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DESCRIPCION
Métodos para aumentar la secrecion de polipéptidos que tienen actividad bioldgica
Declaracién sobre los derechos de las invenciones realizadas a continuacion
Investigacion y desarrollo sufragados con fondos federales

[0001] Esta invencion se hizo con el apoyo del gobierno bajo el Subcontrato NREL n°® ZCO- 30017-02, Contrato Principal
DE-AC36-98G0O10337 otorgado por el Departamento de Energia. El gobierno tiene ciertos derechos sobre esta
invencion.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

[0002] La presente invencién se refiere a métodos de produccion de polipéptidos segregados que tienen actividad
biolégica y a proteinas de fusién y polinucleétidos derivados.

Descripcion de las técnicas relacionadas

[0003] La produccion recombinante de un polipéptido heterélogo en una célula huésped fungica, particularmente una
célula fungica filamentosa tal como Aspergillus o Trichoderma o una célula de levadura tal como Saccharomyces, puede
proporcionar un vehiculo mas deseable para la produccion del polipéptido en cantidades comercialmente importantes.

[0004] La produccion recombinante de un polipéptido heterélogo segregado se realiza generalmente por construccion de
un casete de expresion donde el ADN que codifica para el polipéptido esta operativamente enlazado a un promotor
adecuado para la célula huésped y una region codificante del péptido sefial que codifica para una secuencia de
aminoacidos enlazada en marco al amino terminal del polipéptido y dirige el polipéptido codificado en la via secretora de
la célula. El casete de expresidn se introduce en la célula huésped, normalmente por transformacién mediada por
plasmido. La produccion de la proteina heteréloga segregada se consigue entonces por cultivo de la célula huésped
transformada bajo condiciones inductoras necesarias para el funcionamiento apropiado del promotor contenido en el
casete de expresion.

[0005] Mientras que la expresiéon de un polipéptido heterélogo en una célula huésped se puede mejorar, a menudo se
encuentra el obstaculo de que el polipéptido se segrega poco en el medio de cultivo. Un método para mejorar la
secrecion del polipéptido es reemplazar la secuencia codificante del péptido sefial nativo con una regién codificante del
péptido sefal foraneo para mejorar la secrecion del polipéptido. No obstante, en algunos casos, tal sustitucion no
proporciona una mejora suficiente para producir el polipéptido en cantidades comercialmente relevantes. Otro método
es fundir el polipéptido con otro polipéptido que sea altamente segregado por una célula huésped. El polipéptido
altamente segregado funciona como un portador para transportar el polipéptido poco segregado o no segregado como
una proteina de fusion a través de la via secretora de la célula.

[0006] La WO 05/093050 divulga una proteina de fusiéon compuesta por un dominio catalitico de exo-celobiohidrolasa y
un dominio catalitico de celulasa para aumentar el rendimiento de una enzima de celulasa. Gouka et al., 1997, Applied
and Environmental Microbiology Feb. 1997, p. 488-497, divulgan fusiones de gen de glucoamilasa que alivian las
limitaciones para la produccion de proteina en el Aspergillus awamori. Niissonen y Keranen, 1995, Current Genetics 28:
71-79, divulgan funciones multiples de la celobiohidrolasa | en la produccién mejorada de anticuerpos de fusiéon por
Trichoderma reesei.

[0007] Es un objeto de la presente invencidon proporcionar métodos para aumentar la secrecidon de polipéptidos que
tienen actividad biolégica.

Resumen de la invencion

[0008] La presente invencion se refiere a métodos para producir un polipéptido segregado que tiene actividad biolégica,
que comprende:

(a) transformacion de una célula huésped fungica con un constructo de proteina de fusidn que codifica una
proteina de fusion, donde el constructo de proteina de fusién comprende:

(i) un primer polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefial;

(i) un segundo polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un dominio
catalitico de una endoglucanasa o una parte de la misma; y

(iii) un tercer polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica al menos
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un dominio catalitico de un polipéptido que tiene actividad biolégica o una parte del mismo;
donde la proteina de fusién es SEC ID n°: 74,

(b) cultivo de la célula huésped fungica transformada bajo condiciones adecuadas para la produccion de la
proteina de fusion; y

(c) recuperacion de la proteina de fusion, un componente de la misma, o una combinacién de la misma, a partir del
medio de cultivo, donde la proteina de fusién o el componente

Breve descripcion de las figuras
[0009]

La figura 1 muestra un mapa de restriccion de pMJ04.

La figura 2 muestra un mapa de restriccién de pCaHj527.

La figura 3 muestra un mapa de restriccién de pMT2188.

La figura 4 muestra un mapa de restriccién de pCaHj568.

La figura 5 muestra un mapa de restriccion de pMJ05.

La figura 6 muestra un mapa de restriccion de pSMai130.

La figura 7 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos de una secuencia de sefial nativa de
beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (SEC ID n°: 59 y 60).

La figura 8 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos de una secuencia de sefal de
endoglucanasa V de Humicola insolens (SEC ID n°: 63 y 64).

La figura 9 muestra un mapa de restriccion de pSMai135.

La figura 10 muestra un mapa de restriccion de pSMai140.

La figura 11 muestra un mapa de restriccion de pSaMe-F1.

La figura 12 muestra un mapa de restriccion de pSaMe-FX.

La figura 13 muestra un mapa de restriccion de pAlLo47.

Las figuras 14A, 14B, 14C y 14D muestran la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos deducida de la
proteina de fusion de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (SEC ID n°: 73 y 74, respectivamente).
Las figuras 15A, 15B, 15C y 15D muestran la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos deducida de la
proteina de fusion de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (SEC ID n°: 75y 76, respectivamente).

Definiciones

[0010] Actividad de endoglucanasa: el término "actividad de endoglucanasa" se define aqui como una endo-1,4-beta-D-
glucano 4-glucanohidrolasa (E.C. 3.2.1.4), que cataliza la endohidrolisis de los enlaces 1,4-beta-D-glicosidicos en la
celulosa, derivados de la celulosa (tales como la carboximetilcelulosa y la hidroxietil celulosa), liquenina, enlaces beta-
1,4 en glucanos mezclados beta-1,3 tales como beta-D-glucanos de cereal o xiloglucanos, y otro material vegetal que
contenga componentes celuldsicos. Para fines de la presente invencion, la actividad de endoglucanasa se determina
usando la hidrolisis de carboximetil celulosa (CMC) segun el procedimiento de Ghose, 1987, Pure and Appl. Chem. 59:
257-268. Una unidad de actividad de endoglucanasa se define como 1,0 pymol de azucares reductores producidos por
minuto a 50°C, pH 4,8.

[0011] Actividad de beta-glucosidasa: el término "beta-glucosidasa" se define aqui como una beta-D-glucdsido
glucohidrolasa (E.C. 3.2.1.21), que cataliza la hidrolisis de residuos de beta-D-glucosa no reductora terminal con la
liberaciéon de beta-D-glucosa. Para fines de la presente invencion, la actividad de beta-glucosidasa se determina segun
el procedimiento descrito por Venturi et al., 2002, J. Basic Microbiol. 42: 55-66, excepto que se utilizan condiciones
diferentes como se describe en este caso. Una unidad de actividad de beta-glucosidasa se define como 1,0 pmol de p-
nitrofenol producido por minuto a 50°C, pH 5 de 4 mM de p-nitrofenil-beta-D-glucopiranésido como sustrato en 100 mM
de citrato sédico, 0,01% de TWEEN® 20.

[0012] Polipéptido en toda su longitud: el término "polipéptido en toda su longitud" se define aqui como una forma
precursora de un polipéptido que tiene actividad biolégica, donde el precursor contiene una region de péptido sefial y
alternativamente también una region de propéptido, donde tras secrecion de una célula, el péptido sefial se divide y
alternativamente también el propéptido se divide produciendo un polipéptido con actividad bioldgica.

[0013] Péptido seial: el término "péptido sefal" se define aqui como un péptido enlazada en marco al amino terminal de
un polipéptido y dirige el polipéptido codificado en una via secretora de la célula.

[0014] Secuencia codificante de péptido sefal: el término "secuencia codificante de péptido sefial" se define aqui como
una regioén codificante de péptido que codifica para una secuencia de aminoacido enlazada en marco al amino terminal
de un polipéptido codificado y que dirige el polipéptido codificado en una via secretora de la célula.

[0015] Propéptido: el término "propéptido” se define aqui como un péptido enlazado en marco al amino terminal de un

polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como una proenzima o un propolipéptido (o un zimégeno en algunos
casos). Un propolipéptido es generalmente inactivo y se puede convertir en un polipéptido activo maduro por escision
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catalitica o autocatalitica del propéptido del propolipéptido. Cuando ambas regiones de péptido sefial y de propéptido
estan presentes en el amino terminal de un polipéptido, la regiéon de propéptido estd enlazada en marco al amino
terminal de un polipéptido y la region de péptido sefial esta enlazada en marco al amino terminal de la regién de
propéptido.

[0016] Secuencia codificante de propéptido: el término "secuencia codificante de propéptido" se define aqui como una
region codificante de péptido que codifica para una secuencia de aminoacido enlazada en marco al amino terminal de
un polipéptido que forma una proenzima o un propolipéptido (o un zimégeno en algunos casos).

[0017] Polipéptido maduro: el término "polipéptido maduro" se define aqui como un polipéptido que tiene actividad
biolégica que esta en su forma final tras la traduccién y cualquier modificaciéon postraduccional, tal como tratamiento de
N-terminal, truncamiento de C-terminal, glicosilacion, fosforilacién, etc.

[0018] Dominio catalitico: el término "dominio catalitico" se define aqui como una parte o regiéon estructural de la
secuencia de aminoacidos de una endoglucanasa o un polipéptido que tiene actividad bioldgica (por ejemplo, actividad
de beta-glucosidasa), que posee la actividad catalitica de la endoglucanasa o el polipéptido que tiene actividad biolégica
(por ejemplo, beta-glucosidasa). El dominio catalitico también se denomina region "central" aqui.

[0019] Proteina de fusion: el término "proteina de fusién" se define aqui como un polipéptido que muestra actividad
biolégica y que comprende al menos tanto un dominio catalitico de endoglucanasa como un dominio catalitico de un
polipéptido que tiene actividad bioldgica (por ejemplo, beta-glucosidasa).

[0020] Proteina de fusion de beta-glucosidasa: el término "proteina de fusion de beta-glucosidasa" se define aqui como
un polipéptido que muestra actividad de beta-glucosidasa y que comprende al menos tanto un dominio catalitico de
beta-glucosidasa como un dominio catalitico de endoglucanasa.

[0021] Componentes de una proteina de fusidn: el término "componentes de una proteina de fusion" se define aqui
como fragmentos individuales (divididos) de la proteina de fusion, donde cada fragmento tiene actividad bioldgica e
incluye bien al menos el dominio catalitico de una endoglucanasa y al menos el dominio catalitico de un polipéptido que
tiene actividad bioldgica o al menos el dominio catalitico de un polipéptido que tiene actividad bioldgica. Por ejemplo, la
presencia de un sitio de escision, por ejemplo, el sitio Kex2, entre los componentes de al menos el dominio catalitico de
una endoglucanasa y al menos el dominio catalitico de un polipéptido que tiene actividad biologica de la proteina de
fusion puede dar como resultado la produccidon de un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa y otro
polipéptido que tiene actividad biolégica.

[0022] Componentes de una proteina de fusién de beta-glucosidasa: el término "componentes de una proteina de fusion
de beta-glucosidasa" se define aqui como fragmentos individuales (divididos) de la proteina de fusidon de beta-
glucosidasa, donde cada fragmento tiene actividad de beta-glucosidasa y es bien al menos el dominio catalitico de la
endoglucanasa y al menos el dominio catalitico de la beta-glucosidasa o al menos el dominio catalitico de la beta-
glucosidasa. Por ejemplo, la presencia de un sitio de escision, por ejemplo, el sitio Kex2, entre la endoglucanasa y
componentes de beta-glucosidasa de la proteina de fusion pueden dar como resultado la produccion de un polipéptido
que tiene actividad de endoglucanasa y otro polipéptido que tiene actividad de beta-glucosidasa.

[0023] Médulo de unién de carbohidrato: el término "mddulo de unidn a carbohidratos (CBM)" se define aqui como una
parte de la secuencia de aminoacidos de una endoglucanasa (celulasa) que estd implicada en la unién de la
endoglucanasa a celulosa (lignocelulosa). Los médulos de unién a carbohidratos generalmente funcionan por union de
manera no covalente de la endoglucanasa a la celulosa, un derivado de celulosa o un equivalente polisacarido de la
misma. Los CBMs tipicamente funcionan independientes del dominio catalitico.

[0024] Constructo de proteina de fusion: el término "constructo de proteina de fusién" se refiere a un constructo de acido
nucleico que estd compuesto de diferentes genes o partes de los mismos en enlace operativo. Los componentes
incluyen desde el final 5' una molécula de ADN que codifica al menos un dominio catalitico de endoglucanasa y una
molécula de ADN que codifica al menos un dominio catalitico de un polipéptido que tiene actividad bioldgica.

[0025] Constructo de fusion de beta-glucosidasa: el término "constructo de fusion de beta-glucosidasa" se refiere a un
constructo de acido nucleico que esta compuesto por diferentes genes o partes de los mismos en enlace operativo. Los
componentes incluyen desde el final 5' una molécula de ADN que codifica al menos un dominio catalitico de
endoglucanasa y una molécula de ADN que codifica al menos un dominio catalitico de beta-glucosidasa.

[0026] Polipéptido aislado: el término "polipéptido aislado" como se usa aqui se refiere a un polipéptido que es al menos
20% puro, preferiblemente al menos 40% puro, de forma mas preferible al menos 60% puro, incluso de forma mas
preferible al menos 80% puro, de la forma mas preferible al menos 90% puro, e incluso de la forma mas preferible al
menos 95% puro, tal y como se determina por SDS-PAGE.

[0027] Polipéptido sustancialmente puro: el término "polipéptido sustancialmente puro" se refiere aqui a una preparacion
de polipéptido que contiene como mucho 10%, preferiblemente como mucho 8%, de forma mas preferible como mucho
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6%, de forma mas preferible como mucho 5%, de forma mas preferible como mucho 4%, de forma mas preferible como
mucho 3%, incluso de forma mas preferible como mucho 2%, de la forma mas preferible como mucho 1%, e incluso de
la forma mas preferible como mucho 0,5% en peso de otro material de polipéptido con el que esta originalmente o de
forma recombinante asociado. Por lo tanto, se prefiere que el polipéptido sustancialmente puro sea al menos 92% puro,
preferiblemente al menos 94% puro, de forma mas preferible al menos 95% puro, de forma mas preferible al menos
96% puro, de forma mas preferible al menos 96% puro, de forma mas preferible al menos 97% puro, de forma mas
preferible al menos 98% puro, incluso de forma mas preferible al menos 99%, de la forma mas preferible al menos
99,5% puro, e incluso de la forma mas preferible 100% puro en peso del material de polipéptido total presente en la
preparacion. Los polipéptidos de la presente invencion estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura, es
decir, que la preparacion de polipéptido esta esencialmente libre de otro material de polipéptido con el cual esta
originalmente o de forma recombinante asociado. Esto se puede conseguir, por ejemplo, preparando el polipéptido
mediante métodos recombinantes bien conocidos o por métodos de purificacion tradicionales.

[0028] Identidad: la relacion entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nucleétidos se describe
por el parametro "identidad".

[0029] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina
utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) tal y como se
implementa en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software
Suite, Rice et al., 2000, Trends in Genetics 16: 276- 277), preferiblemente version 3.0.0 o superior. Los parametros
opcionales usados son penalizacion por apertura de espacio de 10, penalizacién por extension de espacio de 0,5 y la
matriz de sustitucion EBLOSUM62 (version EMBOSS de BLOSUMG62). El resultado de Needle marcado "identidad mas
larga" (obtenido utilizando la opcién -nobrief) se usa como la identidad en porcentaje y se calculada de la siguiente
manera:

(Residuos Idénticos x 100)/(Longitud de Alineamiento — Numero Total de Espacios en el Alineamiento)

[0030] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de desoxirribonucleétidos se
determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, supra) tal y como se implementa
en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et
al., 2000, supra),preferiblemente version 3.0.0 o superior. Los parametros opcionales utilizados son penalizaciéon por
apertura de espacio de 10, penalizacion por extension de espacio de 0,5 y la matriz de sustitucion EDNAFULL (version
EMBOSS de NCBI NUC4.4). El resultado de Needle marcado "identidad mas larga" (obtenido utilizando la opcién -
nobrief) se usa como la identidad en porcentaje y se calcula de la siguiente manera:

(Desoxirribonucledtidos Idénticos x 100)/(Longitud de Alineamiento — Numero Total de Espacios en el Alineamiento)

[0031] Fragmento de polipéptido: el término "fragmento de polipéptido" se define aqui como un polipéptido que tiene uno
0 mas aminoacidos eliminados del amino y/o carboxilo terminal de una proteina de fusion (por ejemplo, proteina de
fusion de beta-glucosidasa) o componentes de lo mismo, donde el fragmento tiene actividad biolégica (por ejemplo,
actividad de beta-glucosidasa).

[0032] Subsecuencia: el término "subsecuencia" se define aqui como una secuencia de nucleétido que tiene uno o mas
nucledtidos eliminados del extremo 5' y/o 3' de un polinucleétido, donde la subsecuencia codifica un fragmento de
polipéptido que tiene actividad bioldgica, por ejemplo, actividad de beta-glucosidasa o actividad de endoglucanasa.

[0033] Polinucledtido aislado: el término "polinucleétido aislado” tal y como se usa aqui se refiere a un polinucleétido que
es al menos 20% puro, preferiblemente al menos 40% puro, de forma mas preferible al menos 60% puro, incluso de
forma mas preferible al menos 80% puro, de la forma mas preferible al menos 90% puro, e incluso de la forma mas
preferible al menos 95% puro, como se determina por electroforesis de agarosa.

[0034] Polinucledtido sustancialmente puro: el término "polinucleétido sustancialmente puro" como se usa aqui se refiere
a una preparacion polinucleétida libre de otros nucledétidos extrafios o indeseados y en una forma adecuada para su uso
dentro de sistemas de produccién de proteina genéticamente modificada. Asi, un polinucleétido sustancialmente puro
contiene como mucho 10%, preferiblemente como mucho 8%, de forma mas preferible como mucho 6%, de forma mas
preferible como mucho 5%, de forma mas preferible como mucho 4%, de forma mas preferible como mucho 3%, incluso
de forma mas preferible como mucho 2%, de la forma mas preferible como mucho 1%, e incluso de la forma mas
preferible como mucho 0,5% en peso de otro material polinucledtido con el cual esta originalmente o de forma
recombinante asociado. Un polinucleétido sustancialmente puro puede, no obstante, incluir regiones no traducidas 5'y
3' de origen natural, tales como promotores y terminadores. Se prefiere que el polinucledtido sustancialmente puro sea
al menos 90% puro, preferiblemente al menos 92% puro, de forma mas preferible al menos 94% puro, de forma mas
preferible al menos 95% puro, de forma mas preferible al menos 96% puro, de forma mas preferible al menos 97% puro,
incluso de forma mas preferible al menos 98% puro, de la forma mas preferible al menos 99%, e incluso de la forma
mas preferible al menos 99,5% puro en peso. Los polinucleétidos estan preferiblemente en una forma sustancialmente
pura, es decir, que la preparacion polinucleétida esta esencialmente libre de otro material polinucleétido con el cual esta
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originalmente o de forma recombinante asociado. Los polinucleétidos pueden ser de origen genémico, ADNc, ARN,
semisintético sintético o cualquier combinacién de los mismos.

[0035] ADNCc: el término "ADNc" se define aqui como una molécula de ADN que se puede preparar por transcripcion
inversa de una molécula de ARNm, madura, empalmada, obtenida a partir de una célula eucariota. Al ADNc le faltan
secuencias de intrones que estan normalmente presentes en el ADN gendmico correspondiente. La transcripcion de
ARN primario inicial es un precursor para ARNm que se procesa a través de una serie de pasos antes de aparecer
como ARNm empalmado maduro. Estos pasos incluyen la eliminacién de secuencias de intrones por un proceso
denominado empalme. Al ADNc derivado ARNm le falta, por lo tanto, cualquier secuencias de intrones.

[0036] Constructo de acidos nucleicos: el término "constructo de acidos nucleicos" como se utiliza en este caso se
refiere a una molécula de acido nucleico, bien uni- o bicatenaria, que se aisla a partir de un gen de origen natural o que
se modifica para contener segmentos de acidos nucleicos de manera que de otro modo no existirian en la naturaleza. El
término constructo de acidos nucleicos es sindnimo del término "casete de expresion" cuando el constructo de acidos
nucleicos contiene las secuencias de control requeridas para la expresion de una secuencia codificante.

[0037] Secuencia de control: el término "secuencia de control" se define aqui para incluir todos los componentes que
son necesarios o0 ventajosos para la expresion de un polinucleétido que codifica un polipéptido. Cada secuencia de
control puede ser nativa o foranea de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido o nativas o foraneas entre
si. Tales secuencias de control incluyen, pero de forma no limitativa, una secuencia de poliadenilacién, lider, secuencia
de propéptido, promotor, secuencia de péptido sefal y terminador de transcripcion. Como minimo, las secuencias de
control incluyen un promotor y sefiales de parada transcripcionales y traduccionales. Las secuencias de control pueden
estar provistas de enlaces para introducir sitios de restriccidon especificos que facilitan el ligamiento de las secuencias de
control con la region de codificacion de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido.

[0038] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" denota aqui una configuracion en la que una
secuencia de control se coloca en una posicion apropiada con respecto a la secuencia de codificacion de una secuencia
polinucleétida de modo que la secuencia de control dirija la expresion de la secuencia codificante de un polipéptido.
Ademas, el término "operativamente enlazado" también se refiere a dos polinucleétidos que estan enlazados o
fusionados, que se expresan juntos como una proteina de fusioén o fusionada.

[0039] Secuencia codificante: cuando aqui se usa el término "secuencia codificante" se refiere a una secuencia de
nucleodtidos, que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto proteinico. Los limites de la
secuencia codificante estan generalmente determinados por un marco de lectura abierto, que empieza normalmente con
el codon de inicio ATG o codones de inicio alternativos tales como GTG y TTG y termina con un codén de terminacion
tal como TAA, TAG y TGA. La secuencia codificante puede ser una secuencia de ADN, ADNc o de nucledtidos
recombinante.

[0040] Expresion: el término "expresion” incluye cualquier paso implicado en la produccién del polipéptido incluyendo,
pero no limitado a, transcripcion, modificacion postranscripcional, traduccion, modificacion postraduccional y secrecion.

[0041] Vector de expresion: el término "vector de expresion” se define aqui como una molécula de ADN lineal o circular
que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de la invencién y estd operativamente enlazada a
nucledtidos adicionales que proporcionan su expresion.

[0042] Célula huésped: el término "célula huésped", como se utiliza en este caso, incluye cualquier tipo de célula que
sea susceptible de transformacion, transfeccién, transduccién y similar con un constructo de acidos nucleicos o vector
de expresion que comprenda un polinucleétido.

[0043] Variante: cuando se usa aqui, el término "variante" se refiere a un polipéptido que tiene actividad biolégica
producida por un organismo que expresa una secuencia de nucleétidos modificada, por ejemplo, SEC ID n°: 25 o una
secuencia homodloga de la misma, o la regién codificante madura de la misma. La secuencia de nucleétidos modificada
se obtiene por intervencién humana mediante modificacidon de una secuencia de nucleétidos, por ejemplo, SEC ID n°: 23
0 una secuencia homéloga de la misma, o la regidn codificante madura de la misma. La modificacion puede ser una
sustitucion, una eliminacién y/o una insercion de uno o varios aminodcidos, al igual que una sustituciéon de una o varias
cadenas laterales de aminoacidos.

Descripcion detallada de la invencion

[0044] La presente invencion se refiere a métodos para producir un polipéptido segregado que tiene actividad bioldgica,
que comprende: (a) transformacién de una célula huésped fungica con un constructo de proteina de fusién que codifica
una proteina de fusién, donde el constructo de proteina de fusién comprende: (i) un primer polinucleétido que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefial; (ii) un segundo polinucleétido que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un dominio catalitico de una endoglucanasa o una parte de la
misma; y (iii) un tercer polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un dominio
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catalitico de un polipéptido que tiene actividad biolégica o una parte de la misma, donde la proteina de fusion es SEC ID
n°: 74;

(b) cultivo de la célula huésped fungica transformada bajo condiciones adecuadas para la produccion de la
proteina de fusion; y (c) recuperacion de la proteina de fusién, un componente de la misma, o una combinacién de
los mismos, del medio de cultivo, donde la proteina de fusion o su componente tienen actividad biolégica.

[0045] Una proteina de fusién se produce por fusion de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que
tiene actividad biolégica o una parte del mismo con una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene
actividad de endoglucanasa o una parte del mismo y una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefal
operativamente enlazada a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa
o una parte del mismo. Técnicas para producir proteinas de fusidon se conocen en la técnica, e incluyen, por ejemplo,
ligar las secuencias de codificacién que codifican los polipéptidos de modo que éstas estén en marco y la expresion del
polipéptido fusionado esté bajo el control del mismo promotor(es) y terminador. También se pueden construir proteinas
de fusion utilizando tecnologia de inteina donde se crean fusiones post-traduccionalmente (Cooper et al., 1993, EMBO
J. 12: 2575-2583 ; Dawson et al., 1994, Science 266: 776- 779).

[0046] Una proteina de fusidon que tiene actividad bioldgica que comprende un péptido sefal, al menos el dominio
catalitico de una endoglucanasa o una parte de la misma, y al menos el dominio catalitico de un polipéptido que tiene
actividad biolégica o una parte del mismo, aumenta la secrecidon de la proteina de fusidn en comparaciéon con la
ausencia de al menos el dominio catalitico de la endoglucanasa o una parte de la misma. El aumento en la secrecién de
la proteina de fusién que tiene actividad biolégica es al menos 5%, preferiblemente al menos 10%, de forma mas
preferible al menos 25%, incluso de forma mas preferible al menos 50%, de forma mas preferible al menos 100%,
incluso de forma mas preferible al menos 150%, incluso de forma mas preferible al menos 200%, de la forma mas
preferible al menos 500%, e incluso de la forma mas preferible al menos 1000% en comparacion con la ausencia de al
menos el dominio catalitico de la endoglucanasa.

[0047] En cada uno de los aspectos preferidos que aparecen mas abajo, los componentes de un constructo de proteina
de fusién (constructo de acidos nucleicos) estan operativamente enlazados desde el final 5" al final 3' del constructo.

[0048] En cada uno de los aspectos preferidos anteriores, los componentes de los constructos de proteina de fusion
ademas comprenden una region promotora y/o una regiéon terminadora.

Endoglucanasas y polinucleétidos de las mismas

[0049] Un polinucledtido que codifica un dominio catalitico, polipéptido maduro, o polipéptido en toda su longitud de una
endoglucanasa, o partes de la misma, se pueden obtener a partir de cualquier organismo. Para fines de la presente
invencion, el término "polipéptido" se entendera que incluye un polipéptido en toda su longitud, polipéptido maduro o
dominio catalitico; o partes o fragmentos de los mismos que tienen actividad. El término "obtenido a partir de", como se
utiliza en este caso en relacién con una fuente dada, se refiere a que el polipéptido codificado por una secuencia de
nucleodtidos es producido por la fuente o por una cepa en la que la secuencia de nucleétidos de la fuente se ha
insertado.

[0050] Muchas endoglucanasas tienen una estructura multidominio que consiste en un dominio catalitico separado de
un dominio de unién a carbohidratos (CBM) por un péptido de enlace (Suurnakki et al., 2000, Cellulose 7: 189-209). El
dominio catalitico contiene el sitio activo, mientras que el CBM interactia con la celulosa por unién de la enzima para
ésta (van Tilbeurgh et al., 1986, FEBS Letters 204: 223-227 ; Tomme et al., 1988, European Journal of Biochemistry
170: 575-581).

[0051] Un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa se puede obtener a partir de
un gen que codifica un polipéptido bacteriano. Por ejemplo, el polipéptido puede ser un polipéptido bacteriano gram
positivo incluyendo, pero no limitado a, un polipéptido de Bacillus, Streptococcus, Streptomyces, Staphylococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Clostridium, Geobacillus u Oceanobacillus, por ejemplo, un polipéptido de
Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus lautus,
Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus
thuringiensis, Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis y Streptococcus equi subsp.
Zooepidemicus, Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; o un polipéptido bacteriano gram negativo incluyendo,
pero no limitado a, un polipéptido de E. coli, Pseudomonas, Salmonella, Campylobacter, llyobacter, Flavobacterium,
Fusobacterium, llyobacter, Neisseria o Ureaplasma.

[0052] Ejemplos de endoglucanasas bacterianas que se pueden usar como fuentes para los polinucleétidos en los
métodos de la presente invencion, incluyen, pero de forma no limitativa, una endoglucanasa de Acidothermus
cellulolyticus (WO 91/05039; WO 93/15186; patente de EE.UU. n° 5.275.944; WO 96/02551; patente de EE.UU. n°
5.536.655, WO 00/70031, WO 05/093050); endoglucanasa Ill de Thermobifida fusca (WO 05/093050); y endoglucanasa
V de Thermobifida fusca (WO 05/093050).
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[0053] En otro aspecto preferido, un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa se
puede obtener a partir de un polipéptido de Humicola insolens.

[0054] Las técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene actividad de
endoglucanasa se conocen en la técnica e incluyen aislamiento de ADN gendmico, preparaciéon de ADNc o una
combinacién de los mismos. La clonacién de los polinucleétidos a partir de tal ADN gendémico se puede efectuar, por
ejemplo, usando la reaccion en cadena de polimerasa bien conocida (PCR) o la seleccidon de anticuerpo de bibliotecas
de expresion para detectar fragmentos de ADN clonado con caracteristicas estructurales compartidas. Véase, por
ejemplo, Innis et al., 1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic Press, New York. Otros procedimientos
de amplificacion de acido nucleico tales como reaccion en cadena de la ligasa (LCR), transcripcion activada ligada (LAT)
y amplificacién basada en secuencias de nucleétidos (NASBA) se pueden utilizar.

[0055] Se entendera que para las especies anteriormente mencionadas la invencion abarca tanto los estados perfectos
como los imperfectos, y otros equivalentes taxondmicos, por ejemplo, anamorfos, independientemente del nombre de la
especie por el que se conozcan. Expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de equivalentes apropiados.

[0056] Cepas de estas especies son de facil acceso para el publico en diferentes colecciones de cultivo, tales como la
American Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM),
Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern
Regional Research Center (NRRL).

[0057] En otro aspecto preferido, el polipéptido en toda su longitud, polipéptido maduro o dominio catalitico de la
endoglucanasa, o una parte del mismo, es codificado por un polinucleétido obtenido a partir de un gen de
endoglucanasa VI.

[0058] En otro aspecto preferido, el polipéptido en toda su longitud, polipéptido maduro o dominio catalitico de la
endoglucanasa, o una parte del mismo, es codificado por un polinucleétido obtenido a partir de un gen de
endoglucanasa de la familia 45.

Polipéptidos que tienen actividad biolégica y polinucleétidos de los mismos

[0059] En un aspecto mas preferido, el polipéptido es una endoglucanasa. En otro aspecto mas preferido, el polipéptido
es una celobiohidrolasa.

[0060] En otro aspecto preferido, un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa se
puede obtener a partir de Humicola insolens.

[0061] En otro aspecto preferido, el polipéptido en toda su longitud, polipéptido maduro o dominio catalitico de la beta-
glucosidasa, o una parte del mismo, es codificado por un polinucleétido obtenido a partir de un gen de beta-glucosidasa
de Aspergillus oryzae. En un aspecto mas preferido, el polipéptido de longitud completo, polipéptido maduro o dominio
catalitico de la beta-glucosidasa, o una parte del mismo, es codificado por un polinucleétido obtenido a partir de un gen
de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae que comprende SEC ID n°: 23 que codifica el polipéptido de SEC ID n°: 24 o
un gen mutante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae que comprende SEC ID n°: 25 que codifica el polipéptido de
SEC ID n°: 26.

[0062] En otro aspecto preferido, la beta-glucosidasa se segrega naturalmente. En otro aspecto preferido, la beta-
glucosidasa no se segrega naturalmente.

Péptidos sefal

[0063] El péptido sefial puede ser cualquier péptido sefial apropiado reconocido por una célula huésped para la
secrecion extracelular de una proteina de fusion de la presente invencion. La secuencia sefal es preferiblemente la que
esta naturalmente asociada al componente de endoglucanasa de la proteina de fusién que se va a expresar.

[0064] El final 5' de la secuencia codificante de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido puede contener
intrinsecamente una region codificante del péptido sefal naturalmente enlazado en el marco de lectura de traduccion
con el segmento de la regién de codificacion que codifica el polipéptido segregado. Alternativamente, el final 5' de la
secuencia codificante puede contener una region codificante del péptido sefial que sea foranea a la secuencia
codificante. La region codificante del péptido sefial foranea puede ser necesaria donde la secuencia codificante no
contenga naturalmente una regién codificante del péptido sefial. Alternativamente, la region codificante del péptido sefial
foranea puede simplemente reemplazar la regién codificante del péptido sefial natural para mejorar la secrecion del
polipéptido. No obstante, cualquier regién codificante del péptido sefial que dirija la proteina de fusién expresada en la
via secretora de una célula huésped de eleccion, es decir, segregada en un medio de cultivo, se puede utilizar en la
presente invencion.
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[0065] Secuencias de codificacion de péptido sefial eficaces para células huésped fungicas filamentosas son la
secuencia codificante del péptido sefial obtenida a partir de la endoglucanasa de Humicola insolens.

[0066] En un aspecto preferido, la secuencia codificante del péptido sefial se obtiene a partir de un gen de Humicola
insolens que codifica una endoglucanasa V. En un aspecto mas preferido, la secuencia codificante de péptido sefal
codifica los aminoacidos 1 a 21 de SEC ID n° 2. En otro aspecto mas preferido, la secuencia codificante del péptido
sefial es los nucledtidos 1 a 63 de SEC ID n°: 1.

[0067] La proteina de fusidon puede comprender ademas un segundo péptido sefial que se una con el componente de
beta-glucosidasa de la proteina de fusion. La secuencia codificante del péptido sefal puede ser la secuencia codificante
del péptido sefial que esté naturalmente asociada a la secuencia codificante del polipéptido que tiene actividad biolégica
o puede ser una secuencia codificante del péptido sefal diferente, tal como una de las descritas anteriormente.

[0068] En un aspecto preferido, la secuencia codificante del péptido sefial es una secuencia naturalmente asociada a
una secuencia codificante de beta-glucosidasa.

Enlaces

[0069] Tal y como se menciona supra, muchas endoglucanasas tienen una estructura multidominio que consiste en un
dominio catalitico separado de uno o mas médulos de unién a carbohidratos por un(os) péptido(s) enlazador(es). En los
métodos de la presente invencion, los constructos de proteina de fusién pueden ademas comprender una secuencia
codificante de enlazador localizada 3' a la secuencia que comprende el dominio catalitico de endoglucanasa y 5' a la
secuencia que comprende el dominio catalitico del polipéptido que tiene actividad biolégica.

[0070] El enlazador se puede obtener a partir del mismo gen que el dominio catalitico de la endoglucanasa o a partir de
un gen de endoglucanasa diferente. Por otro lado, el enlazador puede ser sintético en el origen.

[0071] Ejemplos de enlaces que se pueden usar en los métodos de la presente invencion incluyen, pero de forma no
limitativa, enlaces obtenidos a partir de los genes para la celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei (Srisodsuk et al.,
1993, Journal of Biological Chemistry 268: 20765-20761); celobiohidrolasa Cel7A de Hypocrea jecorina
(precedentemente Trichoderma reesei) (Mulakala et al., 2005, Proteins 60: 598-605); endoglucanasa V de Humicola
insolens; y endoglucanasa NRRL 8126 CEL7C Thielavia terrestris.

[0072] En un aspecto preferido, el enlazador se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa de Humicola insolens. En
otro aspecto preferido, el enlazador se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa de Trichoderma reesei. En un
aspecto mas preferido, el enlazador se obtiene a partir de una endoglucanasa V del gen de Humicola insolens (eg5).

[0073] En otro aspecto preferido, el enlazador se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa de Thielavia terrestris. En
otro aspecto mas preferido, el enlazador se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa NRRL 8126 CEL7C de
Thielavia terrestris.

[0074] En un aspecto preferido, el enlazador es al menos 5 residuos de aminoacidos. En un aspecto mas preferido, el
enlazador es al menos 15 residuos de aminoacidos. En un aspecto mas preferido, el enlazador es al menos 25 residuos
de aminoacidos.

[0075] En un aspecto preferido, el enlazador es entre aproximadamente 5 a aproximadamente 60 residuos de
aminoacidos. En un aspecto mas preferido, el enlazador es entre aproximadamente 15 a aproximadamente 50 residuos
de aminoacidos. En un aspecto mas preferido, el enlazador es entre aproximadamente 25 a aproximadamente 45
residuos de aminoacidos.

Modulos de unién a carbohidratos

[0076] Los modulos de union a carbohidratos (CBMs) se definen como secuencias de aminoacidos contiguos con un
pliegue discreto que tienen actividad de unién a carbohidratos y se encuentran comiunmente dentro de enzimas activas
de carbohidratos. Varios tipos de CBMs se han descrito, y una mayoria de los mismos se enlazan a polisacaridos
insolubles (véase Boraston et al., 2004, Biochem J. 382: 769-781). Se han caracterizado mdédulos de unién a
carbohidratos que median interacciéon con, por ejemplo, celulosa cristalina, celulosa no cristalina, quitina, beta-1,3-
glucanos y glucanos de enlace beta-1,3-1,4-mezclado, xilano, manano, galactano y almidén. Los médulos de unién a
carbohidratos ocurren frecuentemente en celulasas multidominio. Mientras algunos CBMs confieren enlace especifico a
un subconjunto de estructuras de carbohidratos, otros son mas generales en su capacidad para asociarse con varios
polisacaridos. Los CBMs que confieren unién a celulosa a veces se denominan dominios de enlace a celulosa, o CBDs
(Boraston et al., 2004, Biochem J. 382: 769-781). Los CBMs se reagrupan por similitud de aminoacido; actualmente, hay
descritas 48 familias de CBM.

[0077] Las glicésido hidrolasas pueden comprender mas de un dominio catalitico y uno, dos, tres o0 mas CBMs, y
opcionalmente ademas comprenden una o varias regiones de secuencia de aminoacidos de polipéptido que conectan el
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CBM(s) con el dominio(s) catalitico(s), una region del ultimo tipo normalmente se denomina un "enlazador". Ejemplos de
enzimas hidroliticas que comprenden un CBM son celulasas, xilanasas, mananasas, arabinofuranosidasas,
acetilesterasas y quitinasas (véase P. Tomme et al., Cellulose-Binding Domains - Classification and Properties in
Enzymatic Degradation of Insoluble Carbohydrates, John N. Saddler and Michael H. Penner (Eds.), ACS Symposium
Series, No. 618, 1996).

[0078] Un CBM se puede localizar en el N o C terminal o en una posicion interna de una proteina o polipéptido. La
region de un polipéptido o proteina que constituye un CBM tipicamente consiste en mas de aproximadamente 30 y
menos de aproximadamente 250 residuos de aminoacidos. Por ejemplo: aquellos CBMs enumerados y clasificados en
la familia | consisten en 33-37 residuos de aminoacidos, aquellos enumerados y clasificados en la familia 2a consisten
en 95-108 residuos de aminoacidos, y aquellos enumerados y clasificados en la familia 6 consisten en 85-92 residuos
de aminoacidos. Por consiguiente, el peso molecular de una secuencia de aminoacidos que constituye un CBM estara
tipicamente en la gama de aproximadamente 4 kDa a aproximadamente 40 kDa, y normalmente por debajo de
aproximadamente 35 kDa.

[0079] En los métodos de la presente invencion, cualquier CBM puede ser utilizado. EI CBM puede estar naturalmente
asociado a la endoglucanasa o puede ser foraneo de la endoglucanasa.

[0080] En un aspecto preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa (EG) de Trichoderma reesei.
En un aspecto mas preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa EGI de Trichoderma reesei. En
otro aspecto mas preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa EGII de Trichoderma reesei. En
otro aspecto mas preferido, un CBM se obtiene a partir de un EGV de endoglucanasa de Trichoderma reesei.

[0081] En otro aspecto preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de celobiohidrolasa (CBH) de Trichoderma
reesei. En otro aspecto preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen CBHI de Trichoderma reesei (Terri et al., 1987,
Gene 51: 42-52 ; Linder and Teeri, 1996, Biochemistry 93: 12251-12255). En otro aspecto preferido, un CBM se obtiene
a partir de un gen CBHIIl de Trichoderma reesei.

[0082] En otro aspecto preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa de Thielavia terrestris. En otro
aspecto mas preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa NRRL 8126 CEL7C de Thielavia
terrestris.

Sitio de escision

[0083] En los métodos de la presente invencidn, los constructos de proteina de fusion pueden ademas comprender una
secuencia de nucleotidos que codifica un sitio de escision. El sitio de escisidn esta preferiblemente localizado entre la
secuencia que comprende al menos el dominio catalitico de la endoglucanasa y la secuencia que comprende al menos
el dominio catalitico del polipéptido que tiene actividad biolégica. En la secrecion de la proteina de fusion, el sitio se
divide liberando el polipéptido que tiene actividad biolégica a partir de la proteina de fusion.

[0084] Ejemplos de sitios de escision incluyen, pero de forma no limitativa, un sitio Kex2 que codifica el dipéptido Lys-
Arg (Martin et al., 2003, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 3: 568-76 ; Svetina et al., 2000, J. Biotechnol. 76: 245-251 ;
Rasmussen-Wilson et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-3493 ; Ward et al., 1995, Biotechnology 13: 498-503 ;
and Contreras et al., 1991, Biotechnology 9: 378-381), un sitio lle-(Glu o Asp)-Gly-Arg, que es dividido por una proteasa
de factor Xa después del residuo de arginina (Eaton et al., 1986, Biochem. 25: 505-512); un sitio Asp-Asp-Asp-Asp-Ly,
que es dividido por una enteroquinasa después de la lisina (Collins-Racie et al., 1995, Biotechnology 13: 982-987); un
sitio His- Tyr-Glu o un sitio His-Tyr-Asp, que es dividido por genenasa | (Carter et al., 1989, Proteins: Structure,
Function, and Genetics 6: 240-248); un sitio Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser, que es dividido por trombina después del Arg
(Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48); un sitio Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly, que es dividido por proteasa de
TEV después del GIn (Stevens, 2003, supra); y un sitio Leu-Glu-Val- Leu-Phe-GIn-Gly-Pro, que es dividido por una
forma genéticamente modificada de proteasa de rinovirus humano 3C después del GIn (Stevens, 2003, supra).

Proteinas de fusién

[0085] Una proteina de fusion que tiene actividad biolégica de la presente invencion que comprende un péptido sefal, al
menos el dominio catalitico de una endoglucanasa o una parte de la misma, y al menos el dominio catalitico de un
polipéptido que tiene actividad bioldgica o una parte del mismo, aumenta la secrecion de la proteina de fusién en
comparacion con la ausencia de al menos el dominio catalitico de la endoglucanasa o una parte del mismo. En cada
uno de los aspectos preferidos a continuacién, los componentes de una proteina de fusién se enlazan en marco desde
el N terminal al C terminal de la proteina.

[0086] En un aspecto preferido, la proteina de fusion comprende un péptido sefial, un polipéptido maduro de una
endoglucanasa y un dominio catalitico de un polipéptido que tiene actividad bioldgica.

Promotores
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[0087] La regién promotora puede ser cualquier secuencia promotora apropiada reconocida por una célula huésped
para la expresion de una proteina de fusion. La secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcionales
que median la expresién del polipéptido. EI promotor puede ser cualquier secuencia de nucleétidos que muestre
actividad transcripcional en la célula huésped de elecciéon incluyendo promotores mutantes, truncados, tandem e
hibridos, y se pueden obtener a partir de genes que codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares bien nativos o
foraneos (heterélogos) de la célula huésped. Promotores ejemplares incluyen tanto promotores constitutivos como
promotores inducibles.

[0088] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de proteina de fusion de la
presente invencion, especialmente en una célula huésped bacteriana, son los promotores obtenidos del operén lac de E.
coli, gen de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), gen de levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), gen de alfa-
amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), gen de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), gen de
alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), gen de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP), genes xylA y
xyIB de Bacillus subtilis, y gen de beta-lactamasa procariotica (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proceedings of the National
Academy of Sciences EE.UU. 75: 3727-3731), al igual que el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proceedings of the
National Academy of Sciences EE.UU. 80: 21-25). Otros promotores se describen en "Useful proteins from recombinant
bacteria" in Scientific American, 1980, 242: 74-94; y en Sambrook et al., 1989, supra.

[0089] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de proteina de fusion de la
presente invencion en una célula huésped fungica filamentosa son promotores obtenidos a partir de los genes para
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus
niger, alfa-amilasa 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 Asperqgillus nidulans, amiloglucosidasa de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Daria de Fusarium
venenatum (WO 00/56900), Quinn de Fusarium venenatum (WO 00/56900), proteasa de tipo tripsina de Fusarium
oxysporum (WO 96/00787), beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei,
celobiohidrolasa Il de Trichoderma reesei, endoglucanasa | de Trichoderma reesei, endoglucanasa Il de Trichoderma
reesei, endoglucanasa lll de Trichoderma reesei, endoglucanasa IV de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de
Trichoderma reesei, xilanasa | de Trichoderma reesei, xilanasa |l de Trichoderma reesei, beta-xilosidasa de Trichoderma
reesei, beta-tubulina de Coprinus cinereus y swollenin 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.

[0090] En un huésped de levadura, se obtienen promotores utiles a partir de los genes para enolasa de Saccharomyces
cerevisiae (ENO-1), galactoquinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol dehidrogenasal/gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH1; ADH2/GAP), triosa fosfato isomerasa de Saccharomyces
cerevisiae (TPl), metalotionina de Saccharomyces cerevisiae (CUP1) y 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces
cerevisiae. Otros promotores utiles para células huésped de levadura se describen en Romanos et al., 1992, Yeast 8:
423-488.

[0091] En un aspecto preferido, el promotor es un promotor de celobiohidrolasa. En un aspecto mas preferido, el
promotor es un promotor de celobiohidrolasa | (cbh1). En un aspecto mas preferido incluso, el promotor es un promotor
del gen de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei (cbh1). En un aspecto mas preferido, el promotor es el promotor
cbh1 de Trichoderma reesei de los nucledtidos 505 a 1501 de SEC ID n° 29 (numero de registro D86235 del
GENBANK™). En otro aspecto mas preferido, el promotor es un promotor de celobiohidrolasa Il (cbh2). En otro aspecto
mas preferido incluso, el promotor es un promotor del gen de celobiohidrolasa Il de Trichoderma reesei (cbh2). En otro
aspecto mas preferido, el promotor es el promotor de Trichoderma reesei cbh2 de los nucleétidos 1 a 582 de SEC ID n°:
30 (numero de registro M55080 del GENBANK™),

[0092] En otro aspecto preferido, el promotor es el promotor NA2-tpi. En otro aspecto preferido, el promotor es un
promotor de TAKA amilasa. En otro aspecto preferido, el promotor es un promotor de amiloglucosidasa de Fusarium
venenatum. En otro aspecto preferido, el promotor es un promotor de proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum.
En otro aspecto preferido, el promotor es un promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori
(glaA).

[0093] En un aspecto preferido, la regiéon promotora dirige la expresion del primer, segundo y tercer polinucleétido, y
alternativamente también el cuarto polinucleétido.

Terminadores
[0094] EI terminador puede ser cualquier secuencia terminadora de transcripciéon adecuada reconocida por una célula
huésped para terminar la transcripcion. La secuencia terminadora esta operativamente enlazada al 3' terminal de la

secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador que sea funcional en la célula huésped de
eleccion se puede utilizar en la presente invencion.
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[0095] 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 nigery proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum.

[0096] Terminadores preferidos para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C de Saccharomyces cerevisiae (CYC1), y gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores utiles para células huésped de levadura son
descritos por Romanos et al., 1992, supra.

[0097] En un aspecto preferido, el terminador es un terminador del gen de celobiohidrolasa. En un aspecto mas
preferido, el terminador es un terminador del gen de celobiohidrolasa | (cbh1). En un aspecto mas preferido incluso, el
terminador es un terminador del gen de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei (cbh1). En un aspecto mas preferido,
el terminador es el terminador de Trichoderma reesei cbh1 de SEC ID n° 31. En otro aspecto mas preferido, el
terminador es un terminador del gen de celobiohidrolasa Il (cbh2). En otro aspecto mas preferido incluso, el terminador
es un terminador del gen de celobiohidrolasa Il de Trichoderma reesei (cbh2). En otro aspecto mas preferido, el
terminador es el terminador de Trichoderma reesei cbh2 de SEC ID n°: 32.

[0098] En otro aspecto preferido, el terminador es un terminador de TAKA amilasa. En otro aspecto preferido, el
promotor es un terminador de proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum. En otro aspecto preferido, el promotor
es un terminador de glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori (glaA).

Otras secuencias reguladoras

[0099] Los constructos de proteina de fusion pueden ademas comprender otros elementos reguladores tales como una
secuencia lider de poliadenilacion y otros elementos.

[0100] La secuencia reguladora también puede ser una secuencia lider adecuada, una region no traducida de un ARNm
que sea importante para la traduccién por la célula huésped. La secuencia lider esta operativamente enlazada al 5'
terminal de la secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de fusién. Cualquier secuencia lider que sea funcional
en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0101] Lideres que se prefieren para células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans.

[0102] Lideres adecuados para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae (ENO-1), 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces cerevisiae, alfa-factor de
Saccharomyces cerevisiae y alcohol deshidrogenasal/gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces
cerevisiae (ADH2/GAP).

[0103] La secuencia reguladora también puede ser una secuencia de poliadenilacién, una secuencia operativamente
enlazada al 3' terminal de la secuencia de nucleétidos y, cuando se transcribe, es reconocida por la célula huésped
como una sefal para afiadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier secuencia de poliadenilacion que
sea funcional en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0104] Secuencias de poliadenilacion preferidas 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, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger.

[0105] Secuencias de poliadenilacion utiles para células huésped de levadura se describen en Guo y Sherman, 1995,
Molecular Cellular Biology 15 5983-5990.

[0106] También puede ser deseable afadir secuencias reguladoras que permitan la regulacion de la expresion del
polipéptido con respecto al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son aquellos que hacen
que la expresion del gen se active (ON) o desactive (OFF) en respuesta a una sustancia quimica o estimulo fisico,
incluyendo la presencia de un compuesto regulador. Sistemas reguladores en sistemas procariéticos incluyen los
sistemas operadores lac, tac y trp . En la levadura, el sistema ADH2 o sistema GAL1 se pueden utilizar. En hongos
filamentosos, el promotor de TAKA alfa-amilasa, el promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger y el promotor de
glucoamilasa de Aspergillus oryzae se pueden utilizar como secuencias reguladoras. Otros ejemplos de secuencias
reguladoras son aquellas que permiten amplificacién génica. En sistemas eucariéticos, 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.

[0107] Los constructos de proteina de fusién preferiblemente contienen uno o varios marcadores seleccionables que
permiten una facil seleccidon de células transformadas, modificadas, transducida o similares. Un marcador seleccionable
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es un gen cuyo producto proporciona resistencia biocida o virica, resistencia a metales pesados, prototrofia a auxétrofos
y similares.

[0108] Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus
licheniformis, o marcadores que confieren resistencia antibidtica tales como resistencia a la ampicilina, canamicina,
cloranfenicol o tetraciclina. Marcadores adecuados para células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2,
MET3, TRP1 y URA3. Marcadores seleccionables para su uso en una célula huésped fungica filamentosa incluyen, pero
de forma no limitativa, amdS (acetamidasa), argB (ornitina-carbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa),
hph (higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato-reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato-descarboxilasa), sC (sulfato
adeniltransferasa) y trpC (antranilato sintasa), al igual que equivalentes de los mismos. Se prefiere para su uso en una
célula de Aspergillus los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces
hygroscopicus.

Vectores de expresion

[0109] La presente invencidn también se refiere a vectores de expresidon recombinantes que comprenden un
polinucleétido que codifica una proteina de fusién, un promotor y sefiales de parada transcripcional y traduccional. Los
diferentes acidos nucleicos y secuencias de control descritos aqui se pueden juntar juntos para producir un vector de
expresion recombinante que puede incluir uno o varios sitios de restriccion adecuados para permitir la insercion o la
sustitucion de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido en tales sitios. Alternativamente, un polinucleétido
que codifica una proteina de fusion se puede expresar por insercién de la secuencia de nucleétidos o un constructo de
proteina de fusién que comprende la secuencia en un vector apropiado para la expresion. Al crear el vector de
expresion, la secuencia codificante se localiza en el vector de modo que la secuencia codificante esté operativamente
enlazada a las secuencias de control apropiadas para la expresion.

[0110] El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plasmido o virus) que se puede
someter convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresiéon de la secuencia de
nucleodtidos. La eleccidon del vector tipicamente dependera de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la
que el vector debe ser introducido. Los vectores pueden ser plasmidos circulares lineales o cerrados.

[0111] EI vector puede ser un vector de replicacion autébnoma, es decir, un vector que exista como una entidad
extracromosomica, cuya replicacién sea independiente de la replicacion cromosémica, por ejemplo, un plasmido, un
elemento extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio
para asegurar la autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula
huésped, se integre en el genoma y replique con el cromosoma(s) en el que se haya integrado. Ademas, un unico vector
o plasmido o dos o0 mas vectores o plasmidos que juntos contengan el ADN total que se va a introducir en el genoma de
la célula huésped, o un transposén se puede utilizar.

[0112] Los vectores de la presente invencion preferiblemente contienen uno o varios marcadores seleccionables que
permiten la facil seleccion de células transformadas, modificadas, transducidas o similares. Ejemplos de marcadores
seleccionables bacterianos, de levadura, fungicos filamentosos se describen aqui.

[0113] Un vector de la presente invencién preferiblemente contiene un elemento(s) que permite la integracion del vector
en el genoma de la célula huésped o la replicacion autonoma del vector en la célula independiente del genoma.

[0114] Para la integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede depender de la secuencia que codifica del
polinucleétido el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para la integracion en el genoma por recombinacion
homoéloga o no homdloga. Alternativamente, el vector puede contener secuencias de nucleétidos adicionales para dirigir
la integracion por recombinacion homéloga en el genoma de la célula huésped en una ubicacién(es) precisa en el
cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integracion en una ubicacion precisa, los elementos integracionales
deberian contener preferiblemente un nimero suficiente de acidos nucleicos, tal como de 100 a 10.000 pares de bases,
preferiblemente de 400 a 10.000 pares de bases, y de la forma mas preferible de 800 a 10.000 pares de bases, que
tienen un grado alto de identidad con la secuencia objetivo correspondiente para mejorar la probabilidad de
recombinacién homologa. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea homdloga de la
secuencia objetivo en el genoma de la célula huésped. Ademas, los elementos integracionales pueden ser secuencias
de nucledtidos no codificantes o codificantes. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma de la célula
huésped por recombinacion no homdloga.

[0115] Para la replicacion auténoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicacion que permita al vector
replicar de manera auténoma en la célula huésped en cuestion. El origen de replicacion puede ser cualquier replicador
plasmido mediando replicacién autbnoma que funcione en una célula. El término "origen de replicaciéon" o "replicador
plasmido" se define aqui como una secuencia de nucleétidos que permite a un plasmido o vector replicar in vivo.

[0116] Ejemplos de origenes bacterianos de replicacion son los origenes de replicacion de los plasmidos pBR322,

pUC19, pACYC177 y pACYC184 permitiendo la replicacion en el E. coli, y pUB110, pE194, pTA1060 y pAMR1
permitiendo la replicacion en Bacillus.
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[0117] Ejemplos de origenes de replicacion para su uso en una célula huésped de levadura son el origen de replicacion
de 2 micras, ARS1, ARS4, la combinacion de ARS1 y CEN3 y la combinacién de ARS4 y CENG.

[0118] 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). Aislamiento del gen
AMA1 y construccidn de plasmidos o vectores que comprenden el gen se puede realizar segun los métodos descritos en
la WO 00/24883.

[0119] Mas de una copia de un polinucleétido que codifica una proteina de fusidén se puede insertar en la célula huésped
para aumentar la produccion del producto génico. Un aumento en el nimero de copias del polinucleétido se puede
obtener 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 células que contienen copias amplificadas del gen
marcador seleccionable, y por lo tanto copias adicionales del polinucledtido, se pueden seleccionar por cultivo de las
células en presencia del agente seleccionable apropiado.

[0120] Los procedimientos usados para enlazar los elementos anteriormente descritos para construir los vectores de
expresion recombinantes de la presente invenciéon son conocidos por un experto en la materia (véase, por ejemplo,
Sambrook et al., 1989, supra).

Células huésped

[0121] La presente invencién también se refiere a células huésped fungicas recombinantes, que comprenden un
polinucleétido que codifica una proteina de fusién de la presente invencién, que se usan ventajosamente en la
produccién recombinante de la proteina. Un vector que comprende un polinucleétido de la presente invencion se
introduce en una célula huésped fungica de modo que el vector se mantenga como un integrante cromosémico o como
un vector extracromosomal que se duplica como se se ha descrito anteriormente. El término "célula huésped" abarca
cualquier descendiente de una célula madre que no sea idéntico a la célula madre debido a mutaciones que se
produzcan durante la replicacion.

[0122] La célula huésped fungica puede ser cualquier célula fungica util en la produccion recombinante de un polipéptido
de la presente invencion.

[0123] "Hongo", como se utiliza en este caso, incluye los filos Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y
Zygomycota (como se definen por Hawkswort et al., en, Ainsworth and Bisby's Dictionary of The Fungi, 8th edition,
1995, CAB International, University Press, Cambridge, Reino Unido) al igual que la Oomycota (como se cita en
Hawksworth et al., 1995, supra, pagina 171) y todos hongos mitospéricos (Hawkswort et al., 1995, supra).

[0124] En un aspecto preferido, la célula huésped fungica es una célula de levadura. "Levadura", como se utiliza en este
caso, incluye levadura ascoespordgena (Endomycetales), levadura basidioesporogénea y levadura de los Fungi
Imperfecti (Blastomycetes). Dado que la clasificacion de levadura puede cambiar en el futuro, para los fines de esta
invencion, la levadura debe ser definida como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A., Passmore,
S.M., and Davenport, R.R., eds, Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No. 9, 1980).

[0125] En un aspecto mas preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Candida, Hansenula,
Kluyveromices, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia.

[0126] En un aspecto mas preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Saccharomyces carlsbergensis,
Saccharomyces cerevisiae, 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.

[0127] En otro aspecto preferido, la célula huésped fungica es una célula fungica filamentosa. "Hongos filamentosos"
incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota (como se define por Hawkswort et al.,
1995, supra). Los hongos filamentosos se caracterizan generalmente por una pared micelial compuesta por quitina,
celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos. El crecimiento vegetativo es por alargamiento
hifal y el catabolismo de carbono es estrictamente aerdbico. 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.

[0128] En un aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Acremonium, Asperqgillus,
Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium,
Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, ~Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Phanerochaete, Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium,
Trametes o Trichoderma.
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[0129] En un aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Aspergillus awamori,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus
oryzae. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped fungica flamentosa 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 o 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 subvermispora,
Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium lucknowense, Chrysosporium tropicum, Chrysosporium merdarium,
Chrysosporium inops, Chrysosporium pannicola, Chrysosporium queenslandicum, Chrysosporium zonatum, Coprinus
cinereus, 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.

[0130] Las células fungicas se pueden transformar por un proceso que implica la formacidon de protoplasto, la
transformacion de los protoplastos y la regeneracion de la pared celular de manera conocida de por si. Procedimientos
adecuados para la transformacion de células huésped de Aspergillus y Trichoderma se describen en la EP 238 023 y en
Yelton et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences EE.UU. 81: 1470-1474. Métodos adecuados para
transformar especies de Fusarium son descritos por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 , and WO 96/00787. La
levadura se puede transformar utilizando los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson, J.N. and
Simon, M.l., editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, Volume 194, pp 182-187,
Academic Press, Inc., New York ; lto et al, 1983, Journal of Bacteriology 153: 163 ; and Hinnen et al., 1978,
Proceedings of the National Academy of Sciences EE.UU. 75: 1920.

Produccién y recuperacion

[0131] En los métodos de la presente invencion, la célula huésped fungica se cultiva en un medio nutritivo adecuado
para la produccion de un polipéptido que tiene actividad bioldgica utilizando métodos bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, la célula se puede cultivar por cultivo en matraz de agitacién y fermentacién a pequefia o gran escala
(incluyendo fermentacion continua, de lote, de lote alimentado o de estado sdlido) en laboratorio o fermentadores
industriales realizadas en un medio adecuado y bajo condiciones que permitan que el polipéptido se exprese y/o aisle.
El cultivo tiene lugar en un medio nutritivo adecuado que comprende fuentes de nitrégeno y carbono y sales inorganicas,
utilizando procedimientos conocidos en la técnica. Medios adecuados estan disponibles de proveedores comerciales o
se pueden preparar segun composiciones publicadas (por ejemplo, en catadlogos de la American Type Culture
Collection).

[0132] En los métodos de la presente invencion, el polipéptido que tiene actividad bioldgica se selecciona del grupo que
consiste en una proteina de fusion, componentes de la proteina de fusién y una combinacion de la proteina de fusién y
sus componentes.

[0133] En un aspecto preferido, el polipéptido que tiene actividad bioldgica es una proteina de fusion.

[0134] En otro aspecto preferido, el polipéptido que tiene actividad biolégica es un componente(s) de una proteina de
fusion.

[0135] En otro aspecto preferido, el polipéptido que tiene actividad biolégica es una combinacion de una proteina de
fusion y componentes de la misma.

[0136] Los polipéptidos que tienen actividad bioldgica se pueden detectar usando métodos conocidos en la técnica que
son especificos para los polipéptidos. Estos métodos de deteccidn pueden incluir el uso de anticuerpos especificos, la
formacion de un producto enzimatico o la desaparicién de un sustrato enzimatico. Por ejemplo, un ensayo enzimatico se
puede utilizar para determinar la actividad del polipéptido, como se describe en este caso, que puede incluir tanto
actividad de endoglucanasa como una actividad biolégica especifica.

[0137] El polipéptido resultante que tiene actividad biolégica, por ejemplo, proteina de fusion de beta-glucosidasa o un
componente del mismo, se puede recuperar utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido se
puede recuperar del medio nutritivo por procedimientos convencionales incluyendo, pero no limitado a, centrifugado,
filtracion, extraccién, secado por pulverizacion, evaporacién o precipitacion.

[0138] Los polipéptidos de la presente invencién se puede purificar por una variedad de procedimientos conocidos en la
técnica incluyendo, pero no limitado a, cromatografia (por ejemplo, de intercambio idnico, afinidad, hidrofébica,
cromatoenfoque y exclusién de tamafio), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque preparativo),
solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacion de sulfato aménico), SDS-PAGE o extraccion (véase, por ejemplo,
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Protein Purification, J.-C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishers, New York, 1989) para obtener polipéptidos
sustancialmente puros.

Composiciones

[0139] La presente invencién también se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido que tiene actividad
biolégica de la presente invencion. Preferiblemente, las composiciones se enriquecen con tal polipéptido. El término
"enriquecido” indica que la actividad biolégica de la composiciéon ha sido aumentada, por ejemplo, con un factor de
enriquecimiento de al menos 1.1.

[0140] La composicién puede comprender un polipéptido de la presente invencién como el componente enzimatico
mayor, por ejemplo, una composicion monocomponente. Alternativamente, la composicion puede comprender
actividades enzimaticas multiples, tal como una aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa,
celulasa, quitinasa, cutinasa, glicosiltransferasa de ciclodextrina, desoxiribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, alfa-glucosidasa, 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) se puede producir, 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.

[0141] Las composiciones de polipéptido se pueden preparar conforme a métodos conocidos en la técnica y pueden ser
en forma de un liquido o una composicion seca. Por ejemplo, la composicion de polipéptido puede ser en forma de un
granulado o un microgranulado. El polipéptido que se va a incluir en la composicion se puede estabilizar conforme a
métodos conocidos en la técnica.

[0142] Mas adelante se dan ejemplos de usos preferidos de las composiciones de polipéptido de la invencion. La
dosificacién de la composicion de polipéptido de la invencién y otras condiciones bajo las que la composicion se usa se
pueden determinar basandose en métodos conocidos en la técnica.

Usos

[0143] La presente invencion se dirige también a métodos para el uso de las proteinas de fusidon o componentes de las
mismas o composiciones de las mismas.

Métodos de tratamiento de material celuldsico

[0144] Los métodos de la presente invencién son particularmente utiles para mejorar la secrecion de polipéptidos que
tienen actividad celulolitica o hemicelulolitica en cantidades comercialmente importantes, que se pueden usar para
degradar o convertir material lignocelulésico. Tales polipéptidos incluyen, pero de forma no limitativa, endoglucanasas,
celobiohidrolasas, beta-glucosidasas, xilanasas, beta-xilosidasas, arabinofuranosidasas, acetil xilano esterasas y acido
ferulico esterasas. Consecuentemente, la presente invencion también se refiere a métodos para degradar o convertir un
material celuldsico, que comprende: tratamiento del material celulésico con una cantidad eficaz de una composicion de
enzima celulolitica en presencia de una cantidad eficaz de una proteina de fusién o un componente de a misma que
tiene actividad celulolitica o actividad hemicelulolitica obtenida segun los métodos instantaneos. Para fines de
ilustracion, un polipéptido que tiene actividad de beta-glucosidasa obtenido segun los métodos de la presente invencion,
por ejemplo, una proteina de fusién de beta-glucosidasa o un componente de la misma, se usa para fines ilustrativos.

[0145] La biomasa celuldsica puede incluir, pero no esta limitada a, recursos madereros, residuos sélidos municipales,
papel usado, plantas de cultivo y residuos de planta de cultivo (véase, por ejemplo, Wiselogel et al., 1995, in Handbook
on Bioethanol (Charles E. Wyman, 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 Engineering/Biotechnology, T. Scheper,
managing editor, Volume 65, pp.23-40, Springer-Verlag, New York).

[0146] El polisacarido predominante en la pared celular primaria de la biomasa es la celulosa, el segundo mas
abundante es la hemicelulosa y el tercero es la pectina. La pared celular secundaria, producida después de que la célula
haya dejado de crecer, también contiene polisacaridos y esta reforzada por lignina polimérica reticulada de manera
covalente en hemicelulosa. La celulosa es un homopolimero de anhidrocelobiosa y asi 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 complejas ramificadas con un espectro de sustituyentes. Aunque generalmente polimorfa, la
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celulosa se encuentra en tejido vegetal principalmente como una matriz cristalina insoluble de cadenas de glucanos
paralelos. Las hemicelulosas normalmente el hidrégeno se enlazan con la celulosa, al igual que con otras
hemicelulosas, lo que ayuda a estabilizar la matriz de la pared celular. Se entiende aqui que el término "material
celulésico” o "celulosa" también abarca lignocelulosa.

[0147] En los métodos de la presente invencion, la composicidn enzimatica celulolitica puede comprender cualquier
proteina implicada en el procesamiento del material celuldsico en glucosa, o hemicelulosa en xilosa, manosa, galactosa
y arabinosa, sus polimeros, o productos derivados de éstos como se describe abajo. La composicién enzimatica
celulolitica puede ser una preparacion monocomponente, por ejemplo, una endoglucanasa, una preparacion
multicomponente, por ejemplo, endoglucanasa, celobiohidrolasa, beta-glucosidasa o una combinacién de preparaciones
de proteina multi y monocomponente. Las proteinas celuloliticas pueden tener actividad, es decir, hidrolizar celulosa,
bien en el rango de pH &cido, neutro o alcalino. La composicidn enzimatica celulolitica puede ademas comprender un
polipéptido que tenga actividad aumentada celulolitica segun la WO 2005/074647, WO 2005/074656 y la solicitud
publicada EE.UU. 2007/0077630.

[0148] La proteina celulolitica puede ser de origen fungico o bacteriano, que se puede obtener o aislar y purificar a partir
de microorganismos que se conozcan por ser capaces de producir enzimas celuloliticas, por ejemplo, especies de
Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Coprinus, Thielavia, Fusarium, Myceliophthora, Acremonium, Cephalosporium,
Scytalidium, Penicillium o Aspergillus (véase, por ejemplo, EP 458162), especialmente aquellos producidos por una
cepa seleccionada a partir de Humicola insolens (reclasificada como Scytalidium thermophilum, véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. n°® 4.435.307), Coprinus cinereus, Fusarium oxysporum, Myceliophthora thermophila, Meripilus
giganteus, Thielavia terrestris, Acremonium sp., Acremonium persicinum, Acremonium acremonium, Acremonium
brachypenium, Acremonium dichromosporum, Acremonium obclavatum, Acremonium pinkertoniae, Acremonium
roseogriseum, Acremonium incoloratum y Acremonium furatum; preferiblemente de DSM 1800 de Humicola insolens,
DSM 2672 de Fusarium oxysporum, CBS 117.65 de Myceliophthora thermophila, RYM-202 de Cephalosporium sp.,
CBS 478.94 de Acremonium sp., CBS 265.95 de Acremonium sp., CBS 169.65 de Acremonium persicinum, AHU 9519
de Acremonium acremonium, CBS 535.71 de Cephalosporium sp., CBS 866.73 de Acremonium brachypenium, CBS
683.73 de Acremonium dichromosporum, CBS 311.74 de Acremonium obclavatum, CBS 157.70 de Acremonium
pinkertoniae, CBS 134.56 de Acremonium roseogriseum, CBS 146.62 de Acremonium incoloratum y CBS 299.70H de
Acremonium furatum. Proteinas celuloliticas también se pueden obtener de Trichoderma (particularmente Trichoderma
viride, Trichoderma reesei y Trichoderma koningii), Bacillus alcalofilico (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°
3.844.890 y la EP 458162) y Streptomyces (véase, por ejemplo, laEP 458162). Mutantes quimicamente modificados o
creados genéticamente a partir de proteina de proteinas celuloliticas también se pueden usar.

[0149] Proteinas celuloliticas especialmente adecuadas son las celulasas descritas en la EP 495.257, EP 531.372, WO
96/11262, WO 96/29397, WO 98/08940. Otros ejemplos son variantes de celulasa tales como los descritos en la WO
94/07998, EP 531.315, patente EE.UU. n° 4.435.307, patente de EE.UU. n° 5.457.046, patente de EE.UU. n° 5.648.263,
patente de EE.UU. n° 5.686.593, patente de EE.UU. n°® 5.691.178, patente de EE.UU. n° 5.763.254, patente de EE.UU.
n®5.776.757, WO 89/09259, WO 95/24471, WO 98/12307 y PCT/DK98/00299.

[0150] Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas celuloliticas usadas en los métodos de la presente
invencién pueden ser preparaciones monocomponente, es decir, un componente esencialmente libre de otros
componentes celuloliticos. EI componente Unico puede ser un componente recombinante, es decir, producido por
clonacion de una secuencia de ADN que codifica el componente Unico y la célula posterior transformada con la
secuencia de ADN y expresada en un huésped (véase, por ejemplo, WO 91/17243 y WO 91/17244). El huésped es
preferiblemente un huésped heterdlogo (la enzima es foranea del huésped), pero el huésped puede ser también bajo
ciertas condiciones un huésped homologo (la enzima es nativa del huésped). Proteinas celuloliticas monocomponentes
también se puede preparar por purificacion de tal proteina a partir de un caldo de fermentacion.

[0151] Las proteinas celuloliticas usadas en los métodos de la presente invencién se pueden producir por fermentacion
de las cepas microbianas mencionadas anteriormente en un medio nutritivo que contiene fuentes de nitrogeno y
carbono adecuadas y sales inorganicas, utilizando procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Bennett,
J.W. y LaSure, L. (eds.), More Gene Manipulations in Fungi, Academic Press, CA, 1991). Medios adecuados estan
disponibles de proveedores comerciales o se pueden preparar segun composiciones publicadas (por ejemplo, en
catalogos de la American Type Culture Collection). Rangos de temperatura y otras condiciones adecuadas para el
crecimiento y la produccién de proteina celulolitica se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Bailey, J.E., and Ollis,
D.F., Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill Book Company, NY, 1986).

[0152] La fermentacion puede ser cualquier método de cultivo de una célula que de como resultado la expresion o el
aislamiento de una proteina celulolitica. La fermentacién puede, por lo tanto, entenderse como que comprende el cultivo
en matraz de agitacién, o fermentacion a pequefa o gran escala (incluyendo, fermentacion continua, de lote, de lote
alimentado o de estado sdlido) en laboratorio o fermentadores industriales realizadas en un medio adecuado y bajo
condiciones que permitan que la proteina celulolitica se exprese o aisle. Las proteinas celuloliticas resultantes
producidas por los métodos anteriormente descritos se pueden recuperar del medio de fermentacion y purificar por
procedimientos convencionales como se describe en este caso.
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[0153] Ejemplos de preparaciones enzimaticas celuloliticas comerciales adecuados para el uso en la presente invencion
incluyen, por ejemplo, CELLUCLAST™ (disponible de Novozymes A/S) y NOVOZYM™ 188 (disponible de Novozymes
A/S). Otras preparaciones disponibles comercialmente que comprenden celulasa que se pueden utilizar incluyen
CELLUZYME™ CEREFLO™ y ULTRAFLO™ (Novozymes A/S), LAMINEX™ y SPEZYME™ CP (Genencor Int.),
ROHAMENT™ 7069 W (Réhm GmbH) y FIBREZYME® LDI, FIBREZYME® LBR o VISCOSTAR® 150L (Dyadic
International, Inc., Jupiter, FL, EE.UU.). Las enzimas de celulasa se agregan en cantidades efectivas desde
aproximadamente 0,001% a aproximadamente 5,0 % en peso de sdlidos, de forma mas preferible de aproximadamente
0,025% a aproximadamente 4,0% en peso de sdlidos, y de la forma mas preferible de aproximadamente 0,005% a
aproximadamente 2,0% en peso de solidos.

[0154] Las proteinas celuloliticas resultantes o proteinas de beta-glucosidasa producidas por los métodos anteriormente
descritos se pueden recuperar del medio de fermentaciéon por procedimientos convencionales incluyendo, pero no
limitado a, centrifugado, filtracion, secado por pulverizacion, evaporacion o precipitacion. La proteina recuperada puede
luego purificarse mas por una variedad de procedimientos cromatograficos, por ejemplo, cromatografia de intercambio
de iones, cromatografia de filtraciéon en gel, cromatografia de afinidad o similares.

[0155] La actividad de una proteina celulolitica se puede determinar utilizando cualquier método conocido en la técnica.

[0156] Ejemplos de preparaciones celuloliticas adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, por ejemplo,
CELLUCLAST™ (disponible de Novozymes A/S) y NOVOZYM™ 188 (disponible de Novozymes A/S). Otras
preparaciones disponibles comercialmente que comprenden celulasa que se pueden utilizar incluyen CELLUZYME™,
CEREFLO™ y ULTRAFLO™ (Novozymes A/S), LAMINEX™ y SPEZYME™ CP (Genencor Int.) y ROHAMENT™ 7069
W (Ré6hm GmbH). Las enzimas de celulasa se agregan en cantidades efectivas de aproximadamente 0,001% a
aproximadamente 5,0 % en peso de solidos, de forma mas preferible de aproximadamente 0,025% a aproximadamente
4,0% en peso de sdlidos, y de la forma mas preferible de aproximadamente 0,005% a aproximadamente 2,0% en peso
de solidos.

[0157] Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas celuloliticas usadas en los métodos de la presente
invencién pueden ser preparaciones monocomponentes, es decir, un componente esencialmente libre de otros
componentes celuloliticos. EI componente Unico puede ser un componente recombinante, es decir, producido por
clonacion de una secuencia de ADN que codifica el componente unico y la posterior célula transformada con la
secuencia de ADN y expresada en un huésped (véase, por ejemplo, WO 91/17243 y WO 91/17244). Otros ejemplos de
proteinas celuloliticas monocomponente incluyen, pero de forma no limitativa, aquellos descritos en la JP-07203960-A y
la WO-9206209. El huésped es preferiblemente un huésped heterdlogo (la enzima es foranea del huésped), pero el
huésped puede ser también bajo ciertas condiciones un huésped homodlogo (la enzima es nativa del huésped). Las
proteinas celuloliticas monocomponentes también se pueden preparar por purificacién de tal proteina a partir de un
caldo de fermentacion.

[0158] Ejemplos de proteinas celuloliticas monocomponente utiles en la practica de los métodos de la presente
invencion incluyen, pero de forma no limitativa, endoglucanasa, celobiohidrolasa y otras enzimas utiles en la biomasa
celulésica de degradacion.

[0159] EI término "endoglucanasa" ya se ha definido aqui. El término "celobiohidrolasa" se define aqui como una 1,4-
beta-D-glucano celobiohidrolasa (E.C. 3.2.1.91), que cataliza la hidrdlisis de enlaces 1,4-beta-D-glucosidicos en la
celulosa, celooligosacaridos o cualquier beta-1,4- glucosa enlazada que contenga celobiosa liberadora de polimero
desde los extremos reductores o no reductores de la cadena. Para fines de la presente invencién, la actividad de
celobiohidrolasa se puede determinar segun los procedimientos descritos por Lever et al., 1972, Anal. Biochem. 47:
273-279 y por van Tilbeurgh et al., 1982, FEBS Letters 149: 152-156 ; van Tilbeurgh y Claeyssens, 1985, FEBS Letters
187: 283-288. En la presente invencion, el método de Lever et al. se empled para valorar la hidrélisis de celulosa en
residuos de maiz.

[0160] Los polipéptidos de la presente invencién se usan conjuntamente con proteinas celuloliticas para degradar el
componente celuldsico del sustrato de biomasa, (véase, por ejemplo, Brigham et al., 1995, in Handbook on Bioethanol
(Charles E. Wyman, editor), pp.119-141, Taylor & Francis, Washington D.C .; Lee, 1997, Journal of Biotechnology 56: 1-
24).

[0161] Las cantidades optimas de un polipéptido que tiene actividad de beta-glucosidasa y de proteinas celuloliticas
depende de diferentes factores que incluyen, pero sin estar limitados a, la mezcla de proteinas celuloliticas de
componente, el sustrato celuldsico, la concentracion de sustrato celulésico, el pretratamiento(s) del sustrato celuldsico,
la temperatura, el tiempo, el pH y la inclusion del organismo fermentador (por ejemplo, levadura para sacarificacion y
fermentacion simultanea). El término "proteinas celuloliticas" se define aqui como aquellas proteinas o mezclas de
proteinas que pueden hidrolizar o convertir o degradar celulosa bajo las condiciones evaluadas. Sus cantidades se
miden normalmente por un ensayo comun tal como BCA (&cido bicinconinico, P.K. herrero et al., 1985, v. Biochem. 150:
76), y la cantidad preferida se afiade en proporcién a la cantidad de biomasa hidrolizada.
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[0162] En un aspecto preferido, la cantidad de polipéptido que tiene actividad de beta-glucosidasa por g de material
celulésico es de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 2,0 mg, preferiblemente de aproximadamente 0,025 a
aproximadamente 1,5 mg, de forma mas preferible de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 1,25 mg, de forma
mas preferible de aproximadamente 0,075 a aproximadamente 1,25 mg, de forma mas preferible de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 1,25 mg, incluso de forma mas preferible de aproximadamente 0,15 a aproximadamente 1,25
mg, y de la forma mas preferible de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 1,0 mg por g de material celulésico.

[0163] En otro aspecto preferido, la cantidad de proteinas celuloliticas por g de material celulésico es de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 50 mg, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 40 mg,
de forma mas preferible de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 25 mg, de forma mas preferible de
aproximadamente 0,75 a aproximadamente 20 mg, de forma mas preferible de aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 15 mg, incluso de forma mas preferible de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10 mg, y de la
forma mas preferible de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 10 mg por g de material celulésico.

[0164] Los métodos de la presente invencion pueden utilizarse para degradar o convertir un material celuldsico, por
ejemplo, lignocelulosa, en muchas sustancias utiles, por ejemplo, productos quimicos y combustibles. Ademas de
etanol, algun articulo de consumo y productos quimicos de especialidad que se pueden producir a partir de celulosa
incluyen xilosa, acetona, acetato, glicina, lisina, acidos organicos (por ejemplo, acido lactico), 1,3-propanodiol,
butanodiol, glicerol, etilenglicol, furfural, polihidroxialcanoatos, y acido cis,cis-mucénico (Lynd, L. R., Wyman, C. E., and
Gerngross, T. U., 1999, Biocommodity Engineering, Biotechnol. Prog., 15: 777-793 ; Philippidis, G. P., 1996, Cellulose
bioconversion technology, in Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis,
Washington, DC, 179-212 ; and Ryu, D. D. Y., and Mandels, M., 1980, Cellulases: biosynthesis and applications, Enz.
Microb. Technol., 2: 91-102). Los beneficios de coproduccion potenciales se extienden mas alla de la sintesis de
multiples productos organicos a partir de carbohidrato fermentable. Residuos ricos en lignina que permanecen después
de tratamiento biolégico se pueden convertir en productos quimicos derivados de la lignina, o se pueden usar para la
produccioén de energia.

[0165] Métodos convencionales usados para procesar el material celuldésico conforme a los métodos de la presente
invencidén son bien entendidas a los expertas en el art. los métodos de la presente invencion se pueden implementar
utilizando cualquier equipo de tratamiento de biomasa convencional configuré para operar conforme a la invencion.

[0166] Tal equipo puede incluir un reactor agitado de lote alimentado, un reactor agitado por lotes, un reactor agitado de
flujo continuo con ultrafiliraciéon, un reactor de columna de flujo de pistdn continuo (Fernanda de Castilhos Corazza,
Flavio Faria de Moraes, Gisella Maria Zanin e Ivo Neitzel, 2003, Optimal control in fed-batch reactor for the cellobiose
hydrolysis, Acta Scientiarum. Technology 25(1): 33-38 ; Gusakov, A.V., and Sinitsyn, A.P., 1985, Kinetics of the
enzymatic hydrolysis of cellulose: 1. A mathematical model for a batch reactor process, Enz. Microb. Technol. 7: 346-
352), un reactor de friccion (Ryu, S.K., y Lee, J.M., 1983, Bioconversion of waste cellulose by using an attrition
bioreactor, Biotechnol. Bioeng. 25: 53-65), o un reactor con agitacion intensiva inducida por un campo electromagnético
(Gusakov, A.V., Sinitsyn, A.P., Davydkin, LY., Davydkin, V.Y., Protas, O.V., 1996, Enhancement of enzymatic cellulose
hydrolysis using a novel type of bioreactor with intensive stirring induced by electromagnetic field, Appl. Biochem.
Biotechnol. 56: 141-153).

[0167] Los métodos convencionales incluyen, pero de forma no limitativa, sacarificacion, fermentacion, hidrélisis y
fermentacién separada (SHF), sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF), sacarificacién y cofermentacion
simultanea (SSCF), hidrdlisis y fermentacion hibrida (HHF) y conversion microbiana directa (DMC).

[0168] La SHF utiliza pasos de proceso separados para primero hidrolizar enzimaticamente celulosa en azlcares
fermentables y luego, en un paso posterior, aziicares de fermentos en etanol. En la SSF, la hidrdlisis enzimatica de
celulosa y la fermentacion de azucar fermentable en etanol se combinan en un paso (Philippidis, G. P., 1996, Cellulose
bioconversion technology, en Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis,
Washington, DC, 179-212). La SSCF incluye la cofermentacion de azucares multiples (Sheehan, J., and Himmel, M.,
1999, Enzymes, energy and the environment: A strategic perspective on the U.S. Department of Energy's research and
development activities for bioethanol, Biotechnol. Prog. 15: 817-827). La HHF incluye dos pasos separados realizados
en el mismo reactor pero a temperaturas diferentes, es decir, sacarificacion enzimatica a alta temperatura seguida de
SSF a una temperatura inferior que la cepa de fermentaciéon pueda tolerar. La DMC combina los tres procesos
(produccion de celulasa, hidrdlisis de celulosa y fermentacion) en un paso (Lynd, L. R., Weimer, P. J., van Zyl, W. H.,
and Pretorius, I. S., 2002, Microbial cellulose utilization: Fundamentals and biotechnology, Microbiol. Mol. Biol. Reviews
66: 506-577).

[0169] "Fermentacion" o "proceso de fermentacion” se refiere a cualquier proceso de fermentacién o cualquier proceso
que comprenda un paso de fermentacion. Un proceso de fermentacion incluye, sin limitacion, procesos de fermentacion
usados para producir productos de fermentacion incluyendo alcoholes (por ejemplo, arabinitol, butanol, etanol, glicerol,
metanol, 1,3-propanodiol, sorbitol, y xilitol); acidos organicos (por ejemplo, acido acético, acido aceténico, acido adipico,
acido ascorbico, acido citrico, acido 2,5-diketo-D-glucénico, acido férmico, acido fumarico, acido glucarico, acido
glucénico, acido glucurénico, acido glutarico, acido 3-hidroxipropiénico, acido itacénico, acido lactico, acido malico, acido
maldnico, acido oxalico, acido propidnico, acido succinico y acido xilénico); cetonas (por ejemplo, acetona); aminoacidos
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(por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico, glicina, lisina, serina y treonina); gases (por ejemplo, metano, hidrégeno
(H2), diéxido de carbono (CO2) y monoéxido de carbono (CO). Procesos de fermentacidon también incluyen procesos de
fermentacion usados en la industria de alcohol consumible (por ejemplo, cerveza y vino), industria lechera (por ejemplo,
productos lacteos fermentados), industria del cuero e industria del tabaco.

[0170] Una proteina de fusién o un componentes de la misma que tiene actividad celulolitica o actividad hemicelulolitica
obtenida segun los métodos de la presente invencién, por ejemplo, una proteina de fusion de beta-glucosidasa o un
componentes de la misma, y células huésped de la misma, se pueden usar en la produccién de monosacaridos,
disacaridos y polisacaridos como materias primas quimicas o de fermentacion a partir de biomasa para la produccién de
etanol, plasticos, otros productos o productos intermedios. En particular, los polipéptidos y células huésped se pueden
utilizar para aumentar el valor del procesamiento de residuos (grano de destiladoras secados, granos utilizados de
elaboracion de cerveza, bagazo de cafia de azucar, etc.) por solubilizaciéon parcial o completa de celulosa o
hemicelulosa. Al impulsar el procesamiento de material celuldsico por la preparacion de la enzima celulolitica en
glucosa, xilosa, manosa, galactosa y arabinosa, sus polimeros o productos derivados de éstos como se describe abajo,
los polipéptidos pueden ser en forma de un caldo de fermentacion crudo con o sin las células o en forma de una
preparacion enzimatica semi-purificada o purificada. El polipéptido puede ser una preparacion monocomponente, una
preparacion de proteina de varios componentes o una combinacidn de preparaciones de proteina de varios
componentes y monocomponente. Alternativamente, una célula huésped se puede utilizar como una fuente de tal
polipéptido en un proceso de fermentacion con la biomasa. La célula huésped también puede contener genes nativos o
heterélogos que codifiquen proteina celulolitica al igual que otras enzimas utiles en el procesamiento de biomasa.

[0171] La presente invencion ademas se refiere a métodos para producir una sustancia organica, que comprende: (a)
sacarificacion de un material celulésico con una cantidad eficaz de una composicidon de enzima celulolitica i en
presencia de una cantidad eficaz de una proteina de fusibn o un componentes de la misma que tiene actividad
celulolitica o actividad hemicelulolitica obtenida segun los métodos instantaneos; (b) fermentacion del material celuldsico
sacarificado del paso (a) con uno o mas microorganismos fermentativos; y (c) recuperacion de la sustancia organica de
la fermentaciéon. Como se ha indicado anteriormente, para fines de ilustracidon, un polipéptido que tiene actividad de
beta-glucosidasa obtenido segun los métodos de la presente invencién, por ejemplo, una proteina de fusion de beta-
glucosidasa o un componente de la misma, se usa para fines ilustrativos. El polipéptido que tiene actividad de beta-
glucosidasa puede ser en forma de un caldo de fermentacion crudo con o sin las células o en forma de una preparacion
semi-purificada o purificada enzimatica. La proteina de beta-glucosidasa puede ser una preparacién monocomponente,
una preparaciéon de proteina de varios componentes, o0 una combinacién de preparaciones de proteina de varios
componentes y monocomponente.

[0172] La sustancia puede ser cualquier sustancia derivada de la fermentacion. En un aspecto preferido, la sustancia es
un alcohol. Se entiende que el término "alcohol" abarca una sustancia que contiene una o mas fracciones de hidroxilo.
En un aspecto mas preferido, el alcohol es arabinitol. En otro aspecto mas preferido, el alcohol es butanol. En otro
aspecto mas preferido, el alcohol es etanol. En otro aspecto mas preferido, el alcohol es glicerol. En otro aspecto mas
preferido, el alcohol es metanol. En otro aspecto mas preferido, el alcohol es 1,3-propanodiol. En otro aspecto mas
preferido, el alcohol es sorbitol. En otro aspecto mas preferido, el alcohol es xilitol. Véase, por ejemplo, Gong, C. S.,
Cao, N. J., Du, J., and Tsao, G. T., 1999, Ethanol production from renewable resources, en Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, Scheper, T., ed., Springer-Verlag Berlin Heidelberg, Germany, 65: 207- 241 ; Silveira, M. M.,
y Jonas, R., 2002, The biotechnological production of sorbitol, Appl. Microbiol. Biotechnol. 59: 400-408 ; Nigam, P., y
Singh, D., 1995, Processes for fermentative production of xylitol - a sugar substitute, Process Biochemistry 30 (2): 117-
124 ; Ezeji, T. C., Qureshi, N. and Blaschek, H. P., 2003, Production of acetone, butanol and ethanol by Clostridium
beijerinckii BA101 and in situ recovery by gas stripping, World Journal of Microbiology and Biotechnology 19 (6): 595-
603.

[0173] En otro aspecto preferido, la sustancia es un acido organico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es
acido acético. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido aceténico. En otro aspecto mas preferido, el
acido organico es acido adipico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido ascorbico. En otro aspecto
mas preferido, el acido organico es acido citrico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido 2,5-diketo-D-
gluénico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido férmico. En otro aspecto mas preferido, el acido
organico es acido fumarico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido glucarico. En otro aspecto mas
preferido, el acido organico es acido gluconico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido glucurénico.
En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido glutarico. En otro aspecto preferido, el acido organico es acido
3-hidroxipropiénico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido itaconico. En otro aspecto mas preferido,
el acido organico es acido lactico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido malico. En otro aspecto
mas preferido, el acido organico es acido malodnico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido oxalico.
En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido propidnico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico
es acido succinico. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es acido de xilénico. Véase, por ejemplo, Chen, R.,
y Lee, Y. Y., 1997, Membrane-mediated extractive fermentation for lactic acid production from cellulosic biomass, Appl.
Biochem. Biotechnol. 63-65: 435-448.
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[0174] En otro aspecto preferido, la sustancia es una cetona. Se entiende que el término "cetona" abarca una sustancia
que contiene una o mas fracciones de cetona. En otro aspecto mas preferido, la cetona es acetona. Véase, por ejemplo,
Qureshi y Blaschek, 2003, supra.

[0175] En otro aspecto preferido, la sustancia es un aminoacido. En otro aspecto mas preferido, el acido organico es
acido aspartico. En otro aspecto mas preferido, el aminoacido es acido glutamico. En otro aspecto mas preferido, el
aminoacido es glicina. En otro aspecto mas preferido, el aminoacido es lisina. En otro aspecto mas preferido, el
aminoacido es serina. En otro aspecto mas preferido, el aminoacido es treonina. Véase, por ejemplo, Richard, A., y
Margaritis, A., 2004, Empirical modeling of batch fermentation kinetics for poly(glutamic acid) production and other
microbial biopolymers, Biotechnology and Bioengineering 87 (4): 501-515.

[0176] En otro aspecto preferido, la sustancia es un gas. En otro aspecto mas preferido, el gas es metano. En otro
aspecto mas preferido, el gas es H2. En otro aspecto mas preferido, el gas es CO2. En otro aspecto mas preferido, el
gas es CO. Véase, por ejemplo, Kataoka, N., A. Miya, y K. Kiriyama, 1997, Studies on hydrogen production by
continuous culture system of hydrogen-producing anaerobic bacteria, Water Science and Technology 36 (6-7): 41-47 ;
and Gunaseelan V.N. in Biomass and Bioenergy, Vol. 13 (1-2), pp. 83-114, 1997 , Anaerobic digestion of biomass for
methane production: A review.

[0177] La produccion de una sustancia de material celulésico requiere tipicamente cuatro pasos principales. Estos
cuatro pasos son pretratamiento, hidrolisis enzimatica, fermentacion y recuperacion. A continuaciéon se ejemplifica un
proceso para producir etanol, pero se entiende que se pueden utilizar procesos similares para producir otras sustancias,
por ejemplo, las sustancias anteriormente descritas.

[0178] Pretratamiento. En el paso pretratamiento o prehidrélisis, el material celulésico se calienta para descomponer la
lignina y la estructura de carbohidrato, solubilizar la mayor parte de la hemicelulosa y hacer accesible la fraccion de
celulosa a las enzimas celuloliticas. El calentamiento se realiza bien directamente con vapor o en lodo, donde un
catalizador también se puede afadir al material para acelerar las reacciones. Catalizadores incluyen acidos fuertes,
tales como acido sulfurico y SO2, o alcali, tal como hidréxido sédico. El propdésito de la fase de pretratamiento es facilitar
la penetracion de las enzimas y microorganismos. La biomasa celulésica también puede someterse a un pretratamiento
de explosién de vapor hidrotermal (véase solicitud de patente EE.UU. n°® 20020164730). No obstante, se entiende que al
practicar los métodos de la presente invencion, cualquier pretratamiento se puede usar utilizando pretratamiento
térmico, quimico y/o mecanico.

[0179] Sacarificacion. En el paso de la hidrdlisis enzimatica, también conocido como sacarificacion, se ainaden enzimas
como las descritas en este caso al material pretratado para convertir la fraccion de celulosa en glucosa y/o otros
azucares. La sacarificacion se realiza generalmente en los reactores de tanque agitado o fermentadores bajo
condiciones de pH, temperatura y mezcla controladas. Un paso de sacarificacion puede durar hasta 200 horas. La
sacarificacion se puede realizar a temperaturas de aproximadamente 30°C a aproximadamente 65°C, en particular
alrededor de 50°C, y a un pH en la gama entre aproximadamente 4 a aproximadamente 5, especialmente alrededor de
pH 4,5. Para producir glucosa que se pueda metabolizar por levadura, la hidrélisis se realiza tipicamente en presencia
de una beta-glucosidasa.

[0180] Fermentacion. En el paso de fermentacidn, azucares, liberados del material celulésico como resultado de los
pasos de pretratamiento y de hidrdlisis enzimatica, son fermentados en etanol por un organismo fermentador, tal como
levadura. La fermentacion puede también efectuarse simultaneamente con la hidrélisis enzimatica en el mismo vaso,
nuevamente bajo condiciones de pH, temperatura y de mezcla controladas. Cuando la sacarificacion y la fermentacion
se realizan simultaneamente en el mismo vaso, el proceso se denomina generalmente sacarificacion y fermentacion
simultanea o SSF.

[0181] Cualquier material celulésico adecuado o materia prima se puede utilizar en el paso de fermentacién practicando
la presente invencion. El material se selecciona generalmente basado en el producto de fermentacion deseada, es decir,
la sustancia que se va a obtener de la fermentacién, y el proceso empleado, como bien se conoce en la técnica.
Ejemplos de sustratos adecuados para su uso en los métodos de la presente invencion, incluyen materiales con
celulosa, tales como madera o residuos vegetales o azlcares de bajo peso molecular DP1-3 obtenidos de material
celulésico procesado que se puede metabolizar por el microorganismo fermentador, y que se pueden suministrar por
adicion directa al medio de fermentacion.

[0182] EI término "medio de fermentacion” se entendera que se refiere a un medio antes de que el microorganismo(s) de
fermentacion se afada, tal como, un medio resultante de un proceso de sacarificacion, al igual que un medio usado en
un proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF).

[0183] "Microorganismo de fermentacion" se refiere a cualquier microorganismo adecuado para su uso en un proceso de
fermentacion deseado. Microorganismos fermentativos adecuados pueden fermentar, es decir, convertir, azdcares, tales
como glucosa, xilosa, arabinosa, manosa, galactosa u oligosacaridos directa o indirectamente en el producto de
fermentacion deseado. Ejemplos de microorganismos fermentativos incluyen organismos fungicos, tales como levadura.
La levadura preferida incluye cepas del Saccharomyces spp., y en particular, Saccharomyces cerevisiae. La levadura
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disponible comercialmente incluye, por ejemplo, RED STAR®/Lesaffre Ethanol Red (disponible de RED
STAR®/Lesaffre, EE.UU.) FALI (disponible de Fleischmann's Yeast, una division de Burns Philp Food Inc., EE.UU.),
SUPERSTART (disponible de Alltech), GERT STRAND (disponible de Gert Strand AB, Suecia) y FERMIOL (disponibles
de DSM Specialties).

[0184] En un aspecto preferido, la levadura es un Saccharomyce spp. En un aspecto mas preferido, la levadura es
Saccharomyces cerevisiae. En otro aspecto mas preferido, la levadura es Saccharomyces distaticus. En otro aspecto
mas preferido, la levadura es Saccharomyces uvarum. En otro aspecto preferido, la levadura es un Kluyveromyces. En
otro aspecto mas preferido, la levadura es Kluyveromyces marxianus. En otro aspecto mas preferido, la levadura es
Kluyveromyces fragilis. En otro aspecto preferido, la levadura es una Candida. En otro aspecto mas preferido, la
levadura es Candida pseudotropicalis. En otro aspecto mas preferido, la levadura es Candida brassicae. En otro aspecto
preferido, la levadura es una Clavispora. En otro aspecto mas preferido, la levadura es Clavispora lusitaniae. En otro
aspecto mas preferido, la levadura es Clavispora opuntiae. En otro aspecto preferido, la levadura es un Pachysolen. En
otro aspecto mas preferido, la levadura es Pachysolen tannophilus. En otro aspecto preferido, la levadura es un
Bretannomyces. En otro aspecto mas preferido, la levadura es Bretannomyces clausenii (Philippidis, G. P., 1996,
Cellulose bioconversion technology, in Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor &
Francis, Washington, DC, 179-212).

[0185] Bacterias que pueden fermentar eficazmente glucosa en etanol incluyen, por ejemplo, Zymomonas mobilis y
Clostridium thermocellum (Philippidis, 1996, supra).

[0186] Se conoce en la técnica que los organismos anteriormente descritos también pueden usarse para producir otras
sustancias, como se describe en este caso.

[0187] La clonacion de genes heterélogos en Saccharomyces cerevisiae (Chen, Z., Ho, N. W. Y., 1993, Cloning and
improving the expression of Pichia stipitis xylose reductase gene in Saccharomyces cerevisiae, Appl. Biochem.
Biotechnol. 39-40: 135-147 ; Ho, N. W. Y., Chen, Z, Brainard, A. P., 1998, Genetically engineered Saccharomyces yeast
capable of effectively cofermenting glucose and xylose, Appl. Environ. Microbiol. 64: 1852-1859) o en bacterias tales
como Escherichia coli (Beall, D. S., Ohta, K., Ingram, L. O., 1991, Parametric studies of ethanol production from xylose
and other sugars by recombinant Escherichia coli, Biotech. Bioeng. 38: 296- 303), Klebsiella oxytoca (Ingram, L. O.,
Gomes, P. F., Lai, X., Moniruzzaman, M., Wood, B. E., Yomano, L. P., York, S. W., 1998, Metabolic engineering of
bacteria for ethanol production, Biotechnol. Bioeng. 58: 204-214), y Zymomonas mobilis (Zhang, M., Eddy, C., Deanda,
K., Finkelstein, M., and Picataggio, S., 1995, Metabolic engineering of a pentose metabolism pathway in ethanologenic
Zymomonas mobilis, Science 267: 240-243 ; Deanda, K., Zhang, M., Eddy, C., and Picataggio, S., 1996, Development of
an arabinose-fermenting Zymomonas mobilis strain by metabolic pathway engineering, Appl. Environ. Microbiol. 62:
4465-4470) ha llevado a la construccidn de organismos capaces de convertir hexosas y pentosas en etanol
(cofermentacion).

[0188] La levadura u otro microorganismo tipicamente se afiade a la celulosa degradada o hidrolizada y la fermentacion
se realiza durante aproximadamente 24 a aproximadamente 96 horas, tal como de aproximadamente 35 a
aproximadamente 60 horas. La temperatura esta tipicamente entre aproximadamente 26°C a aproximadamente 40°C,
en particular en aproximadamente de 32°C, y en aproximadamente pH 3 a aproximadamente pH 6, en particular
aproximadamente pH 4-5.

[0189] En un aspecto preferido, la levadura u otro microorganismo se aplica a la celulosa degradada o hidrolizada y la
fermentacion se realiza durante aproximadamente 24 a aproximadamente 96 horas, tal como tipicamente 35-60 horas.
En un aspecto preferido, la temperatura estd generalmente entre aproximadamente 26 a aproximadamente 40°C, en
particular aproximadamente 32°C, y el pH estd generalmente de aproximadamente pH 3 a aproximadamente pH 6,
preferiblemente aproximadamente pH 4-5. La levadura u otro microorganismo se aglica preferiblemente en cantidades
de agroximadamente 10° a 10", preferiblemente de aproximadamente 10" a 10", especialmente aproximadamente
5x10° de concentracion de células viables por ml de caldo de fermentacién. Durante una fase de produccién de etanol la
concentracion de células de levadura deberia preferiblemente estar en la gama de aproximadamente 107 a 10"°,
especialmente alrededor de aproximadamente 2 x 108, Mas informacion sobre el uso de levadura para la fermentacion
se puede encontrar en, por ejemplo, "The Alcohol Textbook" (Editors K. Jacques, T.P. Lyons and D.R. Kelsall,
Nottingham University Press, United Kingdom 1999), que es incorporado por la presente por referencia.

[0190] El proceso mas ampliamente usado en la técnica es el proceso de sacarificacion y fermentaciéon simultanea
(SSF) donde no hay fase de retencion para la sacarificacion, lo que significa que la levadura y la enzima se agregan
juntas.

[0191] Para la produccion de etanol, después de la fermentacion la trituracion se destila para extraer el etanol. El etanol
obtenido segun el proceso de la invencién se puede utilizar como, por ejemplo, etanol de combustible, etanol potable, es
decir, licores neutros potables o etanol industrial.

[0192] Un estimulador de fermentaciéon se puede utilizar en combinacion con cualquiera de los procesos enzimaticos
descritos aqui para mejorar mas el proceso de fermentacidon, y en particular, el rendimiento del microorganismo
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fermentador, tal como, mejora del indice y rendimiento de etanol. Un "estimulador de fermentacion" se refiere a
estimuladores para el crecimiento de los microorganismos fermentativos, en particular, levadura. Estimuladores de
fermentacion preferidos para el crecimiento incluyen vitaminas y minerales. Ejemplos de vitaminas incluyen
multivitaminas, biotina, pantotenato, acido nicotinico, meso-inositol, tiamina, piridoxina, acido para-aminobenzéico, acido
folico, riboflavina y vitaminas A, B, C, D y E. Véase, por ejemplo, Alfenore et al., Improving ethanol production and
viability of Saccharomyces cerevisiae by a vitamin feeding strategy during fed-batch process, Springer-Verlag (2002),
que se incorpora en la presente por referencia. Ejemplos de minerales incluyen minerales y sales minerales que pueden
suministrar nutrientes que comprenden P, K, Mg, S, Ca, Fe, Zn, Mn y Cu.

[0193] Recuperacion. El alcohol se separa del material celulésico fermentado y purificado por métodos convencionales
de destilacion. Se puede obtener etanol con una pureza de hasta aproximadamente 96 vol.%, que se puede usar como,
por ejemplo, etanol de combustible, etanol potable, es decir, licores neutros potables, o etanol industrial.

[0194] Para otras sustancias, cualquier método conocido en la técnica se puede usar incluyendo, pero no limitado a,
cromatografia (por ejemplo, intercambio idnico, afinidad, hidrofébica, cromatoenfoque y exclusién por tamafo),
procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo,
precipitacion de sulfato amoénico), SDS-PAGE, destilacion o extraccion.

[0195] En los métodos de la presente invencion, ademas de la beta-glucosidasa, la preparacion enzimatica celulolitica y
polipéptido(s) de mejora celulolitica pueden ser suplementados con una o varias actividades enzimaticas adicionales
para mejorar la degradacion del material celulésico. Enzimas adicionales preferidas son hemicelulasas, esterasas (por
ejemplo, lipasas, fosfolipasas y/o cutinasas), proteasas, lacasas, peroxidasas o mezclas derivadas.

[0196] En los métodos de la presente invencion, la enzima(s) adicional(es) se pueden adicionar antes o durante la
fermentacion, incluyendo durante o después de la propagacion del microorganismo(s) de fermentacion.

[0197] Las enzimas referenciadas aqui se puede derivar u obtener a partir de cualquier origen adecuado, incluyendo
bacteriano, fungico, levadura u origen mamifero. El término "obtenido" se refiere aqui a que la enzima se puede haber
aislado de un organismo que produce naturalmente la enzima como una enzima nativa. El término "obtenido" se refiere
también aqui a que la enzima puede haber sido producida a partir de recombinacién en un organismo huésped, donde
la enzima producida de recombinaciéon es nativa o foranea del organismo huésped o tiene una secuencia de
aminoacidos modificada, por ejemplo, tiene uno o varios aminoacidos que estan eliminados, insertados y/o sustituidos,
es decir, una enzima producida de forma recombinante que es una secuencia de aminoacidos nativa mutante y/o un
fragmento de ella o una enzima producida por procesos de redistribucidon de acidos nucleicos conocido en la técnica.
Dentro del significado de una enzima nativa estan las variantes naturales y en el significado de una enzima foranea
estan variantes obtenidas de forma recombinante, tal como por mutagénesis dirigida al sitio o redistribucion.

[0198] Las enzimas también puede ser purificadas. El término "purificado" como se utiliza en este caso cubre enzimas
libres de otros componentes del organismo del que se derivan. El término "purificado" cubre también enzimas libres de
componentes del organismo nativo del que se obtienen. Las enzimas pueden ser purificadas, con solo cantidades
menores presentes de otras proteinas. La expresion "otras proteinas" se refiere en particular a otras enzimas. El
término "purificado" como se utiliza en este caso también se refiere a la eliminacion de otros componentes,
particularmente otras proteinas y mas particularmente otras enzimas presentes en la célula de origen de la enzima de la
invencion. La enzima puede ser "polipéptido sustancialmente puro”, es decir, libre de otros componentes del organismo
donde se produce, es decir, por ejemplo, un organismo huésped para enzimas producidas de forma recombinante.

[0199] Las enzimas usadas en la presente invencion pueden estar en cualquier forma adecuada para su uso en los
procesos descritos aqui, tal como, por ejemplo, un caldo de fermentaciéon crudo con o sin células, un polvo seco o
granulado, un granulado no polvoriento, un liquido, un liquido estabilizado o una enzima protegida. Los granulados se
pueden producir, por ejemplo, como se describe en las patentes de EE.UU. n° 4.106.991 y 4.661.452, y pueden
opcionalmente estar recubiertos por procesos conocidos en la técnica. Las preparaciones enzimaticas liquidas pueden,
por ejemplo, estabilizarse afiadiendo estabilizadores tales como un azucar, un alcohol de azucar u otro poliol, y/o acido
lactico u otro acido organico segun el proceso establecido. Enzimas protegidas se pueden preparar segun el proceso
descrito en la EP 238.216.

Composiciones detergentes

[0200] Los métodos de la presente invencion son particularmente Utiles para mejorar la secreciéon de polipéptidos en
cantidades comercialmente importantes para su uso en composiciones detergentes. Tales polipéptidos incluyen, pero de
forma no limitativa, proteasas, enzimas celuloliticas, amilasas y peroxidasas, o cualquier otra enzima o proteina
biolégica util para la industria de los detergentes.

[0201] La composicion de detergente de la presente invencion se puede formular, por ejemplo, como una composicion

de detergente para lavado de ropa a mano o a maquina que incluye una composicion de aditivo de lavanderia adecuada
para el pretratamiento de tejidos manchados y una composicién de suavizante para la ropa afiadida en el aclarado, o se
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puede formular como una composicion de detergente para su uso en operaciones de limpieza de superficies duras del
hogar en general, o se puede formular para operaciones de lavado de vajilla a mano o a maquina.

[0202] En un aspecto especifico, la presente invencidn proporciona un aditivo de detergente que comprende un
polipéptido que tiene actividad biolégica (por ejemplo, proteina de fusién, un componente de la misma o combinaciones
de los mismos) obtenido segun la presente invencion. El aditivo de detergente al igual que la composicién de detergente
puede comprender unas 0 mas enzimas mas tales como una proteasa, lipasa, cutinasa, una amilasa, carbohidrasa,
celulasa, pectinasa, mananasa, arabinasa, galactanasa, xilanasa, oxidasa, por ejemplo, una lacasa y/o peroxidasa.

[0203] En general, las propiedades de los componentes enzimaticos deberian ser compatibles con el detergente
seleccionado (es decir, pH 6ptimo, compatibilidad con otros ingredientes enzimaticos y no enzimaticos, etc.), y los
componentes enzimaticos deberian estar presentes en cantidades eficaces.

[0204] Proteasas: proteasas adecuadas incluyen aquellas de origen animal, vegetal o microbiano. Se prefiere el origen
microbiano. Mutantes quimicamente modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. La proteasa
puede ser una serina proteasa o una metaloproteasa, preferiblemente una proteasa microbiana alcalina o una proteasa
de tipo tripsina. Ejemplos de proteasas alcalinas son subtilisinas, especialmente aquellas derivadas de Bacillus, por
ejemplo, subtilisina Novo, subtilisina Carlsberg, subtilisina 309, subtilisina 147 y subtilisina 168 (descrita en la WO
89/06279). Ejemplos de proteasas de tipo tripsina son tripsina (por ejemplo, de origen porcino o bovino) y la proteasa de
Fusarium descrita en la WO 89/06270 y la WO 94/25583.

[0205] Ejemplos de proteasas utiles son las variantes descritas en la WO 92/19729, WO 98/20115, WO 98/20116 y WO
98/34946, especialmente las variantes con sustituciones en una o varias de las siguientes posiciones: 27, 36, 57, 76, 87,
97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206, 218, 222, 224, 235 y 274.

[0206] Enzimas proteasicas disponibles comercialmente preferidas incluyen ALCALASE™, SAVINASE™, PRIMASE™,
DURALASE™, ESPERASE™, AND KANNASE™ (NOVOZYMES A/S), MAXATASE™, MAXACAL™, MAXAPEM™,
PROPERASE™, PURAFECT™, PURAFECT OXP™, FN2™ y FN3™ (Genencor International Inc.).

[0207] Lipasas: lipasas adecuadas incluyen aquellas de origen bacteriano o fungico. Mutantes quimicamente
modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. Ejemplos de lipasas utiles incluyen lipasas de
Humicola (sinébnimo de Thermomyces), por ejemplo, de H. lanuginosa (T. lanuginosus) como se describe en la EP 258
068 y la EP 305 216 o de H. insolens como se describe en la WO 96/13580, una lipasa de Pseudomonas, por ejemplo,
de P. alcaligenes 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 Biophysica Acta, 1131, 253-360), B.
stearothermophilus (JP 64/744992) o B. pumilus (WO 91/16422).

[0208] Otros ejemplos son variantes de lipasa tales como los descritos en la 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.

[0209] Lipasas disponibles comercialmente preferidas incluyen LIPOLASE™, LIPEX™ vy Lipolase ULTRA™ (Novozymes
A/S).

[0210] Amilasas: amilasas adecuadas (a y/o B) incluyen aquellas de origen bacteriano o fungico. Mutantes
quimicamente modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. Las amilasas incluyen, por ejemplo, a-
amilasas obtenidas de Bacillus, por ejemplo, una cepa especial de Bacillus licheniformis, descrita con mas detalle en la
GB 1.296.839.

[0211] Ejemplos de amilasas utiles son las variantes descritas en la WO 94/02597, WO 94/18314, WO 96/23873 y WO
97/43424, especialmente las variantes con sustituciones en una o varias 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.

[0212] Amilasas disponibles comercialmente son DURAMYL™, TERMAMYL™  FUNGAMYL™ y BAN™ (Novozymes
A/S), Rapidase™ y Purastar™ (de Genencor International Inc.).

[0213] Celulasas: celulasas adecuadas incluyen aquellas de origen bacteriano o fungico. Mutantes quimicamente
modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. Celulasas adecuadas incluyen celulasas del género
Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium o Trichoderma por ejemplo, las celulasas fungicas
producidas a partir de Humicola insolens, Myceliophthora thermophila y Fusarium oxysporum descritas en la patente de
EE.UU. n°® 4.435.307, patente de EE.UU. n° 5.648.263, patente de EE.UU. n® 5.691.178, patente de EE.UU. n°
5.776.757 y WO 89/09259.

[0214] Celulasas especialmente adecuadas son las celulasas alcalinas o neutras que tienen beneficios de cuidado del
color. Ejemplos de tales celulasas son las celulasas descritas en la EP 0 495 257, EP 0 531 372, WO 96/11262, WO
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96/29397, WO 98/08940. Otros ejemplos son variantes de celulasa tales como los descritos en la WO 94/07998, EP 0
531 315, patente de EE.UU. n° 5.457.046, patente de EE.UU. n° 5.686.593, patente de EE.UU. n°® 5.763.254, WO
95/24471, WO 98/12307 y PCT/DK98/00299.

[0215] Celulasas disponibles comercialmente incluyen CELLUCLAST®, CELLUZYME™ y CAREZYME™ (Novozymes
A/S), Clazinase™ y Puradax HA™ (Genencor International Inc.) y KAC-500(B)™ (Kao Corporation).

[0216] Peroxidasas/oxidasas: peroxidasas/oxidasas adecuadas incluyen aquellas de origen vegetal, bacteriano o
fungico. Mutantes quimicamente modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. Ejemplos de
peroxidasas utiles incluyen peroxidasas de Coprinus, por ejemplo, de C. cinereus, y variantes de las misma como
aquellas descritas en la WO 93/24618, WO 95/10602 y WO 98/15257.

[0217] Peroxidasas disponibles comercialmente incluyen GUARDZYME™ (Novozymes A/S).

[0218] EI componente(s) enzimatico se puede incluir en una composicion de detergente afiadiendo aditivos separados
que contengan una o varias enzimas o afiadiendo un aditivo combinado que comprenda todas estas enzimas. Un aditivo
de detergente de la presente invencion, es decir, un aditivo separado o un aditivo combinado, se puede formular, por
ejemplo, como un granulado, liquido, lodo, etc. Formulaciones de aditivo de detergente preferidas son granulados, en
particular granulados no polvorientos, liquidos, en particular liquidos estabilizados, o lodos.

[0219] Granulados no polvorientos se pueden producir, por ejemplo, como se describen en la patente de EE.UU. N°
4.106.991 y 4.661.452 y pueden opcionalmente ser recubiertos por métodos conocidos en la técnica. Ejemplos de
materiales de recubrimiento cerosos son productos de poli(etilen 6xido) (polietilenoglicol, PEG) con pesos molares
medios de 1000 a 20000; nonilfenoles etoxilados que tienen de 16 a 50 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos
etoxilados donde el alcohdlico 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-, di- y ftriglicéridos de acidos grasos. Ejemplos de materiales de
recubrimiento que forman pelicula adecuados para la aplicacién por técnicas de lecho fluidificado se dan en la GB
1483591. Preparaciones enzimaticas liquidas se pueden estabilizar, por ejemplo, afiadiendo un poliol tal como
propilenglicol, un azucar o alcohol de azucar, acido lactico o acido bdrico segun métodos establecidos. Enzimas
protegidas se pueden preparar segun el método descrito en la EP 238.216.

[0220] La composicion de detergente de la presente invencion puede tener cualquier forma conveniente, por ejemplo,
una barra, una tableta, un polvo, un granulo, una pasta o un liquido. Un detergente liquido puede ser acuoso, contener
tipicamente hasta 70% agua y 0-30% de solvente organico, o0 no acuoso.

[0221] La composicidon de detergente comprende uno o varios surfactantes, que pueden ser no ionicos incluyendo
semipolar y/o aniénico y/o cationico y/o zwitterionico. Los surfactantes estan tipicamente presentes en un nivel de 0,1 %
a 60% en peso.

[0222] Cuando se incluye en esto, el detergente contendra normalmente de aproximadamente 1% a aproximadamente
40% de un surfactante aniénico tal como alquilbencenosulfonato lineal, alfa-olefinsulfonato, sulfato de alquilo (sulfato de
alcohol graso), etoxisulfato alcohdlico, alcanosulfonato secundario, alfa-sulfo éster metilico de acido graso, acido o jabon
de alquil- o alquenilsuccinico.

[0223] Cuando se incluye en el mismo, el detergente contendra normalmente de aproximadamente 0,2% a
aproximadamente 40% de un surfactante no iénico tal como alcohol etoxilato, nonilfenol etoxilato, alquilpoliglicésido,
alquildimetilaminadxido, monoetanolamida de acido graso etoxilado, monoetanolamida de acido graso, amida de acido
graso de alquilo de polihidroxi o N-acil N-alquilo derivados de glucosamina ("glucamidas").

[0224] EI detergente puede contener 0-65 % de un constructor de detergente o agente complejante tal como zeolita,
difosfato, trifosfato, fosfonato, carbonato, citrato, acido nitrilotriacético, &acido etilenodiaminatetraacético, acido
dietilenotriaminopentaacético, acido alquil- o alquenilsuccinico, silicatos solubles o silicatos estratificados (por ejemplo,
SKS-6 de Hoechst).

[0225] El detergente puede comprender uno o varios polimeros. Ejemplos son carboximetilcelulosa, poli(vinilpirrolidona),
poli(etileno glicol), poli(vinil alcohol), poli(vinilpiridina-N-6xido), poli(vinilimidazola), policarboxilatos tales como
poliacrilatos, copolimeros de acido maléico/acrilico y copolimeros de acido lauril metacrilato/acrilico.

[0226] El detergente puede contener un sistema blanqueante que puede comprender una fuente de H202 tal como
perborato o percarbonato que se puede combinar con un activador blanqueante de formaciéon de peracido tal como
tetraacetiletilenodiamina o nonanoiloxibencenosulfonato. Alternativamente, el sistema blanqueante puede comprender
peroxiacidos de, por ejemplo, amida, imida o tipo sulfona.

[0227] EI componente(s) enzimatico de la composicion de detergente de la presente invencidon se puede estabilizar

usando agentes estabilizantes convencionales, por ejemplo, un poliol tal como propilenglicol o glicerol, un azucar o
alcohol de azucar, acido lactico, acido bérico o un derivado de acido boérico, por ejemplo, un éster de borato aromatico, o
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un derivado de acido fenil bordnico tal como acido 4-formilfenilo borénico y la composicion se puede formular como se
describe en, por ejemplo, WO 92/19709 y WO 92/19708.

[0228] EI detergente también puede contener otros ingredientes de detergentes convencionales tales como suavizantes
de ropa incluyendo arcillas, potenciadores de espuma, supresores de espuma, agentes anticorrosion, agentes
suspensores de suciedad, agentes antiredeposicion de suciedad, tintes, bactericidas, blanqueadores &pticos,
hidrotropos, inhibidores de decoloracién o perfumes.

[0229] En las composiciones de detergente se puede afiadir cualquier componente enzimatico, en particular los
polipéptidos que tienen actividad bioldgica de la presente invencion, en una cantidad que corresponde a 0,01- 100 mg
de proteina enzimatica por litro de solucién de lavado, preferiblemente 0,05-5 mg de proteina enzimatica por litro de
solucion de lavado, en particular 0,1-1 mg de proteina enzimatica por litro de solucién de lavado.

[0230] Los polipéptidos que tienen actividad bioldgica de la presente invencion se pueden incorporar adicionalmente a
las formulaciones de detergente descritas en la WO 97/07202, que se incorpora en la presente como referencia.

Otros usos

[0231] Polipéptidos que tienen actividad biologica (por ejemplo, proteina de fusién, un componente de las mismas o
combinaciones de las mismas) obtenidos segun la presente invenciéon o también se puede usar en combinacién con
otras glicohidrolasas y enzimas relacionadas, como se describe en este caso, en el tratamiento de tejidos como agentes
de biopulido y para reducir la pelusa, la formacién de bolas, la modificaciéon de textura y lavado a la piedra (N.K. Lange,
in P. Suominen, T. Reinikainen (Eds.), Trichoderma reesei Cellulases and Other Hydrolases, Foundation for Biotechnical
and Industrial Fermentation Research, Helsinki, 1993, pp. 263-272). Ademas, los polipéptidos descritos también se
puede usar en combinacién con otras glicohidrolasas y enzimas relacionadas, como se describe en este caso, en el
tratamiento de madera para biopulpaje o descortezado, fabricacion de papel para modificacion de fibra, blanqueo y
reduccion de costes de energia de refinacion, tratamiento de aguas rapidas, importante para reciclaje de aguas
residuales, reciclaje de fibra lignoceluldsica tal como destintado y tratamiento de fibra secundaria, y utilizacion de
residuo de madera (S.D, Mansfield and A.R. Esteghlalian in S.D, Mansfield and J.N. Saddler (Eds.), Applications of
Enzymes to Lignocellulosics, ACS Symposium Series 855, Washington, D.C., 2003, pp. 2-29).

[0232] La presente invencion se describe mas en detalle mediante los siguientes ejemplos que no deberian interpretarse
como limitacion del ambito de la invencion.

Ejemplos

[0233] Los productos quimicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad
reactiva.

Secuenciacién del ADN

[0234] La secuenciacion del ADN se realiz6 utilizando un analizador genético modelo 3130X de Applied Biosysttems
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) using dye terminator chemistry (Giesecke et al., 1992, Journal of Virol.
Methods 38: 47-60). Las secuencias fueron ensambladas utilizando phred/phrap/consed (University of Washington,
Seattle, WA, EE.UU.) con cebadores especificos de secuencia.

Cepa

[0235] Trichoderma reesei RutC30 (ATCC 56765; Montenecourt and Eveleigh, 1979, Adv. Chem. Ser. 181: 289-301)
fue derivada de Trichoderma reesei Qm6A (ATCC 13631; Mandels and Reese, 1957, J. Bacteriol. 73: 269-278). La cepa
de Trichoderma reesei RutC30 y de Aspergillus oryzae Jal355 (WO 02/062973) se usaron para la expresion de la
proteina de fusidn de beta-glucosidasa.

Medios y soluciones

[0236] El medio YP estaba compuesto por litro de 10 g de extracto de levadura y 20 g de bacto triptona.

[0237] El medio inductor de celulasa estaba compuesto por litro de 20 g de celulosa, 10 g de sélidos de maiz remojados,
1,45 g de (NH4)2S0O4, 2,08 g de KH2PO4, 0,28 g de CaCly, 0,42 g de MgS0O4:7H20 y 0,42 ml de solucion de metales

traza.

[0238] La solucion de metales traza estaba compuesta por litro de 216 g de FeClz-6H20, 58 g de ZnSO4-7H20, 27 g de
MnSO4-H20, 10 g de CuSO4-5H,0, 2,4 g de H3BOs3, y 336 g de acido citrico.

[0239] EI STC estaba compuesto por 1 M sorbitol, 10 mM CaCl2 y 10 mM de Tris-HCI, pH 7,5.
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[0240] Las placas de COVE estaban compuestas por litro de 342 g de sacarosa, 10 ml de solucion de sales de COVE,
10 ml de 1 M de acetamida, 10 ml de 1,5 M de CsCl y 25 g de agar noble.

[0241] La solucion de sales de COVE estana compuesta por litro de 26 g de KCI, 26 g de MgSOy, 76 g de KH2PO4 y 50
ml de solucion de metales traza de COVE.

[0242] La solucién de metales traza de COVE estaba compuesta por litro de 0,04 g de Na;B4sO7:10H0, 0,4 g de
CuS04:5H,0, 1,2 g de FeS04:7H,0, 0,7 g de MnSO4-H20, 0,8 g de NaMoO>-H,0O y 10 g de ZnSO4-7H,0.

[0243] Las placas de COVE2 estaban compuestas por litro de 30 g de sacarosa, 20 ml de solucion de sales de COVE,
25 g de agar noble y 10 ml de 1 M de acetamida.

[0244] Las placas PDA estaban compuestas por litro de 39 gramos de agar de dextrosa de patata.
[0245] El medio LB estaba compuesto por litro de 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro sédico.

[0246] Las placas 2X YT estaban compuestas por litro de 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro
sédico y 15 g de Bacto Agar.

[0247] El medio MDU2BP estaba compuesto por litro de 45 g de maltosa, 1 g de MgSO4-7H20, 1 g de NaCl, 2 g de
KoHSO4, 12 g de KH2PO4, 2 g de urea y 500 pl de solucidon de metales traza AMG, el pH se ajustoé a 5,0 y luego se
esterilizé por filtro con una unidad de filtracién de 0,22 ym.

[0248] La solucion de metales traza AMG estaba 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 FeS0O4:7H,0, 8,5 g de MnSO4:7H20 y 3 g de acido citrico.

[0249] Las placas de medio minimo estaban compuestas por litro de 6 g de NaNO3, 0,52 de KCI, 1,52 g de KH2POy4, 1
ml de soluciéon de metales traza de COVE, 20 g de agar noble, 20 ml de 50% de glucosa, 2,5 ml de 20% de
MgS0O4-7H20 y 20 ml de solucion madre de biotina.

[0250] La solucién madre de biotina estaba compuesta por litro de 0,2 g de biotina.

[0251] El medio SOC estaba compuesto por 2% de triptona, 0,5% de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de
KCI, 10 mM de MgCl, y 10 mM de MgSOs, seguido de adicion de glucosa esterilizada por filtro a 20 mM después del
autoclave.

Ejemplo 1: construccion de vector de expresion pMJ04

[0252] El vector de expresion pMJ04 se construyd por amplificador de PCR del terminador del gen de celobiohidrolasa
1 de Trichoderma reesei (cbh1, CEL7A) del ADN gendémico de Trichoderma reesei RutC30 utilizando los cebadores
993429 (antisentido) y 993428 (sentido) mostrados a continuacion. El cebador antisentido fue disefiado para tener un
sitio Pac | en el final 5' y un sitio Spe | en el final 3' del cebador sentido.

Cebador 993429 (antisentido):
5-AACGTTAATTAAGGAATCGTTTTGTGTTT-3' (SEC ID n°: 33)
Cebador 993428 (sentido):
5-AGTACTAGTAGCTCCGTGGCGAAAGCCTG-3' (SEC ID n°: 34)

[0253] ElI ADN gendmico de Trichoderma reesei RutC30 se aislé utilizando un kit de DNEASY® Plant Maxi (QIAGEN
Inc., Valencia, CA, EE.UU.).

[0254] Las reacciones de amplificacion (50 pl) estuvieron compuestas por 1X tampén de reaccion ThermoPol (New
England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.), 0,3 mM de dNTPs, 100 ng de ADN genémico de Trichoderma reesei RutC30,
0,3 pM de cebador 993429, 0,3 uM de cebador 993428 y 2 unidades de polimerasa de ADN Veny (New England
Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.). Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF®
(Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, EE.UU.) programado durante 5 ciclos, cada uno durante 30 segundos a 94°C,
30 segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 65°C y 120 segundos a 72°C (extension final de 5 minutos). Los productos de reaccion fueron aislados en un gel de
agarosa al 1,0% usando 40 mM de Tris base-20 mM de sodio acetate-1 mM de tampén de EDTA disodio (TAE) donde
una banda de producto de 229 pares de bases fue cortado del gel y purificado utilizando un equipo de extraccion de gel
de QIAQUICK® (QIAGEN Inc., Valencia, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante.
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[0255] El fragmento de PCR resultante fue digerido con Pac | y Spe | y ligado en pAlLo1 (WO 05/067531) digerido con
las mismas enzimas de restriccion utilizando un equipo de ligamiento rapido (Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.), para
generar pMJ04 (figura 1).

Ejemplo 2: construcciéon de pCaHj568

[0256] El plasmido pCaHj568 fue construido a partir de pCaHj170 (patente de EE.UU. n°® 5.763.254) y pMT2188. El
plasmido pCaHj170 comprende la regién de codificacion de longitud completa de endoglucanasa V de Humicola
insolens (CEL45A) (SEC ID n° 1, que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2). La construccién de
pMT2188 fue iniciada por amplificacion por PCR del origen de replicacién pUC19 de pCaHj483 (WO 98/00529) usando
los cebadores 142779 y 142780 mostrados a continuacion. El cebador 142780 introduce un sitio Bbu | en el fragmento
de PCR.

142779:

5-TTGAATTGAAAATAGATTGATTTAAAACTTC-3' (SEC ID n°: 35)
142780:

5-TTGCATGCGTAATCATGGTCATAGC-3' (SEC ID n°: 36)

[0257] Un sistema de PCR EXPAND® (Roche Molecular Biochemicals, Basel, Suiza) se us6 después siguiendo las
instrucciones del fabricante para esta amplificacion. Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa y un
fragmento de 1160 pares de bases fue aislado y purificado utilizando un kit de giro de extracciéon de gel Jetquick
(Genomed, Wielandstr, Alemania).

[0258] El gen URA3 fue amplificado a partir del vector de clonacion de Saccharomyces cerevisiae general pYES2
(nvitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) utilizando los cebadores 140288 y 142778 mostrados a continuacion utilizando un
sistema de PCR EXPAND®.

El cebador 140288 introdujo un sitio Eco RI en el fragmento de PCR.

5-TTGAATTCATGGGTAATAACTGATAT-3' (SEC ID n°: 37)
142778:

5-AAATCAATCTATTTTCAATTCAATTCATCATT-3' (SEC ID n°: 38)

[0259] Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa y un fragmento de 1126 pares de bases fue
aislado y purificado utilizando un equipo de giro de extraccion de gel Jetquick.

[0260] Los dos fragmentos de la PCR fueron fusionados mediante mezcla y amplificados usando los cebadores 142780
y 140288 arriba mostrados por el método de empalme de solapamiento (Horton et al., 1989, Gene 77: 61-68). Los
productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa y un fragmento de 2263 pares de bases fue aislado y
purificado utilizando un equipo de giro de extraccion de gel Jetquick.

[0261] EI fragmento resultante fue digerido con Eco Rl y Bbu | y ligado utilizando protocolos estandar al fragmento
mayor de pCaHj483 digerido con las mismas enzimas de restriccion. La mezcla de ligamiento fue transformada en la
cepa de E. coli pirF-negativa DB6507 (ATCC 35673) hacha competente por el método de Mandel e Higa, 1970, J. Mol.
Biol. 45: 154. Los transformantes se seleccionaron en el medio sélido M9 (Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press) suplementado por litro con 1 g de acidos de
casamino, 500 yg de tiamina y 10 mg de canamicina. Un plasmido de un transformante fue aislado y designado
pCaHj527 (figura 2).

[0262] El promotor NA2-tpi presente en pCaHj527 fue sometido a mutagénesis dirigida al sitio por un simple método de
PCR utilizando un sistema de PCR EXPAND® segun las instrucciones del fabricante. Los nucleétidos 134-144 fueron
convertidos de GTACTAAAACC (SEC ID n° 39) a CCGTTAAATTT (SEC ID n°: 40) usando el cebador mutagénico
141223 mostrado a continuacion.

Cebador 141223:

5'-GGATGCTGTTGACTCCGGAAATTTAACGGTTTGGTCTTGCATCCC-3' (SEC ID n°: 41)

Los nucleétidos 423-436 fueron convertidos de ATGCAATTTAAACT (SEC ID n°: 42) a CGGCAATTTAACGG (SEC ID
n°: 43) usando el cebador mutagénico 141222 mostrado a continuacion.

Cebador 141222:
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5-GGTATTGTCCTGCAGACGGCAATTTAACGGCTTCTGCGAATCGC-3' (SEC ID n°: 44)
El plasmido resultante fue designado pMT2188 (figura 3).

[0263] La region codificante de endoglucanasa V de Humicola insolens fue transferida de pCaHj170 como un fragmento
de Bam HI-Sal | en pMT2188 digerido con Bam HI y Xho | para generar pCaHj568 (figura 4). El plasmido pCaHj568
comprende un promotor NA2-tpi mutado operativamente enlazado a la secuencia codificante en toda su longitud de
endoglucanasa V de Humicola insolens.

Ejemplo 3: construccion de pMJ05
[0264] EI plasmido pMJ05 fue construido por amplificacién de PCR de la regién de codificacion en toda su longitud de

endoglucanasa V de Humicola insolens de 915 pares de bases de pCaHj568 usando los cebadores HIEGV-F y HIEGV-
R mostrados a continuacion.

HIEGV-F (sentido):

5-AAGCTTAAGCATGCGTTCCTCCCCCCTCC-3' (SEC ID n°: 45)
HIEGV-R (antisentido):
5'-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3' (SEC ID n°: 46)

[0265] Las reacciones de amplificacion (50 pl) estaban compuestas por 1X tampdén de reaccidn ThermoPol (New
England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.), 0,3 mM de dNTPs, 10 ng/ul de pCaHj568, 0,3 uM de cebador HIEGV-F, 0,3 uM
de cebador HIEGV-R y 2 unidades de polimerasa de ADN Vent (New England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.). Las
reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado 5 ciclos cada uno durante
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 65°C y 120 segundos a 72°C (extension final de 5 minutos). Los productos de reaccion fueron
aislados en un gel de agarosa al 1.0% usando el tampén de TAE donde una banda de producto de 937 pares de bases
fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccidon de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del
fabricante.

[0266] El fragmento purificado de 937 pares de bases se usé como plantilla de ADN para amplificaciones posteriores
utilizando los siguientes cebadores:

HIEGV-R (antisentido):

5'-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3' (SEC ID n°: 47)

HIEGV-F-solapamiento (sentido):

5-ACCGCGGACTGCGCATCATGCGTTCCTCCCCCCTCC-3' (SEC ID n°: 48)

Las secuencias de cebador en cursiva son homologas a 17 pares de bases del promotor del gen de celobiohidrolasa |
de Trichoderma reesei (cbh1) y las secuencias de cebador subrayadas son homdlogas a 29 pares de bases de la region
de codificacion de endoglucanasa V de Humicola insolens. Un solapamiento de 36 pares de bases entre el promotor y la
secuencia codificante permitié una fusion precisa de un fragmento de 994 pares de bases que comprende el promotor
cbh1 de Trichoderma reesei con el fragmento de 918 pares de bases que comprende la regién de codificacion de
endoglucanasa V de Humicola insolens.

[0267] Las reacciones de amplificacion (50 pl) estaban compuestas por 1X tampén de reaccion ThermoPol, 0,3 mM de
dNTPs, 1 pl del fragmento de PCR purificado de 937 pares de bases, 0,3 uM del cebador HIEGV-F-solapamiento, 0,3
MM de cebador HIEGV-R y 2 unidades de polimerasa de DNA Vent. Las reacciones fueron incubadas en un
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 5 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
65°C y 120 segundos a 72°C (extension final de 5 minutos). Los productos de reaccion fueron aislados en un gel de
agarosa al 1,0% usando el tampdn de TAE donde una banda de producto de 945 pares de bases fue cortada del gel y
purificada utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0268] Se realiz6 una PCR separada para amplificar la secuencia promotora de Trichoderma reesei cbh1 que se
extiende desde 994 pares de bases arriba del coddn de inicio ATG del gen del ADN gendmico de Trichoderma reesei
RutC30 utilizando los cebadores mostrados debajo (el cebador sentido se disefié para tener un sitio de restriccion Sal |
en el final 5'). EI ADN gendmico de Trichoderma reesei RutC30 se aisl6 utilizando un equipo Plant Maxi de UNEASY®.
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TrCBHIpro-F (sentido):

5'-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3' (SEC ID n°: 49)

TrCBHIpro-R (antisentido):

5'-GATGCGCAGTCCGCGGT-3' (SEC ID n°: 50)

[0269] Las reacciones de amplificacion (50 pl) estaban compuestas por 1X tampén de reaccion ThermoPol, 0,3 mM de
dNTPs, 100 ng/ul de ADN gendmico de Trichoderma reesei RutC30, 0,3 uM de cebador TrCBHlIpro-F, 0,3 yM de
cebador TrCBHIpro-R y 2 unidades de polimerasa de DNA Vent. Las reacciones fueron incubadas en un
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 55°C y 120 segundos a 72°C (extension final de 5 minutos). Los productos de reaccion fueron aislados en
un gel de agarosa al 1,0% usando tampén de TAE donde una banda de producto de 998 pares de bases fue cortada del
gel y purificada utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0270] El fragmento de PCR purificado de 998 pares de bases se usé como plantilla de ADN para amplificaciones
posteriores utilizando los cebadores mostrados a continuacion.

TrCBHIlpro-F:
5'-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3' (SEC ID n°: 51)
TrCBHIpro-R-solapamiento:

5'-GGAGGGGGGAGGAACGCATGATGCGCAGTCCGCGGT-3' (SEC ID n°: 52)

[0271] Las secuencias en cursiva son homoélogas por 17 pares de bases del promotor de Trichoderma reesei cbh1y las
secuencias subrayadas son homologas por 29 pares de bases de la regiéon de codificacion de endoglucanasa V de
Humicola insolens. Un solapamiento de 36 pares de bases entre el promotor y la secuencia codificante permitio la
fusion del fragmento de 994 pares de bases que comprende el promotor de Trichoderma reesei cbh1 al fragmento de
918 pares de bases que comprende la regién de codificacién en toda su longitud de endoglucanasa V de Humicola
insolens.

[0272] Las reacciones de amplificacion (50 pl) estaban compuestas por 1X tampén de reaccion ThermoPol, 0,3 mM de
dNTPs, 1 pl del fragmento de PCR purificado de 998 pares de bases, 0,3 pM de cebador TrCBH1pro-F, 0,3 uM de
cebador TrCBH1pro-R-solapamiento y 2 unidades de polimerasa de ADN Vent. Las reacciones fueron incubadas en un
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 5 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
65°C y 120 segundos a 72°C (extension final de 5 minutos). Los productos de reaccion fueron aislados en un gel de
agarosa al 1,0% usando tampdn de TAE donde una banda de producto de 1017 pares de bases fue cortada del gel y
purificada utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0273] El fragmento de PCR promotor de 1017 pares de bases de Trichoderma reesei cbh1 y el fragmento de PCR de
945 pares de bases de endoglucanasa V de Humicola insolens se usaron como plantilla de ADN para amplificacion
posterior utilizando los siguientes cebadores para fundir precisamente el promotor de 994 pares de bases cbh1 a la
region de codificacion en toda su longitud de endoglucanasa V de 918 pares de bases utilizando la PCR de
superposicion.
TrCBHlpro-F:

5'-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3' (SEC ID n°: 53)
HIEGV-R:
5'-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3' (SEC ID n°: 54)

[0274] Las reacciones de amplificacion (50 pl) estaban compuestas por 1X tampoén de reacciéon de ThermoPol, 0,3 mM
dNTPs, 0,3 uM de cebador TrCBH1pro-F, 0,3 uM de cebador HIEGV-R y 2 unidades de polimerasa de ADN Vent. Las
reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 5 ciclos cada uno
durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C y 120 segundos a 72°C (extension final de 5 minutos). Los productos reactivos
fueron aislados en un gel de agarosa al 1.0% usando tampdn TAE donde una banda de producto de 1926 pares de
bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del
fabricante.
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[0275] El fragmento resultante de 1926 pares de bases fue clonado en un vector pCR®-Blunt-1I-TOPO® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) utilizando un equipo de clonacién por PCR TOPO® de ZEROBLUNT® (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.) siguiendo el protocolo del fabricante.

El plasmido resultante fue digerido con Not | y Sal | y el fragmento de 1926 pares de bases se purificé con gel utilizando
un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® y se ligé usando T4 ADN-ligasa (Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.) en
pMJ04, que fue también digerido con las mismas dos enzimas de restriccion, para generar pMJ05 (figura 5). El plasmido
pMJ05 comprende el promotor y el terminador de la celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei operativamente enlazado
a la secuencia codificante en toda su longitud de endoglucanasa V de Humicola insolens.

Ejemplo 4: construccion del vector de expresion pSMai130

[0276] Un fragmento de ADN de 2586 pares de bases que abarca desde el coddn de inicio ATG al coddn de terminacion
TAA de la secuencia codificante en toda su longitud de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (SEC ID n°: 21 para
secuencia de ADNc y SEC ID n° 22 para la secuencia de aminoacidos deducida; E. coli DSM 14240) fue amplificado
por PCR a partir de pJaL660 (WO 2002/095014) como plantilla con los cebadores 993467 (sentido) y 993456
(antisentido) mostrados a continuacion. Un sitio Spe | fue disefiado en el final 5' del cebador antisentido para facilitar
ligamiento. Las secuencias de cebador en cursiva son homdlogas por 24 pares de bases del promotor de Trichoderma
reesei cbh1 y las secuencias subrayadas son homologas por 22 pares de bases de la region de codificacion de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae.

Cebador 993467:

5-ATAGTCAACCGCGGACTGCGCATCATGAAGCTTGGTTGGATCGAGG-3' (SEC ID n°: 55)

Cebador 993456:
5'-ACTAGTTTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3' (SEC ID n°: 56)

[0277] Las reacciones de amplificacién (50 pl) estaban compuestas por tampon de amplificacion Pfx (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.), 0,25 mM de dNTPs, 10 ng de pJaL660, 6,4 uyM de cebador 993467, 3,2 uM de cebador
993456,1 mM de MgClz y 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Las reacciones
fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos cada uno durante 1
minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 3 minutos a 72°C (extension final de 15 minutos). Los productos reactivos fueron
aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampén TAE donde una banda de producto de 2586 pares de bases fue
cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0278] Un PCR separado se realizé para amplificar la secuencia promotora de Trichoderma reesei cbh1 que se extiende
desde 1000 pares de bases arriba del codon de inicio ATG del gen, usando el cebador 993453 (sentido) y el cebador
993463 (antisentido) mostrado debajo para generar un fragmento de PCR de 1000 pares de bases.

Cebador 993453:

5'-GTCGACTCGAAGCCCGAATGTAGGAT-3' (SEC ID n°: 57)

Cebador 993463:

5'-CCTCGATCCAACCAAGCTTCATGATGCGCAGTCCGCGGTTGACTA-3' (SEC ID n°: 58)

Las secuencias de cebador en cursiva son homologas a los 24 pares de bases del promotor de Trichoderma reesei
cbh1 y las secuencias de cebador subrayadas son homoélogas a los 22 pares de bases de la region de codificacion en
toda su longitud de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae. El solapamiento de 46 pares de bases entre el promotor y la
secuencia codificante permitié la fusién del fragmento de 1000 pares de bases que comprende el promotor de
Trichoderma reesei cbh1 con el fragmento de 2586 pares de bases que comprende la region de codificacion de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae.

[0279] Las reacciones de amplificaciéon (50 pl) estaban compuestas por el tampén de amplificacion Pfx, 0,25 mM de
dNTPs, 100 ng de ADN genémico de Trichoderma reesei RutC30, 6,4 uM de cebador 993453, 3,2 uyM de cebador
993463, 1 mM de MgCI2 y 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto
a 55°C y 3 minutos a 72°C (extension final de 15 minutos). Los productos de reaccion fueron aislados en un gel de
agarosa al 1,0% usando tampén TAE donde una banda de producto de 1000 pares de bases fue cortada del gel y
purificada utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0280] Los fragmentos purificados fueron usados como plantilla de ADN para amplificacion posterior por PCR de

superposicion usando el cebador 993453 (sentido) y el cebador 993456 (antisentido) arriba mostrados para fusionar
precisamente el fragmento de 1000 pares de bases que comprende el promotor de Trichoderma reesei cbh1 con el
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fragmento de 2586 pares de bases que comprende la regidn de codificacion en toda su longitud de beta-glucosidasa de
Aspergillus oryzae.

[0281] Las reacciones de amplificacién (50 pl) estaban compuestas por tampdén de amplificacion Pfx, 0,25 mM de
dNTPs, 6,4 uM de cebador 99353, 3,2 uM de cebador 993456, 1 mM de MgCI2 y 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa.
Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos
cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C y 4 minutos a 72°C (extension final de 15 minutos).

[0282] EI fragmento resultante de 3586 pares de bases fue digerido con Spe | y Sal | y ligado en el pMJ04, digerido con
las mismas dos enzimas de restriccion, para generar pSMai130 (figura 6). El plasmido pSMai130 comprende el
promotor de gen de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei y el terminador operativamente enlazado a la secuencia
sefial y la secuencia codificante de beta-glucosidasa nativa de Aspergillus oryzae (es decir, la secuencia de codificacion
de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae en toda su longitud).

Ejemplo 5: construccion de pSMai135

[0283] La region de codificacion madura de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (menos la secuencia sefal nativa,
véase figura 7; SEC ID n° 59 y 60) de Lys-20 al codon de parada TAA fue amplificada por PCR a partir de pJaL660
como plantilla con el cebador 993728 (sentido) y el cebador 993727 (antisentido) mostrado a continuacion.

Cebador 993728:

5-TGCCGGTGTTGGCCCTTGCCAAGGATGATCTCGCGTACTCCC-3' (SEC ID n°: 61)

Cebador 993727:
5'-GACTAGTCTTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3' (SEC ID n°: 62)

Las secuencias en cursiva son homologas a 20 pares de bases de la secuencia de sefial de endoglucanasa V de
Humicola insolens y las secuencias subrayadas son homoélogas a 22 pare de bases de la region de codificacion de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae. Un sitio Spe | fue disefiado en el final 5' del cebador antisentido.

[0284] Las reacciones de amplificacién (50 pl) estaban compuestas por tampdén de amplificacion Pfx, 0,25 mM de
dNTPs, 10 ng/ul de pJaL660, 6,4 uM de cebador 993728, 3,2 uM de cebador 993727,1 mM de MgCl, y 2,5 unidades de
Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado
durante 30 ciclos cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 3 minutos a 72°C (extension final de 15
minutos). Los productos de reaccion fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampon TAE donde una
banda de producto de 2523 pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccién de gel
QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0285] Una amplificaciéon por PCR separada se realiz6 para amplificar 1000 pares de bases del promotor de
Trichoderma reesei cbh1 y 63 pares de bases de la secuencia de sefial de endoglucanasa V de Humicola insolens
(codén de inicio ATG para Ala-21, Figura 8, SEC ID n° 63 y 64), usando el cebador 993724 (sentido) y el cebador
993729 (antisentido) mostrado a continuacion.

Cebador 993724:

5'-ACGCGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATCC-3' (SEC ID n°: 65)

Cebador 993729:

5-GGGAGTACGCGAGATCATCCTTGGCAAGGGCCAACACCGGCA-3' (SEC ID n°: 66)

[0286] Las secuencias de cebador en cursiva son homélogas a 20 pares de bases de la secuencia de sefial de
endoglucanasa V de Humicola insolens y las secuencias de cebador subrayadas son homodlogas a 22 pares de bases
de la regién de codificacion de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae.

[0287] El plasmido pMJ05, que comprende la regién de codificacion de endoglucanasa V de Humicola insolens bajo el
control del promotor cbh1, se usé como modelo para generar un fragmento de 1063 pares de bases que comprende el
promotor de Trichoderma reesei cbh1 y el fragmento de secuencia de sefial de endoglucanasa V de Humicola insolens.
Un solapamiento de 42 pares de bases fue compartido entre el promotor de Trichoderma reesei cbh1 y la secuencia
sefial de endoglucanasa V de Humicola insolens y la secuencia codificante madura de beta-glucosidasa de Aspergillus
oryzae para proporcionar un enlace perfecto entre el promotor y el codén de inicio ATG de la regidn de codificacion de
beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae de 2523 pares de bases.
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[0288] Las reacciones de amplificacién (50 pl) estaban compuestas por tampdn de amplificacion Pfx, 0,25 mM de
dNTPs, 10 ng/ul de pMJ05, 6,4 uM de cebador 993728, 3,2 uM de cebador 993727, 1 mM de MgCl, y 2,5 unidades de
Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado
durante 30 ciclos cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C y 4 minutos a 72°C (extension final de 15
minutos). Los productos de reaccion fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampon TAE donde una
banda de producto de 1063 pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccién de gel
QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0289] Los fragmentos de solapamiento purificados fueron usados como modelos para amplificacién usando el cebador
993724 (sentido) y el cebador 993727 (antisentido) anteriormente descritos para fusionar de forma precisa el fragmento
de 1063 pares de bases que comprende el promotor de Trichoderma reesei cbh1 y la secuencia sefal de
endoglucanasa V de Humicola insolens con el fragmento de 2523 pares de bases que comprende el marco de la region
de codificacion madura de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae por PCR de superposicion.

[0290] Las reacciones de amplificacién (50 pl) estaban compuestas por tampdén de amplificacion Pfx, 0,25 mM de
dNTPs, 6,4 uM de cebador 993724, 3,2 uM de cebador 993727, 1 mM de MgCI2 y 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa.
Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos
cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C y 4 minutos a 72°C (extension final de 15 minutos). Los productos
de reaccion fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampén TAE donde una banda de producto de 3591
pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® segun las
instrucciones del fabricante.

[0291] El fragmento resultante de 3591 pares de bases fue digerido con Spe | y Sal | y ligado en pMJ04 digerido con las
mismas enzimas de restriccion para generar pSMai135 (figura 9). El plasmido pSMai135 comprende el promotor del gen
de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei y el terminador operativamente enlazado a la secuencia sefial de
endoglucanasa V de Humicola insolens y la secuencia codificante madura de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae.

Ejemplo 6: expresion de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae con la seial de secrecion de endoglucanasa V
de Humicola insolens

[0292] EI plasmido pSMai135 que codifica la beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae madura enlazado a la sefial de
secrecion de endoglucanasa V de Humicola insolens (figura 8) se introdujo en el RutC30 de Trichoderma reesei por
transformacion mediada por PEG (Penttila et al., 1987, Gene 61 155-164). El plasmido contenia el gen amdS de
Aspergillus nidulans para permitir que los transformantes crecieran en acetamida como unica fuente de nitrégeno.

[0293] El RutC30 de Trichoderma reesei fue cultivado a 27°C y 90 r.p.m. en 25 ml de medio YP suplementado con 2%
(p/v) de glucosa y 10 mM de uridina durante 17 horas. Se recogieron micelios por filtraciéon utilizando un sistema de
filtracion desechable impulsado por vacio (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.) y se lavaron dos veces con agua desionizada
y dos veces con 1,2 M de sorbitol. Se generaron protoplastos por suspension de los micelios lavados en 20 ml de 1,2 M
de sorbitol que contenian 15 mg de GLUCANEX® (Novozymes A/S, Bagsveerd, Dinamarca) por ml y 0,36 unidades de
quitinasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.) por ml e incubacién durante 15-25 minutos a 34°C con agitacion
suave a 90 r.p.m. Se recogieron protoplastos por centrifugado durante 7 minutos a 400 x g y se lavaron dos veces con
frio 1,2 M de sorbitol. Los protoplastos se contaron utilizando un hemocitémetro y se resuspendieron en STC a una
concentracion final de 1 X 10° de protoplastos por ml. Los protoplastos de exceso se almacenaron en un contenedor de
congelacion 1°C Cryo (Nalgene, Rochester, NY, EE.UU.) a 80°C.

[0294] Aproximadamente 7 uyg de pSMai135 digerido con Pme | se afadio a 100 pl de solucién de protoplasto y se
mezclé suavemente, seguido de 260 pl de tampdn de PEG, mezclado e incubado a temperatura ambiente durante 30
minutos. Luego se afadié STC (3 ml) y se mezclé y la solucién de transformacion se colocé en placas sobre placas de
COVE usando seleccion amdS de Aspergillus nidulans. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 5-7 dias. Los
transformantes se subcultivaron sobre placas COVE2 y se dejaron crecer a 28°C.

[0295] Sesenta y siete transformantes designados SMA135 obtenidos con pSMai135 fueron subcultivados en placas
frescas que contenian acetamida se dejaron esporular durante 7 dias a 28°C.

[0296] Los 67 transformantes SMA135 de Trichoderma reesei fueron cultivados en matraces de agitacién con
deflectores de 125 ml que contenian 25 ml de medios de induccién de celulasa a pH 6,0 inoculados con esporas de los
transformantes e incubados a 28°C y 200 r.p.m. durante 7 dias. RutC30 de Trichoderma reesei se usé como control. Las
muestras de caldo de cultivo se retiraron el dia 7. Un ml de cada caldo de cultivo fue centrifugado a 15.700 x g durante 5
minutos en un microcentrifugador y los sobrenadantes transferidos a nuevos tubos. Las muestras fueron almacenadas a
4°C hasta ensayo enzimatico. Los sobrenadantes fueron evaluados para actividad de beta-glucosidasa utilizando p-
nitrofenil-beta-D-glucopirandsido como sustrato, como se describe a continuacion.

[0297] La actividad de beta-glucosidasa fue determinada a temperatura ambiente usando 25 pl de partes alicuotas de

sobrenadantes de cultivo, diluidas 1:10 en 50 mM de succinato pH 5,0, en 200 de 0,5 mg/ml p-nitrofenilo- beta-D-
glucopiranésido como sustrato en 50 mM de succinato pH 5,0. Después de 15 minutos de incubacion la reaccion se
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detuvo afadiendo 100 pl de 1 M Tris-HCI pH 8,0 y la absorbancia se leyé espectrofotométricamente en 405 nm. Una
unidad de actividad de beta-glucosidasa correspondia a la produccion de 1 ymol de p-nitrofenilo por minuto por litro a
pH 5,0, temperatura ambiente. La beta-glucosidasa de Aspergillus niger (NOVOZYM™ 188, Novozymes A/S,
Bagsvaerd, Dinamarca) se us6 como un estandar enzimatico.

[0298] Varios transformantes SMA135 mostraron actividades de beta-glucosidasa varias veces superiores que la
segregada por RutC30 de Trichoderma reesei. De los transformantes SMA135 seleccionados, el transformante
SMA135-04 produjo la maxima actividad de beta-glucosidasa.

[0299] SDS-PAGE se efectud utilizando geles (5% resolucién) Tris-HCI de CRITERION® (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE.UU.) con el Sistema CRITERION®, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Cinco pul de los sobrenadantes del dia 7
(véase arriba) fueron suspendidos en 2X concentracion de tampén de muestra de Laemmli, (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE.UU.) y hervidos en presencia de 5% de beta-mercaptoetanol durante 3 minutos. Las muestras de sobrenadantes
fueron cargadas en un gel de poliacrilamida y sometidas a electroforesis con 1X Tris/Glicina/SDS como tampén de
ejecucion, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). El gel resultante fue manchado con mancha Coomassie de BIO-SAFE®,
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.).

[0300] De los 38 transformantes SMA135 de Trichoderma reesei analizados por SDS-PAGE, 26 produjeron una proteina
de aproximadamente 110 kDa que no era visible en el RutC30 de Trichoderma reesei como control. El transformante
SMA135-04 de Trichoderma reesei produjo el maximo nivel de beta-glucosidasa como se destaca por abundancia de la
banda de 110 kDa vista por SDS-PAGE.

Ejemplo 7: construccion del vector de expresion pSMai140

[0301] El vector de expresién pSMai140 fue construido digiriendo el plasmido pSATe111BG41 (WO 04/099228), que
porta la region de codificacion en toda su longitud de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 (SEC
ID n°: 23 que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 24), con Nco |. El fragmento resultante de 1243 pares
de bases fue aislado en un gel de agarosa al 1,0% usando tampdén TAE y purificado utilizando un equipo de extraccion
de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0302] El vector de expresion pSMai135 fue digerido con Nco | y un fragmento de 8286 pares de bases fue aislado en
un gel de agarosa al 1,0% usando tampoén TAE vy purificado utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK®
segun las instrucciones del fabricante. El fragmento BG41 de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae
digerido por Nco | de 1243 pares de bases fue luego ligado al vector de 8286 pares de bases, utilizando T4 ADN-ligasa
(Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.) segun protocolo del fabricante, para crear el vector de expresién pSMai140 (figura
10). El plasmido pSMai140 comprende el promotor de gen de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei (CEL7A) y el
terminador operativamente enlazado a la secuencia de sefial de endoglucanasa V de Humicola insolens y la secuencia
codificante madura de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae.

Ejemplo 8: transformacién de Trichoderma reesei RutC30 con pSMai140

[0303] El plasmido pSMai140 fue linealizado con Pme | y transformado en la cepa RutC30 de Trichoderma reesei como
se describe en el ejemplo 6. Un total de 100 transformantes se obtuvieron de cuatro experimentos de transformacion
independientes, todos fueron cultivados en matraces de agitacién en medio inducido por celulasa, y la actividad de beta-
glucosidasa fue medida del medio de cultivo de los transformantes como se describe en el ejemplo 6. Un numero de
transformantes SMA140 de Trichoderma reesei mostrd actividades de beta-glucosidasa varias veces superiores que la
de Trichoderma reesei RutC30.

[0304] La presencia de la proteina de la variante BG41 de la beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae en el medio de
cultivo fue detectada por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida como se describe en el ejemplo 6 y coloracion de
Coomassie de los mismos 13 sobrenadantes de cultivo cuya actividad enzimatica fue analizada. Los trece
transformantes que tenian alta actividad de ?-glucosidasa, también expresaron los aproximadamente 110 KDa de la
variante BG41 de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae, a rendimientos variables.

[0305] El mas alto transformante de expresién de variante de beta-glucosidasa, como evaluado por ensayo de actividad
de beta-glucosidasa y electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, fue designado Trichoderma reesei SMA140-43.

Ejemplo 9: construccion del vector de expresion pSaMe-F1

[0306] Un fragmento de ADN que contenia 209 pares de bases del promotor del gen de celobiohidrolasa | de
Trichoderma reesei y la region central (nucledtidos 1 a 702 de SEC ID n°: 1 que codifican los aminoacidos 1 a 234 de
SEC ID n°: 2; WO 91/17243) del gen de endoglucanasa V de Humicola insolens fue amplificado por PCR usando pMJ05
como modelo utilizando los cebadores mostrados por debajo.

995103:

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2538360 T3

5'-cccaagcttagccaagaaca-3' (SEC ID n°: 67)
995137:
5'-gggggaggaacgcatgggatctggacgge-3' (SEC ID n°: 68)

[0307] Las reacciones de amplificaciéon (50 pl) estaban compuestas por 1X tampdn de amplificacion Pfx, 10 mM de
dNTPs, 50 mM de MgSO4, 10 ng/pl de pMJ05, 50 picomoles de cebador 995103, 50 picomoles de cebador 995137 y 2
unidades de Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF®
programado durante 30 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 60 segundos a 72°C
(extension final de 3 minutos).

[0308] Los productos de reaccion fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampdén TAE donde una banda
de producto de 911 pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccién de gel
QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0309] Un fragmento de ADN que contenia 806 pares de bases del gen BG41 de la variante de beta-glucosidasa de
Aspergillus oryzae se amplificé por PCR utilizando pSMai140 como modelo y los cebadores mostrados por debajo.

995133:

5'-gccgtccagatccccatgegttectcecce-3' (SEC ID n: 69)
995111:

5'-ccaagcttgttcagagtttc-3' (SEC ID n°: 70)

[0310] Las reacciones de amplificacién (50 pl) estaban compuestas por 1X tampdn de amplificacion Pfx, 10 mM de
dNTPs, 50 mM de MgSO4, 100 ng de pSMai140, 50 picomoles de cebador 995133, 50 picomoles de cebador 995111 y
2 unidades de Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de
EPPENDORF® programado durante 30 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 120
segundos a 72°C (extension final de 3 minutos).

[0311] Los productos de reaccidn fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampén TAE donde una banda
de producto de 806 pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccién de gel
QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante.

[0312] Los dos fragmentos de la PCR anterior fueron luego sometidos a PCR de superposicion. Los fragmentos de
superposicion purificados fueron usados como modelos para amplificacion utilizando el cebador 995103 (sentido) y el
cebador 995111 (antisentido) anteriormente descritos para fusionar de forma precisa el fragmento de 702 pares de
bases que comprende 209 pares de bases del promotor del gen de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei y la
secuencia central de endoglucanasa V de Humicola insolens con el fragmento de 806 pares de bases que comprende
una parte de la region de codificacion de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 por PCR de
superposicion.

[0313] Las reacciones de amplificacion (50 pl) estaban compuestas por 1X tampén de amplificacion Pfx, 10 mM de
dNTPs, 50 mM de MgSOs, 2,5 yl de cada fragmento (20 ng/ul), 50 picomoles de cebador 995103, 50 picomoles de
cebador 995111 y 2 unidades de Pfx ADN polimerasa de alta fidelidad. Las reacciones fueron incubadas en un
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado para una desnaturalizacién inicial de 3 minutos a 95°C
seguida de 30 ciclos cada uno durante 1 minuto de desnaturalizacién, 1 minuto de recocido a 60°C y una extension de
3 minutos a 72°C.

[0314] Los productos de reaccidn fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampén TAE donde una banda
de producto de 1,7 kb fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extraccion de gel QIAQUICK® segun las
instrucciones del fabricante.

[0315] EI fragmento 1,7 kb fue ligado en un vector Blunt pCR®4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) segun las
instrucciones del fabricante. El constructo se transformé luego en células de E. coli quimicamente competentes TOP10
de ONE SHOT® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) segun el procedimiento de transformacion quimica rapida del
fabricante. Se seleccionaron colonias y se analizaron por aislamiento de plasmido y digestion con Hind Ill para liberar el
fragmento de PCR de superposicion de 1,7 kb.

[0316] El plasmido pSMai140 fue también digerido con Hind Ill para linearizar el plasmido. Ambos fragmentos digeridos

fueron combinados en una reaccién de ligamiento utilizando un equipo de ligamiento de ADN rapido siguiendo las
instrucciones del fabricante para producir pSaMe-F1 (figura 11).
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[0317] Células competentes de grado subclonacion de E. coli XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) se
transformaron con el producto de ligamiento. La identidad del constructo fue confirmada por secuenciacion del ADN del
promotor del gen de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei, la secuencia de sefial de endoglucanasa V de Humicola
insolens, en nucleo de endoglucanasa V de Humicola insolens, la secuencia sefial de endoglucanasa V de Humicola
insolens, la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 y la secuencia terminadora del gen de
celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei a partir de los plasmidos purificados de E. coli transformado. Un clon que
contenia el plasmido recombinante fue designado pSaMe-F1. El plasmido pSaMe-F1 comprende el promotor y el
terminador del gen de celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei y la secuencia de péptido sefial de endoglucanasa V de
Humicola insolens enlazada directamente al polipéptido de nucleo de endoglucanasa V de Humicola insolens que se
fusionan directamente con el péptido sefial de endoglucanasa V de Humicola insolens que esta enlazado directamente a
la secuencia codificante madura de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41. La secuencia de ADN y
secuencia de aminoacidos deducida de la proteina de fusidn de variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG
se muestra en SEC ID n°: 73 y 74, respectivamente (véase figuras 14A, 14B, 14C y 14D).

Ejemplo 10: transformacién de Trichoderma reesei RutC30 con pSaMe-F1

[0318] Matraces de agitacion que contenian 25 ml de medio YP suplementado con 2% de glucosa y 10 mM de uridina
fueron inoculados con 5 X 107 a de esporas de Trichoderma reesei RutC30. Tras la incubacion toda la noche durante
aproximadamente 16 horas a 27°C, 90 r.p.m., los micelios fueron recogidos utilizando un sistema de filtracion
desechable impulsado por vacio. Los micelios fueron lavados dos veces en 100 ml de agua desionizada y dos veces en
1,2 M de sorbitol. Se generaron protoplastos como se describe en el ejemplo 6.

[0319] Dos microgramos de ADN pSaMe-F1 linealizado con Pme I, 100 ul de protoplastos de RutC30 de Trichoderma
reesei 'y 50% de PEG (4000) fueron mezclados e incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, 3 ml de
STC se afiadi6 y el contenido se vertié sobre una placa de COVE suplementada con 10 mM de uridina. La placa se
incubo luego a 28°C. Transformantes empezaron a aparecer el dia 6 y fueron escogidos para placas COVE2 para
crecimiento a 28°C y 6 dias. Veintidds transformantes de Trichoderma reesei fueron recuperados.

[0320] Los transformantes fueron cultivados en frascos de agitaciéon en el medio de induccién de celulasa y la actividad
de beta-glucosidasa se midi6 como se describe en el ejemplo 6. Varios transformantes pSaMe-F1 produjeron actividad
de beta-glucosidasa. Un transformante, denominado SaMeF1-9 de Trichoderma reesei, produjo la maxima cantidad de
beta-glucosidasa, y tuvo dos veces la actividad de una cepa que expresa la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus
oryzae (ejemplo 9).

[0321] La actividad de endoglucanasa se evalu6 utilizando un ensayo de superposiciéon de carboximetilcelulosa (CMC)
segun Beguin, 1983, Analytical Biochem. 131(2): 333-336. Cinco pg de la proteina de cinco de las muestras de caldo
(las que tuvieron la maxima actividad de beta-glucosidasa) fueron diluidos en el tampén de muestra nativa, (Bio-Rad,
Hercules, CA, EE.UU.) y se ejecutaron en un gel Tris-HCI al 8-16% de CRITERION®, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.)
usando 10X tampon de ejecucion Tris/glicina, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) y luego el gel se dejo sobre una placa
que contenia 1% de carboximetilcelulosa (CMC). Después de 1 hora de incubacion a 37°C, el gel fue manchado con
0,1% de rojo Congo durante 20 minutos. La placa se desmanchd luego usando 1 M de NaCl para identificar regiones de
idicativo de aclaramiento de actividad de endoglucanasa. Dos zonas de aclaramiento fueron visibles, una zona superior
en aproximadamente 110 kDa y una zona inferior en aproximadamente 25 kDa. El tamafio de proteina previsto de la
endoglucanasa V de Humicola insolens y la fusién de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 es
118 kDa si las dos proteinas no se dividen y permanecen como un unico polipéptido; la glicosilacion del dominio de
nucleo de la endoglucanasa V individual y la beta-glucosidasa lleva a migracién de las proteinas individuales a PM mas
altos que los previstos de la secuencia primaria. Si las dos proteinas son divididas luego los tamafios predichos para el
dominio de nucleo de la endoglucanasa V de Humicola insolens es 24 kDa y 94 kDa para la variante de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41. Debido a que hubo una zona de aclaramiento en aproximadamente 110 kDa,
este resultado indic6 que minimamente una poblacidon de proteina de fusion de endoglucanasa y beta-glucosidasa
permanece intacta como una Unica proteina grande. La zona de aclaramiento inferior muy probablemente representa
una actividad de endoglucanasa enddgena, y posiblemente adicionalmente se origina de la escision parcial del dominio
de nucleo de la endoglucanasa V de Humicola insolens a partir de la B-glucosidasa de Aspergillus oryzae.

[0322] Los resultados demostraron que el nucleo de endoglucanasa V de Humicola insolens estaba activo incluso
mientras estaba fusionado a la beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae. Ademas, el aumento de la actividad de beta-
glucosidasa pareci6 originarse de la secrecion aumentada de proteina con respecto a la eficiencia de secrecion de la
beta-glucosidasa de no fusion. Al enlazar la secuencia de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41
con el nucleo de la endoglucanasa V de Humicola insolens, se segregé mas beta-glucosidasa.

Ejemplo 11: construccion del vector pSaMe-FX
[0323] El plasmido pSaMe-FX fue construido modificando pSaMe-F1. El plasmido pSaMe-F1 fue digerido con Bst Z17 y
Eco RI para generar un fragmento de 1 kb que contenia la secuencia codificante de la variante de beta-glucosidasa

BG41 y un fragmento de 9,2 kb que contenia el resto del plasmido. Los fragmentos fueron separados en un gel de
agarosa 1,0% usando tampon TAE y el fragmento de 9.2 kb fue cortado y purificado utilizando un equipo de extraccién
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de gel QIAQUICK® segun las instrucciones del fabricante. El plasmido pSMai135 fue también digerido con Bst Z17 y
Eco RI para generar un fragmento de 1 kb que contenia bases homdlogas a la secuencia codificante de la variante de
beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 y un fragmento de 8,5 kb con el resto del plasmido. El fragmento de 1 kb
fue aislado y purificado como por encima.

[0324] Los fragmentos de 9,2 kb y 1 kb fueron combinados en una reaccién de ligamiento utilizando un equipo de
ligamiento de ADN rapido siguiendo las instrucciones del fabricante para producir pSaMe-FX, que es idéntico a pSaMe-
F1 excepto en que éste contenia la secuencia codificante madura de beta-glucosidasa de tipo salvaje en lugar de la
secuencia codificante madura de la variante.

[0325] Células competentes de E. coli SURE® (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) fueron transformadas con el producto
de ligamiento. La identidad del constructo fue confirmada por secuenciacion del ADN del promotor de gen de
celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei, secuencia de sefal de endoglucanasa V de Humicola insolens, secuencia
nucleo de endoglucanasa V de Humicola insolens, secuencia sefial de endoglucanasa V de Humicola insolens,
secuencia codificante madura de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae y la secuencia terminadora de gen de
celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei a partir de plasmidos purificados de E. coli transformado. Un clon que contenia
el plasmido recombinante fue designado pSaMe-FX (figura 12). La secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos
deducida de la proteina de fusion de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae se muestra en SEC ID n® 75 y 76,
respectivamente (véanse figuras 15A, 15B, 15C y 15D).

Ejemplo 12: transformacién y expresién de transformantes de Trichoderma

[0326] El constructo pSaMe-FX fue linealizado con Pme | y transformado en la cepa RutC30 de Trichoderma reesei
como se describe en el ejemplo 10. Un total de 63 transformantes fueron obtenidos de una unica transformacién. Se
cultivaron transformantes en matraces de agitacion en medio de incuccion de celulasa y la actividad de beta-glucosidasa
se midi6 como se describe en el ejemplo 6. Varios transformantes de pSaMe-FX produjeron actividad de beta-
glucosidasa. Un transformante designado SaMe- FX16 produjo dos veces la cantidad de actividad de beta-glucosidasa
en comparacion con SaMeF1-9 de Trichoderma reesei (ejemplo 10).

Ejemplo 13: analisis de transformantes de Trichoderma reesei

[0327] Una proteina de fusion fue construida como se describe en el ejemplo 9 por fundiciéon del ndcleo de la
endoglucanasa V de Humicola insolens (que contenia su propia secuencia sefial nativa) con la secuencia codificante
madura de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 enlazada a la secuencia sefial de
endoglucanasa V de Humicola insolens. Este constructo de fusion dio como resultado un aumento dos veces la
actividad de beta-glucosidasa segregada en comparacion con la secuencia codificante madura de la variante de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 enlazada a la secuencia sefial de endoglucanasa V de Humicola insolens. Un
segundo constructo de fusion se hizo como se describe en el ejemplo 11 que consistio en el nucleo de endoglucanasa V
de Humicola insolens (que contenia su propia secuencia sefial) fusionado con la secuencia codificante de beta-
glucosidasa de tipo salvaje de Aspergillus oryzae enlazada a la secuencia sefial de endoglucanasa V de Humicola
insolens, y esto llevd a una mejora incluso mayor de la actividad de beta-glucosidasa. La cepa transformada con la
fusion de tipo salvaje tuvo dos veces la actividad de beta-glucosidasa segregada con respecto a la cepa transformada
con la fusién de la variante de beta-glucosidasa BG41.

Ejemplo 14: clonacién de la secuencia codificante de proteina de fusion de beta-glucosidasa en un vector de
expresion de Aspergillus oryzae

[0328] Dos cebadores oligonucledtidos sintéticos, mostrados por debajo, se disefiaron para amplificacion por PCR del
marco de lectura abierto en toda su longitud de pSaMeFX que codifica la proteina de fusidn de beta-glucosidasa.

Cebador sentido PCR:

5'-GGACTGCGCAGCATGCGTTC-3' (SEC ID n°: 71)

Cebador antisentido PCR:

5-AGTTAATTAATTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3' (SEC ID n°: 72)

Las letras en negrita representan la secuencia codificante. La "G" subrayada en el cebador sentido representa un
cambio de base introducido para crear un sitio de restriccion Sph |. La secuencia restante contiene identidad de
secuencia comparada con los sitios de insercion de pSaMeFX. La secuencia subrayada en el cebador antisentido
representa un sitio de restriccion Pac | afiadido para facilitar la clonacién de este gen en el vector de expresion pAlLo2

(WO 04/099228).

[0329] Cinquenta picomoles de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reacciéon por PCR que
contenia 50 ng de ADN de pSaMeFX, 1X de tampon de amplificacién Pfx , 6 yl de 10 mM de mezcla de dATP, dTTP,
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dGTP y dCTP, 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa de PLATINUM®, y 1 yl de 50 mM de MgSOQO4 en un volumen final
de 50 pl. Un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® se uso6 para amplificar el fragmento programado durante 1
ciclo a 98°C durante 2 minutos; y 35 ciclos cada uno a 96°C durante 30 segundos, 61 °C durante 30 segundos y 68°C
durante 3 minutos. Después de los 35 ciclos, la reaccion fue incubada a 68°C durante 10 minutos y luego enfriada a
10°C hasta mas procesado. Un producto de reaccion por PCR de 3,3 kb fue aislado en un gel de GTG-agarosa al 0,8%
(Cambrex Bioproducts One Meadowlands Plaza East Rutherford, NJ, EE.UU.) usando tampén de TAE y 0,1 ug de
bromuro de etidio por ml. EI ADN fue visualizado con la ayuda de un DARK READER™ (Clare Chemical Research,
Dolores, CO, EE.UU.) para evitar mutaciones inducidas por UV. Una banda de ADN de 3,3 kb fue cortada con una
cuchilla desechable y purificada con una capsula de giro ULTRAFREE®-DA (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) segun las
instrucciones del fabricante.

[0330] El producto de PCR purificado de 3,3 kb fue clonado en un vector pCR®4Blunt-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE.UU.). Cuatro microlitros del producto de PCR purificado fueron mezclados con 1 pl de una solucién de cloruro
sodico de 2 M y 1 ul del vector TOPO®. La reaccién fue incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos y luego 2
pl de la reaccion se uso para transformar células de E. coli quimicamente competentes TOP10 de One Shot® segun las
instrucciones del fabricante. Tres partes alicuotas de 83 pl cada una de la reaccién de transformacion se extendieron
sobre tres placas de 2X YT de 150 mm suplementadas con 100 pug de ampicilina por ml y se incubaron durante toda la
noche a 37°C.

[0331] Ocho colonias recombinantes se usaron para inocular cultivos liquidos que contenian 3 ml de medio LB
suplementado con 100 ug de ampicilina por ml. ADN plasmido se prepard a partir de estos cultivos utilizando un
BIOROBOT® 9600 (QIAGEN Inc., Valencia, CA, EE.UU.). Se analizaron clones por digestiéon de enzima de restriccion
con Pac |. EI ADN plasmido de cada clon fue digerido con Pac | y analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1,0%
usando tampén TAE. Los ocho clones tuvieron el modelo de digestion de restriccion previsto y los clones 5, 6, 7y 8
fueron seleccionados para ser secuenciados para confirmar que no habia ninguna mutacion en el inserto clonado. El
analisis de secuencias de sus finales 5' y 3' indico que los 4 clones tenian la secuencia correcta. Los clones 5y 7 fueron
seleccionados para mas secuenciacion. Ambos clones fueron secuenciados para valores Phred Q mayores que 40 para
asegurar que no habia ningun error inducido por PCR. Los clones 5 y 7 mostraron que tenian la secuencia prevista y
clon 5 fue seleccionado para reclonaciéon en pAlLo2.

[0332] EI ADN plasmido del clon 5 fue linealizado por digestion con Sph I. El clon linealizado se hizo luego con los
extremos redondeados afiadiendo 1,2 pl de un 10 mM de mezcla de dATP, dTTP, dGTP y dCTP y 6 unidades de T4
ADN polimerasa (New England Bioloabs, Inc., Ipswich, MA, EE.UU.). La mezcla fue incubada a 12°C durante 20
minutos y luego la reaccion fue detenida afadiendo 1 uyl de 0,5 M de EDTA y calentamiento a 75°C durante 20 minutos
para inactivar la enzima. Un fragmento de 3,3 kb que codifica la proteina de fusion de beta-glucosidasa fue purificado
por electroforesis en gel y ultrafiliraciéon como se ha descrito anteriormente.

[0333] El vector pAlLo2 fue linealizado por digestion con Nco I. El vector linealizado se hizo luego con los extremos
redondeados afiadiendo 0,5 pl de una mezcla de 10 mM de dATP, dTTP, dGTP y dCTP y una unidad de ADN
polimerasa |. La mezcla se incubd a 25°C durante 15 minutos y luego la reaccion fue detenida afiadiendo 1 ul de 0,5M
de EDTA y calentamiento a 75°C durante 15 minutos para inactivar las enzimas. Luego el vector fue digerido con Pac I.
El vector con los extremos redondeados fue purificado por electroforesis en gel y ultrafiltracion como se ha descrito
anteriormente.

[0334] La clonacién del fragmento de 3,3 kb que codifica la proteina de fusion de beta-glucosidasa en el vector pAlLo2
linealizado y purificado se realiz6é con un equipo de ligamiento rapido. Una muestra de 1 pl de la reaccion se uso para
transformar células Gold de E. coli XL10 SOLOPACK® (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del
fabricante. Después del periodo de recuperacion, dos partes alicuotas de 100 pl de la reaccion de transformacion se
colocaron en placas sobre dos placas 2X YT de 150 mm suplementadas con 100 yg de ampicilina por ml e incubadas
durante toda la noche a 37°C. Un conjunto de ocho clones recombinantes putativos fue seleccionado al azar de las
placas de seleccion y se obtuvo ADN plasmido a partir de cada uno usando un BIOROBOT® 9600. Los clones 1-4
fueron seleccionados para secuenciacion con los cebadores especificos de pAlLo2 para confirmar que el vector de
union/inserto tenia la secuencia correcta. El clon 3 tenia una union de vector/inserto perfecto y fue denominado pAlLo47
(figura 13).

[0335] Para crear una cepa de expresion sin marcador, una digestion de endonucleasa de restriccion se realizé para
separar el gen blaA que confiere resistencia a la ampicilina antibiética del resto del constructo de expresion. Treinta
microgramos de pAlLo47 fueron digeridos con Pme I. EI ADN digerido fue luego purificado por electroforesis en gel de
agarosa como se ha descrito anteriormente. Una banda de ADN de 6,4 kb que contenia el constructo de expresién pero
a la que le faltaba el gen blaA fue cortada con una hoja de afeitar y purificada con un equipo de extraccion de gel
QIAQUICK®.

Ejemplo 15: expresion de la proteina de fusion de beta-glucosidasa en el Aspergillus oryzae JaL355
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[0336] Se prepararon protoplastos de Aspergillus oryzae JaL355 (WO 00/240694) segun el método de Christensen et
al., 1988, Bio/Technology 6: 1419-1422. Diez microlitros del constructo de expresion purificado del ejemplo 14 se usaron
para transformar protoplastos de JalL355 de Aspergillus oryzae. La transformaciéon de Aspergillus oryzae JaL355 liberd
aproximadamente 90 transformantes. Cincuenta transformantes fueron aislados en placas PDA individuales e incubados
durante cinco dias a 34°C.

[0337] Cuarenta y ocho placas de esporas confluyentes fueron lavadas con 3 ml de 0,01% TWEEN® 80 y la suspension
de esporas fue usada para inocular 25 ml de medio MDU2BP en matraces de agitacion de vidrio de 125 ml. Los cultivos
de transformantes fueron incubados a 34°C con agitacion constante a 200 r.p.m. Después de 5 dias, 1 ml de partes
alicuotas de cada cultivo fue centrifugado a 12.000 x g y sus sobrenadantes recogidos. Cinco pl de cada sobrenadante
fue mezclado con un volumen igual de 2X tampén de carga (10% de beta-mercaptoetanol) y cargado sobre un 1.5 mm 8
%-16 % de gel de SDS-PAGE fris-glicina y manchado con mancha de proteina azul Coomassie G250 de BIO-SAFE®
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Los perfiles de SDS-PAGE de los caldos de cultivo mostraron que 33 de los 48
transformantes fueron capazes de expresar una proteina nueva con un peso molecular aparente muy cerca del previsto
118 kDa. El transformante 21 produjo el mejor rendimiento y fue seleccionado para otros estudios.

Ejemplo 16: aislamiento de espora tnica del transformante 21 de Aspergillus oryzae JaL355

[0338] Las esporas del transformante 21 de Aspergillus oryzae JaL355 se extendieron sobre una placa PDA y se
incubaron durante cinco dias a 34°C. Un area pequefia de la placa de esporas confluyente se lavé con 0,5 ml de 0,01%
de TWEEN® 80 para resuspender las esporas. Una parte alicuota de 100 pl de la suspensiéon de esporas fue diluida a
un volumen final de 5 ml con 0,01% de TWEEN® 80. Con la ayuda de un hemocitdémetro, la concentracion de esporas
fue determinada y diluida a una concentracion final de 0,1 esporas por microlitros. Una parte alicuota de 200 pl de la
diluciéon de esporas se extendié sobre 150 mm de placas de medio minimo y se incubd durante 2-3 dias a 34°C.
Colonias emergentes fueron cortadas de las placas y transferidas a placas PDA e incubadas durante 3 dias a 34°C.
Luego, las esporas se extendieron a través de las placas y se incubaron otra vez durante 5 dias a 34°C.

[0339] Las placas de esporas confluyentes fueron lavadas con 3 ml de 0,01% de TWEEN® 80 y la suspensién de
esporas se usoO para inocular 25 ml de medio MDU2BP en matraces de agitacion de vidrio de 125 ml. Cultivos
monospdricos fueron incubados a 34°C con agitacion constante a 200 r.p.m. Después de 5 dias, una parte alicuota de 1
ml de cada cultivo fue centrifugada a 12.000 x g y sus sobrenadantes recogidos. Cinco de cada sobrenadante se mezclé
con un volumen igual de 2X tampodn de carga (10% beta-mercaptoetanol) y se cargd sobre un gel de SDS-PAGE tris-
glicina 1,5 mm 8%-16% y se mancho6 con mancha de proteina G250 azul Commassie de BIO-SAFE®. Los perfiles de
SDS-PAGE de los caldos de cultivo mostraron que los ocho transformantes eran capaces de expresar la proteina de
fusién de beta-glucosidasa a niveles altisimos y uno de los cultivos denominados Aspergillus oryzae JaL355AILo47
produjo el mejor rendimiento.

[0340] La invencion descrita y reivindicada aqui no esta limitada en su alcance por los aspectos especificos aqui
descritos, dado que estos aspectos son ilustraciones de diferentes aspectos de la invencién. Cualquier aspecto
equivalente esta dentro del campo de esta invencion. De hecho, seran aparentes para los expertos en la técnica
diferentes modificaciones de la invencion ademas de las mostrada y descrita aqui a partir de la descripcién precedente.
Tales modificaciones estan también destinadas a incluirse dentro del campo de las reivindicaciones anexas. En caso de
conflicto, la presente divulgacion, incluyendo definiciones, prevalecera.

[0341] Se citan aqui varias referencias, las descripciones se incorporan por referencia en su totalidad.
Listado de secuencias

[0342]

<110> Novozymes, Inc.

<120> Métodos de aumento de secrecion de polipéptidos que tienen actividad biologica
<130> 10916.204-WO

<150> US 60/832,511
<151> 2006-07-21

<160> 76

<170> Versién de patentin 3.4
<210>1

<211> 923

<212> ADN
<213> Humicola insolens
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<213> Humicola insolens

<400> 2

ES 2538360 T3

ccgctecegee
ccgctactgg
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Ser Ser Pro Pro Val Gln Pro Thr Thr Pro Ser Gly Cys Thr Ala Glu
260 265 270

Arg Trp Ala Gln Cys Gly Gly Asn Gly Trp Ser Gly Cys Thr Thr Cys
275 280 285
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115

Phe

Ser

Phe

Gly

Phe

195

Phe

Ser

Pro

20

Vval

Vval

Pro

Lys

Gly

100

Ser

Arg

Ser

Val

Arg

180

Trp

Asp

Ile

Trp

Ser

Pro

Thr

Gly

85

Glu

Thr

Ile

Phe

Thr

165

Tyr

Thr

Thr

Leu

Gln

Gly

Gly

Ala

70

Lys

Ser

Asp

Asp

150

Asn

Tyr

Asn

Asn

ES 2538360 T3

Ala

Gln

Tyr

Ala

55

Thr

Leu

Asn

Ala

Phe

135

Gln

Ala

Gly

Leu

Asn
215

Ser

Cys

His

40

Ala

Ser

Lys

Tyr

Ile

120

Ser

Gly

Asn

Ala
200

Glu

val

Gly

25

Cys

Ser

Thr

Trp

Pro

105

Gln

Met

Tyr

Lys

Ile

185

Lys

Tyr

44

Phe

10

Gly

Vval

Thr

Ala

Leu

90

Gly

Thr

Glu

Leu

Tyr

170

Ile

Gln

Asn

Ala

Ile

Tyr

Thr

Pro
75

Gly

Leu

Leu

Arg

155

Ala

Thr

Phe

Thr

Thr

Gly

Gln

Leu

60

Pro

Ser

Trp

Ile

Leu

140

Asn

vVal

Asp

Ala

Met
220

Gly

Trp

Asn

45

Gln

Ser

Asn

Asn

125

Val

Leu

Leu

Thr

Ser

205

Asp

Ala

Gln

30

Asp

Thr

Ser

Glu

Lys

110

Asp

Pro

Thr

Asp

Asn

190

Asn

Gln

Vval
15

Gly

Trp

Ser

Thr

Ser

95

His

Gly

Asn

Glu

Pro

175

Ala

Ser

Thr

Ala

Ser

Tyr

Thr

Thr

80

Gly

Phe

Tyr

Gln

val

160

His

Phe

Leu

Leu



Val
225

Ala

Trp

Gln

Ser

val

305

Leu

Thr

Ala

Phe

Lys
385

Leu

Thr

Ser

Asn

Gly

290

val

Gly

Gly

Leu

Glu

370

Lys

<210>5

<211> 1232
<212> ADN
<213> Myceliophthora thermophila

<400> 5

Asn

Ser

Trp

Lys

275

Thr

Glu

Leu

Trp

355

Pro

Tyr

Leu

Gln

Asn

260

Ile

His

Ala

Phe

Leu
340

Trp

Pro

Leu

Asn

Tyr

245

Thr

val

Ala

Thr

Ala

325

Asp

Ala

Ser

Pro

Gln

230

Ile

Thr

Tyr

Glu

Gln

310

Gly

His

Ala

ES 2538360 T3

Ala

Phe

Asn

Glu

Cys

295

Trp

Gly

Leu

Gly

Thr
375

Ala

Val

Thr

Met

280

val

Leu

Ala

Gln

Pro
360

Ile

Glu

Asn

265

His

Ser

Asn

Asp

345

Trp

Tyr

45

Asp

Gly

250

Met

Gln

Ser

Ala

Ala

330

Asn

Trp

val

Gly

235

Asn

Ala

Tyr

Thr

Asn

315

vVal

Ser

Gly

Asn

Ile

Ala

Ala

Leu

Ile

300

Gly

Asp

Asp

Tyr
380

Arg

Trp

Leu

Asp

285

Gly

Lys

Gln

Vval

Tyr

365

Asn

Ala

Ser

Thr

270

Ser

Ala

Leu

Gln

Trp
350

Met

Ser

Ala

Gly

255

Asp

Asp

Gln

Gly

Ala

335

Leu

Tyr

Ile

Gly
240
Ala

Pro

Ser

val
320

Val

Ser

Leu



10

ggatccactt
ttgtagecgac
gcggecattgg
acgactatta
gcaacgcacc
gccgcacgece
acatceccegg
tcatgggcaa
ctgccactgg
tcaactacat
acaatggcca
gagtgtttaa
ccgcccagac
cgacgtcgca
cctctggecaa
agatgcatca
ccatcggtge
gcttectggg
cgttgtgtte
cgtggtgggg

tcctececgea

<210>6
<211> 397
<212> PRT

agtaacggcc
cgtecgegete
cttcagecgga
ctctcaatge
gtcecggeact
gttccagttc
tgttctgggce
gggaatgaat
catcacagga
caccggcaaa
gacgatctce
atcgaacagt
cgtgttccaa
gctcattctg
cagcgatgca
gtacctggat
cgagcggttg
cgagatcgge
gatgcagcaa
cgactactac

ggccctgetg

<213> Myceliophthora thermophila

<400> 6

ES 2538360 T3

gccagtgtge
agctcgeccag
agcaccgtct
caacccggceg
tcgacggect
ttcggtgtca
accgactaca
accttccgta
cctetegace
ggcggctttg
agtadcagcg
cacétcatct
ctgaaccaag
gtcgagggca
ttcggtgeca
agcgatggct
caggctgcga
gceggetceta
tctggtgtgt

cagtccatcg

ccgttegegt

tggaaagcat
tattctcetgt
gtgatgcagg
ctecccactge
cggeececcecte
acgaatccgg
cctggeegte
tteegttect
agacgtactt
ctectcattga
acttccagaa
tcgatgttat
ccgectgtcaa
caagctggac
ttaaggatcc
ctggcacttc
ctcaatggtt
actcegettg
ggcteggege
agccgececte

aa

46

gaagtctctc
cgcagtctgg
cgecggetgt
tacatccgceg
ctccageett
cgcggagttce
gccatccage
catggagcgt
gggcggectg
cccgcacaac
gttctggcag
gaacgagcct
tggcatcegt
tggagcctgg
caacaacaac
gcagacctgce
gaagcagaac
catcagcgcet
tctetggtgg

tggcececggeg

ttcetgtcac
gggcaatgcg
gtgaagctca
gcgccaagta
tgctctggca
ggcaacctga

attgacttct

cttgtcceccce
cagacgattg
tttatgatct
aacctcgcag
cacgatattce
gcgageggtg
acctggacga
gtcgcgatcce
gtgtctcceca
aacctcaagg
gtgcagggtg
gctgcgggece

gtgtccgega

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1232



Met

Pro

Ser

Asp

Ala

65

Ser

val

Lys

val

Gly

Tyr

50

Pro

Ser

Asn

Ser

Phe

Ser

35

Tyr

Ser

Ser

Glu

Leu

Ser

20

Thr

Ser

Ser

Leu

Ser
100

Phe

val

Vval

Gln

Asn

Leu

Ala

Cys

Ala
70

Ser

Ala

ES 2538360 T3

Ser

val

Asp

Gln

55

Pro

Gly

Glu

Leu

Trp

Ala

40

Pro

Ser

Ser

Phe

val
Gly
25

Gly

Gly

Arg

Gly
105

47

Ala

10

Gln

Ala

Ala

Thr

Thr

90

Asn

Thr

Cys

Pro

Ser

75

Pro

Leu

val

Gly

Cys

Thr

60

Thr

Phe

Asn

Ala

Gly

val

45

Ala

Ala

Gln

Ile

Leu

Ile

30

Lys

Thr

Ser

Phe

Pro
110

Ser

15

Leu

Ser

Ala

Phe
95

Ser

Phe

Asn

Ala

Pro

80

Val



Leu

Met

Leu

145

Leu

Phe

Ile

VvVal

His

225

Asn

Gly

Asp

Met

Val

305

Leu

Ser

Gln

Gly

Gly

130

Val

Gly

Ala

Ser

Phe

210

Asp

Gly

Thr

Ala

His

290

Ser

Lys

Asn

Gln

Thr

115

Lys

Pro

Gly

Leu

Ser

195

Lys

Ile

Ile

Ser

Phe

275

Gln

Pro

Gln

Ser

Ser

Asp

Gly

Pro

Leu

Ile

180

Thr

Ser

Pro

Trp

260

Gly

Tyr

Thr

Asn

Ala

340

Gly

Tyr

Met

Ala

Gln

165

Asp

Ser

Asn

Ala

Ala

245

Thr

Ala

Leu

Ile

Asn

325

Cys

val

Thr

Asn

Thr

150

Thr

Pro

Asp

Ser

Gln

230

Ser

Gly

Ile

Asp

Gly

310

Leu

Ile

Trp

Trp

.Thr

135

Gly

Ile

His

Phe

His

215

Thr

Gly

Ala

Lys

Ser

295

Ala

Lys

Ser

Leu

ES 2538360 T3

Pro

120

Phe

Ile

Val

Asn

Gln

200

val

val

Ala

Trp

Asp

280

Asp

Glu

Gly

Ala

Gly

Ser

Arg

Thr

Asn

Phe

185

Lys

Ile

Phe

Thr

Thr

265

Pro

Gly

Arg

Phe

VvVal

345

Ala

Pro

Ile

Gly

Tyr

170

Met

Phe

Phe

Gln

Ser
250

Trp

Asn

Ser

Leu

Leu

330

Gln

Leu

48

Ser

Pro

Pro

155

Ile

Ile

Trp

Asp

Leu

235

Gln

Thr

Asn

Gly

Gln

315

Gly

Gly

Trp

Ser

Phe

140

Leu

Thr

Tyr

Gln

Val

220

Asn

Leu

Thr

Asn

Thr

300

Ala

Glu

Ala

Trp

Ile

125

Leu

Asp

Gly

Asn

Asn

205

Met

Gln

Ile

Ser

Val

285

Ser

Ala

Ile

Leu

Ala

Asp

Met

Gln

Lys

Gly

190

Leu

Asn

Ala

Leu

Gly

270

Ala

Gln

Thr

Gly

Cys

350

Ala

Phe

Glu

Thr

Gly

175

Gln

Ala

Glu

Ala

vVal

255

Asn

Ile

Thr

Gln

Ala

335

Ser

Gly

Phe

Arg

Tyxr

160

Gly

Thr

Gly

Pro

val

240

Glu

Ser

Gln

Cys

320

Gly

Met

Pro



ES 2538360 T3

355 360 365

Trp Trp Gly Asp Tyr Tyr Gln Ser Ile Glu Pro Pro Ser Gly Pro Ala
370 375 380

Val Ser Ala Ile Leu Pro Gln Ala Leu Leu Pro Phe Ala
385 -390 395

<210>7

<211> 1303

<212> ADN

<213> Basidiomiceto CBS 495.95

<400> 7

49



ggaaagcgtc
ttctgcggece
cactgtttge
gacgcccgece
tcactcaacg
aactaccact
ctetggetee
gaacactgct
ggactacttc
gagccctceg
caccattgtc
catgcgttac
tttggccact
cggaatcgat
cgctggegcet
gtgggtctcg
ggcaattgaa
ctcctceccace
actcaaggga
gttcgatgaa
ggctgcgggt
tatcccagaa

<210> 8
<211> 429
<212> PRT

agtatggtga
aatgcggett
gacgeccggte
gcgggccaga
gtcactacgg
ccgtegacca
aggacgaagt
tggccaggge
atgggggctg
gctaccggac
gactacatca
aacaacggca
gtattcaaat
gcgcagaccg
acgtcacagt
tceggaaacyg
atgcaccaat
attgggtcgce
ttecteggag
ctttgctata

ccctggtggg

gtccttecte

<213> Basidiomiceto CBS 495.95

<400> 8

ES 2538360 T3

aatttgcgct
ctatctacca
tcgcttgegt
caacgacggg
ggagctcaca
ccacgaccct
tcaagttcett
agctecgggaa
gattcaatac
tcactggeee
cgaacaaagg
taatcagcag
ccacgaagaa
tatacgaact
tgattctggt
gagctgecttt
acctcgacag
aacgtctcceca
agacgggtge
tgcaacagca

gcacgtacat

agggtctcgce

tgtggcaact
gcaatgtgga
tatcctcaat
ctegggegea
ctcaacaacc
acccgecatce
cggtgtgaat
agactataca
attccgtate
attcaaccag
aggatacgct
cacatctgac
cgccatctte
gaatcaagct
tgaaggaacg
cgeggeegtt
cgacggttct
agctgccact
tgggtcgaat
aggcggctcece
ttactcgatt

tccattcecte

50

gtcggcgcaa
ggcattggat
gcgtactact
ccggcgtcaa
gggacgacgg
tctgtgtetg
gaaagcggceg
tggcecttege
accttcttga
acgtacctgt
cttattgacc
ttegegactt
gacatccaga
gccatcaatt
tcatacactg
acggatcctt
gggacaaacg
gcgtggctge
tcecagtgea
tggatcggtyg
gaacctcecga

tag

tcttgagege
ggtctgggtc
ttcagtgett
catcaacctc
cgacgaaaac
gtcgegtcetg
ccgaattcegg
ctagcagegt
tggagcgtat
cgggcctcac
cccacaactt
ggtggagcaa
acgagccgta
cgatcegege
gagcttggac
acaacaacac
aagactgtgt
aacaaacagg
tcgacgcegt
cactctggtg

gcggtgecge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1303



Met

Ser

Trp

Asn

Thr

65

Thr

Thr

Gly

Asn

Gly

145

Gly

Ser

Ser

Ala

Ser

Val

Ala

Ser

Ala

50

Gly

Thr

Thr

Arg

Glu

130

Lys

Ala

Pro

Gly

Leu

210

Ser

Lys

Ala

Gly

35

Tyr

Ser

Gly

Thr

Val

115

Ser

Asp

Gly

Pro

Leu

195

Ile

Thr

Phe

Asn

20

Ser

Tyr

Gly

Ser

Pro

100

Cys

Gly

Tyr

Phe

Ala

180

Thr

Asp

Ser

Ala

Ala

Thr

Phe

Ala

Ser

85

Ser

Ser

Ala

Thr

Asn

165

Thr

Thr

Pro

Asp

Leu

Ala

val

Gln

Pro

70

His

Thr

Gly

Glu

Trp

150

Thr

Gly

Ile

His

Phe

Val

Ser

Cys

Cys

55

Ala

Ser

Thr

Sex_‘

Phe

135

Pro

Phe

Leu

Val

Asn

215

Ala

ES 2538360 T3

Ala
Ile
Asp
40

Leu
Ser
Thr
Thr
Arg
120

Gly

Ser

Thr
Asp
200

Phe

Thr

Thr

Tyr

25

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

105

Thr

Asn

Pro

Ile

Gly

185

Tyr

Met

Trp

Val

10

Gln

Gly

Pro

Ser

Gly

90

Leu

Lys

Thr

Ser

Thr

170

Pro

Ile

Trp

51

Gly

Gln

Leu

Ala

Thr

75

Thr

Pro

Phe

Ala

Ser

155

Phe

Phe

Thr

Tyr

Ser

Ala

Cys

Ala

Ala

60

Ser

Thr

Ala

Lys

Trp

140

Val

Leu

Asn

Asn

Asn

220

Asn

Ile

Gly

Cys

45

Gly

His

Ala

Ile

Phe

125

Pro

Asp

Met

Gln

Lys

205

Asn

Leu

Leu

Gly

30

val

Gln

Ser

Thr

Ser

110

Phe

Gly

Tyr

Glu

Thr

190

Gly

Gly

Ala

Ser

15

Ile

Ile

Thr

Thr

Lys

95

Vval

Gly

Gln

Phe

Arg

175

Tyr

Gly

Ile

Thr

Ala

Gly

Leu

Thr

val

80

Thr

Ser

val

Leu

Met

160

Met

Leu

Tyr

Ile

val



225

Phe

Gly

Ser

Thr

Ala

305

His

Ser

Gln

Asn

Gln
385

Trp

Ile

Lys

Ile

Ile

Ser

290

Phe

Gln

Ser

Gln

Ser

370

Gln

Trp

Pro

<210>9

<211> 1580
<212> ADN
<213> Thielavia terrestris

<400> 9

Ser

Asp

Arg

275

Tyr

Ala

Tyr

Thr

Thr

355

Gln

Gly

Gly

Glu

Thr

Ala

260

Ala

Thr

Ala

Leu

Ile

340

Gly

Cys

Gly

Thr

Val
420

Lys

245

Gln

Ala

Gly

Val

Asp

328

Gly

Leu

Ile

Ser

Tyr

405

Leu

230

Asn

Thr

Gly

Ala

Thr

310

Ser

Ser

Lys

Asp

Trp

390

Ile

Pro

Ala

val

Ala

Trp

295

Asp

Asp

Gln

Gly

Ala

375

Ile

Tyr

Gln

ES 2538360 T3

Ile

Tyr

Thr

280

Thr

Pro

Gly

Arg

Phe

360

val

Gly

Ser

Gly

Phe

Glu

265

Ser

Trp

Tyr

Ser

Leu

345

Leu

Phe

Ala

Ile

Leu
425

Asp

250

Leu

Gln

Val

Asn

Gly

330

Gln

Asp

Leu

Glu

410

Ala

52

235

Ile

Asn

Leu

Ser

Asn
315

Thr

Ala

Glu

Glu

Trp
395

Pro

Pro

Gln

Gln

Ile

Ser

300

Thr

Asn

Ala

Thr

Leu

380

Trp

Pro

Phe

Asn

Ala

Leu

285

Gly

Ala

Glu

Thr

Gly

365

Cys

Ala

Ser

Leu

Glu

Ala

270

Val

Asn

Ile

Asp

Ala

350

Ala

Tyr

Ala

Gly

Pro
255

Ile

Glu

Gly

Glu

Cys

335

Trp

Gly

Met

Gly

Ala
415

240

Tyr

Asn

Gly

Ala

Met

320

val

Leu

Ser

Gln

Pro

400

Ala



agcccccecegt
gctctcgecag

cacgacgccg
cgccagcace

ggttgaggcc
ggccgacgtce
ggcgatccag
ccgcgactge
caagaccgag
agggaaaggg
caccccaaca
aacagcaact
gcecctcaaga
tggctcecgget
aacgccggct
tggtgagcett
cccecectece
gggcaccagg
gtgccagaac
gcccaaccac
gggtgactgg
tgcacgtcgt
tgttetgett
gccgacgegt
tcgecgeget
ggcacctgga

gacggtccag

<210> 10
<211> 396
<212> PRT

tcaggcacac

‘tcggccgegce

caggcgccga
aacgtttgga

gcggtggege
ggcaccttce
gacgtgccct

gcggccaagg

‘tacatcgaca

ttgactgact
cggcgttege
tggacacgtg
acctcaacct
gggacgccaa
cgcccaagca
ttttccattc

cccaagcacc

gatcaatcgc

gagaagatct
gccategtcg
tgcaacgtca
ggtecctttte
cctetcetagg
tcgtgtgggt
acgacagctt
acgaggccta

catcatccgg

<213> Thielavia terrestris

<400> 10

ES 2538360 T3

ttggcatcag

tggcggcact

ggcaggcttc
agaagtacac

agatctcgga
tgtggctcga
gcgagaacat
cgtccaacgg
gtgagtgctg
gacacggcgce
gcetggtcatce
ctcgagcage
gcccaacgtg
cctgcagceccee
gctecegegge
catttcttct
cactggcgtt
ccggcgaatt
acgtcagcac
acacgggccg
acggtgcagg
aagcageccgt
ctteggegtg
caagcccgge
ctgcggcaag

cttcgagatg

atcagcttag
caccgcgacg

agccggcetge
gctgcaccce

cccggaccte
ctcgatcgag
cctgggectg
cgagctcaag
cccecegggt
actgcagaga
gagccggact
gcgtcggget
atcatgtacc
ggcgcgcagg
ttctcgacca
tcctettcete
ccggcttget
ctccecaggeg
cttecggetcee
caacggcgtc
ttegttgtet
gtttggttgg
cgcccgacga
ggcgagtcgg
gacgacgcect

ctgctcaaga

53

cagcgcctge
gcgctcgecg

tegtctgegg
aacagctact

gccgccaagg
aacatcggca
gtcatctacg
gtcggcgaga
tcgagaagag
tegtgtcegat
cgetgeccaa
accgcgaagg
tcgacgececgg
agctagccaa
acgtggccgg
tcttegetce
gactcggecet
tccgacgeca
gcgctceccagt
accggcectge
tctttttcte
gggagatgga
gcaacacggg
acggcaccag

tcaagccececte

acgccgtgece

acagcatgaa
ccccectegee

tcacgctcga
accgcaagga

ccaagaaggt
agctggagcce
acctgeeggg
tegaccegeta
cgtgggggaa
cctcaaggéa
cctggtgace
cgtggettac
ccacggcggce
ggcgtacaag
ctggaactcc
cactctgcag
ccectttecce
agtacaacaa
cggccggcat
gcaaggagtg
ctcttttgtt
cteceggetga
cctegagetg
cgacagctcg
gcccgaggcec

gtcgttctaa

60

120

180
240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1580



ES 2538360 T3

Met Lys Leu Ser Gln Ser Ala Ala Leu Ala Ala Leu Thr Ala Thr Ala
1 5 10 15 '

Leu Ala Ala Pro Ser Pro Thr Thr Pro Gln Ala Pro Arg Gln Ala Ser
20 25 30

54



Ala

Lys

Ala

65

Lys

Ile

Leu

Ala

Glu

145

Ala

Asn

Gly

Tyr

Gln

225

Pro

Trp

Asn

Gly

Lys
50

Ala

vVal

Gly

Gly

Ser

130

Tyr

Phe

Ser

val

Leu

210

Pro

Lys

Asp

Lys

Cys

35

Tyr

vVal

Ala

Lys

Leu

115

Asn

Ile

Ala

Asn

Ala

195

Asp

Gly

Gln

Gln

Cys
275

Ser

Thr

Ala

Asp

Leu

100

Val

Gly

Asp

Leu

Leu

180

Tyr

Ala

Ala

Leu

Ser

260

Gln

Ser

Leu

Gln

val

85

Glu

Ile

Glu

Lys

Val

165

Asp

Ala

Gly

Gln

Arg

245

Pro

Asn

Ala

His

Ile

70

Gly

Pro

Tyr

Leu

Ile

150

Ile

Thr

Leu

His

Glu

230

Gly

Gly

Glu

val

Pro

55

Ser

Thr

Ala

Asp

Lys

135

val

Glu

Cys

Lys

Gly

215

Leu

Phe

Glu

Lys

ES 2538360 T3

Thr
40

Asn
Asp
Phe
Ile
Leu
120
Val
Ser
Pro
Ser
Asn
200
Gly
Ala
Ser

Phe

Ile
280

Leu

Ser

Pro

Leu

Gln

105

Pro

Gly

Ile

Asp

Ser

185

Leu

Trp

Lys

Thr

Ser

265

Tyr

Asp

Tyr

Asp

Trp

90

Asp

Gly

Glu

Leu

Ser

170

Ser

Asn

Leu

Ala

Asn

250

Gln

val

55

Ala

Tyr

Leu

75

Leu

Val

Ile

Lys

155

Leu

Ala

Leu

Gly

Tyr

235

Val

Ala

Ser

Ser
Arg
60

Ala
Asp
Pro
Asp
Asp
140
Ala
Pro
Ser

Pro

Trp
220
Lys
Ala

Ser

Thr

Thr

45

Lys

Ala

Ser

Cys

Cys

125

His

Asn

Gly

Asn

205

Asp

Asn

Gly

Asp

Phe
285

Asn

Glu

Lys

Ile

Glu

110

Ala

Tyr

Pro

Leu

Tyr

190

VvVal

Ala

Ala

Trp

Ala

270

Gly

Val

Val

Ala

Glu

95

Asn

Ala

Lys

Asn

Val

175

Arg

Ile

Asn

Gly

Asn

255

Lys

Ser

Trp

Glu

Lys

80

Asn

Ile

Lys

Thr

Thr

160

Thr

Glu

Met

Leu

Ser

240

Ser

Tyr

Ala



Leu Gln
290

Asn Gly
305

Asn Gly

Leu Ala

Thr Ser

Asp Ala
370

Phe Glu
385

<210> 11
<211> 1203
<212> ADN

Ser

val

Ala

Asp

Asp

355

Phe

Met

Ala

Thr

Gly

Ala

340

Ser

Lys

Leu

<213> Thielavia terrestris

<400> 11

Gly

Gly

Phe

325

Phe

Ser

Pro

Leu

Met

Leu

310

Gly

vVal

Ser

Ser

Lys
390

Pro
295

Val

Trp

Pro

Pro

375

Asn

ES 2538360 T3

Asn

Lys

Arg

val

Arg

360

Glu

Ala

His

Glu

Pro

Lys

345

Tyr

Ala

Val

56

Ala

Trp

Thr

330

Pro

Asp

Gly

Pro

Ile

Gly

315

Ser

Gly

Ser

Thr

Ser
395

Val

300

Asp

Asn

Gly

Phe

Trp
380

Phe

Asp

Trp

Thr

Glu

Cys

365

Asn

Thr

Cys

Gly

Ser

350

Gly

Glu

Gly

Asn

Leu

335

Asp

Lys

Ala

val

320

Glu

Gly

Asp

Tyr



10

atgaagtacc
cccagcatcg
attaggtcgt
cagctcaacg
gataccaatg
cgcactggac
tctgccaacg
aactttgtca
gecctectee
tgccgaateg
aagcccaacg
aacctccegece
cccaacgceca
gaagtccgeg
gtcctcacce
cgcggtggea
gggttcggta
aﬁtgtgtggg
ﬁatgatccta
ttcaac§agt

taa

<210> 12
<211>400
<212> PRT

tcaacctcct
aggccagaca
acgcccaaaa
ctgcgaggac
gtattggagce
agaaggtcat
cctegactgg
acaccatcge
tcgaacccga
ccgectceecge
tcgacgtcta
ccttecgecga
aggtccgcgg
agcccttcac
cgcacctcaa
agggcggtat
tcaggcctac
ttaagceggg
cgtgcaggag

atgttgttaa

<213> Thielavia terrestris

<400> 12

ES 2538360 T3

cgcagctcte
gtcgaacgtce
gcttgaggag
acggacggtg
cattcgacct
cgtccaaatce
agagttcacc
ccgegagetce
cgcacttgec
ttacaaggag
catcgacgcc
actcttcaag
cgtcceccgte
cgagtggaag
cgccgtegge
caggacggag
tgcggatcag
tggagagtcg
tccggtggeg

cctegttttg

ctcgccgtcg
aacccataca
accgtcagga
cagaacgttg
ctcatccaag
gtcgtctaca
gtaggaaacg
tcgactgcetg
aacctcgtca
ggtatcgect
gccaacggtg
gaagtctacg
aacgtctcca
gacgcctggg
ttctececgege
tggggccagt
ggcgtgectee
gatggcacga
catgttcecg

aacgctaacc

57

ctcctetcete
tcggcaagag
cctteccageca
cgactttecge
atgctctcege
acctcccaga
acggtctcaa
acgctgacaa

ccaacgcgaa

-acaccctcege

gctggetcegg
acctcgceeg
actacaacca
acgagagccg
acttcatcgt
ggtgcaacgt
agaacccgaa
gtgatttgaa
cﬁcctgaggc

ccectettga

cctecgetgea
éccgctcgtt
acgtggcgac
ctggatctceg
ccagcaggcet
tcgcgactge
ccgatacaag
gctccacttt
tgccececagg
caccttgtcc
ctggaacgac
ccgcatcaac
gtaccgcget
ctacgtcaac
tgaccaggga
taggaacgct
tgtggatgeg
ctcgaacagg
tggccagtgg

gcctacetgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1203



Met

Ser

Tyr

Glu

Ala

65

Asp

Ala

Tyr

Phe

Thr
145

Lys

Leu

Ile

Glu

50

Thr

Gln

Asn

Thr

130

Ile

Tyr

Ala

Gly

35

Thr

Thr

Asn

Gln

Leu

115

val

Ala

Leu

_Ala
20

Lys

Val

Gly
Ala
100

Pro

Gly

Asn

Pro

Ser

Thr

Ile

85

Arg

Asp

Asn

Glu

Leu

Ser

Pro

Thr

val

70

Gly

Thr

Asp

Leu
150

ES 2538360 T3

Leu

Ile

Leu

Phe

55

Gln

Ala

Asp

Gly
135

Ser

Ala

Glu

Val

40

Gln

Asn

Ile

Gln

Cys

120

Leu

Thr

Ala

Ala

25

Ile

Gln

vVal

Arg

Lys

105

Ser

Asn

Ala

58

Leu

10

Arg

Arg

Arg

Ala

Pro

90

vVal

Ala

Arg

Asp

Leu

Gln

Ser

Thr

75

Leu

Ile

Asn

Tyr

Ala
155

Ala

Ser

Tyr

Asp

60

Phe

Ile

vVal

Ala

Lys

140

Asp

vVal

Asn

Ala

45

Gln

Ala

Gln

Gln

Ser

125

Asn

Lys

Ala

val

30

Gln

Leu

Trp

Asp

Ile

110

Thr

Phe

Leu

Pro

15

Asn

Lys

Asn

Ile

Ala

95

Vval

val

His

Leu

Pro

Leu

Ala

Ser

80

Leu

val

Glu

Asn

Phe
160



Ala

Asn

Ala

Asp

Phe

225

Pro

Gln

Trp

val

Gly

305

Gly

Asn

Thr

Val

val
385

Leu

Ala

Tyr

Ala

210

Ala

Asn

Tyr

Asp

Gly

290

Gly

Phe

vVal

Ser

Ala

370

val

Leu

Pro

Thr

195

Ala

Glu

Ala

Arg

Glu

275

Phe

Ile

Gly

Asp

Asp

355

His

Asn

Leu

Arg

180

Leu

Asn

Leu

Lys

Ala

260

Ser

Ser

Arg

Ile

Ala

340

Leu

Val

Leu

Glu

165

Cys

Ala

Gly

Phe

val

245

Glu

Arg

Ala

Thr

Arg

325

Ile

Asn

Pro

Val

Pro

Thr

Gly

Lys

230

Arg

Val

Tyr

His

Glu

310

Pro

Val

Ser

Ala

Leu
390

Asp

Ile

Leu

Trp

215

Glu

Gly

Arg

Val

Phe
295

Trp

Thr

Trp

Asn

Pro

375

Asn

ES 2538360 T3

Ala

Ala

Ser

200

Leu

vVal

val

Glu

Asn

280

Ile

Gly

Ala

vVal

Arg

360

Glu

Ala

Leu

Ala

185

Lys

Gly

Tyr

Pro

Pro

265

val

val

Gln

Asp

Lys

345

Tyr

Ala

Asn

Ala

170

Pro

Pro

Trp

Asp

Val

250

Phe

Leu

Asp

Trp

Gln

330

Pro

Asp

Gly

Pro

59

Asn

Ala

Asn

Asn

Leu

235

Asn

Thr

Thr

Gln

Cys

315

Gly

Gly

Pro

Gln

Pro
395

Leu

Tyr

VvVal

Asp

220

Ala

Vval

Glu

Pro

Gly

300

Asn

val

Gly

Thr

Trp
380

Leu

Vval
Lys
Asp
205

Asn

Ser

Trp

His

285

val

Leu

Glu

Cys

365

Phe

Glu

Thr

Glu

190

val

Leu

Asn

Lys

270

Leu

Gly

Gln

Ser
350

Asn

Pro

Asn

175

Gly

Tyr

Arg

Ile

Tyr

255

Asp

Asn

Gly

Asn

Asn

335

Asp

Ser

Glu

Thr

Ala

Ile

Ile

Pro

Asn

240

Asn

Ala

Ala

Lys

Ala

320

Pro

Gly

Pro

Tyr

Trp
400



<210> 13
<211> 1501
<212> ADN

<213> Thielavia terrestris

<400> 13
geccgttgtceca
ctccecetttg

ccaacgtgga

gactggaact
ggggtcgace
ggcgtcaact
tatttcaagg
tcggatggaa
ctctcecacge
ggtggcagga
cagtgtccceg
tgcaacgaga
tgcgccaacg
aagagctact
cgcttcatca
gtgcagaatg
ggctgcacct
ggcatggtgce
agcggcaaca
taccecggaca
caggtctcegg
acctcgacca
ggcggaatcg
cctacgcagt

ccctggtact

g

agatgggcca
tgaaggctca
agtgcacgac
accgttggat
acacgctgtg
acacgagcag
ggagcaacgg
actacgtaat
tececectgegg
accagtacaa
tgcagacgtg
tggacatccect
gcagctgcga
acggaccggg
ccgacgacgg
gcaagacggt
cggcccaggce
tgaccttcag
acggcccgtg
cccacgtggt
gaggcggcéa
cgaccaccac
gggtacgtca
ggactggacc

accagtgcct

ES 2538360 T3

gaagacgctg
gcagcccgge
cgccggegge
ccacaatgcc
tccagatgag
cggtgtcacc
gcagaccaac
gctcaagectg
cgagaacggc
caccggeggt
gatgaacggc
cgaggccaac
caagagcggg
cctcacggtt
cacgaccagc
cgecgtegget
gttcggeggg
catctggaac
cagcagcacce
cttctccaac
cggcggetcg
caccgeccccg
accgcctccet
gaccgtctgce

ctaaagtatt

cacggattcg
aacttcacgce
tgcgttcégc
gacggcéccg
gcgacctgeg
acatccggeca
agcgtttcge
ctcggccagg
gcgctgtacc
gccaactacg
acgctgaaca
tcecegegeca
tgcggactca
gacacgtcga
ggcaccctca
gcgtccggag
ctggccaaca
gacgctgggg
gagggcaacc
atcegetggg
accaccacca
acggccactg
gcattctgtt
gaatcgccgt

gcagtgaagc

60

ccgecacgge
cggaggtgca
aggacacttc
cctecgtgceac
dgaagaactg
gttegetgac
ctegteteta
agctgagett
tgteccgagat
gctegggeta
ccaacgggca
acgcgatgac
acccctacge
agcccttcac
accagatcca
gcgacatcat
tgggcgegge
gctacatgaa
cgtccaacat
gagacatcgg
cgtcgaccac
ccacgcactg
gaggaagtta
acgcatgcaa

catactccgt

tttggcegtt
ccecgcaactg
ggtggtgcte
gacgtccage
cttcgtggaa
gatgaggcag
cctgetegge
cgatgtegat
ggacgcgacc
ctgtgacgcece
gggctactgce
acctcacccc
cgagggctac
catcattacc
gcggatctat
cacggcatcc
gcttggacgg
ctggctcgac
cctggccaac
ctcgacggtc
cacgctgagyg
gggacaatgc
actaacgtgg
ggagctgaac

gctcggcatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1501



<210> 14

<211> 464

<212> PRT

<213> Thielavia terrestris

<400> 14

ES 2538360 T3

61



Met

Leu

His

‘Gln

Asn

65

Thr

Gly

Thr

Ser

Lys

145

Pro

Gly

Tyr

Asn

Ala

225

Ser

Gly

Pro

Pro

Gln

50

Ala

Leu

Val

Met

Pro

130

Leu

Cys

Gly

Cys

Thr

210

Asn

Cys

Gln

Phe

Gln

35

Asp

Asp

Cys

Asn

Arg

115

Arg

Leu

Gly

Asp

195

Asn

Ser

Asp

Lys

Val

20

Leu

Thr

Gly

Pro

Tyr

100

Gln

Leu

Gly

Glu

Asn

180

Ala

Gly

Arg

Lys

Thr Leu
5

Lys Ala

Pro Thr

Ser Val

Thr Ala

70

Asp Glu

Thr Ser

Tyr Phe

Tyr Leu

Gln Glu

150

Asn Gly
165

Gln Tyr

Gln Cys

Gln Gly

Ala Asn

230

Ser Gly
245

His

Gln

Trp

Val

55

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

135

Leu

Ala

Asn

Pro

Tyr

215

Ala

ES 2538360 T3

Gly

Gln

Lys

40

Leu

Cys

Thr

Gly

Gly

120

Gly

Ser

Leu

Thr

val

200

Cys

Met

Gly

Phe

Pro

25

Cys

Asp

Thr

Cys

vVal

105

Ser

Ser

Phe

Tyr

Gly'

185

Gln

Cys

Thr

Leu

Ala

10

Gly

Thr

Trp

Thr

Ala

90

Thr

Asn

Asp

Asp

Leu

170

Gly

Thr

Asn

Pro

Asn
250

62

Ala

Asn

Thr

Asn

Ser

75

Lys

Thr

Gly

Gly

Vval

155

Ser

Ala

Trp

Glu

His

235

Pro

Thr

Phe

Ala

Tyr

60

Ser

Asn

Ser

Gln

Asn

140

Asp

Glu

Asn

Met

Met

220

Pro

Tyr

Ala

Thr

Gly

45

Arg

Gly

Cys

Gly

Thr

125

Tyr

Leu

Met

Tyr

Asn

205

Asp

Cys

Ala

Leu

Pro

30

Gly

Trp

val

Phe

Ser

110

Asn

Vval

Ser

Gly

190

Gly

Ile

Ala

Glu

Ala

15

Glu

Cys

Ile

Asp

Val

95

Ser

Ser

Met

Thr

Ala

175

Ser

Thr

Leu

Asn

Gly
255

val

vVal

Val

His

His

80

Glu

Leu

val

Leu

Leu

160

Thr

Gly

Leu

Glu

Gly

240

Tyr



ES 2538360 T3

Lys Ser Tyr Tyr Gly Pro Gly Leu Thr Val Asp Thr Ser Lys Pro Phe
260 265 270

Thr Ile Ile Thr Arg Phe Ile Thr Asp Asp Gly Thr Thr Ser Gly Thr
275 280 : 285

Leu Asn Gln Ile Gln Arg Ile Tyr Val Gln Asn Gly Lys Thr Val Ala
290 295 300

Ser Ala Ala Ser Gly Gly Asp Ile Ile Thr Ala Ser Gly Cys Thr Ser
305 310 315 320

Ala Gln Ala Phe Gly Gly Leu Ala Asn Met Gly Ala Ala Leu Gly Arg
: 325 330 335

Gly Met Val Leu Thr Phe Ser Ile Trp Asn Asp Ala Gly Gly Tyr Met
340 345 350

Asn Trp Leu Asp Ser Gly Asn Asn Gly Pro Cys Ser Ser Thr Glu Gly
355 360 365

Asn Pro Ser Asn Ile Leu Ala Asn Tyr Pro Asp Thr His Val Val Phe
370 375 - 380

Ser Asn Ile Arg Trp Gly Asp Ile Gly Ser Thr Val Gln Val Ser Gly
385 390 395 400

Gly Gly Asn Gly Gly Ser Thr Thr Thr Thr Ser Thr Thr Thr Leu Arg
405 410 415

Thr Ser Thr Thr Thr Thr Thr Thr Ala Pro Thr Ala Thr Ala Thr His
420 425 430

Trp Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Trp Thr Gly Pro Thr Val Cys Glu
435 440 445

Ser Pro Tyr Ala Cys Lys Glu Leu Asn Pro Trp Tyr Tyr Gln Cys Leu
450 455 460

<210> 15

<211> 1368

<212> ADN

<213> Thielavia terrestris

<400> 15
accgatcege tcgaagatgg cgcccaagtce tacagttctg gececgectgge tgectcetecte 60

gctggecgeg geccagcaga tcggcaaagce cgtgecccgag gtccacccca aactgacaac 120

63



gcagaagtgc
gtccgegege
cctgtgctceg
ggcccacgge
cgacggcacc
ctacgaggac
cgtctgegge
ccegetgaac
gttggacttt
tttctgaccg
acgagatgga
acgcgacgceg
gcgacgaatg
gcaacctgac
acgggcgggce
tgatccagaa
tétgcaacgc
ccatcggeceg
actggctcga
tcctgecagceca

gcagcacgta

<210> 16
<211> 423
<212> PRT

actctccgeg
tcgetgeaca
gacgcgaagt
gtggcgacca
tacaggaccg
ttcaagctgce
atgaacggcg
ccggcgggceg
atcaacggcg
gaatccgece
catctgggag
ggtgtacaag
ggggtgctcg
ggtggacacg
ggacggcgag
ccacgecggtce
gacggccacce
cggcatggtg
cagcggcaac
gcacccggac

caagagcgag

<213> Thielavia terrestris

<400> 16

ES 2538360 T3

gcgggtgcaa
aggtcgggga
cgtgcggcaa
agggcgacgce
tctegeegeg
tcaacgccga
ccctgtactt
ccacgtacgg
aggtatttct
tcttagectca
gccaacgcgce
tgcgacacgg
tacaacccgt
aaccgcaagt
ctgaccgaga
acggcgggceg
tggacgcage
ctcatcttca
gcegggecct
gccagcgtca

tgcagccact

gectgteege
ccccaacacce
gaactgcgcg
cctcacgetg
cgtataccte
gctcagettc
ctccgagatg
cacgggctac
tctctettet
acaccaacca
tggcgcaggce
cggacgagtg
ccaacttcgg
tcacggtgac
tcecggegget
gggcgacgta
agcggggcgg
gcctgtgggt
gcaacgccac

ccttcectceccaa

agagtagagc

64

acctcggtcg
agctgcagcg
ctcgagggcg
caccagtggc
ctgggcgagg
gacgtcgacg
gagatggacg
tgcgacgcege
gtttttcttt
cacgtacggg
gctcacgecg
cgggcagccg
ggtcaaggac
gacgcagttc
gtacgtgcag
cgacagcatc
gctcgegege
tgacaacggce
cgagggcgac
catccgatgg

ttgtaatt

tgctcegacte
tcggcggega
tcgactacge
tcaagggggc
acgggaagaa
tgtcccagct
gcggccgeag
agtgccccaa
tccatcgett
gcgtgectgea
cacccgtgea
gtgggegtgt
tactacgggc
gtgacgtcca
gacggcgtagg
acggacggct
atgggcgagg
ggcttcatga
ccggccctga

ggcgagatcg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368



ES 2538360 T3

Met Ala Pro Lys Ser Thr Val Leu Ala Ala Trp Leu
1 5 10

Ala Ala Ala Gln Gln Ile Gly Lys Ala Val Pro Glu
20 25

Leu Thr Thr Gln Lys Cys Thr Leu Arg Gly Gly Cys
35 40

Thr Ser Val Val Leu Asp Ser Ser Ala Arg Ser Leu

65

Leu

val

Lys

45

His

Ser

His

30

Pro

Lys

Ser Leu

15

Pro Lys

Val Arg

Val Gly



Asp

65

Lys

His

Lys

Leu

Glu

145

Gly

Leu

Cys

Tyr

Ala

225

Cys

Trp

Gly

Gln

50

Pro

Ser

Gly

Gly

Gly

130

Leu

Ala

Asn

Pro

Gly

210

Gln

Asp

Gly

Arg

Phe
290

Asn

Cys

Val

Ala

115

Glu

Ser

Leu

Pro

Lys

195

Ala

Ala

Thr

Cys

Asn

275

val

Thr

Gly

Ala

100

Asp

Asp

Phe

Tyr

Ala

180

Leu

Cys

Leu

Ala

Ser

260

Leu

Thr

Ser

Lys

85

Thr

Gly

Gly

Asp

Phe

165

Gly

Asp

Cys

Thr

Asp

245

Tyr

Thr

Ser

Cys

70

Asn

Lys

Thr

Lys

vVal

150

Ser

Ala

Phe

Asn

Pro

230

Glu

Asn

Val

Asn

55

Ser

Cys

Gly

Tyr

Asn

135

Asp

Glu

Thr

Ile

Glu

215

His

Cys

Pro

Asp

Gly
295

ES 2538360 T3

val

>Ala

Asp

Arg

120

Tyr

Vval

Met

Tyr

Asn

200

Met

Pro

Gly

Ser

Thr

280

Arg

Gly

Leu

Ala

105

Thr

Glu

Ser

Glu

Gly

185

Gly

Asp

Cys

Gln

Asn

265

Asn

Ala

Gly

Glu

90

Leu

Val

Asp

Gln

Met

170

Thr

Glu

Ile

Asn

Pro

250

Phe

Arg

Asp

66

Asp
75

Gly
Thr
Ser
Phe
Leu
155
Asp
Gly
Leu
Trp
Ala
235
Vval
Gly

Lys

Gly

60

Leu

Val

Leu

Pro

Lys

140

val

Gly

Tyr

Asn

Glu

220

Thr

Gly

val

Phe

Glu
300

Cys

Asp

His

Arg

125

Leu

Cys

Gly

Cys

Thr

205

Ala

Arg

val

Lys

Thr

285

Leu

Ser

Tyr

Gln

110

Val

Leu

Gly

Asp

190

Asn

Asn

val

Cys

Asp

270

vVal

Thr

Asp

Ala
95

Trp

Tyr

Asn

Met

Ser

175

Ala

His

Ala

Tyr

Asp

255

Tyr

Thr

Glu

Ala

80

Ala

Leu

Leu

Ala

Asn

160

Pro

Gln

Thr

Leu

Lys

240

Glu

Tyr

Thr

Ile



Arg

305

Thr

Ala

Glu

Asn

Asn

385

Ala

Tyr

Ala

Thr

Ala

Gly

370

Ala

Ser

Lys

<210> 17

<211> 1011
<212> ADN
<213> Thielavia terrestris

<400> 17

Leu

Ala

Ile

355

Thr

val

Ser

Tyr

Thr

340

Phe

Glu

Thr

Glu
420

vVal

Ala
325

Trp

Met

Phe
405

Cys

Gln
310

Thr

Thr

Asn

Asp

390

Ser

Ser

ES 2538360 T3

Asp

Tyr

Gln

Met

375

Pro

Asn

His

Asp

Gln

Val

360

Leu

Ala

Ile

val

Ser

Arg
345

Leu

Asp

Leu

Arg

67

val

Ile

330

Gly

Ile

Ser

Ile

Trp
410

Ile

315

Thr

Gly

Phe

Gly

Leu

395

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

Asn

380

Gln

Glu

Asn

Ala

Leu

365

Ala

Gln

Ile

His

Phe

Arg

350

Trp

Gly

His

Ala

Cys

335

Met

Vval

Pro

Pro

Ser
415

vVal

320

Asn

Gly

Asp

Cys

Asp

400

Thr



10

atgaccctac

gtcccacggg
tgcgtgecage
gceggetege
gtgacgctgt
tacctcectgg
gtggacgtcg
atggcggcgg
cagggctact
acgccgcace
gccageggec
accgtecgtca
atccagaacg
tcgacgggeg
agcatctgga
tgcgecagtg
gtcttctcca

<210> 18
<211> 336
<212> PRT

ggctccetgt
cggagtttca
agaacaccag
ggacggaatc
accactacgt
gcgcggacgg
acttectegge
acgggcgggg
gctgcaacga
cgtgcaaggg
agcgeggcett
cgcagttcge
gccgggagat
gcctgacecgg
acgacgcggc

gccagggeag

acatcaggtg'

<213> Thielavia terrestris

<400> 18

ES 2538360 T3

catcagcctg
ccecceccectetce
cgtecgtcecctg
ggattacgcg
caagaccaac
caagtacgtg
getgeegtge
cgacgcgggg

gatggacatc

caacaactgc

ctacgggccecc
cgccagcggce
cggcggcegge
catgggcgag
ccaggagatg
cccgteegte

gggcgacatc

ctggcctcege
ccgacttgga
gaccgtgact
gcaatgggag
ggcacccteg
cttatggacc
ggcgagaacg
gcgggcgacg
ctcgaggcca
gaccgcagceg
ggcaagacgg
ggcaagctga
ggcaccatct
gcgetgggge
gcatggctcg
attcagtcgce

gggtctacca

68

tggcagcagg
aatgcacgac
cgaagtacgce
tgtccactte
teceecegette
tcctcaacca
gggccttcta
ggtactgcga
actcgatggce
gctgceggeta
tcgacacgag
cccagatcac
ccagctgcgg
gcggaatggt
atgccggcaa
agcatcccga

cgaagaacta

cgccgtegte
ctceggggge
cgcacacagc
gggcaatgcc
gcegegecatce
ggagctgtcg
cctgtcegag
cgcgcagtge
gacggccatg
caacccgtac
caagcccttce
ccgcaagtac
ctccgagtct
gctggceccatg
caacggccct

cacccacgtc

g

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1011



Trp

vVal

Thr

65

vVal

Ser

Asp

Pro

Gly

145

Gln

Ala

Thr

Ala

Lys

Leu

50

Glu

Thr

Pro

Leu

Cys
130

Thr

Leu

Val

Cys

35

Asp

Ser

Leu

Arg

Leu

115

Gly

Tyr

Ala

val

20

Thr

Arg

Asp

Tyr

Ile

100

Asn

Glu

Asp

Cys

Met
180

Leu

val

Thr

Asp

Tyr

His

85

Tyr

Gln

Asn

Ala

Cys

165

Thr

Pro

Pro

Ser

Ser

Ala

70

Tyr

Leu

Glu

Gly
150

Asn

Pro

ES 2538360 T3

val

Lys

55

Ala

val

Leu

Leu

Ala

135

Ala

Glu

His

Ile

Ala

Gly

40

Tyr

Met

Lys

Gly

Ser

120

Phe

Gly

Met

Pro

Ser

Glu

25

Cys

Ala

Gly

Thr

Ala

105

val

Tyr

Asp

Asp

Cys

185

69

Leu

10

Phe

Val

Ala

val

Asn

90

Asp

Asp

Leu

Gly

Ile

170

Lys

Leu

His

Gln

His

Ser

75

Gly

Gly

vVal

Ser

Tyr

155

Leu

Gly

Ala

Pro

Gln

Ser

60

Thr

Thr

Lys

Asp

Glu

140

Cys

Glu

Asn

Ser

Pro

Asn

45

Ala

Ser

Leu

Tyr

Phe

125

Met

Asp

Ala

Asn

Leu
Leu

30

Thr

val

Val

110

Ser

Ala

Ala

Asn

Cys
190

Ala

15

Pro

Ser

Ser

Asn

Pro

95

Leu

Ala

Ala

Gln

Ser

175

Asp

Ala

Thr

‘val

Arg

Ala

80

Ala

Met

Leu

Asp

Cys

160

Met

Arg



Ser

Gly

Gln

225

Ile

Gly

Glu

Gln

305

vVal

Pro

210

Phe

Gln

Ser

Met
290

Phe

<210>19
<211> 1480
<212> ADN

<213> Cladorrhinum foecundissimum

<400> 19

Cys

195

Gly

Ala

Asn

Glu

Gly

275

Ala

Ser

Ser

Lys

Ala

Ser
260

Met

Trp

Pro

Asn

Tyr

Thr

Sér

Arg

245

Ser

val

Leu

Ser

Ile
325

Asn

VvVal

Gly

230

Glu

Thr

Leu

Asp

val
310

ES 2538360 T3

Pro

Asp

215

Gly

Ile

Gly

Ala

Ala

295

Ile

Trp

Tyr Ala
200

Thr Ser

Lys Leu

Gly Gly

Gly Leu

265

Met Ser

280

Gly Asn

Gln Ser

Gly Asp

70

Ser

Lys

Thr

Gly

250

Thr

Ile

Asn

Gln

Ile
330

Gly

Pro

Gln

235

Gly

Trp

His
315

Gln

Phe

220

Ile

Thr

Met

Asn

Pro

300

Pro

Ser

Arg

205

Thr

Thr

Ile

Asp

285

Cys

Asp

Thr

val

Arg

Ser

Glu

270

Ala

Ala

Thr

Thr

Phe

Vval

Lys

Ser

255

Ala

Ala

Ser

His

Lys
335

Tyr

Thr

Tyf
240

Cys

Leu

Gln

vVal
320

Asn



10

gatccgaatt
caagttcgcc
cgtcgtccecce
ccagaccgtc
cgacccttee
tgagaactgce
cgeccctaact
tactccceegt
ggctaaggag
tttctacttg
cgagtatggt
ggccaacatc
ctegegegece
aggcgaagac
cgagtacaaa
ctccaagaag
cctegtegag
ccaggttgag
ttctttecacc
ggtgctggtt
gggtaatggc
ggatgctagg
gggtgggaag
gtgtgaagag

agagcgggtt

<210> 20
<211> 440
<212> PRT

cctecctcectceg
ctcctcaccg
gagtctcacc
gacacctcceca
actcecttgeg
gcgectcgagg
ctcaaccagt
acttaccttg
atctcgtttg
tctgagatgt
accggttact
gaccaaaagc
aagaccttcg
gagtgcggcc
tggggegteg
ttcaccgtda
atccegeeget
gagaactaca
atgcagecgcg
ttcagcatct
ccttgcageg
gttacgttct
tgcggtgtta
aggaggaggt

ggttggatat

ES 2538360 T3

ttctttagtce
gcctegeege
ccaagcttcce
tcgtcatcga
tcgtcggegg
gtgtcgacta
ggatgcccga
ttgctgagga
atgccgatgt
tgatggatgg
gtgatgcgca
acggcgectg
tcceeccaccee
agcecegtegg
agtccttcta
ccacgcagtt
tgtggcacca
gcacggactce
gtggtctcaa
gggcggatga
cgactgaggg
caaacattag
agagcagggt
gttgttgggg

gaatacgttg

<213> Cladorrhinum foecundissimum

<400> 20

acagaccaga
ctccctegea
caccaagcgc
cgccttccag
ccctetetge
tgectectgg
cccggegaac
cggcaagaac
cagcaacctt
tggacgtggce
gtgcttcaag

ctgcaacgaa
ctgcaacatc
cgtgtgcgac
cggccggggce
cctgaccgac
ggatggcaag
ggtgagcacc
ggcgatggge
ttcgggtttt
cgatccgaag
gattggtgag
tgctaggggg
gttggagatg

aattggatgt

71

catctgccceca
tctgeccage
tgcactcteg
cgtecectece
cccgacgcca
ggcatcaaga
cctggeccagt
tacgaggatg
ccctgeggceca
gacctcaacc
ttggatttca
atggacattt
acgcaggtct
aagtgggggt
tcgecagttceg
aacggcaagg
ctgatcaaga
gagttctgcg
gaggctatcg
atgaactggt

gagattgtca

gttggtagca

cttactgcectt

ataattgggc

cgatggttca
agatcggcac
ccggtggetg
acaagatcgg
agtccetgege
ccgagggcga
acaagacgac
tgaagctcct
tgaacggtgce

ctgctggtge

tcaacggcga
tcgaatccaa
acaagtgcga
gcggdttcaa
ccaﬁcgactc
aggacggcgt
acaccgctat
agaagactgc
gtcgtggtat
tggatgcgga
agaataagcc
cgtatgctcc
cttaaggggg

gagatggtgt

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

11440

1480



Met

Ser

Pro

Ser

Pro

65

Ser

Vval

Ala:

Thr

Ile

50

Ser

Cys

His

Gln

Lys

35

val

Thr

Ala

Lys

Gln

20

Arg

Ile

Pro

Glu

Phe

Ile

Cys

Asp

Cys

Asn
85

Ala

Gly

Thr

Ala

val

70

Cys

ES 2538360 T3

Leu

Thr

Leu

Phe

55

val

Ala

Leu

val

Ala

40

Gln

Gly

Leu

Thr

val

25

Gly

Arg

Gly

Glu

72

Gly
10

Pro

Gly

Pro

Pro

Gly
90

Leu

Glu

Cys

Leu

Leu

75

val

Ala

Ser

Gln

His

60

Cys

Asp

Ala

His

Thr

45

Lys

Pro

Tyr

Ser

Pro

30

val

Ile

Asp

Ala

Leu
15

Lys

Asp

Ala

Ser
95

Ala

Leu

Thr

Asp

Lys

80

Trp



Gly

Asp

Leu

Lys

145

Asn

Asp

Gln

Lys

Arg

225

Lys

Lys

Tyr

Val

val

305

Thr

Glu

Ile

Pro

Vval

130

Glu

Gly

Leu

Cys

His

210

Ala

Cys

Trp

Gly

Thr

290

Glu

Ala

Phe

Lys

Ala

115

Ala

Ile

Ala

Asn

Phe

195

Gly

Lys

Glu

Gly

Arg

275

Thr

Ile

Ile

Cys

Thr

100

Asn

Glu

Ser

Phe

Pro

180

Lys

Ala

Thr

Gly

Cys

260

Gly

Gln

Arg

Gln

Glu
340

Glu

Pro

Asp

Phe

Tyr

165

Ala

Leu

Cys

Phe

Glu

245

Gly

Ser

Phe

Arg

Val

325

Lys

Gly

Gly

Gly

Asp

150

Leu

Gly

Asp

Cys

Val

230

Asp

Phe

Gln

Leu

Leu

310

Glu

Thr

Asp

Gln

Lys

135

Ala

Ser

Ala

Phe

Asn

215

Pro

Glu

Asn

Phe

Thr
295

Trp

Glu

Ala

ES 2538360 T3

Ala

Tyr

120

Asn

Asp

Glu

Glu

Ile

200

Glu

His

Cys

Glu

Ala

280

Asp

His

Asn

Ser

Leu

105

Lys

Tyr

val

Met

Tyr

185

Asn

Met

Pro

Gly

Tyr

265

Ile

Asn

Gln

Tyr

Phe
345

Thr

Thr

Glu

Ser

Leu

170

Gly

Gly

Asp

Cys

Gln

250

Lys

Asp

Gly

Asp

Ser

330

Thr

73

Leu

Thr

Asp

Asn

155

Met

Thr

Glu

Ile

Asn

235

Pro

Trp

Ser

Lys

Gly

315

Thr

Met

Asn

Thr

VvVal

140

Leu

Asp

Gly

Ala

Phe

220

Ile

Vval

Gly

Ser

Glu

300

Lys

Asp

Gln

Gln

Pro

125

Lys

Pro

Gly

Tyr

Asn

205

Glu

Thr

Gly

val

Lys

285

Asp

Leu

Ser

Arg

Trp

110

Arg

Leu

Cys

Gly

Cys

190

Ile

Ser

Gln

Vval

Glu

270

Lys

Gly

Ile

val

Gly
350

Met

Thr

Leu

Gly

Arg

175

Asp

Asp

Asn

Vval

Cys

255

Ser

Phe

Vval

Lys

Ser

335

Gly

Pro

Tyr

Ala

Met ‘

160

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

240

Asp

Phe

Thr

Leu

Asn

320

Thr ‘

Leu



Lys

Ile

Asn

385

Asn

Val

val

Ala

Trp
370

Gly '

Lys

Gly

Ala

<210> 21

<211> 1380
<212> ADN
<213> Trichoderma reesei

<400> 21

Met

355

Ala

Pro

Pro

Ser

Arg
435

Asp

Cys

Asp

Thr

420

Gly

Glu

Asp

Ser

Ala

405

Tyr

Leu

Ala

Ser

Ala

390

Ala

Thr

ES 2538360 T3

Ile

Gly

375

Thr

val

Pro

Ala

Gly

360

Phe

Glu

Thr

Gly

Ser
440

Met

Phe

Gly
425

74

Gly

Asn

Asp

Ser

410

Lys

Met

Trp

Pro

395

Asn

Cys

val

Leu

380

Lys

Ile

Gly

Leu
365

Asp

Glu

Vval

val

Ala

Ile

Ile

Lys
430

Phe

Glu

val

Gly

415

Ser

Ser

Gly

Lys

400

Glu

Arg



10

atggcgcect
gccgcccagce
tgtacaaagt
cgetggatge
ctectgeecetg
gcectegggeg
tctggecgget
gtgatgctga
tgtggagaga
tataacacgg
acatggagga
atcctggagg
tgcgactcetg
cccggagata
aacggctcge
gacatcccca
tacggcggcce
atttggaacg
agcagcaccg
ttctccaaca

ccgectgegt

ccgagétgca,

acgtgcacgt

<210> 22
<211> 459
<212> PRT

cagttacact

aaccgggtac

ccggggggtyg

acgacgcaaa
acgaggcgac
tcacgacctce
acagcagcgt
agctcaacgg
acggcectcgcet
ccggtgccaa
acggcaccct
gcaactcgag
ccggttgegg
ccgttgacac
cctcgggcaa
gcgcccagcece
tcgecaccat
acaacagcca
agggcaacce
tccgetgggg
ccagcacgac
cgcagactca

cgggcactac

<213> Trichoderma reese

<400> 22

ES 2538360 T3

gccgttgacc
cagcaccccc
cgtggcccag
ctacaactceg
ctgtggcaag
gggcagcagce
ctctccetegg
ccaggagctg
ctacctgtct
ctacgggage
caacactagce
ggcgaatgcece
cttcaacccce
ctccaagacc
ccttgtgagce
cggcggcgac
gggcaaggcc
gtacatgaac
atccaacatc
agacattggg

gttttcgact

ctgggggcag

gtgccagtat

acggccatcc
gaggtccatc
gacacctcgg
tgcaccgtca
aactgcttca
ctcaccatga
ctgtatctce
agcttcgacg
cagatggacg
ggctactgceg
caccagggct
ttgaccccte
tatggcagcg
ttcaccatca
atcacccgca
accatctcgt
ctgagcagcg
tggctcgaca
ctggccaaca
tctactacga
acacggagga

tgcggtggea

agcaacgact

75

tggccattge
ccaagttgac
tggteccttga
acggcggcgt
tcgagggegt
accagtacat
tggactctga
tcgacctctce
agaacggggyg
atgctcagtg
tctgctgeaa
actcttgeac
gctacaaaag
tcacccagtt
agtaccagca
cctgececgte
gcatggtgct
gcggcaacgce
accccaacac
actcgactgce
gctcgacgac
ttgggﬁacag

actactcgea

ccggetegte
aacctacaag
ctggaactac
caacaccacg
cgactacgce
gcccagcagce
cggtgagtac
tgctctgecg
cgccaaccag
ccecgtecag
cgagatggat
ggccacggcce
ctactacggce
caacacggac
aaacggcgtc
cgcctcagcec
cgtgttcagce
cggccectge
gcacgtcgtc
gcccccgece
ttcgagcagc
cgggtgcaag

atgcctttag

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



Met

Ala

His

Ala

Asp

65

Leu

Val

Met

Pro

Leu

145

Cys

Ala

Arg

Pro

Gln

50

Ala

Cys

Asp

Asn

Arg

130

Asn

Gly

Pro

Leu

Lys

35

Asp

Asn

Pro

Tyr

Gln

115

Leu

Glu

Ser

val

20

Leu

Thr

Tyr

Asp

Ala

100

Tyr

Tyr

Gln

Asn

Vval

Ala

Thr

Ser

Asn

Glu

85

Ala

Met

Leu

Glu

Gly

Thr

Ala

Thr

val

Ser

70

Ala

Ser

Pro

Leu

Leu

150

Ser

ES 2538360 T3

Leu

Gln

Tyr

Val

55

Cys

Thr

Gly

Ser

Asp

135

Ser

Leu

Pro Leu

Gln Pro
25

Lys Cys
40

Leu Asp

Thr Val

Val Thr
105

Ser Ser

120

Ser Asp

Phe Asp

Tyr Leu

76

Thr

10

Gly

Thr

Trp

Asn

Lys

90

Thr

Gly

val

Ser

Thr

Thr

Lys

Asn

Gly

75

Asn

Ser

Gly

Glu

Asp

155

Gln

Ala

Ser

Ser

Tyr

60

Gly

Cys

Tyr

Tyr

140

Leu

Met

Ile

Thr

Gly

45

val

Phe

Ser

Ser

125

val

Ser

Asp

Leu

Pro
30

Trp

Asn

Ile

Ser

110

Ser

Met

Ala

Glu

Ala

15

Glu

Cys

Met

Thr

Glu

95

Leu

val

Leu

Leu

Asn

Ile

val

val

His

Thr

80

Thr

Ser

Lys

Pro
160



Gly
Cyé
Thr
Asn
225
Cys
Ser
Ile
Val
Ala
305
Tyr
Leu
Asp
Asn
Arg

385

Pro

Ala
Asp
Ser
210
Ser
Asp
Tyr
Ile
Ser
290
Gln
Gly
val
Ser

Tle
370

Trp

Pro

Asn

Ala

195

His

Arg

Ser

Tyr

Thr

275

Ile

Pro

Gly

Phe

Gly

355

Leu

Gly

Ala

Gln

180

Gln

Gln

Ala

Ala

Gly

260

Gln

Thr

Gly

Leu

Ser

340

Asn

Ala

Asp

Ser

165

Tyr

Cys

Gly

Asn

Gly

245

Pro

Phe

Arg

Gly

Ala

325

Ile

Ala

Asn

Ile

Ser
405

Asn

Pro

Phe

Ala

230

Cys

Gly

Asn

Lys

Asp

310

Thr

Trp

Gly

Asn

Gly

390

Thr

Thr

Val

Cys

215

Leu

Gly

Asp

Thr

Tyr

295

Thr

Met

Asn

Pro

Pro

375

Ser

Thr

ES 2538360 T3

Ala

Gln

200

Cys

Thr

Phe

Thr

Asp

280

Gln

Ile

Gly

Asp

Cys

360

Asn

Thr

Phe

Gly

185

Thr

Asn

Pro

Asn

vVal

265

Asn

Gln

Ser

Lys

Asn

345

Ser

Thr

Thr

Ser

170

Ala

Trp

Glu

His

Pro

250

Asp

Gly

Asn

Ser

Ala

330

Ser

Ser

His

Asn

Thr
410

77

Asn

Arg

Met

Ser

235

Tyr

Thr

Ser

Gly

Cys

315

Leu

Gln

Thr

val

Ser

395

Thr

Tyr
Asn
Asp
220
Cys
Gly
Ser
Pro
vVal
300
Pro
Ser
Tyr
Glu
val
380
Thr

Arg

Gly

Gly

205

Ile

Thr

Ser

Lys

Ser

285

Asp

Ser

Ser

Met

Gly

365

Phe

Ala

Arg

Ser

190

Thr

Leu

Ala

Gly

Thr

270

Gly

Ile

Ala

Gly

Asn

350

Asn

Ser

Pro

Ser

175

Gly

Leu

Glu

Thr

Tyr

255

Phe

Asn

Pro

Ser

Met
335

Trp

Pro

Asn

Pro

Ser
415

Tyr

Asn

Gly

Ala

240

Lys

Thr

Leu

Ser

Ala

320

val

Leu

Ser

Ile

Pro

400

Thr



ES 2538360 T3

Thr Ser Ser Ser Pro Ser Cys Thr Gln Thr His Trp Gly Gln Cys Gly
420 425 430

Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Cys Lys Thr Cys Thr Ser Gly Thr Thr Cys
435 440 ' 445

Gln Tyr Ser Asn Asp Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu,
450 455

<210> 23

<211> 2586

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 23

78



atgaagcttg
gatgatctcg
tgggcggaag
gtcaacttaa
gttcccagac
tcggactaca
ctegectace
cagctgggte
ggtttctcac
caagatgctg
cgccaacaac
gttgatgaca
ggagtcggtg
agcgaaactc
gattggaccg
cceggtgatg
gtccttaacg
gcttattaca
agggacgaat
gaattcgtgg
actgttctge
cttctgggag

tgcgataacg

gttggatcga
cgtactcccece
tatacaaacg
cgactgéaac
tcaacatccc
attcagettt
ttcegtggtca
ctgctgetgg
cagatccagc
gtgtcattgc
ccgaggctgce
agactatgca
ctgtcatgtg
tgaacaagct
ctcatcacag
ttaccttcga
gtacaatccce
aggttggccg
atggtttcge
acgtgcaacg
tgaagaacaa
aggatgcggg

gtacccttge

ES 2538360 T3

ggtggccgcea
tcctttcectac
cgctgtagac
aggatggcaa
cagcttgtgt
cccetgegggt

ggcaatgggt

cccteteggt
cctcacecggt
gacagctaag
gggttacgga
tgaattgtac
ctcttacaac
tttgaaggcg
cggcgtaggce
tagtggtacg
ccaatggcgt
cgacaccaaa
gcataaccat
cgatcatgcece
gggtgccttg
ttccaactcg

catggcectgg

ttggcggcetg
ccttcececat
atagtttccce
ctagagaggt
ttgcaggata
gttaatgtcg
gaggagttca
gctcatcecgg
gtactttttg
cattatatca
ttcaacgtaa
ctctggeect
caaatcaaca
gagcttggtt
gctgctttag
tectttetgag
gttgatgaca
tacacccctc
gtttcggaag
gacctaatcce
cccttgagcee
tggggcgcta

ggtagcggta

79

cctcagtagt
gggcagatgg
agatgacgtt
gtgttggaca
gtcctcttgg
ctgccacctg
gtgataaggg
atggcggtag
cggagacgat
tgaacgaaca
gcgacagttt
tcgecggatge
acagctacgg
tccaaggcett
caggtctgga
gtgcaaactt
tggctgtccg
ccaacttcag
gtgcttacga
gtcgcatcgg
gcaaggaaaa
acggctgtga

ctgcgaattt

cagtgccaag
tcagggtgaa
gacagagaaa
aactggcagt

tattegttte

‘ggacaagacg

tattgacgtt
aaactgggaa
taagggtatt
agagcatttc
gagttccaac
agtacgcgcect
ttgcgagaat
cgtcatgagt
tatgtcecgatg
gacggtcggt
tatcatggece
ctcgtggacc
gagggtcaac
cgcgcagagce
gctggtegece
tgaccgtggt

cccataccte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



gtgacaccag
gtgaccgaca
ctegtgtteg
gatcgtaaca
aactgtaaca
tatgaccacc
aactccattg
tggggcaaga
ggagcgcccece
ttcaatgaga
tccgacctece
gaagctgcaa
ctggaaagga
tctgacgatt
gggtctgecc
gaggatcttt
gttccteage
tttgagcgta
cgtgaccttg
acgatctacg

cagtaa

<210> 24
<211> 861
<212> PRT

agcaggcgat
gttgggcget
tcaactccga
acatcactct
acaccgttgt
ccaatgtcac
ccgatgtget
ccecgggagte
agtctgattt
cccctatceta
atgttcagcece
agaactttgg
tccatgagtt
ctaactacgg
agccccgttt
tcecgegtete
tgtacgttte
ttcacttgge
caaactggga

ttggaaactc

<213> Aspergillus oryzae

<400> 24

ES 2538360 T3

tcagaacgaa
cgacaagatc
ctcaggagaa
gtggaagaac
catcatccac
tggtattcte
gtacggtcgt
gtatggttct
cacccagggt
cgagtttgge
cctgaacgeg
tgaaattggce
tatctatccc
ctgggaagac
gcccgctagt
tgtgaaggtc
cctaggegge
ccettegecag
cgtttegget

ctcacggaaa

gttcttcagg
gctgcggetg
ggctatctta
ggcgacaaﬁg
tccgtcggac
tgggctggtce
gtcaaccctg
cccttggtcea
gttttcatcg
tacggettga
tcecgataca
gatgcgtcgg
tggatcaact
tccaagtata
ggtggtgccg
aagaacacgg
ccgaatgage
gaggccgtgt
caggactgga

ctgecgcetec

80

gccgtggtaa
cccgecagge
gtgtggatgg
tggtcaagac
cagttttgat
tgccaggcca
gcgccaagtce
aggatgccaa
attaccgcecca
gctacaccac
ctcccaccag
agtacgtgta
ctaccgacct
ttcecgaagg
gaggaaaccc
gcaatgtcge
ccaaggtggt
ggacaacgac
ccgtcactee

aggccteget

tgtcttcegee
cagcgtatct
aaa£gagggc
cgcagcgaat
cgatgaatgg
ggagtctggt
tcctttcact
caatggcaac
tttegataag
cttcgagetce
tggcatgact
tceggagggg
gaaggcatcg
cgccaéggat
cggtctgtac
cggtgatgaa
actgcgcaag
ccttaccegt

ttaccccaag

gcctaaggee

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2586



ES 2538360 T3

Met Lys Leu Gly Trp Ile Glu Val Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ser Val
1 5 10 15

Val Ser Ala Lys Asp Asp Leu Ala Tyr Ser Pro Pro Phe Tyr Pro Ser
20 25 30

Pro Trp Ala Asp Gly Gln Gly Glu Trp Ala Glu Val Tyr Lys Arg Ala
35 40 45

81



Val
Thr
65
Val
‘ Gly
val

Met

Ala
145

Gly

Ile

Ile

Tyr

Thr

225

Gly

Gly

cly

Val

Asp

50

Gly

Pro

Ile

Ala

Gly

130

Ala

Phe

Lys

Met

Gly

210

Met

val

Cys

Phe

Gly
290

Ile

Thr

Arg

Arg

Ala

115

Glu

Gly

Ser

Gly

Asn

195

Phe

His

Gly

Glu

Gln

275

Ala

Vval

Gly

Leu

Phe

100

Thr

Glu

Pro

Pro

Ile

180

Glu

Asn

Glu

Ala

Asn

260

Gly

Ala

Ser

Trp

Asn

85

Ser

Trp

Phe

Leu

Asp

165

Gln

Gln

Val

Leu

Val

245

Ser

Phe

Leu

Gln

Gln

70

Ile

Asp

Asp

Ser

Gly

150

Pro

Asp

Glu

Ser

Tyr

230

Met

Glu

Val

Ala

Met

55

Leu

Pro

Tyr

Lys

Asp

135

Ala

Ala

Ala

His

Asp

215

Leu

Cys

Thr

Met

Gly
295

ES 2538360 T3

Thr

Glu

Ser

Asn

Thr

120

Lys

His

Leu

Gly

Phe

200

Ser

Trp

Ser

Leu

Ser

280

Leu

Leu

Leu

Ser

105

Leu

Gly

Pro

Thr

vVal
185

.Leu

Pro

Tyr

Asn

265

Asp

Asp

Thr

Cys

Cys

90

Ala

Ala

Ile

Asp

Gly

170

Ile

Gln

Ser

Phe

Asn

250

Lys

Trp

Met

82

Glu

Val

75

Leu

Phe

Tyr

Asp

Gly

155

val

Ala

Gln

Ser

Ala

235

Gln

Leu

Thr

Ser

Lys

60

Gly

Gln

Pro

Leu

Val

140

Gly

Leu

Thr

Pro

Asn

220

Asp

Ile

Leu

A;a

Met
300

.Val
Gln
Asp
Ala
Arg

125

Gln

Phe
Ala
Glu
205
val
Ala
Asn
Lys
His
285

Pro

Asn

Thr

Ser

Gly

110

Gly

Leu

Asn

Ala

Lys

190

Ala

Asp

vVal

Asn

Ala

270

His

Gly

Leu

Gly

Pro

95

val

Gln

Gly

Trp

Glu

175

His

Ala

Asp

Arg

Ser

255

Glu

Ser

Asp

Thr

Ser

80

Leu

Asn

Ala

Pro

Glu

160

Thr

Tyr

Gly

Lys

Ala

240

Tyr

Leu

Gly

val



Thr
305

val

Pro

Asn

Vval

385

Thr

Lys

Ala

Ala

Gln

465

Val

Ala

Leu

Lys

Thr
545

Phe

Leu

Ile

Pro

His

370

Gln

Val

Leu

Asn

Trp

450

Ala

Thr

Ser

Ser

Asn

530

vVal

Asp

Asn

Met

Asn

355

Val

Arg

Leu

val

Gly

435

Gly

Ile

Asp

val

Val

515

Gly

Vval

Ser

Ala

340

Phe

Ser

Asp

Leu

Ala

420

Cys

Ser

Gln

Ser

Ser

500

Asp

Asp

Ile

Gly

Thr

325

Ala

Ser

Glu

His

Lys

405

Leu

Asp

Gly

Asn

Trp

485

Leu

Gly

Asn

Ile

Thr

310

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

390

Asn

Leu

Asp

Thr

Glu

470

Ala

val

Asn

val

His
550

Ser

Pro

Tyr

Trp

Ala

375

Asp

Lys

Gly

Arg

Ala

455

val

Leu

Phe

Glu

Val

535

Ser

ES 2538360 T3

Phe

Gln

Lys

Thr

360

Tyr

Leu

Gly

Glu

Gly

440

Asn

Leu

Asp

val

Gly

520

Lys

Val

Trp

Trp

val

345

Arg

Glu

Ile

Ala

Asp

425

Cys

Phe

Gln

Lys

Asn

505

Asp

Thr

Gly

Gly

Arg

330

Gly

Asp

Arg

Arg

Leu

410

Ala

Asp

Pro

Gly

Ile

490

Ser

Arg

Ala

Pro

83

Ala

315

Vval

Arg

Glu

val

Arg

395

Pro

Gly

Asn

Tyr

Arg

475

Ala

Asp

Asn

Ala

Val
555

Asn

Asp

Asp

Tyr

Asn

380

Ile

Leu

Ser

Gly

Leu

460

Gly

Ala

Ser

Asn

Asn

540

Leu

Leu

Asp

Thr

Gly

365

Glu

Gly

Ser

Asn

Thr

445

vVal

Asn

Ala

Gly

Ile

525

Asn

Ile

Thr

Met

Lys

350

Phe

Phe

Ala

Ser

430

Leu

Thr

Vval

Ala

Glu

510

Thr

Cys

Asp

val

Ala

335

Tyr

Ala

val

Gln

Lys

415

Trp

Ala

Pro

Phe

Arg

495

Gly

Leu

Asn

Glu

Gly

320

val

Thr

His

Asp

Ser

400

Glu

Gly

Met

Glu

Ala

480

Gln

Tyr

Trp

Asn

560



Tyr
Gln
Pro
Gly
Ser
625
Phe
Thr
Tyr
Ile
His
705
Ser
Gly
Ala
Lys
Tyr

785

Phe

Asp

Glu

Gly

Ser

610

Asp

Asn

Phe

Thr

Gly

690

Glu

Asp

Ala

Gly

Val

770

val

Glu

His Pro

Ser Gly
580

Ala Lys
595

Pro Leu

Phe Thr

Glu Thr

Glu Leu

660

Pro Thr
675

Asp Ala

Phe Ile

Asp Ser

Thr Asp

740

Gly Asn

755

Lys Asn

Ser Leu

Arg Ile

Asn

565

Asn

Ser

Val

Gln

Pro

645

Ser

Ser

Ser

Tyr

Asn

725

Gly

Pro

Thr

Gly

His

Val

Ser

Pro

Lys

Gly

630

Ile

Asp

Glu

Pro

710

Tyr

Ser

Gly

Gly
790

Leu

Thr

Ile

Phe

Asp

615

val

Tyr

Leu

Met

Tyr

695

Trp

Gly

Ala

Leu

Asn

775

Pro

Ala

ES 2538360 T3

Gly

Ala

Thr

600

Ala

Phe

Glu

His

Thr

680

Val

Ile

Trp

Gln

Tyr

760

Val

Asn

Pro

Ile

Asp

585

Trp

Asn

Ile

Phe

Val

665

Glu

Tyr

Asn

Glu

Pro

745

Glu

Ala

Glu

Ser

Leu

570

val

Gly

Asn

Asp

Gly

650

Gln

Ala

Pro

Ser

Asp

730

Arg

Asp

Gly

Pro

Gln
84

Trp Ala Gly

Leu

Lys

Gly

Tyr

635

Tyr

Pro

Ala

Glu

Thr

715

Ser

Leu

Leu

Asp

Lys

795

Glu

Tyr

Thr

Asn

620

Arg

Gly

Leu

Lys

Gly

700

Asp

Lys

Pro

Phe

Glu

780

Val

Ala

Gly

Arqg

605

Gly

His

Leu

Asn

Asn

685

Leu

Leu

Tyr

Ala

Arg

765

vVal

vVal

val

Leu

Arg

590

Glu

Ala

Phe

Ser

Ala

670

Phe

Glu

Lys

Ile

Ser

750

Val

Pro

Leu

Trp

Pro

575

val

Ser

Pro

Asp

Tyxr

655

Ser

Gly

Arg

Ala

Pro

735

Gly

Ser

Gln

Arg

Thr

Gly

Asn

Tyr

Gln

Lys

640

Thr

Arg

Glu

Ile

Ser

720

Glu

Gly

Val

Leu

Lys

800

Thr



ES 2538360 T3

805 810 815

Thr Leu Thr Arg Arg Asp Leu Ala Asn Trp Asp Val Ser Ala Gln Asp
820 825 830

Trp Thr Val Thr Pro Tyr Pro i.ys Thr Ile Tyr Val Gly Asn Ser Ser
835 .840 845

Arg Lys Leu Pro Leu Gln Ala Ser Leu Pro Lys Ala Gln
850 855 860

<210> 25

<211> 2586

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 25

85



atgaagcttg
gatéatctcg
tgggcggaag
gtcaacttaa
gttcccagac
tcggactaca
ctcgectacce
cagctgggtce
agtttctcac
caagatgctg
cgccaacaac
gttgatgaca
ggagtcggtg
agcgaaactc
gattggaccg
cccggtgatg
gtccttaacg
gcttattaca
agggacgaat

gaattcgtgg

actgttctge

gttggatcga
cgtactcecce
tatacaaacg
cgactggaac
tcaacatccc
attcagcttt
ttcgtggtca
ctgctgctgg
cagatccagce
gtgtcattgce
ccgaggetgce
agactatgca
ctgttatgtg
tgaacaagct
ctcaacacag
ttaccttcga
gtacaatcce
aggttggccg
atggtttcge
acgtgcaacg

tgaagaacaa

ES 2538360 T3

ggtggccgea
tcctttctac
cgctgtagac
aggatggcaa
cagcttgtgt
ccctgegggt

ggcaatgggt

ccctcteggt
cctcaceggt
gacagctaag
gggttacgga
tgaattgtac
ctcttacaac
tttgaaggcg
cggcgtagge
tagtggtacg

ccaatggcgt

cgacaccaaa
gcataaccat
cgatcatgcce

gggtgeccttg

ttggcggcetg
ccttccccat
atagtttcce
ctagagaggt
ttgcaggata
gttaatgtcg
gaggagttca
gctcatcegg
gtactttttg
cattatatca
ttcaacgtaa
ctetggecct
caaatcaaca
gagcttggtt
gctgctttag
tetttectggg
gttgatgaca
tacacccctc
gtttcggaag
gacctaatce

ccecttgagece

86

cctcagtagt
gggcagatgg
agatgacgtt
gtgttggaca
gtcetettgg
ctgeccacctg
gtgataaggg
atggcggtag
cggagacgat
tgaacgaaca
gcgacagttt
tcgecggatge
acagctacgg
tccaaggctt
caggtctgga
gtgcaaactt
tggctgtccg
ccaacttcag
gtgcttacga
gtcgecatcgg

gcaaggaaaa

cagtgccaag
tcagggtgaa
gacagagaaa
aactggcagt
tattcgtttce
ggacaagacg
tattgacgtt
aaactgggaa
taagggtatt
agagcatttc
gagttccaac
agtacgcget
ttgcgagaat
cgtcatgagt
tatgtcgatg
gacggtcggt
tatcatggce
ctcgtggacc
gagggtcaac
cgcgcagage

gctggtcgee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



cttctgggag
tgcgataacg
gtgacaccag
gtgaccgaca
ctcgtgtteg
gatcgtaaca
aactgtaaca
tatgaccacc
aactccattg
tggggcaaga
ggagcgcecc
ttcaatgaga
tccgacctce
gaagctgcaa
ctggaaagga
tctgacgatt
gggtctgcece
gaggatcttt
gttcctcage
tttgagcgta
cgtgaccttg
acgatctacg
cagtaa

<210> 26

<211> 861
<212> PRT

aggatgcggg
gtacccttge
agcaggqgat
gttgggeget
tcaactccga
acatcactct
acaccgttgt
ccaatgtcac
ccgatgtget
cccgggagte
agtctgattt
cccctatcta
atgttcagce
agaactttgg
tccatgagtt
ctaactacgg
agccccegttt
tcecgegtete
tgtacgtttc
ttcacttggce
caaactggga

ttggaaactc

<213> Aspergillus oryzae

<400> 26

ES 2538360 T3

ttccaactcg
catggcctgg
tcagaacgaa
cgacaagatc
ctcaggagaa
gtggaagaac
catcatccac
tggtattcte
gtacggtcgt
gtatggttct
cacccagggt
cgagtttgge
cctgaacgeg
tgaaattggc
tatctatcce
ctgggaagac
gcccgcetagt
tgtgaaggte
cctaggecgge
cccttegeag
cgtttcggcet

ctcacggaaa

tggggcgeta
ggtagcggta
gttcttcagg
gctgeggetg
ggctatctta

ggcgacaatg

‘tecegteggac

tgggctggte
gtcaaccctg
ccettggtca
gttttcatcg
tacggcttga
tcecgataca
gatgcgtcgg
tggatcaact
tccaagtata
ggtggtgcceg
aagaacacgg
ccgaatgage
gaggccgtgt
caggactgga

ctgeegetece
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acggctgtga
ctgcgaattt
gccgtggtaa
cccgecagge
gtgtggatgg
tggtcaagac
cagttttgat
tgccaggcca
gcgccaagtc
aggatgccaa
attaccgcca
gctacaccac
ctcccaccag
agtacgtgta
ctaccgacct
ttccegaagg
gaggaaaccc
gcaatgtcgc
ccaaggtggt
ggacaacgac
ccgtcactcecce

aggcctcget

tgaccgtggt
cccatacctc
tgtcttcgcc
cagcgtatet
aaatgagggc
cgcagcgaat
cgatgaatgg
ggagtctggt
tcetttcact
caatggcaac
tttcgataag
cttcgagcectce
tggcatgact
tccggagggy
gaaggcatcg
cgccacggat
cggtctgtac
cggtgatgaa
aqtgcgcaag
ccttaccegt
ttaccccaag

gcctaaggcce

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2586



ES 2538360 T3

Met Lys Leu Gly Trp Ile Glu Val Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ser Val
1 5 10 15

Val Ser Ala Lys Asp Asp Leu Ala Tyr Ser Pro Pro Phe Tyr Pro Ser
20 25 30

Pro Trp Ala Asp Gly Gln Gly Glu Trp Ala Glu Val Tyr Lys Arg Ala
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Val

Thr

65

Val

Gly

val

Met

Ala

145

Ser

Ile

Ile

Tyr

Thr

225

Gly

Gly

Gly

Asp

50

Gly

Pro

Ile

Ala

Gly

130

Ala

Phe

Lys

Met

Gly

210

Met

val

Cys

Phe

35

Ile

Thr

Arg

Ala

115

Glu

Gly

Ser

Gly

Asn

195

Phe

His

Gly

Glu

Gln
275

val

Gly

Leu

Phe

100

Thr

Glu

Pro

Pro

Ile

180

Glu

Asn

Glu

Ala

Asn

260

Gly

Ser

Trp
Asn

85

Ser

Trp

Phe

Leu

Asp

165

Gln

Gln

Vval

Leu

Val

245

Ser

Phe

Gln

Gln

70

Ile

Asp

Asp

Ser

Gly

150

Pro

Asp

Glu

Ser

Tyr

230

Met

Glu

Val

Met
55

Leu

Pro

Tyr

Lys

Asp

135

Ala

Ala

Ala

His

Asp

215

Leu

Cys

Thr

Met
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40

Thr

Glu

Ser

Asn

Thr

120

Lys

His

Leu

Gly

Phe

200

Ser

Trp

Ser

Leu

Ser
280

Leu

Arg

Leu

Ser

105

Leu

Gly

Pro

Thr

‘Val

185

Arg

Leu

Pro

Tyr

Asn

265

Asp

Thr

Cys

Cys

90

Ala

Ala

Ile

Asp

Gly

170

Ile

Gln

Ser

Phe

Asn

250

Lys

Trp

89

Glu

Vval

75

Leu

Phe

Tyr

Asp

Gly

155

Vval

Ala

Gln

Ser

Ala

235

Gln

Leu

Thr

Lys

60

Gly

Gln

Pro

Leu

Val

140

Gly

Leu

Thr

Pro

Asn

220

Asp

Ile

Leu

Ala

45

Val

Gln

Asp

Ala

Arg

125

Gln

Phe

Ala

Glu

205

Val

Ala

Asn

Lys

Gln
285

Asn

Thr

Ser

Gly

110

Gly

Leu

Asn

Ala

Lys

190

Ala

Asp

val

Asn

Ala

270

His

Leu

Gly

Pro

95

Val

Gln

Gly

Trp

Glu

175

His

Ala

Asp

Ser
255

Glu

Ser

Thr

Ser

80

Leu

Asn

Ala

Pro

Glu

160

Thr

Tyr

Lys

Ala

240

Tyr

Leu

Gly



Val
Thr

305

val

Pro
Asn
Val
385
Thr
Lys
Ala
Ala
Gln
465
Vval
Ala

Leu

Lys

Gly

290

Phe

Leu

Ile

Pro

His

370

Gln

Val

Leu

Asn

Trp

450

Ala

Thr

Ser

Ser

Asn
530

Ala

Asp

Asn

Met

Asn

355

vVal

Leu

Val

Gly

435

Gly

Ile

Asp

vVal

val

515

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala

340

Phe

Ser

Asp

Leu

Ala

420

Cys

Ser

Gln

Ser

Ser

500

Asp

Asp

Leu

Gly

Thr

325

Ala

Ser

Glu

His

Lys

405

Leu

Asp

Gly

Asn

Trp
485
Leu

Gly

Asn

Ala

Thr

310

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

390

Asn

Leu

Asp

Thr

Glu

470

Ala

val

Asn

val

Gly

295

Ser

Pro

Tyr

Trp

Ala

375

Asp

Lys

Gly

Ala

455

val

Leu

Phe

Glu

val
535
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Leu

Phe

Gln

Lys

Thr

360

Tyr

Leu

Gly

Glu

Gly

440

Asn

Leu

Asp

Val

Gly

520

Lys

Asp

Trp

Trp

val

345

Arg

Glu

Ile

Ala

Asp

425

Cys

Phe

Gln

Lys

Asn

505

Asp

Thr

Met

Gly

Arg

330

Gly

Asp

Arg

Leu

410

Ala

Asp

Pro

Gly

Ile

490

Ser

Arg

Ala

90

Ser

Ala

315

vVal

Glu

val

Arg

395

Pro

Gly

Asn

Tyr

Arg

475

Ala

Asp

Asn

Ala

Met

300

Asn

Asp

Asp

Tyr

Asn

380

Ile

Leu

Ser

Gly

Leu

460

Gly

Ala

Ser

Asn

Asn
540

Pro

Leu

Asp

Thr

Gly

365

Glu

Gly

Ser

Asn

Thr

445

Val

Asn

Ala

Gly

Ile

525

Asn

Gly

Thr

Met

Lys

350

Phe

Phe

Ala

Arg

Ser

430

Leu

Thr

Val

Ala

Glu

510

Thr

Cys

Asp

val

Ala

335

Tyr

Ala

vVal

Gln

Lys

415

Trp

Ala

Pro

Phe

Arg

495

Gly

Leu

Asn

val

Gly

320

Vval

Thr

His

Asp

Ser

400

Glu

Gly

Met

Glu

Ala

480

Gln

Tyr

Trp

Asn



Thr

545

Tyr

Gln

Pro

Gly

Ser

625

Phe

Thr

Tyr

Ile

His

705

Ser

Gly

Ala

Lys

Tyr
785

val

Asp

Glu

Gly

Ser

610

Asp

Asn

Phe

Thr

Gly

690

Glu

Asp

Ala

Gly

val

770

val

Val Ile

His Pro

Ser Gly
580

Ala Lys
595

Pro Leu

Phe Thr

Glu Thr

Glu Leu
660

Pro Thr
675

Asp Ala
Phe Ile
Asp Ser
Thr Asp

740

Gly Asn
755

Lys Asn

Ser Leu

Ile

Asn

565

Asn

Ser

val

Gln

Pro

645

Ser

Ser

Ser

Tyr

Asn

725

Gly

Pro

Thr

His

550

Val

Ser

Pro

Lys

Gly

630

Ile

Asp

Gly

Glu

Pro

710

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
790

Ser

Thr

Ile

Phe

Asp

615

Vval

Tyr

Leu

Met

Tyr

695

Trp

Gly

Ala

Leu

Asn

775

Pro
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vVal

Gly

Ala

Thr

600

Ala

Phe

Glu

His

Thr

680

vVal

Ile

Trp

Gln

Tyr

760

Val

Asn

Gly

Ile

Asp

585

Trp

Asn

Ile

Phe

Vval

665

Glu

Tyr

Asn

Glu

Pro

745

Glu

Ala

Glu

Pro

Leu

570

val

Gly

Asn

Asp

Gly

650

Gln

Ala

Pro

Ser

Asp

730

Arg

Asp

Gly

Pro

91

Val
555

Trp

Leu

Lys

Gly

Tyr

635

Tyr

Pro

Ala

Glu

Thr

715

Ser

Leu

Leu

Asp

Lys
795

Leu

Ala

Tyr

Thr

Asn

620

Arg

Gly

Leu

Lys

Gly

700

Asp

Lys

Pro

Phe

Glu

780

Val

Ile

Gly

Gly

Arg

605

Gly

His

Leu

Asn

Asn

685

Leu

Leu

Tyr

Ala

Arg

765

Val

val

Asp

Leu

Arg

590

Glu

Ala

Phe

Ser

Ala

670

Phe

Glu

Lys

Ile

Ser

750

val

Pro

Leu

Glu

Pro

575

vVal

Ser

Pro

Asp

Tyr

655

Ser

Gly

Arg

Ala

Pro

735

Gly

Ser

Gln

Trp
560

Gly

Asn

Tyr

Gln

Lys

640

Thr

Arg

Glu

Ile

Ser

720

Glu

Gly

val

Leu

Lys
800
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Phe Glu Arg Ile His Leu Ala Pro Ser Gln Glu Ala
805 810

Thr Leu Thr Arg Arg Asp Leu Ala Asn Trp Asp Val
820 825

Trp Thr Val Thr Pro Tyr Pro Lys Thr Ile Tyr Val
835 , 840

Arg Lys Leu Pro Leu Gln Ala Ser Leu Pro Lys Ala
850 855 860

<210> 27

<211> 3060

<212> ADN
<213> Aspergillus fumigatus

<400> 27

92

Val Trp Thr Thr
815

Ser Ala Gln Asp
830

Gly Asn Ser Ser
845

Gln



atgagattcg
gtttgtgatg
aggaattggc
gggcagatgce
ttaaccttac
actgaccatc
aggtaagctt
acttggtafc
gctatacccg
tgacctcaac
cgcctacctt
gctggggcct
cttctctect
agacgcgggt
acéggttggc
ggatgacaag
ccttgattga
ttttececgtag
ggcgctgtca

actctcaaca

gttggctcga
ctttcecegte
tttctctcca
ccatcgacge
aacgggtact
tacacagatg
gcaattctgc
aactggggtc
cggagtcettt
tcegecettee
cgtggcaagg
gctgctggtce
gatccggttc
gtgattgcta
gaggcccagg
accatgcacg
tttgactgac
acttgacctce
tgtgttccta

agctcctcaa
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ggtggccget

attgtttecgg
ccattctace
gccgtcgaga
gggtgggttg
ggaaatggac
aacaacgtgc
tttgtggcca
cagtccttgt
ctgctggtac
ccatgggtga
ctctcecggcaa
tcactggtgt
ctgccaagca
gatatggtta
agttgtacct
ctggaatgca
gcgacgaaga

caatcaaatc

ggctgagctg

ctgacggccg
atatagttga
cttcgecttg
tegtttetea
cgactttttt
cgatgegtcg
aagtgtagtt
ggattcccct
attatgtgct
taatgtcgcce
ggaattcaac
atacccggac
acttttegee
ttacattctg
caacatcacg
ttggtgagta
ggcccectttge
aatcgctgac
aacaacagct

ggcttccaag
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cttctgtagce
caatagtcat
ggctgatgge
gatgacactg
gttgacagtg
gtcaaaccgg
gctaaaacgc
ttgggtatcce
gatgattgtc
gcgacatggg
gacaagggcg
ggcggcagaa
gaaactatca
aatgaacagg
gagacgatca
gttgacactg
agatgctgtg
gaaccatcgt
acggttgtca

gcttegtcat

caatgcccag
ggaaataatc
cagggagagt
gcggagaagg
agctttcttce
cagcgttcecce
ggtggtgcag
gtttctgtga
tctgtatage
acaagacact
tggacatttt
tctgggaagg
agggtatcca
agcatttccecg
gctccaacgt

caaatgagga

cgcggtaaga

agctggcgtt

aaacagtcaa

gagtgactgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



agcgctcacce
gacatttcct
aacggcaccg
tacaaggttg
gagtacggét
gtcaatgtgce
ctcttgaaga
ggtgaagacg
aacggcactc
cccgagcagg
gataacgggg
cttagaaaaa
gtgtttgtca
cgcaaaaatc
tgcaacaaca
gataacccca
tceetggteg
ggcaagactc
gctecececagg
aatgagaccc
caccttcggg
accaagcctg

ggtctcaaaa

tcttetgacg:

gatgggtctce
tatcaggatc
gaagtcccte
ttctagtatg
cgaatcttce
ctcgecaatt

cacgtceggea

acagcggtgt
tcgacgacgg
ttccagectg
gtcgtgaccg
gggagcattc
agcgcagtca
acacgggtgc
ctggttccaa
ttgctatgge
ctatccageg
ctctecageca
gaacgttctc
acgccgactc
tcactctgtg
cgattgtggt
acgtcactgce
acgtgctcta
gggagtctta
atgatttcaa
ccatttatga
ttcaggccct
cgccaaccta
gaattaccaa
acccgaacta
ctcaacccct
ttgttagggt

aattggtgag

tttecactggg
tggctecetgg

gggatgtgga

gctectegeg
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cggecgetgece
actctccttce
gcgtgtcegat
tcttegtatt
tgctgtctee
ctectcagatce

tcttectttg

cccgtggggt
ctggggtagt
agaggtcatc
gatggcagat
tgaatgaagt
tggagagggt
gaagaacggc
tattcacagt
catcatctgg
tggecegegte
cggggctcece
cgagggcgtc
gtttggccat
caatagttcg
tggtgagatc
gtttatttac
cggctgggag
cctgaagget
gtcggccacce
tgacccgeat
cggaccgaac
ggagcaaaag
ggctcaggac

taagctgcecet

ctcgectgggt
tggggcacga
gacatggctg
cccectaact
gagggagcct
atccgtgaga
accggcaagg
gctaacgget
ggtactgcca
agcaacggcg
gttgcatcte
tttttaacca
ttcatcagtg
gaggccgtca
gttgggcccg
gceggettge
aaccccagceg
ttgctcaccg
ttcattgact
ggcttgaget
agttcggcat
ggtagtgceg
ccttggcectceca
gactcggagt
ggcggegetce
ataaccaaca
gttecttgeg
gagccteggg
gtttggacca
tgggtcatca

ctgagagcge
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tggatatgtc
acctaactgt

ttegtatcat

tcagctcctg'

ggaccaaggt

ttggtgecege
aggttaaagt
gccccgaccg
acttccctta
gcaatgtctt
aatccaggtg
ttgecgaacag
tcgacggcecaa
ttgacactgt
tcttgatecga
ccggtcagga
ccaagacccce
agcctaacaa
accgtcactt
acaccacctt
atgtcccgac
ccgactacct
actcgaccga
acattcccga
ctggtggtaa
ctggtaacgt
ttgcaatttg
tcgtﬁctgcg
cgactcttaa
caaagtaccc

ctetgeececg

gatgcctgga
cagtgttctt
gaccgcegtac
gacccgggat
gaacgacttc
tagtécagtg
gggtgttctc
cggctgtgat
ccttgtcace
tgctgtgact
agtgegggcet
cgtgtetttg
cgagggtgac
tgtcagccaq
ccggtggtat
gagtggcaac
gttcacctgg
tggcaatggt
tgacaagcgce
tggttactct
tagcggagag
gtatcccgag
cctcgaggat
aggcgctagg
ccctacccett
cgccggttat
gctaactcgce
caagttcgac
cegtegtgat
caagaaagtg

tgtctactag

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

2940

3000

3060



<210> 28

<211> 863

<212> PRT

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 28

ES 2538360 T3
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Met

Ala

Trp‘

Glu

Gly

Pro

Gly

val

Met

Ala

145

Gly

Ile

Ile

Tyr

Asn

Ala

Ile

50

Thr

Ile

Ala

Gly

130

Ala

Phe

Lys

Leu

Gly
210

Phe

Ala

Asp

35

vVal

Gly

Leu

Arg

Ala

115

Glu

Gly

Ser

Asn
195

Tyr

Gly

Gln

20

Gly

Ser

Trp

Gly

Phe

100

Thr

Glu

Pro

Pro

Ile

180

Glu

Asn

Trp

Glu

Gln

Gln

Glu

Ile

85

Ser

Trp

Phe

Leu

Asp

165

Gln

Gln

Ile

Leu

Leu

Gly

Met

Met

70

Asn

Asp

Asp

Asn

Gly

150

Pro

Asp

Glu

Thr

ES 2538360 T3

Glu

Ala

Glu

Thr

55

Asp

Trp

Leu

Lys

Asp

135

Lys

val

Ala

His

Glu
215

Val

Phe

Trp
40

Leu

Gly

Asn

Thr

120

Lys

Tyr

Leu

Gly

Phe

200

Thr

Ala

Ser

25

Ala

Ala

Cys

Leu

Ser

105

Leu

Gly

Pro

Thr

vVal

185

Arg

Ile

96

Ala
10

Pro
Asp
Glu
Val
Cys
90

Ala
Ala
Vval
Asp
Gly
170
Ile

Gln

Ser

Leu

Pro

Ala

Lys

Gly

75

Gly

Phe

Tyr

Asp

Gly

155

Val

Ala

Val

Ser

Thr

Phe

His

Val

60

Gln

Gln

Pro

Leu

Ile

140

Gly

Leu

Thr

Gly

Asn
220

Ala

Tyr

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Ala

Arg

125

Leu

Arg

Phe

Ala

Glu

205

Val

Ala

Pro

30

Arg

Leu

Gly

Ser

Gly

110

Gly

Leu

Ile

Ala

Lys

190

Ala

Asp

Ser

15

Ser

Ala

Thr

Ser

Pro

95

Thr

Lys

Gly

Trp

Glu

175

His

Gln

Asp

val

Pro

val

Thr

val

80

Leu

Asn

Ala

Pro

Glu

160

Thr

Tyr

Gly

Lys



Thr
225
Gly
Gly
Gly
val
Ser
305
Vval
Arg
Pro
Ser
Val
385
Thr
val
Ala

Ala

Gln
465

Met

vVal

Cys

Phe

Gly

290

Phe

Leu

Ile

Pro

Ala

370

Gln

Val

Lys

Asn

Trp
450

Ala

His

Gly

Gln

Gln

275

Ala

Asp

Asn

Met

Asn

355

vVal

Arg

Leu

Val

Gly

435

Gly

Ile

Glu

Ala

Asn

260

Gly

Ala

Asp

Gly

Thr

340

Phe

Ser

Ser

Leu

Gly

420

Cys

Ser

Gln

Leu

Val

245

Ser

Phe

Leu

Gly

Thr

325

Ala

Ser

Glu

His

Lys

405

Val

Pro

Gly

Arg

Tyr

230

Met

Gln

val

Ala

Leu

310

val

Tyr

Ser

Gly

‘Ser

390

Asn

Leu

Asp

Thr

Glu
470

Leu

Cys

Thr

Met

Gly

295

Ser

Pro

Tyr

Trp

Ala

375

Gln

Thr

Arg

Ala
455

Val
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Trp

Ser

Leu

Ser

280

Leu

Phe

Ala

Lys

Thr
360

Trp

Ile

Glu

Gly

440

Asn

Ile

Pro

Tyr

Asn

265

Asp

Asp

Trp

Trp

val

345

Arg

Thr

Ile

Ala

Asp

425

Cys

Phe

Ser

Phe

Asn

250

Lys

Trp

Met

Gly

Arg

330

Gly

Asp

Lys

Arg

Leu

410

Ala

Asp

Pro

Asn

97

Ala

235

Gln

Leu

Ser

Ser

Thr

315

val

Arg

Glu

val

Glu

395

Pro

Gly

Asn

Tyr

Gly
475

Asp

Ile

Leu

Ala

Met

300

Asn

Asp

Asp

Tyr

Asn

380

Ile

Leu

Ser

Gly

Leu

460

Gly

Ala

Asn

Lys

His

285

Pro

Leu

Asp

Arg

Gly

365

Asp

Gly

Thr

Asn

Thr

445

Val

Asn

Val

Asn

Ala

270

His

Gly

Thr

Met

Leu
350

Trp

Phe

Ala

Gly

Pro

430

Leu

Thr

val

Arg

Ser

255

Glu

Ser

Asp

Vval

Ala

335

Arg

Glu

Vval

Ala

Lys

415

Trp

Ala

Pro

Phe

Ala

240

Tyr

Leu

Gly

Ile

Ser

320

Val

Ile

His

Asn

Ser

400

Glu

Gly

Met

Glu

Ala
480



val

Ser

Ile

Lys

Thr

545

Tyr

Gln

Pro

Gly

Asp

625

Arg

Thr

Ser

Gly

Arg

705

Asp

Thr

Ser

Ser

Asn

530

Ile

Asp

Glu

Ser

Ala

610

Asp

Asn

Phe

Ala

Glu

690

Ile

Ser

Asp

val

Val

515

Gly

Val

Asn

Ser

Ala

585

Pro

Phe

Glu

Gly

Tyr

675

Ile

Thr

Ser

Asn

Ser

500

Asp

Glu

val

Pro

Gly

580

Lys

Leu

Asn

Thr

Tyr

660

Val

Gly

Lys

Asp

Gly

485

Leu

Gly

Ala

Ile

Asn

565

Asn

Thr

Leu

Glu

Pro

645

Ser

Pro

Ser

Phe

Asp

Ala

Val

Asn

Val

His

550

Val

Ser

Pro

Thr

Gly

630

Ile

His

Thr

Ala

Ile

710

Pro

Leu

Phe

Glu

Ile

535

Ser

Thr

Leu

Phe

Glu

615

val

Tyr

Leu

Ser

Ala

695

Asn
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Ser

val

Gly

520

Asp

Vval

Ala

vVal

Thr

600

Pro

Phe

Glu

Arg

Gly

680

Asp

Pro

Tyr

Gln

Asn

505

Asp

Thr

Gly

Ile

Asp

585

Trp

Asn

Ile

Phe

val

665

Glu

Tyr

Trp

Gly

Met
490

Ala

Val

Pro

Ile

570

val

Gly

Asn

Asp

Gly

650

Gln

Thr

Leu

Leu

Trp
98

Ala

Asp

Lys

val

Val
555

Trp

Leu

Lys

Gly

Tyr

635

His

Ala

Lys

Tyr

Asn

715

Glu

Asp
Ser
Asn
Ser
540
Leu
Ala
Tyr
Thr
Asn
620
Arg
Gly
Leu
Pro
Pro
700

Ser

Asp

Val

Gly

Leu

525

His

Ile

Gly

Gly

Arg

605

Gly

His

Leu

Asn

Ala

685

Glu

Thr

Ser

Ala

Glu

510

Thr

Cys

Asp

Leu

Arg

590

Glu

Ala

Phe

Ser

Ser

670

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

495

Gly

Leu

Asn

Pro

575

val

Ser

Pro

Asp

Tyr

655

Ser

Thr

Leu

Leu

Tyr

Gln

Phe

Trp

Asn

Trp

560

Gly

Asn

Tyr

Gln

Lys

640

Thr

Ser

Tyr

Lys

Glu

720

Ile



Pro

Gly

Ser

Gln

785

Thr

Gln

Ser

Glu

Ala

Ala

770

Leu

Lys

Thr

Asp

Ser
850

<210> 29

<211> 2800
<212> ADN
<213> Penicillium brasilianum

<400> 29

Gly

Pro

755

Thr

Tyr

Phe

Thr

Trp
835

Ala

740

Gly

Ile

val

Asp

Leu

820

Val

Lys

725

Gly

Thr

Ser

Arg

805

Asn

Ile

Leu

Asp

Asn

Asn

Leu

790

Ile

Arg

Thr

Pro

Gly

Pro

Thr

775

Gly

Phe

Lys

Leu
855

ES 2538360 T3

Ser

Thr

760

Gly

Gly

Leu

Asp

Tyr

840

Arg

Pro

745

Leu

Asn

Pro

Ala

Leu

825

Pro

Ala

730

Gln

Tyr

Val

Asn

Pro

810

Ala

Lys

Pro

99

Pro

Gin

Ala

Glu

795

Gly

Asn

Lys

Leu

Leu

Asp

Gly

780

Pro

Glu

Trp

val

Pro

860

Leu

Leu

765

Tyr

Gln

Asp

His
845

Lys

750

Val

Glu

val

Lys

Vval

830

Val

val

735

Ala Gly
Arg Val
Val Pro
Val Leu

800

Val Trp
815
Glu Ala

Gly Ser

Tyr



tgaaaatgca
ccattgcgca
gacttgacta
cgttctcaga
ccgcatatca
tgaccaccgg
tgactttttg
tcggattcaa
cctecogettt
aacgaggcca

ctgttgecegg

gggttctaca

gcccatacag
attgttttac
accgttctac
gaaagctcaa
tgttgggtaa
aagctgggaa
aggattttgt
cacatctagc
agccatggceca

cccteteggt

ES 2538360 T3

atctttctgg
aagcacgagg
atacagcccg
ccgtegeccet
gattttgtct
gtctctecga
aatgggccgt
acccaggatt
caaatggccg
caggaacaca

cgcatceceg

ctttegecte
tttgttttat
gatttctgca
ggatgaatcc
cgcaactcac
ctgettetgg
gtgtaggaaa
caccacaggg

ccgcaacatt

aggctaaggg

agggcggccyg

100

atgggcgagce
cttgctcatg
cgggccccaa
tcacgeccgag
tatcttggag
gtcacggtgce
cactggatca
tgtteggtte
tgaccgctca
tatcacaatt

caactgggaa

caggttgctg
gacgtgcttt
gccatagaat
ggctgggagg
aaaataaatc
gacgagccac
attcctegtce
gcagattatt
attctttatc
caattgggcc

ggattctcce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ctgatcctgt
gagtgattgc
gtgaagctgce
gtgctatgca
ctttcatgtg
tcaacaagct
cccatcactc
ccgaatttga
gcacggttcc
aagttggcct
cctacggata
atgttcgcag
tgaagaacaa
aggatgccgg
gcactctcgce
acactgctat
actatgacga
ttgcaaatgc
acaatctgac
acaacacaat
acccgaacat
tcgtggatét
aaagtcgaga
ctcagcagga
tcgagccaat
tcegtgttgt
caccttccat
acaagtacat
cttccaagga
ccectcaacc

acgacgaact

aagtcgtcca

cttgactggt
ttgegctaaa
gggtcacgga
tgagctatac
ctcatactct
cctcaagage
tggagtgtca
ttctggettg
cgaatggecgce
tactattgag
taaatacgcet
cgaccacaat
ctttcatget
gccaaaccec
aatgggatgg
tcagtcaaag
caatgctatc
cgattcecggt
cctctggeaa
cgttgttcte
cacagctatt
tectttgggge
ggactatggce
tttcaccgag
ttacgagttt
gaagaagtat
cggacagcca
caaaaccttc
tccecgaatac
tctcaacccc
ttacgaggtce

gctttacgta

ES 2538360 T3

atagccatgg
cattatattg
tacactattt
ttgtggccat
cagatcaaca
gaattgggct
tecggegetag
agcttcectggg
ctggatgaca
gatcaaccag
tatagcaagg
aagctcattc
ctccectetga
aagggcccta
ggctcagggt
gtcctegaat
ttgtcgettg
gaaggctaca
aatgccgatc
cactctgteg
gtctgggcag
aatgttaacc
actgatataa
agcatctacc
ggattcggcece
gttcaaccat
cctagccaga
atttatccct
ggtcgtacag
gctggagacc
actgcacaga

gatctcgggg

ctgagacaat
gaaacgagca
ccgatactat
ttgctgatge
actcctacgg
tccaaggctt
ctggacttga
gctctaacct
tggcgatgeg
atgtcaactt
aagattacga
gcgagactge
agcagcccag
acggctgcge
ctaccgaatt
acgggggtcg
tctcacagece
tcactgtcga
aagtgattag
gaccagtgtt
ggatgccagg
ctgeceggteg
tgtacgagcce
tcgactaccg
tctcectatac
acagtcccac
acctggatac
acctgaacag
actttatccc
cagtggccag
tcaaaaacac

gtgacaacce

101

taagggcatg
ggagcacttc
ttcatctaat
cgttcgeget

atgccaaaac

tgtcatgagc

tatgagcatg
caccattgca
aattatggct
caatgcctgg
gcaggtcaac
cgcgaagggt
gttcgtggce
agaccgagga
cccttacctg
atacgagagt
tgatgcaacc
caacaactgg
cactgtcagce
gctaaatggt
cgaagaatct
cactccgtte
caacaacggc
ccatttecgac
caccttcgaa
gaccggcacce
ctacaagttc
cactgtctcecc
accccacgceg
tggtggaaac
tggcgacgtg

gcctegtecag

caggatactg
cgtcaagtgg
attgacgacc
ggtgtgggtt
agtcagaccc
gattggggtyg

ccgggtgata

attctgaacg
gcatacttca
acccatgaca
tggcatgtcg
acagttctge
gtcgttggtc
tgcgaccaag
gtcactcectg
atttttgata
tgtatcgttt
ggtgaccgca
tcgecgatgeca
atatatgagce
ggcaatgctce
acctgggcca
cagcgtgcge
aaagctggta
tactctgace
ggtgctcaag
cctgctacat
ctccgegetg
cgtgatggct
aacatgctct
gccggcgacyg

ttgagaaact

720

780

840

900

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

2580
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ttgacaggtt ttatctgcetg cccggtcaga gctcaacatt ccgggctaca ttgacgcgcece
gtgatttgag caactgggat attgaggcge agaactggcg agttacggaa tcgecctaaga
gagtgtatgt tggacggtcg agtcgggatt tgecegetgag ctcacaattg gagtaatgat
catgtctacce aatagatgtt gaatgtctgg tgﬁggatatt

<210> 30

<211> 878

<212> PRT

<213> Penicillium brasilianum

<400> 30

102

2640

2700

2760

2800



ES 2538360 T3

Met Gln Gly Ser Thr Ile Phe Leu Ala Phe Ala Ser Trp Ala Ser Gln
1 5 10 15

Val Ala Ala Ile Ala Gln Pro Ile Gln Lys His Glu Pro Gly Phe Leu
20 25 30

His Gly Pro Gln Ala Ile Glu Ser Phe Ser Glu Pro Phe Tyr Pro Ser
35 40 45

Pro Trp Met Asn Pro His Ala Glu Gly Trp Glu Ala Ala Tyr Gln Lys
50 - 55 60

Ala Gln Asp Phe Val Ser Gln Leu Thr Ile Leu Glu Lys Ile Asn Leu
65 70 75 80

Thr Thr Gly Val Gly Trp Glu Asn Gly Pro Cys Val Gly Asn Thr Gly

Ser Ile Pro Arg Leu Gly Phe Lys Gly Phe Cys Thr Gln Asp Ser Pro
100 105 110

Gln Gly Val Arg Phe Ala Asp Tyr Ser Ser Ala Phe Thr Ser Ser Gln
115 120 125

Met Ala Ala Ala Thr Phe Asp Arg Ser Ile Leu Tyr Gln Arg Gly Gln
130 135 140

Ala Met Ala Gln Glu His Lys Ala Lys Gly Ile Thr Ile Gln Leu Gly
145 150 155 160

Pro Val Ala Gly Pro Leu Gly Arg Ile Pro Glu Gly Gly Arg Asn Trp
165 170 175

Glu Gly Phe Ser Pro Asp Pro Val Leu Thr Gly Ile Ala Met Ala Glu
180 185 190

103



Thr

Tyr

Gly

225

Arg

Ala

Tyr

Leu

Gly

305

Thr

Ala

Met

Gln

Lys

385

Asp

Gly

Pro

Ile

Ile

210

His

Ala

Gly

Gly

Gly

290

val

Glu

Ile

Arg

Pro

370

Tyr

val

Thr

Arg

Lys

195

Gly

Gly

Met

Val

Cys

275

Phe

Ser

Phe

Leu

Ile

355

Asp

Ala

Arg

val

Phe

Gly

Asn

Tyr

His

Gly

260

Gln

Gln

Ser

Asp

Asn

340

Met

val

Tyr

Ser

Leu

420

Vval

Met

Glu

Thr

Glu

245

Ser

Asn

Gly

Ala

Ser

325

Gly

Ala

Asn

Ser

Asp

405

Leu

Ala

Gln

Gln

Ile

230

Leu

Phe

Ser

Phe

Leu

310

Gly

Thr

Ala

Phe

Lys

390

His

Lys

val

Asp

Glu

215

Ser

Tyr

Met

Gln

val

295

Ala

Leu

Val

Tyr

Asn

375

Glu

Asn

Asn

vVal

ES 2538360 T3

Thr

200

His

Asp

Leu

Cys

Thr

280

Met

Gly

Ser

Pro

Phe

360

Ala

Asp

Lys

Asn

Gly

Gly

Phe

Thr

Trp

Ser

265

Leu

Ser

Leu

Phe

Glu

345

Lys

Trp

Tyr

Leu

Phe

425

Gln

Val

Arg

Ile

Pro

250

Tyr

Asn

Asp

Asp

330

Trp

Val

Thr

Glu

Ile

410

His

Asp
104

Ile

Gln

Ser

235

Phe

Ser

Lys

Trp

Ala

Val

220

Ser

Ala

Gln

Leu

Gly

300

Met

315

Gly

Arg

Gly

His

Gln

395

Ala

Ala

Ser

Ser

Leu

Leu

Asp

380

Val

Glu

Leu

Gly

Cys

205

Gly

Asn

Asp

Ile

Leu

285

Ala

Met

Asn

Asp

Thr

365

Thr

Asn

Thr

Pro

Pro

Ala
Glu
Ile
%\la
Asn
270
Lys
His
Pro
Leu
Asp
350
Ile
Tyr
Trp
Ala
Leu

430

Asn

Lys

Ala

Asp

Vval

255

Asn

Ser

His

Gly

Thr

335

Met

Glu

Gly

His

Ala
415

Lys

Pro

His
Ala
Asp
240
Arg
Ser
Glu
Ser
Asp
320
Ile
Ala
Asp
Tyr
val
400
Lys

Gln

Lys



Gly

Met

465

Asp

Ser

Gln

Gly

Leu

545

Asn

Gly

Pro

vVal

Asp

625

Pro

Asp

Tyr

Pro

450

Gly

Thr

Ile

Pro

Tyr

530

Trp

Asn

Ile

Gly

Asn

610

Tyr

Gln

Lys

Thr

435

Asn

Trp

Ala

Phe

Asp

515

Ile

Gln

Thr

Tyr

Glu

595

Pro

Gly

Gln

Ala

Thr
675

Gly

Gly

Ile

Asp

500

Ala

Thr

Asn

Ile

Glu

580

Glu

Ala

Thr

Asp

Gly

660

Phe

Cys

Ser

Gln

485

Asn

Thr

Val

Ala

val

565

His

Ser

Gly

Asp

Phe

645

Ile

Glu

Ala

Gly

470

Ser

Tyr

Cys

Asp

Asp

550

val

Pro

Gly

Ile

630

Thr

Glu

Tyr

Asp

455

Ser

Lys

Asp

Ile

Asn

535

Gln

Leu

Asn

Asn

Thr

615

Met

Glu

Pro

Ser
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440

Arg

Thr

vVal

Asp

Val

520

Asn

Val

His

Ile

Ala

600

Pro

Tyr

Ser

Ile

Asp
680

Gly

Glu

Leu

Asn

505

Phe

Trp

Ile

Ser

Thr

585

Leu

Phe

Glu

Ile

Tyr

665

Leu

Cys

Phe

Glu

490

Ala

Ala

Gly

Ser

Val

570

Ala

Val

Thr

Pro

Tyr

650

Glu

Arg

105

Asp

Pro

475

Tyr

Ile

Asn

Asp

Thr

555

Gly

Ile

Asp

Trp

Asn

635

Leu

Phe

Val

Gln

460

Tyr

Gly

Leu

Ala

Arg

540

val

Pro

val

Ile

Ala

620

Asn

Asp

Gly

Vval

445

Gly

Leu

Gly

Ser

Asp

525

Asn

Ser

Val

Trp

Leu

605

Lys

Gly

Tyr

Phe

Lys
685

Thr

Val

Arg

Leu

510

Ser

Asn

Ser

Leu

Ala
590

Trp

Ser

Gln

Arg

Gly

670

Lys

Leu

Thr

Tyr

495

val

Gly

Leu

Arg

Leu

575

Gly

Gly

Arg

Arg

His

655

Leu

Tyr

Ala

Pro

480

Glu

Ser

Glu

Thr

Cys

560

Asn

Met

Asn

Glu

Ala

640

Phe

Ser

vVal



Gln

Gly

705

Tyr

Ser

Ile

Gly

Tyr

785

Glu

Gln

Thr

Glu

Gly
865

Pro

690

Gln

Lys

Leu

Pro

Asp

770

Glu

val

Leu

Phe

Ala

850

Arg

<210> 31
<211> 2235
<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 31

Tyr

Pro

Tyr

Arg

Pro

755

Pro

val

Val

Arg

Arg

835

Gln

Ser

Ser

Pro

Ile

Ala

740

His

val

Thr

Gln

Asn

820

Ala

Asn

Ser

Pro

Ser

Lys

725

Ala

Ala

Ala

Ala

Leu

805

Phe

Thr

Trp

Arg

Thr

Gln

710

Thr

Ser

Arg

Ser

Gln

790

Tyr

Asp

Leu

Arg

Asp
870

Thr

695

Asn

Phe

Lys

Asp

Gly

775

Ile

Val

Thr

Val
855

Leu

ES 2538360 T3

Gly

Leu

Ile

Asp

Gly

760

Gly

Lys

Asp

Phe

Arg

840

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

745

Ser

Asn

Asn

Leu

Tyr

825

Arg

Glu

Leu

Gly

Thr

Pro

730

Glu

Pro

Asn

Thr

Gly

810

Leu

Asp

Ser

Ser

106

Ala

Tyr

715

Tyr

Tyr

Gln

Met

Gly

795

Gly

Leu

Leu

Pro

Ser
875

Gln

700

Lys

Leu

Gly

Pro

Leu

780

Asp

Asp

Pro

Ser

Lys

860

Gln

Ala

Phe

Asn

Leu

765

Tyr

val

Asn

Gly

Asn

845

Leu

Pro

Pro

Ser

Thr

750

Asn

Asp

Ala

Pro

Gln
830

Trp

val

Glu

Ser

Ala

Thr

735

Asp

Pro

Glu

Gly

Pro

815

Ser

Asp

Tyr

Ile

Thr

720

val

Phe

Ala

Leu

Asp

800

Arg

Ser

Ile

val



atgcgttacce
agtcactcaa
ggaaccgcgt
ggcatcgtga

tccaagatca

gaacagcagc
catcgggggc
acgacaaggc
gcggtgtegg

gctatccatce

ES 2538360 T3

tgegcectggea
ctcggectgag
gaaggccgca
ctggaacggce

gctatgectt

cttgccactg ggccetttge
gcagttgtac ctcectgecagg
ttggcaaagc tcaatctcca
ggtccttgeg ttggaaacac

caagacggac ccctcggtgt

107

tagggcagac
gactccatgg
agataaggtc
atctcceggee

tcgatactcg

60

120

180

240

300



acaggcagca
atccgecgaac
cttggtectg
ttcggtgteg
tcggtaggeg
gaaaccattt
gccgacgcgg
acctgggect
ccaggctatg
gggcttgaca
gctctcacca
actcgtatce
aacatcagca
ggcatcgtte
gcegtegttg
gacaaaggct
ccgtactteg
gttaccttga
gtcgcecatceg
gcgggegatc
gcecggtgeca
cagattcttg
agcggcaatg
tacaccattg
agcttcagceg
cggtacgagt
ttgtcgaccg
ctgttccaga
gccgaggtag
cagctgcgag

aacatccgac

cagcctttac

gtggacagtt
tggctgggece

atccatatct
tgcaggecgac
cgagcaaccc
ttcaggccaa
gcgaggatca
tcatgacgga
tétcaatgcc
atgcggtaaa
tegecgeatg
gaaatgttca
tgctcaagaa
gatctgccge
gcgacgacgg
tcgcgeecta
gcaacaccga
tcttecatcac
gcaacaacct
acagcaacgt
ctcttcegea
cgctegtega
cgaagagccce
agggactgtt
tcggectatgg
ccaagtctgg
atgtcgcgac
cccagctgta
gctttgccaa

gacgagatct

ES 2538360 T3

gcegggegtt
catcggtgag

gctgggaaag

dacgggcatt
Agcgaagcac
agatgaccga
tgtecgettcet
gtacacgctg
ctggaacgca
tggcacagac
tagcaatcag
gtacttgaca
aggaaaccac
tgacgccaac
aatcattggt

ggccttggge

cgatgccatc

caacacgtcc’

cgeccgactceg
ggatccgtgg
cattgttgtt
ggtcaaggcc
cgtgctgtgg
caatgactat
catcgactat
actgtcttac
tcetgegact
agtcaccgtt
catcacctac
gctgaacctce

cagctactgg

caagcggcecct
gaggtgaagg
actccgcagg
gccatgggtce
tatatcctca
actctccatg
gtcatgtgct
cagactgtge
cagcacacga
ttcaacggta
gtccccacga
ggccaggace
aagaccaatg
atcctgeege
aaccacgcca
atgggttggg
aataccagag
tcaggcgcat
ggtgaaggct
cacaacggca
gtccactceeg
gttgtctggg
ggagatgtca
aacactcgca
aagcacttcg
accaagttca
ggggcegttg
gacatcgcaa
ccatcttcag
acgcctggtc

gacacggctt
108

cgacgtggga
cctcggggat
gcggtcgceaa
aaaccatcaa
acgagcagga
agctgtatac
cgtacaacaa
tgaaagacca
ctgtccaaag
acaatcggct
gcagagtcga
aggcaggcta
tcagggcaat
tcaagaagcece
gaaéctcgcc
gttcecggege
cgtcttcgea
ctgcagcaag
acatcaccgt
atgccctggt
ttggcgecat
cgggtcttcec
gceccttetgg
tegttteegg
acgacgccaa
actactcacg
tgccgggagg
actctggcca
cacccaggac
agagcggaac

cgcagaaatg

tgtcaatttg
tcatgtcata
ctgggagggc
cggcatccag
gctcaatcga
ttggccattt
ggtcaatacc
gctggggtte
cgcgaattct
ctggggtcca
cgatatggtg
tececgtegtte
tgccagggac
cgctagcatt
ctcgtgcaac
cgtcaactat
gggcacccag
aggaaaggac
ggagggcaac
ccaggeggtg
cattctggag
ttctcaggag
caagctggtg
cggcagtgac
tatcacgccg
cctctecgte
cccgagtgat
agtgactggt
ccctccgaag
agcaacgttc

ggtggtgccg

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2160



tcggggtegt ttggcatcag cgtgggageg agcageccggg atatcagget gacgagcact

ctgtcggtag cgtag

<210> 32

<211> 744

<212> PRT

<213> Trichoderma reese

<400> 32

ES 2538360 T3

109

2220

2235



ES 2538360 T3

Met Arg Tyr Arg Thr Ala Ala Ala Leu Ala Leu Ala Thr Gly Pro Phe

Ala Arg Ala Asp Ser His Ser Thr Ser Gly Ala Ser Ala Glu Ala Vval
20 25 30

Val Pro Pro Ala Gly Thr Pro Trp Gly Thr Ala Tyr Asp Lys Ala Lys
35 40 45

Ala Ala Leu Ala Lys Leu Asn Leu Gln Asp Lys Val Gly Ile Val Ser
50 55 60

Gly Val Gly Trp Asn Gly Gly Pro Cys Val Gly Asn Thr Ser Pro Ala
65 70 75 80

Ser Lys Ile Ser Tyr Pro Ser Leu Cys Leu Gln Asp Gly Pro Leu Gly
85 90 95

Val Arg Tyr Ser Thr Gly Ser Thr Ala Phe Thr Pro Gly Val Gln Ala
' 100 105 110

Ala Ser Thr Trp Asp Val Asn Leu Ile Arg Glu Arg Gly Gln Phe Ile
115 120 125

Gly Glu Glu Val Lys Ala Ser Gly Ile His Val Ile Leu Gly Pro Val
130 135 140

Ala Gly Pro Leu Gly Lys Thr Pro Gln Gly Gly Arg Asn Trp Glu Gly
145 150 155 160

Phe Gly Val Asp Pro Tyr Leu Thr Gly Ile Ala Met Gly Gln Thr Ile
165 170 175

Asn Gly Ile Gln Ser Val Gly Val Gln Ala Thr Ala Lys His Tyr Ile
180 ' 185 190

Leu Asn Glu Gln Glu Leu Asn Arg Glu Thr Ile Ser Ser Asn Pro Asp
195 200 205

110



Asp

Gln

225

Thr

Gln

Thr

Thr

Ala

305

Thr

Tyr

Asn

Ala

Ser

385

Asp

Ala

Thr

Arg
210

Ala

Trp

Leu

Thr

Asp

290

vVal

Arg

Pro

Val

Asn

370

Ala

Lys

Vval

Ala

Ser
450

Thr

Asn

Ala

Gly

Val

275

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

355

Ile

Ala

Asn

Ser
435

Ser

Leu

val

Cys

Phe

260

Gln

Asn

Ser

Leu

Phe

340

Ala

Leu

Ile

Cys

Tyr

420

Ser

Gly

His

Ala

Glu

245

Pro

Ser

Gly

Asn

Ala

325

Asn

Ile

Pro

Ile

Asp

405

Pro

Gln

Ala

Glu

Leu

- 215

Ser

230

Asp

Gly

Ala

Asn

Gln

310

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

390

Asp

Tyr

Gly

Ser

Val

Gln

Tyr

Asn

Asn

295

Val

Trp

Ser

Arg

Lys

375

Asn

Gly

Phe

Thr

Ala
455
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Tyr

Met

Tyr

val

Ser

280

Arg

Pro

Tyr

Asp

360

Lys

His

Ala

val

Gln

440

Ala

Thr

Cys

Thr

Met

265

Gly

Leu

Thr

Leu

Asn

345

Gly

Pro

Ala

Leu

Ala

425

Val

Arg

Trp

Ser

Leu

250

Thr

Leu

Trp

Ser

Thr

330

val

Ile

Ala

Arg

Gly

410

Pro

Thr

Gly

111

Pro

Tyr

235

Gln

Asp

Asp

Gly

Arg

315

Gly

Gln

Val

Ser

Asn

395

Met

Tyr

Leu

Lys

Phe

220

Asn

Thr

Trp

Met

Pro

300

Val

Gln

Gly

Leu

Ile

380

Ser

Gly

Asp

Ser

Asp
460

Ala

Lys

val

Asn

Ser

285

Ala

Asp

Asp

Asn

Leu

365

Ala

Pro

Trp

Ala

Asn

445

Vval

Asp

Val

Leu

Ala

270

Met

Leu

Asp

Gln

His

350

Lys

Val

Ser

Gly

Ile

430

Thr

Ala

Ala

Asn

Lys

255

Gln

Pro

Thr

Met

Ala

335

Lys

Asn

val

Cys

Ser

415

Asn

Asp

Ile

val

Thr

240

Asp

His

Gly

Asn

val

320

Gly

Thr

Asp

Gly

Asn

400

Gly

Thr

Asn

Val



Phe

465

Ala

Val

Ser

Lys

Leu

545

Tyr

Gly

Phe

Ser

Lys

625

Leu

Gln

Ser

Asn

Ile

Gly

Gln

Vval

Ala

530

val

Thr

Gly

Asp

Tyr

610

Ser

Phe

Val

Ala

Leu
690

Asp

Thr

Asp

Ala

Gly

515

Vval

Asp

Ile

Ser

Asp

595

Thr

Gly

Gln

Thr

Pro

675

Thr

Leu

Ala

Arg

vVal

500

Ala

val

Val

Ala

Asp

580

Ala

Lys

Pro

Asn

Gly

660

Arg

Pro

Ser

Asp

Asn

485

Ala

Ile

Trp

Leu

Lys

565

Ser

Asn

Phe

Ala

val

645

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ser

470

Asn

Gly

Ile

Ala

Trp

550

Ser

Phe

Ile

Asn

Thr

630

Ala

Glu

Pro

Gln

Trp

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

535

Gly

Pro

Ser

Thr

Tyr

615

Gly

Thr

vVal

Pro

Ser

695

Asp
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Glu

Asp

Asn

Glu

520

Leu

Asp

Asn

Glu

Pro

600

Ser

Ala

val

Ala

Lys

680

Gly

Thr

Gly

Pro

Ser

505

Gln

Pro

Val

Asp

Gly

585

Arg

Val

Thr

Gln

665

Gln

Thr

Ala

Tyr

Trp

490

Asn

Ile

Ser

Ser

Tyr

570

Leu

Tyr

Leu

Val

vVal

650

Leu

Leu

Ala

Ser

112

Ile

475

His

val

Leu

Gln

Pro

555

Asn

Phe

Glu

Ser

Pro

635

Asp

Tyr

Thr

Gln

Thr

Asn

Ile

Ala

Glu

540

Ser

Thr

Ile

Phe

vVal

620

Gly

Ile

Ile

Gly

Phe

700

Lys

Val

Gly

vVal

Leu

525

Ser

Gly

Arg

Asp

Gly

605

Leu

Gly

Ala

Thr

Phe

685

Asn

Trp

Glu
Asn
val
510
Pro
Gly
Lys
Ile
Tyxr
590
Tyr
Ser
Pro
Asn
Tyr
670
Ala

Ile

val

Gly

Ala

495

Val

Gln

Asn

Leu

Val

575

Lys

Gly

Thr

Ser

Ser

655

Pro

Lys

Arg

Val

Asn

480

Leu

His

val

Ala

val

560

Ser

His

Leu

Ala

Asp

640

Gly

Ser

Leu

Arg

Pro
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715

720

Ser Gly Ser Phe Gly Ile Ser Val Gly Ala Ser Ser Arg Asp Ile Arg

725

Leu Thr Sef Thr Leu Ser Val Ala

740

<210> 33

<211> 29

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 33
aacgttaatt aaggaatcgt tttgtgttt 29

<210> 34

<211> 29

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 34
agtactagta gctccgtggc gaaagcectg 29

<210> 35

<211> 31

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 35
ttgaattgaa aatagattga tttaaaactt c 31

<210> 36

<211>25

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 36
ttgcatgcgt aatcatggtc atagc 25

<210> 37

<211> 26

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 37
ttgaattcat gggtaataac tgatat 26

<210> 38

<211> 32

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 38
aaatcaatct attttcaatt caattcatca tt 32

<210> 39

<211> 11

<212> ADN

<213> Aspergillus niger
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<400> 39
gtactaaaac ¢ 11

<210> 40

<211> 11

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 40
ccgttaaatt t 11

<210> 41

<211>45

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 41
ggatgctgtt gactccggaa atttaacggt ttggtcttge atccc 45

<210> 42

<211>14

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 42
atgcaattta aact 14

<210>43

<211>14

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 43
cggcaattta acgg 14

<210> 44

<211> 44

<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400> 44
ggtattgtcc tgcagacggc aatttaacgg cttctgcgaa tcge 44

<210> 45

<211> 29

<212> ADN

<213> Humicola insolens

<400> 45
aagcttaagc atgcgttcct cceecectee 29

<210> 46

<211> 32

<212> ADN

<213> Humicola insolens

<400> 46
ctgcagaatt ctacaggcac tgatggtacc ag 32

<210> 47

<211> 32

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 47
ctgcagaatt ctacaggcac tgatggtacc ag 32
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<210> 48

<211> 36

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 48
accgcggact gcgcatcatg cgttccteece cectee 36

<210> 49

<211> 29

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 49
aaacgtcgac cgaatgtagg attgttatc???29

<210> 50

<211> 17

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 50
gatgcgcagt ccgeggt 17

<210> 51

<211> 29

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 51
aaacgtcgac cgaatgtagg attgttatc 29

<210> 52

<211> 36

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 52
ggagggggga ggaacgcatg atgcgcagte cgeggt 36

<210> 53

<211> 29

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 53
aaacgtcgac cgaatgtagg attgttatc 29

<210> 54

<211> 32

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 54
ctgcagaatt ctacaggcac tgatggtacc ag 32

<210> 55

<211> 46

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 55
atagtcaacc gcggactgceg catcatgaag cttggttgga tcgagg 46

<210> 56
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<211> 26
<212> ADN
<213> Aspergillus oryzae

<400> 56
actagtttac tgggccttag gcageg 26

<210> 57

<211> 26

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 57
gtcgactcga agcccgaatg taggat 26

<210> 58

<211> 45

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 58
cctcgatcca accaagcttc atgatgcgca gtccgeggtt gacta 45

<210> 59

<211>57

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 59
atgaagcttg gttggatcga ggtggccgca ttggeggcetg cctcagtagt cagtgee 57

<210> 60

<211>19

<212> PRT

<213> Aspergillus oryzae

<400> 60

Met Lys Leu Gly Trp Ile Glu Val Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ser Val

1 5 10

Val Ser Ala

<210> 61

<211> 42

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 61
tgccggtgtt ggceccttgee aaggatgatce tcgegtacte cc 42

<210> 62

<211>28

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 62
gactagtctt actgggcctt aggcagcg 28

<210> 63

<211> 63

<212> ADN

<213> Humicola insolens
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<400> 63

atgcgttcct ccececctect cegeteegec gttgtggecg ceetgeeggt gttggecctt 60

Gcee 63

<210> 64

<211> 21

<212> PRT

<213> Humicola insolens

<400> 64

Met Arg Ser Ser Pro Leu Leu Arg Ser Ala Val Val Ala Ala Leu Pro

1 5

Val Leu Ala Leu Ala
20

<210> 65

<211> 30

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 65
acgcgtcgac cgaatgtagg attgttatcc 30

<210> 66

<211> 42

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 66
gggagtacgc gagatcatcc ttggcaaggg ccaacaccgg ca 42

<210> 67

<211> 20

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 67
cccaagctta gccaagaaca 20

<210> 68

<211> 29

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 68
gggggaggaa cgcatgggat ctggacgge 29

<210> 69

<211> 30

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 69
gccgteccaga tccecatgeg ttectcecee 30

<210>70

<211> 20

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae
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25

<400> 70
ccaagcttgt tcagagtttc 20

<210> 71

<211> 20

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 71
ggactgcgca gcatgcgttc 20

<210>72

<211> 30

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 72

agttaattaa ttactgggcc ttaggcagcg 30

<210>73

<211> 3294

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 73
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atgcgttcect
gcecgetgatg
aagaaggctc
gacttcgacg
accccatggg
agcaatgagg
gctggcaaga
ttcgatctca
ggtggtctge
cccgacgecce
ccgagcettceca
cgccgcaacg
ctececgetecg
tactccectce
tacaaacgcg
actggaacag
aacatcccca
tcagctttce
cgtggtcagg
gctgetggcee
gatccagecce
gtcattgcga
gaggctgcgg
actatgcatg

gtcatgtgct

ccececectect
gcaggtccac
ccgtgaacca
ccaagtccgg
ctgtgaacga
cgggetggtg
agatggtcgt
acatccccgg
ccggecageg
tcaagcececgg
gettecegtea
acgacggcaa
ccgttgtgge
ctttctaccc
ctgtagacat
gatggcaact
gecttgtgttt
ctgcgggtgt
caatgggtga
ctcteggtge
tcaccggtgt
cagctaagca
gttacggatt
aattgtacct

cttacaacca

ES 2538360 T3

cegetcecgece
ccgctactgg
gcctgtettt
ctgcgagccg
cgacttcgeg
ctgcgeetge
ccagtccacc
cggcggegte
ctacggcggce
ctgctactgg
ggtccagtge
cttccecetgece
cgccctgecg
ttccccatgg
agtttcccag
agagaggtgt
gcaggatagt
taatgtcgcet
ggagttcagt
tcatcecggat
actttttgeg
ttatatcatg
caacgtaagc
ctggcccttce

aatcaacaac

gttgtggccg
gactgctgca
tcctgecaacg
ggcggtgteg
ctcggttttg
tacgagctca
agcactggcg
ggcatcttcg
atctcgtcce
cgcttegact
ccagccgage
gtccagatce
gtgttggccc
gcagatggtc
atgacgttga
gttggacaaa
cctettggta
gccacctggg
gataagggta
ggcggtagaa
gagacgatta
aacgaacaag
gacagtttga
gcggatgcag

agctacggtt
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ccctgeeggt
agccttegtg
ccaacttcca
cctactecgtg
ctgccaccte
ccttcacatce
gtgatcttgg
acggatgcac
gcaacgagtg
ggttcaagaa
tcgtegeteg
ccatgcgttce
ttgccaagga
agggtgaatg
cagagaaagt
ctggcagtgt
ttegtttete
acaagacgct
ttgacgttca
actgggaagg
agggtattca
agcatttccg
gttccaacgt
tacgcgectgg

gcgagaatag

gttggececett
cggctgggcee
gcgtatcacg
cgccgaccag

tattgeccgge

cggtcectgtt

cagcaaccac
tccccagtte
cgatcggtte
cgccgacaat
caccggatgc
ctecececeecetce
tgatctegeg
ggcggaagta
caacttaacg
tcccagactce
ggactacaat
cgcctacctt
gctgggtcect
tttctcacca
agatgctggt
ccaacaaccce
tgatgacaag
agtcggtgcect

cgaaactctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

© 780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



aacaagcttt
catcacagcg
accttcgata
acaatccccece
gttggeccgeg
ggtttecgege
gtgcaacgcg
aagaacaagg
gatgcgggtt
acccettgceea
caggcgatte
tgggegetceg
aactccgact
atcactctgt
accgttgtca
aatgtcactg
gatgtgctgt
cgggagtcgt
tctgatttca
cctatctacg
gttcagccce
aactttggtg
catgagttta
aactacggct
ccecegtttge
cgcgtcectcectg
tacgtttcce
cacttggccc

aactgggacg

ggaaactcct

tgaaggcgga
gcgtaggege
gtggtacgte
aatggcgtgt
acaccaaata
ataaccatgt
atcatgccga
gtgccttgee
ccaactcgtg
tggcctgggg
agaacgaagt
acaagatcgc
caggagaagg
ggaagaacgg
tcatccacte
gtattctctg
acggtcgtgt
atggttctcc
cccagggtgt
agtttggcta
tgaacgcgtce
aaattggcga
tctatcectg
gggaagactce
cegetagtgg
tgaaggtcaa
taggcggcecec
cttcgcagga
tttcggectca

cacggaaact
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gcttggtttce

tgctttageca

tttectggggt

tgatgacatg

cacccectecece.

ttcggaaggt

cctaatcegt
cttgagcege
gggcgctaac
tagecggtact
tecttcaggge
tgcggetgece
ctatcttagt
cgacaatgtg
cgtcggacca
ggctggtctg
caaccctgge
cttggtcaag
tttcatcgat
cggcttgagc
ccgatacact
tgcgtcggag
gatcaactct
caagtatatt
tggtgccgga
gaacacgggc
gaatgagccce
ggccgtgtgg
ggactggacc

gccgetecag

caaggcttcecg
ggtctggata
gcaaacttga
gctgtccgta

aacttcagcet

gcttacgaga

cgcatcggeg
aaggaaaagc
ggctgtgatg
gcgaatttce
cgtggtaatg
cgccaggcca
gtggatggaa
gtcaagaccg
gttttgatcg
ccaggccagg
gccaagtcte
gatgccaaca
taccgccatt
tacaccacct
cccaccagtg
tacgtgtatc
accgacctga
cccgaaggcg
ggaaaccccg
aatgtcgecg
aaggtggtac
acaacgaccc
gtcactcctt

gcctegetge
120

tcatgagtga
tgtcgatgec
cggtcggtgt
tcatggeccge
cgtggaccag
gggtcaacga
cgcagagcac
tggtcgecect
accgtggttg
catacctegt
tettcgeegt
gegtatctcet
atgagggcga
cagcgaataa
atgaatggta
agtctggtaa
ctttcacttg
atggcaacgg
tcgataagtt
tcgagcetcte
gcatgactga
cggaggggct
aggcatcgtc
ccacggatgg
gtctgtacga
gtgatgaagt
tgcgcaagtt
ttacccegtcg
accccaagac

ctaaggccca

ttggaccgcet
cggtgatgtt
ccttaacggt
ttattacaag
ggacgaatat
attcgtggac
tgttctgctg
tctgggagag
cgataacggt
gacaccagag
gaccgacagt
cgtgttcegte
tcgtaacaac
ctgtaacéac
tgaccacccce
ctccattgee
gggcaagacc
agcgccccag
caatgagacq
cgacctccat
agctgcaaag
ggaaaggatc
tgacgattct
gtctgeccag
ggatctttte
tccectcagcetg
tgagcgtatt
tgaccttgca

gatctacgtt

gtaa

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3294



<210>74

<211> 1097

<212> PRT

<213> Aspergillus oryzae

<400> 74

ES 2538360 T3
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Met

Val

Cys

Val

Lys

65

Thr

Ser

Leu

Ser

Ile

145

Gly

Cys

Asp

Gln

Asp
225

Arg

Leu

Lys

Phe

50

Ser

Pro

Ile

Thr

Thr

130

Pro

Gly

Asp

Trp

Cys

210

Gly

Ser

Ala

Pro

35

Ser

Gly

Trp

Ala

Phe

115

Ser

Gly

Leu

Arg

Phe

195

Pro

Asn

Ser

Leu

20

Ser

Cys

Cys

Ala

Gly

100

Thr

Thr

Gly

Pro

Phe

180

Lys

Ala

Phe

Pro

Ala

Cys

Asn

Glu

Val

85

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

165

Pro

Asn

Glu

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

Pro

70

Asn

Asn

Gly

val

150

Gln

Asp

Ala

Leu

Ala
230

Leu

Asp

Trp

Asn

55

Gly

Asp

Glu

Pro

Asp

135

Gly

Arg

Ala

Asp

Vval

215

Val
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Arg
Giy
Ala
40

Phe
Gly
Asp
Ala
Val
120
Leu
Ile
Tyr
Leu
Asn
200

Ala

Gln

Ser

Arg

25

Lys

Gln

Vval

Phe

Gly

105

Ala

Gly

Phe

Gly

Lys

185

Pro

Arg

Ile

Ala

10

Ser

Lys

Arg

Ala

Ala
90

Trp

Ser

Asp

Gly

170

Pro

Ser

Thr

Pro

122

val

Thr

Ala

Ile

Tyr

75

Leu

Cys

Lys

Asn

Gly

155

Ile

Gly

Phe

Gly

Met
235

Val

Pro

Thr

60

Ser

Cys

Lys

His

140

Cys

Ser

Cys

Ser

Cys
220

Ala

Tyr

vVal

45

Asp

Cys

Phe

Ala

Met

125

Phe

Thr

Ser

Tyr

Phe

205

Ser

Ala

Trp

30

Asn

Phe

Ala

Ala

Cys

110

Vval

Asp

Pro

Arg

Trp
190

Ser

Leu

15

Asp

Gln

Asp

Asp

Ala

95

Tyr

Val

Leu

Gln

Asn

175

Gln

Asn

Pro

Pro

Cys

Pro

Ala

Gln

80

Thr

Glu

Gln

Asn

Phe

160

Glu

Phe

vVal

Asp

Leu
240



Leu

Asp

Gly

Ser

Trp

305

Asn

Ser

Trp

Phe

Leu

385

Asp

Gln

Gln

Val

Leu

465

val

Arg

Asp

Gln

Gln

290

Gln

Ile

Asp

Asp

Ser

370

Gly

Pro

Asp

Glu

Ser

450

Tyr

Met

Ser

Leu

Gly

275

Met

Leu

Pro

Tyr

Lys

355

Asp

Ala

Ala

Ala

His

435

Asp

Leu

Cys

Ala

Ala

260

Glu

Thr

Glu

Ser

Asn

340

Thr

Lys

His

Leu

Gly

420

Phe

Ser

Trp

Ser

val

245

Tyr

Trp

Leu

Arg

Leu

325

Ser

Leu

Gly

Pro

Thr

405

val

Arg

Leu

Pro

Tyr

Val

Ser

Ala

Thr

Cys

310

Ala

Ala

Ile

Asp

390

Gly

Ile

Gln

Ser

Phe

470

Asn

Ala

Pro

Glu

Glu

295

Val

Leu

Phe

Tyr

Asp

375

Gly

val

Ala

Gln

Ser

455

Ala

Gln
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Ala

Pro

Val

280

Lys

Gly

Gln

Pro

Leu

360

vVal

Gly

Leu

Thr

Pro

440

Asn

Asp

Ile

Leu

Phe

265

Tyr

Vval

Gln

Asp

Ala

345

Arg

Gln

Arg

Phe

Ala

425

Glu

Val

Ala

Asn

Pro
250
Tyr
Lys
Asn
Thr
Ser
33 0.

Gly

Leu

Asn

Ala

410

Lys

Ala

Asp

Val

Asn

123

vVal

Pro

Leu

Gly

315

Pro

val

Gln

Gly

Trp

395

Glu

His

Ala

Asp

Arg

475

Ser

Leu

Ser

Ala

Thr

300

Ser

Leu

Asn

Ala

Pro

380

Glu

Thr

Tyr

Gly

Lys

460

Ala

Tyr

Ala

Pro

vVal

285

Thr

vVal

Gly

Val

Met

365

Ala

Gly

Ile

Ile

Tyr

445

Thr

Gly

Gly

Leu

Trp

270

Asp

Gly

Pro

Ile

Ala

350

Gly

Ala

Phe

Lys

Met

430

Gly

Met

val

Cys

Ala

255

Ala

Ile

Thr

Arg

Arg

335

Ala

Glu

Gly

Ser

Gly

415

Asn

Phe

His

Gly

Glu

Lys

Asp

vVal

Gly

Leu

320

Phe

Thr

Glu

Pro

Pro

400

Ile

Glu

Asn

Glu

Ala

480

Asn



Ser

Phe

Leu

Gly

545

Thr

Ala

Ser

Glu

His

625

Lys

Leu

Asp

Gly

Asn
705

Trp

Glu

val

Ala

530

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

610

Ala

Asn

Leu

Asp

Thr

690

Glu

Ala

Thr

Met

515

Gly

Ser

Pro

Tyr

Trp

595

Ala

Asp

Lys

Gly

Arg

675

Ala

Val

Leu

Leu

485

Asn

500

Ser

Leu

Phe

Gln

Lys

580

Thr

Tyr

Leu

Gly

Glu

660

Gly

Asn

Leu

Asp

Asp

Asp

Trp

565

val

Arg

Glu

Ile

Ala

645

Asp

Cys

Phe

Gln

Lys
725

Lys

Trp

Met

Gly

550

Arg

Gly

Asp

Arg

630

Leu

Ala

Asp

Pro

Gly
710

Ile

Leu

' Thr

Ser

535

Ala

val

Arg

Glu

val

615

Arg

Pro

Gly

Asn

Tyr

695

Arg

Ala
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Leu

Ala
520

Met

Asn
Asp
Asp
Tyr
600
Asn
Ile
Leu
Ser
Gly
680
Leu

Gly

Ala

Lys

505

His

Pro

Leu

Asp

Thr

585

Gly

Glu

Gly

Ser

Asn

665

Thr

val

Asn

Ala

490

Ala

His

Gly

Thr

Met

570

Lys

Phe

Phe

Ala

Arg

650

Ser

Leu

Thr

vVal

Ala
730

124

Glu

Ser

Asp

Vval

555

Ala

Tyr

Ala

Vval

Gln

635

Lys

Trp

Ala

Pro

Phe

715

Arg

Leu

Gly

val

540

Gly

val

Thr

His

Asp

620

Ser

Glu

Gly

Met

Glu

700

Ala

Gln

Gly

Val

525

Thr

Val

Arg

Pro

Asn

605

VvVal

Thr

Lys

Ala

Ala

685

Gln

vVal

Ala

Phe

510

Gly

Phe

Leu

Ile

Pro

.590

His

Gln

Val

Leu

Asn
670

Trp

Ala

Thr

Ser

495

Gln

Ala

Asp

Asn

Met

575

Asn

Val

Arg

Leu

Val

655

Gly

Ile

Asp

Vval
735

Gly

Ala

Ser

Gly

560

Ala

Phe

Ser

Asp

Leu

640

Ala

Cys

Ser

Gln

Ser

720

Ser



Leu

Gly

Asn

Ile

785

Asn

Asn

Ser

val

Gln

865

Pro

Ser

Ser

Ser

Tyr

945

Asn

Gly

Val

Asn

Vval

770

His

Val

Ser

Pro

Lys

850

Gly

Ile

Asp

Gly

Glu

930

Pro

Tyr

Ser

Phe

Glu

755

val

Ser

Thr

Ile

Phe

835

Asp

val

Tyr

Leu

Met

915

Tyr

Trp

Gly

Ala

val

740

Gly

Lys

val

Gly

Ala

820

Thr

Ala

Phe

Glu

His

900

Thr

val

Ile

Trp

Gln
980

Asn

Asp

Thr

Gly

Ile

805

Asp

Trp

Asn

Ile

Phe

885

Val

Glu

Tyr

Asn

Glu

965

Pro

Ser

Ala

Pro

790

Leu

Val

Gly

Asn

Asp

870

Gly

Gln

Ala

Pro

Ser

950

Asp

Arg

Asp

Asn

Ala

775

val

Trp

Leu

Lys

Gly

855

Tyr

Tyr

Pro

Ala

Glu

935

Thr

Ser

Leu
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Ser

Asn

760

Asn

Leu

Ala

Tyr

Thr

840

Asn

Gly

Leu

Lys

920

Gly

Asp

Lys

Pro

Gly

745

Ile

Asn

Ile

Gly

Gly

825

Arg

Gly

His

Leu

Asn

905

Asn

Leu

Leu

Tyr

Ala
985

Glu

Thr

Cys

Asp

Leu

810

Arg

Glu

Ala

Gly

Leu

Asn

Glu

795

Pro

Val

Ser

Pro

Phe Asp

Ser
890

Ala

Phe

Glu

Lys

Ile

970

Ser

125

875

Tyr

Ser

Gly

Arg

Ala

955

Pro

Gly

Tyr

Trp

Asn
780

Trp

Gly

Asn

Tyr

Gln

860

Lys

Thr

Glu

Ile

940

Ser

Glu

Gly

Leu

Lys

765

Thr

Tyr

Gln

Pro

Gly

845

Ser

Phe

Thr

Tyr

Ile

925

His

Ser

Gly

Ala

Ser

750

Asn

val

Asp

Glu

Gly

830

Ser

Asp

Asn

Phe

Thr

910

Gly

Glu

Asp

Ala

Gly
990

val

Gly

val

His

Ser

815

Ala

Pro

Phe

Glu

Glu

895

Pro

Asp

Phe

Asp

Thr

975

Gly

Asp

Asp

Ile

Pro

800

Gly

Lys

Leu

Thr

Thr

880

Leu

Thr

Ala

Ile

Ser

960

Asp

Asn
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Pro Gly Leu Tyr Glu Asp Leu Phe Arg Val Ser Val Lys Val'Lys Asn
995 1000 1005

Thr Gly Asn Val Ala Gly Asp Glu Val Pro Gln Leu Tyr Val Ser
1010 , 1015 1020

Leu Gly Gly Pro'Asn Glu Pro Lys Val Val Leu Arg Lys Phe Glﬁ
1025 1030 1035

Arg Ile His Leu Ala Pro Ser Gln Glu Ala Val Trp Thr Thr Thr
1040 1045 1050

Leu Thr Arg Arg Asp Leu Ala Asn Trp Asp Val Ser Ala Gln Asp
1055 1060 1065

Trp Thr Val Thr Pro Tyr Pro Lys Thr Ile Tyr Val Gly Asn Ser
1070 1075 1080

Ser Arg Lys Leu Pro Leu Gln Ala Ser Leu Pro Lys Ala Gln
1085 1090 1095

<210> 75

<211> 3294

<212> ADN

<213> Aspergillus oryzae

<400> 75

126



atgegttect
gccegetgatg
aagaaggctc
gacttcgacg
accccatggg
agcaatgagg
gctggcaaga
ttcgatctca
ggtggtcetge
cccgacgece
ccgagettca
cgccgcaacg
ctcegetceceg

tactccecte

cccecctect
gcaggtccac
ccgtgaacca
ccaagtccgg
ctgtgaacga
cgggctggtyg
agatggtcgt
acatcccecgg
ccggccageg
tcaagccegg
Qcttccgtca
acgacggcaa
ccgttgtggce

ctttctacce
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ccgctecgee
ccgctactgg
gcetgtettt
ctgcgageccg
cgacttegeg
ctgegeetge
ccagtccacce
cggcggcgtc
ctacggcgge
ctgctactgg
ggtccagtge
cttcecctgee
cgccctgeeg

tteccecatgg

gttgtggccg
gactgctgca
tcectgecaacg
ggcggtgtcg
ctcggttttg
tacgagctca
agcactggcg
ggcatcttcg
atctecgtcecce
cgcttcgact
ccagccgage
gtccagatcc
gtgttggeccc

gcagatggtc
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ccctgeeggt
agccttcgtg
ccaacttcca
cctactegtg
ctgccacctc
ccttcacatce
gtgatcttgg
acggatgcac
gcaacgagtg
ggttcaagaa
tegtegeteg
ccatgecgtte
ttgccaagga

agggtgaatg

gttggcecctt
cggctgggece
gcgtatcacg
cgccgaccag
tattgeccgge
cggtcetgtt
cagcaaccac
tceccagtte
cgatcggttce
cgccgacaat
caccggatgce
ctccececcecte
tgatctcgcg

ggcggaagta

60

120

180

240

300

360

420
480
540
600
660
720
780

840



tacaaacgcg
actggaacag
aacathcca
tcagetttee
cgtggtcagg
gctgetggece
gatccagcecc
gtcattgega
gaggctgcgg
actatgcatg
gttatgtgct
aacaagcttt
caacacagcg
accttcgata
acaatccccc
gttggcecgeg
ggtttecgege
gtgcaacgcg
aagaacaagg
gatgcgggtt
acccttgcecceca
caggcgattc
tgggegetceg
aactccgact
atcactctgt
accgttgtca
aatgtcactg
gatgtgctgt
cgggagtcgt
tctgatttca
cctatctacg

gttcagecce

ctgtagacat
gatggcaact
gcttgtgttt
ctgcgggtgt
caatgggtga
ctctcggtge
tcaccggtgt
cagctaagca
gttacggatt
aattgtacct
cttacaacca
tgaaggcgga
gcgtaggege
gtggtacgtc
aatggcgtgt

acaccaaata
ataaccatgt
atcatgccga
gtgcettgece
ccaactecgtg
tggcctgggg
agaacgaagt
acaagatcgce
caggagaagg
ggaagaacgg
tcatccactc
gtattctctg
acggtcgtgt
atggttctce
cccagggtgt
agtttggcta

tgaacgegtc
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agtttcccag
agagaggtgt
gcaggatagt
taatgtcgcet
ggagttcagt

tcatccggat

'actttttgcg

ttatatcatg
caacgtaagc
ctggcccette
aatcaacaac
gcttggttte
tgctttagca
tttetggggt
tgatgacatg
cacccctecce
ttcggaaggt
cctaatcegt
cttgagccge
gggcgctaac
tagcggtact
tecttcaggge
tgcggectgee
ctatcttagt
cgacaatgtg
cgtecggacca
ggctggtctg
caaccctgge
gttggtcaag
tttcatcgat
cggcttgage

ccgatacact

atgacgttga
gttggacaaa
cctettggta

gccacctggg

gataagggta
ggcggtagaa
gagacgatta
aacgaacaag
gacagtttga
gcggatgecag
agctacggtt
caaggcttceg
ggtctggata
gcaaacttga
gctgtcegta
aacttcagct
gcttacgaga
cgcatcggeg
aaggaaaagc
ggctgtgatg
gcgaatttcce
cgtggtaatg
cgccaggcca
gtggatggaa
gtcaagaccg
gttttgatcg
ccaggccagg
gccaagtctc
gatgccaaca
taccgceccatt
tacaccacct

cccaccagtg
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cagagaaagt
ctggcagtgt
ttegtttcete
acaagacgct
ttgacgttca
actgggaaag
agggtattca
agcatttccg
gttccaacgt
tacgegetgg
gcgagaatag
tcatgagtga
tgtcgatgee
cggtcggtgt
tcatggccge
cgtggaccag
gggtcaacga
cgcagagcac
tggtcgccct
accgtggttg
catacctcgt
tecttegecgt
gcgtatctcet
atgagggcga
cagcgaataa
atgaatggta
agtctggtaa
ctttcacttg
atggcaacgg
tcgataagtt
tcgagctcte

gcatgactga

caacttaacg
tcccagacte
ggactacaat
cgcctacctt
gctgggtect
tttctcacca
agatgctggt
ccaacaaccce
tgatgacaag
agtcggtgcet
cgaaactctg
ttggaccgcet
cggtgatgtt
ccttaacggt
ttattacaag
ggacgaatat
attcgtggac
tgttctgetg
tctgggagag
cgataacggt
gacaccagag
gaccgacagt
cgtgttcgtc
tcgtaacaac
ctgtaacaac
tgaccaccce
ctccattgece
gggcaagacc
agcgccccag
caatgagacc
cgacctccat

agctgcaaag

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



10

aactttggtg
catgagttta
aactacggcet

ccecgtttge

cgcgtctctg'

tacgtttcce
cacttggccce
aactgggacg

ggaaactcct

<210> 76
<211> 1097
<212> PRT

aaattggcga
tctatcecctg
gggaagactc

écgctagtgg

tgaaggtcaa

taggcggcce
cttcgcagga
tttcggctca

cacggaaact

<213> Aspergillus oryzae

<400> 76
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tgcgtcggag
gatcaactct
caagtatatt
tggtgcegga
gaacacgggc
gaatgagccc
ggccgtgtgg
ggactggacc

gccgetccag

tacgtgtate
accgacctga
cccgaaggeg
ggaaaccccg
aatgtegecg
aaggtggtac
acaacgaccc
gtcactccectt

gcctecgetge

129

cggaggggct
aggcatcgtc
ccacggatgg
gtctgtacga
gtgatgaagt
tgcgcaagtt
ttacccgteg
accccaagac

ctaaggccca

ggaaaggatc
tgacgattct
gtctgeccag
ggatctttte
tcctcagctg
tgagcgtatt
tgaccttgceca

gatctacgtt

gtaa

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3294



Met

Vval

Cys

Val

Lys

65

Thr

Ser

Leu

Ser

Leu

Lys

Phe

50

Ser

Pro

Ile

Thr

Thr
130

Ser

Ala

Pro
35

Ser

Trp

Ala

Phe
115

Ser

Ser

Leu

20

Ser

Cys

Ala

Gly

100

Thr

Thr

Pro

Ala

Cys

Asn

Glu

val

85

Ser

Ser

Gly

Le_u

Ala

Gly

Ala

Pro

70

Asn

Asn

Gly
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Leu

Asp

Trp

Asn

55

Asp

Glu

Pro

Asp
135

Gly

Ala

40

Phe

Gly

Asp

Ala

val

120

Leu

Ser

Arg

25

Lys

Gln

Val

Phe

Gly

105

Ala

130

Ala
10

Ser

Lys

Ala

Ala

90

Trp

Ser

val

Thr

Ala

Ile

Tyr

75

Leu

Cys

Lys

Asn

val

Arg

Pro

Thr

60

Ser

Gly

Cys

Lys

His
140

Ala

Tyr

Vval

45

Asp

Cys

Phe

Ala

Met

125

Phe

Ala

Trp

30

Asn

Phe

Ala

Ala

Cys

110

val

Asp

Leu Pro
15

Asp Cys

Gln Pro

Asp Ala

Asp Gln

80

Ala Thr

95

Tyr Glu

Val Gln

Leu Asn



Ile

145

Gly

Cys

Asp

Gln

Asp

225

Leu

Asp

Gly

Ser

Trp

305

Asn

Ser

Trp

Phe

Leu
385

Pro

Gly

Asp.

Trp

Cys

210

Gly

Arg

Asp

Gln

Gln

290

Gln

Ile

Asp

Asp

Ser

370

Gly

Gly

Leu

Arg

Phe

195

Pro

Asn

Ser

Leu

Gly

275

Met

Leu

Pro

Tyr

Lys

355

Asp

Ala

Gly

Pro

Phe

180

Lys

Ala

Phe

Ala

Ala

260

Glu

Thr

Glu

Ser

Asn

340

Thr

Lys

His

Gly

Gly
165

Pro

‘Asn

Glu

Pro

val

245

Tyr

Trp

Leu

Leu
325

Ser

Leu

Gly

Pro

Val

150

Gln

Asp

Ala

Leu

Ala

230

Val

Ser

Ala

Thr

Cys

310

Cys

Ala

Ala

Ile

Asp
390

Gly

Arg

Ala

Asp

val

215

val

Ala

Pro

Glu

Glu

295

val

Leu

Phe

Tyr

Asp

375

Gly
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Ile

Tyr

Leu

Asn

200

Ala

Gln

Ala

Pro

Val

280

Lys

Gly

Gln

Pro

Leu

360

Vval

Gly

Phe

Gly

Lys

185

Pro

Arg

Ile

Leu

Phe

265

Tyr

Val

Gln

Asp

Ala

345

Arg

Gln

Arg

Asp

Gly

170

Pro

Ser

Thr

Pro

Pro

250

Tyr

Lys

Asn

Thr

Ser

330

Gly

Gly

Leu

Asn

131

Gly
155
Ile
Gly
Phe
Gly
Met
235

vVal

Pro

Leu
Gly
315
Pro
val
Gln

Gly

Trp
395

Cys

Ser

Cys

Ser

Cys

220

Arg

Leu

Ser

Ala

Thr

300

Ser

Leu

Asn

Ala

Pro

380

Glu

Thr

Ser

Tyr

Phe

205

Ser

Ala

Pro

Val

285

Thr

VvVal

Gly

vVal

Met

365

Ala

Ser

Pro

Arg

Trp

190

Arg

Ser

Leu

Trp

270

Asp

Gly

Pro

Ile

Ala

350

Gly

Ala

Phe

Gln

Asn

175

Arg

Gln

Asn

Pro

Ala

255

Ala

Ile

Thr

Arg

335

Ala

Glu

Gly

Ser

Phe

160

Glu

Phe

val

Asp

Leu

240

Lys

Asp

val

Gly

Leu

320

Phe

Thr

Glu

Pro

Pro
400



Asp

Gln

Gln

Val

Leu

465

Val

Ser

Phe

Leu

Gly

545

Thr

Ala

Ser

Glu

His

625

Lys

Pro
Asp
Glu
Ser
450
Tyr
Met
Glu
val
Ala
530
Thr
Ile
Tyr
Ser
Gly
610

Ala

Asn

Ala

Ala

His

435

Asp

Leu

Cys

Thr

Met

515

Gly

Ser

Pro

Tyr

595

Ala

Asp

Lys

Leu

Gly

420

Phe

Ser

Trp

Ser

Leu

500

Ser

Leu

Phe

Gln

Lys

580

Thr

Tyr

Leu

Gly

Thr

405

val

Arg

Leu

Pro

Tyr

485

Asn

Asp

Asp

Trp

Trp

565

val

Arg

Glu

Ile

Ala
645

Gly

Ile

Gln

Ser

Phe

470

Asn

Lys

Trp

Met

Gly

550

Arg

Gly

Asp

Arg

Arg

630

Leu

Val

Ala

Gln

Ser

455

Ala

Gln

Leu

Thr

Ser

535

Ala

Vval

Arg

Glu

val

615

Arg

Pro

ES 2538360 T3

Leu

Thr

Pro

440

Asn

Asp

Ile

Leu

Ala

520

Met

Asn

Asp

Asp

Tyr

600

Asn

Ile

Leu

Phe

Ala

425

Glu

vVal

Ala

Asn

Lys

505

Gln

Pro

Leu

Asp

Thr

585

Gly

Glu

Gly

Ser

Ala

410

Lys

Ala

Asp

Val

Asn

490

Ala

His

Gly

Thr

Met

570

Lys

Phe

Phe

Ala

Arg
650

132

Glu
His
Ala
Asp
Arg
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900 905 910

Ser Gly Met Thr Glu Ala Ala Lys Asn Phe Gly Glu Ile Gly Asp Ala
915 920 925

Ser Glu Tyr Val Tyr Pro Glu Gly Leu Glu Arg'Ile His Glu Phe Ile
930 935 . 940

Tyr Pro Trp Ile Asn Ser Thr Asp Leu Lys Ala Ser Ser‘Asp Asp Ser
945 950 955 960

Asn Tyr Gly Trp Glu Asp Ser Lys Tyr Ile Pro Glu Gly Ala Thr Asp
965 970 975

Gly Ser Ala Gln Pro Arg Leu Pro Ala Ser Gly Gly Ala Gly Gly Asn
980 985 990

Pro Gly Leu Tyr Glu Asp Leu Phe Arg Val Ser Val Lys Val Lys Asn
995 1000 1005

Thr Gly Asn Val Ala Gly Asp Glu Val Pro Gln Leu Tyr Val Ser
1010 1015 1020 '

Leu Gly Gly Pro Asn Glu Pro Lys Val Val Leu Arg Lys Phe Glu
1025 1030 1035

Arg Ile His Leu Ala Pro Ser Gln Glu Ala Val Trp Thr Thr Thr
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REIVINDICACIONES
1. Método para producir una enzima de beta-glucosidasa, que comprende:

(a) transformacion de una célula huésped fungica con un constructo de proteina de fusidn que codifica una
proteina de fusion, donde el constructo de proteina de fusién comprende:

(i) un primer polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un péptido sefal
obtenido a partir de un gen de endoglucanasa (cel45) de Humicola insolens CEL45;

(i) un segundo polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un dominio
catalitico de una endoglucanasa obtenida a partir de un gen de endoglucanasa (cel45) de Humicola insolens
CEL45; y

(iii) un tercer polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima de beta-
glucosidasa obtenida a partir de Aspergillus oryzae,

donde la proteina de fusién es SEC ID n°: 74,
(b) cultivo de la célula huésped fungica transformada bajo condiciones adecuadas para la produccion de la
proteina de fusion; y

(c) recuperacion de la proteina de fusién del medio de cultivo.

2. Célula huésped fungica transformada con una proteina de fusidn que comprende el polinucleétido segun la
reivindicacion 1.
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