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DESCRIPCION
Nuevos genes que codifican nuevas enzimas proteoliticas
Campo de la invencion

La invencion se refiere a secuencias polinucleotidicas nuevamente identificadas que comprenden genes que
codifican nuevas proteasas aisladas de Aspergillus niger. La invencion se refiere a la secuencia nucleotidica de
longitud completa de los nuevos genes, a las secuencias de ADNc que comprenden las secuencias codificantes de
longitud completa de las nuevas proteasas, asi como a las secuencias de aminoacidos de las proteinas funcionales
de longitud completa y fragmentos y variantes de las mismas. La invencion también se refiere a métodos para usar
estas enzimas en procesos industriales, y a métodos para diagnosticar infecciones flngicas. También se incluyen en
la invencién células transformadas con un polinucleétido segun la invencion, y células en las que una proteasa
segun la invencidn se modifica genéticamente para potenciar o reducir su actividad y/o nivel de expresion.

Antecedentes de la invencién
Enzimas proteoliticas

Las proteinas se pueden considerar heteropolimeros que consisten en bloques constructores de aminoacidos
conectados mediante un enlace peptidico. La unidad repetitiva en las proteinas es el atomo de carbono alfa central
con un grupo amino y un grupo carboxilo. Excepto para la glicina, una denominada cadena lateral de aminoacidos
sustituye uno de los dos atomos de hidrégeno del carbono alfa que quedan. La cadena lateral de amino&cidos hace
asimétrico al carbono alfa central. En general, en las proteinas se encuentra el enantidmero L del aminoéacido. Los
siguientes términos describen los diversos tipos de aminoéacidos polimerizados. Péptidos son cadenas cortas de
restos de aminoacidos con una secuencia definida. Aunque realmente no hay un maximo al nimero de restos, el
término indica habitualmente una cadena cuyas propiedades estan determinadas principalmente por su composicién
de aminoéacidos y que no tiene una conformacion tridimensional fija. El término polipéptido se usa habitualmente
para las cadenas mas largas, habitualmente de secuencia y longitud definidas, y en principio de la longitud
apropiada para plegarse en una estructura tridimensional. Proteina se reserva para polipéptidos que aparecen de
forma natural y que muestran una estructura tridimensional definida. En el caso en el que la funcion principal de las
proteinas sea catalizar una reaccion quimica, habitualmente se denomina una enzima. Las proteasas son las
enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace peptidico en (poli)péptidos y proteinas.

En condiciones fisiologicas, las proteasas catalizan la hidrdlisis del enlace peptidico. La Union Internacional de
Bioguimica y Biologia Molecular (1984) ha recomendado usar el término peptidasa para el conjunto de hidrolasas del
enlace peptidico (Subclase E.C 3.4.). Los términos proteasa y hidrolasa peptidica son sinénimos de peptidasa, y
también se pueden usar aqui. Las proteasas comprenden dos clases de enzimas: las endopeptidasas y las
exopeptidasas, que escinden enlaces peptidicos en puntos dentro de la proteina, y eliminan aminoacidos
secuencialmente del término N o C respectivamente. Proteinasa se usa como sinénimo de endopeptidasa. El enlace
peptidico se puede producir en el contexto de di-, tri-, tetrapéptidos, péptidos, polipéptidos o proteinas. En general, la
composicion de aminoacidos de péptidos y polipéptidos naturales comprende 20 aminoacidos diferentes, que
muestran la configuracidon L (excepto para la glicina, que no tiene ningun centro quiral). Sin embargo, la actividad
proteolitica de las proteasas no esta limitada a péptidos que contienen so6lo los 20 aminoacidos naturales. También
se pueden escindir enlaces peptidicos entre los denominados aminoacidos no naturales, asi como enlaces
peptidicos entre aminoacidos modificados o andlogos de aminoacidos. Algunas proteasas no aceptan los
enantiomeros D de los aminoacidos en ciertas posiciones. En general, la notable estereoselectividad de las
proteasas las hacen muy utiles en el proceso de la resolucion quimica. Muchas proteasas muestran actividades
secundarias interesantes, tales como actividad de esterasa, actividad de tiol esterasa y actividad de (des)amidasa.
Estas actividades secundarias habitualmente no se limitan a aminoacidos solamente, y pueden ser muy Utiles en
bioconversiones en el area de productos quimicos finos.

Hay un nimero de razones por las cuales las proteasas de hongos filamentosos, microorganismos eucariotas, son
de particular interés. El proceso basico de escision hidrolitica de enlaces peptidicos en las proteinas parece costosa
y potencialmente perjudicial para un organismo si no se controla apropiadamente. Los limites deseados a la accién
proteolitica se logran a través de la especificidad de proteinasas, mediante compartimentalizacién de proteasas y
sustratos en la célula, a través de la modificacion de los sustratos que permiten el reconocimiento por las proteasas
respectivas, mediante regulacion via activacion de cimdgenos, y la presencia 0 ausencia de inhibidores especificos,
asi como a través de la regulacion de la expresion génica de proteasas. En hongos, las proteasas también estan
implicadas en otros procesos celulares fundamentales, incluyendo el recambio proteico intracelular, el
procesamiento, la translocacion, la esporulacion, la germinacién y la diferenciacion. De hecho, Aspergillus nidulans y
Neurospora crassa se han usado como organismos modelo para analizar la base molecular de un abanico de
procesos fisiolégicos y de desarrollo. Su genética permite el acceso directo a estudios bioquimicos y genéticos, en
condiciones de nutrientes y de cultivo definidas. Ademas, se ha aislado un gran grupo de hongos patégenos para
seres humanos, ganado y cosechas, y se ha sugerido que la proteolisis desempefia un papel en su patogenicidad
(penetracion del hospedante, mecanismos de defensa del hospedante opuestos y/o nutricion durante la infeccion).
Las proteasas también se usan frecuentemente en procesos de laboratorio, clinicos e industriales; las proteasas
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tanto microbianas como no microbianas se usan ampliamente en la industria alimentaria (coccién, elaboracion de
cerveza, fabricacion de quesos, ablandamiento de la carne), en la industria del curtido, y en la fabricacién de
detergentes bioldgicos (Aunstrup, 1980). El interés comercial a la hora de explotar ciertos hongos filamentosos,
especialmente los Aspergilli, como hospedantes para la produccion de proteinas tanto homoélogas como heterélogas
también ha renovado recientemente los intereses en las proteasas fungicas (van Brunt, 1986ab). Las proteasas
provocan a menudo problemas en la expresion heteréloga y en la sobreexpresion homologa de proteinas en hongos.
En particular, la expresion heterdloga esta impedida por la degradacion proteolitica de los productos expresados por
proteasas homologas. Estos intereses comerciales han dado como resultado estudios detallados de espectros
proteoliticos y construccion de cepas deficientes en proteasas, y han mejorado el conocimiento sobre la expresiéon y
regulacion de las proteasas en estos organismos. En consecuencia, existe una gran necesidad de identificar y
eliminar nuevas proteasas en hongos filamentosos.

Los microorganismos tales como, por ejemplo, hongos son particularmente Utiles en la produccién a gran escala de
proteinas. En particular, cuando tales proteinas se segregan al medio. Las enzimas proteoliticas desempefian un
papel en estos procesos de produccion. Por otro lado, en general se necesitan enzimas proteoliticas particulares
para el procesamiento apropiado de la proteina diana y el bienestar metabolico del hospedante de la produccién. Por
otro lado, la degradacién proteolitica puede disminuir significativamente el rendimiento de las proteinas segregadas.
Un mal plegamiento en la ruta de secrecién puede conducir a la degradacién mediante proteasas intracelulares. Esto
puede ser un problema particular a la hora de producir proteinas heterélogas. Los detalles de los procesos
proteoliticos, que son responsables de la degradacion de las proteinas que se desvian del proceso secretor en
hongos, no se conocen exactamente. En eucariotas, la degradacion de las proteinas celulares se logra mediante un
proteasoma, y habitualmente implica el marcado con ubiquitina de las proteinas a degradar. En hongos, las
proteasas proteasOmicas y vaculares son también candidatos probables para la degradacién proteolitica de
proteinas secretoras malamente plegadas. La degradacién proteolitica es probablemente citoplasmica, pero no se
pueden excluir proteasas residentes en el reticulo endoplasmico. Desde el punto de vista de la mejora de la cepa del
hospedante de produccion, el sistema proteolitico puede ser una diana interesante para la manipulacion genética y
mejora de la cepa de produccion. Copias adicionales de genes de proteasas, la sobreexpresion de ciertas proteasas,
la modificacién del control transcripcional, asi como los procedimientos de eliminacion para la supresion de genes de
proteasas pueden proporcionar una idea mas detallada de la funcién de una proteasa dada. La supresion de genes
que codifican proteasas puede ser una estrategia valiosa para la mejora de la cepa del hospedante, a fin de mejorar
el rendimiento de produccion para proteinas homologas asi como heterélogas.

Las proteasas microbianas eucariotas han sido revisadas por North (1982). Mas recientemente, Suarez Rendueles y
Wolf (1988) han repasado las proteasas de S. cerevisiae y su funcion.

Aparte de la escision hidrolitica de los enlaces, las proteasas también se pueden aplicar en la formacién de enlaces.
Enlaces, en este aspecto, comprenden no sélo enlaces peptidicos y amidicos, sino también enlaces de tipo éster. El
hecho de que una proteasa catalice la escision o la formacién de un enlace particular depende en primer lugar de la
termodinamica de la reaccion. Una enzima tal como una proteasa no afecta el equilibrio de la reaccion. El equilibrio
depende de las condiciones particulares bajo las que se produce la reaccidon. En condiciones fisiologicas, la
termodinamica de las reacciones favorece la hidrélisis del péptido, debido a la estructura termodinamicamente muy
estable del producto zwitterionico. Mediante la aplicacion de principios fisico-quimicos a la influencia del equilibrio, o
manipulando las concentraciones o la naturaleza de los agentes reaccionantes y productos, o explotando los
parametros cinéticos de la reaccién enzimatica, es posible aplicar proteasas con el fin de sintetizar enlaces
peptidicos. La adicién de disolventes organicos miscibles con agua disminuye el grado de ionizacién del componente
carboxilico, incrementando de ese modo la concentracion de sustrato disponible para la reaccién. A menudo se
emplean sistemas bifasicos, miméticos acuosos, micelas inversas, medios anhidros, o grupos amino y carboxilo
modificados para invocar la precipitacion de productos para mejorar los rendimientos. Cuando estan disponibles las
proteasas con las propiedades correctas, la aplicacion de proteasas para la sintesis ofrece ventajas sustanciales.
Puesto que las proteasas son estereoselectivas asi como regioselectivas, los grupos sensibles en los agentes
reaccionantes habitualmente no necesitan proteccion, y los agentes reaccionantes no necesitan ser épticamente
puros. Puesto que las condiciones de la sintesis enzimatica son suaves, se puede evitar la racemizacion y
descomposicién de agentes reaccionantes o productos labiles. Aparte de los enlaces entre aminoacidos, también
otros compuestos que presentan un grupo amino primario, un grupo tiol o un grupo carboxilo se pueden enlazar
mediante proteasas apropiadamente seleccionadas. Ademas, se pueden sintetizar ésteres, ésteres de tiol, y amidas,
mediante ciertas proteasas. Se ha demostrado que la proteasa presenta regioselectividad en la acilacion de mono-,
di- y trisacaridos, nucledsidos, y riboflavina. Mediante la formulacion apropiada, se pueden evitar problemas con la
estabilidad en las condiciones de reaccién algunas veces duras. El encapsulamiento y la inmovilizacion no sélo
estabilizan enzimas, sino también permiten la recuperacion y separacion faciles a partir del medio de reaccion. La
reticulacion amplia, el tratamiento con aldehidos, o el recubrimiento de la superficie con ciertos polimeros, tales
como dextranos, polietilenglicol, poliiminas, pueden prolongar sustancialmente el tiempo de vida del biocatalizador.

Los papeles naturales de las proteasas

Tradicionalmente, las proteasas se han considerado como enzimas degradantes, capaces de escindir proteinas en
pequefios péptidos y/o aminoacidos, y cuyo papel es digerir la proteina nutriente o participar en el recambio de las
proteinas celulares. Ademas, se ha demostrado que las proteasas también desempefian papeles importantes en una

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2368 285 T3

amplia variedad de procesos celulares, via mecanismos de modificacion selectiva mediante proteolisis limitada, y de
este modo pueden tener funciones reguladoras esenciales (Holzer y Tschensche 1979; Holzer y Heinrich, 1980). Se
supone que la especificidad de una proteinasa esta estrechamente relacionada con su funcion fisiolégica y su modo
de expresion. Con respecto a la funcion de una proteasa particular, su localizaciones es a menudo muy importante;
por ejemplo, una gran cantidad de las proteasas vacuolares y periplasmicas estan implicadas en la degradacion
proteica, mientras que muchas de las proteasas unidas a la membrana son importantes en el procesamiento
proteico (Suarez Rendueles y Wolf, 1988). Los diferentes papeles de las proteasas en muchos procesos celulares se
pueden dividir en cuatro funciones principales de las proteasas: 1) degradacién proteica, 2) procesamiento post-
traduccional e (in)activacion de proteinas especificas, 3) morfogénesis, y 4) patogénesis.

Un papel obvio para las proteasas en organismos que utilizan proteina como fuente nutriente esta en la hidrélisis de
los nutrientes. En hongos, esto implicaria la degradacion fuera de las células mediante proteasas de amplia
especificidad extracelulares. La degradacion proteica también es importante para el recambio rapido de las proteinas
celulares, y permite que las células eliminen proteinas anormales y adapten su complemento de proteina a las
condiciones fisioldgicas cambiantes. Generalmente, las proteasas de especificidad mas bien amplia deberian ser
extremadamente bien controladas a fin de proteger a la célula de la degradacién aleatoria de proteinas diana
distintas de las correctas.

Contrariamente a la hidrdlisis, la sintesis de polipéptidos se produce in vivo mediante un proceso conducido por ATP
en el ribosoma. A fin de cuentas, la secuencia en la que se enlazan los amino&cidos esta dictada por la informacién
derivada del genoma. Este proceso se conoce como transcripcion. Los productos primarios de la traduccion son a
menudo mas largos que los productos funcionales finales, y después de la transcripcidon habitualmente se necesita
un procesamiento adicional de tales proteinas precursoras mediante proteasas. Las proteasas desempefian un
papel clave en la maduracion de tales proteinas precursoras para obtener la proteina funcional final. En contraste
con el recorte y remodelado muy controlados de las proteinas, las proteasas pueden ser también muy destructivas, y
pueden degradar completamente polipéptidos en péptidos y aminoéacidos. A fin de evitar que la actividad proteolitica
se dispare antes de lo necesario, las proteasas se someten a una intensa regulacién. Muchas proteasas se
sintetizan como precursores mas grandes, conocidos como cimogenos, que se activaran cuando se necesite. De
forma notable, esta activacion siempre se produce mediante proteolisis. Aparte de la implicacion directa en el
procesamiento, la activacién e inactivacion selectivas de proteinas individuales son fenémenos bien conocidos
catalizados por proteasas especificas.

La selectividad de la proteolisis limitada parece residir mas directamente en la interaccion proteinasa-sustrato. La
especificidad puede derivar de la enzima proteolitica, que sdélo reconoce secuencias diana de aminoacidos
especificas. Por otro lado, pueden ser el resultado de la exposicidn selectiva del “sitio de procesamiento” en ciertas
condiciones, tales como pH, fuerza i6nica o modificaciones secundarias, permitiendo asi que una proteasa de otro
modo no especifica catalice un suceso muy especifico. Un ejemplo de este ultimo tipo lo da la activacion de
cimégenos vaculares por proteolisis limitada.

La morfogénesis o diferenciacién se puede definir como una serie regulada de sucesos que conducen a cambios de
un estado a otro en un organismo. Aunque en muchos casos no se podrian establecer relaciones directas entre
proteasas y efectos morfolégicos, los signos presentes sugieren una implicacion significativa de las proteasas en la
morfogénesis flngica; aparte del recambio proteico amplio observado durante la diferenciacion, esporulacion, y
germinacion de las esporas, se piensa que las proteasas estan implicadas directamente en procesos normales como
la ramificacion de la punta hifica y formacion del tabique (Deshpande, 1992).

Las especies de Aspergillus, en particular A. fumigatus y A. flavus, han estado implicadas como agentes etiol6gicos
de un numero de enfermedades en seres humanos y animales, denominadas aspergilosis (Bodey y Vartivarian,
1989). Se ha sugerido repetidamente que las proteasas estan implicadas en la virulencia de A. fumigatus y A. flavus,
puesto que hay muchos estudios que relacionan las proteasas segregadas y la virulencia de las bacterias. De hecho,
la mayoria de las infecciones humanas debidas a la especie Aspergillus se caracterizan por una degradacion amplia
del parénquima del pulmdn, que estd compuesto principalmente de colageno y elastina (Campbell et al., 1994). La
investigacion se ha centrado en el papel putativo de las proteasas segregadas en la virulencia de A. fumigatus y A.
flavus, que son los patégenos humanos principales y se sabe que poseen actividades elastinolitica y colagénica
(Kolattukudy et al., 1993). Se demostr6 que estas actividades elastinoliticas se correlacionan in vitro con la
infectividad en ratones (Kothary et al.,, 1984). Se sabe que dos proteasas segregadas son producidas por A.
fumigatus y A. flavus, una serina proteasa alcalina (ALP) y una metaloproteasa neutra (MEP). En, A. fumigatus, los
dos genes que codifican estas proteasas, se aislaron, caracterizaron y rompieron (Reicherd et al, 1990; Tang et al,
1992, 1993; Jaton-Ogay et al., 1994). Sin embargo, mutantes dobles alp mep no mostraron diferencias en la
patogenicidad cuando se compararon con cepas de tipo salvaje. Por lo tanto, se debe de concluir que las proteasas
de A. fumigatus segregadas identificadas in vitro no son factores esenciales para la invasion de tejido (Jaton Ogay et
al., 1994). Aungue A. fumigatus da cuenta s6lo de una pequefia proporcién de las esporas del moho portadas por el
aire, es el hongo aislado méas frecuentemente del pulmén y del esputo (Schmitt et al., 1991). Otras explicaciones
para la virulencia del hongo podria ser que las condiciones en los bronquios (temperatura y nutrientes) sean
favorables para el crecimiento parasitario de A. fumigatus. Como consecuencia, la aspergilosis invasiva podria ser
un suceso circunstancial, cuando las defensas patégenas del hospedante se han debilitado por tratamientos
inmunosupresores o enfermedades como SIDA.
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Se conocen cuatro clases importantes de proteasas, y se designan por los grupos funcionales principales en su sitio
activo: las “serina”, las “tiol” o “cisteina”, las “aspartico” o “carboxil” y las “metalo” proteasas. En Methods in
Enzymology parte 244 y 248 (A.J. Barrett ed., 1994 y 1995) se puede encontrar un repaso detallado del estado de la
técnica de estas clases principales de proteasas, clases minoritarias y proteasas sin clasificar.

Especificidad de las proteasas

Aparte de la magquinaria catalitica de las proteasas, otro aspecto importante de las enzimas proteoliticas es la
especificidad de las proteasas. La especificidad de una proteasa indica qué sustratos es probable que hidrolice la
proteasa. Los veinte aminoacidos naturales ofrecen un gran numero de posibilidades para construir péptidos. Por
ejemplo, con veinte aminoacidos, se pueden construir alrededor de 400 dipéptidos y 800 tripéptidos diferentes, etc.
Con péptidos mas largos, el nimero de posibilidades serd casi ilimitado. Ciertas proteasas hidrolizan solo
secuencias particulares en una posicion muy especifica. La interaccion de la proteasa con el sustrato peptidico
puede englobar uno hasta diez restos de aminoacidos del sustrato peptidico. Con sustratos proteinosos grandes,
puede haber incluso méas restos del sustrato que interaccionen con las proteasas. Sin embargo, esto implica
probablemente interacciones menos especificas con restos de proteasas fuera de la hendidura de unién del sitio
activo. En general, el reconocimiento especifico esta restringido al péptido lineal, que se une al sitio activo de la
proteasa.

La nomenclatura para describir la interaccion de un sustrato con una proteasa ha sido introducida en 1967 por
Schechter y Berger (Biochem. Biophys. Res. Com., 1967, 27, 157-162), y ahora se usa ampliamente en la
bibliografia. En este sistema, se considera que los restos de aminoacidos del sustrato polipeptidico se unen a los
denominados subsitios en el sitio activo. Por convencion, estos subsitios en la proteasa se denominan S (para sub-
sitios), y los restos de aminoacidos correspondientes se denominan P (por péptido). Los restos de aminoacidos del
lado N-terminal del enlace escindible se numeran P3, P2, P1, y aquellos restos del lado C-terminal se numeran P1’,
P2', P3'. Los restos de P1 o P1’ son los restos de aminoacidos situados cerca del enlace escindible. Los restos del
sustrato alrededor del sitio de escision se pueden numerar entonces hasta P8. Los subsitios correspondientes en la
proteasa que complementan a los restos de unién del sustrato se numeran S3, S2, S1, S1', S2', S3', etc. Las
preferencias de los subsitios en el sitio de unién al péptido determinan la preferencia de la proteasa para escindir
ciertas secuencias de aminoacidos especificas en un punto particular. La secuencia de aminoacidos del sustrato se
deberia conformar con las preferencias mostradas por los subsitios. La especificidad por un cierto sustrato depende
claramente tanto de la afinidad de unién por el sustrato como por la velocidad a la que subsiguientemente se
hidroliza el enlace escindible. Por lo tanto, la especificidad de una proteasa por cierto sustrato esta indicada
habitualmente por su relacién kcat/Km, mejor conocida como la constante de especificidad. En esta constante de
especificidad, kcat representa la velocidad de recambio, y Km es la constante de disociacion.

Aparte de los restos de aminoacidos implicados en la catalisis y union, las proteasas contienen muchos otros restos
de aminoé&cidos esenciales. Algunos restos son criticos en el plegamiento, algunos restos mantienen la arquitectura
tridimensional global de la proteasa, algunos restos pueden estar implicados en la regulacién de la actividad
proteolitica, y algin resto puede dirigir a la proteasa hacia una localizacién particular. Muchas proteasas contienen,
fuera del sitio activo, uno o mas sitios de union para iones metalicos. Estos iones metalicos desempefian a menudo
un papel en la estabilizacion de la estructura. Ademas las proteasas microbianas eucariotas segregadas se pueden
glucosilar ampliamente. Se produce tanto en la glucosilacion enlazada mediante N como mediante O. La
glucosilacion puede ayudar al plegamiento de las proteinas, puede incrementar la solubilidad, prevenir la agregacion
y, como tal, estabilizar la proteina madura. Ademas, el grado de glucosilacion puede influir en la secrecion asi como
en la union a agua por la proteina.

Regulacién de la actividad proteolitica

Un nimero sustancial de proteasas estan sometidas a regulacion amplia de la actividad proteolitica a fin de evitar
dafio proteolitico indeseado. Hasta cierto grado, esta regulacion tiene lugar a nivel transcripcional. Por ejemplo, en
hongos, parece que la transcripcion de genes de proteasas segregados es sensible a fuentes externas de carbono y
nitrégeno, mientras que los genes que codifican proteasas intracelulares son insensibles. El pH extracelular es
sentido por los hongos, y algunos genes estan regulados por el pH. En este proceso, las proteinas reguladoras
transcripcionales desempefian un papel crucial. A menudo, el procesamiento proteolitico de tales proteinas
reguladoras es el interruptor que enciende o apaga a las proteinas reguladoras.

Las proteasas estan sometidas a regulacion intra- asi como intermolecular. Esto implica ciertos aminoacidos en la
molécula enzimatica proteolitica que son esenciales para tal regulacién. Las proteasas se sintetizan tipicamente
como precursores mas grandes, conocidos como cimdgenos, que son cataliticamente inactivos. Habitualmente, la
extension de la cadena peptidica que hace inactiva a la proteasa precursora esta localizada en el término amino de
la proteasa. El precursor se conoce mejor como pro-proteina. Puesto que muchas de las proteasas procesadas de
esta manera son segregadas desde las células, contienen ademds una secuencia sefial (presecuencia), de manera
que el precursor completo se sintetiza como una pre-pro-proteina. Aparte de hacer inactiva a la proteasa, el pro-
péptido es a menudo esencial para mediar el plegamiento productivo. Los ejemplos de proteasas incluyen serina
proteasas (proteasa litica alfa, subtilisina, acualisina, prohormona convertasa), tiol proteasas (catepsina L y
cruciano), proteasas asparticas (proteinasa A y catepsina D), y metaloproteasas. Ademas, el pro-péptido puede
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desempefiar un papel en el transporte celular, ya sea solo o conjuntamente con péptidos sefal. Esto puede facilitar
la interaccion con chaperonas celulares, o puede facilitar el transporte a lo largo de la membrana. El tamafio de la
extensién en la pre-pro-proteina precursora puede variar sustancialmente, oscilando desde un fragmento peptidico
corto hasta un polipéptido, que puede existir como una unidad de plegamiento auténoma. En particular, a menudo se
observa que estas extensiones mas grandes son inhibidores potentes de la proteasa, incluso después de la escision
a partir de la proteasa. Se observd que, incluso después de la escision, tales pro-péptidos podrian ayudar en el
plegamiento apropiado de las proteasas. Como tales, se podria considerar que los pro-péptidos funcionan como
chaperonas moleculares, y la coexpresion separada o adicional de tales pro-péptidos podria ser ventajosa para la
produccién de proteasas.

Hay una diferencia sustancial en el nivel de regulacion entre proteasas que son segregadas en el medio y proteasas
que quedan intracelularmente. Las proteasas segregadas en el medio habitualmente ya no estan sujetas, después
de la activacion, a control, y por lo tanto son habitualmente relativamente simples en su arquitectura molecular, que
consiste en un médulo globular. Las proteasas intracelulares estan sujetas necesariamente a control continuo, a fin
de evitar el dafio a las células. En contraste con cimogenos de proteasas segregadas, en proteasas reguladoras
mas complejas se pueden insertar segmentos polipeptidicos muy grandes entre la sefial y el dominio de activacion
del cimoégeno del médulo proteolitico. Estudios de estructura-funcion indican que tales partes no proteasicas pueden
estar implicadas en interacciones con estructuras macroscopicas, membranas, cofactores, sustratos, efectores,
inhibidores, iones, que regulan la actividad y activaciéon del médulo o médulos proteoliticos o su (sus) cimbgeno(s).
Los mddulos no proteoliticos presentan una notable variacién en tamafio y estructura. Muchos de los médulos
pueden existir como tales, independientemente del modulo proteolitico. Por lo tanto, se puede considerar que tales
mddulos corresponden a unidades estructurales y funcionales independientes que son autbnomas con respecto al
plegamiento. El valor de tal organizacion modular es que la adquisicion de nuevos modulos puede dotar a la
proteasa receptora de recientes especificidades de unién noveles, y puede conducir a cambios drasticos en su
actividad, regulacién y seleccion de dianas. El principio de enzimas proteoliticas organizadas modulares también se
puede explotar aplicando herramientas de biologia molecular a fin de crear nuevas interacciones, regulacion,
especificidad, y/o seleccién de dianas mediante el barajado de moddulos. Aunque en general tales mddulos
adicionales se observan como extension N o C terminal, también se han observado grandes inserciones dentro de
los bucles exteriores del dominio catalitico. Se cree que, también en este caso, el plegamiento principal de la
proteasa representa todavia la topologia esencial para formar una entidad proteolitica funcional, y que la insercion
se puede considerar como una subestructura plegada sobre la superficie del madulo proteolitico.

Estructura molecular

En principio, la organizacién modular de proteinas mas grandes es un tema general en la naturaleza. En particular
dentro de las redes multimodulares mas grandes, los médulos proteoliticos tipicos muestran tamafios de 100 a 400
amino&cidos de media. Esto se corresponde con el tamafio medio de la mayoria de las enzimas proteoliticas
globulares que son segregadas al medio. Como se explica anteriormente, los médulos polipeptidicos son fragmentos
polipeptidicos, que se pueden plegar y funcionar como entidades independientes. Otro término para tales modulos
es dominios. Sin embargo, el dominio se usa en un contexto mas amplio que el médulo. El término dominio, como se
usa aqui, se refiere habitualmente a una parte de la cadena polipeptidica que representa en la estructura
tridimensional una topologia de plegamiento tipica. En una proteina, los dominios interaccionan en grados variables,
pero de forma menos frecuente que lo que lo hacen los elementos estructurales dentro de los dominios. También se
usan en la bibliografia otros términos tales como subdominio y unidad de plegamiento. Como tal, se observa que
muchas proteinas que comparten una funcionalidad particular pueden compartir los mismos dominios. Tales
dominios se pueden reconocer a partir de la estructura primaria, que puede mostrar ciertos patrones de secuencia,
que son tipicos para un dominio particular. Ejemplos tipicos son el plegamiento de unién a mononucleétidos,
dominios de unién a celulosa, el motivo de unién a ADN de hélice-vuelta-hélice, dedos de cinc, manos de EF,
anclajes de membrana. Los médulos se refieren a aquellos dominios que se espera que sean capaces de plegarse y
funcionar de forma autbnoma. La persona experta en la técnica sabe cémo identificar dominios particulares en una
estructura primaria aplicando software de ordenador disponible habitualmente a dicha estructura y secuencias
homologas procedentes de otros organismos o especies.

Aunque las proteinas multimodulares o multidominios pueden parecer como una cadena de perlas, se han
observado montajes de arquitectura mas compleja sustancial. En el caso en el que las diversas perlas residan en la
misma cadena polipeptidica, las perlas se denominan generalmente moédulos o dominios. Cuando las perlas no
residen en una misma cadena polipeptidica, sino que forman montajes via interacciones no covalentes, entonces se
usa el término subunidad para designar a la perla. Las subunidades se pueden transcribir por un mismo gen, o por
diferentes genes. La proteina multimodular se puede procesar proteoliticamente después de la transcripcion,
conduciendo a multiples subunidades. Las subunidades individuales pueden consistir en multiples dominios.
Tipicamente, las proteinas globulares mas pequefias de 100-300 aminoacidos consisten habitualmente sé6lo en un
dominio.

Clasificacién molecular de las enzimas proteoliticas

En general, las proteasas se clasifican segun sus propiedades moleculares, o segun sus propiedades funcionales.
La clasificacion molecular se basa en la estructura primaria de la proteasa. La estructura primaria de una proteina
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representa su secuencia de aminoacidos, que puede derivar de la secuencia nucleotidica del gen correspondiente.
El rastreo extensivo de las similitudes en las estructuras primarias puede permitir la observacion de similitudes en el
mecanismo catalitico y otras propiedades, las cuales se pueden extender incluso a propiedades funcionales. El
término familia se usa para describir un grupo de proteasas que muestran una relacion evolutiva basandose en la
similitud entre sus estructuras primarias. Se cree que los miembros de tal familia han surgido mediante evolucion
divergente a partir del mismo ancestro. Dentro de una familia, el subagrupamiento adicional de las estructuras
primarias basado en un refinamiento mas detallado de las comparaciones de las secuencias da como resultado
subfamilias. La clasificacion segun el plegamiento tridimensional de las proteasas puede comprender la estructura
secundaria, la estructura terciaria y la estructura cuaternaria. En general, la clasificacion en la estructura secundaria
esta limitada al contenido y a la orientaciéon gruesa de elementos de la estructura secundaria. Las similitudes en la
estructura terciaria han conducido al reconocimiento de superfamilias o clanes. Una superfamilia o un clan es un
grupo de familias que se piensa que tiene un ancestro comun, puesto que muestran un plegamiento tridimensional
comun. En general, la estructura terciaria esta mas conservada que la estructura primaria. Como consecuencia, la
similitud de la estructura primaria no siempre refleja propiedades funcionales similares. De hecho, las propiedades
funcionales pueden haber divergido sustancialmente, dando como resultado nuevas propiedades interesantes. En el
presente, la estructura cuaternaria no se ha aplicado para clasificar diversas proteasas. Esto puede ser debido a
cierto sesgo de las bases de datos estructurales con respecto a proteasas globulares simples. Es probable que
muchos sistemas proteoliticos que estan sujetos a activacion, regulacion, o a cascadas de reacciones complejas,
consistan en mudltiples dominios o subunidades. Los temas generales en la organizacion estructural de tales
sistemas de proteasas pueden conducir a nuevos tipos de clasificacion.

Clasificacion segun la especificidad

En ausencia de la informacién de secuencia, las proteasas se han sometido a diversos tipos de clasificacion
funcional. La clasificacion y nomenclatura de las enzimas mediante referencia a las reacciones que son catalizadas
es un principio general en la nomenclatura enzimatica. Este enfoque es también el principio subyacente de la
numeracion EC de las enzimas (Enzyme Nomenclature 1992 Academic Press, Orlando). En la Enzyme
Nomenclature 1992 se pueden reconocer dos tipos de proteasas (EC 3.4): las de las exopeptidasas (EC 3.4.11-19),
y las de las endopeptidasas (EC 3.4.21-24, 3.4.99). Las endopeptidasas escinden enlaces peptidicos en las regiones
internas de la cadena peptidica, lejos de los términos. Las exopeptidasas escinden solo restos de los extremos de la
cadena peptidica. Las exopeptidasas que actian en el término N libre pueden liberar un Unico resto de aminoacido,
un dipéptido o un tripéptido, y se denominan respectivamente aminopeptidasas (EC 3.4.11), dipeptidil peptidasas
(EC 3.4.14) y tripeptidil peptidasa (EC 3.3.14). Las proteasas que comienzan el procesamiento peptidico a partir del
término carboxilo, que liberan un Unico aminoacido, se denominan carboxipeptidasas (EC 3.4.16-18). Las peptidil
dipeptidasas (EC 3.4.15) eliminan un dipéptido del término carboxilo. La exo- y endopeptidasa en conjunto son las
dipeptidasas (EC 3.4.13), que escinden especificamente solo dipéptidos en sus dos mitades de aminoacidos. Las
omega peptidasas (EC 3.4.19) eliminan restos terminales que estan sustituidos, son ciclicos, o estan enlazados
mediante enlaces isopeptidicos.

Aparte de la posicion en la que la proteasa escinde una cadena peptidica, para cada tipo de proteasa es posible una
division adicional basada en la naturaleza de los restos de aminoacidos preferidos en el sustrato. En general, se
pueden distinguir proteasas con una especificidad amplia, media y estrecha. Algunas proteasas se denominan
simplemente después de las proteinas o polipéptidos especificos que hidrolizan, por ejemplo queratinasa,
colagenasa, elastasa. Se puede fijar una especificidad estrecha a un aminoécido particular o a una secuencia
particular, que se elimina o que se escinde respectivamente. Cuando la proteasa muestra una preferencia particular
por un aminoacido en la posicién P1 o P1', el nombre de este aminoacido puede ser un calificador. Por ejemplo, la
prolil amino peptidasa elimina prolina del término amino de un péptido (la prolina es el resto P1). Se usa X-Pro o
prolina cuando se escinde el enlace en el lado imino de la prolina (la prolina es el resto P1’); por ejemplo, la prolina
carboxipeptidasa elimina prolina del término carboxilo. La prolil endopeptidasa (o Pro-X) escinde detras de la prolina,
mientras que la prolina endopeptidasa (X-Pro) escinde antes de una prolina. El resto de aminoacido delante de el
enlace peptidico escindible se refiere al resto de aminoacido que aporta el grupo carboxilo al enlace peptidico. El
resto de aminoacido detras del enlace peptidico escindible se refiere al resto de aminoacido que aporta el grupo
amino al enlace peptidico. Segun la convencion general, una cadena de aminoacidos va desde el término amino (el
principio) al término carboxilo (el final), y se numera en consecuencia. Las endoproteasas también pueden mostrar
una clara preferencia por un aminoacido particular en la posicion P1 o P1’, por ejemplo glicil endopeptidasa, peptidil-
lisina endopeptidasa, glutamil endopeptidasa. Ademas, las proteasas pueden mostrar una preferencia por cierto
grupo de aminoéacidos que comparten un cierto parecido. Tal grupo de aminoéacidos preferidos puede comprender
los aminoé&cidos hidréfobos, sélo los aminoacidos hidréfobos voluminosos, aminoacidos hidréfobos pequefios, o sélo
aminoacidos pequefios, aminoacidos grandes cargados positivamente, etc. Aparte de las preferencias por los restos
de P1y P1’, también pueden existir preferencias o exclusiones particulares por restos preferidos por otros subsitios
en la proteasa. Tales preferencias multiples pueden dar como resultado proteasas que son muy especificas para
sélo aquellas secuencias que satisfacen mdltiples requisitos de uniéon al mismo tiempo. En general, se deberia
observar que las proteasas son enzimas mas bien promiscuas. Incluso una proteasa muy especifica puede escindir
péptidos que no cumplen con la preferencia generalmente observada de la proteasa. Ademas, se deberia observar
gue las condiciones medioambientales tales como pH, temperatura, fuerza ionica, actividad acuosa, preferencia de
disolventes, presencia de sustratos o inhibidores competidores, pueden influir en las preferencias de las proteasas.
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La condicién medioambiental puede no sélo influir en la proteasa, sino también influir en la forma en la que se
presente el sustrato proteinoso a la proteasa.

Clasificacién mediante mecanismo catalitico

Las proteasas se pueden subdividir basandose en su mecanismo catalitico. Se deberia entender que para cada
mecanismo catalitico, la clasificacion anterior basada en la especificidad conduce a una subdivisién adicional para
cada tipo de mecanismo. Se conocen cuatro clases importantes de proteasas, y se designan por el grupo funcional
principal en el sitio activo: las serina proteasas (endopeptidasa EC 3.4.21, carboxipeptidasa EC 3.4.16), las tiol o
cisteina proteasas (endopeptidasa EC 3.4.22, carboxipeptidasa EC 3.4.18), las carboxil o aspértico proteasas
(endopeptidasa EC 3.4.23), y las metaloproteasas (endopeptidasa EC 3.4.24, carboxipeptidasa EC 3.4.18). Hay
inhibidores caracteristicos de los miembros de cada tipo catalitico de proteasa. Estos pequefios inhibidores
modifican irreversiblemente un resto de aminoacido del sitio activo de la proteasa. Por ejemplo, las serinas
proteasas son inactivadas por fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) y fluorofosfato de diisopropilo (DFP), que
reaccionan con la serina activa, mientras que los derivados de clorometilcetona reaccionan con la histidina de la
triada catalitica. El fosforamidon y 1,10-fenantrolina inhiben tipicamente metaloproteasas. La inhibicién por
pepstatina indica generalmente una proteasa aspartica. E64 inhibe especificamente la tiol proteasa. La amastatina y
la bestatina inhiben diversas aminopeptidasas. Se observan variaciones sustanciales en la susceptibilidad de las
proteasas a los inhibidores, incluso dentro de una clase catalitica. En cierto grado, esto puede estar relacionado con
la especificidad de la proteasa. En el caso de que la arquitectura del sitio de unidn evite que un inhibidor basado en
el mecanismo se acerque al sitio catalitico, entonces tal proteasa escapa de la inhibicion, y la identificacion del tipo
de mecanismo basado en la inhibicidn esta prohibida. Chymostation, por ejemplo, es un potente inhibidor para serina
proteasa, con especificidad similar a quimiotripsina; Elastatinal inhibe serina proteasas similares a elastasa, y no
reacciona con tripsina o quimiotripsina; la 4-amido PMSF (APMSF) inhibe s6lo serina proteasas con especificidad
similar a tripsina. Informes extensos del uso de inhibidores en la clasificacion de proteasas incluyen Barret y
Salvesen, Proteinase Inhibitors, Elsevier Amstardam, 1986; Bond y Beynon (eds.), Proteolytic Enzymes, A Practical
Approach, IRL Press, Oxford, 1989; Methods in Enzymology, eds. E.J. Barret, volumen 244, 1994 y volumen 248,
1995; E. Shaw, Cysteinyl proteinases and their selective inactivation, Adv Enzymol. 63:271-347 (1990).

Clasificacién segun condiciones éptimas de comportamiento

El mecanismo catalitico de las proteasas, y el requisito de su integridad conformacional, determinan principalmente
las condiciones en las que se puede utilizar la proteasa. Encontrar la proteasa que se comporta éptimamente en
condiciones de aplicacion es un reto importante. A menudo, las condiciones en las que han de funcionar las
proteasas no son optimas, y representan un compromiso entre las condiciones ideales para una aplicacion particular
y las condiciones que se adecuarian mejor a la proteasa. Aparte de las propiedades particulares de la proteasa, se
deberia observar que también la presentacion de sustratos proteinosos depende de las condiciones, y como tal
determina también qué condiciones son las mas eficaces para la proteolisis. Las especificaciones para la enzima
que son relevantes para la aplicacion comprenden, por ejemplo, la dependencia del pH, la dependencia de la
temperatura, la sensibilidad a o la dependencia de iones metdlicos, la fuerza idnica, la concentraciéon de sal, la
compatibilidad con disolventes. Otro factor de vital importancia es la actividad especifica de una proteasa. Cuanta
mayor sea la actividad especifica de la enzima, se necesita menos enzima para una conversion especifica. Menores
requisitos de enzima implican menores costes y menores niveles de contaminacion proteica.

El pH es un parametro importante que determina el comportamiento de la proteasa en una aplicacion. Por lo tanto, la
dependencia del pH es un pardmetro importante para agrupar a las proteasas. Los grupos principales que son
reconocidos son las proteasas &cidas, las proteasas neutras, las proteasas alcalinas, y las proteasas muy alcalinas.
El pH o6ptimo iguala sélo en cierto grado el mecanismo proteolitico; por ejemplo, la proteasa aspartica muestra a
menudo un 6ptimo a pH acido; las metaloproteasas vy tiol proteasas a menudo se comportan éptimamente alrededor
de pH neutro a ligeramente alcalino; las serina peptidasas son principalmente activas en la region alcalina y muy
alcalina. Para cada clase, se conocen excepciones. Ademas, también desempefia un papel la actividad acuosa
global del sistema. El pH 6ptimo de una proteasa se define como el intervalo de pH en el que la proteasa muestra
una velocidad 6ptima de hidrolisis para la mayoria de sus sustratos en un entorno particular en condiciones
particulares. Este intervalo puede ser estrecho, por ejemplo una unidad de pH, asi como bastante amplio, 3-4
unidades de pH. En general, el pH éptimo también depende de la naturaleza del sustrato proteinoso. Tanto la
velocidad de recambio como la especificidad pueden variar en funcion del pH. Para cierta eficacia, puede ser
deseable usar la proteasa lejos de su pH 6ptimo, debido a que se evita la produccién de péptidos menos deseados.
Los péptidos menos deseados pueden ser, por ejemplo, péptidos muy cortos, o péptidos que provocan un sabor
amargo. Ademas, una especificidad mas estrecha puede ser una razén para elegir condiciones que se desvian de
las condiciones 6ptimas con respecto a la velocidad de recambio. Dependiendo del pH, la especificidad puede ser
estrecha, por ejemplo escindiendo soélo la cadena peptidica en una posicion particular, o antes o después de un
aminoacido particular, o puede ser mas amplia, por ejemplo escindiendo una cadena en mudltiples posiciones, o
escindiendo antes o después de tipos mas diferentes de aminoéacidos. De hecho, la dependencia del pH puede ser
una herramienta importante para regular la actividad proteolitica en una aplicacion. En el caso de que el pH se
desplace durante el proceso, la proteolisis puede cesar espontdneamente sin la necesidad de tratamiento adicional
para inactivar la proteasa. En algunos casos, la propia proteolisis puede ser la conductora del desplazamiento de
pH.
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Muy crucial para la aplicacidon de proteasas es su estabilidad durante la manipulacién y operacion. Puesto que la
estabilidad de la proteasa se ve fuertemente afectada por la temperatura de trabajo, la estabilidad también se
denomina a menudo como termoestabilidad. En general, la estabilidad de una proteasa indica cuanto tiempo retiene
una proteasa su actividad proteolitica en condiciones particulares. Las condiciones particulares pueden comprender
condiciones de fermentacion, condiciones durante el aislamiento y procesamiento aguas abajo de la enzima,
condiciones de almacenamiento, condiciones formulacién y de operacion o aplicacion. En el caso en el que las
condiciones particulares engloben temperaturas elevadas, la estabilidad se refiere en general a termoestabilidad.
Aparte de las causas generales para la inactivacion enzimética, tales como modificacion quimica, falta de
plegamiento, agregacién, etc., un problema principal con las proteasas es que se someten faciimente a
autodegradacion. Especialmente para la utilizacion de proteasas, la temperatura éptima es un criterio relevante para
agrupar a proteasas. Aunque hay diferentes definiciones, econémicamente la definicion mas util es la temperatura o
el intervalo de temperaturas en el que la proteasa es mas productiva en cierta aplicacion. La productividad de la
proteasa es una funcion tanto de la estabilidad como de la velocidad de recambio. Cuando la temperatura elevada
en general incrementard la velocidad de recambio, la rapida inactivacion contractuara el incremento en la velocidad
de recambio, y finalmente conducira a una baja productividad. La estabilidad conformacional de la proteasa bajo una
condicion del proceso dada determinara su temperatura maxima de funcionamiento. La temperatura a la que la
proteasa pierde su conformacién activa, a menudo indicado como pérdida de plegamiento o punto de fusién, se
puede determinar segun diversos métodos, por ejemplo RMN, espectroscopia de dicroismo circular, calorimetria
diferencial de barrido, etc. Para la proteasa, la pérdida de plegamiento viene acompafiada habitualmente por un
incremento tremendo en la velocidad de autodegradacion.

En aplicaciones en las que se requieren temperaturas bajas, la proteasa se puede seleccionar con énfasis en una
actividad intrinseca elevada a temperatura baja a moderada. Puesto que en tales condiciones la inactivacion es
relativamente lenta, en estas condiciones la actividad puede determinar enormemente la productividad. En procesos
en los que se requiere una actividad de la proteasa sélo durante un corto periodo, se puede usar la estabilidad de la
proteasa como un enchufe para apagar la proteasa. En tal caso, puede ser preferible una proteasa mas labil en lugar
de una proteasa muy termoestable.

Otros parametros medioambientales que pueden desempefiar un papel a la hora de seleccionar la proteasa
apropiada pueden ser su sensibilidad a sales. La compatibilidad con iones metalicos que se encuentran
frecuentemente en concentraciones bajas en diversos materiales naturales puede ser crucial para ciertas
aplicaciones. En particular con metaloproteasas, ciertos iones pueden sustituir al ion metalico catalitico y reducir o
incluso anular completamente la actividad. En algunas aplicaciones, los iones metalicos han de ser afadidos a
propdsito con el fin de evitar la eliminacion por lavado de los iones metalicos coordinados a la proteasa. Es bien
conocido que en aras de la estabilidad enzimatica y tiempo de vida, se han de suministrar iones calcio a fin de evitar
la disociacion de calcio unido a proteina.

La mayoria de los microorganismos muestran una cierta tolerancia con respecto a la adaptacién a cambios en la
condicion medioambiental. Como consecuencia, es probable que al menos el espectro proteolitico que el organismo
es capaz de producir muestre al menos tolerancias similares. Tal espectro proteolitico puede ser cubierto por
muchas proteasas que cubren juntas todo el espectro, o por s6lo unas pocas proteasas de un amplio espectro.
Teniendo en cuenta el espectro proteolitico completo de un microorganismo, puede ser muy importante tener en
cuenta la localizacion.

Localizacién celular y caracterizaciéon del procesamiento y degradacion proteolitica

Desde un punto de vista industrial, las proteasas que se excretan de la célula tienen ventajas especificas con
respecto a la productividad a gran escala y a la tolerancia al estrés, puesto que tienen que sobrevivir sin la
proteccién de la célula. El gran grupo de proteasa celular se puede subdividir ademas en soluble y unido a la
membrana. Unido a la membrana puede comprender una proteasa en el interior asi como en el exterior de la
membrana. La proteasa soluble intracelular se puede subdividir ademéas segun compartimientos especificos de la
célula en la que aparecen. Puesto que la célula protege a las proteasas en cierto grado del entorno, y debido a que
la célula controla las condiciones en la célula, la proteasa intracelular puede ser mas sensible a cambios
medioambientales grandes, y sus 6ptimos se pueden correlacionar mejor con las condiciones intracelulares
especificas. Conocer las condiciones del departamento celular en el que reside la proteasa puede indicar sus
preferencias. Alli donde la proteasa extracelular en general no requiere ya ninguna otra regulacion una vez
excretada de la célula, las proteasas intracelulares a menudo se someten a un control y regulacion mas
complicados.

Con respecto a la funcion de una proteasa particular, su localizacion es a menudo muy importante; por ejemplo, una
gran cantidad de las proteasas vacuolares y periplasmicas estan implicadas en la degradacién proteica, mientras
gue muchas de las proteasas unidas a membrana son importantes en el procesamiento de proteinas (Suarez
Rendueles y Wolf, 1988).

En van den Hombergh: Thesis Landbouwuniversiteit Wageningen: An analysis of the proteolytic system in
Aspergillus in order to improve protein production ISBN 90-5485-545-2, se ha publicado un repaso amplio sobre las
propiedades bioldgicas y la evolucion de proteasas.
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El problema de las proteasas

Una razén importante por el interés en proteasas microbianas es el problema de la expresion relacionada con
proteasas observado en varios hospedantes de expresion usados en la industria del bioprocesamiento. El uso
creciente de hospedantes heterdlogos para la producciéon de proteinas, mediante tecnologia de ADN recombinante,
ha puesto recientemente este problema en el centro de atencién, puesto que parece que las proteinas heterélogas
son mas tendentes a la proteolisis (Archer et al., 1992; van den Hombergh et al., 1996b).

En S. cerevisiae, ya a principios de los ochenta se reconocio el problema de las proteasas y la implicacion de varias
proteasas, complicando asi los enfoques de ruptura de genes seleccionados como dianas para resolver este
problema. Durante la secrecion, una proteina se expone a varias actividades proteoliticas que residen en la ruta
secretora. Adicionalmente, en un microorganismo prototrofico como Aspergillus, las proteinas segregadas se pueden
exponer a varias actividades proteoliticas extracelulares.

El problema de la degradacion de proteinas heter6logamente expresadas estd bien documentado en Aspergillus
(van den Hombergh Thesis Landbouwuniversiteit Wageningen: An analysis of the proteolytic system in Aspergillus in
order to improve protein production ISBN 90-5485-545-2), y se ha dado a conocer en la expresion de proquimiosina
de vaca, interferon a-2 humano, tPA, GMCSF, IL6, lactoferrina, lisozima de clara de huevo de pollo, PLA2 porcina,
pectina liasa B de A. niger, enterotoxina B de E. coli y B-glucuronidasa, y pectato liasa 3 de Erwinia carotovora.

El problema de la proteolisis se puede resolver en diversas etapas en la produccion proteica. Los ingenieros del
bioproceso pueden resolver el problema de la proteolisis procesando aguas abajo a bajas temperaturas, mediante
separacion temprana de producto y proteasa o proteasas, o mediante uso de inhibidores de proteasas. Todo esto
puede conducir a la reduccion exitosa del problema. Sin embargo, ciertamente no esté eliminado, debido a que gran
parte de la degradacion se produce in vivo durante la produccion de la proteina.

A la hora de comprender coémo la proteolisis es controlada en la célula, una cuestion importante se refiere al
mecanismo de reconocimiento mediante el cual se pone en marcha la proteolisis. En qué grado son reconocidas las
proteinas proteoliticamente susceptibles (heterélogas) como aberrantes debido al plegamiento erréneo, o, si estan
correctamente plegadas, como “extrafias”, debido a que no poseen rasgos esenciales para estabilidad que son
especificos del hospedante. Diversos tipos de estrés pueden provocar que la proteolisis global en una célula
aumente significativamente. Los factores que se sabe que incrementan la velocidad de proteolisis incluyen la falta de
nutrientes y otros diversos tipos de estrés (es decir, elevacién de la temperatura, estrés osmotico, sustancias
téxicas, y expresion de ciertas proteinas heterélogas). Para manejar los problemas de la expresion relacionados con
la proteolisis in vivo, varios enfoques han demostrado ser exitosos, como se explicara mas abajo. Sin embargo, se
tiene que tener en cuenta que las “células no proteoliticas” verdaderas no pueden existir, puesto que la proteolisis
mediante proteasas intracelulares est4 implicada en muchas reacciones metabdlicas y de “mantenimiento y
conservacion domésticos” esenciales. Por lo tanto, la reduccion de la proteolisis serd un proceso en el que se han de
analizar los antecedentes genéticos cambiados que dan como resultado una proteolisis reducida, en busca de
efectos secundarios potenciales que podrian conducir a una produccion reducida de proteina (por ejemplo, velocidad
reducida de crecimiento o esporulacién reducida).

Ruptura de proteasas en hospedantes de expresion fungicos filamentosos

Berka y colaboradores (1990) describen la clonacién y ruptura del gen pepA de A. awamori. Mas recientemente, se
han descrito tres aspartil proteasas rotas en A. niger. Se describieron destructores para tanto las aspartil proteasas
extracelulares principales como la aspartil proteasa vacuolar principal. Se generaron destructores dobles y triples via
recombinacion, y se ensayaron en busca de los espectros de proteasas y la expresion y secrecion de la proteina
pectina liasa PELB de A. niger, que es muy susceptible a la degradacién proteolitica (van den Hombergh et al.,
1995). La ruptura de pepA y pepB dio como resultado la reduccién en ambos casos de actividades de proteasas
extracelulares, 80% y 6%, respectivamente. En el destructor ApepE, también otras actividades de proteasas
(vacuolares) se vieron afectadas de forma importante, provocado por la inactivacion de la cascada proteolitica para
otras proteasas vacuolares. Las actividades extracelulares reducidas se correlacionaron con la degradacion in vitro
reducida de PELB y la expresion in vivo mejorada de pelB (van den Hombergh et al., 1996f).

Hongos filamentosos con mutantes deficientes en proteasas (prt)

Se han estudiado varios mutantes deficientes en proteasas de Aspergillus para saber si se mejora la produccién
proteica. Archer y colaboradores describen la proteolisis reducida de lisozima de clara de huevo de gallina en
sobrenadantes de un mutante prt doble de A. niger generado por Mattern y colaboradores (1992), y concluyen que,
aungue la degradacion no esta ausente, esta significativamente reducida. Van den Hombergh et al., (1995) muestran
gue la degradacion in vitro de PELB de A. niger esta reducida en los siete grupos de complementacion de prt que
han aislado. Virtualmente no se observa degradacion en los mutantes prtB, prtF y prtG. Recientemente, se demostro
que la expresion del gen pelB estaba mejorada en seis grupos de complementacién ensayados (prtA-F), y se
observaron los mayores niveles de expresion en los mutantes prtB, prtF y prtG. Ademas de los mutantes
individuales, que contenian actividades proteoliticas extracelulares residuales que varian de 2-80% en comparacion
con la actividad de tipo salvaje, se generaron mutantes dobles tanto mediante recombinacion como mediante rondas
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adicionales de mutagénesis. Via este enfoque, se seleccionaron varios mutantes de prt dobles y se caracterizaron
posteriormente, lo que mostré una reduccién adicional de la degradacién de PELB en comparacién con sus cepas
parentales.

En lugar de eliminar las actividades de proteasas via ruptura o mutagénesis, la proteolisis reducida también se
puede lograr via disminucion de las actividades proteoliticas que interfieren. Esto se puede lograr alterando
genéticamente el promotor u otras secuencias reguladoras del gen. Como se muestra mediante Fraissinet-Tachet y
colaboradores (1996), las proteasas extracelulares en A. niger estan todas reguladas por la represion del catabolito
de carbono y la represion del metabolito de nitrégeno. La falta de nutrientes también provoca que aumente
enormemente la velocidad global de proteolisis en una célula, lo que tiene sentido para una célula que carece de
nutrientes pero que posee proteinas, que, en condiciones de hambruna, no son necesarios 0 s6lo son necesarios en
cantidades mas pequefas. En estrategias de expresién que permiten la expresion elevada en medios que contienen
concentraciones elevadas de glucosa y amoniaco, se ha dado a conocer proteolisis reducida. Varios promotores
glucoliticos constitutivos (gpd y pkiA) estan muy expresados en estas condiciones, y también se pueden usar para
conducir la expresion génica (heterdloga) en fermentaciones continuas. El tipo de falta de nutrientes impuesto puede
influir en grados variables en las diferentes proteasas, lo que significa que la importancia de las condiciones del
nutriente en un proceso dado depende del tipo de proteolisis que esta implicado. Por lo tanto, se pueden inducir
proteolisis especificas mediante condiciones de limitacion de sustrato, que se usan frecuentemente en muchos
procesos de fermentacion a gran escala.

El problema de la proteasa se puede resolver actualmente en parte mediante una o0 mas de las estrategias
anteriores. Sin embargo, la actividad proteolitica residual de enzimas proteoliticas todavia no identificadas constituye
aun un problema importante en la técnica. A fin de reducir adicionalmente el nivel de proteolisis indeseada, existe
una gran necesidad en la técnica de identificar nuevas proteasas responsables de la degradacion de proteinas
expresadas homologa y heterdlogamente. Esta invencion proporciona tales nuevas secuencias génicas de
proteasas que codifican nuevas proteasas. Una vez que se conoce la secuencia primaria de una nueva proteasa, se
puede emplear una o mas de las estrategias de ADN recombinante anteriores para producir mutantes (carentes de
un gen) con actividad proteolitica reducida.

A pesar de las aplicaciones ampliamente extendidas de las proteasas en un gran nimero de procesos industriales,
las enzimas actuales también tienen puntos débiles significativos con respecto a al menos una de las siguientes
propiedades.

Cuando se afiaden al pienso animal, las proteasas actuales no son suficientemente resistentes a las enzimas
digestivas presentes en el tubo digestivo (Gl) de, por ejemplo, cerdos y aves de corral.

Con respecto a otro aspecto, las enzimas actualmente disponibles no son suficientemente resistentes a condiciones
especificas de temperaturas (elevadas) y presiones (elevadas) que se aplican durante las operaciones de extrusion
o formacion de peletes.

También, las enzimas actuales no son suficientemente activas en un intervalo de pH de 3-7, condiciones que
prevalecen en muchos productos alimentarios, de bebidas, asi como en el tubo digestivo de la mayoria de los
animales.

Segun todavia otro aspecto, la especificidad de las proteasas actualmente disponibles es muy limitada, lo que da
como resultado la incapacidad de las enzimas existentes para degradar o disolver ciertas proteinas “resistentes a
proteasas”, dando como resultado asi rendimientos peptidicos o de aminoacidos bajos. Ademas, las proteasas con
nuevas especificidades permiten la sintesis de nuevos péptidos.

AUn otro inconveniente de las enzimas actualmente disponibles es su baja actividad especifica.

Por lo tanto, esta claro que, para un gran nimero de aplicaciones, existe un fuerte deseo de proteasas que sean
mas resistentes a enzimas digestivas, a temperatura y/o presion elevada, y que muestren nuevas especificidades
con respecto a sus sitios de hidrdlisis. La presente invencidn proporciona tales enzimas.

Objeto de la invencion

Es un objeto de la invencion proporcionar nuevos polinucledtidos que codifican nuevas proteasas. Un objeto
adicional es proporcionar proteasas producidas natural y recombinantemente, asi como cepas recombinantes que
las producen. Tales cepas también se pueden usar para producir de forma mas rapida o con mayores rendimientos
productos clésicos de fermentacion. Todavia otro objeto de la invencion es proporcionar una cepa de hongo
filamentoso que es defectuosa a la hora de producir una proteasa segun la invencion. Tales cepas se pueden usar
para una produccion mas eficiente de proteinas heterélogas u homologas. También los anticuerpos y polipéptidos de
fusion son parte de la invencion, asi como métodos para obtener y usar los polinucleétidos y polipéptidos segun la
invencion.
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Sumario de la invencion
La invencion proporciona nuevos polinucleétidos que codifican nuevas proteasas.

Mas en particular, la invencion proporciona polinucleétidos que tienen una secuencia nucleotidica que se hibrida
(preferiblemente en condiciones muy restrictivas) a una secuencia segun una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID NO: 10 6 67. En consecuencia, la invencién proporciona acidos nucleicos que tienen alrededor
de 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de homologia con las secuencias segln una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 10 6 67.

En una realizacion més preferida, la invencién proporciona tal polinucleétido aislado obtenible de un hongo
filamentoso, preferiblemente Aspergilli, en particular se prefiere A. niger.

En una realizacion, la invencion proporciona un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 124 o sus equivalentes
funcionales.

En una realizacion preferida adicional, la invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica al menos un
dominio funcional de un polipéptido segun una secuencia de SEC ID NO: 124 o sus equivalentes funcionales.

En una realizacion preferida, la invencidn proporciona un gen de proteasa segun una secuencia de SEC ID NO: 10.
En otro aspecto, la invencion proporciona un polinucledtido, preferiblemente un ADNc que codifica una proteasa de
A. niger de SEC ID NO: 67, o variantes o fragmentos de ese polipéptido. En una realizacion preferida, el ADNc tiene
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 67 o sus equivalentes funcionales.

También se puede obtener un clon genémico que codifica un polipéptido segun la invenciéon seleccionando sondas
adecuadas para amplificar especificamente una regién gendmica que corresponde a las secuencias segun SEC ID
NO: 10 o sus fragmentos, hibridando esa sonda en condiciones adecuadas a ADN gendmico obtenido de un
organismo adecuado, tal como Aspergillus, por ejemplo A. niger, amplificando el fragmento deseado, por ejemplo
mediante PCR (reacci6on en cadena de la polimerasa), seguido de la purificacién y clonacion del fragmento
amplificado.

En incluso una realizacion preferida adicional, la invenciéon proporciona un polinucledtido que comprende la
secuencia codificante de los polinucledtidos gendémicos segun la invencion; se prefiere una secuencia
polinucleotidica de SEC ID NO: 10.

En otra realizacion preferida, la invencién proporciona un ADNc obtenible clonando y expresando una secuencia de
SEC ID NO: 67 en un organismo hospedante adecuado, tal como A. niger.

También se puede obtener un polipéptido segun la invencion clonando y expresando una secuencia de SEC ID NO:
10 en un organismo hospedante adecuado, tal como A. niger.

La invencion también se refiere a vectores que comprenden una secuencia polinucleotidica segin la invencion y
cebadores, sondas y fragmentos que se pueden usar para amplificar o detectar el ADN segun la invencién.

En una realizacion preferida adicional, se proporciona un vector en el que la secuencia polinucleotidica segun la
invencién esta ligada funcionalmente con secuencias reguladoras adecuadas para la expresiéon de la secuencia de
aminodcidos codificada en una célula hospedante adecuada, tal como A. niger o A. oryzea. La invencion también
proporciona métodos para preparar polinucleétidos y vectores segun la invencion.

La invencion también se refiere a células hospedantes producidas recombinantemente que contienen polinucleétidos
heter6logos u homdlogos segin la invencion.

En una realizacion, la invencién proporciona células hospedantes recombinantes en las que la expresion de una
proteasa segun la invencién esté significativamente reducida, o en las que la actividad de la proteasa esta reducida,
0 en las que la proteasa esta incluso inactivada. Tales recombinantes son especialmente Utiles para la expresion de
proteinas homologas o heterdlogas.

En otra realizacion, la invencion proporciona células hospedantes recombinantes en las que la expresion de una
proteasa segun la invencion esta incrementada significativamente, o en las que la actividad de la proteasa esta
incrementada. Tales recombinantes son especialmente Utiles para la expresion de proteinas homodlogas o
heter6logas en las que la maduracion esta seriamente impedida en el caso en el que la escision proteolitica
requerida se convierta en la etapa limitante de la velocidad.

En otra realizacién, la invencion proporciona una célula hospedante producida recombinantemente que contiene
ADN heterdlogo u homoélogo segun la invencion, preferiblemente ADN que codifica proteinas que poseen secuencias
sefial, y en la que la célula es capaz de producir una proteasa funcional segun la invencion, preferiblemente una
célula capaz de sobreexpresar la proteasa segun la invencién, por ejemplo una cepa de Aspergillus que comprende
un numero creciente de copias de un gen o ADNc segun la invencién.
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En otra realizacion, la invencion proporciona una célula hospedante producida recombinantemente que contiene
ADN heter6logo u homélogo segun la invencion, y en la que la célula es capaz de segregar una proteasa funcional
segun la invencion, preferiblemente una célula capaz de sobreexpresar y segregar la proteasa segun la invencién,
por ejemplo una cepa de Aspergillus que comprende un nimero creciente de copias de un gen o ADNc segun la
invencion.

En todavia otro aspecto de la invencion, se proporciona un polipéptido purificado. Los polipéptidos segun la
invencion incluyen los polipéptidos codificados por los polinucledtidos segun la invencién. Se prefiere especialmente
un polipéptido segln una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 115 a SEC ID NO: 171 o
sus equivalentes funcionales.

La invenciéon también proporciona anticuerpos que reaccionan con un polipéptido segun la invencion. Estos
anticuerpos pueden ser policlonales, aunque se prefiere especialmente que sean anticuerpos monoclonales. Tales
anticuerpos son particularmente Utiles para purificar los polipéptidos segun la invencion.

También estan dentro del alcance de la invencion las proteinas de fusion que comprenden un polipéptido segun la
invencion. La invencion también proporciona métodos para obtener los polipéptidos segun la invencion.

La invencion se refiere ademas a un método para diagnosticar aspergilosis detectando la presencia de un
polipéptido segun la invencién o sus equivalentes funcionales, o detectando la presencia de un ADN segln la
invencion o sus fragmentos o equivalentes funcionales.

La invencidn también se refiere al uso de la proteasa segun la invencién en un proceso industrial como se describe
aqui.

Descripcion detallada de la invencion
Polinucleétidos

La presente invencion proporciona polinucledtidos que codifican proteasas que tienen una secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 124 o sus equivalentes funcionales. La secuencia de estos genes se determind
secuenciando un clon genémico obtenido a partir de Aspergillus niger. La invencién proporciona secuencias
polinucleotidicas que comprenden el gen que codifica estas proteasas, asi como su secuencia de ADNc completa y
su secuencia codificante. En consecuencia, la invencion se refiere a un polinucleétido aislado que comprende una
secuencia nucleotidica de SEC ID NO: 10, o una secuencia de SEC ID NO: 67, o sus equivalentes funcionales.

Mas en particular, la invencién se refiere a un polinucleétido aislado hibridable en condiciones restrictivas a un
polinucledtido de SEC ID NO: 10 o una secuencia de SEC ID NO: 67, preferiblemente en condiciones muy
restrictivas. Ventajosamente, tales polinucle6tidos se pueden obtener a partir de hongos filamentosos, en particular a
partir de Aspergillus niger. Mas especificamente, la invencion se refiere a un polinucleétido aislado que tiene una
secuencia nucleotidica segun una secuencia de SEC ID NO: 10 o una secuencia de SEC ID NO: 67.

La invencion también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica al menos un dominio funcional de un
polipéptido segun SEC ID NO: 124 o sus equivalentes funcionales.

Como se usan aqui, los términos “gen” y “gen recombinante” se refieren a moléculas de acidos nucleicos que se
pueden aislar a partir de ADN cromosémico, que incluyen un marco de lectura abierto que codifica una proteina, por
ejemplo una proteasa de A. niger. Un gen puede incluir secuencias codificantes, secuencias no codificantes, intrones
y secuencias reguladoras. Ademas, un gen se refiere a una molécula de acido nucleico aislada como se define aqui.

Una molécula de acido nucleico de la presente invencion, tal como una molécula de &cido nucleico que tiene la
secuencia nucleotidica de una secuencia de SEC ID NO: 10 o una secuencia de SEC ID NO: 67, o un equivalente
funcional de las mismas, se puede aislar usando técnicas estandar de biologia molecular y la informacién de
secuencia proporcionada aqui. Por ejemplo, usando toda o parte de la secuencia de &cido nucleico de una
secuencia de SEC ID NO: 10, o la secuencia nucleotidica de una secuencia de SEC ID NO: 67, como sonda de
hibridacion, se pueden aislar moléculas de acidos nucleicos segun la invencion usando técnicas de hibridacion y
clonacion estandar (por ejemplo, como se describe en Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 22, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989).

Ademas, una molécula de acido nucleico que engloba toda o una porcién de una secuencia de SEC ID NO: 10 o una
secuencia de SEC ID NO: 67 se puede aislar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando
cebadores oligonucle6tidos sintéticos disefiados basandose en la informacion de secuencia contenida en una
secuencia de SEC ID NO: 10 o una secuencia de SEC ID NO: 67.

Un acido nucleico de la invencion se puede amplificar usando ADNc, ARNm, o, como alternativa, ADN gendmico,
como molde, y cebadores oligonucleotidicos apropiados segun técnicas de amplificacion mediante PCR estandar. El
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acido nucleico asi amplificado se puede clonar en un vector apropiado y se puede caracterizar mediante analisis de
secuencia de ADN.

Ademas, se pueden preparar oligonucleétidos que corresponden a o son hibridables a secuencias nucleotidicas
segun la invencién mediante técnicas sintéticas estandar, por ejemplo usando un sintetizador de ADN automatizado.

En una realizacion preferida, una molécula de acido nucleico aislada de la invencion comprende la secuencia
nucleotidica mostrada en una secuencia de SEC ID NO: 67. La secuencia de una secuencia de SEC ID NO: 67
corresponde a la regiéon codificante del ADNc de proteasa de A. niger. Este ADNc comprende secuencias que
codifican el polipéptido de proteasa de A. niger segun una secuencia de SEC ID NO: 124.

En otra realizacion preferida, una molécula de acido nucleico aislada de la invencion comprende una molécula de
acido nucleico que es un complemento de la secuencia nucleotidica mostrada en una secuencia de SEC ID NO: 10
0 una secuencia de SEC ID NO: 57, o un equivalente funcional de estas secuencias nucleotidicas.

Una molécula de acido nucleico que es complementaria a otra secuencia de acido nucleico es aquella que es
suficientemente complementaria a la otra secuencia nucleotidica, de forma que se puede hibridar a la otra secuencia
nucleotidica formando de ese modo un diplex estable.

Un aspecto de la invencién se refiere a moléculas de acidos nucleicos aisladas que codifican un polipéptido de la
invencion o un equivalente funcional del mismo, tal como un fragmento o dominio biolégicamente activo, asi como
moléculas de &cidos nucleicos suficientes para uso como sonda de hibridacion para identificar moléculas de acidos
nucleicos que codifican un polipéptido de la invencién y fragmentos de tales moléculas de &cidos nucleicos
adecuados para uso como cebadores de la PCR para la amplificacion o mutacion de moléculas de acidos nucleicos.

Un “polinucleétido aislado” o “acido nucleico aislado” es un ADN o ARN que no esta inmediatamente contiguo a
ambas secuencias codificantes con las que estd inmediatamente contiguo (una en el extremo 5’ y una en el extremo
3’) en el genoma de origen natural del organismo a partir del que deriva. De este modo, en una realizacién, un acido
nucleico aislado incluye algunas o todas las secuencias no codificantes en 5’ (por ejemplo, promotoras) que estan
inmediatamente contiguas a la secuencia codificante. Por lo tanto, el término incluye, por ejemplo, un ADN
recombinante que se incorpora en un vector, en un plasmido o virus que se replica autbnhomamente, o en el ADN
gendmico de un procariota o0 eucariota, o que existe como molécula separada (por ejemplo, un ADNc o un fragmento
de ADN gendmico producido mediante PCR o tratamiento con endonucleasa de restriccién) independiente de otras
secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica un polipéptido
adicional que esta sustancialmente libre de material celular, material virico, o0 medio de cultivo (cuando se produce
mediante técnicas de ADN recombinante), o precursores viricos u otros productos quimicos (cuando se sintetiza
guimicamente). Ademas, un “fragmento de acido nucleico aislado” es un fragmento de acido nucleico que no es de
origen natural como fragmento, y que no se encontraria en el estado natural.

Como se usa aqui, los términos “polinucle6tido” o “molécula de acido nucleico” estan destinados a incluir moléculas
de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm), y anélogos del ADN o
ARN generados usando andalogos nucleotidicos. La molécula de &cido nucleico puede ser monocatenaria o
bicatenaria, pero preferiblemente es ADN bicatenario. El acido nucleico se puede sintetizar usando analogos o
derivados oligonucleotidicos (por ejemplo, inosina o nucleotidos de fosforotioato). Tales oligonucledtidos se pueden
usar, por ejemplo, para preparar acidos nucleicos que tienen capacidades alteradas de emparejamiento de bases, o
gue tienen resistencia incrementada a nucleasas.

Otra realizacion de la invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que es antisentido a una
molécula de &cido nucleico de proteasa, por ejemplo la hebra codificante de una molécula de acido nucleico de
proteasa. También se incluyen en el alcance de la invencion las hebras complementarias de las moléculas de &cidos
nucleicos descritas aqui.

Errores de secuenciacion

La informacion de secuencia, como se proporciona aqui, no se deberia de interpretar tan estrechamente como para
requerir la inclusién de bases erroneamente identificadas. Las secuencias especificas descritas aqui se pueden usar
facilmente para aislar el gen completo a partir de hongos filamentosos, en particular A. niger, que a su vez se puede
someter facilmente a andlisis de secuencia adicionales, identificando de ese modo errores de secuenciacion.

Excepto que se indique de otro modo, todas las secuencias nucleotidicas determinadas secuenciando una molécula
de ADN aqui se determinaron usando un secuenciador automatizado de ADN, y todas las secuencias de
amino&cidos de los polipéptidos codificados por moléculas de ADN determinadas aqui se predijeron mediante
traduccion de una secuencia de ADN determinada como antes. Por lo tanto, como se sabe en la técnica para
cualquier secuencia de ADN determinada mediante este enfoque automatizado, cualquier secuencia nucleotidica
determinada aqui puede contener algunos errores. Las secuencias nucleotidicas determinadas mediante
automatizacion son tipicamente al menos alrededor de 90% idénticas, mas tipicamente al menos alrededor de 95%
hasta al menos alrededor de 99,9% idénticas a la secuencia nucleotidica real de la molécula de ADN secuenciada.
La secuencia real se puede determinar de forma mas precisa mediante otros enfoques, incluyendo métodos de
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secuenciacién manual de ADN, bien conocidos en la técnica. Como también se sabe en la técnica, una insercion o
supresion individual en una secuencia nucleotidica determinada comparada con la secuencia real provocara un
desplazamiento del marco en la traduccion de la secuencia nucleotidica, de manera que la secuencia de
aminoacidos predicha codificada por una secuencia nucleotidica determinada sera completamente diferente de la
secuencia de aminoacidos realmente codificada por la molécula de ADN secuenciada, comenzando en el punto de
tal insercién o supresion.

La persona experta en la técnica es capaz de identificar tales bases, identificadas errbneamente, y sabe como
corregir tales errores.

Fragmentos de acidos nucleicos, sondas y cebadores

Una molécula de acido nucleico segun la invencion puede comprender solo una porciéon o un fragmento de la
secuencia de acido nucleico mostrada en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 1 a
SEC ID NO: 57, o una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NO: 58 a SEC ID NO: 114, por
ejemplo un fragmento que se puede usar como una sonda o cebador, o un fragmento que codifica una porcion de
una proteina de tipo proteasa. La secuencia nucleotidica determinada a partir de la clonacién del gen de proteasa y
ADNCc permite la generacion de sondas y cebadores disefiados para uso en identificar y/o clonar otros miembros de
la familia de proteasas, asi como homdlogos de proteasa procedentes de otras especies. La sonda/cebador
comprende tipicamente oligonucledtido sustancialmente purificado, el cual comprende tipicamente una region de
secuencia nucleotidica que se hibrida preferentemente en condiciones muy restrictivas a al menos alrededor de 12 6
15, preferiblemente alrededor de 18 6 20, preferiblemente alrededor de 22 6 25, mas preferiblemente alrededor de
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 6 75 0 méas nucledtidos consecutivos de una secuencia nucleotidica mostrada en una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 1 a SEC ID NO: 57, o una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID NO: 58 a SEC ID NO: 114, o en un equivalente funcional de la misma.

Las sondas basadas en las secuencias nuclectidicas de las proteasas se pueden usar para detectar transcritos o
secuencias de proteasas genémicas que codifican las mismas proteinas o proteinas homdélogas, por ejemplo en
otros organismos. En realizaciones preferidas, la sonda comprende ademas un grupo labil unido a ella, por ejemplo
el grupo labil puede ser un radioisétopo, un compuesto fluorescente, una enzima, o un cofactor enzimatico. Tales
sondas se pueden usar como parte de un kit de ensayo de diagnéstico para identificar células que expresan una
proteina de tipo proteasa.

Identidad y homologia

Los términos “homologia” o “porcentaje de identidad” se usan de forma intercambiable aqui. Para los fines de esta
invencion, se define aqui que, a fin de determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de
dos secuencias de acidos nucleicos, las secuencias se alinean con fines de comparacion éptima (por ejemplo, se
pueden introducir saltos en la secuencia de una primera secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos para el
alineamiento 6ptimo con una segunda secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos). Entonces se comparan los
restos de aminoacidos o nucledtidos en las posiciones de los aminoacidos o posiciones nucleotidicas
correspondientes. Cuando una posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoéacido o
nucledtido que la posicion correspondiente a la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa
posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, % de identidad = ndmero de posiciones idénticas/nimero total de
posiciones (es decir, posiciones que solapan) x 100).

Preferiblemente, las dos secuencias tienen la misma longitud.

La persona experta estara al tanto del hecho de que existen varios programas de ordenador diferentes para
determinar la homologia entre dos secuencias. Por ejemplo, una comparacion de secuencias y la determinacion del
porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede lograr usando un algoritmo matematico. En una realizacion
preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina usando el algoritmo de
Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)), que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete
de software de GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y un
peso de salto de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 6 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 6 6. La persona experta apreciara que
todos estos parametros diferentes produciran resultados ligeramente diferentes, pero que el porcentaje global de
identidad de dos secuencias no se altera significativamente cuando se usan algoritmos diferentes.

En todavia otra realizacion, el porcentaje de identidad entre dos secuencias nucleotidicas se determina usando el
programa GAP en el paquete de software de GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando una matriz
NWSgapdna.CMP y un peso de salto de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 6 6. En otra
realizacién, el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o nucleotidicas se determina usando el
algoritmo de E. Meyers y W. Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989), que se ha incorporado en el programa ALIGN (version
2.0) (disponible en http://vega(igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cdi), usando una tabla de restos de peso de PAM120, una
penalizacién de longitud de salto de 12, y una penalizacion de salto de 4.
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Las secuencias de acidos nucleicos y proteicas de la presente invencién se pueden usar ademas como una
“secuencia de interrogacion” para llevar a cabo una blusqueda frente a bases de datos publicas para, por ejemplo,
identificar otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Tales busquedas se pueden llevar a cabo usando
los programas NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las busquedas
nucleotidicas de BLAST se pueden llevar a cabo con el programa NBLAST, puntuaciéon = 100, longitud de la palabra
= 12, para obtener secuencias nucleotidicas homologas a moléculas de acidos nucleicos de proteasas de la
invencion. Las busquedas de proteinas de BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntuacion = 50,
longitud de la palabra = 3, para obtener secuencias de aminoacidos homologas a moléculas proteicas de proteasas
de la invencidn. Para obtener alineamientos con saltos con fines de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST,
como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas
BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los parametros por defecto de los programas respectivos (por ejemplo,
XBLAST y NBLAST). Véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Hibridacién

Como se usa aqui, el término “hibridar” pretende describir condiciones para la hibridacion y lavado, en las que las
secuencias nucleotidicas al menos alrededor de 50%, al menos alrededor de 60%, al menos alrededor de 70%, mas
preferiblemente al menos alrededor de 80%, incluso mas preferiblemente al menos alrededor de 85% a 90%, mas
preferiblemente al menos 95% homaologas entre si, permanecen tipicamente hibridadas entre si.

Un ejemplo preferido no limitante de tales condiciones de hibridacion es la hibridacion en 6X cloruro de sodio/citrato
de sodio (SSC) a alrededor de 45°C, seguido de uno o mas lavados en 1 X SSC, 0,1% de SDS a 50°C,
preferiblemente a 55°C, preferiblemente a 60°C, e incluso mas preferiblemente a 65°C.

Las condiciones muy restrictivas incluyen, por ejemplo, hibridar a 68°C en 5x SSC/5x de disolucion de
Denhardt/1,0% de SDS, y lavar en 0,2x SSC/0,1% de SDS a temperatura ambiente. Como alternativa, el lavado se
puede llevar a cabo a 42°C.

El experto sabra qué condiciones aplicar para las condiciones de hibridacion restrictivas y muy restrictivas. En la
técnica hay facilmente una guia adicional con relacion a tales condiciones, por ejemplo en Sambrook et al., 1989,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; y Ausubel et al. (eds.), 1995, Current
Protocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.).

Por supuesto, un polinucleétido que se hibrida s6lo a una secuencia poly A (tal como el tramo poly(A) terminal de 3’
de los ARNm), o a un trecho complementario de restos T (0 U), no se incluira en un polinucleétido de la invencion
usado para hibridarse especificamente a una porcién de un acido nucleico de la invencion, puesto que tal
polinucleétido se hibridaria a cualquier molécula de &cido nucleico que contenga un tramo de poly(A) o su
complemento (por ejemplo, practicamente cualquier clon de ADNc bicatenario).

Obtencidn de ADN de longitud completa a partir de otros organismos

En un enfoque tipico, se identificaran librerias de ADNc construidas a partir de otros organismos, por ejemplo
hongos filamentosos, en particular de la especie Aspergillus.

Por ejemplo, las cepas de Aspergillus se pueden identificar en busca de polinucledtidos de proteasas homélogas
mediante analisis de transferencia Northern. Con la deteccién de transcritos homélogos a polinucleétidos segin la
invencion, se pueden construir librerias de ADNc a partir de ARN aislado de la cepa apropiada, utilizando técnicas
estandar bien conocidas para los expertos en la técnica. Como alternativa, se puede identificar una libreria de ADN
genodmico total usando una sonda que se puede hibridar a un polinucledtido de proteasa segun la invencién.

Se pueden aislar secuencias génicas homodlogas, por ejemplo llevando a cabo PCR usando dos cebadores
oligonucleotidicos o conjuntos de dos cebadores oligonucleotidicos degenerados disefiados en base a las
secuencias nucleotidicas ensefiadas aqui.

El molde para la reaccion puede ser ADNc obtenido mediante transcripcién inversa de ARNm preparado a partir de
cepas que se sabe o que se sospecha que expresan un polinucleétido segin la invencioén. El producto de la PCR se
puede subclonar y secuenciar para asegurarse de que las secuencias amplificadas representan las secuencias de
una nueva secuencia de &cido nucleico de proteasa, o un equivalente funcional de la misma.

El fragmento de la PCR se puede usar entonces para aislar un clon de ADNc de longitud completa mediante una
variedad de métodos conocidos. Por ejemplo, el fragmento amplificado se puede marcar y usar para identificar una
libreria de ADNc de bacteriéfago o de cdsmido. Como alternativa, el fragmento marcado se puede usar para
identificar una libreria genémica.

La tecnologia de la PCR también se puede usar para aislar secuencias de ADNc de longitud completa a partir de
otros organismos. Por ejemplo, se puede aislar ARN, siguiendo procedimientos estandar, a partir de una fuente
celular o tisular apropiada. Se puede llevar a cabo una reaccion de transcripcion inversa sobre el ARN usando un
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cebador oligonucleotidico especifico para la mayoria del extremo 5’ del fragmento amplificado para cebar la sintesis
de la primera hebra.

El hibrido de ARN/ADN resultante se puede “colear” (por ejemplo, con guaninas) usando una reaccién de
transferasa terminal estandar, el hibrido se puede digerir con ARNasa H, y entonces se puede cebar la sintesis de la
segunda hebra (por ejemplo, con un cebador poly-C). De este modo, se pueden aislar facilmente secuencias de
ADNc en direccion 5’ del fragmento amplificado. Para un repaso de estrategias de clonacion (tiles, véase por
ejemplo Sambrook et al., mas arriba; y Ausubel et al., mas arriba.

Vectores

Otro aspecto de la invencion se refiere a vectores, preferiblemente vectores de expresion, que contienen un acido
nucleico que codifica una proteina de proteasa o un equivalente funcional de la misma. Como se usa aqui, el término
“vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que esta enlazada.
Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular, en el que se pueden ligar
segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico, en el que se pueden ligar segmentos de ADN
adicionales en el genoma virico. Ciertos vectores son capaces de una replicacion autbnoma en una célula
hospedante en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion
bacteriano, y vectores de mamiferos episdmicos). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no
episdmicos) se integran en el genoma de una célula hospedante con la introduccion en la célula hospedante, y de
ese modo se replican junto con el genoma del hospedante. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la
expresion de genes a los cuales estan ligados operativamente. Tales vectores se denominan aqui como “vectores
de expresion”. En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a menudo
en forma de plasmidos. Los términos “plasmido” y “vector” se usan aqui de forma intercambiable, ya que el plasmido
es la forma mas comunmente usada de vector. Sin embargo, la invencion pretende incluir tales otras formas de
vectores de expresion, tales como vectores viricos (por ejemplo, retrovirus defectuosos en la replicacion, adenovirus
y virus adenoasociados), que tienen funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencion comprenden un acido nucleico de la invencién en una
forma adecuada para la expresion del &cido nucleico en una célula hospedante, lo que significa que el vector de
expresion recombinante incluye una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas basandose en las células
hospedantes a usar para la expresién, que estan operativamente enlazadas a la secuencia de acido nucleico a
expresar. Dentro de un vector de expresion recombinante, “operativamente enlazado” quiere decir que la secuencia
nucleotidica de interés esta enlazada a la secuencia o secuencias reguladoras de una manera que permite la
expresion de la secuencia nucleotidica (por ejemplo, en un sistema de transcripcién/traduccién in vitro, o en una
célula hospedante cuando el vector se introduce en la célula hospedante). La expresion “secuencia reguladora”
pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresién (por ejemplo, sefial de
poliadenilacién). Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las secuencias reguladoras
incluyen aquellas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia nucleotidica en muchos tipos de células
hospedantes, y aquellas que dirigen la expresion de la secuencia nucleotidica so6lo en una cierta célula hospedante
(por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejidos). Se apreciard por los expertos en la técnica que el
disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccion de la célula hospedante a
transformar, el nivel de expresion de proteina deseado, etc. Los vectores de expresion de la invencion se pueden
introducir en células hospedantes para producir de ese modo proteinas o péptidos, codificados por acidos nucleicos
como se describe aqui (por ejemplo proteinas de proteasas, formas mutantes de proteinas de proteasas,
fragmentos, variantes o equivalentes funcionales de las mismas, proteinas de fusién, etc.).

Los vectores de expresion recombinantes de la invencidon se pueden disefiar para la expresién de proteinas de
proteasas en células procariotas o eucariotas. Por ejemplo, las proteinas de proteasas se pueden expresar en
células bacterianas tales como E. coli, células de insectos (usando vectores de expresion de baculovirus), células de
levadura o células de mamiferos. Las células hospedantes adecuadas se explican adicionalmente en Goeddel; Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Como alternativa, el
vector de expresion recombinante se puede transcribir y traducir in vitro, por ejemplo usando secuencias reguladoras
del promotor T7 y T7 polimerasa.

Los vectores de expresion Utiles de la presente invencion incluyen vectores derivados de cromosomas, de episomas,
y de virus, por ejemplo vectores derivados de plasmidos bacterianos, bacteriéfagos, episoma de levadura, elementos
cromosémicos de levaduras, virus tales como baculovirus, virus de papova, virus de la vacuna, adenovirus, virus de
la viruela aviar, virus de la pseudorrabia, y retrovirus, y vectores derivados de sus combinaciones, tales como los
derivados de elementos genéticos de plasmidos y de bacteriofagos, tales como coésmidos y fagémidos.

El inserto de ADN se deberia enlazar operativamente a un promotor apropiado, tal como el promotor PL del fago
lambda, los promotores lac, trp y tac de E. coli, los promotores tempranos y tardios de SV40, y promotores de LTR
retroviricas, por citar unos pocos. Otros promotores adecuados seran conocidos por la persona experta. En una
realizacion especifica, se prefieren promotores que son capaces de dirigir un nivel elevado de expresion de
proteasas en hongos filamentosos. Tales promotores son conocidos en la técnica. Los constructos de expresion
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pueden contener sitios para la iniciacion de la transcripcion, la terminacién, y, en la regién transcrita, un sitio de
union a ribosoma para la traduccién. La porcion codificante de los transcritos maduros expresados por los
constructos incluird un AUG iniciador de la traduccién al comienzo, y un codon de terminacion situado
apropiadamente al final del polipéptido a traducir.

El ADN vectorial se puede introducir en células procariotas o0 eucariotas, via técnicas de transformacion o
transfeccion convencionales. Como se usan aqui, los términos “transformacion” y “transfeccion” se refieren a una
variedad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir acido nucleico extrafio (por ejemplo, ADN) en una
célula hospedante, incluyendo coprecipitacién con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfeccion mediada por
DEAE-dextrano, transduccion, infeccion, lipofeccion, transfeccion mediada por lipidos catiénicos, o electroporacion.
Los métodos adecuados para transformar o transfectar células hospedantes se pueden encontrar en Sambrook, et
al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22, ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989), Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986), y otros manuales de
laboratorio.

Para la transfeccion estable de células de mamiferos, se sabe que, dependiendo del vector de expresion y de la
técnica de transfeccion usados, sélo una pequefia fraccion de células puede integrar el ADN extrafio en su genoma.
A fin de identificar y seleccionar estos integrantes, generalmente se introduce en las células hospedantes, junto con
el gen de interés, un gen que codifica un marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibidticos). Los
marcadores seleccionables preferidos incluyen aquellos que confieren resistencia a farmacos, tales como G418,
higromicina y metotrexato. El acido nucleico que codifica un marcador seleccionable se puede introducir en una
célula hospedante en el mismo vector que aquel que codifica una proteina de proteasa, o se puede introducir en un
vector separado. Las células transfectadas de forma estable con el &cido nucleico introducido se pueden identificar
mediante seleccion por farmacos (por ejemplo, las células que han incorporado el gen del marcador seleccionable
sobreviviran, mientras que las otras células moriran).

La expresion de proteinas en procariotas se lleva a cabo a menudo en E. coli con vectores que contienen
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas de fusion o proteinas que no son de
fusion. Los vectores de fusion afiaden un ndmero de aminoacidos a una proteina codificada alli, por ejemplo el
término amino de la proteina recombinante. Tales vectores de fusion sirven tipicamente para tres fines: 1) para
incrementar la expresion de la proteina recombinante; 2) para incrementar la solubilidad de la proteina
recombinante; y 3) para ayudar en la purificacion de la proteina recombinante actuando como un ligando en la
purificacion por afinidad. A menudo, en vectores de expresion de fusion, se introduce un sitio de escision proteolitica
en la unién del resto de fusion y la proteina recombinante, para permitir la separacion de la proteina recombinante
del resto de fusion tras la purificacion de la proteina de fusion. Tales enzimas, y sus secuencias de reconocimiento
cognatas, incluyen el Factor Xa, trombina y enterocinasa.

Como se indica, los vectores de expresion contendrdn preferiblemente marcadores seleccionables. Tales
marcadores incluyen dihidrofolato reductasa o resistencia a neomicina para el cultivo de las células eucariotas, y
resistencia a tetraciclina o ampicilina para el cultivo en E. coli y otras bacterias. Los ejemplos representativos de
hospedante apropiado incluyen células bacterianas, tales como E. coli, Streptomyces y Salmonella typhimurium;
células fungicas, tales como levadura; células de insectos, tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células de
animales, tales como CHO, COS y melanoma de Bowes; y células vegetales. Los medios y condiciones de cultivo
apropiados para las células hospedantes descritas anteriormente son conocidas en la técnica.

Entre los vectores preferidos para uso en bacterias estan pQE70, pQE60 y PQE9, disponibles de Qiagen; los
vectores pBS, vectores Phagescript, vectores Bluescript, pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH46A, disponibles de
Stratagene; y ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 disponibles de Pharmacia. Entre los vectores
eucariotas preferidos estan PWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pZT1 y pSG disponibles de Stratagene; y pSVK3, pBPV,
pMSG y pSVL disponibles de Pharmacia. Otros vectores adecuados seran faciimente manifiestos para el experto.

Entre los promotores bacterianos conocidos para uso en la presente invencion estan incluidos los promotores lacl y
lacZ de E. coli, los promotores T3y T7, el promotor gpt, los promotores PR, PL del fago lambda, y el promotor trp, el
promotor de timidina cinasa de HSV, los promotores temprano y tardio de SV40, los promotores de las LTR
retroviricas, tales como los del virus del sarcoma de Rous (“RSV"), y promotores de metalotioneina, tales como el
promotor de metalotioneina | de ratén.

La transcripcién del ADN que codifica los polipéptidos de la presente invencidn por eucariotas superiores se puede
incrementar insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elementos que actian en
cis de ADN, habitualmente de alrededor de 10 a 300 pb, que actian para incrementar la actividad transcripcional de
un promotor en un tipo de célula hospedante dado. Los ejemplos de potenciadores incluyen el potenciador de SV40,
gue esta situado en el lado tardio del origen de replicacion a pb 100 a 270, el potenciador del promotor temprano de
citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacién, y los potenciadores de
adenovirus.
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Para la secrecién de la proteina traducida en la luz del reticulo endopladsmico, en el espacio periplasmico o en el
entorno extracelular, se puede incorporar en el polipéptido expresado una sefial de secrecién apropiada. Las
sefiales pueden ser enddgenas al polipéptido, o pueden ser sefales heterélogas.

El polipéptido se puede expresar en una forma modificada, tal como una proteina de fusion, y puede incluir no sélo
sefiales de secrecion sino también regiones funcionales heterdlogas adicionales. De este modo, por ejemplo, se
puede afiadir al término N del polipéptido una region de aminoacidos adicionales, particularmente aminoacidos
cargados, para mejorar la estabilidad y persistencia en la célula hospedante, durante la purificacion o durante la
manipulacion y almacenamiento subsiguientes. También, se pueden afadir restos peptidicos al polipéptido, para
facilitar la purificacion.

Polipéptidos segun la invencién

La invencién proporciona un polipéptido aislado que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 124, una
secuencia de aminoacidos obtenible expresando un polinucleétido segun la invencion o en una realizacion preferida
de una secuencia de SEC ID NO: 10 en un hospedante apropiado, asi como una secuencia de aminoacidos
obtenible expresando una secuencia polinucleotidica de SEC ID NO: 67 en un hospedante apropiado. También,
dentro de la presente invencion esta comprendido un péptido o polipéptido que comprende un equivalente funcional
de los polipéptidos anteriores. Los polipéptidos anteriores estdn comprendidos colectivamente en la expresion
“polipéptidos segun la invencién”.

Los términos “péptido” y “oligopéptido” se consideran sinGnimos (como se reconoce normalmente), y cada término
se puede usar de forma intercambiable segun lo requiera el contexto para indicar una cadena de al menos dos
aminoacidos acoplados mediante enlaces peptidilicos. La palabra “polipéptido” se usa aqui para cadenas que
contienen mas de siete restos de aminoacidos. Todas las férmulas o secuencias oligopeptidicas y polipeptidicas
aqui estan escritas de izquierda a derecha, y en la direccion desde el término amino al término carboxi.
Habitualmente se conoce en la técnica el cédigo de una letra de aminoacidos usado aqui, y se puede encontrar en
Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Por polipéptido o proteina “aislado” se quiere decir un polipéptido o proteina retirado de su entorno nativo. Por
ejemplo, los polipéptidos y proteinas producidos recombinantemente, expresados en células hospedantes, se
consideran aislados para los fines de la invencién como lo son los polipéptidos nativos o recombinantes que se han
purificado sustancialmente por cualquier técnica adecuada, tal como, por ejemplo, el método de purificacion de una
sola etapa descrito en Smith y Johnson, Gene 67:31-40 (1988).

La proteasa segun la invencion se puede recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes por
métodos bien conocidos, que incluyen precipitacién con sulfato de amonio o etanol, extraccion con &cidos,
cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion
hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatito, y cromatografia de lecitina. Para los fines
analiticos, se emplea muy preferiblemente la cromatografia de liquidos de altas prestaciones (“HPLC”) para la
purificacion.

Los polipéptidos de la presente invencién incluyen productos purificados de forma natural, productos de
procedimientos sintéticos quimicos, y productos producidos mediante técnicas recombinantes a partir de un
hospedante procariota o eucariota, incluyendo, por ejemplo, células bacterianas, de levadura, de plantas superiores,
de insectos y de mamiferos. Dependiendo del hospedante empleado en un procedimiento de produccion
recombinante, los polipéptidos de la presente invencién pueden estar glucosilados, o pueden estar no glucosilados.
Ademas, los polipéptidos de la invencion pueden incluir también un resto de metionina modificado inicial, en algunos
casos como resultado de procesos mediados por el hospedante.

Ademas, una proteina segun la invencion puede ser una proteina precursora tal como un cimégeno, una proteina
hibrida, una proteina obtenida como una prosecuencia o una pre-prosecuencia, o cualquier otro tipo de forma
inmadura.

Fragmentos proteicos
La invencion también se refiere a fragmentos biolégicamente activos de los polipéptidos segun la invencion.

Los fragmentos biolégicamente activos de un polipéptido de la invencién incluyen polipéptidos que comprenden
secuencias de aminoéacidos suficientemente idénticas a o derivadas de la secuencia de aminoécidos de la proteina
de proteasa (por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEC ID NO: 115 a SEC ID NO: 171), que incluye un menor numero de aminoacidos que la proteina de longitud
completa, y muestra al menos una actividad biolégica de la proteina de longitud completa correspondiente.
Tipicamente, los fragmentos biolégicamente activos comprenden un dominio o motivo con al menos una actividad de
la proteina de proteasa. Un fragmento biolégicamente activo de una proteina de la invencion puede ser un
polipéptido que tiene, por ejemplo, una longitud de 10, 25, 50, 100 o0 mas aminoacidos. Ademas, se pueden preparar
mediante técnicas recombinantes otras porciones bioldgicamente activas, en las que estan suprimidas otras
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regiones de la proteina, y se pueden evaluar en busca de una o méas de las actividades bioldgicas de la forma nativa
de un polipéptido de la invencion.

La invencion también se refiere a fragmentos de acidos nucleicos que codifican los fragmentos biolégicamente
activos anteriores de la proteina de proteasa.

Proteinas de fusién

Las proteinas de la presente invencion o sus equivalentes funcionales, por ejemplo sus porciones biolégicamente
activas, se pueden ligar operativamente a un polipéptido que no sea de proteasa (por ejemplo, secuencias de
aminoécidos heterdlogas), para formar proteinas de fusién. Como se usa aqui, una “proteina quimérica” o “proteina
de fusion” de proteasa comprende un polipéptido de proteasa ligado operablemente a un polipéptido que no es de
proteasa. Un “polipéptido de proteasa” se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
corresponde a una secuencia polipeptidica segun la invencion, mientras que un “polipéptido que no es de proteasa”’
se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a una proteina que no es
sustancialmente homologa a una proteina segin la invencién, por ejemplo una proteina que es diferente de la
proteina de proteasa y que deriva del mismo organismo o de un organismo diferente. Dentro de una proteina de
fusion de proteasa, el polipéptido de proteasa puede corresponder a toda o a una porcion de una proteina segun la
invencion. En una realizacion preferida, una proteina de fusion de proteasa comprende al menos un fragmento
biol6gicamente activo de una proteina segun la invencion. En otra realizacion preferida, una proteina de fusion de
proteasa comprende al menos dos porciones biolégicamente activas de una proteina segun la invencion. Dentro de
la proteina de fusién, la expresion “ligado operativamente” pretende indicar que el polipéptido de proteasa vy el
polipéptido que no es de proteasa estan fusionados en el marco entre si. El polipéptido que no es de proteasa se
puede fusionar al término N o al término C del polipéptido de proteasa.

Por ejemplo, en una realizacion, la proteina de fusidon es una proteina de fusion de GST-proteasa en la que las
secuencias de la proteasa se fusionan al término C de las secuencias de GST. Tales proteinas de fusion pueden
facilitar la purificacion de proteasa recombinante. En otra realizacién, la proteina de fusién es una proteina de
proteasa que contiene una secuencia sefial heterdloga en su término N. En ciertas células hospedantes (por
ejemplo, células hospedantes de mamiferos y de levaduras), la expresién y/o secrecion de la proteasa se puede
incrementar a través del uso de una secuencia sefial heteréloga.

En otro ejemplo, como secuencia sefal heterdloga se puede usar la secuencia secretora de gp67 de la proteina de
cubierta de baculovirus (Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, 1992).
Otros ejemplos de secuencias sefales heterélogas eucariotas incluyen las secuencias secretoras de melitina y de
fosfatasa alcalina de la placenta humana (Stratagene; La Jolla, California). En todavia otro ejemplo, las secuencias
sefial heterdlogas procariotas Utiles incluyen la sefial secretora de phoA (Sambrook et al., mas arriba) y la sefial
secretora de la proteina A (Pharmacia Biotech; Piscataway, New Jersey).

Una secuencia sefial se puede usar para facilitar la secrecion y aislamiento de una proteina o polipéptido de la
invencién. Las secuencias sefial se caracterizan tipicamente por un nlcleo de aminoacidos hidréfobos que se
escinden generalmente de la proteina madura durante la secrecion en uno 0 mas sucesos de escision. Tales
péptidos sefal contienen sitios de procesamiento que permiten la escision de la secuencia sefial a partir de las
proteinas maduras a medida que pasan a través de la ruta secretora. La secuencia sefial dirige la secrecion de la
proteina, tal como desde un hospedante eucariota en el que se transforma el vector de expresion, y la secuencia
sefial se escinde subsiguiente o concurrentemente. La proteina se puede purificar entonces facilmente del medio
extracelular por métodos reconocidos en la técnica. Como alternativa, la secuencia sefial se puede ligar a la proteina
de interés usando una secuencia que facilita la purificacién, tal como con un dominio de GST. De este modo, por
ejemplo, la secuencia que codifica el polipéptido se puede fusionar a una secuencia marcadora, tal como una
secuencia que codifica un polipéptido, que facilita la purificacion del polipéptido fusionado. En ciertas realizaciones
preferidas de este aspecto de la invencion, la secuencia marcadora es un péptido de hexabhistidina, tal como la
etiqueta proporcionada en el vector pQE (Qiagen, Inc.), entre otros, muchos de los cuales estdn comercialmente
disponibles. Como se describe en Gentz et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-824 (1989), por ejemplo, la
hexahistidina proporciona una purificacion conveniente de la proteina de fusién. La etiqueta de HA es otro péptido
util para la purificacién que corresponde a un epitopo derivado de la proteina de hemaglutinina de la gripe, que ha
sido descrita por Wilson et al., Cell 37:767 (1984), por ejemplo.

Preferiblemente, una proteina quimérica o de fusion de proteasa de la invencion se produce mediante técnicas de
ADN recombinante estandar. Por ejemplo, fragmentos de ADN que codifican las diferentes secuencias polipeptidicas
se ligan juntos en el marco segun técnicas convencionales, por ejemplo empleando términos con extremos romos o
extremos escalonados para la ligacion, digestion mediante enzimas de restriccion para proporcionar términos
apropiados, llenado de los extremos cohesivos segun sea apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar la
unién indeseable, y ligacion enzimatica. En otra realizacién, el gen de fusiéon se puede sintetizar mediante técnicas
convencionales, incluyendo sintetizadores de ADN automatizados. Como alternativa, se puede llevar la amplificacion
mediante PCR de fragmentos génicos usando cebadores de anclaje, que dan lugar a salientes complementarios
entre dos fragmentos génicos consecutivos que se pueden hibridar subsiguientemente y reamplificar para generar
una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al.
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John Wiley & Sons: 1992). Ademas, hay comercialmente disponibles muchos vectores de expresion que ya codifican
un resto de fusién (por ejemplo, un polipéptido de GST). Se puede clonar un acido nucleico que codifica la proteasa
en tal vector de expresién, de manera que el resto de fusion esté ligado en el marco a la proteina de proteasa.

Equivalentes funcionales

Las expresiones “equivalentes funcionales” y “variantes funcionales” se usan aqui de forma intercambiable. Los
equivalentes funcionales de un ADN segln la invencion son fragmentos de ADN aislados que codifican un
polipéptido que muestra una funcion particular de una proteasa de A. niger como se define aqui. Un equivalente
funcional de un polipéptido segun la invencion es un polipéptido que muestra al menos una funcién de una proteasa
de A. niger como se define aqui.

Los equivalentes proteicos o polipeptidicos funcionales pueden contener sélo sustituciones conservativas de uno o
mas aminodacidos de una secuencia de SEC ID NO: 124 o sustituciones, inserciones o supresiones de aminoacidos
no esenciales. En consecuencia, un aminoacido no esencial es un resto que se puede alterar en una secuencia de
SEC ID NO: 124 sin alterar sustancialmente la funcion biolégica. Por ejemplo, se predice que los restos de
aminoacidos que estan conservados entre las proteinas de proteasas de la presente invencién son particularmente
no susceptibles a alteracion. Ademas, no es probable que los aminoacidos conservados entre las proteinas de
proteasas segun la presente invencién y otras proteasas sean susceptibles a alteracion.

La expresion “sustitucion conservativa” quiere decir aquella sustitucion en la que el resto de aminoé&cido se sustituye
por un resto de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Estas familias son conocidas en la técnica, e
incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo lisina, arginina e histidina), cadenas laterales
acidas (por ejemplo acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina,
asparaginas, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en beta (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina).

Los equivalentes de acidos nucleicos funcionales pueden contener tipicamente mutaciones silenciosas o mutaciones
que no alteran la funcion biolégica del polipéptido codificado. En consecuencia, la invencion proporciona moléculas
de acidos nucleicos que codifican proteinas de proteasas que contienen cambios en restos de aminoacidos que no
son esenciales para una actividad biol6gica particular. Tales proteinas de proteasas difieren en la secuencia de
aminoacidos de una secuencia de SEC ID NO: 124 aunque retienen al menos una actividad biolégica. En una
realizacion, la molécula de acido nucleico aislada comprende una secuencia nucleotidica que codifica una proteina,
en la que la proteina comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente homoéloga de al menos alrededor
de 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homologa a la secuencia de aminoacidos mostrada en una
secuencia de SEC ID NO: 124.

Por ejemplo, en Bowie, J.U. et al., Science 247:1306-1310 (1990) se proporciona una guia que se refiere a como
obtener sustituciones de aminoacidos fenotipicamente silenciosas, referencia en la que los autores indican que hay
dos enfoques principales para estudiar la tolerancia al cambio de una secuencia de aminoéacidos. El primer método
se basa en el proceso de evolucion, en el que las mutaciones se aceptan o se rechazan mediante seleccion natural.
El segundo enfoque usa manipulacion genética para introducir cambios de aminoacidos en posiciones especificas
de un gen clonado, y selecciona o identifica secuencias que mantienen la funcionalidad. Como afirman los autores,
estos estudios han revelado que las proteinas son sorprendentemente tolerantes a sustituciones de aminoacidos.
Los autores indican ademéas qué cambios son probablemente permisivos en una cierta posicion de la proteina. Por
ejemplo, los restos de aminoacidos mas enterrados requieren cadenas laterales no polares, mientras que
generalmente se conservan pocos rasgos de las cadenas laterales de la superficie. Otras de tales sustituciones
fenotipicamente silenciosas se describen en Bowie et al., mas arriba, y las referencias citadas alli.

Una molécula de &cido nucleico aislada que codifica una proteina de proteasa homoéloga a la proteina de SEC ID
NO: 124 se puede crear introduciendo una o mas sustituciones, adiciones o supresiones nucleotidicas en las
secuencias nucleotidicas codificantes segin SEC ID NO: 10 o una secuencia de SEC ID NO: 67, de manera que se
introducen en la proteina codificada una o mas sustituciones, supresiones o inserciones de aminoacidos. Tales
mutaciones se pueden introducir mediante técnicas estandar, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis
mediada por PCR.

La expresion “equivalentes funcionales” también engloba ort6logos de la proteina de proteasa de A. niger. Los
ortélogos de la proteina de proteasa de A. niger son proteinas que se pueden aislar de otras cepas o especies, y
poseen una actividad biolégica similar o idéntica. Tales ortélogos se pueden identificar facilmente ya que
comprenden una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente homéloga a una secuencia de SEC ID NO: 124.

Como se define aqui, la expresién “sustancialmente homologa” se refiere a una primera secuencia de aminoacidos o
nucleotidica que contiene un nimero suficiente 0 minimo de aminoéacidos o nucleétidos idénticos o equivalentes (por
ejemplo, con cadena lateral similar) a una segunda secuencia de acidos nucleicos o nucleotidica, de forma que las
secuencias de aminoacidos o nucleotidicas primera y segunda tienen un dominio comun. Por ejemplo, las

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2368 285 T3

secuencias de aminoécidos o nucleotidicas que contienen un dominio comun que tienen alrededor de 60%,
preferiblemente 65%, mas preferiblemente 70%, incluso mas preferiblemente 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 0 99% de identidad o mas, se definen aqui como suficientemente idénticas.

También, los acidos nucleicos que codifican otros miembros de la familia de proteasas, que tienen asi una secuencia
nucleotidica que difieren de una secuencia de SEC ID NO: 10 o una secuencia de SEC ID NO: 67, estan dentro del
alcance de la invencién. Ademas, los acidos nucleicos que codifican proteinas de proteasas a partir de diferentes
especies, que tienen asi una secuencia nucleotidica que difiere de una secuencia de SEC ID NO: 10 o una
secuencia de SEC ID NO: 67, estan dentro del alcance de la invencion.

Las moléculas de &acidos nucleicos que corresponden a variantes (por ejemplo variantes alélicas naturales) y
homdlogos del ADN de proteasa de la invencidon se pueden aislar basandose en su homologia con los acidos
nucleicos de proteasas descritos aqui usando los ADNc descritos aqui o un fragmento adecuado de los mismos,
como una sonda de hibridacién segun técnicas de hibridacién estandar, preferiblemente en condiciones de
hibridacion muy restrictivas.

Ademas de las variantes alélicas de origen natural de la secuencia de proteasa, la persona experta reconocera que
se pueden introducir cambios mediante mutacion en las secuencias nucleotidicas de una secuencia de SEC ID NO:
10 o una secuencia de SEC ID NO: 67, conduciendo de ese modo a cambios en la secuencia de aminoacidos de la
proteina de proteasa sin alterar sustancialmente la funcion de la proteina de proteasa.

En otro aspecto de la invencién, se proporcionan proteinas de proteasas mejoradas. Las proteinas de proteasas
mejoradas son proteinas en las que al menos se mejora una actividad biolégica. Tales proteinas se pueden obtener
introduciendo al azar mutaciones a lo largo de toda o parte de la secuencia codificante de la proteasa, tal como
mediante mutagénesis de saturacion, y los mutantes resultantes se pueden expresar recombinantemente y se
pueden identificar en busca de la actividad biol6gica. Por ejemplo, la técnica proporciona ensayos estandar para
medir la actividad enzimatica de proteasas, y de este modo se pueden seleccionar facilmente proteinas mejoradas.

En una realizacion preferida, la proteina de proteasa tienen una secuencia de aminoacidos segun una secuencia de
SEC ID NO: 124. En otra realizacion, el polipéptido de proteasa es sustancialmente homélogo a la secuencia de
aminoé&cidos segun una secuencia de SEC ID NO: 124, y retiene al menos una actividad biolégica de un polipéptido
segln una secuencia de SEC ID NO: 124, aunque difiere en la secuencia de aminoacidos debido a variaciéon natural
0 mutagénesis como se describe anteriormente.

En una realizacion preferida adicional, la proteina de proteasa tiene una secuencia de aminoéacidos codificada por un
fragmento de acido nucleico aislado capaz de hibridarse a un acido nucleico segun una secuencia de SEC ID NO:
10 o una secuencia de SEC ID NO: 67, preferiblemente en condiciones de hibridacién muy restrictivas.

En consecuencia, la proteina de proteasa es una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de al
menos alrededor de 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% o mas de homologia con la secuencia de
amino&cidos mostrada en una secuencia de SEC ID NO: 124, y retiene al menos una actividad funcional del
polipéptido segun una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO: 124.

Los equivalentes funcionales de una proteina segun la invencién también se pueden identificar, por ejemplo,
detectando librerias combinatorias de mutantes, por ejemplo mutantes de truncamiento, de la proteina de la
invencion en busca de actividad de proteasa. En una realizaciéon, una libreria variada de variantes se genera
mediante mutagénesis combinatoria a nivel de acido nucleico. Una libreria variada de variantes se puede producir,
por ejemplo, ligando enzimaticamente una mezcla de oligonucleétidos sintéticos en secuencias génicas de forma
gue un conjunto degenerado de secuencias proteicas potenciales es expresable como polipéptidos individuales, o,
como alternativa, como un conjunto de proteinas de fusiébn méas grandes (por ejemplo, para la presentacion de
fagos). Existe una variedad de métodos que se pueden usar para producir librerias de variantes potenciales de los
polipéptidos de la invencién a partir de una secuencia oligonucleotidica degenerada. En la técnica se conocen
métodos para sintetizar oligonucleétidos degenerados (véanse, por ejemplo, Narang (1983) Tetrahedron 39:3;
Itakura et al. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al. (1984) Science 198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic
Acid Res. 11:477).

Ademas, se pueden usar librerias de fragmentos de la secuencia codificante de un polipéptido de la invencién para
generar una poblacién variada de polipéptidos para identificar una seleccion subsiguiente de variantes. Por ejemplo,
se puede generar una libreria de fragmentos de secuencias codificantes tratando un fragmento de PCR bicatenario
de la secuencia codificante de interés con una nucleasa en condiciones en las que el mellado se produce solo
alrededor de una vez por molécula, desnaturalizando el ADN bicatenario, renaturalizando el ADN para formar ADN
bicatenario, que puede incluir pares sentido/antisentido de diferentes productos mellados, eliminando las porciones
monocatenarias de los duplex reformados mediante tratamiento con nucleasa S1, y ligando la libreria del fragmento
resultante en un vector de expresion. Mediante este método, se puede derivar una libreria de expresion que codifica
fragmentos N-terminales e internos de diversos tamafios de la proteina de interés.

En la técnica se conocen varias técnicas para identificar productos génicos de librerias combinatorias obtenidas
mediante mutaciones de punto de truncamiento, y para identificar librerias de ADNc en busca de productos génicos
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que tienen una propiedad seleccionada. Las técnicas usadas mas ampliamente, que son susceptibles de analisis de
rendimiento elevado, para identificar grandes librerias génicas incluyen tipicamente clonar la libreria génica en
vectores de expresion replicables, transformar células apropiadas con la libreria resultante de vectores, y expresar
los genes combinatorios en condiciones en las que la deteccion de una actividad deseada facilita el aislamiento del
vector que codifica el gen cuyo producto se detectd. Se puede usar mutagénesis de ensamblaje recurrente (REM),
una técnica que potencia la frecuencia de mutantes funcionales en las librerias, en combinacion con los ensayos de
identificacion para identificar variantes de una proteina de la invencién (Arkin y Yourvan (1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3):327-331).

Ademas de la secuencia génica de la proteasa mostrada en una secuencia de SEC ID NO: 10, serd manifiesto para
la persona experta en la técnica que pueden existir en una poblacion dada polimorfismos de la secuencia de ADN
que pueden conducir a cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina de proteasa. Tales polimorfismos
genéticos pueden existir en células procedentes de diferentes poblaciones, o en una poblacion, debido a variacion
alélica natural. Las variantes alélicas también pueden incluir equivalentes funcionales.

Los fragmentos de un polinucleétido segin la invencion también pueden comprender polinucleétidos que no
codifican polipéptidos funcionales. Tales polinucleétidos pueden funcionar como sondas o cebadores para una
reaccion de PCR. Tales polinucleétidos también pueden ser Utiles cuando se desea abolir la actividad funcional de
una proteasa en un organismo particular (mutantes carentes de genes).

Los &cidos nucleicos segun la invencion, independientemente de si codifican polipéptidos funcionales o no
funcionales, se pueden usar como sondas de hibridacién o cebadores de la reaccién en cadena de polimerasa
(PCR). Los usos de las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion que no codifican un polipéptido que
tiene una actividad de proteasa incluyen, entre otros, (1) aislar el gen que codifica la proteina de proteasa, o sus
variantes alélicas, a partir de una libreria de ADNc, por ejemplo a partir de otros organismos distintos de A. niger; (2)
la hibridacion in situ (por ejemplo FISH) a extensiones cromosomicas metaféasicas, para proporcionar una
localizacién cromosémica precisa del gen de proteasa como se describe en Verma et al., Human Chromosomes: a
Manual of Basic Techniques, Pergamon Press, New York (1988); (3) el analisis de transferencia Northern, para
detectar la expresion de ARNm de proteasa en tejidos y/o células especificos, y (4) sondas y cebadores que se
pueden usar como una herramienta de diagndstico para analizar la presencia de un acido nucleico hibridable a la
sonda de proteasa en una muestra biolégica dada (por ejemplo, tejido).

También estd englobado por la invencion un método para obtener un equivalente funcional de un gen o ADNc de
proteasa. Tal método supone obtener una sonda marcada que incluye un acido nucleico aislado que codifica toda o
una porcion de la secuencia segun una secuencia de SEC ID NO: 124 o una variante de la misma; identificar una
libreria de fragmentos de acidos nucleicos con la sonda marcada, en condiciones que permitan la hibridacién de la
sonda a los fragmentos de acidos nucleicos en la libreria, formando de ese modo duplex de acidos nucleicos, y
preparar una secuencia génica de longitud completa a partir de los fragmentos de acidos nucleicos en cualquier
diplex marcado, para obtener un gen relacionado con el gen de proteasa.

En una realizacion, un acido nucleico de proteasa de la invencién es al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homologo a una secuencia de acido nucleico mostrada en una secuencia
de SEC ID NO: 10, una secuencia de SEC ID NO: 67, o el complemento de las mismas.

En otra realizacion preferida, un polipéptido de proteasa de la invencion es al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas, homdlogo a la secuencia de aminoacidos mostrada en una secuencia
de SEC ID NO: 124.

Células hospedantes

En otra realizacion, la invencién se refiere a células, por ejemplo células hospedantes transformadas o células
hospedantes recombinantes, que contienen un acido nucleico englobado por la invencion. Una “célula transformada”
0 “célula recombinante” es una célula en la que (o0 un ancestro en el que) se ha introducido, por medio de técnicas
de ADN recombinante, un acido nucleico segin la invencion. Se incluyen células tanto procariotas como eucariotas,
por ejemplo bacterias, hongos, levaduras, y similares; se prefieren especialmente células de hongos filamentosos,
en particular Aspergillus niger.

Se puede escoger una célula hospedante que modula la expresiéon de las secuencias insertadas, o modifica y
procesa el producto génico de una manera especifica y deseada. Tales modificaciones (por ejemplo, glucosilacién) y
procesamiento (por ejemplo, escisién) de productos proteicos pueden facilitar el funcionamiento éptimo de la
proteina.

Diversas células hospedantes tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento post-
traduccional y la modificacion de proteinas y productos génicos. Se pueden escoger estirpes celulares o sistemas de
hospedantes apropiados, familiares para aquellos expertos en la técnica de biologia molecular y/o microbiologia,
para asegurar la modificacion y procesamiento deseados y correctos de la proteina extrafia expresada. Para este fin,
se pueden usar células hospedantes eucariotas que poseen la maquinaria celular para el procesamiento apropiado
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del transcrito primario, glucosilacién, y fosforilacién del producto génico. Tales células hospedantes son bien
conocidas en la técnica.

Las células hospedantes también incluyen, pero no se limitan a, estirpes celulares de mamiferos, tales como CHO,
VERO, BHK, HelLa, COS, MDCK, 293, 3T3, WI38, y estirpes celulares del plexo coroideo.

Si se desea, los polipéptidos segln la invencion se pueden producir mediante una estirpe celular transfectada de
forma estable. Hay disponibles al piblico un nimero de vectores adecuados para la transfeccion estable de células
de mamiferos; también se conocen publicamente métodos para construir tales células, por ejemplo en Ausubel et al.
(més arriba).

Anticuerpos

La invencion se refiere ademas a anticuerpos, tales como anticuerpos monoclonales o policlonales, que se unen
especificamente a proteinas de proteasas segun la invencion.

Como se usa aqui, el término “anticuerpo” (Ab) o “anticuerpo monoclonal” (Mab) incluye moléculas intactas asi como
fragmentos de anticuerpos (tales como, por ejemplo, los fragmentos Fab y F(ab’);) que son capaces de unirse
especificamente a proteina de proteasa. Los fragmentos Fab y F(ab’), carecen del fragmento Fc del anticuerpo
intacto, se aclaran mas rapidamente de la circulacion, y pueden tener menos unién no especifica a tejidos de un
anticuerpo intacto (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983)). De este modo, se prefieren estos fragmentos.

Los anticuerpos de la presente invencién se pueden preparar mediante cualquiera de una variedad de métodos. Por
ejemplo, se pueden administrar células que expresan la proteina de proteasa o un fragmento antigénico de la misma
a un mamifero, a fin de inducir la produccion de sueros que contienen anticuerpos policlonales. En un método
preferido, se prepara una preparacion de proteina de proteasa y se purifica para hacerla sustancialmente libre de
contaminantes naturales. Tal preparacion se introduce entonces en un animal a fin de producir antisueros
policlonales de mayor actividad especifica.

En el método mas preferido, los anticuerpos de la presente invencion son anticuerpos monoclonales (0 sus
fragmentos de unién a proteina de proteasa). Tales anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando
tecnologia de hibridoma (Kohler et al., Nature 256:495 (1975); Kohler et al., Eur. J. Immunol. 6:511 (1976);
Hammerling et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, Elsevier, N.Y., p. 563-681 (1981)). En general,
tales procedimientos implican inmunizar a un animal (preferiblemente un ratén) con un antigeno de la proteina de
proteasa, 0 con una célula que expresa la proteina de proteasa. Se extraen los esplenocitos de tales ratones y se
fusionan con una estirpe celular de mieloma adecuada. Se puede emplear cualquier estirpe celular de mieloma
adecuada segun la presente invencion; sin embargo, es preferible emplear la estirpe celular de mieloma progenitora
(SP20), disponible de la American Type Culture Collection, Rockville, Maryland. Tras la fusion, las células de
hibridoma resultantes se mantienen selectivamente en medio HAT, y después se clonan mediante dilucion limitante
como se describe por Wands et al. (Gastro-enterology 80:225-232 (1981)). Las células de hibridoma obtenidas a
través de tal seleccion se evallan entonces para identificar clones que segregan anticuerpos capaces de unirse al
antigeno de la proteina de proteasa. En general, los polipéptidos se pueden acoplar a una proteina portadora, tal
como KLH, como se describe en Ausubel et al., mas arriba, mezclada con un adyuvante, y se pueden inyectar en un
mamifero hospedante.

En particular, diversos animales hospedantes se pueden inmunizar mediante inyeccién de un polipéptido de interés.
Los ejemplos de animales hospedantes adecuados incluyen conejos, ratones, cobayas, y ratas. Se pueden usar
diversos adyuvantes para incrementar la respuesta inmunolégica, dependiendo de la especie hospedante,
incluyendo, pero sin limitarse a, adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales adyuvantes tales
como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles de tipo Pluronic, polianiones,
péptidos, emulsiones oleosas, hemocianina de lapa californiana, dinitrofenol, BCG (bacilo Calmette-Guerin) y
Corynebacterium parvum. Los anticuerpos policlonales son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpos
derivadas de los sueros de los animales inmunizados.

Tales anticuerpos pueden ser cualquier clase de inmunoglobulina, incluyendo 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD, y cualquier
subclase de las mismas. Los hibridomas que producen los mAb de esta invencion se pueden cultivar in vitro o in
vivo.

Una vez producidos, los anticuerpos policlonales o monoclonales se ensayan en busca del reconocimiento
especifico de un polipéptido de proteasa o equivalente funcional del mismo en un inmunoensayo, tal como un
andlisis de transferencia Western o un andlisis de inmunoprecipitacion, usando técnicas estdndar, por ejemplo como
se describe en Ausubel et al., mas arriba. Los anticuerpos que se unen especificamente a proteinas de proteasas o
sus equivalentes funcionales son utiles en la invencién. Por ejemplo, tales anticuerpos se pueden usar en un
inmunoensayo para detectar proteasa en cepas patdégenas o no patégenas de Aspergillus (por ejemplo, en extractos
de Aspergillus).

Preferiblemente, los anticuerpos de la invencion se producen usando fragmentos de los polipéptidos de proteasas
gue parecen probablemente antigénicos, mediante criterios tales como frecuencia elevada de restos cargados. Por
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ejemplo, tales fragmentos se pueden generar mediante técnicas estandar de PCR, y después se pueden clonar en el
vector de expresion pGEX (Ausubel et al., mas arriba). Entonces, las proteinas de fusion se pueden expresar en E.
coli y se pueden purificar usando una matriz de afinidad en gel de agarosa con glutationa, como se describe en
Ausubel et al., més arriba. Si se desea, se pueden generar varias (por ejemplo, dos o tres) fusiones para cada
proteina, y cada fusién se puede inyectar en al menos dos conejos. Los anticuerpos se pueden producir mediante
inyecciones en serie, incluyendo tipicamente al menos tres revacunaciones. Tipicamente, los anticuerpos se
comprueban en busca de su capacidad para inmunoprecipitar un polipéptido de proteasa recombinante o sus
equivalentes funcionales, mientras que las proteinas no relacionadas pueden servir como un control para la
especificidad de la reaccion inmunitaria.

Como alternativa, las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos monocatenarios (patentes U.S. 4.946.778
y 4.704.692) se pueden adaptar para producir anticuerpos monocatenarios frente a un polipéptido de proteasa o sus
equivalentes funcionales. Los kits para generar e identificar librerias de presentacion de fagos estan comercialmente
disponibles, por ejemplo, de Pharmacia.

Adicionalmente, los ejemplos de métodos y reactivos particularmente susceptibles para uso en generar e identificar
la libreria de presentacion de anticuerpos se pueden encontrar, por ejemplo, en la patente U.S. n°® 5.223.409; en la
Publicacién PCT n°® WO 92/18619; en la Publicacion PCT n° WO 91/17271; en la Publicacién PCT n°® WO 20791; en
la Publicacion PCT n°® WO 92/20791; en la Publicacion PCT n® WO 92/15679; en la Publicacién PCT n° WO
93/01288; en la Publicacién PCT n° WO 92/01047; en la Publicacion PCT n° WO 92/09690; en la Publicacién PCT n°
WO 90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-
85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J. 12:725-734.

Los anticuerpos policlonales y monoclonales que se unen especificamente a polipéptidos de proteasas o sus
equivalentes funcionales se pueden usar, por ejemplo, para detectar la expresion de un gen de proteasa 0 un
equivalente funcional del mismo, por ejemplo, en otra cepa de Aspergillus. Por ejemplo, el polipéptido de proteasa se
puede detectar facilmente en inmunoensayos convencionales de células o extractos de Aspergillus. Los ejemplos de
ensayos adecuados incluyen, sin limitacién, transferencia Western, los ELISA, radioinmunoensayos, y similares.

Por “se une especificamente” se quiere decir que un anticuerpo reconoce y se une a un antigeno particular, por
ejemplo un polipéptido de proteasa, pero no reconoce ni se une sustancialmente a otras moléculas no relacionadas
en una muestra.

Los anticuerpos se pueden purificar, por ejemplo, mediante métodos de cromatografia de afinidad, en los que el
antigeno polipeptidico se inmoviliza sobre una resina.

Se puede usar un anticuerpo dirigido frente a un polipéptido de la invencion (por ejemplo, anticuerpo monoclonal)
para aislar el polipéptido mediante técnicas estandar, tales como cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacion.
Ademas, tal anticuerpo se puede usar para detectar la proteina (por ejemplo, en un lisado celular o un sobrenadante
celular) a fin de evaluar la abundancia y el patron de expresion del polipéptido. Los anticuerpos también se pueden
usar de forma diagndstica para monitorizar los niveles proteicos en células o tejido como parte de un procedimiento
de ensayo clinico, por ejemplo para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado, o en el diagnostico de
aspergilosis.

La deteccion se puede facilitar acoplando el anticuerpo a una sustancia detectable. Los ejemplos de sustancias
detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes,
materiales bioluminiscentes, y materiales radioactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de
rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o acetilcolinesterasa; los ejemplos de materiales fluorescentes
incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamin fluoresceina, cloruro
de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; los ejemplos de materiales
bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina, y aecuorina; y los ejemplos de materiales radioactivos adecuados
incluyen 1, 13|, 355 o 3H.

Los epitopos preferidos englobados por el péptido antigénico son regiones que estan localizadas sobre la superficie
de la proteina, por ejemplo regiones hidréfilas. Se pueden usar graficas de hidrofobia de las proteinas de la
invencion para identificar regiones hidrofilas.

El péptido antigénico de una proteina de la invencion comprende al menos 7 (preferiblemente 10, 15, 20, 6 30)
restos de aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID NO: 115 a SEC ID NO: 171, y engloba un epitopo de la proteina de manera que un anticuerpo
provocado frente al péptido forma un complejo inmunitario especifico con la proteina.

Los epitopos preferidos englobados por el péptido antigénico son regiones de proteasa que estan localizadas en la
superficie de la proteina, por ejemplo regiones hidréfilas, regiones hidréfobas, regiones alfa, regiones beta, regiones
de enrollamiento, regiones de vuelta y regiones flexibles.
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Inmunoensayos

La determinacion cualitativa o cuantitativa de un polipéptido segun la presente invencidn en una muestra biolégica
se puede realizar usando cualquier método conocido en la técnica. Las técnicas basadas en anticuerpos
proporcionan ventajas especiales para ensayar niveles polipeptidicos especificos en una muestra bioldgica.

En éstas, el reconocimiento especifico se proporciona mediante el anticuerpo primario (policlonal o monoclonal),
pero el sistema de deteccion secundario puede utilizar materiales fluorescentes, enzimas, u otros anticuerpos
secundarios conjugados. Como resultado, se obtiene un inmunocomplejo.

En consecuencia, la invencién proporciona un método para diagnosticar si cierto organismo esta infectado con
Aspergillus, que comprende las etapas de:

e aislar una muestra bioldgica de dicho organismo sospechoso de estar infectado con Aspergillus,
e hacer reaccionar dicha muestra bioldégica con un anticuerpo segun la invencion,
e determinar si se forman inmunocomplejos.

Los tejidos también se pueden extraer, por ejemplo, con urea y detergente neutro, para la liberacion de proteina para
el ensayo de transferencia Western o de punto/ranura. Este técnica también se puede aplicar a fluidos corporales.

Otros métodos basados en anticuerpos, Utiles para detectar la expresion del gen de proteasa, incluyen
inmunoensayos, tales como el ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA) y el radioinmunoensayo (RIA). Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales especificos de proteasas se pueden usar tanto como un inmunoabsorbente
como como una sonda marcada enzimaticamente, para detectar y cuantificar la proteina de proteasa. La cantidad de
proteina de proteasa presente en la muestra se puede calcular haciendo referencia a la cantidad presente en una
preparacién estandar usando un algoritmo de ordenador de regresién lineal. En otro ensayo ELISA, se pueden usar
dos anticuerpos monoclonales especificos distintos para detectar la proteina de proteasa en un fluido biolégico. En
este ensayo, uno de los anticuerpos se usa como el inmunoabsorbente, y el otro como la sonda marcada
enziméaticamente.

Las técnicas anteriores se pueden llevar a cabo esencialmente como un ensayo de “una etapa” o de “dos etapas”. El
ensayo de “una etapa” implica poner en contacto la proteina de proteasa con anticuerpo inmovilizado, y, sin lavar,
poner en contacto la mezcla con el anticuerpo marcado. El ensayo de “dos etapas” implica lavar antes de poner en
contacto la mezcla con el anticuerpo marcado. También se pueden emplear otros métodos convencionales segun
sea adecuado. Habitualmente es deseable inmovilizar un componente del sistema de ensayo sobre un soporte,
permitiendo de ese modo que otros componentes del sistema se pongan en contacto con el componente y que sean
eliminados facilmente de la muestra.

Los marcadores enzimaticos adecuados incluyen, por ejemplo, aquellos del grupo oxidasa, que catalizan la
produccién de perdxido de hidrégeno reaccionando con sustrato. La actividad de un marcador de oxidasa se puede
evaluar midiendo la concentracion de perdxido de hidrogeno formado por la reaccion de anticuerpo marcado con la
enzima/sustrato.

Ademas de las enzimas, otros marcadores adecuados incluyen radioisétopos, tales como yodo (**°I, *#1), carbono

(**C), azufre (¥S), tritio (°*H), indio (**2In), y tecnecio (**mTc), y marcadores fluorescentes, tales como fluoresceina y
rodamina, y biotina.

La unién especifica de un compuesto de ensayo a un polipéptido de proteasa se puede detectar, por ejemplo, in vitro
inmovilizando reversible o irreversiblemente el polipéptido de proteasa sobre un sustrato, por ejemplo la superficie
de un pocillo de una placa de microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos. Los métodos para inmovilizar
polipéptidos y otras pequefias moléculas son conocidos en la técnica. Por ejemplo, las placas de microtitulacion se
pueden revestir con un polipéptido de proteasa afiadiendo el polipéptido en una disolucion (tipicamente, a una
concentracion de 0,05 a 1 mg/ml en un volumen de 1-100 ul) a cada pocillo, e incubando las placas a temperatura
ambiente hasta 37°C durante 0,1 a 36 horas. Los polipéptidos que no se unen a la placa se pueden eliminar
agitando la disolucién en exceso de la placa, y lavando después la placa (una vez, o repetidamente) con agua o con
un tampén. Tipicamente, el polipéptido esta contenido en agua o en un tampon. La placa se lava entonces con un
tampodn que carece del polipéptido unido. Para bloquear los sitios de unién a proteina libres en las placas, las placas
se bloquean con una proteina que no esta relacionada con el polipéptido unido. Por ejemplo, son adecuados 300 ul
de seroalbumina bovina (BSA) a una concentracion de 2 mg/ml en Tris-HCI. Los sustratos adecuados incluyen
aquellos sustratos que contienen una quimica de reticulacion definida (por ejemplo, sustratos plasticos, tales como
poliestireno, estireno, o sustratos de polipropileno de Corning Costar Corp. (Cambridge, MA), por ejemplo). Si se
desea, como sustrato, se puede usar una particula en forma de perla, por ejemplo agarosa en perlas o sefarosa en
perlas.

La unién del compuesto de ensayo a los polipéptidos segun la invencion se puede detectar mediante cualquiera de
una variedad de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar un anticuerpo especifico en un
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inmunoensayo. Si se desea, el anticuerpo se puede marcar (por ejemplo, fluorescentemente o con un radioisotopo) y
detectar directamente (véase, por ejemplo, West y McMahon, J. Cell Biol. 74:264, 1977). Como alternativa, se puede
usar un segundo anticuerpo para la deteccién (por ejemplo, un anticuerpo marcado que se une a la porcion Fc de un
anticuerpo anti-AN97). En un método de deteccion alternativo, el polipéptido de proteasa se marca, y se detecta el
marcador (por ejemplo, marcando un polipéptido de proteasa con un radioisétopo, fluoréforo, croméforo, o similar).
En todavia otro método, el polipéptido de proteasa se produce como una proteina de fusién con una proteina que se
puede detectar 6pticamente, por ejemplo la proteina fluorescente verde (que se puede detectar bajo luz UV). En un
método alternativo, el polipéptido de proteasa se puede unir covalentemente a o fusionar con una enzima que tiene
una actividad enzimética detectable, tal como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, a-galactosidasa, o
glucosa oxidasa. Los genes que codifican todas estas enzimas se han clonado y estan facilmente disponibles para
uso por los expertos en la técnica. Si se desea, la proteina de fusion puede incluir un antigeno, y tal antigeno se
puede detectar y medir con un anticuerpo policlonal o monoclonal usando métodos convencionales. Los antigenos
adecuados incluyen enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rdbano picante, fosfatasa alcalina, y a-galactosidasa) y
polipéptidos no enzimaticos (por ejemplo, proteinas séricas, tal como BSA vy globulinas, y proteinas lacteas, tales
como caseinas).

Epitopos, antigenos e inmundgenos

En otro aspecto, la invencién proporciona un péptido o polipéptido que comprende una porcidn que posee un
epitopo de un polipéptido de la invencién. El epitopo de esta porcion del polipéptido es un epitopo inmunégeno o
antigénico de un polipéptido de la invencién. Un “epitopo inmundgeno” se define como una parte de una proteina
que provoca una respuesta de anticuerpo cuando la proteina completa es el inmundgeno. Se cree que estos
epitopos inmundégenos estan confinados en unos pocos loci en la molécula. Por otro lado, una region de una
molécula proteica a la que se puede unir un anticuerpo se define como un “epitopo antigénico”. El niumero de
epitopos inmundgenos de una proteina generalmente es menor que el nimero de epitopos antigénicos. Véase, por
ejemplo, Geysen, H. M. et al., Proc. Natl. Acad, Sci. USA 81:3998-4002 (1984).

En cuanto a la seleccion de péptidos o polipéptidos que poseen un epitopo antigénico (es decir, que contienen una
region de una molécula proteica a la que se puede unir un anticuerpo), es bien sabido en esa técnica que los
péptidos sintéticos relativamente cortos que imitan parte de una secuencia proteica son capaces de forma habitual
de provocar un antisuero que reacciona con la proteina parcialmente imitada. Véase, por ejemplo, Sutcliffe, J. G. et
al., Science 219:660-666 (1984). Los péptidos capaces de provocar sueros reactivos con la proteina estan
representados frecuentemente en la secuencia primaria de una proteina, se pueden caracterizar mediante un
conjunto de reglas quimicas simples, y no estan confinados en regiones inmunodominantes de proteinas intactas (es
decir, epitopos inmundgenos) ni en los terminales amino o carboxilo. Los péptidos que son extremadamente
hidréfobos, y aquellos de seis restos 0 menos, generalmente son ineficaces induciendo anticuerpos que se unen a la
proteina imitada; habitualmente son eficaces los péptidos mas largos, solubles, especialmente aquellos que
contienen restos de prolina. Sutcliffe et al., mas arriba?. Por ejemplo, 18 a 20 péptidos disefiados segun estas guias,
que contienen 8-39 restos que cubren el 75% de la secuencia de la cadena polipeptidica de HAI de hemaglutinina
del virus de la gripe, indujeron anticuerpos que reaccionaron con la proteina HA1 o virus intacto; y 12/12 péptidos
procedentes de la polimerasa de MuLV y 18/18 de la glucoproteina de la rabia indujeron anticuerpos que
precipitaron las proteinas respectivas.

Los péptidos y polipéptidos de la invencidon que poseen epitopos antigénicos son Utiles por lo tanto para provocar
anticuerpos, incluyendo anticuerpos monoclonales, que se unen especificamente a un polipéptido de la invencion.
De este modo, una proporcion elevada de hibridomas obtenidos mediante fusion de esplenocitos procedentes de
donantes inmunizados con un péptido que posee un epitopo antigénico segrega generalmente anticuerpo reactivo
con la proteina nativa. Sutcliffe et al., mas arriba, en 663. Los anticuerpos provocados por péptidos o polipéptidos
gue poseen epitopos antigénicos son Utiles para detectar la proteina imitada, y los anticuerpos dirigidos contra
diferentes péptidos se pueden usar para rastrear el destino de diversas regiones de un precursor proteico que sufre
un procesamiento de post-traduccion. Los péptidos y los anticuerpos antipeptidicos se pueden usar en una variedad
de ensayos cualitativos o cuantitativos para la proteina imitada, por ejemplo en ensayos de competicion, puesto que
se ha demostrado que incluso péptidos cortos (por ejemplo, alrededor de 9 aminoacidos) se pueden unir y desplazar
a los péptidos méas grandes en ensayos de inmunoprecipitacion. Véase, por ejemplo, Wilson, I.A. et al., Cell 37:767-
778 en 777 (1984). Los anticuerpos antipeptidicos de la invencién también son utiles para la purificacion de la
proteina imitada, por ejemplo mediante cromatografia de adsorcion, usando métodos bien conocidos en la técnica.

Los péptidos y polipéptidos de la invencién que poseen epitopos antigénicos disefiados segun las guias anteriores
contienen preferiblemente una secuencia de al menos siete, mas preferiblemente al menos nueve, y lo mas
preferible entre alrededor de 15 y alrededor de 30 aminoacidos contenidos en la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido de la invencion. Sin embargo, los péptidos o polipéptidos que comprenden una porcién mas grande de
una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de la invencién, que contienen alrededor de 30 a alrededor de 50
aminoécidos, o cualquier longitud hasta e incluyendo la secuencia completa de aminoacidos de un polipéptido de la
invencién, también se consideran péptidos o polipéptidos de la invencidon que poseen epitopos, y también son Utiles
para inducir anticuerpos que reaccionan con la proteina imitada. Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos del
péptido que posee epitopos se selecciona para proporcionar solubilidad sustancial en disolventes acuosos (es decir,
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la secuencia incluye restos relativamente hidréfilos, y preferiblemente se evitan secuencias muy hidr6fobas); y se
prefieren particularmente secuencias que contienen restos de prolina.

Los péptidos y polipéptidos de la invenciébn que poseen epitopos se pueden producir por cualquier medio
convencional para obtener péptidos o polipéptidos, incluyendo medios recombinantes que usan moléculas de acidos
nucleicos de la invencion. Por ejemplo, una secuencia corta de aminoacidos que posee epitopos se puede fusionar a
un polipéptido méas grande que actlia como un portador durante la produccion y purificacion recombinante, asi como
durante la inmunizacion para producir anticuerpos antipeptidicos.

Los péptidos que poseen epitopos también se pueden sintetizar usando métodos conocidos de sintesis quimica. Por
ejemplo, Houghten ha descrito un método simple para la sintesis de gran nimero de péptidos, tal como 10-20 mg de
248 péptidos de 13 restos diferentes que representan variantes de aminoacidos individuales de un segmento de
polipéptido HAI que se prepararon y caracterizaron (mediante estudios de unién de tipo ELISA) en menos de cuatro
semanas. Houghten, R. A., Proc. Nati. Acad. Sci. USA 82:5131-5135 (1985). Este proceso de “sintesis peptidica
multiple simultanea (SMPS)” se describe adicionalmente en la patente U.S. n°® 4.631.211 de Houghten et al. (1986).
En este procedimiento, las resinas individuales para la sintesis en fase sélida de diversos péptidos estan contenidas
en paquetes permeables a disolventes separados, que permiten el uso optimo de las muchas etapas repetitivas
idénticas implicadas en los métodos de fase soélida.

Un procedimiento manual permite que se lleven a cabo simultdneamente 500-1000 o mas sintesis. Houghten et al.,
mas arriba en 5134.

Los péptidos y polipéptidos de la invencidn que poseen epitopos se usan para inducir anticuerpos segun métodos
bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sutcliffe et al., mas arriba; Wilson et al., mas arriba; Chow, M. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:910-914; y Bittle, F.J. et al., J. Gen. Virol. 66:2347-2354 (1985).

Generalmente, los animales se pueden inmunizar con péptido libre; sin embargo, el titulo de anticuerpo antipeptidico
se puede incrementar acoplando el péptido a un portador macromolecular, tal como hemocianina de lapa
californiana (KLH) o toxoide tetanico. Por ejemplo, los péptidos que contienen cisteina se pueden acoplar a un
portador usando un ligador tal como éster de maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), mientras que otros
péptidos se pueden acoplar a un portador usando un agente ligante mas general, tal como glutaraldehido.

Los animales tales como conejos, ratas y ratones se inmunizan con péptidos libres o acoplados al portador, por
ejemplo mediante inyeccidn intraperitoneal y/o intradérmica de emulsiones que contienen alrededor de 100 ug de
péptido o proteina portadora y adyuvante de Freund. Pueden ser necesarias varias revacunaciones, por ejemplo a
intervalos de alrededor de dos semanas, para proporcionar un titulo Gtil de anticuerpo antipeptidico que se puede
detectar, por ejemplo, mediante ensayo ELISA usando un péptido libre adsorbido a una superficie sdlida. El titulo de
anticuerpos antipeptidicos en el suero procedente de un animal inmunizado se puede incrementar seleccionando
anticuerpos antipeptidicos, por ejemplo mediante adsorcion al péptido sobre un soporte sdlido y eluciéon de los
anticuerpos seleccionados seguin métodos bien conocidos en la técnica.

Los péptidos de la invencién que poseen epitopos inmundégenos, es decir, aquellas partes de una proteina que
provocan una respuesta de anticuerpo cuando la proteina completa es el inmundégeno, se identifican segin métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, Geysen et al., 1984, mas arriba, describen un procedimiento para la sintesis
concurrente rapida sobre soportes sélidos de cientos de péptidos de suficiente pureza para que reaccionen en un
ensayo inmunosorbente ligado a enzimas. La interaccién de los péptidos sintetizados con los anticuerpos se detecta
entonces facilmente sin retirarlos del soporte. De esta manera, un péptido que posee un epitopo inmunégeno de una
proteina deseada se puede identificar de forma habitual por cualquier experto en la técnica. Por ejemplo, el epitopo
inmunolégicamente importante en la proteina de recubrimiento del virus de la glosopeda fue localizado por Geysen
et al. con una resolucién de siete aminoacidos mediante sintesis de un conjunto solapante de todos los 208
hexapéptidos posibles que cubren toda la secuencia de 213 aminoacidos de la proteina. Después, se sintetizé un
conjunto de sustitucion completo de péptidos en el que los 20 aminoacidos se sustituyeron a su vez en cada
posicion dentro del epitopo, y se determinaron los aminoacidos particulares que confieren especificidad para la
reaccion con el anticuerpo. De este modo, mediante este método se pueden obtener de forma habitual analogos
peptidicos de los péptidos de la invencién que poseen epitopos. La patente U.S. n° 4.708.781 de Geysen (1987)
describe ademas este método para identificar un péptido que posee un epitopo inmunégeno de una proteina
deseada.

Todavia mas, la patente U.S. n° 5.194.392 de Geysen (1990) describe un método general para detectar o determinar
la secuencia de mondmeros (aminoacidos u otros compuestos) que es un equivalente topologico del epitopo (es
decir, un “mimétopo”) que es complementario a un paratopo particular (sitio de unién a antigeno) de un anticuerpo
de interés. Mas generalmente, la patente U.S. n® 4.433.092 de Geysen (1989) describe un método para detectar o
determinar una secuencia de mondmeros que es un equivalente topogréafico de un ligando que es complementario al
sitio de union a ligando de un receptor particular de interés. De forma similar, la patente U.S. n® 5.480.971 de
Houghten, R.A. et al. (1996) en Mezclas Oligopeptidicas Peralquiladas describe oligopéptidos peralquilados de
alquilo C1-C7 lineales, y conjuntos y librerias de tales péptidos, asi como métodos para usar tales conjuntos y
librerias de oligopéptidos para determinar la secuencia de un oligopéptido peralquilado que se une preferentemente
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a una molécula aceptora de interés. De este modo, mediante estos métodos se pueden obtener de forma habitual
analogos no peptidicos de los péptidos de la invenciéon que poseen epitopos.

Eliminacién o reduccién de la actividad de proteasa

La presente invencion también se refiere a métodos para producir una célula mutante de una célula progenitora, que
comprende destruir o suprimir una secuencia de acido nucleico que codifica la proteasa o una secuencia de control
de la misma, que da como resultado que la célula mutante produzca menos proteasa que la célula progenitora.

La construccién de cepas que tienen actividad reducida de proteasa se puede lograr convenientemente modificando
o inactivando una secuencia de acido nucleico necesaria para la expresion de la actividad de proteasa en la célula.
La secuencia de &cido nucleico a modificar o inactivar puede ser, por ejemplo, una secuencia de acido nucleico que
codifica la proteasa o una parte de la misma esencial para mostrar actividad de proteasa; o la secuencia de acido
nucleico puede tener una funcién reguladora necesaria para la expresion de la proteasa a partir de la secuencia
codificante de la secuencia de &cido nucleico. Un ejemplo de tal secuencia reguladora o de control puede ser una
secuencia promotora o una parte funcional de la misma, es decir, una parte que es suficiente para afectar a la
expresion de la proteasa. Otras secuencias de control para la posible modificacién incluyen, pero no se limitan a,
una secuencia lider, una secuencia de poliadenilacion, una secuencia de propéptido, una secuencia sefial, y un sitio
de terminacion.

La modificacién o inactivacion de la secuencia de &cido nucleico se puede realizar sometiendo a la célula a
mutagénesis y seleccionando células en las que se ha reducido o eliminado la capacidad de producir proteasa. La
mutagénesis, que puede ser especifica o aleatoria, se puede llevar a cabo, por ejemplo, usando un agente
mutagenizante fisico o quimico adecuado, mediante uso de un oligonucleétido adecuado, o sometiendo a la
secuencia de ADN a mutagénesis generada por PCR. Ademas, la mutagénesis se puede llevar a cabo mediante uso
de cualquier combinacién de estos agentes mutagenizantes. Los ejemplos de un agente mutagenizante fisico o
quimico adecuado para el presente fin incluyen irradiaciéon ultravioleta (UV), hidroxilamina, N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidina (MNNG), O-metilhidroxilamina, acido nitroso, metanosulfonato de etilo (EMS), bisulfito de sodio,
acido férmico, y analogos nucleotidicos. Cuando se usan tales agentes, la mutagénesis se lleva a cabo tipicamente
incubando la célula a mutagenizar en presencia del agente mutagenizante de eleccién, en condiciones adecuadas, y
seleccionando células que presentan una expresién reducida o ninguna expresion de la actividad de proteasa.

La modificacion o inactivacién de la produccién de una proteasa de la presente invencion se puede lograr mediante
introduccion, sustitucion, o eliminacién de uno o mas nucledtidos en la secuencia de acido nucleico que codifica la
proteasa o un elemento regulador requerido para la transcripcion o traduccion de la misma. Por ejemplo, se pueden
insertar o eliminar nucleétidos para dar como resultado la introduccion de un codén de parada, la eliminacion del
coddn de parada, o un cambio del marco de lectura abierto. Tal modificacién o inactivacion se puede lograr mediante
mutagénesis dirigida al sitio 0 mutagénesis generada por PCR, segiin métodos conocidos en la técnica.

Aunque, en principio, la modificacién se puede llevar a cabo in vivo, es decir, directamente sobre la célula que
expresa la secuencia de acido nucleico a modificar, se prefiere que la modificacién se lleve a cabo in vitro, como se
ejemplifica a continuacion.

Un ejemplo de una manera conveniente para inactivar o reducir la produccion mediante una célula hospedante de
eleccion se basa en técnicas de sustitucion génica o interrupcion génica. Por ejemplo, en el método de interrupcion
génica, se mutageniza in vitro una secuencia de acido nucleico que corresponde al gen endégeno o fragmento
génico de interés para producir una secuencia de acido nucleico defectuosa, la cual se transforma entonces en la
célula hospedante para producir un gen defectuoso. Mediante recombinacién homoéloga, la secuencia de &cido
nucleico defectuosa sustituye al gen enddégeno o fragmento génico. Puede ser deseable que el gen o fragmento
génico defectuoso también codifique un marcador que se puede usar para la seleccion de transformantes en los que
el gen que codifica la proteasa se ha modificado o destruido.

Como alternativa, la modificacion o inactivacion de la secuencia de &cido nucleico que codifica una proteasa de la
presente invencion se puede llevar a cabo mediante técnicas antisentido consolidadas, usando una secuencia
nucleotidica complementaria a la secuencia que codifica la proteasa. Mas especificamente, la produccion de la
proteasa por una célula se puede reducir o eliminar introduciendo una secuencia nucleotidica complementaria a la
secuencia de acido nucleico que codifica la proteasa, que se puede transcribir en la célula y es capaz de hibridarse
al ARNm de proteasa producido en la célula. Se reduce o elimina asi la cantidad de proteasa traducida, en
condiciones que permiten que la secuencia nucleotidica antisentido complementaria se hibride al ARNm de
proteasa.

Se prefiere que la célula a modificar segun los métodos de la presente invencion sea de origen microbiano, por
ejemplo una cepa fungica que es adecuada para la produccion de productos proteicos deseados, ya sea homélogos
o heterologos a la célula.

La presente invencion se refiere ademas a una célula mutante de una célula progenitora que comprende una
interrupcion o supresion de una secuencia de acido nucleico que codifica la proteasa o una secuencia de control de
la misma, lo que da como resultado que la célula mutante produzca menos proteasa que la célula progenitora.
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Las células mutantes asi creadas, deficientes en proteasa, son particularmente Gtiles como células hospedantes
para la expresion de polipéptidos homélogos y/o heterdlogos. Por lo tanto, la presente invencion se refiere ademas a
métodos para producir un polipéptido homdlogo o heterdlogo, que comprenden (a) cultivar la célula mutante en
condiciones que conduzcan a la produccion del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido. En el presente contexto, la
expresion “polipéptidos heterdlogos” se define aqui como polipéptidos que no son nativos a la célula hospedante,
una proteina nativa en la que se han realizado modificaciones que alteran la secuencia nativa, o una proteina nativa
cuya expresion esta alterada cuantitativamente como resultado de la manipulacién de la célula hospedante mediante
técnicas de ADN recombinante.

Los métodos de la presente invencién para producir un producto esencialmente libre de proteasa son de particular
interés en la produccion de polipéptidos eucariotas, en particular proteinas flngicas tales como enzimas. Las células
deficientes en proteasa también se pueden usar para expresar proteinas heterélogas de interés para la industria
alimentaria, o de interés farmacéutico.

Uso de proteasas en procesos industriales

La invencion también se refiere al uso de la proteasa segun la invencion en un numero selecto de procesos
industriales y farmacéuticos. A pesar de la experiencia a largo plazo obtenida con estos procesos, la proteasa segun
la invencién posee un numero de ventajas significativas con respecto a las enzimas usadas actualmente.
Dependiendo de la aplicacion especifica, estas ventajas pueden incluir aspectos como menores costes de
produccién, mayor especificidad frente al sustrato, menor antigenicidad, menos actividades secundarias
indeseables, mayores rendimientos cuando se producen en un organismo adecuado, intervalos de pH y temperatura
mas adecuados, mejores sabores del producto final, asi como aspectos de kdsher y grado alimentario.

En aplicaciones industriales a gran escala dirigidas a la produccion de alimentos o de piensos, las enzimas
proteoliticas se usan habitualmente para mejorar aspectos como la solubilidad de la proteina, rendimientos de la
extraccion, viscosidad o sabor, textura, valor nutricional, minimizacion de la antigenicidad o factores
antinutricionales, color o funcionalidad, asi como aspectos del procesamiento como capacidad de filtracion de la
materia prima proteinosa. En estas aplicaciones, la materia prima proteinosa puede ser de origen animal o vegetal, y
los ejemplos incluyen proteinas vegetales tales como proteina de soja, gluten de trigo, proteina de colza, proteina de
guisante, proteina de alfalfa, proteina de girasol, proteina de haba, proteina de semilla de algodén o de sésamo,
proteina de maiz, proteina de cebada, proteina de sorgo, proteina de patata, proteina de arroz, proteinas de café, y
proteina derivada de animales, tales como proteina lactea (por ejemplo caseina, proteina del suero), clara de huevo,
proteina de pescado, proteina de carne, incluyendo gelatina, colageno, proteina de la sangre (por ejemplo
hemoglobina), pelo, plumas y harina de pescado.

Un aspecto importante de las proteasas segun la invencion es que cubren un intervalo completo de 6ptimos de pH y
temperatura que son adecuados idealmente para una variedad de aplicaciones. Por ejemplo, muchos procesos a
gran escala se benefician de temperaturas de procesamiento relativamente elevadas, de 50 grados C o superiores,
para controlar los riesgos de infecciones microbianas. Varias proteasas segun la invencion cumplen con esta
demanda, pero al mismo tiempo muestran estabilidades térmicas no extremas, de manera que resisten los intentos
para inactivar la enzima mediante un tratamiento térmico adicional. Este Ultimo rasgo permite rutas de produccion
qgue producen productos finales libres de actividad proteolitica residual. De forma similar, muchos productos de
piensos y de alimentos tienen valores de pH ligeramente acidos, de forma que se prefieren, para su procesamiento,
proteasas con 6ptimos de pH acidos o casi neutros. Una proteasa segun la invencién cumple igualmente con este
requisito.

La especificidad de las endoproteasas se define habitualmente en términos de escisiones preferentes de enlaces
entre el carboxilo del resto del aminoacido en la posicion P1 y el grupo amino del resto en la posicion P1’,
respectivamente. La preferencia puede estar condicionada predominantemente por P1 (por ejemplo restos cargados
positivamente en sustratos para ftripsina), por P1' (por ejemplo restos hidr6fobos en escisiones mediante
termolisina), o por tanto P1 como P2 (por ejemplo escisiones especificas entre dos restos cargados positivamente
mediante serina endoproteasa de la médula suprarrenal). En algunos casos, restos mas distantes pueden
determinar la preferencia de la escision, por ejemplo P2 para peptidasa A estreptococica. Se sabe que algunos
restos influyen negativamente sobre las escisiones; es bien conocido que los enlaces con prolina en la posicion P1’
son resistentes a la accién de muchas proteasas. La mayoria de las endoproteasas escinden preferentemente en un
entorno hidrofobo o en la cercania de restos cargados negativamente. Por ejemplo, las endoproteasas disponibles
industrialmente como quimiotripsina (obtenida de pancreas bovino) o subtilisina, metaloproteasa neutra o termolisina
(todas obtenidas de la especie Bacillus) tienden a favorecer la escisién “por detras” de los aminoacidos hidréfobos
como —Phe, -Leu y —Tyr. Otras endoproteasas disponibles industrialmente (obtenidas de pancreas bovino) escinden
preferentemente detrds de —Arg y —Lys, y la papaina (una mezcla compleja de diversas enzimas que incluyen
proteasas obtenidas de las frutas de la papaya) escinden preferentemente por detras de —Arg.

En contraste, los enlaces peptidicos formados por restos de pequefio tamafio tales como Ala, Gly, Ser, Thre, asi
como lle y Pro, son malos sustratos (Keil, B et al.; Protein Seq Data Anal (1993) 5; 401-407). Esta situacion tiene
profundas implicaciones para la industria farmacéutica, la industria de bebidas y de alimentos, la agroindustria e
incluso para la industria quimica. Una proteasa segun la invencion presenta preferencias de escision no habituales.
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Las exopeptidasas actian sélo cerca de los extremos de las cadenas polipeptidicas. Aquellas que actian en el
término N libre liberan un resto de aminoécido individual (denominadas aminopeptidasas) o un dipéptido o un
tripéptido (denominadas dipeptidil-peptidasas y tripeptidil-peptidasas). Aquellas que actdan en el término C libre
liberan un Unico resto (las denominadas carboxipeptidasas) o un dipéptido (las denominadas peptidil-dipeptidasas).
Las carboxipeptidasas estan destinadas a tres grupos en base al mecanismo catalitico, es decir, carboxipeptidasas
de tipo serina, metalocarboxipeptidasas, y carboxipeptidasas de tipo cisteina. Otras exopeptidasas son especificas
para dipéptidos (las denominadas dipeptidasas), o son capaces de escindir enlaces peptidicos diferentes de
aquellos de los grupos alfa-carboxilico o alfa-aminico (las denominadas omega peptidasas). Los ejemplos de tales
nuevas omega peptidasas son la piroglutamil-peptidasa y la acilaminoacil-peptidasa como se identifica en la
presente invencion (véase la Tabla 1, genes 18 y 45, respectivamente).

Los ejemplos tipicos de aplicacién industrial que dependen del uso de endoproteasas puras y en los que se puede
esperar que la proteasa segun la invencién suministre un comportamiento superior incluyen el procesamiento de
materiales de origen vegetal o animal. Estas etapas de procesamiento se pueden dirigir a modificar un gran conjunto
de caracteristicas del material bruto o de la fraccion proteica (parcialmente) purificada. Por ejemplo, estas etapas de
procesamiento se pueden dirigir a maximizar las solubilidades de los productos, las capacidades de filtracion, las
capacidades de separacion, los rendimientos de la extraccion proteica y las capacidades de digestion, o a minimizar
toxicidades, malos sabores y viscosidades. Ademas, el tratamiento se puede dirigir a alterar caracteristicas fisico-
quimicas del material crudo o de la proteina purificada (o parcialmente purificada). Estas ventajas se aplican no sélo
si la endoproteasa segun la invencion se aplica como un auxiliar del procesamiento en aplicaciones industriales, sino
también si se aplica como un componente enzimatico activo en el pienso para animales. Especificamente, la
endoproteasa segun la invencion se puede aplicar como un mejorador del pan en la industria panadera, por ejemplo
para retardar el endurecimiento del pan, o para disminuir la viscosidad de las masas. O la endoproteasa se puede
usar en la industria cervecera y vinicola, para prevenir o minimizar la formacién de enturbiamientos proteicos
indeseables. Como alternativa, se puede usar en la industria cervecera para optimizar los rendimientos de extraccion
de la proteina de cereales usados en la preparacion del mosto. Ademas, se puede usar también ventajosamente en
la industria lactea como agente de coagulacion de la leche, con caracteristicas superiores, o para optimizar las
caracteristicas de texturizacion, espumacion o endurecimiento de diversos componentes de la leche. Otra aplicacion
en la industria lactea es el uso de la nueva proteasa en la preparacion de quesos modificados con enzimas (EMC).

Ademas, diversos sustratos proteinosos se pueden someter a una endoproteasa segun la invencion, habitualmente
en combinacion con otras enzimas proteoliticas, para obtener hidrolizados para aplicaciones médicas o no médicas.
Aqui, la endoproteasa segun la invencion es sorprendentemente eficaz logrando una hidrdlisis completa del sustrato
proteinoso de manera que se hidrolizan completamente incluso las partes resistentes a proteasas; la endoproteasa
también es sorprendentemente activa minimizando la alergenicidad del hidrolizado final, o suprimiendo la formacion
de sabores amargos desagradables.

Mas especificamente, la endoproteasa segun la invencién se caracteriza por su preferencia por escindir proteinas en
enlaces peptidicos no habituales, especialmente con los restos de aminoacidos de pequefio tamafio de Ala, Gly, Ser
y Thr, o los restos de lle y Pro en la posicion P1 o la P1' (Keil, B et al.; Protein Seq Data Anal (1993) 5; 401-407).
Como resultado, aquellas fracciones de los materiales de partida proteinosos que resisten la hidrdlisis al usar
endoproteasas de la técnica anterior, se pueden disolver e hidrolizar usando la endoproteasa segun la invencion.
Los ejemplos no limitantes de tales fracciones resistentes a proteasas incluyen las denominadas extensinas en
materiales vegetales y colageno, gelatina pero también componentes lacteos especificos en el material de origen
animal.

Diversos productos alimentarios, tales como, por ejemplo, habas de soja, contienen inhibidores de tripsina. Estas
proteinas inhiben la actividad de tripsina en el tubo digestivo de, por ejemplo, cerdos y aves de corral. Esta actividad
inhibidora de tripsina da como resultado una digestibilidad proteica suboptima en estos animales, dando como
resultado un aumento de la produccién de desechos y una mala economia. Este problema se puede superar en
parte tostando habas de soja a temperaturas elevadas. Se han identificado en habas de soja dos tipos diferentes de
inhibidores de tripsina, es decir, los inhibidores de tripsina de tipo Bowman-Birk, y los inhibidores de tripsina de tipo
Kunitz.

La invencion proporciona ahora una manera alternativa para degradar la actividad inhibidora de tripsina con respecto
al tostado, por cuanto proporciona una cisteina proteasa (EC 3.4.22, tabla 1) capaz de escindir el enlace peptidico
de leucina 176-aspartato 177 cerca del término carboxilico del inhibidor de tripsina de tipo Kunitz (seglin se repasa
en Wilson (1988) en CRC Critical Reviews in Biotechnology 8 (3): 197-216). Esto da como resultado la inactivacion
de este inhibidor de tripsina en haba de soja. Se encontrd sorprendentemente que las cisteina proteasas segregadas
por el hongo Aspergillus niger satisficieron estos criterios mucho mejor que enzimas similares derivadas de otros
organismos.

Las proteasas también se usan ampliamente en la técnica de obtencion de quesos. En la produccion de quesos, es
necesario coagular la leche del queso para ser capaces de separar las materias del queso, por ejemplo caseina, del
suero de la leche. Se han descrito varias enzimas que coagulan la leche, también denominadas como coagulantes,
e incluyen quimiosina (bovina), pepsina bovina, pepsina porcina, asi como enzimas microbianas como proteasa de
Rhizomucor miehei, proteasa de Rhizomucor pusillus, y proteasa de Cryptonectria parasitica. La quimiosina se
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puede obtener de estdmagos de ternera, pero también se puede producir de forma microbiana, por ejemplo,
mediante Kluyveromyces lactis. Todas estas enzimas se caracterizan por tener una especificidad por el enlace
peptidico entre el resto 105 (fenilalanina) y el resto 106 (metionina), o el enlace adyacente a aquel en k-caseina.
Esto significa que, empleando estas enzimas en la obtencion de quesos, la k-caseina se divide en la union entre
para-k-caseina y el resto macropeptidico denominado glucomacropéptido (GMP) que posee las cargas negativas.
Cuando esto ocurre, el macropéptido se difunde en el suero lacteo, se pierde su efecto estabilizante sobre la
solubilidad de las micelas de caseina, y las micelas de caseina pueden comenzar a agregarse una vez que se ha
hidrolizado suficiente kappa-caseina. Para una elaboraciéon adicional sobre la coagulacién enziméatica de la leche
(por ejemplo D.G. Dalgleish en Advanced Dairy Chemistry vol. 1 editado por P.F. Fox, Elsevier, Londres, 1992).

Los coagulantes actualmente disponibles permiten un rendimiento mas bien elevado de quesos; sin embargo, se
deberia observar que, debido a los enormes volimenes de queso producidos, un aumento del rendimiento del orden
de magnitud de decenas de puntos porcentuales puede constituir una ventaja econdmica sustancial. En
consecuencia, existe una gran necesidad en la técnica de coagulantes con un rendimiento (incluso ligeramente)
mejorado.

Los coagulantes se caracterizan por su elevada especificidad por el sustrato, que, sin embargo, depende del pH y de
la temperatura. En un proceso tipico de obtencion de queso, el pH cambiara desde el pH inicial de 6,3 a valores de
pH mas bajos, en el intervalo de 4,5-5,5, dependiendo el valor final de las condiciones usadas durante el proceso de
produccién del queso. Algunos coagulantes son mas sensibles a los cambios de pH que otros. La proteasa de
Rhizomucor pusillus, por ejemplo, es mas sensible a cambios de pH que la quimiosina. Ademas del pH, también
otros parametros, como la temperatura y el contenido de agua, pueden afectar a la especificidad de la proteasa. Es
bien sabido que la mayoria de los coagulantes muestran una especificidad cambiante por el sustrato cuando cambia
el pH, dando como resultado una actividad proteolitica alterada en las etapas finales del proceso de obtencién del
queso. También es hien conocido que los coagulantes difieren en el grado de proteolisis de la caseina; pueden
mostrar también diferencias en los patrones peptidicos producidos durante la proteolisis. Hay factores relevantes
durante la maduracion del queso, y pueden afectar a las propiedades del queso como sabor, aroma y textura. En
algunos casos, los coagulantes dan lugar a efectos indeseados, como la formacion de péptidos de sabor amargo, o
malos sabores. Ademas, los cambios en la especificidad proteolitica pueden conducir a una reduccion del
rendimiento. La pepsina, un componente bien conocido en muchas preparaciones de quimiosina bovina, es un
ejemplo de una proteasa que da lugar a menores rendimientos y efectos de sabor cuando se compara con la
quimiosina pura. Todavia existe la necesidad de coagulantes que den lugar a una nueva textura y sabor mejorados
del queso. Tales nuevos coagulantes dan como resultado el desarrollo acelerado de perfiles de sabor y textura
relacionados con el envejecimiento de los quesos, proporcionando con ello un beneficio econdémico sustancial.

Es bien sabido que los aminoacidos libres son muy importantes en la generacion de sabor y aroma. Especialmente,
los aminoéacidos leucina, fenilalanina, metionina y valina desempefian un papel importante en la generacién de
componentes de sabor y aroma tipicos del queso. Los aminoacidos libres se convierten, via fermentacion por
microorganismos que son afiadidos durante el proceso de fabricacion del queso, en los compuestos reales
generadores de aroma y sabor, como metanodiol, disulfuro de dimetilo, &cido metilpropanoico y metilpropanal. Las
exopeptidasas desempefian un papel importante en la generacién de aminoacidos libres. Sin embargo, sélo pueden
ser eficaces cuando se combinan con una endoproteasa de especificidad apropiada. Se pueden usar combinaciones
apropiadas de exo- y endopeptidasas en la obtencidon de quesos, dando como resultado la fabricacion de quesos
con perfiles de sabor nuevos y mejorados.

Las enzimas segun la invencion se pueden usar para hidrolizar materiales proteinosos de origen animal, tales como
leche entera, leche desnatada, caseina, proteina del suero, o mezclas de caseina y proteina de suero. Tales
mezclas de caseina y proteina de suero se pueden usar, por ejemplo, en relaciones similares a las encontradas en
la leche humana. Ademas, la mezcla enzimatica segun la invencion se puede usar para hidrolizar materiales
proteinosos de origen vegetal, tales como, por ejemplo, gluten de trigo, cebada malteada o sin maltear u otros
cereales usados para obtener cerveza, leche de soja, sus concentrados o aislados, concentrados proteicos de maiz
y sus aislados, y proteinas de arroz.

Dentro del area de procesos industriales a gran escala, algunas aplicaciones se basan sélo en el uso de
endoproteasas, mientras que en otras aplicaciones son esenciales las combinaciones de endoproteasas con
exoproteasas. Los ejemplos tipicos que dependen del uso de endoproteasas puras y en los que la proteasa segun la
invencion puede proporcionar un comportamiento superior incluyen aplicaciones como el procesamiento de
proteinas de soja o de guisantes o de cereales dirigido a minimizar viscosidades u optimizar la espumacioén u otras
caracteristicas fisico-quimicas, mejoradores del pan en la industria panadera también dirigidos a disminuir la
viscosidad de las masas, auxiliares del procesamiento en la industria cervecera y vinicola dirigidos a la prevencién
de enturbiamientos proteicos 0 a optimizar los rendimientos de extraccién de cereales, aditivos alimentarios en la
bioindustria dirigidos a potenciar la absorcion intestinal o a modular las actividades microbianas en el intestino,
auxiliares del procesamiento en la industria lactea dirigidos a optimizar las caracteristicas de coagulacion,
espumacion o endurecimiento de diversos componentes de la leche. Ademas, para segmentos de mercados
especificos, las proteinas derivadas de la leche o de la soja o del colageno se exponen a proteasas para producir los
denominados hidrolizados proteicos. Aunque los principales mercados de estos hidrolizados proteicos son formulas
infantiles y productos alimentarios para personas hospitalizadas, los productos destinados a personas sin
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necesidades médicas, tales como atletas, o personas en una dieta de adelgazamiento, forman un segmento que
crece rapidamente. En todas estas aplicaciones, los hidrolizados proteicos ofrecen ventajas atractivas, tales como
alergenicidades reducidas, captaciéon gastrointestinal facilitada, menor deterioro quimico de aminoacidos deseables
como glutamina y cisteina, y, finalmente, ausencia de precipitacion proteinosas en bebidas acidas durante periodos
de almacenamiento prolongados. Todas estas ventajas se pueden combinar si el hidrolizado se ofrece como una
mezcla de di- y tripéptidos. Sin embargo, actualmente todos los hidrolizados comercialmente disponibles se
producen combinando varias endoproteasas. Este Ultimo enfoque implica una degradacion no uniforme e incompleta
de la proteina. Para obtener la mezcla deseada de di- y tripéptidos, seria ideal un proceso de hidrdlisis que implicase
una combinacién de diversos di- y tripeptidil peptidasas. Desafortunadamente, s6lo se conocen unas pocas de estas
enzimas procedentes de microorganismos de grado alimentario e industrialmente aceptables, sin mencionar
industrialmente disponibles. Segun la invencién, varias de las di- y tripeptidil peptidasas enormemente Utiles son
obtenibles econdmicamente en un estado relativamente puro. Se prefieren aquellas di- o tripeptidil peptidasas que
presentan una baja selectividad por el sustrato a escindir, es decir, presentan s6lo minimas preferencias por la
escision de restos de aminoacidos. Se prefieren las combinaciones de aquellas di- o tripeptidil peptidasas que
hidrolizan un porcentaje elevado de los enlaces peptidicos de origen natural. A pesar de esta elevada actividad hacia
enlaces peptidicos de origen natural, se evita la hidrolisis total hasta aminoacidos libres por la naturaleza de las di- y
tripeptidil peptidasas. También se prefieren aquellas di- o tripeptidil peptidasas que son éptimamente activas entre
pH 4y 8, y muestran una estabilidad adecuada de temperatura. La estabilidad adecuada de temperatura implica que
al menos 40%, preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente entre 70 y 100% de la actividad hidrolitica inicial
sobrevive después de calentar la enzima junto con el sustrato durante 1 hora a 50 grados C.

Aunque el proceso con respecto a una produccion eficiente de mezclas de di- o tripéptidos o di- y tripéptidos
depende de la disponibilidad de las enzimas segun la invencion, la primera incubacidon enzimatica con el sustrato
proteinoso serad habitualmente una endoproteasa. Preferiblemente, una endoproteasa con una endopeptidasa de
amplio espectro adecuada para la situacion, por ejemplo subtilisina (Delvolase de DSM), metaloproteasa neutra
(Neutrase de NOVO) o termolisina (Thermoase de Daiwa Kasei) para las condiciones casi neutras, y pepsina o
aspergilopepsina (por ejemplo Sumizyme AP de Shin Nihon, Japdn) para las condiciones acidas. El objetivo de esta
primera digestion es mejorar la solubilidad, reducir la viscosidad, y reducir las caracteristicas de
termoendurecimiento de la mezcla de agua/proteina. Ademas, este pretratamiento con una endonucleasa es
esencial para crear suficientes puntos de partida para las di- y tripeptidil peptidasas, acelerando con ello el proceso
de la formacion de di- o tripéptidos. Opcionalmente, en esta etapa del proceso, o mas tarde, se puede incluir una
proteasa destinada a desamargar el hidrolizado, junto con las di- o tripeptidil peptidasas.

El objetivo principal de estos ultimos hidrolizados es minimizar la alergenicidad del producto, o facilitar la captacién
gastrointestinal. En la produccién de tales hidrolizados, es de especial importancia el uso de dipeptidil- y tripeptidil-
peptidasas, puesto que estas ofrecen una forma eficiente de producir hidrolizados.

Otras aplicaciones en estas industrias alimentaria y de piensos se basan totalmente en combinaciones de una 0 mas
endoproteasas con una 0 mas exoproteasas. Tales combinaciones de una endoproteasa con una exoproteasa se
usan tipicamente en industrias para mejorar aspectos como el sabor y el color del producto final. La razon para esto
es que el desarrollo del sabor y del color depende en gran medida de la presencia de aminoacidos libres. Los
aminoacidos libres se pueden obtener no sdlo mediante exoproteasas tales como carboxipeptidasas y
aminopeptidasas, sino también mediante peptidil-dipeptidasas. Si se combinan con endoproteasas, o incluso con
dipeptidil- o tripeptidil-peptidasas, las carboxipeptidasas, aminopeptidasas y peptidil-dipeptidasas pueden crear
mayores cantidades de aminoé&cidos libres en menos tiempo. Sin embargo, en todos estos procesos se deberia
evitar una liberacion incontrolada de aminoacidos o incluso componentes no proteinosos, para minimizar reacciones
secundarias indeseables.

Aunque los aminoacidos libres como tales pueden provocar un nimero de impresiones de sabor, estas impresiones
de sabor son muy basicas (amarga, dulce, agria y “umami”), y la concentracion de aminoacidos requerida para
percibir estos sabores es muy elevada. A pesar de estos valores umbral elevados, los aminoacidos libres son
capaces de crear efectos sensoriales importantes a intervalos de concentraciones mucho menores, a través de un
nimero de mecanismos que potencian el sabor. Uno de estos mecanismos implica la combinacién de aminoacidos
libres con azlcares en las denominadas reacciones de Maillard. Comparados con los aminoéacidos libres, con estos
productos de Maillard se pueden desarrollar sistemas de sabor y olor abrumadoramente complejos, con valores
umbral que son de varios 6rdenes de magnitud menores que los registrados para los aminoacidos libres. Los
productos de Maillard se forman a temperaturas elevadas, habitualmente durante la coccion, horneado o tueste,
cuando se preparan productos alimentarios o de piensos. Durante estos tratamientos, se desarrolla tanto color como
un gran conjunto de aromas. En estas reacciones, los grupos amino reaccionan con compuestos reductores como
primera etapa, y finalmente conducen a una familia completa de rutas de reaccién. En alimentos o piensos, los
compuestos aminicos implicados son predominantemente aminoacidos libres que son liberados de la materia prima
proteinosa mediante diversas proteasas, y los compuestos reductores requeridos representan principalmente
azucares reductores. La implicacidon es que, durante el procesamiento de la materia prima, se deberia evitar la
liberacion indeseada de aminoacidos libres y azucares, para minimizar los malos sabores que se podian generar
durante etapas subsiguientes de calentamiento, como por ejemplo durante el secado por pulverizacién o durante la
esterilizacion. Esta dltima nocion enfatiza una vez mas el beneficio de la pureza superior y bajos costes en uso de la
enzima segun la invencion.
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Aparte de las reacciones de Maillard, los aminoacidos también pueden sufrir importantes transiciones quimicas a
temperaturas ambiente. Este Ultimo tipo de transiciones dependen de las enzimas, y son bastante habituales en
alimentos fermentados tales como cerveza, yogur, maduracion del queso y procesos de maduracion de la carne y
del vino. En estos procesos de fermentacion, los aminoacidos libres se liberan de las materias primas usadas
mediante las proteasas afiadidas, o mediante actividad enzimatica proteolitica a partir de la materia prima o los
fermentos microbianos usados. Durante la fase de maduracién, la actividad metabdlica microbiana convierte
entonces a los aminoacidos libres en derivados con propiedades sensoriales aumentadas. Por ejemplo, L-leucina, L-
isoleucina y L-valina conducen a la formacion de alcoholes de fusel valiosos como alcoholes amilicos e isobutanol
en la fermentacion de la cerveza. De forma similar, los volatiles del queso, tales como metanotiol y disulfuro de
dimetilo, se han rastreado hasta la aparicion de metionina en el queso, asi como acido metilpropanoico y
metilpropanal hasta valina. Finalmente, el aminoéacido libre glutamato puede crear efectos potenciadores del sabor
potentes, debido a su sinergia con los productos de ruptura de ARN, denominados 5'-ribonucledtidos. Si se
combinan con las concentraciones apropiadas de 5'-ribonucledtidos, tales como 5-IMP y 5-GMP, se sabe que el
umbral de deteccion del sabor de umami generado por glutamato se reduce en casi dos 6rdenes de magnitud.

A fin de obtener efectos de sabor pronunciados y precisos en todos estos procesos, l0s sustratos proteinosos se
deberian de hidrolizar usando una combinacién de una endo- y una exoproteasa, en la que al menos una de las
endo- o0 exoproteasa, preferiblemente tanto la endo- como la exoproteasa, son puras y preferiblemente selectivas
con respecto a un conjunto especifico de aminoacidos o preferentemente liberan el aminoacido o aminoacidos
preferidos. Las proteasas asi preferidas se caracterizan por una gran selectividad con respecto a las secuencia de
aminoéacidos que se pueden escindir, nocién la cual hace a la categoria enzimatica en Aspergillus conocida como
“madurasas” particularmente importante.

Aparte de las industrias alimentaria y de piensos, las proteasas también se aplican habitualmente por las industrias
guimica, farmacéutica, de diagnostico y de cuidado personal.

En la industria del cuidado personal, las proteasas se usan para crear péptidos que se afiaden a una variedad de
productos, para mejorar aspectos como la sensacion, el brillo o la proteccion de la piel. Ademas, hay una nueva
tendencia a la aplicacién topica directa de la proteasa. Muy similar al uso enziméatico en la industria del cuero, el
objetivo primordial en esta ultima aplicacion es limpiar, eliminar el pelo y suavizar la piel.

En la industria quimica y farmacéutica, las proteasas se estan desarrollando como herramientas valiosas para
producir ingredientes o intermedios costosos. En estas industrias, las proteasas no solo se usan debido a su
capacidad hidrolitica, sino también debido a su capacidad para sintetizar péptidos de aminoacidos naturales o no
naturales. Esta Ultima opciéon se demuestra claramente mediante la posibilidad de sintetizar aspartamo a partir de
sus bloques constructores a base de aminoacidos usando una endoproteasa como termolisina.

A diferencia de la situacién en la industria alimentaria y de piensos, la estereo- y regioselectividad de las proteasas
también se consideran ventajas importantes, aunque se pueden necesitar condiciones de reaccidon no habituales
para lograr la transformacién quimica deseada. Los ejemplos tipicos de la aplicaciéon de proteasas en esta industria
incluyen el uso de endoproteasas, aminopeptidasas, asi como carboxipeptidasas, en la produccion de diversos
intermedios para farmacos como insulina, antibidticos, renina, e inhibidores de ACE. En Industrial
Biotransformations, A. Liese, K. Seelbach, C. Wandrey, Wiley-VCH; ISBN 3-527-30094-5 se presenta un repaso de
tales usos.

A la vista de las especificidades deseadas, estereo- y regioselectividades, la ausencia de actividades secundarias y
la resistencia a condiciones de reaccién no habituales tales como concentraciones elevadas de disolventes, el
comportamiento mejorado de la proteasa segun la invencion ofrece ventajas sustanciales.

Desde un punto de vista farmacéutico, el papel de las proteasas se ilustra mediante un nimero sustancial de
referencias en Martindale’s, “The Extra Pharmacopoeia” (Pharmaceutical Press, Londres, UK). Ademas, el papel
importante de proteasas muy especificas a la hora de regular todo tipo de procesos bioldgicos se ilustra por el hecho
de que muchas hormonas se convierten en activas so6lo después del procesamiento de una molécula precursora,
mayoritariamente inactiva, por tal proteasa muy especifica. Los inhibidores activos frente a ciertas categorias de
tales proteasas especificas se han visto implicados en el desarrollo de todo tipo de nuevos farmacos. Por lo tanto,
ahora se pueden identificar inhibidores nuevos y eficaces para proteasa usando las secuencias proporcionadas aqui.

Tabla 1

NUmero de SEC ID Funcién de la proteina codificada Numero EC
Gen IADNCc Proteina

1 58 115 Pepsina A3 EC3.4.23.1
2 59 116 Metaloproteasa EC3.4.24.56
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3 60 117 IAcilaminoacil-peptidasa EC3.4.19.1
4 61 118 Tripeptidilaminopeptidasa EC3.4.14.-
5 62 119 serina carboxipeptidasa EC3.4.16.6
6 63 120 Serina endoproteasa EC3.4.21.-
7 64 121 Carboxipeptidasa Y EC3.4.16.5
te] 65 122 aspergilopepsina Il - hom EC3.4.23.19
9 66 123 Tripeptidil peptidasa EC3.4.14.9
10 67 124 Tripeptidil peptidase EC3.4.14.9
11 68 125 aspergilopepsina Il — hom EC3.4.23.19
12 69 126 Tripeptidil peptidasa EC3.4.14.9
13 70 127 Metaloproteasa EC3.4.24.-
14 71 128 aspergilopepsina | EC3.4.23.18
15 72 129 Pepsindgeno E EC3.4.23.25
16 73 130 aspergilopepsina | - hom EC3.4.23.18
17 74 131 aspergilopepsina Il EC3.4.23.19
18 75 132 Pyro-Glu peptidasa EC3.4.19.3
19 76 133 dipeptidil peptidasa EC3.4.14.2
20 77 134 laminopeptidasa secr. EC3.4.11.10
21 78 135 D-peptidasa alcalina EC3.4.16.4
22 79 136 Carboxipeptidasa EC3.4.16.1
23 80 137 Carboxipeptidasa EC3.4.16.1
24 81 138 Carboxipeptidasa-II EC3.4.16.1
25 82 139 proteinasa aspartica EC3.4.23.-
26 83 140 Tripeptidil peptidasa EC3.4.14.9
27 84 141 Carboxipeptidasa EC3.4.16.1
28 85 142 cisteina proteinasa EC3.4.22.-
29 86 143 Metalocarboxipeptidasa EC3.4.17.-
30 87 144 Subtilisina hom. EC3.4.21.62
31 388 145 Carboxipeptidasa Y EC3.4.16.5
32 89 146 Metaloproteasa EC3.4.24.-
33 90 147 Carboxipeptidasa Y EC3.4.16.5
34 91 148 Metaloproteasa EC3.4.24.-
35 92 149 Tripeptidil peptidasa EC3.4.14.9
36 93 150 proteasa aspartica EC3.4.23.24
37 94 151 proteasa aspartica EC3.4.23.24
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38 95 152 Pepsina A3 EC3.4.23.1
39 96 153 proteasa aspartica EC3.4.23.24
40 97 154 proteasa aspartica EC3.4.23.24
41 98 155 Kex EC3.4.21.61
42 99 156 Serina proteasa EC3.4.21.-
43 100 157 Glutamil endoproteasa EC3.4.21.82
44 101 158 IAspergilopepsina Il - hom EC3.4.23.19
45 102 159 acilaminoacil-peptidasa EC3.4.19.1
46 103 160 Tripeptidilaminopeptidasa EC3.4.14.-
a7 104 161 Serina carboxipeptidasa EC3.4.16.6
48 105 162 Gly-X carboxipeptidasa EC3.4.17.4
49 106 163 proteinasa aspartica EC3.4.23.-
50 107 164 Tripeptidil peptidasa EC3.4.14.9
51 108 165 Carboxipeptidasa-I EC3.4.16.1
52 109 166 serina carboxipeptidasa EC3.4.16.6
53 110 167 serina carboxipeptidasa EC3.4.16.6
54 111 168 aminopeptidasa secr. EC3.4.11.10
55 112 169 Prolil endopeptidasa EC3.4.21.26
56 113 170 IAspergilopepsina | - hom EC3.4.23.18
57 114 171 IAminopeptidasa EC 3.4.11.-
EJEMPLOS

Ejemplo 1

Evaluacion de la actividad proteolitica y especificidad

La especificidad de la proteasa se puede explorar usando diversos sustratos peptidicos. Los sustratos sintéticos se
usan ampliamente para detectar enzimas proteoliticas en la identificacion, en la fermentacion, durante el aislamiento,
para estudiar la actividad enzimatica, para determinar concentraciones enzimaticas, para investigar la especificidad,
y para explorar las interacciones con los inhibidores. Para estudiar la actividad de la proteasa, preferiblemente se
usan p-nitroanilidas peptidicas, ya que la actividad puede ser seguida de forma continua, y por lo tanto permite la
medida cinética. La escision de p-nitroanilidas peptidicas puede ser seguida midiendo el incremento en la adsorcion
a 410 nm al liberar 4-nitroanilida. Los sustratos de paranitroanilida se usan generalmente para serina y cisteina
proteasas. Ademas, se usan tioésteres peptidicos y derivados peptidicos de 7-amino-p-metilcumarina. Los tioésteres
peptidicos son sustratos muy sensibles para serina y metaloproteasas, que presentan una velocidad de recambio
relativamente elevada, puesto que el enlace de tioéster es mas facil de escindir que el enlace amidico. La escision
de los ésteres de tiol puede ser seguida con un reactivo tiélico tal como 4,4-ditiopiridina (324 nm) o acido 5,5-ditiobis-
2-nitrobenzoico (405 nm). Habitualmente se observa la misma velocidad incrementada de recambio para la escision
de enlaces de éster con relacién al enlace amidico. Los sustratos mejor conocidos para estudiar la actividad de
esterasa de las proteasas son los derivados de p-nitrofenol. La liberacién de p-nitrofenol se puede monitorizar a
diferentes longitudes de onda, dependiendo del pH que se use, por ejemplo alrededor de pH neutro se usa una
longitud de onda de 340 nm, mientras que, por encima de pH 9, la monitorizacién se realiza alrededor de 405 nm.
Ademas, la hidrélisis de los ésteres también puede ser seguida mediante valoracién usando equipo medidor del pH.
En caso de la medida cualitativa de la actividad de esterasa, se pueden aplicar colorantes sensibles al pH.

Como alternativa, los péptidos se pueden unir a un grupo saliente fluorescente. La proteolisis estd acompafiada por
un incremento en la fluorescencia cuando se monitoriza a las longitudes de onda apropiadas. Habitualmente se usan
peptidil 2-naftilamidas y peptidil 4-metil-7-cumarilamidas. La liberacién de, por ejemplo, 7-amino-4-metilcumarina se
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mide usando una longitud de onda de excitacion de 350 nm, y una longitud de onda de emisién de 460 nm. El uso
de 7-amino-4-trifluorometilcumarina tiene la ventaja de que el grupo saliente es tanto cromégeno (absorciéon 380 nm)
como fluorégeno (excitacion 400 nm, emisién 505 nm). Cuando es esencial que en ambos lados del enlace
escindible esté presente un aminoacido, puede ser Util la introduccion de un grupo que apague la fluorescencia. Las
caracteristicas generales de tales sustratos son que la secuencia peptidica separa un grupo donante fluorescente de
un grupo aceptor, que actia como el apagador de la fluorescencia. La escision del enlace peptidico entre el grupo
apagador y el fluoréforo conducira a un incremento sustancial de la fluorescencia. Se han dado a conocer varios
pares de donante-aceptor, incluyendo acido o-aminobenzoico (Abz) como donante y 2,4-dinitrofenilo (Dnp) como
aceptor, &cido 5-[(2"-aminoetil)-amino]naftalenosulfénico (EDANS) como donante y é&cido 4-[[4-
(dimetilamino]fenillazo]-benzoico (DABCYL) como aceptor. El par Abz/EDDnp representa un par de donante-aceptor
muy conveniente, puesto que, tras la hidrdlisis total, la fluorescencia aumenta en un factor de 7 a 100, y el espectro
de absorcion de EDDnp no cambia con el pH. Ademas, la secuencia peptidica puede contener hasta 10 restos sin
pérdida del efecto apagador. A medida que aumenta el tamafio de los péptidos que se conectan, la posicion del
enlace escindible puede hacerse menos especifica. Por lo tanto, ademas de establecer si se produce la proteolisis,
puede ser necesario un andlisis adicional de los productos. Esto se puede hacer analizando y separando mediante
HPLC los péptidos producidos, y determinando la secuencia de aminoacidos de los fragmentos. Ademas, la
composicién peptidica del digerido se puede analizar directamente usando una técnica combinada de
HPLC/espectroscopia de masas.

Para estudiar la especificidad de las proteasas, aparte de usar péptidos de secuencia definida, también se pueden
usar librerias peptidicas sintéticas. Los péptidos se sintetizan mediante sintesis en fase sélida de manera al azar o
semialeatoria. Por ejemplo, Meldal et al. (PNAS USA 91, 3314, 1994) dan a conocer la preparacion de una familia de
sustratos de proteasa partiendo de H-Lys(Abz)-resina, extendiendo la resina con péptidos hasta una longitud de seis
aminoacidos, y finalmente acoplando Tyr(NOZ2) a los péptidos. Cada perla de resina tiene una secuencia Unica, y, al
tratarla con las proteasas, las mas susceptibles se hacen fluorescentes a medida que se libera el péptido que
contiene Tyr(NO2). El andlisis de secuencia de los péptidos en las susceptibles dara informacion sobre la
informacién de la proteasa.

La actividad de proteasa se expresa habitualmente en unidades. Generalmente, la unidad estandar internacional (Ul)
se define como la cantidad de enzima que, en condiciones definidas, transfiere un micromol de sustrato por minuto.
Especificamente, con proteasas, la Ul se referiria a la hidrolisis de un micromol de enlace peptidico por minuto. Sin
embargo, en el caso de unidades de proteasa, las desviaciones de la definicion internacional son mas una regla que
una excepcion. Asi como con los péptidos modelos, que se escinden especificamente en un enlace, el calculo de las
Ul es directo, para sustratos proteinosos, en los que la proteasa puede escindir en diversas posiciones en diverso
grado, se usan muchas definiciones de unidad que se desvia. Aparte de una definicidn de la unidad usada, cualquier
experimento de hidrélisis requiere una descripcion adecuada de las condiciones en las que se miden las unidades.
Tales condiciones comprenden, por ejemplo, la concentracion de sustrato, la relacion enzima-sustrato, el pH y la
temperatura. Los ensayos tipicos para determinar la actividad especifica de proteasas comprenden un sustrato
proteinoso, tal como, por ejemplo, hemoglobina desnaturalizada, insulina o caseina. El sustrato polipeptidico es
digerido por una proteasa en condiciones fijas durante un intervalo de tiempo fijo. Los polipéptidos sin digerir y
grandes son precipitados con TCA, y el producto soluble en TCA se determina midiendo la absorbancia a 220 ¢ 280
nm, o valorando los péptidos solubles con el reactivo de folina, ninhidrina, fluro 2,4, dinitrobenceno/cloruro de
dansilo, método de TNBS, o fluoresceina. En lugar de marcar el producto después de la hidrdlisis, también se
pueden usar sustratos polipeptidicos que ya estdn marcados por colorantes especificos o fluoréforos, tales como,
por ejemplo, fluoresceina. Ademas, se pueden aplicar métodos estandar de andlisis de aminoacidos usando
analizadores estandar de laboratorio. A fin de obtener una idea de la distribucion de tamafos de los péptidos
generados por una proteasa, se pueden llevar a cabo experimentos de cromatografia en gel. Ademas de esto, se
aplica HPLC usando técnicas de fase inversa, a fin de obtener una mejor resoluciéon de los patrones peptidicos
generados por la proteasa. El transcurso de la hidrdlisis de los sustratos proteinosos se expresa habitualmente en
grado de hidrélisis o DH. En el caso en el que se use la cifra de pH para seguir el transcurso de la hidrdlisis, el DH
se puede derivar a partir del consumo de base durante la hidrélisis (Enzymatic Hydrolysis of Food Protein, J. Adler-
Nissen, 1986, Elsevier Apllied Science Publishers LTD). EI DH esta relacionado con diversas propiedades
funcionales Utiles del hidrolizado, tales como solubilidad, capacidad emulsionante, espumacion y estabilidad de la
espuma, expansion del batido, cualidad organoléptica. Ademas, el sabor es un aspecto importante de los
hidrolizados de grado alimentario. EI amargor puede ser un problema importante en hidrolizados proteicos. La
terminacion de la reaccion de hidrolisis se puede realizar cambiando el pH, mediante inactivacion térmica, agentes
desnaturalizantes tales como SDS, acetonitrilo, etc.

Los polipéptidos mostrados en la Tabla 1 se expresaron y se purificaron al menos parcialmente segun
procedimientos estandar conocidos en la técnica. Se analizaron segin al menos uno de los métodos descritos
anteriormente, y se encontré que tienen las actividades enunciadas en la Tabla 1.
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Ejemplo 2
Determinacién directa de la relacion kcat/Km para sustratos de proteasa

Se pueden usar sustratos sintéticos para monitorizar la actividad enzimatica durante la purificacion, para determinar
la concentracion enzimdtica, para determinar las constantes de inhibicion, o para investigar la especificidad del
sustrato. La determinacion de la relacion kcat/Km da una medida de la especificidad del sustrato. Permite comparar
la especificidad de diferentes sustratos por una enzima, o la comparacién de las velocidades de hidrolisis con
diferentes enzimas que escinden al mismo sustrato. Esta relacion tiene una unidad de una constante de velocidad
de segundo orden, y entonces se expresa como 1/(concentracion.tiempo). Se considera que los sustratos que tienen
una relacién kcat/Km en el intervalo de 10,5-10,6 M-1.s-1 son muy buenos sustratos, es decir, tienen buena afinidad
y un recambio rapido. Sin embargo, algunos sustratos pueden ser muy especificos con valores de kcat/Km en el
intervalo de 10.4 M-1.s-1.

La relacion kcat/Km se puede calcular después de la determinacion de los pardmetros individuales. En ese caso, Km
y Vm se pueden obtener a partir de diversas representaciones gréaficas lineales (por ejemplo el método de Hanes o
de Cornish-Bowden, o mediante un método de regresion no lineal. Sabiendo que Vm = kcat.Et (en la que Et es la
concentraciéon de enzima activa final), entonces kcat = Vm/Et. La determinacion de la relacién Kcat/Km por el método
anterior se puede evitar cuando se produce la inhibicién del producto o del sustrato, o cuando el sustrato precipita a
concentracién elevada. Sin embargo, es posible obtener un valor exacto de la relacién kcat/Km trabajando en
condiciones de primer orden, es decir, a una concentracién de sustrato muy por debajo de la Km estimada. En estas
condiciones, la ecuacion de Michaelis-Menten: v = (Vm.S)/(Km + S) se convierte en:

v = (Vm.S)/Km puesto que S « Km
oV =(Vm/Km).S = kobs. S = -dS/dt

gue se integra como InS = -kobs.t + InSo, en la que So es la concentracién de sustrato de partida y S es la
concentracion de sustrato en un tiempo dado. La velocidad es proporcional a la concentracion de sustrato. En otras
palabras, la hidrélisis del sustrato obedece a un proceso de primer orden, con kobs como la constante de velocidad
de primer orden. kobs = Vm/Km = (kcat.Et)/Km puesto que Vm = kcat.Et.

Un registro continuo de la hidrdlisis del sustrato permitira la determinacién de kobs a partir de la grafica de InS frente
al tiempo. La relacion kcat/Km se infiere simplemente a partir de kobs con tal de que se sepa la concentracion de
enzima activa:

kcat/Km = kobs/Et

Método de ensayo: usar una concentracion de sustrato de partida muy por debajo de la Km estimada, y una
concentracion enzimatica baja para permitir registrar la hidrélisis del sustrato. Se obtendrd una curva de primer
orden para la generacién del producto:

tras la hidrdlisis total del sustrato, la absorbancia (o unidades de fluorescencia) del producto permitira la
determinacién exacta de So, puesto que Pt = So. kobs se determina a partir de la pendiente de la gréafica de InS
frente al tiempo, 0, como alternativa, usando un software de ajuste (Enzfitter, SigmaPlot...).

Nota: No se olvide de calcular la concentracion de sustrato para cualquier tiempo dado a partir de la concentracion
del producto (S = So — P), puesto que la representacion grafica de P frente al tiempo no proporcionaria la kobs
correcta (dP/dt = kobs.S no se integra de la misma manera).

Como alternativa, se puede medir t1/2 (semitiempo) sucesivo a partir de la curva de aparicion del producto, puesto
que en el proceso de primer orden:

t1/2 = In2/kobs = 0,693/kobs, entonces kobs = 0,693/t1/2

El uso de este método permite comprobar que se tiene un decaimiento de primer orden verdadero (valores idénticos
para los t1/2 sucesivos).

Ejemplo 3
Inactivacion de genes de proteasa en Aspergillus

La forma més conveniente para inactivar genes de proteasa en el genoma de Aspergillus es la técnica de sustitucion
de genes (también denominada “ruptura génica de una etapa”). Los principios basicos de esta técnica se han
descrito por Rothstein RJ en Meth. Enzymol. 101, p. 202, 1983. Esencialmente, la técnica se basa en la
recombinacion homéloga de fragmentos de ADN transformados con el ADN gendmico de una célula fungica. Via
cruzamiento doble, el gen a inactivar se sustituye (parcialmente) por el fragmento de ADN con el que se transforma
la célula. Preferiblemente, el fragmento de ADN transformado contiene un gen marcador seleccionable para
Aspergillus niger. Basicamente, la manipulacién de ADN y la generacion de un constructo de inactivacion se realizan
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usando técnicas generales de biologia molecular. En primer lugar, se aisla ADN gendmico de la cepa de Aspergillus
niger, que se usa mas tarde para la inactivacion del gen de la proteasa. EIl ADN gendmico de A. niger se puede
aislar por cualquiera de las técnicas descritas, por ejemplo mediante el método descrito por de Graaff et al. (1988)
Curr. Genet. 13, 315-321, y conocidas por la persona experta en la técnica. Este ADN gendmico se usa como molde
para la amplificacion de las regiones de flanqueo del gen de proteasa, usando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR; Sambrook et al. (1989) Molecular cloning, a laboratory manual, 22 edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York). Con regiones de flanqueo se quiere decir aqui las regiones no codificantes en
direccién 5’ y en direccion 3' del gen de proteasa que se inactivaran. Preferiblemente, las regiones de flanqueo
deberian tener cada una méas de 1,0 kb de longitud.

Para el cebado de la amplificacién mediante PCR de cada region de flanqueo, se usan dos oligonucleétidos de ADN
monocatenario. Para la region de flanqueo de 5’, un cebador es homélogo a una secuencia de ADN en direccién 5’
del comienzo de la secuencia codificante del gen de proteasa. Preferiblemente, la region homdloga esta situada mas
de 1,0 kb en direccién 5’ del sitio de comienzo de la traduccion. El segundo cebador es homologo a la secuencia de
ADN complementaria e inversa situada inmediatamente en direccion 5’ de la secuencia codificante del gen de
proteasa.

Para la region de flanqueo de 3', un cebador es homoélogo a la secuencia de ADN inmediatamente en direccion 3’ de
la secuencia codificante del gen de proteasa. El segundo cebador es homélogo a una secuencia de ADN
complementaria e inversa situada preferiblemente mas de 1,0 kb en direccidon 3’ de la secuencia codificante del gen
de proteasa.

La secuencia de ADN incluida en todos los cebadores y homdloga al genoma de A. niger deberia tener como
minimo una longitud de 15 nucledtidos, preferiblemente una longitud de mas de 18 nucledtidos. De forma mas
conveniente, todos los cebadores deberian contener una secuencia de ADN que codifica el sitio de reconocimiento
de enzimas de restriccion adecuadas en direccion 5’ de la secuencia que es homologa al genoma de A. niger. Estos
sitios de reconocimiento adicionales facilitan el proceso de clonacion.

Ambos cebadores y el ADN gendémico de A. niger se usan en una reaccion de PCR en condiciones conocidas por
los expertos en la técnica. La temperatura de hibridacién de los cebadores se puede calcular a partir de la parte de
la secuencia de ADN que es homologa al genoma de A. niger. Ambos fragmentos que contienen la regién de
flanqueo de 5’ y la region de flanqueo de 3’ se clonaron en un vector que se puede propagar en E. coli usando
técnicas generales de biologia molecular. Entonces se clona entre las dos regiones de flanqueo un gen que se
puede usar como marcador de seleccion en Aspergillus niger. Mas convenientemente, el gen marcador esta bajo el
control de un promotor que se expresa en A. niger, preferiblemente un promotor de A. niger enddgeno. La
orientacion de la insercién del gen marcador es preferiblemente en la misma direccion que el gen de proteasa
original. El fragmento de inactivacion final contiene la region de flanqueo de 5, un gen marcador de seleccion
preferiblemente bajo el control de un promotor endégeno de A. niger, y la regién de flanqueo de 3’, todo en esta
direccién y orientacion. El ADN del constructo final se clona en un vector, que se puede propagar en E. coli.

El constructo de inactivacion se digiere con enzimas de restriccion adecuadas, para eliminar las secuencias del
vector de E. coli, y el fragmento de inactivacion se aisla usando técnicas estandar (Sambrook et al. (1989) Molecular
cloning, a laboratory manual, 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York). Finalmente, Aspergillus
niger se transforma con el fragmento de inactivaciéon usando un método descrito en la bibliografia, por ejemplo
mediante el método descrito por Kusters-van Someren et al. (1991) Curr. Genet. 20, 293-299. Las células
transformadas se seleccionan cultivando en placas la mezcla de transformacién sobre placas de agar que son
selectivas para el crecimiento de cepas de Aspergillus niger que expresan el gen marcador. Tras la purificacion de
las cepas de Aspergillus transformadas mediante cultivo en placas por réplicas, se analiza un nimero representativo
de cepas mediante transferencia Southern usando métodos estandar (Sambrook et al. (1989) Molecular cloning, a
laboratory manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York). Por lo tanto, el ADN gendémico de
micelio de cepas transformadas se aisla y se digiere con enzimas de restriccion adecuadas. Los fragmentos de
restriccion se separan usando electroforesis en gel de agarosa, se transfieren a membranas de microcelulosa y se
sondan con un fragmento marcado del gen marcador. La hibridacion y el lavado se realizan en condiciones
restrictivas. Las cepas que contienen fragmentos de restriccion marcados de la longitud correcta se consideran
correctas.

Usando este método, se pueden seleccionar cepas de A. niger con un gen de proteasa inactivado de eleccion.
Ejemplo 4
Aislamiento de proteasas mediante cromatografia de intercambio iénico

Pequefias cantidades de la proteasa codificada por la secuencia nucleotidica segiin se proporciona aqui se obtienen
construyendo un plasmido de expresion que contiene la secuencia de ADN relevante, transformando una cepa de A.
niger con este plasmido, y haciendo crecer la cepa de A. niger en un medio adecuado. Tras recoger el caldo libre de
células contaminantes, se puede purificar la proteasa buscada.
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Para aislar la proteasa segun es codificada por la secuencia nucleotidica proporcionada en una forma esencialmente
pura, se pueden seguir varias estrategias. Todas estas estrategias se han descrito adecuadamente en la bibliografia
cientifica pertinente (véase, por ejemplo, el Protein Purification Handbook, 18-1132-29 Edicion AA segun se publica
por Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Mas abajo se proporciona aqui un procedimiento que es
aplicable para purificar proteasas a partir de mezclas complejas. Es esencial que exista un ensayo adecuado que
sea selectivo con respecto a las caracteristicas enzimaticas buscadas. Para proteasas, tipicamente se usa un
sustrato peptidico cromogénico sintético como se describe en el Ejemplo 1. Tales sustratos peptidicos pueden ser
selectivos con respecto a endoproteasas, carboxipeptidasas, aminopeptidasas u omega peptidasas. En el Ejemplo
11 se describe la selectividad con respecto a una tripeptidil peptidasa especifica. Eligiendo los restos de
aminoacidos correctos en el péptido sintético relevante, se pueden seleccionar proteasas con la especificidad
deseada.

En primer lugar, se deberia determinar si la proteasa es excretada al medio, dependiendo del sistema de expresién
elegido para producir la proteasa, puede ser excretada o estar contenida en la célula. Si la proteasa es excretada al
medio de fermentacion, las células productoras o fragmentos de estas células se han de eliminar mediante
centrifugacion o filtracion, y el medio claro o aclarado resultante es el punto de partida para la purificacién posterior.
En aquellos casos en los que la proteasa buscada no es excretada, las células productoras se han de destruir para
permitir la purificacién de la proteasa. En tales casos, la masa celular recogida se tritura mejor con un abrasivo, se
muele con perlas, se somete a ultrasonidos, o se somete a una prensa francesa o a un homogeneizador de Manton-
Gaulin, y después se filtra o se centrifuga. En el caso en el que la proteasa sea hidrofoba o esté unida a membrana,
puede ser necesaria la adicion de un detergente no iénico para solubilizar la proteasa antes de la etapa de filtracion
o centrifugacion.

Tras la etapa de la clarificacion, se puede aplicar una estrategia de purificacion de tres fases, para obtener las
proteasas desconocidas en un estado esencialmente puro. En todas o algunas de estas tres fases, puede ser
necesaria la adicion de un detergente.

En la fase primera o de captura, la proteasa diana se aisla, se purifica parcialmente y se concentra. Durante la fase
de purificacién intermedia subsiguiente, se elimina la mayoria de las impurezas voluminosas, y, en la fase de pulido
final, se eliminan cantidades en trazas de impurezas que quedan de cantidades mas grandes de sustancias
estrechamente relacionadas, y la enzima se disuelve en el tampén deseado. Dependiendo de la naturaleza y de las
propiedades fisicas de la proteasa disponible, la persona experta en la técnica es capaz de optimizar las tres fases
usando versiones ligeramente modificadas de los diferentes materiales de unién a proteinas, y aplicar éstas en
condiciones en cierta manera cambiadas. Sin embargo, en todos los casos es indispensable un ensayo analitico
selectivo, ya que permitira la monitorizacion continua de la actividad proteolitica cada vez mas purificada. Los
ensayos analiticos adecuados para el fin incluyen el uso de sustratos peptidicos cromégenos como se ha
mencionado anteriormente.

En la primera fase de captura de la purificacion, preferiblemente se usa una potente resina de intercambio iénico de
tipo anionico para aplicar el medio que contiene la enzima clarificada y desalada. Para garantizar la union de la
actividad proteolitica deseada a la resina, se ensayan tres o cuatro valores de pH diferentes de medio y de resina,
en condiciones de baja conductividad. En estos ensayos, la resina se equilibra siempre con un tampén del mismo
valor de pH y conductividad que el medio que contiene la enzima. El medio se aplica entonces a la columna en
condiciones de pH las cuales han demostrado que permiten la uniéon adecuada de la proteasa a la resina, es decir,
no se puede detectar actividad enzimatica deseada en el medio que ha pasado a través. Subsiguientemente, la
actividad enzimatica deseada se eluye de la resina de intercambio i6nico usando un gradiente salino continuo que
comienza con el tampon de equilibrado de la resina y termina con este tampoén al que se ha afiadido 1 mol/litro de
NaCl. Las fracciones eluidas que contienen la actividad deseada segun el ensayo se relinen y entonces se preparan
para una etapa de purificacion adicional. Esta etapa de purificacion adicional depende de la pureza de la enzima
deseada en la fraccion reunida: si es casi pura, una etapa de filtracion en gel adicional demostrara ser adecuada. Si
no es casi pura, se aplica cromatografia sobre una resina de interaccion hidréfoba, seguido de una etapa de
filtracion en gel.

La cromatografia sobre una resina de interaccién hidr6foba se lleva a cabo incrementando en primer lugar el
contenido salino de la fraccién reunida obtenida de la resina de intercambio i6nico hasta 4 moles/litro de NaCl, y
eliminando cualquier precipitado formado. Si la fraccion clara resultante no contiene la actividad deseada, esta
actividad esta presente obviamente en el precipitado, y se puede recuperar en un estado esencialmente puro. Si la
fraccién clara resultante todavia muestra en el ensayo la actividad deseada, entonces el liquido se aplica como tal a
una resina fenilica de sepharose (Pharmacia), equilibrada en este tamp6n con gran concentracion salina con un pH
y conductividad idénticos. Si la actividad enzimatica deseada se une a la resina fenilica de sepharose, la actividad se
eluye con un gradiente continuo de contenido decreciente de sal, seguido de un lavado libre de sal y, si es
necesario, con un agente caotrépico. Como antes, aquellas fracciones procedentes del gradiente que presentan
actividad en el ensayo se relinen y se someten finalmente a una etapa de filtracion en gel. Si la actividad enzimatica
deseada no se une a la resina fenilica de sepharose, lo hardn muchos de los contaminantes, de manera que la
actividad proteolitica deseada segun esta presente en el volumen vacio de la columna requiere s6lo una etapa de
ultrafiltracién adicional para obtener la actividad en una forma mas concentrada antes de aplicarla a la columna de
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filtracion en gel. La columna de filtracion en gel no sélo elimina contaminaciones en trazas, sino también lleva a la
enzima al tampon, lo que es necesario por uso subsiguiente.

Aunque este método es aplicable generalmente para el aislamiento y purificacion de proteasas segun la invencion,
en el Ejemplo 4 se describe una técnica de aislamiento mas especifica. En ese ejemplo se describe el aislamiento
de una proteasa de Aspergillus usando bacitracina inmovilizada, un antibiético peptidico conocido por su interaccion
selectiva con diversos tipos de proteasas.

Ejemplo 5
Aislamiento de proteasas mediante cromatografia de afinidad

Un método alternativo para purificar pequefias cantidades de proteasa es mediante cromatografia de afinidad. Para
obtener la proteasa en forma purificada, se hizo crecer un cultivo de 100 mililitros en un matraz de agitacién bien
aireado. Tras la centrifugacion para eliminar cualquier materia no soluble, el sobrenadante se aplicé a una columna
de bacitracina-sepharose de 40 mililitros, equilibrada con 0,05 moles/litro de acetato de sodio pH 5,0. Las proteasas
unidas a la columna se eluyeron usando el tampén de acetato suplementado con 1 mol/litro de NaCl y 10% (v/v) de
isopropanol (J. Appl. Biochem., 1983 p. 420-428). Las fracciones activas se recogieron, se dializaron frente a agua
destilada y se aplicaron a una columna de bacitracina-sepharose de 20 mililitros, nuevamente equilibrada con
tampo6n de acetato. Como antes, la elucion se llevé a cabo usando el tampon de acetato suplementado con NaCl e
isopropanol. Las fracciones activas, es decir, las fracciones que presentan las actividades buscadas, se recogieron,
se dializaron frente a tampon de acetato 5 milimoles/litro pH 5,0, y después se concentraron por medio de
ultrafiltracién con una membrana Amicon PM-10. Para obtener la proteasa en un estado esencialmente puro, el
liqguido concentrado se cromatografié sobre una columna Superdex 75, equilibrada con el tampdn de acetato de
sodio 0,05 moles/litro pH 5,0 y suplementada con 0,5 moles/litro de NaCl.

Experimentos adicionales llevados a cabo con la enzima purificada en PAGE pueden confirmar si el peso molecular
esta en linea con lo que se puede esperar basandose en los datos de secuencia disponibles. La confirmacion final
se puede obtener llevando a cabo un analisis parcial de aminoacidos N-terminales.

Ejemplo 6
Propiedades de una nueva cisteina proteasa procedente de A. niger

En este ejemplo se cloné el gen nr 28 de Aspergillus, y se sobreexpres6 en A. niger como se describe
anteriormente. La enzima obtenida se purificé segun procedimientos descritos en el Ejemplo 4, y se us6 para
destruir la actividad inhibidora de tripsina de las habas de soja en diversas condiciones. Como materiales de
referencia, se usaron papaina y bromelaina. La bromelaina se obtuvo de Sigma, y la papaina se obtuvo de DSM
Food Specialties Business Unit Beverage Ingredients, PO Box 1, 2600 MA Delft, Paises Bajos.

La inhibicion de la tripsina se midié segun el método de Kakade, M.L., Rackis, J.J., McGhee, J.E. y Puski, G. (1974):
J. Cereal Chemistry 51: 376-382. La degradacion del sustrato N-benzoil-L-arginina-p-nitroanilina a N-benzoil-L-
arginina y p-nitroanilina se tomé como una medida de la actividad de tripsina. La tripsina se obtuvo de British Drug
Houses Ltd., y derivd de pancreas de vaca que contiene mas de 0,54 unidades Anson por gramo de producto. El
inhibidor Kunitz para habas de soja también se obtuvo de Sigma.

El inhibidor de tripsina se preincubd a una concentracion de 2 mg/ml con las enzimas de cisteina proteasa
mencionadas anteriormente, a pH 3, en tampon de acetato de sodio 50 mM, antes de medir la inhibiciéon de la
tripsina. Las enzimas se afiadieron a una relacion de proteina enzimatica a inhibidor de tripsina de 1:100 (p/p). La
albumina sirvi6 como control negativo para las enzimas. La actividad de tripsina que queda se midi6 tras la
incubacion durante 3 horas a 37°C. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Efectos de diversas cisteina proteasas sobre la inactivacion enzimética del inhibidor de tripsina de tipo
Kunitz procedente de habas de soja.

1 2 3 4 5
Enzima ensayada Actividad de Tl que | Actividad de Tl que | Actividad de Tl que Actividad de Tl que
queda (%) queda tras el queda tras el queda tras el
tratamiento con tratamiento térmico a | tratamiento térmico a
pepsina 75°C 90°C
Papaina 25 55 78 95
Bromelaina 30 62 36 99
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A. niger 26 26 28 35

IAlbamina (control) 100 100 100 100

TI: Actividad del inhibidor de tripsina

Los experimentos se repitieron en presencia de pepsina durante la preincubacion de las cisteina proteasas con el
inhibidor de tripsina. La pepsina se afiadié a una concentracion final de 1,3 mg/ml. Los resultados se muestran en la
columna 3.

Se llevd a cabo otra serie de experimentos para comprobar la estabilidad térmica. Las cisteina proteasas se
incubaron a 75 y 90°C durante 5 minutos antes de afiadir estas enzimas a la preincubacion con los inhibidores de
tripsina. Los resultados se muestran en las columnas 4 y 5.

Estos resultados demuestran claramente la actividad superior de estas nuevas cisteina proteasas procedentes de
Aspergillus niger con respecto a las cisteina proteasas actualmente disponibles para la inactivacion de inhibidores de
tripsina en pienso para animales.

Ejemplo 7
Exopeptidasas que promueven la maduracion del queso y el sabor del queso

Las aminopeptidasas codificadas por los genes nr 20 y 54 (véase la Tabla 1) se sobreexpresaron en A. niger segun
métodos descritos anteriormente. La purificacién de estas enzimas se llevé a cabo segun procedimientos como se
describe en el Ejemplo 4. La actividad de las muestras enzimaticas purificadas se determiné a pH 7,2 en un tampon
acuoso de fosfato (50 mM) que contiene el derivado de para-nitroanilida de un nimero de aminoécidos hidréfobos (3
mM) como sustrato. La conversion del sustrato por la aminopeptidasa se determind monitorizando el cambio en la
densidad 6ptica a 400 nm como resultado de la conversion del sustrato, usando una disolucién que no contiene la
enzima como referencia. La actividad (A) se calculé como el cambio en la OD por minuto, y se expresé como, por
ejemplo, unidades de Phe-AP, Leu-AP o Val-AP, dependiendo del sustrato usado. Se inocul6 leche de queso normal
con cultivo de fermento del intervalo Delvo-tec™ DX 31 (DSM Food Specialities Delft, Paises Bajos), para obtener un
queso de tipo Gouda, y la coagulacion se ejecutd con una dosis media de coagulante (50 IMCU por litro de leche de
queso). Ademas, se afiadieron 25 unidades Phe de cada exoproteasa a dos quesos experimentales, mientras que el
control no contuvo ninguna de las exoproteasas. Se usaron parametros de obtencién de queso conforme al
procedimiento aplicado para queso semiduro para ambos quesos. Se observd una diferencia en términos de
desarrollo de sabor y de aroma entre los quesos experimentales y el queso del control hasta un grado tal que los
guesos experimentales obtuvieron la mayoria de sus propiedades organolépticas después de tres (3) semanas,
mientras que el queso de control obtuvo una clasificacion similar después de seis (6) semanas. Se demostro que el
nivel de amino&cidos libres después de tres semanas era dos veces tan alto en los quesos experimentales; después
de seis semanas de maduracion, los niveles fueron nuevamente comparables. Se llevd a cabo un andlisis de
aminoacidos segun el método Picotag de Waters (Milford MA, USA).

Estos datos sugieren que el producto esta listo para la venta tres semanas antes, sin disminuir el mantenimiento de
la calidad del queso. El caracter organoléptico de los quesos experimentales difirié del del control hasta tal punto que
el sabor de queso blando con una tendencia ligera al amargor del queso del control se super6 en el queso
experimental en presencia de la aminopeptidasa. Se encontré que la textura de los quesos era igualmente algo mas
suave.

Ejemplo 8
Nueva especificidad de una proteasa codificada por el gen 55

Como se explica anteriormente, ciertas proteinas pueden resistir la hidrélisis enzimatica como resultado de
composiciones de aminoacidos especificas 0 estructuras terciarias especificas. En tales casos, la cantidad de
péptidos que se puede solubilizar a partir de proteinas resistentes a proteasas se puede mejorar drasticamente
usando proteasas que presentan nuevas especificidades.

La beta-caseina es una proteina con una estructura terciaria muy limitada, pero con un extraordinario nivel elevado
de restos de prolina. Muchas proteasas tienen dificultades a la hora de escindir secuencias que contienen prolina, de
manera que la hidrdlisis de beta-caseina con proteasas disponibles normalmente produce un hidrolizado que es
relativamente rico en péptidos grandes resistentes a proteasas. Estos ultimos péptidos resistentes pueden contribuir
a un numero de propiedades indeseables del hidrolizado. Por ejemplo, es bien sabido que estos péptidos mas
grandes tienen un efecto relativamente fuerte sobre la alergenicidad y amargor. Ademas, estos péptidos soportan
una degradacién posterior a aminoacidos libres, de forma que, en ciertos procesos, la aparicion de estos péptidos
grandes, resistentes a proteasas, es sinénimo de pérdidas de rendimiento. Por lo tanto, la disponibilidad y uso de
proteasas que son capaces de escindir las partes resistentes a proteasas de las proteinas se traducen en beneficios
técnicos y econodmicos importantes.
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La beta-caseina representa una de las fracciones principales de caseina de la leche bovina. La proteina se ha
caracterizado bien en términos de su secuencia de aminoacidos, y esta comercialmente disponible en forma casi
pura. Como tal, la beta-caseina ofrece un excelente sustrato de ensayo para estudiar la relacion entre los sitios de
escision enzimatica y la longitud de diversos péptidos formados durante la hidrélisis enzimatica.

Este Ejemplo demuestra que, a pesar del caracter de escision de amplio espectro de la endoproteasa subtilisina, la
adiciéon de una enzima muy especifica como una prolil endopeptidasa, segln es codificada por el gen 55 (véase la
Tabla 1), tiene un impacto importante sobre el tamafio de los fragmentos de beta-caseina formados.

Se obtuvo beta-caseina de leche bovina (polvo liofilizado, esencialmente libre de sales) con un minimo de 90% de
beta-caseina a partir de Sigma. La subtilisina de B. licheniformis (Delvolase®, 560000 DU por gramo) se obtuvo de
DSM Food Specialities (Seclin, Francia). La endoproteasa especifica de prolina segun es codificada por el gen 55 se
sobreexpresé en A. niger y se purificd usando procedimientos descritos en el Ejemplo 4.

El polvo de beta-caseina se disolvié a una concentracion de 10% (p/p) junto con 0,1% (p/p) de polvo de Delvolase™
en un tampon de fosfato de 0,1 moles/litro pH 7,0. Después de una incubacién de 24 horas a 45°C en un bafio de
agua agitado, la reaccién se detuvo calentando la disolucion durante 15 minutos a 90°C. A la mitad de la disolucion
(2 ml que contiene 100 miligramos de beta-caseina) se afiadieron 100 microlitros de la proteasa especifica de
prolina, y la reacciéon se continu6é durante otras 24 horas a 45°C. Después de otro choque térmico a 90°C, las
muestras de material de beta-caseina tratado tanto con Delvolase™ como con Delvolase™ + endoproteasa
especifica de prolina se analizaron mediante equipo de LC/MS para estudiar las distribuciones precisas de tamafios
de péptidos en las dos muestras.

Andlisis de LC/MS

Se us6 HPLC, que usa un espectrometro de masas de trampa ionica (ThermoquestTM, Breda, Paises Bajos)
acoplado a una bomba P4000 (ThermoquestTM, Breda, Paises Bajos), para caracterizar los hidrolizados proteicos
enzimaticos producidos por la mezcla enzimatica de la invencién. Los péptidos formados se separaron usando una
columna PEPMAP C18 300A (MIC-15-03-C18-PM, LC Packings, Amsterdam, Paises Bajos), en combinacién con un
gradiente de &cido férmico al 0,1% en agua Milli Q (Millipore, Bedford, MA, USA; Disolucion A) y acido férmico al
0,1% en acetonitrilo (Disolucion B) para elucién. El gradiente comenzd a 100% de Disolucion A y aumentd hasta
70% de disoluciéon B en 45 minutos, y se mantuvo a esta Ultima relacién durante otros 5 minutos. El volumen de
inyeccion usado fue 50 microlitros, el caudal fue 50 microlitros por minuto, y la temperatura de la columna se
mantuvo a 30°C. La concentracion de proteina de la muestra inyectada fue aprox. 50 microgramos/mililitro.

La informacion detallada sobre los péptidos individuales se obtuvo usando el algoritmo de MS/MS “dependiente del
barrido”, que es un algoritmo caracteristico para un espectrometro de masas de trampa de iones. El andlisis de
barrido completo fue seguido por un andlisis de barrido de zoom, para la determinacion del estado de la carga del
ion mas intenso en el intervalo de masas de barrido completo. El analisis subsiguiente de MS/MS de este ultimo ion
dio como resultado una informacién de secuencia peptidica parcial, que se Pudo usar para la busqueda en bases de
datos usando la aplicacion SEQUEST de Xcalibur Bioworks (Thermoquest M Breda, Paises Bajos). Los bancos de
datos usados se extrajeron del banco de datos OWL.fasta, disponible en el NCBI (National Centre for Biotechnology
informatics), que contiene las proteinas de interés para la aplicacion usada.

Usando esta técnica como método de identificacion, sélo los péptidos con una masa que oscila desde aprox. 400
hasta 2000 Daltons se consideraron adecuados para el analisis posterior mediante secuenciacion de MS.

Para ajustar la sensibilidad 6ptima en el modo de MS, se usé angiotensina (M = 1295,6), y para la fragmentacién
optima en el modo MS/MS, llevando a cabo una infusién constante de 60 pg/ml, dando como resultado
principalmente especies doble y triplemente cargadas en el modo MS, y una energia de colision 6ptima de alrededor
de 35% en el modo MS/MS.

En la muestra digerida con Delvolase sola, el andlisis de LC/MS/MS identific6 40 péptidos que cubren diversas
partes de la molécula de beta-caseina. Juntos, estos péptidos dieron cuenta del 79% de la secuencia total de beta-
caseina. Se pudieron rastrear nuevamente tiempos de retencion diferentes de los péptidos en la columna C18 hasta
longitudes peptidicas que oscilan de 2 a 23 restos de aminoéacidos. Juntos, < 15% de los péptidos encontrados
fueron mas pequefios de 6 aminoacidos. La muestra digerida con Delvolase™ y la proteasa especifica de prolina
también gener6 un gran nimero de péptidos identificables a partir de beta-caseina. Juntos, estos péptidos cubrieron
> 50% de la secuencia total de la proteina de beta-caseina. En esta muestra, la distribucién de tamafios de los
péptidos fue notablemente homogénea, ya que los péptidos oscilaron en longitud sélo entre 2 y 6 restos. Los
resultados muestran que, en el hidrolizado obtenido con la proteasa especifica de prolina, contiene una gran fraccion
de dipéptidos, tripéptidos, y de péptidos con hasta 6 AA, que muestran el efecto beneficioso distinto de la
coincubaciéon con una endoproteasa que presenta una especificidad inusual. También esta claro a partir de estos
experimentos que la endoproteasa segin el gen 55 codifica una endoproteasa que escinde la cadena peptidica en el
término carboxi del resto de prolina.
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Ejemplo 9
La liberacién selectiva de aminoacidos especificos para promover la formacién de sabor.

Los aminoacidos libres como leucina y fenilalanina no sélo han estado implicados en reacciones de Maillard, sino
también como precursores para aromas deseables en diversas fermentaciones alimentarias. Para promover la
formaciéon de tales aromas en fermentaciones alimentarias o durante la fase de calentamiento, tueste o coccién del
alimento, seria ventajoso incorporar en estos productos un hidrolizado proteico que contenga niveles relativamente
elevados de estos aminoacidos especificos en una forma libre. En este Ejemplo se describe la produccion de
extractos de levadura enriquecidos selectivamente en leucina y fenilalanina. Este enriquecimiento se obtiene
combinando una endoproteasa con una preferencia de escision para un conjunto seleccionado de restos de
aminoacidos con una exoproteasa que favorece la liberacion de un conjunto similar de restos de aminoacidos. La
preferencia de la endoproteasa deberia de coincidir con la preferencia de la exoproteasa usada. Por ejemplo, se ha
establecido que las aminopeptidasas codificadas por los genes 20 y 54 (véase la Tabla 1) presenta una preferencia
definida por liberar restos de leucina y fenilalanina que coincide con las preferencias de escision de termolisina. Las
carboxipeptidasas codificadas por los genes 23 y 24 tienen preferencia por liberar restos de arginina y lisina, que
coincide con las preferencias de escision de tripsina. La carboxipeptidasa codificada por el gen 5 presenta una
preferencia muy inusual por liberar glicina, que se podria combinar con ciertas endoproteasas presentes en papaina.
La carboxipeptidasa codificada por el gen 51 es capaz de eliminar restos de glutamato, lo que coincide con la
proteasa especifica de glutamato codificada por el gen 43.

Se sabe que la endoproteasa termolisina (comercialmente disponible como Thermoase) C180 de Daiwa Kasei KK
(Osaka, Japon) escinde enlaces peptidicos en el lado aminoterminal de aminoacidos hidréfobos voluminosos como
Leu y Phe. Para liberar los aminoacidos asi expuestos de los péptidos recientemente formados, se usaron las
aminopeptidasas codificadas por los genes nr 20 y 54 (véase la Tabla 1). Estos genes se sobreexpresaron en A.
niger segun métodos descritos anteriormente, y la purificacion de estas enzimas se llevd a cabo segun
procedimientos como se describe en el Ejemplo 4.

Para liberar tanta leucina y fenilalanina como sea posible sin la liberacién concomitante de amino&cidos indeseados
con esta combinacién de enzimas, es evidente que se deberian seleccionar con cuidado las condiciones usadas
durante la hidrélisis enzimatica. Ademas, se han de inactivar las proteasas enddgenas (y probablemente
aespecificas) de las propias levaduras. Después de un nimero de incubaciones de ensayo, se obtuvo un protocolo
gue conduce a una liberacién sorprendentemente selectiva y eficaz de leucina y fenilalanina a partir de las proteinas
de la levadura usando estas dos nuevas enzimas.

Para inactivar las proteasas endogenas de las levaduras, la suspension de levadura se mantuvo durante 5 minutos a
95 grados C. Después, la suspension se enfrié rapidamente hasta la temperatura requerida, y el pH se ajusté a 7,0
usando NaOH 4N. La levadura, la termolisina y una de las aminopeptidasas se incubaron todas simultdneamente en
las siguientes condiciones. Después del choque térmico, el pH de los 2000 mililitros de suspension de levadura se
ajusté a 7,0, después de lo cual se afadieron 680 miligramos de Thermoase y, tras agitar, la aminopeptidasa
purificada. La mezcla se incub6 con agitacion a 50 grados C durante 3 horas, y se centrifugd. Para detener todas las
actividades enziméticas, el pH del sobrenadante se ajustd a 4 y se sometio a otro tratamiento térmico de 45 minutos
a 95 grados C. Después de otra centrifugacion, se obtuvo del sobrenadante una muestra para el analisis de
aminoacidos. La materia precipitada o no disuelta se eliminé mediante centrifugacion durante 15 minutos a 3500 rpm
en una centrifugadora Hereaus Megafuge 2.0 R. El sobrenadante se retir6 y se mantuvo congelado a -20°C. Las
muestras del sobrenadante se analizaron en busca del contenido de aminoacidos segun el método Picotag de
Waters (Milford, MA, USA), inmediatamente después de descongelarlas.

En el analisis de aminoacidos, los valores de Trp y Cys se omitieron, y los valores de Asp y Asn se sumaron como
un valor. Segun los datos obtenidos, en el hidrolizado resultante la relacién entre alanina y leucina (21,3:11,7) fue
1:0,5. Los hidrolizados de levadura comercialmente disponibles presentan tipicamente relaciones de alanina frente a
leucina de 1:0,3.

En un segundo experimento, se preparé un extracto de levadura que estaba enriquecido en glutamato libre. Para
lograr esto, se hizo uso de una endoproteasa que presenta una preferencia por la escision en el extremo C-terminal
de restos de glutamato (codificada por el gen nr 43 en la Tabla 1), y una carboxipeptidasa (codificada por el gen nr
51 en la Tabla 1) capaz de eliminar estos restos de glutamato asi expuestos. La endoproteasa codificada por el gen
nr 43 y la carboxipeptidasa codificada por el gen 51 (véase la Tabla 1) se sobreexpresaron en A. niger segun
métodos descritos anteriormente. La purificacién de estas enzimas se llevé a cabo segln procedimientos como se
describe en el Ejemplo 4.

El papel esencial de glutamato libre en un ndmero de procesos formadores de aroma esta bien documentado, y
MSG, la sal sédica del acido glutamico, esta reconocida como el componente potenciador del sabor mas importante
individual.

En este Ejemplo, el pH de 200 ml de suspensién de levadura sometida a choque térmico se ajustd a 8,0, después se
afiadio el producto enzimatico purificado codificado por el gen 43, y la mezcla se incub6 durante 4 horas a 50 grados
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C. Después, el pH se redujo a 5,0, y la suspension se centrifugd. A 100 mililitros de sobrenadante se afadi6 el
producto génico purificado del gen 51. La incubacién con esta carboxipeptidasa tuvo lugar durante 30 minutos a 50
grados C, con ajustes continuos del pH. Después de detener la incubacion enzimatica mediante un tratamiento
térmico de 5 minutos a 95 grados C, el material se centrifugd nuevamente (véase mas arriba), y se obtuvo una
muestra para el analisis de aminoacidos.

Segun los datos de aminoacidos obtenidos (véase anteriormente), en el hidrolizado resultante la relacion entre
alanina y glutamato (30,0:48,7) fue 1:1,6. Los hidrolizados de levadura comercialmente disponibles presentan
tipicamente relaciones de alanina frente a glutamato de 1:1.

Ejemplo 10
Evaluacion del sabor de hidrolizados de levadura enriquecidos en aminoacidos especificos.

Para demostrar que un hidrolizado proteico enriquecido en aminoacidos especificos segun la invenciéon puede
generar aromas especificos, se llevo a cabo un nimero de experimentos con los hidrolizados de levadura descritos
en el Ejemplo previo. Para ese fin, se prepararon y liofilizaron porciones méas grandes de estos hidrolizados. El
comportamiento de los polvos resultantes se compard con el comportamiento de un extracto de levadura
comercialmente disponible (Gistex LS, obtenible de DSM Food Specialties, Delft, Paises Bajos) en una mezcla
estandarizada bajo varias condiciones de reaccién. La mezcla estandarizada consistié en uno de los hidrolizados,
mezcla base y agua.

La mezcla base contenia 22 gramos de Maxarome Plus Powder (un extracto de levadura especializado, con un
contenido elevado de nucledtidos naturales, también obtenible de DSM Food Specialties), 29,2 gramos de glucosa, 9
gramos de grasa REFEL-F (aceite de soja hidrogenado, obtenible de Barentz, Hoofddorp, Paises Bajos) y 0,2
gramos de estearoil lactilato de calcio (emulsionante, obtenible de Abitec, Northampton, UK), mezclado a conciencia
en un mortero.

Todas las mezclas estandarizadas contenian 5 gramos de polvo de hidrolizado de levadura (es decir, el material
enriquecido en leucina o en glutamato, o el extracto de levadura comercial), 3 gramos de la mezcla base, y 3 gramos
de agua. Después del mezclamiento a conciencia, estas tres suspensiones se sometieron a diferentes regimenes de
calentamiento, es decir, 65 minutos a 90-95 grados C en un vial de reaccion (reaccién liquida), o se secaron a 20
milibares a 120 grados C en un horno de vacio (reaccién de tueste a vacio), o se calentaron en un vial de reaccion
abierto a 120 grados C durante 10 minutos tras disipar todo el agua (reaccion de tueste).

Después del tratamiento térmico, los tres productos asumieron colores que oscilan desde el marrén oscuro hasta
casi negro. En el caso de la reaccion de tueste a vacio, s6lo se usaron las capas superiores de color claro. La
evaluacion del sabor de los productos calentados se llevé a cabo moliendo las tortas oscurecidas hasta polvos finos,
y disolviendo estos polvos hasta una concentracion de 2% (p/p) en agua que contiene 0,6% (p/p) de NaCl. Las
observaciones del panel de sabor se especifican en la Tabla 3.

Tabla 3

Referencia

Leucina

Glutamato

Liquido

Caldo, ligeramente tostado

Té frio, ligeramente florido,
similar a levadura

More caldo,
similar a levadura

carnoso,

Tueste a vacio

Quemado, patatas fritas

Astringente, habas, similar
a levadura

Quemado, caldo, similar a
levadura

Tueste

Tostado caldo,

umami

oscuro,

Menos florido,

umami

tueste,

Tueste, mas caldo, mas
umami

Ejemplo 11
Hidrolizados proteicos de suero no alergénicos formados con tripeptidil peptidasas.

Las dipeptidil peptidasas codificadas por los genes 19 y 55, asi como las tripeptidil peptidasas codificadas por los
genes 4, 9, 10, 12, 26, 35, 46, y 50 (véase la Tabla 1), se pueden sobreproducir como se describe, y se pueden
purificar segun los métodos proporcionados en el Ejemplo 4. Tras la purificacién, el pH 6ptimo y la estabilidad de
temperatura de cada enzima individual se pueden establecer por cualquiera de los métodos disponibles y conocidos
por la persona experta. Ademas, la especificidad de cada enzima individual se puede determinar usando los
métodos explicados en el Ejemplo 1. En el siguiente experimento se ilustra la selectividad mostrada por las tripeptidil
peptidasas.

La enzima codificada por el gen 12 se sobreprodujo en una célula hospedante de Aspergillus niger, y se purificd
mediante procedimientos descritos en el Ejemplo 4. La enzima asi obtenida se incub6 a pH 5 y a 50 grados C con
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diferentes sustratos cromogenos sintéticos, es decir, Ala-Ala-Phe-pNA y Ala-Phe-pNA (ambos de Bachem, Suiza).
La incubacién con el sustrato Ala-Ala-Phe-pNA condujo a un incremento significativo de la absorbancia a 410 nm,
mientras que la incubacién con Ala-Phe-pNA no lo hizo. Esta observacion demuestra claramente que las tripeptidil
peptidasas escinden tripéptidos y no presentan actividad de aminopeptidasa que puede conducir a un incremento
indeseable de aminoacidos libres.

Ademas, la enzima codificada por el gen 12 muestra caracteristicas de estabilidad enzimatica favorables, como se
muestra en el siguiente experimento. Se incubaron cuatro muestras de la enzima a pH 5 durante una hora a 0, 40,
50 y 60 grados C, respectivamente. Después, cada muestra enzimatica se incub6 con el sustrato Ala-Ala-Phe-pNA
mencionado anteriormente en un tampdén de citrato a pH 5, y se determiné la actividad residual en cada muestra
individual midiendo el incremento de absorbancia a 410 nm. La muestra a 0 grados C presentd una actividad de
100%, la muestra a 40 grados presenté una actividad residual de 96%, la muestra a 50 grados presenté una
actividad residual de 92%, y la muestra a 60 grados present6 una actividad residual de 88%.

En un proceso tipico dirigido a producir un hidrolizado con una proporcién elevada de tripéptidos, se puede
disolver/suspender proteina de suero (WPC 75) en una concentracion de 100 gramos de proteina/litro, en un medio
acuoso que tiene un pH de 8,5. La primera incubacién enzimatica se realiza con la endoproteasa de amplio espectro
subtilisina (Delvolase®, 560000 DU por gramo, de DSM). Después de una predigestion del suero con esta enzima
en una concentraciéon de 0,5% de concentrado enzimatico por gramo de proteina durante 2 horas a 60°C, la mezcla
se tratd con calor para inactivar la endoproteasa usada. Después, la temperatura se ajustd a 50 grados C y se
afiadio la tripeptidil peptidasa, y toda la mezcla se incub6 hasta que se alcanz6 el nivel deseado de tripéptidos. Las
etapas del procesamiento adicionales del hidrolizado asi obtenido dependen de la aplicacion especifica, pero
pueden incorporar microfiltracion o centrifugacion seguido de evaporacion y secado por pulverizacion.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DSM NV

<120> Nuevos genes que codifican nuevas encimas proteoliticas
<130> 20095WO

<160> 171

<170> Patentln version 3.1
<210>1

<211> 2520

<212>. DNA

<213> Aspergillus niger
<400> 1
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cgcaggcgtc
ccacgatgta
cttaattcté
tccgtgttca
tttcttatac
cgttatcagc
ctagcaatct
actccggcta
acatttgtat
gacaattgcg
cgacagcegte
accatcaaac
ctgccagtac
gagtcéctgt
gtggtagcgg
atttcataca
gacacaggcg
atgcacaata
agtgtgggct

gcaaatgtca

cgttgcgcecg
agcataatca
aactgcatga
tttccattcc

tttcttteect

-actttatctt

atcgtttgat
tgaaatatta
cacctgatct
ataaattcat
tcgttacage

tcgatacgtc

caaaaccaag

cactgaacat
aaactccecte
tctctgtcgt
gctctgatac
cctteggttce
atggaactgg

ctgtacgcat
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cgaaaacctyg
ttctgtgect
aaagcacttg
cttgctette
tcacctegtt
ttgctcgtct
ctttctagag
ttctcaatct
ggctgagata
tgcttgecacce
agcgtgtctt
ggacgacatc
cgatgctcta
caaaaggatt
ttggtctaac
caacattggg
ctgggttttce
ggacgattct
gtctgtcage

gactttcgga

ccgagtgggce

gagtgtgaat

ggtgctattt
ttctttgtgt
tcttectatt
cttttatctt
cattgtcttg

gcctaaaacce

ggagagtccg

tgttattgat
tgcgceccagtg
tcagcccgtg
gcagacgatt
ccegttegte
accgcecgcecte
tctgatgaga
ggttccaact
tcgacccttg
ggcttgctag

cttgcttcca
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cgtttaggct
tctecetgttg
tctrttttect
cgacatttac
cactctctgt
cacttgtttg
attgtgtcat
aaattctact
gcatctcatc
tcttccaagt
ccacggcttt
attcattagc
ccacctcatce
gtgacaatga
tcgatcaaga
aatctatgta
gcacgtccac
aaatgacatc
gaaaagacaa

acgcatcgga

ttgggtctcce
gaggctgcat
ttctttcttt
aaatcacatt
gttcagcatt
tgcctttcca
tctgtcattg
ctatcactac
gtctgcatca
tatgcatctc
catcccatac
tcgtecgtttce
tgccagcgat
tttcaagatt
tggtagcgac
catgttgctc
accctgcacg
ggaagagtgg
gctcacgatt

taacttcgag

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

1020
1080
1140

1200



tcgtacccaa
ccaacattca
gccctttcac
aagtacaccg
cbcgtggacg
atcgataccg
ctcattcecg
aagctacaag
gcaacttcag
atctggctcc
ttacgggtcg
tctggaacaa
tctgctagct
cctcagtatt
gcatcttact
ttgtatttgce
aagtccttct
ccctgtctaa
ccttgtccgg
atcctgagga
attgtaccct
gcgaacaccc
<210> 2

<211>

<212>
<213>

DNA

<400> 2

tggacggcat
tggatgccgt
gtagcccege
gcgatatcac
atgtctatgt
gaacttctta
gcgccaaétc
tggcattcte
gttctggatg
tgggtgacac
gatttgcaga
gcagcacctce
ctagtagttc
tcttctetge
cgacgcctga
atatattctt
ctaatcaatc
gaaaaagttg
gatcagtgtg
ttcatecctga
cccacagcca

tcctcaccca

5001
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tctecggtcte
tgcagaaagt
caaggatggce
ctacaccgat
tggcggcact
tgctatgctg
ttcggggagce
tggtgtgaat
cgtttcgaac
gtttctcaaa
gcgttcctcg
gggatccact
atctgatgct
tctggcgatt
acctcgggaa
cgagcctgga
aacatttatt
gtatagaaca
tatgacttcg
tctccttacce
tcaggatatc

tgatactgag

Aspergillus niger

ggtcgaacca
aacgttttca
acggtcagct
accgtcggat
tcatgcgatt
ccttcaagcyg
taccacatta
tacaccatct
attatcaget
aatgtgtatg
aacaccacct
acaacgggca
gaatcaggaa
gcttccttca
acatatgcat
cggcgtgegg
cttactccac
tggcatccac
ggtacgattce
tagtatggac
gaaatcggcce

gccccagatce

acgatagttc
agtcgaatat
ttggcactac
cggacageta
tctccaacaa
actcgaagac
ttccgtgcaa
cgccgaagga
acgacttatt
ctgtgtttga
ctgegtcgaa
gctcaacgac
gtagcatgac
tgctttgget
tatttacaca
gtcatattac
cagttctggc
tacctggaac
tgacatgaca
ttatcaaagt
aacagcgact

cagagccgge

ctacgacaac
cgttggcttc
tgacaaggac
ttggegcecatt
atcagccatc
- gctgecacagt
cacaactact
ctacgtggga
tggtgatgac
ctacgatgag
ctctacgagc
tacgacgagc
cattecccget
ctagttaacc
tgctgctgat
cttacattceg
tcgcaattaa
attcaaagaa
gttagcgtcc
ccttgacgcet
tcatcacatg

cgacgaaaac

taggaaaatc agaggcgaca atttgctccg atactggata agtaccatcg gtcacgaaat

tcagcaccga ctggcttatg tcectgctcecg ataccttagec ggacattatg ttagtagttc

taagcaagag cccttggttc ttggtaatcg gcggatcaaa aacgtaaaga agacaaacag
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aagcgccaca
agatatacca
accgccatgt
tcgectcttee
tgtctcgtct
acacgggttg
ctgaactcca
tgacctcaaa
agttactatt
taccagccct
ttttctgtat
tgcctecata
ccttgttett
cgcaccctga
ttcctaaaag
ggggtgtgat
catctactca
gcgagtttgce
aaggacccaa
ctcctcacac
tccttgacaa
acacggccta
acctagagca
atattgatgg
ataactctgce
gttttcgcta
tccgagegtt

aagtagatca

ctaggctctg
aggactccaa
gacttcaccg
ccagggecag
gctgctatat
ttttetetgtg
ctctgaaccg
attcctgaaa
gagaagcctg
gaactccatt
taaacatcca
cagcatgctt
gctgttggta
acctcaagca
tttgcgette
cacaggattt
aaagagccat
tcagtatgag
agtcacaggt
gttggagcac
gctagcaaca
caccttggac
tgttataget
cgctggagac
agagttaatc
cgagacaggc
ccatcgtgag

ccagaacatg

ES 2368 285 T3

cctcectett
tgcagcagat
ctcaccgect
actgaggceg
tcttattttt
aattatctgt
ttacagttgg
catcataatc
attcgggcaa
gaataaaaaa
atcctcaacce
cgtggtcttc
tttcaaacéﬁ
ttgctagctt
tggcctatgg
ggttctaaat
ttcaagctac
tcggagagaa
tattttgtte
ttgtgcttta
cgtgtttatt
acagcaggct
ccaacactga
gacgctggag
gatctaaccg
ggtatgatgg
atgtaccagce

ctggagacct

acagaagatc
cgcaaccgaa
tagctgcgat
attatatgat
ctgttcggta
tggtgtggtg
agggtaacct
ggcgtcaagce
acgcttctcg
aaagcaagaa
ggcagcctta
gtgatgtcgt
ggaatgggtg
ctctaaaatg
attactaaca
cacatttcca
tccagaagtt
caggcatgag
tagccacaga
tgggctcgeg
cgagcaccaa
gggaagggtt
cagaﬁgaagg
tcgtctactc
ctcgtcgatt
agcagctcecg
ccaagaactt

tggacaagtt

49

tgccaggtat
agggaaggcg
gggcaagacc

ttttttcttt

.aagatacctc

ctctctateg
tcgttcagcg
agagcccatce
étccatgtga
aagagattgc
cattggctge
attattacaa
cttttceegt
aataaaactg
gcattttaga
gagaccattg
caaaccggag
ggtagtggtc
gattctcgat
gaactataga
tgcectggacg
cgctcaaatce
gtgctatacc
ggagatgcagq
gacttacccg
cgtectcace
atgcctaatce

cgaagatact

cgatccacaa
agctgtcaac
acgaacgatc
cttttccgtg
ctaagaatag
aaccggaaac
gccaactgtg
gtgttgtcte
gtcatgcttg
ccecteegteg
cacagatttg
ﬁttgcagccc
ttcaattccc
ttatacttgc
ttatcgctac
agcaaaatgt
tactcgecta
attgaccaaa
gattcaggtg
tataagggct
gccacagace
ttgccegtgt
gaagtgcatc
ggtgtgcaga
catggtgtag
gcggaccgta
atcacaggcg

attctagatg

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620,
1680
1740
1800

1860



tcattcccag
cattggagaa
agatagaaat
ctgtcctcat
ctgtatctgg
ctcgccagtg
ttaaccagtg
aaggacgcta
agacggacct
tcggattttc
gagtacgacg
atttctgatg
ttaaagaagg
ctgaagaagt
aaggagatgc
actacagcca
ctggtggatg

agcttcgtge

ctgctgtetg.

atcaactttg
ggagctaéaa
aagtatcaca
gagcgactce
ggcgacgaca
cgggctcgga
gaagagccga
gagaacatgc
tggaaaccat

agaccgttge

tcctgattca
gtccattgte
tagattcctce
ttcgaagata
ccggttcate
ctgtctatta
tggagacaga
tggagaaaga
ggaagttctce
ttttcggaaa
tgctggagaa
ccaaccatgt
aggaggaagc
tggccgacaa
tggagaggtt
ggtctggtgce
ctgatggctc
agctctccct
tgtatactga
agcaggtggt
gcctaggaaa
cggcgatcgce
gagcgattac
tgctcgegge
gcaccttggt
agtctgtcgt
gagtcttagt
ttgctgagcg

tcagtgaggc
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cctttcaaga
cagactgtgg
ggtccggact
tacttactct
tgcttctcta
tgctaccgaa
gaaactcgcg
tttagacatg
taccgaaagc
gagagacgga
gtggagtgaa
cactatcctt
tagagtcgca
gctggaaaaa
ccaaatccct
agccctcgat
tgatctgccc
cctcatctcg
ggcattcttc
tgtcgagttg
ctcggagatg
atggat;cag
cagtcgactg
tgttcatgtg
gaaggcgcgt
tgcgecggatg
tatcgctgac
tttgggtgca

aggccagaag

ggccgtgggt
aatttccgga
gtaccgaccc
gttatagccg
ttggat;aca
gatcatccca
aaggtagagc
aggtatatca
tccgectcett
tcgactatgce
gaacagtggc
ggtgttcecgt
gagcaaaaga
gctaaagctg
ggaatagagt
gccgggcgec
ttgttcatcc
gcacaggccg
aacctgcctg
gaaagggata
ttgcggatct
gaaétttcct
ctctecgatg
atggtccact
tatttgaaac
gaagaaatca
ctggagaaac
ggtgccecte

ttgggcggta
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agattccaag
agaagatgaa
tgttcaaagt
gggctgtcaa
tcectggttga
gcattgagat
aacggttttt
aggagtgcat
cctttgcgga
ttgatgttgc
gcagttttat
ccgttaagat
agegettggg
aaaatgacaa
ctatccattt
catcccacaa
atttcgagca
tacctgtgca
tcaaccggaa

ctgttggcta

cattccaggt

ggaactcgat
tgccegatte
atgcagcaga
ggatcaagaa
gagatgcgct
ttcaaaaccc
tacagcctat

agtcgtatgt

caggcgccgce
tctttcgggg
gaétgttccg
tgttgcattg
gaaggagcag
ccgcttcaca
cgaagtgctc
tgaccggcaa
gtacgtgatc
gaccttgcaa
caaaacatgg
gtctgacaca
tgatgégggg
ggagatccce
cgtggacact
ggcgcaaaaa
tatccccagt
gcttcegteea
cggggaaacc
ctccatggaa
ggagcttgag
tttcgatgte
caagcgtagt
gtctattgtt
gcaattagca
tttcegttte
tgtgtcagca
cacgactaga

ggttcctatg

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000

- 3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3600



ccgacgattg
ccaagacttc
tgggttgcag
accggattcg
agcaagcaga
gagggttcca
gcagcctcag
cgggtgctca
atcattctgce
cttgaggagg
tgtcggttta
cactcaaaga
ccgacgatga
acatggagga
aagatttatc
ggcccagata
cgcaatgatt
c;gcacctaa
aagtttatga
gcagatgctt
gacataacct
cctttgtgag
accgaactaa
tatatgaata
<210> 3

<211> 3850
<212> DNA
<213>

<400> 3

attcatcgtt

ctgccttaat

>ttcgaggcaa

tcaacttcga
ttgttgagga
ttagcagcat
gcagtttcat
agcaggtgcg
ctttgtttaa
tttgtcattce
gactatcaag
attcgaagat
cgacgatgag
tgacgaagat
tgagccagtt
tgccgacecg
tttgatgtta
atcttagttg
aaaagctctc
tcgctatcgg
gttctacaca
aataatacaa
cacccagatc

tgtataaggt
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cgcatatgct
ggttgcaatt
gggtttggca
cgtttaccge
tcacctctcect
tgtggtaagc
ccgacaggtg
ggctactagce
ccecgteccacyg
catgaagaaa
gaaggtctce
gactatgggc
tatgaaaccg
gaﬁgagtgat
cctggataac
tgigatctgt
atgatatatc
tgattatcgg
gttcttctta
gcccactact
ggctgccatt
ttactagaaa
gacaaattat

a

.Aspergillus niger

accgcacgtg
gcatacatga
tatggcacga
téccccaacg
ggtgcgatgce
ttﬁgcgaatg
attcggcgcc
gttgatgacg
gccaatatcg
ttaﬁgatctt
aggcatcggg
tgaaggtcgg
gatctgaaga
gcaatctata
acctaggtcg
attgttagag
gtacaacata
tacctaccaa
tttcattgaa
atgattaacc
atatttgcaa
ccccaggaga

daaccaaacc

gtttggattc
acgecggttga
actttgeccta
cccataaagc
ccttcgatcee
aacagtcgac
tgcctagcga
tgaéaggcgc
tggttacctg
cttgtgtatc
attcacgect
cgatgacgag
tgaagatgac
cgacaacctc
aaagaccagc
atgtctccaa
agtggttaac
acccgagtaa
tgttgtaata
tgaagcttag
cacacagctt
tataaataca

acgtgacaat

ttatgatgat
gggtccectce
taacattgat
cttcgactece
cttgatgctg
aattaggtagc
ctacaaggag
tctgaaggac
cgctacagtg
atttactaac
gcggtgcage
gacgaggagt
agtgatgaag
tagacatgac
tacccctggg
ctagcagacg
caccacaaat
acgttgccag
aaaagtgcta
tctcttaggt
ctatctctga
ctctactccet

atgatatcta

gcgecggggtt cctgcatgtc tttcatggtt gggaggtata tgtacatgta atgcecgttgg

51

3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

5001

60



gttctggata
getgctetgt
ctcagtctga
tgcaaacatc
tcgcaactga
aataggcttt
aatggtaagce
gtgcttgggc
tgaagctcac
ggccctggea
cctgtcaaac
gctgeggect
tggcccatat
ggagaaccga
aaagaagcgt
cgtttgacac
ccaccactct
ctacgctcct
ttgecggacte
actagtgcta
ggcatcaaat
tatcccaacg
atctacgaca
gtatﬁctccg
tcagggggat
tttggaggca
aaagcgcecag

gacggctctg

‘cccacaataa

aagggtccat
ggtgagaact
tccettgetg

ttccattgac

acggacgccea .

cgctaagaaa
tgttcctctg
cagacattca
gccatgtcat
agatcaagtc
ccgcagtgtce
tgtgcatagce
agttatacca
cgtctgctga
tcattctgag
caccgatgat
ctacatcaac
ttctgacttt
atcctacttg
caaccgtgac
gaacggcata
gcatctttgt
gtaccctgca
tgaccaacct
acgacgacta
agctgcctcet

cgactgectt

ES 2368 285 T3

agtgtttcta
tcegttggag
gcaatataca
tgtggtaaag
cctcaccatc
cagctgctcg
ggggaactgt
gccctecett
gccagccaga
gccaatqttg
ctcgaggatg
agccttgacc
taaccagctt
aacccctceg
cacgagaagg
agcacctggt
agcgatatcg
agcaccaacg
gcaaatgcgt
gtgcagttac
agattccggc
caatgatcag
gcggcactgyg
aagctcgacc
ggttaaccca
tgacctctcg
tgctaacaac

tgccgtcaac

ctattacttt
tcaaacaacc
ctccaagctt
tctececetttce
tgtcgaattg
aggccatctc
cggttctagt
gcttcaagct
tgactggcac
gctccaggac
ggagctctte
ccggagtaag
acctgcatag
gtgtatgccc
acaccggtct
ggagcttgat
aggagatcat
cgcaggttcc
tggttcaggce
aaggcagcect
gacgtgcatt
ctcgccgaga
gacacttacc
agcgacgacg
gtcaagggtg
cctgacggca
acggctgcct

ggccctgata

52

tgcattgtta
gtctgtcege
tctcaatectg
tcggtgaacc
ttcccgaaag
caagggggaa
cgattggcag
ggccccgatt
ctttcegetg
cagtcattcc
agtggctgtc
tatétccaat
gcagatgatc
attgcéaggt
attctcgacc
cgacctccaa
ctggcttggce
cggtggcgtg
ctttaacgat
ctctcteegce
tcatccttecg
cctatcccag
tgaccaccgce
gcaatgttca
ccgaaagccce
aatgggttac
atgtctatct

gtcctécaac

gactttgaag
gggcatatgt

atgcacagat

ttcttcgggg.

ctcgecgteca
tgaacaatgg
ggtcagggca
tggcagctcg
ggcataaatt
ttttcttgte
catcacggct
cétttggaac
ggtgccccac
ccagccttac
tcccaatggt
tcgggcaaga
tctgacaatt
gagctgtgga
gcctctgecag
cggttttcte
tggaaagtcc
tacagcccgce
ctcccacget
atatacctct
attccctect
cttcaagagc
cgtcccacac

cccggaggga

120
180
240
oo
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



gttgaaggag
caaatggcta
gatgacacca
gtcgatggag
atcéccaggeg
tcggctcaat
agctggagcg
aacgagatcg
gacggcaact
tactaaactc
agaaataccc
ggaacctgaa
accccacagg
gtacgccatt
agccggcegcec
cttcatcgac
ctggatccag
gttcattgge
tggaccaagc
attctgaccg
cggatccatc
gtgacaagga
agaggggcgt
ccettttett
tgtgtgtgtt
gatggattaa
atacggtgaa
agtcagttat

ttatattctg

aatccaacaa
ctaatacata
tcactccect
acaacctcgt
atgcagggga
acgtcctatc
tctacaccgce
accccgagcet
ggactaccgﬁ
accgcagctc
cctcgectte
atggcactcc
aagcaccggg
ccctatccecece
gcctacgacg
acggacaacg
ggcgatgact
gatgcgtggg
caaacccccc
tgtatagttc
cggcecccagce
ttatcgcata
gcccagtcgg
cccecttttt
tagggtcacce
tcaggtattct
tccggtggtyg
gatcatgttc

tttgcagtgg

ES 2368 285 T3

tcccgtgttce
cgagtcggac
tgcaaaggac
cgtggcaagce
cgacttcaag
caactctacc
cagccctgac
tagcggccett
aagtctatcc
caaggatgga
ctcatccacg
aaggtcttcg
ttcggccage
aaactccecct
acctaaccaa
gcgtcgecgce
ttggacgcaa
tcgagacgga
ttttctecece
aacggcacct
cgegtecteg
cctgtggcaa
tttttgaatt
tctcccatga
gggcaagaaa
ggggtgggag
gatttgaatc
tggctgggtce

ttactagttg

tcccctgata
cgcaacgtgc
tgggaccgat
caagatctag
cccacgaact
ctcectegtca
gagggcgtga
agttcctccg
ctccttgecee
tcacctaccc
gcggeccccga
ccgaccaggg
agctcacaga
cttaaacata
agecctggcaa
gggtcccage
gttcaaggcyg
tgagttatgg
ttacaccatt
tctggcaagc
catacagcac
atgggattgg
tccecggatga
ttatgggtgt
acagcctcgt
ggtcgaatcc
cttgaﬁcatt
ccaggataga

gtagatcagt

53

gcgacaaaat
tatacgtata
cgcctagcecte
gacgaaccag
tcaccgacgg
cgtccagegce
tcaacacact
actttgaaga
ccaccaccac
ccaagacttc
agacgcctgg
atacgtegtc
cgctatccaa
cagctaacaa
tacgtgcacg
ttcggcgegt
ctggttagcc
tttgttgagc
acccctatac
gcgcgacgca

cceccecagcetce

actgtttaat

ggatcattgg
tgtggatgct

ctggtatcag

tgatgcgatt

ccetgttget
tggacggtta

tacgagatga

agcgtactte
ctccategee
cgtgacatgg
acttttcgcc
cggctecegtyg
cttctggaca
ggcctcagec
gttctacttt
atcacaaaca
gactcatcca
gcggatgaat
gtccagccaa
cttaactgga
atgaaataac
atacctacga
tcatgatcac
atgatggtéc
atgaggtgag
aaatatgatg
ttccacaaca
gtcatccaca
acgctgecagg
tatgttcata
gatgtagcta
caggtgctgg
gctttggagg
cgttactact
ttactggtcg

tgtatgagac

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480



gacagaaaga
agtgattgat
accaaccaac
aactagacca
gaaggaaaaa
tttctcttte
agaaacgaaa
<210> 4

<211>

<212>
<213>

DNA
<400> 4

attgagtagg
atgttcggga
tagcgcgtta
cagccccagt
taataaégtt
ctcaacctgg
gtgaaatgag
gctttectcea
agacttctct
agctaggcaa
gtggaacact
tcgacatcge
ttggaggacec
cgtaggttgce
ttcttggagg
gagctagaaa
ttcteectget

ggcagagcgt

3139

cttatgctta
aactaactac
caatcaaatc
attcatcaag
caaatcatac

agcctttcca

ctgecgetett

gagaatatgc
aaggtttagt
acttgtggaa
gcgatgatgg
aaaaattaac
cttataaaga
attceccttct
cgttcccagg
gatccaatgg
agacgtgcca
caagtggcca
tggtgtcaat
agttctgett
tcacaatgat
catctactaa
acagcgatgé

ccagcacggce

ES 2368 285 T3

tgttgggagc
tgtctgactg
aatttctggt
gacagggcag
acaag;tttt

aatgagagga

Aspergillus niger

tgattctttg
ggggatgcta
agcctgagat
cgcgtcgaag
ggactgccge
tccgattgtt
acgttggagt
atctttctta
ctactaacgc
aaaggatctt
tacgactaca
gcgaccaaga
tcgttcgagg
tgataccgca
ttgatagctt
cgttgtacct
cgccacccgt

tttgggagaa

tgetteattt
tctgtcaacc
tctttcttct
gacaggatct
gtacaatcaa

aggacagaga

cgaggtacta
tgcctgttge
ggattgccga
atttacaaca
aaggctgtca
ttgatttgat
accggctctce
aaatcctctc
tagcctcact
gcaacttgac
cggagtcaaa
aaccagtctc
gcecttggget
tcttatgctg
ttaacaaccg
ttatatagag
gaactcgtcg

atctgggccce

54

gtatatcaat
gctatactaa
cttctgtttc
ggtatctgaa
accataagaa

aaatacaaag

aacccaaaca
agggatgatt
tctccgaccg
ccatgccaga
atttgggggc
catgggagat
aacctgtctt
attagacatc
agctgcactt
cacttatccg
ttccagcaag
ggagcccatc
ttatggagag
actgacattg
gtttgtcget
gcgttggaaa
cccttcaage

agaacgcaaa

Ctattcttgt
cattatacca
ttcacctcge
cggaacaacc
tcagtacagc

atgataccct

ggcaattgag
atctccacac
ggccctgect
cctaactagg
cgaactcagc
tacagtctac
gtacctgcaa
atgacgaggc
tcacaagcag
gcattgatct
acactgactc
atatttaact
gaatttcagg
ttctctagta
cttectttctt
caccatccceg
tcctaacgac

catcgcacag

3540
3600
3660
3720
3780
3840

3850

60
120
18Q
240
300
360
420
480
540
600
660

.720
780
840
900
960

1020

1080



gcatgctatg
gacatcatgc
aaatatcacg
tacggcacta
gcgecttgacg
gtttgcccga
gttgtggacg
ctctgeecta
atgctggaaa
tggagcgacg
acctctgagce
gtatacgaca
gtcggcacgg
ccgtacgtca
atgagatgcg
gaagtcaaga
cttccecgeag
ggatacggtg
cctactgatg
gggcttactt
ctctgttcac
agtcgaggga
gacgcaggat
tggataatgt
tagagtttag
catggagacc
acaatactca

agtggagtga

ctacgaacaa
aggtcgctga
gctgaaccga
caatcggtgce
gagtggacaa
tctggtatga
tcgacaaagt
tcgccaagga
acctcaagta
tcaagtcgac
ttctttacta
ccatcaaatc
ccattacatg
aagccagaca
cgcagtggaa
cagccaaccc
cgaagaacct
tatgtttata
atagcatact
caccaatggc
gaacttgacc
tgatgcgact
gtggtaagcg
tcttcatata
ttaatgttgce
ggaacttccc
gtagtttgga

atcaggactg

ES 2368 285 T3

tcaaactggt
tgcgctcagt
gtttataétt
tgttctcgea
ccccagagag
ttcagacagc
tttcgaagga
gtacaccagc
caacccgatt
catttttgag
cgtgcaaacc
ctacggtcaa
ctccgacaag
ggctctgacc
tccgaagatg
ggtgttgatt
gacagégacc
cttccecctte
accctgtcta
acattgcccg
tacaaggatg
atcctcaagg
catgctatag
atttattctg
aagggattgt
tgagtacaga
tgtcgatagc

tcccacaaca

agtcttattg
ggaaaggata
ttgctgacaa
gccatgttcce
gctctttatg
taattecttc
ttctgcacgg
gccgceccaact
gccattceceg
gccatgtacce
cgcaacacaa
tcggettett
catcgatctg
aagatcggaa
ttcgccaagg
ctgagcaaca
tttgagggaa
tcatcatatc
tgccatctct
ctgacégaac
tgtggccgaa
ctttgatgtc
atggggatgt
tgecegattcee
atagtattta
atttcccatc
attgaggcaa

atccgctgat

55

gaactagctt
gtttggtcaa
tctacacttt
cggatcgaat
gatagtgagt
cgaaaagcaa
gctgcatggce
tggaagccgce
aaaccggtgg
tgccaagcetce
cgatccttgg
tgacttcggc
ccaccattaa
gtgatggctc
agcgctactc
cttacgatcc
gtgtcttgcet
aaaagtgagc
ttgcactgcc
ga£ctgccag
gagtttccaa
ggtccgtgat
tgaaaaccca
ggcatacgct
tttgtacacc
taggctttta
gtaccggttg

ctgaatgttt

tgctgcaagg

ctactggggt

aggattctca
ggggaatgtc
ggcccttgaa
cgcacaagcg
cgcaccggac
aatttacctg
aatcgtaact
ttggcecttg
caactctgaa
ttccgatgag
agaggtcctc
ggacggcgac
cggtgacttt
agcgactcct
cgagcagaac
aagcagctaa
aaggeccgtcc
gtggacgtgc
cggagcgttg
aagatgtcgc
aagcgatgac
cgtcatgtaa
aacagcgctt
tttaactttg
ttgttttggt

gatgtttcga

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



tctgaggtat
gaacattact
tctctcaatt
ccggteggat
gctgacattt
gatcctctca
cttcagcact
<210> S

<211>

<212>
<213>

DNA
<400> S

atagcagaac
aaggcatgga
cagatggtgt
tgtggagtca
tcggactccg
atcttceccag
gcagagactc
ttctgtccce
tggtggccege
ccaccaaggg
agactgatcc
tcttcttctg
ggatcaatgg
aggtcctggt
cgccaatggc
catcgaccag
ttctteccaca

tatgttctgt

2940

ctgagctgcg
agccttggag
gtcctaccgce
aatgecctgca
aatccatgca
téctttccct

cggcagaca

agaacatgta
acaattgctt
gaagaagatc
taagagtaat
tcggctctge
tcacctaagc
ttgataaaaa
atctggtctc
gctgcccgtce
atatctcgac
cagtgtcaag
gttcttcgag
aggcatgtct
tcctecteca
tccgtctaca
cccgtgcaga
gacaatgtta

ggcacttact

ES 2368 285 T3

agcctccaaa
gctttgaggt
tattgagtga
ttagtattgg
caccctgaat

tatgtccttg

Aspergillus niger

tcttgtcaac
ctgacccgga
tgtctgttag
atcgaatatc
cagcgatcgg
actgttacte
gggttgggag
ttgttgtccc
tccecgggecece
atcccecgtec
agcttctceg
gcgcgcaace
gaccccggtce
tgatcggctt
acaaccccta
ccggcttcte
ttgctctgee

cctaccccaa

tcggcaacce
ttagctgcag
tctttagtgg
ccaacagagt
tacctcgagce

cccacttget

gaattgattg
accgcggatt
catacttcat
atagaatggg
caggtcacgc
cactcttcte
catgctttga
cgatgtacta
agtttgtggce
gctacaaaca
gttacgtcga
aagatcccac
attatttcct
gttccaagag
ctcctggaac
ctacagcatt
ctccceccgec

cgtgagectt

56

catacttcag
ggcggtcaaa
atgagtggaa
attccatcaa
ttattctecgg

ttacagattg

atttcagcac
gcaaggatgg
aagttccaag
gttgtcttge
gtctgcgtaa
tctttgacga
atttcttcac
ctctctctgy
teccgeccacg
ggtcceccace
tg&cgctgag
cgaggctccc
tccaattgct
cacggcccat
aacgccagca
ccggttceccg
tgccececgace

acggctaatt

ggatattcca
ctaattgatt
cggagaattc
cgactcccge
tcctacattt

aatccggatc

ggaaatgttc
atatgtggat
gaggagtaaa
taacggtgaa
cttggtactt
taagaagata
tccgagagcet
gttgctgcct
gatctcatte
ggcatttagtg
catgagcaca
ttgaccgtct
aaccgttcgt
gcggcattga
acatgctcta
gctatgtgga
atgcagcgga

ccaccgacaa

2820
2880
2940
3000
3060
3120

3139

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

1020

1080



cgccgeccec
gcgcgaaacc
cgagtacatc
cagtgtgatg
ctttacggta
tacaggtata
tgatgtacaa
cccgaggceat
acétctacga
cgttccctta
gcgcatacat
gtgaégacgg
tcacggtggt
ccgtgtegtt
cctcggatgg
tgtatgagag
agcgcgtcat
agacggtgag
tgttggattc
ggctgaageg
gtgcattgaa
ggggaagcta
gccattttat
ttcaatcgca
caaactgtgc
caagcctcat
accagacaaa
ttgaggcatg

tcgacatcgg

aacttctacc
ttccacttca
gaggagcaga
atcggcaatg
cactacctgg
tcecgggcaac
caacctctat
cgacgagatc
catttactec
cgagttctac
caattacacg
gcgactcatg
catgtacgcc
gcaggtcaag
agtgacacac
tggacatgag
tggcggcaag
cacgcccaag
tctggcgacg
gatgggacca
gtacattgtt
caatctaaac
gatcaggcta
acccaaagga
gaagatatga
tcactctatt
atctggtctg
gatcgacacg

accaaaacca

ES 2368 285 T3

gcgecctaca
ccacggagag
acgcccatct
gctggtatga
tttctgatcc
acatacgact
ggccccggaa
tgcagcactg
ggtcgggatg
gttgactacc
gagagcaaca
aacaccatcc
ggggatgccg
gccgccaact
ggccaggtgce
gttcecttet
gatgtggcga
agttactacc
tacaacacaa
gctttgcggt
cagtgcaatt
gccatatctt
tctactgceg
accaactggc
gaagcaaagt
ggcttcagect
gcggggatct
cgacgaacat

aggaaattcg

gggttttatg
ttatggcggce
ccagccggga
cccgattatt
ttatccttac
acctgccatt
actgcctcega
ccgacgattt
agtatgactt
tgaacaaagc
acgctgttgg
aggatgtggg
actataactg
tcagtagtgc
gccaggcggg
atcaaccctt
cgggaaagat
gggagggcaa
ccacgaatgc
ttcagatgta
accgatcatg
tcgatgcaga
gtgattttat
tgtaaaagac
ttaaacgctc
gaaagaagag
ggtggggacc
gcagtggagg

tattcatcga

57

ggcgcatttc
cactacgggc
gccaagaaga
caataccagg
agcctggaca
caacaagtcc
ccagctctac
ttgcgccaac
tcgtgaacte
gtccgtgcag
actcgcecttt
caagctgctc
caactggctg
gggttacacc
gcaatttgce
gcttgcgetg
tcccatctcyg
cagcacgatt
tccgaaccceyg
gatctgaagt
gctagctgtg
caccttacga
gtagtgttgg
acaacataac
ccaagccatg
gataaacatt
cgaatccaag
gccgctatcg

tcgatagttce

ctcagtactc
ccgtcttcaa
tccaactggg
cctactacaa
ctaatctatce
atcagctcgc
gactgcgceg
gaggtcgaaa
actecggace
gccgccatcg
tcgteccaccg
aaacagggtg
ggtggggaag
aacattgtca
tttgtgcgag
gagatgtttg
tcgagtttac
cagtgggagg
gtgagccgga
acctgcgatt
ccgececcaaag
gccatgaaat
aaattttctg
tcgccagage
gtttcecctgt
caggggtaga
ttgcgttagt
ctgttttgac

ttctcatctg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980'
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820



ES 2368 285 T3

gcaaggcatg gatccgtctc cccacttcag ccggtacctc ccggcacaac aaaaggagea

tggcagcctg atttcctgeg ttccaactgt tegteggttg atctccctga tcaagtccag

<210> 6

<211> 4550
<212> DNA
<213>

<400> 6
tgaaccatca

gaaagaggta
cacaaatact
ggtagctacg
tcgtatataa
ggatcgcatg
aagagccaat
actgcagctq
ctctctgttg
tccacaaaag
ctacctécgc
ctctttatcg
tttctcgcaa
cggcecgetge
ctctcagctce
agatggattt
ccgaacggcec
cgecctgecaa
ctgtagggcc
aaagcgtagt
gtagtcaggc
acgtggtttg

gttgtacatt

ggtgggacca
ctggatatat
gttggcgatce
aacgatggga
tagagatata
aattgctggce
cagagggcgc
gcctgacttce
cagtctctct
gagccﬁactg
cgcgeccgecyg
ccccatcacc
tcctaaattt
aacgccecggt
gctcattata
gaatggagac
cgtaaagcac
tgggactgta

tgctcaggec

gtctatccac

tactgggttt

cccgggacct

ccacatgtgg

Aspergillus niger

cagagcccac
cgggtactte
gaatgggacg
ggcggaggtc
tattéattgc
ctgaatgatc
caatcggggt
agttcctttt
tgttggggag
tctgtcgeta
ccgecgtceat
aatcccatcg
cctgcctatce
gtcaccacga
cactctacga
gcaggcgcca
cttcgcececg
tacgatgtgg
gactcaccgg
ttctgtcaga
gtggtagatg
ttctggggat

atcgccttat

cgtccagetc
tagctccagg
aacatgtgaa
cgagtgtacg
attgcattgce
aggtcagaag
gtccgecegg
cteccttecte
tcttgtgaat
cgaacaattce
cgccgecgece
gatttacttt
ggcgctctag
gcatctgccece
gacccegtgce
agcgcaagceg
aatcgagcgce
aggatgatga
aatggcaagc
cctgetectt
cagagaatgg
actgcatctt

gacagtgatg

58

aaggcagctc
tcgtgaageg
tgttagcacc
atagagctgt
tgtggtagaa
acgccgcage
ttececttttce
acggtcctcg
gtcttgcgtc
tgttgcgagg
tggttctaat
gtégcctgcg
tcgacacttt
tggtcaggcg
tatacgtatc
cagctccatc
attgacaccc
agatgcgagt
taccatagag
cgacacggag
gtacatattg
tgataaccat

ctgatttgaa

tctattcgaa
ttgcgagata
agaagtggat
ggagatagat
aacttgtttt
tccgeccggac
agtgtctgtc
tcattcgcce
tggctccaca
gccgectgect
acttattcge
aggtcactag
tctttgtgce
cccgteceget
cgtaccgacc
accacacccg

ggggattcga

cgtctgctgce

gaggttgtga
ctgtccatga
acaaaccgac
gaggaagtat

ttggttacta

2880

2940

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

1020
1080
1140
1200
1260

1320

-1380



gtgcgacgtt
cccgaaggct
agtgggatca
tggtgtcatt
caatacgaat
agttaacatt
gacgéattac
agagecctgtc
tcgtceggttg
aaccagcatg
ggaaggagac
tgacatcctg
gaatgtggag
gacggtggcet
cgctactcgce
gtcaggatgg
ggaggtgatg
cgatctccac
gcgactggcet
tatcccagct
ccagcctgct
gaagctggac
gaagggtttg
cacggtggcc
ctacagcatc
cgccaccgac
ccggattgtc

cgcgtccgca

cgtcectgtgt
attcgatata
gaaattcgcg
agtcggctgg
tacatccagg
gatggccatg
ttcctececte
acgcgtggaa
ggcttgacgce
ctggtggceg
gtgctcctge
gattcgagtg
attgagtgcc

ggaggcacgt

-ggtgtctacg

atcatcgact
cgaacgattc
acccgaggéa
gtgcgcaacg
cttcctececgg
gcggeccgaca
ggctaccccce
gtggttgtgt
gactccatca
atccagtacg
tacatcaagc
gtggccaaga

ccgegetacce

ES 2368 285 T3

atcgggaccc
tgaaattgag
ttgtgggtaa
atagaaacgc
ccgccgeage
cgattgctct
tggaccgacc
cgattcagac
ctgagtggga
agatcatcct
aggtcaacgg
ttgggcagac
aggttggcga
tccataacct
tctgcgaggce
cggtggacaa
ccgatcgtte
ccagcatcgt
acgacaccgé
ttccgaggaa
ttgtgcacag
aggccaagaa
cgcgagcgat
tcgtgaacgce
acccaagcct
agggacagga
ccgcecegtaac

gcgcgatcaa

tgttcacgac
ggaactgaaa
tgatgcagga
gcccgaatac
agctagcggt
gcaggccggt
gctacgcgca
gcagtggatc
ggcgaccgtg
gcctgaaggc
ggtgcttcte
agtgegtctg
cctgcatgcece
gtcttaccag
tgccggctcce
gcggcccact
gcgcgtggtce
ctatatcgat
tdtgtgggac
agccgattte
cttcgtacga
gactgggttc
cgtgccgtac
taaagtagtt
ggtgcaggcg
cacgatcttt
cgacatcacc

cctggacgce

59

tttggaattt
ctgcagccgg
gaaaaactga
ggcgatggct
ggaagttccg
ggtcgtgcag
ctggaatgca
ttgaagccegt
cgtaaagcag
ccggcggacg
acccaattca
cttgtccaaa
atcacgccecg
cagtcgcecggce
ttcaaactgg
cgcaatctgg
atctcgtatc
cgacactggc
ttttcggacce
attcaactcg
gtatcctgta
ggattggtcg
gacctctgeg
ttcctgcatce
ccggttcaga
gtgggattca
actgtttcta

atcactgtgg

tgaaattcga
atgcagctaa
gtattctgtc
acagtgactt
gcagtcctgt
acggtgcagé
tccgtcgegg
tcgacgagtg
cgcccacgga
gaaagctcga
tccggttgga
gaggcggtca
accggttcgt
tgtatgccat

aaaacacact

atgagttcgt -

ggcatattcg
accccaagat
tcgcggaccce
atggégttag
cgatgcceccect
tcgatgcaga
acatcaacgt
cgctccaaaa
gtgccaaact
accagaactt
ttccagccaa

acaccggact

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060



cagcgggcag
gttgaactat
atttgcgact
attgcggatt
cgtgtcggag
catggtgcgce
ggagggtgat
tatcatgtac
gatccaggtg
tggtgctgtag
cgaagtctac
taaécaccct
caaccaattt
aagaagtgag
atgtgccecgtg
tctttacctc
tgtccgagta
aggataaata
acgaagggtt
gtatagtatt
tagtagaaaa
ttgtagatgg
tgtgatgata
tgagaagtat
acatgaagat
<210> 7
<211> 2660
<212> DNA
<213>

<400> 7

tgttctaacg
cttggagaac
ccatctcttc
ctgaacatgg
gaatggatcg
aaggtcgatt
atcatcctga
gagaaggata
ccgactgtte
ttgcagaaac
gtcagcgcaa
atcccttcaa
catcaccgcc
caaaatccce
ggtagtgacc
caccaaattc
tatcaaagac
taaagacggc
tgatggagtc
ctgtgatgag
agtéaaaaat
atgtattgtt
gcattagtct
gttgctcgac

aattttatcc

ES 2368 285 T3

gtgtcctgat
gcacatctaa
ttcctgtcect
agagctacgt
agaaggtgac
gcccaccgec
ccttggacgg
cgctggaagc
caacagagga
cacaccatgc
gagtatgctc
cagagtcgcg
gtaaacggcg

gacaacacat

«gtgaégaaga

agagaatgtg
cagtcccage
attgcaccgg
agtgatattg
catggctgtg
gggaaaatga
tcggatgttt
ttgatttgtt
aacccaagtc

aagcaaaaga

Aspergillus niger

tggcgaggac
ttcgcataag
gtcgaaggtg
ggtccagatg
gcaagctaac
tgggttcaac
acagctgatc
cctgattgtt
cctagagact
agtccgtcag
ctcacccett
gatcccccte
ttccaacccce
atttccgceet
acgatcatta
gagactaaca
cttccggttg
atgctgcgaa
agccggattt
ttagatgtgt
tagagattaa
acgtagtacg
ttcgtceccat
tgaaagtatg

agccccattt

60

ggagtggtgc
gatgtggaat
cagcagggag
agtcaagctc
ccatecgegge
tcagecggecg
acccgecgtcet
cgaaatggac
gaccgtgcgg
cagatttcta
aaccactgcc
ctaccaatac
gaacctggac
acgggcggtg
cgtatgccac
caataatctc
gcggaccgtg
cttgaacccqg
ggagtgatté
atagcagaca
atcggttcgce
tagtggctac
ctgcacatgt
aatgaacgaa

catcttattt

aggcattgtg
accatctagg
agatgccgga
gtatcatggg
atcagctctt
acacgttcéa
cggagttgga
aagaaatgcg
tcgtgttctg
agctacacag
atcaagtaac
ggcttggcce
cgcttcteeg
acattcgaca
aacccctcce
cagttcccca
tctcacgaca
gatgctatgg
aaggcggact
tggcttggaa
atatacgaag
tctatcgagg
actccgtata

tcgacaacac

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4550



gaatgcgctg
ggaggaaacc
gcgtgacttt
tcgaggecgtce
tteccttecte
agctacttgc
accceccccect
cgcaaggtac
tagggtttca
ggccgttcct
tgcggecgag
ccaggaggaa
cttcttcecg
ccgteccgac
cactggtgag
cagggtcaag
cggttatctce
tcaagatcac
cgcaatgacc
tccctcaccg
gtctacaatg
aatgtcggtt
gtctatgcect
cacattgccg
tctcacaaga
ggatacaccce
gtcttggacé
attgagtctt

aacaacgecc

aaaaaaatgc
gcaatgacgc
ctgcaaaggg
atcgcctaca
tccatcctct
tttttctatt
tgataacccg
ccatcctctg
gcaacaatga
cccttccage
gtececctgcgg
ctgaagtctc
gagagcatgg
tcgcactggg
aacggtgaga
aagaccgatc
gatgacaacg
gctttttata
ccgagaatga
gtctcttcat
actacgcttg
actcctacag
tgcttaccct
gtgaatctta
agcgcaacat
agtacgagta
agagctcctg
gctacagttc

tccttgecee

ES 2368 285 T3

tgttgatagc
tggtcccgtg
aaggcaccgyg
gcccatcgag
tctgggtttc
ttgatacttt
tgctgataag
cctactcatc
gagtccttcc
aggtccttgg
atcacagtgc
tctctgacga
atcagaaccc
accacategt
aggagcgcga
ctggctctct
agaatgataa
tgctctggat
tccecgetgtt
ggagcttggc
gaactccaac
taactctgct
cttcttcaaa
tgctggtcac
caacctgcag
ctaccgtccc
ccagtccatg
cgagagcgct

ttaccagecge

ctaaggtagt
ccatgagctg
catgtgattg
tacacctcct
cattgatcac
tgtgtcegta
ctccetgecece
ccatcaccat
agctgctatg
aggtaacggt
cgacgggttc
ggctcgtaag
tctecttttce
ccgeggetece
ggtcgatggc
tggcatcgac
gcatttgttc
atctaacgca
ctgtggctga
cctagcagca
gcgteecgtga
gtcagcgaca
caattccccg
tatatccccg
tccgttctca
atggcctgeg
gacaacgctc
tgggtttgtyg

actgggcaga

61

cacccgacgg
actcagctgg
gtcgecttce
cttctctecct
ccagtagctg
agttcacttt
aggtaccgta
ctcaattcat
ctggttggag
gccaagcacg
tccaagccgce
ctttgggatg
ctccccaaga
gacgttcaga
aagctggaag
cccggcecgtga
tactgtaagc
acttagggtct
acggtggccc
tcaacaagaa
tcttecttga
cggtcgectgce
agtatgctaa
tcttcgettc
ttggcaacgg
gtgacggcgg
ttcctcgetg
tcccggectc

acgtctatga

gcttgtgatt
ctgactcaac
gttcctgcta

ctecteettece

gtattttctg

atgccctctg
ccttcecagac
accggccccg
cggccacggc
gtgccgacca
tgcacgcatt
aggtggccag
agcacaaccg
gcgtctgggt
cctatgatct
agcagtacac
acaccttggt
cttcgagtct
tgggtgctct
gatccagccg
ccagcctgte
tggcaaggac
gcaggacttc
ggagatcctg
tctcaccgac
ttacccagct
ccagtctatg

catctactgt

tgtccgtggt -

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



aagtgcgagg
aacaagcccg
tttgacatca
gttccgggac
tgcaactggc
tatgcctccg
attggccagg
atggtcccga
gaatggttct
gcagatatgt
ttatatgttg
gtatgagaat
tgaataaggc
agtacgtaat
catgtagttc
attgaggaaa
<210> 8

<211>

<212>
<213>

DNA
<400> 8

aaaacgtgcg
gcagatcggt
gccaattgta
acactccegtc
‘gaaacttgcc
atcatctaga
cctectgect
tccattctce

gcaagcagtg

atagctctaa
aagtcatcga
accgcaactt
tcctggagceca
tgggcaacaa
ctgagctgga
ttaagtccca
tggaccagcc
aaagacgtge
ttcttaacga
catggtatct
gaatcgatcg
ccggccagta
caatggttaa
gccactgaac

ggacgatttg

1680

cactgcacce
gcctgggcaa
tactcactag
gatggattat
taatctagtg
gggatataat
ctttattatc
tctcattcat

tcctagegge

ES 2368 285 T3

cctttgetac
ggctgttgge
cctcttccac
gatccctgtc
ggcctggact
ggatctggtc
tggcaacttc
cgagtcgagt
taccaccgca
tagtttgagce
atgagttttg
catttacacg
gtttacatac
aaaaaccact

gcacccgtat

Aspergillus niger

actcgttccg
aaccttgata
agacacttga
gtgtccecegt
acaagcagaa
aaagtcgtgce
gataécctct
catgaagttc

tcectgetcee

tcggctatgg
gctgaggtca
ggtgactgga
ttgatctatg
gaagccctgg
attgtcgaca
accttcatgce
ctcgagttct
tatagacttt
atgcttgtca
tcactatagt
catataaata
agtgtagaaa
cccatagaag

atcgtaaacc

gctggggtct
aaaatagctt
tgattcagtc
gggcacgcgg
aagtcaaagt
gtttatgacc
gccactagceg
acaaattatc

cgcacecggtt

62

gctacgtcag
acggctacga
tgaagcccta
ccggtgatgce
agtggcccgg
atgagcacac
gtctctatgg
tcaaccgetg
ctggtcattt
atgcccacta
gcattataca
gtacccaaac
actaggcgta
ccaagccata

agcagaaaga

agaaatctgg
gttcgatctt
tgtgacgtac
agatcgggga
catccgcatg
ttgcaggaaa
tcgtacatca
tcttgacgac

tggaggacag

cgactacctg
ctcgtgcaac
ccaccgcctc
tgatttcatt
acaggctgaa
gggcaagaag
tggtggccac
gttgggaggt
cggtgacact
gtccecgatcec
tttgtacttc
cgtctggaca
cagacgtctc
agagcctact

gaaaaggaaa

acggtcccag
gagttagaca
gtgcacctcce
catcagtcga
cgacttgcag
cgaccegect
cacttcacaa
tgcaacgctce

actccgtgece

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2660

60
120
180
240
300
360
420
480v

540



cggtcattgce
gagaattcca
tgggcgggcyg
acctttcgtg
tgggtcggga
tacgtggaaa
tatgacttcg
tcgccaagtc
acgatcagag
gaggatttcc
tggggcgtgce
gaactgaagc
acggtgaaat
atctttctce
tatttcggta
accaagaagg
gcttteetta
cccacacata
ccaagttggc
<210> 9

<211>

<212>
<213>

DNA
<400> 9

ttacatgctc
gataacttta
ttggcataac
aaacgtcggt
ctttttagga

taagacacct

2590

agcgtcaatc
gactcctcga
cagtgcgega
taccagaacc
tagatggcga
acgggcagac
acctagatgt
aaggtgtagc
ccccagetge
égtctggcga
aagcacaagg
agggcaacga
atacgagctg
ttttggacgg
gtagttttaa
ctatatggcc
tatatatcta
cagttaatca

gcgcteccgge

tgtgtgttgg
ccgcgtctct
cgacatttﬁg
ctctttggtt
gcgcagagga

ctgtttggaa

ES 2368 285 T3

acatcctctg
agccgacgag
gcaaccacct
cacggcgcéa
cacatacagc
gtacaacgat
aagcacaggg

cactattgag

gacagctacc

ctcaatggtc
aggagggtct
agtgttgaca
atgtgatggt
tgacataatt
ggttgatact
ctcgggtatt
ctttccattt
tgtcccgtat

cgcgetctet

Aspergillus niger

taaacacgct
ccaaccggat
aaaaagtatc
tgcatcgaga
cggtttctgc

ctgcgcaggt

gcacctattc
aataccaccc
ccgcaaggca
ggggggagcg
aacgccattc
gcctggtatg
gacacgatcg
aacatatcga
cttgccggece
gatctggctg
acatggggtg
gacgtggagg
atatggtcge
tttctggttg
tccagcatge
cgccgeattce
ccccaacctce
ataccaacta

actacccgct

gtcacattct

tgatgaaact

gcgggcgaga
gacatagata
ggcgatttga

accagaactc

63

cacttgacac
atgttacata
cgtattctgc
gaacgcaggc
tacagacagg
agtggtaccc
tcgccaaggt
cggggaagaa
agaatgccga
gctttggega
tagatgatgc
tgcaaagtga
atattctcat
attttgaaaa
gggctcggct
taaggtcgca
attcttgatg
agccgagcat

cggtcatccc

tcatgtcctc
atcaacaggg
agagagcctt
cagttgaccg
tccgcaggcg

gaaactaatg

atccaccaaa

cagcagtaac

cgtgtcggea:

tgggtcggcec
agtcgacttc
agactatgca
ggaagccatce
ggccacgcag
ctggatcgtg
gatcagcttc
gactattgtc
tteggecttt
ccttcgacta
tgcecttgatyg
attgggagga
tgcecttcteg
cgagaatcta
ttcagcgcag

gctgcggett

tggattgcac
ccccgeatta
tttcgacaac
cggcgegaca
agcaaaggtc

cgacattcga

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680

60
120
180
240
300

360



gcgacgatga
gccacagctce
aaaggcgcag
tacaaggcgg
ggacggcata
aagatcatct
ggggattgag
ttttacaact
gttceccgagce
cctaagacac
agcgaagact
agcaccaagg
tacgcgcgct
gccgacttct
agcacagagg
actttctaca
gacggctcga
gaggatcttc
gaatacacag
atcttcagca
aggacccgct
actgagggcg
tttgctegec
aaatgggatg
agcaactatg
gccctaccaa
ctgtctttge

cactagggtt

tatatgtcaa
ctgattatgt
ctcccececgece
acttcgagca
tgaaacgcaa
tctcttgget

tcgeettecac

tccaccacct

aagtcgatgc
aaaccagcct
gcttgacagg
caagccccga
acagtgacct
ccgtagtatc
ccagtctcga
ctaccgecegg
ccaacgagcc
ctgcagtgct
aagccacgtg
gcggagactce
ttcagcctat
tcgggccgga
cgtcgtacca
gattgtataa
taatcaggga
gtcaacaatt
agcagtcatc

tctgaatcct

ES 2368 285 T3

ctatatcctg
cgtggtagac
atttactccg
gaaagtcatc
cgatgtcatg
tgagtcggag
agtccecgttg
ggaaacaaac
tcatctgcaa
accgagecctce
cgtgacgcce
ctcgagaaac
cgacgagttt
gatcaacgga
catccaatac
acgtgcgcca
gtatctcgaa
tagcacgtct
caatttattt
gggcgtcgga
cttccecggeg
aaaggctgtg
gaatgcgagt
tccagacgga
ccatgggcaa
gaaaatcaaa
tctcgactga

tggctgtact

ggacttctgt
caactgaaca
atgaagttct
gatatctcga
gcctttatge
catgttccac
gcccaagcac
acaacccaaa
atgatccagce
atgccagtgt
atttgectte
gtccteggaa
ctagcegtat
ggccaaaacc
gccctcteca
tcecgtetcag
cagctccagt
tacggcgagg
gcccaattag
ggatcgtgtg
tcgtgecegt
gacttttcga
gtggaagcat
cggggtattc
tggctacaaa
cgagctgata
acgctgcacg

cactcgacca

64

ccctecttaca
gcaﬁccccga
ggttgtcgat
cacccggtca
gcccatccga
caaatgccat
aatcaatgét
ttaggaccct
caacgactcg
cggttaacat
gécagctcta
tttecggcecta
actctccaaa
cacaaaactc
tggcatttga
actcgggtac
atctggtggg
atgagcaaag
gtgcacgcgg
tatctaacga
ttgttacatc
gtggagggtt
accttgcceg
ctgatgtgtc
ctgcgggaac
atattacagt
tctcgagcag

gcaaggattt

caccgctgta
cggatggaca
gcatcacgag
ccgggattat
tcaggtctca
cgaagatcgc
gaagaccgat
caagtactcce
cttcggeccga
tgatgaaata
tggtttacct
tctggaccag
cagcgtagac
acaagaggga
cgctaacgcg
ggtgagcacc

tctteecggac

tctgccggag’

ggtctcggﬁg
cggaagccag
cgtgggtggg
ctccgagege
cttaggagat
ggcccaggct
aaggttagtg
gctgececgece
ggtaaaccta

acggatattg

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040



tagacggcgg
gttggaatgce
ctctggagca
tgatgttttct
gtaaaacaga
atctccagaa
actaccaact
gatcaagcectt
acttactacg
agtaagcact
<210>
<211>

<212>
<213>

10
DNA

<400> 10
ggtacagtag

ctaatttggg
tttttggtca
aataatattg
attgcgtggt
tcggactccg
agtcgttctg
cggtccgaat
ccgataagca
tccgtetege
ccagcatgcyg
acgcgattgt
ctggctccga

ttgaatccaa

accaggagga

3080

atcagtgggt
caccaaggga
gttggcgcag
gtcccctaaa
agctggacaa
tttgctaatg
ttacccgtta
gaaacaaata

ggtgagacat

tgggttttag
gccatcgctt
ggcattggca
agtaatagtt
tggcaggcag
ggtgggaatc
gggtgcattt
tgacccagct
agtgcggcca
c;gcctagcg
ttcttceggt
ccatgaaaag
ccaccagata
gctgaaagac

tgtcgacacg

ES 2368 285 T3

tgtgacgggt
tgggatcegg
tctgcttagt
tgtcaacgcc
tatgcagaaa
gttgtggtac
attctaccgce
agcttaccga

cctcaccegt

Aspergillus niger

tttggatgta
agggaagaaa
atactccaag
aatcaattgt
catgttgcaa
agggttggag
gcagaatctt
tgétagccgt
atccctcegtt
aacaattcga
ctctacacag
ctcgecgegyg
agcttgtcega
ttgtcaacac

ctgttcccgg

caaatggagg
ttactgggct
actgcggcgyg
attaattctt
ttagagtaca
tcacgtcagg
agtagtaatc
ccgagaccca

ccgtaagatc

tctggagaca
aagaaaggaa
cagcttgcca
cttacaggat
attgcaacaa
acccattget
tggacgaatc
tggagacatg
ccttetgget
actctgtgtg
cactcctgtg
tceecctecegg
tcgecgetgge
ctggcgaatc

tggccagcga

65

agctcttgte
ggggacacct
gatggcctat
ctcaagtgcg
aagctggaga
gtgctcgagc
tagaaaatac
tacagcctcg

gaaaggatta

tcgatgcttg
ggatttcatc
aagtgagaaa
aatatgggaa
cgcgatceccg
tatcaacaac
agccttttgt
caatgatgce
gtctcagaaa
tgttgtccct
ctcecetggcec
ctggcatcat
acgcaagaac
gcaatacggc

caaggctgtg

ccgtatgcca
ctgtatcaga
tttgtgtcgt
attagatttc
cagaaggtcg
acaccagcta
tagataagct
cagtacaaca

ctatacacgg

ttcgccggeg
tgccgecggea
tgtgcttatg
tagcattggce
gcgatcgecg
agccgacgcce
cagtatcggc
atEgtthgt
agttataatg
ctcaaggtct
gcctcgacca
gtcgaagatg

ctcgatcagc

cagtggctgg

attaactggc

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2590

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

900



tgcgcagcgce
cggtcgataa
cccagagatt
tcatctcecce
cgcaaaagat
tcacgctgte
cgggcagcaa
ccaagttcga

gcggtgtcaa

aattgctcgt

cgtgagtatt
cccgacceeg
gagtaccttc
gacgacgaac
agaccgttcc
gcggcatcag
tccttgceatce
gacggcacca
gccgtgggag
ttcagcaact
caccacatca
ggatttcctg
gataatacga
gctacggctc
tgaacgatgc
atagcaaggg
gcattgatcc
99aatgccac

tgaggcagtt

caacatcacc
ggtgaacaag
gcgcacaaca
aacgaccttc
tgacacccat
ctgcctgaag
gctgggettce
gaagctgttt
tgatcagaat
cggagttgct
gaattcctag
atgagccgag
tctccaagcce
aggtacgacc
agagtactac
tgtcctcgag
gaaaataccc
accgaaccca
gaacaatgtc
acttcgagecg
ccaacgagac
acgttgctgc
éatagggtct
cggcggtace
tcgﬁctgcgg
gtacagagcg
gcagaatgat
ggtcggatgg

ggtgctgtcg

ES 2368 285 T3

catatttccee
cttctcaacg
gagtactcca
ttcggcaagg
gtggccaaac
gagatgtaca
ggcagcttcece

aacctgccet

caatcgacgg

catccecctece
acagagcttg
tgccgeccgac
caactcggct
ccacattccc
gccaagcgag
tcgteccggtyg
taacagcagc
attcaacccc
ctatgcececcce
ggcgtggttce

caagcagtac

ccatagcttt

aatgacatct
tcagccgegt
gcgggcaagt
ttgactgatg
gagactgttg
gatccggtga

ttgtagatgt

gccagggcag
ccacctttgc
tcceggatga
aaaagaccac
gctccaacag
attttggcaa
tgaacgaatc
cccagagctt
cttecttgac
cggtgactga
aatcgaagct
aacgagaacg
ctgccceccaag
ccttceectgt
tctgcaacct
acgaaggtac
acaggtatcg
atctﬁcccgg
gaaatcgcct
cagaaggaag
tactcgcaat
gageccttegt
gcagatatga
gtccecetttt
ccacgctggg
tgacgggggg
ccggcgcgygyg
ctggattggg

atactatata

66

cttggtgaac
ctactaccaa
tctggtcgac
tgctggtctg
ctecgtecetgt
ctacactccce
cgcctegtat
ttcegtggag
cgaggcggac
gttcatcact
aattgtgtag
agccttacct
tgatttccaa
atgtagatac
gatcggactt
acttacttcc
gatctggetg
ccacctgtcce
gggaagccag
ctgtgcagaa
tcgccaactt

gagtccattc

ggttatctte

ctctgcgcta
tttcrtgaac
ccagtcgatc
cattatcccg
acttcctgac

tatggtatga

tttgcgacca
agcggctctt
tcaatcgacc
aaccagcggg
gccgatgtca
agcgcctcgt
tctgaccttg
ttggtcaacg
ctcgétgtgg
tctggcgaac
tcctttcatt
ccagtactat
ctcctatggt
taaccggacc
gttggcctge
cctgtcecctat
ccgaaccacce
ctacgtgact
ttccggegga
ctacctggceg
tagcggtcgce

ccagcatcat

tacggcgece

gtgggcatgc
ccecctgetct
ggatgcaatg
tgggcgcact
tttgagaagt

gattatgtat

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520

- 2580

2640



gtgatatgtg
ttecattttct"
gttatgaccg
cgtctacgga
catgcataat
atccaatcac
caatggccac

acaacacatg

<210>
<211>
<212>
<213>

11

DNA
<400> 11

gaggatgata
cagctagtct
gtgaatgtte
gttgcgaage
aaaagacata
agatcccccee
acaggagaca
tcgeecctggat
ttgcaccégc
gggggaaggg
catccagcag
aattcattac
ggcctgetygg
gccaagcgcet
ctcgecctta
attggcactg

tccggtggcet

1890

atattatgtg
cattaaacga
cttceccettcet
caccagtcag
tactccgtga
ttaacttacc
gcecgttgecy

cttcatgcgt

gtctgatggce
tctgcaggte
tctaccgett
agatgtcgtt
ctgcgatcct
gcctggeccag
ccatcgcttt
caatagggaa
agagcaggaa
agacgctgaa
catcaaaagce
cttccaaaca
ccaccactgc
ccacgaaccq
acggcaccaa
gttacactgc

cgagcecgega

ES 2368 285 T3

agagagaatg
gcaccttcat
ttctagagat
aagaccccaa
aacccccgaa
ccgcttctag

attagccgta

Aspergillus niger

cattccgcett
tgcagttgga
tgataccaga
cgtttgcata
cccgttteca
tceccgageta
ggcgecttgg
cgcgtcaatt
tcgggattgg
atggtataaa
atcttccact
tcatcccatc
tatggccgct
ccagagcaac
gaatgtggag
cgtgaccgcce

ggagtactgt

gtttagactg
acggtaagga
acatgcttcc
caacccacta
attaagcccg
cacggcatag

gggccagttg

gaggcaaagt
caggggaact
gtgatcgtcc
tgggagccga
agaatgcttg
agcgaaatga
caccatcagc
gcgtatetgg
cggatgtaga
accacgtcca
cagactccaa
aagatgaaga
cctctgacgg
ccteccttca
tacagctcca
gagttcgtcg

gcctecgect

67

tgcgtcatat
cctcagaggt
ccaccccgece
ttagtggcta
acaggégcat
ggctgagcga

tgaatttccg

gtgccccaat
tgagtgctat
cttttgecegt
agatccacgce
tacacttgaa
gcrttcecte
caccgtcggt
gtagtgttat
gaaaattcag
attccctacc
gcagctccca
ctactgctct
ccaagcgcca
agcectggeac
actgggccgg
tgcccaccece

gggtgggcat

acatggacag
tccteccatt
tcaacgcgac
gtaaggacga
agagaaaccg
tgcgatggtg

ggatcaccct

gtcacgcggt
tatcgccaag
cactcttggt
agggtgcttg
gtttttgtca
aatgctgcag
cctatcatca
ctgctcgata
cttcaaggag
agatagccct
gtecectctte
cttgaccgcecce
ggctgctcgg
caacgaggtc
tgccgtcececte
ctcegtgece

tgacggtgac

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3080

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

1020



acctgtgaca
agcttcgatg
atctcggccg
gccacgattg
gatggtgatc
tccctegtte
gatggttcct
ctgacctceg
tgtatggggt
tgagtgatgg
tgaaaagcca
gttgatttaa
tacgccttet
acaacagcaa
ttactgcatg
<210>
<211>

<212>
<213>

12

DNA
<400> 12

ttgttgtgat
ttaatgtccg
ttccccteac
ccctcaataa
gcatgcatag
cgcgcttccg
ctgcatcttt
aatgttcgta
agaataaggc

ccgtgacctg

3080

ctgctatcct
cctggtacga
gtgataccat
agaacgtgag
tgtgtgagta
cctttgccga
ctgttggcec
tttccgtcte
tcgggattgt
aaatgagagg
atagttcaaa
ttgaaccaac
aaaatattat
atcattggta

actatgaccg

tgctaégaga
actgggagga
gagggaaatc
tggtcctgat
tgtccccagt
aatgccggga
caaaatatct
cttggccgeca

tgcecggggat

ttccaccacyg

ES 2368 285 T3

ccagaccggt
gtggtaccce
caaggtcacc
cactggtacc
caacgctgag
ctttggcacce
tgaggatgct
cagtagcgag
tgatgcccecg
ttggtctttt
tgtctttatce
gttggatcat
gtatgtctgt
atccaggact

tgtctttage

Aspergillus niger

catcacattg
aatgagtggc
tggccatctc
aagccactat
tectttttctg
achcggcta
tcagaggagc
atataagctt
ggcctcaccyg

ccggagcccg

gtggactttt
gactacgcct
gtcgatgcca
acggtcaccc
tggatcgtcg
gtgactttca
accatcatcg
gtcgttgtca
atgggtgtgc
ggcceggggc
ttgttagttt

cgtatccctt

‘taaggttctg

cggggatatg

ctcatatgag
gttatccagg
ggaaatcaat
tgctgcagéa
ccgattaatc
agctttgetyg
cgatégctga
catggcggct
tgtccctgeca

ccecgecectcee

68

gtgtccaggg
acgacttcag
gcagcgacac
acagcttcac
aggacttcga
ccagctgcte
acatcgégca
agtacgtcta
tttcgacggce
tagttttctc
gatgttatag
agcgcaaata
actgttcaga

agcttcagac

tttgattgcg
cagctgcatg
ggtgtcatcc
cgcctatctg
tattgccaga
tagctttgct
gtttctcaag
tcaaccttcc
tgcaagggat

gacggcccaa

cagcgaggtg
cggcatctcec
caccggtact
gggcagtgtt
ggaggatgac
cgctaccaag
gaatgaggtg
agacgttgga
aatggtgaga
ttggtactce
tttgcettga
aaatattacg
tttatgtcaa

attcacccca

actgttaata
caatactaca
gagttgattc
tgccgttagt
cggactcegt
gcaggaacat
agattagatg
atgagaaata
gcataatgca

acccactgca

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1890

60
120
180
240
300
360

420
480,
540

600



gaatggcttg
ctgctctcca
catctcggca
caagtctgtt
tttgtcegtt
gtccaccect
gtttcctcte
gatccataag
tctcaacacc
atactctgtt
tggaaagtcc
cagcagaaag
gtatagcatt
cttgaacgag
ccagcagagt
ggatggtgaa
gacggagtac
ctaatggttc
cctgcagtac
caactcgtac
gacagaatag
gggcacacgt
atatattgca
gacggcaccg
gcggtcggeg
agcaactact
tacatctctg

ttcecctgacg

attaagttcc
cccagggtcg
ggcttcgecc
cccagcgact
gctctggcge
ggcaaggaca
gcagatgacg
gagggtggtc
accttctcgg
ccggatgagc
aacgctgcgce
aagagcagta
gactatacgc
tcggececttgt
ttcactgttg
gccgatcteg
attaccggag
agtccattca
tacgagtatce
ggcgatgacg
accgttccca
ggtatctcca
tcaagtcecg
acaagaccga
gcacccaaga
tctcgcagcec
cctcgacgaa

tgtetgcgtt

ES 2368 285 T3

ccttctataa
tttttgcttt
ttgccgececee
ggaagctcecgt
gtcagaacct
cctacggcca
ctgctgttgt
tgctgaactt
tgtacaagag
tgaccgggtc
gctcggegge
atgtgtgcga
ccgaggcatc
actcggattt
agactatcaa
atgtccagaa
gatctccgtg
ttccecgacgt
tgctggccaa
aagatgtaag
ttgcctacgce
tcctcgagtce
actgacaaat
attcacccce
cgtgcccgaa
gtcgtaccag
gaagtactac

tgcaggttct

ctaaccggtt
tgcctectta
tgeccctggec
ggaggctgct
ggaccagttg
gttcttggat
ggcttggctg
tgcgaccact
cggatctacc
cattgatctc
cgtgcgtgct
gtacatcact
gtcgggaagt
ggatctgtte
cgggggaatc
catcgtggge
agtgttccca
cgagactact
gaccaacgac
catccctgee
caccecgcgta
ttccggégac
acaggtgtgg
Atgttcccag
gtcgectggg
tcggatcagg
gagcagtaca

ccttagtatg

69

gttectegtce
accatggtcg
agcgtcgtcc
gataccagct
gaggagaagc
ctggacgaca
aagaaggcag
gtgggcacag
cagaagctgc
atctcgccga
tcgcagacta
ccggattgec
cgtgttgggt
acccagtact
aacaaccagg
atctcgcatc
aagatgcaat
accgacgaga
gagctgccac
tcccacacaa
tgcaacctca
tctggtacgt
gcggegeatg
gaacatgcce
tggacagctce
tggagaccta
ccaacttcag

tatccatccc

gttgtctgct
cctttteeceg
tggagaccgt
ccacaatttce
tcctggeegt
tcaatgagca
gcgtcaccca
ccaaccagct
gcacaacgca
ctgttttctt
ccaaggagac
tcaaagagca
ttggcagftt
ttgacattcc
agaatg#tcc
ccttgeceggt
tgaattaaag
acgagcctta
tggttatcag
atcgcctgcet
tcggccectgat
tgtaccccat
catgtccaac
gtacatcace
cggeggetece
cctggacaag
cggtcgcgeg

agatgattgt

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2160

2220

2280



atggacatct
tggcgggtac
ccecgtectgeg
gctacaagag
agggcgetgg
cagggctggg
gaggatactg
ctgtgtgtgg
acccttaaac
ggaccctgtt
agcggacact
ccttcaccac
attgtgccgg
ttccccaagt
<210>
<211>

<212>
<213>

13

DNA
<400> 13

accggagcag
ttccctgget
acatatctcc
agatgcgtga
tgagatggct
gtgcgatatt
atactgcaag
ctecttgetg
cactctgcct
agtataaagt

gacgatcttc

3598

gctaatgtcc
ttctggeget
ggccaacaag
cctgaatgac
agtcattcct
aacgcctaat
agtggacgtg
actatagaat
taaggataat
cgatcaactt
tgtttcagtt
cctgattatt
tcacatccat

cactcattat

aggaacaagc
tgcggtttgt
ctggcatagt
gaggattgac
gtctacccaa
gcaaaggatc
catatattta
aétcgctgct
ctgtccggaa
gaccaactag

cgtcgaacgc

ES 2368 285 T3

gacagctacg
agccctgtgt
acatccttgg
attaccagtg
tgggcgaget
tttgccaagc
cggagtgaag
catctacagc
caattgﬁtta
gaaacaagct
acccgcaagc
ctactctctc

tetttacttt

Aspefgillus niger

ggagaagcetg
gtatgttctc
acttttgtaa
cggggcaatyg
acacggagca
gggcgcggaa
aacaatgaat
ttacaagcca
acaatggctg
tgccggcgaa

gtgctaccag

aaacttatat

ttgcggggar
gcttcctgaa
gcgaggcagt
ggaatgccac
tgaaggaggc
gatatgtgca
ccacaaccaa
ccgctgtcag
taatctacca
ctgtatcéag
tctctctececa

cattctccte

aaacgtatga
tcagtatacc
acggtcgcaa
ccgatcgtga
gtgctgacag
actggagcag
aceccttcgat
tatttcggte
gtaatctgca
ttatgggaag

cattttcata

70

tgatggtcag
cgtcgecgetg
ccecttggetg
gggctgccaa
gacgggatgg
ggttcttgcg
aggcgttaac
ttagcttctg
tctcaaatcc
gcggcggtga
tatgcaagcc
accacaccat

ccttctctte

atgctgagta
caacgacttg
ccgggatgtc
ggtggaggag
ttcgctectt
tccgctaaga
ttcagcaggc
catgcgattc
tggaacttgg
cctgeecttgt

gtatgacggg

ctcggeettg
ctgaacgatg
tactcgagcg
ggcgatgtgg
gatccggcga
ttgtaagcag
ttataatagc
catagtcacc
gtcatgtca£
tgaaaccgcecc
ctacttaaac
tcttttctte

tcttctctac

cgagcaaaag
tgttggtctg
atcatggagg
attatacagg
taaaggcaat
tatagttcac
gctgcgacat
atctatggag
tgattcecgtt
cttacgacgg

tcegtatttg

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3080

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



atttactatc
ttgtgagaca
ggttgtactt
tatcctaagg
tc&ttcaccc
accccaaatc
atgcagcata
aacttcagca
ttctgtccat
tacagcagct
ccactttgte
tgacattgac
gaagcttact
tcacaggcgce
cacttagagg
aagctgcaga
ccaaagctaa
tagaaacaga
tccacggegt
ccatcgaata
atcgcaccat
atggacggga
ccggeggtgg
ggccatactc
tcttctacac
ctggcaactt
tcaacgcaca
tcececeggecg

ttgacgcggg

gatggtaaaa
acccgggaggd
cgacaatgtt
gcgaaccagyg
agaacaaact
atctttcatc
gggacattgc
gccgtggact
gtagacacga
cgactggttc
ggcgacaatg
aatgcggatt
gttacagatt
gttgccgagce
agcaagggac
ggggcggaac
gctagtctac
catgtatgag
ggttgactat
acgaagctaa
tgtcaccgac
caactacacc
ctcctatctc
cccaaacatg
agcaaacgcc
ccaatggaat
agacggctcce
tatgcgcatg

cattgtaatt

ES 2368 285 T3

cgecctectet
tcagccatta
ggacagccat
agggataggg
ctagtatata
ccatccacgce
ctttggttat
tggactccct
atcgatcagt
agaacattgt
gagttgcaca
tcaatgttaa
ggaaaagatg
agccatctgg
gctatacagc
gagtacatat
cttgtcaagc
cactggctac
gtcgcagacg
gacaacagtc
ccctgggace
acaaccagag
tacaacctac
tcececcacccece
taccacgacce
aacagcgccc
gggttcagca
tacatctgga

cacgaataca

atggggtccc
ttaggccaat
gcaacgtcgg
gtaggtatgg
tagtagtaaa
atgagcaaac
cctggcatat
tcgtctgace
cgcagtgtece
tcctggageg
tgtatactte
tgtctgectee
gactggtctt
acaataccaa
ttccactgac
tcagagaggc
cagaagggac
tgacatacat
cgacatatca
cctggggcac
tatccgcate
gcaacaatgc
gtccatccoa
gatcatacat
tcctétatac
acggcggccy
acgcaaactt
tcgagtctac

ctcacggtgg

71

ctagcactcg
gagagctggc
acaatagctt
ctgtatcgat
tgttccgegg
atgcatggtc
ccggecggett
tctaactccg
gctgaagaac
agctttcgtce
cgccaaacgc
ccaattactc
gtctttcgga
cgttttgagt
tattgacaat
agtgggagcg
tctggcgctc
tgatgcagag
agtttagtga
aaécgatcca
cgcatacacc
catcgcacac
ccccaacttg
caacgcctcce
actcggcttc
agacaaagac
tgcaacccca
tccgtcgegt

taagcatctce

gcaggccage
aggttggaga
tgatagggaa
tagtagtccce
atggccaatg
tgcgcecctagt
cattgcatac
aatacgtcaa
attataccga
tcatcgatga
tccatggtat
tgttcggaag
cattcgttct
ccggaggctg
gtttctactg
gtatctgacc
acctggagga
actaccactg
gtggctctee
gcagaaggac
tggataagcg
tggaatccga
aatttccaat
atcgtccaac
accgaatccg

tacgtgatce

cccgatggta.

gatggaagtt

cccagaagat

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



ggaagtccta
gatgcctcag
cggccatccg
cagataatga
ctttgaacta
caaccatgct
cgaggccggt
tggtggatgg
ccgtggtatce
gggacgcgat
ggagggggtq
tgcggagggg
gagagatgag
atatcgacag
caccccctag
acccctcccc
cgccacacac
cagaaaccca
ctcccagata
ataaatctaa
<210>
<211>

<212>
<213>

14

DNA

<400> 14

2847

atctaacaaa
cgccctcgaa
aatcaagccce
taaatgtggt
tacgagcgtg
atacgaggtc
gtttagaaac
gatggcactg
ctgactaatg
ccttgacgca
tgcgaagaga
gagtacactt
tggagatgcc
atctaaacag
tctacttcga
cgcataagaa
aacaacaacc
tacttctgca
agatatgatt

tgtgcatacc

ES 2368 285 T3

ccagtatcca
tcgggtggca
aacgatacac
gtccgggact
aataccatga
ttgtggaacc
ggggtgccta
taagtgatgc
gactgaaggc
gacattgtgt
ggattggggc
cttcctacgg
tggtttatta
taagtataaa
aacaaacacc
cctaaacaac
cacccacgag
ccagcgcccce
agcaaaatcc

tcaaagccgt

Aspergillus niger

cttttggett gtgatcttga ttgctagaga

gccatttctg gttaccttct ctttececcttt

gaagacacgg cttctecatc gcggcccace

ccatctactg gtcattggtc caatgcagag

cccgagtcegt cagggagcagc ggcagcgacg

atcgtctcac
tgggcgaagg
gcacaacgtc
atccttattc
acggcgtgca
tcatcgacaa
cagatggaaa
acagaatagc
aaccatgtaa
tgactggcgg
aaggagcggc
gatgttagtc
gaataggact
tctataagtt
acaccaccaa
agccctcaac
cagactcacc
ggaaataggt
acccttacte

agcccccata

tgtatatcct

ttgtctcgat

aaccaacaat
actccgtcga

agctaaatta

72

cggcggectcec
ctggggcgac
ttacactatg
tacctccttt
cgccatcgga
gtacgggaag
gtacttgatg
ttctttcacé
tccgaacttc
gaagaatcgc
tcatagtagt
ttgcacaggt
aattatctag
atcacacgca
catcctcatc
tccatactct
cccgcgtata
atcccagcca
cccaagaaga

acaaccccca

cacggatacc
cgtgaggcgg
gtccttggac
gctcaaatgg

gaccactgat

cacaacgccg
tttatggcga
ggtgcatggg
actgagaacc
actgtctggg
aatgatgggt
atgaagttgg
tttgtaatgt
gtgcaagcca
tgtgagatct
ttaaattgga
cgttcttggt
cactaataca
taaaccccat
ctcaccaaac
gcgcccececct
tcgacagcgc
tagcactaca
tcaattcaaa

ccgccaac

gccggagtge
aacgcaggat
gcccaactct
gccggccaac

aagacgcgat

2460
2520.
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3598

60
120
180
240

300



agtccaaagt
ttggctaacg
caatctaagg
gacttgtcgg
tccgtcagac
actaaggcag
ctgtcttgge
gcggagatct
gccatagcgg
aggagttgat
gcagaatgga
tcttcteecga
cgctgeccte
gggcttcacc
aggcatgtac
ggctgccage
tcccgtcaqt
gtaagcttcc
ctcggacgag
cgcgaccaag
cggagacgtg
tgaagcagcec
gggactggcc
tacctgctga
agtcccagct
acgactttgg
atagctccca

ccagctccag

ctgacecgtca
tatggcgtct
acatccgcege
accagtgcta
cctgccagtt
ggtccagggce
aattgcgaat
tcgtcggttt
ggactctgag
cgaggtcaat
tcttecttgtt
actctcttge
gttctgggtc
atcaaccaga
gceccgttecce
aagggtagtg
gtcggaaagt
ctgctcgggt
ctceettect
ctgagcggcet
taccgggata
agcaagatca
tttagctcca
ccgatacaca
ggactctccce
ctacatcgat

gggttactgg

cggcttcagce

ES 2368 285 T3

cattgtécca
ccggaggcecce
ctaagatatc
tcgtgatcgg
aatctgctat
tgtatgtctt
atcctcacgg
attcctggaa
acatttttgc
gaggagaggc
catcaaccaa
ttgacattct
tgtectecege
ttgccecggcee
tggccaagtt
ccgtgaccac
ccaccctcca
gttcgggcaa
cggagcagac
acacttggga
ctgtcactgt
gctcecgagtt
tcaacactgg
gtccagccecceca
cttettcgecg
gactccaagt
ggcttcagca

gccattgctyg

ggcagataag
gacggaccct
tacccttcag
cccccacggt
ctactcecgcg
actttgcacc
gcgacggacg
gggacatcat
tctgaagagce
ttgcaagtat
gagtccaagyg
cgtggtcaaa
cgtctctgceg
tgccaacaag
tggcggtécg
gccccagaac
tctggacttt
atcgtgacta
cggtcacgat
catctcctac
éggcggtgtc
cgttcagaac
tgagtcaatc
aggcgcagac
tgcagctgaa
acaccggttc
ccgacggcta

gtaagaaccg

73

ttgaatcgtg
gcgcgatcegg
cagttcagcc
cgaatgagcet
gtaacatcgt
gagtcggccg
acacggattt
ctccttccat
atggtcgact
aagaagagac
cttctttgtce
atggtcgtct
écgccggctc
acccgcacca
gtgccccaga
aatgacgagg
gacaccggat
acctggacta
ctgtacacgce
ggtgacggca
accaccaaca
acggccaatg
ctacatcagc
caccttctte
gcacgacgce
tatcacctac
cagtatcggt

ccttcattta

tgactggatg
cggtggagcg
tagccctgca
cttgtctectt
gcectgtectee
ccggttgget
ggacggacat
catgacggct
tggatgatgg
tgctcgacca
tggtrtctatc
tcagcaaaac
ctactcgcaa
tcaacctgcc
gcgtgaagga
agtacctgac
ctgcagatct
gctgggtctt
ctagctccag
gctcggcecag
agcaggctgt
acggcctttt
cgggttgace
gacaccgtca
cccggtgtet
acggatgccg
gacggcagct

acacacaact

360
420
460
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980



tgtccacctc
cgaaatcgtc
tggctacgtt
caaggccegtt
ctgetttgge
cttgaagagc
ggcttagatt
ctacatgtgg
ccgtacatac
atatgtatcc
agtactttcc
ggccgcagag
gaaggagtac
ttaagaccca

aacacctagt

<210>
<211>
<212>
<213>

15

DNA
<400> 15

gcccaggtga
atcgggacat
cgtgcatcag
tcaacatcta
tagtcttatc
ttggctgggg
atgatctaca
aggtagatag
aagtaggcag

gtgatccgac

2899

tttactaact
tccgectact
ttctcettget
gttccgggea
ggtatccaga
cagtacgtgg
atccactgaa
aaatgcatag
ttgatgaagc
atctcatggce
cacctatatc
gagtcttata
aataaatcac
atccacgcaa

tgtgggagaa

agaccggaca
ggctaaccaa
gctggatatc
ggctatttca
ggttggggcc
cggtgattta
ggagtacgtg
gacctgtccg
gcaccgggaa

catcacgata

ES 2368 285 T3

agtgtataga
acgagcaggt
cgaccaaccc
agtacatcaa
gcaacagcgg
tcttcaactc

gtggagtcta

cagacgaggg

tcggtacata
ttttggctat
tactgcggtg
agatagctac
cgaaacacaa
tgttaaacta

ctgtgtt

Aspergillus niger

ggaagcggat
gcatatagac
ggattacgca
tattaggaca
aagtaccttg
gcatatgtaa
tctggctgtce
cagctgttgg
cctaaggcgg

aggcctcagg

caccggtacc
ttctggcget
cecctgactte
ctacgctcec
tctgggactg
tgagggccct
tgatctgctg
tgatggtgat
tgcaaatgtg
gagtgcagga
cctcgteecgg
tatcagttac
attcaactaa

tctctggtgt

aggtacggga
tcgaattcta
aggcgaacag
acgactgacg
tagaactgta

gctccagttg

tgctgectac

ctagtttggt
tcttacatca

tagcaaggag

74

accctcatcc
caggagagcé
actgtcecgtga
atctcgactg
tccatectgg
aagctgggat
attgatccct
gatgttgatt
actgtatcta
taaacacctg
cccaacatca
aacacctcte
agtcggtaag

tgaaagatct

cattttctaa
ccggtaaatc
ggggaccgtt
cattgggtat
acccacgtta
gacggctace
ttggtagaca
aaggcggttg
tcacccgcege

accttccaga

tcctcgatga
aggaagccgg
ttggcgacta
gcagctccac
gtgatgtttt
tegecgetca
cgacgatgaa
tgatgatgac
tgtgatgaat
aaccagtagt
ccccagaggt
tgacagatgt
taataataat

ctccectgge

tctaccegeg
aagtatggga
agctgtatta
tccgetgggg
ataccgccac
cgagcttcecce
ggtcagcgat
cgctaétttg
tcggattcge

cagctctgaa

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2847

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



tgagactcaa
cctgatcgtt
gagcgataac
ctgcgacctg
tcttccctac
ctttgtctct
atcatatccc
cacagcatcc
ggtgcctetg
gttagcttca
ataacatcga
tccacaaaga
tggacaactt
gacccttcect
ggttgtcctg
cgcctgctac
cagtgaattc
cctgaagatt
tggccttgece
ctececgtgaac
gceggtettt
cttcggtggt
caaggcttac
ggagaacacc
ggctgagatg
aaccttctag
actgcgacaa
ccatctccte

gcatggactt

aggtagatat
aagagcctag
ccgtgacgat
gcaggtcgct
ccccagacct
atcatcattt
gctgggtagce
gtgctgttgg
gaagagcagc
aagaagctce
cgcecatgtce
gctggtcgag
cctgaacgca
gccatagact
gacactggca
ctccacaaca
gccatcaagt
ggcgacctga
tttgecttceg
aagattgttc
gccttctacce
gtcgacaagg
téggaggttg
ggtgtcattc
atgtaagtcg
caatgctcag
gcgctcgtec
gtatgactac

ccctgagecg

ES 2368 285 T3

aatgatggaa
agaagatgta
ccecttgeca
ccgcaaccag
cctecttttee
tctattcata
cgtttcecgec
gctgtgecte
ttgtgagtgt
agaaccattc
cgcgctetgg
gagaacccta
cagtgtatgg
tctctgagat
gctcgaacct
agtatgattc
acggctctgg
aggtcaaggg
gccggttcga
ctcccttcta
ttggagatac
accactacac
agcttgacgc
tggacactgg
aattcttcgg
atcggtgcta
ctgcccgatg
accttggagg

gttggtccct

agataggata
cctggaagac
aatgacgcag
cgccgceccgg
cttgctatce
cgtgcatcat
gtcgeccatc
cgccgaggtt
ggtctttcac
aaagctgatt
gccagaagta
tcaatgacat
agataccgtc
cgagctgggt
ttgggttcct
gtctgcctce
cagccttagc
acaggacttc
tggcattctce
caacatgctt
caacaaggag
cggcgagctg
cattgctctt
tacctcccetg
attcctgggt
agaagggctg
ttactttcac
tgcagggctc

tggccatttt

75

gctagatcag
ctggcagcta
ccgggctggce
ctccaagtca
tccatctctt
tcagtegttt
atgaagtcag
cacaagctca
tgctttgttt
tcgtggtcta
catgggtatc
gagccgtcat
ttcttatggc
actccececec
tcgagcgaat
agtacgtatc
ggattcattt
gctgaggcga
ggcttgggtt
gaccagggac
ggtgacgagt
atcaagattc'
ggcgatgatg
attgctctgce
tgaaaagaaa
gaccggccag
ccttgececggce
ttgcgtcagt

gggcgatgcg

gcttattgta
caatcacctg
caaccattgg
cccgecatcac
cttcatcétt
ggcccagtcece
cctecttget
agcttaacaa
tttttagcta
tagtacacgc
cgececegteeca
gatgttctgg
tgcaactgct
agaagttcaa
gcagctctat
acaagaatgg
ctcaggacac
ccaatgagcc
atgacaccat
tcctcgacga
ccgtggcgac
ccctecegteg
ttgctgagat
ctgctgacct
tgctgctaac
tacaccgttg
cacaacttca
gcecttcatgg

ttcctgcegeca

660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



agtggtacag
ttagttctgce
gtagcttgat
tgtttgcagce
ttgaccttta
acatgaatgc
cagccgaagt
cgctcttgge
tctctgctecg
cgatcttcat
<210>
<211>

<212>
<213>

16

DNA
<400> 16

gaggcatgag
aggggaggtc
aatcgctcaa
tattaaaaaa
gagaacaaaa
aattcacaca
agaagacctg
ctgacctgaa
ccaacgagac
gcctgaatag
ttatcgegtce
atcacccgac
agtggatgat
cttactagtt

tggtggtttc

2738

cgtgtatgac
gggttgatgt
ctatgatttt
ggttgccgga
tttgggcact
aaatggcgta
ctgggccgge
agccaagcct
gtctttgtte

atccgatcg

gcatttctga
gaaaceagct
tcgtgtagta
agcagaagat
tacgggacag
cgacacgaat
cgtaatgatg
gcaattcggg
aagatgacag
tgcgacgagt
atcggcgccg
tgggggcgag
gaatgttatg
gactagccac

tctcettettce

ES 2368 285 T3

ctgggcaaca
ggtatctatg

tgcagacgaa

tagattctag

gagaatcttg
aaccgtgtga
gagtctcgcce
tcttcatcac

catcatcctc

Aspergillus niger

ggéccgctac
gtaggactcg
tagctgtctc
ggagtcagag
aatctcagtg
aatagccgaa
ataagcaatc
gaggagacgc
gceccgtcgeca
gtcccggttc
atctcgcgat
atttcagggc
ctggaagaga
ctagtattta

tcgtcatttt

gcgetgttgg
atgcagctgk
cacacgtgat
ggatcttcaa'
actgtatgaa
tgcagtcaca
ccgcacaggc
gctctcécca

ccacgcctgce

tccgecattcect
gcttcggtgt
tttgttecte
ccacccggtt
atgggggaga
actaacaaga
ccaccaataa
caagctcgac
ccacgccact
tgggcctcca
cagctgaaac
cagctgaaac
gggggagaat
gctgctagct

ctcttcatct

76

tctggccaag
tgctgtcatt
gttgtgaatg
tggaaagccg
atatgatagt
ataaccagca
caggcgccaa
cctcctecat

ccttctattce

gcagcatatc
atctgtaccg
acaacatgtc
agggccgggc
agagagagtg
taaatcacat
tacaatgcca
gatcaccgga
aactgcccta
cgataagata
caatcattca
ggtcggetgce
gacgtctcaa
agggattcgg

catacccatt

gccaagtaaa
attgcttctt
gttttcctca
gtgatattat
aacaccttaa
accgcggtac
acccaagcag
ccaggctttc

aaccgctctt

gtctctgegt
actgactaga
tacgatatgc
cgcccgggag
gcgacctgac
cacatcatga
ttgatagtgg
gcttgaaaga
acagaaatcg
agtcatgggc
atcaatttgce
cgagattgtce
ttctgggtca
tttaaaagcc

cttcaaaact

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2899

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

900



cctccacttt
caactacaag
tcccaccaag
cactgaaaag
caccagcgat
ggcgaccgtg
agctgatctt
cagatgtagg
gcgatctteg
atctcctacg
ggcggcgtag
gcccaaggcg
ccaaagtccg
gctgagetgt
acctttggct
cctgtcgata
aagaccatta
gtggacgatg
gaagtacagg
tttgccétgg
aagacgggct

ggagacacat
gatatcgaag
ccgtccageg
atcatggttt
cttttgagcc
gttatcagat

cagcccgcece

gatcaattat
cgctcaggca
cctggtcect
cccatcgggg
gaggttggcg
gggatcggaa
tgggtacacc
tctggtccaa
actcgtccaa
gagatggate
tcgtcaagaa
aaggggacgg
tgaaaacgcc
tcacggccaa
tcattgacca
acagtcaagg
accggtcggg
acacgtgtga
gctggatcta
gtgaaaagca
atgtctatgg
ttttgaagag
ctcactaact
cgaggagttg
gatgatgtta
ccgaagtatg
gctctggttt

cgtcctteca

ES 2368 285 T3

cctccatcat
ccaagtccta
acactctcag
gtcgggececa
aggttccggce
cceccggegea
cccattatga
caaactcccc
atcgagcacc
ctccgecateca
ccaagccgtt
attgctcggt
cgtcgagaac
gctggatacc
ggatctggtg
ctﬁctggcta
taacaccgcc
ggccatttat
tccgaccgat
gttcgtggtg
aggaatccaa
tatttatgcet
ggattgcaga
cgccagagce
tgtatttgca
tacgcagtaa
gaagcacaaa

tttccacaac

ggctaccaaa
cgtgcacttg
cagctccatc
tatccggcag
cgaagatgtg
gaacctgaag
aagacctaat
tcaacccttce
ttcaagacct
gggagtgtgg
gagctggecag
ctagcattca
atgatcctge
tggcgggaca
aagacggcag
ttcaactcga
attgctgata
agtgcaattg
acggcgcagg
cagaaggagg
agtcgtggtg
gtaagtgcat
tctttgatgt
tgaagtcgga
tgtcccgttt
atagcagtgc
ggaagccatc

ctcagcgcca

77

atcaagctca
atgcgcaagt
caacagaccg
ctggtgcggg
cagaacgact
ttggactttg
atggaaacga
tatccgagaa
tggaaggtga
gcaccgacga
agaagatgtc
gcaacatcaa
aggatgacat
ctgatgacga
gtgaagaggt
cctccgcgac
ccggtacgac
acggcgcecta
ataagctacc
acctggcgtt
atatgacc#t
tgctgttgge
cgggaacctg
gtagacgagt
ttctggttaa
aatatagtac
agtctcccaa

tgaaacatgc

tccccaatcect
accgcttcca
gtcgtccgta
agaagagcac
ccatgtatct
acactggttce
gcgtcactga
caagacccat
atcctggcaa
cgtcaacatt
cagcacattc
cacggtacag
tcccaagtcg
gtcgttttac
ctactacacc
ggtaaatgga
gctggecttg
ttatgatcag
cactgtgtcg
ttcggaggcyg
ggacatcﬁtg
gttaaggggt
cgctttggag
ggctgaatct
atcctagtgg
tcegtaccet
tcagagcttc

catccctgct

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340.
2400
2460
2520

2580



cctaccataa ccgccgcaaa aagctgcccc ttccagaaaa cagcatgttc cagatccaac

aacgccccgg caataggatt tccaatgaga atgccaagcc ccgcgaacac gaaagacatg

ES 2368 285 T3

cccatccacg tccccacaac agccatgtct ggacacaa

17
2349
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 17
cgcgcactaa

cctcaagcect
tgggccaagc
tggaacgatg
tgtcgtacta
ccgtgtttag
caagggagga
ggcttgccgg
caatcttggc
tcgtgcgggce
ccacaatcgt
gccccgacgg
agattaaact
tcggaagagc
agaggcctgyg
caagcatcgce
tcttcatctt
taccggctcc
tcgcaaggag
cgacaaggag
tggtgccegtce

tgtctcrget

ccctccacgt
tgcggtcaga
cgtcgéacgt
tctggectgtt
ttgcatgttc
tccgeggget
ccttactagg
gggttcattg
ttgcaaggaa
catgctggat
ttccecegtat
tgaacctttc
ccgtcggacg
atggaagagg
attccgecegt
ctggttegtt
ttcgaagaaa
ctcttcgeca
gcececgegecg
atcctcaagc
ctgatcggcg

ggatctagca

Aspergillus niger

attccaatat
taaggccctg
ccgtecccece
gccatcgttc
gtccgegeta
ggctgaccgg
tagaaacggg
cggcctggac
ttgcgctcca
ggatagtacg
cgttgggcgg
tgcatccceg
aagaggagca
gaaaacatca
tctggtgtct
cttctcactc
ccaattctcc
ctgccgctet
ctggcaagcg
tgaacggcac
acggctacac

gcteccagtgg

accaaatctg
tacctagcta
tctttececcee
tcagaagcaa
ctaggaaagt
ctagctggcce
atccaacaat
gaagaaagdg
accagaatgt
ctgectccact
gggcgttttt
gttttagtcg
gtggtgtcat
acttcatttg
tttcttctte
ttccaccacc
aaacgtcaaa
ggctgctcct
ccacagcaac
ctccaacgag
caaggtcact

ctacggcggt

78

cccaaagcgce
gttgcecgetg
tcctctecce
cgccccectgg
ttttttecca
gtgccagttg
gaggggaaaa
agatgatcac
ctctgcgtag
ctcgctcgac
ctgcagctat
attttagttg
cgtcggegga
caaaacgctc
atccagcatc
agccttgtca
atgaagttct
ctcactgaga
cctccctaca
gattacagct
ggcgagttca

ggctacggct

cagccagcectt
ctcecggege
tctccactgg
atcgggtggc
cccggagtat
ggtaaggttc
gggcggatat
taatgcaaca
ggatgccaat
cttttgcagt
ggttgctget
gcgggcctgg
ttgcatgcta
gagcataaat
gcaagtctct
ataagttagc
ctaccatcct
agcgccgtgce
tccetggttce
ccaactgggc
ctgtccccag

actacaagaa

2640
2700

2738

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

1020
1080
1140
1200
1260

1320



caagagacaa
cgagaccgct
cgatgcctgg
cgagggtgac
cgttgagaac
tgacctttgc
tgtggcttte
ttccactgtc
caccgagacc
tgcatgagat
aaaaaatgag
ctgttgatgt
catgctgaaa
cgaﬁctgaag
gctctgtcga
agatgcttcg
gggtggaaat

cgcggtata

<210>
<211>
<212>
<213>

18

DNA

<400> 18

1495

tccgaggagt
attctccaga
tacgagtggt
accatcaagg
ctgaccactg
gagaccaacg
gctgactteg
ggcccctetg
tccgtctctg
atcggtcagct
tgatgagcta
ttttgaatga
atgactgtcc
atctgaagat
tcataacttt
atttgatcat

atcgggtcgt

ES 2368 285 T3

actgcgectce
ctggtgtcga
accccgacta
tcactgtcga
gccagtccgt
ccgagtggat
gcteecgttac
acgctaccgt
gcgacagcgt
tcaatgtctt
tccggattga
ttatacctac
ctgcttatat
cactagtgag
gtaaaagctt
ctttactaga

ggatggtatc

Aspergillus niger

tgattgtgca gacttcctca tcatcgaagg

aagcaggaaa
gacgccaaga
cattacaacc
atcgagcttg
ttctttettg

gagtgtcgtc

acagactgcg
caatgcgggg
tcatcgectt
ctactcgcta
gtattttegt

actcacggca

gccggcgaga
aaagctgccc
gattgacttt
cttgctetgt
agggatagct

cagctacctg

cgcttgggtt
cttctgctac
cgcctacgac
ggccaccagce
cacccacacce
cgtcgaggac
cttcaccaat
tatggacatt
cactgtcacc
cgagacgaag
tctgatcttg
ttttaagtag
tgtagaagat
atctcgcage
gtatgcatag
atccccattce

ggagaagtct

agacaacaat
aagacacgat
ttccaagacc
ctggaccttg
ttcgatgact
agttgcttat

gaaatccgcce

79

ggtatcgacg
gaggatggcc
ttcaacgaca
aagagcagcg
ttcagcggca
ttcgagtctg
gctgaggceta
gagcaggatg
tacgtttaaa
acaaaccctg
ttgagttgtt
aagaaatgga
cttccagaaa
tcggctgtgt
cagacatctg
gagtagagct

cacaacatga

gaaaccccag
gtgacgaagg
caactggcct
gtggcttgga
ggctttcgtt
catgggagat

tgtctctgaa

gtgacacctg
agacttccta
tcaccatctc
gtagcgccac
acgtcgaggg
gtgactctct
ccagcgacgg
gcaccgtect
tgcatctcta
gggatgaatg
aattc&gttt
tgagcgcegtg
gctgtgetge
aagtgcattt
tcgattattt
tcagagcgtc

acgaaagatc

ggagacacgg
cttatctcgt
gcctetttet
ggccggtcge
gatcgcaaéa
tacggccecg

acagatcagg

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2349

60
120
180
240
300
360

420



atgagatctce
ccaatatcgc
tctgatagec
tgatgctgtt
ttcatcggtg
ccgacgecca
ggagacgcag
cgaggatggce
étcagaggga
cctagcageca
cggacgttat
tgaggatcge
gacgggcaag
gcagcacagc
catgtcccag
tattttgcat
gccgcataga
tgttggattt
<210>
<211>

<212>
<213>

19

DNA
<400> 19

gcgtcttcgg
cactaaataa
gaacggaggc
ggaatttctg
aggtgttgaa
gacattcgtg

aagacaagaa

agtacttgta
aactcacatg
tcgtcectac
cccecgtegag
cggacgacce
gacatcgtca
gctcaccgtg
gagaagctgt
cacgcctegg
tggaagacat
ctctgcgagt
aatgtcacct
gaggttgceg
gttccctagt
cagttttggt
tagtgaatac
ttttgggcat

gtgtagggat

2501

caagcggaag
acacacggac
attaaccctg
accgcacacg
ttcattttcece
accgaaaccg

aggaatgcct

ES 2368 285 T3

acgggctttg
ttctacagec
caccctcttt
tttcgataaa
tcceecgtcat
tacacattgg
atgggtatct
ggagggagct
agaagaaaca
tttgcectcece
tcatcctgta
tcttccatgt
tcgcgctaat
tctgaatgac
ttatcggtgg
atatgggcgc
aaggagtgtt

agaaccaata

Aspergillus niger

ggaccccgca
atgtggtttt
atgcgtcegt
atgccaggca
gtaggcagac
tctcactcac

tcaatcatgg

gggtaagctt
attcaagtct
cacattctca
tgtccatcct
tctcgatgac
catagcagca
gatgtccgac
cgacttgcca
tctcagcccee
agaaaccgat
caccagcttg
tccecgegtca
caaggctctt
tttttcaate
tcctatctga
ctgatgggtt
ggtgtaagat

tagattaaat

aaagctacgc
ggctgeeegt
tgattgttat
acccatttta
gtctectaga
ggtctaccat

caagaaggga

80

ccagtgtcca
aatctagtga
cctgcatctt
tcacccatac
tatgccaaga
atgaggaact
atcaaaggca
ctggtgctta
cgtccaccgg
gcgcggatct
gcactggcat
tgcttggatg
gtgactagct
ttctcggagt
gtactatatt
atgatcgcat
caccatcaat

tctcacgcca

attgccattg
gcgecccgaa
ggtcttgtec
tcacggctga
gcaatttctg
ggtagttatg

atttggtaat

taccattctce
acgcctcata
cagacggctc
ccgttgcata
cgcacggagg
actattccgt
gatccgggta
gggctggccce
acgaagattt
ccactgatgce
accaggcggg
aggatataga
ggagtgagca
tgtgacattg
tttttggcaa
cacacctgge
ttattactgg

tacat

ttcaggaacc
gccgcagecc
aacataacgg
gcatgttgat
ctgtatggca
cttcgtacat

ttgggtgcta

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1495

60
120
180
240
300
360

420



ctgcecgtctt
tatgccttca
catgggctca
tggtatcaac
ttcagcgatg
ggctcttagt
ggctggcact
gatatttgtg
ctccactctce
ggagcacaga
ggcatggcaa
ctttagccgce
ggtgggcggc
gatattcgca
ttacgaccaa
ccacgctgct
caaacaactt
gctaactgcecc
aggcgcattc
tggccttgec
ctttctcgag
gccaattgac
gcaatactgc
ctcgcgatat
agtggacaag
gggatggacg
atcattgtce
gatcccagcc

ctcggaacat

cctttgttgt
tactccgececa
aggcagggaa
ccagaccttg
gccactgcgt
cctgatcact
tatcaaaatc
tacgataccg
tccttcttca
tactatggaa
tacctcacca
gagaagtatc
tcgtacgcag
geetttteet
gtctatcgtg
ctggaatata
ttcttcggat
atctacggct
tgcgagtatc
cctacgtatg
ctggtcaatc
tgtgactttt
agcgaatgag
cagtcggtgg
ggactgctgce
atccgeeegt
attctgtcga
tgtggggtgc

tgctttgact

ES 2368 285 T3

gaaccttctce
caatagccgc
aggccccctt
ggttgcacaa
tggagacgga
gattgtagac
ggttctgggt
gggagtcgga
gagaattcct
actcgacccc
ccaagcaggc
ctgacatgga
ggattcgtgc
catcgtctcc
gcatggttgce
ttgacgatca
ctggcgccga
acttccaaag
tcgaaattga
gcggcecagta
tgaatatggg
ccaagccata
ggttcttcca
aataccagca
ctcegtegec
ccaatgttta
cagaagatttc
agaccaatga

ttcaagcgac

cattacacac
catcggggct
tggctggggt
ccagcagaac
atatgccacc
tcagatccct
cagcgatgaa
tggcggatcg
gatcgaattce
ggctccecgta
gctcgecggac
cctgacgccyg
tgcattaact
ggtggaagca
cagcggatgg
actttcggat
gaccaactcc
ttatggtatg
tcccaagacg
tgtcgccgaa
gaccaactgce
cggcgatccce
ggcgaacaac
agaagtatgt
gcgggcggat
cttcagcgga
cgcacctcaa
ggacaccgtc

gccgaccgtyg

81

agtgtccctt
ttectgettt
actcagtcac
ctcaactccc
gtatgaaaag
attgaccata
ttctatcagce
atagcccagt
aacgccatgg
tcctatgaaa
ctteccgtact
cagggcacgc
cgcaaggagt
caggtcaata
accaactgct
gaagatacag
aacggtgatt
gcgggaggta
aacgggacta
cgatgggccg
gggcctcagg
tcggccatca
gatgggccgce
aaécggcagt
gatgtcaacc
ggagaattcg
ggggtggagt
tttggatacg

gggaagttat

gaaggccccg
cgcagccegt
ttgctcactt
tcatttcaca
caccagccct
acaacgcatc
ctggcaaccc
cctacctaac
gaatcgectg
ctccaccega
ttgctagtaa
cgtggatcat
acccagagac
tgagcgcgta
cggcagatat
ctacctcggt
tcactgcaéc
ttggaggtct
caggaccgga
catggccaac
acgcgtctca
cttggacttg
actcgectggce
tcceecgatge
aagagtttgg
atccgtggeg
ttacgagcgce
tcatgcagaa

cacgcggcat

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2160



cttcacatcc
gtgatctggg
gagcctggag
cctacttact
agatgatcaa

aaagtcctgce

<210> 20
<211>
<212>

<213>

DNA
<400> 20

agagtccgcce
gtgagtagga
cggctagact
gtcagaccat
ccttggeggt
cgcgcacctce
ttcaattcga
cggttaagtc
ctgtgaccct
gctéatttgc
ttattgatta
cgtagacaac
gttggctget
tcatcatcag
ggaagaaaag
;agcacatct
attactgaag
tatccgecga

gacaacatgg

2660

gccttgttge
gggccagggyg
ccQggataaa
tagaaaggta
cgagaagcct

atgcaggtgc

ttgacaatgt
atggagtata
gccttgttet
ctatcaatag
cgaggagtga
tgacgcaacg
cctctcecgtg
aacattgcaa
tggagcctga
agtgcagagg
ttatattata
atgaagctct
gttgtaccgc
gagaagttct
tgggacttaa
cactgatcge
aacgaaacac
cgatgaagca

agcaaaacct

ES 2368 285 T3

aatggctcga
gtgtgtgggt
gaagatagga
cagggcgcgt
cggaggtttt

cgctttteee

Aspergillus niger

ctaagaaagc
gtgcttgagt
cggtctagga
tgcgagatag
tgagttgtgc
gtctcaaagg
tctgtctage
atcagtcctt
tcaattgccg
ttcatcagca
tcctatctte
caatagctct
agcaagaacc
tgatcgagtt
aactggtata
tctgcgaatg
tgggttctac
tgcggagaag

caacaaattt

atgttttgga
gtgtaggtgt
caaggatgac
cacggcgaag
ggatcaacgt

ttttgggaga

atgctgagcc
gctttcacge
accattcaag
cagagagtcg
gaccagcgcyg
ggggtctcac
atcaccccaa
tcatttttge
aaaggtgttc
tcagctgtac
tccgceccaatce
tgcactcgge
gctgataacc
ggctccttat
gcaacattcc
ttccattagg
ccaacgttgce
gtggttececece

acctcatttce

82

cagaactcaa
gggtgtgttt
tgagtggatc
gtagactcgt
tgggttttag

t

ccectececececa
tggtaaacgg
attcaacggce
gaccggagtc
tgttcecttat
ctettgcatg
atcctatcgg
ccagctcagce
gggcgggtca
tacttgactt
ttccatcegece
gcaacggctt
ccccaagatc
cagacgagat
ccattttatt

atggcgtgaa

atgctggtag.

ttctgcgggg

acactcgcta

gccaatccag
ggttgtgctg
ctgggatgct
accccagatt

cgtcacgtcc

gtgtttatag
acccgetggg
tacaagtcaa
tcacaggcat
ttaégccgcg
ttcggctgeca

aatagtccte

gectcggectt

gccttggaca
cctatcatca
ggtagttttt
cgacgggggt
ccccaactca
gggttaccga
actgtcacaa
cttcatcgat
ctatgttcac
tctctccaag

ctataggtcg

2220
2280
2340
2400
2460

2501

60
120
180
240
300
360‘.
420
‘480
540
600
660
720
780
840
900
960 -
1020
1080

1140



tccactggta
tcgggtgcag
agtatcattg
gacagcatca
agtggaaccg
cggggcaacyg
cttggttege
cttcaacagg
attgggatta
actgaggtaa
caaagtattg
cgtccgcaag
gcaacaagag
tggagcatgc
gtccttcatg
cttatatgtg
aaccaatact
ttgcctatat
tggactttat
taacaaataa
gataagataa
aagacggtca
qggtctgttt
aagctcaccce
ttcegteggt
ccaccatcag
<210>

<211>
<212>

21

DNA

ttgagtccgc
cagagtacgg
ctcggatccc
atcttttcct
tgactatact
cttccaacac
aagccatatt
atatgactgg
tggttgacta
ggtcactccc
tggtattggc
caaatatggc
gatccacacg
gaggttgaca
attttacgtt
ttcaggtttc
;cattttgta
accacagatt
atatgttgac
aacacgtgtg
acgaaggaga
ctcecgeeggg
tcteccttgte
ttcatactac
cgctcctatc

accttggatc

2047

ES 2368 285 T3

aaagtggcta
cgccactgtg
agéccagact
ccecctecate
cgaagctttg
aatcgaattc
ctctcaatat
ttatacccag
cgttgatgag
gctttccttce
tacatcgaaa
tatcccgcag
actgatgaca
cttggcttcg
gtaaccgggt
ctatgtcggt
atggaataga
aatactattg
attctatttt
actcttatgg
tcctactata
gcgatcactt
accactccqt
ataatatcttct

tatcgcctac

tacagtaggg
gagcagttcg
aacaaaactg
ctagctgcac
cgtggtctgc
cactggtact
aagagagata
ggagctctgg
ggactgacac
tttgtgagac
ccagatgtgg
ctatggcgac
gcatccggta
cttacgagct
ctagcagata
ttattgtggce
tgtctgaggce
gctttggtga
gtaccggcaa
gtggcatgat
cccgattgag
ccactggctt
ttgcecctteca
acataacttg

gtcaccagcg

83

tttcggatgt
ctcactcatg
ttgtcetggg
ctggtgccga
tgcagtcaga
cggcagagga
agcgagacat
acgccggteg
aattcctcaa
atataactaa
ctacgcectgt
ggaatccgaa
tctaagcttce
ggecctttgct
attctggcta
attagacaag
ccaagtgttg
ttcaagaata
cagactctaa
gatagtctgc
tcacactagc
caatcttcga
gatcagatcc
cttggactga

gtgcccctce

cattgagcag
gggccaattc
cgcacatcag
tgatgacgga
cgccattgtce
aggtggtatg
caaggcgatg
tcaagaagcc
agatgtcact
cgattgcggt
tcggaccaca
atggaaaaca
gatcatatgc
caattctagt
actagtgagg
attacagagt
gcaaggaacc
ggcctatggce
cactagcacc
agaatggccc
ctgaaacaga
gtcattcctg
tgaacggaga
attggcgata

aaggaagacc

1200
1260
1320
1380
1440
i500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2660



<213>

<400> 21
ccgagctata

atgataagct
gtttatctgt
gcggggaaac
ctatttagat
tacaatctaa
actactacgt
agtccaacaa
atatccgeccce
tatagcaagt
gctctegacg
gtcaacggca
gatatggcaa
ggtcgaattg
aaggagaata
tcgccaccac
acgcaaaaaa
tcgectgggcece
ttcaccagac
acaccccagt
ggaccctcag
"tggtcectag
acattctgcce
acagcggtag
ttagggtttg
agtcacactg

ttgcatttta

caaatgcgca
tccagcaatg
tatctctctce
gtatactacc
atatttaggc
gttgaggaga
cttttgetag
aaaataacga
ctttgcacca
tctcgtacga
gtgtcatcgt
ccaatttacc
gcctcacgaa
cgcttaatgt
ttactqtctt
tttetctectge
ttatcaatac
tcgttatcga
cgcttgaaat
cacccaacta
aaccacagcg
acggcgtatc
agatgatcct
acatgatttt
agttggatca
gatttactgg

gtaaccgggt

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

tacaaaaatg
gcégccaagc
ggagtaaact
aatcaaacac
atgacaagta
gatttgaatc
gcttgcattg
tgggaaactg
aatggtccaa
caaagtccat
cagcgaattt
tcgatacctg
gctgttcacc
aactgttgca
ggagctgttc
ttattatacg
ccccggcagce
gaccgtaacg
gacatctacc
cgaccgcaca
tccacaacca
aggtcatgca
caacaacggc
cacaaacttc
gtattctact
gactacgttg

gcatccgtct

gacagagtta
gatatgcaaa
gtatgctctt
cccgagatgg
tcaatggatg
agaaagcagc
gcagtggcct
gtatatggct
aatgttagcg
cccatcgagce
gccttgggca
caggaagaca
acggtagctg
acttatatac
acgcatacaa
acgtatgatg
acatacctct
ggacgtgccc
ttcttcaacc
gccgtacaag
gtgcgcggca
ggtétattct
acatatgcag
aatgccaggt
gcgggaccga
gtgatggata

agggcatggt

84

catttcaacg
ccgattttag
cgccéaaacc
égactccgaa
acagaaacac
tcgcacattt
cagttggtat
caccagaatc
catatacaca
cagggtctgt
agagaaatct
ccacccectgga
ctttacggga
cggactttgc
gcggtttege
aacgcattaa
acttagatct
tggatgatct
gcgggaatat
aatttcagat
cagttcacga
ccactgtgcg
gccaacggat
ttccggggga
tggcgagttt
ggacgtataa

ctagcaatac

ataaacatga
tacgcattecg
acaaaagtaa
cgcagcagac
cgagacctgg
catcatgaga
tgtctttgct
cgtcggcatg
tgctgccaac
taccctggtg
ctacgccgat
tacagtctac
acttgacgct
gacgaatggg
ttctgatcca
agcaattttg

caactttatg

‘tatttatgac

cgaaggctct
cgcagcccte
céagaacgca
cgat;cagcg
cctttctega
tgctcgtagt
gcaaactgég

cgcecttttgg

tattgtgaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



gaggctattg
taatggttga‘
tatgtacacg
gaatccggat
acaaatattc
cggaagaccg
aatctaccat

tgcaggg

<210>
<211>
<212>
<213>

22

DNA
<400> 22

tggccacgcc
cttccttace
aagtctggc§
ttcectetgge
acgttatccce
aagtgcaagg
tgggaccgtt
taccccggte
atcatteccgce
cctttttctg
cttgcgcggt
ccggaacggt
aggtggatcc
ccaaccgceca
gcgcgttgat
agggttcctg

tcagttatgt

2730

ggtattgggt
gcggaggacg
aggaatgtat
aattttgtta
accattcaat
atcctgtcag

gaatcaacce

atcctcttat
catctttcac
cgcgtetgga
cttgaccttc
cgacattgtg
cccagttggce
tcctecgete
agccgecegcece
ggggagacca
agcccgtect
gcccccgagg
ccgcttagca
acagaacaat
gcggactgtg
ggaggtcggt
ggacgaattc

caacacggac

ES 2368 285 T3

tgggaagagc
taccagatgg
tcgaatgcaa
aggcaaatcc
atggcatgtt
ggaattagtc

cgagccctaa

Aspergillus niger

gctctctcta
cctctcttcee
cagcggctct
tctgtteccetg
ctgctcatta
taaatttcga
cgtcttcgge
gccgtattac
cttccattcc
tggtgtcagce
ggcecttget
cctatatact
ggaaatcttt
atctggttga
ccgtategec
gccaatttgt

agctatcttc

ttggggttgg
gatcctggat
atacctc&ta
agaaatttct
atcatccatt
aaccctctce

ataatccgaa

tccactctct
ccttteccece
tgtgctagag
aaccaggttc
cctecgeecce
tgactccttg
aatatctact
aagtacccgt
ctccatggcg
caaatcggcc
gaagatgcat
gacttattgc
tcttctggea
acggtggtcce
tgaaggacaa
tgttcgtcga

atgagctcga

85

atgttgegtt
tcattccttce
tattacagaa
aaaggttcac
ctcataaaag
aataaatgca

aagatccagt

ccctcagett
tttcaaatct
gtcttaactce
ccteccggte
caaggtaacg
agcgcgactc
actactacta
cgcctactga
tcctggttge
gcagactatt
gccgggtaag
ctccacgege
ctaccagaat
cggatgtagt
tgaaaccttg
tcagccagte

tgagatgtcg

tgctctgttg
gatacacttg
tccgcagtat
taccataaac
accctegatce
gcatgaaaga

ctggtgacag

ctctcaacca
cttgaccttc
ctaccccgece
ctctecegecg
ggtaagcgaa
caagtccgct
ttactattac
tggtctcecectt
tctcgacgcet
atgttcactc
cttcgcectgte
agccatattg
cgccatattg
tccatggacg
acctataatg
ggaaccgggt

gctcagtteca

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2047

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

1020



ttgtctttct
gcaatcacct
agatctacat
tccaggaacg
tattgattgg
catatgaaga
agtcagtctg

agaaggtcat

atgacatccecg

aggacgtgaa
agaagaagtc
agtccccgee
ttttcagecgg
acatgaagtg
acgactggag
acgtgctcat
acatgctaga
cgcgcattga
cggcggagga
caggcgaagc
ggcgcagccg
gctctgtict
atttcgacga
ccgtgggcga
gagccggggg
gtaggtgtat
gacgtgcctc
acatttagac

tcecgtctat

ggaagagtgg
atgctgccct
tgccggcgag
gaacaagaac
caatggttgg
aggccttatc
taagtccagg
gaatgctcté
ccttegtgac
gccctatctg
tggctgggtg
ctcggttcaa
agacaaggac
gaacggaggc
tttcgaaggce
ctacaacgca
tcgcettcatg
cggcgagaag
gcaggagaag
cgttctecte
ccggcgtcac
cgagcggttc
ggcggagctce
ggacagcgac
cagtcataat
ggcttgcttg
cttatatgtg
atgaacaaag

aagccaacag

ES 2368 285 T3

ttcagattat
agtcctgcac
tcttacgceceg
gttcaaggga
atttctccta
aaggaaggca
ctggaaactg
ttggataaga
accaccgatg

cagcgggaag

gagtgttcag

ctacttcccg
ctgatttgca
acgggtttcg
gagccggcgg
agccatatgg
aatgtcgata
ctgccccaga
gagaggatca
gtcgtcatta
cagggatacc
cacaacaagc
gatgaccttc
gaggatgata
ctatcctagt
gggtctttge
catttatcat
tttatgaccg

tctcatccac

ttccggagta
cttcacggat
gtcagcatat
agaccatcgc
atgaacagta
gcecggaccgce
gcaagaacaa
cggtcgaaga
catgcggtat
atgtggttaa
gtgcagtgag
gcttgetgga
accatgttgg
agacctcacc
gtatctatca
ttccctacga
tcgcgagcat
cgtcggtggg
aggagacgga
tcggtgtatt
ggggcgtctg
gcacgggagg
attctccaga
tttcacgaca

tcatctttgg

cttttgtttt.

tttatctagc

cttcctgata

86

tgaacgcgat
tctgttctaa
tccatacatc
ttcgtggaat
catgtcctac
géaggaactc
ggtccacctc
caacaaatgt
gaactggccc
agcgcttaac
cagcgcettte
atcgggactt
aacggaacag
tggcgtctgg
atatgccaga
cctteetegt
cggaggcagc
cggccatccce
atggaaagcc
agtttggggc
gcataaggac
cgcagacgtc
cctcgaaaga
gcattctcaa
ttgggtaaac
tgttttcttg
tggctgcectg

catagccagg

gatgtatgct
catctgcgac
gccaaagcca
étaaaaggcc
ttgcectacg
gaagttttac
aacgacﬁgcg
ctcaacatgt
accgacctgg
atcaatccgg
aatccgcaaa
caaatcctcc
ctcatcaata
gctcctcgac
aacctgactt
cagagccggg
cccgecgact
aacagcaccg
tacgccaagt
ttcttcatect
atgagcggaa
gaagcgggag
gaacactacg
caggcctcce
ttgtgatggt
gccacgaaag
gcatcattta

cggaaattce

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280,
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2730



<210>
<211>
<212>
<213>

23
2660
DNA

<400> 23

actttattge
ataattiget
aagtacgcta
cccatcttta
aagttcaatg
atcaggttcg
gctgaacgtc
tctgatttca
aactcaatct
tgctgcgacc
caagcgtatg
gaﬁagcccac
ggggtcgatce
acctaagata
ttcctecgaa
tgcacccgtc
ttcctgagga
attcagggtt
cgaagaagag
gataaagaac
tatctcgtcg
ccctgtetac
gtccectetag
gaactccctg

tacatgaacg

caagcgaatg
agactcaact
ttgcacccaa
gctttaataa
gatctggtce
acggaggaat
actcttccgce
cctgcagtga
gaacgaagtc
agagcccagt
tattacaccg
ttggtggaaa
cctatcgatg
ggcgaacctt
cagggattct
aécaacgaap
ttaaattgga
gaccaaccag
attgccgecyg
tttcgcattt
gcaatgctag
tcataactac
gagcccttct
cctacccectt

agcttgaaac

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

acttcgactt
gattgctcgg
tctgtaaaga
ctccaatcat
gtcgctagaa
tcttectggtt
tgtcaaagct
cagttgcgge
gggctgccgce
cgagcaacac
gccatgaact
gcttacccga
acagcaacaa
cagacgacct
ttcaggaaaa
attcttgggt
ggtatgcact
tcggaaccgg
attttctcga
tcatgaccgg
acaagaacga
tacccctata
ttatgacgcc
cgtcaagcag

cacctacgaa

tcttatttct
tgccatctta
agacttctcc
gacgattgga
tatcggagta
gggtacaaga
tgttggctga
tgcacttctg
tcatttttcc
ttccgactac
ctattegtcg
tgtgcacttc
tggatctcga
taccatttac
tggcaggttc
caatttgacg
ctgtacattt
attttccgtt
cttctttgaa
tgagagctac
caccacgcgt
agcttagttg
tgcatcggcc
cacgcttcac

gaatgcggct

87

gcaacgcegtt
ccagggatcg
aaactccaaa
actatcggaa
aatgagccca
ttgacacgat
cttcgateccce
ctgatcaacg
aaacgtcatc
cgattcttca
ctgacatgtg
gatgttgggg
tcecctgttte
ctcaatggag
acatggcagc
aacatgctat
gatgagacta
ggaaatgtta
aagtttgaag
gccggtcget
ttcaatctga
actgaaactg
aatgggacta
tattcaactt

acaaggccta

tggccagtta
gcaagccgaa
gtagaacaga
aatataatct
acccctggece
cceccttggec
ggatgatgtt
gcgcaggagce
cgacgtaccg
ataataggac
gtcatccctg
agatgtactce
atatcttcca
ggccaggctg
ctggtaccta
ggtacgctte
atgtgaataa
cagccaccaa
atctatacgg
atgttcccta
gcggtacgag
actttttaac
catccaggcc
caatcagtcc

cttcgatgag

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



tactttgcct
gacatctata
cgcgtcattg
tacgagcctg
cccatggatg
gacccgggtc
cgtgttattg
atcaccaacg
cagtccgecac
tttgaggccce
cattatgagc
gatcagggcc
tagtctcceg
tttattgata
tggtttttaa
atttttcﬁat
aattcaaatt
cgcgagaaac
taatgaagat
cagtaatata
<210>
<211>

<212>
<213>

24

DNA
<400> 24

aatgccgaag
cgctacaggce
cttcccacga
tctectcectee

tcctattcge

ttccaccaag
acatgatcta
atgagtgtcc
cgcccaccac
tggaatggga
cggagcagca
aggcgaccaa
gcacccteect
ctgccacacc
aggagggata
gcégtttgat
gtgtctcgta
ccttagatat
gtttcagtga
tgctgecetcee
ctcaacttaa
gatatttatt
ttgttecctca
ggagattaty

tatctataat

2800

cttgacctga
ccgcagtttce
ggtctctttc
catagctgtc

gcatggcccc

ES 2368 285 T3

cggcatccaa
ctacgaagcc
acttctctgg
atacttcaac
gctctgecagce
aggggatgac
ccgecgtgcetce
cgccatccag
gatcgatatt
tggagggctg
gtgggcggag
tcgecatcetg
aattgatatc
attttgttac
ttttaccgta
ctttgtattg
ggccttttat
tcatactata

cggattgcgc

Aspergillus niger

tacgacttca
cgcttgaatt
cgagggcagc
cgcgagcttce

gccagagatg

cccccaaaat
tataacccga
gacgtcctgg
cgtatcgatg
tacgacctcg
tcacccaacce
attgccaacg
aatatgacct
cagatgcccg
gatggccctce
acatatcagt
cagtggctgt
acactgtaat
ttccagtaac
gctacggcta
cceecectggat
tggcagcata
tttatcccea

acttcataat

aggtatcgtc
cccgecattag
cgctgcaaca
tcattggtac

tttctgcaag

88

acatgaacta
acccatgctt
gctggecgac
tcaagaaggc
tcttegetgg
ccaccgagggd
gtgactggga
ggaacggcca
atctccagtg
agggggttat
cggggcataa
tggggcaagt
gttcccteca
aactctatta
tgactacata
cctgactaca
atatctttct
cagctgatgc

caaacatcgt

accgacaatc
gaaatgagca
tcattgggat
ctcttcgeta

gtcccatcac

ctccgagtgce
caatccctac
agacttggca
cctgecacgcec
aggcgacgct
tgtecctcecceg
ctacctgatt
gctgggcttce
ggttgagatt
gggtgtacaa
gcaggctcag
tgagattctt
aaaagcttca
tggéattccc
taacggactg
gaaaataaat
catataagca
cgtgattcgg

ataagtgtgt

gttatcatca

tcgcattect

catgcttggtl

cctcgttgea

cttgcegegt

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

2660

60
120
180
240

300



tgctattcce
gttctgagag
tcgctgcact
cacccccatce
cccttcatca
tgcacggata
atgaacatcg
gactatcagt
ggctgatttg
atctgggcga
ttttctttgt
atggtggccc
ggcagcctgg
ttctgtggta
taacctattt
accgctacgt
cagatctttg
tatgttcctt
aaaggtgagt
ctaggtgcac
cctgttgttce
gcggaactag
gtctteccag
gatgtttatg
gaaatcaacg
tatctccctg
gctcctaaca

ggtccegage

cgccctcgag

tgtactcaga

acatcatcgt

gataggctcg
gtatgctgtt
atgcttcagce
cgaagcgttc
tcttgaacaa
cttccgtegg
gatgtattcc
cttccagccce
tggttgcagt
aacctaccag
agtgtgatat
tttgtagggt
ccgaggagga
ggatcaaaaa
acatatccgc
tatacttcac
tggcatatga
cctttgtcecca
agagcatcca
catccggtgt
acatcgttaa
agatgtgccce
cgggcgccag
tcacctggtc

aggagggcga

ES 2368 285 T3

ttcccgacaa
caatcatatg
taggcagcat
gtgttcgtgce
tcgcagtctg
tgctaaacat
cgctaacgcce
caagactaag
acagcttacc
ggcttggtcc
actattggcg
tcccttgagyg
cctgttgaga
tactggatﬁg
tgaccaacct
gattgctgaa
cttcaagatc
tgctttccta
caaagtaatc
tccectgtate
gaagaacaat
tgagcaatgt
ccagccgcca
taacgcqgtc
cattctctgg
catctacttt
cgagtgctcg

ctactcggcec

gttactttgt
gttccctcca
ggaactggca
acgectgtcece
ttgtcgacgg
ggtcgatttg
gtgaaacact
cgtatgtatc
gcgtggaaag
ctattgagaa
agcctgtgga
cctttctecca
acccatactc
ctagttgagt
gtgggaacgg
gactttgtga
tatgttactg
gatcagaatg
tttaactagg
ggtcagtttg
gccctctteca
ggatacaagg
aaggctatga
ctggatccca
gacgttcttg
gaccgcgcetg
gtggagagcg

aaccccatcg

89

gtcagtggct
tgtgctacgt
cccgcacata
actggceccct
ctgtcctagce
gccaaaaagc
cgttgaagat
tcagttcgat
cctgcctgat
gggcaacgtg
tgagatcacc

ggagaatggt

gtgggtgaat -

ttacatgggc
gattctctct
agttcttcaa
gagaaagtta
atacagaaca
gcttgtactg
actacgtgca
atttcaatgce
atttcatcga
actggagcga
acccgtgctt
gattccccac
atgttaagcg
tctttgtegg

agcatgtctt

gagaagcectg
cgtcctageg
aagcccccga
cccccaaagg
cgtctegetg
tcgcgacgec
ccectgtegag
attgaacgat
gttcacttcg
tcacggtccce
atctggctga
agattecgtgt
ctcaccaatg
ggtatcgacc
gggtgtccca
gaactggcag
tgcgggccgt
cttcaaccta
attgtactat
ggaggaagca
aagctttttg
ccagtatcta
tcccacctgt
caacccctac
cgaagtcgac
tgccatgcac
gggcgacggc

gccccaggtc

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980



atcgaaggca
aacggcaccce
gecccccagcea
gagaacggct
ggtcttatgt
gtgtcatacc
gctaccacgg
atgcgaatgt
actggcctac
ctaacaagca
tctacttatg
gtacattaaa
tgaacaattg
acgcagtatc
<210>
<211>

<212>
<213>

25

DNA
<400> 25

gaatcaggat
cggagacatg
ctgtgtagaa
tgctttgacc
agtgtgagca
aacaggcaga
cggcacatcc
aggaaaacag
ggcattcctt
atgcccattg

actttgcaga

2165

ccaaccgagt
ttctetegat
cccccatcaa
atgacccaca
gggctgagac
gtcaccttga
gggacgatgt
acatgaattg
ttaccctcac
taécgtagct
acgctatttg
ctcaatgtgc
tccccgagag

ctccactaat

ggaggcccga

gtcggagcta

gtcagaccct
aatttggagc
ccatgétcac
agagaaatgc
gtcttggact
acgeccecggtce
ttgcccatgg
agcgcaggag

actgggtatg

ES 2368 285 T3

tctgatcggt
ccagaacatg
catcgacatc
aggtggtcag
cttccagagc
gtggctgctt
cacgatgata
cttttactgg
ttccectatce
gatttgaagc
actgctaact
cttgcc;agg
agagagagag

gccgtaacac

Aspergillus niger

cggccatcaa
ggcgggaata
ttggatccag
tgagtcactt
actattgcct
tgccttgcect
tgtgcttctt
agtcaagatg
cctgtectctce
cgcccagtcee

ttaagctata

aacggtgatt
acatggaatg
cctgacctga
ggtgtcatgg
ggacacatgc
ggccggcggyg
gtcataagtt
cagtctctaa
ttttcaacct
agagcataac
cgggtttaat
aaacgatatt
agcgagcggt

aggaaatgga

ccgccgaaca
gccgtccaaa
cgttcgttgt
ggtcgatgat
tagcctggee
cttgggggcce
tgcaacttac
aaaggtgcgg
cataaacgcg
ttgcagaaac

cggcegtgaa

90

atgacatggt
gaaagcttgg
tgtacaatga
gcatccagca
agccccaatt
ataccctgta
atgatctgta
agcaaaattc
gaagaccgga
acactctacc
cctgaagctg
tgacttatat

aaatacttag

tceggetget
gtcacgatag
gaatggctcc
gactggctat
gttgaagctg
aatttaacct
gttataacga
cgctaattcce
acgggcctgc
gagattctac

gtatagatca

catccttace
attcgacacg
agtgttcatt
ctatgagcgt
ccaacccaga
aggcgggtag
gatacgttgt
atagtagagt
agaattgtaa
cctecggeact
cagtccaatc
gatctgaaaa

caagtcagtc

cgaccgaatt
gtcgcttgta
acgcagcctt
accagtgcaa
acatgagagg
ccccagactg
gtctgtgaac
tcttgcggcg
cgtcgttegt
ggtcggtgtg

tgctgacaat

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2800

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



cgctaggatg
tcattagctt
tgctcaatcg
-gtaaagaccg
ccttatgtga
atcgccgagt
gactaggtct
cgagcatgac
taagtctgct
tttcggaggt
tgtgtatggce
ctccaactcé
caccatgacg
ctacgacaag
tgtaacatac
cgcaacggag
gggcgtgaac
gaacaacgaa
aatcggaacg
tgcaactgga
aataactgct
ggctgaagcc
gaacctgctc
ctactcaaat
atatctacat
atacc
<210>
<211>

<212>
<213>

26

DNA

cgacctatta
tggacactgg
acaatctatg
tgggcacaca
ccgataagct
caacgactag
écta;aggcg
gacaaagtct
gcgtacagca
gtcaatacag
aaatactact
agtagcttca
gcactgccca
acatacgaca
agtttctccg
ccggggtgge
ctgcteggtg

atctctctcg

ggaacgtctg

aatggactga
acagccacag
acgagtactt
ccaggacttg
agatatcacg

ttccttaacc

2800

ES 2368 285 T3

cgcagtcaac
cagcagcgac
cacccettat
cctcaacgat
cacgatcggc
taaacgtggg
ggatcgccég
acgccaacct
tatggctaga
ccaagtacaa
ccctcgecat
ccgacagtct
gcgacctggt
tggcctacat
gggcaacgat
ccgacaacac
atacattect
ccaataccaa
ctgtgccagg
tctcgtctgg
caaccggctc
cctcggaggg
cgggtatcgg
acgagactct

gtaaactgca

Aspergillus niger

ctgacgttag
ctctgggtga
ggcttgtaca
acatatgcgg
aacacaacaa
tgaaccgttt
cgtcggttac
ccctcaggec
tagtttggag
gggcgatctg
cgcccttacg
ccccectetcet
caacaaggtc
cgactgcgac
caccgtgagc
gtgtgtcttg
gcgcagtgceg
tttcaatcca
agccacaccg
caccgcagtg
aaccggcact
cgctgcggcg
cctacttcectce
aatgtaataa

tactctacac

91

gaacacctgc
acaccggcaa
atgccagcga
acggcacaaa
tcgataatat
gtccatgaat
aagatttcga
ctcgtcéaca
gcgtcgactg
cagactcttc
gagctcagcg
gtgtcactcg
tacgatgcgc
actagagagg
atgagtgagc
ggcctcecgtge
tacgtcgtgt
ggcgacgatg
gttcecctctg
cccacgctgt
ggctctagcg
caagctacga
gctctgtaac
tgtggtatac

caaatccacc

gcaaaaggta
ctcaacttac
atcgtctact
cctttacggt
gcagtttggg
gatcgtcgcet
cctaccaage
gcggtgccat
gctecectect
cgatcattcc
ttgcgaccga
atactggcac
tcaacgcaac
cggattacaa
tgattatccc
ctagccagcc
atgatctcga
atatcctcga
ctgtctette
cgggtgtcac
gtggttegtc
gcaacccgat
gcgattgtac
aataacccca

accaaaatac

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2165



<400> 26
gcccagccaa

gccaaacaac
aaacaaagca
agccggacag
tcagcgtcece
gcagcggcag
tactacttat
tggtctcttc
tcecctegegg
tccggegtec
gtgattcctt
cattcgecttg
ggatatgtcc
gaagcgcatg
cgeceggtgte
caaggccaat
tcgtcgtetg
gatccagccce
gcccaagcac
ctgcgactce
ggccgatccce
gtatgccgat
cagcgtcgtc
agccaacctc
cagcaccggc
cagcaacgag
cccacaagtc

attccatttt

tcataagaaa
cggtttgttg
ggtaacacaa
gatggcgcta
. tcccagcecceccce
taatgatagt
ctctectegt
ggcagccttt
tgttgtcget
ccaatggtga
cgaatactac
caaatcgccc
acccccggac
ttgctcececca
cacaatatcc
gcectgetgg
cgcaccctge
accacccgct
gccgatgaga
atcatcacac
aagtccggcea
ctcgagaggt
caattcaacg
gacctgcagt
ggacgcggceg
ccctaccttg
atctctacct

acatccctca

ES 2368 285 T3

cccggtectg
gacgecctge
agatataata
gtgtcacctce
cgatacagta
cctgcecggtg
ccctttcact
caccatgctg
gctcecectteg
gttatagacc

caggctggag

ttcagcagca

acgccgacta
gcgagactgce
aggtcgacgc
atgccgactt
aatactccat
ttggccagat
cattcctcac
cgcactgtct
gcaagatcgg
tcgagcagca
gcggcctcaa
acatcctggg
aactagtccc
acttccttca
cctacggtg;

cctctctcaa

gcaaggtctt

ggtacactga

cggcggaatg

cagcttcgge
atggtatgca
aataataccc
ttécctttgc
tcgtctctcece
cctgtagecg
ccaattctte
atacgccaac
tgatgtcgcet
tggaaagcat
cgtcgactca
cgactgggtc
caagtggtat
cceccgacgcece
ccagcccaac
cgcagccacc
gaagcagctg
ctttgccagc
cctggcetece
cgatcagctt
cgtcagcgct
cgacctgagc
gggaatcctce
agacgaacag

ccaaactaac

92

ggcggggatg
aatcttgggc
ataggatatc
taccctcgca
catcgcagtc
cataacaaac
cgtcttcaat
ttagccaggg
cggagatctt
attttgagcce
aatcctcaag
ggtttcgaac
ttccgcacce
gtccgcgact
aagttccata
gtcagcgacg
ctggtctcge
cgtgccacca
ctggcccaga
tacaacatcg
taccttgagg
aatgccatcg
tcatcgagtg
cccgtccecca
tcececcgacce
aagcttaaca
gtatgcacct

agacaccaaca

gtgcaagcca
tgttcgacaa
cctgtegatce
gcggacccaa
ttaatcgcct
aaataaataa
cccctecatct
agcagccgta
cgaaaagcta
acatactgac
gcaacgaggt
aagccgtgat
acgatgagat
ggctggaatce
ccaccgtaaa
ccaagcatat
;catcaacat
tgcgcagcaa
acacctccca
gtgactacca
aatacgcccyg
gccagaactt
acagcggcga

tcaccgagta

ccaacgacaa -

actccgacct
cacctgaccc

gactatcccce

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
1560
1620

1680



gtcccctacg
gtaatcttct
aaccgcacgc
gcaacctcca
ctctggeccce
ggcaacaagt
cagggcgtca
tgctcecgege
gggttgectg
gcgttgaatg
ggcacgccta
gatcctgtgt
gaggagggtg
ttaggtgaat
tggaag;;at
gatgacttgt
tataaaatat
tatctgtatc
gggcacacca
<210>
<211>

<212>
<213>

27

. DNA
<400> 27

ggagacagaa
caagttcatc
cgaaataaat
gtagacttgg
gatgtcaact

ctaacgtttt

ES 2368 285 T3

cccgcaccgt ctgcaacctc
ccagcggcga ctccggegte
acttccectecc tcaattcccce
agacctccce cgagcaagcé
gccecctecta ccaacacgcece
tctecgggget tttcaacgec
actacgctgt ttacgacaag
cgacgttcag tggcgtcatc
tgatggggtt cttgaatccg
atattgtgaa cggcgggagt
atggtagtcc-tgttgtgcecg
cggggttggg aacgccggat
gtaattaagt gtgagatggg
tgtgtggata attttcatac
gtctaatgag tgtgatttgt
ctttgtactg tataacgaaa
atacaaaggt taacccatgc
ggtagcagat aagtgtatgc

ccagtgccaa acagctccat

2660

Aspergillus niger

tacatggaat tgatgctcaa

gcttagattg ggaggatcgg

gatttatgac tatttgcggg

taaacattgc tatcgatccc

ctcaaaacac agcattccac

gctgaaacag gtacctcteg

tacgcccaac
ggcgcecgect
gcctcctgec
gtctccttct
gcecgtgcaaa
tccggecgceg
ggcatgcttg
gcgttgttga
ttcctgtatg
gtgggttgtg
tttgctagtt
tttgcgaagt
gggaaaggga
ataattaagt
ttacttatgt
tgattatttg
agtcgtaacc
aatctatctt

cttgatgcgg

-

caacgacaag
ccaggtctgt

catgagcect

cceccttegta
agcgttcata

gttattttte

93

tcggcagcecg
gcctcaccaa
cctgggtaac
cctccggegg
cctacctcac
ccttcecececga
gccagttcga
acgatgcgag
gtgtcggaag
atgggaggaa
ggaatgccac
tgaaaggggt
ttttcttette
;tgcattggc
atattgagta
agtggagggt
cataatgcaa

tgttgatgat

gagctcgcgt
atataggccg
cacgtagtgt
tattagtcat
tgatgtcaat

atatagtagg

cggcgtctct
cgacggcace
ctccgtcégc
cttctccgac
caagcacctg
cgtctccgeg
cgggacgagt
actgagggcce
tgagaagggt
tcggttcggg
gaccgggtag
ggcgttgggt
gatgtgaata
agtgataacc
atggaatgta
attaaagaac
agctctactc

gcaatcaagc

tccgtaatgce
cgatagaaca
gctatagacce
aattcttecct
gtctcaatcec

aaggtcgecec

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2800

60
120
180
240
300

360



ttgcatgtgg
agtctccact
cttctacacce
cgcaacacta
tagtcaacgc
gtttgaatcc
gatttcgaca
'agtctatact
tcgeegtetce
ccaggatgca
ggtacctacce
attgatcagc
gatgtagcca
aatcgaaaga
tcgcagatgce
gatccctaca
gcttactccet
gctccctctf
gtggctacac
cagtgccecta
tcaacccatg
tcggeggece
aagccatcaa
ccaacggact
agaccaaca;
ccctgatcag
tggagccgtt

atacagagcg

tatgagacca
tcagcaétgt
tcttcatctt
gagaatcatg
acagtctcaa
cactaacagc
ttggcgagtc
tctggttctt
atatgcttcg
gctctctggce
gacccgtécg
ctgctggaac
gacagtttat
tatatctcac
ttgaccagga
tcaatgagct
ctgacattga
tccctttaat
ttegtttett
taatgctagc
cttEaaccgc
catcgttgga
cgcgtaccca
ggacacatec
taccatcatt
tatccagaat
gttcgtgecg

tggattgaca

ES 2368 285 T3

ttggcggcat
gtttgtgata
cacttcacca
tggctctttce
tacttcaaca
gctagaattc
ctatgcegggce
tccatcttet
cacggctaat
aggcatcatg
caacccttat
gggattctcg
ggacttctgg
tégcgagagc
tgatgatgag
gccagttttg
tgacttccag
gacaccttca
gacgatgccc
tgcaacatct
taccatatcc
cttggtccga
acggactatt
cctccaagct
gcgcacggece
atgacctgga
tatggtggat

ttttecgacag

ctagcttgaa
gccaagacat
atccactctc
tcgtagtgcag
acaaaaccaa
gtcgtcaatg
tacctaccca
gatcctgatg
aaécagatca
ctcgagaacg
gcctggaaca
cttggcccgt
aggeggttca
tatgcgggcec
tatttccggg
caagatggta
tgcctgcagt
tgagtcaaat
ttacctttce
-~
gggatatcat
ccgacgectg
ccaactactt
tcgtctgcaa
ccctgggace
tgatggattt
atgggaagca
catcgggagg

tatttagttc

94

tggtactcaa
cggcagtagt
tcactgctca
tatCCtgctg
aggtatacca
gctctgctat
acacgcctte
cgtctgatga
ccgtetgget
goceectttet
acctcacaaa
ctacggtagt
tgaaaacatt
;gtacatccc
ttgccggeat
tgcctctgéc
tgcgaccgtce
caccaagctt
accccgttct
aaacaacgct
ccececacceece
caaccgcagt
ggatggaatc
gctgeegege
cgagctgcectyg
ggggttcgag
aggcgtgctg

aggacatggt

tatgaccagt
tcctgcagag
cttctagttt
ccacttggag
catcgcgtca
tccttttgtce
tggaatctcg
ggtatgctta
gaatggcggc
atggcaacct
tatggtgtac
ctcagaattt
cgatctgcag
atacatcgcg
ccagatcaat
acaggttatt
aatcagcacc
tccgacgatt
caattcccat
tctctagcte
tggaacccag
gacgtccaga
ttcccgacgg
gtcatcgaac
gcgcagggaa
cgggagccgy
ggaacggcac

aggtccatat

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040



ctcagtatgce
gcggcatatce
ccggagacag
tgcagacaat
ttgacttttc
tatcgcaatc
tattgccgga
cagtagcgca
cgggaattcc
tctaagattc
ttttgtatag
<210>
<211>

<212>
<213>

28

DNA
<400> 28

taaacagaac
aggaattaac
gctcecctgttt
tgcatgaagg
gatgccaata
caccaatacc
aaccceccacaa
ccatatccac
caccaccceca
ccaccgccta
atatctgctt
acgcgggctc
cgacactgat

tgttgtttag

1540

gatgcagcgg
gccagctgga
caaagagaat
tattgagcag
ggcaatgaga
atgatccaat
caaacaattg
tattatcacc
ttcaaactct
ccctcaatcc

taaatatcca

taagcaaaag
tattagcctg
tacattcccc
gtgcagaaac
tttccaccag
ccttacatcce
ctccacccca
aacacccecc
gctcteccte
cttctacaaa
ctcacttgtc
attccagétg
gtttgagatg

acagccggtyg

ES 2368 285 T3

gttgctaaca
gtttttgctg
gaagaaaaga
gtgcagataa
tttggggaag
caacactgca
actagatatg
cccatacgtt
gaaaccgcgce

ctgctccatc

Aspergillus niger

tccagatctt
caactgtctg
gagacatgct
acgaacagtg
ctgaactaca

caactcagta

tcatgtccaa

acaccatccc
tccaccatag
tatccecgecc
tacccctecc
ttcaatatcg
tataatagct

acggaggagt

ggaatagaaa
gggagggttg
aaaaaaaaaa
cagagcagaa
ctagctctga
tactaccttg
aactcttgat
catgatcggc
tgggtccacc

tactttcctc

gtgtcccectt
caccatcatg
catctagttg
gcgtggtage
atctccgegt
~
actacagcaa
actctccgcet
tcaaatctaa

ccaccactct

tcttcgtcta

tgggtaactg

atgctgcgta
ccggctcgga

gtactgttgc

95

tcccggaata
cgaatctgtc
aaaaaaacaa
tggttgagct
gattggtcct
atcccctege
tataaaccaa
agcctaatcc
ccgcatctte

cctctcatac

cgactaécaa
caacccctct
caagccatct
acacactctc
cagaattaat

tacttacacc

gctatctcca

caacaataac
gctcctceett
ca;agacacc
caacggcgga
tacctgtaat
ttgtggagat

ggatgtggag

tgcaccgggg
ggtgggttga
tatgaataat
gtcagatcgg
ccgccaaagc
tgtagacccg
tcaagaccec
gaggtcggat
acagtaaaaa

cacttttgct

tcggaacaat
cgttgtgatt
ctaaceccacc
tgcagtactc
atataaccat
tatcctccac
aggtacttcc
aataacctct
acccccccaa
aactgcaccg
tactacgact
ggcagtgact
gagagtgatt

agtccggggce

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2660

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

840



cgttggagat
aggagggatg
tggtgggatg
taaagtgagt
taaagttaat
cgttgagata
gtgcacagat
éagttagcgg
ctgcagccga
tactcttact
tgtaggcact
tttttttecyg
<210>
<211>

<212>
<213>

29

DNA
<400> 29

acactttctt
gaatcagcta
gttcagcaga
agacaatcca
ccactcccaa
tctctecteac
ccatttcctg
ctactcttca
gcttctgatc
acaaccaccc
atgga;ccgc
tcgtegatte

gcgctacggt

2800

gccggtttgg
gacggggggt
gctggtacta
tgtctgaggce
tacatatgca
tatagttata
tatctttgat
ctgcacatta
ttacatctgc
tgcttaatac
ggcaatcata

gtagtttaat

cgatgctatg
tacacggttc
gtcctggtte
ggagcagcag
tacttaccaa
ttctgctetce
ccaaactttt
atcccggegt
gcatcggcecyg
gtcgagcccyg
ctecgtgact
ccactcaacg

agtgacgtcg

ES 2368 285 T3

tttgagttgg
tatataggta
tgttgttcgg
agtagtggat
aatgtgcaat
ctggaaatgt
actgtctatg
ctatgaggac
ctttccaﬁct
accaactttc
gtaactatat

cattccaatc

Aspergillus niger

tcccageccat
actgcttctt
cagagcttga
ccatcatttg
gtcacccacce
gtgcaccact
gtctgtcatt
actcaacatc
ccctggtctce
ttcaccttct
ggatcatcga
attccccgeg

tacttcgttt

ggtgtatgta
gcttggtggg
tgtggggatt
gacttctgct
catagactga
tattcatcaa
ggctgtacga
ctgtgaattc
attttctgga
atatatctac
ttcgtttcat

aaagaattgt

ataaggttca
atatagtaca
atactcggta
gtgcctgagg
~
attccttcce
tttcttcecea
ttaggttttt
cataatgcgt
Egccgtcccc
ctcttceccag
gtccatatgg

caatcgctet

cagcctgege

96

attgattecgt
taagcactat
cttgagggtg
tctgtgatgce
taggtggaaa
ggctgaatac
gcgtctctga
gacaccaaaa
gtcaagcagyg
ccagaattac

tttatttgtt

attctccgac
tgaggattca
gcattccagg
cacacagcac
tctttecggece
ctcacgccat
tgaaggagat
cacctcttat
gceggcteca
ccctctgatce
ggcatcgaaa
cctccctecce

aatcacgatg

tgagtcggta
tggggaattg
ggttagagac
tggtatgtga
cttgtctact
aagtgtaacc
ctcctacaat
ataaccagcc
tattccaaca
tcaatcgtga

tgtacaattt

tcaagtgaca
ataaagccaa
gattgtgggg

tgcctcgtct

tttctettte

ccttetecat
gactcggtga
cactgctggt
ttatcactcc
cccgaaggcc
aacccgcecatc
ggattctgge

aggccgaggc

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1540

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



attggcccag
agatatccga
ttgactgatg
accaaattcc
tacgacctat
gagtcgac;t
cattatccce
cgttggagta
caccgcggeg
atggattggc
atccaaggcc
tcecgacgge
gaccagccta
cggcggtcgg
gggaatggaa
cgacatcgtg
ctactcctgc
agccaaggcc
catcgtcacg
ctccggtggce
gatcaagctt
caccggcaag
ctcatttgac
ggatagccgc
ccecectgece
ctacacagac
agatacatat
aaactaatca

caataatgac

gctgcagaca
ctggccgagg
cctgatccac
ctccagaccg
ccatctaaaa
gcgccaaagt
tggatgcggce
tcttacgagg
tcaggccctc
acctcaaccg
gttacccgcecc
tétgtttata
cgcttctgtc
acccgegcta
g;acaacaat
agcttcecttg
tcc£cgatcc
attcggtacg
gccagtgegg
agtgcgttgg
cgtgatcgcé
gagatctaca
gtcgattggg
tattcaaaat
aacattgacg
gatgacgacg
tgggccaccg
accctattta

taatgacggg

ES 2368 285 T3

ttctattcct
aagtcgtaag
tgtgacccte
catatactcc
agccgatagg
tcggtgacct
tgctggettce
gtcgcgaaat
gtaaaacaat
tgaaccatgt
ttctacagga
cctgggagac
ccggaatcga
acccttgttce
tagcacagtg
accttcactc
ctccaacgct
cgactcacga
cagataacaa
actggtttpa
gaagctacgg
atgttgttct
aatcagaact
ccaatgaccg
aagacgaaga
acgatgatga
aacacacata
tatgacaccc

tttgcgggag

ggacgtatgg
tggttcatcc
gcaacagatt
cctaatagac
acttgaagga
ttttttccac
catgtttcca
tceccgececte
catcgttacg
aatgtacacyg
cttcgactgg
ggaccgacta
tcttgaccgce
agaaaactat
ggcgctcaac
ttactctcaa
cgagagcctg
aatctacgat
ccececgggcegyg
ccaccaaglrg
gttcctceccectet
gaaattggga
cttcgatctg
ctecececggeg
taaggaatgg
tgatgatgaa
cgaatttcgg
tcgcccatat

tgattgacgt

97

gegtctactce
ttcecgtecat
ccctcattat
aacctggcag
caatctggat
gagtatcagc
tcccatgtge
cgactgagcg
ggtggtagcc
ctcattacca
atcatgatcc
tggcgcaaga
gcetgggget
gctggagacg
gagacacaaa
acaattctct
gaagagctag
gtcacttctg
ttcttccececa
cacgcgactt
ccgtctgaac
tccttectca
tcaaaggacg
tatctacaca
gtaatggtgg
gaagaggaag
cgacgacgct
actctcctte

gtttatcatg

cagcattcgt
atctgccegg
tgggcttget
agagaatcta
ttgcgtecte
ctttgtecgt
gcatgattag
caggcagctc
atgcccgcega
agtatggcaa
ccacgatcaa
atcgacagecg
tcgaatggga
agcccttcga
acaacaatgc
accccttcte
gcecttggect
cctgcgaagg
ttggtggcaa
attcatacca
acatcatccc
tcggaggega
aatccgatct
acgccaacgg
aggaagaaga
aggaagagga
gatgatggac
tgatgacgat

ctctgcttcet

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520



cgattctttt
ggggtattect
gacccgagta
gaaagctaag
tcatcgtcat
<210>
<211>

<212>
<213>

30

DNA
<400> 30

cccgectgta
agccgcectgtt
tctatttact
ccaagctgcg
cﬁgtgcatgc
accatctgac
tggcaatcaa
tttgttgtga
taccattgac
attcteecege
catccgacca
aatgcgaaga
ggccgcaéta
aattttgctg
gaccatgttt
gcttatgtgg
ccttggggac
gacagcgcetg
aatgagtttg

gatgttggac

2380

tattatttta
ctacataatt
aetaactggt
cctcataagc

acattcattc

caaggctcat
tagaactcgg
ctaacgccta
ccagaaacga
atgatgcttt
tgagttttaa
caaaaggtga
gactataaaa
atttctcecc
tgctggeccct
tccagaccat
ttgagﬁctca
caaccgaaga
ggtacgcggg
gtgtccacgt
aacaagatca
tggggagcat
gggagggtac
gtggtcgtgce

atggtacaca

ES 2368 285 T3

gatactgttc
aaatacagag
gtttcattcce
tacttcaccc

gttaggtatc

Aspergillus niger

tgagcgacct
aaataggcgt
gcaagcaatc
aatgagtccg
cctcatgggg
atatactgtc
atgtgactga
ggatctaact
ttteggtgge
catcttacct
cccggggaag
tgccgcatgg
tgaccttccc
gtctttcgat
atcetagacc
ggtctggtat
ttctcaccgt
atacgcttat
tagcctggca

tgtagcaggg

ccttcaggtg
taattcaatg
ttccgtactg
cactctttac

tttcecgatge

ttatttctat
gcatagtatg
agtgcccaga
taataccatc
cattacccag
caagtgcctt
aaggcgcggt
attgcactac
tactcgctca
gcagttttca
tacattgtta
gtaacggagc
gcecgggatceg
gagaaaacta
gtatggtttc
ctcgatacgc
ggtgggtcta
gtagtggaca
tataatgctg

accatcgggg

98

cctatagcect
aatcgtccta
tacttaatct

ccaggtgcag

gaaggcttct
gacccaatca
ggaagctaac
cctgecatgcet
tagtccgaag
ctgaccecggt
ccagacaaca
tgaaatcaag
acatggcttt
gtgccacaga
ctttcaagtce
tccacaggcg
aaagaacgta
tcgaggagat
gactaattgc
tagttaccga
gcaccgacta
ccggecatctt
cagggggtga

gcaaaacata

atagagctta
tcaaataatg
gtaaggaatt

tgtatcatga

tgcagtgtag
aéagagttaa
ggatggctgg
tatctgtatt
acgcaatgtg
ccececgettga
ggacttagac
tattctagtc
cctcaaacgc
acaggtccct
cggcattgac
cagcttagaa
cagaatfgcc
ccgcaaacat
tgtacaggta
aaggcgagct
catcctatgat
ggctacgcat
gcacgttgat

cggggtttcg

2580
2640
2700
2760

2800

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

1020
1080
1140

1200



aaaaacgctc
attctggatg
gcggcgataa
gtgatgcaqgq
agggtgtgct
ccattgagct
tctgcacceg
tcaaactacg
accggctcga
acaggtttga
accgagctca
cttetggcct
gactaggtgc
gtttatatgce
tcacttttge
tccecgagact
gctgcecgttt
ataccgcaca
tgatgagtga
agatcaaaga
<210>
<211>

<212>
<213>

31

DNA
<400> 31

aaacgacgtt
cgegetegga
atctactgag
ggagaatttc

gctccgtgtt

2441

acctactgtc
gcttcaattg
atatgagtct
tgéaggctac
ctcttgtgtt
aaatttagac
acgccattac
gctctgtggt
acécggccac
tcctctattt
agaggttgge
acaatggaaa
gtaacatgag
gaaataaagt
cgacaccgca
gaaactcaca
acctcccgac
gacaacttgt
tgatgtactt

gatcaaccgc

ttaggtcaat
ggagcagttyg
attacgttcc
acgatcggtg

tattccgttt

ES 2368 285 T3

cgtgaaggtg
ggccgccaat
tggtatgtgc
tcctatgegt
gcecgetggaa
taatgttttg
tgttgccget
tgacattttt
caacacgatc
gatgggcttg
tacgcggaat
cagcggegty
tgaatatggc
gtgtatcagce
aatatgctgt
catccattgg
gtggtaccgg
gctcéttact
ctccccatca

ttceccggac

Aspergillus niger

actgaagtcg
aagttacgga
aacataattt

aaaacgacca

ctctctcectte

tttgtaggtg
gatattgtga
gccctctctg
ttaacaatgc
atgagaatgt
cagagagatg
atcaacagaa
gccccgggag
tccggcacgt
cgggaccttg
gctgtcacca
tcaaaagggg
ttagaatagt
accctggcecct
gcttgaggcet
atgtataaag
accgaaggca
gaaagtacca
agaaccactg

-
agatcaggcc

ttgaaaacgc

gttcgggtca

catcaggaag

agcagcatca

tctctatcta

99

aatccagctc
gcaagaaccg
gggatctaat
agttgagaat
aagctctgct
cagcacggac
gcaatgccceg
agcaagtact
ccatggctac
ctaccccage
atgtéQCQQQ
gtagcgatga

ggggatcgga

-

gttcatgtaé
gttgcctcce
ttctgcacat
gécacagatc
ttccacaggt

gcggtggttg

ttgattcttc
cgtgaccteg
aatgcaaagg
catttgaatg

ttgcttctct

gacatcggtc
gaccagtaag
cccgctaace
gettttgacyg
gaactgtcca
tagcccgget
tgcgtcattc
ttctgcatgg
acecccatgtg
ggctgcaacg
tagccccaat
tggagatgag
gagtagacta
gtcggcattt
cagccagcect
gcgaaatgcc
atggaccgct
cattgcagca

gaatgaatct

gctatctagg
actactagta
ccdcagagaa
aaactacatt

ttggctagac

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2380

60
120
180
240

300



ttcaccaact
gcaaagctga
cctataacce
atgccgctac
gceccacactce
ctcgttcacc
attttgaaag
caggagactc
ttgggaatgg
ttgaccagcce
actcacgtga
ttcctcacaa
agccgceccce
gggccggtac
tagccccagg
tgcéacgttc
cttcaatgaa
tgacatatgc
cgatagtgtt
tagtgagttg
ctgcaccttg
tgaattcgce
tcgtcgectac
cgaagcagat
ttgatctcgce
gccagacaga
aggaacctgt

cgtcacgett

aattaatgct
ctgaaccaac
accctgctea
gcagaccgtg
accggcattt
ccaattcact
ccagaatgac
gagéatgatt
aacagatcac
agtcgatgtc
agccgeggtg
acagttcctt
agaaaaagct
attccttatc
ataccgctga
gggtattggg
actaggtgcg
attcaacact
gtagggtagt
ttatcatcag
tgagatcgac
atctgtttgg
ttctgttatt
cgctttcetta
ctgtaatacg
atttaccgca
ggggagtgcg

tgcctttgtg

ES 2368 285 T3

tacacgatga
ccctceggtg
atgatcaccc
ttagggccag
tcaattcgca
ggttggctcg
cccttecatg
ggacttttcg
aacccctggg
gggttttcct
gacatgcatc
ccecgttcacc
tgctcagtgt
tggcgaccca
aatcgtgctt
aaacactgtg
atattatggc
cagaccccecgce
atgataacga
aggctcatgg
gaaatgtgct
gaggccctgt
gatgcatttg
ctcgcaaata
gctggcaacc
aagcccttac
aaggaaattc

actgtggaca

tagctgcatc
ctgttgctac
ttttgtegge
agggggctga
tccaggagca
acattggccc
atcccctaac
aagaagttgg
cctggaccaa
atatcgatga
ggttcttgcg
tttccggtga
tctaacaatt
aatcttggaa
ggtgggtaac
tactactaac
ggcgaatatg
gatatgtcat
ggcecggegcet
-~
ccaaattatt
atatcgaagc
cgccaccgca
ctcaatcagc
atgttgactt
tacgttgggc
ttccgtgggt
aggtttcggt

acgctggaca

100

cattgaatca
tgccagtttg
cctgttegge
tccctttacg
gaatgactcg
gaagcatctt
gctatggatg
cccttgeecgg
géattcatca
gggctatgag
attattcata
atcttacgca
accttgtgat
;aaaatgaac
ggattcatgt
tcaggagtcc
ccgcactgta
gcggcccagt
gatggccgta
gctaaggatg
ggctctaatt
acaggttacc
ggacggcatg
cttagcgtat
gaactcgcett
ctcgatcaac
cggtgaaggg

cctggtaagt

aactgacccc
aattcaatat
agcgtagtat
gtgtttcgca
atctgtgatg
ttcttttggt
actgggggcc
attaatgagt
cttctttttg
ctgcctcatg
tccgagattt
gtaagataga
acactgtgta
tgtataaaga
cacccaagga
catctecctat

tggatctata

ccgtetgtta .

acagatttga
acgacagtca
gagagatatt
gaatacaaat
gtgtcgagct
céaggcaacc
tcttggaaag
tctgggagcece
acggacgaaa

caaagtaaaa

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
1860
1920

1980



ttaggagaga
tgccccaaga
cctttgttta
cttttatgaa
tcttggacta
tccctgetge
tttcgttcta

cgcagtttgg

<210> 32
<211>
<212>

<213>

DNA
<400> 32

gtttgttgtg
cctcccaagt
ccatcatctt
ttcegtacgt
cgececgteeg
tggaaagaat
ttgcgegege
gagactgcga
tccgtcatac
aactcaatcg
accctgactc
cctttaacct
tccetgecct
ggcgacatcc
caagtgccat
gggtcgatca

taaagctgga

3500

ggggtttaat
tcggeceggat
acaaggaaca

atgggcccgce

ggggtccgte

ctcggtccat
ttatgcttga

gtttttgtce

gttgttgttt
ccctegttat
ccagtgcctc
gtatttgttt
ccaaggcggc
ccctttecact
tctctectttce
cgatccggag

atgaccggct

tttgcacttt.

tccggatctce
ctcccatcgg
tcattgcaag
ggcgcataga
ccgtcatgtg
ccttgaccac

gctggagccc

ES 2368 285 T3

gatccagttg
gtagcgcttg
gttgcgggac
tgcctaggtc
tgctttcatce
cacacgcccg
gtgccecgatce

gaggaagaca

Aspergillus niger

ggggtcccat
cttcecgectt
aatccaaatc
actttcggga
tgcgectcca
ccccegtega
ctctccacac
aagaataaaa
cccgagcecaa
tcgtecgetge
tcggtgttgt
cﬁétcctcac
tgctatctcg
tttgttctaa
tcgacgcttg
tttgacatca

aaccatgaca

gctaacgagt
acatgatgat
tcaaagattt
aaacaagggt
agcccttegt
ctccccccat
ttcectgeat

atcatccatg

ttgcaatccc

ttccaccccce

agtgttggta
tcgctggatt
caaactgacc
gctcgggcaa
agcttggact
ttcctttcct
gctatgccta

(=]

tgaaccggac

tccacacttt

e

actgtcgttg
gggagattct
gccaagccaa
gtgagtctgt
ctccagtata
ccctecagtg
S -~
gatctcgact
ctgatgctgt
tttgatgcca
tcgctgacag
ctctttgggg
ctggatcaaa
accagcccac

ccttcaatat

tcctggegga

101

aatatagatt
cgcegttcat
aacctccttg
ctcactgctc
Cttcctctge
cagcttaatc
gggtccatcc
ggaccgaagg
gcacgctegt
caatgcggtt
tcaatgtaca
tacagctcga
catcaagaca
tcatgacaag

agacgcatcc

ctatggtagt
actggggcat
tactccttac
acaataccag
tttgtccatg
tceettetet

tttcagtgta

cctgtcaatc
atttttccat
cgcatctgtt
tccagattte
gatcgccagg
cctccggteg
gggtgtgtga
tccggagtga
agtgaaaggg
gctctgttga
tccacactca
tctcacttat
aggttagctce
tcacaagctc
ccctcacagc
caccagcgga

gtacagtatc

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2441

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

1020



tcgacgcgga
tcaaggggag
ggatctactt
gcgacaacca
tcgaccttcc
gtctacatac
tcggcttcaa
atacgtgggg
tcggaagtgt
cgggctgtce
ccggcetecatt
cgtccaatgt
ccgacagctc
gcggcaatct
acaatgctta
‘ggcttggcca
ctaacgtcgt
acacctttgg
cgtcccagtg
atcctaéaac
cagccctggg
cctacactgg
gcggggaaga
cgggagctgt
ctgggacggt
actccagtac
gétcgggact
tgatgggcag

gcgaactggt

cgggaacgtg
gagtctactc
gaagcaggat
tcacgttcag
cgactcagcg
ggaactcaag’
cactaacccc
agcaatttca
gtctggcaat
gagtacgaag
caacaacgag
ctacgaaaag
atgccccgac
cacctcccga
ttggaccctg
actctgcaat
cgttcggtet
cgctgtccac
ctgtcegttg
tggaacagac
ccgcaacagc
cagccagtgce
tggttgcggce
gtgtgatgac
atgtcgtgee
ttgtcctacce
tgecectgeget
tctcctceccac

ctgcacctcc

ES 2368 285 T3

cgacggcacg
gggcgaggaa
ggctcagagc
ctgaaatcgg
actgactata
cggtcgtcge
aaccaccctg
ttgaactcct
gcgggcggag
caagtagctt
actgccgcca
tccttcaaca
aacccgcccg
ctggatctgt
atgaécgatt
agcgatgctt
tccggectegg
gactgtgact
acctcgagcea
atcactgcgt
gttaagtcca
ggcaacggaa
gacaacaact
tccaacgaca
agtcgcggcg
gactcgttca
agtggccaat
agcaacgaca

ccgaagatcg

agcccattge
aaggcatgtg
cactatttga
catacatgga
tgatcttcta
tcggatcgac
tgctacaacc
tgtttggact
tcaatctggc
tgattggtgt
aggaatggét
ttacgattgg
cggccacggc
tttccaagtg
gcgcgacggg
cttcggatgg
attggcagat
cccagacctg
cctgcaacgce
tctcgcaag
gttgtctctce
ttgtcgagtc
gctgcgacge
gctgetgtte
actgcgacgt
agaaggacgg
gcaccagccg
cctacgectg

gcacgtgcta

102

tccacatgag
ggatccggtc
gggagtcttc
gaagaaacgc '
ccgggéttcg
ctcgtgtcaa
gtatggccag
caacaagcgc
gtcgaccatt
tgcaacggac
catcagtact
gctgcggaat
atggaacatg
gcgcggtgag
caacgaggtc
ctcgagcacg
ctttgctcat
cgcggaggat
caacgggaaa
cactatcgga
cgccaaccgce
cggcgaagac
gaagacatgc
aagctgccaa
ggcagagacc
cacgagctgc
cgactaccag
ttcctecttce

cagcgtcaac

cataaggtct
ggatgggcgc
agtatcgacg
cccgtggatg
gatatggtgc
gccgatcage
gcagagaccg
caatccgata
ggtgatactt
tgcgecttta
gtcaacagcecg
ctgactatca
ccectgctcca
caatcggatg
ggactgtcat
gtcagtggaa
gaatctggcc
ctcgaagcct
tacatcatga
aatatatgcg
gacgtcacca

tgcgattgtg

aagttcaagt

ttctcctcag
tgcagcggca
ggcagcagtg
tgccgecagtg
agttcctect

caaaacttcc

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



tcgacggcac
acgtcgaatc
gcgecctgat
cgccaaaacc
cgccgecgec
cgcccccgta
ggtacgcttg
cgattcttge
ttacattctt
cttttctata
atccccaggg
tgggatgtat
cataatatat
<210>
<211>

<212>
<213>

33
DNA
<400> 33
ttgatgcata
acatacgatt
tagtgtcatg

cgctettgtt

ttatcaacgc.

ttttqgcgag
agcctgagtt
tctgcaccece
gcctccaccee
ccatattcece
cattccgecec

tttgagagcc

2520

tccectgeggt
ctggatcaag
ccttttggcec
cgtcccgegt
catgaaccag
tccaggtgta
attgacgaga
agcacéagca
gtcttggagt
cgggggtctg
ggttggttcg
ggtcggggte

tgcticttgt

atgctttcct
ggtatttgac
ggtttgaata
gctccgacga
ccecgtecagea
aaacgcgtgc
ccgtgatctt
acgcccaaat
aggcggtcect
cgcaccactce
aatacaccgg

agaatgaccc

ES 2368 285 T3

agtggcggcet
aaccacaaag
ctgatgacct
ccagtgcctt
tggccggcege
cctggtcagc
cttcttctgt
ttacaaatgt
ggaggcgtgt
ggcgtttecgt
cgtcttettt

tgatgtatgt

Aspergillus niger

tcagaggtaa
gatatttgtc
aagacatatc
aaagcgactg
ctaacagttg
tatcgcgagt
cacttctact
gcgtttecta
ccagccagag
gatccgcatc
ctggctcgac

tgccaatgat

actgcagcaa
gtatcgtcat
gcatcgtaaa
acgggecgtg
gaggctatca
cagtaccgca
gcttctttcé
gacgattact

tctagagttt

gaattgcagt

ccctttecttt

attcctgecg

tacttcgagg
atgctataca
gatgtatett
catcgggccg
acatgttect
gcagggcaat
tcttcttcectt
agcagtgcag
gaaccatccg
cgccaécaga
atcggeccgta

‘€cccctecactce

103

cggcgactgce
tggtgtcgece
ccgetgtege
gcecggcgcet
aggcttaggg
acatatgcecct
atgcgatata
tcattg;tcc
tggtttgatg
acttacaatc
gcccatatta

tgtataatga

acggctatga
tgaaatttac
aatagcaggt
atgcgggtce
ccaggtcggce
tgttgcqtag
ccctgctecce
ccctattegg
acttccgtac
atgaatcaat
aacatctctt

tctggatgac

aagggccaaa
tgcgccegtag
cgggctecgeg
aggecctccece

aatgagccgc

ccccaggggce

gtatgcatta -

tttattgacc
ctgaattgtt
caggggtgca

gacggggccg

acttttccgt

agcgtatgcc
atattgtata
caattgatga
agggtcgtcc
tagaaccgcc
cagtagctaa
aacccattac
cctggegtat
attccacagc
ctgcgctgece
cttctggtac

aggagggcca

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3500

60
120
180
4240
300
360
420
480
540
600
660

720



ggggggtcca
ggcaatggca
gatcagccag
tcgcatcaag
ccgcaattgc
tctaggtcac
tcagatcgtc
tctcgtaggce
ctgcaccact
ggcggccaat
agctatctgc
cgagtctggt
ccctgtcagc
gacggcatat
tgggctgctc
tcgecgegeat
ctgcttgcga
anéCQQQta
tcgaaggcgce
ggaacgacga
gcgctagtta
ccaagtatgc
gatatcgcgt
atgaatgtcg
tgtagctgte
atagtttaac
cagcgatgaa

acaaccctgt

gcatgatcgg
cttactacaa
tcgatgtggg
ctgcaattga
agactcttcc
ctgagctaag
caacagaaca
aacggctact
aaccctggag
atgcecgcgat
catgctgcgt
gaaggtggtc
aaatctctgc
gctacatcga
tatcaccacc
tcgatctcac
atcaggtaca
atctgcgctg
tgeggccatg
aggaggtgag
cggttgatgg
ggattactaa
tggatatgat
cagacgatgg
ttcagcagta
acaatcaact
tttccgtcta

ttctttecte

ES 2368 285 T3

tctgtttgaa
tccgtgggge
attttcgtac
catgcatcgg
cgttcatctt
actaacttcc
agctctatce
attctccteg
tcccecgagee
gcatggaagt
cggaggtatg
ggaataggtt
aatttactga
ggcecgetege
caaagaaatc
ttcagacacg
tttcctggceg
ggcgcattct
gagttgggta
agtgaaggtt
ggcgggacat
tggtctatta
ggtgcgcrgg
gataccggca
tttacaatat
gcatcggcag
accgagcgaa

ttgatttgag

gaagtcgggc
tggtcccgga
gtcgatgaag
ttcttgcagt
tctggtgaat
acagggtcac
cactgagccce
cgacactacc
cgtcttcaac
atccgacgta
ctacgagggc
tgatagtgag
tatgaaacag
atcgagcagt
aaagaataca
atgacgccag
tatcagggca
ctgccatgga
gatgtggtat
~
agtgagagta
tttgtgagta
caacttttac
atatccgggyg
tatttcacag
gctgctgect
agatggatgg
cggtagcgga

acagaagtat

104

catgtctgat
actcctcect
gagaggacct
tgtttgtc;c
cgtatgctgt
tatgtcecctt
caggtccttc
tacggctact
cgaaccagat
tgtgttcgga
gtgatcggat
ctttgcccca
taaccgctcc
;cctgaacac
aggctacttc
cgtctgagca
atctcgatct
gaggtcaggt
ctggaaaagg
cggataagga
tccectttege
agcttcctca
catcgtttac
gtttggtgta
tctctgattt
gcttgattte
cactaacact

gtaagctagg

caatgagtac
actatttgtc
gccgggecgat
ggaggttttc
atgtatcttce
acctcggcag
tgcactcatg
gggaaaccct
gcgacatcat
accccgatcec
ggtatgatga
tccagttgtc
ctgecgcectt
acccgcagtt
cgacaatgtg
agtcgcgttce
ggcgtgtaat
cgagttcgcg
tggagtggct
gtcgaggttt
cttgtgggat
agatagacct
tgagtgaagc
atatatgtct
gggtataatt
gcacccgcag
gattgtattt

cgtagtagaa

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



ES 2368 285 T3

tacatttgte atctacttct actgagttgc ataacgtaag cgactattgg ccgctacctt

gccccagtta gttagttagt agtagtgggt gccgaagtca gcacacattt ttcagceccctce

<210>
<211>
<212>
<213>

34
1721
DNA

<400> 34

attgatacga
ccagtgggcce
tggcacctgc
ggcgaaacgce
agggattgtt
ataattctca
atatgacatt
caaccagatg
agtcactccg
ccgaggagag
gcagcaatga
attcaacttt
cctatcttca
gtcacataaa
gaaggggcaa
acgagaattc
catcatcaac
ctcgttccag
gtttagcgea
tgctgcatac
acaccccgga
atcttcctgg

agagttttac

ggcgtttgta
tatgttttcg
tagtcgatgt
gtctacccect
tgggattcce
tcttgtcectt
gttactcaac
cagcgcactg
agcggagcat
ccgggaggtg
agcagcaaac
tgacccatgc
gaaggcatat
tgactcgtgg
ttatggcaca
tcgggactat
tgtcctaggce
ctacatcaag
gtacaacaaa
gttcgaaggt
gcaatctgag
ccttgatgct

tccagatcaa

Aspergillus niger

ggtggcgttce
tgatagtttc
gcecttcecctg
tctttgggat
cagattccac
tgtcctcggt
ttccacgege
ctctctggac
aggaggctgt
gtgceccttgga
acagtatcag
ctgcgcaatg
gaaagtgcga
gcgcgaaatg
ttaaatgtct

ccaaatgacg

.ttctgtacgt

gatggttgta
ggcggcacag
gaatcgtgct
cctacgagcg
attcataatt

gcggagagaa

ctgaagagga
ggcatttcta
atggagcgat
aattccctgg
gtagcggttg
gcagtagaga
tctttacagt
gtgacttttg
atgatgtaca
ttgaaatcga
acgacatgat
tcgtgttttg
ctatcaccta
atgatgaact
.
atttccaaac
gtaaccgacg
tgcctgacce
acgtgttagce
cggttcatga
cccctgataa
gatgtccege
ttatggacta

tgaggagtat

105

tctgataccc
tccatctagg
ctcaaagtgt
tatgcagcat
gcaatgatgc
atcttcactg
cattcttgtt

ctccacgcca

ggcccaacgt
gacatggttt
caccagccag
gactaacaag
tcggttggag
ggggatgaag
agatctccag
aacégatgtg
gagtgtgaat
ggatatcatg
ggttggccat
tgaaggagat
cgagaaagat
ttcatctgat

gtggtccgct

actggttttc
aaaattttga
caaatttctc
téctgacacg
ttatgatttt
ccecgatacca
gccaatcecttt
gcgeecggtyg,
gacagcaccg
catattgtaa
gtccgtecacc
tcctagettt
ggcataactc
aatgccctac
gcgtcatceg
tcagatcaat
tccagcagce
ccgggtggta
tggaatgggc
tacattgatg
tcatgcceccg
gactgttatg

atgcgggaag

2460

2520

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



ggaagtgacg
.aactatggta
ctatcacaat
agacactcgt
tgcgetttet

ttgattcgag

<210> 35
<211>
<212>

<213>

DNA
<400> 35

cctatcctct
cgacaagacc
cgataaaccce
aatctcatcg
caggaaacaa
attgtccgac
cactagtgga
ttcgtgctga
tgcagggctg
ggggaggggt
gttttgttﬁc
ttttgctegg
ctgattggcg
aggcaggttc
atgctagtca
ccgttcctga
ctcacttttc
tgttcatgag

aggtgcccta

3550

gacggactcc
gcacgaatat
tcatgaacct
tcgaaattca
tccacgatct

ttcgtcccag

gctececgeccg
caccagtgga
ctcatcacga
cacaacgacc
attatcactc
tccgaagaca
tﬁgaattacc
tcagggggtt
gtcataacaa
tcaccgttga
caggcgccct
acgcgggtct
atggatgtca
ccttecegetg
atgggatcag
tgatggcttg
ctactcagtg
cggcgcgatg

ctgcctatge

ES 2368 285 T3

aagggtatat
tgatgtcaac
tttgtagaat
cagctagctg
tcatcgtcca

tcttcaccac

Aspergillus niger

gtggagagga
gataagagga
taaaccaagt
caaaatccag
ctctgggtge
agectttggtg
cacacaccca
attttcttgc
tttggtagtt
acaatatgct
ggacagcctt
tggtcgggtt
cgcctcttat
ggtatggaag
cagcgttctt
catgccacgc
ttacggcagc
cattgcccag

ggatagggct

aatttgcaca
atcttggtct
ttgtgtattg
tcatgtggaa
ggccactttc

tctettegte

tctattgacg
ccgaaactat
tgggcttact
caaggcacga
tgatgcagac
tctggtgctg
ctacttatac
gctatttggt
tgggttgggt
tgtcgttagyg
-~
tggctatcag
gacccagtgt
cagggtttgg
tgcaaacgcc
gtcaactagc
ttgctctgte
gtttgccagce
tgtctgggta

tactcagtcc

106

tataccagct
ttcaattccg
gagagcgatt
tgcgaaatca
cctgteettt

g

ctatggttct
ggcttgttca
aacaaggcca
tccaacatac
-

caactcagta
atcgtcecgtce
tctttacgcect
ttcccactat
ggcttgttat
taggttgaac
caatagctca
gatctacgct
tgatcatatt
agcgtatgga
atatattccg
gctgcgatca
ccaacacccc
gaagaaagcc

aacctggatc

atagatagac
tgggaattga
gatgcaaact
gatcatcgct

ttctttgect

tgagcaatgg
aggtctgctt
atccttcaac
cctgtaatga
ttcegegtgg
gtggageccac
gtctatcatc
gcttctgttt
ggtcgatgtc
tgatgcttgt
atagctagtg
agacgctttc
tagcctacat
gagtgaagtg
acgtttccca
acatgcatgt
ataactatgt
ggctggacaa

gtggccatga

1440
1500
1560
1620
1680

1721

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

1020

1080

1140



tttattgatg
ctcatccaca
ttgccecegte
ctccaageeg
gcgaggttga
gttcccatgt
gttaggtacc
aagatgctgg
ggcagtctgce
ccgectagcac
cccaattcaa
gccacaaagg
gacctcéacc
cacaactaac
acggcgccac
aaatcgccta
actacgaaga
gctectattg
gctactcctce
acggcagcece
tgaaactcgg
ccagcacggg
catgtcccta
aggaccagga
cccgaccatce
tcacctacce
acaaccgcat
acaaccaggg

ccatgttgac

gaggtgtatg
atcgtctcgce
gaatgaggcc
catctcgcaa
gcagcttctg
gacatgccac
atgtgcccga
aagtgcgcgg

ccccaatctt

actgcgatct

gatttcacgc
gcaacgagct
ttttcttege
accaccaagc
cgccccaaca
cccaatcatc
caactacaac
caacgaaacc
ccccaagcaa
cgaagccgac
ccttcagggce
cacctgcttt
tctcaccgca
aatagcagtc
ctaccagaac
ttactactcc
cggacgagga
cgaagcgaca

gcgcattaac

ES 2368 285 T3

tgttccgact
tacggaaagc
gtcgagaccg
tcatacaaca
cagacggaat
gagtgagtcc
aaccatccaa
cacgccctcc
agcaccacta
ggcggtaacce
taaccgtcta
cggcatcttc
caactttgcc
gacatcccac
gacgtcacca
tggccccaga
ttcaaaggac
tcctctectag
tgcggcgtct
ctccccateg
atcagcgtgg
ggcgatgcag
gtaggaggca
acccgcecttece
cacteccgtgg
ggagtaaact
taccccgatg
ctggtgggtg

gaggagaggc

cctcaccaga
atctctccag
tccgaacctg
agcagtggct
actacatcta
attttctaca
tcgcacatcg
aaaaagagag
ccaatcaata
ccagactgca
gccatgtaca
gaggacctag
aggttcgatt
agggaaccca
acgccggcece
acaccatcct
tcctcaacaa
accctcaata
acacccccac
cctaccaagg
tcgtegecate
acaacgtctt
catacctcéc
cctcecggegg
agacctattt
acacégactt
tttcagctat
gtécgtctgc

tggcgaaggg

107

accaagctga
cgaggaggtg
gattgaatcc
acégttcgat
cacccatgcc
tgccatgaca
actacataac
atgcagagaa
tcacgaagat
ttcgaggtac
acatcaccaa
gagacatcta
actctccacc
tccaaccctce
cgaatccgac
ctaccaaacc
cttcctctac
cccagatccce
aaacgtaatc
ccgccaatgce
gggcgactcece
cgtcccagat
cctaggcgca
cggcttecage
ctccactacc
ctccaacaca
cgcagacaat
cgcggcgcecg

gaagtccacg

ttgtccaggt
cacgacctat
gccggaattg
gcccatgcaa
gacacgggaa
ccgctaacca
accaggagta
gcgctctcett
tttcgacgac
gttcatccat
aggaacaaca
cagccaagat
ctcccttaga
gactccatcg
ctggacttcc
gacgacccca
gccatcgacg
tccqcaggcg
tccatctcct
cacgagttca
ggcgtcgect
ttccecageca
gacgcagcca
aatatctacg
agcgacgacc
gatggggtat
atcatcatct
gcgttcgegg

gtggggtttyg

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



tgaacccggt
ccgggtgtgg
ggacgccgceg
aagatgtggg
atattactag
tgatgcaaat
cagttcatag
actacatatt
aatgcccaaa
aéaagtcatc
gcgggtggat

agaaactgag

<210> 36
<211>
<212>

<213>

DNA
<400> 36

ctgcctctca
tgagttccct
tgacttggte
gggataggat
tccggeecge
ttcaatgtt;
tcgttctacg
ctggccacag
gtatgtcaat
tcgaggtaga
caacactctg
ttgattcatc

cggctacaac

2280

gctgtatgaa
gactgatggg
gtttgaggat
aaggtgtaat
tttatagect
gctaaaatat
tacagaaagg
aaacaccaca
tgctctgttce
tagcgctttt

gattaatttt

gcgaaaaccce
gaatggtgga
ggcgtcegta
gaaactggat
tagttccacc
cacctggtcg
tcgtttattt
ccgctetggg
gagaagctca
ccttggaacc
ggtgcttgat
ccaccattcc

ctcacctcta

ES 2368 285 T3

catcctgagg
ttcccggttg
ttgatggata
gaagatgatc
agtcagatat
tgatatacta
ctttgatcag
actcgggatg
gatcatatct
ctgaaagttc

gtatgagtga

Aspergillus niger

caaaaccaaa
agatgccata
catagaaggt
gtctcactgyg
acatgtcact
ctctacataa
atccaaaétg
aagtgtattg
gctccctgag
ccaggtggcc
agcaattgta
ttaagcctac

ctggtgtcaa

cgtttaggga
ctggggggtyg
tatttgtggg
ctatttaatc
ataacattgt
ttaagcaact
tcctagttca
cttggggtat
tggttgatgt
tattatgaga

ttctatagac

catttctaga
ctgttagegg
tagcggatgt
ct;tctcatt
tgtctcggat
atagaccttt
gcttccaaga
gacctagata
aaatatctac
cgtttgattt
cagatgattg
actaatcacg

cttaggtgtc

108

tgtgactgtt
antCC99£9
tgatgattga
cggtaatcta
actactacta
acattatgat
ataaaaggta
agtgatctga
catgttggac
attttgcecttg

gttgatcatt

tcagacaatc
ggactatttt
cttgatgatc
tgcccaacag
tattctcgaa
acgecgttett
ccctectact
tcaaggttca
taactcggcg
gatgtacgac
tccaaatgtt
agcgccaggt

aacgacagca

gggtcgaatc
acggggttgg
tggctgagac
ccacacattc
tagaggcgtg
ctaaaéttta
tagactactc
gagtcgcggg
gcattatatc
tttatagcta

tccatgattt

aattgcggac
tagcatgtca
acacaaaaaa
catcagtcgt
ggtctggtat
gttttcttct
cattccggca
aaatggctat
aagaggacta
accggatcat
agcgggttag
actcccgaca

ttgcttacag

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3550

60
120
180
240
300
360
420
480
S40
600
660
720

780



cggaggcact
ctcatatecgce
tgggttcatc
acagatgatg
ggaatcgacc
ccatgaggaa
aatatacaaa
gtcaagcgac
accacactgt
ataagcattce
gacatctcat
tttacaatgg
gtgcctgget
aacacgatta
ttcgacccgg
ccgagegctt
ctcggacgtc
agttcatcgt
caattgtttt
agccaggaga
QCQQQCtQQC
acaacattat
gcccgcaagt
gggctatatt
cagcattgat
<210>
<211>

<212>
<213>

37
2287
DNA

gtcagcggct
cagagctttg
ggcctggecat
caggatggac
gtgaccaacc
acctatgcgg
acaaatctcc
gtcctgaact
tttctttage
ccaacgacca
ctggataccg
gcttctatgg
atcaggacga
ttggtcagca
agacatacga
gacctaagaa
aatgtttaag
ttaaataagc
atgggtcggt
tggaacatga
ggtgaccctg
ttcttcaget
ccgcgtcatce
ttcggttcta

ctgttataat

ES 2368 285 T3

tcactgccac
ccgtcattac
cgtctaccat
ttttggatga
ctaatccgga
acggggaact
ttggaattca
ggtacggcca
ttgctagact
gattgaggcg
acctctgtge
cgagggtgte
cgaccactgce
ttggttgagc
tatacgtgtt
cttctattcg
catgcgtaaa
agcttatctt
gcgataaagt
aagaatctta
tggggcacat
caaccatgaa
aacaaatatt
tagattgtta

cctcatattc

Aspergillus niger

ggatattctce
cgacagtacc
cgcattcaag
acctcgatte
gaataatggc
gcaatggatg
gggacacaac
ggttattttc
aatctatteca
atgtatgccc
tcecgatttca
accttcaatt
tteccctecect
aatttctatg
gggctggctc
tgtctttgag
actatctact
cattctttac
ggccatctaa
-
ctctttgtca
ctccggggag
aaggttcggg
gcgaagaaat
gatataatta

cdcgagtcac

109

acggttcccg
tgggcggect
aatactacga
gccatatatg
gtgttcacct
aagatgctct
aactccgatg
gataccggta
acgtcgcagyg
taacgccttt
atgatacatg
tgaccggtga
tcaatccatg
-
ctgtattcga
ctttgaagaa
catttagttc
agaagttaat
agccactata
aggcaatagc
tggcctcatg
tggaggccgt
gacctgcatg
ggtacgcttt
ttgcttgtcg

ttgattccgt

aqaccaacgt
tagcagccga
cagccgtega
caggttcagg
ttggtggcag
cccectttga
gccaggcecct
ggcattttct
tgcttcatcg
ctcatacgct
gtcgatctct
tcagctggec
ggacagctac
cttcggatca
ggaatacctg
aaacctcttg
gttcatcgag
cgcgacatga
aattaaaata
caactttggt
taagcttcgg
c;tcccccaa
agagccatgce
aacccagatg

gatcaagatt

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



<400> 37
tagttgaagg

gatcgcagaa
atggaagaga
tccgtctgét
attgacaacg
tataccttgt
acgtggagat
tccttagcaa
cgccaccgcect
gcttctgact
gagcctgecg
ctacaacgat
gactttgtca
caaccacttc
cggtcccacc
tagcgcattc
tgagttgttt
caagcgtcct
atctactgcc
ctaggcggat
acggaggcga
tﬁgaacctca
ctggatggaa
ccagtgtctg
ctttecgatce
agtttactgc
cccgagaact

accctgggag

aggcttttgg
gatgtgcaca
tctgacaacc
agttccacca
acagccttgg
tgctacgtga
tctgcagcaa
tcggctagga
agtgctgtac
cgcagttctt
tatctggttg
cccaccgeca
tccactttta
tactttacgg
gcggtgaaca
cctttectegg
ccccaccgtce
tctaccaagg
acgacaatgc
acaacacctc
tcaacacgct
cgcgecttctce
agcaagccgce
tgtacggtta
ctccaaataa
caccgctgcg
atgtggaggt

atggagcgat

ES 2368 285 T3

ctttcttcect
agatgaagac
aaggagtttg
aagatactgc
gggccaagtt
gcgtacgcca
acgcaggaaa
tgtttccetg
ccaccagtct
acgggtttct
actggacctg
cctacgattg
tcaaccaaac
agcccgcagc
ccaccatcca
éagtatatgg
ataaaactaa
atggaggagc
caccaaagcg
tcacgtccag
ggactttgtc
tatcggagac
cgttgccgeg
ccagcgtéta
cggtéagcag
gtatgagttt
gctggcgaac

ggtaatggga

ctttatcttt
cgcceccgagt
tattatccag
cattttgtat
cagacatact
gc;tatcgac
caaggaccag
ctctcegtatt
ggccaccacg
tactgacata
gacéggccac
tctcaacgte
tgaccagtat
agccgatgtg
agcagccaat
actctcacct
ttcatgttaa
ggcgectgge
gtatgéagtg
-
ggagatatca
tatgcgccag
gaagagcaag
ttcgaccacg
gtcgagctgg
ggattctatc
gccgggtcag
ggaaccaata

aattttggcg

110

cttctgttgt
catctatgga
ttccagtttc
ccgtagttag
tccagcecgea
ctattttagg

aaattcgtca

tggtctetge

cacctgcaat
gcccttggaa
tatgtggtga
gétcagaaaa
ggctatcttt
-

gcgacggaca
ttcgtcttca
gtttttcagg
cacgaatcat
actctccaat
gttacgacgg
cctggtacga
ccgtgattaa
agctcaacaa
cttcgtatgg
tcggggcaaa
agttcgattg
agcgggcgtg
agtgcacctt

agacatttgc

cagtgattct
tactgaagag
atgttttgcc
acggagacaa

cgcatggatg

acctgctccc

tcatcgtttc
tcgttgcage
cggttgactt
ctcecgggtca
ccaccttgtyg
ttttcaacca
actgggatcc
tgctgcgcecat
acgagactat
gtgacaatcg
aggatccgtg
tgtctctttet
ccttcagaca
catcattgte
ttattgggcg
gaccactact
tcgeggtgec
ageccgtcacg
ccggaactcg
ggagattgtg
taatgtacgc

cattgataag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



tatgtcatgt
tataaggatg
ccaagaccgt
aagtaataca
agtaattaat
gtggatatac
acatacggaa
‘ggcccagtca
ccttecgecaa
gaaagcctct

gaggcca

<210>
<211>
<212>
<213>

38

DNA
<400> 38

- gatctttcta
ttattctcaa
tctggctgag
cattgcttgc
agcagegtgt
gtcggacgac
aagcgatgct
éatcéaaagg
ctcttggtct
cgtcaacatt
tacctgggtt
ttcggacgat
tgggtctgtc

catgactttc

1950

ttgactttga
tgtgtttgaa
agatcatgat
tgtgataata
actgcaaata
ggaatattag
taggaaggag
agctgttgta
cgactttact

ccccaattgt

gagcattgtc
tctgcctaaa
ataggagagt
acctgttatt
ctttgcgceca
atctcagccce
g}agcagacg
attcccgttc
aacaccgccg
gggtctgatg
ttcggttcca
tcttcgaccce
ageggcttge

ggacttgctt

ES 2368 285 T3

gaagttgcag
catgtgcatt
gctatctgct
tctccaaagt
gcgetgttee
aggtcatctt
gagcgagatg
tggéggagct
tagtttacat

cttagcatga

Aspergillus niger

ttgattgtgt
accaaattct
ccggcatctc
gattcttcca
gtgccacggce
gtgattcatt
attccacctc
gtcgtgacéa
ctctcgatca
agaaatctat
actgcacgtc
ttgaaatgac
taggaaaaga

ccaacgcatc

gtggggattg
atctcgagtt
tgattatttt
agtaattaaa
acattgagac
aataccatac
gtcatcattt
cctagtgtgc
taggtgagce

tagaggttac

cattctgtca
actctatcac
atcgtctgca
agttatgcat
tttcatcccea
-
agctecgtegt
atctgccage
tgatttcaag
agatggtagc
gtacatgttg
cacaccctge
atcggaagag
caagctcacg

ggataacttc

111

cagacttcgc
tgactgaata
caatgtctct
agagaaaact
aaccatataa
tagtggatac
gacactgagc
ccaaggctcc
tttectgttac

tcggagaacg

ttgactccgg
tacacatttg
tcagacaatt
ctcccacagc
tacaccatca
ttcctgecag
gatgagtccc
attgtggtag
gacatttcat
ctcgacacag
acgatgcaca
tggagtgtgg
attgcaaatg

gagtcgtacc

gtggtaatgg
gacggagaat
agtatgggga
aatcaccact
taataagtta
aaccatccgt
atactgtgtt
agcatcttca
atagttgatt

tactaatcag

ctatgaaata
tatcacctga
gcgataaatt
gtctcgttac
aactcgatac
taccaaaacc

tgtcactgaa

cggaaactcc -

acatctctgt
gcggctctga
ataccttcgg
gctatggaac
tcactgtacg

caatggacgg

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2287

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

840



cattctcggt
cgttgcagaa
cgccaaggat
cacctacace
tgttggcggc
ttatgctatg
atctgcgggg
ctctggtgtg
atgcgtttcg
cacgtttctc
agagcgttcc
ctcgggatcc
ttcatctgat
tgctctggcg
tgaacctcgg
cttcgagect
atcaacattt
ttggtataga
gtgtatgact
<210>
<211>

<212>
<213>

39

DNA
<400> 39

accttctggg
4gcctgacagt
cccagttggg
cgcatgattc
aacagttata

tcatgtaacc

ctcggtcgaa
agtaacgttt
ggcacggtca
gataccgtcg
acttcatgcg
ctgccttcaa
agctaccaca
aattacacca
aacattatca
aaaaatgtgt
tcgaacacca
actacaacgg
gctgaatcag
attgcttect
gaaacatatg
ggacggcgtg
attcttactc
acatggcatc

tcgggtacga

2660

gtggattatc
tgatgcctga
ctgaattgac
atttccaagg
cctagctatg

tcecgtetetg

ES 2368 285 T3

ccaacgatag
tcaagtcgaa
gctttggcac
gatcggacag
atttctccaa
gcgactcgaa
ttattccgtg
tctcgccgaa
gctacgactt
atgctgtgtt
cctctgcgtce
gcagctcaac
gaagéagcat
tcatgctttg
cattatttac
cgggtcatat
caccagttct
caétacctgg

ttctgacatg

Aspergillus niger

tgaagagatg
gggatgcttg
cacatttagt
aacccaagga
cagcataaaa

gctcaattct

ttcctacgac
tatcgttggce
tactgacaag
ctattggcgc
caaatcagcc
gacgctgéac
caacacaact
ggactacgtg
atttggtgat
tgactacgat
gaactctacg
gactacgacg
gaccattccc
gctctagtta
acatgctgct
taccttacat
ggctcgcaat

aacattcaaa

aactgccccg
tatcaggtga
tagtgtcagc
aatggtcaaa
gagaaaaaaa

ccatccaatc

112

aacccaacat
ttcgceettet
gacaagtaca
attceccgtgg
atcatcgata
agtctcatte
actaagctac
ggagcaactt
gacatctggc
gagttacggg
agctctggaa
agctctgcta
gctcctcagt
accgcatctt
gatttgtatt
tcgaﬁgtcct
taaccctgtc

gaaccttgtc

cccaagtgca
tcceggcectat
cttaaacaga
cagcaaagga
acttgaactg

acaattcttc

tcatggatgc
cacgtagccce
ccggcgatat
acgatgtcta
ccggaacttce
ccggecgccaa
aagtggcatt
caggttctgg
tcctgggtga
tcggatttge
caagcagcac
gctctagtag
atttcttctce
actcgacgcce
tgcatatatt
tctctaatca
taagaaaaag

cgggatcagt

agaagatgat
ggtggtctaa
tgaggctttt
ataatgacce
atacgagcca

caagcaaact

800

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1950

60
120
180
240
300

360



tgggattcgce
acccgatttce
gcacgttatt
ggagtgtgcc
agagcaagac
tgcctgattt
tttgtcaact
tccttttgge
agctcctcta
acaaccctaa
cgcagtcact
tcgatgagaa
ccaccgattce
actactccta
acatgtatct
tatccatcat
tcaacaccag
gcctaategg
cctccaaatt
atccattecgt
ccacctaccc
.acctccecceccaa
tgatctccac
acacaatctc
tccecgtggac
aaactcgtgce
ataatcagtt
atgagattgt

ctagtgttac

cgggttcteg
gcatggcttg
cgtctttcag
ccgtggtgcce
cctgegtega
cgctccatca
tgcagcagtg
aatcttgagg
gtgatatatg
caatcaacag
aagtttccta
ttacgaatgt
atccacttat
ccttgatacc
tttgtcctac
ctgaccattg
cttcccctac
cgacaacgga
caacgggccc
caccgtcgaa
tattcecctcece
‘ctecgaccgte
ttcaagattc
tctagccatc
gcgtgacgga
ggagctgggt
tgtgggcgtt
ggagattggc

ggcgtatacg

ES 2368 285 T3

gcaaccctaa
gacccctgaa
ggtcttgggyg
ctgttttgag
tattgacggt
aaatgacgtc
ccctatecgag
atgtccatat
tcagtcagct
ggcgacagct
ctagatctta
tctgacgatg
cagcatctca
ataactcttg
atttecctgtce
tctaaccacce
atcctggtcg
aacaccacca
ctgcaagcct
gctgactccce
tccaccccca
caateccctcet
tacggggtcc
ggcaacatga
ctatgcaagt
gttccecttte
gcgacgctga
actgggacgg

cctgectgett

cctctaccag
atatagttcc
ccttggectt
cttggatgcg
caatacactg
ttctaccttg
ccagcgagat
tgccaagcgg
ctcccactct
actggatgaa
cgcgctcaag
aactctgctc
cctacacaca
gagatcacgc
agttcccect
acatagacag
atcgcggcecct
cccccagecat
tcteccttcge
tccaactaac
tgatgctcag
acaccgacct
ttcecectgege
ccttetectagt
tcggcattca
tgagacggat
aggatgatga
cgttgectag

ctacagggac

113

taaaggttga
tctacgtgecc
ggggctgcca
attactatca
acctcagaga
cgccttgeeg
gattcacttg
gatagctcca
ccatctatgt
cgcctcaatt
ggtcgagccc
cgaattcggce
gagacacgat
aaccgacaat
ctctcectta
ctceccteggt
caccacctcce
catctttgga
agaccacagc
caccaacacc
aaccgaagaa
taacataacc
ccgccaggaa
gtcctgggat
ggcccaggat
gtatgtcgct
tgatcagaat
tgctgtcggg

ggcggctgcg

tecttecece
tgaatatgga
agcgggcggc
tcacttaata
accgtcgatg
tcgecgttggce
tggttccatt
agacagtaga
catcaactcg
ggaacccctg
gcatacaccc
ttctacaaac
gcaggtgtceg
gtcccactgg
ccaccctatt
ctctccteeg
ccatccttca
ggcatcaaca
atcaccaaca
aacgataatt
ctaatcacct
atggacggcg
accgaatctc
gagctcttcg
tcagattaca
gtggattata
ggaggtgaag
gattggccgg

acgttgacat

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100



tcacgacggce
gggcgtttete
attgtggtac
cttgatétgt
ctggaccgtt
gtaggaccct
gacatgtacc
ctaaactcta
cttctaacaa
gacaaagcgyg
<210>
<211>

<212>
<213>

40

<400> 40
tgattcccaa

atgacagaca
ttgaatgcag
ccacctgaaa
ccccatcgga
gtcccaacac
ccgecttgea
ccagcccata
cceccategceca
tctccececta
ctggtcttce
cagcaaccag
gagcactctc
gttcaaccaa

ctgggccgtce

2501
DNA
Aspergillus niger

gacgtctage
ggtgccgggg
gattattctg
ataatgaaag
gtctactgct
accttgatac
ttttgtccta
gtactatcac
tacccagatt

acaacaatgc

atcgcaccag
gaccctcaaa
ttggagaagt
tctgacaatc
tgaacacgcc
ccaaaccaat
gcaatgtgct
tccttcatct
ggctgtttga
ctgggggtat
caagcctacg
cagacggtcg
tgcacgaaca
aacacctcca

gagggtggaa

ES 2368 285 T3

gggggaggtg
gtgctgggga
taggttaaag
tagtatagtt
cgcagtgagt
cataacacte
catttecctgt
gaacagcaaa

ctatcaaatc

atgaagttga
ttgaagcaat
CaatCECCCC
agcaatcctt
tcatccctca
cctttagege
ccccggtege
cgcagectttt
atgcctgcetg
ttctgcagac

gtccagatgg

atctttaccc

aaaccctgtc
ccactgccta

gccaagaggce

tggtgccgac
tggctgtttt
atgtatattg
tgaattttég
gatatagtgt
ggagaccécg
cagccceccttt
tgacattcaa

acgtgaacat

atcagtggta
ggcagataga
ttggaaagcc
cagctcttct
ttaggcatgg

gcaccgggcc

attcctttcg
ccctactect
aagtatccat
ctcctcggea
ccecgtggcag
cggagccaac
étccacctgc
caccaccgcce

tgtgctcgge

114

gggtctatca
gcaggctgtt
tctgttattg
ttatacacca
agacccgtat
caaccgacaa
ttgaatgtac
tctattctat

acagccctec

-
cagtttagcg
tatggtc;cc
cccaacgttg
cagcgtctct
ctgagctgca
tgcgaagcca
tttcataatc
tcttttettt
ggtatgatgce
tccaatccct
gcecgtatcca
tatgctagca
tacgctgececg
agctcgtggg

gatgaggtéa

gagttgggta
taggttagag
tacttgatag
cgtgaaccca
tactagtcat
cgtcccactg
ctacatccct
gcatattacc

caagtcacct

ggtggctgtc
agtccaccga
cgctttctga
tggggccgat
tgtcagcgga
tcaccatcgce
tcacctccgg
tgctttette
gaccgatact
atgtaatgag
tcgacgtggg
cgatcctgat
aagcaggcac
aaacaactta

ccttagggte

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2660

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

900



gtttgtcgtce
tggcatcgcec
taccgtctcc
cattccgtcecce
cctgatcttg
agtgtcttcg
gggttcctct
ggttcaggcce
gacatgcgat
cttctgggac
ctttgtgttc
ccagctcaat
cttcctcact
ggtgaactgg
gggttacgcc
taacggtacc
gagcagctcc
tgtcggtgga
ccgcggggcg
ggagctaccg
gccgecgcecag
aattctaaat
gcgaatataa
acgacttgtc
cagcatgacg
accctctctce

taacacgtgg

<210> 41

cccaatgtga
tatcctgtct
aattcgacgg
tactcgtacg
gggggctacg
agtggtettt
cccttcaget
aagaccgtcc
gccatcacct
accacgagcg
aacatgaatg
cttacgctgc
acctccaccc
ttcaacggga
agtgaagaca
tgggaagaga
aagagtggcc
gcagtgttga
agtcaagagg
ggaggtgctc
gaaatgatgg
tttaatatgc
tagctagttg
tccgatacat
cattgctcaa
acctctgtac

atctagaccc

ES 2368 285 T3

gcttcgaagce
cggtcggcag
tcctgaacat
gcatgcatat
ataagagccg
tggaacttga
tcaacaacga
agattgatce
ccaccatgcce
atgattatct
gggtcaacaa
aagaaccgct
cggtgctcgg
acaactcggg
tcacccggat
cctgggctac
tgtcttccgg
tcgcagcagg
cggctggaga
acagtgaacc
cttcgcagga
gaagggatcc
ttccaatatt
agggtagtac
gccaaaagta
tgatgacttg

gaccaggcgg

catctaccag
tctggcectyg
gatcgcagga
cgggtcggta
agtgatcgga
attaaaggat
aagtggcttg
aaccaagccc
§atctccttc
gaatatcacg
caagaacatt
ggtcgatcaa
tcgagccttt
cacatggttt
cgcagtgagt
gtactggggc
tgccaaaatt
tatagccatt
gcaacggagyg
~
ggcgaaggag
ggtagagcga
ctacaggata
atgtatcaag
gtagtcatgg
agctgggcca
gtggaaattt

gagcttggca

115

acctaccaga
gggggtccgt
tggctttact
gaccccaaaa
gacgtgagtg
attgggctgg
tttctccaaa
tacatgtacc
aattccagct
tcttcegeceg
accatcaaga
aacgtcacct
ctccagtccg
;tggcacagg
gacacgtcgc
atcaaaacat
ggaattggcg
gcattctgtce
fcgatgttta
ttggatacga
tacgagctgg
ctacaggata
cttatactgt
atccggggtg
gtgtatcacc
ggatcctegg

t

cctatcccaa
acttgtcgga

cgtccaacga

tceccaggete -

cgcagggagt
gtgttgecggce
écagtggttc
ttccccaggc
tggggctata
catacctctc
ttcectttte
acttccegtg
cattcgttgg
cceecggece
tttctgcctc
ccgacaactc
tcggggtggg
ttcgecegtcg
ggggctttge
aéatgcataa
ggtgatggct
ccatatacgt
ggattaacca
tattgtcatt
catgaaagca

aaattgtgat

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2501



3570
DNA

<211>
<212>
<213>

<400> 41
gaaaaggatt

ccgagttatg
aaaggggcag
gatccatttt
gggagtttgg
ggccaactcg
ttgccattect
aactgggtgg
tacaccggga
ctgattacat
acaggtggtg
catcgttcct
gccgacgtcg
catcatacct
ttgcgcgatc
ttggtcggge
agaaagctcc
cagaatgécc
gaccccatct
aacgtgacgg
gatgacggtt
tatgactata
actagatgcg
tatgatagtc
gctgeggeta

tatgacgatg

gtcecccatge
cgatgtgatc
ccaagatctg
gggcgaggaa
tctecececgecec
tcaactctct
tgccacttte
cgctcctaca
cccgcctcat
cgtcctgaga
tcgctgeggce
acgagaccca
cccaacgact
tctcgatacc
gtcggaggtt
gégacgaagg
ataaaagagt
cccaagcgct
tcggcgaaca
gtatctggct
tggaéatgta
acgacaaagt
cgggtgaaat
gcatcgectgg
ttaactacgc

gcgccacaat

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

ataataggcg
gggcctggaa
ctaggcccaa
aaggcaaaaa
cagggccgeg
ccctegettt
ggtccttatt
gaccgacaca
acccagtacg
gagagagttc
tctgggecctc
tgattacttc
aggtgctcgce
ccgtgaaaac
acgcecgceccge
tctaggtggc
gccgecgaca
tgcggecgcag
atggcatttg
ggagggegtt
cagcaacgat
accagagccg
cggtgcggeg
tattcggatt
ctatcaggag

ggaagccceg

ttccaccacce
taacatgatc
ccaggctagc
gtggatcggc
tattagtcta
cattcagatt
attgcttttg
tacctggcgg
tgttggtcca
accaaaactc
tgcgctgetg
gctctacacc
cacgaaggcc
agtgacgatg
tccggagatg
attctttggt
ggatatgctg
“~
aaacgcattg
tataatactg
acagggcagg
cttaggccga’
aggccgcgcet
aagaacgacg
ctctccgeac
aacgatatct

ggcaccctga

116

tgcatatcca tacatgcagce
tccgatctaa cgggggccca
ggcgggccat ctgaggcggt
gaaaggcaag ttggagtgtc
gctctctttc tattcactcg
tcattatttc tcttacggtc
atccccagtt cccttttcecce
actttccttg cttctggctg
tggcaagcct cctacttgge
tcccccaaac gatgcgtcett
cctecegette tctecatcece
;tgatgaatc cacctcgcég
ccgteggaga attaccctca
tccatgcgct'gctggatcaa
acgccgetgt cctteccectece
ccgagaagct ggctccccag
ccagatcgee cgtcaacact
cctcggaatt ggécatcgcg
ttcagttggg ccatgatctt
gtgtcacgac ggctattgtce
actattttgc ggcgggttct
tgagcgatga ccgccacggt
tgtgcggggt tggtgttgeg
ccattgatga cactgatgag

actcgtgttc ctggggtccce

tcaagcgggc catggtcaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

10890

1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500

1560



ggtatccaaa
gccattcatg
gtgggtgcca
ctggtggttg
gacaagtgct
gtggcgctég
attgaggcgg
aagaagttca
gcagagacct
gagcatgaga
atgttgaagg
cacacccgcece
ctcagtacgc
agcgttgctce
ctaggggcga
agcatactgg
ccgagcagcec
gaaacgtggc
ccactggtgg
gtagtcttac
gctcaacacc
ccacgttcgg
ttgtgttctg
acgacagccg
tgaacggacg
gcgagagcga
ggatcagcgg
cagtagatga

tgaacaatat

atggtcgtgg
acgataactg
ttgatcggga
cctacagcag
cgactaccca
ccctcagtgt
cagtgcctgt
gccatgactg
gggatctggt
tcccacaggg
gagccaacct
gaggcgatct
cccggeggec
actggtaagt
gtccgggatt
gcaattcatce
tctccaccec
taccacgagc
cgttgatcge
agagcccatc
aagtccttct
tgcgtcgaag
cattggcctg
ggatgactac
gtcgaaccgt
tgaggaaccg
cgaacaagaa
gggttgattt

tcctgctgtg

ES 2368 285 T3

tggaaaaggc
taactttgac
gggtaaccat
cggcgccagt
tggtggaact
gcggccggaa
tcatgaagat
gggatatggt
gaagcctcaa
cgagcagggc
ggaacggctg
cagcgtggag
agataatcaa
aaacttttte
ggcaaatgga
gattggcgac
atgcctactg
atcagcgccg
ccggtgaacg
gatgatgaag
ccgaccaccg
cggacgcaag
ggcgtctact
gatttcgaga
tcacgtcgee
ttattcagtg
cgggagggcg
tatttcggac

tatgctgcat

tcggtttttg
ggttacacca
cctcegtatt
gatgcaattc
tcggecggecg
ctcacctggc
ggtggaagct
aaggtcgaca
gcctggectece
ttggctagtt
gagcatgtca

ttacggagcc

gaggtgggct

tcggttgtcg
ctgtgattgt
tcaacttgtg
aacacgatga
ttcccacgaa
ttaagcctac
aactccagaa
cgtcagatag
tttggatcta
tccatgtgca
tgatcgagga
ggggtggcga
atgaggatga
cagatggaga
agtgtttctt

agagaaagcg

117

tgtttgcgge
acagtatcta
cggaatcctg
ataccacgga
gcecegetecge
gtgacgttca
ggcaggacac
catatacgct
attcccectg
cgtacgaggt
cggtcaccat
étgacggtcg
atgttgactg
gttcttetge
caaggacacc
gggcgaggcg
cgaccacagc
aaccgagctg
aacatccgcg
gacccctagt
tatcctgect
cgctgcgatce
gcgccgcaaa
cgaggatgag
gctgtacaat
tgaaccgtat
gcattctcgg
acttgttgga

tgtatatacc

tggtaacggt

cagcatcacg
ctcggcgcaa
cgtcggeaca
tgcgggaacce
gtatttgatg
t;agaacggg
ggtgaaacgg

gcagcgggtt

gacggaggat

gaatgttaac
ggtcagtcac
gaccttcatg
taatacatat
aatgtcaacg
attgacggag
tatgaggaag
cctgacaagce
atgccgaccg
acagaggcaa
tccttettee
ggctccatca
cgtattcgeg
ctacaggcaa
gettttgcgg
cgggatcggg
agatgaagtg
tgacctgecgt

atgtatgtgt

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300



gcatcatctt
taccaaagga
ttcctccgea
ctccteccac

ggcttttect

<210> 42
<211>
<212>

<213>

DNA
<400> 42
aggtcccgga
ccgctcttat
tcegeteget
cttgtgcttce
atgattgtgt
ttggcecgect
cagcttcaag
cacgtcctee
tactaccaaa
tgaagaéctt
ccgttgacag
atgtctctgg
ataagggcta
ccattgcagg
agacagtcaa

' ccatgaacac
ctgaggtgga
gaattcggce
acgcttattt

cacatacgta

1236

tgatcgggtt
acactaaatt
tctegtctct
cttaatcttg

agctccacgt

cagatgacaa
tggcccggac
atcgatgegg
gcagatccat
ttctatt?ag
tgggtaggca
tgaagagaaa
tcttcagete
cacaatctca
ctctaccgtc
cgctgaagcc
agcctecttg
ctccéacttc
ctggaactct
cattctggcce
cctcaccaac
tgtcagtctt
atggcaggga
gggatacttt

catacacata

ES 2368 285 T3

attattcttc
aagggtcttg
cctgetgttyg
ctgtcetget

attgtacctce

Aspergillus niger

ggctctaaga
gcttcacgece
tgtttgcecg
acccctcaat
agcatcaggc
aggcctcccg
gaggggaaag
acatcaaaca
tctatagctc
acctctctcc
gccggcacca
accaccgtct
égctcccttc
cccaactgcg
attgattccg
aaccaggccc
tgcgcataaa
atggttatag
cctttatctt

catcaatata

atctgccatg
gcgatgacgc
accgecegece

tctagagccce

ctgtatgtct
gcgattactg
ccattgatgg
gacctagtat
ctecccatgte
ggtattctca
aaagaatata
tctattectte
acgagtacca
tcgetctcett
cegtctetgt
cctgectcgga
cgggcecttccc
gcaagtgcta
cacctggtgg
agcagctggg
cgccaaacat
ttggatatga
acctattgtt

gtgatatatg

118

gtttgtgatc
ttccegtege
aaccaacctc

cccagtttaa

cattcagggt
cgcccccgea
gaggaatgtce
agcaaacagg
fatacctcag
ttgccatttce
agtagcttga
actcctcaag
gcatcactca
ctcctcgget
ctcatacgac
cggtgccaac
caagattgga
cgccctgacg
cttcaacatc
tcgtatcgaa
tcagcaaatg
tttcgggatt
aatagcataa

aacttgaata

tcecggaatag
tgcttttgac
catctcctca

tttaaaaacc

ctagcecgtgc
tgtctctcte
tcacttcggg
cgtgatgtca
ttatggagcc
accgctactg
caatctcctg
agtaaaccac
tctaccacaa
ctggccgcac
actgcctacg
ggcctgatca
ggcgccccta
tacaacggcc
gctctggagg
gctacctata
cttgggggat
tacgattgat
tacggagcat

cagagctttt

3360

3420

3480

3540

3570

60
120
180
240
300

360

420 -

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



ES 2368 285 T3

tgaaaatgaa atgagagatt ctaaggtcgt atctac

<210>
<211>
<212>
<213>

43
1750
DNA

<400> 43

gtgaaagata
gtgacgctag
cggaaccctt
aggagaaatc
gttgcecttte
tttctagtga
ctcaaatatt
gcaccgaggt
cggttgtatt
acggctatta
ccgactcaac
ccactggcag
actcgagata
tcaacatcga
gggttacctt
gcgagaactg
ttccaccceca
atgccaggct
ttgagtctaa
ctgtgagttg
atgctgtatg
agatgtgctc
cgccagtagg

atgtacgggc

tcggatagcc
caacagcgaa
ccggcgeccece
acagccaagg
gcgcacttta
gcagttccat
ctggctttca
ggacctgatt
cgcegttcaa
cccagtaggc
aaacgaaacc
ctgggagctg
ctacaaccaa
caaggtctat
cagcactcgc
cgataaagtc
gttaccccaa
aaattcaact
tatcctggcce
caccactgaa
gcttgtcatt
gactcaggct
ggaccatcaa

tggaactcca

Aspergillus niger

gtagaccctg
cccactggga
acccagctcce
cccaagttca
ctattcccectt
tcactttagg
ctcttectge
ttcccaagaa
gccccttecg
cgtccaaatg
acttatttca
ttttggaggce
tcctaccccet
gagggcttte
gaagatgcta
tcgtctcttg
gaagatattg
tcaacttcaa
aagatcgcag
gaaaccaagg
acgctagcett
ttgagacagg
ccacacatat

ctcactctta

aaagattatt
tccaaaacac
tgcaggggcg
ctgagagacce
gttcctatca
ccccacggcet
ttgtctcttg
atgatacctt
tcgcccataa -
aaacagttat
gtgtctctgg
tgagatggac
ggatatccte

actacacagc

gccaacccaa

ctctattgte
ataccgtgtc
gccecctgecag
acaatgaatg
aaggcagcgce
ttgcettect
tagacaggaa
gtccctacga

ggttgtaaat

119

tgagcctaag
tagatgaagc
aaaacatgac
éaaatggcgt
gcagtcactg
tcgttacaag
ggtcagagcc
tgcgccaatg
agttaataca
tggccagacc
tatcggcaga
caattgttca
cccatacatc
atacaatgtc
cctcacgacc
gattgtggac
aatgtgccca
cgttagcatt
caataacgca
gagcagccat
tttctaaagg
aacaggcttt
gaccatagct

cccatttete

ggctcttgca
tattgtaagc
tctctaactt
gaatttaaat
cttggcctec
agcagtatgg
gagtccaacc
cctttgatgce
tacatcgagt
gaccatgtgt
acgttcaata
atctcagaag
gacggtagce
attgtcgaca
ctcaccaata
tccctaagga
caactcgccg
agtcccgagg
cttcacceccyg
gaccacggcc
atccaatgct
attgtcacgt
atcaggaaca

aatacatagt

1236

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



ttgtgagcaa
cacaaacacg
caactacaat
caaattacgg
tcggtggtta

taggtgggge

<210>
<211>
<212>
<213>

44

DNA
<400> 44

tggatgccga
ctcttagcag
cgaaactctc
attaacttac
aaagtctccg
aagacgtgct
tccggattrc
tggtcgagat
tggcgttgtc
gatagatact
tttcgtctce

agtcacctct

aattgctact

ccgcctcaag
Egéatcaacc
ggtggagcct
tgagcccacc

tgatacctat

ggecctegtte

2030

accacgettt
agaggagcdg
gcccaactte
aactctcgga

gcgcceggat

gcaaattaat
tggtgectgg
ttttacgtac
aagtaccctc
ttgtgcgatg
tctttttgga
accagggtgg
gtcgccattce
tctgggatgg
caacaaaaag
atcccactgce
tcacccagct
gccattttcg
gcecegeggea
aagaaccaga
ccctctgetg
ggcaactctg
ggaaacgcca

gatgcctggt

ES 2368 285 T3

tcttgaatca
acccgccatt
agaggcccag
tgecttgtgcee

aggcagtaga

Aspergillus niger

taactgcgct
atgggacgaa
cgtacggcca
acgttatgta
gctgttatta
tctttttaca
tgttagtcca
tcagcaggca
tatgaggaag
tcatcctata
aatctt;ttc
tcactaccaa
caagcgttgc
gcagcaaggg
ccaacgttga
cagcgaccta
gaggcagtca
ttcttcagac

atgagtggta

ttgcatcctc
Ecacatagtg
actatctctg
atggcttatc

acacctccaa

tacatggctg

‘geeectgggca

atatcagtgt
gccgaatg£t
acttggatta
cacattactt
ccatcggact
ctttgectgtg
aatgatgcca
agtattgggt
aagactﬁcaa
ccaattcttc
cgtcgcagcet
atcccgaccce
gtacagctcc
c;ctgcggtg
ggctgcatct
cggtgttgac

cccggattac

120

tttagcttca
tettggcagg
ccaagtgcca

gcttgaaggg

atgaggaatg

tcctaacaaa
tagcttgttce
gaacccgcaa
taaaagcgat
acttgcaatt
acggcggatg
ccgatgcatc
acatcctcac
tccgtgaaga
tggatctgect
agtccatagt
aagaagaagt
ccccagegtg
ctccaggcag
aactggtccg
accggcacct
gcctgggetg
ttcaccgtga

gcctacgact

attccttacc

gtcgcctete

aggctggact
tttggaggtt

cggccgaagg

tcccttggeca
atcggtaggce
tttagatact
ggaccggtte
tgcatcaagt
ctctcgacac
ttaacatgag
aaagtgttaa
gtgtcgactt
gttcttatca
tccaacacac
tcactgctge
gecctcgagge
ttgctagacc
gtgccgtgct
tcactgtccc
gtatcgacgg
ccgacggaga

tcagcggcat

1500
1560
1620
1680
1740

1750

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140



cgacatctcg
tattgccatt
ctccagectc
cctcattcaa
gtcaacctgg
ggtgagagtg
gtcactgacg
acacgaggcc
ggtatgcagg
ggagaacgaa
tttgagtcat
ggagtactcc
agcggatctt
tgtttgtatg
acattgttca
<210>
<211>

<212>
<213>

45

DNA

<400> 45

3080

gcaggcgatg
attgagaaca
ggtggacaga
cattaccaaa
tggactttgg
ttggacttac
ttaccatcga
tgtcactgtg
gatgtgatga
gatgtagata
;cttttgatt
ataaggcaga
gtattccaaa
ccagttgtgc

gcaagtaaac

ES 2368 285 T3

agattgttgc
agagcaccgg
acgctgagtg
cgctaacgcg
caccgtcacc
cgatgcgacc
cagcgactct
actgacggtg
tgtgatqagg
gttttgattt
gatcctccgg
tgaagtacag
caatcacgtc
tgcagattat

gtgattttga

Aspergillus niger

cttcggctge gtcatgattc atgcgtcaaa

cacttatttg
acattatgec
cagctgatct
taccaggcag
ggagcagaag
accgggtaca
aggtgtttcc
gggaaactgc

agtgctctge

atacttcgag

caacgaaact

aatatactat

aaagtatctg
tattgtgcat

tgatttagcc

agaaagggct

ggtttgttgc

tcaggcgteg

tgtccgccaa
gtatgctgtg
atgctccgat
gctgcatttg
ggattccatc
ggtatcactc
ccacgcttag
caggtcgagg

ctcagtcaag

cattgtggag
ccagaaggtg
gattgtggaa
atc;tag;ct
ttcactggtg
atcatcgaga
gaggtgacca
ttgagtgtct
tcagegettg
ctagtactac
aatcatatat
gtcttaaaac
ggtaacatgg
taatttgtat

agtccccaag

tcagtggast
catccggccg
atttaagcag
taaacccaag
tcccagtctyg
tgtcccacta
ccccgtecct
caccgttcag
tgcttaaata

ttcagttcaa

121

tcctacacct

tccaaggagc

ggtaatatga

tcgaggaaaa
ctgttgccaa
ttgaggagaa
tcacctacga
caatacaaag
atttcaatcg
tttgcggggce
caagtaatgg
ggtatgatcc
actactactt
-

aggcattgta

aacacaaagc

cttagtaggt
tctatattct
aagtgagcaa
cagtctgcta
cacaggactc
gcatgactat
gtagcaaagg
caaattctgc
ccaccgtctt

gactcaggat

cgactaccgg
tgtcgtccag
aacatacatt
tggttcgete
ggcggcgégt
tggccaggtt
gtaaattégc
cgggttgatt
acgaggcagt
ccctgttgaa
tgcagcgtag
agtaagacaa
tcatctataa

caggtgcgct

ggatgtacag
ataccaatcc
agcactgtgt
ccagggagac
gctatgttat
ctcaatatcc
cccgcgcaag
atcagccgceg
ctcgctcecgtce

atccgggcag

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2030

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



tcctecgeaa
cttggaggct
cacgctcaca
tcctctagca
ggcacatccg
aaccccegtcet
agcgagcgca
ctccaggaat
cgcctggcag
cttcagaccg
ctcatggaga
tcggaccgeca
tgggagacga
cagatcatct
cgcatcgtct
attaccacag
gtggaagtcg
atcgcctaca
gtcaacacga
gtctacgaaa
agtgactggg
gccatcacac
gacttgcaac -
ggactgagcg
ggattctggt
gggagctact
aacagcgggt

gccgacactg

ctatgcgcetg

gtcccttege

tgtcccgace.,

cccecttetgt
agctctacat
acgagtacca

atggtgacgg

tggttgccac:

cctacgtctce
gcgecgecagtg
gctatctccg
acacccaatg
cgcaagaact
ccaagccata
actacgaaat
ccaactcgac
ccggectecgg
ccctcaaagg
cctcggecgac
agagcacctg
actaccgett
agaagcagct
tcgtctacga
cttaccagcc
tcgagacgag
¢ggaggttct
tcccgagttt

caacctacgg

ES 2368 285 T3

ctccctcatce
acacactgcg
gttgattgce
cgggcagaaa
tgccaacaca
tgcctcette
taactctgac
gcctgcagtg
caccgccaac
gaacctcaca
tcctgccﬁgg
ggacggacac
ctctctctac
ctactctctt
gacccgggaa
gatcatgtcc
tgtcaagcaa
cggcaccagce
cctcaggtcc
gagcatccgc
cacggacgtc
gggcaattcg
ccccagcacg
cagctggtca
agaagcctca
cgtgaacagc
ctcgeceggat

caacgccagc

tccecttctag
aacatgggca
tccaagagca
ggcgtattea
gatggcagta
tccécggatg
atctaccgcg
gaagactccg
aacatgaagg
aatacaccca
tctcctgatg
ggcgtaccga
gccatccgtc
ggatctccga
gacacctaca
gtagacttcg
ttccctcagt
gagggcttct
ccggegtggt

- -
tcggggtaca

ttccctcaagg

tccatcgtga
gcggactttg
ccctgeggeg
ggcggatgga
agctactcca
ggcaagaaag

gagatcgggce

122

gcctggegge
ttgataacat
gcccectcaac
tgatgaaccg
atgaacgccce
tagaatggat
tacggaccaa
ttgttatctc
caaacatctg
ccactgccge
gcgaatggat
ccttectegg
ccaatggctc
;atggtcagc
acgcccatcg
agacaggcac
acctggacaa
acacgaccgc
ctceccgacgg
agcagctcta
tctcgcacca
cgttgaacac
tcagcgatga
agtggctcgt
tcgtgecggge
tcaccgagga
tggtgtatcg

tgcgggtgct

catcececggec
ggtgaaagca
tgttcctacc
caﬁtgctcct
actcctctcce
caccttcacc
cggctccgat
tcccaacggce
gatccttgat
caactcctcc
cgccttctct
ccgcacgggce
tgacttccgt
agacggtéaa
tccagaaacc
cgatgtgcgce
gaacégcacc
gggactctac
caagcaagta
cagctgggac
ggagcgcgtc
aaccggaggc
cgaaaccaca
cttcggegte
caccgccaac
tggagccctg

ggtttgggga

ggacctcgag -

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



acgcgaaaga
ggagagctca
cggccggatg
gtctggtcgce
tgtgcgetgt
gggggaaata
ccgagggagyg
gﬁttgatgta
aaaaaaaccc
aggatgtact
atgatgacga
aaaaatagta
gatagtcgac

ccatatatag

<210>
<211>
<212>
<213>

46

DNA
<400> 46

ttccaacttc
tatttactac
ccgcacctgt
gtggcagggg
cagactagga
gcctactgaa
ctcaatatcc
taaatatgcg
taggactagc
ccaatatcca

agcctggtat

3290

caaccgtcct
tcctattcac
ggacagatct
aggatggacg
atggtgatac
agaagttgat
tactttagtt
tgataagaat
ccgttgttcg
gcttaattca
tattctgcac
tgcaacgaat
tccatagcat

tactcctaca

ccatgaagtg
ttatcgtcag
tgcctacagg
gggtaaggct
agctacctaa
tctcaécact
tctagtggac
gtcttatget
accgttgcga
ggtctaacgt

ggéagtatta

ES 2368 285 T3

aaccacagaa
acgcaaaacc
ccgegtgttg
gattatgtgg
gttccagcecyg
gaccaactcg
ggtggcggga
tacacaagta
acttgatctt
agcaagtttg
tttctactct
atagatcgta

ttgatctttt

Aspergillus niger

atgtagtagt
ctttgtcgaa
gatagcatcce
atcccgggtt
tagggacagt
cggacctgat
ggaaactagc
cctcaacgac
gctecctcttce
atccatacaa

ccatctaggc

tgggacaatc
agcacgtaca
acgagcagcg
tctaccggca
tatgggcagg
atgtgggaag
ggatgctctg
gttttgatca
ggcgatccgg
ctactccgat
acctactact
ttgacagaac

actaacagcg

ctgctaataa

aattcaaagg

~
tgcgaggtgce

aggaaggccc
aagggaccaa
atttgeccttce
aactagtact
aggcaactgc
acgataccga
tgecctceccgga

cacatcctgc

123

tgccccagtt

attacgatgt

gtgctaatga

tgtatgggtt
ttatgattat
attcgatgcc

atttttagag

taacgecgttg

tgtagggttg
tcagtatgga
tatctgtata
ctgtcagaga

aaagattccg

tacctcaaga
tttgtggaag
ttatccgcett
gcggcacgat
tctcaggact
ggcttgcagg
ttgagctgac
tctgactacc
atcttttata
tgcaaaatcg

caagggaaaa

ctctccegat
gtgcacgatc
tgcgecatgceg
ccggtttgag
ggatgcggat
gttgttcttg
gatatgtgac
aagaggatga
ttggacgagce
ggggcaatta
tgaatgagaa
gaatgacctc

gactaactat

tagaatatag
gccacctcat
atcagcaaag
gcgatccttce
aaaccgtgca
ggtatatcat
tcggccacta
aaaatctgag
agcaagtggt
cctggctacc

gccattcgat

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3oo00
3060

3080

60
120
180
240
300
360
426
480
540
600

660



tcctectttce
aaaataggag
gggaagatgt
tactcctacc
gtcgettcca

tatcaaactt

ccttgcattg
cgttéaacaa
gtgtaaatct
aagcaactcg
atgaattgga

cctgccaagg

gaatccaggt atgtagagcc

gtggtectgg
tcggcgactc
ttagctttga
ccgcgacgag
aaggagtctt
aaggagtéac
tggtggcgga
agcggctact
ggataaggct
cctatgggac
ctgtcataga
tacaagattc
cagcgtgtcc
ttttgaccaa
agataataac
aattattcga
tcgctgactt
ccacacaata
cagatggtcc
tccggggaca
aactggagac

acacaatata

tggatccgga
cccagaatca
tccaagaggg
gaaagcgtgg
cgatactcga
'agcgtcaaag
tatggttgaa
ttcgacagct
gcacaaccgt
aatcctgggt
cggagtctge
ggatgcagca
gtttgcgctce
tcttacatcg
ctatagtgat
tttggtggcect
gaagtatgaa
caaagtacct
aggcctcgac
aagtaaggcg
gcgacctgag

agctgacagg

ES 2368 285 T3

gtcgcgtttg
cagcttcaga
atcacgttgg
tataccatcc
accgaactga
tacctgtcac
atattgctac
gtgagcatgg
ccaagtgcag
gtcaacaaca

ttactgcagt

‘tgggcaaggt

gatggagaat
ctcgtagagc
ccgaacactt
tggaaaaaag
tccacgtttg
aacgctgatg
ttéaataaat
ggcggagatc
agccctattg
gtgaagtcat
aggctattag
gccaaacaat
ggcgagagtg
ggaactgcca
gttggagatt
tggcgctatg

tatgcgtatc

ctattgttca
gtcaaacact
gatgtaacgt
atgctttggt
tggtgaaggg
agatgcgcga
tcttcagcgg
tctttagata
attcagcgag
caacacctaa
cagaggcaga
acgaagcttt
ggataggaaa
gccatggaga
tcccagttgg
gggaggagaa
cggctatgca
attattacge
ttttcgagta
ccgaagatet
ctgggtctcc
tggtcgtgeca
ctgagctcga
ggccagtacc
atcaggagéc
aggaggattt

tctgggccga

atggtaggtc

caagggccct

124

attatgtggt
téatgatgag
tctaacgcac
gatcacgaat
tcaaaaattg
tatggtggtg
ctgtgctgag
cgggaaagct
cggaaagtat
tttttectge
gggtctactt
tggtatgagc
attcatgaat
4gtggcgtgaa
aacaaacgtt
gctgetatac
gcctcatcge
cggcaactgg
ctgctacaca
caagtctcgt
ttctggaaat
agctctctat
gcaaggtaac
gcctecatge
cgggaggaat
ccggagctac
ggttcgcecatg
cgaccaacac

tcgcaggcaa

aatttccaca
tcctttaaat

tctattaggt

gcgectcgett

ccttggcggt
ccattcttct
tttcaaatag
atccagacca
ttcgatgttg
ttcecctgacc
gggagttctg
tgcaatcaac
acggcccceg
cgggaaacag
gacgccgaga
tggggctttt
ataaaccgtg
cttaccaatt
gctggeccat
tatgagcaga
aggggcccag
gtgcctttga
ggctcttcat
gattcctcgt
atcctatgta
tggaatatgc
tcgtgtgtca
catattatac

tacatcgcac

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500.
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



ccattgctgt
ttcacctgat
ggcgcgtgga
atctgttccc
gagtggccca
acctgagccc
gagaagtcag
cgagttcege
gcagttatta
ctgtatctcg
aattattcac
aggcgacctt
catttcttct
gccccagact
gttcatcacyg
<210>
<211>

<212>
<213>

47

DNA
<400> 47

gaaaatcccg
cagctttagt
agaagtgggyg
cgtcggagct
aagtgtctge
gtcgecattce
ctgatéagcg
Cctcacgatgt
tcataagagt

tcttctgggt

ttatcgggaa
cgtagcagac
tttcctgagt
caacccatat
tccttgtgta
ggaactgttt
gtcatgtegce
catctgctaé
atcctttaca
accaagagca
ctgcactcaa
atcgaagcat
agaacccgga
cgcctacctt

gcgttgaatc

3080

accgttaggce
ctctcgaagg
caatcacttc
ggataaggta
agctagctct
gcccactaac
ttagctccga
tgatgctttt
atcattgcct

ctagcgaccg

ES 2368 285 T3

tacttatgat
tttgaagtac
caatcgttét
gcaagatgac
cagcgaaagc
gccaggtaga
caggtgacac
gcgcgtgaaa
tcataggagce
tgaataacac
ttcaatttaa
ttgcagacca
tgatgtataa
aggtaatcca

ggcttctgeg

Aspergillus niger

tacctaatct
aaaagaaaac
aaccgttcat
gtcgccatcc
attttgttca
aacgccattc
ctccgagtta
tctggtatct
tcagcttctt

ctcaatttcc

ccagtaacgc
agactgacgc
agagcagaac
taactgttca
gatacgccag
ggagcttccc
agaattgatg
aaggtta§at
tggctagaat
attatatcag
gatctgttge
accectgtcece
tcgeggtggg
tacaaatgcc

gtattaccac

gctgtetifa
aaagtaatcg
ctgttattga
ccatttcege
gctacgtate
cccacggccg
gtcatgecgge
ctggcataac
cgccatgttyg

tccecgagecg

125

cgctacggaa
ataggcagtg
tctgtcggag
atgtcgeagce
tatttccaga
tttegtettg
tccgecttge
aagtgtcgcece
gttaacgatg
caaatgttat
ctagactacc
atcgtcaggg
gaagatcatc
;gggaaatca

cataactgta

ccceccgttag
ggagcctata
gttatcaagt
tgtgcaatgc
tgtctcttaa
acggactccg
ttattacgcg
tggcaaagat
agtagtctgc

gaaggcatca

gtaagctttg
ctcatacgat
tgagtacctt
attgcacact
ccggagagtt
ccggatatga
attcgctgag
agcgagcgct
cagtttgcecce
tgagcaaatc
agaattatta
gcaagacaga
ctaaaccatt

ctgaggtgtt

cccacttacce
atattcggcc
ctgtcaagtt
cgcagcgccg
ccaaatggat
gcgcaagggce
ccctteteee
caggctgtgg
tgcttggggg

ctgtgctcaa

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060

" 3120

3180

73240

3290

60
120
180
240
300
360
420
480.
540

600



gtccaagttg
aatagctttt
ggtgtccgap
ggagaagtgc
caattactga
tgcgcectcetg
tgaagaatta
gagttggaac
atacgatgtc
ttccggtgat
tgcaagccag
gcatttcgcg
cagtctctgg
acagcagaat
cgacacgctt
tacttggcca
attcagttca
ataactggac
aagaacgcga
ttgcactaga
acgacatcgc
cgcaggagtce
ccgtggctac
ttggctacct
cctgcagttg
aatttgccga
gccagctggg

accagcctgt

catgagaatg
atgctcgatg
cttattcggg
aggattatcc
gcctcaacca
gccatctggce
ggtccttgtt
aatgaagtqa
ccaacaaatg
ttctccattg
aagcttgcac
caaacctggt
gctg;aagtt
gacaaaatcg
ggcattgtga
tacaataacg
gacctacggc
gcatccagga
ttceggetteg
atggggagat
ccatcctaag
cgtcecettgec
acagttcata
cctcgacagt
ggtcgggggce
cacgggatac
caactacagc

cgcggcgtat

ES 2368 285 T3

tgactatttc
ccgtgctgat
ctatgtacac
tatcaacacg
gcttcttttg
tcaatggcgg
ccattgcatce
atcttctatt
gcactttggt
atgttcccca
agacagctaa
ttttcgagtt
acggaggcca
cagaggggac
acggcttgat
taaggctcgc
ctcgaaatct
ggctttegeg
cctcactcag
ggccccatca
aacgacccat
gctcttgggg
aaaacctttg
ggtgtaaaag
gaaaaagcca
tcceccactcce
ttcactcgeg

gagatcttca

tttcaaagag
tgtcagcctg
cttcecceeg
taagccaatc
gtttttcgaa
tcecgggtggce
agactccaag
ccttgaccag
tcggactgcg
gtccaacttc
tgggactgca
cccacactac
ttatggtcca
tgcagaagac
ggatatggtg
cccttcttea
tcgataaacc
atcaggccct
ggaagaatat
-~
cctactacca
tcecctgecaa
taccagtcaa
atatcgtcca
tacacatgat
gccttgcagt
ttacgcccga

tcttccaagce

tgcgggcgac

126

gtgtgtgcag
gaatttgcga
gtttecttte
tcgaaacatt
gcccgcaaag
tcgtcgetca
accacagtcc
ccaactcaag
gacggcgaag
acccatcatg
ttcgcggetc
aagccaaacg
ggcatctetce
;gtgcacagt
atccaagaag
ttcaactcgce
cctctacgaa
cgcctgegaa
ctctgaaatt
caccttcaat
gcacatgctce
tttcacatcg
cggcggctte
gtacggagat
tccgtattce
cgggatcagce
cgggcatgag

attcaacaaa

agtatctaga
aactacgccg
cgacgggaca
ggaggatgag
atcccagcaa
tggggctcct
tcaatccttg
tcggecttcte
aagagatagt
ttggtacctt
acgctctatg
atgatcgtgt
ggttctteca
atttgcatet
aggcttacat
gtaatgccta
gaactgatgt
gcggcectttga
tgcggaggcec
cgcgggtggt
ggatatttga
tcttecgagtg
ctggatgcaa
cgtgattacg
cgtafcaccg
ggcatgaccc
gtcccctect

gatatcccta

660

720

780

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1é60
1920
1980
2040
2100
2160

2220

"2280



ctggcectctt
tcaagaatat
gtaccccgga
tcgtggatga
agtfgtagta
tagttgagcg
aaagtggacc
gggccaacta
atcttatggg
gctgecttttt
agatcgcgta
cctatggcct
catcatattc
gaatagagac
<210>
<211>

<212>
<213>

48

DNA
<400> 48

tctcgectge
cgcttececga
gcaatgattg
tcttctecte
ctcggaatcg
ttcaattgca
agagcacacc
ctttccagct
ctccagggceg
aaagttcgcee

cgtccccagt

2520

ggctgttgat
ccctcctatt
ggtttgggag
tagcgcgggt
gcttagaagt
acatagtcta
aatcaattgg
gcgcccctet
tcttcaactg
ggtggattca
gatggcctca
gtagatgcca
aattaaattt

ttcttgcaca

ctcgaccttc

‘ccgccaaact

cgcaactctg
attattatcce
aagatgacca
gcccttagca
gacggctttt
ctcaagttcg
gttcaagttc
ccattcctcg

cccecgtette

ES 2368 285 T3

gacgaattcc
atgccaaagc
accgttttga
gttgaggacc
ctaccggaaa
ctctctcact
aggaaaatat
gaggatgatg
cacaaattag
ttattageccg
aagtgttecgce
atttcttcaa

caaaacatag

Aspergillus niger

ctgctatggc
tatcaacccg
cgataagata
tccgattece
ggtttcaatt
tcecttecce
gtcegetgge
tagaagatgc
cgaccgcaat
acttccagaa

atggctccat

agtcggttgg
cgcagtgcta
acggatccgce
acgaggggtt
gccttgectag
tacgaacacg
atccacgatg
gtctagtctg
gcggaggtcg
ttatgccatt
cagatttgat
tacaaagata

cgagacatta

aattctttcc
agcgatacgg
-~
accccatgtt
ccagggttce
gcttcecett
gcagcagatc
acccaaggtt
ctcgttcaag
cgacgactac
gctcctgcag

ctaacgcaat

127

acctaaggat
tgttctaagt
gacggtaaag
cagcattctt
ctcttaaaat
tgatgaatct
gtcggacggg
caggatatga
cctcaccgaa
tactaaaaca
tgagggctac
ggcgaaacat

agtattacat

ccaagctgag
agaggggaaa
ttgacgtagc
tgtcttctge
gtcgcaggge
ctcgattctc
gaggttcctg
tcgcgccaag
atgaaggatc
accctctttc

ccagccactce

acgtggcata
cccggcacgt
gattggtatg
ggaggggatg
acgacacaaa
ctccagcaat
ccaacgaaaa
gattgttcac
agagacgtaa
ccgcagttece
ttcgcceccaag
gttgaaaatc

atatttcaat

cggttccate

ggctatcacg

ctcggcecetg

agaaagtgct
tgcttgcece
tcactttcgg
acgatggttt
tcaatcgtct
cctacgacga
ccctcacgta

ctacgcccge

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3080

60
120
180
240
300
366
420
480
540
600

660



gtagatcaca
aagcccctge
acctatcccce
gactgcaaga
tgggagccaa
ctcggegeceg
tttatecctceg
gtctacgctce
gtaccaggcg
atcatctatg
acccgcaaga
gcctecgecece
ggcgacaagt
gtcaaatcca
caccaaaccc
aaatataacc
aaccacctca
gacatcgaca
tctgtcecta
acggatacga
gcgggtaaag
gaggcgatga
aacttgtatc
ctgctgcgtc
actctcctac
gcgccaaaag
tagctccagt
ctttacctta

atgaagataa

tcaaccgatt
tattcaccgce
ccttcgatgg
acgtcctgat
cccgecacagt
gatccatcgc
acgaaggcgg
tccecggegt
gccacagcetce
agctagaacg
tgctcgaatg
tccaatcaag
tccgettcat
acgctcteec
cagacgatat
tctccctcac
cccttactac
ccgacgccgt
gtctcgaggg
gat;ctactg
cgctgaatat
tgctgtatta
tctagatctt
ggcagctgct
tctttagggt
ttcatgtctt
atatagccaa
tactaggggt

ttatgtactc

ES 2368 285 T3

tggtctcgte
gcaccaggac
ccactacgac
cggtctcatg
cgtecectggee
caaattcctt
catgggcctc
tggcgaaaag
cgtgcecccect
ccaggacctc
ccaagtccgce
cgactacatc
cctccaaacce
cgagaaaatc
caagaaccgc
ggccttccecg
cctcageggce
ctgggccegt
cagaaaggtc
ggctttgtcg
tcatactgtt
cggtatgcat
attcgctctt
gatgatgaac
ggctcaggat
tcctggagtt
atgcaaccac
aagaaagggt

gacgttgccc

ttcaccctca
gtcgtgeccca
ggcgaatggc
tccgttgttg
ttcggattcg
gagaagaaat
gaagttctag
ggcagcatcg
ccacacacgg
ttcgtcceccg
cactccecct
tcecctagcag
tcccaagcag
aacgccctcg
gctgtggaga
gaaagcgaca
gcecctcagte
ttctcgggceg
gtcgtgagcg
aggaatét:t
gatgagagga
ctctcecctttt
tcgatggacg
ttgctcacga
gaatgatggt
caacgagaac
gtatttgtct
aagaaaataa

aatgcactgt

128

atggcacaga
tcaacgaccc
tctggggccg
aagacctact
acgaagaatc
acggaccgga
acgacaacaa
acgttgtgct
gaatcggcat
tcctagacac
cgcaagtcga
agaaactggc
cggacatcat
tcaactaccg
tcatctctec
ccgttgaccee
ccgeececeggt
tcactcgctce
gcgacatcat
acaggtggag
tcgatattga
atggatactc
gaccgattca
cgtgctgtga
tatgaatcat
cagatctata
atcgatctga
aataatattt

agcccctecte

tgactcgctc
tgccgactgg
cggtgccagce
ctcccaaaag
ccacggcttce
cagcttcgaa
caacggcgtc
cactctggcc
catcgeccgag
tcaccacccg
accgtggctc
ctcctegege
caacggcggc
catcgctctg
catcgtcaag
ctccctcaac
cagcccaacg
ggtcttcgaa
gaccgggaat
tccgtcgagg

tattcatctt

ctatcagact

tctgtcattt
gtctgtagga
gtggtctact
tttccacgaa
cagtctaatt
gcagcggcect

cctgtaacag

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100l
2160
2220
2280
2340

2400



ES 2368 285 T3

gagtagccat aaaagcaaaa cgaaagtggt aagaagacgg gggcaatatc cctgctttag

caatatacaa caatagtaac aatcgagagc tcaatatgaa tgtataacga gtgacctgca

49
2730
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 49
tttagttgtg

ccatgtcagce
aaccccggtc
tcctcggggt
gactaggttt
cagcgegtgt
tgacgcagga
caéggctgag
tgatcccaga
cctggcaagt
agagcaccac
acgagcgcga
ggtccegteg
ccgagtctca
ttggctacac
acaccggcag
attacggctc
atatccagta
tctccaatgt
gtaagtcttce
agggggtcct
gtgaatacac

acagtctatg

Aspergillus niger

atctcaatcg caaatggaca

gaccatgtct
attcactagt
ggcggatgga
ccceccttgat
tccgcaaaag
tggcttgectg
cagttctceg
tccatcgttt
tcctgceccec
tcttctttee
tgaacccgct
gaagcgatcg
aatcagggga
gatgaacctc
cagcéatctc
ttacaactca
tgtcgacggce
gactttgacg
gctattecct
cggtatcgga
caacttcccé

gctcgatgac

tgccaagagt
tcgagggagg
tcacttctte
gggattcgtt
caacagccca
ttaaaaaaac
atttccccegt
ctgcaccgac
aaattacgtg
ttggcctggg
actcttcagt
acggcctcegg
attatgacgg
acactcggca
tgggtcaatg
agcgcttcectt
agtgaagcca
aactttcaat
cactttcatt
tacgccagca
gaagccctcg

ctcgacgaag

ggagatgata
catcatttcce
gaatagtctc
atttgatggt
ggttttacca
agggtctgaa
tcaggaacag
gcccctectg
catataagaa
agacagggaa
ctgcccagtc
tcaactttga
ccgacctcecgt
tcgctaatkge
ctcccggceca
gggccaactc
ccacctacac
caggcgacta
ttgccgtcgce
ttacactttg
atgaagccag
tcgatcaagg

gaaaaggcac

129

ttcatgtcat
ggtaaaaccg
gcaggtctct
tgcctgccaa
gacagagcct
ggctgacatt
gccaagacga
L£gcctecccat
gctccgeacce
ccatcacagc
cgcctattcec
acgtcgtcag
taacctggta
aggtttctag
ggaagtcagt
gtccgtctge
cttcgtgaac
tgtcaacgat
atatgacggc
ctaacggttt
ccaggccacce
cgcgatcaac

cattctgttc

aatcagagtg
acggaggtaa
tcttctttet
cgacccactt
cttcacagcc
ggagcgggtc
agcgaccgceg
gggcgacttt
cccaaactcc
aacaccatga
ctctctatcc
atcgccgacc
tgttcccatce
gctacgaatc
gtgacgttgg
ccctgtaccg
gatgagtttt
actctaaagt

gactccgagg

taccatgcag

gtcggtggtg
tggccggect

ggcggagtca

2460

2520

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



acaccgccaa
acgtcgagtt
cggtcaacaa
tgacctaéat
tgagcgagta
tgttcgactt
gttccgacat
ccctgetggg
aéatctccct
ccggatcgga
ccacggectce
ttgtctcget
ttcacgttgc
gaaatgtttt
aatgaaaatc
gatcggcacg
ttgcgactac
cacaccgatg
ttcctgtgga
atccttctga
ttaaggtttg
ttcctctact
cgatgtgaac
<210>

<211>

<212>
<213>

50
3231
DNA

<400> 50

gtactacggc
cgcggtcaac
cagcgccacg
cccgacctce
cgggtacggé
tggatccttc
gaccgacatg
cgataccttc
ggccaaggcc
tgcecgtgcecce
gagcgacaag
ggtggcggga
atgttgatga
ctgtttttag
ggaatgéaag
aagccagtaa
tactaatttt
atagccaccc
aagggtggct
cctgtgaatg
tgcctgtcag
ctgaagtacc

cggattgaag

ES 2368 285 T3

agcctgcaga
ctgacggccg
caattcccca
gccgecagceca
gtgatcgagt
aacatgagcg
aacgtttgta
ctgcgcagcg
aacttcaacc
aaggcgacgg
tcggacaagé
gtcttggtcg
tacataccat
cttgatatcc
atctgatcga
tcgacaacca
atcatatcat
gcgaccggat
gcaacctgtt
atactgggat
cctcgtcaag
gggactcccce

agtgcccagt

Aspergillus niger

ccctgectat
tgcaccttga
tcceecgecgt
gcatctacga
gcgacgtcaa
ttgacatcag
cgtttggcect
catacgtcgt
ccggcgagga
gggcgacggc
agagtteggce
gtgttttcte
agatttgcﬁt
catcgcttca
atagttgttt
atcatacatt
gccgttgtga
aatcggtaac
tgtttcagtt.
~
ggtgacgtag
tccatcatca

gccagtattc

cgtctccatc
gaagaacggc
gctggacagce
ggccgteggt
ggacgaagac
cgagatgatc
cgcagtgatc
ctacgatctc
ccacgtcctg
gaccggcgeg
tacagtgccg
ggttctgtaa
ctaattgccc
-

ggtttcagat
cactgccgcg
gtgatttcct
cctatcctac
ctgccaagag
tttgtgttgc
tgaaaatgtt
tgtcttttce

gtttcgccaa

gaagacatgt
aactccgtct
ggcacggcce
gcccaatacc
ttcaccttce
ctcgaggcca
gaaaatgagg
ggaaacaacg
gagatcggca
gcagccacat
cgcagccaga
atatagagat
cttacatctc
atggaaatga
tggctggtce
gtcaacctcc
tcggggtccc
tcgaacggct
agaattgacet
ggtggagcga
ggactatcac

tcagagcatt

ccgacgcgac ggcattagtt cctcgatagc gtgggaagac catggagaga ccggccgata

agctgcagag gagctttctg tgggctgacc agtgecctate agcaaatgga cacgcggtga

130

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

23490

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2730

60

120



cacccccgca
accagcctct

ggtcgaatgt

ctctgcggecg

tggtcactat
gccattgcgg
cgtcacaagc
cctatgcgca
gtagtgagtca
acctcgaaac
ccagtactgg
ggcagtgaga
caacaagggc
ggaattccac
agaagattct
ccgaacacat
tgaagaggac
ctgctgccca
gcggetgegg
ctaagacggc
agtccgacct
ccatcccagce
cgggtgaatc
ccecctactga
gttgacgacc
ctcgacgctce
ctagtcctac

cgtatacccc

atcgcaagac
cctccaatca
cgcaattaat
ttgttattta
cgcgetggtt
ccttgtccga
ccgcatccga
ttggccttge
aaatctacct
atgctgacat
tcggcagacg
gaatggcttg
tggctcgegt
gagcacgaga
tctatcacct
ccagaagcac
caacaaagtc
aggtccgcag
ttacaacatc
gaccccgaac
cgacctcttc
cctgattgat
cgacattgac
cgttttgaag
agctctacga
tcgatggcgt
tgcacctaca

gacacccgce

ES 2368 285 T3

cgcctcgaca
aaccatcgat
tctcgcatcg
aatccagttgt
caacctcaac
tgccattcecg
ctgggtgaag
ccagaacaac
tttttatget
gagattggcg
aggtgcacga
tcgecctcetgg
tcgacgcecta
gcgaccgaag
tccatgagta
atcgactaca
aagcgtgctt
ccactcccca
acccectegt
aacagcctgg
tataaggagt
ggcgccaatt
attgacatgg
ctactccctg
accagtcgag
gagtacagac
gcgcctacgg

ccggcggceta

ccgteccatee
gtgatattgc
tccctcactg
tgggaccttt
atgttggtcc
acatccatca
ggtgcgcgcg
ttggacaagg
atatgcctag
cagatcggac
catcttttcg
tatccatccg
cgcccatgaa
tgctaagatce
gctattaatc
ttacccctgg
cccaactage
acaaggccaa
g;atcaaggc
-~
gtctgtacga
atgcgcegtg
aetcggttcc
cgtgagtcat
ctctaccctce
gtcgacacaa
ctcgttctca
cgagaccggce

caaaggtacc

131

aggcaccatc
tagcggcggt
caaggggccc
cggtcatcag
gtcagcttgce
agcatgtcct
ttgagagcga
gctatgactt
ttttaggatc
cccaagtctt
ccatccgagg
tcgegggatgg
gccgagaggc
;gggttggat
ggaatctaga
égtgaagctc
tcactcttcece
gttcctgect
cttgtatcag
gcagggtgac
ggttccccag
ttcctacagce
ttctgcacct
agcaggtgac
ccaatctgtt
gtcttaccca
gatgacccgt

tacctacacc

gcaacggcaa
gagaacagca
actaccagag
ccactgtgtc

cctggctctg

gcacgagaaa

tgcggtectg
cctgatggaa
gcaatggatg
ccaaatacgg
aggctgttga
tgcactccga
tgttcatgac
gcgaccagta
taccacgtcc
acccaggtcg
aaggccaagt
gaagacctce
atcccagacg
tactttgcca
ggtacctatc
tccctgaaca
tgtcatcaga
cctctaccag
caacaccttc
gctaacaccce
cgatcgacce

acctcttccece

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



catacaatcc
aacgtaatca
cgccaatgca
ggcgactacg
gagggcaaga
ggtaccatgc
cttggcggaa
ccggcatatc
tattactcgg
cgtgcttate
gattatcatt
gtgagctttg
gaggaacgct
tatccgcaag
tttagtgctg
tgatgactat
ggagctgttc
tcaagctgtg
gagcatgaat
taatagttca
ttatcgtcta
aaaataataa
ttcatacctc
tgtegtatag

<210>

<211>
<212>
<213>

51

DNA

<400> 51

aacctaacac
gcgectecta
atgagttcat
gcgtcecgegtce
tcttcaaccc
tgtacggcta
ccgcaagtaa
agtttgctgc
agtttgaggt
cggatgtctce
ggtatggatc
tcacccccca
tcgctatcgg
tgctgaacga
ttgaggggta
agatgggatc
ctctetttge
tatatatgtc
ggccaattat
actacagaga
atgtataata
accggtacta
ccgtccatgt

tcaacggaga

2660

ES 2368 285 T3

accaacagga
cggccaatcc
gaagctcggt
tttegecgge
ccagtacccc
ccagaccgtce
cttcagcact
tgtggagcaa
cgatgttaac
ggcgaatgga
gagtttggcg
ttactaatta
caagggcccc
tatcactaat
agtgctcagt
ccgctagtgg
cttaggattg
tgatggggAa
ctcgecetgte
attcttggat
tcatcaaata
tgtgtcgaaa
ccaccaaatg

tattcactga

Aspergillus niger

aagctccagt
gaagccgace
ctacagggac
gacggtgacg
tccaactgece
aacgacagcg
tctggtggct
tacttccagt
acgaccaagg
gcgecatttce
tcgeccetttgt
ttgacacatg
gtgggattcg
ggtactaatg
acttggttct
tttgggtacg
aacggtgctg
atatttacga
accgtgaata
attgtcaaat
acctaaccca
aaaggaatgt
cacagcgctg

cttggaaatc

gcggegtcta
tcceccgtcag
actccatcct
agaacggctg
cctacgtcac
agagcgtcat
tctcgaatta
ctgcgaacct
gtctctacaa
gcgcttatat
tcgegteggt
gctgaCEgac
tgaatcccgt
etgggtgtgy
gtcaggaggg
cctaactacc
tgtcagaggg
tcataggata
aggtcaaatg
gttgactatt
agggatatca
ttgtgaattt
gtcgaatccce

ttgctgttgg

taagcccact
ctacaccaag
cttcgegtcet
tctcggecca
ctccgttgga
gcacgttaac
cttcceccaa

gtcgtatceg

taggcttggt

ggatggatac
tcttactttg
ttagctcaac
gctttatgct
aacttatggg
gtgtgctaat
cattgatgaa
tgataggtgg
atgtgtcgac
tagatcggtt
cgctgtctct
aaaacataag
tttaaaaccg
tctccgaccg

t

tcctgagcaa gcagctaccg gtaatctgag acctaatcct ggtaagtgga tcgagttcat

132

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460.
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3231

60



ttacctcatc
cagtatccat
cceccatcecgg
ctgaataggg
gggtccattc
acataaatag
agtgagttct
caattgctte
ctgttcegece
gaaécaccga
ctaccgcatt
ccgaagtcga
gcaattctag
ttagtggtcg
ccatctggct
gcccattect
acctcaccaa
cgaccgtaaa
tcgacacctt
tgtacgtcce
tgaagggtat
tgtttececctt
cccecgeegt
tctcctacat
tcacctaccc
tctgggacga
tgatcgactt
caaacaacta

actcegtgtyg

atctaacctc
ttgcctgcag
ctttccgacg
agagttttte
ttgacaatgce
ggaccacgca
ctttteatte
attactactg
ccctctcteg
ctttgagtat
tatcgttcta
tttcgacgtc
cctattcttce
ctctgttttt
caacggcggce
ctggcagcct
tgtggtttac
taacgaggaa
cgacctgcac
ctacattgcce
céagatcaac
catatacctc
ccgccatctg
caacgccaaa
accccccagt
agtcgtcata
ctgcccectac
cttcaaccgc

ctcggagacc

ES 2368 285 T3

gcttcatgat
atccgatgct
gcctcctctg
caatgagccc
tgcctaatgc
tgcccecgacg
cattccgaag
gtcggctcgg
catcgcagcg
ttgactaaca
agatcaattg
ggcgagtcect
tggttcttcc
tccggtcatg
cccggatgta
ggcacttaca
atcgaccaac
gacgtggctg
ggccgcaagg
gatgccatgce
gacccgtceca
cacctccace
aaccactaca
gccgacaagt
cccttcececa
gcegectacg
ctctgggacg
tccgacgtcec

gtcatcttcg

tcgecaggegce
tccaccgacce
catcccctca
acacgcagtt
gcagaagggc
atgtatgaat
ggagaatcac
ccaccagtct
tagcgtctcg
agactgcaag
caggattcct
acgccggect

cctcgcaaaa

tttcegegac
accgttactt
caaagcaagc
acctecgcettc
cgtcatgcgce
tgttcaaact
cagtatgcég
ccaaaatcct
ctcegtgecce
tgcgtgattce
ggtcaatggc
tctcececaat

tccagaggcecce

cgtcagccag ctaacaatta

gctccctaga
agcccgttcece
ccgeccggcac
cccagttcaa
tctacatcac
tgaacgagga
tcaacagcga
accaccacca
acaacatctt
gcggctacaa
ccgcccctga
acatcaaccc
tgctcggett
agaagatcct

cgaacggcga

133

cggcctgett
taatccatac
aggcttctce
cagctggttc
cggtgaaagc
ggatacaacc
ctcggtcatg
ctéacaacat

ccagctaaac

cgccttecte

aatcaccgaa
ctgcttcaat
ccecctceecte
gcacgtccct

cggcagcgac

tagtcgatgce
ctctccagac
ggagacctgc
cgcatgagat
ctggagaact
tctcecgeccca
gttaccacgg
catcgtcggg
gttgagcgce
cgttttttaa
acaagcatcc
acgcccactg
agcgatgagg
acaaagatca
caagagaacg
tcatggacca
ccgggecccet
aagcacttcg
tacgcgggca
tacttcaact
atgtactgta
cacccaccag
tccactttece
gacaaagcca
gactgccaag
tactaccacce
gccteecggee
ccaacggact

cccagctect

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



ggggtcccct
tcgattacct
gtaagcaagg
tggctgaget
acctgggtac
atggtaagtt
ttgcttecte
ggagttcctg
tcagcggatg
cgtgcatagg
agatcggtag
acgtggattc
gtccgegtat
aatactactg
gtacagattc
<210>
<211>

<212>
<213>

52
DNA
<400> 52

ccaatcaacc
aaggtacagc
ctcttatgca
ttattgaagg
gcgggataca
taatctccgc
tatgggectg
tgaggatgge
gagtggctteg

tgactaagtc

acccagcgtc
cctcttecttg
gttccagcgt
gtactggggc
agcgcatacc
tattatatcc
ctcgtgatag
ctcggtagga
acgacaaaaa
agatgagatg
taaaagggat
aattgagggg
aaccggtaac
tttctatatt

tcgctagatt

3150

acggatgatt
actagcgaga
gggttcggct
agatcctgag.
acatcgtttc
cagcatgtat
ggggttttcc
atceccccacce
tggtgcatgt

tgtccttgca

ES 2368 285 T3

atcgaacgca
aacggctcgc
cctcecegtgyg
gatgagcctg
gagcgegggt
écttggaagc
aaatcccgca
ttagtagtct
gatgatgagg
agatgatgta
actataggat
agcttcaatt
aactaacggc

ctactgttgg

Aspergillus niger

gggttcaggt
caatgtgtta
ccatecctcece
ctgtttaact
cacacaatag
cttctatcca
ctcaaacttt
catcggtctt
atagatttaa

ttgaacaaca

ctaacaacac
tcgccacaat
aaccgctcectt
acccgtataa
tgactttcag
ggtatgatga
gtatgttcct
ttcggcgaag
aagatgattg
tcattgaggt
atggtatttg
cctggttatt
ttcatgtttg

taacttaatc

cctggaggea
tcgctattat
cecctcttceet
gacgcctcac
tgcttgtcece
ctggatatga
gtecgcectecatg
ttgctgaccyg
tcttcgaggg

caccatgegt

134

tatcatcggc
ccagaacatg
cgtcccttac
ccttgatgct
ctcggtgtat
acgttagaga
ggtgcggett
gggaactata
gatgctttca
gtgatgactt
atgtatcatt
acttatcata
tcaggtgact

-

tggacatatt

cggagtcgga
tggcaaaatg
atccagtcaa
cgatcaggcc
ctgcgatctg
attttcectcce
taacgatgta
ttctecettga
ttattaécta

ggctcteggt

cacggctggce
acctggaacg
cattatggtc
ggcgctggat
ttgtctggtc
gtgctgactyg
accgccagtt
cctcttgatt
gatgggaatg
gtécatatgt
tatgtacacc
tttccaacat
gtcttggtac

ctatatccac

ccaagacact
gccgegggat
tccgectegg
ggaaatggtg
catggcatgc
cctcacacca
tataaagccc
agaaattctc
ggtatagctg

tggtgctctt

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2660

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



gttgccecctg
aaggcagtta
tatcaggtat
atactccgga
acgccgtgac
ttccttgatt
cttgcatgtt
gaatcaatca
ccccteggtg
tcttatctgc
tggagccgtce
cactatcatc
tttacagaca
agtggcctgt
agttacggag
actatggacc
gttcttcaat
ccaactgaat
acttagaaat
taggcagact
ttaaatacac
cacagtgtac
tgcttcgtgt
agccaatatg
atgatgaagg
cgtggcgtgt
ttccgaacag

ttgactacct

gctgcactta
ccaaaagcgt
aaagaaccag
tatgtcgatce
cccgaaaatg
gggctttttg
ctgacgcctt
tcaatcagta
tgggtatgga
gaagggttct
gagaacgcct
ggtaagttgt
cgaccgatat
cgcagctaga
ggtgagtgca
agcggtaggt
catttctacg
tttaactccc
gcagctcgceg
actacgcaga
gtacatcgtg
aactatatga
aaattgacca
tgcagggaca
actttgctaa
atgatattcg
ggacactgct

caagaaagac

ES 2368 285 T3

gttgtgctat

ccactggegt -

gaaccgaagg
tttcgccaga
atccagtgac
aaggttggcc
cacaacagag
ctcctggaac
atattgectge
cttacagtga
cctttgctgg
ccggtttgac
cgctgcacgce
ttccgaagtc
actttcatac
tgtcttttct
agcaaaattc
tcgggattat
cagaggctgce
ctttgecgtt
gatttaagat
agttcgccaa
ataggacctc
atgtcggtga
gctgtcatgt
gcacccctac
catatgtcaa

tcagtcatgg

gceccgagaat
caaatcgata
aatttgtgag
gtcgcatact
tctgtggcectg
aaatatcctg
ttgggtccgt
gaggtcacca
cttcatacat
aaccgaggcc
agttcagggt
tctcacctag
gcaacctggg
aagtccaagg
cagaccgacyg
ggttgcacac
gaagatcgct
caacggcatc
ggcctagaag
~
aataatacat
caaccgtgct
cacgatgcca
gctttctgat
gtggttctac
acagaagggc
aatgtaagtg
cgtaggaccce

atgctatcgg

135

gaatggtcat
aaaaccccaa
acaacacctg
ttcttttggt
aatggtggcc
acggaaaaga
gtcacatcac
atcttctttt
cctgagtaca
ggg;ccttga
cgatacccag
cattctcctc
aggtgcttca
-

agttcaacct
taagctgact
atattgatct
agcggggaag
attgatgccg
gacatcgcta
atggaatcaa
catgcttgct
aatggatgcc
tatgctatat
tgtttctctg
cttactacca
gcaaggataa
gacceccgceccg

cgtggacatt

ctacgataag
acaatgtcac
gggtcaaatc

ttttcgagtc

ctggaagcga:

taaaattcag
accagagtac
cttgtctcag
ttgcttacgg
atccatttac
ttattgatge
aatgtcctac
gggcttccte
gtggacagag
tgatcaagac
aatgaccgaa
tcaatggcgt
cgattcaggt
aagtaattaa
agctgtaagt
aggtcaatga
aggatcaggt
gtacagaagc
caggggtgca
gtttggegge
ggattgtact
tcctactttg

aactacaccg

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



agtccagcgg
tcattgagga
atgccgacta
cccatgcagc
acggtgagac
aggttccata
gggatattgc
aggctacaca
aggattgggg
cttgtccata
cttttatcct
acatcatttt
acttgctgat
aatctgatca
caaaatgaca
'<210>
<211>

<212>
<213>

53

DNA
<400> 53

ccatcagctc
tgtttgaatt
gtaagatgct
cacacccttt
acgaatcctt
ctctcagatc
tftccctgct
ctgccactta
aactgataac

ggttgcacag

3221

cgaagtatat
cctcgaagag
tatctgtaac
tcagttccgt
tcgcgagtat
ctatcaaccyg
agcgggtaca
cacggagtcg
gaaatttttc
acctaaaaga
accactgtgt
gcagtgacca
ggcttacgta
tggatatcca

gaggctaatg

ttgttgttat
tcagattggg
tggaagcgtt
taccgtaatg
gatttgtata
ctccgaacca
gaagcgtgtc
ccccatacat
cggcgatccg

ttcactagta

ES 2368 285 T3

tatgcattcc
atcctccaac
tggttcggeg
gcagcgggat
ggcaactttt
atcgcagcgt
actcagattt
ttcgtgccac
cctctttggt
gtggcacgga
ggtcctacca
taaaagtcat
attgtgecte
gcggaataac

cctggacaac

Aspergillus niger

gttttatgtc
catggatacc
gattttgagt
cgacagcatt
tgacacccga
aaacagtaat
ataaagtgaa
cgctaccgga
ccggcttatce

tttattacta

agcagaccgg
tcceecgtacyg
gtcaggccat
acacacccat
cgttcacceg
tgcagctgtt
ggcccgaata
tgtccacgge
atggctaatg
agctttccta
taatgtcatc
gtcatattaa
agcaggatgt

acCaaaagaaa

atagtgtaat
-
tgggecgtctce
ttgacaatat
gtgtagagtg
tcaccatcga
gtcgatcgtce
acatactttg
gagtggagcg
ggcgatggcg

agtacttect

136

cgactttgta

cgtgtcgttg
ctcactegeca
gacagtagat
cgtatatcag
caaccgtact
tagcaccaac
gtcgagtacc
ctgtgttatc
gacatgcttg
ctaaacttat
gtccattacg
cgtgatacgc

aaataaacat

gctagcecectta
gggatggata
atccccétgt
cattgcctta
gccacctaca
gcgcctgaac
tagataaact
agtgcacggc
ttatcagagg

tcgcettget

tggccgaatt
atctacggcg
gttaactacc
ggggtcgaat
éctgggcacg
ttatttggat
gggacatcgc
accgtcaatt
cattccgata
ctctagtcaa
caggtgtctt
gtagttcgta
tccaaaacce

aaccaaccac

gcgtgegtgg
ctgggacgtg
ttctecttcecte
attagaacct
tcatggcgeg
caaggctgat
cggcaattaa
catcaagtga
gaccttagta

tattgcccat

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820 -
2880
2940
3000
3060
3120

3150

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



gattcgtccect
gttgagatag
atatcttaac
cgcctgagga
agcaagtgaé
tatgtgacca
acatccacct
aaccataccc
atacatcccc
tafttcaaga
cctggtcgtg
ttagttatga
gtattagtga
tgccgagtca
gggttgcgtt
atggtggtgg
cggcatacac
ceéggaagaa
tgcaggtcecce
atcgcacget
tgatcatcga
agacggtaaa
tgtatacgaa
ctctcgtgee
tceceggtgaa
attatccgcg
gtgtcaaggt
aagatgtcag

ccgaagtgca

tctcttttte
accaaccacc
tacgagcact
tctcaccgtt
aaatacacca
gceccctegge
cccceccacac
tatcaatacc
actcaccatc
gaacgggcca
gaatgagtac
tgtgttgagg
tggtgagagg
ggatgtgcat
gcaggtttgg
tgatgacagg
ggcgctcettt
gatccatttg
ttcgttcect
‘ctacgaccgg
gtgtcgcgat
tagcatctge
tacctccggg
ttacttcgtc
ctataccatg
aaatgatccc
ggctatggta
cctgctggtg

gacgaagtca

ES 2368 285 T3

tttggttaat
accaccatge
actctcacct
attcattcgg
cccttctect
atctgcacca
acccttacca
tttttetggt
tggatgaaég
tgtactgtga
gtcgatatgt
aatgggacgt
gatggagtag
gggacggtga
ttgggtgaat
gtgagtatat
caggagatga
gatacgctgg
gagcaggcgt
gctatggata
gctggcgagce
gaggaggcgt
cgaggatact
gggttcttga
tcgtcagagg
cgcggaatga
tatggggacc
gagtacgagg

tcctacgttg

tgaactactce
cttttecectt
ccctagtcgce
agatattccce
caatcccaat
ccaccececte
atctctccat
actttccttce
gcgggcccgyg
atacggactc
tgtatattga
tagatttggt
gacagaatga
atgggacggt
tctctgaata
ggacggagtc
atgagaggat
gcattatcaa
ataacaatac
gttggageaa
tcggagatce
cggactactg
acgacatagc
atcgcccatg
cagtggggaa
tcggggatat
gggactatgc
atgcggagaa

ggggtctagt

137

tccatgagag
ttcgtccget
aggacagtat
tggtgcgagg
ctaacacccc
cacccccage
tccaggaatc
ccgccatcac
cggatcctcce
gaattccacg
gcagccggtg
tagtggggag
gacgtttttg
faatggggga
tgtttcttct
atatggggga
tgagagtggg
tgggtgtgtg
gtatgggatc
gcctggegygg
cctcatgtat
ttcgcgggag
gcatttcgcg
ggtgcaaaaqg
cagtttcgce
tggatacttg
ttgtcegtgg
gttecgtget

aaggcagtat

ttctgtacag
cttctecgget
taccctcega
atctcctata
atactaatac
tactcecggcect
agcatctecgce
cacaacaatg
atgattgggce
gcctataatc
cagacgggat
atagatgtta
gtggggacgt
agggcgcttt
gttgacggga
cggtatggac
gaggtaagca
gatttactcg
gagggaatca
tgcagggata
ggcgacaatg
atcaagagcc
ccggatgcag
gcacttgagg
tcgacgggceg
cttgactccg
c€gcggcgggg
gctgggtatg

gggaacttct

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740:
1800
1660
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



cgttcacgeg
atgagatttt
agcagaatca
tgccggagag
agcagaggga
atattgaggce
gacattgacg
taaagttagt
tctggetage
ttcagatttc
ccggcecggac
acgggttgac
tgcggtcaac
atcagccctc
tgccttgatg
<210>
<211>

<212>
<213>

54

DNA
<400> 54

gagtgagtaa
aagcgaagca
agctttcget
ttccatgtaa
aagaacttgc
acactaaagc
tgagtcactt
caccgataag
tcecccaaatce

gacagggcca

tgtctttcag
taatcgecgct
gagctatggg
ccctgagecg
acgggtgetg
tgaaagctcg
ttggttgcca
gcataagtgc
tcgatecgge
catcagtcca
ccttct;tta
ccctccattg
gtcacacgtc

gtcctcacac

tcttgaatca

2590

attgatctaa
tatptcacat
tggctgacac
gttataacct
agcaaggcga
actttcacat
tgataaggtg
gaaccacttt

tcaggctggg

accgttggcect

ES 2368 285 T3

gcgggecatyg
cagtttaatt
acggagggac
acgtgctatt
agtggggatg
ttcagcggtg
tatgttgaca
atagctgact
aagtggccgg
tctcaatétc
t taacagcgc
cggccatcga
accgcaggct
ctggctttet

acatctataa

Aspergillus niger

cggcgtegeyg
acgatcggat
gtaaagtcat
accgcaattc
tggcaagaca
gacactgttg
atttcgeccag
ttggctggca
ccgccagcaa

gcttgteect

aggtgccatt
gggatattgc
cgtcgtcaac
tgttggcgat
cggtggtgag
ttggtgatca
gtgttggtgg
aagaatgagc
ctgactgcct
tccatctggce
cgctatcacc
accttctcga
cacctgaaag
ccgctaatcc

aaactgcatt

ctgacaaaga
agcctaccaa
ttggtgattt
caaagtatag
aaacaatcga
acatagtgcect
atggtggcat
atgtactatg
atggcgeggt

tgcegecgga

138

ttatcagccce
gacgggaggc
gtggcatatc
ggattcgact
ggattgggtt
gctggcacag
atgaaagtga
atcéctcéta
aaagtggaag
ttgtcaaact
cggacaatcc
accttctatt
ccgcecggegt
;ccaagtaca

a

tcatagctat
ggaactgagg
tggagcgact
ctagtagctg
tggtacggag
tatgctcttt
tattgactcc
ttattgacag
tccggactcce

gagcttattt

gaaacggcegt
atttctctgg
aaaaacgaag
tgtacggatg
gttgttgatg
gtccctttgg
tatagatgga
tatggataag
actggaagcc
cctatatcca
gtatggcatc
ggtcgaccgc
tgcactatac

cccttcactg

caatcagaaa
atatacgtac
ttggatctcc
tcagtcactc
tagatagaag
acactcaaca
tgattggatc
gcatcgaact

ggcggggget

aactcttgtc

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3221

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



tctectcttce
tcttgatcat
tggagcactg
ttcgeccgegg
ctctcggcge
actgcagctt
tggatgaccg
accgagcatc
taatctccct
tgtcccataa
atatcctgca
tgagctc;ga
tttttgaaca
ctctctcgaa
taaagttcgc
ttatcttttt
tatcctcgag
tgaattccat

‘gtacaagaag

tccaacggac

gcttttattg
gcgectcacaa
tatgaacttg
ttcttagcaa
ttgcatccga
tacacggcat
taagttgacc

gttctcecgag

ccccacaaag
ccttagcaaa
caggagcage
atcacgaggt
tgaacgctca
ttctagctga
aaggcgacaa
aggacttcta
tttgtcgagg
aggtctcgtc
gcacatgacc
atggctgcac
tgaacttact
tacttcaccc
gécctctccc
ccectgectge
gccttecgeg
tggtatgcgyg
gagcagggcg
ttggaatcac
ccecgtaacge
actgggccct
gcccgtaaga
cgctggatcc
aggcaacccg
caaggatagg
gcactcaacc

ttggctatcg

ES 2368 285 T3

ctcactcagc
acggctgtaa
tttggcecttct
cccgaataca
ttctgaccca
acctcgtctc
gctgcgecte
cgcagagcag
taattaatac
aagccgcectgt
tcctactaca
gactacattg
caaccaagat
atcctttccg
aacctttgac
ccgeeecctgg
ttctggcgga
ctgaagaggc
ctaaaattga
ttttgacttt
caccgagace
caacctcagt
ccccagaata
gactacatgt
ctcgetgggg
atggacgttg
tgtccatctt

catttgttgt

actcaaggcc
atcatgagaa
ccgtaccege
cagggcaaac
gtcgctgcaa
ttgcacattc
cgccaacgcyg
gcgatggcectt
tgtgttaacg
tctctcaaat
atcgatacta
ctgcggtatce
catctccaaa
ccaatcttca
catcattggt
cgctgacgat
gaatggctac
cgggctactg
tgccatgatg
-~
cggttattaa
atcgggtttg
cgagaataca
tccccagagg
catacactaa
gctcttteec
acgatgaaac
cttgctaacg

cgagcaggct

139

tcaccgcegcc
catctactct
ttcccgactce
acgtcgtgga
tggtgtctct
ggggcgaaga
gaaagaagtt
cgtttgctgg
ccectttagat
cgagacggaa
cggtgattat
tccacccecct
tcgcctttce
;ttattgcac
gcgcaccaag
gactgttccg
acgcccaagg
ggcagccaag
gagtttgtag
catctgcata
ttgcaaccca
tctccattcce
catgtcaagt
gctcaactéc
gggtgaaatg
gggcgtctte

acttgccagc

gggtgggata

atagtcccge
tttgctectce
gcaagtagtc
cgaggccata
acgtcccgaa
gaaggcggaa
catggacatt
ggatcctagt
cttcccaagce
cgaatgcacg
cacggcgaga
acagccacaa
gcacccacat
gcttcgagec
attcggccaa
gcactgtcag
acgggcctgt
ccatcgcegeg
gttcccatca
ggatatgacg
agccgatgca
ggcggaagtc
gctgaatgat
ccegectgeet
gacccctacg
tctatcgaag
acatggctcg

atacatggcg

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



gtagagtata

gtgcttacaa:

atcagtctaa
atttccactt
acgttgtgct
acatatcctc
<210>
<211>

<212>
<213>

55

DNA
<400> S5

gagaggcaga
gcattcaaat
attgccatcce
ctcctecgtta
gcggcgccgg
atcagcatcet
cgccccgacg
ccctgccgga
gcctagcagg
gctcgtttce

tecetctgtte

tggegetcte

tctctecggee
tgctggacca
aatactgggg
tattgaaact
gtggtcctct
gatactctca

gagtgtcact

3290

tacagggatg
tatataccat
atcaatgcgce
acacatacca

cctttcaata

aggagtcatt
gcaccgtttg
ccggtattaa
tcacgcgttce
cactactaaa
catccattta
ctctccgacg
ctcctcatge
agcggagttc
tccggegetg
ccctegacag
ttgggcgtct
agcttcgagt
tcacaacccg
tggacctggg
tagccggtgg
ttaaccctgg
ctggtgtcta

gctaccatgg

ES 2368 285 T3

tttccagett
tctattgagt
ccttaaatca
cctatctgee

ctccatttcc

Aspergillus niger

tatcacttgt
géatagcatc
tttacttctce
ctgcaggcgce
gactaaagtg
tcttctgacg
gtgcacaaca
cgtgeectggt
ctgctgcgct
gcecgttctce
ctcacaatgc
ctggcccagg
aagtcggctg
gagaagggaa
tcaccggtge
caaggtccge
agaggtctct
tgcgcaggag

aaaaaagaca

catagcatat
tcttgacaga
agaagtacac
tcactacgaa

atagttcatg

attccaatgt
ccacattcta
cgccttatct
acctccgatg
tctagtctag
atgtcatctg
atcaattctg
ttaatctatg
cacgccatgg
cgagccagtt
-~
gttecttete
ctgctcgecc
cgactacggg
cgttttccca
gtctctgaca
aatcatgagg
gccgatggct
atccagggtg

ttcgectgate

140

agagctggta
gttattatgt
tagtgcccat
acccttacca

ctatcgtggg

attttccatt
tttcattcca
tgcaatcttg
gcactgcégc
-

cctccaatgt
caggctccac
cagtcacgct
caatggagta
tgccggcegea
tgtctgttgt
cgttgtcget
ccgtettgtg
tgaggcttat
gcggtactgg
tttggtctta
aacattgctg
atgaggggta
ccgtcattcet

gaccccaatc

tatagtcatt
cagaatggta
gaccaaaaca
tacaatgttt

ataaacatgce

tatagatact
atctcatgcec
caatctcttt
cggagtcccce
gctcacctce

ccecctecgge

caagattcgt

aggtagtatc
gacataaatc
ggttgtagga
gccgecgtcac
cccaagccta
tttéagcagc
tggagtactg
tgaccggcca
attaaactag

tctcaccaac

cattgaacgt

tagaccgcta

2340
2400
2460
2520
2580

2590

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

1020
1080

1140



ctggggcgac
ggatcagtcc
tagcagcecgce
aggtactgac
cttggaccga
tggaggctat
ccaagccagt
gatgtgtcte
cagcaggagc
gcgtgagtac
ggaccgtacc
tgtgatgctg
gacacagggt
aaaggccctg
accatctctt
caagctacgg
cgagccccat
tcctctgcaa
taacacacga
ttgtgccecg
aagttaacgg
ggacgggtgg
tctceccecta
aggcaatatg
ctggttagca
ttgtatatgg
aagcagatta
ggagtgtaca

attagatggt

tcttegeett
attctggaca
agcaatgcgce
aacgtagccce
gtctatcgeg
ctatgacttt
ggcaatactt
tggtagccga
tcaaagaatt
ttcaaagtct
tctggcaaga
tcgaggtgag
gtcgaagccg
gccaactacyg
gtctcgttéc
ctactggacc
cttcaccgac
cgagccttte
acaattccac
gctecgtcecage
ctacacgtac
atgggatatg
atttccgttg
acccctggceg
cggcgaacga
aggattacta
aggagtgggt
taagatgaat

cctttcgeat

ES 2368 285 T3

atgaggtgct
tgacctactt
agaatgctgt
tgggtcatgg
cctggaacgt
gtaggtgtag
ctaccccatt
gtatgtcgac
gtttggtctg
atagacgagc
caacgacttt
ttaccaccag
gcgcggeagt
caaactggtt
tctcccttat
gacgaatgga
acctcecgtgg
ttctggtggc
taacaaggat
gcctecctact
ggcagcgcga
acccgcaaca
aatgtgatgt
cgactccggt
acccgtgcag
tgcgaatgag
ggaggagtat
ggtcataaaa

ttcctaatta

caatgccgaa
cgccgagacg
atgttacctt
tcggtggetce
tctgggcectta
cctgctcttg
cagcaaggta
aaaattggga
ggagctgttg
ttttctgaca
gtcacaggat
attcctcttg
gaccccecgge
caattcaacc
cctceccagac
gcgtcgectg
gtaaccctgt
aggagtgcgt
ccagecggtgc
ggcaacgcca
agggtaaaaa
cgacgcggtt
gaagataaac
gtgtcgagca
attattccgg
ggtgtgagga
tatgcttgat
tgatgatggt

ctgagcacgt

141

acacttcagt
gtaaagctgc
caccgctcta
atacagecggt
ccatgccacce
ttatctatac
tggcacagaa
agaatggaac
agcattacga
ggaacagtgt
actcttcctt
attgaagcaa
cccgagggcg
atactcccta
taacctagtg
tttcgacagc
cgaccgccaa
accccttace
ccccgaggga
atgccegctce
ctccgctacg
gatctggacg
tcaatgctaa
cttteceggec
gcgggttcca
aggtggttga
gaagatactg
agatacggct

gctccatggt

atctcacact
agttcgataa
tgtttctgat
gccttgacgyg
agtgcgcctg
ttgcagctaa
ctgcagcaag
tgccaaggaa
tgactttgce
cctgecccaac
ctccéagttc
tatactaacg
tcggacttga
actgtatttc
acagactgcg
tataatgcct

tgggaatggt

tcattcatga -

acctccacta
tactteccccg
gtgaacagct
aacgggtagg
taaattgaga
cggtggtccg
ttgcteggac
taatgaggtg
gtggacatat
atggcectgttg

atgggaagtg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

- 1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



gagacgttgc
ttgtctatgt
ctggtattag
ctaggtactg
gaagggtcge
tgacaaccat

tcgatectggt

<210> 56
<21l1>
<212>

<213>

DNA
<400> 56

ggctttgttg
ttggttcact
actgcttcecc
tcagactact
cgatcccctc
gctcctccag
tggcecegteca
cggtgetctg
cagcagtttc
tgggagcgag
cgatgccgag
cactggttct
aacgtcgatc
ggagtacaac
ctcgtatggt
cggcgccatt
cgaggacacg

accggaggcg

2044

tatatatatt
ggccttcact
ccaaacccac
ctggcgctga
ttcacttgct
cggcatgctg

acactaatct

ggctgagcéc
cagcctcecgta
ctttttttat
taatacgttc
ttttttatag
tccctcattg
aaccagcaca
catgggcccg
aacatcgatc
attgcagagc
ttcgtttege
tctgacttgt
tacagttggg
ccttcgaact
gacgactcgt
gtcaaggagc
aactccaacg

caagacacgt

ES 2368 285 T3

gactgtcggg
aaagaccgtg
ccacaaacct
ttacagtggc
accttgatac
ggttatctac

actacaatgce

Aspergillus niger

taettctttc
acatcagtat
aaaactcaat
tttgttttca
tcecgeectgte
ttgccgtttg
aagcacgttce
ctgctcteecg
tggcagactt
ctgatcagac
ctgttcttat
aagtcttgga
tgttcgatac
cctcgacctt
acgcctctgg
aagccttcgg
gcctggtcgg

tcttegccaa

ctattgttca
actctgccca
aacaaagatc
tcaattcgaa
gaaagcagcc
tatatctcct

atgtgaagta

tctc;cttgg
accaggc;aa
ccttcectggaa
aattgttttg
gacatcatat
cttcagctac
cttcaaggtt
caaagcatac
taaacccatt
tggcgetgtc

tggcggccag

‘tgcagectgtt

gaatctcaat

caagaagatg

ccccgtcgga.

tgtccccgac
gttgggettt

tgtcgcacca

142

cggcgtagaa
gtcttccecce
atcgtgacat
catttcaaca
acgcccaaca
gattctgtgg

gggataggca

tctgttecgtt
gtcaggactt
aggattctat
tttctgaaac
ccagagtgag
ggcgtcctct
gaacgggtcc
cggaagtacg
acgacaaccc
agtgctactt
aagatcgtca
tactctttgg
gaaaccttga
gacggataca
acggataccg
caggtatccc
tcctccatca

agtctggacg

gctagacgcet
cttcgaggac
tgaagtcact
gcacataagg
cttatagggg

atcctggaga

gctccgccag
tggcccceccat
ttctcaattce
ttgcecgggece
ccaccatgca
ccttaccccea
gtcgtggaac
gaaﬁagctcc
atgctgctge
ccgtcgagaa
tgacatttga
tacagtgatt
cgggacacac
ccttcgatgt
tcaacattgg
agtcgttcat
acaccatcaa

agcccgtcat

2940
3000
3060
3120
5180
3240

3290

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

1020

1080



gaccgccecteg
caagtaccag
ctccactccc
ctcgategeg
ctatgcgcaa
caacaccact
cggtaacctg
gttgctccec
ttggcggcat
aggccttttt
actagtttcc
ctgtctccta
gtctgtgagt
gttattgect
gtatatactt
aaccaacgta
agat

<210>
<211>

<212>
<213>

57

DNA
<400> 57

ttcgcagata
cttcaaggat
gaccgtacag
géagcatgcc
tgaccaacct
gggtggtaac
gtaccgaatc

cacagcatta

Ctcaaggctg
ggcaacattg
aagtactccg
gacaccggta
gttcccaact
cttcccagcet
atcaatttct
ttcttttgca
tcaatccaac
cgttgtcttce
ttttectgta
cgtgggcaag
caaggcagga
tccacatcga
cgagtccata

ggtctcatct

3916

ttcgagtcaa
gaaattcaaa
ctagtgatct
cgacaggaaa
ttgtctgttce
cgaccgttgg
cttgtatccg

ctgtgtcccce

ES 2368 285 T3

acggagtggg
ccaacatcag
tggcagacgg
cctcecttat
cggtctacgt
tctegettgt
ccaaggttgg
tgattgaaca
ggaaacacct
gacatgcgcg
cttttcececee
atggatggat
gtgcgtggcet
aaaacataga
ttatggtggt

tcatacgttg

Aspergillus niger

taccttgtat
acgtagagta
cacggtggta
gtcaagttac
tagatgaggc
aaatcccatg
gatataggcg

ctggtcataa

cgagtacgag
cgtggactca
agagctgaag
gectgetggat
gagcagtgcc
cctecggegag
caccaacacc
tgattgactg
cgctgcagat
gceececteget
gcgtgtaata
agtttgctca
gtatctacaa
cactctttct
gtatcaaggc

tttaaaaggt

attaacggaa
tcttgacctc
attgctcgat
aagagatcta
tgcagtgacg
gaactggcgg
accgatagta

gagtatttgt

143

ttcggcacga
tcgaacggat
gacattggaa
gaagacgtgg
ggtggttaca
tcgagecctgg
accaccggac
attgtgctgg
tctgggcgat

tggtgttgcee

atatcgtctg

cgtgcattgc
ttcaagttac
aaccctaatc
gccatgttta

gccgaagaat

aagggtttgg
aatgacctca
tcgattccaa
gaacggggct
taactccgge
ggttcaaatt
gtagctatag

tacaataaga

tcgacaaaga
actggcagtt
gcttgaacac
ttactgeccta
tctacccectg
ccacgatccc
aggcctgtaa
ttagtgtgct

attttcctga

tctceccaaga

attttttgga
tttaccttgg
agtgccgacc
catgatacaa
tatctaatga

atacgaagat

gaagcgttgc
tgatcccctt
actacagcaa
gctacggctc
ccaagaaaat
cccgataact
tcagacgtag

agggaccgtc

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2044

60'
120
180
240
300
360
420

480



tagttgtgta
cgactccagc
aaggatcgat
tagtcaagac
agttattcaa
agggtccgtt
cgatteccgat
ccatcttact
ttgccgagaa
ccagtcgggc
tatcttatcg
atttattcct
;attcaacgg
atcattattc
tctggtccca
caattcacag
tcaagagcag
ggagctggga
atatttttte
caccttggca
gtcgtcaatce
ggtcacgatg
gagccggtat
tcgtccaact
aagtctcaat
ggtgacctaa
tcagacgagg

atcgcctacg

tcacaacaac
aatggcttgc
ccaggagttt
cgggaacagc
tgtcatgctg
cggtttggga
tgactgcacg
ttgcggaggce
gatggaatgg
cgagcgtgac
cttatcatct
ccccaggttg
gctccatccece
atatagtgcc
gtcctectgg
tggcagaaac
gtcaaggcgg
gaagacgagt
at;atgtccc
cgctcgacta
agtccttcce
ttcccaagtc
atégctccct
tgaaaggcgc
tagctggtaa
gcggaactct
atgctgecce

ttgatgcgat

ES 2368 285 T3

tgacacttgc
tctgtttcgg
gacggcttgg
aagaaccgga
agtgcgatgg
aaggaaéggc
ggatttgcaa
aggatggcac
tggagaattg
gcctttceccg
gaccggttcce
ttgtttgcectce
cttctctecg
ttgtttcget
gccaggtcgg
caaatgcagg
agaatctgtt
ataaccaccc
tggaatacga
catatactcc
tgeccgtgage
agctacacca
ggttgctgta
cgttgcattt
agcgggagcet
aggaaaccca
agtcctggag

agtagagacc

ggaacaggta
acgaatatca
gtttctaatc
agattatctg
ggacccaagc
gccctgtgcet
actgactccc
tttgtgtcgg
ccttgaaaat
atgaggcagg
tggcagaagc
ttctgcctgt
gatccctcta
caccatgcgc
tgctttacaa
tgataaaccc
ggacagggce
cactcgcegte
taattagctg
acccttaccg
ggtaatgtct
atgggtctca
tccaacctceg
atcagtcggg
gttgctgceg
acccccgatc
aagttgaata

atccacacca

144

tcagatcctt
tcgggctaga
cgatctggaa
tttaactact
tcacgagtga
tgccgttgga
agtgggacga
aagggtggtg
gaggctgtag
tcaggtgggt
tcececttece
ctcgecettet
tceccttatte
attgactccg
ttacccttgg
ctaattagct
cggcagcttt
attggcagta
acaacctttg
acctcggtga
tcgagtc;cg
ctccecccaac
ggtgtgaggce
gaagctgtcc
tcatctacaa
atgttgctac
aaggcgagaa

ccaatatcat

gcgectggcecat
ctgtgacctg
gattattgtt
ttgccaaaac
tgctgatcaa
atccacggaa
agaaagaaac
actcctggtg
gggcactaac
gtcacgggtc
agctectegt
ctccagcecte
ttccttagat
cggcgctaca
tccaagactc
ctcecgttget
acaagattgc
aaggtacgat
ctccecaggt
ttattatact

ccttgtectt

gaggaataag

ctcggactac
gttcgggacc
caacgagcqgg
ctttggtatc
ggtggacgct

cgcgcagace

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2160



acggatggtg
ggcccgggta
ctcacccagt
ggeccttcteg
cgecttgttea
gccactaatg
tacgaagatc
gccttcattce
actgtcgagg
catcagatct
gtaggaccgce
atttacctta
cggaacggtc
acgcgttgca
gcagagacca
aacaagtaga
gacatttatc
tctcgcaaat
cgttaactta
tggggagccc
cgcagaggca
aatatgccgt
gtatattgct
tggtgggect
gcaaaatacc
ttgcgaaagt
ttcttatttg
gcatgtttcc

daagacacaa

acccgaacaa
tcaatgacga
tccgtgtcaa
gatctgacta
tggactacga
ctgtgaacce
atgggttcaa
ggcatggtat
aagcggacat
gcgatacggt
atccagcatt
gctcgttgee
cgatgaaccc
attgtaagat
agtcctttect
ccgttactcg
ggggattgtc
gaccacggct
atatcatctg
aaatccagaa
ctttcagtct
tggttcatgce
ctctgcctet
cggagecgtcg
ctatggggtg
gtctacaaag
gcactttacg
tttgcecgtee

tcagcgcecta

ES 2368 285 T3

ttgtgtaatg
cgggtccggt
caactgcgtg
ttacgtgtcc
catgctcggc
cgagggatct
ctacacgtac
ccecgggtggt
gtttggtggg
ggccaatgtg
agttactgtt
cactccattg
atcagccctg
ccgtgtgece
cgaacctgag
tcatgtagac
tgttatgaat
tcctctatca
tagacttcgce
tggaacagct
aagctaaaag
gcgattcgtg
ccgggtagag
aggattgaca
acctcgaaca
tggtgatcca
gcgtggagtg
ggttcgttac

tcecegteegt

ctgggtggcec
actctgaccc
cgatttgcett
gttctcacac
tcgccegaact
gaggagcttc
attccgtttyg
ggcattgcca
gttgctggcce
aacttgactg
atgccgatca
cgacttacgce
ctgcttttga
caaagcttgg
tcccacttgg
gaagacctgg
tcatgtgctt
tttccecgect
ggtagtacta
gcatcggtge
caagcattat
caaaaacagc
atcgacattt
ctagggccgce
gggcgtgaaa
gaccatcacg
gagtcatccc
ctataaagac

cgaagtctat

145

acagtgacag
ttttggagct
ggtgggccge
cggaagagaa
ttgcgtacca

gtgatctgta

acggacgcag

cgggagcaga
aatggtatga
cgtaggagty
ttcttttget
caagtcettt
ggaaccgaag
tagtggggca
tctttccatc
cagaaccgtt
gtgggatatg
cgcaccctca
cagggaccca
ttaatctatt
tcagagatac
ccaccgecct
ccgggaccge
gctagaatcc
cggcaattcce
cggttccgga
cctttgttga
agggtaggtc

tgccataccce

cgtggccgag
tgccacattg
cgaggaggaa
ccgcaagatc
agtttacaat
caccgacttt
cgactatgat
gggtatcaag
cccgtgttac
gaacaccaag
aactgggatg
gacggattcc
taccatggcc
aatatctgta
tttégagttg
gtactatgta
gttaggtatt
taccgatttc
gagcgtectyg
gtccatacga
agtgagtgtc
atataacaga
catgaaacgt
cccagggtcet
tccgaaageg
acaattgceccc
aacaacacgg
tgttcgggaa

tatcacggat

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3500



catcagactc

58
1443
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 58
atgcatctcc

atcccataca
cgtegtttcece
gccagcgatg
ttcaagattg
ggtagcgaca
atgttgctcg
ccctgcacga
gaagagtgga
ctcacgattg
aacttcgagt
.tacgacaacc
gttggctteg
gacaaggaca
tggcgcecatte
tcagccatca
ctgcacagtc
acaactacta
tacgtgggag
ggtgatgaca
tacgatgagt
tctacgagcet
acgacgagct

attceegete

ataaca

cacagcgtct
ccatcaaact
tgccagtacc
agtccctgtc
tggtagcgga
tttcatacat
acacaggcgg
tgcacaatac
gtgtgggcta
caaatgtcac

cgtacccaat

caacattcat

ccctttcacg
agtacaccgg
ccgtggacga
tcgataccgg
tcattccegg
agctacaagt
caacttcagg
tc;ggctcct
tacgggtcgg
ctggaacaag
ctgctagctc

ctcagtattt

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

cgttacagca
cgatacgtcg
aaaaccaagc
actgaacatc .
aactccctcet
ctctgtcgte
-ctctgatacc
cttcggtteg
tggaactggg
tgtacgcatg
ggacggcatt
ggatgccgtt
tagcccecgcee
cgatatcacc
tgtctatgtt
aacttcttat
cgccaaatct
ggcattctct
ttctggatgc
gggtgacacg
atttgcagag
cagcacctcg
tagtagttca

cttctetget

gcgtgtcttt
gacgacatct
gatgctctag
aaaaggattc
tggtctaaca
aacattgggt
tgggttttcg
gacgattctt
tctgtcageg
actttcggac
ctcggtctcg
gcagaaagta
aaggatggca
tacaccgata
ggcggcactt
gctatgctge
tcggggagct
ggtgtgaatt
gtttcgaaca
tttctcaaaa
cgttcctcga
ggatccacta
tctgatgctg

ctggcgattg

146

gcgecagtge
cagcccgtga
cagacgattc
ccgttegteg
ccgecegectet
ctgatgagaa
gttccaactg
cgacccttga
gcttgctagg
ttgcttccaa
étcgaaccaa
acgttttcaa
cggtcagctt
ccgtcggatce
catgcgattt
cttcaagcga
accacattat
acaccatctc
ttatcagcta
atgtgtatgc
acaccacctc
caacgggcag
aatcaggaag

cttccttcat

cacggcttte
ttcattaget
cacctcatct
tgacaatgat
cgatcaagat
atctatgtac
cacgtccaca
aatgacatcg
aaaagacaag
cgcatcggat
cgatagttcc
gtcgaatatc
tggcactact
ggacagctat
ctccaacaaa
ctcgaagacg
tccgtgcaac
gccgaaggac

cgacttattt

tgtgtttgac

tgcgtcgaac
ctcaacgact
tagcatgacc

gctttggcectce

3916

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



tag

59
3300
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 59
atgcttcgtg

t;gcatttta
cagagaccat
ttcaaaccgg
agggtagtgg
gagattctcg
cggaactata
aatgcctgga
ttcgctcaaa
gggtgctata
tcggagatgce
ttgacttacc
cgcgtectca
Ftatgcctaa
ttcgaagata
gtagattcca
gaagaagatg
cctgttcaaa
ctattggata
gaagatcatce
gcgaaggtag
atgaggtata
agctccgect

ggatcgacta

gtcttcgtga
gattatcgct
tgagcaaaat
agtactcgcee
tcattgacca
atgattcagg
gatataaggg
cggccacaga
tcttgeccegt
ccgaagtgca
agggtgtgca
cgcatggtgt
ccgecggacceg
tcatcacagg
ctattctaga
agcaggcgcce
aatctttcgg
ccggggctgt
acatcctggt
ccagcattga
agcaacgétt
tcaaggagtg
cttectttge

tgcttgatgt

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

tgtcgtatta
acggggtgtg
gtcatctact
tagcgagttt
aaaaggaccc
tgctcctcac
cttccttgac
ccacacggcc
gtacctagag
tcatattgat
gaataactct
aggttttcgce
tatccgagcg
cgaagtagat
tgtcattccce
gccattggag
ggagatagaa
caatgttgca
tgagaaggag
ga;ccgcttc
tttcgaagﬁg
cattgaccgg
ggagtacgtg

tgcgaccttg

ttacaatttg
atcacaggat
caaaagagcc
gctcagtatg
aaagtcacag
acgttggagc
aagctagcaa
tacaccttgg
catgttatag
ggcgctggag
gcagagttaa
tacgagacag
ttccatcgtg
caccagaaca
agtcctgatt
aagtccattg
attagattcc
ttgctgtatc
cagctcgcca
acattaacca
ctcaaggacg
caaagacgga
atctcggatt

caagagtacg

147

caatcccctt
ttggttctaa
atttcaagct
agtcggagag
gttattttgt
acttgtgctt
cacgtgttta
acacagcagg
ctccaacact
acgacgctgg
tcgatctaac
gcggtatgat
agatgtacca
tgctggagac
cacctttcaa
tccagactgt
tcggtccgga
tggccggtte
gtgctgtcta
gtgtggagac
ctatggagaa
cctggaagtt
ttcttttegg

acgtgctgga

gttcttgcta
atcacatttc
actccagaag
aacaggcatg
tctagccaca

tatgggctcg

ttcgagcacc

ctgggaaggg
gacagatgaa
agtcgtctac
cgctcgtcga
ggagcagctc
gcccaagaac
cttggacaag
gaggccgtgg
ggaatttccg
ctgtaccgac
atctgcttct
ttatgctacc
agagaaactc
agatttagac
ctctaccgaa
aaagagagac

gaagtggagt

1443

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

960

. 1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gaagaacagt
cttggtgttc
gcagagcaaa
aaagctaaag
cctggaatag
gatgccggge
cccttgttca
tcggcacagg
ttcaacctge
ttggaaaggg
atgttgcgga
caggaacttt
ctgc;ctccg
gtgatggtcc
cgttatttga
atggaagaaa
gacctggaga
gcaggtgccc
aagttgggcg
gctaccgcac
attgcataca
gcatatggca
cgctcecceca
tctggtgega
agctttgcga
gtgattcggce
agcgttgatg

acggccaata

ggcgcagttt
cgtccgttaa
agaagcgcett
ctgaaaatga
agtctatcca
gcccatcecca
tccatttcga
ccgtacctgt
ctgtcaaccg
atactgttgg
tctcattcca
cctggaactce
atgtgcccga
actatgcagc
aacggatcaa
tcagagatgc
aacttcaaaa
ctctacagcecc
gtaagtcgta
gtggtttgga
tgaacgcggt
cgaactttgc
acgcccataa
tgceccttcga
atgaacagtc
gcctgcctag
acgtgaaagg

tcgtggttac

ES 2368 285 T3

tatcaaaaca
gatgtctgac
gggtgatgag
caaggagatc
tttcgtggac
caaggcgcaa
gcatatccce
gcagcttcgt
gaacggggaa
ctactccatg
ggtggagctt
gattttcgat
ttccaagcgt
agagtctatt
gaagcaatta
gcttttcegt
ccctgtgtca
tatcacgact
tgtggttcct
ttcttatgat
tgagggtccc
ctataacatt
agccttecgac
tcccttgatg
gacaattggt
cgactacaag
cgctctgaag

ctgcgctaca

tggatttctg
acattaaaga
gggctgaaga
cccaaggaga
actactacag
aaactggtgg
agtagcttcg
ccactgctgt
accatcaact
gaaggagcta
gagaagtatc
gtcgagecgac
agtggcgacg
gttcgggctce
gcagaagagc
ttcgagaaca
gcatggaaac
agaagaccgt
atgccgacga
gatccaagac
ctctgggttg
gataccggat
tccagcaagc
ctggagggtt
agcgcagcct
gagcgggtgc
gacatcattc

gtgcttgagg

148

atgccaacca
aggaggagga
agttggccga
tgctggagag
ccaggtctgg
atgctgatgg
tgcagctctce
ctgtgtatac
ttgagcaggt
gaagcctagg
acacggcgat
tccgagecgat
acatgctcgce
ggagcacctt
cgaagtctgt
tgcgagtett
catttgctga
tgctcagtga
ttgattcatc
ttcctgectt
cagttcgagg
tcgtcaactt
agattgttga
ccattagcag
caggcagttt
tcaagcaggt
tgcctttgtt

agactatcaa

tgtcactatc
agctagagtc
caagctggaa
gttccaaatc
tgcagcectc
ctctgatctg
cctectcatc
tgaggcattc
ggttgtcgag
aaactcggag
cgcatggatc
taccagtcga
ggctgttcat
ggtgaaggcyg
cgttgcgcgg
agttatcgect
gcgtttgggt
ggcaggccag
gttcgcatat
aatggttgca
caagggtttg
cgacgtttac
ggatcaccgc
cattgtggta
catccgacag
gcgggctact
taacccgtce

ggaaggtctc

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120



ES 2368 285 T3

caggcatcgg gattcacgecc tgcggtgcag ccactcaaag aattcgaaga tgactatggg

ctgaaggtcg gcgatgacga ggacgaggag tccgacgatg acgacgatga gtatgaaacce

ggatctgaag atgaagatga cagtgatgaa gacatggagg atgacgaaga tgatgagtda

<210>
<211>
<212>
<213>

60
2181
DNA

<400> 60

atgggagctc
accccggagc
gacaccggtc
tggagcttga
gaggagatca
gcgcaggttce
tacaaggcag
ggcgacgtgc
cagctcgccg
tgggacactt
accagcgacg
ccagtcaagg
tcgecetgacg
aacacggctg
aacggccctg
ttcteccectg
gaccgcaacg
gactgggacc
agccaagatc
aagcccacga
accctecteg

gacgagggcg

ttcagtggct
agatgatcgg
tattctcgac
tcgacctcca
tctggcttgg
ccggtggegt
cctctctcte
atttcatcct
agacctatc;
acctgaccac
acggcaatgt
gtgccgaaag
gcaaatgggt
cctatgtcta
atagtcctge
atagcgacaa
tgctatacgt
gatcgcctag
taggacgaac
acttcaccga
tcacgtccag

tgatcaacac

Aspergillus niger

gtccatcacg
tgccccacgg
ctcccaatgg
atcgggcaag
ctctgacaat
ggagctgtgg
cgcecggtttt
tcgtggaaag
cagtacagcc
cgccteccac
tcaatatacc
cccgttccct
taccttcaag
ﬁctcgtccca
aaccccggag
aatagcgtac
atactccatc
ctccgtgaca
cagacttttc
cggcggctec
cgccttcectgg

actggcctca

gctgctgegg
agaaccgaag
tcgtttgaca
accaccactc
tctacgctce
attgcggact
ctcggcatca
tcctatccca
cgcatctacg
gctgtattct
tcttcagggg
ccttttggag
agcaaagcge
cacgacggct
ggagttgaag
ttccaaatgg
gccgatgaca
tgggtcgatg
gccatcccag
gtgtcggcetce
acaagétgga

gccaacgaga

149

cctccgcagt
ttataccaaa
ctcattctga
tcaccgatga
tctacatcaa
cttetgactt
aatcaaccgt
acggaacggc
acagcatctt
ccggtaccct
gattgaccaa
gcaacgacga
cagagctgcce
ctgcgactgce
gagaatccaa
ctactaatac
ccatcactcc
gagacaacct
gcgatgcagg
aatacgtcct
gcgtctacac

tcgacecccga

gtcagccttg
ccccteceggt
gagcacctgg
tagcgatatc
cagcaccaac

tgcaaatgcet

gacagattcc

atacaatgat
tgtgcggcac
gcaaagctcg
cctggttaac
ctatgacctc
tcttgctaac
ctttgccgte
caatcccgtg
atacgagtcg
ccttgcaaag
cgtcgtggca
ggacgacttc
atccaactct
cgccageccect

gecttagegge

3180

3240

3300

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



cttagttcct
tggatcacct
cacggcggcece
ttcgccgace
cagcagctca
aaagcctggce
gcgagtccca
aagttcaagg
gatgagttat
ttccacaaca
gtcatccaca
acgctgcagg
gtcaccgggce
tattctgggg

gtggtggatt

<210>
<211>
<212>
<213>

61

DNA
<400> 61

atgacgaggce
tcacaagcag
gcattgatct
acactgactc
atatttaact
gaatttcagg
ggaaacacca
caagctccta
gcaaacatcqg

agctttgctg

1695

ccgactttga
acccccaaga
ccgaagacgc
agggatacgt
cagacgctat
aatacgtgca
gcttcggege
cgctggttag
ggtttgttga
cggatccatc
gtgacaagga
agaggggcgt

aagaaaacag

tgggagggtc,

tgaatccttg

agacttctct
agctaggcaa
gtggaacact
tcgacatcge
ttggaggacc
ctattcttgg
tccegttete
acgacggcag
cacaggcatg

caagggacat

ES 2368 285 T3

agagttctac

cttcgactca

ctgggcggat-

cgtcgtccag
ccaacttaac
cgatacctac
gttcatgatc
ccatgatggt
gcatgagttc
cggcceccagce
ttatcgcata
gcccagtcgg
cctcgtetgg
gaatcctgat

a

Aspergillus niger

cgttcccagg
gatccaatgg
agacgtgcca
caagtggcca
tggtgtcaat
aggtcacaat
ctgctacagc
agcgtccagce
ctatgctacg

catgcaggte

tttgacggca
tccaagaaat
gaatggaacc
ccaaacccca
tggaccggcg
gacttcatcg
acctggatcc
ccgttcattg
aacggcacct
cgecgtecctecg
cctgtggcaa
tttttgaatt
tatcagcagg

gcgattgcectt

ctactaacgce
aaaggatctt
tacgactaca
gcgaccaaga
tcgttcgagyg
gatttgatag
gatgacgcca
acggctttgg
aacaatcaaa

gctgatgcge

150

actggactac
accccctege
tgaaatggca
caggaagcac
ccgcectacga
acacggacaa
agggcgatga
gcgatgegtyg
tctggcaagc
catacagcac
atgggattgg
tceccggatga
tgctgggatg

tggaggatac

tagcctcact
gcaacttgac
cggagtcaaa
aaccagtctc
gccttgggct
cttttaacaa
cccgtgaact
gagaaatctg
ctggtagtct

tcagtggaaa

cctccaagga
cttcctcate
ctccaaggtc
cgggttcgge
cgacctaacc
cggcgtcgec
ctttggacgc
ggtcgagacg
gcgcgacgca
cccccagetce
actgtttaat
ggatcattgg
gattaatcgg

ggtgaatccg

agctgcactt
cacttatccg
ttccagcaag
ggagcccatc
ttatggagag
ccgaggegtt
cgtcgccecctt
ggcccagaac
tattggaact

ggatagtttg

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2181

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gtcaactact
ccggatcgaa
ggatacaacg
tgcatggeccg
gaagccgcaa
accggtggaa
ccaagctctt
atccttggca
acttcggcett
accattaaag
gatggctcgg
cgctactccg
tacgatccag
gtcttgctcg
gccaaggccg
caggtggacg
caacggagcg
gataagatgt
ccggaacttc
<210>
<211>

<212>
<213>

62

DNA

<400> 62

atgtactact
tttgtggcte
tacaaacagg
tacgtcgatg
gatcccaccg

ggttccteet

1581

ggggattctc

tggggaatgt

cacaagcggt .

caccggacct
tttacctgat
tcgtaacttg
ggccecttgac
actctgaagt
ccgatgaggt
aggtcctccce
acggcgacat
gtgactttga
cgactcctct
agcagaacgg
tccgggetta
tgcctetgtt
ttgagtcgag
cgcgacgcag

cctga

ctctctgggt
cgcccacgga
tccececaccgg
tcgctgagca
aggctccctt

ccatgatcgg

ES 2368 285 T3

atacggcact
cgcgcttgac
tgtggacgtc

ctgccctate

gctggaaaac.

gagcgacgtc
ctctgagcett
atacgacacc
cggcacggcc
gtacgtcaaa
gagatgcgcg
agtcaagaca
tccecgecageg
atacggtcat
cttcaccaat
cacgaacttg
ggatgatgcg

gatgtgtatt

Aspergillus niger

tgctgeccttg
tctcattcce
catttgtgag
tgagcacatc
gaccgtctgg

cttgttccaa

acaatcggtg
ggagtggaca
gacaaagttt
gccaaggagt
étcaagtaca
aagtcgacca
ctttactacg
atcaaatcct
attacatgct
gccagacagg
cagtggaatc
gccaacccgg
aagaacctga
actaccctgt
ggcacattgc
acctacaagg
actatcctca

tatttgtaca

gtggccgege
accaagggat
actgatccca
ttcttctggt
atcaatggag

gagcacggcee

151

ctgttctcge
accccagaga
tcgaaggatt
acaccagcgc
acccgattgc
tttttgaggc
tgcaaacccg
acggtcaatc
ccgacaagca
ctctgaccaa
cgaagatgtt
tgttgattct
éagagacctt
ctatgccatc
ccgcetgacgg
atgtgtggcc
aggctttgat

ccaacagcgce

tgcccgtcetce
atctcgacat
gtgtcaagag
tcttcgaggce
gcatgtctga

catgcggcat

agccatgttc
ggctcttctat
ctgcacggge
cgccaacttg
cattcccgaa
catgtacctg
caacacaacg
ggcttctttg
tcgatctgcece
gatcggaagt
cgccaaggag
gagcaacact
tgagggaagt
tctttgcact
aacgatctge
gaagagtttc
gtcggtccgt

ttcatggaga

ccgggcccag
ccecegtecge
cttctecggt
gcgcaaccaa
cccecggtect

tgacgccaat

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1695

60
120
180
240
300

360



ggctccgtct
cagceccgtge
acagacaatg
acggagagtt
gcccatctece
tggtatgacc
acatacgact
ggcecccggaa
tgcagcactg
ggtcgggatg
gttgactacc
gagagcaaca
aacaccatcc
ggggatgccg
gccgecaact
ggccaggtgce
gttcccttcect
gatgtggcga
agttactacc
tacaacacaa
gctttgeggt
<210>
<211>

<212>
<213>

63

DNA

<400> 63

3471

acaacaaccc
agaccggctt
gttttatggg
atggcggcca
agccgggage
cgattattca
acctgccatt
actgcctcga
ccgacgattt
agtatgactt
tgaacaaagc
acgctgttgg
aggatgtggg
actataactg
tcagtagtgc
gccaggcggyg
atcaaccctt
cgggaaagat
gggagggcaa
ccacgaatgc

ttcagatgta

atgtcttgcg tctggctcca

tctgttgcga gggccgcectge

cctggttcta

atacttattc

ttgtcgectg cgaggtcact

ES 2368 285 T3

ctactcctgg
ctcctacagce
cgcatttcct
ctacgggcce
caagaagatc
ataccaggcc
caacaagtcc
ccagctctac
ttgcgccaac
tcgtgaactc
gtccgtgcag
actcgecttt
caagctgcte
caactggctg
gggttacacc
gcaatttgcc
gcttgcgetg

tccecatcteg

cagcacgatt

tccgaacccg

g

Aspergillus niger

catccacaaa
ctctacctee
gcctctttat

agtttctcge

aacaacgcca
attccggttc
cagtactcge
gtcttcéacg
caactgggca
tactacaact
atcagctcge
gactgcgecg
gaggtcgaaa
actccggace
gccgececatceg
tcgtccaceg
aaacagggtg
ggtggggaag
aacattgtcé
tttgtgcgag
gagatgtttg
tcgagtttac
cagtgggagg

gtgagccgga

aggagcctac
gccgcgecge
cgcecccatca

aatcctaaat

152

gcaacatgct
ccggctatgt
gcgaaacctt
agtacatcga
gtgtgatgat
ttacggtata
tgatgtacaa
cccgaggeat
acgtctacga
cgttccectta
gcgcatacat
gtgacgacgé
tcacggtégt
ccgtgtegtt
cctcggatgg
tgtatgagag
agcgcgtcat
agacggtggg
tgttggattc

ggctgaagcg

tgtctgtcgce
cgcegecgtce
ccaatcccat

ttcctgecta

ctacatcgac
ggattcttcc
ccacttcacc
ggagcagaac
cggcaatggce
tccgggcaac
caacctctat
cgacgagatc
catttactcc
cgagttctac
caattacacg
gcgactcatg
catgtacgcc
gcaggtcaag
agtgacacac
tggacatgag
tggcggcaag
cacgcccaag
tctggcgacg

gatgggacca

tacgaacaat
atcgccgceceg
cggatttact

tcggegetet

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1581

60

120

180

240



agtcgacact
cctggtcagg
gctatacgta
cgcagctcca
gcattgacac
gaagatgcga
gctaccatag
ttcgacacgg
gggtacatat
tttgataacc
ggaattttga
cagccggatg
aaactgagta
gatggctaca
agttccggca
cgtgcagacg
gaatgcatcc
aagccgt£cg
aaagcagege
gcggacggaa
caattcatcc
gtccaaagag
acgcccgacce
tcgeggetgt
aaactggaaa
aatctggatg
tcgtatcgge
cactggcacc

tcggacctcg

tttctttgtg
cgccecgtecg
tccgtaccga
tcaccacacc
ccggggattce
gtcgtctgct
aggaggttgt
agctgtccat
tgacaaaccg
atgaggaatg
aattcgaccce
cagctaaagt
ttctgtctgg
gtgacttcaa
gtcctgtagt
gtgcagcgac
gtcgeggaga
acgagtgtcg
ccacggaaac
agctcgagga
ggttggatga
gcggtcagaa
ggttcgtgac
atgccatcgce
écacactgtc
agttcgtgga
atattcgcga
ccaagatgcg

cggaccctat

ES 2368 285 T3

CCngCCgCt
ctctctcage
ccagatggat
cgccgaacgg
gacgcctgcc
gcctgtaggg
gaaaagcgta
gagtagtcag
acacgtggtt
cgacgttcgt
gaaggctatt
gggatcagaa
tgtcattagt
tacgaattac
taacattgat
ggattacttce
gcctgtcacg
tcggttggge
cagcatgctg.
aggagacgtg
catcctggat

tgtggagatt

-ggtggctgga

tactcgecggt
aggatggatc
ggtgatgcga
tctccacacc
actggctgtg

cccagctett

gcaacgcccg
tcgctcatta
ttgaatggag
cccgtaaagce
aatgggactg
cctgctcagg
gtgtctatcc
gctactgggt
tgcececgggac
cctgtgtatc
cgatatatga
attcgcegttg
cggctggata
atccaggccg
ggccatgcga
ctcectetgg
cgtggaacga
ttgacgcctg
gtggccgaga
ctcctgcagg
tcgagtgttg
gagtgccagg
ggcacgttcce
gtctacgtct
atcgactcgg
acgattceccg
cgaggcacca
cgcaacgacg

cctceggtte

153

gtgtcaccac

tacactctac

.acgcaggege

accttecgecce
tatacgatgt
ccgactcacc
acttctgtca
ttgtggtaga
ctttctgggg
gggaccctgt
aattgaggga
tgggtaatga
gaaacgcgcce
ccgcagcagce
ttgctctgea
accgaccgcect
ttcagacgca
agtgggaggc
tcatcctgece
tcaacggggt
ggcagacagt
ttggcgacct
ataacctgtc
gcgaggctgc
tggacaagcg
atcgttcgecg
gcatcgtcta
acaccggtct

cgaggaaagc

gagcatctgc
gagaccccegt
caagcgcaag
cgaatcgagce
ggaggatgat
ggaatggcaa
gacctgctce
tgcagagaat
atactgcatc
tcacgactﬁt
actgaaactg
tgcagéagaa
cgaatacggc
tagcggtgga
ggccggtggt
acgcgcactg
gtggatcttg
gaccgtgcgt
tgaaggcccg
gcttctecace
gcgtctgett
gcatgccatc
ttaccagcag
cggctcctte
gcccactege
cgtggtcatc
tatcgatcga
gtgggacttt

cgatttcatt

300
360
420
480
540
600
660
720
780

. 840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1326

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



caactcgatg
tcectgtacga
ttggtcgteg
ctctgcgaca
ctgcatcecge
gttcagagtg
ggattcaacc
gtttctattc
actgtggaca
gtggtgcagg
gtggaatacc
cagégagaga
caagctcgta
tcgeggecatc
gcggccgaca
cgcgtctcgg
aatggacaag
cgtgcggteg
atttctaage
caatacggct
ctggaccgcet
gcggtgacat
cccatgtceg
gacaaggata
atggacgaag
<210>
<211>

<212>
<213>

64

DNA

gtgttagcca
tgcccecctgaa
atgcagagaa
tcaacgtcac
tccaaaacta
ccaaactegce
agaactteccg
cagccaacgc
ccggactcag
cattgtggtt
atctaggatt
tgccggaatt
tcatgggcgt
agctcttcat
cgttcgagga
agttggatat
aaatgcggat
tgttctgtgg
tacacagcga
tggccccaac
tctccgaaga
tcgacaatgt
agtatatcaa
aatataaaga

ggtttgatgg

le11

ES 2368 285 T3

gcectgetgeg
gctggacgge
gggtttggtg
ggtggccgac
cagcatcatc
caccgactac
gattgtcgtg
gtccgecaccg
cgggcagtgt
gaactatctt
tgcgactcca
gcggattctg
gtcggaggaa
ggtgcgcaag
gggtgatatc
catgtacgag
ccaggtgccg
tgctgtgttg
agtctacgte
caatttcatc
agtgagcaaa
gccgtgggta
agaccagtce
cggcattgca

agtcagtgat

Aspergillus niger

gccgacattg
taccceccagg
gttgtgtcge

tccatcatcg

‘cagtacgacc

atcaagcagg
gccaagaccg
cgctaccgeg
tctaacggtg
ggagaacgca
tctcttcttce
aacatggaga
tggatcgaga
gtcgattgcc
atcctgacct
aaggatacgc
actgttccaa
cagaaaccac
agcgcaagaa
accgccgtaa
atccccgaca
gtgaccgtga
cagccttccg
ccggatgcetg

attgagccgg

154

tgcgcagett
ccaagaagac
gagcgatcgt
tgaacgctaa
caagcctggt
gacaggacac
ccgtaaccga
cgatcaacct
tcctgattgg
catctaattc
ctgtcctgtc
gctacgtggt
aggtgacgca
caccgcctgg
tggacggaca
tggaagccct
cagaggacct
accatgcggt
gtcgcggatc
acggcgttcc
acacatattt
agaagaacga
gttggcggac
égaacttgaa

atttggagtg

cgtacgagta
tgggttcgga
gccgtacgac
agtagttttc
gcaggcgccg
gatctttgtg
catcaccact
ggacgccatc
cgaggacgga
gcataaggat
gaaggtgcag
ccagatgagt
agctaaccca
gttcaactca
gctgatcace
gattgttcga
agagactgac
ccgtcagcag
cccctectac
aaccccgaac
ccgecctacgg
tcattacttc
cgtgtctcac
cccggatgct

a

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3471



<400> 64
atgagagtcec

cagcaggtcc
gcggatcaca
tctctctetg
atggatcaga
tgggaccaca
cctggetcte
gagaatgata
ccecgttgtte
gagcttggcc
aactccaacg
aactctgctg
ttcttcaaac
gctggtcact
aacctgcagt
taccgtccca
cagtccatgg
gagagcgcett
taccagcgca
ctttgctéct
gctgttggeg
ctcttccacg
atccectgtct
gcctggactg
gatctggtca
ggcaacttca

gagtcgagtc

<210> 65

ttecagetge
ttggaggtaa
gtgccgacgg
acgaggctcg
accctctett
tcgtcgatgg
ttggcatcga
agcatttgtt
tgtggctgaa
ctagcagcat
cgtccgtgat
tcagcgacac
aattccccga
atatcceccgt
cégttctcat
tggcctgecgg

acaacgctct

gggtttgtgt

ctgggcagaa
cggctatggg
ctgaggtcaa
gtgactégat
tgatctatgc
aagccctgga
ttgtcgacaa
ccttcatgeyg

tcgagttctt

ES 2368 285 T3

tatgctggtt
cggtgccaag
gttctccaag
taagctttgg
ttccctecee
caagctggaa
ccceggegtg
ctactggttce
cggtggccct
caacaagaag
cttecttgac
ggtcgctgct
gtatgctaag
cttcgcttc§
tggcaacggt
tgacggcggt
tcectecgectge
cceggectee
cgtctatgat
ctacgtcagc
cggctacgac
gaagccctac
cggtgatgct
gtggcccgga
tgagcacacg
tctctatggt

caaccgctgg

ggagcggcca
cacggtgcecg
ccgctgecacg
gatgaggtgg
aagaagcaca
gcctatgatc
aagcagtaca
ttcgagtctc
gggtgctctt
atccagccgg
cagcctgtca
ggcaaggacyg
caggacttcc
gagatcctgt
ctcaccgacg
tacccagctg
cagtctatga
atctactgta
gtccgtggta
gactacctga
tcgtgcaact
caccgcctecg
gatttcattt
caggctgaat
ggcaagaaga
ggtggccaca

ttgggaggtg

155

cggcggeegt
accatgcggc
cattccagga
ccagettctt
accgeccgtcece
tcagggtcaa
ccggttatct
gcaatgaccc
ccectcaccegg
tctacaatga
atgtcggtta
tctatgcett
acattgccgg
ctcacaagaa
gatacaccca
tcttggacga
ttgagtcttg
acaacgccct
agtgcgagga
acaagcccga
ttgacatcaa
ttccgggact
gcaactggct
atgcctececge
ttggccaggt
tggtcccgat

aatggttcta

tecctecctte
cgaggtccct
ggaactgaag
cccggagagce
cgactcgcac
gaagaccgat
cgatgacaac
cgagaatgat
tctcttcatg
ctacgcttgg
ctcctacagt
gcttacccte
tgaatcttat
gcgcaacatc
gtacgagtac
gagctcctgce
ctacagttcc
ccttgcecct
tagctctaac
agtcatcgag
ccgecaactte
cctggagcag
gggcaacaag
tgagctggag
taagtcccat
ggaccagccc

a

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

1611



<211> 840

<212>
<213>

<400> 65
atgaagttca

cctgeteccee
catcctetgy
gccgacgaga
caaccacctc
aéggcgcaag
acatacagca
tacaacgatg
agcacagggg
actattgaga
acagctaccc
tcaatggtcyg
ggagggtcta
gtgttgacag
<210>
<211>

<212>
<213>

66

DNA
<400> 66

atgatatatg
gctcctgatt
gcagctccce
gcggacttcg
catatgaaac
atcttctctt
tgggtcgect
aacttccacc

gagcaagtcg

DNA -
Aspergillus niger

1722

caaattatct
gcaccggttt
cacctattcc
ataccaccca
cgcaaggcac
gggggagcgg
acgccattct
cctggtatga
acacgatcgt
acatatcgac
ttgccggcceca
atctggctgg
catggggtgt

acgtggaggt

tcaactatat
atgtcgtggt
cgccatttac
agcagaaagt
gcaacgatgt
ggcttgagtc
tcacagtcce
acctggaaac

atgctcatct

ES 2368 285 T3

cttgacgact
ggaggacaga
acttgacaca
tgttacatac
gtattctgec
aacgcaggct
acagacagga
gtggtaccca
cgccaaggtg
ggggaagaag
gaatgccgac
ctttggcgag
agatgatgcg

gcaaagtgat

Aspergillus niger

cctgggactt
agaccaactg
tccéatgaag
catcgatatc
catggceccttt
ggagcatgtt
gttggcccaa
aaacacaacc

gcaaatgatc

gcaacgctcg
ctcegtgecc
tccaccaaag
agcagtaact
gtgtcggcaa
gggtcggcect
gtcgaéttct
gactatgéat
gaagccatct
gccacgcaga
tggatcgtgg
atcagcttct
actattgtcg

tcggccttta

ctgtcectcet
aacagcatcc
ttctggttgt
tcgacacccg

atgcgcccat

ccaccaaatg

gcacaatcaa
caaattagga

cagccaacga

156

caagcagtgt
ggtcattgeca
agaattccag
gggcgggcegce
cctttegtgt
gggtcgggat
acgtggaaaa
atgactfcga
cgccaagtca
cgatcagage
aggatttcca
ggggcgtgcea
aactgaagca

cggtgaaata

tacacaccgce
ccgacggatg
cgatgcatca
gtcaccggga
ccgatcaggt
ccatcgaaga
tgatgaagac
ccctcaagta

ctcgettegg

cctagcggct
gcgtcaatca
actcctcgaa
agtgcgcgag
accagaaccc
agatggcgac
cgggcagacé
cctagatgta
aggtgtagcc
cccagctgcg
gtctggcgac
agcacaagga
gggcaacgaa

tacgagctga

tgtagccaca
gacaaaaggc
cgagtacaag
ttatggacgg
ctcaaagatc
tcgeggggat
cgatttttac
ctccgttecce

ccgacctaag

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

840

60
120
180
240
300
360
420
480

540



acacaaacca
gactgcttga
aaggcaagce
cgctacagtg
ttctecgtag
gaggccagtc
tacactaccg
cttccggacg
ctgccggagg
gtctcggtga
ggaagccaga
gtgggtggga
tccgageget
ttaggagata
gcccaggcecta
agﬁgctgccg
cagggtaaac
tttacggata
gtcccgtatg
cctctgtatce
<210>
<211>

<212>
<213>

67

DNA
<400> 67

atgcgttett
attgtccatg
tcegaccacce
tccaagctga

gaggatgtcg

1758

gcctaccgag
caggcgtgac
ccgactcgag
acctcgacga
tatcgatcaa
tcgacatcca
ccggacgtgce
aggatcttcce
aatacacaga
tcttcagcag
ggacccgctt
ctgagggcgt
ttgctecgeee
aatgggatgg
gcaactatgt
cccectgtett
ctacactagg
ttgtagacgg
ccagttggaa

agactctgga

ccggtcicta
aaaagctcgc
agataagctt
aagacttgtc

acacgctgtt

ES 2368 285 T3

cctcatgcca
gcccatttge
aaacgtcctc
gtttctagcce
cggaggccaa
atacgccececte
gccatceccecg
tgcagtgctt
agccacgtgé
cggagactcg
tcagcctatc
cgggccggaa
gtcgtaccag
attgtataat
aatcagggac
tgcagcagtc
gtttctgaat
cggatcagtg
tgccaccaag

gcagttggeg

Aspergillus niger

cacagcactc
cgeggtecece
gtcgatcgeg
aacacctggc

ccecggtggece

gtgtcggtta
cttcgccage
ggaatttccg
gtatactctc
aacccacaaa
tccatggcat
tatctcgaac
agcacgtctt
aatttatttg
ggcgtcggag
ttccecggegt
aaggctgtgg
aatgcgagtg
ccagacggac
catgggcaat
atctctcgac
ccttggectgt
ggttgtgacg
ggatgggatc

cagtctgcett

ctgtgctcce
tccggetgge
ctggcacéca
gaatcgcaat

agcgacaagg

157

acattgatga
tctatggttt
gctatctgga
caaacagcgt
actcacaaga
ttgacgctaa
agctccagta
acggcgagga
cccaattagg
gatcgtgtgt
cgtgcccgtt
acttttcgag
tggaagcata
ggggtattcc
ggctacaaac
tgaacgctgce
actcactcga

ggtcaaatgg

cggttactgg

ag

tggcecgecte
atcatgtcga
agaacctcga
acggccagtg

ctgtgattaa

aataagcgaa
acctagcacce
c;agtacgcg
agacgccgac
gggaagcqca
cgcgactttc
tctggtgggt
tgagcaaagt
tgcacgcggg
atctaacgac
tgttacatcc
tggagggttc
ccttgececcge
tgatgtgtcg
tgcgggaaca
acgtctcgag
ccagcaagga
aggagctctt

gctggggaca

gaccaacgcg
agatgctggc
tcagcttgaa
gctggaccag

ctggctgege

600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1722

60
120
180
240

300



agcgccaaca
gataaggtga
agattgcgca
tccccaacga
aagattgaca
ctgtcctgece
agcaagctgyg
ttcgagaagc
gtcaatgatc
ctcgtcggag
gccgacaacg
tcggctctge
tactacgcca
ctcgagtcgt
cgaacccaét
acaatgtcct
ttcgagcggg
aacgagacca
gttgctgece
tccggcggta
gctcgtetge
gggtacagag
ccgcagaatg
acggtcggat
ttggtgctgt
<210>
<211>

<212>
<213>

68
798
DNA

tcacccatat
acaagcttct
caacagagta
ccttcttecgg
cccatgtggce
tgaaggagat
gctteggcecag
tgtttaacct
agaatcaatc
ttgctcatcc
agaacgagcc
c;caagtgat
agcgagtctg
ccggtgacga
tcaaccccat
atgccceccga
cgtggttcca
agcagtacta
atagctttga
cctcageccgce
gggcgggcaa
cgttgactga
atgagactgt
gggatccggt

cgttgtag

ES 2368 285 T3

ttccecgecag
caacgccacc
ctccatcecceyg
caaggaaaag
caaacgctcc
gtacaatttt
cttcctgaac
gcecctecccag
gacggcrtce,
cctececeggtg
ttécctccag
ttccaactcc
caacctgatc
aggtatcgga
cttcececggec
aatcgcctgg
gaaggaagct
ctcgcaattc
gccttcatat
gtgtcccctt
gtccacgctg
tgtgacgggg
tgccggcegcecg

gactggattg

Aspergillus niger

ggcagcttgg
tttgcctact
gatgatctgg
accactgctg
aacagctcgt
ggcaactaca
gaatccgcecct
agctrteecg
ttgaccgagg
actgagttca
tactatgagt
tatggtgacg
ggacttgttg
tctggctgcce
acctgtccct
gaagccagtt
gtgcagaact
gccaacttta
gaggttatct
ttctctgcge
ggtttcttga
ggccagtcga
ggcattatcc

ggacttcctg

158

tgaactttgce
accaaagcegg
tcgactcaat
gtctgaacca
cctgtgccga
ctecccagege
cgtattctga
tggagttggt
cggacctcga
tcacttctgg
accktctctc
acgaacagac
gcectgegegg
gaaccaccga
acgtgactgc
ccggeggatt
acctggcgca
gcggtcgegg
tctacggcegce
tagtgggcat
acccectget
tcggatgcaa
cgtgggcgca

actttgagaa

gaccacggtc
ctcttcccag
cgacctcatc
gcgggcgcaa
tgttatcacg
ctcgtcgggce
ccttgccaag
caacggcggt
tgtggaattg
cgaacctgcc
caagcccaac
cgttccagag
catcagtgtc
cggcaccaac
cgtgggagga
cagcaactac
ccacatcacc
atttcctgac
ccgctacgge
gctgaacgat
ctatagcaag
tggcattgat

ctggaatgcce

gttgaggcag

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1758



<400> 68
atgaagacta

ctgacggcca
cccttcaage
agctccaact
ttcgtcgtge
tccgectggg
gacttttgtg
tacécctacg
gatgccagca
gtcacccaca
atcgtcgagg
actttcacca
atcatcgaca
gttgtcaagt
<210>
<211>

<212>
<213>

69

DNA
<400> 69

atggtcgcct
gtcgtcctgg
accagctcca
gagaagctcc
gacgacatca
aaggcaggcg
ggcacagcca
aagctgcgca
tcgecgactg
cagactacca

gattgcctca

1743

ctgctctctt
agcgccaggce
ctggcaccaa
gggccggtge
ccacccecte
tgggcattga
tccagggcag
acttcagcgg
gcgacaccac
gcttcacggg
acttcgagga
gctgctcege
tcgagcagaa

acgtctaa

tttccegeat
agaccgtcaa
caatttcttt
tggccgtgtc
atgagcagtt
tcacccégat
accagcttct
caacgcaata
ttttctttgg
aggagaccag

aagagcagta

ES 2368 285 T3

gaccgccggce
tgctcgggcec
cgaggtcctc
cgtcctcatt
cgtgccctcec
cggégacacc
cgaggtgagc
catctccatc
cggtactgcce
cggtgttgat
ggatgactcc
taccaaggat

tgaggtgctg

Aspergillus niger

ctcggcagge
gtctgttecce
gtccgttget
cacccectggce
tcctctegea
ccataaggag
caacaccacc
ctctgttecgag
aaagtccaac
cagaaagaag

tagcattgac

ctgctggcca
aagcgctcca
gcccttaacyg
ggcactggtt
ggtggctcga
tgtgacactg
ttcgatgcct
tcggccggtg
acgattgaga
ggtgatctgt
ctcgttcect
ggttcctctg

acctccgttt

ttcgcceccttg
agcgactgga
ctggcgecgte
aaggacacct
gatgacgctg
ggtggtctgc
ttctcggtgt
gatgagctga
gctgcgeget
agcagtaatg

tatacgcccg

159

ccactgctat
cgaaccgcca
gcaccaagaa
acactgeccgt
gccgcgagga
ctatcctcca
ggtacgagtg
ataccatcaa
acgtgagcac
gtgégtacaa
ttgcegactt
ttggccctga

ccgtctecag

ccgeccectgce
agctcgtgga
agaacctgga
acggccagtt
ctgttgtggce
tgaactttgce
acaagagcgg
ccgggtccat
cggcggecgt
tgtgcgagta

aggcatcgtc

ggccgctcect
gagcaaccct
tgtggagtac
gaccgccgag
gtactgtgcc
gaccggtgtg
gtacccecgac
ggtcaccgtc
tggtaccacg
cgctgagtgg
tggcaccgtg
ggatgctacc

tagcgaggtce

cctggccagce
ggctgctgat
ccagttggag
cttggatctg
ttggctgaag
gaccactgtg
atctacccag
tgatctcate
gcgtgcttcg
catcactccg

gggaagtcgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

798

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gttgggtttg
cagtactttg
aaccaggaga
tcgcatcect
gtcgagacta
aagaccaacyg
gttcccatgg
atctccatcc
ggcaccgaca
gtcggcggca
aactacttct
atctctgcct
cctgacgtgﬁ
ggccttgtag
aacgatgccc
tcgagecggcet
gatgtggagg
ccggcgacag
taa

<210>
<211>

<212>
<213>

70

DNA
<400> 70

atgcatggtc
ccggeggcette
tctaactcceg
gctgaagaac
agctttegte

cgccaaacgc

gcagtttctt
acattcccca
atgatccgga
tgccggtgac
ctaccgacga
acgagctgcc
cctacgccac
tcgagtcttc
agaccgaatt
cccaagacgt
cgcagccgtc
cgacgaagaa
ctgegtttge
cgggtacttc
gtctgcggge
acaagagcct
gcgctggagt

ggctgggaac

1896

tgcgcectagt
cattgcatac
aatacgtcaa
attataccga
tcatcgatga

tccatggtat

ES 2368 285 T3

gaacgagtcg
gcagagtttc
tggtgaagcc
ggagtacatt
gaacgagcct
actggttatc
cecgcgtatge
cggcgactct
cacccccatg
gcccgaagtc
gtaccagtcg
gﬁactacgag
aggttctcct
tggcgctagce
caacaagaca
gaatgacatt
cattccttgg

gcctaatttet

Aspergillus niger

atgcagcata
aacttcagca
ttctgtccat
tacagcagcet
ccactttgtce

tgacattgac

gccttgtact
actgttgaga
gatctcgatg
accggaggat
tacctgcagt
agcaactcgt
aacctcatcg
ggtgtgggcg
ttcccaggaa
gcctgggtgg
gatcaggtgg
cagtacacca
tactacgaaa
cctgtgtttg
tccttgggcet
accagtggcg
gcgagctgga

gccaagctga

gggacattgc
gccgtggact
gtagacacga
cgactggttc
ggcgacaatg

aatgcggatt

160

cggatttgga
ctatcaacgg
tccagaacat
ctecctccatt
actacgagta
acggcgatga
gcctgatggg
gcgcatgecat
catgcccgta
acagctccgg
agacctacct
acttcagcgyg
cttétattga
cggggatcgt
tcctgaacce
aggcagtggg
atgccacgac

aggaggcggt

ctttggttat
tggactccct
atcgatcagt
agaacattgt
gagttgcaca

tcaatgttaa

tctgttcacc

gggaatcaac

cgtgggcatc
cattceccgac
tctgectggece
cgaagatacc
cacacgtggt
gtccaacgac
catcaccgcecg
cggcttcagc
ggacaagtac
tcgcgegttce
tggtcagctc
cgcgcetgetg
ttggctgtac

ctgccaaggc

gggatgggat

tcttgegttg

cctggcatat
tcgtctgace
cgcagtgtcce
tcctggageg
tgtatacttc

tattggaaaa

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1743

60
120
180
240
300

360



gatggactgg
thgacaata
cagcttccac
atattcagag
aagccagaag
ctactgacat
gacgcgacat
attgtcaccg
gacaactaca
ggctcctatc
tcceccaaaca
.acagcaaacg
ttccaatgga
caagacggct
pgtatgcgca
ggcattgtaa
aacgccggat
atggcgacgg
gcatgggcag

gagaaccctt
gtctgggcaa
gatgggtcga
aagttggtgg
gacgcgatcc
agggggteteg
cdggaggggga
<210>

<211>
<212>

71

DNA

tcttgtcttt
ccaacgtttt
tgactattga
aggcagtggg
ggactctggce
acattgatgc
atcaagttta
acccctggga
ccacaaccag
tctacaacct
tgtccccace
ccgaccacga
ataacagcgce
ccgggttcag
tgtacatctg
ttcacgaata
gcctecagege
ccatccgaat
ataatgataa
tgaactatac
ccatgctata
ggccggtgtt
tggatgggat
ttgacgcaga
cgaagagagyg

gtacacttct

1185

ES 2368 285 T3

cggacattcg
gagtccggag
caatgtttct
agcggtatct
gctcacctgg
agagactacc
tccetggggc
cctatccgeca
aggcaacaat
acgtccatcc
ccgatcatac
cctectctat
ccacggcggc
caacgcaaac
gatcgagtct
cactcacggt
cctcgaatcg
caagcccaac
atgtggtgtce
gagcgtgaat
cgaggtcttg
tagaaacggg
gécactgcaa
cattgtgttg
attggggcaa

tcctacggga

ttcttcacag
gctgcactta
actgaagctg
gaccccaaag
aggatagaaa
actgtccacg

acaaacgatc

tccgcecataca

gccatcgcac
gaccccaact
atcaacgcct
acactcggct
Egagacaaag
tttgcaacce
actccgtcge
gtatccaatc
ggtggcatgg
gatacacgca
cgggactatce
accatgaacg
tggaacctca
gtgcctacag
ccatgtaate
actggcggga
ggagcggctc

tgttag

161

gcgegttgcec
gaggagcaag
cagaggggcg
ctaagctagt
cagacatgta
gcgtggttga
cagcagaagg
cctggétaag
actggaatcc
tgaatttcca
ccatcgtcca
tcaccgaatce
actacgtgat
cacccgatgg
gtgatggaag
gtétcaccgg
gcgaaggctyg
caacgtctta
cttattctac
gcgtécacgc
tcgacaagta
atggaaagta
cgaacttcgt
agaatcgctg

atagtagttt

gagcagccat

ggacgctata

gaacgagtac

ctaccttgtce
tgagcactgg
ctatgtcgca
acatcgcacc
cgatggacgg
gaccggcggt
atggccatac
actcttctac
cgctggcaac
cctcaacgca
tatccccgge
ttttgacgcg
cggctcccac
gggcgacttt
cactatgggt
ctcetttact
catcggaact
cgggaagaat
cttgatgatg
gcaagccagg
tgagatctgg

aaattggatg

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1896



<213>

<400> 71
atggtcgtct

gcgeccggcete
acccgcacca
gtgccccaga
aatgacgagg
gacaccggat
ggtcacgatc
atctcctacg
ggcggtgtca
gttcagaaca
cagcccaagqg
ttcgccétgc
tccaagtaca
ttcagcaccg
attgctgaca
gagcaggttt
accaaccccce
tacatcaact
aacagcggtc

ttcaactctg

<210>
<211>
<212>
<213>

72

<400> 72

tcagcaaaac
ctactcgcaa
tcaacctgcc
gcgtgaagga
agtacctgac
ctgcagatct
tgtacacgcc
gtgacggcag
ccaccaacaa
cggccaatga
cgcagaccac
agctgaagca
ccggttctat
acggctacag
ccggtaccac
ctggcgctca
ctgacttcac
acgctcccat
tgggactgtc

agggccctaa

1197
DNA
Aspergillus niger

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

cgctgccecte
gggcttcace
aggcatgtac
ggctgccagce
tccecgtcecact
ctgggtctte
tagctccage
ctcggccage
gcaggctgtt
cggcettttg
cttcttcgac
cgacgccccce
cacctacacg
tatcggtgac
cctcaécctc
ggagagcgag
tgtcgtgatt
ctcgactggce
catcctgggt

gctgggatte

atgaagtcag cctccttget cacagcatcce

cacaagctca agcttaacaa ggtgcctctg

gcccatgtce gegetctggg ccagaagtac

ctggtcgagg agaaccctat caatgacatg

gttctgggtce
atcaaccaga
gccecgttece
aagggtagtg
gtcggaaagt
tcggacgagce
gcgaccaagce
ggagacgtgt
gaagcagcca
ggactggcct
accgtcaagt
ggtgtttacg
gatgccgata
ggcagctcca
ctcgatgacg
gaagccggtg
ggcgactaca
agctccacct
gatgttttct

gccgctcagg

gtgctgttgg
gaagagcagc
atgggtatce

agccgtcatg

162

tgtccteege
ttgcccggcec
tggccaagtt
ccgtgaccac
ccacccteca

tcecttecte

tgagcggcta

accgggatac
gcaagatcag
ttagctccat

cccagctgga

actetggcta-

gctcccaggg
gctccagcgg
aaatcgtctc
gctacgtttt
aggccgttgt
gctttggegy
tgaagagcca

cttag

gctgtgectce
tttacacgca
gccecgtcecat

atgttctggt

cgtctctgcg
tgccaacaag
tggcggtacg
gccccagaac
tctggacttt
ggagcagacc
cacttgggac
tgtcactgte
ctccgagttc
caacactgtc
ctctecectt
catcgatgac
ttactgggge
cttcagcgce
cgcctactac
ctcttgctcg
tccgggcaag
tatccagagc

gtacgtggtc

cgccgaggtt
taacatcgac
ccacaaagag

ggacaacttc

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

1020'
1080
1140

1185

60
120
180

240



ctgaacgcac
gtcctggaca
tagctacctce
gaattcgcca
aagattggcg
cttgcctttg
gtgaacaaga
gtetttgect
ggtggtgtcg
gcttactggg
aacaccggtyg
gagatgatca
tgcgacaagce
atctcctcgt
atggacttcc
tggtacagcg
<210>
<211>

<212>
<21i3>

73
DNA
<400> 73
‘atgcgcaagt
caacagaccg
ctggtgcgga
cagaacgact
ttggactttg
cttctatccg
accttggaag
gtgggcaccg

gcagagaaga

1182

agtacttctc
ctggcagctce
acaacaagta
tcaagtacgg
acctgaaggt
ccttcggecg
ttgttectee
tctaccttgg
acaaggacca
aggttgagct
tcattctgga
atgctcagat
gctcgtcect
atgactacac
ctgagccggt

tgtatgacct

accgcttcca
gtcgtcecgta
agaagagcac
ccatgtatct
acactggttc
agaacaagac
gtgaatcctg
acgacgtcaa

tgtccagcac

ES 2368 285 T3

tgagatcgag
gaacctttgg
tgattcgtct
ctctggcagce
caagggaca§
gttcgatggc
cttctacaac
agataccaac
ctacaccggc
tgacgccatt
cactggtacc
cggtgctaag
gcccgatgtt
cttggaggtg
tggtceccttg

gggcaacagc

Aspergillus niger

tcccaccaag
cactgaaaag
caccagcgat
ggcgaccgtg
agctgatctt
ccatgcgatc
gcaaatctce
cattggcgge

attcgcccaa

ctgggtactc
gttccttcga
gcctccagta
cttagcggat
gacttecgctg
attctcgget
atgcttgacc
aaggagggtg
gagctgatca
gctcttggcg
tccctgattg
aagggctgga
actttcaccc
cagggctctt
gccattttgg

gctgttggte

cctggteect
cccatcgggg
gaggttggcg
gggatcggaa
tgggtctggt
ttcgactcgt
tacggagatg
gtagtcgtca

ggcgaagggg

163

ccceccagaa
gcgaatgcaé
cgtatcacaa
tcatttétca
aggcgaccaa
tgggttatga
agggactect
acgagtccgt
agattcccct
atgatgttgc
ctctgectge
ccggecagta
ttgccggecca
gcgtcagtgce
gcgatgcgtt

tggccaaggc

acactctcag
gtcgggccca
aggttccggce
cceceggegea
ccaacaaact
ccaaatcgag
gatccteecge
agaaccaagc

acggattgct

gttcaaggtt
ctctatcgcce
gaatggcagt
ggacaccctg
tgagcctggce
caccatctcc

cgacgagccg

ggcgacctte

ccgtcgcaag
tgagatggag
tgacctggct
caccgttgac
caacttcacc
cttcatgggc
cctgcgcaag

caagtaa

cagctccatc
tatccggcag
cgaagatgtg
gaacctgaag
cccctcaace
caccttcaag
atcagggagt
cgttgagctg

cggtctagca

300
360
420
;80
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1197

60
120
180
240
300
360
420
480

540



ttcagcaaca
ctgcaggatg
gacactgatg
gcaggtgaag
tcgacctccg
gataccggta
attgacggcg
caggataagce
gaggacctgg
ggtgatatga
gcattgctgt
<210>
<211>

<212>
<213>

74
849
DNA

<400> 74

atgaagttct
ctcactgaga
cctcectaca
gattacagct
ggcgagttca
ggctacggct
ggtatcgacg
gaggatggcc
ttcaacgaca
aagagcagcg
ttcagcggca
ttcgagtctg
gctgaggcta

gagcaggatg

tcaacacggt
acattcccaa
acgagtcgtt
aggtctacta
cgacggtaaa
cgacgctggce
cctattatga
tacccactgt
cgttttcgga
ccatggacat

tggcgttaag

ctaccatcct
agcgccgtgce
tccetggttee
ccaactgggce
ctgtccccag
actacaagaa
gtgacacctg
agacttccta
tcaccatectce
gtagcgccac
acgtcgaggg
gtgactctct
ccagcgacgé

gcaccgtcct

ES 2368 285 T3

acagccaaag
gtcggctgag
ttacaccttt
cacccctgte
tggaaagacc
cttggtggac
tcaggaagta
gtcgtttgece
ggcgaagacg
cttgggagac

gggtgatatc

Aspergillus niger

taccggctcece

.tcgcaaggag

cgacaaggag
tggtgccgte
tgtctctget
caagagacaa
cgagaccgct
cgatgcctgg
cgagggtgac
cgttgagaac
tgacctttgc
tgtggctttce
ttececactgtce

caccgagacc

tccgtgaaaa
ctgttcacgg
ggcttcattg
gataacagtc
attaaccggt
gatgacacgt
cagggctgga
gtgggtgaaa
ggctatgtct
acatttttga

gaagctcact

ctcttcgeca
gcccgegecg
atcctcaagc

ctgatcggcg

ggatctagca-

tccgaggagt
attctccaga
tacgagtggt
accatcaagg
ctgaccactg
gagaccaacg
gctgacttcg
ggccectetg

tcegtcetctg

164

cgccecgtcga
ccaagctgga
accaggatct
aaggcttctg
cgggtaacac
gtgaggccat
tctatccgac
agcagttégt
atggaggaat
agagtattta

aa

ctgccgctcet
ctggcaagcg
tgaacggcac
acggctacac
gctccagtgg
actgcgccte
ctggtgtcga
accccgacta
tcactgtcga
gccagtccgt
ccgagtggat
gctccgttac
acgctaccgt

gcgacagcgt

gaacatgatc
tacctggcgg
ggtgaagacg
gctattcaac
cgccattget
ttatagtgca
cgatacggcecg
ggtgcagaag
ccaaagtcgt

tgctgtaagt

ggctgctcct
ccacagcaac
ctccaacgag
caaggtcact
ctacggcggt
cgettgggtte
cttctgctac
cgcctacgac
ggccaccagce
cacccacacce
cgtcgaggac
cttcaccaat
tatggacatt

cactgtcacc

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1182

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

840



tacgtttaa

75
822
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 75
atgggagatt

gtctctgaaa“
tctaatctag
tcacctgcat
ccttcaccca
gactatgcca
gcaatgagga
gacatcaaag
ccactggtgce
cccegtecac
gatgcgcgga
ttggcactgg
tcatgcttygg
cttgtgacta
<210>
<211>

<212>
<213>

76
DNA
<400> 76
atgggctcaa
ggtatcagcc
tcagcgatgg
gcatcggctg
aacccgatat

" ctaacctcca

acggccccgg
cagatcagga
tgaacgcctc
cttcagacgg
taccégttgc
agacgcacgg
actactattc
gcagatccgg
ttagggctgg
cggacgaaga
tctccactga
cataccaggc
atgaggatat

gctggagtga

1629

ggcagggaaa
cagaccttgg
ccactgcgtt
gcacttatca
ttgtgtacga

ctctctectt

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

agtgtcgtca
tgagatctca
atatctgata
ctctgatgct
atattcatcg
aggccgacgce
cgtggagacg
gtacgaggat
cccttcagag
tttcctagca
tgccggacgt
gggtgaggat
agagacgggc

gcagcagcac

Aspergillus niger

ggccccecttt
gttgcacaac
ggagacggaa
aaatcggttc
taccggggag

cttcagagaa

ctcacggcac
gtacttgtaa
gcctcgtcecec
gttccecegtce
gtgcggacga
ccagacatcg
caggctcacc
ggcgagaagc
ggacacgcct
gcatggaaga
tatctctgceg
cgcaatgtca
aaggaggttg

agcgttcccte

ggctggggta
cagcagaacc
tatgccacca
tgggtcagcg
tcggatggeg

ttcctgateg

165

agctacctgg
cgggctttgg
taccaccctc
gagtttcgat
ccctcececgt
tcatacacat
gtgatgggta
tgtggaggga
cggagaagaa
cattttgccce
agttcatcct
ccttecttececa
ccgtegeget

ag

ctcagtcact
tcaactccct
tccctattga
atgaattcta
gatcgatagc

aattcaacgc

aaatccgect
gccattcaag
tttcacattc
aaatgtccat
cattctcgat
tggcatagca
tctgatgtcc
gctcgacttg
acatctcagc
tccagaaacc
gtacaccagc
tgttcecegceg

aatcaaggct

tgctcacttt
catttcacat
ccataacaac
tcagcctggce
ccagtecctac

catgggaatc

849

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

822

60
120
180
240
300

360



gcctgggagce
cccgaggcat
agtaacttta
atéatggtgg
gagacgatat
gcgtattaég
gatatccacg
tcggtcaaac
gcagcgctaa
ggtctaggcg
ccggatggcec
ccaacctttc
tctcagccaa
aéttggcaat
ctggcctege
gatgcagtgg
tttgggggat
tggcgatcat
agcgcgatcc
cagaactcgg
ggcatcttca
tccaggtga
<210>
<211>

<212>
<213>

77

DNA

<400> 77

acagatacta
ggcaatacct
gccgecgagaa
gcggectcgta
tcgecagecett
accaagtcta
ctgctctgga
aacttt;ctt
ctgccatcta
cattctgcga
ttgcccctac

tcgagctggt

ttgactgtga

actgcagcega
gatatcagtc
acaagggact
ggacgatccg
tgtccattct
cagcctgtgg
aacattgcett

catccgectt

1176

ES 2368 285 T3

tggaaactcg
caccaccaag
gtatcctgac
cgcagggatt
ttcctcatcg
tcgtggcatg
atatattgac
cggatctggc
cggctacttc
gtatctcgaa
gtatggcgge
caatctgaat
cttttccaag
atgggggttc
ggtggaatac
gctgcctceg
cccgtccaat
gtcgacagaa
ggtgcagacc
tgactttcaa

gttgcaatgg

Aspergillus niger

acccecggcetc
caggcgctcg
atggacctga
cgtgctgcat
tctccggtgg
gttgccagcg
gatcaacttt
gccgagacca
caaagttatg
attgatccca
cagtatgtcg
atggggacca
ccatacggcg
ttccaggcga
cagcaagaag
tcgecegeggg
gtttacttca
gatttcgcac
aatgaggaca
gcgacgccga

ctcgaatgtt

ccgtatccta
cggaccttcc
cgccgecaggayg
taactcgcaa
aagcacaggt
gatggaccaa
cggatgaaga
actccaacgg
gtatggcggg
agacgaacgg

ccgaacgatg

actgcgggcc

atccctcggce
acaacéatgg
tatgtaaccg
cggatgatgt
gcggaggaga
ctcaaggggt
ccgtctttgg
ccgtggggaa

ttggacagaa

tgaaactcca
gtactttgct
cacgccgtgg
ggagtaccca
caatatgagc
ctgctcggca
tacagctacc
tgatttcact
aggtattgga
gactacagga
ggccgcatgg
tcaggacgcg
catcacttgg
gccgcactcg
gcagttccce
caaccaagag
attcgatccg
ggagtttacg
atacgtcatg
gttatcacgce

ctcaagccaa

atgaagctct caatagctct tgcactcggcec gcaacggctt cgacgggggt gttggctgcet

gttgtaccgc agcaagaacc gctgataacc ccccaagatc ccccaactca tcatcatcag

gagaagttct tgatcgagtt ggctccttat cagacgagat gggttaccga ggaagaaaag

166

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1629

60
120

180



tgggacttaa
ttctacccaa
gagaaggtgg
aaatttacct
tggctataca
actgtggagc
cagactaaca
tccatcctag
.getttgegtg
gaattccact
caatataaga
acccagggag
gatgagggac
atcgaaacca
cccgcagceta
gatgacagca

ggcttcgctt

<210>
<211>
<212>
<213>

78

DNA
<400> 78

atgagaacta
tttgctagtce
ggcatgatat
gccaactata
ctggtggctc
gccgatgtca
gtctacgata

gacgctggtce

1329

aactggatgg
cgttgcatgc
ttccecttcet
catttcacac
gtagggtttc
agttcgctca
aaactgttgt
ctgcacctgg
gtctgctgea
ggtactcggce
gagataagcg

ctctggacgce

-tgacacaatt

gatgtggcta
tggcgacgga
tccggtatct

acgagctggce

ctacgtcttt
caacaaaaaa
ccgceecttt
gcaagttctc
tcgacggtgt
acggcaccaa
tggcaagcct

gaattgcgct

ES 2368 285 T3

cgtgaacttc
tggtagctat
gcggggtcete
tcgctactat
ggatgtcatt
ctcatggggc
cctgggcgca
tgccgatgat
gtcagacgcc
agaggaaggt
agacatcaag
cggtcgtcaa
cctcaaagat
cgcctgttcg
atccgaaatg
aagcttcgat

ctttgctcaa

Aspergillus niger

tgctaggctt
taacgatggg
gcaccaaatg
gtacgacaaa
categtcage
tttacctcga
cacgaagctg

taatgtaact

atcgatatta
gttcactatc
tccaaggaca
aggtcgtcca
gagcagtcgg
caattcagta
catcaggaca
gacggaagtg
attgtccggg
ggtatgcttg
gcgatgcttc
gaagccattg
gtcactactg
gaccacacgt
gaaaacagca
catatgctgg

ttctag

gcattggcag
aaactggtat
gtccaaaatg
gtccatccecca
gaatttgcct
tacctgcégg
ttcaccacgg

gttgcaactt

167

ctgaagaacg
cgccgacgat
acatggagca
ctggtattga
gtgcagcaga
tcattgctcg
gcatcaatct
gaaccgtgac
gcaacgcttc
gttcgcaagce
aacaggatat
ggattatggt
agtattgtgg
ccgcaagcaa
acaagaggat

agcatgcgag

tggcctcagt
atggctcacc
ttagcgcata
tcgagccagg
tgggcaagag
aagacaccac
tagctgcttt

atataccgga

aaacactggg
gaagcatgcg
aaacctcaac
gtccgcaaag
gtacggcgcce
gatcccaggc
tttcetceece
tatactcgaa
caacacaatc
catattctct
gactggttat
tgactacgtt
tattggctac
atatggctat
ccacacgact

gttgacactt

tggtattgtc
agaatccgtce
tacacatgct
gtctgttacc
aaatctctac
cctggataca
acgggaactt

ctttgcgacyg

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

1176

60
120
180
240
300
360
420

480



aatgggaagg
gatccatcgce
attttgacgce
tttatgtcge
tatgacttca
ggctctacac
gcccteggac
aacgcatggt
acagcgacat

tctcgaacag

cgtagtttag

actgcgagtc
ttttggttge
gtgagagagg
ctgttgtaa

<210>
<211>

<212>
<213>

79

DNA
<400> 79

atggcgtcct
tcggcegcag
atgcatgccg
taccagaatc
ggatgtagtt
gaaaccttga
cagccagtcg
gagatgtcgg
gaacgcgatg

gccaaagceca

1839

agaatattac
caccactttt
aaaaaattat
tgggcctcgt
ccagaccgct
cccagtcacc
cctcagaacce
ccctagacgg
tctgccagat
cggtagacat
ggtttgagtt
acactggatt

attttagtaa

‘ctattgggta

ggttgctctce
actattatgt
gccatattga
gccatattgce
ccatggacgg
cctataatga
gaaccgggtt
ctcagttcat
atatctacat

tccaggaacg

ES 2368 285 T3

tatcttggag
ctctgcttat
caataccccc
tatcgagacc
tgaaatgaca
caactacgac
acagcgtcca
cgtatcaggt
gatcctcaac
gattttcaca
ggatcagtat
tactgggact
ccgggtgcat

ttgggttggg

Aspergillus niger

gacgctcctt
tcactcctig
ggtggatcca
caaccgccag
cgcgttgaté
gggttcctgg
cagttatgtc
tgtctttctg
tgccggcgag

gaacaagaac

ctgttcacge
tatacgacgt
ggcagcacat
gtaacgggac
tctaccttct
cgcacagccg
caaccagtgc
catgcaggtc
aacggcacat
aacttcaatg
tctactgcgg
acgttggtga
ccgtctaggg

aagagcttgg

tttctgagec
ccecggtgece
cagaacaatg
cggactgtga
gaggtcggtc
gacgaattcg
aacacggaca
gaagagtggt
tcttacgcecg

gttcaaggga

168

atacaagcgg
atgatgaacg
acctctactt
gtgccctgga
tcaaccgcgg
tacaagaatt
gcggcacagt
tattctccac
atgcaggcca
ccaggtttcc
gaccgatggc
tggataggac
catggtctag

ggttggatgt

cgtecettggt
ccgaggggcc
gaaatctttt
tctggttgaa
cgtatcgeet
ccaatttgtt
gctatcttca
tcagattatt
gtcagcatat

agaccatcgce

tttcgettet
cattaaagca
agatctcaac
tgatcttaﬁt
gaatatcgaa
tcagatcgca
tcacgacgag
tgtgcgcgat
acggatcctt

gggggatgct

gagtttgcaa

gtataacgcc
caatactatt

tgcgtttget

gtcagccaaa
cttgctgaag
cttctggcac
cggtggtcce
gaaggacaat
gttcgtcgat
tgagctcgat
tccggagtat
tccatacate

ttcgtggaat

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1329

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



ctaaaaggcc
ttgccctacg
gaagttttac
aacgactgcg
ctcaacatgt
accgacctgg
atcaatccgg
aatccgcaaa
caaatcctcce
ctcatcaata
gctcectcgac
aacctgactt
cagagccggyg
cccgcecgact
aacagcaccg
tacgccaagt
ttcttcatct
atgagcggaa
gaagcggggg
gaacactacg
caggccfccc
<210>
<211>

<212>
<213>

80

<400> 80

tattgattgg
catatgaaga
agtcagtctg
agaaggtcat
atgacatccg
aggacgtgaa
agaagaagtc
agtcccegece
ttttcagcgg
acatgaagtg
acgactggag
acgtgctcat
acatgctaga
cgcgcattga
cggcggagga
caggcgaagc
ggcgcagcecg
gctctgttct
atttcgacga
ccgtgggcga

gagccggggag

1596
DNA
Aspergillus niger

ES 2368 285 T3

caatggttgg
aggccttatc
taagtccagg
gaatgctctg
ccttegtgac

gccctatcetg

tggctgggtg'

ctcggttcaa
agacaaggac
gaacggaggc
tttcgaaggce
ctacaacgca
tcgcttcatg
cggcgagaag
gcaggagaag
cgttctectce
ccggegtcac
cgagcggttce
ggcggagctc
ggacagcgac

cagtcataat

atgtttctga tttcacctgc agtgacagtt

ggagcaactc aatctgaacg aagtcgggct

taccgtgctg cgaccagagec ccagtcgage

aggaccaagc cccacttggt ggaaagctta

atttctccta
aaégaaggca
ctggaaactg
ttggataaga
accaccgatg
cagcgggaag
gagtgttcag
ctacttccceg
ctgatttgca
acgggtttcg
gagccggcgg
agccatatgg
aatgtcgata
ctgccccaga
gagaggatca
gtcgtcatta
cagggatacc
cacaacaagc
gatgaccttc
gaggatgata

ctatcctag

gcggcetgceac
gcegetcatt
aacacttccg

cccgatgtge

169

atgaacagta
gcecggaccge
gcaagaacaa
cggtcgaaga
catgcggtat
atgtggttaa
gtgcagtgag
gcttgctgga
accatgttgg
agacctcacc
gtatctatca
ttcectacga
tcgcgagecat
cgtcggtggg
aggggacgga
tcggtgtatt
ggggcgtctg
gcacgggagg
attctccaga

tttcacgaca

ttctgctgat
tttccaaacg
actaccgatt

acttcgatgt

catgtcctac
gaaggaactc
ggtccacctc
caacaaatgt
gaactggccc
agcgcttaac
cagecgettte
atcgggactt
aacggaacag
tggcgtctgg
atatgccaga
ccttectegt
cggaggcagc
cggccatccce
atggaaagcc
agtttggggc
gcataaggac
cgcagacgtc
cctcgaaaga

gcattctcaa

caacggcgca
tcatccgacg
cttcaataat

tggggagatg

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1839

60
120
180

240



tactcggggt
ttccaaccta
ggctgttecct
acctatgcac
gaccaaccag
attgccgecg
tttcgecattt
gcaatgctag
gcctgcatcg
cagcacgctt
gaagaatgcg
caaccccecaa
gcctataacc
tgggacgtcc
aaccgtatcg
agctacgacc
gactcaccca
ctcattgcca
cagaatatga
attcagatgc
ctggatggcc
gagacatatc
ctgcagtggc
<210>
<211>

<212>
<213>

81

<400> 81

cgatccctat
agataggcga
ccgaacaggg
ccgtcatcaa
tcggaaccgg
attttctcga
tcatgaccgg
acéagaacga
gccaatggga
cactattcaa
éctacaaggc
aatacatgaa
cgaacccatg
tgggctggcc
atgtcaagaa
tcgtcttege
accccaccga
acggtgactg
cctggaacgg
ccgatctcca
ctcagggggt
agtcggggca

tgttggggca

1596
DNA
Aspergillus niger

ES 2368 285 T3

cgatgacagc
accttcagac
attctttcag
cgaatattct
attttccgtt
cttctttgaa
tgagagctac
caccacgcgt
ctacatccag
cttcaatcag
ctacttcgat
ctactccgag
cttcaatccc
gacagacttg
ggccectgcac
tggaggcgac
gggtgtcctce
ggactacctg
ccagctgggce
gtgggttgag
tatgggtgta
taagcaggct

agttgagatt

atgctgttte gcagtctgtt gtcgacgget

gcttcagcectg ctaaacatgg tcgatttggce

aacaatggat
gaccttacca
gaaaatggca
tgggtcaatt
ggaaatgtta
éagtttgaag
gcecggtcget
ttcaatctga
gccgaactcce
tcctacatga
gagtactttg
tgcgacatct
taccgcgtca
gcatacgagc
gcccccatgg
gctgacccgg
ccgegtgtta
attatcacca
ttccagtccg
atttttgagg
caacattatg
caggatcagg

ctttag

ctcgatccct
tttacctcaa
ggttcacatg
tgacgaacat
cagccaccaa
atctatacgg
atgttecccta
gcggageccct
ctgcctaccc
acgagcttga
cctttecace
ataacatgat
ttgatgagtg
ctgecgcccac
atgtgéaatg
gtccggagcea
ttgaggcgac
acggcaccct
cacctgccac
cccaggaggg
agcgcggttt

gcegtgtcte

gttttatatc
tggagggcca
gcagcctggt
gctatgggtt
cgaagaagag
gataaagaac
tatctecgteg
tctttatgac
cttcgtcaag
aaccacctac
aagcggcatc
ctactacgaa
tccacttctce
cacatacttc
ggagctctgc
gcaaggggat
caaccgcgtg
cctcgecatce
accgatcgat
atatggaggg
gatgtgggcg

gtatcgccat

gtcctagecg tctcgetgtg cacggataat

caaaaagctc gcgacgccat gaacatcgcg

170

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1596

60

120



aagcgttcecg
ttgaacaaca
ggcgagatgt
tttgtcttee
ggccctggtt
cctggaaccﬁ
tgggttgacc
gaggagattg
aaaaacttca
tccgetgett
tatgatccct
gtccagaaga
atccatgagc
ggtgtccagce
gttaataacg
tgccccattce
gccagcatct
tggtccgagt
ggcgactact
cgagttctga
tcgatccaga
atcaacatcg
ccacaaggtg
gagaccttcc
cttgagtggce
<210>
<211>

<212>
<213>

82
1479
DNA

<400> 82

ctaacgccgt
agactaagcc
attccggett
agcccactat
gcagttccct
accagcctgt
aacctgtggg
ctgaagactt
agatctatgt
tcctagatca
gtattggtca
acaatgeccct
aatgtggata
cgccaaaggc
ccgtcectgga
tctgggacgt
actttgaccg
gctcggtgga
cggccaaccc
tcggtaacgg
acatgacatg
acatccctga
gtcagggtgt
agagcggaca

tgcttggecg

ES 2368 285 T3

gaaacactcg
ttaccgcgtg
ggtccctatt
tggcgagect
tgaggccttt
tgagaaccca
aacgggattc
tgtgaagttc
tactggagaa
gaatgataca
gttﬁgactac
cttcaatttc
caaggatttc
tatgaactgg
tceccaacceqg
tcttggattce
cgctgatgtt
gagcgtcttt
catcgagcat
tgattatgac
gaatggaaag
cctgatgtac
catgggcatc
catgcagccc

gcgggatace

Aspergillus niger

ttgaagatcc
gaaagcctgc
gagaagggca
gtggatgaga
ctccaggaga
tactcgtggg
tctectgggtg
ttcaagaact
agttatgcgg
gaacacttca
gtgcaggagg
aatgcaagct
atcgaccagt

agcgatccca

tgcttcaacc

cccaccgaag
aagcgtgcca

gtcgggagcg

gtcttgccec

atggtcatcc
cttggattcg
aatgaagtgt
cagcactatg
caattccaac

ctgtaa

171

ctgtcgagga
ctgatgttca
acgtgtcacg
tcaccatctg
atggtagatt
tgaatctcac
tcccaaccge
ggcagcagat
gccgttatgt
acctaaaagg
aagcacctgt
ttttggcgga
atctagtctt
cctgtgatgt
cctacgaaat
tcgactatct

tgcacgctcce

acggcggtec

aggtcatcga
ttaccaacgg
acacggcccc
tcattgagaa
agcgtggtct

ccagag;gtc

ctatcagttc
cttcgatctg
gtccct;ttc
gctgaatggt
cgtgtggcag
caatgttctg
tacgtccgag
ctttgggatc
tccttacata
tgcactggca
tgttceccttt
actagagagc
cccagcatcc
ttatgacatc
caacgagatg
cecctgegggce
taacatcacc
cgagcaggag
aggcaccaac
cacccttcte
cagcacccce
cggctatgac
tatgtgggct

ataccgtcac

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1596



atgaaaggtg
ctccataaac
tccttgcaga
tacgcagtca
ggcagcagcg
tgcacccctt
cacctcaacg
ctcacgatcg
agtaaacgcé
gacaaagtct
gcgtacagca
gtcaatacag
aaatactact
agtagcttca
gcactgccca
acatacgaca
agtttctccg
ccggggtgge
ctgctcggtg
atctctcteg
ggaacgtctg
aatggactga
acagccacag
acgagtactt
ccaggacttg
<210>
<211>

<212>
<213>

83

DNA

<400> 83

cggcgctaat
gcgacgggcec
aécgagattc
acctgacgtt
acctctgggt
atggcttgta
atacatatge
gcaacacaac
géatcgccgg
acgccaacct
tatggctaga
ccaagtacaa
ccctcgecat
ccgacagtct
gcgacctggt
tggcctacat
gggcaacgat
ccgacaacac
atacattcct
ccaataccaa
ctgtgccagg
tctegtetgg
caaccggcete
cctcggaggg

cgggtatcgg

1836

ES 2368 285 T3

tcctetrgeg
tgcegtegtt
tacggtcggt
aggaacacct
gaacaccggc
caatgccagc
ggacggcaca
aatcgataat
cgtcggttac
ccctcaggcc
tagtttggag
gggcgatctg
cgcccttacg
cccectetet
caacaaggtc
cgactgcgac
caccgtgagc
gtgtgtcttg
gcgcagtgceg
tttcaatcca
agccacaccg
caccgcagtg
aaccggcact
cgctgeggcg

cctacttctc

Aspergillus niger

gcgggcattc
cgtatgccca
gtgactttgc
gcgcaaaagg
aactcaactt
gaatcgtcta
aacctttacg
atgcagtttg
aagatttcga
ctcgtcgaca
gegtcgactg
cagactcttc
gagctcagcg
gtgtcactcg
tacgatgcgc
actagagagg
atgagtgagc
ggcctcegtge
tacgtcgtgt
ggcgacgatg
gttccctetg
cccacgctgt
ggctctageg
caagctacga

gctctgtaa

172

cttttgccca
ttgagcgcag
agaactggga
tatcattage
actgctcaat
ctgtaaagac
gtccttatgt
ggatcgccga
cctaccaagc
gcgétgccat
gctcectecet
cgatcattcce
ttgcgaccga
atactggcac
tcaacgcaaé
cggattacaa
tgattatcce
ctagccagcc
atgatctcga
atatcctcga
ctgtctcttce
cgggtgtcaq
gtggttcgte

gcaacccgat

tggcctgtct
gagcgcccag
tgcgacctat
tttggacact
cgacaatcta
cgtgggcaca
gaccgataag
gtcaacgact
cgagcatgac
taagtctgct
tttcggaggt
tgtgtatggc
ctccaactcc
caccatgacg
ctacgacaag
tgtaacatac
cgcaacggag
gggcgtgaaé
gaacaacgaa
aatcggaacg
tgcaactgga
aataactgct
ggctgaagcc

gaacctgctc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1479



atgctgtegt
ccttegecectg
tacgccaaca
gatétcgctg
,ggaaagcétt
gtcgactcag
gactgggtca
aagtggtatg
cccgacgecece
cagcccaacc
gcagccacdc
aagcagctgt
tttgccaget
‘ctggctecca
gatcagcttt
‘gtcagcgcte
gacctgagct
ggaatcctca
gacgaacaga
ggcagccgcg
ctcaccaacg
tgggtaacct
tccggcggc£
tacctcacca
ttceccgacg
cagttcgacg
gatgcgagac
gtcggaagtg

gggaggaatc

ctctccttag
tagccgcgga
atcctcaagg
gtttcgaaca
tccgcacccea
tccgcgactyg

agttccatac

tcagcgacgc

tggtctcgca
gtgccaccat
tggcccagaa
acaacatcgg
accttgagga
atgccatcgg
catcgagtga
ccgtccecat
ccccecgaccce
agcttaacaa
ctatccceccgt
gcgtcéctgt
acggcaccaa
ccgtcggege
tctcecgacct
agcacctggg
tctccgegea
ggacgagttg
tgagggccgg
agaagggtgc

ggttcggggg

ES 2368 285 T3

ccagggagca
gatcttcgaa
caacgaggtc
agccgtgatg
cgatgagatg
gctggaatcce
caccgtaaac
caagcatatt
catcaacatg
gcgcagcaag
cacctcccac
tgactaccag
atacgceccgg
ccagaacttc
cagcggcgaa
caccgagtac'
caacgacaac
ctccgaccte
cccctacgec
aatcttctcc
ccgcacgcac
aacctccaag
ctggccecgce
caacaagttc
gggcgtcaac
ctccgcgcecg
gttgcectgtg
gttgaatgat

cacgcctaat

gcecgtatcece
aagctatccg
attcgettge
gatatgtcca
aagcgcatgt
gcecggtgtcce
aaggccaatg
cgtcgtctgce
atccagccca
cccaagcacg
tgcgactcca
gcecgatccca
tatgccgatce
agegtcgtece
gccaacctcg
agcaccgygcg
agcaacgagc
ccacaagtca
cgcaccgtct
agcggcgact
ttcecctecetce
acctcccecg
ccctcctacce
tcggggettt
tacgctgttt
acgttcagtg
atggggttct
attgtgaacg

ggtagtcctg

173

tcgeggtgtt
gcgtcecccaa
aaatcgeccct
cccccggaca
tgctccccag
acaatatcca
ccctgctgga
gcaccctgeca
ccacccgett
ccgatgagac
tcatcacacc
agtccggcag
tcgagaggtt
aattcaacgg
acctgcagta
gacgcggcga
cctaccttga
tctctacctce
gcaacctcta
ccggcgtegg
aattcccege
agcaagccgt
aacacgccgc
téaacgcctc
acgacaaggg
gcgtcatcge
tgaatccgtt
gcgggagtgt

ttgtgcegtt

gtcgectgetce
tggctggaga
tcagcagcat
cgccgactat
cgagactgcc
ggtcgacgce
tgccgactte
atactccatc
tggccagatc
attcctcacc
gcactgtctg
caagatcggc
cgagcagcac
cggcctcaac
catcctgggc
actagtcccc
cttccttcag

ctacggtgaa

cgcccaacte

cgcecgectge
ctcectgccecec
ctccttctcee
cgtgcaaacc
cggececgegece
catggttggé
gttgttgaac
cctgtatggt
gggttgtgat

tgctagttgg

60
120
180.
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9b0
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



ES 2368 285 T3

aatgccacga ccgggtggga tecctgtgtcg gggttgggaa cgccggattt tgcgaagttg

aaaggggtgg cgttgggtga ggagggtggt aattaa

<210>
<211>
<212>
<213>

84
1437
DNA

<400> 84
atgtggctct

caatacttca
gatttcgaca
agtctatact
tggctgaatg
tttctatggce
acaaatatgg
gtggtctcag
acattcgatc
atcccataca
ggcatccaga
gtcaatcagc
ctttccgacg
tctcaattcce
gcttctctag
ccctggaace
agtgacgtcc
atcttcecga
cgcgtcatcg
ctggcgeagg
gagcgggagc
ctgggaaégg

gaaatcccgg

ttctcgtgtg
acaacaaaac
ttggcgagtc
tctggttctt
gcggcccagg
aacctggtac
tgtacattga
aatttgatgt
tgcagaatcg
tcgegtcgea
tcaatgatcc
accgctcect
attgtggcta
catcagtgcc
ctctcaaccc
cagtcggcgg
agaaagccat
cggccaacgg
aacagaccaa
gaaccctgat
cggtggagcc
cacatacaga

aatatgcacc

Aspergillus niger

cagtatcctg
caaagaattc
ctatgcgggce
tccatcttct
atgcagctct
ctaccgaccc
tcagcctget
agccagacag
aaagatatat
gatgcttgac
ctacatcaat
ctttcccttt
cacttcgttt
ctataatgct
atgcttcaac
cccecatcegtt
caacgcgtac
actggacaca
caataccatc
cagtatccag
gttgttcgtg
gcgtggattg

gggggcggca

ctgccacttg
gtcgtcaatg
tacctaccca
gatcctgatg
ctggcaggca
gtgcgcaacc
ggaacgggat
tttatggact
ctcactggcg
caggatgatg
gagctgccag
aatgacacct
cttgacgatg
agctgcaaca
cgctaccata
ggacttggtc
ccaacggact
tccectcecaa
attgcgcacg
aatatgacct
ccgtatggtg
acattttcga

tatcgccage

174

gagtagtcaa
gctctgctat
acacgccttce
cgtctgatga
tcatgctcga
cttatgcctg
tctcgettgg
tctggaggcg
agagctatge
atgagtattt
ttttgcaaga
tcatgagtca
cccttacctt
tctgggatat
tccececgacge
cgaccaacta
atttegtctg
gcéccctggg
geectgatgga
ggaatgggaa
gatcatcggg
cagtatttag

tggagttttt

cgcacagtct
tccttttgte
tggaatctcg
gatcaccgtc
gaacggcccc
gaacaacctc
cccgtctacg
gttcatgaaa
gggccagtac
ccgggttgcece
tgttgcgacc
aatcaccaag
tccaccecgt
cataaacaac
ctgecccacce
cttcaaccgce
caaggatgga
accgctgccg
tttcgagcetg
gcaggggttce
aggaggcgtg
ttcaggacat

gctggggagg

1800

1836

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



ES 2368 285 T3

gttgcgaatc tgtcgacaat tattgagcag gtgcagataa cagagcagaa tggttga

85
633
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 85
atgtccaaac

ctcctectta
aaagacacca
aacggcggat
acctgtaatg
tgtggagatg
gatgtggaga
gggaattgtg
ttagagacta
cacagattat
ttagcggctg
<210>
<211>

<212>
<213>

86

DNA
<400> 86

atgcgtcacc
gtccececgecg
tceccagecect
atatggggca
cgctcteete
ctgcgcaatc
gtatgggcgt
actccectaa

ataggacttg

1827

tcteccgetgce
ccceccccaac
actgcaccga
actacgacta
gcagtgactc
agagtgattt
gtccgggygcc
gtgggatggc
aattatactg
ctttgatact

cacattacta

tcttatcact
gctccattat
ctgatccceceg
tcgaaaaacc
cctceceggat
acgatgaggc
ctactccagc
tagacaacct

aaggacaatc

Aspergillus niger

tatctccaag
caccgcctac
tatcteccttce
cgcgggctca
gacactgatg
gttgtttéga
gttggagatg
tggtactatg
gaaatgttat
gtctatgggc

tgaggacctg

Aspergillus niger

gctggtgctt
cactccacaa
aaggccatgg
cgcatctcgt
tctggcgege
cgaggcattg
attcgtagat
ggcagagaga

tggatttgeg

ctctcecctet
ttctacaaat
tcacttgtct
ttccagatgt
tttgagatgt
cagccggtga
ccggtttggt
ttgttcggtg
tcatcaaggc

tgtacgagcg

tga

ctgatcgcat
ccacccgtcyg
atccgectcec
cgattcccac
tacggtagtg
gcccaggcetg
atccgactgg
atctatacga

tcctcgagtce

175

ccaccatagc
atceccgecct
acccctcecct
tcaatatcga
ataatagctc
cggaggagtg
ttgagttggg
tggggattct
tgaatacaag

tctectgactc

cggcecgeect
agcccgttca
gtgactggat
tcaacgattc
acgtcgtact
cagacattct
ccgaggaagt
cctatccatc

gacctgcgcec

caccactctg
cttcgtctac
gggtaactgce
tgctgcgtat
cggctcggat
tactgttgeg
gtcactattg
tgagggtggag
tgtaaccgtg

ctacaatgag

ggtctccecgee
ccttctectet
catcgagtcc
cccgcgecaat
tcgtttcage
attcctggac
caccgcatat
taaaaagccg

aaagttcggt

1437

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

633

60
120
180
240
300
360
420
480

540



gacctttttt
gcttccatgt
gaaattcceg
acaatcatcg
catgtaatgt
caggacttcg
gagacggacc
atcgatcttg
tgttcagaaa
cagtgggcgce
cactcttact
acgctcgaga
cacgaaatct
aacaaccccqg
ttttaccacc
tacgggttcc'
gttctgaaat
gaactcttcg
gaccgctccc
gaagataagg
gatgatgatg
acatacgaat
<210>
<211>

<212>
<213>

87
1251
DNA

<400> 87

tccacgagta
ttccatccca
ccctecegact
ttacgggtag
acacgctcat
actggatcat
gactatggcg
accgecgectyg
actatgctgg
tcaacgagac
ctcaaacaat
gcctggaaga
acgatgtcac
ggeggttctt
aagtgcacgc
tcctteecgtce
tgggatcctt
atctgtcaaa
cggcgtatct
aatgggtaat
atgaagaaga

ttcggcgacg

ES 2368 285 T3

tcagcectttg
tgtgcgcatg
gagcgcaggc
tagccatgcc
taccaagtat
gatccccacg
caagaatcga
gggcttcgaa
agacgagccce
acaaaacaac
tctctacccec
gctaggcctt
ttctgectge
ccccattggt
gacttattca
tgaacacatc
cctcatcgga
ggacgaatcc
acacaacgcc
ggtggaggaa
ggaagaggaa

acgctga

Aspergillus niger

tccgtcatta
attagegttg
agctccacceg
cgcgaatgga
ggcaaatcca
atcaatcccg
cagcggacca
tgggacggcg
ttcgagggaa
aatgccgaca
ttctectact
ggcctagcca
gaaggcatcg
ggcaactccg
taccagatca
atccccacceg
ggcgactcat
gatctggata
aacggccccce
gaagactaca

gaggaagata

tccectggat
gagtatctta
cggcgtcagg
ttggcacctc
aggccgttac
acggctatgt
gectacgcett
gtcggacccg
tggaagcaca
tcgtgagcectt
cctgeteccte
aggccattcg
tcacggccag
gtaggcagtgce
agcttcgtga
gcaaggagat
ttgacgtcga
gccgctattc
tgcccaacat
cagacgatga

catattgggc

gcggctgetg
cgagggtcgc
ccctcgtaaa
aaccgtgaac
ccgccttcta
ttatacctgg
ctgtceccgga
cgctaaccct
acaattagca
ccttgaccett
gatccctcca
gtacgcgact
tgcggcagat
gttggactgg
tcgcggaagce
ctacaatgtt
ttgggaatca
aaaatccaat
tgacgaagac
cgacgacgat

caccgaacac

atggctttcc tcaaacgecat tctcccgcetg ctggcectca tcttacctgce agttttcagt

gccacagaac aggtccctca tccgaccate cagaccatcc cggggaagta cattgttact

ttcaagtccg gcattgacaa tgcgaagatt gagtctcatg ccgcatgggt aacggagctc

176

600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1827

60

120

180



cacaggcgcea
agaacgtaca
gaggagatcc
gatacgctag
gggtctagca
gtggacaccg
aatgctgcag
atcgggggca
gtaggtgaat
attgtgagca
tcctatgegt
gccgctggaa
attactgttg
gtggttgaca
gccaccaaca
tatttgatgg
ttggctacge
ggaaacagcg
<210>
<211>

<212>
<213>

88

DNA
<400> 88

atgatcaccc
ttagggccag
tcaattcgca
ggttggctceg
cccttcecatg
ggacttttcg

aacccetggg

gcttagaagg
gaattgccaa
gcaaacatga
ttaccgaaag
ccgactacat
gcatcttgge
ggggtgagca
aaacatacgg
ccagctcgac
agaaccggac
ttaacaatgc
atgagaatag
ccgctatcaa
tttﬁtgcccc
cgatctccgg
gcttgcggga
ggaatgctgt

gcgtgtcaaa

1368

ttttgtcggc
agggggctga
tccaggagcea
acattggccc
atccccgaac
aagaagttgg

cctggaccaa

ES 2368 285 T3

ccgcagtaca
ttttgctggyg
ccatgtagct
gcgagectcect
ctatgatgac
tacgcataat
cgttgatgat
ggtttcgaaa
atcggtcatt
cagtaaggcyg
agttgagaat
agatgcagca
cagaégcaat
gggagagcaa
cacgtccatg
ccttgctacc
caccaatgtg

agggggtagc

Aspergillus niger

cctgttcgge
tcectttacg
gaatgactcg
gaagcatctt
gctatggatg
cccttgeecgg

gaattcatca

accgaagatg
tacgcggggt
tatgtggaac
tggggactgg
agcgctgggg
gagtttggtg
gttggacatg
aacgctcacc
ctggatggct
gcgataaata
gcttttgacg
cggactagcc
gcecegtgegt
gtactttctg
gctacacccce
ccagcggctg
gcgggtagece

gatgatggag

agcgtagtat
gtgtttcgeca
atctgtgatg
ttcttttggt
actgggggcc
attaatgagt

cttctttttg

177

accttcccge
ctttcgatga
aagatcaggt
ggagcatttc
agggtacata
gtcgtgctag
gtacacatgt
tactgtccgt
tcaattgggce
tgagtcttgg
agggtgtgcect
cggcttctge
cattctcaaa
catggaccgyg
atgtgacagg
caacgaccga
ccaatcttct

atgaggacta

atgccgctac
gcccacacte
ctcgttcacce
attttgaaag
caggagactc

ttgggaatgg

ttgaccagcce

cgggatcgaa
gaaaactatc
ctggtatctc
tcaccgtggt
cgcttatgta
cctggcatat
agcagggacc
gaaggtgttt
cgccaatgat
tggaggctac
ctecttgtgtt
acccgaegcc
ctacggctct
ctcgaactcg

tttgatccte

gctcaagagg

ggcctacaat

g

gcagaccgtg
accggcattt
ccaattcact
ccagaatgac
gagtatgatt
aacagatcac

agtcgatgtc

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

1251

60
120
180
240
300
360

420



gggttttect
gacatgcatc
cccgttcacce
atcttggaac
gtgggtaacg
actactaact
gcgaatatgce

atatgtcatg

ttgctaagga

gcggctctaa
caacaggtta
gcggacggca
ttcttagegt
gcgaactcgce
gaaattcagg
gtggacaacg
<210>
<211>

<212>
<213>

89

DNA
<400> 89

atgcggtttce
aatgtacaag
cccaccatca
aatattcatg
gcggaagacyg
attgctccac
atgtgggatc
tttgagggag

atggagaaga

2376

atatcgatga
ggttcttacg
tttccggtga
aaaatgaact
gattcatgtc
caggagtccc
cgcactgtat
cggcccagtc
tgacgacagt
ttgagagata
ccgaatacaa
tggtgtcgag
atcaaggcaa
tttcttggaa
tttcggtcgg

ctggacacct

tcacttattc
ctcgatcaca
agacaccctc
acaagcacca
catccgtaca
atgagcataa
cggtcggatg
tcttcagtat

aacgcccegt

ES 2368 285 T3

gggctatgag
attattcata
atcttacgca
gtataaagat
acccaaggat
atctectatce
ggatctatat
cgtctgﬁtac
cactgcacct
tttgaattcg
attcgtcget
ctcgaagcag
ccttgatctce
aggccagaca
tgaagggacg

gttgcgggac

Aspergillus niger

cctgcccttce
agctccaagt
acagcgggtc
gcggataaag
gtatctcgac
ggtcttcaag

ggcgcggatc

cgacggcgac

ggatgtcgac

ctgcctcatg
tccgagattt
ggccggtaca
agccccagga
gcaacgtteg
ttcaatgaaa
gacatatgca
gatagtgttg
tgtgagatcg
ccatctgttt
acttctgtta
atcgctttct
gcctgtaata
gaatttaccg
gacgaaacgt

tcaaagattt

attgcaagtg
gccatccgte
gatcaccttg
ctggagctgg
gcggacggga
gggaggagtc
tacttgaagc
aaccatcacg

cttcecegact

178

actcacgtga
ttcctcacaa
ttccttatct
taccgctgaa
ggtattggga
ctaggtgcga
ttcaacactc
tagggctcat
acgaaatgtg
gggaggccct
ttgatgcatt
tactcgcaaa
cggctggcaa
caaagccctt
cacgctttgc

caaactga

ctatctecgcet
atgtgtcgac
accactttgé
agcccaacca
acgtgcgacg
tactcgggcg
aggatggctc
ttcagctgaa

cagcgactga

agccgeggtg
acagttcctt
ggcgacccaa
atcgtgcttg
aacactgtgt
tattatggcg
agacceccgeg
ggccaaatta
ctatatcgaa
gtcgccaccg
tgctcaatca
taatgttgac
cctacgttgg
acttccgtgg

ctttgtgact

ctttggggtc
gcttgaccag
catcaccttc
tgacatcctg
gcacgagcce
aggaaaaggc
agagccacta
atcggcatac

ctatatgatc

480
540
600,
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368

60
120
180
240
300
360
420
480

540



ttctaccggg
tcgacctcgt
caaccgtatg
ggactcaaca
ctggcgtcga
ggtgttgcaa
tgggtcatca
attgggctge
acggcatgga
aagtggcgcg
acgggcaacg
gatggctcga
cagatctttg
acctgcgecgg
aacgccaacyg
caatgcacta
ctctcecgeca
gagtccggeg
gacgcgaaga
tgttcaagcﬁ
gacgtggcag
gacggcacga
agccgcgact
gcctgttecet
tgctacagcg
agcaacggcyg
gtcattggtg
gtaaaccgct

ccgtggeecg

attcggatat
gtcaagccga
gccaggcaga
agcgccaatc
ccattggtga

cggactgcgce

gtactgtcaa-

ggaatctgac
acatgccctg
gtgagcaatc
aggﬁcggact
gcacggtcag
ctcatgaatc
aggatctcga

ggaaatacat

‘tcggaaatat

accgcgacgt
aagactgcga
catgcaagtt
gccaattctc
agacctgcag
gctgcggeag
accagtgccg
ccttcagttce
tcaaccaaaa
actgcaaggg
tcgectgege
gtcgccggge

gcgctaggcec

ES 2368 285 T3

ggtgcgtcta
tcagctcggce
gaccgatacg
cgatatcgga
tacttcgggce
ctttaccggc
cagcgecgtcec
tatcaccgac
ctccagecggce
ggatgacaat
gtcatggctt
tggaactaac
tggccacacc
agcctecgtce
catgaatcct
atgcgcagcc
caccacctac
ttgtggcggg
caagtcggga
ctcagctgag
cggcaactcc
cagtggctcg
cagtgtgatg
ctcctgcgaa
cttcctcgac
ccaaaacgtc
cgtaggcgcec
tcgcgcgcca

tccceccgecg

catacggaac
ttcaacacta
tggggagcaa
agtgtgtctg
tgtccgagta
tcattcaaca
aatgtctacg
agctcatgce
aatctcacct
gcttattgga
ggccaactct
gtegtegtte
tttggcgectyg
cagtgctgtc
acaactggaa
ctgggccgca
actggcagcee
gaagatggtt
gctgtgtgtg

acggtaigtc

agtacttgtc.

ggacttgcct
ggcagtctcc
ctggtctgca
ggcactccct
gaatcctgga
ctgatccttt
aaacccgtcce

ccgcccatga

179

tcaggcggtc
accccaacca
tttcattgaa
gcaatgcggg
cgaagcaagt
acgagactgc
aaaagtcctt
ccgacaaccc
cccgactgga
ccctgatgag
gcaatagcga
ggtcttcegg
tccacgactg
cgttgacctc
cagacatcac
acagcgttaa
agtgcggcaa
gcggcgacaa
atgactccaa
gtgccagtcg
ctaccgactc
gcgctagtgg
tccacagcaa
cctccccgaa
gcggtagtag
tcaagaacca
tggccctgat
cgcgtccagt

accagtggcc

gtcgctegga
cecctgtgcecta
ctccttgtet
cggagtcaat
agctttgatt
cgccaaggaa
caacattacg
gcccgeggec
tctgttttcce
cgattgcgcg
tgcttctteg
ctcggattgg
tgactcccag
gagcacctgce
tgcgttctceg
gtccagttgt
cggaattgtc
caactgctgc
cgacagctgc
cggcgactgc
gttcaaéaag
ccaatgcacc
cgacacctac
gatcggcacg
cggctactgce
caaaggtatc
gacctgcatc
gccttacggg

ggcgcgagge

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



ES 2368 285 T3

tatcaaggct tagggaatga gccgccgcce ccgtatccag gtgtacctgg tcagecagta 2340
ccgcaacata tgcectccecca ggggcggtac gecttga 2376
<210> 90

<211> 1446

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 90

atgcgtttcc  taagcagtge agcectattec ggectggegt atgcctccac ccaggeggtc 60
ctccagccag aggaaccatc cgactteccgt acattccaca gcccatattc cccgcaccac izo
tcgatccgca tccgccagca gaatgaatca atctgecgectg cccattcege ccaatacace 180
ggctggetceyg acatcggccg taaacatctc ttcttctggt actttgagag ccagaatgac 240
cctgccaatg atccccltcac tctctggatg acaggagggc caggggggtc cagcatgatc 300
ggtctgtttg aagaagtcgg gccatgtcetg atcaatgagt acggcaatgg cacttactac 360
aatccgtggg gctggteceg gaactcctce ctactatttg tcgatcagec agtcgatgtg 420
ggattttcgt acgtcgatga aggagaggac ctgccgggceg attcgcatca agctgcaatt 480
gacatgcatc ggttcttgca gttgtttgtc tcggaggttt tcccgcaatt gcagactctt 540
ccegttcatce tttctggtgé atcgtatgct ggtcactatg tceccttacct cggcagtcag 600
atcgtccaac agaacaagct ctatcccact gagccccagg tecttetgca ctcatgtetce 660
gtaggcaacg gctactatté tcctcgecgac actacctacg gectactggga aaccctctgce 720
accactaacc ctggaqtccc cgagcccgtc ttcaaccgaa ccagatgcga catcatggcg 780
gccaatatgc cgecgatgcat ggaagtatcc gacgtatgtg ttcggaaccc cgatccaget 840
atctgccatg ctgcgtcgga ggtatgctac gagggcgtga tcggatggta tgatgacgag 300
tctggtgaag gtggtcggaa taggtttgat ataaccgctce cctgegeccct tgacggcata 960
tgctacatcg aggccgctcg catcgagcag tacctgaaca cacccgcagt ttgggctget 1020
ctatcaccac ccaaagaaat caaagaatac aaggttactt ccgacaatgt gtcgcogcogca 1080
ttcgatctca cttcagacac gatgacgcca gcgtectgagc aagtcegegtt cctgettgeg 1140
aatcaggtac atttcctggc gtatcagggc aatctcgatc tggegtgtaa tacggegggt 1200
aatctgegct gggcgcattc tctgccatgg agaggtcagg tcgagttcge gtcgaaggcg i260
ctgcggecat ggagttgggt agatgtggta tctggaaaag gtggagtggc tggaacgacg 1320
aaggaggagt cgaggtttgc gctagttacg gttgaﬁgggg cgggacattt tcttcctcaa 1380

180



ES 2368 285 T3

gatagacctg atatcgcgtt ggatatgatg gtgcgctgga tatccgggge atcgtttact 1440
gagtga 1446
<210> 91

<211> 960

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 91

atgacattgt tactcaactt ccacgcgctc tttacagtca ttcttgttge caatctttca 60
accagatgca gcgcactgct ctctggacgt gacttttgect ccacgeccage gcecccggtgag 120
tcactccgag cggagcatag gaggctgtat gatgtacagg cccaacgtga cagcaccgcc 180
gaggagagcc gggaggtggt gccttggatt gaaatcgaga catggtttca tattgtaagce 240
agcaatgaag cagcaaacac agtatcagac gacatgatca ccagccagct ttcctatctt 300
cagaaggcat atgaaagtgc gactatcacc tatcggttgg agggcataac tcgtcacata 360
aatgactcgt gggcgcgaaa tgatgatgaa ctggggatga agaatgccct acgaaggggce 420
aattatggca cattaaatgt ctatttccaa acagatctcc aggcgtcatc cgacgagaat 480
tctcgggact atccaaatga cggtaaécga cgaacagatg tgtcagatca atcatcatca 540
actgtcctag gcttctgtac gttgcctgac ccgagtgtga attccagcag ccctcgttece 600
agctacatca aggatggttg taacgtgtta gcggatatca tgccgggtgg tagtttagcg 660
cagtacaaca aaggcggcac agcggttcat gaggttggcc attggaatgg gctgctgcat 720
acgttcgaag gtgaatcgtg ctcccctgat aatgaaggag attacattga tgacacccecg 780
gagcaatctg agcctacgag cgéatgtccc gccgagaaag attcatgccce cgatcttect 840
ggccttgatg ctattcataa ttttatggac tattcatctg atgactgtta tgagagtttt 900
actccagatc aagcggagag aatgaggagt atgtggtccg ctatgcggga agggaagtga 960
<210> 92

<211> 1920

<212>- DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 92

atgcatgtct cacttttcct actcagtgtt acggcagcgt ttgccagecce aacaccccat 60
aactatgttg ttcatgagcg gcgcgatgca ttgcccagtg tctgggtaga agaaagccgg 120
ctggacaaag gtgccctact gcctatgcgg atagggctta ctcagtccaa cctggatcgt 180

181



ggccatgatt
tccagcgagg
acctggattg
tggctacagt
atctacaccc
gaaaccatcc
ggcacgccect
ttagcaccac
ctggcggtaa
acaaagggca
ctcaaccttt
gactccatcg
ctggacttcc
gacgacccca
gccatcgacg
tccccaggeg
tccatctcect
cacgagttca
ggcgtegect
ttcccageca
gacgcagcca
aatatctacg
agcgacgacc
gatggggtat
atcatcatct
gcgttegegg
gtggggtttg
gggtcgaatc

acggggttgg

tattgatgga
aggtgcacga
aatccgceccgg
tcgatgccca
atgccgacac
aatcgcacat
ccaaaaagag
taccaatcaa
ccccagactg
acgagctcgg
tcttcgccaa

acggcgccac

‘aaatcgcecta

actacgaaga
gctcctattg
gctactcctc
acggcagccc
tgaaactcgg
ccagcacggg
catgtcccta
aggaccagga
cccgaccatc
tcacctacce
acaaccgcat
acaaccaggg
ccatgttgac
tgaacceggt
ccgggtgtag

ggacgccgeg

ES 2368 285 T3

ggtgtctcat
cctatttgec
aattgcﬁcca
tgcaagcgag
gggaagttcc
cgactacata
agatgcagag
tatcacgaag
cattcgagcce
catcttcgag
ctttgccagce
cgccccaaca
cccaatcatc
caactacaac
caacgaaaéc
ccccaagcaa
cgaagccgac
ccttcagggce
cacctgecttt
tctcaccgca
aatagcagtc
ctaccagaac
ttactactcc
cggacgagga
cgaagcgaca
gcgcattaac
gctgtatgaa
gactgatggg

gtttgaggat

ccacaatcgt
ccgtcgaatg
agccgeatct
gttgagcagc
catgtgacat
acaccaggag
aagcgctctc
attttcgacg
atgtacaaca
gacctaggag
gacatcccac
gacgtcacca
tggccccaga
ttcaaaggac
tcctctctag
tgcggecgtet
ctccccatcg
atcagcgtgg
ggcgatgcag
gtaggaggca
acccgcettee
cactccgtgg
ggagtaaact
taccccgatg
ctggtgggtg
gaggagaggc
catcctgagg
ttcceggttg

ttgatggata

182

ctcgctacgg
aggccgtcga
cgcaatcata
ttetgcagac
gccacgagta
taaagatgct
ttggcagtct
acccgctagce
tcaccaaagg
acatctacag
agggaaccca
acgccggcece
acaccatcct
tcctcaacaa
accctcaata
acacccccac
cctaccaacg
tcgtegecatce
acaacgtctt
catacctccc
ccteccggegy
agacctattt
acacagactt
tttcagctat
gtacgtctgce
tggcgaaggg
cgtttaggga
ctggggggtg

tatttgtggg

aaagcatctc
gaccgtccga
caacaagcag
ggaatactac
ccatgtgcce
ggaagtgcgce
gceccccaatce

acactgcgat

aacaacagcc

ccaagatgac
tccaaccctc
cgaatccgac
ctaccaaacc
cttcctctac
cccagatccce
aaacgtaatc
ccgccaatgce
gggcgactcce
cgtcccagat
cctaggcgca
cggcttcage
ctccactacc
ctccaacaca
cgcagacaat
cgcggecgecyg
gaag;ccacg
tgtgactgtt
ggatccggtg

tgatgattga

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

1860

1920



93
111e
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 93
atggcttcca

ttggacctag
gacaccggat
gttagegggt
aacgacagca
acggttcccga
tgggcggccet
aatactacga
gccatatatg
gtgttcacct
aagatgctct
aactccgatg
ttcaacgtcg
gccctaacgce
ttcaatgata
' aatttgaccg
cccttcaatc
tatgctgtat
gctectttga
<210>
<211>

<212>
<213>

94
1245
DNA

<400> 094

agaccctccet
atatcaaggt
catcaacact
actcccgaca
ttgcttacag
acaccaacgt
tagcagccga
cagccgtcecga
caggttcagg
ttggtggcag
ccecectttga
gccaggeect
caggtgcttc
ctttctcata
catggtcgat
gtgatcagct
catgggacag
tcgacttcgg

agaaggaata

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

actcattccg
agaccttgga
ctgggtgett
cggctacaac
cggaggcact
ctcatatcge
tgggttcatc
acagatgatg
ggaatcgacc
ccatgaggaa
aatatacaaa
gtcaagcgac
atcgataagce
cgctgacatc
ctcttttaca
ggcegtgect
ctacaacacg
atcattcgac

cctgccgage

Aspergillus niger

atgtttccct gectctegtat ttggtctctg

gcactggcca
accccaggtg
gatagcaatt
ctcacctcta
gtcagcggct
cagagctttg
ggcctggcat
caggatggac
gtgaccaacc
acctatgcgg
acaaatctcc
gtcctgaact
attcccaacg
tcatctggat
atgggcttct
ggctatcagg
attattggtc
ccggagacat

gcttga

cageccgctcet
gccecgtttga
gtacagatga
ctggtgtcaa
tcactgccac
ccgtcattac
cgtctaccat
ttttggatga
ctaatccgga
acggggaact
ttggaattca
ggtacggcca
accagattga
accgacctct
atggcgaggg
acgacgacca
agcattggtt

acgatatacg

gggaagtgta
ttcgacgtac
ttétccaaat
cttaggtgtc
ggatattcte
cgacagtacc
cgcattcaag
acctcgattc
gaataatggc
gcaatggatg
gggacacaac
gactaatcta
ggcgatgtat
gtgctccgat
tgtcaccttc
ctgcttcect
gagcaatttc

tgttgggctg

ctcgttgcag ccgccaccge tagtgetgta

cccaccagtc tggccaccac gcacctgcaa tcggttgact tgcttctgac tcgcagttct

183

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

1020
1080

1116

60

120



tacgggtttc
gactggacct
acctacgatt
atcaaccaaa
gagcccgcag
accaccatcc
ggagtatatg
taccaaggat
gacaatgcca
'aécacctctc
aacacgctgg
cgcttctcta
caagccgccg
tacggttacc
ccaaataacg
ccgetgeggt
gtggaggtgc
ggagcgatgg
gactttgaga
<210>
<211>

<212>
<213>

95

DNA
<400> 95

atgcatctcc
atcccataca
cgtegtttcc
gccagcgatg
ttcaagattg

ggtagcgaca

1443

ttactgacat
ggaccggecca
gtctcaacgt
ctgaccagta
cagccgatgt
aagcagccaa
gactctcacé
ggaggagcgg
ccaaagcggt
acgtccéggg
actttgtcta
tcggagacga
ttgcecgegtt
agcgtctagt
gtgagcaggg
atgagtttge
tggcgaacgg
taatgggaaa

agttgcaggt

cacagcgtct
ccatcaaact
tgccagtacc
agtccctgtce
tggtagcgga

tttcatacat

ES 2368 285 T3

agcccttgga
ctatgtggtg
cgatcagaaa
tggctatctt
ggcgacggac
tttcgtcttce
tgtetettecag
cgcctggcac
atgcagtggt
agatatcacc
tgegecagcee
agagcaagag
cgaccacgect
cgagctggtc
attctatcag
cgggtcagag
aaccaataag
ttttggcgag

ggggattgca

Aspergillus niger

cgttacagca
cgatacgtcg
aaaaccaagc
actgaacatc
aactcectct

ctctgtegtc

actccgggtce
accaccttgt
attttcaacc
tactgggatc
atgctgcgca
aacgagacta
ggtgacaatc
tctccaattg
tacgacggcc
tggtacgaca
gtgattaatt
ctcaacaaga
tcgtatggtc
ggggcaaaag
ttcgattgcecce
cgggcgtggg
tgcaccttta
acatttgcca

gacttcgcegt

gcgtgtcttt
gacgacatct
gatgctctag
aaaaggéttc
tggtctaaca

aacattgggt

184

agagcctgcec
gctacaacga
agactttgtc
ccaaccactt
tcggtceccac
ttagcgcatt
gatccgtgca
tctcttttat
ttcagacact
tcattgtcac
attgggegtt
ccactactct
gcggtgcccece
ccgtcacgcet
ggaactcgag
agattgtgcc
atgtacgcac
ttgataagta

ggtaa

gcgccagtgce
cagcccgtga
cagacgattc
ccgttegteg
ccgecgcetet

ctgatgagaa

gtatctggtt
tcececaccgece
atccactttt
ctactttacg
cgcggtgaac
ccetttecteg
agcgtccttce
ctactgccac
aggcggatac
ggaggcgatc
gaacctcacg
ggatggaaag
agtgtctgtg
ttccgatccect
tttactgcca
cgagaactat
cctgggagat

tgtcatgttt

cacggctttc

ttcattagcet

cacctcatct

tgacaatgat
¢gatcaagat

atctatgtac

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860
1020
1080
1140
1200

1245

60
120
180
240
300

360



atgttgctcg
ccctgcacga
gaagagtgga
ctcacgattg
aacttcgagt
tacgacaacc
gttggctteg
gacaaggaca
tggcgcattc
tcagccatca
ctgcacagtc
acaactacta
tacgtgggag
ggtgatgaca
tacgatgagt
tctacgagct
acgacgagct
attceccgecte
tag

<210>
<211>

<212>
<213>

96

DNA
<400> 96

atgacgtctt
ctatcgagcec
gtccatattg
gacagctact
gatcttacgce

gacgatgaac

acacaggecgg
tgcacaatac
gtgtgggcta
caaatgtcac
cgtacccaat
caacattcat
cecctttcacg
agtacaccgg
ccgtggacga
tcgataccgg
tcattceccegg
agctacaagt
caacttcagyg
tctggctect
tacgggtcgg
ctggaacaag
ctgctagctce

ctcagtattt

1401

ctaccttgcg
agcgagatga

ccaagcggga

ggatgaacgc

gctcaagggt

tctgctcecga

ES 2368 285 T3

ctctgatacc
cttceggttcg
tggaactggg
tgtacgcatg
ggacggcatt
ggatgccgtt
tagccccgee
cgatatcacc
tgtctatgtt
aacttcttat
cgccaaatct
ggcattctét
ttctggatgce
gggtgacacg
atttgcagag
cagcacctcg
tagtagttca

cttctctgct

Aspergillus niger

ccttgecegtce
ttcacttgtg
tagctccaag
ctcaattgga
cgagcccgca

attcggectte

tgggttttcg
gacgattctt
tctgtcagceg
acttteggac
ctcggtcteg
gcagaaagta
aaggatggca
tacaccgata
ggcggcecactt
gctatgctgce
tcggggaget
ggtgtgaatt
gtttcgaaca
tttctcaaaa
cgttcctecga
ggatccacta
tctgatgetg

ctggcgattg

gcgttggett
gttccatttc
acagtagaag
acccctgege
tacacccteg

tacaaaccca

185

gttccaactg
cgacccttga
gcttgctagg
ttgcttccaa

gtcgaaccaa

.acgttttcaa

cggtcagett
ccgtcecggatce
catgcgattt
cttcaagcga
accacattat
acaccatctc
ttatcagcga
atgtgtatgc
acaccacctce
caacgggcag
aatcaggaag

cttccttcat

tgtcaacttg
cttttggcaa
ctcctctagt
agtcactaag
atgagaatta

ccgattcatc

cacgtccaca
aatgacatcg
aaaagacaag
cgcatcggat
cgatagttcc
gtcgaatatc
tggcactact
ggacagctat
ctccaacaaa
ctcgaagacg
tccgtgcaac
gccgaaggac
cgacttattt
tgtgtttgac
tgcgtcgaac
ctcaacgact
tagcatgacc

gctttggete

cagcagtgcc
tcttgaggat
gatatatggc
tttcctacta
cgaatgttct

cacttatcag

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1443

60
120
180
240
300

360



catctcacct
actcttggag
tcctacagct
cgcggcecctca
cccagcatca
tccttegeag
caactaacca
atgctcagaa
accgacctta
ccctgecgece
ttctctgtgt
ggcattcagg
agacggatgt
.gatgatgatg
ttgcctagtg
acagggacgg
gtgccgacgg
gctgttttge
<210>
<211>

<212>
<213>

97

DNA
<400> 97

atgatgcgac
aatccctatg
gtatccatcg
gctagcacga
gctgccgaag
tcgtgggaaa

gaggtcacct

acacacagag
atcacgcaac
ccctecggtcet
ccacctcecce
tctttggagg
accacagcat
ccaacaccaa
ccgaagaact
acataaccat
gccaggaaac
cctgggatga
cccaggattc
atgtcgctgt
atcagaatgg
ctgtcgggga
cggctgcgac
gtctatcaga

aggctgttta

1632

cgatacttct
taatgagctg
acgtgggcag
tcctgatgag
caggcacgtt
caacttactg

tagggtcgtt

ES 2368 285 T3

acacgatgca
céacaatgtc
ctcctecgtce
atccttcagce
catcaacacc
caccaacaat
cgataattcc
aatcacctac
ggacggcgtg
cgaatctcac
gctcttegtce
agattacaaa
ggattataat
aggtgaagat
ttggccggcet
gttgacattc
gttgggtagg

g

Aspergillus niger

ccccctactg
gtcttcccaa
caaccagcag
cactctctgce
caaccaaaac
ggccgtcgag

tgtcgtcecce

ggtgtcgact
ccactggaca
aacaccagct
ctaatcggcg
tccaaattca
ccattcgtca
acctacccta
ctccccaact
atctccactt
acaatctctc
ccgtggacgc
actcgtgcgg
aatcagtttg
gagattgtgg
agtgttacgg
acgacggcga

gcgtttttgg

ggggtattte
gcctacggtce
acggtcgatc
acgaacaaaa
acctccacca
ggtggaagcc

aatgtgagct

186

actcctacct
tgtatctttt
tccectacat
acaacggaaa
acgggccect
ccgtcgaagc
ttceectecte
cgaccgtcca
caagattcta
tagccatcecgg
gtgacggact
agctgggtgt
tgggcgttge
agattggcac

cgtatacgcc

cgtctagcgg

tgccgggggt

tgcagaccte
cagatggccc
tttaccccgg
ccctgtcatce
ctgcctacac
aagaggctgt

tcgaagccat

tgataccata
gtcctacatt
cctggtcgat
caccaccacc
gcaagcctte
tgactccctce
cacccccatg
atccctctac
cggggtcctt
caacatgacc
atgcaagttce
tcectttetg
gacgctgaag
tgggacggcyg
tgctgettct
dgggaggtgtg

gctggggatg

ctcggecatce
gtggcaggcc
agccaactat
cacctgctac
caccgccage
gctcggcegat

ctaccagacc

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1401

60
120
180
240
300
360

420



taccagacct
ggtccgtaét
ctttactcgt
cccaaaatcc
gtgagtgcgce
gggctgggtg
ctccaaagca
atgtaccttc
tccagcttag
tccgcecegeat
atcaagattc
gtcacctact
cagtccgceat
gcacaggccc
acgtcgct;t
aaaacatccg
attggcgtcg
ttectgtette
atgtttaggg
gatacgaaga
gagctggggt
<210>
<211>

<212>
<213>

98
DNA
<400> 98
atgcgtctta
ctccatcccee
acctcgcegg

ttaccctcac

2535

atcccaatgg
tgtcggatac
ccaacgacat
caggctccecct
agggagtagt
ttgcggeggg
gtggttcggt
cccaggcgac
ggctatactt
acctctecctt
ccttttecca
tccecgtgett
tcgttggggt
ccggecccggg
ctgcctctaa
acaactcgag
gggtgggtgt
gcegtcgecg
gctttgcgga
tgcataagcc

ga

caggtggtgt
atcgttcecta
ccgacgtcgce

atcatacctt

ES 2368 285 T3

catcgcctat
cgtctccaat
tececgtectac
gatcttggag
gtcttcgagt
ttcectcectecce
tcaggccaag
atgcgatgcc
ctgggacacc
tgtgttcaac
gctcaatctt
cctcactacc
gaac£ggttc
ttacgccagt
cggtacctgg
cagctccaag
cggtggagca
cggggcgagt
gctaccggga

gccgcaggaa

Aspergillus niger

cgctgcgget
cgagacccat
ccaacgacta

ctcgataccce

cctgtetegg
tcgacggtcc
tcgtacggca
ggctacgata
ggtcttttgg
ttcagcttca
accgtccaga
atcacctcca
acgagcgatg
atgaatgggg
acgctgcaag
tccaccccgg
aacgggaaca
gaagacatca
gaagagacct
agtggcetgt
gtgttgatcg
caagaggcgg
ggtgctcéca

atgatggcett

ctgggcctct
gattacttcg
ggtgctcgece

cgtgaaaaca

187

tcggcagtct

tgaacatgat
tgcatatcgg
agagccgagt
aacttgaatt
acaacgaaag
ttgatccaac
ccatgccgat
attatctgaa
tcaacaacaa
aaccgctggt
tgctcggtceg
actcgggcac
cccggatcéc
gggctacgta
cttececggtge
cagcaggtat
ctggagagca
gtgaaccggc

cgcaggaggt

gcgectgctge
ctctacacct
acgaaggccc

gtgacgatgt

ggccctgggg
cgcaggatgg
gtcggtagac
gatcggagac
aaaggatatt
tggcttgttt
caagccctac
ctccttcaat
tatcacgtct
gaacattacc
cgatcaaaac
agcctttctc
atggtttctg
agtgagtgac
ctggggcatc
caaaattgga
agccattgca
acggaggtcg

gaaggagttg

agagcgatac

ctcecgettet
tgatgaatcc
cgtcggagaa

ccatgcgetyg

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1632

60
120
180

240



ctggatcaat
cttccctcci
gctccccaga
gtcaacactc
ggcatcgcgg
catgatctta

gctattgtcg

gcgggttett

cgccacggta
ggtgttgegt
actgatgagg
tggggtccct
atggtcaatg
ggtaacggtg
agcatcacgg
tcggecgcaac
gtcggcacag
gcgggaaccyg
tatttgatga
aagaacggga
gtgaaacggg
cagcggéttg
acggaggata
aatgttaacc
gtcagtcacc
accttcatga
aaggacacca
ggcgaggcga

gaccacagct

tgcgcgatcg
tggtcgggcg
gaaagctcca
agaatgaccc
accccatctt
acgtgacggg
atgacggttt
étgactataa
ctagatgecgce
atgatagtcg
ctgcggctat
atgacgatgg
gtatccaaaa
ccattcatga
tgggtgccat
tggtaggttgce
acaagtgctc
tggcgctggce
ttgaggcggce
agaagttcag
cagagacctg
agcatgagat
tgttgaaggg
acacccgccg
tcagtacgcc
gcgttgctca
atgtcaacga
ttgacggagce

atgaggaagg

ES 2368 285 T3

tcggaggtta
agacgaaggt
taaaagagtg
ccaagcgett
cggcgaacaa
tatctggctg
ggacatgtac
cgacaaagta
gggtgaaatc
catcgctggt
taactacgcc
cgccacaatg
tggtcgtggt
cgataactgt
tgatcgggag
ctacagcagc
gactacccat
cctcagtgtg
agtgcctgtt
ccatgactgg
ggatctggtg
cccacagggc
agccaacctg
aggcgatctc
ccggcggcca
ctggggcgag
gcatactgag
cgagcagcct

aaacgtggct

cgccgecget
ctaggtggca
ccgccgacag
gcggcgcaga
tggcatttgt
gagggcgtta
agcaacgatc
ccagagccga
ggtgcggcga
attcggattc
tatcaggaga
gaagccccgg
ggaaaaggct
aactttgacg
ggtaaccatc
ggcgccagtg
ggtggaactt
cggccggaac
catgaagatg
ggatatggta
aagcctcaag
gagcagggct
gaacggctgg
agcgtggagt
gataatcaag
tccgggattg
caattcatcg
ctccaccccea

accacgagca

188

ccggagatga
ttctttggte
gatatgctgc
aacgcattgc
ataatactgt
cagggcaggg
ttaggccgaa
ggccgegett
agaacgacgt
tctecgecacce
acgatatcta
gcaccctgat
cggtttttgt

gttacaccaa

‘ctcegtatte

atgcaattca
cggcggccgyg
tcacctggcg
atggaagctg
aggtcgacac
cctggctcca
tggctagttc
agcatgtcac
tacggagcecce
aggtgggcta
gcaaatggac
attggcgact
tgcctactga

tcagegecegt

cgccgectgte
cgagaagctg
cagatcgccece
Actcggaattg
tcagttgggce
tgtcacgacg
ctattttgcg
gagcgatgac
gtgcggggtt
cattgatgac
ctcgtgttcece
caagcgggcce
gtttgcggcect
cagtatctac
ggaatcctgce
taccacggac
cccgcecteget
tgacgttcag
gcaggacaét
atatacgctg
ttccecetgg
‘gtacgaggtg
ggtcaccatg
tgacggtcgg
tgttgactgg
tgtgattgtc
caacttgtgg
acacgatgac

tcccacgaaa

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

1860

1920

1980



accgagcetgce
acétccgcga
acccctagta
atcctgccett
gctgcgatcg
cgccgcaaac
gaggatgagc
ctgtacaatg
gaaccgtatc
cattctcgga
<210>
<211>

<212>
<213>

99
450
DNA

<400> 99

atgaagacct
ccecgttgaca
gatgtctctg
aataagggct
accattgcag
cagacagtca
gccatgaaca
actgaggtgg
<210>
<211>

<212>
<213>

100
891
DNA

<400> 100

Asperg

ctgacaagcc
tgccgaccgyg
cagaggcaag
ccttcttece
gctccatcat
gtattcgcga
tacaggcaat
cttttgcggg
gggatcgggg

gatga

tctctaccgt
gcgctgaagc
gagcttcctt
actccaactt
gctggaactc
acattctggce
ccctcaccaa

atgtcagtct

ES 2368 285 T3

cactggtggc
tagtcttaca
ctcaacacca
cacgttcggt
tgtgttctgce
cgacagccgg
gaacggacgg
cgagagcgat

gatcagcggc

Aspergillus niger

caéctctctc
cgceggcace
gaccaccgtc
cggctcectt
ﬁcccaactgc
cattgattcc
caaccaggcc

ttgcgcataa

illus niger

gttgatcgec
gagcccatcg
agtccttctce
gcgtcgaagc
attggcctgg
gatgactacg
tcgaaccgtt
gaggaaccgt

gaacaagaac

ctegctetcect
accgtctctg
tcctgctcgg
ccgggcttcce
ggcaagtgct
gcacctggtg

cagcagctgg

cggtgaacgt
atgatgaaga
cgaccaccgc
ggacgcaagt
gcgtctactt
atttcgagat
cacgtcgecg
tattcagtga

gggagggcge

tctectegge
tctcatacga
acggtgccaa
ccaagattgg
acgccctgac
gcttcaacat

gtcgtatcga

taagcctaca
actccagaag
gtcagatagt
ttggatctac
ccatgtgcag
gatcgaggac
gggtggcgag
tgaggatgat

agatggagag

tctggeccegea

cactgcctac‘

cggcctgatc
aggcgcccct
gtacaacggc
cgctctggag

agctacctat

atggctcaaa tattctggct ttcactcttc ctgcttgtct cttgggtcag agccgagtcec

aaccgcaccg aggtggacct gattttccca agaaatgata cctttgegec aatgcctttg

atgccggttg tattcgccgt tcaagcccct tccgtegecec ataaagttaa tacatacate

189

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2535

60
120
180
240
300
360
420

450

60
120

180



gagtacggct
gtgtccgact
aataccactg
gaagactcga
agcctcaaca
gacagggtta
aatagcgaga
aggattccac
gcégatgcca
gaggttgagt
ccegetgtga
ggccatgectg
101

933
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 101
atgggtggtc

gttaatggcg
accaaccaat
gttgcegteg
aagggatccc
gttgagtaca
acctacactg
agtcaggctg
cagaccggtg
tggtacccgg
gttgccattg
accggccaga

gagtggattg

attacccagt
caacaaacga
gcagctggga
gatactacaa
tcgacaaggt
ccttcagcac
actgcgataa
cccagttace
ggctaaattce
ctaatatcct
gttgcaccac

tatggcttat

gagatgtcge
ttgtctctgg
tcttcaagaa
cagectccceca
gacceccteca
gctccaactg
cggtgaccgg
catctgecctg
ttgacttcac
attacgccta
tggagtccta
aggtgtccaa

tggaagactt

ES 2368 285 T3

aggccgtceca
aaccacttat
gctgttttgd
ccaatcctac
ctatgagggc
tcgcgaagat
agtctcgtet
ccaagaagat
aacttcaact
ggccaaéatc
tgaagaaacc

cattacgcta

Aspergillus niger

cattctcagc
gatgttccaa
gaagttcact
gcgtggcectce
ggcagttgct
gtccggtgec
caccttcact
ggttggtatc
cgtgaccgac
cgacttcagc
cacctcgact
ggagctgtcg

cgaggaaaat

aatgaaacag
ttcagtgtct
aggctgagat
ccctggatat
tttcactaca
gctagccaac
cttgctctat
attgataccg
tcaagcccct
gcagacaatg
aaggaaggca

gcttttgect

aggcactttg
cacacagtca
gctgecaattg
gaggecccgcec
agacctgcat

gtgctggtgg

gtccctgagc-

gacggtgata
ggagaggcct
ggcatcgaca
accggtattg
tccagctcca

ggttcgectcg

190

ttattggcca
ctggtatcgg
ggaccaattg
cctecceccata
cagcatacaa
ccaacctcac
tgtcgattgt
tgtcaatgtg
gcagcgttag
aatgcaataa
gcgcgagcag

tcetttteta

ctgtgacate
cctcttcace
ctactgccat
tcaaggcccg
caaccaagaa
agcctcecte
ccaccggcaa
cctatggaaa
cgttcgatgce
tctcggcagg
ccattattga

gcctcggtgg

tcaacctggt

gaccgaccat
cagaacgttc
ttcaatctca
caﬁcgacggt
tgtcattgtc
gaccctcacc
ggactceccta
cccacaacte
cattagtccce
cgcaéttcac
ccatgaccac

a

ctcacaaagt
cagcttcact
tttcgcaagce
cggcagcagce
ccagaccaac
tgctgcagcg
ctctggaggc
cgccattctt
ctggtatgag
céatgagatc
gaacaagagc
acagaacgct

ggactttggce

240
300
366
420
480
540
600
660
720
780
840

891

. 60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780



ES 2368 285 T3

accgtcacct tcactggtge tgttgccaag gecggegggtg gtgagagtgt tggacttacce

gatgcgacca tcatcgagat tgaggagaat ggccaggttg tcactgacgt taccatcgac

agcgactctg aggtgaccat cacctacgag taa

102
2046
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 102
atgcgctgct

Cccttcgcac
tccecgacegt
ccttctgtcg
ctctacattg
' gagtaccatg
ggtgacggta
gttgccacgce
tacgtctcca
gcgcagtgga
tatctccgtce
acccaatggg
caagaactct
aagccatact
tacgaaatga
aactcgacga
ggctccggtg
ctcaaaggcg
tcggcgaccee
agcacctgga
taccgecttca

aagcagctgg

ccctcatctce
acactgcgaa
tgattgecte
ggcagaaagg
ccaacacaga
cctccttecte
actctgacat
ctgcagtgga
ccgccaacaa
acctcacaaa
ctgcctggte
acggacacgg
ctctct#cgc
actctcetgg
cccgggaaga
tcatgtccgt
tcaagcaatt
gcaccagcga
tcaggtcccce
gcatccgctc
cggacgtctt

gcaattcgtc

Aspergillus niger

ccttctaggce
catgggcatt
caagagcagc
cgtgttcatg
tggcagtaat
cccggatgta
ctaccgcgta
agactccgtt
catgaaggca
tacacccacc
tcctgatggce
cgtaccgacc
catcecgteec
atctccgaaa
cacctacaac
agacttcgag
ccctcagtac
gggcttctac
ggcgtggtct
ggggtacaag
ccctcaggtce

catcgtgacg

ctggcggcca
gataacatgg
ccctcaactg
atgaaccgca
gaacgcccac
gaatggatca
cggaccaacg
gttatctcte
aacatctgga
actgccgcca
gaatggatcg
ttcctecggee
aatggectctg
tggtcagcag
gcccatcgtce
acaggcaccg
ctggacaaga
acgaccgcgg
cccgacggca
cagctctaca
tcgcaccagg

ttgaacacaa

191

tcececggecct
tgaaagcaca
ttcectacctce
ttgctectgyg
tcctctccaa
ccttcaccag
gctccgatcet
ccaacggccg
tccttgatct
actcctccect
ccttctectte
gcacgggcetg
acttcegtca
acggtaaacg
;agaaaccat
atgtgcgcgt
acggcaccat
gactctacgt
agcaagtagt
gctgggacag
agcgcecgtcegce

ccggaggcga

tggaggctgt
cgctcacatg
ctctagcacc
cacatccgag
ccccgtcéac
cgagcgcaat
ccaggaattg
cctggcagcec
tcagaccggce
caiggagagc
ggaccgcaac
ggagacgacg
gatcatctce
catcgtctac
taccacagcc
ggaagtcgcc
cgcctacace
caacacgacec
ctacgaaaag
tgactgggac
catcacacag

cttgcaactc

840

900

933

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

1020
1080
1140
1200
1260

1320



gtctacgacc
taccagccca
gagacgagag
gaggttctcg
ccgagtttet
acctacggca
accgtcctaa
ctattcacac
acagatctcc
gatggacgga
ggtgatacgt
aagttgatga

ctttag

<210> 103
<211>
<212>

<213>

DNA
A<400> 103
atgcctccgg
ccacatcctg
gctattgttc
agtcaaacac
gtataccatc
aaccgaactg
gtacctgtca
ggatccggag
ccagaatcac
ccaagagggg
aaagcgtggt

gatactcgat

ccagcacggc
gctggtcacc
aagcctcagg
tgaacagcag
cgccggatgg
acgccagcga
ccacagaatg
gcaaaaccag
gcgtgttgac
ttatgtggtc
tccagccgta

ccaactcgat

1875

atgcaaaatc
‘ccaagggaaa
aattatgtgg
ttgatgatga
catgctttgg
atggtgaagg
cagatgcgcg
tgagcatggt
caagtgcaga
tcaacaacac
tactgcagtc

gggcaaggta

ES 2368 285 T3

ggactttgtc
ctgcggcgag
cggatggatc
ctactccatc
caagaaagtg
gatcgggcetg
ggacaatctg

cacgtacaat

gagcagcggt.

taccggcatg

tgggcaggtt

gtgggaagat

Aspergillus niger

gectggcetac
agccattcga
taatttccac
gtcctttaaa
tgatcacgaa
gtcaaaaatt
atatggtggt
ctttagatac
ttcagcgagc
aacacctaat
agaggcagag

cgaagctttt

agcgatgacg
tggctegtcet
gtgcgggeea
accgaggatg
gtgtatcggg
cgggtgctag
ccccagttct
tacgatgtgt
gctaatgatg
tatgggttcc
atgattatgg

tcgatgcegt

cagcctggta
ttcectecttt
aaaaatagga
tgggaagatg
tgcgctcget
gccttggegg
gccattctte
gggaaagcta
ggaaagtatt
ttttcctget
ggtctacttg

gagcggctac

192

aaaccacagg
tcggcgtegg
ccgccaacgg
gagccctgaa
tttggggage
acctcgagac
ctcecgatgg
gcacgatccg
cgcatgcggt
ggtttgagtg
atgcggatgg

tgttcttgce

tggcagtatt
cccttgeatt
gcgttgaaca
ttactcctac
tgtcgecttee
ttatcaaact
tgaatccagg
tccagaccat
tcgatgttgt
tcccectgaccee
ggagttctga

tttcgacagce

actgagcgct
at;ctgg;tc
gagctactcg
cagcgggttc
cgacactgca

gcgaaagaca

agagctcatc

gccggatggg
ctggtcgcag
tgcgctgtat
gggaaataag

gagggaggta

accatctagg
ggtcgegttt
acagcttcag
caagcaactc
aatgaattgg
tcctgecaag
tggtcctggt
cgtcgactec
tagctttgat
cgcgacgagg
aggagtcttc

tccgaacact

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2046

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



ttcccagttg
ggggaggaga
gcggcetatge
gattattacg
tttttcgagt
cccgaagatce
gctgtgtcte
ttggtegtgce
gctgagecteg
tggccagtac
gatcaggagg
aaggaggatt
ttctgggccg
gatggtatgc
gggaatactt
cctgagtcaa
ttgtgtacag
actgtttgcc
atgtcgccag
ctgctaggcg
<210>
<211>

<212>
<213>

104

DNA

<400> 104
atgttgagta

gaacaaacgt
agctgctata
agcctcatceg
ccggcaactg
actgctacac
fcaagtctcg
cttctggaaa
aagctctcta
agcaaggtaa
cgcctccatg
ccgggaggaa
tccggagcta
aggttcgcat
gtatccaagg
atgatccagt
tcgttctaga
cgaaagcgat
aggtagagga
gtgacacaga

cgtga

1665

ES 2368 285 T3

tgacgccgag
ctggggcttt
cataaaccgt
gcttaccaat
agctggccca
ttatgagcag
taggggccca
tgtgcctttyg
cggctcttca
cgattcctcg
tatcctatagt
ctggaatatg
gtcgtgtgtce
gcccttcgea
aacgccgcta
gcagaactct
acgccagtat
gcttcecttt

attgatgtcc

Aspergillus niger

gtctgctget tgggggtctt

gagccggaag gcatcactgt gctcaagtcc

aaagagcctg gaatttgcga aactacgcecg

cttceceecg

gcgectetgg

cctcaaccag cttcttttgg

ccatctgget caatggeggt

aggataaggc
tcctatggga
gctgtcatag
ttacaagatt
tcagcgtgtce
attttgacca
gagataataa
aaattattcg
ttcgctgact
tccacacaat
acagatggtc
ctccggggac
aaactggaga
ggcaatacat
cggaatgctc
gtcggacatt
ttccagacég
cgtcttgeccg

gccttgcatt

ctgggtctag
aagttgcatg
ggtgtccgat
tttttcgaag

ccgggtgget

193

tgcacaaccg
caatcctggg
acggagtctg
cggatgcagc
cgtttgeget
atcttacatc
cctatagtga
atttggtggc
tgaagtatga
acaaagtacc
caggcctcga
aaagtaaggc
cgcgacctga
cgcacccatt
atacgatggc
gcacactgag
gagagttacc
gaca;gagag

cgctgagega

cgaccgctca
agaatgtgac
cttattcggg
cccgcaaaga

cgtcgctcat

ttggaaaaaa
ttccacgttt
caacgctgat
attcaataaa
cggcggagat
gagccctatt
tgtgaagtca
taggctatta
agccaaacaa
tggcgagagt
cggaactgcce
ggttggagat
gtggcgctat
gctgtttatce
gegtggattt
tggcccatcce
tgaccccgga
aagtcaggtc

gttccgececat

atttcctccc
tatttctttc
ctatgtacac
tcccagcaat

ggggctcctt

780

840

900

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1875

60
120
180
240

300



gaagaattag
agttggaaca
tacgatgtcc
ctatggcat;
cgtgtcagtc
ttccaacagc
. catctcgaca
tacattactt
tttcgcgatc
cactcaggga
cccatcacct
gacccattcce
cttggggtac
acctttgata
gtaaaagtac
aaagccagcc
ccactcctta
actcgcgtet
atcttcatgc
gaattécagt
ccaaagcecgce
gttttgaacg
gaggaccacg
<210>

<211>
<212>

<213>

105
1737
DNA

<400> 105

gtccttgtte
atgaagtcaa
caacaaatgg
tcgcgcaaac
tctgggctga
agaatgacaa
cgcttggcat
ggccatacaa
aggccctegce
agaatatctc
actaccacac
ctgcéaagca
cagtcaattt
tcgtccacgg
acatgatgta
ttgcagttcce
cgcccgacgyg
tccaageccgg
gggcgacatt
cggttggacc
agtgctatgt
gatccgcgac

aggggttcag

ES 2368 285 T3

cattgcatca
tcttctatte
cactttgaca
ctggttteee
aagttacgga
aatcgcagag
tgtgaacgge
taacgtaagg
ctgcgaagcg
tgaaatttge
cttcaatcgc
catgctcgga
cacatcgtct
cgécttcctg
cggagatcgt
gtattcccecgt
gatcagecggce
gcatgaggtc
caacaaagat
taaggatacg
tctaagtecc
ggtaaaggat

cattcttgga

«

Aspergillus niger

atgaccaggt ttcaattgct tccccttgte

gactccaaga
cttgaccagc
gctaatggga
gagttcccac
ggccattqtg
gggactgcag
ttgatggata
ctcgeecctt
gctttgaaag
ggaggccttg
gggtggtacg
ﬁatttgacgc
tcgagtgccg
gatgcaattg
gattacgect
atcaccgaat
atgacccgcce
ccetectace
atccctactg
tggcatatca
ggcacgtgta
tggtatgtcg

ggggatgagt

ccacagtcct
caactcaagt
ctgcattcgce
actacaagcc
gtccaggcat
aagacggtgc
tggtgatcca
cttcattcaa
aacgcgattc
cactagaatg
acatcgccca
aggagtccgt
tggctacaca
gctacctcct
gcaattgggt
ttgccgacac
agctgggcaa
agcctgtcgce
gcctcttgge
agaatatccc
cceccggaggt
tggatgatag

tgtag

caatccttgg
cggcttctca
ggctcacgct
aaacgatgat
ctttcggtte
acagtatttg
agaagaggct
ctcgcgaggce
cggcttgect
gggagatggc
tcctaagaac
ccttgcecget
gttcataaaa
cgacagtggt
cgggggcgaa
gggatactcc
ctacagcttce
ggcgtatgag
tgttgatgac
tcctattatg
ttgggagacc

cgecgggtgtt

gcagggctgc ttgecccctte aattgcagcec

cttagcatcc cttcecccgca gcagatcctce gattctctca ctttcggaga gcacaccgac

194

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1665

60

120



ggcttttgte
aagttcgtag
caagttccga
ttcctecgact
gtagatcaca
aagcccctge
acctatcccc
gactgcaaga
tgggagccaa
ctcggegeeg
tttatccteg
gtctacgctc
gtaccaggcg
atcatctatg
acccgcaaga
géctccgccc
ggcgacaagt
gtcaaatcca
caccaaaccc
aaatataacc
aaccacctca
gacatcgaca
tctgtcecta
‘acggatacga
gcgggtaaag
gaggcgatga
gtcatttctg

<210>
<211>

106
1371

égctggcacc
aagatgcctc
ccgcaatcga
tccagaagcet
tcaaccgatt
tattcaccgc
ccttcgatgg
acgtcctgat
cccgcacagt
gatccatcgc
acgaaggcgg
tcccecggegt
gccacagctce
agctagaacg
tgctcgaatg
tccaatcaag
tcecgettecat
acgctctecce
cagacgatat
tctccctcac
cccttactac
ccgacgecgt
gtctcgaggg
gattctactg
cgctgaatat
tgctgtatta

ctgcgtcggc

ES 2368 285 T3

caaggttgag
gttcaagtcg
cgactacatg
cctgcagacc
tggtctecgte
gcaccaggac
ccactacgac
cggtctcatg
cgtcctggec
caaattcctt
catgggcctc
tggcgaaaag
cgtgccccecect
ccaggacctc
ccaagtccgc
cgactacatc
cctccaaacc
cgagaaaatc
caagaaccgc
ggccttcecg
cctcagcgge
ctgggecccgt
cagaaaggtc
ggctttgtcg
tcatactgtt
cgatcttatt

agctgctgat

gttcctgacg
cgccaagtca
aaggatccct
ctctttcecee
ttcaccctca
gtcgtgceccca
ggcgaatggce
tccgttgttg
ttcggattcg
gagaagaaat
gaagttctag
ggcagcatcg
ccacacacgg
ttcgtcececceg
cactccccect
tccctagcag
tcccaagcag
aacgccctcg
gctgtggaga
gaaagcgaca
gccctcagte
ttctcgggeg
gtcgtgagcg
aggaatattt
gatgagagga
cgctecttteg

gatgaacttg

195

atggtttett
atcgtctctc
acgacgaaaa
tcacccactce
atggcacaga
tcaacgaccc
tctggggccg
aagacctact
acgaagaatc
acggaccgga
acgacaacaa
acgttgtgct
gaatcggcat
tcctagacac
cgcaagtcga
agaaactggc
cggacatcat
tcaactaccg
tcatctctcce
ccgttgaccc
ccgeceeggt
tcactcgete
gcgacatcat
acaggtggag
tcéatattga
atggacggac

ctcacgacgt

tccagctctce
cagggcggtt
gttcgceccca
ctacgeccege
tgactcgcte
tgccgactgg
cggtgccagce
ctcccaaaag
ccacggcttc
cagcttcgaa
caacggcgtc
cactctggcc
catcgccgag
tcaccacceg
accgtggctc
ctcctecgege
caacggcggce
catcgctctg
catcgtcaag
ctccctcaac
cagcccaacg
ggtcttcgaa
gaccgggaat
tccgtcecgagg
tattcatctt
cgattcatct

gctgtga

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

1737



<212> DNA

<213>

<400> 106
atgaagagca

atccacgagce
gaccggtccce
cttggctaca
gacaccggca
gattacggct
tatatccagt
ttctccaatg
gagggggtcc
ggtgaataca
tacagtctat
aacaccgcca
tacgtcgagt
tcggtcaaca
ctgacctaca
ctgagcgégt
ctgttcgact
agttccgaca
gcecctgetgyg
gagatctccce
accggatcgg
tccacggect
attgtctcgce
<210>
<211>

<212>
<213>

107

DNA

<400> 107

ccactcttct
gcgatgaacc
gtcggaageg
cgatgaacct
gcagcgatct
cttacaactc
atgtcgacgg
tgactttgac
tcggtatcgg
ccaacttccce
ggctcgatga
agtactacgg
tcgcggtcaa
acagcgccac
tcccgaccte
acgggtacgg
ttggatcctt
tgaccgacat
gcgatacctt
tggccaaggc
atgccgtgcc
cgagcgacaa

tggtggcggyg

199§

ES 2368 285 T3

Aspergillus niger

ttccttggec
cgctactctt
atcgacggcc
cacactcggce
ctgggtcaat
aagcgcttct
cagtgaagcc
gaactttcaa
atacgccagce
cgaagccctc
cctcgacgaa
cagcctgcag
cctgacggcce
gcaattccce
cgccgcecagcee
agtgétcgag
caacatgagc
gaacgtttgt
cctgcgecage
caacttcaac
caaggcgacyg
gtcggacaag

agtcttggtc

Aspergillus niger

tgggctgcce
cagttcaact
tcggccgace
actcccggec
ggggccaact
tccacctaca
acaggcgact
tttgcecgteg
aatgaagcca
gtcgatcaag
ggaaaaggca
accctgecta
gtgcaccttg
atccccgeeg
agcatctacg
tgcgacgtca
gttgacatca
acgtttggcec
gcatacgtcg
cccggcgagg
ggggcgacgg
gagagttcgg

ggtgttttct

196

agtccgecta
ttgaacgtcg
tcgttaacct
aggaagtcag
cgtccgtetg
ccttcgtgaa
atgtcaacga
catatgacgg
gccaggcecac
gcgcgatcaa
ccattctgtt
tcgtctecat
agaagaacgyg
tgctggacag
aggccgtegg
aggacgaaga
gcgagatgat
tcgcagtgat
tctacgatct
accacgtcct
cgaccggcge
ctacagtgcec

tggttctgta

ttcectctet
tcagatcgcce
ggctacgaat
tgtgacgttg
cccctgtace
cgatgagttt
tactctaaag
cgactccgaé
cgtcggtggt
ctggccggcece
ngcggaétc
cgaagacatg
caactccgtc
cggcacggcce

tgcccaatac

cttcaccttcA

cctcgaggec
cgaaaatgag
cggaaacaac
ggagatcggc
ggcagccaca
gcgcagccag

a

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1371



atgttggtcc
acatccatca
ggtgcgcgceg
ttggacaagg
cagtactggt
gcagtgagag
aac;agggct
gaattccacg
cacgtccccg
-caggtcgtga
gccaagtctg
gacctcecgeg
ccagacgcta
tttgccaagt
acctatecca
ctgaacacgg
caggtgaccce
aatctgttca
ggcgagaccg
tacaaaggaa
ggccaatccg
aagctcggtc
ttcgeecggeg
cagtaccccet
cagaccgtca
ttcagcactt
gtggagcaat
gatgttaaca

gcgaatggag

gtcagcttge
agcatgtcct
ttgagagcga
gctatgactt
cggcagacga
aatggcttgt
ggctcgegtt
agcacgagag
aacacatcca
agaggaccaa
ctgcccaagg
gctgcggtta
agaéggcgac
ccgacctcga
tcccagccect
gtgaatccga
tctaccaggt
acaccttcect
gcgatgaccc
agctccagtg
aagccgacct
tacagggaca
acggtgacga
ccaactgccc
acgaéagcga
ctggtggett
acttccagtc
cgaccaaggg

cgcatttcecg

ES 2368 285 T3

cctggqtctg
gcacgagaaa
tgcggtcectg
cctgatggaa
ggtgcacgac
cgcctctggt
cgacgcctac
cgaccgaagt
gaagcacatc
caaagtcaag
tccgcagcca
caacatcacc
cccgaacaac
cctcttctat
gattgatggce
cattgacatt
tgacgaccag
cgacgctctce
gtcgatcgac
cggcgtctat
cccecgtcagce
ctccatcctc
gaacggctgt
ctacgtcacc
gagcgtcatg
ctcgaattac
tgcgaacctg
tctctacaat

cgcttatatg

gccattgecgg
cgtcacaagc
cctatgcgca
gtatcggacc
atcttttcge
atccatccgt
gcccatgaag
gctaagatca
gactacatta
cgtgcttcce
ctcceccaaca
ccctcgtgta
agcctgggtce
aaggagtatg
gccaattact
gacatggcct
ctctacgaac
gatggctect
cccgtatacc
aagcccacta
tacaccaagc
ttcgegtcectg
ctcggeeccag
tccgttggag
cacgttaacc
ttcececcaac

tcgtatccgt

ccttgtccga
ccgcatccga
ttggccttge
ccaagtcttc
catccgagga
cgcgggtggt
ccgagaggct
gggttggatg
cccctggagt
aactagctca
aggccaagtt
tcaaggcctt
tgtacgagca
cgceecgtgggt
cggttcctte
actccctgcet
cagtcgaggt
actgcaccta
ccgacacccyg
acgtaatcag
gccaatgcaa
gcgactacgg
agggcaagat
gtaccatgct
ttggcggaac
cggcatatca

attactcgga

aggcttggtc,.,gtgcttatce

gatggatacg

197

attatcattg

tgccattccg
ctgggtgaag
ccagaacaac
caaatacggc
ggctgttgag
gcactccggc
gttcatgacg
cgaccaatac
gaagctcacc
ctcttccaag
cctgcctgaa
gtatcagatc
gggtgactac
tccccagggt
ctacagctcc
ctaccctcag
cgacacaacc
cagcgcctac
ccccggeggce
cgcctectac
tgagttcatg
cgtcgegtct
cttcaacccc
gt;cggctac
cgcaagtaac
gtttgectgcet
gtttgaggtc
ggatgtctcg

gtatggatcg

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



agtttggegt
atcggcaagg
aacgatatca
ggatgggatc
ctctctttge
108

1563
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 108
atgcgggtta

aatcctcatce
gtgeccecgttg
ctggtcaatg
cttctceccca
aatccagagg
ctagacggcc
gttcctaatc
ggcacaggct
ttcaacagct
atcaccggtg
gaggaggata
agcgactcgg
ttccagctaa
aacgecttcc
gaaatcaccg
ccctgettca
ttcceectecec
ctgcacgtcc

gacggcagcg

cgectttgtt
gcccegtggg
ctaatggtac
ccgctagtgg

cttag

ccacggcaat
gtcgggctgt
agcgccgaac
gcacaagcat
atacgcccac
ccagcgatga
tgcttcaaga
catactcatg
tctececceggg
ggttcaagca
aaagctacgce
caacctactt
tcatgatgta
actccacttt
tcgacaaagc
aagactgéca
attactacca
tcgectcegyg
ctccaacgga

accccagcectc

ES 2368 285 T3

cgcgteggtt
attcgtgaat
taatgctaggg

tttgggtacg

Aspergillus niger

tgcttcatta
tcegececect
caccgacttt
ccccgaagtc
tggcaattct
gatcaccatc
g;acggccca
gaccaacctce
ccecctcgacce
cttcgtcgac
gggcatgtac
caacttgaag
ctcecececegece
cctctectac
catcacctac
agtctgggac
cctgatcgac
cccaaacaac
ctactcecgtg

ctggggtccc

cttactttgc
ccecgtgetet
tgtggaactt

cctaactacc

ctactggtcg
ctctcgcatc
gagtatttga
gatttcgacg
agcctattct
tggctcaaég
ttcctctggce
accaatgtgg
gtaaataacg
accttcgacc
gtcccctaca
ggtatccaga
gtccgecate
atcaacgcca
ccaccccceca
gaagtcgtca
ttctgcecect
tacttcaacc
tgctcggaga

ctacccagcg

198

tcaacgagga
atgcttatce
atgggtttag

cattgatgaa

gctcggecac
gcagcgtagce
ctaacaagac
tcggcgagtc
tctggttctt
QCQ§CCCC99
agcctggcac
tttacatcga
aggaagacgt
tgcacggccg
ttgccgatgc
tcaacgaccc
tgaaccacta
aagccgacaa
gtcccttece
tggccgecta
acctctggga
gctccgacgt
ccgtcatcectt

tcatcgaacg

acgcttcgcect
gcaagtgctg
tgctattgag

ggagetgttc

cagtctccaa
gtctecgectcec
tgcaagattc
ctacgccggc
ccecctecgecaa
étgtagctcc
ttacaagccc
ccaacccgcec
ggctgcccag
caaggtctac
catgctgaac
gtccatcaac
caacaacatc
gtgcggctac
caccgcccect
cgacatcaac
cgtgectegge
ccagaagatc
cgcgaacggce

cactaacaac

1800
1860
1920
1980

1995

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

1020
1080
1140

1200



actatcatcg
atccagaaca
ttcgtcectt
aaccttgatg
agctcggtgt
cagttggagt

tga

<210> 109
<211>
<212>

<213>

DNA
<400> 108
atgcgtggcet
gagaatgaat
tcgataaaaa
tgtgagacaa
catactttct
tggctgaatg
tgtcacatca
aatcttcttt
gggtccttga
cgatacccag
tgggaggtgce
aaggagttca
catttctacg
tttaactccc
gcagactttg
tatatgaagt
ttgaccaata

agggacaatg

1656

gccacggetg
tgacctggaa
accattatgg
ctggcgetgg
atttgtctgg

tcectgctegg

ctcggttggt
ggtcatctac
ccccaaacaa
cacctggagt
tttggttttt
gtggccctgg
caccagagta
tcttgtctca
atccatttac
ttattgatgc
ttcagggett
acctgtggac
agcaaaattc
tcgggattat
ccgttaataa
tcgccaacac
ggacctcgct

tcgaagggcc

ES 2368 285 T3

gctcgattaé
cggtaagcaa
tctggctgag
atacctgggt
tcatgaaatc

taggattagt

Aspergillus niger

gctcttgttg
gataagaagg
tgtcactatc
caaatcatac
cgagtcacgce
aagcgattcc
cgaatcaatc
gcecceteggt
tggagccgtc
cactatcatc
cctcagtggce
agagagttac
gaagatcgct
caacggcatc
tacatatggé
gatgccaaét
ttctgattat

ttactaccag

ctcectcttet
gggttccagc
ctgtactggg
acagcgcata
ccgcagtatg

agtctttcgg

ccectggetg
cagttaccaa
aggtataaag
tccggatatg
cgtgacccecg
ttgattgggc
atcaatcagt
gtggggttct
gagaacgcct
gacacgaccg
ctgtcgcagce
ggaggacact
agcggggaag
attgatéccg
atcaaagctg
ggatgccagg
gctatatgta

tttggcggcece

199

tgaacggctc
gtcctccegt
gcgatgagcec
ccgagcgcgg
ttcectggtge

cgaaggggaa

cacttagttg
aagcgtccac
aaccaggaac
tcgatcttte
aaaatgatcc
tttttgaaga
actcctggaa
cttacagtga
cctttgetgg
atatcgectgce
tagattccga
atggaccagc
tcaatggcgt
cgattcaggc
tcaatgacac
atéaggttgc
cagaagcagc

gtggcgtgta

gctcgccaca
ggaaccgctc
tgacccgtat
gttgactttc
ggcttaccge

ctatacctct

tgctatgecce
tggcgtcaaa
cgaaggaatt
gccagagtcg
agtgactctg
gttgggtccg
cgaggtcacc
aaccgaggcce
agttcagggt
acgcgcaacc
agtcaagtcc
gttcttcaat
ccaactgaat
agactactac
agtgtacaac
ttcgtgtaaa
caatatgtge

tgatattcgg

1260
1320
1380
1440
1500
1560

1563

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

1020

1080



cacccctaca
gtcatggatg
gcattccagce
ctccaactcc
ttcggcggte
gcgggataca
aacttttcgt
gcagcgttgce
cagatttggce
gtgccactgt
<210>
<211>

<212>
<213>

110
DNA
<400> 110
atgccttttce
acctccctag
tcggagatat
accceccteca
ctctccattc
tttccttece
gggcccggceg
acggactcga
tatattgage
gatttgaatg
aatgggacgg
ttctctgaat
tggacggagt
aatgagagga

ggcattatca

1872

atgacccgac
ctatcggegt
agaccggcga
ccgtacgegt
aggccatdté
cacccatgac
tcacccgegt
agctgttcaa
ccgaatatag

ccacggcgtc

ccttttcgte
tcgcaggaca
tccctggtge
cccccagceta
caggaatcag
gccatcacca
gatcctccat
attccacgge
agccggtgca

agacgttttc

_ttaatggggg

atgtttcttce
catatggggg
ttgagagtgg

atgggtgtgt

ES 2368 285 T3

cccgeccgtec
ggacattaac
ctttgtatgg
gtcgttgatc
actcgcagtt
agtagatggg
atatcaggct
ccgtacttta
caccaacggg

gagtaccgtc

Aspergillus niger

cgctcttcte
gtattaccct
gaggatctce
ctccggctac
catctcgcaa
caacaatgat
gattgggcta
ctataatccce
gacgggattt
ggtggggacg
aagggcgcett
tgttgacggg
acggtatgga
ggaggtaagc

ggatttactc

tactttgttg
tacaccgagt
ccgaatttca
tacggcgatg
aacfaccccc
gtcgaatacg
gggcacgagg
tttggatggg
acatcgcagg

aattag

ggctatatct
ccgacgcctg
tataagcaac
atccacctcc
ccatacccta
acatccccac
tttcaagaga
tggtcgtgga
agttatgatg
ttgccgagtc
tgggttgcgt
aatggtggtg
ccggcataca
accgggaéga

gtgcaggtcc

200

actacctcaa
ccagcggcga
ttgaggacct
ccgactatat
atgcagctca
gtgagactcg
ttccatacta
atattgcagc

ctacacacac

taactacgag
aggatctcac
ccctcggeat
ccccacacac
tcaatacctt
tcaccatctg
acgggccatg
atgagtacgt
tgttgaggaa
aggatgtgca
tgcaggtttg
gtgatgacag
cggcgcﬁcté
agatccattt

cttcgttcce

gaaagactca
agtatattat
cgaagagatc
ctgtaactgg
gttccgtgeca
cgagtatggc
tcaaccgatc
gggtacaact

ggagtcgttc

cactactctc
cgttattcat
ctgcaccacce
ccttaccaat
tttctggtac
gatgaacggc
tactgtgaat
cgatatgttg
tgggacgtta
tgggacggtg
gttgggtgaa
ggtgagtata
tcaggagatg
ggatacgctg

tgagcaggcg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1656

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

900



tataacaata
agttggagca
ctcggagatce
agcctgtata
gcagectcteg
ggggtcccgyg
ggcgattatce
tccggtgtca
ggggaagatg
tatgccgaag
ttctcgttca
gcgtatgaga
ctggagcaga
gaagtgccgg
gatgagcaga
gatgatattg
ttgggacatt_
<2i0>
<211>

<212>
<213>

111
DNA
<400> 111
atgagaacat
taccecgettce
ggcaaacacg
gctgcaatgg
cacattcggg
caacgcggaa
atggcttcgt

ccgetgttet

cgtatgggat
agcctggegg
ccctcatcat
cgaatacctc
tgccttactt
tgaactatac
cgcgaaatga
aggtggctat
tcagcctgct
tgcagacgaa
cgcgtgtctt
tttttaatcg
atcagagcta
agagccctga
gggaacgggt
aggctgaaag

ga

1320

ctactctttt
ccgactcgeca
tcgtggacga
tgtctctécg
gcgaagagaa
agaagttcat
ttgctgggga

ctcaaatcga

ES 2368 285 T3

cgagggaatc
gtgcagggat
ctgcgaggag
cgggcgagga
cgtecgggtte
catgtcgtca
tccecgegga
ggtatatggg
ggtggagtac
gtcatcctac
tcaggcgggce
cgctcagttt
tgggacggag
gccgacgtgce
gctgagtggg

ctcgtteage

Aspergillus niger

gctcctctgg
agtagtcttc
ggccatactc

tcccgaaact

ggcggaatgg -

ggacattacc
tcctaatctt

gacggaacga

aatcgcacgc
atgatcatcg
gcgtcggact
tactacgaca
ttgaatcgcecc
gaggcagtgg
atgatcgggg
gaccgggact
gaggatgcgg
gttgggggtc
catgaggtgc
aattgggata
ggaccgtcgt
tatttgttgg
gatgcggtgg

ggtgttggtg

agcactgcag
gccgeggate
tcggcgectga
gcagcttttc
atgaccgaag
gagcatcagg
cccaagctgt

atgcacgata

201

tctacgaccg
agfgtcgcga
actgttcgcg
tagcgcattt
catgggtgca
ggaacagttt
atattggata
atgcttgtcc
agaagttccg
tagtaaggca
cattttatca
ttgcgacggg
caacgtggca
cgatggattc
tgagggattg

atcagctgge

gagcagcttt
acgaggtccc
acgctcattc
tagctgaacc
gcgacaagcet
acttctacgce
cccataaagg

tcctgcageca

ggctatggat
tgctggcgag
ggagatcaag
cacgccggat
aaaggcactt
cgcctcgacg
cttgcttgac
gtggcgegge
tgctgectggg
gtatgggaac
gcccgaaacg
aggcatttct
tatcaaaaac
gacttgtacg
ggttgttgtt

acaggtccct

ggcttctccg
gaatacacag
tgacccagtce
tcgtctecttg
gcgectecge
agagcéggcg
tctcgtcaag

catgacctcce

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1872

60
120
180
240
300
360
420

480



tactacaatc
tacattgctg
acccatcctt
tcccaacctte
ctgcceccgecece
cgcgttetgg
gcggctgaag
ggcgctaaaa
accgagacca
aacctcagtc
ggatccgact
aacccgcectceg
gataggatgg

tccgagttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

112
DNA
<400> 112
atgcgttcct
caggctgétc
gctgcgacta
ggaacgtttt
gtggtcctct
gatactctca
cgctactggg
acactggatc
gataatagca
agcggtgcect

gccaccagtg

1581

gatactacgg
cgatcatctc
tccgccaatc
tgaccatcat
ctggcgctga
cggagaatgg
aggccgggct
ttgatgccat
tcgggtitgt
gagaatacat
acatgtcata
ctgggggcectce
acgttgacga

ctatcgcatt

tctcecgLtgt
gcecececgtet
cgggtgaggc
cccageggta
ttaaccctgg
ctggtgtcta
gcgactcttce
agtccattct
gccgcageaa
tgacggcttg

cgcctgtgga

ES 2368 285 T3

tgattatcac
caaatcgcct
ttcaattatt
tggtgcgcac
cgatgactgt
ctacacgccc
actgggcage
gatggagttt
tgcaacccaa
ctccattccg
cactaagctc
tttcecegggt
tgaaacgggc

tgttgtcgag

Aspergillus niger

cgctgccgeg
tgtgcccaag
;tattttgag
ctggtggagt
agaggtctct
tgcgcaggag
gccttatgag
ggacatgacc
tgcgcagaat
gaccgagtct

ggctatctat

ggcgagatga
ttcecgecaccece
gcacgcttcyg
caagattcgg
tccggcactg
aaggacgggc
caagccatcg
gatatgacgg
gccgatgcag
gcggaagtct
aactaccccg
gaaatggacc
gtcttctcta

caggctgggt

tcactggcgc
cctatctctce
cagctgcectgg
actgaatact
gccgatggcect
atccagggtg
gtgctcaatg
tacttcgécg
gctcectggg
atcgcgccég

gacttttggc

202

gctecgaatg
acatctctct
agcctaaagt
ccaattatct
tcagtatcct
ctgttgaatt
cgcggtacaa
cttttattgc
cgctcacaaa
atgaacttgg
ctgcectttge
cctacgtaca
tcgaacacat

gggataatac

tctcttgggc
ggccagette
accatcacaa
ggggtggacc
atgaggggta
ccgtcattct
ccgaaacact
agacggtaaa
tcatggtcgg
gaacgttctg

aatacttcta

gctgcacgac
cgaatacttc
tcgcagectte
ttttceceectg
cgaggccttce
ccattggtat
gaéggagcag
ccgtaacgcc
ctgggccctc
ccccaacgcet
atccgaaggc
cggcatcaag
ggctcggttce

atggcggtag

gtctectggee
gagtaagtcg
cccggagaag
tgggtcaccg
tctcaccaac
cattgaacac
tcagtatctc
gctgcagtte
tggctcatac
ggcttaccat

ccccattcag

540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140‘

1200

1260

1320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



caaggtatgg
attgggaaga
gctgttgagce
gacaacgact
gtcgaagccg
gccaactacg
tactggaccg
ttcaccgaca
gagcctttct
ctecgtcageg
tacacgtacg
tgggatatga
cgcgactecg
gaacccgtgce
tatgcgaatg
gtggaggagt
<210>
<211>

<212>
<213>

113

DNA

<400> 113

cacagaactg
atggaactgce
attacgatga
ttgtcacagg
gcgeggeagt
caaactggtt
acgaatggag
cctecgtggg
tctggtggea
cctcctactg
gcagcgcgaa
ccegcaacac
gtgtgtcgag
agattattcc
agggtgtgag

attatgettg

1275

ES 2368 285 T3

cagcaaggat
caaggaacag
ctttgeccecget
atactcttce
gacccececgge
caattcaacc
cgtcgcctét
taaccctgtce
ggacggtgece
gcaacgccaa
gggtaaaaac
gacgcggttg
cactttccgg
gggcgggttce
gaaggtggtt

a

Aspergillus niger

atgcagctcc tccagtccct cattgttgec

ccccaﬁggcc
ggaaccggtg
gctcccagcea
gctgctggga
gagaacgatg
tttgacactg
ggacacacgg

ttcgatgtcet

cgtcaaacca
ctctgcatgg
gtttcaacat
gcgagattgce
ccgagttcgt
gttcttctga
agtacaaccc

cgtatggtga

gcacaaagca
gcccgcetget
cgatctggca
agagcctgat
ttcgeectgtt
cttttgggtg
ttcgaactcc'

cgactcgtac

gtgtctctgg
caggagctca
gtcctgccceca
ttcttccagt
cccgagggcg
atactcccta
ttcgacagcet
gaccgccaat
cccgagggaa
tgececegetct
tccgctacgg
atctggacga
cccggtggtce
cattgctcgg

gataatgagg

gtttgcttca
cgttcecttca
ctccgcaaag
gactttaaac
cagactggcg
cttattggcg
ttcgatacga
tcgaccttca

gcctctggcee

203

tagccgagta
aagaattgtt
acggaccgta
tctgtgatgce
tcggacttga
actactgcge
ataatgcctce

gggaatggtt

ccteccactat

-acttccccga

tgaacagctg
acgggcaata
cgctégttag
acttgtatat

tgaagcagat

gctacggcgt
aggttgaacg
cataccggaa
ccattacgac
ctgtcagtgce
gccagaagat
atctcaatga
agaagatgga

ccgtcggaac

tgtcgacaaa
tggtctggga
cctctggcaa
tgtcgagggt
aaaggccctg
aagctacggc
gagccccatce
cctctgcaac
tgtgcecccgg
agttaacggc
gacgggtgga
tgacccctgg
cacggcgaac
ggaggattac

taaggagtgg

cctctectta
ggtccgtegt
gtacggaata
aacccatgct
tacttcecgtce

cgtcatgaca

aaccttgacg’

cggatacacce

ggataccgtc

720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200

1260
1320
1380
1440
1500

1560

1581

60
120
180
240
300
360
420
480

540



aacattggcg
tcgttcatcg
accatcaaac
cccgtcatga
gacaaagaca
tggcagttct
ttgaacacct
actgcctact
tacccctgca
acgatccccyg
gccttgtget
attttcctga

tctcccaaga

<210>
<211>
<212>
<213>

114
DNA
<400> 114
atgcgcattg
ttacaattac
aaacccctaa
agggcccgge
cgcgtcattg
gacctcggtg
ttcgagtctce
actccccecaa
gggtatgaag
ggaagctgtc
gtcatctaca

catgttgcta

1647

gcgccattgt
aggacacgaa
cggaggcgca
ccgcecctecget
agtaccaggg
ccactcccaa
cgatcgegga
atgcgcaagt
acaccactct
gtaacctgat
ttggcggecat
aggcctttet

actag

actccgceggce
ccttggtcca
ttagctctece
agctﬁtacaa
gcagtaaagg
attattatac
gccttgtecet
cgaggaataa
cctcggacta
cgttcgggac
acaacgagcg

cctttggtat

ES 2368 285 T3

caaggagcaa
ctccaacggc
agacacgttc
caaggctgac
caacattgcc
gtactccgtg
caccggtacc
tcccaactcg
tcccagettce
caatttctcc
tcaatccaac

cgttgtcttc

Aspergillus niger

gctacatctg
agactccaat
gttgcttcaa
gattgcggag
tcaccttggc
tgtcgtcaat
tggtcacgat
ggagccggta
ctcgtccaac
caagtctcaa
gggtgaccta

ctcagacgag

gccttcggtg
CtgéthQgt
ttcgccaatg
ggagtgggcg
aacatcagcg
gcagacggag
tccettatge
gtctacgtga
tcgettgtec
aaggttggca
ggaaacacct

gacatgcgeg

gtcccagtcce
tcacagtggc
gagcaggtca
ctgggagaag
acgctcgact
cagtccttcc
gttcccaagt
tatggctccc
ttgaaaggcg
ttagctggta
agcggaactc

gatgctgecc

204

tcececgacca
tgggcttete
tcgcaccaag
agtacgagtt
tggactcatc
agctgaagga
tgctggatga
gcagtgccgg
tcggecgagte
ccaacaccac
cgctgcagat

geeeccteget

tcctgggcca
agaaaccaaa
aggcggagaa
acgagtataa
acatatactc
ctgccgtgag
cagctacacc

tggttgectgt

‘ccgttgeatt

aagcgggagc
taggaaaccc

cagtcctgga

ggtatcccag
ctccatcaac
tctggacgag
cggcacgatc
gaacggétac
cattggaagc
agacgtggtt
tggttacatc
gagcctggec
caccggacag
tctgggegat

tggtgttgece

ggtcggtget
tgcaggtgat
tctgttggac
ccaccceccact
cacccttacc
cggtaatgtc
aatgggtctce
atccaacctc
tatcagtcgg
tgttgctgee
aaccccegat

gaagttgaat

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1275

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



aaaggcgaga
accaatatca
cacagtgaca
cttttgéagc
tggtgggccg

ccggaagaga
tttgcgtacc
cgtgatctgt
gacggacgca
acgggagcag
caatggtatg
gcgtgggagt
gacggattcc
taccatggcc
tggggagccc
cgcagaggca
<210>
<211>

<212>
<213>

115
480
PRT

<400> 115

aggtggacgc
tcgecgeagac
gcgtggecga
ttgccacatt
ccgaggagga
accgcaagat
aagtttacaa
acaccgactt
gcgactatga
agggtatcaa
acccgtgtta
ggaacaccaa

cggaacggtce

'acgcgttgca

aaatccagaa

ctttcagtct

ES 2368 285 T3

tatcgcctac
cacggatggt
gggcccgagt
gctcacccag
aggcecttcte
ccgettgttce
tgccactaat
ttacgaagat
tgccttcatt
gactgtcgag
ccatcagatc
gctcgttgcc
cgatgaaccc
attacttcgc
tggaacagct

aagctaa

Aspergillus niger

gttgatgcga
gacccgaaca
atcaatgacg
ttccgtgtca
ggatctgact
atggactacg
gctgtgaacc
catgggttca
cggcatggta
gaagcggaca
tgcgatacgg
cactccat;g
atcagccctg
ggtaatacta

gcatcggtgc

Met His Leu Pro Gln Arg Leu Val Thr Ala Ala

1

5

10

Ala Thr Ala Phe Ile Pro Tyr Thr Ile Lys Leu

Ile Ser Ala Arg Asp

35

Pro Ser Asp Ala Leu

50

20

40

55

25

Ser Leu Ala Arg Arg Phe

Ala Asp Asp Ser Thr Ser

205

tagtagagac
attgtgtaat
acgggtccgg
acaactgcgt
attacgtgtc
acatgctcgg
ccgagggatc
actacacgta
tceccgggtgg
tgtttggtgg
tggccaatgt
cgacttacgc
ctgcttttga
cagggaccca

ttaatctatt

catccacacc
gctgggtgge
tactctgacc
gcgatttgct
cgttctcaca
ctcgccgaac
tgaggagctt
cattccgttt
tggcattgcc
ggtrgctgge
gaacttgact

caagtccttt

ggaaccgaag

gagcgtcctg

gtccatacga

Cys Leu Cys Ala Ser

15

Asp Thr Ser Asp Asp

30

Leu Pro Val Pro Lys

45

Ser Ala Ser Asp Glu

60

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1647



Ser
65

Phe

Leu

Gly

Asp

His

145

Glu

Gly

Gly

Gly

Thr

225

Val

Phe

Asp

Tyx

Leu

Lys

Asp

Ser

Thx

130

Asn

Glu

Lys

Leu

Ile

210

Phe

Gly

Gly

Thr

Val

Ser

Ile

Gln

Asp

115

Trp

Thr

Trp

AsSp

Ala

195

Leu

Met

Phe

Thr

val

275

Gly

Leu

Val

Asp

100

Glu

Val

Phe

Ser

Lys

180

Ser

Gly

Asp

Ala

Thr

260

Gly

Gly

Asn

Val
85

Gly

Lys

Phe

Gly

val

165

Leu

Asn

Leu

Ala

Leu

245

Asp

Ser

Thr

Ile
70

Ala

Ser

Ser

Gly

Ser

150

Gly

Thr

Ala

Gly

val

230

Ser

Lys

Asp

Ser

Lys

Glu

Asp

Met

Ser

135

Asp

Ile

Ser

Arg

215

Ala

Arg

Asp

Ser

Cys

ES 2368 285 T3

Arg

Thr

Ile

120

Asn

Asp

Gly

Ala

Asp

200

Thr

Glu

Ser

Lys

280

Asp

Ile

Pro

Ser

105

Met

Cys

Ser

Thr

Asn

i85

Asn

Asn

Ser

Pro

Tyr
265

Trp

Phe

Pro

Ser
90

Tyr

Leu

Thr

Ser

Gly

170

val

Phe

Asp

Asn

Ala

250

Thr

Axrg

Ser

Val
75

Trp

Ile

Leu

Ser

Thr

155

Ser

Thr

Glu

Ser

Val

235

Lys

Gly

Ile

206

Arg

Ser

Ser

Thr

140

val

val

Ser

Ser

220

Phe

Asp

Asp

Pro

Lys

Arg

Asn

Val

Thr

125

Pro

Glu

Ser

Arg

Tyr

205

Lys

Gly

Ile

val

285

Ser

Asp

Thr

val

110

Gly

Met

Gly

Met

190

Pro

Asp

Ser

Thr
270

Asp

Asn

Ala

95

Asn

Gly

Thr

Thr

Leu

175

Thr

Met

Asn

Asn

val
255

Tyr

Asp

Ile

Asp

80

Ala

Ile

Ser

Met

Ser

160

Leu

Phe

Asp

Pro

Ile

240

Ser

Thr

val

Ile



Asp

305

Leu

Ile

Asn

Gly

385

TYT

Ser

Thr

Ser

Gln
465

290

Thr

His

Pro

Cys
370
Leu
Asp
Ala

Thr

Ser
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

Gly

Ser

Cys

Thr

- 355

Val

Leu

Glu

Ser

‘Thr

435

Ser

Phe

116
1099
PRT

Thr

Asn

340

Ile

Ser

Gly

Leu

Asn

420

Gly

Asp

Phe

Ser

Ile

325

Thr

Ser

Asn

Asp

Arg

405

Ser

Ser

Ala

Ser

Tyr

310

Pro

Thr

Pro

Ile

Thr

390

val

Thr

Ser

Glu

Ala
470

295

Ala

Gly

Thr

Lys

Ile

375

Phe

Gly

Ser

Thr

Ser

455

Leu

Aspergillus niger

116

ES 2368 285 T3

Met

Ala

Lys

Asp

360

Ser

Leu

Phe

Ser

Thr

440

Gly

Ala

Leu

Lys

Leu
345

Tyr

Tyr

Lys

Ala

Gly

425

Thr

Ser

Ile

Pro

Ser

330

Gln

Val

Asp

Asn

Glu

410

Thr

Thr

Ser.

Ala

10

Ser

315

Ser

val

Gly

Leu

Vai

395

Arg

Ser

Ser

Met

Ser
475

207

300

Ser

Gly

Ala

Phe

380

Ser

Ser

Ser

Thr

460

Phe

Asp Ser Lys Thr

Ser Tyr

Phg Ser
350

Thr Ser
365

Gly Asp

Ala Val

Ser Asn

Thr Ser

430

Ala Ser
445

Ile Pro

Met Leu

His
335

320

Ile

Gly Val

Gly

Asp

Phe

Thr

415

Gly

Ser

Ala

Trp

15

Ser

Ile

Asp

400

Thr

Ser

Ser

Pro

Leu
480

Met Leu Arg Gly Leu Arg Asp Val Val Leu Leu Gln Phe Ala Ile Pro
5



Leu

Gly

Ser

Tyr

65

val

Glu

Leu

Ala

145

Phe

Leu

Gly

His
225

Phe

Phe

Thr

50

Ser

val

Leu

His

Asp

130

Thr

Ala

Thr

Asp

Ser

210

Gly

Leu

Gly

Gln

Pro

Val

Ala

Leu

115

Lys

As'p

Gln

Asp
195

Ala

val

Leu
20

Ser

Lys

Ser

Val

Thr

100

Cys

Leu

His

Ile

Glu

180

Ala

Glu

Gly

Leu
Lys
Ser
Glu
Ile
85

Glu
Phe
Ala
Thr
Leu
165
Gly
Gly

Leu

Phe

His

Ser

His

Phe

70

Asp

Ile

Met

Thr

Ala

150

Pro

Cys

val

Ile

Arg
230

Phe

His

Phe

55

Ala

Gln

Leu

Gly

Arg

135

Tyr

val

Tyr

val

AsSp

215

Tyr

ES 2368 285 T3

Arg

Phe
40

Lys
Gln
Lys
Asp
Ser
120
Val
Thr

Tyx

Thr

Tyr
200

Leu

Glu

Leu
25

Gln

Leu

Gly

Asp

105

Arg

Tyr

Leu

Leu

Glu

185

Ser

Thr

Thr

Ser

Arg

Leu

Glu

Pro

90

Ser

Asn

Ser

Glu

170

Val

Glu

Ala

Gly

Leu

Pro

Gln

Ser

75

Lys

Gly

Tyr

Ser

Thr

155

His

His

Met

Arg

Gly
235

208

Arg

Leu

Lys

60

Glu

vVal

Ala

Arg

Thr

140

Ala

Val

His

Gln

Arg

220

Met

Gly

Ser
45

Phe

Arg

Thr

Pro

Tyrx

125

Asn

Gly

Ile

Ile

Gly

205

Leu

Met

val

30

Lys

Lys

Thr

Gly

His

110

Lys

Ala

Trp

Ala

Asp

190

vVal

Thr

Glu

Ile

Met

Gly

TyTr

95

Thr

Gly

Trp

Glu

Pro

175

Gly

Gln

Gln

Thr

Ser

Glu-

Met

80

Phe

Leu

Phe

Thr

Gly

160

Thr

Ala

Asn

Pro

Leu
240



Arq
Gln
Asn
Ile
Gln
305

Glu

Asp

Lys
Ser
385

Ala

Lys

TYr

Leu

val

Pro

Met

Pro

290

Ala

Glu

Cys

Leu

Glu

370

Ile

Lys

Asp

Thr

Val

450

Asp

Leu

Lys

Leu

275

Ser

Pro

Asp

Thr

Ala

355

Gln

Glu

val

Leu

Trp

435

Ile

val

Thr

Asn
260

Glu

Pro

Pro

Glu

Asp

340

Gly

Leu

Ile

Glu

Asp

420

Lys

Ser

Ala

Ala

245

Leu

Thr

Asp

Leu

Ser

325

Pro

Ser

Ala

Arg

Gln

405

Met

Phe

Asp

Thr

Asp

Cys

Leu

Ser

Glu

310

Phe

val

Ser

Ser

Phe

3590

Axg

Axg

Ser

Phe

Leu

Leu

Asp

Pro

295

Lys

Gly

Gln

Ala

Ala

375

Thr

Phe

Thr

Leu
455

Gln
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Ile

Ile

Lys

280

Phe

Ser

Glu

Thr

Ser

360

val

Leu

Phe

Ile

Glu

440

Phe

Glu

Ile
265

Phe

Lys

Ile

Ile

Gly

345

Leu

Tyx

Thr

Glu

Lys

425

Ser

Gly

Tyr

Ala
250

Thr

Glu

Arg

val

Glu

3130

Ala

Leu

Ser

val

410

Glu

Ser

Lys

Asp

Phe

Gly

Asp

Pro

Gln

315

Ile

val

Asp

Ala

val

395

Leu

Cys

Ala

Arg

Val

209

His

Glu

Thr

Trp

300

Thr

Arg

Asn

Asn

Thr

380

Glu

Lys

Ile

Ser

Asp

460

Leu

Arg

val

Ile

285

val

val

Phe

val

Ile

365

Glu

Thr

Asp

Asp

Ser

445

Gly

Glu

Glu

Asp

270

Leu

Asp

Glu

Leu

Ala

350

Leu

Asp

Glu

Ala

Arg

430

Phe

Ser

Lys

Met
255

His

Asp

Ser

Phe

Gly

335

Leu

Val

His

Lys

Met

415

Gln

Ala

Thr

Trp

Tyr

Gln

val

Lys

Pro

320

Pro

Leu

Glu

Pro

Leu

400

Glu

Arg

Glu

Met

Ser



465

Glu

His

Lys

AsSp

Glu

545

Pro

Gly

val

Ile

val

625

Phe

val

Ala

Glu

Glu

val

Lys

Glu

530

Asn

Gly

Ala

Asp

Pro

610

Pro

Asn

Val

Axrg

Leu
690

Gln

Thr

Glu

515

Gly

Asp

Ile

Ala

Ala

595

Ser

Val

Leu

val

Ser

675

Glu

Trp

Ile

500

Glu

Leu

Lys

Glu

Leu

580

Asp

Ser

Gln

Pro

Glu

660

Leu

Lys

Arg
485

Leu

Glu

Lys

Glu

Ser

565

Asp

Gly

Phe

Leu

val

645

Leu

Gly

470

Ser

Gly

Ala

Lys

Ile

550

Ile

Ala

Ser

Val

Arg

630

Asn

Glu

Asn

His

Phe

val

Arg

Leu

535

Pro

His

Gly

Asp

Gln

615

Pro

Arg

Arg

Ser

Thr
695
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Ile

Pro

val

520

Ala

Lys

Phe

Arg

Leu

600

Leu

Leu

Asn

Asp

Glu

680

Ala

Lys

Ser

505

Ala

Asp

Glu

vVal

Pro

585

Ser

Leu

Gly

Thr

665

Met

Ile

Thr
490

val

Glu

Lys

Met

Asp

570

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

650

val

Leu

Ala

475

Trp

Lys

Gln

Leu

Leu

555

Thr

His

Phe

Leu

vVal

635

Thr

Gly

Arg

Trp

210

Ile
Met
e
Glu
540

Glu

Thr

Lys

Ile

Ile

620

Ile

Tvr

Ile

Ile
700

Ser
Ser
Lys
525
Lys
Arg
Thr
Ala
His
605
Ser
Thx
Asn
Ser
Ser

685

Gln

Asp

Asp

510

Ala

Fhe

Ala

Gln

590

Phe

Ala

Glu

Phe

Met

670

Phe

Glu

Ala
495

Thr

Leu

Lys

Gln

Arg

575

Lys

Glu

Gln

Ala

Glu

655

Glu

Gln

Leu

480

Asn

Leu

Gly

Ala

Ile

560

Ser

Leu

His

Ala

Phe

640

Gln

Gly

val

Ser



Trp
705

Leu

Ala

Ala

Gln

Arg

785

Asp

Glu

Pro

val

Gly

865

Ile

Gly

Gly

Asn

Leu

Ala

Arg

Leu

770

Asp

Leu

Arg

Leu

Pro

850

Leu

Ala

Lys

Phe

Ser

Ser

val

Ser

755

Ala

Glu

Leu

Leu

835

Met

Asp

TYX

Gly

val
915

Ile
Asp
His
740
Thr
Glu
Leu
Lys
Gly
820
Ser
Pro
Ser
Met
Leu

9S00

Asn

Phe Asp
710

VallPro
725

Val Met

Leu val

Glu Pro

phe Arg
790

Leu Gln
805

Ala Gly

Glu Ala

Thr Ile

870

Asn Ala
885

Ala Tyr

Phe Asp

Val

Asp

vVal

Lys

Lys

775

Phe

Asn

Ala

Gly

Asp

855

Asp

val

Gly

val
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Glu

Ser

His

Ala

760

Ser

Glu

Pro

Pro

Gln

840

Ser

Pro

Glu

Thr

920

Lys

Tyr

745

Arg

val

Asn

val

Leu

825

Lys

Ser

Arg

Gly

Asn
905

Leu

Arg
730

Ala

val

Met

Ser

810

Gln

Leu

Phe

Leu

Pro

890

Phe

Ser

Arg

715

Ser

Ala

Leu

Ala

Arg

795

Ala

Pro

Gly

Ala

Pro

875

Leu

Ala

Pro

211

Ala

Gly

Glu

Lys

Arg
780

val

Trp

Ile

Gly

Tyr

860

Ala

Trp

Tyr

Asn

Ile

Asp

Ser

Arg

765

Met

Leu

Lys

Thr

Lys

845

Ala

Leu

val

Asn

Ala

925

Thr

Asp

Ile

750

Ile

Glu

val

Pro

Thr

830

Ser

Thr

Met

Ala

Ile

910

His

Ser

Met

735

val

Lys

Glu

Ile

Phe

815

Arg

TYY

Ala

val

val

895

Asp

Lys

Arg
720

Leu

Arg

Lys

Ile

Ala

800

Ala

Arg

Vval

Arg

Ala

880

Arg

Thr

Ala
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Phe Asp Ser Ser Lys Gln Ile val Glu Asp His Leu Ser Gly Ala Met
930 935 940

Pro Phe Asp Pro Leu Met Leu Glu Gly Ser Ile Ser Ser Ile Val Val
945 950 955 960 .

Ser Phe Ala Asn Glu Gln Ser Thr Ile Gly Ser Ala Ala Ser Gly Ser
965 970 975

Phe Ile Arg Gln Val Ile Arg Arg Leu Pro Ser Asp Tyr Lys Glu Arg
980 985 990

Val Leu Lys Gln Val Arg Ala Thr Ser Val Asp Asp Val Lys Gly Ala
995 1000 1005

Leu Lys Asp Ile Ile Leu Pro Leu Phe Asn Pro Ser Thr Ala Asn
1010 1015 1020

Ile val vVval Thr Cys Ala Thr Val Leu Glu Glu Thr 1Ile Lys Glu
1025 . 1030 1035

Gly Leu Gln Ala Ser Gly Phe Thr Pro Ala Val Gln Pro Leu Lys
1040 1045 1050

Glu Phe Glu Asp Asp Tyr Gly Leu Lys Val Gly Asp Asp Glu Asp
1055 1060 1065

Glu Glu Ser Asp Asp Asp Asp Asp Glu Tyr Glu Thr Gly Ser Glu
1070 1075 1080

Asp Glu Asp Asp Ser Asp Glu Asp Met Glu Asp Asp Glu Asp Asp

108S 1090 1095
Glu
<210> 117
<211> 726

<212> PRT
<213> Aspergillus niger

<400> 117

Met Gly Ala Leu Gln Trp Leu Ser Ile Thr Ala Ala Ala Ala Ser Ala
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val

Glu

Gln

Asp

65

Glu

Asn

Asp

Gly

Phe

145

Gln

Phe

Phe

Tyr

Ala
225

Ser

val

Trp

50

Leu

Glu

Ser

Ser

Phe

130

Ile

Leu

Val

Ser

Thr

210

Glu

Ala

Ile

35

Ser

Gln

Ile

Thr

Ser

115

Leu

Leu

Arg

Gly

185

Ser

Ser

Leu
20

Pro

Phe

Ser

Ile

Asn

100

Asp

Gly

Arg

Glu

His

180

Thr

Ser

Pro

Asn

Asp

Gly

Trp

85

Ala

Phe

Ile

Gly

Thr

165

Trp

Leu

Gly

Phe

Pro

Pro

Thr

Lys

70

Leu

Gln

Ala

Lys

Lys

150

Asp

Gln

Gly

Pro
230

Glu
Ser
His
55

Thr
Gly
val
Asn
Ser
135
Ser
Pro
Thr
Ser
Leu

215

Pro
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Gln

Gly

40

Ser

Thr

Ser

Pro

Ala

120

Thr

Ser

Tyr

Ser

200

Thr

Phe

Met
25

Asp

Glu

Thr

Gly
105

Tyr

Val

Pro

Thr

Leu

185

Thr

Asn

Gly

10

Ile

Thr

Ser

Leu

Asn

90

Gly

Lys

Thr

Asn

Ala

170

Thr

Ser

Leu

Gly

Gly Ala Pro

Gly

Thr

Thr

75

Ser

val

Ala

Asp

Gly

155

Arg

Thr

Asp

val

Asn
235

213

Leu

Trp

60

Asp

Thr

Glu

Ala

Ser

140

Thr

Ile

Ala

Asp

Asn

220

Asp

Phe
Trp
Asp
Leu
Leu
Ser
125
Gly
Ala
Tyr

Ser

Gly
205

Pro

Asp

Arg

30

Serx

Ser

Ser

Leu

Trp

110

Leu

Asp

Asp

His

190

Asn

val

15

Arg Thr
Thr Ser
Leu Ile

Asp Ile
80

Tyr Ile
95

Ile Ala
Ser Ala
Val His

Asn Asp
160

Ser Ile
175

Ala val

‘'Val Gln

Lys Gly

Asp Leu
240



Ser

Pro

Gly

Pro

Ser

305

Asp

Pro

Asp

Leu

Phe

385

Thr

Thr

Glu

Phe

Leu

Ser

Glu

290

Asp

Leu

Gly

Phe

370

Thr

Leu

Ala

Ile

450

Asp

Ala

Ala

275

Gly

Lys

Asn

Ala

Asp

355

Ala

Asp

Leu

Ser

Asp

435

Phe

Gly

Asn

260

Thx

val

Ile

Val

Lys

340

Asn

Ile

Gly

val

Pro

420

Pro

Asp

Lys

245

Asn

Ala

Glu

Ala

Leu

325

Asp

Leu

Pro

Gly

Thr

405

Asp

Glu

Gly

Trp

Phe

Gly

310

Tyr

Trp

Val

Gly

Ser

390

Ser

Glu

Leu

Asn

val
Ala
Ala
Glu
295
Phe
val
Asp
val
Asp
375
val
Ser
Gly

Ser

Trp
455
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Ala

val
280

Ser

Gln

Arg

Ala

360

Ala

Ser

Ala

val

Gly

440

Thrx

Phe

Tyr

265

Asn

Asn

Met

Ser

Ser

345

Ser

Gly

Ala

Phe

Ile

425

Leu

Thr

Lys

250

Val

Gly

Asn

Ala

Ile

330

Pro

Gln

Asp

Gln

Trp

410

Asn

Ser

Leu

Ser

Pro

Pro

Thr

315

Ala

Ser

Asp

Asp

Tyr

395

Thr

Thr

Ser

Gln

214

Lys Ala

Leu Val

Asp Ser
285

Val Phe
300

Asn Thr

Asp Asp

Ser Val

Leu Gly
365

Phe Lys
380

Val Leu

Ser Trp

Leu Ala

Ser Asp

445

Gly Trp
460

Pro

Pro

270

Pro

Ser

Thr

Thr

350

Arg

Pro

Ser

Ser

Ser

430

Phe

Ile

Glu

255

His

Ala

Pro

Glu

Ile

335

Trp

Thr

Thx

Asn

Val

415

Ala

Glu

Thr

Leu

Asp

Thr

Asp

Ser

320

Thr

val

Arg

Asn

Ser

400

Tyr

Asn

Glu

Tyr



Pro

465

His

His

Pro

Leu

TYr

545

Ala

Asp

Ile

Glu

Asp

625

val

Gly

Asn

Gln

Gly

Ser

Thr

Asn

530

val

Gly

Phe

Gly

Phe

610

Pro

Ile

Leu

Phe

Asp

Gly

Lys

Gly

515

Trp

His

Pro

Gly

Asp

595

Asn

Ser

His

Phe

Pro
675

Phe

Pro

val
500
Ser
Thr
Asp
Ser
Arg
580
Ala
Gly
Gly
Ser
Asn

660

Asp

Asp

Glu
485

Phe

Thr

Gly

Thr

Phe

565

Lys

Trp

Thr

Pro

Asp

645

Thr

Glu

Ser
470
ASp
Ala
Gly
Ala
550
Gly
Phe
val

Phe

Ser

630

Lys

Leu

Asp

Ser

Ala

Asp

Phe

Ala

535

Asp

Ala

Lys

Glu

Trp

615

Arg

Asp

Gln

His
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Lys

Trp

Gln

Gly
520

Phe

Phe

Ala

Thx

600

Gln

Val

Tyr

Glu

680

Lys

Ala

Gly

505

Gln

Asp

Ile

Met

Leu

585

Asp

Ala

Leu

Arg

Arg

665

val

Tyrx

Asp
490

Tyr

Gln

Asp

Asp

Ile

570

val

Glu

ala

Ile

650

Gly

Thr

Pro

475

Glu

val

Leu

Leu

Thr

555

Thr

Ser

Leu

Asp

635

Pro

val

Gly

215

Leu
Trp
Val
Thr
Thr
540
Asp

Trp

His

Ala
620

Ser

val

Gln

Ala Phe Leu

Asn Leu Lys

val

Asp

525

Lys

Asn

Ile

Asp

Phe

605

Phe

Thr

Ala

Ser

Glu
685

Gln

510

Ala

Ala

Gly

Gln

Gly

590

Val

His

Pro

Asn

Arg

670

Asn

495

Pro

Ile

Trp

Val

Gly

575

Pro

Glu

Asn

Gln

Gly

655

Phe

Ser

Ile
480

Trp
Asn
Gln
Gln
Ala
560
Asp
Phe
His
Thr
Leu
640
Ile

Leu

Leu
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val Trp Tyr Gln Gln Val Leu Gly Trp Ile Asn Arg Tyr Ser Gly Val
690 695 700

Gly Gly Ser Asn Pro Asp Ala Ile Ala Leu Glu Asp Thr vVal Asn Pro
705 710 715 720

val vVal Asp Leu Asn Pro

725
<210> 118
<211l> 564
<212> PRT

<213> Aspergillus niger
<400> 118

Met Thr Arg Gln Thr Ser Leu Val Pro Arg Leu Leu Thr Leu Ala Ser
1 5 10 15

Leu Ala Ala Leu Ser Gln Ala Glu Leu Gly Lys Ile Gln Trp Lys Gly
20 25 30

Ser Cys Asn Leu Thr Thr Tyr Pro Ala Leu Ile Cys Gly Thr Leu Asp
35 40 45

Val Pro Tyr Asp Tyr Thr Glu Ser Asn Ser Ser Lys Thr Leu Thr Leu
50 55 60

Asp Ile Ala Lys Trp Pro Ala Thr Lys Lys Pro Val Ser Glu Pro Ile
65 70 75 80

Ile Phe Asn Phe Gly Gly Pro Gly Val Asn Ser Phe Glu Gly Leu Gly
85 90 95

Leu Tyr Gly Glu Glu Phe Gln Ala Ile Leu Gly Gly His Asn Asp Leu
100 105 110

Ile Ala Phe Asn Asn Arg Gly Val Gly Asn Thr Ile Pro Phe Ser Cys
115 - 120 125

Tyr Ser Asp Asp Ala Thr Arg Glu Leu Val Ala Leu Gln Ala Pro Asn
130 135 140

Asp Gly Arg Ala Ser Ser Thr Ala Leu Gly Glu Ile Trp Ala Gln Asn
145 . 150 155 160
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Ala

Leu

Ala

Gly

Gly

225

Gly

Phe

Glu

Glu

val

305

Pro

Ser

Thr

Asn

Ile

Leu

Thr

210

Asn

Cys

Tyr

Asn

290

Thr

Ser

Asn

Ala
370

Ile

Gly

Ser
195

Thr

Val

Asn

Thr

Thr

275

Leu

Trp

Ser

Thr

Gly

355

Ile

Ala

Thr
180

Gly

Ile

Ala

Ala

Gly

260

Ser

Lys

Ser

Trp

Thr

340

Gln

Thr

Gln
165

Ser

Lys

Gly

Leu

Gln

245

Cys

Ala

Asp

Pro

325

Ile

Ser

Ala

Phe

Asp

Ala

Asp

230

Ala

Met

Ala

Asn

Val

310

Leu

Leu

Ser

Cys

Ala

Ser

val

215

Gly

val

Ala

Asn

Pro

295

Lys

Thr

Gly

Ser

Asp
375
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Ala

Leu
200

Leu

val

Val

Ala

Leu

280

Ile

Ser

Ser

Asn

Leu

360

Lys

Ala

Arg

185

val

Ala

Asp

AsD

Pro

265

Glu

Ala

Thr

Glu

Ser

345

Thr

His

Thr
170

Asp

Asn

Ala

Asn

Val

250

Asp

Ala

Ile

Ile

Leu

330

Glu

Ser

Arg

Asn

Ile

Met

Pro

235

Asp

Leu

Ala

Pro

Phe

315

Leu

val

Ala

Ser

217

Asn

Met

Trp

Phe

220

Arg

Lys

Cys

Ile

Glu

300

Glu

Tyr

Ser

Ala
380

Gln

Gln

Gly

205

Pro

Glu

val

Pro

Tyx

285

Thr

Ala

Tyr

Asp

Asp

365

Thr

Thr Gly Ser

val
190

Phe

Asp

Ala

Phe

Ile

270

Leu

Gly

Met

Val

Thr

350

Glu

Ile

175

Ala
Ser
Arg
Leu
Glu
255
Ala
Met
Gly
Tyr
Gln
335
Ile
Val

Lys

Asp

Met

Tyr

240

Gly

Lys

Leu

Ile

Leu

320

Thr

Lys

Gly

Glu



Val Leu
i8S

Asp Gly

Phe Ala

Pro Val

Ala Ala
450

Gln Asn
465

Ala Lys

Gly Thr

Lys Asp

Asp Ala
530

Arg Arg
545

Pro Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Pro

Ser

Lys

Leu

435

Lys

Gly

Ala

Ile

val

515

Thr

Arg

Leu

119
526
PRT

Tyr

Asp

Glu

420

Ile

Asn

Tyr

val

cys

500

Trp

Ile

Met

Pro

Val

Lys

390

Gly

405

Arg

Leu

Leu

Gly

Arg

485

Gln

Pro

Leu

Cys

Ser

Thr

His

470

Ala

Val

Lys

Lys

Ile
550

Ala

Met

Ser

Asn

Glu

455

Thr

Tyr

AsSp

Ser

Ala
535

Tyr

Aspergillus niger

119
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Arg

Gly

Thr

440

Thr

Thr

Phe

Vval

Phe

520

Leu

Leu

Gln

Cys

Asp

425

Phe

Leu

Thr

Pro

505

Gln

Met

aAla

Ala

410

Phe

Glu

Ser

Asn

490

Leu

Arg

Ser

Thr

Leu
395

Gln

Glu

Pro

Gly

Met

475

Gly

Phe

Ser

val

Asn
555

Thr

Trp

val

Ala

Ser

460

Pro

Thr

Thr

val

Arg

540

Ser

Lys

Asn

Lys

Thr

445

val

Ser

Leu

Asn

Glu

525

Asp

Ala

Ile

Pro

Thr

430

Pro

Leu

Leu

Pro

Leu

510

Ser

Lys

Ser

Gly

Lys

415

Ala

Leu

Leu

Cys

Ala

495

Thr

Arg

Met

Trp

Ser
400

Met

Asn

Pro

Glu

Thr

480

Asp

Tyr

Asp

Ser

Arg
$60

Met Tyr Tyr Ser Leu Trp Val Ala Ala Leu Val Ala Ala Leu Pro Val

218



Ser

Gly

Cys

Ala

65

Asp

Asp

Gly

Ser

Thr

145

Thr

Phe

Asn

Lys

Ile
225

Arg

Glu

50

Glu

Pro

Pro

Pro

Trp

130

Gly

Asp

His

Glu

Ile
210

Ile

Ala

Leu

35

Thr

His

Thr

Gly

Cys

115

Asn

Phe

Asn

Phe

Tyr
195

Gln

Gln

Gln

20

Asp

Asp

Glu

Glu

Pro

100

Gly

Asn

Ser

Gly

Thr

180

Ile

Leu

TYYX

Phe
Ile
Pro
His
Ala
85

Gly
Iie
Ala
YT
Phe
165
Thr
Glu

Gly

Gln

Val

Pro

Ser

Ile

70

Pro

Ser

Asp

Ser

Ser

150

Met

Glu

Glu

Ser

Ala
230

Ala

val

val

55

Phe

Leu

Ser

Ala:

Asn

135

Ile

Gly

Ser

Gln

val
215

TYyr
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Pro

Arg

40

Lys

Phe

Thr

Ser

Asn

Pro
25

Tyr

Ser

Trp

val

Met

105

Gly

120

Met

Pro

Ala

Asn
200

Met

Leu

val

Phe

Gly

185

Ala

Ile

Asn

10

Thr

Lys

Phe

Phe

90

Ile

Ser

Tyr

Pro

Pro

170

Gly

His

Gly

Phe

Asp

Gln

Ser

Phe

75

Ile

Gly

Vval

Ile

Gly

155

Gln

His

Leu

Asn

Thr
235

219

Leu

Val

Gly

60

Glu

Asn

Leu

Tyx

Asp

140

TVYx

TyT

Tyr

Gln

Gly

220

Val

Ile
Pro
TYr
Ala
Gly
Phe
Asn
125
Gln
Val
Ser
Gly
Pro
205

Trp

Tyr

Pro

30

Thr

Val

Arg

Gly

Gln

110

Asn

Pro

Asp

Arg

Pro

190

Gly

Tyx

Pro

15

Thr

Gly

Asp

Asn

Met

95

Glu

Pro

val

Ser

Glu

175

Val

Ala

Asp

Gly

Lys
Iie
Val
Gln
80

Ser

His

Tyr

Gln

Ser

160

Thr

Phe

Lys

Pro

Asn
240



Thr

Asn

Ala

Ala

Tyr

305

val

Ile

Thr

Leu

385

Ala

Gly

Ala

Asn,

Ala

Asn

290

Asp

Asp

Asn

Gly

Leu

370

Asn

Ala

val

vVal

Leu
450

Leu

Arg
275

Glu

Phe

Asp

355

Lys

Cys

Asn

Thr

Tyr
435

Glu

Tyr

Tyr

260

Gly

val

Arg

Leu

Thr

340

Asp

Gln

Asn

Phe

His

420

Glu

Met

Leu Pro Phe

245

Gly

Ile

Glu

Glu

Asn

325

Glu

Gly

Gly

Trp

Ser

405

Gly

Ser

Phe

Pro

Asp

Asn

Leu

310

Lys

Ser

Arg

‘Val

Leu

390

Ser

Gln

Gly

Glu

Gly

Glu

val

295

Thr

Ala

Asn

Leu

Thr

375

Gly

Ala

val

His

Arg
455
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Asn

Asn

Ile
280

Tyr

Pro

Ser

Asn

Met

360

val

Gly

Gly

Arg

Glu

440

val

Lys

Cys
265

Cys

Asp

Asp

val

Ala

345

Asn

val

Glu

Gln
425

val

Ile

Ser
250

Leu
Ser
Ile
Pro
Gln
330
Val
Thr
Met
Ala
Thr
410
Ala
Pro

Gly

Ile

Asp

Thr

Phe

315

Ala

Gly

Ile

val

395

Asn

Gly

Phe

Gly

220

Ser

Gln

Ala

Ser

300

Pro

Ala

Leu

Gln

Ala

380

Ser

Ile

Gln

Tyr

Lys
460

Ser Leu Met

Leu

Asp
285

Gly

Ile

Ala

Asp

365

Gly

Leu

Val

Phe

Gln

445

Asp

Tyx
270

Asp

Glu

Gly

Phe

350

Val

Asp

Gln

Thr

Ala

430

Pro

val

255

Asp

Phe

Asp

Phe

Ala

335

Ser

Gly

Ala

val

Ser

415

Phe

Leu

Ala

Tyr

Cys

Cys

Glu

TYx

320

Ser

Lys

Asp

Lys

400

Asp

val

Leu

Thr



Gly Lys Ile Pro Ile Ser Ser

465

470

Ser Tyr Tyr Arg Glu Gly Asn

485

Ser Leu Ala Thr Tyr Asn Thr

500

Arg Arg Leu Lys Arg Met Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

515

120
1156
PRT
Aspergillus niger

120

Met Ser Cys

1

Ala

Pro

Leu

Arg-

65

ser

Thr

Ile

Met

Thr

Pro

Ser

Arg

Ser

Ile

Asp

Asn

Pro

35

Leu

His

Ile

His

115

Leu

val

Asn

20

Pro

Pro

val

Phe

Cys

100

Ser

Asn

Ser

Ser

Ile

Ser

Ser

85

Thr

Gly

Leu

val

Ser

Thr

Arg

70

Leu

Gly

Arg

Asp

His

Ala

Pro

AsSn

55

Asn

Cys

Gln

Pro

Ala
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Ser

Ser

Thr

Pro
520

Ile

Pro

40

Pro

Pro

Pro

Ala

Arg
120

Gly

Leu

Thr

His

Ala

25

Pro

Ile

Lys

Ala

Pro

105

Ala

Ala

Gln Thr
475

Ile Gln
490

Asn Ala

Leu Arg

Lys Arg

10

Ala Ala

Gly Ser

Gly Phe

Phe Pro

75 -

Ala Ala

90

Val Arg

Ile Arg

Lys Arg

221

val

Trp

Pro

Phe

Ser

Ser

Asn

Thr

60

Ala

Thr

Ser

Ile

Lys

Gly

Glu

Asn

Gln
525

Leu

Thr

Thr

45

Leu

Pro

Leu

Arg

125

Arg

Thr

Val

Pro

510

Met

Leu

Ser
30

Tyr

Ser

Gly

Ser

110

Thr

Ser

Pro

Leu
435

val

Ser
15

Ala
Ser
Pro
Arg
Vval
95

Ser

Asp

Ser

Lys
480

Asp

Ser

Val

Ala

Pro

Ala

Ser

80

Thr

Leu

Gln

Ile



Thr
145
Ala
val
Gln
Ser
Leu
225
Gly
Gly
Tyr
Ala
Ala
305
Lys

Pro

Ala

130

Thr

Leu

Glu

Ala

val

210

Ser

Tyr

Arg

Ile

290

Lys

Leu

Glu

Ala

Pro

Thr

Asp

195

val

Met

Ile

Cys

Asp

275

Arg

Val

Ser

Ala
355

Ala

Pro

Asp

180

Ser

Ser

Ser

Leu

Ile

260

Pro

Tyr

Gly

Ile

Gly

340

Ala

Glu

Gly
165
Glu
Pro
Ile
Ser
Thr
245
Phe
val
Met
Ser
Leu
325

Asp

Ala

Arg

150

Asp

Asp

Glu

His

Gln

230

Asn

Asp

His

Lys

Glu

310

Ser

Gly

Ser

135

Pro
Ser
Ala
Trp
Phe
215
Ala
Arg
Asn
Asp
Leu
295
Ile
Gly

Tyr

Gly
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val

Thr

Ser

Gln
200

Cys

Thr

His

His

Phe

280

Arg

Axg

Vval

Ser

Gly.

360

Lys

Pro

Arg

185

Ala

Gln

Gly

val

Glu

265

Gly

Glu

Val

Ile

Asp

345

Ser

His

Ala

170

Leu

Thr

Thr

Phe

Val

250

Glu

Ile

Leu

val

Ser

330

Phe

Ser

Leu
155

Asn

Leu

Ile

Cys

val

23S

Cys

Cys

Leu

Lys

Gly

315

Asn

Gly

222

140

Arg

Gly

Pro

Glu

Ser

220

vVal

Asp

LyS

Leu

300

Asn

Leu

Thr

ser

Pro Glu Ser

Thr

val

Glu

205

Phe

Asp

Gly

Val

Phe

285

Gln

Asp

Asp

Asn

Pro
365

val

Gly

190

val

Asp

Ala

Pro

Arg

270

Asp

Pro

Ala

350

val

Tyr

175

Pro

val

Thr

Glu

Phe

255

Pro

Asp

Gly

Asn

33S

Ile

val

Ser
160

Asp

Ala

Lys

Glu

Asn

240

Trp

val

Lys

Ala

Glu

320

Ala

Gln

Asn



Ile

Ala

385

Glu

Gln

Pro

Met

Leu

465

Gln

val

Gln

Ala

Ala

545

Lys

Asp
370

Ala

Cys

Trp

Glu

Leu

450

Glu

Phe

Arg

val

Gly

530

Ile

Leu

Pro

Gly

Thr

Ile

Ile

Trp

435

vVal

Glu

Ile

Leu

Gly

His

Asp

Arg

Leu

420

Glu

Ala

Gly

Arg

Leu

500

Asp

515

Gly

Ala

Glu

Thr

Thr

Thr

Asn

Arg
580

Ala

Arg

405

Lys

Ala

Glu

Asp

Leu

485

val

Leu

Phe

Arg

Thr

565

Asn

Ile

Phe
390

Gly

Pro

Thr

Ile

val

470

Asp

Gln

His

His

Gly

550

Leu

Leu

Ala

375

Leu

Glu

Phe

val

Ile

455

Leu

Asp

Ala

Asn

535

Val

Ser

Asp

ES 2368 285 T3

Leu

Pro

Pro

Asp

Arg

440

Leu

Leu

Ile

Gly

Ile

520

Leu

Gly

Glu

Gln

Leu

val

Glu

425

Lys

Pro

Gln

Leu

Gly

505

Thr

Ser

val

Trp

Phe
585

Ala

Asp

Thr

410

Cys

Ala

Glu

val

Asp

490

Gln

Pro

Cys

Ile
570

Val

Gly

Arg

395

Arg

Arg

Ala

Gly

Asn

475

Ser

Asn

Asp

Gln

Glu

555

Ile

Glu

223

Gly
380

Pro

Gly

Pro

Pro

460

Gly

Ser

val

Arg

Gln

540

Ala

Asp

val

Leu

Thr

Leu

Thr

445

Ala

val

val

Glu

Phe

525

Ser

Ala

Ser

Met

Ala

Arg

Ile

Gly

430

Glu

Asp

Leu

Gly

Ile

510

val

Arg

Gly

val

Arg
590

Asp

Ala

Gln

415

Leu

Thr

Gly

Leu

Gln

495

Glu

Leu

Ser

Asp

575

Thr

Gly
Leu
400
Thx
Thr
Ser
Lys
Thr
480
Thr
Cys
Val
Tyr
Phe
560

Lys

Ile



Pro
His
Lys
625
Ser
Ala
Ile
Asp
Ala
705
Leu

Lys

Asp

Asn
785

val

Asp

Thr
610

Met

Asp

Asp

val

Gly

690

Glu

Cys

val

Pro

Tyr
770

Phe

Ser

Arg

585

Arg

Arg

Leu

Phe

Arg

675

Tyr

Lys

Asp

Val

Ser

755

Ile

Arg

Ile

Ser

Gly

Leu

Ala

Ile

660

Ser

Pro

Gly

Ile

Phe

740

Leu

Lys

Ile

Pro

Arg

Thr

Ala

Asp

645

Gln

Phe

Gln

Leu

Asn

725

Leu

Val

Gln

Val

Ala
805

val

Ser

val
630

Pro

Leu

val

Ala

val

710

val

His

Gln

Gly

val

790

Asn

val

Ile
615

Arg

Ile

Asp

Arg

Lys

695

Val

Thr

Pro

Ala

Gln

775

Ala

Ala
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Ile
600

Val

Asn

Gly

val

680

Lys

Vval

val.

Leu

Pro

760

Asp

Lys

Ser

Ser

Asp

Ala

vVal

665

Ser

Thr

Ser

Ala

Gln
745

Val

Thr

Thr

Ala

Tyr

Ile

Asp

Leu

650

Ser

cys

Gly

Arg

Asp

730

Asn

Gln

Ile

Ala

Pro
8lo

Arg

Asp

Thr

635

Pro

Gln

Thr

Phe

Ala

715

Ser

Tyr

Ser

Phe

vVal

795

Arg

224

His
Arg

620

Gly

Pro

Met

Gly

700

Ile

Ile

Ser

Ala

val

780

Thr

Tyr

Ile

605

His

Leu

Val

Ala

Pro

685

Leu

val

Ile

Ile

Lys

765

Gly

Asp

Arg

Trp

Trp

Pro

Ala

670

Leu

val

Pro

Val

Ile

750

Leu

Phe

Ile

Ala

Asp

His

Asp

Arg

655

Ala

Lys

val

Tyr

Asn

735

Gln

Ala

Asn

Thr

Ile
815

Leu

Pro

Phe

640

Lys

Asp

Leu

Asp

Asp

720

Ala

Tyr

Thr

Gln'’

Thr

800

Asn



Leu

Gly

Tyr

Leu

865

Gln

val

Glu

Phe

945

Leu

Pro

val

Leu

Ser
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Asp Ala Ile Thr val Asp Thr Gly Leu Ser Gly Gln Cys Ser Asn
820 825 830

val Leu Ile Gly Glu Asp Gly Vval Val Gln Ala Leu Trp Leu Asn
835 840 845

Leu Gly Glu Arg Thr Ser Asn Ser His Lys Asp Val Glu Tyr His
850 ’ 855 860

Gly Phe Ala Thr Pro Ser Leu Leu Pro Val Leu Ser Lys Val Gln
870 875 880

Gly Glu Met Pro Glu Leu Arg Ile Leu Asn Met Glu Ser Tyr val
885 890 895

Gln Met Ser Gln Ala Arg Ile Met Gly Val Ser Glu Glu Trp Ile
900 905 910

Lys Val Thr Gln Ala Asn Pro Ser Arg His Gln Leu Phe Met val
915 920 925

Lys Val Asp Cys Pro Pro Pro Gly Phe Asn Ser Ala Ala Asp Thr
930 935 940

Glu Glu Gly Asp Ile Ile Leu Thr Leu Asp Gly Gln Leu Ile Thr
: 950 955 960

vVal Ser Glu Leu Asp Ile Met Tyr Glu Lys Asp Thr Leu Glu Ala
965 . 970 975

Ile Val Arg Asn Gly Gln Glu Met Arg Ile Gln Val Pro Thr Val
980 - 985 990

Thr Glu Asp Leu Glu Thr Asp Arg Ala Val Val Phe Cys Gly Ala
995 1000 1005

Leu Gln Lys Pro His His Ala Val Arg Gln Gln Ile Ser Lys
1010 1015 1020

His Ser Glu Val Tyr vVal Ser Ala Arg Ser Arg Gly Ser Pro
1025 1030 1035

Tyr Gln Tyr Gly Leu Ala Pro Thr Asn Phe Ile Thr Ala val

225
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1040 1045
Asn Gly Val Pro Thr Pro Asn Leu
1055 1060
Ser Lys Ile Pro Asp Asn Thr Tyr
1070 1075
Phe Asp Asn Val Pro Trp Val Val
1085 1090
‘Tyr Phe Pro Met Ser Glu Tyr Ile
1100 1105
Gly Trp Arg Thr Val Ser His Asp
1115 1120
Ile Ala Pro Asp Ala Ala Asn Leu
1130 1135
Gly Phe Asp Gly Val Ser Asp Ile
1145 1150
<210> 121
<211> 536
<212> PRT
<213> Aspergillus niger
<400> 121
Met Arg Val Leu Pro Ala Ala
1 5
Val Pro Pro Phe Gln Gln Val
20 25
Ala Asp His Ala Ala Glu Val
35 40
Ser Lys Pro Leu His Ala Phe
50 S5
Glu Ala Arg Lys Leu Trp Asp
65 70

Asp

Phe

Thr

Lys

Lys

Asn

Glu

Met Leu Val

10

1050

Arg Phe Ser
1065

Arg Leu Arg
1080

Val Lys Lys
1095

Asp Gln Ser
1110

Asp Lys Tyr
1125

Pro Asp Ala
1140

Pro Asp Leu
1155

Leu Gly Gly Asn Gly Ala

Pro Ala Asp His Ser Ala

45

Gln Glu Glu Leu Lys Ser

60

Glu Val Ala Ser Phe Phe

75

226

Glu Glu val

Ala vVal Thr

Asn Asp His

Gln Pro Ser

Lys Asp Gly

Met Asp Glu

Glu

Gly Ala Ala Thr Ala Ala

15

Lys His Gly
30

Asp Gly Phe

Leu Ser Asp

Pro Glu Ser
80



Met

Pro

Asp

Gly

His

145

Pro

Gly

Pro

Leu

Ser

225

Phe

Gly

Leu

Asn

Asp

Asp

Leu

val

130

Leu

val

Leu

val

Asp

210

Asp

Phe

Glu

Ser

Gly
290

Gln

Serx

Arg

115

Lys

Phe

val

Phe

Tyr

195

Gln

Thr

Lys

Ser

His

275

Leu
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Asn Pro Leu Phe Ser

His

100

val

Gln

Tyr

Leu

Met

180

Asn

Pro

val

Gln

260

Lys

Thr

85

Trp Asp His

Lys Lys Thr

Tyr Thr Gly
135

Trp Phe Phe
150

Trp Leu Asn
165

Glu Leu Gly

Asp Tyr Ala

val Asn Vval
215

Ala Ala Gly
230

Phe Pro Glu
245

Ala Gly His

Lys Arg Asn

Asp Gly Tyr
295

Ile

Asp

120

Tyr

Glu

Gly

Pro

200

Gly

Lys

Tyr

Ile
280

Leu Pro
90

val Asp
105

Pro Gly

Leu Asp

Ser Arg

Gly Pro
170

Ser Ser
185

Asn Ser

Tyr Ser

Asp Val

Ala Lys
250

Ile Pro
265

Asn Leu

Gln Tyr

Lys
Gly
Ser
Asp
Asn
155
Gly

Ile

Asn

Tyr
235
Gln
val

Gln

Glu

227

Lys

Lys

Leu

Asn

140

Asp

Cys

Asn

Ser

220

Ala

Asp

Phe

Ser

Tyr
300

His Asn

Leu Glu
110

Gly Ile

125

Glu Asn

Pro Glu

Ser Ser

Lys Lys
130

Ser Val-

205

Asn Ser

Leu Leu

Phe His

Ala Ser.
270

val Leu
285

Tyr Arg

Arg
95

Ala

Asp

Asp

Asn

Leu

175

Ile

Ile

Ala

Thr

Ile

255

Glu

Ile

Pro

Arg

Pro

Lys

Asp

160

Thr

Gln

Phe

val

Leu

240

Ala

Ile

Gly

Met



Ala
305

Gln

Cys

Cys

Tyr

Ala

385

Ala

Asn

Leu

Asp

Ala

465

Asp

val

His

Cys

Ser

Asn
Asp
370
Met
Val
Arg
Val
Ala
450
Leu
Leu
Lys

Met

Trp

Gly

Met

Ser

Asn

355

val

Gly

Gly

Asn

Pro

435

Asp

Glu

val

Ser

val

515

Leu

Asp

Asp

Ser

340

Ala

Arg

Tyr

Ala

Phe

420

Gly

Phe

Trp

Ile

His

500

Pro

Gly

Gly

Asn

325

Glu

Leu

Gly

val

Glu

405

Leu

Leu

Ile

Pro

val

485

Gly

Met

Gly

.Gly

310

Ala

Ser

Leu

Lys

Ser

390

val

Phe

Leu

Cys

Gly

470

Asp

Asn

Asp

Glu

Tyr

Leu

Ala

Ala

Cys

375

Asp

Asn

His

Glu

Asn

455

Gln

Asn

Phe

Gln

Trp
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Pro

Pro

Trp

Ala

Arg

Val

. 345

Pro
360

Glu

Gly

Gly

Gln

440

Trp

Ala

Glu

Thr

Pro

520

Phe

Tyr
Asp
Leu
Tyr
Asp
425
11?
Leu
Glu
His
Phe

505

Glu

val

Cys

330

Cys

Gln

Ser

Asn

Asp

410

Trp

Pro

Gly

Tyr

Thr

490

Met

Ser

Leu
315

Gln

val

Axrg

Ser

Lys

395

Ser

Met

val

Asn

Ala

475

Gly

Arg

Ser

228

Asp

Ser

Pro

Thr

Asn

380

Cys

Lys

Leu

Lys

460

Ser

Lys

Leu

Leu

Glu

Met

Ala

Gly

365

Leu

Glu

Asn

Pro

Ile

445

Ala

Ala

Lys

Glu
525

Ser Ser Cys

Ile

Ser

350

Gln

Cys

val

Phe

430

Trp

Glu

Ile

Gly
510

Phe

Glu
3135

Ile

Asn

Ile

Asp
415

His

‘Ala

Thr

Leu

Gly

495

Gly

Phe

320

Ser

Tyr

Val

Ser

Glu

400

Ile

Axrg

Gly

Glu

Glu

480

Gln

Gly

Asn



530

<210>

122

<211> 279
<212> PRT

<213>

<400> 122

Met Lys
1

Val Leu

Ala Arg

Asp Thr
50

Thr Thr
65

Gln Pro

val Pro

Ala Trp

Thr Gly
130

Trp Tyr

145

Ser Thr

Gln Gly

Phe

Ala

Ser

35

Ser

His

Pro

Glu

val

115

val

Glu

Gly

val

Thr

Ala

20

Leu

Thr

val

Pro

-Pro

100

Gly

Asp

Trp

Asp

Ala
180

Asn

Pro

Gln

Lys

Thr

Gln

85

Thr

Ile

Phe

Thr
165

Thr

Tyr

Arg

Glu

TYyY

70

Gly

Ala

Asp

Pro
150

Ile

Ile

535

Aspergillus niger

Leu

Pro

Gln

Asn

55

Ser

Thr

Gln

Gly

Vval

135

Asp

Val

Glu
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Leu

Arg

Ser

40

Ser

Ser

Gly
Asp

120

Glu

Ala

Asn

Thr

Thr

25

His

Asn

Ser

Gly

105

Thr

Asn

Ala

Lys

Ile
185

Thr
10

Gly

Pro

Leu

Trp

Ala

90

Ser

Tyr

Gly

val
170

Ser

Ala

Leu

Leu

Leu

Ala

75

val

Gly

Ser

Gln

Asp

155

Glu

Thr

229

Thr

Glu

Leu

Asp

Pro

45

Glu

60

Gly

Ser

Thr

Asn

Thr

140

Phe

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

Gln

Ala

125

Tyr

Asp

Ile

Lys

Ala
Arg
30

Ile
Asp
val
Thr
Ala
110
Ile
Asn
Leu

Ser

Lys
190

Ser

15

Leu

Pro

Glu

Arg

Phe

95

Gly

Leu

Asp

Asp

Pro

175

Ala

Ser

Arg

Leu

Asn

Glu

80

Arg

Ser

Gln

Ala

val

160

Ser

Thr



Gln Thr

Ala Asp
210

Leu Ala
225

Gly Gly

Ile Arg Ala
195

Trp Ile val

Gly Phe Gly

Ser Thr Trp
245

Gln Gly Asn Glu Val

Phe Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Ile
1

Ala Vval

Ile Pro

Met Lys
50

Gln Lys
65

His Met

Val Ser

260

Val Lys Tyr
275

123
573
PRT

Pro

Glu

Glu

230

Gly

Leu

Thr

Ala

Asp

215

Ile

val

Thr

Ser

Aspergillus niger

123

Tyr Val Asn Tyr Ile

Ala Thr Ala
20

Asp Gly Trp
35

Phe Trp Leu

val Ile Asp

Lys Arg Asn

85

Lys Ile Ile

Pro

Thr

Ser

Ile

70

Phe

Asp

Lys

Met

55

Ser

Val

Ser
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Ala

200

Phe

Ser

Asp

Asp

Leu

Gly

40

His

Thr

Met

Trp

Gln

Phe

Asp

val
265

Gly

Val

25

Ala

His

Pro

Leu

Ala

Ser

Trp

Ala

250

Glu

Leu

10

val

Ala

Glu

Gly

Phe

90

Glu

Thr

Gly

Gly

235

Thr

val

Leu

val

Pro

His
75

Met

Ser

230

Leu

Asp

220

val

Ile

Gln

Ser

Asp

Pro

Lys

60

Arg

Arg

Glu

Ala

205

Ser

Gln

val

Ser

Leu

Gln

Pro

45

Ala

Asp

Pro

His

Gly

Met

ala

Glu

Asp
270

Leu

Leu

30

Phe

Asp

Tyr

Ser

val

Gln

val

Gln

Leu

255

Serx

His

15

Asn

Thr

Phe

Gly

Asp

Pro

Asn

Asp

Gly

240

Lys

Ala

Thr

Ser

Pro

Glu

Arg

80

Gln

Pro



Asn Ala

Ala Gln
130

Leu Glu
145

Glu Gln

Gly Arg

Val Asn

Ile Cys
210

Asp Ser
225

val Asp

Gln Asn

Ala Leu
290

Gly Arg
305

Leu Pro

Ile
115

Ala

Thr

val

Pro

Ile

195

Leu

Arg

Ser

Ala

Ser

275

Ser

Ala

Asp

100

Glu

Gln

Asn

Asp

Lys

180

Asp

Arg

Asn

Asp

Asp

260

Gln

Met

Pro

Glu

Asp

Ser

Thr

Ala

165

Thr

Glu

Gln

val

Leu

245

Phe

Glu

Ala

Ser

Asp
325

Met

Thr

150

His

Gln

Ile

Leu

Leu

230

Asp

Ser

Gly

Phe

Pro

310

Leu

Gly

Met

135

Gln

Leu

Thx

Ser

Tyxr

215

Gly

Glu

val

Ser

Asp

295

Pro
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Asp
120

Lys
Ile
Gln
Ser
Glu
200
Gly
Ile
Phe
val
Thr
280
Ala

Leu

Ala

105

Trp

Thr

Arg

Met

Leu

i85

Asp

Leu

Ser

Leu

Ser

265

Glu

Asn

Glu

val

val

Asp

Thr

Ile

170

Pro

Cys

Pro

Gly

Ala

250

Ile

Ala

Ala

Gln

Leu
330

Ala

Phe

Leu

155

Gln

Ser

Leu

Ser

235

val

Asn

Ser

Thr

Leu

315

Ser

231

Phe

Tyr

140

Lys

Pro

Leu

Thr

Thr

220

Leu

Tyr

Gly

Leu

Phe

300

Gln

Thr

Thr
125

Asn

Tyr

Thr

Met

Gly

205

Lys

Asp

Ser

Gly

Asp

285

Tyx

Ser

110

val

Phe

Ser

Thr

Pro

190

val

Ala

Gln

Pro

Gln

270

Ile

Thr

Leu

His

val

Arg

175

val

Thr

Serxr

TYyT

Asn

255

Asn

Gln

Thx

val

Gly
335

Leu

His

Pro

160

Phe

Ser

Pro

Pro

Ala

240

Ser

Pro

Tyr

Ala

Gly

320

Glu
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Asp Glu Gln Ser Leu Pro Glu Glu Tyr Thr Glu Ala Thr Cyé Asn Leu -
340 345 350

Phe Ala Gln Leu Gly Ala Arg Gly Val Ser Val Ile Phe Ser Ser Gly
355 360 365

Asp Ser Gly Val Gly Gly Ser Cys Val Ser Asn Asp Gly Ser Gln Arg
370 375 380

Thr Arg Phe Gln Pro Ile Phe Pro Ala Ser Cys Pro Phe Val Thr Ser
385 390 395 400

Val Gly Gly Thr Glu Gly Val Gly Pro Glu Lys Ala Val Asp Phe Ser
405 410 415

Ser Gly Gly Phe Ser Glu Arg Phe Ala Arg Pro Ser Tyr Gln Asn Ala
420 425 430

Ser val Glu Ala Tyr Leu Ala Arg Leu Gly Asp Lys Trp Asp Gly Leu
435 440 . 445

Tyr Asn Pro Asp Gly Arg Gly Ile Pro Asp Val Ser Ala Gln Ala Ser
450 455 460

Asn Tyr Val Ile Arg Asp His Gly Gln Trp Leu Gln Thr Ala Gly Thr
465 470 475 480

Ser Ala Ala Ala Pro Val Phe Ala Ala Val Ile Ser Arg Leu Asn Ala
485 4950 495

Ala Arg Leu Glu Gln Gly Lys Pro Thr Leu Gly Phe Leu Asn Pro Trp
500 505 510

Leu Tyr Ser Leu Asp Gln Gln Gly Phe Thr Asp Ile Val Asp Gly Gly
515 520 525

Ser Val Gly Cys Asp Gly Ser Asn Gly Gly Ala Leu Val Pro Tyr Ala
530 535 540

Ser Trp Asn Ala Thr Lys Gly Trp Asp Pro Val Thr Gly Leu Gly Thr
545 550 555 560

232
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Pro Leu Tyr Gln Thr Leu Glu Gln Leu Ala Gln Ser Ala

<210> 124
<211> 58S

<212>
<213>

<400>
Met Arg

1

Ser Thr

Trp His

Ile Ala
50

Asp Leu
65

Glu Asp

Asn Trp

Leu Val

Ala Thr

130

Tﬁr Glu
145

Ser Pro

Gln Arg

PRT

124

Ser

Asn

His

35

Leu

Ser

val

Leu

Asn

115

Phe

Tyr

Thr

Ala

Ser

Ala

20

val

Ala

Thr

Asp

Arg

100

Phe

Ala

Ser

Thr

Gln

565

Gly

Ile

Glu

Arg

Pro

Thr

85

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

165

Lys

Leu

val

Asp

Lys

Gly

70

Leu

Ala

Thr

TYr

Pro

150

Phe

Ile

Aspergillus niger

Tyx

His

Ala

Asn

55

Glu

Phe

Asn

Thr

Gln

135

Asp

Gly

Asp

Thr

Glu

Gly

40

Leu

Ser

Pro

Ile

val

120

Ser

Asp

Lys

Thr

Ala

Lys

25

Ser

Asp

Gln

val

Thr

105

Gly

Leu

Glu

His

570

Leu

10

Leu

AsSp

Gln

Ala

90

His

Lys

Ser

val

Lys
170

Val

Leu

Ala

His

Leu

Gly

75

Ser

Ile

Val

Ser

Asp

155

Thr

Ala

233

Cys

Ala

Gln

Glu

60

Gln

Asp

Ser

Asn

Gln

140

Ser

Thr

Lys

Ser

Val

Ile

45

Ser

Trp

Lys

Arg

Lys

125

Arg

Tle

Ala

Arg

Leu

Pro

30

Ser

Lys

Leu

Ala

Gln

110

Leu

Leu

AsSp

Gly

Ser

Ala

15

Ser

Leu

Leu

Asp

val

95

Gly

Leu

Leu

Leu
175

Asn

Ala

Gly

Ser

Lys

Glin

80

Ile

Ser

Asn

Thr

Ile
160

Asn

Ser



Ser

Asn

Phe

225

Phe

val

Glu

Pro

Asn

305

Ser

Thr

Val

Ile

Asn

385

Thr

Ser

Phe

210

Gly

Glu

Asn

Ala

val

290

Glu

Ala

Val

Gly

Gly

370

Pro

Met

Cys

195

Gly

Ser

Lys

Gly

Asp

275

Thr

Pro

Leu

Pro

Leu

355

Ser

Ile

Ser

180

Ala

Asn

Phe

Leu

Gly

260

Leu

Glu

Tyr

Pro

Glu

340

Arg

Gly

Phe

Asp

Leu

Phe

245

val

Asp

Phe

Leu
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50 55 60

Asn Pro Ile Asn Asp Met Ser Arg His Asp Val Leu Val Asp Asn Phe
65 70 75 80

Leu Asn Ala Gln Tyr Phe Ser Glu Ile Glu Leu Gly Thr Pro Pro Gln
85 90 95

Lys Phe Lys Val val Leu Asp Thf Gly Ser Ser Asn Leu Trp Val Pro
100 105 110

Ser Ser Glu Cys Ser Ser Ile Ala Cys Tyr Leu His Asn Lys Tyr Asp
115 120 125

Ser Ser Ala Ser Ser Thr Tyr His Lys Asn Gly Ser Glu Phe Ala Ile
130 135 140

Lys Tyr Gly Ser Gly Ser Leu Ser Gly Phe Ile Ser Gln Asp Thr Leu
145 150 155 160

Lys Ile Gly Asp Leu Lys Val Lys Gly Gln Asp Phe Ala Glu Ala Thr
: 165 170. 175

Asn Glu Pro Gly Leu Ala Phe Ala Phe Gly Arg Phe Asp Gly Ile Leu
180 185 190

Gly Leu Gly Tyr Asp Thr Ile Ser Val Asn Lys Ile Val Pro Pro Phe
195 200 205

Tyr Asn Met Leu Asp Gln Gly Leu Leu Asp Glu Pro Val Phe Ala Phe
210 215 ) 220

Tyr Leu Gly Asp Thr Asn Lys Glu Gly Asp Glu Ser Val Ala Thr Phe
225 230 235 240

Gly Gly Val Asp Lys Asp His Tyr Thr Gly Glu Leu Ile Lys Ile Pro
245 250 255

Leu Arg Arg Lys Ala Tyr Trp Glu Val Glu Leu Asp Ala Ile Ala Leu
260 265 270

Gly Asp Asp Val Ala Glu Met Glu Asn Thr Gly Val Ile Leu Asp Thr
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Trp
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Thr Ala

Thr Cys

Glu Val
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Thr
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Leu Ile Lys Ala Leu vVal Thr Ser Trp Ser Glu Gln Gln His Ser Val
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Trp
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Trp

Thr
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val
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Tyr
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Asp

Leu

Leu

10

Lys

Met
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Lys

ES 2368 285 T3

Gly

Arg

Gly

Lys

Leu

360

Val

Gly

Phe

TyY

Arg

440

Ser

Pro

Gln

Ser

Met

Glu

Trp

Ser

345

Gln

Gly

Phe

Glu

val
425

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly
505

Asn

Asp

Val

330

Pro

Ile

Thr

Glu

Gly

410

Leu

Ser

Gly

Thr

Lys

490

Glu

Trp

val

315

Glu

Pro

Leu

Glu

Thr

395

Glu

Ile

Arg

Gly

Ser

475

Glu

Ala

259

Pro
300

val

Cys

Ser

Leu

Gln

380

Ser

Pro

Tyr

Asp

Ser

460

val

Arg

val

Thr

Lys

Sexr

val

Phe

365

Leu

Pro

Ala

Asn

Met

445

Pro

Gly

Ile

Leu

Asp

Ala

Gly

Gln

350

Ser

Ile

Gly

Gly

Ala

430

Leu

Gly

Lys

Leu
510

Leu

Leu

Ala

335

Leu

Gly

Asn

Val

Ile

415

Ser

Asp

Asp

His

Glu

495

val

Glu

Asn

320

val

Leu

Asp

Asn

Trp
400

Tyr

His

Arg

Ser

Pro

480

Thr

Val



Ile

Ser

545

Glu

Asp

Asp

His

Ile

His

530

val

Ala

Leu

Ile

Asn
610

<210>
<21l1>
<212>

<213>

<400>

Gly
515

Gln

Leu

Gly

Glu

Ser

595

Leu

137
S31
PRT

137

Met Phe Leu

1

Ile

His
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Asp

Arg

580

Arg

Ser

Ile

Ala

20

Lys

Thr

Glu

Ser

Leu

Arg

Phe

565

Glu

Gln

Ser

Gly

Arg

Ser

Ser

Ile

Val

Arg

Phe

550

Asp

His

His

Aspergillus niger

Pro

Ala

His

Asp

Leu

70

Pro

Trp

Gly

535

His

Glu

Tyr

Ser

Ala

Thr

Pro

Tyr

55

Pro

Ile

ES 2368 285 T3

Gly

520

vVal

Asn

Ala

Ala

Gln
600

Val

Gln

Thr

40

Arg

Asp

Asp

Phe

Trp

Lys

Glu

val

585

Gln

Thr

Ser

25

Tyr

Phe

Val

Asp

Phe Ile

His Lys

555

Leu Asp
570

Gly Glu

Ala Ser

vVal Ala

10

Glu Arg

Arg Ala

Phe Asn

His Phe

75

Ser Asn

260

Trp

Asp

540

Gly

Asp

Arg

Ala

Ser

Ala

Asn

60

Asp

Asn

Arg
525
Met
Gly
Leu

Ser

Ala
605

Ala
Arg
Thr
45

Arg

val

Gly

Ser

Ser

Ala

His

Asp

590

Gly

Leu

Ala

30

Arg

Thr

Gly

Ser

Arg

Gly

Asp

Ser

575

Glu

Gly

Leu

15

Ala

Ala

Lys

Glu

Arg

Ser

vVal

560

Pro

Asp

Ser

Leu

Ala

Gln

Pro

Met

80

Ser



Leu

Thr

Phe

val

145

Asp

Asn

Glu

Ser

Lys

225

Ala

Pro

Met

Phe

TYyr
305

Phe

Ile

Gln

130

Ile

Gln

Glu

Asp

210

Asn

Cys

Phe

Asn

AsSp

290

Met

115

Glu

Asn

Pro

Glu

Leu

195

Ala

Asp

Ile

Val

Glu

275

Glu

Asn

Ile
100

Leu

Asn

Glu

val

Glu

180

Tyr

Gly

Thr

Gly

Lys

260

Leu

Tyr

TYyr

85

Phe

Asn

Gly

Gly

165

Ile

Gly

Arg

Thr

Gln

245

Gln

Glu

Phe

Ser

Gln

Gly

Ser
150
Thr

Ala

Ile

Tyr

Arg
230

Trp

His

Thr

Ala

Glu
310

Pro
Gly
Phe
135
Trp
Gly
Ala
Lys
val
215
Phe
Asp
Ala
Thr
Phe

295

Cys

ES 2368 285 T3

Lys

Pro

120

Thr

Val

Phe

Asp

Asn

200

Pro

Asn

Ser

280

Pro

Asp

Ile
105

Gly

Trp

Ser

Phe

185

Phe

Tyr

Leu

Ile

Leu

265

Glu

Pro

Ile

S0

Gly

Cys

Gln

Leu

val

170

Leu

Arg

Ile

Ser

Gln

250

Phe

Glu

Ser

Glu
Ser
Pro
Thr
155
Gly
Asp
Ile
Ser
Gly
235
Ala
Asn
Cys

Gly

Asn
315

261

Pro

Ser

Gly

140

Asn

Asn

Phe

Phe

Ser

220

Ala

Glu

Phe

Gly

Ile

300

Met

Ser

Glu

125

Thr

Met

val

Phe

Met

205

Ala

Leu

Leu

Asn

Tyxr

285

Gln

Ile

Asp
110

Gln

Leu

Thr

Glu

190

Thr

Met

Leu

Pro

Gln

270

Lys

Pro

85

Asp
Gly
Ala
Trp
aAla
175
Lys
Gly
Leu
Tyr
Ala
255
Ser

Ala

Pro

Leu

Phe

Pro

val

160

Thr

Phe

Glu

Asp

Asp

240

Tyr

Tyr

TYXr

Lys

Glu
320



Ala

Cys

Glu

Leu

Val

385

Asp

Thr

Thr

Leu

Asp

465

Leu

Leu

Gln

Glu

Pro

Pro

His

370

Phe

Ser

Asn

Asn

Gly

450

Leu

Asp

Met

Gly

Ile
530

Leu
Ala
355
Ala
Ala
Pro
Gly
435
Phe
Gln
Gly
Trp

Arg
515

Pro

Leu

340

Pro

Pro

Gly

Asn

val

420

Thr

Gln

Trp

Pro

Ala

500

Val

Leu .

Asn
325

Trp

Thr

Met

Gly

Pro

405

Leu

Leu

Ser

Vval

Gln

485

Glu

Ser

Pro Cys

Asp Val

Thr Tyr

Asp Val

375

Asp Ala

390

Thr Glu

Ile Ala

Leu Ala

AAla Pro

455

Glu Ile

470

Gly Vval

Thr Tyr

Tyr Arg

ES 2368 285 T3

Phe

Leu

Phe

360

Glu

Asp

Gly

Asn

Ile

440

Ala

Phe

Met

Gln

His
520

Asn

Gly

345

Asn

Trp

Pro

val

Gly

425

Gln

Thr

Glu

Gly

Ser

505

Leu

Pro Tyr Arg

330

Trp

Arg

Glu

Gly

Leu

410

Asp

Asn

Pro

Ala

val

490

Gly

Pro

Ile

Leu

Pro

385

Pro

Trp

Met

Ile

Gln

475

Gln

His

Thr

Asp

Cys

380

Glu

Arg

Asp

Thr

Asp

460

Glu

His

Lys

Gln Trp Leu

262

Val

Asp

VvVal

365

Ser

Gln

Vval

Tyr

Trp

445

Ile

Gly

TYyTr

Gln

Leu
525

Ile

Leu
350

Lys

Tyr

Gln

Ile

Leu

430

Asn

Gln

Tyr

Glu

Ala
510

Gly

Asp

335

Ala

Lys

Asp

Gly

Glu

415

Ile

Gly

Met

Gly

Arg

495

Gln

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

400

Ala

Ile

Gln

Pro

Gly

480

Gly

Asp

Val



<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

138
531
PRT

138

- Met Leu Phe

1

ACys
Ala
His
Thr

65

Gly

Glu
Ala
Gln
145
Trp

Ala

Asn

Thr

Arg

Ser

50

Lys

Glu

Ser

Ile

Phe

130

Pro

val

Thr

Trp

Asp

Asp

35

Leu

Pro

Met

Leu

Thr

115

Leu

val

Ser

Gln

Aspergillus niger

Arg Ser Leu Leu

Asn
20

Ala

Lys

Tyr

Phe

100

Ile

Gln

Glu

Gln

Glu

180

Gln

5

Ala

Met

Ile

Ser
85

Phe

Trp

Glu

Asn

Pro

165

Glu

Ile

Ser

Asn

Pro

Val

70

Gly

val

Leu

Asn

Pro

150

val

Glu

Phe

Ala

Ile

val

55

Glu

Leu

Phe

Asn

Gly

135

™YY

Gly

Ile

Gly

ES 2368 285 T3

Ser Thr

Ala Lys
25

Ala Lys
40

Glu Asp

Ser Leu

VvVal Pro

Gln Pro
105

Gly Gly
120

Arg Phe

Ser Trp

Thr Gly

Ala Glu
185

Ile Lys

Ala
10

His

Arg

Pro

Ile

90

Thr

Pro

Val

vVal

Phe

170

Asp

Asn

val

Gly

Ser

Gln

Asp

Glu

Ile

Gly

Trp

Asn

155

Ser

Phe

Phe

263

Leu

Arg

Ala

Phe

60

Val

Lys

Gly

Cys

Gln

140

Leu

Leu

val

Lys

Ala

Phe

Asn

45

Leu

His

Gly

Glu

Ser

128

Pro

Thr

Gly

LyS

Ile

val

Gly

30

Ala

Asn

Phe

Asn

Pro

110

Ser

Gly

Asn

val

Phe
190

Ser

1s.

Gln

vVal

Asn

AsSp

val

95

val

Leu

Thr

val

Pro

175

Phe

val

Leu

Lys

Lys

Lys

Leu

80

Ser

Asp

Glu

Leu

160

Thr

Lys

Thr



Gly

Leu

225

val

Ser

Asp

Pro

305

Val

Ile

Glu

Asp

Ser

385

Gly

Glu

Glu
210

Asp

Asp

val

Phe

Phe

290

Lys

Asn

Asn

val

val

370

Val

Asp

Gly

195

Ser

Gln

Pro

Pro

Leu

275

Ile

Ala

Asn

Glu

Asp

355

Lys

Glu

Tyr

Thr

Tyr

Asn

Cys

Phe

260

Ala

Asp

Met

Ala

Met

340

Tyr

Arg

Ser

Ser

Asn
420

Ala
Asp
Ile
245
Val
Glu
Gln
Asn
val
325
Cys
Leu
Ala
val
Ala

405

Arg

Gly

Thr
230

Gly

Gln

Leu

Tyr

Trp

310

Leu

Pro

Pro

Met

Phe

390

Asn

val

Arg

215

Glu

Gln

Lys

Glu

Leu

295

Ser

Asp

Ile

Ala

His

375

val

Pro

Leu

ES 2368 285 T3

200

His

Phe

Asn

Ser

280

val

Asp

Pro

Leu

Gly

360

Ala

Gly

Ile

Ile

val
Phe
Asp
Asn
265
Ile
Phe
Pro

Asn

Trp
345
Ala
Pro
Gly

Glu

Gly
425

Pro

Asn

250

Ala

His

Pro

Thr

Pro

330

Asp

Ser

Asn

Asp

His

410

Asn

Leu

235

val

Leu

Glu

Ala

Cys

315

Cys

vVal

Ile

Ile

Gly

395

Val

Gly

264

Ile
220

Lys
Gln
Phe
Gln
Ser
300
Asp

Phe

Leu

Thr
380
Gly

Leu

Asp

205

Ser

Gly

Glu

Asn

Cyé

285

Gly

val

Asn

Gly

Phe

365

Trp

Pro

Pro

Tyr

Ala

Ala’

Glu

Phe

270

Gly

Val

Pro

Phe

350

Asp

Ser

Glu

Gln

Asp
430

Ala

Leu

Ala

255

Asn

Tyr

Gln

Asp

Tyx

335

Pro

Arg

Glu

Gln

val

415

Met

Phe

Ala

240

Pro

Ala

Lys

Pro

Ile

320

Glu

Thr

Ala

Cys

Glu

400

Ile

val



Ile

Gly

Ile

465

Pro

Leu

Gln

Leu

Lys

450

Pro

Gln

Met

Pro

Thr
530

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr
435

Leu

Asp

Gly

Trp

Arg

515

Leu

139
492

PRT

Asn Gly Thr

Gly Phe Asp

Leu Met Tyr

470

Gly Gln Gly

- 485

Ala Glu Thr

500

val Ser Tyr

Leu

Thr

455

Asn

val

Phe

Arg

Aspergillus niger

139

Met Lys Gly

1

His Gly Leu

Pro Ile Glu

35

Val Gly val

50

Leu Thr Leu

65

Ala Ala
5

Ser Leu
20
Arg Arg

Thr Leu

Gly Thr

Leu

His

Ser

Gln

Pro
70

Ile

Lys

Ala

Asn

55

Ala

ES 2368 285 T3

Leu
440

Ala

Glu

Met

Gln

His
520

Pro

Arg

Gln
40

Trp

Gln

Ser

Pro

val

Gly

Ser

505

Leu

Leu
Asp
25

Ser

Asp

Lys

Ile

Ser

Phe

Ile

490

Gly

Glu

Ala

10

Gly

Leu

Ala

val

Gln

Thr

Ile

475

Gln

His

Trp

Ala

Pro

Gln

Thr

Ser
75

265

Asn

Pro

460

Glu

His

Met

Leu

Gly

Ala

Lys

Tyr

60

Leu

Met
445

Ile

Asn

Gln

Leu
525

Ile

Val

Arg

Tyr

Ala

Thr

Asn

Gly

Glu

Pro

510

Gly

Pro

Val

30

Asp

Ala

Leu

Trp

Ile

Arg
495

Gln

Arg

Phe

15

Arg

Ser

val

Asp

Asn

Asp

Asp

480

Gly

Phe

Arg

Ala

Met

Thr

Asn

Thr
80



Gly

Ile

Ser

Gly

Asn

145

Ser

Ala-

Asp

Leu

Lys

225

Lys

Asp

Leu

Lys

Ala

Ser

Asp

Thr

Thr

130

Thr

Lys

Glu

Ser

Glu

210

Tyr

Ser

Asp

Val
290

Ser

Asn

val

115

Asn

Thr

Arg

His

Gly

195

Ala

Lys

Tyx

Thr
275

Tyr

Ile

Asp

Leu

100

Lys

Leu

Ile

Gly

Asp

180

Ala

Ser

Gly

Ser

Ser

260

Gly

Asp

Asp

Leu
85

Cys

Thr

Asp

Ile

165

Asp

Ile

Thr

Asp

Leu

245

Ser

Thr

Ala

Cys

Trp

Thr

val

Gly

Asn

150

Ala

Lys

Lys

Gly

Leu

230

Ala

Ser

Thr

Leu

Asp

val
Pro
Gly
Pro
135
Met
Gly
val
Ser
Ser
215
Gln
Ile
Phe
Met
Asn

295

Thr

ES 2368 285 T3

Asn

Thr
120

Gln

val

Ala

200

Leu

Thr

Ala

Thr

Thr

280

Ala

Arg

Thr

Gly

105

His

val

Phe

Gly

Ala

185

Ala

Leu

Leu

Leu

Asp

265

Ala

Thr

Glu

Gly

90

Leu

Leu

Thr

Gly

Tyx

170

Asn

Tyr

Phe

Thr
250

Ser

Leu

Ala

Asn

Asn

ASp

Ile

155

Lys

Leu

Ser

Gly

Ile

235

Glu

Leu

Pro

Asp

AsSp

266

Ser

Asn

Asp

Lys

140

Ala

Ile

Pro

Ile

Gly

220

Ile

Leu

Ser

Lys
300

Tyr

Thr

Ala

Thr

125

Leu

Glu

Ser

Gln

205

val

Pro

Ser

Leu

Asp

285

Thr

Asn

Ser
110

Thr

Ser

Thr

Ala

190

Leu

Asn

val

val

Ser

270

Leu

val

Cys

95

Glu

Ala

Ile

Thr

175

Leu

Asp

Thr

Ala

255

val

val

Asp

Ser

Ser

Asp

Gly

Thr

160

Gln

Val '

Ser

Ala

Gly

240

Thr

Ser

Asn

Met

Tyr



305

Ser

Pro

val

Ser

Asn

385

Gly

Ser

Leu

Gly

Ser

465

Pro

Phe

Ala

Pro

Ala

370

Thr

Thr

Ala

Ser

Thr

450

Glu

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser

Thr

Ser
355

Tyr

Asn

Ser

Thr

Gly

435

Gly

Gly

Leu

140
611
PRT

140

Gly

Glu

340

Gln

Val

Phe

Ala

Gly

420

Val

Ser

Ala

Ala

Ala
325

Pro

Pro

val

Asn

val

405

Asn

Thr

Ser

Ala

Gly
485

310

Thr
Gly
Gly
Tyr
Pro
399
Pro
Gly
Ile
Gly
Ala

470

Ile

Ile

Trp

val

Asp

375

Gly

Gly

Leu

Thr

Gly

455

Gln

Gly

Aspergillus niger

ES 2368 285 T3

Thr

Asn

360

Leu

Asp

Ala

Ile

Ala

440

Ser

Ala

Leu

val

Asp

345

Leu

Glu

Asp

Thr

Ser

425

Thr

Ser

Thr

Leu

Ser
330

Asn

Leu

Asn

Asp

Pro

410

Ser

Ala

Ala

Ser

Leu
490

315

Met

Thr

Gly

Asn

Ile

395

val

Gly

Thr

Glu

Asn

475

Ala

Ser

Cys

Asp

Glu
val

Thr

© 365

Glu
380

Leu

Thr

Ala

Ala

460

Pro

Leu

Ile

Glu

Ser

Ala

Thr

445

Thr

Met

Leu

Leu
350
Phe
Ser
Ile
Ala
vVal
430
Gly

Ser

Asn

Ile
335

Gly

Leu

Leu

Gly

val

415

Pro

Ser

Thr

Leu

320

Ile

Leu

Arg

Ala

Thr

400

Ser

Thr

Thr

Ser

Leu
480

Met Leu Ser Ser Leu Leu Ser Gln Gly Ala Ala Val Ser Leu Ala Val

1

)

10

267

15



Leu

Ser

Glu

Phe

65

Gly

Ser

val

val

Ser

145

Pro

Phe

His

Ser

Asn
225

Ser

Gly

val

50

Glu

Lys

Glu

His

Asn

130

Asp

Asp

Gly

Ala

His

210

Ile

Leu

val

3s

Ile

Gln

His

Thr

Asn

115

Lys

Ala

Ala

Gln

Asp

195

Cys

Leu

20

Pro

Arg

Ala

Phe

Ala

100

Ile

Ala

Lys

Leu

Ile

180

Glu

Asp

Gly Asp

Pro

Asn

Leu

val

Arg

85

val

Gln

Asn

His

val

165

Gln

Thr

Ser

Ser

Gly

Gln

Met

70

Thr

Asp

val

Ala

Ile

150

Ser

Pro

Phe

Ile

Pro

Trp

Ile
55

Asp

His

Ser

Asp

Leu

135

Arg

His

Asn

Leu

Ile

215

Gln
230

Ala

ES 2368 285 T3

val

Arg

40

Ala

Met

Asp

val

Ala

120

Leu

Arg

Ile

Arg

Thr

200

Thr

Asp

Ala
25

Leu

Ser

Glu

Arg

105

Asp

Asp

Leu

Asn

Ala

185

Ala

Pro

Pro

Ala

Ala

Gln

Thr

Met

90

Asp

Trp

Ala

Arg

Met

170

Thr

Ala

His

Lys

Glu

Asn

Gln

Pro

75

Lys

Trp

val

Asp

Thr

155

Ile

Met

Thr

Cys

Ser
235

268

Ile

Asn

His

60

Gly

Arg

Leu

Lys

Phe

140

Leu

Gln

Arg

Leu

Leu

220

Gly

Phe

Pro
45

Asp

His

Met

Glu

Phe

125

Lys

Gln

Pro

Ser

Ala

205

Lys

Ser

Glu

30

Gln

val

Ala

Leu

Ser

110

His

Trp

Thr

Lys

190

Gln

Gln

Lys

Lys

Gly

Ala

Asp

Leu

95

Ala

Thr

TYIX

Ser

Thr

175

Pro

Asn

Leu

Ile

Leu

Asn

Gly

Tyr

80

Pro

Gly

Thr

val

Ile

160

Arg

Lys

Thr

Tyr

Gly
240



Phe

Phe

val

Gly

Val

305

AsSp

Asp

vVal

Tyx

val

385

Leu

Ala

Pro

Pro

His

Ala

Glu

Gln

Glu

290

Pro

Leu

Phe

Ile

Ala

370

Ser

Thr

Ser

Glu

Arg

450

Leu

Ser

Gln

Phe
275
Ala
Ile
Ser
Leu
Ser
355
Arg
val
Asn
Cys
Gln
435

Pro

Gly

Tyr

His

260

Asn

Asn

Thr

Ser

Gln

340

Thr

Thr

Ile

Asp

Pro

420

Ala

Ser

Asn

Leu
245

Leu

Gly

Leu

Glu

Pro

325

Gly

Ser

Val

Phe

Gly

405

Trp

Val

Lys

Glu

Ala

Gly

Asp

310

Asp

Ile

Cys

Ser

390

Thr

val

Ser

Gln

Phe

Glu

Pro

Leu

Leu

295

Ser

Pro

Leu

Gly

Asn

375

Ser

Asn

Thr

Phe

His

455

Ser

ES 2368 285 T3

Asn

Asn

280

Gln

Thr

Asn

Lys

Glu

360

Leu

Gly

Arg

Ser

Ser

440

Ala

Gly

Ala

Ala
265

Asp
Tyr
Gly
Asp
Leu

345

Asp

Asp
Thr
val
425
Ser

Ala

Leu

Arg

250

Ile

Gln

Ile

Gly

Asn

330

Asn

Glu

Ala

Ser

His

410

Gly

Gly

val

Phe

Gly
Leu
Leu
Arg
315
Ser
Asn
Gln
Gln
Gly
395
Phe
ala
Gly

Gln

Asn

269

Ala

Gln

Ser

Gly

300

Gly

Asn

Sex

Thr

Leu

380

Val

Pro

Thr

Phe

Thr

Asp

Asn

Ser

285

Val

Glu

Glu

Asp

Ile

365

Gly

Gly

Pro

Ser

Ser
445

Tyr

460 -

Ala

Ser

Leu

Phe

270

Ser

Ser

Leu

Pro

Leu

350

Pro

Ser

Ala

Gln

Lys

430

Asp

Leu

Gly

Glu
255

Ser

Asp

Ala

val

Tyr

335

Pro

val

Arg

Ala

Phe

415

Thr

Leu

Thr

Arg

Arg

val

Ser

Pro

Pro

320

Leu

Gln

Pro

Gly

Cys

400

Pro

Ser

Trp

Lys

Ala



465

Phe

Gly

Ser

Pro

Lys

545

Gly

Phe

Gly

Gly

Pro

Met

Gly

val

S30

Gly

Arg

Ala

Thr

Gly
610

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp

Leu

val

515

Met

Ala

Asn

Ser

Pro

585

Asn

141
478
PRT

Val

Gly

500

Ile

Gly

Leu

Trp
580

Asp

Ser

485

Gin

Ala

Phe

Asn

Phe

565

Asn

Phe

470

Ala

Phe

Leu

Leu

Asp

550

Gly

Ala

Ala

Gln

Asp

Leu

Asn

535

Ile

Gly

Thr

Lys

Aspergillus niger

141

Met Trp Leu Phe Leu Val Cys

1

5

Asn Ala Gln Ser Gln Tyr Phe

20

Asn Gly Ser Ala Ile Pro Phe

35

ES 2368 285 T3

Gly

Gly

Asn

520

Pro

val

Thr

Leu
600

Ser

Asn

Val

Thr
505

Asp
Phe
Asn
Pro
Gly

585

Lys

Ile

Asn
490

Ser

Ala

Leu

Gly

Asn

570

Trp

Gly

475

Cys

Arg

Tyr

Gly

555

Gly

Asp

Val

Ala

Ser

Leu

Gly

540

Ser

Ser

Pro

Leu Leu Pro

10

Asn Lys Thr Lys

25

Val Asp Phe Asp Ile

40

270

val

Ala

Arg

525

val

val

Pro

val

Leu
605

Leu

Glu

Gly
45

Tyr

Pro

510

Ala

Gly

Gly

Val

Ser

590

Gly

Gly

Phe
30

Glu

480

Asp Lys

495

Thr Phe

Gly Leu

Ser Glu

Cys Asp

560

Vval Pro
575

Gly Leu

Glu Glu

val val

val val

Ser Tyr



Ala

Trp

65

Trp

Glu

Asn

Pro

Phe

145

Thr

Ala

Asp

Ile

Arg

225

Leu

Phe

Gly Tyr
S0

Phe Phe
Leu Asn
Asn qu
Pro Tyr

115

Ala Gly
130

Asp Val
Phe Asp
Gly Gln
Asp Glu

195

Asn Glu
210
Ser Leu

Ser Asp

Pro Pro

Leu

Pro

Gly

Pro

100

Ala

Thr

Ala

Leu

180

Leu

Phe

Asp

Arg
260

Pro

Ser

Gly
85

Phe

Trp

Gly

Arg

Gln

165

Ile

Phe

Pro

Pro

Cys

245

Ser

Asn

Ser

70

Pro

Leu

Asn

Phe

Gln

150

Asn

Pro

Arg

val

Phe

230

Gly

Gln

Thr
55

Asp
Gly
Trp
Asn
Ser
135
Phe
Arg
TYyr
val
Leu

215

Asn

Tyr

Phe

ES 2368 285 T3

Pro

Pro

Cys

Gln

Leu

120

Leu

Met

Lys

Ile

Ala

200

Gln

Asp

Thr

Pro

Ser
Asp
Ser
Pro
105
Thr
Gly
Asp
Ile
Ala
185
Gly
Asp

Thr

Ser

Gly

Ala

Ser

S0

Gly

Asn

Pro

Phe

Tyr

170

Ser

Ile

val

Phe

Phe

250

Ser
265

val

Ile
Ser
75

Leu
Thr

Met

Ser

Trp
155
Leu
Gln
Gln
Ala
Met
235

Leu

Pro

271

Ser
60

Asp

Ala

val

Thr

140

Arg

Thr

Met

Ile

Thr

220

Ser

Asp

Tyr

Ser

Glu

Gly

Arg

125

Va;

Gly

Leu

Asn

205

Val

Gln

Asn

Leu

Ile

Ile

Pro

110

Ile

val

Phe

Glu

Asp

190

Asp

Asn

Ile

Ala

Ala
270

Tyr

Thr

Met

95

val

Asp

Ser

Met

Ser

175

Gln

Pro

Gln

Thr

Leu

255

Ser

Phe

val

80

Leu

Arg

Gln

Glu

Lys

160

Asp

Tyr

His

Lys

240

Thr

Cys



Asn

Phe

Val

305

Ser

Cys

Pro

Thr

Thr

385

Glu

Gly

Ser

Ala

Ser
465

Ile

Asn
290

Gly

Asp

Lys

Ser

Ile

370

Leu

Arg

Gly

Thr

Ala
450

<210>
<211>
<212>
<213>

Trp
275
Arg
Gly
Val
AsSp
Ser
355
Ile
Ile
Glu

Gly

val
435

Tyr

Ile

142
210
PRT

Asp

Tyr

Pro

Gln

Gly

340

Leu

Ala

Ser

Pro

val

420

Phe

Arg

Ile

Ile

His

Ile

Lys

325

Ile

Gly

His

Ile

val

405

Leu

Ser

Gln

Glu

ES 2368 285 T3

Ile Asn Asn

Ile

val

310

Ala

Phe

Pro

Gly

Gln

390

Glu

Gly

Ser

Leu

Gln
470

Pro

295

Gly

Ile

Pro

Leu

Leu

375

Asn

Pro

Thr

Gly

Glu

455

val

Aspergillus niger

280

Asp

Leu

Asn

Thr

Pro

360

Met

Met

Leu

Ala

His

440

Phe

Gln

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

345

Arg

Asp

Thr

Phe

His

425

Glu

Leu

Ile

Ser

Cys
Pro

Tyr
330
Asn
val
Phe
Trp
val
410
Thr
Ile

Leu

Thr

Leu

Pro

Thr

315

Pro

Gly

Ile

Glu

Asn

395

Pro

Glu

Pro

Gly

Glu
475

272

Ala

Thr
300

Asn

Thr

Leu

Glu

Leu

380

Gly

Tyx

Arg

Glu

Arg

460

Gln

Leu Asn Pro Cys

285

Pro

Asp

Asp

Gln

365

Leu

Lys

Gly

Gly

TYyr

445

val

Asn

Trp

Phe

Tyr

Thr

350

Thr

Ala

Gln

Gly

Leu

430

Ala

Ala

Gly

Asn

Asn

Phe

335

Ser

Asn

Gln

Gly

Ser

415

Thr

Pro

Asn

Pro

Arg

320

val

Pro

Asn

Gly

Phe

400

Ser

Phe

Gly

Leu



<400>

142

Met Ser Lys

1

Ala

Lys

Ser

TYT

65

Thr

Ser

val

Glu

Gly

145

Leu

Ser

Ser

Thr

Phe

Asp

Cys

Gly

Thr

Met

130

Met

Glu

Val

Val

Leu
210

Thr

Pro

35

Ser

TYyr

Asn

Ser

Glu

115

Pro

Thr

Thr'

Ser
195

Leu

Leu

20

Ala

Leu

Ala

Gly

Asp

100

Glu

Val

Gly

Lys

Val

180

Asp

Ser

Leu

Leu

val

Gly

Ser

85

Cys

Cys

Trp

Thr

Leu

165

His

Ser

Ala

Leu

Phe

Ser

70

Asp

Gly

Thr

Phe

Met
150

TYX

Arg

Ala

Leu

val

Pro

55

Phe

Ser

Asp

Val

Glu

135

Leu

Trp

Leu

Asn

ES 2368 285 T3

Ile

Thr

Ser

Gln

Thr

Glu

Ala

120

Leu

Phe

Lys

Ser

Glu
200

Ser

Pro

25

Lys

Leu

Met

Leu

Ser
105

Asp

Gly

Gly

Cys

Leu

185

Leu

Lys

10

Pro

Asp

Gly

Phe

Met

90

Asp

val

Ser

Val

TYXr

170

Ile

Ala

Leu

Thr

Thr

Asn

Asn

75

Phe

Leu

Glu

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Ala

273

Ser

Thr

Asn

Cys

60

Ile

Glu

Leu

Ser

Leu

140

Ile

Ser

Ser

Ala

Leu

Ala

Cys

Asn

Asp

Met

Phe

Pro

125

Gly

Leu

Met

His
205

Ser

Tyr

30

Thr

Gly

Ala

Arg

110

Gly

Asn

Glu

Leu

Gly
190

Tyr

Thx
15

Phe

Asp

Gly

Ala

Asn

95

Gln

Pro

‘Cys

Gly

Asn
175

Cys

Tyr

Ile

Tyr

Ile

Tyr

Ser

Pro

Leu

Gly

Gly

160

Thr

Thr

Glu



<210>
<211>

143
608

<212> PRT

<213>

<400> 143

Met Arg
1

Leu Vval

val Glu

Pro Trp
50

Glu Lys
65

Arg Ser

Leu Arg

Ala Ala

val Asp

130

Asp Asn

145

Ile Gly

Pro Lys

Ile Ile

His

Ser

Pro

35

Ile

Pro

Pro

Phe

Asp

115

Ile

Leu

Leu

Phe

Pro

Leu

Ala

20

Val

Arg

Ala

Pro

Ser

100

Ile

Arg

Ala

Glu

Gly

180

Trp

Leu

val

His

Leu

Ser

Ser

85

Leu

Leu

Leu

Glu

Gly

165

Asp

Met

Ser

Pro

Leu

Arg

Arg

70

Arg

Arg

Phe

Ala

Arg

150

Gln

Leu

Arg

Aspergillus niger

Leu

Ala

Leu

Asp

Arg

Ile

Asn

Leu

Glu

135

Ile

Ser

Phe

Leu

ES 2368 285 T3

Leu

Gly

Ser
40

Trp

Phe

Leu

His

Asp

120

Glu

Gly

Phe

Leu

val
Ser
25

Ser
I1le
Pro
Ala
Asp
105
Val
Val
Thr

Phe

His
185

Leu
10

Ile

Gln

Ile

Leu

Arg

90

Glu

Trp

Thr

Thr

Ala
170

Glu

Ser

Leu

Ile

Pro

Glu

Asn

75

Ala

Ala

Ala

155

Ser

Met

274

Ile

Thr

Ser

Ser

60

Asp

Gly

Glu

Ser

140

Pro

Ser

Gln

Phe

Ala

Pro

Asp

45

Ile

Ser

Ser

Ala

Thr

125

Thr

Ser

Ser

Pro

Pro

Ser

Gln
30

Pro

Trp

Pro

Asp

Leu

110

Pro

Lys

Arg

Leu

190

Ser

Ala
15

Pro

Gly
Arg
val
95

Ala

Leu

Lys

Pro

175

Ser

His

Ala

Pro

Arg

Ile

Asn

80

Val

Gln

Phe

Ile

Pro

160

Ala

Val

Val



Leu

225

Thr

Ser

Ser

Pro

Leu

305

Ile

Arg

Gly

Asn

Gln

385

Thr

Met
210

Arg

Ile

Thr

Lys

Thr
290

Trp

Asp

Ala

Met

Asn

370

Thr

Leu

195

Ile

Leu

Ile

val

Ala

275

Ile

Arg

Leu

Asn

Glu

355

Asn

Ile

Glu

Ser

Ser

val

Asn

260

Val

Asn

Lys

Asp

Pro

340

Ala

Ala

Leu

Ser

Thr
420

val

Ala

Thr

245

His

Thr

Pro

Asn

Arg

325

Cys

Gln

Asp

Tyr

Leu

405

His

Gly

Gly
230
Gly
val
Arg
Asp
Arg
310
Ala
Ser
Gln
Ile
Pro
390

Glu

Glu

Val
215

Ser

Gly

Met

Leu

Gly

295

Gln

Trp

Glu

Leu

Val

375

Phe

Glu

Ile

ES 2368 285 T3

200

Ser Tyr Glu

Ser

Ser

Leu

280

Arg

Gly

Asn

Ala

360

Ser

Ser

Leu

Thr

His

Thr

265

Gln

val

Thr

Phe

345

Gln

Phe

Gly

Asp
425

Ala

Ala

250

Leu

Asp

Tyr

Ser

Glu

330

Ala

Trp

Leu

Ser

Leu

410

val

Gly

Ala

235

Ile

Phe

Thr

Leu

315

Trp

Gly

Ala

Asp

Cys

395

Gly

Thr

275

Arg

220

Ser

Glu

Thr

Asp

Trp

300

Arg

Asp

Asp

Leu

Leu

380

Ser

Leu

Ser

205

Glu

Gly

Trp

Lys

Trp

285

Glu

Phe

Gly

Glu

Asn

365

His

Ser

Ala

Ala

Ile

Pro

Ile

270

Ile

Thr

Cys

Gly

Pro

350

Glu

Ser

Ile

Lys

Cys
430

Pro

Arg

Gly

255

Gly

Met

Asp

Pro

Arg

335

Phe

Thr

TYr

Pro

Ala

415

Glu

Ala

Lys
240
Thr
Lys
Ile
Arg
Gly
320
Thr
Glu
Gln
Ser
Pro
400

Ile

Gly



Ile val

Ile Gly
450

val His
465

Tyr Gly

Ile Tyr

Ser Phe

Glu Ser
530

Ala Tyr
545

Glu Asp

Asp Asp

Asp Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr
435

Gly

Phe

Asn

Asp
515

Asp

Leu

Lys

Tyr
595

144
416
PRT

Ala

Asn

Thr

Leu

Val

500

val

Leu

His

Glu

Asp

580

Trp

Ser

Ser

Leu

485

val

Asp

AsSp

Asn

Trp

Ala

Gly

Ser

470

Leu

Trp

Ser

Ala

550

val

565 °

Asp

Ala

Asp

Thr

Ala

Gly
455

Tyr

Ser

Lys

Glu

Arg

535

Asn

Met

Asp

Glu

Aspergillus niger

144

ES 2368 285 T3

Asp

440

Ser

Gln

Glu

Leu

Ser

520

Gly

val

Asp

His
600

Asn

Ala

Ile

His

Gly

505

Glu

Ser

Pro

Glu

Glu

585

Thr

Asn

Leu

Lys

Ile

490

Ser

Leu

Lys

Leu

Glu

570

Glu

TYr

Pro

Asp

Leu

475

Ile

Phe

Phe

Ser

Pro

555

Glu

Glu

Glu

Gly

Trp

460

Arg

Pro

Leu

Asp

Asn

540

Asn

Asp

Glu

Phe

Arg

445

Phe

Asp

Thr

Ile

Leu

525

Asp

Ile

yr

Glu

Arg
605

Phe

Tyr

Arg

Gly

Gly

510

Ser

Arg

Asp

Thr

Glu

590

Arg

Phe

His

Gly

Lys

495

Gly

Lys

Ser

Glu

Asp

575

Glu

Arg

Pro

Gln

Ser

480

Glu

Asp

Asp

Pro

Asp

560

Asp

Glu

Arg

Met Ala Phe Leu Lys Arg Ile Leu Pro Leu Leu Ala Leu Ile Leu Pro

1

5

10

276

15



Ala

Ile

Lys

Leu

65

Glu

Glu

Ala

Asp

145

val

Ser

His

Ser

Ser

225

Ile

val

Pro

Ile

50

Glu

Thr

Lys

Gln

Pro

130

Asp

Leu

Gly

Lys

210

Ser

Val

Phe

Gly

Glu

Gly

Tyr

Asp

115

Trp

Ile

Thr

Ala

Thr

195

Asn

Thr

Ser

Ser
20

Lys

Ser

Arg

Ile
100

Gln

Gly

Gly

Tyr

180

His

Ala

Ser

Lys

Ala

His

Ser

Ile

85

Glu

val

Leu

Asp

Ile

165

Asn

val

His

val

Asn

Thr

Ile

Ala

Thr
70

Ala

Glu

Trp

Gly

Asp

150

Leu

Ala

Ala

Leu

Ile

230

Arg

Glu

val

Ala
55

Thr

Asn

Ile

Tyr

Ser

135

Ser

Ala

Ala

Gly

Leu

215

Leu

Thr

ES 2368 285 T3

Gln

Thr
40

Trp

Glu

Phe

Arg

Leu

120

Ile

Ala

Thr

Gly

Thr

200

Ser

Asp

Ser

val
25

Phe

Val

Asp

Ala

Lys

105

Asp

Ser

Gly

His

Gly

185

Ile

val

Gly

Lys

Pro

Lys

Asp
Gly
20

His

Thr

His

Glu

Asn

170

Glu

Gly

Lys

Phe

Ala

His

Ser

Glu

Leu
75

Tyr

Asp

Leu

Arg

Gly

155

Glu

His

Gly

val

Asn

235

Ala

277

Pro

Gly

Leu

60

Ala

His

val

Gly

140

Thr

Phe

Val

Lys

Phe

220

Ile

Thr

Ile

45

His

Ala

Gly

val

Thr

125

Gly

Gly

Asp

Thr

205

val

Ala

Asn

Ile
30

Asp

Arg

Gly

Ser

Ala

110

Glu

Ser

Ala

Gly

Asp

190

Gly

Ala

Met

Gln

Asn

Arg

Ile

Phe

95

Arg

Ser

Arg

175

val

Gly

Glu

Asn

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

80

Asp

val

Arg

Thr

val

160

Ala

Gly

val

Ser

Asp

240

Leu



Gly

Asp

Ala

Ala

305

val

Gly

Pro

Ala

Asn

385

Gly

Gly

Glu

Ala

290

Ile

val

Ser

His

Thr

370

Ala

Gly Tyr
260

Gly Vval
275

Arg Thr

Asn Arg

Asp Ile

Asn Ser
340

val Thr
355

Pro Ala

val Thr

Asn Ser Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

145
455
PRT

245

Ser

Leu

Ser

Ser

Phe

325

Ala

Gly

Ala

Asn

val
405

Tyr

Ser

Pro

Asn

310

Ala

Thr

Leu

Ala

val

350

Ser

Ala

Cys

Ala

295

Ala

Pro

Asn

Ile

Thr
375

Ala

Lys

Aspergillus niger

145

Met Ile Thr Leu
1

ES 2368 285 T3

Phe

Val
280

Ser

Arg

Gly

Thr

Leu

360

Thr

Gly

Gly

Asn

265

Ala

Ala

Ala

Glu

Ile
345

Tyr

Glu

Ser

Gly

250

Asn

Ala

Pro

Ser

Gln

330

Ser

Leu

Leu

Pro

Ser
410

Ala

Gly

Asp

Phe

315

val

Gly

Met

Lys

Asn

395

Asp

val

Asn

Ala

300

Ser

Leu

Thr

Gly

380

Leu

Asp

Glu

Glu
285

Ile

Asn

Ser

Ser

Leu

365

Leu

Leu

Gly

Asn
270

Asn

Thr

Ala

Met

350

Arg

Ala

Ala

Asp

255

Ala

Arg

val

Gly

Trp

335

Ala

Asp

Thr

Tyr

Glu
415

Phe

Asp

Ala

Ser

320

Thr

Thr

Leu

Arg

Asn

400

Asp

Leu Ser Ala Leu Phe Gly Ser Val val Tyr Ala Ala

5

10

15

Thr Gln Thr Val Leu Gly Pro Glu Gly Ala Asp Pro Phe Thr Val phe

20.

25

278

30



Arg

Asp

ile

65

Pro

Ser

Glu

Ser

Ile
145

Asp

Lys

Lys

Phe
225

Thr

Ser

Ser
S0

Gly

Phe

Ser

Phe

Ser
130

Asp

Met

Gln

Ile

Asp

210

Met

Thr

Pro

35

Ile

Pro

His

Met

Gly

115

Leu

Glu

His

Phe

Pro

195

Ser

Ser

Asn

His

Cys

Lys

Asp

Ile

i00

Asn

Leu

Gly

Arg

Leu

180

Tyr

Pro

Pro

Ser

Ser

Asp

His

Pro

8s

Gly

Gly

Phe

Phe
165

Pro

Leu

Lys

Gly
245

Pro

Ala

Leu

"70

Leu

Leu

Thr

val

Glu

150

Leu

val

Ala

Ile

Asp

230

val

Ala

Arg

Phe

Thr

Phe

Asp

Asp

135

Leu

Arg

His

Thr

Pro

215

Ala

Pro

ES 2368 285 T3

Phe
40

Ser

Phe

Leu

Glu

His

120

Gln

Pro

Leu

Leu

Gln

200

Leu

Thr

Ser

Ser

Pro

Trp

Glu

105

Asn

Pro

His

Phe

Ser

185

Ile

Lys

Phe

Ile

Gln

Met

20

val

Pro

val

Asp

Ile

170

Gly

Leu

Ser

Gly

Ile
250

Arg

Phe

Phe

75

Thr

Gly

TIp

Asp

Ser

155

Ser

Glu

Glu

Cys

235

Phe

279

Ile

Thr

60

Glu

Gly

Pro

Ala

val

140

Arg

Glu

Ser

Gln

Leu
220

Trp

Asn

Gln
45

Gly

Ser

Gly

Cys

Trp

125

Gly

Glu

Ile

TYr

Asn

205

val

Glu

Glu

Glu Gln Asn

Trp

Gln

Pro

Arg

110°

Thr

Phe

Ala

Phe

Ala

190

Glu

Gly

Thr

Thr

Leu

Asn

Gly

95

Ile

Lys

Ser

Ala

Pro

175

Gly

Leu

Asn

Leu

Arg
255

Asp
Asp
80

Asp
Asn
Asn
Tyr
Val
160
His
Arg
Tyr
Gly
Cys

240

Cys



Asp
Cys
Cys
Thr
305
Ala
Leu
val
Lys
Gln
385
Ala

Leu

Thr

Ile
Ile
290
Thr
Ala
Ser
Ile
Gln
370
Gly
Asn
Leu

Ser

Asp
450

<210>
<21l>
<212>
<213>

Met Ala Ala
260

Gln His Ser
275

Asp Ser Val

val Thr Ala

Leu Ile Glu
325

Pro Pro Gln
T340

Asp Ala Phe
355
Ile Ala Phe

Asn Leu Asp

Ser Leu Ser

405

Pro Trp Glu
420

Arg Phe Ala
435

Ser Lys Ile

146
791
PRT

Asn

Asp

Val

Pro

310

Arg

Gln

Ala

Leu

Leu

380

Trp

Ile

Phe

Ser

Met
Pro
Gly
295

Cys

val
Gln
Leu
375
Ala
Lys
Gln

val

Asn
455

Aspergillus niger

ES 2368 285 T3

Pro
Ala

280

Leu

Glu

Leu

Thr

Ser

360

Ala

Cys

Gly

Val

Thr
440

His

265

Ile

Met

Ile

Asn

Glu

345

Ala

Asn

Asn

Gln

Ser

425

val

Cys

Cys

Ala

Asp

Ser

330

Tyr

Asp

Asn

Thr

Thr

410

val

Asp

Met

His

Lys

Glu

315

Pro

Lys

Gly

val

Ala

395

Glu

Gly

Asn

280

Ala

Leu
300

Met

Ser

Phe

Met

Asp

380

Gly

Phe

Glu

Ala

Leu

Ala

285

Leu

Cys

Val

val

val

365

Phe

Asn

Thr

Gly

Gly
445

270

Gln

Leu

Trp

Ala

Asp

Ser

Ile

Glu
335

Thr

350

Ser

Leu

Leu

Ala

Thr

430

His

Ser

Ala

Arg

Lys

415

Asp

Leu

Ile

Val

Met

Glu

320

Ala

Ser

Ser

Trp

400

Pro

Glu

Leu



<400>

146

Met Arg Phe

1

Leu

Lys

65

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

145

Met

Asp

Glu

Leu

Phe

His

val

S0

His

Glu

His

Leu

Ile

130

Ser

Glu

Tyr

Leu

Gly
210

Gly

val

35

Asp

Gln

Asp

Glu

Leu
115

Tyr

Ile

Lys

Met

Lys

195

Phe

Leu

val
20

Ser

His

Arg

Ala

Pro

100

Gly

Leu

Asp

Lys

Ile

180

Arg

Asn

Thr

Asn

Thr

Leu

Ile

Ser

85

Ile

Arg

Lys

Gly

Arg

165

Phe

Ser

Thr

Val

Leu

Asp

Lys

70

Vval

Ala

Gly

Gln

Asp

150

Pro

Tyr

Ser

Asn

Ser

Gln

Asp

His

S5

Leu

Gln

Pro

Lys

Asp

135

Asn

val

Leu

Pro
215

ES 2368 285 T3

Leu

Ala

Gln

40

Phe

Glu

His

Gly

120

Gly

His

Asp

Asp

Gly
200

Asn_

Pro

Arg
25

Pro
Asp
Leu
Leu
Glu
105
Met
Ser
His
val
Ser
185

Ser

His

Phe
10

Ser

Thr

Ile

Glu

Asp

90

His

Trp

Glu

val

Asp

170

Asp

Thr

Pro

Ile

Gln

Ile

Thr

Pro

75

Ala

Lys

Asp

Pro

Gln

155

Leu

Met

Ser

val

281

Ala

Ala

Lys

Phe

60

Asn

Asp

val

Pro

Leu

140

Leu

Pro

val

Cys

Leu
220

Ser

Pro

Thr

45

Asn

His

Gly

Phe

Val

125

Phe

Lys

Asp

Arg

Gln

205

Gln

Ala

Ser

30

Pro

Ile

Asp

Asn

Lys

110

Gly

Glu

Ser

Ser

Leu

190

Ala

Pro

Ile
15

Ala

Ser

His

Ile

Val

95

Gly

Trp

Gly

Ala

Ala

175

His

Asp

Tyr

Ser

Ile

Gln

Asp

Leu

80

Arg

Arg

Ala

val

160

Thr

Thr

Gln

Gly



Gln
225

Gly

Gly

Ser

Thr

Thr

305

Ile

Pro

Thr

Asp

val

385

Asp

Gly

Ala

Ala

Leu

Gly

Thr

Gly

290

Val

Gly

Ser

Asn

370

Gly

Gly

Ser

Val

Glu

Asn

val

Lys

275

Ser

Asn

Leu

Ala

Arg

3585

Ala

Leu

ser

Asp

His
435

Thr

Lys

Asn

260

Gln

Phe

Ser

Arg

Ala

340

Leu

Tyr

Ser

Ser

Trp

420

Asp

Asp

Arg

245

Leu

val

Asn

Ala

Asn

325

Thr

Asp

Trp

Trp

Thr
230

Gln

Ala

Ala

Asn

Trp

Ser

Ser

Leu

Glu

- 295

Ser

310,

Leu

Ala

Leu

Thr

Leu

390

Thr
405

Gln

Cys

Val

Ile

Asp

Asn

Thxr

Trp

Phe

Leu

375

Gly

Ser

Phe

Ser

ES 2368 285 T3

Gly

Asp

Thr

Ile

280

Thr

vVal

Ile

Asn

Ser

360

Met

Gln

Gly

Ala

Gln
440

Ala

Ile

Ile
265

Gly

Tyr

Thr

Met

345

Lys

Ser

Leu

Thr

His
425

Ile

Gly

250

Gly

val

Ala

Glu

Asp

330

Pro

Trp

Asp

Cys

Asn

410

Glu

Cys

Ser
235

Ser

Asp

Ala

Lys

Lys

315

Ser

Cys

Arg

Cys

Asn

395

Val

Ser

Ala

282

Leu

val

Thr

Thr

Glu

300

Ser

Ser

Ser

Gly

Ala

380

Ser

val

Gly

Glu

Asn

Ser

Ser

Asp
285

Trp

Phe

Cys

Ser

Glu

365

Thr

Asp

val

His

Asp
445

Ser

Gly

Gly
270

Cys

Val

Asn

Pro

Gly

350

Gln

Gly

Ala

Arg

Thr

430

Leu

Leu Phe
240

Asn Ala
255

Cys Pro

Ala Phe

Ile Ser

Ile Thr
320

Asp Asn
335

Asn Leu

Ser Asp

Asn Glu

Ser Ser
400

Ser Ser
415

Phe Gly

Glu Ala



Ser

Lys

465

Gln

Lys

Ser

Gly

Cys

545

Cys

Arg

Cys

31ln
625

Ala

Lys

’xo

Ser
450

Cys
Ser
Gln
Gly
530
Lys
Ser
Gly
Pro
Ser
610
Cys
Cys

Ile

Cys

Gln

Ile

Thr

Ser

Cys

515

Glu

Phe

Ser

Asp

Thr

595

Gly

Axg

Ser

Gly

Gly

Cys

Met

Ile

Cys
500
Gly
Asp
Lys
Cys
Cys
580
Asp
Leu
Ser
Ser
Thr

660

Ser

Cys

Asn

Gly

485

Leu

Asn

Gly

Ser

Gln

565

Asp

Ser

Ala

val

Phe

645

Cys

Gly

Pro
470

Asn

Ser

Gly

Cys

Gly

550

Phe

Val

Phe

Cys

Met

630

Ser

Gly

Leu
455

Thr

Ile

Ala

Ile

Gly

535

Ala

Ser

Ala

Lys

Ala

615

Gly

Ser

Ser

Tyr

ES 2368 285 T3

Thr

Cys

Asn

val

520

Asp

Val

Ser

Glu

Lys

600

Ser

Ser

Ser

Val

Cys

Ser

Gly

Ala

Arg

505

Glu

Asn

Cys

Ala

Thr

585

Asp

Gly

Leu

Cys

Asn

665

Ser

Ser

Thr

Ala

490

Asp

Ser

Asn

Asp

Gly

570

Cys

Gly

Gln

Leu

Glu

650

Gln

Asn

Thr

Asp

475

Leu

val

Gly

Cys

Asp

555

Thr

Ser

Thr

Cys

His

635

Leu

Asn

Gly

283

Cys

460

Ile

Gly

Thr

Glu

Cys

540

Ser

Val

Gly

Ser

Thr

620

Ser

Val

Phe

Asp

Asn

Thr

Arg

Thr

Asp

525

Asp

Asn

Cys

Asn

Cys

605

Ser

Asn

Cys

Leu

Ccys

Ala

Ala

Asn

510

Cys

Ala

Asp

Arg

Ser

590

Gly

Arg

Asp

Thr

Asp

670

Lys

Asn

Phe

Ser

495

Thr

Asp

Lys

ser

Ala

575

Ser

Ser

Asp

Thr

Ser

65S

Gly

Gly

Gly

Ser

480

val

Gly

Cys

Thr

Cys

560

Ser

Thr

Ser

Tyr

Tyr

640

Pro

Thr

Gln



675

Asn Val Glu Ser
690

Ala Cys Ala Val
705

val Asn Arg Cys

val Pro Tyr Gly
740

Met Asn Gln Trp
755

Pro Pro Pro Tyr
770

Pro Pro Gln Gly
785

<210> 147
<211> 481
<212> PRT
<213>

<400> 147

Met Arg Phe Leu
1l

Thr Gln Ala Val
20

His Ser Pro Tyr
35

Glu Ser Ile Cys
50

Ile Gly Arg Lys
65

Trp

Gly

Arg

725

Pro

Pro

Pro

Arg

Ser

S

Leu

Ser

Ala

His

Ile

Ala

710

Arg

Trp

Ala

Gly

Tyr
790

Ser

Gln

Pro

Ala

Leu
70

Lys
695

Leu

Ala

Pro

Val
775

Ala

Aspergillus niger

Ala

Pro

His

His

55

Phe

ES 2368 285 T3

680

Asn

Ile

Arg

Gly

Gly

760

Pro

Ala

Glu

His

40

Ser

Phe

His

Leu

Ala

Ala
745

Tyr

Gly

Leu
Glu
25

Ser

Ala

Trp

Lys

Leu

Pro

730

Arg

Gln

Gln

Phe

10

Pro

Ile

Gln

Gly

Ala

715

Lys

Pro

Gly

Pro

Gly

Ser

Arg

Tyr

Phe

284

Ile

700

Leu

Pro

Pro

Leu

Val
780

Leu

Asp

Ile

Thr

60

Glu

685

val

Met

val

Pro

Gly

765

Pro

Ala

Phe

Arg

45

Gly

Ser

Ile

Thr

Pro

Pro

750

Asn

Gln

Arg

Gln

Trp

Gln

Gly

Cys

Arg

735

Pro

Glu

His

Ala

15

Thr

Gln

Leu

Asn

val

Ile

720

Pro

Pro

Pro

Met

Ser

Phe

Asn

Asp

Asp
80



ES 2368 285 T3
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Glu Tyr Gly Asn Gly Thr Tyr Tyr Asn Pro Trp Gly Trp Ser Arg Asn
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Thr

Pro

45

Ala

Arg

Asn

val

Thr

128

Pro

Glu

Ser

Arg

Cys

Ser

30

val

Ser

Asp

Thr

val

110

Gly

Cys

Met
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Thr

Ser

val

Asn

185

Ser

Ile

Thr

Pro

Thr

275

Ile

Thr

Val

Lys

Leu
355

Asp

Ser

Asp

180

Gly

Lys

Thr

Thr

Met

260

val

Ser

Glu

Ser

Phe

340

Gly

Asn

Leu

165

Arg

Asn

Phe

Asn

Asn

245

Met

Gln

Thr

Ser

Trp

325

Gly

val

val
150

Gly

Gly

Thr

Asn

Asn

230

Thr

Leu

Ser

Ser

His

310

Asp

Ile

Pro

Leu

Leu
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690

Ala

Leu

Trp

Gly

Arg

770

Ala

TYr

Glu

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr

Vval
675

Glu

Ser

Pro

Ile

val

755

Asp

Met

Asn

Asp

Glu

835

156
149
PRT

Lys

660

Asn

Pro

Ser

Ser

TYyr

740

Tyr

Asp

Asn

Ala

Asp

820

Gly

Thr

Val

Ile

Thr

Phe

725

Ala

Phe

Gly

Phe

805

Glu

Ala

Glu

Lys

Asp

Pro

710

Phe

Ala

His

Arg

790

Ala

Pro

Asp

Leu
Pro
Asp
695
Ser
Pro
Ile
val
Phe
775
Ser
Gly

Tyr

Gly

Aspergillus niger

156
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Pro

Thr

680

Glu

Pro

Thr

Gly

Gln

760

Glu

Asn

Glu

Arg

Glu

840

Asp

€65

Thr

Glu

Ser

Phe

Ser

745

Arg

Met

Arg

Ser

Asp

825

His

Lys

Ser

Leu

Pro

Gly

730

Ile

Arg

Ile

Ser

Asp

810

Arg

Ser

Pro

Ala

Gln

Thr

715

Ala

Ile

Lys

Glu

Arg

795

Glu

Gly

Arg

Thr

Met

Lys

700

Thr

Ser

val

Arg

Asp

780

Arg

Glu

Ile

Arg

Gly Gly Val Asp

Pro

685

Thr

Ala

Lys

Phe

Ile

765

Glu

Arg

Pro

Ser

670

Thr

Pro

Ser

Arg

Cys

750

Axrg

Asp

Gly

Leu

Gly
830

Gly Ser

Ser Thr

Asp Ser
720

Thr Gln
735

Ile Gly

Asp Asp

Glu Leu

Gly Glu
800

Phe Ser
815

Glu Gln

et Lys Thr Phe Ser Thr Val Thr Ser Leu Leu Ala Leu Phe Ser Ser

305



Ala Leu

Ser val

Thr val
50

Ser Asn
65

Thr Ile

Thr Tyr

Gly Gly

Gln Ala
130

val. Ser
145

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Ser
35

Ser

Phe

Ala

Asn

Phe

115

Gln

Leu

157
296
PRT

Ala
20

Tyr

Cys

Gly

Gly

Gly

100

Asn

Gln

Cys

Pro

Asp

Ser

Ser

Trp

85

Gln

Ile

Leu

Ala

val

Thr

AsSp

Leu

70

Asn

Thr

Ala

Gly

Asp

Ala

Gly

55

Pro

Ser

Val

Leu

Arg
135

Aspergillus niger

157

Met Ala Gln Ile Phe Trp Leu

1

5

Arg Ala Glu Ser Asn Arg Thr

20

Asp Thr Phe Ala Pro Met Pro

35
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Ser

Tyxr
40

Ala
Gly
Pro
Asn
Glu
120

Ile

Ser

Glu

Ala
25

Asp

Asn

Phe

Asn

Ile.

105

Ala

Glu

Leu

10

Glu
Val
Gly
Pro
Cys
90

Leu

Met

Ala

Ala

Ser

Leu

Lys

75

Gly

Ala

Asn

Thr

Ala

Gly

Ile

60

Ile

Lys

Ile

Thr

Tyr
140

Phe Leu Leu

10

Val Asp Leu Ile

25

Leu Met Pro Vval Val

40

306

Gly

Ala

45

Asn

Gly

Cys

Asp

Leu

125

Thr

val

Phe

Thr

30

Ser

Lys

Gly

Ser
110

Thr

Glu

Ser

Pro
30

15

Thr val
Leu Thr
Gly Tyr
Ala Pro
Ala Leu
a5

Ala Pro

Asn Asn

Val Asp

Trp Val
15

Arg Asn

Phe Ala Val Gln

45
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Ala Pro Ser Val Ala His Lys Val Asn Thr Tyr Ile Glu Tyr Gly Tyr
50 55 60

Tyr Pro Val Gly Arg Pro Asn Glu Thr Val Ile Gly Gln Thr Asp His

Val Ser Asp Ser Thr Asn Glu Thr Thr Tyr Phe Ser Val Ser Gly Ile
85 20 95

Gly Arg Thr Phe Asn Thr Thr Gly Ser Trp Glu Leu Phe Trp Arg Leu
100 ) 105 110

Arg Trp Thr Asn Cys Ser Ile Ser Glu Asp Ser Arg Tyr Tyr Asn Gln
115 120 125

Ser Tyr Pro Trp Ile Ser Ser Pro Tyr Ile Asp Gly Ser Leu Asn Ile
130 135 140

Asp Lys Val Tyr Glu Gly Phe His Tyr Thr Ala Tyr Asn Val Ile Val
145 150 155 160

Asp Arg Val Thr Phe Ser Thr Arg Glu Asp Ala Ser Gln Pro Asn Leu
165 170 175

Thr Thr Leu Thr Asn Ser Glu Asn Cys Asp Lys Val Ser Ser Leu Ala
180 185 150

Leu Leu Ser Ile Val Asp Ser Leu Arg Ile Pro Pro Gln Leu Pro Gln
195 200 205

Glu Asp Ile Asp Thr Val Ser Met Cys Pro Gln Leu Ala Asp Ala Arg
210 215 220

Leu Asn Ser Thr Ser Thr Ser Ser Pro Cys Ser Val Ser Ile Ser Pro
225 230 235 240

Glu Val Glu Ser Asn Ile Leu Ala Lys Ile Ala Asp Asn Glu Cys Asn
245 250 255

Asn Ala Leu His Pro Ala Val Ser Cys Thr Thr Glu Glu Thr Lys Glu
260 265 270

307
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Gly Ser Ala Ser Ser His Asp His Gly His Ala Val Trp Leu Val Ile
275 280 285

Thr Leu Ala Phe Ala Phe Leu Phe

290 295
<210> 158
<211> 310
<212> PRT

<213> Aspergillus niger
<400> 158

Met'Gly Gly Arg Asp Val Ala Ile Leu Ser Arg His Phe Ala Val Thr
1 ) 10 15

Ser Ser Gln Ser Val Asn Gly Val Val Ser Gly Met Phe Gln His Thr
20 25 30

Val Thr Ser Ser Pro Ser Phe Thr Thr Asn Gln Phe Phe Lys Lys Lys
35 40 45

Phe Thr Ala Ala lIle Ala Thr Ala Ile Phe Ala Ser Vval Ala Val Ala
50 55 60

Ala Pro Gln Arg Gly Leu Glu Ala Arg Leu Lys Ala Arg Gly Ser Ser
65 70 75 z 80

Lys Gly Ser Arg Pro Leu Gln Ala Val Ala Arg Pro Ala Ser Thr Lys
85 90 95

Asn Gln Thr Asn Val Glu Tyr Ser Ser Asn Trp Ser Gly Ala Val Leu
100 105 110

Val Glu Pro Pro Ser Ala Ala Ala Thr Tyr Thr Ala val Thr Gly Thr
115 ’ 120 125

Phe Thr Val Pro Glu Pro Thr Gly Asn Ser Gly Gly Ser Gln Ala Ala
130 135 140

Ser Ala Trp Val Gly Ile Asp Gly Asp Thr Tyr Gly Asn Ala Ile Leu
145 150 155 160

Gln Thr Gly Val Asp Phe Thr Vval Thr Asp Gly Glu Ala Ser Phe Asp
165 170 : 175
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Ala Trp Tyr Glu Trp Tyr Pro Asp Tyr Ala
180 185

Asp Ile Ser Ala Gly Asp Glu Ile Val Ala
195 200

Ser Thr Thr Gly Ile Ala Ile Ile Glu Asn
210 215

Val Ser Lys Glu Leu Ser Ser Ser Ser Ser
225 230

Glu Trp Ile Val Glu Asp Phe Glu Glu Asn
245 250

Val Asp Phe Gly Thr val Thr Phe Thr Gly
260 265

Gly Gly Glu Ser val Gly Leu Thr Asp Ala
275 280

Glu Asn Gly Gln Val val Thr Asp Val Thr
290 : 295

val Thr Ile Thr Tyr Glu
305 310

<210> 159
<211> 681
<212> PRT
<213> Aspergillus niger

<400> 159

Tyr

Ile

Lys

Leu

235

Gly

Ala

Thr

Ile

Asp

Val

Ser

220

Gly

Ser

val

Ile

Asp
300

Met Arg Cys Ser Leu Ile Ser Leu Leu Gly Leu Ala

1 5 .10

Leu Gly Gly Cys Pro Phe Ala His Thr Ala Asn Met

20 25

Met Val Lys Ala His Ala His Met Ser Arg Pro Leu

35 40

309

Phe Ser
190

Glu Ser
205

Thr Gly
Gly Gln
Leu Val
Ala Lys

270

Ile Glu
285

Ser Asp

Ala Ile

Gly

Tyr

Gln

Asn

Asn

255

Ala

Ile

Ser

Pro
15

Ile
Thr
Lys
Ala
240
Leu
Ala

Glu

Glu

Ala

Gly Ile Asp Asn

30

Ile Ala Ser Lys

45



Ser

Gln
65

Leu

Asn

Ile

Ala
145

Tyr

Leu

Ala

Asp

Gly

225

Gln

Gln

Ala

Ser
S0

Lys

Pro

Thr

val

130

Val

val

Gln

Asn

Gly

210

His

Glu

Ile

Asp

Pro

Gly

Ile

val

Phe

115

Arg

Glu

Ser

Thr

Ser

185

Glu

Gly

Leu

Ile

Gly

Ser

val

Ala

100

Thr

Thr

Asp

Thr

Gly

180

Ser

Trp

Val

Ser

Ser

260

Lys

Thr

Phe

Asn

85

Glu

Ser

Asn

Ser

Ala

165

Ala

Leu

Ile

Pro

Leu

245

Lys

Arg
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Val Pro Thr Ser

Met
70

Thr

Tyr

Glu

Gly

val

150

Asn

Gln

Met

Ala

Thr

230

Pro

Ile

Met

Asp

His

Arg

Ser

135

val

Asn

Trp

Glu

Phe

215

Phe

Ala

Tyr

val

Asn

Gly

Ala

Asn

120

Asp

Ile

Met

Asn

Ser

200

Ser

Leu

Ile

Arg

Ser

Ser

105

Gly

Leu

Ser

Lys

Leu

185

Ser

Gly

Arg

Ser
265

Ser

Ile

Asn

90

Phe

Asp

Gln

Pro

Ala

170

Thr
Leu
Asp
Arg
Pro
250

Leu

Glu

Ser

Ala

75

Glu

Ser

Gly

Glu

Asn

155

Asn

Asn

Arg

Arg

Thr

235

Asn

Gly

Met

310

Thr

60

Pro

Axg

Pro

Asn

Leu

140

Gly

Ile

Thr

Pro

Asn

220

Gly

Gly

Ser

Thr

Pro Ser
Gly Thr
Pro Leu

Asp Val
110

Ser Asp
125

val Ala
Arg Leu
Trp Ile
Pro>Thr

© 190

Ala Trp
205

Thr Gln
Trp Glu
Ser Asp
Pro Lys

270

Arg Glu

val

Ser

Leu

Glu

Ile

Thr

Ala

Leu

175

Thr

Ser

Trp

‘Thr

Phe
255

Trp

Asp

Gly

Glu

80

Ser

Trp

Pro

Ala

160

Asp

Ala

Pro

Asp

Thr

240

Arg

Ser

Thr



Tyr

Met

305

Gly

Ile

Trp

Ile

385

Ala

Thr

Phe

Trp

465

Glu

Gly

Asn
290

Ser

Ser

Ala

Gly

Ser

370

Arg

Arg

Ile

Thr

val

450

Ser

Thr

Ser

275

Ala

val

Gly

Tyr

Leu

355

Pro

Ser

Phe

Thr

Gly

435

Ser

Arg

His

Asp

Val

Thr

340

Asp

Gly

Thr

Gln

420

Gly

Asp

Cys

Glu

Ser
500

Arg

Phe

Lys

325

Leu

val

Gly

TYyr

Asp

405

Lys

Asp

Asp

Gly

Ala

485

Glu

Pro

Glu

310

Gln

Lys

Asn

Lys

Lys

390

val

‘Gln

Leu

Glu

Glu

470

Ser

val

Glu
295

Phe
Gly
Thr
Gln
375
G1ln
Phe
Leu
Gln
Thr
455
Trp

Gly

Leu
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280

Thr
Cly
Pro
Gly
Thr
360
val
Leu
Pro
Gly
Leu
440
Thr
Leu

Gly

val

Ile

Thr

Gln

Thr

345

Ser

val

Tyr

Gln

Asn

425

Val

Gly

Val

Trp

Asn
505

Thr

Asp

Tyr
330

Ser

Ala

TYyr

Ser

Val

410

Ser

Tyr

Leu

Phe

Ile

490

Ser

Thr

val

315

Leu

Glu

Thr

Glu

Trp

395

Ser

Ser

Asp

Ser

Gly

475

val

Ser

311

Ala
300

Arg

Asp

Gly

Leu

Lys

380

Asp

His

Ile

Pro

Ala

460

vVal

Arg

Tyr

285

Asn Ser Thr Ile

vVal

Lys

Phe

Arg

365

Ser

Ser

Gln

val

Ser

445

Gly

Ala

Ser

Glu

Asn

350

Ser

Thr

Asp

Glu

Thr

430

Thr

Gln

Phe

Thr

Ile
510

val

Ala
320

Gly Thr

335

Thr

Pro

Trp

Trp

Arg

415

Leu

Pro

Trp

Ala
495

Thr

Ala

Ser

ASp

400

vVal

Asn

Asp

Ser

Phe

480

Asn

Glu
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Asp Gly Ala Leu Asn Ser Gly Phe Pro Ser Phe Ser Pro Asp Gly Lys
515 520 525

Lys Val Val Tyr Arg Val Trp Gly Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Gly Asn
530 535 540

Ala Ser Glu Ile Gly Leu Arg Val Leu Asp Leu Glu Thr Arg Lys Thr
545 550 555 560

Thr Val Leu Thr Thr Glu Trp Asp Asn Leu Pro Gln Phe Ser Pro Asp
565 570 575

Gly Glu Leu Ile Leu Phe Thr Arg Lys Thr Ser Thr Tyr Asn Tyr Asp
580 585 590

Val Cys Thr Ile Arg Pro Asp Gly Thr Asp Leu Arg Val Leu Thr Ser
5958 600 605

Ser Gly Ala Asn Asp Ala His Ala Val Trp Ser Gln Asp Gly Arg Ile
610 615 620

Met Trp Ser Thr Gly Met Tyr Gly Phe Arg Phe Glu Cys Ala Leu Tyr
625 630 635 640

Gly Asp Thr Phe Gln Pro Tyr Gly Gln Val Met Ile Met Asp Ala Asp
645 650 655

Gly Gly Asn Lys Lys Leu Met Thr Asn Ser Met Trp Glu Asp Ser Met
660 665 670

Pro Leu Phe Leu Pro Arg Glu Val Leu

675 680
<210> 160
<211> 624
<212> PRT

<213> Aspergillus niger
<400> 160

Met Pro Pro Asp Ala Lys Ser Pro Gly Tyr Gln Pro Gly Met Ala Val
1 S 10 15

312



Leu

Leu

Phe

Asp

65

val

Pro

Ala

Gly

Ser

145

Pro

val

Cys

Ala

Ala

225

Phe

Pro

Ser

His

50

Asp

Met

val

Gly

130

Met

Glu

Ser

Phe

Glu

210

Arg

Pro

Ser Arg Pro

Leu
35

Lys

Glu

His

Asn

Ile

115

Ala

Val

Ser

Phe

Pro

195

Gly

val

20

Ala

Asn

Ser

Pro

Trp

100

Lys

Ile

Phe

Pro

Asp

180

Asp

Leu

Glu

Gly

Leu

Phe

Cys

Asn

Leu

Leu

Arg

Ser

165

Pro

Pro

Leu

Ala

Thr

His

Val

Ser

Lys

70

Phe

Arg

Pro

Leu

Tyr

150

Ala

Arg

Ala

Gly

Phe

230

Asn

Pro

Ala

val

55

Trp

Gly

Thr

Ala

Asn

135

Gly

Asp

Gly

Thr

Ser

215

Glu

val
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Ala
Phe
40

Glu
Glu
Asp
Asp
Lys
120
Pro
Lys
Ser
val
Arg
200
Ser

Arg

Asp

Lys
25

Ala

Gln

Asp

His

Gly

105

val

Gly

Ala

Ala

Asn

185

Lys

Glu

Leu

Ala

Gly

Ile

Gln

Vval

Glu

90

Glu

Pro

Gly

Ile

Ser

170

Asn

Ala

Gly

Leu

Glu

Lys

val

Leu

Thr

75

Cys

Gly

val

Pro

Gln

155

Gly

Thr

Trp

val

Ser

235

Arg

313

Ala
Gln

Gln
60

Pro
Ala
Ser
Thr
Gly
140
Thr
Lys
Thr
Leu
Phe
220

Thr

Ile

Ile

Leu
45

Ser
Thr
Arg
Lys
Asp
125
Gly
Ile
Tyr
Pro
Leu
205
Asp

Ala

Arg

Arg

30

Cys

Gln

Lys

Leu

Ile

110

Ala

Ser

val

Phe

Asn

190

Gln

Thr

Leu

Phe

Gly

Thr

Gln

Ser

95

Ala

Arg

Gly

Asp

Asp

175

Phe

Ser

Arg

Asn

His

Leu

Asn

Leu

Leu

80

Leu

Leu

Tyr

Val

Ser

160

Val

Ser

Glu

Trp

Thr

240

Asn



Arg

Gly

Asn

Gly

305

Phe

Leu

Thr

Gly

Ala

385

Ala

Glu

Gln

Leu

Arg
465

Trp
Thr

Arg
290

Asn
Phe
Gly
Asn
Pro
370
Leu
Glu
Ala

Cys
450

Ser

Lys

Ile

275

Ala

Glu

Gly

Leu

355

Glu

Tyr

Leu

Lys

Lys

435

Thx

Tyr

Lys

260

Leu

val

Leu

Tyr

Asp

340

Thr

Ile

val

Glu

Gln

420

val

Asp

Trp

245

Gly

Gly

Ile

Thr

Cys

325

Pro

Ser

Ile

Pro

Gln

405

Trp

Pro

Gly

Asn

Glu

Ser

Asp

Asn

310

Tyr

Glu

Ser

Thr

Leu

390

Gly

Pro

Gly

Pro

Met
470

Glu

Thr

Gly

295

Leu

Thr

ASp

Pro

Tyr

375

Lys

Asn

val

Glu

Gly
455

Leu
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Lys

Phe

280

Val

Gln

Ala

Leu

Ile

360

Ser

Leu

Gly

Pro

Ser

440

Leu

Arg

Leu
265

Ala

Cys

AsSp

Gly

Lys

345

Ala

Asp

Phe

Ser

Pro

425

Asp

Asp

Gly

250

Leu

Ala

Asn

Ser

Pro

330

Ser

Val

val

Asp

Ser

410

Pro

Gln

Gly

Gln

Met

Ala

Asp

315

Ser

Arg

Ser

Lys

Leu

395

Phe

Cys

Glu

Thr

Ser
475

314

Trp

Gln

Asp

300

Ala

Ala

Tyr

Pro

Ser

380

val

Ala

Asp

Ala

Ala

460

Lys

Gly

Pro
285

AsSp

-Ala

Cys

Glu

Ser

365

Leu

Ala

AsSp

Ser

Gly

445

Lys

Ala

Phe
270

His

Phe

Pro

Gln

350

Gly

val

Arg

Leu

Sexr

430

Arg

Glu

val

255

Ser

Arg

Tyr

Phe

335

Ile

Asn

val

Leu

Lys

415

Ser

Asn

Asp

Gly

Ile

Ala

Lys

320

Ala

Leu

Arg

Gln

Leu

400

Tyr

Thr

Ile

Phe

Asp
480



Phe Trp

Glu Trp

Thr Ser

Pro Leu
530

Val Leu
545

Leu Cys

Pro Asp

Ala Gly

Met Ser
610

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Arg

His

515

Arg

Glu

Thr

Pro

Tyrx
595

Ala

161
554
PRT

Glu

500

Pro
Asn
G}n
Ala
Gly
580

Glu

Leu

val

485

Asp

Leu

Ala

Asn

Lys

565

Thr

Arg

His

Arg

Gly

Leu

His

Ser

550

Ala

Val

Ser

Ser

Met

Met

Phe

Thr

535

val

Ile

Cys

Gln

Leu
615

Aspergillus niger

161

Met Leu Ser Ser Leu Leu Leu

1

Gln Phe Pro Pro Glu Pro Glu

20

5

His Glu Asn Val Thr Ile Ser

35
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Ser Cys Vval
490

Arg Ile Gln
505

Ile Gly Asn
520

Met Ala Arxrg

Gly His Cys

Arg Gln Tyr
570

Gln Val Glu
585

vVal Met Ser
600

Ser Glu Phe

Lys
Gly
Thr
Gly
Thr
555
Phe
Glu

Pro

Arg

Leu

Pro

Tyr

Phe

540

Leu

Gln

Leu

Gly

His
620

Gly Gly Leu Leu Gly

10

Gly Ile Thr Val Leu

25

Phe Lys Glu Pro Gly

40

315

Glu

Phe

Asp

525

Pro

Ser

Thr

Pro

Asp

605

Leu

Leu

Thr

Ala

510

Pro

Glu

Gly

Gly

Phe

590

Thr

Leu

Ala

Arg

-495

Gly

val

Ser

Pro

Glu

575

Arg

Glu

Gly

Thr
15

Pro

Asn

Thr

Ile

Ser

560

Leu

Leu

Leu

Ala

Ala

Lys Ser Lys Leu

30

Ile Cys Glu Thr

45



Thr

Ser
65

Ala

Met

Lys

Leu

Thr

145

Leu

Pro

Tyr

Ala

Leu

225

Tyr

Asn

Lys

Pro
S0

Thr

Pro

Gly

Thr

Phe

130

Asn

Trp

Asn

Gly

Glu

210

Gly

Ile

Ser

Glu

Gly

Ser

Leu

Leu

Thr

115

Leu

Gly

His

Asp

Pro

185

Gly

Ile

Thr

Arg

Arg

val

Phe

Ala

Leu

100

val

Asp

Thr

Phe

Asp

180

Gly

Thr

val

Trp

Gly

260

Asp

Arg

Phe

Ile
85

Glu
Leu
Gln
Leu
Ala
165
Arg
Ile
Ala
Asn
Pro
245

Phe

Ser

Ser

Trp

Glu

Asn

Pro

Thr

150

Gln

val

Phe

Glu

Gly

230

Tyr

Arg

Gly

Tyr

55

Phe

Leu

Leu

Pro

Thr

135

Ala

Thr

Ser

Asp

215

Leu

Asn

Asp

Leu
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Ser

Phe

Asn

Gly

Trp

120

Gln

Asn

Trp

Leu

Phe

200

Gly

Met

Asn

Gln

Pro

Gly

Glu

Gly

Pro

105

Ser

val

Gly

Phe

Trp

185

Phe

Ala

val

Ala
265

His

Tyr
Ala

Gly
90

Cys
Trp
Gly
Thr
Phe
170
Ala
Gln
Gln
Met
Arg
250

Leu

Ser

val

Arg

75

Pro

Ser

Asn

Phe

Ala

155

Glu

Glu

Gln

Val

235

Leu

Ala

Gly

316

His

Lys

Gly

Ile

Asn

Ser

140

Phe

Phe

Ser

Gln

Leu

220

Ile

Ala

Cys

Lys

Leu

Asp

Gly

Ala

Glu

125

Tyr

Ala

Tyr

Asn

205

His

Gln

Pro

Glu

Asn

Pro Pro Ala

Pro

Ser

Ser

110

val

Asp

Ala

His

Gly

190

Asp

Leu

Glu

Ser

Ala

270

Ile

Ser

Ser

95

Asp

val

His

175

Gly

Lys

Asp

Glu

Ser

258

Ala

Ser

Asn
80

Leu

Ser

Leu

Pro

Ala

160

Lys

His

Ile

Thr

Ala

240

Phe

Leu

Glu



Ile

Tyr
305
Asp
val
Ala
Phe
Met
385

Lys

Thr

Glu
Ala
465

Glu

Pro

Cys

290

His

Pro

Leu

Val

Leu

370

Met

Ala

Gly

Gln

Val

450

Thr

Phe

275

Gly

Thr

Phe

Ala

Ala

355

Asp

Ser

Tyr

Leu

435

Pro

Phe

Gln

Ile

Gly

Phe

Pro

Ala

340

Thr

Ala

Gly

Leu

Ser

420

Gly

Ser

Asn

Ser

Met
500

Leu

Asn

Ala

325

Leu

Gln

Ile

Asp

Ala

405

Pro

Asn

Tyr

Lys

val

485

Pro

Ala

Arg

310

Lys

Gly

Phe

Gly

Arg

390

val

Leu

Tyr

Gln

Asp

470

Gly

Lys

Leu
295

Gly

His

val

Ile

375

Asp

Pro

Leu

Ser

Pro

455

Ile

Pro

Pro

ES 2368 285 T3

280

Glu
Trp
Met
Pro
Lys

360

Leu

Thr
Phe
440
Val
Pro

Lys

Gln

Trp

Leu

Val

345

Thr

Leu

Ala

Ser

Pro

425

Thr

Ala

Thr

Asp

Cys
505

Gly

Asp

Gly

330

Asn

Phe

Asp

Cys

Arg

410

Asp

Arg

Ala

Gly

Thr

490

Tyr

Asp

Ile
315

Tyr

Phe

Asp

Ser

Asn

395

Ile

Gly

val

Tyr

Leu

475

Trp

val

317

Gly
300
Ala
Leu
Thr
Ile
Gly
380
Trp
Thr
Ile
Phe
Glu
460
Leu

His

Leu

285

Pro

His

Thr

Ser

Val

365

val

Vval

Glu

Ser

Gln

445

Ile

Ala

Ile

Ser

Ile
Pro
Gln
Ser
350
His
Lys
Gly
Phe
Gly
430
Ala
Phe
val

Lys

Pro
510

Thr

Lys

Glu

335

Ser

Gly

Val

Gly

Ala

415

Met

Gly

Met

Asp

Asn

495

Gly

Tyr
Asn
320
Ser
Ser
Gly
His
Glu
400
Asp
Thr
His
Arg
Asp
480

Ile

Thr
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Cys Thr Pro Glu Val Trp Glu Thr Vval Leu Asn Gly Ser Ala Thr Val
515 520 525

Lys Asp Trp Tyr Val Val Asp Asp Ser Ala Gly Val Glu Asp His Glu
530 535 540

Gly Phe Ser Ile Leu Gly Gly Asp Glu Leu

545 550
<210> 162
<211> 578
<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 162

Met Thr' Arg Phe Gln Leu Leu Pro Leu Val Ala Gly Leu Leu Ala Pro
1 S 10 1s

Ser Ile Ala Ala Leu Ser Ile Pro Ser Pro Gln Gln Ile Leu Asp Ser
20 25 30

Leu Thr Phe Gly Glu His Thr Asp Gly Phe Cys Pro Leu Ala Pro Lys
35 40 45

Val Glu Val Pro Asp Asp Gly Phe Phe Pro Ala Leu Lys Phe Vval Glu
S0 55 ) 60

Asp Ala Ser Phe Lys Ser Arg Gln Val Asn Arg Leu Ser Arg Ala Val
65 70 75 80

Gln Val Pro Thr Ala Ile Asp Asp Tyr Met Lys Asp Pro Tyr Asp Glu
85 90 95

Lys Phe Ala Pro Phe Leu Asp Phe Gln Lys Leu Leu Gln Thr Leu Phe
100 105 110

Pro Leu Thr His Ser Tyr Ala Arg Val Asp His Ile Asn Arg Phe Gly
115 120 : 125

Leu Val Phe Thr Leu Asn Gly Thr Asp Asp Ser Leu Lys Pro Leu Leu
130 135 140

318



Phe
145

Thr

val

Leu

Ser

225

Phe

Asn

Ile

Pro

Leu

305

Thr

Glu

Ala

Gln

Thr

Gly

-Glu

Ala

210

Ile

Ile

Asn

Asp

Pro

290

Glu

Arg

Pro

Glu

Thr

Ala.

Ala

Asp

195

Phe

Ala

Leu

Gly

val

275

Pro

Arg

Lys

Trp

Lys

355

Ser

His
Pro
Ser
180
Leu
Gly
Lys
Asp
val
260
val
His
Gln
Met
Leu
340

Leu

Gln

Gln

Phe

165

Asp

Leu

Phe

Phe

Glu

245

Vval

Leu

Thr

Asp

Leu

325

Ala

Ala

Ala

Asp

150

Asp

Cys

Ser

Asp

Leu

230

Gly

Thr

Gly

Leu

310

Glu

Ser

Ser

Ala

val

Gly

Lys

Gln

Glu

215

Glu

Gly

Ala

Leu

Ile

295

Phe

Cys

Ala

Ser

Asp
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val
His
Asn
Lys
200
Glu
Lys
Met
Leu
Ala
280
Gly
val
Gln
Leu
Arg
360

Ile

Pro

Tyr

Val
185

Trp

Ser

Lys

Gly

Pro

265

val

Ile

Pro

Val

Gln

345

Gly

Ile

Ile

Asp

170

Leu

Glu

His

Tvr

Leu

250

Gly

Pro

Ile

val

Arg

330

Ser

Asp

Asn

Asn
155

Gly

Ile

Pro

Gly

Gly

235

Glu

val

Gly

Ala

Leu

315

His

Ser

Lys

Gly

319

Asp

Glu

Gly

Thr

Phe

220

Pro

Val

Gly

Gly
Glu
300
Asp
Ser
Asp

Phe

Gly

Pro

Trp

Leu

Arg

205

Leu

Asp

Leu

Glu

His

285

Ile

Thr

Pro

Arg
365

val

Ala

Leu

Met

190

Thr

Gly

Ser

Asp

Lys

270

Ser

Ile

His

Ser

Ile

350

Phe

Lys

Asp
Trp
175
Ser
val
Ala
Phe
Asp
255
Gly
Ser
TYr
His
Gln
335
Ser

Ile

Ser

Trp

160

Gly

val

val

Gly

Glu

240

Asn

Ser

Val

Glu

Pro

320

Val

Leu

Leu

Asn



370

Ala Leu
385

His Gln

Pro Ile

Asp Thr

Ser Gly
450

Asp Ala
465

Ser Val

Met Thr

Ile Tyr

Thr Val
530

Leu Tyr
545

Val Ile

Val Leu

<210>
<211>

Pro

Thr

val

Val

435

Ala

Val

Pro

Gly

Arg

515

Asp

Ser

163
456

Glu

Pro-

Lys

420

Asp

Leu

Trp

Ser

Asn
500

Trp

Glu

Asp

Ala

Lys

Asp

405

Lys

Pro

Ser

‘Ala

Leu
485
Thr
Ser
arg
Leu

Ala
565

1le
390

Asp

Ser

Pro

Arg

470

Glu

Asp

Pro

Ile

Ile

550

Ser

375

Asn

Ile

aAsn

Leu

Ala

455

Phe

Gly

Thr

Ser

Asp

535

Arg

Ala
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Ala

Lys

Leu

Asn

440

Pro

Ser

Arg

Arg

Arg

520

Ile

Ser

Ala

Leu Val Asn

Asn

Ser

425

val

Gly

Lys

Phe

505

Ala

Phe

Ala

Arg

410

Leu

His

Ser

val

val
490

Tyr

Gly

Ile

Asp

Asp
570

395

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

475

val

Trp

Lys

His

Gly

555

Asp

320

380

Tyr

val

Ala

Thr

Thr

460

Arg

val

Ala

Ala

Leu

540

Arg

Glu

Glu

Phe

Leu

445

Asp

Ser

Ser

Leu

Leu

525

Glu

Thr

Leu

Ile

Ile

Pro

430

Thr

Ile

val

Gly

Ser

510

Asn

Ala

Asp

Ala

Ala

Ile

415

Glu

Thr

Asp

Phe

Asp

495

Arg

Ile

Met

Ser

His
s75

Leu
400

Ser

Ser

Leu

Thx

Glu

480

Ile

Asn

His

Met

Sex

560

Asp



<212>

<213>

<400>

PRT
Aspergillus niger

163

Met Lys Ser

1
Tyr

Asn

Thr

Met

65

Asp

Cys

Tyr

Glu

Thr

145

Glu

Thr

Gln

Ser

Phe

Ala

50

Asn

Thr

Pro

Thr

Ala

130

Leu

Gly

Val

Gly

Leu

Glu

35

Ser

Leu

Gly

cys

Phe

115

Thr

Thr

val

Gly

Ala
195

Thr

Ser

20

Arg

ala

Thr

Ser

Thr

100

val

Gly

Asn

Leu

Gly

180

Ile

Ile
Arg
Asp
Leu
Ser
Asp
Asn
Agp
Phe
Gly
165

Gly

Asn

Leu

His

Gln

Leu

Gly

70

Asp

Tyr

Asp

Tyr

Gln

150

Ile

Glu

Trp

Leu

Glu

Ile

val

55

Thr

Leu

Gly

Glu

val

135

Phe

Gly

Pro
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Ser

Arg

Ala

40

Asn

Pro

Trp

Ser

Phe

120

Asn

Ala

Thr

Ala
200

Leu

Asp

25

Asp

Gly

val

Tyr
105

‘AsSp

val

Asn
185

Ala Trp
10

Glu Pro

Arg Ser

Ala Thr

Gln Glu
75

Asn Gly
90

Asn Ser

Ile Gln

Thr Leu

Ala Tyr
155

Ser Asn
170

Phe Pro

Ser Leu

321

Ala

Ala

Arg

Asn

60

val

Ala

Ser

Lys

140

Asp

Glu

Glu

Trp

Ala

Thr

Arg

45

Leu

Ser

Asn

Ala

val

125

Phe

Gly

Ala

Ala

Leu
205

Gln

Leu

30

Lys

Gly

val

Ser

Ser

110

Asp

Ser

Asp

Ser

Leu
130

Asp

Ser
15

Gln

Arg

Thr

Ser

85

Ser

Gly

Asn

Ser

Gln

175

Val

Asp

Ala

Phe

Ser

Thr

Leu

80

Val

Thr

Ser

val

Glu

160

Ala

Asp

Leu



Asp

225

Cryr

. Gly

Ala

Ala

Gly

305

Leu

Ile

Gly

Ala
385
Thr

Ala

Ser

Glu
210

Tyr

val

Asn

val

Ala

290

Phe

Leu

Leu

Ser

370

Lys

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

Glu

Ser

Leu

275

Ser

Gly

Asp

Glu

Ala

355

Ala

Ala

Ser

Ala

Thr

Lys

Ser

Phe

VvVal

260

Asp

Ile

val

Phe

Ala

340

val

Asn

Asp

Thr

420

Vval

Gly

Leu

Ala
245

Ser

Ser

Ile

Gly

325

Ser

Ile

val

Phe

Ala

405

Ser

Pro

Thr

Gln

230

Val

Val

Gly

Glu

Glu

310

Ser

Ser

Glu

Vval

Asn

390

Val

Thr

Arg

Ile
215

Thr
Asn
Asn
Thr
Ala
295
Cys
Phe
Asp
Asn
Tyr
375
Pro
Pro

Ala

Ser
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Leu

Leu

Leu

Asn

Ala

280

val

Asp

Asn

Met

Glu

360

Asp

Gly

Lys

Ser

Gln

Phe

Pro

Thr

Ser

265

Leu

Gly

val

Met

Thr

345

Ala

Leu

Glu

Ala

Ser

425

Ile

Gly

Ile

Ala

250

Ala

Thr

Ala

Lys

Ser

330

Asp

Leu

Gly

Asp

Thr

410

Asp

val

Gly

Val

235

Val

Thr

Tyr

Gln

Asp

315

val

Met

Leu

Asn

His

395

Gly

Lys

Ser

322

Val

220

Ser

His

Gln

Ile

Tyr

300

Glu

Asp

Asn

Gly

Asn

380

val

Ala

Ser

Leu

Asn

Ile

Leu

Phe

Pro

285

Leu

Asp

Ile

val

Asp

365

Glu

Leu

Thr

Asp

val

Thx

Glu

Glu

Pro

270

Thr

Ser

Phe

Ser

Cys

350

Thr

Ile

Glu

Ala

Lys

430

Ala

Ala

Asp

Lys

255

Ile

Ser

Glu

Thr

Glu

335

Thr

Phe

Ser

Ile

Thr

415

Glu

Gly

Lys

Met

240

Asn

Pro

Ala

Tyr

Phe

320

Met

Phe

Leu

Leu

Gly

400

Gly

Ser

val



435
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440

Leu Val Gly val Phe Leu Val Leu

450

<210>
<211>

<212>
<213>

<400>

Met
1

Asp
Lys

Val

Tyr
65

Gln
Glu
Pro
Ala
His
145

His

Leu

Ala

Leu

50

Asp

Tyr

Ala

Ser

130

Glu

Val

164
664
PRT
Aspergillus niger

164

Val

Ile

Ala

35

Pro

Phe

Trp

val

Arg

115

Ala

Ser

Arg

Pro

20

Ser

Met

Leu

Ser

Glu

100

val

His

Asp

Glu

Gln

Thr

AsSp

Arg

Met

Ala

85

Ala

val

Glu

Arg

His
165

Leu

Ser

Trp

Ile

Glu

70

Asp

val

His

Ala

Ser

150

Ile

455

Ala

Ile

val

Gly

val

Glu

Arg

Ser

Glu

135

Ala

Gln

Leu

Lys

Lys

40

Leu

Ser

Val

Glu

Asp

120

Arg

Lys

Lys

Ala

His

Gly

Ala

Asp

His

Trp

105

Asn

Leu

Ile

His

Leu Ala
10

val Leu

Ala Arg

Gln Asn

Pro Lys

75

Asp Ile
30

Leu Val

Lys Gly

Phe Met

Arg Val

155

Ile Asp
170

323

Ile

His

Vval

Asn

60

Ser

Phe

Ala

Trp

Thr

140

Gly

Tyr

445

Ala

Glu

Glu

45

Leu

Ser

Ser

Ser

Leu

125

Glu

Cys

Ile

Ala
Lys
30

Ser
Asp
Lys
Pro
Gly
110
Ala
Phe

Asp

Thr

Leu

15

Arg

Asp

Lys

Tyr

Serxr

95

Ile

Phe

His

Gln

Pro
175

Ser

His

Ala

Gly

Gly

80

Glu

His

Asp

Glu

Tyr
160

Gly



val

Ser

Gln

Cys

225

Pro

Gln

Tyr

Asp

Glu

305

Gln

val

Ser

Ile

Leu
385

Lys

Gln

Pro
210
Gly
Asp
Gly
Ala
Gly
290
Ser

Val

Asp

Asp
370

Gln

Leu

Leu
195

Leu

TYX

Ala

Asp

Pro

275

Ala

Asp

Thr

Thr

Cys
355

Pro

cys

Thr
180

Ala

Pro

Asn

Lys

260

Trp

Asn

Ile

Leu

Thr

340

Thr

val

Gly

Gln

His

Asn

Ile

Thr

245

Phe

val

Asp

325

Asn

Tyx

val

val

Sex

Lys

Thr

230

Ala

Ala

Pro

Ser

Ile

310

Gln

Leu

Ser

Pro

390
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val Lys

Ser Lys
200

Ala Lys
215

Pro Ser
Thr Pro
Lys Ser

Gln Gly
280

val Pro
295

Asp Met
val Asp

Phe Asn

Ala- Tyx
360

Asp Thr
375

Lys Pro

Arg
185

Ala
Phe
Cys
Asn
Asp
265
Thr
Ser
Ala
Asp
Thr

345

Gly

Thr

Thr

Lys

Leu

Ile

Asn

250

Leu

Tyr

TYX

Gln

330

Phe

Glu

Pro

Asn

324

Asn

Ser

Pro

Lys

23S

Ser

Asp

Ser

Ser

315

Leu

Leu

Thr

Gly

val
395

Lys

Ala

Glu

220

Ala

Leu

Leu

Ile

Sex

300

Leu

Asp

Gly

Gly

380

Ile

val

aAla

205

Asp

Leu

Gly

Phe

Pro

285

Leu

Leu

Glu

Ala

Asp

365

Ser

Lys
190

Gln

Leu

Leu

270

Ala

Asn

Pro

Leu

350

Asp

Lys

Ala

Arg

Gly

Arg

Gln

255

Lys

Leu

Thr

Pro

val

335

Asp

Pro

Gly

Ser

Ala

Pro

Gly

Ile

240

Glu

Glu

Ile

Gly

Gln

320

Glu

Gly

Ser '

Lys

400



Gly

Asn

Ser

Gly

Asn

465

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

545

Ala

Trp

Leu

Val

Asn

Gln

Glu

Gly

Cys

450

Cys

Thr

Ala

Pro

Leu

530

Lys

Asn

Leu

Ser

Phe

Asp

435

Leu

Pro

val

Ser

Ala

515

Ser

Gly

Gly

Gly

Asn
595

Glu

Met
420

Tyr

Gly

Asn

Asn
500

Tyr

Leu

Ala

Ser

580

Glu

Asn Pro Val

610

Gly

Thr

Asn

Ala
405

Lys

Gly

Pro

val

Asp

485

Phe

Gln

Pro

His

565

Ser

Glu

Leu

Ala
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Asp Leu Pro

Leu

Vval

Glu

Thr

470

Ser

ser

Phe

Tyxr

Asn

550

Phe

Leu

Axrg

Tyr

Gly

Gly

Ala

Gly

455

Ser

Glu

Thr

Ala

TYyTr

535

Arg

Arg

Ala

Phe

Ala
615

Cys

Leu

Ser
440

Lys

val

Ser

Ser

Ala

520

Ser

Leu

Ala

Ser

Ala

600

Gly

val

Gln

425

Phe

Ile

Gly

val

Gly

505

val

Glu

Gly

Pro

585

Ile

Pro

Thr

Ser
410

Gly

Ala

Phe

Gly

Met

490

Gly

Glu

Phe

Arg

Met

570

Leu

Gly

Gln

Tyr

Tyr
His
Gly
Asn
Thr
475
His
Phe
Gln
Glu
Ala
555
Asp
Phe
Lys

val

Gly

325

Ser

Pro

460

Met

val

Ser

Tyr

val

540

Gly

Ala

Gly

Leu

620

Phe

Lys

Ile

Gly

445

Gln

Leu

Asn

Asn

Phe

525

Asp

Pro

Ser

Pro

605

Asn

Ser

Arg Gln Cys

Leu
430

Asp

Leu
510
Gln
val
Asp
Asp
val
590
val

Asp

Ala

415

Phe

Glu

Pro

Gly

Gly

495

Phe

Ser

Val

Tyr

575

Leu

Gly

Ile

Ile

Ala

Asn

Ser

480

Gly

Pro

Ala

Thr

Ser

560

His

Thr

Phe

Thr

Glu
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625 630 635 640

Gly Trp Asp Pro Ala Ser Gly Leu Gly Thr Pro Asn Tyr Pro Leu Met
645 650 655

Lys Glu Leu Phe Leu Ser Leu Pro

660
<210> 165
<211> 520
<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 165

Met Arg Val Thr Thr Ala Ile Ala Ser Leu Leu Leu Val Gly Ser Ala
1 ) ' 10 15

Thr Ser Leu Gln Asn Pro His Arg Arg Ala Val Pro Pro Pro Leu Ser
20 25 30

His Arg Ser Val Ala Ser Arg Ser Val Pro Val_Glu Arg Arg Thr Thr
35 40 45 ’

Asp Phe Glu Tyr Leu Thr Asn Lys Thr Ala Arg Phe Leu Val Asn Gly
S0 : 55 60

Thr Ser Ile Pro Glu Val Asp Phe Asp Val Gly Glu Ser Tyr Ala Gly
65 70 75 89

Leu Leu Pro Asn Thr Pro Thr Gly Asn Ser_§er Leu Phe Phe Trp Phe
8s 90 95

Phe Pro Ser Gln Asn Pro Glu Ala Ser Asp Glu Ile Thr Ile Trp Leu
100 105 110

Asn Gly Gly Pro Gly Cys Ser Ser Leu Asp Gly Leu Leu Gln Glu Asn
115 120 125

Gly Pro Phe Leu Trp Gln Pro Gly Thr Tyr Lys Pro Val Pro Asn Pro
130 135 ) 140

Tyr Ser Trp Thr Asn Leu Thr Asn Val vVal Tyr Ile Asp Gln Pro Ala
145 150 15% 160

326



Gly

val

Asp

Met

Thr

225

Ser

Tyr

Ala

Thr

Asp

305

Pro

Asp

Asn

Ser

Thr
Ala
Leu

Tyr
210

Tyr
Asp
Asn
Lys
290
Cys
Cys
Vél

Arg

‘Val

370

Gly

Ala

His

195

val

Phe

Ser

Asn

Ala

275

Pro

Gln

Phe

Leu

Ser

355

Cys

Phe

Gln
180

Gly

Pro

Asn

Val

Ile

260

Asp

val

Asn

Gly

340

Asp

Ser

Ser
165

Phe

Arg

Leu

Met

245

Phe

Lys

Pro

Trp

Tyr

325

Phe

val

Glu

Asn

Lys

Ile

Lys

230

Met

Gln

Cys

Ser

-ASp

310

Pro

Gln

Thr

Gly

Ser

val

Ala

215

Gly

Leu

Gly

Pro

295

Glu

His

Ser

Lys

val
375
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Pro

Trp

200

Asp

Ile

Ser

Asn

280

Phe

val

Leu

Leu

Ile

360

Ile

Ser

Phe
185
Ile
Ala
Gln
Pro
ser
265
Asn
Pro
val
Ile
Ala
345

Leu

Phe

Thr

170

Lys

Thr

Met

Ile

Ala

250

Thr
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Gly

Ala

Ala

Tyr

335

Phe

Gly

Phe

Pro

Ala

Ala

Ala

Lys

240

Leu

Leu

Tyr

Gly

Leu

320

Cys

Asn

Phe

Arg
400



Leu Val Ser Ala

Glu Val Asn Gly
420

Thr Val Asn Ser
435

Arg Leu Ile Trp
450

Val Ser Ser Thr
465

Glu Pro val Gln

Met Glu Asp Tyr

500

Glu val Lys Gln
515
<210> 170
<211> 424
<212> PRT

Ser
405

Tyr

Trp

Thr

Phe

Ile
485

Tyr

Ile

Thr

Thr

Asn

Arg

470

Ile

Ala

Lys

Trp

Gly

Gly

455

Pro

Pro

Asn

Glu

<213> Aspergillus niger

<400> 170

Met Gln Leu Leﬁ Gln Ser Leu

1

Val Leu Ser Leu
20

Phe Lys val Glu
35

Ala Ala Leu Arg
50

5
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Gln

Gly

Gly

440

Gln

Gly

Gly

Glu

Trp
520

Ile

Pro His Gly Pro

Arg Val Arg

Lys Ala Tyr

55

Arg
40

Arg

Arg

Ser

425

Trp

TYr

Gly

Gly

Gly

505

vVal

Val

Ser

25

Gly

Lys

Gln Cys

410

Ala Lys

Asp Met

Asp Pro

Pro Leu
475

Phe His
490

vVal Arg

Glu Glu

Ala val
10
Asn Gln

Thr Gly

Tyr Gly

338

Pro

Gly

Trp

460

val

Cys

Lys

Cys

His

Ala

Ile
60

Leu

Lys

Arg

445

Arg

Ser

Ser

val

Tyr

Tyr

Asn

430

Asn

Asp

Thr

Asp

val

510

Ala

525 -

Phe

Lys

Leu

45

Ala

Ser

Ala

30

His

Pro

Phe
415

Ser

Thr

Ser

Ala

Leu

495

Asp

Arg

Gly

Ser

Pro

Ala

Thr

Gly

Asn

480

Tyr

Asn

Gly

Ser

Pro

Ser



Phe
65

Ala

Alai

Gly

Trp

145

Phe

Thr

Gly

Asn

Glu

225

Pro

Phe

Ser

Ser

Asn
ala
Thr
Gly
val
130
Asn
Asp
Asp
val
Gly
210
Ala
Val
Gly

val

val

Ile

Gly

Ser

Gln

115

Phe

Pro

Val

Thr

Pro

195

Leu

Gln

Met

Thr

Asp

275

Ala

Asp

Ser

Val
100

Lys

Asp

Ser

Ser

val

180

Asp

val

Asp

Thr

Ile
260

Ser

Leu

Glu
85

Glu

Ile

Thr

Asn

Tyr

165

Asn

Gln

Gly

Thr

Ala

245

AsSp

Ser

Gly

Ala

70

Ile

Asn

val

Asn

Ser

150

Gly

Ile

val

Leu

Phe

230

Ser

Lys

Glu

Asp

Ala

Asp

Met

Leu

135

Ser

Asp

Gly

Ser

Gly

215

Phe

Leu

Asp

Gly

Leu

ES 2368 285 T3

Phe

Glu

Ala

Thr

120

Thr

Asp

Gly

Gln

200

Phe

Ala

Lys

Lys

280

Lys

Lys

Pro

Glu

105

Phe

Glu

Phe

Ser

Ala

i85

Ser

Ser

Asn

Ala

TyY
265

Trp

Asp

Pro

Asp
90

Phe

Asp

Thr

Lys

TYTr

170

Ile

Phe

Ser

val

Asp

250

Gln

Gln

Ile

Ile

75

Gln

Val

Thr

Leu

Lys

155

Ala

val

Ile

Ile

Ala

235

Gly

Gly

Phe

Gly

339

Thr

Ser

Gly

Thr

140

Met

Ser

Lys

Glu

Asn

220

Pro

val

Asn

Ser

Ser

Thr

Gly

Pro

Ser

125

Gly

Asp

Gly

Glu

Asp

205

Thr

Ser

Gly

Ile

Thr

285

Leu

Thr

Ala

vVal
110

Ser

His

Gly

Pro

Gln

190

Thr

Ile

Leu

Glu

Ala

270

Pro

Asn

His

Val

95

Leu

Asp

Thr

val

175

Ala

Asn

Lys

Asp

Tyr

255

Asn

Lys

Thr

Ala

80

Ser

Ile

Phe

Glu

Thr

160

Gly

Phe

Ser

Pro

Glu

240

Glu

Ile

Tyr

Ser



290 295

Ile Ala Asp Thr Gly Thr Ser
305 _ 310

Thr Ala Tyr Tyr Ala Gln Val
328

Gly Gly Tyr Ile Tyr Pro Cys
340

val Leu Gly Glu Ser Ser Leu
355

Phe Ser Lys Val Gly Thr Asn
370 375

Gly Gly Ile Gln Ser Asn Gly
385 390

Ile Phe Leu Lys Ala Phe Phe
405

Leu Gly vVal Ala Ser Pro Lys

420
<210> 171
<211> 548
<212> PRT

<213> Aspergillus niger
<400> 171

Met Arg Ile Asp Ser Ala Ala
1 )

Gln val Gly Ala Leu Gln Leu
20

Trp Gln Lys Pro Asn Ala Gly
35

Leu Gln Glu Gln val Lys Ala
50 55
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Leu

Pro

Asn

Ala

360

Thr

Asn

val

Asn

Leu

Pro

Asp

40

Glu

Met

Asn

345

Thr

Thr

Thr

val

His

Leu

25

Lys

Asn

Leu

Ser

330

Thr

Ile

Thx

Ser

Phe
410

Leu

10

val

Pro

Leu

Leu

315

val

Leu

Pro

Gly

Leu

395

Asp

val

Gln

Leu

Leu

340

300

Pro
Gly
Gln
380

Gln

Met

Pro

Asp

Ile

Asp
60

Glu

Vval

Ser

Asn

365

Ala

Ile

Arg

val

Ser

Ser

45

Arg

Asp

Ser

Phe

350

Leu

Leu

Leu

Gly

Leu

Asn

30

Ser

Ala

val

Ser

335

Ser

Ile

Cys

Gly

Pro
415

Leu

15

Ser

Pro

Arg

val

320

Ala

Leu

Asn

Phe

Asp

400

Ser

Gly

Gln

Leu

Gln



Leu
65

Ser

Phe

His

Arg

145

Gly

Phe

Gly

Asp

Phe

225

Lys

Thr

Asn

val
Thr
Pro
Asp
130
Asn
Cys
Ile
Lys
Leu
210
Gly
Gly

Ile

Asn

Lys

Ile

Leu

Ala

115

val

Lys

Glu

Ser

Ala

195

Ser

Ile

Glu

His

Cys
275

Ile

Gly

Thr

100

val

Pro

Glu

Ala

Arg
180

Gly

Gly

Ser

Lys

Thr

260

val

Ala

Ser

85

Asp

Ser

Lys

Pro

Ser

165

Gly

Ala

Thr

Asp

val

245

Thr

Met

Glu

70

Lys

Leu

Gly

Ser

val

150

Asp

Ser

val

Leu

Glu

230

Asp

Asn

Leu

Leu

Gly

Gly

Asn

Ala

135

Tyr

Cys

Ala

Gly

215

Asp

Ala

Ile

Gly
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Gly

His

Asp

Vval

120

Thr

Gly

Ser

Pro

Ala

200

Asn

Ala

Ile

Ile

Gly
280

Glu

Leu

105

Phe

Pro

Ser

Ser

Phe

185

val

Pro

Ala

Ala

Ala

265

His

Asp

Gly

90

Glu

Met

Leu

Asn

170

Gly

Ile

Thr

Pro

250

Gln

Ser

Glu
75

Thr

Thr

Ser

Gly

val

155

Leu

Thr

Pro

val

235

val

Thr

Asp

341

YT

val

Arg

Leu

140

ala

Lys

Lys

Asn

Asp

220

Leu

Asp

Thr

Ser

Asn
Asp
Val
Leu
125
Thr
val
Gly
Ser
Asn
205
His
Glu
Ala

Asp

val
285

His

Asn

110

val

Pro

Ser

Ala

Gln

190

Glu

vVal

Lys

Ile

Gly

270

Ala

Pro

Ile
95

Gln

Leu

Pxo

Asn

val

175

Leu

Ala

Leu

val

255

Asp

Glu

Thr
80

TyT

Ser

Gly

Thr

Leu

160

Ala

Ala

Gly

Thr

Asn

240

Glu

Pro

Gly



Pro

Ala
305

Trp

Serxr

Tyr

Thr

Thr

385

Asp

Gly

Asp

Gln

Asn

465

Asp

Glu

Thr

Gly
290

Thr

Trp

val

Asp

Asn

370

Asp

Gly

Gly

Met

Ile

450

Thr

Gly

Glu

Thr

Ile

Leu

Ala

Leu

Met

355

Ala

Phe

Ile

Phe
435

Cys

Lys

Phe

Pro

Gly

Asn

Leu

Ala

Thr

340

Leu

val

TyY

Ser

Ala

420

Gly

Asp

Leu

Pro

Lys

500

Thr

Asp

Thr

Glu

325

Pro

Gly

Asn

Glu

Asp

405

Thr

Gly

Thx

Val

Glu
485

Tyr

Gln

Asp

Gln

310

Glu

Glu

Ser

Pro

Asp

390

Tyr

Gly

Val

val

Ala

470

Arg

His

Ser

Gly

295

Phe

Glu

Glu

Glu

375

His

Asp

Ala

Ala

Ala

455

His

Ser

Gly

val
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Ser

Arg

Gly

Asn

Asn

360

Gly

Gly

Ala

Glu

Gly

440

Asn

Ser

Asp

His

Leu

Gly
Val
Leu
Arg
345
Phe
Ser
Phe
Phe
Gly
425
Gln
val
Ile
Glu
Ala

505

Trp

Thr
Asn
Leu
330
Lys
Ala
Glu
Asn
Ile
410
Ile
Trp
Asn
Ala
Pro
490

Leu

Gly

Leu

Asn

315

Gly

Ile

Glu

395

Lys

Tyr

Leu

Thr

475

Ile

Gln

Ala

342

Thr
300

Cys

Ser

Arg

Gln

Leu

380

Thr

His

Thr

Asp

Thr

460

Tyr

Ser

Leu

Gln

Leu

val

Asp

Leu

val

365

Arg

Gly

Val

Pro

445

Ala

Ala

Pro

Leu

Ile

Leu

Arg

Phe
350

Asp

ile

Ile

Glu

430

Cys

Trp

Lys

Ala

Arg

510

Gln

Glu

Phe

Tyr

335

Met

Asn

Leu

Pro

Pro

415

Glu

Tyr

Glu

Ser

Ala

495

Gly

Asn

Leu

Ala
320

Val

Asp

Ala

Phe

400

Gly

Ala

His

Trp

Phe

480

Phe

Asn

Gly
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515 520 525

Thr Ala Ala Ser Val Leu Asn Leu Leu-Ser Ile Arg Arg Arg Gly Thr
530 535 540

Phe Ser Leu Ser
545
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucledtido aislado hibridable en condiciones muy restrictivas a polinucleétido SEC ID NO: 10 o a la
secuencia SEC ID NO: 67, en el que dicho polinucleétido codifica una proteina que tiene actividad de proteasa.

2. Un polinucledtido aislado segun la reivindicacion 1, obtenible de un hongo filamentoso.
3. Un polinucledtido aislado segun la reivindicacion 2, obtenible de A. niger.

4. Un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos segun SEC
ID NO: 124 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 80% homoéloga a la secuencia de aminoacidos segun
SEC ID NO: 124, y que tiene actividad de proteasa.

5. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia nucleotidica segun SEC ID NO: 10 o la secuencia SEC
ID NO: 67.

6. Un polinucleétido aislado segin la secuencia SEC ID NO: 10 o la secuencia SEC ID NO: 67.
7. Un vector que comprende una secuencia polinucleotidica segun las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un vector segun la reivindicacion 7, en el que dicha secuencia polinucleotidica segun las reivindicaciones 1 a 6
estd ligada operativamente con secuencias reguladoras adecuadas para la expresion de dicha secuencia
polinucleotidica en una célula hospedante adecuada.

9. Un vector segun la reivindicacion 8, en el que dicha célula hospedante adecuada es un hongo filamentoso.

10. Un método para fabricar un polinucledtido segun las reivindicaciones 1 a 6 o un vector segun las reivindicaciones
7 a 9, que comprende las etapas de cultivas una célula hospedante transformada con dicho polinucleétido o dicho
vector, y aislar dicho polinucle6tido o dicho vector de dicha célula hospedante.

11. Un polipéptido aislado segun la secuencia SEC ID NO: 124 o una secuencia de aminoacidos que es al menos
80% homdloga a la secuencia de aminoacidos segun SEC ID NO: 124, y que tiene actividad de proteasa.

12. Un polipéptido aislado seguin la reivindicacion 11, obtenible de Aspergillus niger.

13. Un polipéptido aislado obtenible expresando un polinucleétido segun las reivindicaciones 1 a 6 o un vector segun
las reivindicaciones 7 a 9 en una célula hospedante apropiada, preferiblemente Aspergillus niger.

14. Un método para fabricar un polipéptido segln las reivindicaciones 11 a 13, que comprende las etapas de
transformar una célula hospedante adecuada con un polinucleétido aislado segun las reivindicaciones 1 a 6 0 un
vector segun las reivindicaciones 7 a 9, cultivar dicha célula en condiciones que permitan la expresion de dicho
polinucledtido, y opcionalmente purificar el polipéptido codificado de dicha célula 0 medio de cultivo.

15. Una célula hospedante recombinante que comprende un polinucledtido segun las reivindicaciones 1 a 6 o un
vector segun las reivindicaciones 7 a 9.

16. Una célula hospedante recombinante que expresa un polipéptido segun las reivindicaciones 11 a 13.

17. Una célula hospedante recombinante segun las reivindicaciones 15 6 16, en la que dicha célula hospedante
procede de una especie Aspergillus, preferiblemente A. niger.

18. Proteina de fusién que comprende una secuencia polipeptidica seguln las reivindicaciones 11 a 13.
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