcaaa
cgatgtgectc
gcgatecctga
ctggcaagat
atggtacgga
tcatteogea
tctgecactge
tggccaagat
actacgecege
ccoctggtat
cgcagagecae
caggtaatec
gaccagctac
gtggtatagg

acccttacta

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia madura de la fusion CBHI Talaromyces emersonii/CBD Trichoderma reesei con etiqueta 6x-His

(CBH-ah)

tactgcagtt
agatgaaacg
tttegatgtt
tactactatt
ggaagcatge
gcaggaatge
gaactggegt
ggaccccacg
ggattacgag
cacagggteg
cttcaagete
attgaacggc
gaacaacaag
cctcaagtte
caacaccgga
cagcatctce
tggagatgac
cggctgtgac
catcgatacc
tactggaact
gocacaactag
tcagaagcag
gggagcggcc
gcagatgctg
tgeccgtgga
caactcectac
ttecaggtggt
tacaactggt
ttactctggt

ctcacagtgt

ES 2 689939 T3

ttattcgecag
gcacaaattc
getgttttge
gocageattg
togeageagyg
accgeccctyg
tgggtgeacy
tactgececctg
ggcacctacg
aacgteggat
ctgaaccgeg
gctctgtact
gctggtgcca
atcgacggcg
attggcgacc
aatgcggtca
tgcggtggea
ttcaaccett
accaagccct
ctcagcgaga
gacatcagtyg
gectttggeg
atgcagcagg
tggttggatt
acgtgtcega
gtgacctact
aatcctocag
tcaagtccag
cccactgttt

ctagcttetg

catcectecoge
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
coggoacgge
ggagctgcac
atgtgaacgg
acgacgaaac
gegtgactte
cocogteteta
agttcagctt
ttgtecgccat
agtacggaac
aggccaacgt
acggctcctg
ctcecgeacce
catactctaa
accgcatggg
tcactgtegt
tcaagcgett
gagtgacagy
acacggacga
gtatggtcct
ccgactacce
cggacteggg
cgaacattaa
gtggaaacag
gtccaactca
gtgcttectgg

cacatcatcea

129

attagctget
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
gacggcagag
cacccagaac
atacaccaac
ctgcgcececag
gtcgggcage
ccotgotgeag
tgacgtegat
ggacgccgac
cgggtattgce
cgagggctgg
ctgtgeggag
gtgcgacacg
cgatcgctac
caacacttet
gacgcagttc
ctacatccag
caactcgate
cttetctecag
ggtgatgagt
gacggatgeg
cgteccateg
gtttggteeg
aggaacaacg
atcacactac
tactacttge

ccaccaccat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1809



<400> 18

Gln

1

Gln

Val

Asn

Glu

Thr

Thr

Thr

Asp

Ala

145

Gly

Gln

Glu

Leu

Cys

50

Thr

Tyr

Gly

Tyr

Val

130

Met

Ala

Ala

Cys

Asp

Tyxr

Cys

Gly

Ser

Gln

115

Ser

Asp

Lys

Gly

Thr

20

Ala

Thr

Ala

Val

Asn

100

Ile

Asn

Ala

Tyr

Thr

Ala

Asn

Gly

Gln

Thr

85

val

Fhe

Leu

Asp

Gly
165

Ala

Pro

Trp

Asn

Asn

Ser

Gly

Lys

Pro

Gly

150

Thr

Thr

Gly

Arg

Thr

55

Cys

Ser

Ser

Leu

Cys

135

Gly

Gly

Ala

Ser

Trp

40

Trp

Ala

Gly

Arg

Leu

120

Gly

Val

Tyr

ES 2 689939 T3

Glu

Cys

25

Val

Asp

Leu

Ser

Leu

105

Asn

Leu

Ser

Cys

Asn

10

Thr

His

Pro

Asp

Ser

90

Tyr

Arg

Asn

Lys

Asp
170

Hig

Thr

Asp

Thr

Gly

Leu

Leu

Glu

Gly

Tyr

155

Ser

Pro

Gln

Val

Tyr

60

Ala

Lys

Leu

Phe

Ala

140

Pro

Gln

130

Pro

Asn

Asn

45

Cys

Asp

Leu

Gln

Ser

125

Leu

Asn

Cys

Leu

Gly

30

Gly

Pro

Tyr

Asn

Asp

110

Phe

Tyr

Asn

Pro

Thr

15

Ala

Tyr

Asp

Glu

Phe

95

Asp

Asp

Phe

Lys

Arg
175

Trp

val

Thr

Asp

Gly

Val

Ser

val

Val

Ala

160

Asp



Leu

Ser

Glu

His

225

Gly

Gly

Pro

Phe

Arg

305

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr

385

Cys

Asn

Thr

Lys

Asn

Met

210

Pro

Gly

Cys

Gly

Leu

290

Phe

Ser

Lys

Ala

Leu

370

Pro

Pro

Ser

Gly

Phe

Asn

195

Asp

Cys

Thr

Asp

Lys

275

Thr

Tyxr

Gly

Gln

Lys

355

Trp

Thr

Thr

Tyr

Asgn

Ile

180

Ala

Val

Asp

Tyr

Phe

260

Ile

Asp

Ile

Val

Ala

340

Met

Asp

Asp

Asp

val

420

Pro

Asp

Asn

Trp

Thr

Ser

245

Asn

Ile

Asp

Gln

Thr

325

Phe

Gly

Asp

Ala

Ser

405

Thr

Ser

Gly

Thr

Glu

Pro

230

Asn

Pro

Asp

Gly

Asn

310

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

390

Gly

Tyr

Gly

Glu

Gly

Ala

215

Gly

Asp

Tyr

Thr

Thr

285

Ser

Asn

Asp

Ala

Ala

375

Pro

Val

Ser

Gly

Ala

Ile

200

Asn

Gln

Arg

Arg

Thr

280

Asp

Asn

Ser

Thr

Met

360

Ala

Thr

Pro

Asn

Asn

Asn

185

Gly

Ser

Thr

Tyr

Met

265

Lys

Thr

Val

Ile

Asp

345

Gln

Gln

Thr

Ser

Ile

425

Pro

ES 2 689939 T3

Val

Asp

Ile

Met

Ala

250

Gly

Pro

Gly

Ile

Thr

330

Asp

Gln

Met

Pro

Asp

410

Lys

Pro

Glu

His

Ser

Cys

235

Gly

Asn

Phe

Thr

Pro

315

Thr

Phe

Gly

Leu

Gly

385

Val

Phe

Gly

Gly

Gly

Asn

220

Ser

Thr

Thr

Thr

Leu

300

Gln

Glu

Ser

Met

Trp

380

Ile

Glu

Gly

Gly

Trp

Ser

205

RAla

Gly

Cys

Ser

val

285

Ser

Pro

Fhe

Gln

Val

365

Leu

Ala

Ser

Pra

Asgn

131

Gln

150

Cys

Val

Asp

Asp

Phe

270

val

Glu

Asn

Cys

His

350

Leu

Asp

Arg

Gln

Ile

430

Arg

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

255

Tyr

Thr

Ile

Ser

Thr

335

Gly

Val

Ser

Gly

Ser

415

Gly

Gly

Ser

Ala

Pro

Cys

240

Asp

Gly

Gln

Lys

Asp

320

Ala

Gly

Met

Asp

Thr

400

Pro

Ser

Thr



10

435

Thr Thr
450

Thr Gln
465

Thr Val

Ser Gln

<210> 19
<211> 1335
<212> ADN

Thr Arg Arg

Ser His Tyr

Cys Ala Ser

Cys Leu Ala

Pro Ala

Gly Gln

440

Thr
455

Cys

470

485

500

<213> Artificial

<220>

Gly Thr

Ser Ala

Thr

His

ES 2 689939 T3

Thr Thr Gly

Ile
475

Gly Gly

Gln
490

Cys Val

His His His

505

445

Ser Ser

460

Gly Tyr

Asn

Leu

His His

Pro Gly Pro

Ser Gly Pro

480

Pro Tyr Tyr

4385

<223> Secuencia codificante alternativa de CBHI Humicola grisea con secuencia de sefial

<400> 19

atggccagcg
acgtggaaga
gatgctaact
acctctecagt
taccagagta
aagcacgagt
taccagatgt
gagtgtggaa
tettaceett
gotagagace
aacgacccaa
gaatctaacg
cacatttgeg
tgtgatgeta
aagggtaaga
agactgtege
ccaggattge

tttgacgaca

atctggecaca
gatgtagtgg
ggagatggtt
gttettetge
catatggtge
acggaaccaa
ttaccttgat
tcaattetge
c¢taacagage
tgaagttcat
acgctggagt
cttacgecta
aaaccaacaa
acggatgtga
ctgttgacac
agttctttgt
caaactotge

gaaacagatt

gcaggctggt
tccaggaaac
gcataacaac
taccgactge
ttetacctet
tatoggttet
gaacaacgag
cttgtacttt
tggtgetaag
cggtggaaay
tggtccaatyg
cgcttttact
ctgtggtgge
ttacaaccca
taacagaaag
gcaggacgga
cgacattacc

tgctgagace

acaattactg
tgtcagactg
ggccagaact
gotcagagat
ggtgacagcee
agattctacce
ttogecttog
gtegetatgyg
tatggaactg
gctaacattyg
ggtgcttget
ccacatgett
acttactetyg
tacagaatgyg
ttcactgtgg
agaaagattg
ccagagttgt

ggtggatttg

ctgagaacca
ttcagggtga
gctacgaggg
gtgetettga
ttaccctgaa
tgatggctaa
acgtagatct
aagaggacgg
gatactgega
aaggttggag
gtgccgagat
geggttcetaa
atgacagatt
gtaacaagga
tectegagatt
aggtcccacce
gogacgcotoa

acgctttgaa

132

tccaagaatg
ggtcgtgata
taacaagtgyg
tggagcaaac
gtttgtaace
ccagaacaag
gtectaaggtyg
aggtatgget
tgcccaatge
accttctace
tgacgtgtgg
gaacagatac
cgektggatac
cttttacgga
tgagagaaac
accaacttgg
gttcagagtyg

cgaggetetg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

accattccaa
ctggactctt
ccaacaactt
tggtccaaca

catcatcate

<210> 20
<211> 41
<212> ADN

tggttctagt
cttaccctee
ctggagttec
tecagattegy

attga

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo

<400> 20

ES 2 689939 T3

catgagtatt tgggacgatc accactctaa catgctttgg
agagaaggct ggattgcctg gtggtgacag aggtccatgt
agccgaggtt gaggctcaat acccagacgce ccaggtegtg

accaattggt ageacagtga atgtggette tgeacaccat

gaggcggaag caccctctca atetgcttge accttgcagt ¢ 41

<210> 21
<211> 38
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso

<400> 21

ggagacgcag agcccttatt acaggcactg cgagtagt 38

<210> 22
<211> 41
<212>ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo

<400> 22

gaggcggaag caccctctca gcaggcetggt actattactg ¢ 41

<210> 23
<211> 44
<212>ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso

<400> 23

ggagacgcag agcccttaca cgttcacggt agaaccgatt gggc 44

<210> 24
<211> 41
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo

<400> 24

133

1140
1200
1260
1320

1335
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60

65

ES 2 689939 T3

gaggcggaag caccctctca cgaggccggt accgtaaccg ¢

<210> 25
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 25

ggagacgcag agcccttatt agttggcggt gaaggtcgag t

<210> 26
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 26

gaggcggaag caccctctca gcaggecgge acggegacgg ¢
<210> 27

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 27

ggagacgcag agcccttatc acgaagcggt gaaggtcgag t
<210> 28

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 28

gaggcggaag caccctctca gcaggccgge acggcgacgg ¢
<210> 29

<211> 38

<212>ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 29
attacctgtg ctaccgatcg gaccaaactt aatgttcg 38
<210> 30

<211> 38
<212> ADN

41

41

41

41

41

134
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 30

aagtttggtc cgatcggtag cacaggtaat ccttcagg 38
<210> 31

<211>44

<212>ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 31

ggagacgcag agcccttatt atagacactg tgagtagtaa gggt 44
<210> 32

<211> 41

<212>ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 32

gaggcggaag caccctctca gcaggecgge acggcgacgg ¢ 41
<210> 33

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 33

ggagacgcag agcccttatc attaatggtg gtggtgatga tgag 44
<210> 34

<211>40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 34

aggcggaagc atgctcgcag caggctggta caattactgc 40
<210> 35

<211> 41

<212>ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 35

135
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ggattacctg ttaagcttcc aattggtccg aatctgatgt t

<210> 36
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 36

accaattgga agcttaacag gtaatccttc aggtggtaat cc
<210> 37

<211> 46

<212>ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 37

atcttgcagg tcgacttatc attaatgatg atgatgatgg tgtgca
<210> 38

<211>40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 38

aggcggaagc atgctcgcag caggctggta caattactgc
<210> 39

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 39

atcttgcagg tcgacttatc attaatgatg atgatgatgg tgtgca
<210> 40

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido alfa-f

<400> 40
tactattgcc agcattgctg ¢ 21
<210> 41

<211> 23
<212>ADN

42

46

40

46

136
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15

20

<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleotido 0li740

<400> 41

tcagctattt cacatacaaa tcg

<210> 42

<211> 521

<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Mutante de CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa | Chaetomium thermophilum con etiqueta

6x His

<400> 42

Leu

1

Gln

Val

Asn

Val

65

Thr

Thr

Thr

Asp

Ala
145

Gln

Glu

Leu

Cys

50

Thr

Tyr

Gly

Tyr

val

130

Met

Ala

Cys

Asp

Tyr

Cys

Gly

Ser

Gln

115

Ser

Asp

Cys

Thr

20

Ala

Thr

Ala

val

Asn

100

Ile

Asn

Ala

Thr

Ala

Asn

Gly

Gln

Thr

85

Val

Phe

Leu

Asp

Ala

Pro

Trp

Asn

Asn

70

Ser

Gly

Lys

Pro

Gly
150

23

Thr

Gly

Arg

Thr

55

Cys

Ser

Ser

Leun

Cys

135

Gly

Ala

Ser

Trp

40

Trp

Cys

Gly

Arg

Leu

120

Gly

val

ES 2 689939 T3

Glu

Cys

25

Vval

Asp

Leu

Ser

Leu

105

Asn

Leu

Ser

Asn

10

Thr

His

Pro

Asp

Ser

90

Tyr

Arg

Asn

Llys

His

Thr

Asp

Thr

Gly

15

Leu

Leu

Glu

Gly

Tyr
155

Pro

Arg

Val

Tyr

60

Ala

Lys

Leu

Phe

Ala

140

Pro

137

Pro

Asn

Asn

45

Cys

Asp

Leu

Gln

Ser

125

Leu

Asn

Leu

Gly

Gly

Pro

Tyr

Asn

Asp

110

Phe

Tyr

Asn

Thr

15

Ala

Tyr

Asp

Glu

Phe

95

Asp

Asp

Phe

Lys

Trp

val

Thr

Asp

Gly

val

Ser

val

val

Ala
160



Gly

Leu

Ser

Glu

His

225

Gly

Gly

Pro

Phe

Arg

305

Tle

Gln

Leu

Ser

Tyr

385

Cys

Ala

Lys

Asn

Met

210

Prog

Gly

Cys

Gly

Leu

290

FPhe

Ser

Lys

Ala

Leu

370

Prc

Prg

Lys

Phe

Asn

195

Asp

Cys

Thr

Asp

Lys

275

Thr

Tyr

Gly

Gln

Lys

355

Trp

Thr

Thr

Tyr

Ile

180

Ala

val

Asp

Tyr

Phe

260

Ile

Asp

Ile

Val

Ala

340

Met

Asp

Asp

Asp

Gly

165

Asn

Asn

Trp

Thr

Ser

245

Asn

Ile

Asp

Gln

Thr

325

Phe

Gly

Asp

Ala

Ser
405

Thr

Gly

Thr

Glu

Pro

230

Asn

Pro

Asp

Gly

Asn

310

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

380

Gly

Gly

Met

Gly

Ala

215

Gly

Asp

Tyr

Thr

Thr

295

Gly

Asn

Asp

Ala

Ala

375

Pro

val

Tyr

Ala

Ile

200

Asn

Gln

Arg

Arg

Thr

280

Asp

Asn

Ser

Thr

Met

360

Ala

Thr

Pro

ES 2 689939 T3

Cys

Asn

185

Gly

Ser

Thr

Tyr

Met

265

Lys

Thr

val

Ile

Asp

345

Gln

Gln

val

Ser

Asp

170

val

Asp

Ile

Met

Ala

250

Gly

Pro

Gly

Ile

Thr

330

Glu

Gln

Met

Pro

Asp
4190

Ser

Glu

His

Ser

Cys

235

Gly

Asn

Phe

Thr

Pro

315

Thr

Phe

Gly

Leu

Gly

395

val

Gln

Gly

Gly

Asn

220

Ser

Thr

Thr

Thr

Leu

300

Gln

Glu

Ser

Met

Trp

380

Ile

Glu

138

Cys

Trp

Ser

205

Ala

Gly

Cys

Ser

Val

285

Ser

Pro

Phe

Lys

Val

365

Leu

Ala

Ser

Pro

Gln

190

Cys

val

Asp

Asp

Phe

270

Val

Glu

Asn

Cys

His

350

Leu

Asp

Arg

Gln

Arg

175

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

255

Tyr

Thr

Ile

Ser

Thr

335

Gly

Val

Ser

Gly

Ser
415

Asp

Ser

Ala

Leu

Cys

240

Asp

Gly

Gln

Lys

Ile

320

Ala

Gly

Met

Asp

Thr

400

Pro
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15

Agn Ser

Thr Val

Tyr

Pro

Val
420

Thr

Gly Leu

435

Val Ala

450

Gln
465

Ile
Trp Gly
Ala

Gly

Ala Ser

Pro

Ser

Gln

Thr

Ala

Pro Thr

Thr Pro

Phe

Asp

Ser

Thr

Ser Asn

Ser
440

Gly

Thr
455

Thr

Ser Gln

470

Cys Gly

485

Thr
500

Cys

His His

515

<210> 43
<211> 1563
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Gly

Thr

His

Ile Gly

Glu

Leu

His
520

His

ES 2 689939 T3

Ile
425

Lys Phe

Thr Pro Ser

Thr Ser Val

Pro Gly Gly

475

Thr
490

Tyr Gly

Asn Pro

505

Trp

His

<223> Secuencia codificante para el mutante de la
Chaetomium thermophilum con etiqueta 6x His

<400> 43

ctgcaggect
gecocctggga
gtgcacgatyg
tgceoctgacyg
acctacggeg
gteggatece
aaccgoegagt
ctgtactttg
ggtgccaagt
aacggcatgg
ggcegaccacy
gcoggtcoacte

ggtggcacat

aacccttace

gcacggcgac
gcotgeaceac
tgaacggata
acgtaacctg
tgacttogte
gtctctacct
tcagctttga
tegecatgga
acggaacecgg
ccaacgtega
getectgetyg
tgcaccegtg
actctaacga

gecatgggeaa

ggcagagaac
caggaacqggyg
caccaactge
cgcccagaac
gggcagctee
gectgeaggac
cgtogatgte
cgccgacgge
gtattgegac
gggctggeag
tgcggagaty
cgacacgcca
togotacgeyg

cacttettte

cacccgcccee
goeggtegtte
tacacgggca
tgttgoctgg
ttgaaactca
gactegacct
tccaatette
ggegtgteca
tcccaatgee
ccgtecatega
gatgtetggg
ggccagacga
ggaacctgog

tacgggeoetg

Gly Pro

Ile

Asn Ser

430

Pro
445

Asn

Arg Ser

460

Cys Thr

Thr

Cys

Tyr Ser

Thr

Ser

Thr

Asn

Gln

Ala Thr

Thr Thr

Gln Lys

480

Cys Val

495

Cys Leu

510

CBH Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa |

tgacatggca
ttgatgogaa
atacctggga
acggcgcgga
atttegtcac
atcagatctt
cgtgeggatt
agtacccgaa
cacgggacct
acaacgccaa
aagcaaacag
tgtgectcetgyg
atcctgacgg

geaagatcat

139

ggaatgcacc
ctggegttgg
ccccacgtac
ttacgagggce
cgggtegaac
caagctectg
gaacggeget
caacaaggct
caagttcate
caccggaatt
catctecaat
agatgactgc
ctgtgactte

cgataccacce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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15

aagcccttca
agcgagatca
atcagtggcg
tttggegaca
cagcagggta
ttggattecg
tgtcecgacgg
accttctega
acccccagcea
agcagcacta
tggggccagt
tgcactgagce
cac

<210> 44

<211> 514
<212> PRT

ctgtecgtgac
agagetteta
tgaccggcaa
cggacgaatt
tggtecctggt
actacccgac
actcgggegt
acattaagtt
acccgaccge
ctcagatttc
gcggtggtat

tcaaccectg

<213> artificial

<220>

<223> Mutante de

etiqueta 6x His

<400> 44
Leu Gln
1

Gln Glu

Val Leu

Asn Cys

50

val Thr

65

Thr Tyr

Thr Gly

Ala

Cys

Asp

Tyxr

Cys

Gly

Ser

Cys Thr

Thr
20

Ala
Ala Asn
Thr

Gly

Ala Gln

Ala

Pro

Trp

Asn

Asn

gcagttccte
catccagaac
ctecgatcacg
ctetaageac
gatgagtttg
ggatgeggac
cccatcggat
tggtccgate
caccgttgcet
caccccgact
cggctacace

gtacagccag

CBHI Talaromyces

Thr Ala

Gly Ser

Arg Trp

40

Thr
55

Trp

Cys Cys

70

Val Thr

85

Asn Val

100

Ser

Gly

Ser Gly

Ser Arg

emersonii

ES 2 689939 T3

actgatgatg
ggcaacgtca
acggagttet
ggtggectgg
tgggacgact
cccacggtee
gtcgagtcge
aactcgaccyg

cctceccactt

gtacggatac
ttecageagee
gcactgctca
ccaagatggyg
acgecgegea
ctggtattge
agagccccaa
tcecetggect

ctaccaccac

agceageoceg
ggctgeoacta

tgcctggett

con

Glu Asn His

10

Cys Thr Thr

25

Val His Asp

Asp Pro Thr

Leu Gly

75

Asp

Ser Leu

90

Ser

Leu Leu

105

Tyr

goggetgeac
actgegttge

ctgctcatca

CBD celobiohidrolasa Phanerochaete chrysosporium con

Pro Pro

Arg Asn

30

Val Asn

45

Tyr Cys

60

Ala Asp

Leu

Lys

Leu Gln

Leu

Gly

Gly

Pro

Tyr

Asn

Asp

tggaactctc
caactecgate
gaagcaggcc
ageggecatyg
gatgctgtgg
ccgtggaacg
ctcctacgtg
cgacggcagc
cagcgtgaga
cacccagaag
tggcactace

tcaccatcac

Thr
15

Irp
Ala val
Tyr Thr
Asp Asp
Glu

Gly

Phe
95

Val

Asp Ser

110

140

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563



Thr

Asp

Ala

145

Gly

Leu

Ser

Glu

His

225

Gly

Gly

Pro

Phe

Arg

305

Ile

Gln

Leu

Tyr

val

130

Met

Ala

Lys

Asn

Met

210

Pro

Gly

Cys

Gly

Leu

290

Phe

Ser

Lys

Ala

Gln

115

Ser

Asp

Lys

Phe

Asn

195

Asp

Cys

Thr

Asp

Lys

275

Thr

Tyr

Gly

Gln

Lys
355

Ile

Asn

Ala

Tyr

Ile

180

Ala

Val

Asp

Tyr

Phe

260

Ile

Asp

Ile

Val

Ala

340

Met

Phe

Leu

Asp

Gly

163

Asn

Asn

Trp

Thr

Ser

245

Asn

Ile

Asp

Gln

Thr

325

Phe

Gly

Lys

Pro

Gly

150

Thr

Gly

Thr

Glu

Pro

230

Asn

Pro

Asp

Gly

Asn

310

Gly

Gly

Ala

Leu

Cys

135

Gly

Gly

Met

Gly

Ala

215

Gly

Asp

Tyr

Thr

Thr

295

Gly

Asn

Asp

Ala

Leu

120

Gly

Val

Tyr

Ala

Ile

200

Asn

Gln

Arg

Arg

Thr

280

Asp

Asn

Ser

Thr

Met
360

ES 2 689939 T3

Asn

Leu

Ser

Cys

Asn

185

Gly

Ser

Thr

Tyr

Met

265

Lys

Thr

Val

Ile

Asp

345

Gln

Arg

Asn

Lys

Asp

170

vVal

Asp

Ile

Met

Ala

250

Gly

Pro

Gly

Ile

Thr

330

Glu

Gln

Glu

Gly

Tyr

155

Ser

Glu

His

Ser

Cys

235

Gly

Asn

Phe

Thr

Pro

315

Thr

Phe

Gly

Phe

Ala

140

Pro

Gln

Gly

Gly

Asn

220

Ser

Thr

Thr

Thr

Leu

300

Gln

Glu

Ser

Met

141

Ser

125

Leu

Asn

Cys

Trp

Ser

205

Ala

Gly

Cys

Ser

Val

285

Ser

Pro

Phe

Lys

val
365

Phe

Tyr

Asn

Pro

Gln

190

Cys

Vval

Asp

Asp

Phe

270

Val

Glu

Asn

Cys

His

350

Leu

Asp

Phe

Lys

Arg

175

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

255

Tyr

Thr

Ile

Ser

Thr

335

Gly

Val

Val

val

Ala

160

Asp

Ser

Ala

Leu

Cys

240

Asp

Gly

Gln

Lys

Ile

320

Ala

Gly

Met



10

15

Leu
370

Ser

Tyr Pro

385

Cys Pro

Ser

Asn

Thr Tyr

Trp

Thr

Thr

Tyr

Thr

Asp Asp

Asp Ala

Tyr

Asp

Ala
375

Ala

Pro Thr

390

Ser
405

Asp

val
420

Thr

Gly Thr

435

Thr
450

Ser

Gln
465

Pro

Gly Tyr

Leu Asn

His His

<210> 45
<211> 1545
<212> ADN

Ser

Thr

Thr

Pro

Thr Ser

Gly Val

Gly

Phe

Val

Ser

Thr

vVal Pro

Asn

Ser

Ser
440

Ser

Ser Hisg

455

val Pro

470

Ser
485

Gly

Tyr
500

Tyr

<213> artificial

<220>

Thr

Ser

Thr Cys

Gln Cys

ES 2 689939 T3

Gln Met Leu

Val Prc Gly

395

Ser Asp Val

410

Ile
425

Lys Phe

Ser Ser Val

Ser Ser Ser

Gln Trp Gly

475

Ala Ser Pro

490

Tyr Ala Ser

505

<223> Secuencia codificante para el Mutante de la
Phanerochaete chrysosporium con etiqueta 6x His

<400> 45

ctgcaggcct
gececctyggga
gtgcacgatg
tgcecctgacyg
acctacggeyg
gteggatcce

aacogcegagt

gcacggecgac
getgcaceac
tgaacggata
acgtaacctg
tgacttegte
gtctctacct

tcagetttga

ggcagagaac
caggaacggg
caccaactge
cgcccagaac
gggcageteg
gctgcaggac

cgtegatgte

cacccgcccc
geggtegtte
tacacgggca
tgttgoctgyg
ttgaaactca
gactcgacct

tecaatctte

Trp Leu

380

Ile Ala

Glu

Ser

Gly Pro

Asp

Arg

Gln

Ile

Ser Asp

Thr
400

Gly

Ser Pro

415

Asn Ser

430

Ser
445

Ser

Ser Thr

460

Gln Cys

Thr

Tyr

Ala His

Ser

Pro

Gly

Cys

His

His Ser

Pro Thr

Ile
480

Gly

Hig val

495

His His

510

CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa

tgacatggca
ttgatgegaa
atacctggga
acggcgcgga
atttegteac
atcagatctt

cgtgeggatt

142

ggaatgcacc
ctggegttygy
ccccacgtac
ttacgagggc
cgggtcgaac
caagctcctg

gaacggeget

60

120

180

240

300

360

420



10

15

ctgtactttg

ggtgccaagt

aacggcatgg

ggcgaccacg

gcggtcacte
ggtggcacat
aacccttacc
aagcccttca
agcgagatca
atcagtggcg
tttggcgaca
cagcagggta
ttggattccg
tgtcecgacgg
accttctecga
tccteccgttt
actccaccaa
ggttacactg

tactcccaat

<210> 46
<211> 522
<212> PRT

tcgecatgga
acggaaccgg
ccaacgtega
gcteectgetg
tgcaccegtg
actctaacga
gcatgggcaa
ctgtcgtgac
agcgcttcta
tgaccggcaa
cggacgaatt
tggtcctggt
actacccgac
actcgggegt
acattaagtt
catcttctca
ctcaaccaac
gtteccactac

gttacgette

<213> artificial

<220>

<223> Mutante de CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Penicillium janthinellum con etiqueta 6x

His

<400> 46

Leu Gln Ala Cys Thr Ala Thr Ala Glu Asn His Pro Pro

1

5

cgccgacgge
gtattgcgac
gggctggeag
tgcggagatg
cgacacgcca
tagetacgeyg
cacttctttc
gcagttccte
catccagaac
ctcgatcacg
ctctaagcac
gatgagtttg
ggatgceggac
cccateggat
tggtccgate
ctccteccact
tggtgttact
ttgtgettee

tgeteateat

ES 2 689939 T3

ggcgtgtceca
tcccaatgece
ccgtecatega
gatgtctggg
ggccagacga
ggaacctgeg
tacgggcctg
actgatgatg
ggcaacgtca
acggagttct
ggtggcetgg
tgggacgact
cccacggtce
gtcgagtcge
aactcgacct
tctacttcat
gttcacacaat
ccatacactt

caccatcace

10

agtacccgaa
cacgggacct
acaacgccaa
aagcaaacag
tgtgctctgg
atcctgacgyg
gcaagatcat
gtacggatac
ttccgecagece
gcactgctca
ccaagatggg
acgccgcgea
ctggtattgc
agagccceaa
acactggaac
cttcccatte
ggggacaatg
gtcacgtttt

actaa

caacaaggct
caagttcatc
caccggaatt
catctccaat
agatgactgc
ctgtgactte
cgataccacc
tggaactctc
caactcgatc
gaagcaggcc
agcggccatg
gatgctgtgg
ccgtggaacg
ctcctacgtg
tgtttcttca
ctcatcttcc
tggtggtatt

gaacccatac

Leu Thr Trp

15

Gln Glu Cys Thr Ala Pro Gly Ser Cys Thr Thr Arg Asn Gly Ala Val

Val Leu Asp Ala Asn Trp Arg Trp Val His

35

Asn Cys Tyr Thr Gly Asn Thr Trp Asp Pro

50

20

40

55

25

Thr Tyr Cys

30

45

60

143

Asp Val Asn Gly Tyr Thr

Pro Asp Asp

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1545



Val

Thr

Thr

Thr

Asp

Ala

145

Gly

Leu

Ser

Glu

His

225

Gly

Gly

Pre

Phe

Arg
305

Thr

Tyxr

Gly

Tyxr

Val

130

Met

Ala

Lys

Asn

Met

210

Prg

Gly

Cys

Gly

Leu

290

Phe

Cys

Gly

Ser

Gln

115

Ser

Asp

Lys

Phe

Asn

195

Asp

Cys

Thr

Asp

Lys

275

Thr

Tyr

Ala

val

Asn

100

Ile

Asn

Ala

Tyr

Ile

180

Ala

val

Asp

Tyr

Phe

260

Ile

Asp

Ile

Gln

Thr

85

Val

Phe

Leu

Asp

Gly

165

Asn

Asn

Trp

Thr

Ser

245

Asn

Ile

Asp

Gln

Asn

70

Ser

Gly

Lys

Pro

Gly

150

Thr

Gly

Thr

Glu

Pro

230

Asn

Pro

Asp

Gly

Asn
310

Cys

Ser

Ser

Leu

Cys

135

Gly

Gly

Met

Gly

Ala

215

Gly

Asp

Tyr

Thr

Thr

295

Gly

Cys

Gly

Arg

Leu

120

Gly

val

Tyr

Ala

Ile

200

Asn

Gln

Arg

Arg

Thr

280

Aszp

Asn

ES 2 689939 T3

Leu

Ser

Leu

105

Asn

Leu

Ser

Cys

Asn

185

Gly

Ser

Thr

Tyr

Met

265

Lys

Thr

val

Asp

Ser

Tyr

Arg

Asn

Lys

Asp

170

val

Asp

Ile

Met

Ala

250

Gly

Pro

Gly

Ile

Gly

75

Leu

Leu

Glu

Gly

Tyr

155

Ser

Glu

His

Ser

Cys

235

Gly

Asn

Phe

Thr

Pro
315

Ala

Lys

Leu

Phe

Ala

140

Pro

Gln

Gly

Gly

Asn

220

Ser

Thr

Thr

Thr

Leu

300

Gln

144

Asp

Leu

Gln

Ser

125

Leu

Asn

Cys

Trp

Ser

205

Ala

Gly

Cys

Ser

val

285

Ser

Pro

Tyr

Asn

Asp

110

Phe

Tyr

Asn

Pro

Gln

190

Cys

val

Asp

Asp

Phe

270

val

Glu

Asn

Glu

Phe

95

Asp

Asp

Phe

Lys

Arg

175

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

255

Tyr

Thr

Ile

Ser

Gly

val

Ser

val

Val

Ala

160

Asp

Ser

Ala

Leu

Cys

240

Asp

Gly

Gln

Lys

Ile
320



ES 2 689939 T3

Ile Ser Gly Val Thr Gly Asn Ser Ile Thr Thr Glu Phe Cys Thr Ala
325 330 335

Gln Lys Gln Ala Phe Gly Asp Thr Asp Glu Phe Ser Lys His Gly Gly
340 345 350

Leu Ala Lys Met Gly Ala Ala Met Gln Gln Gly Met Val Leu Val Met
355 360 365

Ser Leu Trp Asp Asp Tyr Ala Ala Gln Met Leu Trp Leu Asp Ser Asp
370 375 380

Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Pro Thr Val Pre Gly Ile Ala Arg Gly Thr
385 390 395 400

Cys Pro Thr Asp Ser Gly Val Pro Ser Asp Val Glu Ser Gln Ser Pro
405 419 415

Asn Ser Tyr Val Thr Phe Ser Asn Ile Lys Phe Gly Pro Ile Asn Ser
420 425 430

Thr Phe Thr Gly Gly Thr Thr Ser Ser Ser Ser Thr Thr Thr Thr Thr
435 440 445

Ser Lys Ser Thr Ser Thr Ser Ser Ser Ser Lys Thr Thr Thr Thr Ser
450 455 460

Val Thr Thr Thr Thr Thr Ser Ser Gly Ser Ser Gly Thr Gly Ala Ala
465 470 475 480

His Trp Ala Gln Cys Gly Gly Asn Gly Trp Thr Gly Pre Thr Thr Cys
485 490 495

Val Ser Pro Tyr Thr Cys Thr Lys Gln Asn Asp Trp Tyr Ser Gln Cys
500 505 510

Leu Ala Ser Ala His His His His His His
515 520
<210> 47
<211> 1566
<212> ADN
<213> artificial
<220>
<223> Secuencia codificante para el Mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa
Penicillium janthinellum con etiqueta 6x His
<400> 47

ctgcaggcct gcacggcgac ggcagagaac cacccgcocce tgacatggeca ggaatgcacce 60

gcccctggga gctgcaccac caggaacggg gecggtcgttce ttgatgecgaa ctggegttgg 120

145



10

gtgcacgatg
tgecctgacy
acctacggecg
gteggatcee
aaccgcgagt
ctgtactttyg
ggtgccaagt
aacggcatgg
ggcgaccacg
gcggtcacte
ggtggcacat
aacccttace
aagcccttea
agcgagatca
atcagtggcg
tttggcgaca
cagcagggta
ttggattccyg
tgtccgacgg
accttctcga
tactecteca
acaactactt
cattgggete
acttgtacta
cacgcac

<210> 48

<211>510
<212> PRT

tgaacggata
acgtaacetyg
tgacttegtce
gtctctacct
tcagctttga
togocatgga
acggaaccgg
ccaacgtega
gctcctgetg
tgcaccegtg
actctaacga
gcatgggcaa
ctgtegtgac
agcgetteta
tgaccggcaa
cggacgaatt
tggtoctggt
actacccgac
actcgggegt
acattaagtt
ctactactac
ccgttacaac

aatgtggtgg

agcagaacga

<213> artificial

<220>

<223> Mutante de CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Irpex lacteus con etiqueta 6x His

<400> 48

caccaactge
cgeacagaac
gggcagctce
gctgcaggac
cgtegatgte
cgoagacgge
gtattgecgac
gggctggeag
tgcggagatg
cgacacgcca
tegetacgeg
cacttettte
gcagttecate
catccagaac
ctecgatcacg
ctctaagecac
gatgagttty
ggatgcggac
cccateggat
tggtccgatc
aacttacaag
tactactact
taatggatgg

ctggtactct

ES 2 689939 T3

tacacgggea
tgttgectgg
ttgaaactca
gactcgacct
tccaatctte
ggegtgteca
tcocaatgeoe
cegteatega
gatgtctggg
ggocagacga
ggaacctgeg
tacgggcctg
actgatgatg
ggcaacgtca
acggagttet
ggtggectgg
tgggacgact
cccacggtec
gtegagtege
aactcgacct
tocactteca
tectoctggtt

actggtccaa

caatgtttgg

atacctggga
acggegegga
atttcgtcac
atcagatctt
cgtgoggatt
agtacaogaa
cacgggacct
acaacgccaa
aagcaaacag
tgtgctctgg
atecctgacgg
gcaagatcat
gtacggatac
tteogeagee
gcactgectca
ccaagatggg
acgocgegea
ctggtattge
agagccccaa
tcactggtgg
cttecatette
cttctggtac
ctacttgtgt

cttctgetca

ccccacgtac
ttacgaggge
cgggtcgaac
caagctcctg
gaacggecgct
caacaagget
caagttcate
caccggaatt
catctccaat
agatgactgce
ctgtgactte
cgataccace
tggaactete
caactcgate
gaagcaggcc
agcggecatg
gatgetgtgy
ccgtggaacyg
ctectacgtyg
tactacttca
atccaagact
tggtgetget
ttccccatac

tcatcaccat

Leu Gln Ala Cys Thr Ala Thr Ala Glu Asn His Pro Pro Leu Thr Trp

1

5

10

146

15

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1566



Gln

val

Asn

val

€5

Thr

Thr

Thr

Asp

Ala

145

Gly

Leu

Ser

Glu

His

225

Gly

Gly

Glu

Cys

50

Thr

Tyr

Gly

Tyr

Val

130

Met

Ala

Lys

Asn

Met

210

Pro

Gly

Cys

Cys

Asp

Tyr

Cys

Gly

Ser

Gln

115

Ser

Asp

Lys

Phe

Asn

195

Asp

Cys

Thr

Asp

Thr

20

Ala

Thr

Ala

Val

Asn

100

Ile

Asn

Ala

Tyr

Ile

180

Ala

Val

Asp

Tyr

Phe
260

Ala

Asn

Gly

Gln

Thr

85

val

Phe

Leu

Asp

Gly

1le5

Asn

Asn

Trp

Thr

Ser

245

Asn

Pro

Trp

Asn

Asn

70

Ser

Gly

Lys

Pro

Gly

150

Thr

Gly

Thr

Glu

Pro

230

Asn

Pro

Gly

Arg

Thr

55

Cys

Ser

Ser

Leu

Cys

135

Gly

Gly

Met

Gly

Ala

215

Gly

Asp

Tyr

Ser

Trp

Trp

Cys

Gly

Arg

Leu

120

Gly

val

Tyr

Ala

Ile

200

Asn

Gln

Arg

Arg

ES 2 689939 T3

Cys

25

val

Asp

Leu

Ser

Leu

105

Asn

Leu

Ser

Cys

Asn

185

Gly

Ser

Thr

Tyr

Met
265

Thr

His

Pro

Asp

Ser

90

Tyr

Arg

Asn

Lys

Asp

1790

val

Asp

Ile

Met

Ala

250

Gly

Thr

Asp

Thr

Gly

75

Leu

Leu

Glu

Gly

Tyr

155

Ser

Glu

His

Ser

Cys

235

Gly

Asn

Arg

val

Tyr

60

Ala

Lys

Leu

Phe

Ala

140

Pro

Gln

Gly

Gly

Asn

220

Ser

Thr

Thr

147

Asn

Asn

Cys

Asp

Leu

Gln

Ser

125

Leu

Asn

Cys

Trp

Ser

205

Ala

Gly

Cys

Ser

Gly

30

Gly

Pro

Tyr

Asn

Asp

110

Phe

Tyr

Asn

Pro

Gln

190

Cys

Val

Asp

Asp

Phe
270

Ala

Tyr

Asp

Glu

Phe

95

Asp

Asp

Phe

Lys

Arg

175

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

255

Tyr

Val

Thr

Asp

Gly

80

Val

Ser

Val

Val

Ala

160

Asp

Ser

Ala

Leu

Cys

240

Asp

Gly



10

Pro Gly Lys
275

Phe Leu Thr
290

Arg Phe Tyr
305

Ile Ser Gly

Gln Lys Gln

Leu Ala lys
355

Ser Leu Trp
370

Tyr Pro Thr
385

Cys Pro Thr

Asn Ser Tyr

Thr Phe Thr
435

Val Ser Ser
450

Gly Thr Vval
465

Pro Thr Val

Tyr Ser Gln

<210> 49
<211> 1530
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia codificante para el mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD celobiohidrolasa Irpex

Ile

Asp

Ile

Val

Ala

340

Met

Asp

Asp

Asp

Val

420

Gly

Ser

Ala

Cys

Cys
500

Ile

Asp

Gln

Thr

325

Fhe

Gly

Asp

Ala

Ser

405

Thr

Thr

Thr

Gln

Ala

485

Tyr

Asp

Gly

Asn

310

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

390

Gly

Phe

Gly

Ser

Trp

470

Ser

Ala

lacteus con etiqueta 6x His

<400> 49

Thr

Thr

295

Gly

Asn

Asp

Ala

Ala

375

Pro

val

Ser

Ser

val

455

Gly

Pro

Ser

Thr

280

Asp

Asn

Ser

Thr

Met

360

Ala

Thr

Pro

Asn

Thr

440

Ala

Gln

Phe

Ala

ES 2 689939 T3

Lys

Thr

Val

Ile

Asp

345

Gln

Gln

Val

Ser

Ile

425

Ser

Ser

Cys

Thr

His
505

Pro

Gly

Ile

Thr

330

Glu

Gln

Met

Pro

Asp

410

Lys

Pro

Gln

Gly

Cys

490

His

Phe

Thr

Pro

315

Thr

Phe

Gly

Leu

Gly

395

val

Phe

Ser

Pro

Gly

475

His

His

Thr

Leu

300

Gln

Glu

Ser

Met

Trp

380

Ile

Glu

Gly

Ser

Thr

460

Thr

Val

His

148

val

285

Ser

Pro

Phe

Lys

Val

365

Leu

Ala

Ser

Pro

Pro

445

Gln

Gly

val

His

val

Glu

Asn

Cys

His

350

Leu

Asp

Arg

Gln

Ile

430

Ala

Pro

Phe

Asn

His
510

Thr

Ile

Ser

Thr

335

Gly

Val

Ser

Gly

Ser

415

Asn

Gly

Ala

Thr

Pro
495

Gln

Lys

Ile

320

Ala

Gly

Met

Asp

Thr

400

Pro

Ser

Pro

Gln

Gly

480

Tyr
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ctgcaggect
gcccctggga
gtgcacgatg
tgecectgacg
acctacggeg
gtcggatece
aaccgcgagt
ctgtactttg
ggtgccaagt
aacggcatgg
ggcgaccacyg
gcggtcacte
ggtggcacat
aacccttacc
aagcccttca
agcgagatca
atcagtggcyg
tttggcgaca
cagcagggta
ttggattccg
tgtececgacgg
accttetega
tcteocatett
caaccagctc
ccaactgttt

tacgcttetg

<210> 50
<211> 509
<212> PRT

gcacggcgac
gctgcaccac
tgaacggata
acgtaacectg
tgactteogte
gtctctacct
tcagctttga
tegecatgga
acggaaccgg
ccaacgtega
getectgetyg
tgcaccegtg
actctaacga
gcatgggcaa
ctgtcgtgac
agcgetteta
tgaccggcaa
cggacgaatt
tggtcctggt
actaccecgac
actegggegt
acattaagtt
ctoccagetgg
aaggtactgt
gtgettecce

ctcatcatca

<213> artificial

<220>

<223> Mutante de CBHI Talaromyces emersonii con CBD Trichoderma reesei mutado con etiqueta 6x His

<400> 50

ggcagagaac
caggaacggg
caccaactge
cgcccagaac
gggcagcotce
gctgeaggac
cgtcegatgte
cgocgacgge
gtattgecgac
gggctggeag
tgcggagaty
cgacacgcca
tcgctacgeg
cacttctttc
gcagttccte
catccagaac
ctoegatcacyg
ctctaagcac
gatgagtttg
ggatgoggac
cccateggat
tggtccgate
tocagtttet
tgctcaatgg
attcacttgt

tcaccatcac
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cacccgccee
gcggtegtte
tacacgggca
tgttgcctgyg
ttgaaactca
gactecgacct
tccaatctte
ggcgtgteca
teccaatgee
ccgteatega
gatgtetggy
ggccagacga
ggaacctgcg
tacgggcctyg
actgatgatg
ggcaacgtca
acggagttct
ggtggectgg
tgggacgact
cccacggteo
gtegagtege
aactcgacct
tetteocactt
ggacaatgtg

cacgttgtta

tgacatggeca
ttgatgcgaa
atacctggga
acggegegga
atttegtcac
atcagatctt
cgtgeggatt
agtacccgaa
cacgggacct
acaacgccaa
aagcaaacag
tgtgctctgg
atcctgacgg
gcaagatcat
gtacggatac
ttcocgecagee
gcactgctea
ccaagatggg
acgccgogea
ctggtattge
agagccccaa
tecactggtac
cogttgette

gtggtactgg

acccatacta

149

ggaatgcacc
ctggcgttgg
ccccacgtac
ttacgaggge
cgggtcgaac
caagctectg
gaacggcgcet
caacaaggct
caagttcatc
caccggaatt
catctecaat
agatgactgc
ctgtgacttc
cgataccacc
tggaactctc
caactcgatce
gaagcaggeoc
agcggccatg
gatgctgtgg
ccgtggaacy
ctcctacgtg
tggttctact
ccaaccaact
tttcactggt

ctcccagtgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1530



Leu

Gln

Val

Asn

Val

65

Thr

Thr

Thr

Asp

Ala

145

Gly

Leu

Ser

Glu

His
225

Gln

Glu

Leu

Cys

50

Thr

Tyr

Gly

Tyr

val

130

Met

Ala

Lys

Asn

Met

210

Pro

Ala

Cys

Asp

Tyr

Cys

Gly

Ser

Gln

115

Ser

Asp

Lys

Phe

Asn

195

Asp

Cys

Cys

Thr

Ala

Thr

Ala

Val

Asn

100

Ile

Asn

Ala

Tyr

Ile

180

Ala

Val

Asp

Thr

Ala

Asn

Gly

Gln

Thr

85

val

Fhe

Leu

Asp

Gly

165

Asn

Asn

Trp

Thr

Ala

Pro

Trp

Asn

Asn

70

Ser

Gly

Lys

Pro

Gly

150

Thr

Gly

Thr

Glu

Pro
230

Thr

Gly

Arg

Thr

Cys

Ser

Ser

Leu

Cys

135

Gly

Gly

Met

Gly

Ala

215

Gly

Ala

Ser

Trp

40

Cys

Gly

Arg

Leu

120

Gly

Val

Tyr

Ala

Ile

200

Asn

Gln
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Glu

Cys

25

val

Asp

Leu

Ser

Leu

105

Asn

Leu

Ser

Cys

Asn

185

Gly

Ser

Thr

Asn

10

Thr

His

Pro

Asp

Ser

30

Tyr

Arg

Asn

Lys

Asp

170

val

Asp

Ile

Met

Hig

Thr

Asp

Thr

Gly

75

Leu

Leu

Glu

Gly

Tyr

155

Ser

Glu

His

Ser

Cys
235

Pro

Arg

val

Tyr

60

Ala

Lys

Leu

Phe

Ala

140

Pro

Gln

Gly

Gly

Asn

220

Ser

150

Pro

Asn

Asn

45

Cys

Asp

Leu

Gln

Ser

125

Leu

Asn

Cys

Trp

Ser

205

Ala

Gly

Leu

Gly

Gly

Pro

Tyzr

Asn

Asp

110

Phe

Tyr

Asn

Pro

Gln

190

Cys

val

Asp

Thr

15

Ala

Tyr

Asp

Glu

Phe

95

Asp

Asp

Phe

Lys

Arg

175

Pro

Cys

Thr

Asp

Trp

val

Thr

Asp

Gly

80

Val

Ser

val

val

Ala

160

Asp

Ser

Ala

Leu

Cys
240
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Gly Gly Thr Tyr Ser Asn Asp Arg Tyr Ala Gly Thr Cys Asp Pro Asp
245 250 255

Gly Cys Asp Phe Asn Pro Tyr Arg Met Gly Asn Thr Ser Phe Tyr Gly
260 265 270

Pro Gly Lys Ile Ile Asp Thr Thr Lys Pro Phe Thr Val Val Thr Gln
275 280 285

Phe Leu Thr Asp Asp Gly Thr Asp Thr Gly Thr Leu Ser Glu Ile Lys
290 295 300

Arg Phe Tyr Ile Gln Asn Gly Asn Val Ile Pro Gln Pro Asn Ser Ile
305 310 315 320

Ile Ser Gly val Thr Gly Asn Ser Ile Thr Thr Glu Phe Cys Thr Ala
325 330 335

Gln Lys Gln Ala Phe Gly Asp Thr Asp Glu Phe Ser Lys His Gly Gly
340 345 350

Leu Ala Lys Met Gly Ala Ala Met Gln Gln Gly Met Val Leu Val Met
355 360 365

Ser Leu Trp Asp Asp Tyr Ala Ala Gln Met Leu Trp Leu Asp Ser Asp
370 375 380

Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Pro Thr Val Pro Gly Ile Ala Arg Gly Thr
385 390 395 400

Cys Pro Thr Asp Ser Gly Val Pro Ser Asp Val Glu Ser Gln Ser Pro
405 410 415

Asn Ser Tyr Val Thr Phe Ser Asn Ile Lys Phe Gly Pro Ile Gly Ser
420 425 430

Thr Gly Asn Pro Ser Gly Gly Asn Pro Ser Gly Gly Asp Gly Gly Thr
435 440 445

Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro
450 455 460

Thr Gln Ser Leu Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Pro
465 470 475 480

Thr Ile Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln Vval Leu Asn Pro Tyr Tyr
485 490 495

Ser Gln Cys Leu Ala Ser Ala His His His His His His
500 505

<210> 51
<211> 1527
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia codificante para el mutante de la CBHI Talaromyces emersonii con CBD Trichoderma reesei
mutado con etiqueta 6x His
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<400> 51

ctgcaggect
gecccetggga
gtgcacgatg
tgecectgacg
acctacggeyg
gtcggatece
aaccgcgagt
ctgtactttg
ggtgccaagt
aacggcatgg
ggcgaccacg
gcggtcacte
ggtggcacat
aacccttacc
aagcccttca
agcgagatca
atcagtggcyg
tttggcgaca
cagcagggta
ttggattccg
tgtceogacagg
accttctcga
ccttcaggtg
agtccaggte
actatttgtyg

gettetgeac

gcacggcgac
gotgeaceace
tgaacggata
acgtaacectg
tgacttegte
gtctctacct
tecagectttga
tegecatgga
acggaacegg
ccaacgtega
gctcctgetg
tgcaccegtg
actctaacga
gcatgggcaa
ctgtcgtgac
agcgcttcta
tgaccggcaa
cggacgaatt
tggtcctggt
actacccgac
actegggegt
acattaagtt
gagacggegg
caactcaatce
ctteotggtac

atcatcacca

ggcagagaac
caggaacggyg
caccaactge
cgcccagaac
gggcagetac
gctgeaggac
cgtegatgte
cgocgacgge
gtattgegac
gggctggeag
tgcggagatg
cgacacgcca
tcgctacgeg
cacttctttc
gcagttcete
catccagaac
ctoegatcacyg
ctctaagcac
gatgagtttg
ggatgcggac
cccateggat
tggtccgatc
aacaacgaca
actatacggt
tacttgeocaa

ccaccat

ES 2 689939 T3

cacccgccco
geggtegtte
tacacgggca
tgttgcctgyg
ttgaaactca
gactcgacct
tccaatctte
ggcgtgtcoca
toccaatgee
cegtcatcga
gatgtctggg
ggccagacga
ggaacctgcg
tacgggcctyg
actgatgatg
ggcaacgtca
acggagttcet
ggtggectgyg
tgggacgact
cccacggtee
gtcgagtcge
ggtagcacag
actagaagacg
caatgtggtg

gttetgaace

tgacatggeca
ttgatgogaa
atacctggga
acggcgegga
atttegtcac
atcagatctt
cgtgeggatt
agtacccgaa
cacgggacct
acaacgccaa
aagcaaacag
tgtgctctgg
atcctgacgg
gcaagatcat
gtacggatac
ttcecgeagee
gcactgctea
ccaagatggg
acgccgogea
ctggtattge
agagccccaa
gtaatccttc
cagctactac
gtataggtta

cttactacte
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ggaatgcacc
ctggegttygg
ccccacgtac
ttacgaggge
cgggtoegaac
caagctectg
gaacggeget
caacaaggct
caagttcate
caccggaatt
catctccaat
agatgactgc
ctgtgacttc
cgataccacc
tggaactctc
caactcgatc
gaagcaggeoc
agcggccatg
gatgctgtgg
ccgtggaacy
ctectacgtg
aggtggtaat
aactggttca
ctectggtece

acagtgtcta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1527
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene actividad celobiohidrolasa, en donde el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90% con la SEQ ID NO: 5 en donde el polipéptido
se modifica en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en Q1, Q2, T7, A8, N10, Q28, E65, S86,
D181, E183, D202, P224, S311, N318, T335, D346, Q349, T392, T393 e Y422, y en donde el polipéptido mantiene
50% de su maxima capacidad de transformacion del substrato cuando la transformacion se realiza durante 60
minutos a una temperatura de 62°C o superior.

2. El polipéptido segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la modificacion en uno o mas de los siguientes
residuos de aminoacidos por sustitucién o delecién en las posiciones G4, P12, T15, A21, G23, S24, T26, T27, N29,
G30, A31, V32, N37, W40, V41, G46, Y47, T48, N49, C50, T52, N54, D57, T59, Y60, D64, A68, Q69, A72, V84, S89,
S90, K92, S99, Q109, D110, D111, 1116, F117, K118, L119, L120, D129, V130, G139, A145, M146, V152, K154,
Y155, N157, N158, K159, K163, G167, Q172, F179, 1180, E187, G188, Q190, S192, S193, N194, 1200, H203, D211,
V212, A221, D228, T229, G231, T233, M234, S236, T243, Y244, S245, N246, D247, G251, F260, G266, K275, 1276,
1277, T280, L290, D293, G294, T295, T297, T299, S301, K304, F306, N310, V313, 1314, D320, 1321, T325, N327,
A340, F341, D343, T344, D345, H350, A354, K355, A358, Q361, Q362, G363, M364, V367, D373, Y374, A375,
A376, P386, T387, D390, T392, P394, T400, P402, T403, D404, D410, N417, S418, T421, F427, P429, 1430, G431,
T433, G434, N435, P436, S437 o una o mas inserciones de 5 aminoacidos después de las posiciones G151, o
K159.

3. El polipéptido segun la reivindicacion 2, en donde uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos son
modificados como sigue:

Posicion Modificado a;
Q1 L

Q2 P, S

G4 C

AB G LV
T7 Q

A8 S

N10 T,D

P12 Q

T15 S

A21 S, T,C
G23 A D, N
S24 T,C,N
T26 I, N

T27 S, Q

Q28 L, K, R, N
N29 T,Y

G30 A

A31 S
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Posicion Modificado a:
V32 G

N37 S

W40 R

V41 T

G46 S

Y47 S, F
T48 A

N49 S

C50 S

T52 D

N54 S

D57 S

T59 M

Y60 H

D64 N

E65 V, M, K
A68 T

Q69 K, R
A72 Vv, C
V84 A

S86 T

S89 N

S90 T, F
K92 R

S99 T
Q109 R
D110 G, SN
D111 H, E
1116 V, K, E
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Posicion Modificado a:
F117 Y

K118 ATAQ
L119 L, I

L120 P, M

D129 N

V130 |

G139 S

A145 T

M146 c

G151 GCGRSG
V152 A E

K154 R

Y155 S,C,H
N157 S

N158 D

K159 E, KCGRNK
K163 c

G167 C

Q172 Q

F179 |

1180 N

D181 N

E183 V, M, K
E187 K

G188 Cc

Q190 L, K

S192 LI,P,T,M
S193 LPT
N194 GLLV,SCKRDAQY
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Posicion Modificado a:
1200 N, F

D202 G LV,NFY
H203 R

D211 G

V212 L

A221 Vv

P224 L

D228 N

T229 A, S, M
G231 D

T233 S

M234 L LV, TK
S236 F,Y

T243 GALLVPSCMRDQFYW
Y244 H, F

S245 T

N246 S, K D
D247 N

G251 R

F260 c

G266 S

K275 E

1276 Vv

1277 Vv

T280 A

L290 H

D293 R, H

G294 A

T295 S
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Posicion Modificado a:
T297 N

T299 I, S

S301 c

K304 R

F306 LY
N310 D, E
S311 G,D,N
V313 |

1314 F

N318 I,H,D,Y
D320 I,V,E,N
1321 N

T325 Al
N327 Y

T335 I

A340 G,S T
F341 C

D343 A

T344 M

D345 E

D346 G,AV, E
Q349 K, R
H350 Y

A354 T

K355 Q

A358 E

Q361 R

Q362 G, R H
G363 P
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Posicion Modificado a:
M364 L, S

V367 A

D373 E

Y374 A,P,S CRHD
A375 GLVTCMRDENQY
A376 T

P386 L, S

T387 A S

D390 G E

T392 S, M, K
T393 ALV, S
P394 c

T400 S

P402 S

T403 K

D404 N

D410 G

N417 Y

S418 P

T421 I

Y422 F

F427 Y

P429 c

1430 L

G431 D

T433 S, E

G434 S, GAAATG
N435 Q

P436 S
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Modificado a;

P

4. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de una o mas de las reivindicaciones 1 a 3, que tiene preferiblemente
al menos 95% de identidad con la SEQ ID NO: 1.

5. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 4.

6. Una célula anfitriona transformada con un vector de la reivindicacion 5, en donde opcionalmente

(i) la célula anfitriona se deriva del grupo que consiste en Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Kluyveromyces, Pichia, Pichia, Hansenula, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Chrysosporium,
Chaetomium, Acremonium, Candida y Yarrowina,

ylo

(ii) la célula anfitriona es capaz de producir etanol, preferiblemente una levadura derivada del grupo de
células anfitrionas que comprenden Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis, Pachysolen tannophilus

ylo

(iii) la célula anfitriona es una levadura metilotréfica, preferentemente derivada del grupo de células
anfitrionas que comprenden Pichia methanolica, Pichiia pastoris, Pichia angusta, Hansenula polymorpha

ylo

(iv) la célula anfitriona es un hongo filamentoso, preferiblemente seleccionado de las células anfitrionas que
comprenden miembros del género Trichoderma, Aspergillus, Chaetomium, Chrysosporium Penicillium o
Acremonium, siendo mas preferiblemente seleccionados de una de las especies Trichoderma sp.,
Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Chaetomium
termophilum o Chrysosporium lucknowense.

7. Un procedimiento para producir una proteina celobiohidrolasa seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
que comprende las etapas:

a. Obtencién de una célula anfitriona, que se ha transformado con un vector que comprende el acido
nucleico definido en la reivindicacion 4;

b. Cultivo de la célula anfitriona en condiciones bajo las cuales se expresa la proteina celobiohidrolasa; y

c. Recuperacion de la proteina celobiohidrolasa.

8. Composicion que comprende el polipéptido de una o mas de las reivindicaciones 1 a 3 y uno o mas
endoglucanasas y/o una o mas beta-glucosidasas y/o una o mas celobiohidrolasas y/o una o mas xilanasas.

9. Uso del polipéptido segiin una o mas de las reivindicaciones 1 a 3 o de la composicion de la reivindicacion 8 para
la degradacion enzimatica de la biomasa lignocelul6sica, y/o para el procesamiento de textiles y/o como ingrediente
en detergentes y/o como ingrediente en alimentos o composiciones de piensos.
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Figura 1

pUC19 nrix
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:Avril (223)
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! promotor TEF1

promotor EM7
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Figura 2

250
150 1 Vector de control
100 - 2 CBHI Trichoderma viride
3 CBHI Humicola grisea
L 4 CBHI Talaromyces emersonif
| - 5 CBHI Thermoascus aurantiacus
5 § - 6 Fusion de CBHI Talaromyces emersonii
37 ' " con CBD T. reesei
7 Fusion de CBHI Humicola grisea con
25 CBD T. reesei
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Figura 3
Sacl (209)
IO 5ty

. promotor AOX 11

// 1‘ M alfa (S.c)

promotor EM7 ..:.,r_-'f.'; “terminador de transcripcion AOX 1

promotor TEF1

36 kb
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Figura 4

S5t P P2 P3 P4 P5 PE p7/Recoleccion
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Figura 5
resistencia a la ampicilina Swal (242)
/ "1. _ eis
. ' __ péptido de sefial de cbht
Sbf1(7786) _ | V4 —:"'
l‘x 10,0 kb — oBtta

Terminador de cbh1

higromicina fosfotransferasa
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Figura 7
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Figura 8
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Valores normalizados de las UFR

Titulo del diagrama

A
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Temperatura de incubacion [°C]
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Figura 9

Glucosa [g/]
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Figura 10
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1
CEACTLOSET
QUAGTATAEN

51
YOGENTHEETL
YTGNTWLDETY

1Cl
QENVGARLYL
-SFVGERLYL

151
ADGOVEEYET
ADGEVEEYEN

201
TEIGEEHGEE0C
TEIGDAGETC

251
RYGETCDPDG
RYACGTCDEDG

CTGTLZELER

351
FSDEGGLTS
CEFSQHGELATR

4401
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