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DESCRIPCION
Polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa y polinucledtidos que codifican dichos polipéptidos
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a polipéptidos aislados con actividad de beta-glucosidasa y polinucledtidos
aislados que codifican los polipéptidos. La invencion también se refiere a constructos de acidos nucleicos, vectores y
células huésped que comprenden tanto los polinucleétidos como los métodos para producir y usar los polipéptidos.

Descripcion de las técnicas relacionadas

[0002] La celulosa es un polimero de la glucosa de azucar simple unida covalentemente por enlaces beta-1,4. Muchos
microorganismos producen enzimas que hidrolizan beta-glucanos. Estas enzimas incluyen endoglucanasas,
celobiohidrolasas y beta-glucosidasas. Las endoglucanasas digieren el polimero de celulosa en lugares aleatorios,
exponiéndolo al ataque por parte de celobiohidrolasas. Las celobiohidrolasas liberan secuencialmente moléculas de
celobiosa de los extremos del polimero de celulosa. La celobiosa es un dimero de glucosa de enlace beta 1,4
hidrosoluble. Las beta-glucosidasas hidrolizan celobiosa a glucosa.

[0003] La conversion de materias primas celuldsicas en etanol tiene como ventajas la disponibilidad de grandes
cantidades de materia prima, la conveniencia de evitar la quema o el vertido de los materiales y la limpieza del
combustible de etanol. La madera, residuos agricolas, los brotes herbaceos y los residuos sélidos municipales han sido
considerados materias primas para la produccién de etanol. Estos materiales consisten principalmente en celulosa,
hemicelulosa y lignina. Una vez que la celulosa se convierte en glucosa, esta es facilmente fermentada a etanol usando
levadura. Ya que la glucosa se fermenta facilmente a etanol usando una variedad de levaduras mientras que la
celobiosa no, cualquier celobiosa restante al final de la hidrélisis representa una pérdida de rendimiento del etanol. Es
mas, la celobiosa es un inhibidor potente de endoglucanasas y celobiohidrolasas. La acumulacién de celobiosa durante
la hidrdlisis es extremadamente indeseable en la produccién de etanol.

[0004] La acumulacién de celobiosa ha sido un problema importante en la hidrélisis enzimatica porque los
microorganismos productores de celulasa pueden producir poca beta-glucosidasa. La baja cantidad de beta-glucosidasa
produce un déficit de la capacidad para hidrolizar la celobiosa a glucosa. Se han utilizado diferentes métodos para
aumentar la cantidad de beta-glucosidasa en la conversion de celulosa a glucosa.

[0005] Un método es producir beta-glucosidasa usando microorganismos que producen poca celulasa y afiadir la beta-
glucosidasa exdgenamente a la endoglucanasa y la celobiohidrolasa para mejorar la hidrélisis. No obstante, las
cantidades requeridas son demasiado costosas para un uso comercial de la biomasa en una operacion de etanol.

[0006] Un segundo método es llevar a cabo la hidrdlisis de celulasa simultaneamente con la fermentacion de la glucosa
usando levadura. Este proceso es conocido como sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF). En un sistema SSF,
la fermentacién de la glucosa elimina esta de la solucion. No obstante, los sistemas SSF estan comercialmente
disponibles debido a que la temperatura operativa para la levadura de 28 °C es demasiado baja para las condiciones
requeridas de 50 °C.

[0007] Un tercer método para superar la escasez de beta-glucosidasa es sobreexpresar la beta-glucosidasa en un
huésped, aumentando asi el rendimiento de la beta-glucosidasa.

[0008] Ximenes et al., 1996, Current Microbiology 32: 119-123; Hang y Woodams, 1994, Lebensmittel-Wissenschaft and
Technologie 27: 587-589; y Kitpreechavanich et al., Agricultural and Bilogical Quemistry 50: 1703- 1712, revelan la
existencia de beta-glucosidasas de Aspergillus fumigatus.

[0009] Seria muy ventajoso para la técnica usar beta-glucosidasa termoestable para convertir materiales celulésicos en
monosacaridos, disacaridos y polisacaridos y asi mejorar la eficacia del proceso.

[0010] Es un objeto de la presente invencion proporcionar nuevos polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa y
acido nucleico que codifiquen los polipéptidos.

Resumen de la invencion
[0011] La presente invencion se refiere a polipéptidos aislados con actividad de beta-glucosidasa seleccionados de un
polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 90% de identidad con los aminoacidos

20 a 863 de la SEC ID n°: 2.

[0012] La presente invencion también se refiere a polinucledtidos aislados que codifican polipéptidos con actividad de
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beta-glucosidasa.

[0013] La presente invencion también se refiere a constructos de acidos nucleicos, vectores de expresion
recombinantes y células huésped recombinantes que comprenden los polinucleétidos.

[0014] La presente invencion también se refiere a métodos para producir tales polipéptidos con actividad de beta-
glucosidasa que comprenden (a) el cultivo de una célula huésped recombinante que comprende un constructo de acidos
nucleicos que, a su vez, comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido en las condiciones propicias para la
produccion del polipéptido; y (b) la recuperacion del polipéptido.

[0015] La presente invencion se refiere ademas al uso de los polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa para
convertir materiales celulésicos en monosacaridos, disacaridos y polisacaridos.

Breve descripcion de las figuras

[0016]

Las Figuras 1A y 1B muestran la secuencia de ADN gendmico y la secuencia de aminoacidos deducida de una beta-
glucosidasa de Aspergillus fumigatus (SEC ID n°: 1y 2, respectivamente). El péptido sefial predicho aparece subrayado
y los intrones en cursiva.

La Figura 2 muestra un mapa de restriccion de pAlLo1.

La Figura 3 muestra un mapa de restriccion de pBANe10.

La Figura 4 muestra un mapa de restriccion de pAlLo2.

La Figura 5 muestra un mapa de restriccion de pEJG97.

La Figura 6 muestra un mapa de restriccion de pMJ04.

La Figura 7 muestra un mapa de restriccion de pMJ06.

La Figura 8 muestra un mapa de restriccion de pMJ09.

La Figura 9 muestra un mapa de restriccion de pEJG107.

La Figura 10 muestra la termoestabilidad de la beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus a 50 °Cy 65 °C.

La Figura 11 muestra la termoestabilidad de la beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus a 70 °C.

La Figura 12 muestra la hidrolisis de la celobiosa por beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus a 65 °C.

Definiciones

[0017] La actividad de beta-glucosidasa: el término "beta-glucosidasa" es definido en la presente como una
glucohidrolasa de beta-D-glucésido (E.C. 3.2.1.21) que cataliza la hidrdlisis de residuos terminales no reductores de
beta-D-glucosa con la liberacién de beta-D-glucosa. Para fines de la presente invencion, la actividad de beta-
glucosidasa se determina segun el procedimiento basico descrito por Venturi et al., 2002, J. Basic Microbial. 42: 55-66,
a menos que se emplearan condiciones diferentes a las descritas aqui. Una unidad de actividad de beta-glucosidasa es
definida como 1,0 ymol de p-nitrofenol producido por minuto a 50 °C usando pH 5 de 4 mM de p-nitrofenol-beta-D-
glucopiranésido como sustrato en 100 mM de citrato sodico, Tween-20 al 0,01%.

[0018] Beta-glucosidasa de la familia GH3AA: el término "beta-glucosidasa de la familia GH3AA" es definido en la
presente como una hidrolasa glucésida de la familia 3 segun Coutinho, P.M. y Henrissat, B., 1999, Carbohydrate
enzymes: an integrated database approach, en "Recent Advances in Carbohydrate Bioengineering", H.J. Gilberto, G.
Davies, B. Henrissat y B. Svensson eds., The Royal Sociery of Chemistry, Cambridge, pags. 3-12.

[0019] Los polipéptidos de la presente invencion tienen al menos el 20%, preferiblemente al menos el 40%, mas
preferiblemente al menos el 50%, mas preferiblemente al menos el 60%, mas preferiblemente al menos el 70%, mas
preferiblemente al menos el 80%, incluso mas preferiblemente al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95%,
e incluso mas preferiblemente al menos el 100% de la actividad de beta-glucosidasa del polipéptido que consiste en la

secuencia de aminoacidos mostrada como los aminoacidos 20 a 863 de la SEC ID n°; 2.

[0020] Polipéptido aislado: el término "polipéptido aislado" segun se utiliza en este caso se refiere a un polipéptido que
es al menos un 20% puro, preferiblemente al menos un 40% puro, mas preferiblemente al menos un 60%, puro, incluso
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mas preferiblemente al menos un 80% puro, mas preferiblemente al menos 90% puro, e incluso mas preferiblemente al
menos un 95% puro, como determinada la SDS-PAGE.

[0021] Polipéptido substancialmente puro: el término "polipéptido sustancialmente puro" denota en la presente una
preparacion de polipéptidos que contiene como maximo el 10%, preferiblemente como maximo el 8%, mas
preferiblemente como maximo el 6%, mas preferiblemente como maximo el 5%, mas preferiblemente como maximo el
4%, como maximo el 3%, incluso mas preferiblemente como maximo el 2%, mas preferiblemente como maximo el 1% e
incluso mas preferiblemente como maximo el 0,5% en peso de otro material polipeptidico con el cual esta asociado
originalmente. Es, por lo tanto, preferible que el polipéptido substancialmente puro sea al menos un 92% puro,
preferiblemente al menos un 94% puro, mas preferiblemente al menos un 95% puro, mas preferiblemente al menos un
96% puro, mas preferiblemente al menos un 96% puro, mas preferiblemente al menos un 97% puro, mas
preferiblemente al menos un 98% puro, incluso mas preferiblemente al menos un 99%, mas preferiblemente al menos
un 99,5% puro e incluso mas preferiblemente un 100% puro en peso del material de polipéptido total presente en la
preparacion.

[0022] Los polipéptidos de la presente invencion estan preferiblemente en una forma substancialmente pura. En
particular, se prefiere que los polipéptidos estén en "una forma esencialmente pura", es decir, que la preparacién de
polipéptidos esté esencialmente libre de otro material polipeptidico con el cual esté asociado originalmente. Este se
puede conseguir, por ejemplo, preparando el polipéptido mediante métodos recombinantes conocidos o mediante
métodos de purificacion tradicionales.

[0023] Aqui, el término "polipétido sustancialmente puro" es sinénimo de los términos "polipéptido aislado" y "polipéptido
en forma aislada"

[0024] Identidad: |a relacion entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nucledtidos esta descrita
por el parametro "identidad".

[0025] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina por
el método de Clustal (Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) usando el software LASERGENE™ MEGALIN™ (DNASTAR,
Inc., Madison, WI) con una tabla de identidad y los siguientes parametros de alineacion multiple: penalizacion de
espacio de 10 y penalizacién de longitud de espacio de 10. Los parametros de alineacion por parejas son Ktuple=1,
penalizacion de espacio=3, ventanas=5, y diagonales=5.

[0026] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina por
el método de Wilbur-Lipman (Wilbur y Lipman, 1983, Proceeeding of the National Academy of Science USA 80: 726-
730) usando el software LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI) con una tabla de identidad y los
siguientes parametros de alineaciéon multiple: penalizacion de espacio de 10 y penalizacion de longitud de espacio de
10. Los parametros de alineacion por parejas son Ktuple=3, penalizacion de espacio=3, y ventanas=20.

[0027] Fragmento polipeptidico: el término "fragmento polipeptidico” es definido en la presente como un polipéptido
que tiene uno o mas aminoacidos delecionados del terminal amino y/o carboxilo de la SEC ID n°: 2 o una secuencia
homologa del mismo, donde el fragmento tiene actividad de beta-glucosidasa. Preferiblemente, un fragmento contiene al
menos 770 residuos de aminoacidos, mas preferiblemente al menos 800 residuos de aminoacidos y mas
preferiblemente al menos 830 residuos de aminoacidos.

[0028] Subsecuencia: el término "subsecuencia" es definido en la presente como una secuencia de nucleétidos que
tiene uno o mas nucledtidos delecionados del extremo 5' y/o 3' de la SEC ID n°: 1 o una secuencia homologa de la
misma, donde la subsecuencia codifica un fragmento polipeptidico con actividad de beta-glucosidasa. Preferiblemente,
una subsecuencia contiene al menos 2310 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 2400 nucleétidos, y mas
preferiblemente al menos 2490 nucledtidos.

[0029] Variante alélica: el término "variante alélica" denota en la presente cualquiera de las dos o mas formas
alternativas de un gen que ocupa el mismo locus cromosoémico. La variacion alélica surge naturalmente a través de la
mutacion y puede derivar en polimorfismo dentro de las poblaciones. Las mutaciones de genes pueden ser silenciosas
(sin cambio en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen secuencias de aminoacidos
alteradas. Una variante alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.

[0030] Polinucleétido aislado: el término "polinucledtido aislado" segun se utiliza en este caso se refiere a un
polinucledtido que es al menos un 20% puro, preferiblemente al menos un 40% puro, mas preferiblemente al menos un
60% puro, incluso mas preferiblemente al menos un 80% puro, mas preferiblemente al menos un 90% puro, e incluso
mas preferiblemente al menos un 95% puro, como determina la electroforesis de agarosa.

[0031] Polinucleétido substancialmente puro: el término "polinucleétido sustancialmente puro" segun se utiliza en
este caso se refiere a una preparacion de polinucledtido libre de nucleétidos extrafios o indeseados y en una forma
adecuada para el uso dentro de los sistemas de produccion de proteinas disefiadas genéticamente. Asi, un
polinucledtido substancialmente puro contiene como maximo el 10%, preferiblemente como maximo el 8%, mas

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2437198 T3

preferiblemente como maximo el 6%, mas preferiblemente como maximo el 5%, mas preferiblemente como maximo el
4%, mas preferiblemente como maximo el 3%, incluso mas preferiblemente como maximo el 2%, mas preferiblemente
como maximo el 1%, e incluso mas preferiblemente como maximo el 0,5% en peso de otro material polinucleétido con el
cual esta originalmente asociado. No obstante, un polinucledtido substancialmente puro puede incluir regiones no
traducidas 5' y 3' de origen natural, tales como promotores y terminadores. Se prefiere que el polinucleétido
substancialmente puro sea al menos un 90% puro, preferiblemente al menos un 92% puro, mas preferiblemente al
menos un 94% puro, mas preferiblemente al menos un 95% puro, mas preferiblemente al menos un 96% puro, mas
preferiblemente al menos un 97% puro, incluso mas preferiblemente al menos un 98% puro, mas preferiblemente al
menos un 99% puro, e incluso mas preferiblemente al menos un 99,5% puro en peso. Los polinucledtidos de la presente
invencion estan preferiblemente en una forma substancialmente pura. En particular, se prefiere que los polinucleétidos
descritos en la presente estén en "forma esencialmente pura", es decir, que la preparacién de polinucleétidos esté
esencialmente libre de otra materia polinucleétida con la cual esta asociado originalmente. En la presente, el término
"polinucledtido sustancialmente puro" es sinénimo de los términos "polinucledtico aislado” y "polinucledtido en forma
aislada". Los polinucledtidos pueden ser de origen genomico ADNc, ARN, semisintético, sintético o cualquier
combinacion de los mismos.

[0032] ADNc: el término "ADNCc" es definido en la presente como una molécula de ADN que puede ser preparada por
transcripcion inversa de una molécula de ARNm madura y empalmada obtenida de una célula eucariética. EI ADNc no
tiene secuencias de intron que normalmente estan presentes en el ADN gendmico correspondiente. La transcripcion de
ARN inicial primaria es un precursor de ARNm que se procesa a través de una serie de fases antes de aparecer como
ARN maduro empalmado. Estas fases incluyen la eliminacion de secuencias de intrén por un proceso llamado
empalme. El ADNc derivado de ARNm, en consecuencia, carece de cualquier secuencia de intrones.

[0033] Constructo de acidos nucleicos: el término "constructo de acidos nucleicos" segun se utiliza en este caso se
refiere a una molécula de acido nucleico, Unica o bicatenaria, que es aislada de un gen de origen natural o modificada
para contener segmentos de acidos nucleicos que de otra manera no existirian en la naturaleza. El término constructo
de acidos nucleicos es sindnimo del término "cassette de expresion" cuando el constructo de acidos nucleicos contiene
las secuencias de control requeridas para la expresién de una secuencia codificante de la presente invencion.

[0034] Secuencia de control: el término "secuencia de control" se refiere en la presente a todos los componentes, que
son necesarios o ventajosos para la expresion de un polinucledtido que codifica un polipéptido de la presente invencion.
Cada secuencia de control puede ser nativa o extrafia a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Tales
secuencias de control incluyen, entre otras, una guia, secuencia de poliadenilacién, una secuencia de propéptido, un
promotor, una secuencia de péptido sefial y un terminador de la transcripciéon. Como minimo, las secuencias de control
incluyen un promotor y sefales de terminacion transcripcionales y traduccionales. Las secuencias de control pueden ser
provistas de enlaces con el fin de introducir sitios de restriccion especificos que faciliten la ligadura de las secuencias de
control con la region de codificacion de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido.

[0035] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" denota en la presente una configuracion en la
cual una secuencia de control se coloca en una posicidn apropiada en relaciéon a la secuencia codificante de la
secuencia polinucledtida de tal manera que la secuencia de control dirige la expresion de la secuencia codificante de un
polipéptido.

[0036] Secuencia codificante: cuando se usa en la presente, el término "secuencia codificante" se refiere a una
secuencia de nucleédtidos que directamente especifica la secuencia de aminoacidos de su producto proteico. Los limites
de la secuencia codificante son determinados generalmente por un marco de lectura abierto, que normalmente se inicia
con un codon de iniciacion ATG o codones de iniciacion alternativos tales como GTG y TTG. La secuencia codificante
puede ser una secuencia de ADN, ADNc o de nucleétidos recombinantes.

[0037] Expresion: el término "expresion” incluye cualquier fase implicada en la produccion del polipéptido, incluidas,
entre otras, la transcripcion, la modificacién postranscripcional, la traduccion, la modificacion postraduccional y la
secrecion.

[0038] Vector de expresion: el término " vector de expresion" es definido en la presente como una molécula de ADN
lineal o circular que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de la invencion y que esta operativamente
enlazado a nucledtidos adicionales que permiten su expresion.

[0039] Célula huésped: el término "célula huésped”, segun se utiliza en este caso, incluye cualquier tipo de célula
susceptible de transformacion, transfeccion, transduccion y similares con un constructo de acidos nucleicos o vector de
expresion que comprenda un polinucleétido de la presente invencion.

[0040] Modificacion: el término “modificacion” significa en la presente cualquier modificacion quimica del polipéptido
consistente en los aminoacidos 20 a 863 de la SEC ID n° 2 o una secuencia homodloga de la misma, asi como la
manipulacion genética del ADN que codifica ese polipéptido. La modificacion puede consistir en sustituciones,
deleciones y/o inserciones de uno o mas aminoacidos al igual que sustituciones de una o mas cadenas laterales del
aminoacido.
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[0041] Variante artificial: cuando se usa en la presente, el término "variante artificial" se refiere a un polipéptido con
actividad de beta-glucosidasa producida por un organismo que expresa una secuencia de nucleétidos modificada de la
SEC ID n° 1 o una secuencia homdloga de la misma o la region de codificacion madura de la misma. La secuencia de
nucleétidos modificada se obtiene mediante la intervencion humana a través de la modificaciéon de la secuencia de
nucledétidos descrita en la SEC ID n°: 1 o una secuencia homdloga de la misma o la regién de codificacion madura de la
misma.

Descripcion detallada de la invenciéon
Polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa

[0042] En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos aislados que comprenden una secuencia de
aminoacidos con un grado de identidad a los aminoacidos 20 a 863 de la SEC ID n°: 2 (es decir, el polipéptido maduro)
de al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95%, e incluso mas preferiblemente al menos el 97%, que tienen
actividad de beta-glucosidasa (en adelante, "polipéptidos homologos"). En un aspecto preferido, los polipéptidos
homologos tienen una secuencia de aminoacidos que difiere por diez aminoacidos, preferiblemente por cinco
aminoacidos, mas preferiblemente por cuatro aminoacidos, incluso mas preferiblemente por tres aminoacidos, mas
preferiblemente por dos aminoacidos e incluso mas preferiblemente por un aminoacido, de los aminoacidos 20 a 863 de
la SEC ID n®: 2.

[0043] Un polipéptido de la presente invencién comprende preferiblemente la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
n°: 2 o una variante alélica de la misma; o un fragmento de la misma que tenga actividad de beta-glucosidasa. En un
aspecto preferido, un polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n°: 2. En otro aspecto preferido,
un polipéptido comprende los aminoacidos 20 a 863 de la SEC ID n°: 2. En otro aspecto preferido, un polipéptido
comprende los aminoacidos 20 a 863 de la SEC ID n°: 2. En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID n°:2. En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID n° 2. En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en los aminoacidos 20 a 863 de la
SEC ID n°: 2.

[0044] La secuencia de nucleotidos de la SEC ID n° 1 o una subsecuencia de la misma, al igual que la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID n° 2 o un fragmento de la misma, puede ser utilizada para disefiar una sonda de acido
nucleico para identificar y clonar ADN que contiene polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa de cepas de
diferentes géneros o especies segun métodos bien conocidos en la técnica. En particular, tales sondas se pueden usar
para la hibridacion con el genémico o ADNc del género o especies de interés, siguiendo procedimientos estandar de
Southern blot, para identificar y aislar el gen correspondiente alli presente. Tales sondas pueden ser considerablemente
mas cortas que la secuencia entera, pero deben tener al menos 14, preferiblemente al menos 25, mas preferiblemente
al menos 35, y de la forma mas preferible al menos 70 nucledtidos de longitud. No obstante, se prefiere que la sonda de
acido nucleico tenga al menos 100 nucledtidos de longitud. Por ejemplo, la sonda de acido nucleico puede tener al
menos 200 nucledtidos, preferiblemente al menos 300 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 400 nucleétidos, o
mas preferiblemente al menos 500 nucledtidos de longitud. Incluso se pueden utilizar sondas mas largas, por ejemplo,
sondas de acido nucleico que tengan al menos 600 nucledtidos, preferiblemente al menos 700 nucleétidos, mas
preferiblemente al menos 800 nucledtidos, o mas preferiblemente al menos 900 nucledtidos de longitud. Se pueden
utilizar tanto sondas de ADN como de ARN. Las sondas normalmente estan marcadas para detectar el gen
correspondiente (por ejemplo, con 32P, 3H, 353, biotina o avidina). Tales sondas se incluyen en la presente invencion.

[0045] Un ADN genomico o genoteca de ADNc obtenidos a partir de estos otros organismos pueden, por lo tanto, ser
seleccionados para ADN que se hibrida con las sondas anteriormente descritas y que codifica un polipéptido con
actividad de beta-glucosidasa. EI ADN gendmico u otro ADN de estos otros organismos puede ser separado por
electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, u otras técnicas de separacion. EI ADN de las genotecas o el ADN
separado puede ser transferido e inmovilizado en nitrocelulosa u otro material portador adecuado. Para identificar un
clon o ADN homologo con la SEC ID n° 1 o una subsecuencia de la misma, se usa el material portador en una
transferencia de Southern.

[0046] Para fines de la presente invencion, la hibridacion indica que la secuencia de nucleétidos se hibrida a una sonda
de acido nucleico marcada correspondiente a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID n°: 1, la secuencia de
ADNCc contenida en la SEC ID n°: 1, su cadena complementaria, o una subsecuencia de la misma, en condiciones de
astringencia desde muy bajas a muy altas. Las moléculas a las que se hibrida la sonda de acido nucleico en estas
condiciones pueden ser detectadas usando pelicula radiografica.

[0047] En un aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es de nucledtidos 58 a 2580 de la SEC ID n°: 1. En otro
aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es una secuencia polinucleétida que codifica el polipéptido de la SEC ID
n°: 2, o una subsecuencia de la misma. En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es la SEC ID n% 1 o su
cadena complementaria. En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es la region de codificacion del
polipéptido maduro de la SEC ID n°: 1. En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es la secuencia de
polinucleétidos contenida en plasmido pEJG113, contenido a su vez en Escherichia coli NRRL B-30695, donde la
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secuencia polinucledtida de la misma codifica un polipéptido con actividad de beta-glucosidasa. En otro aspecto
preferido, la sonda de acido nucleico es la region de codificacion del polipéptido maduro contenida en el plasmido
pEJG113, contenido a su vez en Escherichia coli NRRL B-30695.

[0048] Para sondas largas de al menos 100 nucledtidos de longitud, las condiciones de astringencia muy altas o muy
bajas son definidas como prehibridacion e hibridacion a 42 °C en 5X

[0049] SPE, 0,3% de SDS, 200 pug/ml de ADN de esperma de salmén cortado y desnaturalizado, y o bien 25% de
formamida para astringencias muy bajas y bajas, 35% de formamida para astringencias medias y medias-altas, o 50%
de formamida para astringencias altas y muy altas, siguiendo los procedimientos estandar de Southern blot durante 12 a
24 horas optimamente.

[0050] Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material portador es lavado finalmente tres veces
cada uno durante 15 minutos usando 2X SSC, 0,2% de SDS preferiblemente al menos a 45 °C (astringencia muy baja),
mas preferiblemente al menos a 50 °C (astringencia baja), mas preferiblemente al menos a 55 °C (astringencia media),
mas preferiblemente al menos a 60 °C (astringencia media alta), incluso mas preferiblemente al menos a 65 °C
(astringencia alta), y mas preferiblemente al menos a 70 °C (astringencia muy alta).

[0051] Para las sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucledtidos de
longitud, las condiciones de astringencia son definidas como prehibridacion, hibridacion y lavado de post-hibridacion de
aproximadamente 5 °C a aproximadamente 10 °C por debajo de la Tr calculada usando el célculo segun Bolton y
McCarthy (1962, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 48:1390) en 0,9 M de NaCl, 0,09 M de Tris-HCI
pH 7,6, 6 mM de EDTA, 0,5% NP-40,1X solucién de Denhardt, 1 mM de pirofosfato de sodio, 1 mM fosfato monobasico
de sodio, 0,1 mM ATP, y 0,2 mg de levadura ARN por ml siguiendo procedimientos estandar de Southern blot durante
12 a 24 horas éptimamente.

[0052] Para las sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucledtidos de
longitud, el material portador se lava una vez en 6X SCC mas 0,1% SDS durante 15 minutos y dos veces cada uno
durante 15 minutos usando 6X SSC a 5 °C hasta 10 °C por debajo de la Ty, calculada.

[0053] La presente divulgacion se refiere a variantes artificiales que comprenden una substitucion, delecion y/o
insercion conservadora de uno o mas aminoacidos de la SEC ID n°: 2 o una secuencia homdloga de la misma; o el
polipéptido maduro de la misma. Preferiblemente, los cambios de los aminoacidos son de una naturaleza menor, es
decir, sustituciones o inserciones conservadoras de aminoacidos que no afectan significativamente al pliegue y/o
actividad de la proteina; deleciones pequefas, normalmente de uno a aproximadamente 30 aminoacidos; pequefas
extensiones amino-terminales o carboxi-terminales, tales como un residuo de metionina aminoterminal; un péptido de
enlace pequefio de hasta 20-25 residuos aproximadamente; o una pequefia extension que facilita la purificacion
cambiando la carga neta u otra funcion, como un tracto de polihistidina, un epitopo antigénico o un dominio de unién.

[0054] Los ejemplos de sustituciones conservadoras estan dentro del grupo de aminoacidos basicos (arginina, lisina e
histidina), aminoacidos acidicos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparagina),
aminoacidos hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina), y
aminoacidos pequefios (glicina, alanina, serina, treonina y metionina). En la técnica se conocen sustituciones de
aminoacidos que generalmente no alteran la actividad especifica y son descritas, por ejemplo, por H. Neurath y R.L. Hill,
1979, en The Proteins, Academic Press, Nueva York. Los cambios mas frecuentes son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu,
Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, y
Asp/Gly.

[0055] Ademas de los 20 aminoacidos estandar, los aminoacidos no estandar (tales como 4-hidroxiprolina, 6-N-metil
lisina, acido 2-aminoisobutirico, isovalina, y alfa-metil serina) pueden ser sustituidos por residuos de aminoacidos de un
polipéptido de tipo salvaje. Un nimero limitado de aminoacidos no conservadores, los aminoacidos que no se codifican
por el codigo genético y los aminoacidos no naturales pueden ser sustituidos por residuos de aminoacidos. Los
"aminoacidos no naturales" han sido modificados después de la sintesis de proteina y/o tienen una estructura quimica
en su(s) cadena(s) lateral(es) diferente(s) de los aminoacidos estandar. Los aminoacidos no naturales pueden ser
sintetizados quimicamente y, preferiblemente, estan disponibles comercialmente, e incluyen acido pipecdlico, acido
carboxilico de tiazolidina, dehidroprolina, 3- y 4-metilprolina, y 3,3-dimetilprolina.

[0056] De forma alternativa, los cambios de los aminoacidos son de una naturaleza tal que las propiedades
fisicoquimicas de los polipéptidos son alteradas. Por ejemplo, cambios en los aminoacidos pueden mejorar la
termoestabilidad del polipéptido, alterar la especificidad de sustrato, cambiar el pH éptimo y similares.

[0057] Los aminoacidos esenciales en el polipéptido progenitor pueden ser identificados segun procedimientos
conocidos en la técnica, tales como la mutagénesis dirigida o la mutagénesis por barrido de alanina (Cunningham y
Wells, 1989, Science 244: 1081- 1085). En esta técnica, las mutaciones simples de alanina se introducen en cada
residuo en la molécula, y las moléculas mutantes resultantes se evalian para detectar la actividad biolégica (es decir,
actividad de beta-glucosidasa) con el fin de identificar los residuos de aminoacidos que son criticos para la actividad de
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la molécula. Véase también, Hilton et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-4708. El sitio activo de la enzima u otra
interaccion biolégica también puede ser determinado mediante el analisis fisico de la estructura, como determinan
técnicas tales como la resonancia magnética nuclear, la cristalografia, la difraccién electrénica o el marcaje por
fotoafinidad, conjuntamente con la mutacién de aminoacidos de sitio de contacto putativo. Véase, por ejemplo, de Vos et
al., 1992, Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, J. Mol. Biol. 224: 899-904; Wlodaver et al., 1992, FEBS Lett. 309:59-
64. Las identidades de los aminoacidos esenciales también pueden ser inferidas del analisis de identidades con
polipéptidos que estan relacionados con un polipéptido segun la invencion.

[0058] Las sustituciones de aminoacidos simples o multiples pueden ser realizadas y evaluadas utilizando métodos
conocidos de mutagénesis, recombinacion y/o redistribucion, seguidos de un procedimiento de seleccion pertinente, tal
como los descritos por Reidhaar-Olson y Sauer, 1988, Science 241: 53-57; Bowie y Sauer, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86: 2152-2156; WO 95/17413; o WO 95/22625. Otros de los métodos que se pueden usar incluyen PCR propensa
a error, exposicion en el fago (p. €j., Lowman et al., 1991, Biochem. 30:10832-10837; Patente estadounidense n°
5,223,409; WO 92/06204), y mutagénesis dirigida (Derbyshire et al., 1986, Gene 46:145; Ner et al., 1988, ADN 7:127).

[0059] Los métodos de mutagénesis/redistribucion se pueden combinar con métodos de seleccion automatizados de
alto rendimiento para detectar actividad de polipéptidos mutagenizados clonados expresados por células huésped. Las
moléculas de ADN mutagenizadas que codifican los polipéptidos activos pueden ser recuperadas de las células
huésped y rapidamente ordenadas usando métodos estandar de la técnica. Estos métodos permiten la rapida
determinacion de la importancia de residuos de aminoacidos individuales en un polipéptido de interés y pueden ser
aplicados a polipéptidos de estructura desconocida.

[0060] La cantidad total de sustituciones de aminoacidos, deleciones y/o inserciones de aminoacidos 20 a 863 de la
SEC ID n° 2 es 10, preferiblemente 9, mas preferiblemente 8, mas preferiblemente 7, mas preferiblemente como
maximo 6, mas preferiblemente 5, mas preferiblemente 4, incluso mas preferiblemente 3, mas preferiblemente 2, e
incluso mas preferiblemente 1.

Fuentes de polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa

[0061] Un polipéptido de la presente invencion se puede obtener de microorganismos de cualquier género. Para fines
de la presente invencion, el término "obtener de" segun se utiliza en este caso en relacién con una fuente dada significa
que el polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos es producido por la fuente o por una cepa en la que ha
sido insertada la secuencia de nucleétidos de la fuente. En un aspecto preferido, el polipéptido obtenido de una fuente
dada es secretado extracelularmente.

[0062] Un polipéptido de la presente invencion puede ser un polipéptido fungico, y mas preferiblemente un Aspergillus.
[0063] En un aspecto preferido, el polipéptido es un Aspergillus fumigatus.
[0064] En un aspecto mas preferido, el polipéptido es un Aspergillus fumigatus, el polipéptido de la SEC ID n°: 2.

[0065] Se entendera que para las especies ya mencionadas la invencion abarca tanto los estados perfectos como los
imperfectos y otros equivalentes taxonémicos, por ejemplo, anamorfos, independientemente del nombre por el que es
conocida la especie. Aquellos expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de los equivalentes
apropiados.

[0066] Las cepas de estas especies son facilmente accesibles para el publico a través de varias colecciones de cultivo,
como la American Type Culture Collection (ATCC), la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSM), la Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y la Agricultural Research Service Patent Culture
Collection, Northern Regional Research Center (NRRL).

[0067] Los polipéptidos de la presente invencion también incluyen polipéptidos fusionados o polipéptidos fusion
seleccionables en los que otro polipéptido se fusiona en el N-terminal o el C-terminal del polipéptido o fragmento del
mismo. Un polipéptido fusionado se produce mediante la fusién de una secuencia de nucleétidos (o una parte de la
misma) codificando otro polipéptido a una secuencia de nucleétidos (o una parte de la misma) de la presente invencion.
Las técnicas para producir polipéptidos de fusion son conocidas en la técnica e incluyen la ligadura de las secuencias
de codificacion que codifican los polipéptidos para que estén dentro del marco y que la expresion del polipéptido
fusionado esté bajo control del/los mismo/s promotor/es y terminador.

Polinucleétidos

[0068] La presente invencion también se refiere a polinucledtidos aislados que comprenden una secuencia de
nucledétidos que codifica un polipéptido de la presente invencion. En un aspecto preferido, la secuencia de nucleétidos
se establece en la SEC ID n°: 1. En otro aspecto mas preferido, la secuencia de nucledtidos es la secuencia contenida
en el plasmido pEJG113, contenido a su vez en Escherichia coli NRRL B-30695. En otro aspecto preferido, la secuencia
de nucledtidos es la region de codificacion de polipéptido maduro de la SEC ID n°: 1. En otro aspecto mas preferido, la
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secuencia de nucledtidos es la region de codificacion del polipéptido maduro contenida en el plasmido pEJG113,
contenido a su vez en Escherichia coli NRRL B-30695. La presente invencion también incluye secuencias de
nucleétidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n°: 2 o el polipéptido
maduro de la misma, que difiere de la SEC ID n°: 1 en virtud de la degeneracion del cédigo genético.

[0069] Las técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleétido que codifica un polipéptido son conocidas en la técnica
e incluyen el aislamiento del ADN gendmico, la preparacion de ADNc o una combinacion de los mismos. La clonacion
de los polinucleoétidos de la presente invenciéon a partir de ese ADN gendmico puede ser efectuada, por ejemplo, usando
la conocida reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o una seleccion de anticuerpos de bibliotecas de expresion para
detectar fragmentos de ADN clonados con caracteristicas estructurales compartidas. Véase, por ejemplo, Innis et al.,
1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic Press, Nueva York. Se pueden utilizar procedimientos de
amplificacion de acido nucleico tales como la reacciéon en cadena de la ligasa (LCR), la transcripcion activada ligada
(LAT) y la amplificacién basada en la secuencia de nucledtidos (NASBA). Los polinucledtidos pueden ser clonados de
una cepa de Aspergillus u otro organismo relacionado y de ese modo, por ejemplo, puede ser una variante alélica o de
especie de la region de codificacion del polipéptido de la secuencia de nucledtidos.

[0070] Puede ser necesaria la modificacion de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente
invencion para la sintesis de polipéptidos sustancialmente similares al polipéptido. El término "sustancialmente
similares" al polipeptidico se refiere a formas del polipéptido que no estan presentes de forma natural. Estos
polipéptidos pueden diferir en algun aspecto del disefio genético del polipéptido aislado de su fuente nativa, por ejemplo,
variantes artificiales que difieren en actividad especifica, termoestabilidad, pH éptimo o similares. La secuencia de la
variante puede estar construida sobre la base de la secuencia de nucledtidos presentada como la regién de codificacion
del polipéptido de la SEC ID n°: 1, por ejemplo, una subsecuencia de la misma, y/o por introduccion de sustituciones de
nucledtidos que no dan lugar a otra secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado por la secuencia de
nucledtidos, pero que corresponde al uso del coddn del organismo huésped destinado para la produccion de la enzima,
o por introduccién de sustituciones de nucledtidos que pueden dar lugar a una secuencia de aminoacidos diferente.
Para obtener una descripcion general de sustitucion de nucleétido, véase, por ejemplo, Ford et al., 1991, Protein
Expression and Purification 2; 95-107.

[0071] Resultara evidente para los expertos en la técnica que tales sustituciones pueden ser realizadas fuera de las
regiones criticas a la funcién de la molécula y aun asi daran como resultado un polipéptido activo. Los residuos de
aminoacidos esenciales para la actividad del polipéptido codificado por un polinucleétido aislado de la invencion y, por lo
tanto, preferiblemente no sometidos a la sustitucion, pueden ser identificados segun procedimientos conocidos en la
técnica, tales como la mutagénesis dirigida o mutagénesis por barrido de alanina (véase, por ejemplo, Cunningham y
Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). En esta técnica, las mutaciones se introducen en cada residuo positivamente
cargado en la molécula y las moléculas mutantes resultantes se evaluan para detectar actividad de beta-glucosidasa y
asi identificar residuos de aminoacidos que son criticos para la actividad de la molécula. Los sitios de interaccion
sustrato-enzima también pueden ser determinados por analisis de la estructura tridimensional como lo determinan
técnicas tales como el analisis de resonancia magnética nuclear, la cristalografia o el marcaje por fotoafinidad (véase,
por ejemplo, de Vos et al., 1992, Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, Journal of Molecular Biology 224: 899-904;
Wilodaver et al., 1992, FEBS Letters 309: 59-64).

Constructos de acidos nucleicos

[0072] La presente invencion también se refiere a constructos de acidos nucleicos que comprenden un polinucleétido
aislado de la presente invencion operativamente enlazados a una o mas secuencias de control que dirigen la expresion
de la secuencia codificante en una célula huésped adecuada en condiciones compatibles con las secuencias de control.

[0073] Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido de la presente invencion puede ser manipulado en una
variedad de formas para proporcionar la expresion del polipéptido. La manipulacién de la secuencia del polinucleétido
antes de su insercién en un vector puede ser deseable o necesaria dependiendo del vector de expresion. Las técnicas
para modificar las secuencias polinucleétidas utilizando métodos de ADN recombinante se conocen bien en la técnica.

[0074] La secuencia de control puede ser una secuencia promotora apropiada, una secuencia de nucleétidos que sea
reconocida por una célula huésped para la expresién de un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente
invencion. La secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcional que controlan la expresion del
polipéptido. El promotor puede ser cualquier secuencia de nucleétidos que muestre actividad transcripcional en la célula
huésped elegida, incluidos los promotores mutantes, truncados e hibridos, y se pueden obtener a partir de genes que
codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares homdlogos o heterélogos a la célula huésped.

[0075] Algunos ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de acidos nucleicos
de la presente invencion en una célula huésped filamentosa fungica son los promotores obtenidos a partir de los genes
para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de
Aspergillus niger, alfaamilasa estable en acido de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus
awamori (glaA), lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de
Aspergillus oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans, amiloglucosidasa de Fusarium venenatum (WO 00/56900),

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2437198 T3

Fusarium venenatum Daria (WO 00/56900), Fusarium venenatum Quinn (WO 00/56900), proteasa tipo tripsina de
Fusarium oxysporum (WO 96/00787), beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa | de Trichoderma
reesei, endoglucanasa | de Trichoderma reesei, endoglucanasa |l de Trichoderma reesei, endoglucanasa Ill de
Trichoderma reesei, endoglucanasa |V de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de Trichoderma reesei, xilanasa | de
Trichoderma reesei, xilanasa Il de Trichoderma reesei, beta-xilosidasa de Trichoderma reesei, al igual que el promotor
NA2-tpi (un hibrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato
isomerasa de Aspergillus oryzae); y promotores mutantes, truncados e hibridos de los mismos.

[0076] En un huésped de levadura, se obtienen promotores utiles los genes para enolasa de Saccharomyces cerevisiae
(ENO-1), galactoquinasa de Saccharomyces -cerevisiae (GAL1), alcohol dehidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH1, ADH2/GAP) triosa fosfato isomerasa de Saccharomyces
cerevisiae (TPI), metalotionina de Saccharomyces cerevisiae (CUP1), y 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces
cerevisiae. Otro promotores Utiles para células huésped de levadura son descritos por Romanos et al., 1992, Yeast 8:
423-488.

[0077] La secuencia de control también puede ser una secuencia del terminador de la transcripcion adecuada, una
secuencia reconocida por una célula huésped para terminar la transcripcion. La secuencia del terminador esta
operativamente enlazada al terminal 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador
que sea funcional en la célula huésped de eleccién puede ser usado en la presente invencion.

[0078] Los terminadores preferidos para células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir de los genes para
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, alfa-
glucosidasa de Aspergillus niger, y proteasa tipo tripsina de Fusarium oxysporum.

[0079] Los terminadores preferidos para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C (CYC1) de Saccharomyces cerevisiae y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores Utiles para las células huésped de levadura son
descritos por Romanos et al., 1992, supra.

[0080] La secuencia de control también puede ser una secuencia lider adecuada, una region no traducida de un ARNm
que es importante para la traduccién por la célula huésped. La secuencia lider esta operativamente enlazada al terminal
5' de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. En la presente invenciéon se puede utilizar cualquier
secuencia lider que sea funcional en la célula huésped elegida.

[0081] Los lideres preferidos para las células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir de los genes para
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans.

[0082] Los lideres adecuados para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para enolasa (ENO-1)
de Saccharomyces cerevisiae, 3-fosfoglicerato-quinasa de Saccharomyces cerevisiae, factor alfa de Saccharomyces
cerevisiae 'y alcohol dehidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (ADH2/GAP) de Saccharomyces
cerevisiae.

[0083] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilacién, una secuencia operativamente
enlazada al terminal 3' de la secuencia de nucleétidos y que transcrita es reconocida por la célula huésped como una
sefial para afadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. En la presente invencién se puede utilizar cualquier
secuencia de poliadenilacion que sea funcional en la célula huésped elegida.

[0084] Las secuencias de poliadenilacion preferidas para las células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir
de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de
Aspergillus nidulans, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger.

[0085] Secuencias de poliadenilacién utiles para las células huésped de levadura son descritas por Guo y Sherman,
1995, Molecular Cellullar Biology 15: 5983-5990.

[0086] La secuencia de control también puede ser una region de codificacion del péptido sefial que codifica una
secuencia de aminoacidos enlazada al término amino de un polipéptido y dirige el polipéptido codificado hacia la via
secretora de la célula. El extremo 5' de la secuencia codificante de la secuencia de nucledtidos puede contener
intrinsecamente una regidon de codificacion del péptido sefial enlazado naturalmente en el marco de lectura de
traduccién con el segmento de la region de codificacion que codifica el polipéptido segregado. De forma alternativa, el
extremo 5' de la secuencia codificante puede contener una region de codificacion del péptido sefial que es extrana a la
secuencia codificante. La region de codificacion del péptido sefial extrafia puede ser requerida donde la secuencia
codificante no contiene naturalmente una region de codificacion del péptido sefial. De forma alternativa, la region de
codificacion del péptido sefial extrafia puede simplemente reemplazar la region de codificacion del péptido sefial natural
para incrementar la secrecion del polipéptido. No obstante, cualquier region de codificacion del péptido sefial que dirige
el polipéptido expresado en la via secretora de una célula huésped elegida puede ser utilizada en la presente invencion.
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[0087] Las regiones de codificacion del péptido sefial eficaces para células huésped fungicas filamentosas son las
regiones codificantes del péptido sefal obtenidas de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, amilasa
neutra de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, celulasa de
Humicola insolens, endoglucanasa V de Humicola insolens y lipasa Humicola lanuginosa.

[0088] En un aspecto preferido, la regién de codificacion del péptido sefial son los nucleétidos 1 a 58 de la SEC ID n°: 1
que codifican los aminoacidos 1 a 19 de la SEC ID n°: 2.

[0089] Péptidos sefial utiles para células huésped de levadura se obtienen de los genes para factor alfa de
Saccharomyces cerevisiae e invertasa de Saccharomyces cerevisiae. Otras regiones de codificacion utiles del péptido
sefal utiles otras son descritas por Romanos et al., 1992, supra.

[0090] La secuencia de control también puede ser una region de codificacion del propéptido que codifica para una
secuencia de aminoacidos situada en el término amino de un polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como una
proenzima o propolipéptido (o un zimégeno en algunos casos). Un propolipéptido esta generalmente inactivo y puede
ser convertido a un polipéptido maduro activo por ruptura catalitica o autocatalitica del propéptido del propolipéptido. La
region de codificacion del propéptido se puede obtener a partir de los genes para proteasa alcalina (aprE) de Bacillus
subtilis, proteasa neutra (nprT) de Bacillus subtilis, factor alfa de Saccharomyces cerevisiae, proteinasa aspartica de
Rhizomucor miehei y lacasa de Myceliophthora thermophila (WO 95/33836).

[0091] Cuando tanto las regiones del péptido sefial y como las del propéptido estan presentes en el término amino de
un polipéptido, la regidon del propéptido se sitta junto al término amino de un polipéptido y la region del péptido sefal
junto al término amino de la regién del propéptido.

[0092] También puede ser conveniente afiadir secuencias reguladoras que permitan la regulacién de la expresion del
polipéptido relativo al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son los que causan que la
expresion del gen sea activada o desactivada en respuesta a un estimulo fisico o quimico, incluida la presencia de un
compuesto regulador. En la levadura, se puede utilizar el sistema ADH2 o el sistema GAL1. En hongos filamentosos, el
promotor TAKA de alfa-amilasa, el promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger y el promotor de glucoamilasa de
Aspergillus oryzae pueden ser utilizados como secuencias reguladoras. Otros ejemplos de secuencias reguladoras son
las que permiten la amplificacion del gen. En sistemas eucarioticos, estas incluyen el gen de dihidrofolato-reductasa que
se amplifica en presencia de metotrexato y los genes de metalotioneina que se amplifican con metales pesados. En
estos casos, la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido estaria operativamente enlazada con la secuencia
reguladora.

Vectores de expresion

[0093] La presente invencion también se refiere a vectores de expresion recombinante que comprenden un
polinucledtido de la presente invencion, un promotor y sefiales de parada transcripcional y traduccional. Los diferentes
acidos nucleicos y secuencias de control descritos en la presente se pueden unir para producir un vector de expresion
recombinante que puede incluir uno o mas sitios de restriccion convenientes para permitir la insercién o sustitucion de la
secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido en tales sitios. De forma alternativa, una secuencia de nucleétidos
de la presente invencién se puede expresar por insercion de la secuencia de nucleétidos o un constructo de acidos
nucleicos que comprende la secuencia en un vector apropiado para la expresion. En la creacién del vector de expresion,
la secuencia codificante se localiza en el vector de modo que la secuencia codificante esta operativamente enlazada
con las secuencias de control apropiadas para la expresion.

[0094] EI vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (p. €j., un plasmido o virus) que pueda ser
convenientemente sometido a procedimientos de ADN recombinante y pueda provocar la expresion de la secuencia de
nucleétidos. La eleccién del vector dependera normalmente de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la
que el vector sera introducido. Los vectores pueden ser plasmidos circulares lineales o cerrados.

[0095] EI vector puede ser un vector de replicacion autbnoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosomica, cuya replicacion es independiente de la replicacién cromosémica, por ejemplo, un plasmido, un
elemento extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio
para asegurar la autorreplicacion. De forma alternativa, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula
huésped, esta integrado en el genoma y se replica con el/los cromosoma(s) en el/los que ha sido integrado. Ademas, se
puede usar un Unico vector o plasmido o dos o mas vectores o plasmidos que juntos contienen el ADN total para ser
introducido en el genoma de la célula huésped, o un transposon.

[0096] Los vectores de la presente invencidon contienen preferiblemente uno o mas marcadores seleccionables que
permiten la seleccion facil de células transformadas, transfectadas, transducidas o similares. Un marcador seleccionable
es un gen cuyo producto proporciona resistencia biocida o virica, resistencia a metales pesados, prototrofia para
auxotrofos y similares.

[0097] Marcadores adecuados para células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1, y URAS.
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Marcadores seleccionables para el uso en una célula huésped fungica filamentosa incluyen, entre otros, amdS
(acetamidasa), argB (ornitinacarbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa), hph (higromicina
fosfotransferasa), niaD (nitrato-reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato-descarboxilasa), sC (sulfato adeniltransferasa) y
trpC (antranilato sintasa), asi como equivalentes de los mismos. Para el uso en una célula del Aspergillus se prefieren
los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces hygroscopicus.

[0098] Los vectores de la presente invencion contienen preferiblemente (un) elemento(s) que permite(n) la integracion
del vector en el genoma de la célula huésped o la replicacion auténoma del vector en la célula independiente del
genoma.

[0099] Para la integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede depender de la secuencia de
polinucledtidos que codifica el polipéptido o de cualquier otro elemento del vector para la integracion en el genoma por
recombinacion homéloga o no homologa. De forma alternativa, el vector puede contener secuencias de nucleétidos
adicionales para dirigir integracion por recombinacion homaéloga en el genoma de la célula huésped a una ubicacion o
ubicaciones precisa(s) en el/los cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integraciéon a una ubicacion precisa,
los elementos integracionales deberian contener preferiblemente un nimero suficiente de acidos nucleicos, como 100 a
10.000 pares de bases, preferiblemente 400 a 10.000 pares de bases, y mas preferiblemente 800 a 10.000 pares de
bases, que tienen un alto grado de identidad con la secuencia diana correspondiente para incrementar la probabilidad
de recombinacion homodloga. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea homologa con la
secuencia diana en el genoma de la célula huésped. Ademas, los elementos integracionales pueden ser secuencias de
nucleédtidos no codificantes o codificantes. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma de la célula huésped
por recombinacion no homaéloga.

[0100] Para la replicacion auténoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicacion que le permita al
vector replicarse de manera auténoma en la célula huésped en cuestion. El origen de replicacion puede ser cualquier
replicador plasmido que controle la replicacion auténoma que funciona en una célula. El término "origen de replicacion”
o "replicador plasmido" se define en este caso como una secuencia de nucleétidos que permite a un plasmido o vector
replicarse en vivo.

[0101] Algunos ejemplos de origenes de replicacion para el uso en una célula huésped de levadura son los origenes de
replicacion de 2 micrones, ARS1, ARS4, la combinacién de ARS1 y CEN3 y la combinacion de ARS4 y CENG.

[0102] Algunos ejemplos de origenes de replicacion Utiles en una célula fungica filamentosa son AMA1 y ANS1 (Gems
et al., 1991, Gene 98:61-67; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175; WO 00/24883). El aislamiento
del gen AMA1 y la construccion de plasmidos o vectores que comprenden el gen se puede realizar segun los métodos
descritos en el documento WO 00/24883.

[0103] Se puede insertar mas de una copia de un polinucleétido de la presente invencion en la célula huésped para
aumentar la produccion del producto génico. Se puede obtener un aumento en el nimero de copias del polinucleétido
integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un gen
marcador seleccionable amplificable con el polinucleétido donde las células contienen copias amplificadas del gen
marcador seleccionable, y, asi, las copias adicionales del polinucleétido pueden seleccionarse cultivando las células en
presencia del agente seleccionable apropiado.

[0104] Los procedimientos usados para enlazar los elementos anteriormente descritos para construir los vectores de
expresion recombinante de la presente invencién son conocidos por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo,
Sambrook et al., 1989, supra).

Células huésped

[0105] La presente invencion también se refiere a células huésped recombinantes, que comprenden un polinucleétido
de la presente invencioén, que son ventajosamente usadas en la produccion recombinante de los polipéptidos. Un vector
que comprende un polinucleétido de la presente invencion se introduce en una célula huésped de modo que el vector se
mantiene como un integrante cromosémico o como un vector extracromosémico que se auto-duplica como se describe
anteriormente. El término "célula huésped" comprende cualquier progenie de una célula madre que no es idéntica a la
célula madre debido a mutaciones que ocurren durante replicacion. La eleccion de una célula huésped depende en gran
parte del gen que codifica el polipéptido y su fuente.

[0106] La célula huésped puede ser una célula eucariota, tal como una célula de mamifero, de insecto, de planta o una
célula fungica.

[0107] En un aspecto preferido, la célula huésped es una célula fungica. "Hongo", segun se utiliza en este caso, incluye
el filo Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota (segun la definicién de Hawkswort et al., en Ainswort
and Bisby’s Dictionary of the Fungi, Octava edicion, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, Reino
Unido), al igual que la Oomycota (segun se cita en Hawkswort et al., 1995, supra, pagina 171) y todos los hongos
mitosparicos (Hawkswort et al., 1995, supra).
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[0108] En un aspecto mas preferido, la célula huésped fungica es una célula de levadura. "Levadura", segun se utiliza
en este caso, incluye levadura ascoesporégena (Endomycetales), levadura basidioesporogénea y levadura de los Fungi
Imperfecti (Blastomycetes). Ya que la clasificacion de levadura puede cambiar en el futuro, para los fines de esta
invencion, la levadura sera definida como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A., Passmore, S.M.
y Davenport, R.R., eds, Soc. app. Bacteriol. Symposium Series No. 9.1980).

[0109] En un aspecto mas preferido incluso, la célula huésped de levadura es una célula Candida, Hansenula,
Kluyveromices, Pichia, Saccharomyces, Schizosacaromices o Yarrowia.

[0110] En un aspecto mas preferido, la célula huésped de levadura es un Saccharomyces, carlsbergensis
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces
kluyveri, Saccharomyces norbensis, o Saccharomyces oviformis. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped de
levadura es una célula de Kluyveromyces lactis. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped de levadura es una
célula de Yarrowia lipolytica.

[0111] En otro aspecto mas preferido, la célula huésped fungica es una célula fungica filamentosa. Los "hongos
filamentosos" incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota (segun la definicion de
Hawkswort et al., 1995, supra). Los hongos filamentosos generalmente estan caracterizados por una pared micelial
compuesta por quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos. El crecimiento vegetativo
se produce por elongacioén hifal, mientras que el catabolismo de carbono es estrictamente aerébico. En cambio, el
crecimiento vegetativo por levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae es por injerto de un talo unicelular y el
catabolismo de carbono puede ser fermentativo.

[0112] En un aspecto incluso mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Acremonium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium,
Humicola, Magnaporte, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomices, Penicillium, Phanerochaete,
Phlebia, Piromices, Pleurotus, Schizofilum, talaromices, Termoascus, Thielavia, Tolipocladium, Trametes, Trichoderma.

[0113] En un aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Aspergillu awamori,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus
oryzae. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Fusarium bactridioides,
Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum,
Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium
sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium
trichothecioides Fusarium venenatum. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una
célula de Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis
gilvescens, Ceriporiopsis pannocinta, Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis cinereus, Coprinus
subvermispora, Coriolus hirsutus, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila,
Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Pleurotus eryngii,
Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride.

[0114] Las células fungicas se pueden transformar por un proceso que implica la formacion de protoplastos, la
transformacion de los protoplastos y la regeneracion de la pared celular de una manera conocida. Los procedimientos
adecuados para la transformacion de las células huésped de Aspergillus y Trichoderma estan descritos en el documento
EP 238 023 y Yelton et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences EEUU 81: 1470-1474. Métodos
adecuados para transformar Fusarium son descritos por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156, y el documento WO
96/00787. La levadura puede ser transformada usando los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson,
J.N. y Simon, M.l., editores, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Ecymology, Volumen 194,
pags. 182-187, Academic Press, Inc., Nueva York; lto et al., 1983, Journal of Bacteriology 153: 163; e Hinnen et al.,
1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 1920.

Métodos de produccion

[0115] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencion que
comprenden (a) el cultivo de una célula, que en su forma salvaje es capaz de producir el polipéptido, en las condiciones
propicias para la produccion del polipéptido; y (b) la recuperacion del polipéptido. Preferiblemente, la célula es del
género Aspergillus, y mas preferiblemente Aspergillus fumigatus.

[0116] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencion que
comprenden (a) el cultivo de una célula huésped en las condiciones propicias para la produccion del polipéptido; y (b) la
recuperacion del polipéptido.

[0117] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencion que
comprenden (a) el cultivo de una célula huésped en las condiciones propicias para la produccién del polipéptido, donde
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la célula huésped comprende una secuencia de nucleétidos mutante con al menos una mutacion en la region de
codificacién del polipéptido maduro de la SEC ID n° 1, donde la secuencia de nucleétidos mutante codifica un
polipéptido que consiste en los aminoacidos 20 a 863 de SEC ID n®: 2, y (b) la recuperacioén del polipéptido.

[0118] En los métodos de produccion de la presente invencion, las células se cultivan en un medio nutritivo adecuado
para la produccion del polipéptido usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede cultivar por
cultivo en matraz de agitacion, y fermentacion a pequefia o gran escala (incluidas las fermentaciones continuas, de lote,
lote alimentado o en estado sélido) en fermentadores de laboratorio o industriales realizados en un medio adecuado y
en condiciones que permitan que el polipéptido sea expresado y/o aislado. El cultivo se desarrolla en un medio nutritivo
adecuado que comprende fuentes de nitrogeno y carbono y sales inorganicas, usando procedimientos conocidos en la
técnica. Los medios adecuados estan disponibles a través de proveedores comerciales o se pueden preparar segin
composiciones publicadas (p. €j., en catalogos de la American Type Culture Collection). Si el polipéptido se secreta en
el medio nutritivo, el polipéptido se puede recuperar directamente del medio. Si el polipéptido no es segregado del
medio, se puede recuperar de lisados celulares.

[0119] Los polipéptidos pueden ser detectados usando métodos conocidos en la técnica que son especificos para los
polipéptidos. Estos métodos de deteccion pueden incluir el uso de anticuerpos especificos, la formacion de un producto
enzimatico o la desaparicién de un sustrato enzimatico. Por ejemplo, se puede utilizar un ensayo enzimatico para
determinar la actividad del polipéptido como se describe en este caso.

[0120] El polipéptido resultante se puede recuperar usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido
puede ser recuperado del medio nutritivo por procedimientos convencionales, incluidos, entre otros, el centrifugado, la
filtracion, la extraccion, el secado por pulverizacion, la evaporacion o la precipitacion.

[0121] Los polipéptidos de la presente invencion se pueden purificar por una variedad de procedimientos conocidos en
la técnica, incluidos, entre otros, la cromatografia (p. ej., intercambio i6nico, por afinidad, hidrofébica, de
cromatoenfoque y de exclusion de tamario), los procedimientos electroforéticos (p. €j., isoelectroenfoque preparatorio),
solubilidad diferencial (p. €j., precipitacion de sulfato aménico), SDS-PAGE o extracciéon (véase, por ejemplo, Protein
Purification, J.-C. Janson y Lars Ryden, editores, VCH Publishers, Nueva York, 1989) para obtener polipéptidos
substancialmente puros.

Composiciones

[0122] La presente divulgacion también se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido de la presente
invencion. Preferiblemente, las composiciones estan enriquecidas en tal polipéptido. El término "enriquecido” indica que
la actividad de beta-glucosidasa de la composicion ha sido aumentada, por ejemplo, con un factor de enriquecimiento
de al menos 1,1.

[0123] La composicion puede comprender un polipéptido de la presente invencidon como el componente enzimatico
principal, por ejemplo, una composicidon monocomponente. De forma alternativa, la composicién puede comprender
actividades enzimaticas mudltiples, tales como una aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa,
celulasa, quitinasa, cutinasa, ciclodextrina glicosiliransferasa, desoxiribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, glucosidasa alfa, beta-glucosidasa, haloperoxidasa, invertasa, lacasa, lipasa, manosidasa,
oxidasa, enzima pectinolitica, peptidoglutaminasa, peroxidasa, fitasa, polifenoloxidasa, enzima proteolitica,
ribonucleasa, transglutaminasa o xilanasa. La enzima(s) adicional(es) puede(n) ser producida(s), por ejemplo, por un
microorganismo del género Aspergillus, preferiblemente Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae;
Fusarium, preferiblemente Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum,
Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum,
Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sulphureum,
Fusarium toruloseum, Fusarium trichothecioides o Fusarium venenatum; Humicola, preferiblemente Humicola insolens o
Humicola lanuginosa; o Trichoderma, preferiblemente Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride.

[0124] Las composiciones de polipéptido se pueden preparar conforme a métodos conocidos en la técnica y pueden
estar en la forma de un liquido o una composicién seca. Por ejemplo, la composicién de polipéptido puede estar en la
forma de un granulado o un microgranulado. El polipéptido que sera incluido en la composicion se puede estabilizar
conforme a métodos conocidos en la técnica.

[0125] Mas abajo se proporcionan ejemplos de usos preferidos de las composiciones de polipéptido de la invencion. La
dosificacion de la composicion de polipéptido de la invencion y otras condiciones en las que la se usa la composicion
pueden determinarse basandose en métodos conocidos en la técnica.

Degradacion de biomasa a monosacaridos, disacaridos y polisacaridos

[0126] Los polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa y las células huésped de la presente invencion se pueden
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utilizar en la produccién de monosacaridos, disacaridos y polisacaridos como materias primas quimicas o de
fermentacion de biomasa para la produccion de etanol, plasticos, u otros productos o productos intermedios. Los
polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa beta pueden estar en forma de caldo de fermentacién crudo con o sin las
células eliminadas o en forma de preparacién enzimatica semipurificada o purificada. De manera alternativa, una célula
huésped de la presente invencion se puede utilizar como una fuente del polipéptido con actividad de beta-glucosidasa
en un proceso de fermentacion con la biomasa.

[0127] La biomasa puede incluir, entre otros, recursos de madera, desperdicios municipales solidos, papel usado y
residuos de cosechas (véase, por ejemplo, Wiselogel et al., 1995, en Handbook on Bioethanol (Carlos E. Wiman,
editor), pp.105-118, Taylor & Francis, Washington D.C.; Wyman, 1994, Bioresource Technology 50: 3-16; Lynd, 1990,
Applied Biochemistry and Biotechnology 24/25: 695-719; Mosier et al., 1999, Recent Progress in Bioconversion of
Lignocellulosics, in Advances in Biochemical, T. Scheper, Editor jefe, Volumen 65; pp.23-40, Springer-Verlag, Nueva
York).

[0128] EI polisacarido predominante en la pared celular primaria de la biomasa es la celulosa, el segundo mas
abundante es la hemicelulosa y el tercero la pectina. La pared celular secundaria, producida una vez que la célula ha
dejado de crecer, también contiene polisacaridos y se refuerza a través de lignina polimérica reticulada de manera
covalente a la hemicelulosa. La celulosa es un homopolimero de anhidrocelobiosa y, por lo tanto, un beta-(1-4)-D-
glucano lineal, mientras que las hemicelulosas incluyen una variedad de compuestos, tales como xilanos, xiloglucanos,
arabinoxilanos y mananos en estructuras ramificadas complejas con un espectro de sustituyentes. Aunque en general
es polimorfa, se encuentra celulosa en el tejido vegetal principalmente como una matriz cristalina insoluble de cadenas
paralelas de glucano. Las hemicelulosas normalmente tienen enlace de hidrogeno a celulosa, al igual que para otras
hemicelulosas, lo que ayuda estabilizar la matriz de la pared celular.

[0129] Se utilizan tres clases principales de glicohidrolasas para descomponer la biomasa celul6sica:

(1) las "endo-1,4-beta-glucanasas" o 1,4-beta-D-glucano-4-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4), que actian de forma
aleatoria en sustratos de beta-1,4-glucano solubles e insolubles.

(2) las "exo-1,4-beta-D-glucanasas", incluidas las 1,4-beta-D-glucano glucohidrolasas (EC 3.2.1.74), que liberan D-
glucosa de los 1,4-beta-D-glucanos e hidrolizan lentamente D-celobiosa, y las celobiohidrolasas (1,4-beta-D-glucano
celobiohidrolasas, EC 3.2.1.91), que liberan D-celobiosa de los beta-1,4 glucanos.

(3) las "beta-D-glucosidasas" o glucohidrolasas de beta-D-glucosido (EC 3.2.1.21), que actdan para liberar unidades de
D-glucosa de celobiosa y celodextrinas solubles, asi como un conjunto de glucésidos.

[0130] Estas tres clases de enzimas trabajan juntas sinergisticamente dando lugar a la decristalizacion eficaz e
hidrélisis de la celulosa nativa de biomasa para producir azicares reductores.

[0131] Los polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa de la presente invencion pueden ser utilizados conjuntamente
con las enzimas mencionadas anteriormente para lograr una mayor degradacion del componente de celulosa del
sustrato de biomasa, (véase, por ejemplo, Brigham et al., 1995, en Handbook on Biotechnology (Charles E. Wyman,
editor), pp.119-141, Taylor & Francis, Washington D.C.; Lee, 1997, Journal of Biotechnology 56: 1-24).

[0132] EI etanol se puede producir mediante la degradacién enzimatica de biomasa y la conversion de los sacaridos
liberados a etanol. Este tipo de etanol es frecuentemente denominado bioetanol o biocombustible. Se puede usar como
aditivo para combustible o suplemento en mezclas de menos de un 1% y hasta un 100% (un sustituto de combustible).

Composiciones detergentes

[0133] Los polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa de la presente invencién pueden ser afiadidos a la
composicion detergente para asi convertirse en un componente de la misma.

[0134] La composicion de detergente de la presente divulgacién puede, por ejemplo, ser formulada como una
composicion detergente de lavado a mano o a maquina que incluye una composicién aditiva de lavado adecuada para
el tratamiento previo de tejidos manchados y una composiciéon de suavizante agregada al enjuague, o formulada como
una composicion de detergente para el uso en operaciones de limpieza de superficies duras del hogar en general, o ser
formulada para operaciones de lavado de vajillas a mano o a maquina.

[0135] En un aspecto especifico, la presente divulgacion proporciona un aditivo detergente que comprende los
polipéptidos que tienen actividad de beta-glucosidasa de la presente invencion. El aditivo detergente, al igual que la
composicion detergente, puede comprender una o mas enzimas, tales como una proteasa, lipasa, cutinasa, una
amilasa, carbohidrasa, celulasa, pectinasa, mananasa, arabinasa, galactanasa, xilanasa, oxidasa, por ejemplo, una
lacasa y/o peroxidasa.

[0136] En general, las propiedades de los componentes enzimaticos deberian ser compatibles con el detergente
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seleccionado, (es decir, pH 6ptimo, compatibilidad con otros ingredientes enzimaticos y no enzimaticos, etc.), y deberian
estar presentes en cantidades eficaces.

[0137] Proteasas: las proteasas adecuadas incluyen las de origen animal vegetal u origen microbiano. Se prefiere el
origen microbiano. Se incluyen los mutantes de proteinas disefiados genéticamente o modificados quimicamente. La
proteasa puede ser una serina proteasa o una metaloproteasa, preferiblemente una proteasa alcalina microbiana o una
proteasa de tipo tripsina. Algunos ejemplos de proteasas alcalinas son las subtilisinas, especialmente aquellas
derivadas de Bacillus, por ejemplo, subtilisina Novo, subtilisina Carlsberg, subtilisina 309, subtilisina 147 y subtilisina
168 (descritas en WO 89/06279). Algunos ejemplos de proteasas de tipo tripsina son la tripsina (p. €j., de origen bovino
0 porcino) y la proteasa de Fusarium descrita en los documentos WO 89/06270 y WO 94/25583.

[0138] Algunos ejemplos de proteasas utiles son las variantes descritas en los documentos WO 92/19729, WO
98/20115, WO 98/20116, y WO 98/34946, especialmente las variantes con sustituciones en una o mas de las siguientes
posiciones: 27, 36, 57, 76, 87, 97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206, 218, 222, 224,235 y 274.

[0139] Las enzimas proteasicas disponibles comercialmente que se prefieren incluyen Alcalase™, Savinase™,
Primase™, Duralase™, Esperase™, y Kannase™ (Novozymes A/S), Maxatase™, Maxacal™, Maxapem™,
Properase™, Purafect™, OxP™ Purafect, FN2™ y FN3™ (Genencor Internacional Inc.).

[0140] Lipasas: las lipasas adecuadas incluyen aquellas de origen fungico o bacteriano. Se incluyen los mutantes de
proteinas disefiados genéticamente o modificados quimicamente. Entre los ejemplos de lipasas utiles se incluyen las
lipasas de Humicola (sinébnimo Thermomyces), por ejemplo, de H. lanuginosa (T. Lanuginosus), segun se describe en
los documentos EP 258 068 y EP 305 216 o de H. insolens como se describe en el documento WO 96/13580, una
lipasa de Pseudomonas, por ejemplo, de P. alcaligene o P. pseudoalcaligenes (EP 218 272), P. cepacia (EP 331 376),
P. stutzeri (GB 1,372,034), P. fluorescens, Pseudomonas sp, cepa SD 705 (WO 95/06720 y WO 96/27002), P.
wisconsinensis (WO 96/12012), una lipasa de Bacillus, por ejemplo, de B. subtilis (Dartois et al., 1993, Biochemica et
Biophyisica Acta, 1131,253-360), B. stearothermophilus (JP 64/744992) o B. pumilus (WO 91/16422).

[0141] Otros ejemplos son variantes de lipasa tales como las descritas en los documentos WO 92/05249, WO 94/01541,
EP 407 225, EP 260 105, WO 95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615,
WO 97/04079 y WO 97/07202.

[0142] Las enzimas de lipasas disponibles comercialmente preferidas incluyen Lipolase™ vy Lipolase Ultra™
(Novozymes A/S).

[0143] Amilasas: las amilasas adecuadas (a y/o B) incluyen las de origen bacteriano o fungico. Se incluyen los mutantes
de proteinas disefiados genéticamente o modificados quimicamente. Las amilasas incluyen, por ejemplo, a-amilasas
obtenidas de Bacillus, por ejemplo, una cepa especial de Bacillus licheniformis, descrita con mas detalle en el
documento GB 1.296.839.

[0144] Algunos ejemplos de amilasas utiles son las variantes descritas en los documentos WO 94/02597, WO 94/18314,
WO 96/23873, y WO 97/43424, especialmente las variantes con sustituciones en una o mas de las siguientes
posiciones: 15, 23, 105, 106, 124, 128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209, 243, 264, 304, 305, 391, 408,
y 444,

[0145] Las amilasas disponibles comercialmente son Duramyl™, Termamyl™, Fungamyl™ y BAN™ (Novozymes A/S),
Rapidase™ y Purastar™ (de Genencor Internacional Inc.).

[0146] Celulasas: las celulasas adecuadas incluyen las de origen bacteriano o fungico. Se incluyen los mutantes de
proteinas disefiados genéticamente o modificados quimicamente. Las celulasas adecuadas incluyen celulasas de los
géneros Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium, por ejemplo, las celulasas fungicas
producidas a partir de Humicola insolens, Myceliophthora thermophila y Fusarium oxysporum descritas en la patente
estadounidense 4.435.307, la patente estadounidense 5.648.263, la patente estadounidense 5.691.178, la patente
estadounidense 5.776.757 y WO 89/09259.

[0147] Las celulasas especialmente adecuadas son las celulasas alcalinas o neutras que tienen beneficios para el
cuidado del color. Ejemplos de tales celulasas son las celulasas descritas en los documentos EP 0 495 257, EP 0 531
372, WO 96/11262, WO 96/29397, WO 98/08940. Otros ejemplos son las variantes de celulasa tales como las descritas
en los documentos WO 94/07998, EP 0 531 315, en la patente estadounidense 5.457.046, US 5.686.593, la patente
estadounidense 5.763.254, WO 95/24471, WO 98/12307 y PCT/DK98/00299.

[0148] Las celulasas disponibles comercialmente incluyen Celluzyme™, y Carezyme™ (Novozymes A/S), Clazinase™,
y Puradax HA™ (Genencor Internacional Inc.) y KAC-500(B)™ (Kao Corporation).

[0149] Peroxidasas/oxidasas: las peroxidasas/oxidasas adecuadas incluyen las de origen vegetal, bacteriano o fungico.
Se incluyen los mutantes de proteinas disefiados genéticamente o modificados quimicamente. Entre los ejemplos de
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peroxidasas Utiles se incluyen peroxidasas de Coprinus, por ejemplo, de C. cinereus, y variantes de las mismas como
las descritas en los documentos WO 93/24618, WO 95/10602, y WO 98/15257.

[0150] Las peroxidasas disponibles comercialmente incluyen Guardzyme™ (Novozymes A/S).

[0151] El/lLos componente(s) enzimatico(s) se puede(n) incluir en una composiciéon detergente afiadiendo aditivos
separados que contengan una o mas enzimas, o afadiendo un aditivo combinado que comprenda todas estas enzimas.
Un aditivo detergente de la presente invencion, es decir, un aditivo separado o un aditivo combinado, puede ser
formulado, por ejemplo, como un granulado, liquido, lodo, etc. Las formulaciones de aditivo detergente preferidas son
los granulados, en particular los granulados no pulverizados, liquidos, en particular liquidos estabilizados, o lodos.

[0152] Los granulados no pulverizados pueden ser producidos, por ejemplo, como se describe en las patentes
estadounidenses 4.106.991 y 4.661.452 y pueden ser revestidos opcionalmente por métodos conocidos en la técnica.
Ejemplos de materiales de revestimiento ceroso son productos de poli(etileno 6xido), (polietilenoglicol; PEG) con pesos
molares medios de 1000 a 20000; nonilfenoles etoxilados con de 16 a 50 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos
etoxilados en los que el alcohol contiene de 12 a 20 atomos de carbono y en el cual hay de 15 a 80 unidades de 6xido
de etileno; alcoholes grasos; acidos grasos; y mono- y di- y triglicéridos de acidos grasos. Ejemplos de materiales de
revestimiento que forman peliculas adecuadas para la aplicaciéon por técnicas de lecho fluidificado se dan en el
documento GB 1483591. Las reparaciones enzimaticas liquidas pueden, por ejemplo, ser estabilizadas afiadiendo un
poliol, como el propilenglicol, un azicar o alcohol de azucar, acido lactico o acido bodrico segun los métodos
establecidos. Las enzimas protegidas se pueden preparar segun el método descrito en el documento EP 238.216.

[0153] La composicion detergente de la presente divulgacion puede estar en cualquier forma conveniente, por ejemplo,
una barra, una pastilla, en polvo, un granulo, una pasta o en liquido. Un detergente liquido puede ser acuoso, por lo
general con un 70% agua y 0-30% de solvente organico, o no acuoso.

[0154] La composicion detergente comprende uno o mas tensioactivos, que pueden ser no iénicos incluidos
semipolares y/o aniénico y/o catidnico y/o zwitteridnicos. Los agentes tensioactivos normalmente estan presentes a un
nivel de 0,1% a 60% en peso.

[0155] Cuando se incluye en el mismo, el detergente normalmente contiene de aproximadamente el 1% a
aproximadamente el 40% de un surfactante aniénico como el alquilbencenosulfonato lineal, alfa-olefinsulfonato, sulfato
de alquilo (sulfato de alcohol graso), etoxisulfato alcohdlico, alcanosulfonato secundario, éster metilico de acido alfa-ulfo
graso, acido alquil o alquenilsuccinico o jabon.

[0156] Cuando se incluye en el mismo, el detergente normalmente contiene de aproximadamente el 0,2% a
aproximadamente el 40% de un surfactante no i6nico como el alcohol etoxilato, nonilfenol etoxilato alquilpoliglicésido,
oxido de alquildimetilamina, monoetanolamida de acido graso etoxilado, monoetanolamida de acido graso, de polihidroxi
aquil amida de acido graso, o derivados de N-alquilo de N-acilo de glucosamina ("glucamidas").

[0157] El detergente puede contener el 0-65% de un constructor de detergente o agente complejante como la zeolita,
difosfato, trifosfato, fosfonato, carbonato, citrato, acido nitrilotriacético, acido etilenodiaminatetraacético, acido
dietilenotriaminopentaacético, acido alquil o alquenilsuccinico, silicatos solubles o silicatos estratificados (p. ej., SKS-6
de Hoechst).

[0158] El detergente puede comprender uno o mas polimeros. Algunos ejemplos son la carboximetilcelulosa,
poli(vinilpirrolidona), poli(etilenglicol), alcohol poli(vinilico), poli(vinilpiridina-N-6xido), poli(vinilimidazol), policarboxilatos
como los poliacrilatos, copolimeros de acido maleico/acrilico y copolimeros de acido lauril metacrilato/acido acrilico.

[0159] EI detergente puede contener un sistema blanqueante que puede comprender una H>O, como el perborato o
percarbonato que se puede combinar con un activador blanqueante de formacion de peracido como la
tetraacetiletiienodiamina o el nonanoiloxibencenosulfonato. De forma alternativa, el sistema blanqueante puede
comprender peroxiacidos, por ejemplo, de tipo amida, imida, o sulfona.

[0160] El/los componente(s) enzimatico(s) de la composicion detergente de la presente divulgacion puede(n) ser
estabilizado(s) usando agentes estabilizantes convencionales de uso, por ejemplo, un poliol como el propilenoglicol o
glicerol, un azucar o alcohol de azucar, acido lactico, acido boérico, o un derivado de acido bdrico, por ejemplo, un éster
de borato aromatico, o un derivado de acido boronico de fenilo como el acido 4-formilfenil borénico y la composicion
puede ser formulada como se describe, por ejemplo, en los documentos WO 92/19709 y WO 92/19708.

[0161] El detergente también puede contener ingredientes de otros detergentes convencionales tales como
acondicionadores de tejidos, incluyendo arcillas, reforzadores de espuma, supresores de espuma, agentes
anticorrosivos, agentes de suspension de suciedad, agentes anti redeposicion de suciedad, tintes, bactericidas,
blanqueadores 6pticos, hidrétropos, inhibidores de decoloracion o perfumes.

[0162] En las composiciones detergentes cualquier componente enzimatico, en particular los polipéptidos con actividad
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de beta-glucosidasa de la presente invencion, puede ser afiadido en una cantidad correspondiente a 0,01-100 mg de
proteina enzimatica por litro de solucion de lavado, preferiblemente 0,05-5 mg de proteina enzimatica por litro de
solucioén de lavado, en particular 0,1-1 mg de proteina enzimatica por litro de solucién de lavado.

[0163] Los polipéptidos con actividad de beta-glucosidasa de la presente invencidon pueden ser incorporados
adicionalmente en las formulaciones detergentes descritas en el documento WO 97/07202.

Planta

[0164] La presente divulgacion también se refiere a una planta transgénica, parte de planta, o célula vegetal que ha sido
transformada con una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad de beta-glucosidasa de
la presente invencion para expresar y producir el polipéptido en cantidades recuperables. El polipéptido se puede
recuperar de la planta o parte de planta. De forma alternativa, la planta o parte de planta que contiene el polipéptido
recombinante puede ser utilizado como tal para mejorar la calidad de un alimento o pienso, por ejemplo, mejorando el
valor nutritivo, la palatabilidad y propiedades reoldgicas o para destruir un factor antinutritivo.

[0165] La planta transgénica puede ser dicotiledénea (un dicotiledébneo) o monocotileddnea (un monocotiledéneo).
Algunos ejemplos de plantas monocotiledoneas son hierbas tales como la poa de prados (poa pratense, Poa), la hierba
forrajera como la Festuca, el Lolium, el césped templado, como el Agrostis y los cereales, por ejemplo, el trigo, la avena,
el centeno, la cebada, el arroz, el sorgo, y el maiz.

[0166] Algunos ejemplos de plantas dicotiledoneas son el tabaco, las leguminosas, como los altramuces, la patata, la
remolacha azucarera, el guisante, la judia y la semilla de soja, y las plantas cruciferas (familia de Brassicaceae), tales
como la coliflor, la semilla de colza y el organismo modelo intimamente relacionado Arabidopsis thaliana.

[0167] Algunos ejemplos de partes de planta son el vastago, el callo, las hojas, la raiz, las frutas, las semillas y los
tubérculos, al igual que los tejidos individuales que comprenden estas partes, por ejemplo, la epidermis, el mesofilo, la
parénquima, los tejidos vasculares, los meristemas. Los compartimentos especificos de célula vegetal, como
cloroplastos, apoplastos, mitocondria, vacuolas, peroxisomas y citoplasma se consideran también una parte de planta.
Ademas, cualquier célula vegetal, sea cual sea el origen del tejido, se considera una parte de planta. Asimismo, las
partes de planta tales como tejidos especificos y células aisladas para facilitar la utilizacion de la invencion también se
consideran partes de planta, por ejemplo, embriones, endospermas, aleurona y revestimientos de semillas.

[0168] La planta transgénica o célula vegetal que exprese un polipéptido de la presente invencion se puede construir
conforme a métodos conocidos en la técnica. En resumen, la planta o célula vegetal se construye incorporando uno o
mas constructos de expresion que codifica(n) un polipéptido de la presente invencion en el genoma huésped de la
planta y propaga la planta modificada o célula vegetal resultante en una planta transgénica o célula vegetal.

[0169] Convenientemente, el constructo de expresion es un constructo de acidos nucleicos que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencidon operativamente enlazado con secuencias
reguladoras apropiadas requeridas para la expresion de la secuencia de nucledtidos en la planta o parte de planta
elegida. Ademas, el constructo de expresion puede comprender un marcador seleccionable Util para identificar las
células huésped en las que el constructo de expresion ha sido integrado y secuencias de ADN necesarias para la
introduccion del constructo en la planta en cuestion (esto depende del método de introduccion de ADN utilizado).

[0170] La eleccion de secuencias reguladoras, tales como las secuencias de terminador y promotor y opcionalmente las
secuencias de transito o sefial, esta determinada, por ejemplo, en base a cuando, donde y como se desea expresar el
polipéptido. Por ejemplo, la expresion del gen que codifica un polipéptido de la presente invenciéon puede ser constitutiva
o inducible, o desarrollable, especifica de fase o tejido, y el producto génico puede ser dirigido hacia un tejido especifico
o parte de planta como las semillas u hojas. Las secuencias reguladoras son, por ejemplo, descritas por Tague et al.,
1988, Plant Phisiology 86: 506.

[0171] Para la expresion constitutiva pueden utilizarse el 35S-CaMV, la ubiquitina 1 de maiz y el promotor de la actina 1
de arroz (Franck et al., 1980, Cell 21: 285-294, Christensen et al., 1992, Plant Mo. Biol. 18: 675-689; Zhang et al., 1991,
Plant Cell 3: 1155-1165). Los promotores especificos de un 6rgano pueden ser, por ejemplo, un promotor de tejidos
sumideros de almacenamiento tales como las semillas, los tubérculos de patata y las frutas (Edwards & Coruzzi, 1990,
Ana. Rev. Genet. 24: 275-303), o de tejidos sumideros metabdlicos tales como los meristemas (lto et al., 1994, Plant
Mol. Biol. 24: 863-878), un promotor especifico de semilla como el promotor de glutelina, prolamina, globulina o
albumina de arroz (Wu et al., 1998, Plant and Cell Physiology 39: 885-889), promotor de Vicia faba de la legumina B4 y
el gen de proteina de semilla desconocida de Vicia faba (Conrad et al., 1998, Journal of Plant Physiology 152: 708-711),
un promotor de una proteina de cuerpo de aceite de semilla (Chen et al., 1998, Plant and Cell Physiology 39: 935- 941),
el promotor napA de proteina de almacenamiento de Brassica napus, o cualquier otro promotor especifico de semilla
conocido en la técnica, como se describe, por ejemplo, en el documento WO 91/14772. Ademas, el promotor puede ser
un promotor especifico de hoja como el promotor de rbcs de arroz o tomate (Kyozuka et al., 1993, Plant Physiology 102:
991-1000, el promotor del gen de metiltransferasa de adenina de virus de chlorella (Mitra and Higgins, 1994, Plant
Molecular Biology 26: 85-93), o el promotor de gen aldP de arroz (Kagaya et al., 1995, Molecular and General Genetics
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248: 668-674), o un promotor inducible por lesiones como el promotor pin2 de la patata (Xu et al., 1993, Plant Molecular
Biology 22: 573-588). Asimismo, el promotor puede ser inducible por tratamientos abidticos tales como la temperatura,
la sequia o alteraciones en salinidad, o inducido por sustancias aplicadas exégenamente que activan el promotor, por
ejemplo, etanol, estrégenos, hormonas de planta tales como etileno, acido abscisico y acido giberélico y metales
pesados.

[0172] También puede utilizarse un elemento intensificador del promotor para conseguir una mayor expresion de un
polipéptido de la presente invencién en la planta. Por ejemplo, el elemento intensificador del promotor puede ser un
intrén que se coloca entre el promotor y la secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de la presente
invencion. Por ejemplo, Xu et al., 1993, supra, revelan el uso del primer intron del gen de actina 1 de arroz para mejorar
la expresion.

[0173] El gen marcador seleccionable y cualquier otra parte del constructo de expresion se puede elegir de entre
aquellos disponibles en la técnica.

[0174] EI constructo de acidos nucleicos se incorpora en el genoma de planta segun técnicas convencionales conocidas
en la técnica, incluida la transformacion mediada por Agrobacterium, la transformacion mediada de virus, la
microinyeccion, el bombardeo de particula, la transformacion biolistica y la electroporacion (Gasser et al., 1990, Science
244: 1293; Potrykus, 1990, Bio/Technology 8: 535; Shimamoto et al., 1989, Nature 338: 274).

[0175] Actualmente, la transferencia de genes mediada por Agrobacterium tumefaciens es el método de eleccion para
generar dicotiledoneas transgénicas (para una revision, véase Hooykas y Schilperoort, 1992, Plant Molecular Biology
19:15-38) y también pueden usarse para transformar monocotiledéneas, aunque frecuentemente se utilizan otros
métodos de transformacion para estas plantas. Actualmente, el método de eleccion para generar monocotiledéneas
transgénicas es bombardeo de particulas (particulas de tungsteno u oro microscépico revestidas con el ADN
transformante) de callos embrionarios o embriones en desarrollo (Christou, 1992, Plant Journal 2: 275-281; Shimamoto,
1994, Current Opinion Biotechnology 5: 158-162; Vasil et al., 1992, Bio/Technology 10: 667-674). Un método alternativo
para la transformacién de monocotiledéneas se basa en la transformacién de protoplastos como lo describe Omirulleh et
al., 1993, Plant Molecular Biology 21: 415-428.

[0176] Después de la transformacion, los transformantes que hayan incorporado el constructo de expresion se
seleccionan y regeneran en plantas enteras segin métodos bien conocidos en la técnica. Frecuentemente, el
procedimiento de transformacion se disefia para la eliminacion selectiva de genes de seleccidon bien durante la
regeneracion o en las siguientes generaciones usando, por ejemplo, la cotransformacion con dos Constructos de T-ADN
separados o la escision especifica de sitio del gen de seleccion por una recombinasa especifica.

[0177] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencion que
comprenden (a) el cultivo de una planta transgénica o una célula vegetal que comprende un polinucleétido que codifica
un polipéptido con actividad de beta-glucosidasa de la presente invencion en las condiciones propicias para la
produccion del polipéptido; y (b) la recuperacion del polipéptido.

Péptido senal

[0178] La presente divulgacion también se refiere a constructos de acidos nucleicos que comprenden un gen que
codifica una proteina operativamente enlazado a una secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos 1 a 58
de la SEC ID n°: 1 que codifica un péptido sefial que consiste en los aminoacidos 1 a 19 de la SEC ID n°: 2, donde el
gen es foraneo a la primera y segunda secuencia de nucleotidos.

[0179] La proteina puede ser nativa o heterdloga a una célula huésped. El término "proteina" no se utiliza aqui para
referirse a una longitud especifica del producto codificado y, por lo tanto, abarca péptidos, oligopéptidos y proteinas. El
término "proteina" también abarca dos o mas polipéptidos combinados para formar el producto codificado. Las proteinas
también incluyen polipéptidos hibridos que comprenden una combinacion de secuencias de polipéptidos completas o
parciales obtenidas de al menos dos proteinas diferentes donde una o mas pueden ser heterdélogas o nativas a la célula
huésped. Las proteinas ademas incluyen variantes de las proteinas mencionadas anteriormente disefiadas
genéticamente y alélicas de origen natural y proteinas hibridas.

[0180] Preferiblemente, la proteina es una hormona o variante de la misma, enzima, receptor o parte del mismo,
anticuerpo o parte del mismo, o indicador. En un aspecto mas preferido, la proteina es una oxidorreductasa, transferasa,
hidrolasa, liasa, isomerasa o ligasa. En un aspecto incluso mas preferido, la proteina es una aminopeptidasa, amilasa,
carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa, celulasa, quitinasa, cutinasa, ciclodextrina glicosiltransferasa,
desoxirribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa, glucoamilasa, alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa,
invertasa, lacasa, lipasa, manosidasa, mutanasa, oxidasa, enzima pectinolitica, peroxidasa, fitasa, polifenoloxidasa,
enzima proteolitica, ribonucleasa, transglutaminasa o xilanasa.

[0181] El gen se puede obtener de cualquier procariética, eucarittica u otra fuente.
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[0182] La presente invencion aparece descrita posteriormente a través de los siguientes ejemplos, que no deberian ser
interpretados como una limitacion del ambito de la invencion.

Ejemplos
Materiales

[0183] Los productos quimicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad
reactiva.

Cepas

[0184] La cepa Aspergillus oryzae Jal250 (WO 99/61651) fue usada para la expresion de la beta-glucosidasa de
Aspergillus fumigatus. El Aspergillus fumigatus PaHa34 fue usado como fuente de la beta-glucosidasa de la familia
GH3A.

Medios
[0185] El medio de dextrosa de patata fue compuesto por litro de 39 gramos de dextrosa de patata (Difco).
[0186] Las placas de PDA fueron compuestas por litro de 39 gramos de agar de dextrosa de patata.

[0187] El medio MDU2BP fue compuesto por litro de 45 g de maltosa, 1 g de MgSO4-7H.0, 1 g de NaCl, 2 g de
K2S04,12 g de KH2POy4, 7 g de extracto de levadura, 2 g de urea, y 0,5 ml de soluciéon de metales traza AMG, pH a 5,0.

[0188] La solucion de metales traza AMG fue compuesta por litro de 14,3 g de ZnSQO4-7H20, 2,5 g de CuS0O4-5H,0, 0,5
g de NiCl,-6H20, 13,8 g de FeSO4-7H20, 8,5 g de MnSO4-H,0, y 3 g de acido citrico.

[0189] Las placas Cove fueron compuestas por litro de 342,3 g de sacarosa, 20 ml de solucién salina Cove, 10 ml de 1
M acetamida, 10 ml de 1,5 M CsCI2 y 25 g de agar Noble.

[0190] La solucion salina Cove fue compuesta por litro de 26 g de KCI, 26 g de MgSO4-7H,0, 76 g de KH2PO4 y 50 ml
de solucion de metales traza COVE.

[0191] La solucién de metales traza Cove fue compuesta por litro de 0,04 g de Na>B4O7-10H;0, 0,4 g de CuSO4-5H,0,
1,2 g de FeS0O4:7H,0, 0,7 g de MnSO4-H,0, 0,8 g de Na:MoO,-2H,0, y 10 g de ZnSO4-7H,0.

[0192] El medio CIM fue compuesto por litro de 20 g de celulosa, 10 g de sélidos de maiz fermentados, 1,45 g de (NH4),
S04, 2,08 g de KHz POy, 0,28 g de CaCly, 0,42 g de MgSO4 -7H; O, y 0,42 ml de solucidon de metales traza, pH a 6,0.

[0193] La solucion de metales traza fue compuesta por litro de 41,2 mg de FeCls-6H20, 11. 6 mg de ZnSO4-7H20, 5,4
mg de MnSO4-H20, 2,0 mg de CuSO4-5H,0, 0,48 mg de H3BO3 y 67,2 mg de acido citrico.

Ejemplo 1: identificacion de un gen de la familia GH3A de la glicosil hidrolasa en la secuencia genémica del
Aspergillus fumigatus

[0194] Una busqueda tblastn (Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402) de la secuencia gendémica parcial
de Aspergillus fumigatus (The Institute of Genomic Research, Rockville, MD) se efectu6 usando como criterio de
blusqueda una secuencia de proteinas de beta-glucosidasa de Aspergillus aculeatus (N° de acceso P48825). Diferentes
genes fueron identificados como homologos putativos de la familia GH3A en base a un grado alto de similitud con la
secuencia del criterio de busqueda en el nivel aminoacido. Una regién gendémica de aproximadamente 3000 pares de
bases con mas de un 70% de identidad con la secuencia del criterio de busqueda en el nivel aminoacido fue elegido
para un posterior estudio.

Ejemplo 2: Extraccion de ADN genomico de Aspergillus fumigatus

[0195] Se cultivd Aspergillus fumigatus en 250 ml de medio de dextrosa de patata en un matraz de agitacion disipado a
37 °C y 240 r.p.m. Los micelios se cosecharon por filtracion, se lavaron dos veces en TE (10 mM de Tris-1 mM EDTA) y
se congelaron en nitrégeno liquido. Los micelios congelados se cultivaron, por mortero y mano de mortero, hasta
obtener un polvo fino, que se resuspendié en tampdn a pH 8,0 con 10 mM Tris, 100 mM EDTA, 1% de Triton X-100, 0,5
a X M HCI de guanidina y 200 mM NaCl. Se afiadio ribonucleasa pancreatica A sin ADNsa a una concentracion de 20
mg/litro y el lisado se incubé a 37 °C durante 30 minutos. El detrito celular se eliminé por centrifugado y el ADN se aisl6
usando una columna Qiagen Maxi 500 (QIAGEN Inc., Chatswort, CA). Las columnas se equilibraron en 10 ml de QBT,
se lavaron con 30 ml de QC y se eluyeron con 15 ml de QF (todos los tampones de QIAGEN Inc., Chatswort, CA). El
ADN se precipité en isopropanol, se lavé en etanol al 70% y se recuper6 por centrifugado. EI ADN se resuspendio en
tampodn TE.
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Ejemplo 3: construccion del vector de expresion pAlLo2

[0196] El vector de expresion pAlLo1 se construyd modificando pBANe6 (patente estadounidense 6.461.837), que
comprende un hibrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato
isomerasa de Aspergillus oryzae (promotor NA2-tpi), la secuencia del terminador de amiloglucosidasa de Aspergillus
niger (terminador AMG) y el gen de acetamidasa de Aspergillus nidulans (amdS). La modificacion de pBANe6 se realizd
en primer lugar eliminando tres sitios de restriccion Nco | en las posiciones 2051, 2722 y 3397 pares de bases del
marcador de seleccion amdS por mutagénesis dirigida. Todos los cambios fueron disefiados para ser "silenciosos"
dejando la secuencia de proteina real del producto genético de amdS invariada. La eliminacion de estos tres sitios se
realizd simultdneamente con un equipo de mitagénesis dirigida GeneEditor (Promega, Madison, WI) segun las
instrucciones del fabricante usando los siguientes cebadores (el nucleétido subrayado representa la base cambiada):

AMDS3NcoMut (2050): 5-GTGCCCCATGATACGCCTCCGG-3' (SEC ID n°: 3)
AMDS2NcoMut (2721): 5-GAGTCGTATTTCCAAGGCTCCTGACC-3' (SEC ID n°: 4)
AMDS1NcoMut (3396): 5-GGAGGCCATGAAGTGGACCAACGG-3' (SEC ID n°: 5)

[0197] Un plasmido que comprende los tres cambios de secuencia previstos se sometié a mutagénesis dirigida, usando
un equipo de mutagénesis QuickChange (Stratagene, La Jolla, CA), para eliminar el sitio de restriccién Nco | al final del
terminador AMG en la posicién 1643. Se usaron los siguientes cebadores (el nucleétido subrayado representa la base
cambiada) para la mutagénesis:

Cebador superior para mutagenizar la secuencia del terminador AMG:
5'-CACCGTGAAAGCCATGCTCTTTCCTTCGTGTAGAAGACCAGACAG-3' (SEC ID n°: 6)
Cebador inferior para mutagenizar la secuencia del terminador el AMG:
5'-CTGGTCTTCTACACGAAGGAAAGAGCATGGCTTTCACGGTGTCTG-3' (SEC ID n°: 7)

[0198] La ultima fase en la modificacion de pBANe6 fue la adicién de un nuevo sitio de restriccion Nco | en el inicio del
poliligador usando un equipo de mutagénesis QuickChange y los siguientes cebadores (los nucleétidos subrayados
representan las bases cambiadas) para producir pAlLo1 (Figura 2).

Cebador superior para mutagenizar el promotor NA2-tpi:
5'-CTATATACACAACTGGATTTACCATGGGCCCGCGGCCGCAGATC-3' (SEC ID n°: 8)
Cebador inferior para mutagenizar el promotor NA2-tpi:
5'-GATCTGCGGCCGCGGGCCCATGGTAAATCCAGTTGTGTATATAG-3' (SEC ID n°: 9)

[0199] EI gen amdS de pAlLo1 fue trocado con el gen de Aspergillus nidulans pyrG. El plasmido pBANe10 (Figura 3) se
us6 como una fuente para el gen pyrG. El analisis de la secuencia de pBANe10 mostré que el marcador pyrG estaba
contenido dentro de un fragmento de restriccion Nsi | y no contiene ninguno de los sitios de restriccion Nco | o Pac I.
Puesto que el amdS también esta flanqueado por los sitios de restriccion Nsi |, la estrategia para cambiar el marcador
de seleccion fue un simple cambio de los fragmentos de restriccion de Nsi |. EI ADN plasmido de pAlLo1 y pBANe10
fueron digeridos con la enzima de restriccion Nsi | y los productos se purificaron por de electroforesis en gel de agarosa
usando procedimientos estandar. El fragmento Nsi| de pBANe10 que contenia el gen pyrG gen fue ligado al esqueleto
de pAlLo1 para reemplazar el fragmento original de ADN Nsi | que contenia el gen amdS. Los clones recombinantes
fueron analizados por digestion de la restriccion para determinar si tenian el inserto y la orientacion correctas. Se
selecciona un clon con el gen pyrG transcrito en el sentido contrario a las agujas del reloj. El nuevo plasmido se ha
designado como pAlLo2 (Figura 4).

Ejemplo 4: clonacion del gen de beta-glucosidasa de la familia GH3A y construccion de un vector de expresion
de Aspergillus oryzae

[0200] Los dos cebadores oligonucleétidos sintéticos mostrados abajo fueron disefiados para amplificar por PCR un gen
de Aspergillus fumigatus que codifica una beta-glucosidasa putativa de la familia GH3A a partir del ADN gendmico
preparado en el Ejemplo 2. Un equipo de clonacién InFusion (BD Biosciencies, Palo Alto, CA) fue usado para clonar el
fragmento directamente en el vector de expresion, pAlLo2, sin necesidad de digeridos de restriccion y ligadura.

Cebador directo: 5-ACTGGATTTACCATGAGATTCGGTTGGCTCG-3' (SEC ID n°: 10)

Cebador inverso: 5-AGTCACCTCTAGTTACTAGTAGACACGGGGC-3' (SEC ID n°: 11)

Las letras en negrita representan la secuencia codificante. La secuencia restante es homdloga a los sitios de
insercién de pAlLo2.

[0201] Cincuenta picomoles de cada uno de los cebadores mencionados fueron usados en una reaccion de PCR con
100 ng de ADN gendmico de Aspergillus fumigatus, tampon de amplificacion 1X Pfx (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1,5 ul de
10 mM mezcla de dATP, dTTP dGTP y dCTP, 2,5 unidades de polimerasa de ADN Platinum Pfx (Invitrogen, Carlsbad,
CA), 1 yl de 50 mM MgSO. y 2,5 pl de solucion intensificadora 10X pCRXx (Invitrogen, Carlsbad, CA) en un volumen final
de 50 pl. Las condiciones de amplificacion fueron un ciclo a 94 °C durante 2 minutos; y 30 ciclos cada uno a 94 °C
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durante 15 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 68 °C durante 3 minutos. El bloque de calor fue conducido mas
tarde a un ciclo de remojo de 4 °C.

[0202] Los productos reactivos fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando un tampén de 40 mM de Tris base-
20 mM de acetato de sodio-1 mM de disodio EDTA (TAE) donde una banda de producto 3 kb fue excindida del gel y
purificada usando un equipo de extraccion de gel QlAquick (QIAGEN, Chatswort, CA) segun las instrucciones del
fabricante.

[0203] EI fragmento fue clonado mas tarde en el vector de expresion pAlLo2 usando un equipo de clonacién InFusion.
El vector fue digerido con endonucleasas de restriccion Nco | y Pac | (bajo las condiciones de uso especificadas por el
fabricante). El fragmento fue purificado por electroforesis de gel y purificacion de gel QlAquick. El fragmento del gen y el
vector de corte fueron ligados en una reaccion dando como resultado el plasmido de expresién pEJG97 (Figura 5) en el
que la transcripcion del gen de beta-glucosidasa de la familia GH3A estuvo bajo el control del promotor NA2-tpi. La
reaccion de ligadura (50 pl) estaba compuesta por un tampén InFusion 1X (BD Biosciences, Palo Alto, CA), 1X BSA (BD
Biosciences, Palo Alto, CA), 1 ul de enzima InFusion (diluida 1:10) (BD Biosciences, Palo Alto, CA), 150 ng de pAlLo2
digerido con Nco |y Pac | yo y 50 ng del producto PCR purificado de beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus. La
reaccion se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. 1 ul de la reaccion fue usado para transformar las
células de E. coli XL10 Solopac Gold (Stratagene, La Jolla, CA). Un transformante de E. coli con el plasmido pEJG97
fue detectado por digestion de restriccion y se prepar6 ADN plasmido usando un Biorobot 9600 (QIAGEN, Inc.,
Chatswort, CA)

Ejemplo 5: caracterizacion secuencia genomica del Aspergillus fumigatus que codifica una beta-glucosidasa de
la familia GH3A

[0204] La secuenciacion del ADN del gen de beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus a partir de pEJG97 fue
realizada con un secuenciador de ADN automatico modelo 377 XL de Perkin-Elmer Applied Biosystem (Perkin-
Elmer/Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) usando la quimica de terminador de coloracion (Giesecke et al., 1992,
Journal of Virology Methods 38: 47-60) y la estrategia de primer-walking. Los datos de la secuencia de nucleétidos
fueron analizados en cuanto a la calidad y se compararon todas las secuencias entre si con asistencia del software
PHRED/PHRAP (Universidad de Washington, Seattle, WA).

[0205] Se construyd un modelo de gen para la secuencia Aspergillus fumigatus sobre la base de la similitud con genes
homologos de Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger y Aspergillus kawachii. La secuencia de nucleétidos (SEC ID n°:
1) y la secuencia de aminoacidos deducida (SEC ID n°: 2) se muestran en las Figuras 1A y 1B. El fragmento gendémico
codifica un polipéptido de 863 aminoacidos, interrumpido por 8 intrones de 62, 55, 58, 63, 58, 58, 63 y 51 pares de
bases. El contenido %G+C del gen es 54,3% y la region de codificacion madura es 53,65%. Usando el software SignalP
(Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10:1-6), se predijo un péptido sefial de 19 residuos. La proteina madura
predicha contiene 844 aminoacidos con una masa molecular de 91.7 kDa.

[0206] Se determind una alineacién comparativa de secuencias de beta-glucosidasa usando el método de Clustal W
(Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) que usa el software LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI)
con una tabla de identidad y los siguientes parametros de alineacién mudltiple: penalizacién de espacio de 10 y
penalizacion de longitud de espacio de 10. Los parametros de alineacion en pareja fueron Ktuple=1, penalizacion de
espacio =3, ventanas=5, y diagonales=5. La alineacion mostré que la secuencia de aminoacidos deducida del gen de
beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus comparti6 un 78%, 76% y 76% de identidad con las secuencias de
aminoacidos deducidas de beta-glucosidasas de Aspergillus aculeatus (niUmero de acceso P48825), Aspergillus niger
(000089) y Aspergillus kawachii (P87076).

Ejemplo 6: expresion del gen de beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus de la familia GH3A en Aspergillus
oryzae JAL250

[0207] Los protoplastos de Aspergillus oryzae Jal250 fueron preparados segun el método de Christensen et al., 1988,
Bio/Technology 6: 1419-1422. Se utilizaron cinco pug de pEJG97 (y pAlLo2 como control de vector) para transformar
Aspergillus oryzae JAL250.

[0208] La transformacion de Aspergillus oryzae Jal250 con pEJG97 produjo aproximadamente 100 transformantes. Se
aislaron diez transformantes en placas de PDA individuales.

[0209] Las placas de PDA confluentes de cinco de los diez transformantes fueron lavadas con 5 ml de Tween 20 al
0,01% e inoculadas por separado en 25 ml de medio MDU2BP en frascos de agitacion de vidrio de 125 ml e incubadas
a 34 °C, 250 r.p.m. Cinco dias después de la incubacion, se analizaron 0,5 ul de sobrenadante de cada cultivo usando
geles de SDS-PAGE Tris-glicina al 8-16% (Invitrogen, Carlsbad, CA) segun las instrucciones del fabricante. Los perfiles
SDS-PAGE de los cultivos mostraron que uno de los transformantes (designados transformante 1) tuvo una banda
mayoritaria de aproximadamente 130 kDa.

[0210] Una placa confluyente de transformante 1 (cultivado en PDA) fue lavada con 10 ml de Tween 20 al 0,01% e

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2437198 T3

inoculada en un Fernbach de 2 litros con 400 ml de medio MDU2BP para generar caldo para la caracterizacion de la
enzima. El matraz fue recogido el dia 5 y filtrado usando una membrana GP Express de 0,22 ym (Millipore, Bedford,
MA).

Ejemplo 7: construccion de pMJ09

[0211] EI vector pMJ04 fue construido amplificando por PCR el terminador de gen de celobiohidrolasa 1 Trichoderma
reesei Cel7A (cbh1) del ADN gendmino de Trichoderma reesei RutC30 usando los cebadores 993429 (antisentido) y
993428 (sentido) mostrados mas abajo. El cebador antisentido fue disefiado genéticamente para tener un sitio Pac | en
el extremo 5'y un sitio Spe | en el extremo 5' del cebador sentido.

Cebador 993429 (antisentido):
5-AACGTTAATTAAGGAATCGTTTTGTGTTT-3' (SEC ID n°: 12)
Cebador 993428 (sentido):
5-AGTACTAGTAGCTCCGTGGCGAAAGCCTG-3' (SEC ID n°: 13)

[0212] Las reacciones de amplificacion (50 ul) fueron compuestas de un tampoén de reaccion 1X TermoPol (New
England Biolabs, Beverly, MA), 0,3 mM dNTPs, 100 ng de ADN gendémico de Trichoderma reesei RutC30 (que fue
aislado usando un equipo DNeasi Plant Maxi de Qiagen, Chatswort, CA), 0,3 uM cebador 993429, 0,3 uM cebador
993428 y 2 unidades de Vent polimerasa (New England Biolabs, Beverly, MA). Las reacciones fueron incubadas en un
Eppendorf Mastercycler 5333 (Hamburgo, Alemania) programado de la siguiente manera: 30 ciclos cada una durante 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 55 °C y 30 segundos a 72 °C (extension final de 15 minutos).

[0213] Los productos reactivos fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando un tampo6n de 40 mM de Tris base-
20 mM de acetato de sodio-1 mM de disodio EDTA (TAE) donde una banda de producto de 229 pares de bases fue
cortada del gel y purificada usando un equipo de extraccion de gel QIAGEN QIAquick segun las instrucciones del
fabricante.

[0214] EI fragmento de PCR resultante fue digerido con Pac | y Spe | y ligado en pAlLo1 digerido con las mismas
enzimas de restriccion usando un equipo de ligadura rapida (Roche, Indianapolis, IN) para generar pMJ04 (Figura 6).

[0215] El vector pMJ06 fue construido amplificando por PCR el promotor de gen de celobiohidrolasa 1 Trichoderma
reesei Cel7A (cbh1) del ADN genémico de Trichoderma reesei RutC30 usando los cebadores 993696 (antisentido) y
993695 (sentido) mostrados mas abajo. El cebador antisentido fue creado genéticamente para tener un sitio Sal | en el
extremo 5' del cebador de sentido y un sitio Nco | en el extremo §' del cebador antisentido.

Cebador 993695 (sentido):
5-ACTAGTCGACCGAATGTAGGATTGTT-3' (SEC ID n°: 14)
Cebador 993696 (antisentido):
5-TGACCATGGTGCGCAGTCC-3' (SEC ID n°: 15)

[0216] Las reacciones de amplificacion (50 pl) fueron compuestas de un tampoén de reaccion 1X TermoPol, 0,3 mM
dNTPs, 100 ng de ADN gendmico Trichoderma reesei RutC30 (que fue preparado usando un equipo QIAGEN DNeasi
Plant Maxi), 0,3 uM cebador 993696, 0,3 pM cebador 993695, y 2 unidades de Vent polimerasa. Las reacciones fueron
incubadas en un Eppendorf Mastercicler 5333 programado de la siguiente manera: 30 ciclos cada una durante 30
segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C, y 60 segundos a 72 °C (extension final de15 minutos).

[0217] Los productos reactivos fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% donde una banda de producto de 988
pares de bases fue cortada del gel y purificada usando un equipo de extracciéon de gel QIAGEN QIAquick segun las
instrucciones del fabricante.

[0218] EI fragmento de PCR resultante fue digerido con Nco | y Sal | y ligado en pMJ04 digerido con las mismas
enzimas de restriccion usando de un equipo de ligadura rapida para generar pMJ06 (Figura 7).

[0219] EI vector de expresion pMJ09 fue construido amplificando por PCR el terminador gen de celobiohidrolasa 1
Trichoderma reesei Cel7A (cbh1) de ADN gendmico de Trichoderma reesei RutC30 usando los cebadores 993843
(antisentido) y 99344 (sentido) mostrados mas abajo. El cebador antisentido fue creado genéticamente para tener un
sitio Pac | y un sitio Spe | en el extremo 5' y un sitio Pvu | en el extremo 5' del cebador sentido.

Cebador 993844 (sentido):
5-CGATCGTCTCCCTATGGGTCATTACC-3' (SEC ID n°: 16)
Cebador 993843 (antisentido):
5-ACTAGTTAATTAAGCTCCGTGGCGAAAG-3' (SEC ID n°: 17)

[0220] Las reacciones de amplificacion (50 pl) fueron compuestas de un tampoén de reaccion 1X TermoPol, 0,3 mM
dNTPs, 100 ng de ADN gendmico Trichoderma reesei RutC30 (que fue extraido usando un equipo QIAGEN DNeasi
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Plant Maxi), 0,3 uM cebador 993844, 0,3 uM cebador 993843 y 2 unidades de Vent de polimerasa. Las reacciones
fueron incubadas en un Eppendorf Mastercycler 5333 programado de la siguiente manera: 30 ciclos cada una durante
30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C y 60 segundos a 72 °C (extension final de 15 minutos).

[0221] Los productos reactivos fueron aislados en un gel de agarosa al 1% usando un tampo6n TAE donde una banda de
producto de 473 pares de bases fue cortada del gel y purificada usando un equipo de extraccion de gel QIAGEN
QIAquick segun las instrucciones del fabricante.

[0222] EI fragmento de PCR resultante fue digerido con Pvu | y Spe | y ligado en pMJ06 digerido con Pac | y Spe |
usando un equipo de ligadura rapida para generar pMJ09 (Figura 8).

Ejemplo 8: expresion del gen de beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus de la familia GH3A en Tricohoderma
reseesei

[0223] Los dos cebadores oligonucleétidos sintéticos mostrados abajo fueron disefiados para amplificar por PCR un gen
de beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus a partir de pEJG97 como se describe en el Ejemplo 4. Se utilizé un equipo
de clonacion InFusion para clonar el fragmento directamente en el vector de expresion, pMJ09, sin necesidad de
digeridos de restriccion y ligadura.

Cebador directo: 5-GGACTGCGCACCATGAGATTCGGTTGGCTC-3' (SEC ID n°: 18)
Cebador inverso: 5-TCGCCACGGAGCTTACTAGTAGACACGGGG-3' (SEC ID n°: 19)

[0224] Las letras en negrita representan la secuencia codificante. La secuencia restante es homodloga a los sitios de
insercion de pMJ09.

[0225] Cincuenta picomoles de cada uno de los cebadores mencionados fueron usados en una reacciéon de PCR (50 pl)
con 100 ng de ADN pEJG97, tampon de amplificacion 1X Pfx (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1,5 ul de 10 mM mezcla de
dATP, dTTP dGTP, y dCTP, 2,5 unidades de platino polimerasa de ADN Platinum Pfx (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1 ul de
50 mM MgSO. y 2,5 ul solucion intensificadora 10X pCRx (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las condiciones de amplificacion
fueron un ciclo a 94 °C durante 2 minutos; y 30 ciclos cada uno a 94 °C durante 15 segundos, 55 °C durante 30
segundos y 68 °C durante 3 minutos. El bloque de calor fue conducido mas tarde a un ciclo de remojo de 4 °C.

[0226] Los productos reactivos fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando un tampdén TAE donde una banda
de producto 3 kb fue cortada del gel y purificada usando un equipo de extraccion de gel QIAGEN QIAquick segun las
instrucciones del fabricante.

[0227] El fragmentp 3 kb purificado fue clonado mas tarde en pMJ09 usando un equipo de clonacion InFusion. El vector
fue digerido con Nco | y Pac |. El fragmento fue purificado por electroforesis de gel purificacion de gel QlAquick, como
se ha descrito anteriormente. El fragmento del gen y el vector digerido fueron ligados en una reaccién dando como
resultado el plasmido de expresion pEJG107 (Figura 9) en el que la transcripcion del gen de beta-glucosidasa de la
familia GH3A estuvo bajo el control del promotor Trichoderma reesei cbhl. La ligadura (50 pl) estaba compuesta de un
tampon InFusion 1X, 1X BSA, 1 ul de enzima InFusion (diluida 1:10), 100 ng de pMJQ09 digerido con Nco | y Pac | y 100
ng del producto PCR purificado de beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus. La reaccidon se incubd a temperatura
ambiente durante 30 minutos. 1 pl de la reaccién fue usado para transformar las células SURE de E. coli
electrompetente (Stratagene, La Jolla, CA). Un transformante de E. coli con el plasmido pEJG107 fue detectado por
digestion de restriccion y se preparé ADN plasmido usando un Biorobot 9600 (QIAGEN, Inc., Chatswort, CA)

[0228] La secuenciacion del ADN del gen de beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus a partir de pEJG107 fue
realizada con un secuenciador de ADN automatico modelo 377 XL de Perkin-Elmer Applied Biosystems (Perkin-
Elmer/AppliedByosystems, Inc., Foster City, CA) usando la quimica de terminador de coloracion (Giesecke et al., 1992,
Journal of Virology Methods 38: 47-60) y estrategia de primer-walking. Los datos de la secuencia de nucleétidos fueron
analizados en cuanto a la calidad y se compararon todas las secuencias entre si con asistencia del software
PHRED/PHRAP (Universidad de Washington, Seattle, WA).

[0229] Los protoplastos de Trichoderma reesei RutC30 fueron preparados segun el método de Christensen et al., 1988,
supra. Se utilizaron cinco yg de pEJG107 para transformar Trichoderma reesei RutC30. La transformacion produjo
aproximadamente 100 transformantes. Se aislaron sesenta transformantes en placas COVE/10 mM de uridina e
incubados a 28 °C.

[0230] Se recogieron esporas de las placas de 8 de los 60 transformantes pipeteando tres veces con un bucle estéril e
inoculadas por separado en 25 ml de medio CIM en frascos de agitaciéon de vidrio 125 ml e incubadas a 28 °C, 250
r.p.m. Cinco dias después de la incubacion, se analizaron 0,5 pl de sobrenadante de cada cultivo usando geles Tris
SDS-PAGE al 7,5% (Biorad, Hércules, CA) segun las instrucciones del fabricante. Los perfiles SDS-PAGE de los
cultivos mostraron que uno de los transformantes (designado transformante 1) tuvo una banda mayoritaria de
aproximadamente 130 kDa.
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Ejemplo 9: caracterizacion de la beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus

[0231] Una alicuota de 3 ml de la beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus, obtenida como se describe en el Ejemplo
6, fue desalinizado usando una columna de desalinizacion Econo-pAc 10DG de BioRad (BioRad, Hercues, CA), dando
como resultado aproximadamente 4 ml de caldo desalinizado en 100 mM de citrato sédico pH 5,0. El caldo desalinizado
fue concentrado mas tarde a aproximadamente a 180 pl usando un Amicon Centricon Plus-20 (filtro BioBiomax-5,5 kD,
membrana PES) y diluido con 100 mM de citrato sédico pH 5,0 en un volumen final de aproximadamente 500 pl. El
ensayo BCA (Smith et al., 1985, Anal. Biochem. 150: 76-85) del caldo desalinizado concentrado mostré una
concentracion de 1,00 mg de proteina por ml. Una segunda alicuota también fue desalinizada para obtener mas
material, el cual mostré resultados similares.

[0232] EI SDS-PAGE (Tris-HCI al 7,5%, segun el criterio BioRad) de las muestras desalinizadas concentradas mostré
una banda mayoritaria de aproximadamente 130 kD. Se recorté del gel la banda mayoritaria de 130 kD y se sometio a la
secuenciacion de aminoacidos N-terminal.

[0233] Se evalué Ila termoestabilidad de Ila beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus del caldo
desalinizado/concentrado a 50 °C, 65 °C y 70 °C. Las condiciones del ensayo a 50 °C y 65 °C fueron: 100 mM decitrato
sédico pH 5,0, Tween-20 al 0,01%, 4 mM de p-nitrofenil-beta-D-glucopirandsido, [proteinalaumehza = 6.9 X 10 mg/ml,
incubado a 50 °C y 65 °C. Las alicuotas se tomaron a las 0,5, 1, 2, 3, 3,75, y 24 horas. Para cada alicuota se afiadio 1
M de carbonato de sodio pH 10,0 y se determin6 que la absorbencia de la concentracion de anién de p-nitrofenol era de
405 nm. A 70 °C, las condiciones del ensayo fueron: 100 mM de citrato sédico (pH 5,0), Tween-20 al 0,01%, 4 mM de p-
nitrofenil-beta-D-glucopirandsido, [proteina] = 5,6 X 10 mg/ml. Las alicuotas se tomaron a las 0,25, 0,5, 1,2, 4y 5
horas. Para cada alicuota se afiadio 1 M de carbonato de sodio pH 10,0 y se determind que la absorbencia de la
concentracion de anion de p-nitrofenol era de 405 nm. Nétese que cada una de las concentraciones de proteina
mencionadas se refiere a la concentracion total de proteina en el ensayo, puesto que todas fueron evaluadas como
caldos en lugar de como enzimas purificadas.

[0234] Los resultados se muestran en las Figuras 10 y 11. La termoestabilidad fue definida como cinética de reaccion
lineal para un intervalo de tiempo determinado, dentro de una conversién a anién de p-nitrofenol de porcentaje
razonable (<15%). La beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus parecié mantenerse estable durante al menos 24 horas
a 50 °C, aunque no hubo puntos temporales entre las 4 y las 24 horas. A 65 °C parecié mantenerse estable durante al
menos 3,75 horas, pero después la estabilidad disminuy6 gradualmente con una conversion a anion de p-nitrofenilo del
65% a las 24 horas. Esta conversion fue bastante alta, con lo que algunas de la reducciones observadas en el indice
pueden ser debidas a una deplecion del sustrato y/o inhibicion del producto ademas de a una posible inactivacion
térmica. A 70 °C parecio mantenerse estable durante 1 hora, y razonable estable durante 2 horas.

[0235] El caldo que contiene la beta-glucosidasa de Aspergillus fumigatus de la familia GH3A, obtenido como se
describe en el Ejemplo 6, fue primero desalinizado (columna BioRad Econo-pAc 10DG) y concentrado (Centricon Plus-
20, filtro BioBiomax-5,5 kD), en una concentracion de 0,92 mg/ml (ensayo BCA). Después, fue incubado en 0,037 y
0,0092 pg/ml de proteina total con 10 mM de celobiosa en 100 mM de citrato sédico pH 5,0 mas Tween-20 al 0,01% a
65 °C. Las alicuotas se tomaron a las 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, y 19 horas. Las alicuotas fueron hervidas durante 6 minutos para
terminar la reaccion y se determino la concentracion de glucosa usando el ensayo Trinder (Sigma Chemical Co., St.
Luis, MO) y niveles de glucosa externa. Los resultados se muestran en la Figura 12. La beta-glucosidasa parecio
mantener el 90% de su actividad hasta 6 horas y el 65% hasta 19 horas a 65 °C con la menor carga de proteinas
(0,0092 pg/ml). La beta-glucosidasa parecié mantenerse razonablemente estable hasta 6 horas a 65 °C.

Depodsito de Material biolégico

[0236] El siguiente material biolégico ha sido depositado segun las condiciones del Tratado de Budapest con la
coleccion de Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815
University Street, Peoria, llinois, 61604, y se le ha asignado el siguiente nimero de :

Depdsito Numero de acceso Fecha de depdsito
E. coliTOP10 (pEJG113) NRRL B-30695 17 de octubre de 2003

[0237] La cepa ha sido depositada en condiciones que aseguran que el acceso al cultivo estara disponible durante la
pendencia de esta solicitud de patente para una persona determinada por el Comisario de Patentes y Marcas
Registradas para tener derecho a la misma bajo 37 C.F.R. §1,14 y 35 U.S.C. §122. El depésito representa un cultivo
substancialmente puro de la cepa depositada. El depdsito esta disponible segin se requiera por las leyes de patentes
extranjeras en paises donde se presenten duplicados de la solicitud en cuestion, o sus descendientes. No obstante, se
debe entender que la disponibilidad de un depdsito no constituye una licencia para practicar la presente invencion sujeta
en derogacion de los derechos de las patentes garantizados por la accién gubernamental.

LISTA DE SECUENCIAS

[0238]
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<110> Novozymes Biotech, Inc. Harris, Paul Zaretsky, Elizabeth
<120> Polipéptidos que tienen actividad de beta-glucosidasa y acidos nucleicos que los codifican
<130> 10545.204-WO

<150> 60/515,482
<151> 2003-10-28

<160> 19

<170> PatentlIn Version 3.2

20

26

<210>1

<211> 3060

<212> ADN

<213> Aspergillus fumigatus

<400>1
atgagattcg gttggctcga ggtggccecget ctgacggecg cttctgtage caatgcccag 60
gtttgtgatg ctttceccgte attgtttcgg atatagttga caatagtcat ggaaataatc 120
aggaattggc tttctctcca ccattctace cttegeecttg ggetgatgge cagggagagt 180
gggcagatgc ccatcgacgc gccgtcgaga tcgtttctca gatgacactg gcggagaagg 240
ttaaccttac aacgggtact gggtgggttg cgactttttt gttgacagtg agctttctte 300
actgaccatc tacacagatg ggaaatggac cgatgcgtcg gtcaaaccgg cagcgttcece 360
aggtaagctt gcaattctgc aacaacgtgc aagtgtagtt gctaaaacgc ggtggtgcag 420
acttggtatc aactggggtc tttgtggcca ggattcccct ttgggtatce gtttctgtga 480
gctatacccg cggagtettt cagtcecttgt attatgtget gatgattgte tctgtatage 540
tgacctcaac tccgecttce ctgctggtac taatgtcecgcec gcgacatggg acaagacact 600
cgcctacctt cgtggcaagg ccatgggtga ggaattcaac gacaagggcg tggacatttt 660
gctggggcct gctgctggtc ctctcecggcaa atacccggac ggcggcagaa tectgggaagg 720
cttctctect gatcecggttc tcactggtgt acttttcgec gaaactatca agggtatccea 780
agacgcgggt gtgattgcta ctgccaagca ttacattctg aatgaacagg agcatttceg 840
acaggttggc gaggcccagg gatatggtta caacatcacg gagacgatca getccaacgt 900
ggatgacaag accatgcacg agttgtacct ttggtgagta gttgacactg caaatgagga 960
ccttgattga tttgactgac ctggaatgca ggccctttge agatgetgtg cgeggtaaga 1020
ttttccgtag acttgacctc gcgacgaaga aatcgctgac gaaccategt agctggegtt 1080



ggcgctgtca
actctcaaca
agcgctcacc
gacatttcct
aacggcaccg
tacaaggttg
gagtacggct
gtcaatgtgc
ctcttgaaga
ggtgaagacg
aacggcactc
cccgagcagg
gataacgggg
cttagaaaaa
gtgtttgtca
cgcaaaaatc
tgcaacaaca
gataacccca
tccetggtceg
ggcaagactc
gctcccecagg
aatgagaccc
caccttecggg
accaagcctg
ggtctcaaaa
tcttctgacg
gatgggtctce
tatcaggatce
gaagtccctc

ttctagtatg

tgtgttccta
agctcctceaa
acagcggtgt
tcgacgacgg
ttccagcctg
gtegtgaccg
gggagcatte
agcgcagtca
acacgggtge
ctggttccaa
ttgctatgge
ctatccagcg
ctctcageca
gaacgttctce
acgccgacte
tcactectgtg
cgattgtggt
acgtcactgce
acgtgctcta
gggagtctta
atgatttcaa
ccatttatga
ttcaggccct
cgccaaccta
gaattaccaa
acccgaacta
ctcaaccecet
ttgttagggt
aattggtgag

tttcactggg
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caatcaaatc
ggctgagetg
cggegetgece
actctcctte
gcgtgtegat
tcttecgtatt
tgctgtetce
ctctcagatc
tcttectttg
cccgtggggt
ctggggtagt
agaggtcatc
gatggcagat
tgaatgaagt
tggagagggt
gaagaacggc
tattcacagt
catcatctgg
tggcegegte
cggggctcce
cgagggcgtc
gtttggccat
caatagttcg
tggtgagatc
gtttatttac
cggctgggag
cctgaagget
gtcggccace
tgacccgecat

cggaccgaac

aacaacagct
ggcttccaag
ctegetgggt
tggggcacga
gacatggctg
ccccctaact
gagggagect
atccgtgaga
accggcaadg
gctaacggcet
ggtactgcca
agcaacggcg
gttgecatcte
tttttaacca
ttcatcagtg
gaggccgtca
gttgggceeg
gcecggettge
aaccccagcg
ttgctcaccg
ttcattgact
ggcttgagct
agttcggcat
ggtagtgcceg
ccttggetca
gactecggagt
ggcggegcete
ataaccaaca
gttccttgeg

gagcctcggg

27

acggttgtca
gcttegteat
tggatatgte
acctaactgt
ttcgtatcat
tcagctectg
ggaccaaggt
ttggtgecge
aggttaaagt
gccececgaceg
acttccetta
gcaatgtctt
aatccaggtg
ttgcgaacag
tcgacggcaa
ttgacactgt
tecttgatcga
ccggtcagga
ccaagacccce
agcctaacaa
accgtcactt
acaccacctt
atgtceccgac
ccgactacct
actcgaccga
acattcccga
ctggtggtaa
ctggtaacgt
ttgcaatttg

tcgttetgeg

aaacagtcaa
gagtgactgg
gatgcctgga
cagtgttctt
gaccgcgtac
gacccgggat
gaacgacttc
tagtacagtg
gggtgttcte
cggctgtgat
ccttgtcacce
tgctgtgact
agtgecgggct
cgtgtetttg
cgagggtgac
tgtcagceceac
ccggtggtat
gagtggcaac
gttcacctgg
tggcaatggt
tgacaagcgce
tggttactct
tagcggagag
gtatcccgag
cctcgaggat
aggcgetagg
ccctacccett
cgceggttat
gctaactcgce

caagttcgac

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

2880
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cgaatcttee tggctcctgg ggagcaaaag gtttggacca cgactcttaa ccgtegtgat 2940
ctcgecaatt gggatgtgga ggctcaggac tgggtcatca caaagtaccc caagaaagtg 3000

cacgtcggea gectcctecgeg taagetgect ctgagagege ctctgececg tgtctactag 3060

<210> 2

<211> 863

<212> PRT

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 2

28



Met

Ala

Trp

Glu

Gly

65

Pro

Gly

Val

Met

Ala

145

Cly

Ile

Arg

Asn

Ala

Ile

50

Thr

Arg

Ile

Ala

Gly

130

Ala

Phe

Lys

Phe

Ala

Asp

35

Val

Gly

Leu

Arg

Ala

115

Glu

Gly

Ser

Gly

Gly

Gln

20

Gly

Ser

Trp

Gly

Phe

100

Thr

Glu

Pro

Pro

Ile
180

Trp

Glu

Gln

Gln

Glu

Ile

85

Ser

Txp

Phe

Leu

Asp

165

Gln

Leu

Leu

Gly

Met

Met

70

Asn

Asp

Asp

Asn

Gly

150

Pro

Asp

Glu

Ala

Glu

Thr

55

Asp

Trp

Leu

Lys

Asp

138

Lys

Val

Ala
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Val

Phe

Trp

40

Leu

Arg

Gly

Asn

Thx

120

Lys

Tyr

Leu

Gly

Ala

Ser

25

Ala

Ala

Leu

Ser

105

Leu

Gly

Pro

Thr

Val
185

10

Pro

Asp

Glu

Val

Cys

90

Ala

Ala

val

Asp

Gly

170

Ile

29

Leu

Pro

Ala

Lys

Gly

75

Gly

Phe

Tyr

Asp

Gly

155

Val

Ala

Thr

Phe

Val

60

Gln

Gln

Pro

Leu

Ile

140

Gly

Leu

Thr

Ala

Tyr

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Ala

Arg

125

Leu

Arg

Phe

Ala

Ala

Pro

30

Arg

Leu

Gly

Ser

Gly

110

Gly

Leu

Ile

Ala

Lys
190

Ser

15

Sexr

Ala

Thr

Ser

Pro

95

Thr

Lys

Gly

Trp

Glu

175

His

Val

Pro

Val

Thr

Val

80

Leu

Asn

Ala

Pro

Glu

160

Thr

Tyr



Ile

Tyr

Thr

225

Gly

Gly

Gly

Val

Ser

305

val

Pro

Ser

Val

385

Thr

Val

Leu

Gly

210

Met

Vval

Cys

Phe

Gly

290

Phe

Leu

Ile

Pro

Ala

370

Gln

val

Lys

Asn
195

Tyr

His

Gly

Gln

Gln

275

Ala

Asp

Asn

Met

Asn

355

Val

Arg

Leu

Val

Glu

Asn

Glu

Ala

Asn

260

Gly

Ala

Asp

Gly

Thr

340

Phe

Ser

Ser

Leu

Gly
420

Gln

Ile

Leu

Val

245

Ser

Phe

Leu

Gly

Thr

325

Ala

Ser

Glu

His

Lys

405

Val

Glu

Thr

Tyr

230

Met

Gln

Val

Ala

Leu

310

Val

TYY

Ser

Gly

Ser

390

Asn

Leu

His

Glu

215

Leu

cys

Thr

Met

Gly

295

Ser

Pro

Tyr

Trp

Ala

375

Gin

Thr

Gly
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Phe
200

Thr

Trp

Ser

Leu

Ser

280

Leu

Phe

Ala

Lys

Thr

360

Trp

Ile

Gly

Glu

Arg

Ile

Pro

Asn

265

Asp

Asp

Trp

Trp

Val

345

Arg

Thr

Ile

Ala

Asp
425

Gln

Ser

Phe

Asn

250

Lys

Trp

Met

Gly

Arg

330

Gly

Asp

Lys

Arg

Leu

410

Ala

30

val

Ser

Ala

235

Gln

Leu

Ser

Ser

Thr

315

Val

Arg

Glu

Val

Glu

395

Pro

Gly

Gly

Asn

220

Asp

Ile

Leu

Ala

Met

300

Asn

Asp

Asp

Tyr

Asn

380

Ile

Leu

Ser

Glu

205

Val

Ala

Asn

Lys

His

285

Pro

Leu

Asp

Arg

Gly

365

Asp

Gly

Thr

Asn

Ala

Asp

Val

Asn

Ala

270

His

Gly

Thr

Met

Leu
350

Trp

Phe

Ala

Gly

Pro
430

Gln

Asp

Arg

ser

255

Glu

Ser

Asp

Val

Ala

335

Arg

Glu

val

Ala

Lys

415

Trp

Gly

Lys

Ala

240

Tyr

Leu

Gly

Ile

Ser

320

val

Ile

His

Asn

Ser

400

Glu

Gly
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Ala Asn Gly Cys Pro Asp Arg Gly Cys Asp Asn Gly Thr Leu Ala Met
435 440 445

Ala Trp Gly Ser Gly Thr Ala Asn Phe Pro Tyr Leu Val Thr Pro Glu
450 455 460

Gln Ala Ile Gln Arg Glu Val Ile Ser Asn Gly Gly Asn Val Phe Ala
465 470 475 480

Val Thr Asp Asn Gly Ala Leu Ser Gln Met Ala Asp Val Ala Ser Gln
485 490 495

Ser Ser Val Ser Leu Val Phe Val Asn Ala Asp Ser Gly Glu Gly Phe
500 505 510

Ile Ser Val Asp Gly Asn Glu Gly Asp Arg Lys Asn Leu Thr Leu Trp
515 520 525

Lys Asn Gly Glu Ala Val Ile Asp Thr Val Val Ser His Cys Asn Asn
530 535 540

Thr Ile Val Val Ile His Ser Val Gly Pro Val Leu Ile Asp Arg Trp
545 550 555 560

Tyr Asp Asn Pro Asn Val Thr Ala Ile Ile Trp Ala Gly Leu Pro Gly
565 570 575

Gln Glu Ser Gly Asn Ser Leu Val Asp Val Leu Tyr Gly Arg Val Asn
580 585 590

Pro Ser Ala Lys Thr Pro Phe Thr Trp Gly Lys Thr Arg Glu Ser Tyr
595 600 605

Gly BAla Pro Leu Leu Thr Glu Pro Asn Asn Gly Asn Gly Ala Pro Gln
610 615 620

Asp Asp Phe Asn Glu Gly Val Phe Ile Asp Tyr Arg His Phe Asp Lys
625 630 635 640

Arg Asn Glu Thr Pro Ile Tyr Glu Phe Gly His Gly Leu Ser Tyr Thr
645 650 655

Thr Phe Gly Tyr Ser His Leu Arg Val Gln Ala Leu Asn Ser Ser Ser
660 665 670
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Ser Ala

Gly Glu
690

Arg Ile
705

Asp Ser

Pro Glu

Gly Ala

Ser Ala
770

Gln Leu
785

Arg Lys

Thr Thr

Gln Asp

Ser Ser
850

<210>3

Ty

675

Ile

Thr

Ser

Gly

Pro

755

Thr

Tyr

Phe

Thr

Trp

835

Arg

<211> 22
<212> DNA
<213> Aspergillus niger

<400> 3

Val

Gly

Lys

Asp

Ala

740

Gly

Ile

Val

Asp

Leu

820

Val

Lys

Pro

Ser

Phe

Asp

725

Arg

Gly

Thr

Ser

Arg

805

Asn

Ile

Leu

gtgccccatg atacgcectce gg

Thr

Ala

Ile

710

Pro

Asp

Asn

Asn

Leu

790

Ile

Arg

Thr

Pro

Ser

Ala

695

Tyr

Asn

Gly

Pro

Thr

775

Gly

Phe

Arg

Lys

Leu
855

22
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Gly
680

Asp

Pro

Ser

Thr

760

Gly

Gly

Leu

Asp

TYyr

840

Arg

Glu Thr

Tyr Leu

Trp Leu

Gly Trp
730

Pro Gln
745

Leu Tyr

Asn Val

Pro Asn

Ala Pro

810

Leu Ala
825

Pro Lys

Ala Pro

32

Lys

Tyr

Asn

715

Glu

Pro

Gln

Ala

Glu

795

Gly

Asn

Lys

Leu

Pro

Pro

700

Ser

Asp

Leu

Asp

Gly

780

Pro

Glu

Trp

val

Pro
860

Ala

685

Glu

Thr

Serxr

Leu

Leu

765

Arg

Gln

Asp

His

845

Arg

Pro

Gly

Asp

Glu

Lys

750

Val

Glu

Val

Lys

val

830

val

val

Thr

Leu

Leu

Tyr

735

Ala

Arg

val

val

val

815

Glu

Gly

Tyr

Tyr

Lys

Glu

720

Ile

Gly

Val

Pro

Leu

800

Trp

Ala

Ser
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<210> 4

<211> 26

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 4
gagtcgtatt tccaaggctc ctgacc 26

<210>5

<211> 24

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 5
ggaggccatg aagtggacca acgg 24

<210> 6

<211> 45

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 6
caccgtgaaa gccatgctct ttccttcgtg tagaagacca gacag 45

<210>7

<211> 45

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400>7
ctggtcttct acacgaagga aagagcatgg ctttcacggt gtctg 45

<210> 8

<211> 44

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400> 8
ctatatacac aactggattt accatgggcc cgcggecgca gatc 44

<210>9

<211> 44

<212> DNA

<213> Aspergillus niger

<400>9
gatctgcggce cgcgggcecca tggtaaatce agttgtgtat atag 44

<210> 10

<211> 31

<212> DNA

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 10
actggattta ccatgagatt cggttggctc g 31

<210> 11

<211> 31

<212> DNA

<213> Aspergillus fumigatus
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<400> 11
agtcacctct agttactagt agacacgggg ¢ 31

<210> 12

<211> 29

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 12
aacgttaatt aaggaatcgt tttgtgttt 29

<210> 13

<211> 29

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 13
agtactagta gctcecgtgge gaaagcectg 29

<210> 14

<211> 26

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 14
actagtcgac cgaatgtagg attgtt 26

<210> 15

<211>19

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 15
tgaccatggt gcgcagtcc 19

<210> 16

<211> 26

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 16
cgatcgtctc cctatgggtc attacc 26

<210> 17

<211> 28

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 17
actagttaat taagctccgt ggcgaaag 28

<210> 18

<211> 30

<212> DNA

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 18
ggactgcgca ccatgagatt cggttggcte 30
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<210> 19

<211> 30

<212> DNA

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 19
tcgccacgga gcttactagt agacacgggg 30
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado con actividad de beta-glucosidasa, seleccionado de un polipéptido que consiste en una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad con aminoacidos 20 a 863 de la SEC ID n°: 2.

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1, que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95% de
identidad con los aminoacidos 20 a 863 de la SEC ID n°: 2.

3. Polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que consiste en los aminoacidos 20 a 863 de la SEC ID n°: 2.

4. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que esta codificado por el polinucleétido contenido en el
plasmido pEJG113 que a su vez esta contenido en E. coli NRRL B-30695.

5. Polinucleétido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. Constructo de acidos nucleicos que comprende el polinucledtido segun la reivindicaciéon 5 operativamente enlazado a
una o mas secuencias de control que dirigen la produccién del polipéptido en un huésped de expresion.

7. Vector de expresion recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 6.
8. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 6.

9. Método para producir el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que comprende (a) el cultivo de una
célula, que en su forma tipo salvaje es capaz de producir el polipéptido, bajo condiciones propicias para la produccion
del polipéptido; y (b) la recuperacion del polipéptido.

10. Método para producir el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que comprende (a) el cultivo de una
célula huésped que comprende un constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica el polipéptido bajo condiciones propicias para la produccion del polipéptido; y (b) la recuperacion del polipéptido.

11. Método para producir el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende (a) el cultivo de una
planta transgénica o una célula vegetal que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido con actividad de
beta-glucosidasa de la presente invencion bajo condiciones propicias para la produccion del polipéptido; y (b) la
recuperacion del polipéptido.

12. Método para degradar biomasa que contiene celulosa y semicelulosa, que comprende el tratado de la biomasa con

una cantidad eficaz del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y la recuperacion de la biomasa
degradada.
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Sall (242) Clal(393)
Cla | (735)

Eco RI (768)
— Bel | (783)

Promotor NA2-tpi

Bl 1 (1076)
Pst|(1188)

Apa LI (6473)

)z

la Nco | (1389)
blaA Not 1 (1400)
A\ Ava | (1430)
AlLo1 Xma | (1430)
Ll (5227 | P !
'H5220) 6914 bp ma | (1432)
\ Bcl 1 (1532)
Terminador AMG
pa LI (4730) \\
Pst| (4062) Eco RV (1749)
Sma | (3958 Clal(2132)
Xma | (3956 Bcl 1 (2190)
Ava | (3956) Sac 1 (2363)
Bam HI (3712) Eco RV (2442)
Pst | (3674) Apa LI (2913)
Eco RV (3032)

amdS

Fig. 2
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EcoRI (773)
Promotor TAKA

blaA

Eco RI (2010)

Eco RI(2091)

Pac |(2305)

Terminador AMG
Nco | (2502)

Nsil (2628)

pyrG

Fig. 3
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Promotor TAKA

Notl (1400)

Pacl (1446)
Terminador AMG

blaA pAlLo2

5827 bp

Nsil (1768)

Nsil (3406) PyrG

Xhol (3319) '
PyrG
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Ncol (624)
EcoRlI (635)

Promotor TAKA
EcoR (8212)

Ncol (2370)
b—-Lactamasa

Terminador AMG

BamHlI (3548)
PyrG
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Sall (242)

AMDS

Fig. 6
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Sall (242)

Apall (6515)
Promoter TrCBHI

Aval (867)

Aval (875)

Hindlll (1026)

- _Ncol (1234)

R mal (1339)

\ \Aval (1339)

T\\Smal (1341)
Terminador TrCBHI
Bell (1574)

EcoRV (1658)

Apall (5269)

EcoRV (1791)

ApalLl (4772) Clal (2174)

Pstl (4290) Bell (2232)

Pstl (4104 Sac| (2405)
Smal (4000) EcoRV (2484)
Aval (3998) Apall (2955)
Xmal (3998) EcoRV (3074)

Bam HI (3754) amds (Aspergillus nidulans)

Pstl (3716)
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Sal | (242)

Apa LI (6770)
Promotor TrCBHI

Ava | (867)

Ava | (875)

Hin dill (1026)

Neo | (1234)

Xma | (1345)

Ava | (1345)

Sma | (1347)
Terminador TrCBHI
Bel 1(1829)

Eco RV (1913)

Eco RV (2046)

Ampicilina R

Apa LI (6524)

Apa LI (5027)

Cla | (2429)
Bel 1 (2487)

Pst | (4545)
Pst] (4359)

Sma | (4255) Sac | (2660)
Ava | (4253) Eco RV (2739)
Xma | (4253) Apa LI (3210)

Bam H! (4009) Eco RV (3329)
Pst1(3971) AMDS

Fig. 8
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Promotor TrCBHI

Ampicilina R
Neol (1856)

EcoRI (1867)

pEJG107

10241 bp AfumigatusFAM3A

BamHI (7039)

Ncol (3602)
ANDS

Terminador TrCBHI
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