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C1 B-glucosidasa recombinante para la produccién de azu cares a partir de biomasa celulésica
Descripcion

La invencion se refiere a la expresion de una B-glucosidasa recombinante y su uso en la produccién de
azucares fermentables a partir de biomasa celul6sica.

ANTECEDENTES

La biomasa celulésica es un recurso renovable significativo para la generacion de azucares. La
fermentacion de estos azlcares puede producir productos finales comercialmente valiosos, incluidos
biocombustibles y productos quimicos actualmente derivados del petroleo. Aunque la fermentacion de azlcares
simples a etanol es relativamente sencilla, la conversién eficaz de biomasa celulésica en azlcares fermentables
tales como la glucosa, es un reto. Véase, por ejemplo, Ladisch et al., 1983, Enzyme Microb. Technol. 5:82. El
material celulésico puede pretratarse quimicamente, mecanicamente o de otras formas para aumentar la
susceptibilidad de la celulosa a la hidrélisis. Tal pretratamiento puede ir seguido de la conversién enzimatica de la
celulosa en glucosa, celobiosa, celo-oligosacaridos y similares, utilizando enzimas que estan especializadas en
romper los enlaces B-1-4 glicosidicos de la celulosa. Estas enzimas son conocidas colectivamente como "“celulasas".

Las celulasas se dividen en tres subcategorias de enzimas: 1,4-B-D-glucano glucanohidrolasa
("endoglucanasa" o "EG"); 1,4-B-D-glucano celobiohidrolasa ("exoglucanasa"”, "celobiohidrolasa” o "CBH") y
B-D-glucosido glucohidrolasa ("B-glucosidasa”, "celobiasa” o "BG"). Las endoglucanasas atacan al azar las partes
interiores y fundamentalmente las regiones amorfas de la celulosa, produciendo principalmente glucosa, celobiosa y
celotriosa. Las exoglucanasas acortan progresivamente las moléculas de glucano uniéndose a los extremos del
glucano y liberando principalmente unidades de celobiosa de los extremos del polimero de celulosa. Las
B-glucosidasas dividen la celobiosa, un dimero de glucosa unido en B-1,4 soluble en agua, en dos unidades de
glucosa. La produccién eficaz de celulasas para su uso en el procesamiento de biomasa celuldsica reduciria los
costos y aumentaria la eficacia de produccion de biocombustibles y otros compuestos con valor comercial. En el
documento W02008/008070 y en Gusakov et al., 2007 (Carbohydrate research, 343:48-55) se describe una
B-glucosidasa de Chrysosporium lucknowense.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido B-glucosidasa recombinante, en el
que dicho polipéptido:

a) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende una secuencia amino terminal que se expone
como IESRK (SEQ ID NO: 5), ESRK (SEQ ID NO: 29) o SRK; y/o es una proteina secretada derivada de una
preproteina, en el que la preproteina es al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 4 y comprende una
secuencia amino terminal que comprende la SEQ ID NO: 6 o NO: 7; y/o

b) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende al menos uno, al menos dos, o tres residuos de
aminoacidos seleccionados de entre acido aspartico en la posicion 358 (358ASP), glutamina en la posicion 381
(381 GLN) y &cido glutamico en la posiciéon 385 (385GLU), en los que los nimeros de posicion de los
aminoacidos corresponden a la SEQ ID NO: 4.

La invencion también proporciona vectores de expresion que comprenden el polinucleétido de la invencion,
unido operativamente a un promotor heterélogo.

La invencion también proporciona un método de produccion de un polipéptido B-glucosidasa secretado, que
comprende cultivar una célula que comprende un polinucledtido de la invencidn, unido operativamente a un promotor
heterélogo, o un vector de expresién de la invencion, en condiciones en las que se produce B-glucosidasa.

La invencién también proporciona una célula hospedadora recombinante que comprende un polinucledtido
de la invencion que codifica un polipéptido B-glucosidasa recombinante, en el que la secuencia codificante no
comprende intrones.

La invencién también proporciona una composicion que comprende una célula que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido B-glucosidasa recombinante unida operativamente a un
promotor heterélogo, en el que dicho polipéptido:

a) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende una secuencia amino terminal que se expone
como IESRK (SEQ ID NO: 5), ESRK (SEQ ID NO: 29) o SRK; y/o es una proteina secretada derivada de una
preproteina, en el que la preproteina es al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 4 y comprende una
secuencia amino terminal que comprende la SEQ ID NO: 6 o NO: 7; y/o

b) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende al menos uno, al menos dos, o tres residuos de
aminoacidos seleccionados de entre acido aspartico en la posicion 358 (358ASP), glutamina en la posicion 381
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(381 GLN) y &cido glutamico en la posiciéon 385 (385GLU), en los que los nimeros de posicion de los
aminoéacidos corresponden a la SEQ ID NO: 4,
y una proteina B-glucosidasa secretada por la célula.

La invencidon también proporciona un método de produccién de glucosa a partir de celobiosa, que
comprende poner en contacto celobiosa con una célula recombinante que comprende una secuencia polinucleotidica
que codifica un polipéptido B-glucosidasa recombinante, unida operativamente a un promotor heterélogo, en el que
dicho polipéptido:

a) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende una secuencia amino terminal que se expone
como IESRK (SEQ ID NO: 5), ESRK (SEQ ID NO: 29) o SRK; y/o es una proteina secretada derivada de una
preproteina, en el que la preproteina es al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 4 y comprende una
secuencia amino terminal que comprende la SEQ ID NO: 6 o NO: 7; y/o

b) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende al menos uno, al menos dos, o tres residuos de
aminoacidos seleccionados de entre acido aspartico en la posicion 358 (358ASP), glutamina en la posicién 381
(381 GLN) y &cido glutamico en la posiciéon 385 (385GLU), en los que los nimeros de posicion de los
aminoéacidos corresponden a la SEQ ID NO: 4,

en condiciones en las que la B-glucosidasa es expresada y secretada por la célula y dicha celobiosa es
convertida enzimaticamente en glucosa por dicha B-glucosidasa.

En un aspecto, la invencion proporciona un método de produccion de un polipéptido B-glucosidasa
secretado, mediante el cultivo de una célula que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica C1
B-glucosidasa (SEQ ID NO: 3) o una variante enzimaticamente activa de la misma segun la invencion, unida
operativamente a un promotor heterélogo, en condiciones en las cuales se produce B-glucosidasa. La célula puede
ser una célula de la cepa C1. Como alternativa, la célula puede ser distinta de una célula de la cepa C1. En algunos
casos, el promotor heterélogo es el promotor de C1 celobiohidrolasa 1a (CBH1a). En algunos casos, la secuencia
polinucleotidica no codifica una o0 mas de entre la SEQ ID NO: 11, la SEQID NO:30 o la SEQ ID NO: 31.
Opcionalmente, la secuencia polinucleotidica codifica la SEQ ID NO: 4.

En un aspecto, la invenciéon proporciona un método de produccion de glucosa a partir de celobiosa,
poniendo en contacto celobiosa con una célula recombinante que comprende una secuencia polinucleotidica que
codifica C1 B-glucosidasa (SEQ ID NO: 3) o una variante enzimaticamente activa de la misma segun la invencion,
unida operativamente a un promotor heter6logo, en condiciones en las que la B-glucosidasa es expresada y
secretada por la célula y dicha celobiosa es convertida enzimaticamente en glucosa por dicha B-glucosidasa. La
célula puede ser una célula de la cepa C1. Como alternativa, la célula puede ser distinta de una célula de la cepa
C1. En algunos casos, el promotor heter6logo es el promotor de C1 celobiohidrolasa 1a (CBH1a). En algunos casos,
la secuencia polinucleotidica no codifica una o mas de entre la SEQID NO: 11, la SEQIDNO:30 o la
SEQ ID NO: 31. Opcionalmente, el polinucleétido codifica la SEQ ID NO: 4.

También se contempla un método de conversidon de un sustrato de biomasa en un azucar fermentable,
combinando la B-glucosidasa recombinante generada segun la invencion, con el sustrato de biomasa (por ejemplo,
celobiosa) en condiciones adecuadas para la produccién del azucar fermentable. En algunos casos, el método
incluye la etapa de recuperar la B-glucosidasa a partir del medio en el que se cultiva la célula. En un aspecto, se
proporciona una composicion que comprende la $-glucosidasa recombinante.

En un aspecto, la invenciéon proporciona una célula hospedadora recombinante que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica C1 B-glucosidasa (SEQ ID NO: 3), o una variante de la misma segun la
invencion, unida operativamente a un promotor heter6logo. Opcionalmente, el polinucleétido codifica la
SEQ ID NO: 4. En una forma de realizacién, la célula hospedadora recombinante expresa al menos otra enzima
celulasa recombinante. También se contempla un método de conversién de un sustrato de biomasa en un azlcar
fermentable, combinando la célula recombinante con el sustrato de biomasa en condiciones adecuadas para la
produccién del azucar fermentable.

También se proporciona una célula que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica C1
B-glucosidasa (SEQ ID NO: 3), o una variante enzimaticamente activa de la misma como se describe en el presente
documento, en el que la secuencia codificante no comprende un intrén, y, opcionalmente, esta operativamente unida
a un promotor heterélogo, que puede ser un promotor de C1 celobiohidrolasa 1a (CBH1a). En una forma de
realizacién, la célula expresa al menos una enzima celulasa recombinante adicional.

También se proporciona una composicién que contiene una célula que comprende una secuencia
polinucleotidica que codifica C1 B-glucosidasa (SEQ ID NO: 3) o una variante enzimaticamente activa de la misma,
tal como se describe en el presente documento, y una proteina B-glucosidasa secretada por la célula. En un
aspecto, una célula recombinante descrita en el presente documento se pone en contacto con un sustrato de
biomasa (por ejemplo, celobiosa) y el sustrato se convierte en un azlcar fermentable (por ejemplo, glucosa).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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La Figura 1 muestra las secuencias genomica (SEQ ID NO: 1) y de ADNc (SEQ ID NO: 2) que codifican la
proteina C1 B-glucosidasa 1 (BGL1). La secuencia genémica esta por encima de y alineada con la secuencia de
ADNCc inferior. Los huecos en la secuencia inferior muestran las posiciones de los intrones.

La Figura 2 muestra la secuencia de ADNc de BGL1 (SEQ ID NO: 2) y la secuencia proteica correspondiente. El
péptido sefial predicho y la secuencia nucleotidica correspondiente estan en negrita. La secuencia de
aminoacidos que incluye la secuencia del péptido sefial es la SEQ ID NO: 4. La secuencia de aminoacidos que
no incluye la secuencia del péptido sefial es la SEQ ID NO: 3.

La Figura 3 ilustra la estructura del exén del gen bgl1 (flecha inferior) en comparacion con una estructura de exén
descrita anteriormente (flecha superior).

La Figura 4 muestra la secuencia (promotora) 5' del gen C1 cbhla (SEQ ID NO: 8).

La Figura 5 muestra una secuencia polinucleotidica artificial que codifica una proteina secretada C1
B-glucosidasa 1 (BGL1) (SEQ ID NO: 9). La secuencia tiene una preferencia de uso de codones para optimizar la
expresion en Saccharomyces cerevisiae.

DESCRIPCION DETALLADA

|. DEFINICIONES

Las siguientes definiciones se proporcionan para ayudar al lector. A menos que se defina lo contrario, todos
los términos de la técnica pretenden tener los significados que entienden comidnmente los expertos en materia de
microbiologia y biologia molecular. En algunos casos, los términos con significados entendidos cominmente se
definen en el presente documento para mayor claridad y/o para una facil referencia, y la inclusion de tales
definiciones en el presente documento no debe interpretarse necesariamente que represente una diferencia
sustancial con respecto a la definicion del término en su acepcion general en la técnica.

El término "celulasa” se refiere a una categoria de enzimas capaces de hidrolizar la celulosa (enlaces 3-1,4-
glucano o B-D-glucosidico) a oligosacéaridos mas cortos, celobiosa y/o glucosa.

El término "B-glucosidasa” o "celobiasa" que se utiliza indistintamente en el presente documento se refiere a
una B-D-glucosido glucohidrolasa que cataliza la hidrolisis de un dimero de azulcar, incluido pero no limitado a
celobiosa, con la liberacién de un mondémero de azucar correspondiente. En una forma de realizaciéon, una
B-glucosidasa es una B-glucosidasa glucohidrolasa de la clasificacion E.C. 3.2.1.21 que cataliza la hidrdlisis de la
celobiosa a glucosa. Algunas de las B-glucosidasas tienen la capacidad de hidrolizar también P-D-galactdsidos, B-L-
arabinésidos y/o B-D-fucésidos y, adicionalmente, algunas B-glucosidasas pueden actuar sobre sustratos con
enlaces a-1,4 tales como el almidéon. Puede medirse la actividad B-glucosidasa mediante métodos bien conocidos en
la técnica, incluidos los ensayos que se describen mas adelante en el presente documento.

La expresion "polipéptido B-glucosidasa” se refiere en el presente documento a un polipéptido que tiene
actividad B-glucosidasa.

La expresién "polinucledtido B-glucosidasa" se refiere a un polinucleétido que codifica un polipéptido que
tiene actividad B-glucosidasa.

"Actividad celulolitica" abarca la actividad exoglucanasa (CBH), la actividad endoglucanasa (EG) y/o la
actividad B-glucosidasa.

El término "exoglucanasa”, "exocelobiohidrolasa” o "CBH" se refiere a un grupo de enzimas celulasas
clasificadas como E.C. 3.2.1.91. Estas enzimas hidrolizan la celobiosa desde el extremo reductor o no reductor de la
celulosa.

El término "endoglucanasa" o "EG" se refiere a un grupo de enzimas celulasas clasificadas como
E.C. 3.2.1.4. Estas enzimas hidrolizan los enlaces B-1,4 glucosidicos internos de la celulosa.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aislado" se refiere a un acido nucleico,
polinucleétido, polipéptido, proteina, u otro componente que esta parcial o completamente separado de los
componentes con los que estd normalmente asociado (otras proteinas, acidos nucleicos, células, reactivos
sintéticos, etc.).

La expresién "de tipo silvestre" tal como se aplica a un polipéptido (proteina) se refiere a un polipéptido
(proteina) expresado por un microorganismo natural tal como bacterias u hongos filamentosos. Tal como se aplica a
un microorganismo, la expresion "de tipo silvestre" se refiere al microorganismo no recombinante original.

Un acido nucleico (tal como un polinucleétido), un polipéptido o una célula es "recombinante” cuando es

artificial 0 manipulado, o se deriva de o contiene una proteina o acido nucleico artificial o manipulado. Un &cido
nucleico recombinante, o de forma equivalente, polinucledtido, es aquel que se inserta en una ubicacion heteréloga
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de manera que no esta asociado con secuencias nucleotidicas que normalmente flanquean el acido nucleico tal
como se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, un polinucleétido que se inserta en un vector o en cualquier otra
ubicacion heterologa, por ejemplo, en un genoma de un organismo recombinante, de manera que no esté asociado
con secuencias nucleotidicas que normalmente flanquean el polinucleétido tal como se encuentra en la naturaleza,
es un polinucleétido recombinante. Los ejemplos de acidos nucleicos recombinantes incluyen una secuencia de ADN
gue codifica una proteina que (i) esta unida operativamente a un promotor heterélogo y/o (ii) codifica un polipéptido
de fusién con una secuencia proteica y una secuencia de péptido sefial heter6logo. Una proteina expresada in vitro o
in vivo a partir de un polinucleétido recombinante es un ejemplo de polipéptido recombinante. Asimismo, una
secuencia polinucleotidica que no aparece en la naturaleza, por ejemplo una variante de un gen natural, es
recombinante.

Los acidos nucleicos "hibridan" cuando se asocian, por lo general en solucién. Los acidos nucleicos
hibridan debido a diversas fuerzas fisicoquimicas bien caracterizadas, tales como enlaces de hidrogeno, exclusion
de disolvente, apilamiento de bases y similares. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion
"condiciones de lavado de hibridacion rigurosas" en el contexto de los experimentos de hibridacion de éacidos
nucleicos, tal como hibridaciones Southern y Northern, son dependientes de la secuencia, y son diferentes bajo
diferentes parametros ambientales. Se encuentra una extensa guia para la hibridacion de acidos nucleicos en
Tijssen (1993) "Laboratory Techniques in biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid
Probes", parte |, capitulo 2 (Elsevier, Nueva York). Para polinucleétidos de al menos 100 nucle6tidos de longitud, las
condiciones de rigurosidad baja a muy alta se definen de la siguiente manera: prehibridacion e hibridacion a 42°C en
5xSSPE, SDS al 0,3%, 200 pg/ml de ADN de esperma de salmén cortado y desnaturalizado, y, formamida al 25%
para rigurosidades bajas, formamida al 35% para rigurosidades media y media-alta, o formamida al 50% para
rigurosidades alta y muy alta, siguiendo los procedimientos de transferencia de Southern convencionales. Para
polinucleétidos de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material transportador se lava finalmente tres veces,
cada una durante 15 minutos, utilizando 2xSSC, SDS al 0,2% al menos a 50°C (baja rigurosidad), al menos a 55°C
(rigurosidad media), al menos a 60°C (rigurosidad media-alta), al menos a 65°C (alta rigurosidad) y al menos a 70°C
(rigurosidad muy alta).

El término "cultivar" o "cultivo" se refiere a hacer crecer una poblacion de células microbianas en
condiciones adecuadas en un medio liquido o sélido. En algunas formas de realizacion, el cultivo se refiere a la
bioconversion fermentativa de un sustrato celulésico hasta un producto final.

La expresion "poner en contacto” se refiere a colocar una enzima respectiva lo suficientemente cerca de un
sustrato respectivo para permitir que la enzima convierta el sustrato en un producto. Los expertos en la materia
reconoceran que mezclar una solucién de la enzima con el sustrato respectivo lograra el contacto.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "transformado” o "transformacién” utilizado en
referencia a una célula, se refiere a que una célula tiene una secuencia de acido nucleico no original integrada en su
genoma o tiene un plasmido episémico que se mantiene a través de miltiples generaciones.

El término "introducido” en el contexto de la insercion de una secuencia de acido nucleico en una célula se
refiere a una célula transfectada, transducida o transformada (conjuntamente "transformada") y procariota en la que
el &cido nucleico se incorpora en el genoma de la célula.

Tal como se utiliza en el presente documento, "C1" se refiere a una cepa fungica descrita por Garg, A.,
1966, "An addition to the genus Chrysosporium corda”, Mycopathologia 30:3-4. "Chrysosporium lucknowense"
incluye las cepas descritas en las patentes de EE.UU. N°6.015.707; 5.811.381 y 6.573.086; las publicaciones de
patente de EE.UU. N°2007/0238155, US 2008/0194005, US 2009/0099079; las publicaciones de patente
internacional N°WO 2008/073914 y WO 98/15633, y cualquiera de sus derivados, e incluye, sin limitacién,
Chrysosporium lucknowense Garg 27K, VKM-F 3500 D (nimero de registro VKM F-3500-D), la cepa C1 UV13-6
(nuimero de registro VKM F-3632 D), la cepa C1 NG7C-19 (numero de registro VKM F-3633 D) y la cepa C1 UV18-
25 (VKM F-3631 D), todas los cuales han sido depositadas en la All-Russian Collection of Microorganisms de la
Academia Rusa de las Ciencias (VKM), Bakhurhina St. 8, MoscU, Rusia, 113184, y cualquiera de sus derivados.
Aungue se ha descrito inicialmente como Chrysosporium lucknowense, C1 puede considerarse actualmente una
cepa de Myceliophthora thermophila. Otras cepas C1 incluyen las células depositadas con los nimeros de registro
ATCC 44006, CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) 122188, CBS 251.72, CBS 143.77, CBS 272.77 y VKM
F-3500D. Las cepas C1 ejemplares incluyen organismos modificados en los que se han delecionado una o mas
secuencias 0 genes enddgenos y/o se han introducido una o mas secuencias o genes heterélogos. Los derivados
incluyen UV18#100fAalpl, UV18#100f, Apyr5 Aalpl, UV18#100.f Aalpl Apep4 Aalp2, UV18#100.f Apyr5 Aalpl Apep4
Aalp2 y UV18#100.f Apyrd Alyr5 Aalp 1 Apep4 Aalp2, como se describe en el documento W02008073914.

Cuando se dice que dos elementos, por ejemplo, un promotor y una secuencia codificante, estan "unidos
operativamente”, se refiere a que la yuxtaposicion de los dos les permite ser funcionalmente activos. Por lo tanto, un
promotor u otra secuencia de control esta "unido/a operativamente" a una secuencia codificante cuando el promotor
0 secuencia de control esta colocado en una posiciéon con respecto a la secuencia codificante de la secuencia de
ADN de manera que controle la transcripcion de la secuencia codificante.
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Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el
contexto de la descripcidon de dos o mas secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas, se refieren a dos o mas
secuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado de nucleétidos o residuos que son iguales cuando
se comparan y alinean para una correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion o region indicada (por
ejemplo, toda la longitud de la secuencia de referencia), tal como se mide mediante alineamiento manual e
inspeccion visual o utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparaciéon de secuencias. Los métodos de
alineamiento de secuencias para la comparacion son bien conocidos en la técnica. En una forma de realizacién, se
alinean dos secuencias (por ejemplo, manualmente) para la identidad éptima sin introducir huecos en ninguna de las
dos secuencias, 0 con no mas de 1, 2 6 3 huecos de por lo general menos de 10 residuos cada uno.

Una "ventana de comparacion”, tal como se utiliza en el presente documento, incluye la referencia a un
segmento de cualquiera del nimero de posiciones contiguas seleccionado del grupo que consiste en 20 a 500,
normalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 300, también de aproximadamente 50 a 250, y también
de aproximadamente 100 a aproximadamente 200 en la que puede compararse una secuencia con una secuencia
de referencia del mismo ndmero de posiciones contiguas después de haber alineado de manera 6ptima las dos
secuencias. Como se ha sefialado, en algunas formas de realizacion la comparacion es entre toda la longitud de las
dos secuencias, 0, si una secuencia es un fragmento de la otra, toda la longitud de la mas corta de las dos
secuencias.

Para la comparacion de secuencias, por lo general una secuencia hace de secuencia de referencia, con la
gue se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacion de secuencias, se
introducen en un ordenador las secuencias de ensayo y de referencia, se asignan las coordenadas de subsecuencia,
en caso necesario, y se asignan los parametros de programa de algoritmo de secuencia. Pueden utilizarse
parametros de programa por defecto, o pueden asignarse parametros alternativos. Los ejemplos de algoritmos que
son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y de similitud de secuencia son los
algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 y Altschul et al.
(1977) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, respectivamente. El software para realizar los andlisis BLAST esta a
disposicién del publico en la pagina web del National Center for Biotechnology Information, ncbi.nlm.nih.gov. El
algoritmo BLAST también realiza un andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo,
Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad
por la cual se produciria por casualidad una coincidencia entre dos secuencias nucleotidicas o de aminoacidos. Por
ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas
pequefia en una comparacion del acido nucleico de ensayo con el acido nucleico de referencia es inferior a
aproximadamente 0,2, mas preferentemente inferior a aproximadamente 0,01, y lo mas preferentemente inferior a
aproximadamente 0,001.

Cuando se utiliza en el presente documento, la expresion "secuencia codificante" pretende incluir una
secuencia nucleotidica que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto proteico. Los
limites de la secuencia codificante vienen determinados generalmente por un marco de lectura abierto, que
normalmente empieza con el codén de inicio ATG. La secuencia codificante incluye por lo general un ADN, ADNCc,
y/o secuencia nucleotidica recombinante.

Un promotor u otra secuencia de control es "heterélogo”, cuando estd unido operativamente a una
secuencia que codifica una secuencia proteica con la que el promotor no esta asociado en la naturaleza. Por
ejemplo, en un constructo recombinante en el que el promotor de C1 Cbhla esta unido operativamente a una
secuencia codificante de proteina distinta de la secuencia codificante de la proteina C1 Cbhla, el promotor es
heterdlogo. Por ejemplo, en un constructo que comprende un promotor de C1 Cbhla unido operativamente a una
secuencia codificante de C1 B-glucosidasa 1, el promotor es heterdlogo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "expresion” incluye cualquier etapa implicada en la
produccién del polipéptido, incluida pero no limitada a, transcripcién, modificacién postranscripcional, traduccién,
modificacién postraduccional y secrecion.

La expresion "vector de expresion” se refiere en el presente documento a una molécula de ADN, lineal o
circular, que comprende un segmento que codifica un polipéptido de la invencién, y que esta unida operativamente a
segmentos adicionales que proporcionan su transcripcion.

Un polipéptido es "enzimaticamente activo" cuando tiene actividad B-glucosidasa.

El término "preproteina” se refiere a una proteina secretada con una regién de péptido sefial amino terminal
fijada. El péptido sefial es escindido de la preproteina por una peptidasa sefial antes de la secrecion para dar como
resultado la proteina "madura” o "secretada".

Tal como se utiliza en el presente documento, un "coddn de inicio" es el codén ATG que codifica el primer
residuo de aminoacido (metionina) de una proteina.
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[l. INTRODUCCION

La C1 fangica produce diversas enzimas que actlan concertadamente para catalizar la descristalizacion y
la hidrolisis de la celulosa para producir azlcares solubles. El genoma C1 se ha secuenciado al menos parcialmente,
como se indica en las publicaciones de patente de Estados Unidos US 2007/0238155, US 2008/0194005 y
US 2009/0099079. La figura 13 de la publicacion de patente de EE.UU. 2007/0238155 proporciona informacion de la
secuencia para el gen de C1 B-glucosidasa 1 (bgll) y la proteina codificada (BGL1). Como se analiza en los
Ejemplos 1 y 2, mas adelante, se ha descubierto recientemente que esta secuencia del gen bgll publicada
anteriormente incluia errores de secuenciacién. Por otra parte, inesperadamente, la estructura del exén de la
secuencia bgll publicada es incorrecta. A consecuencia de estos errores, la secuencia de la proteina C1 BGL1
disponible incluye errores, particularmente en el péptido sefial y en el extremo amino terminal de la proteina BGL1
madura (es decir, secretada).

Tal como se analiza con mayor detalle mas adelante, la secuencia correcta de la preproteina BGL1 se
expone en el presente documento como SEQ ID NO: 3 y la secuencia correcta de la proteina secretada BGL1 se
expone como SEQ ID NO: 4. La Tabla 1 presenta un resumen de las secuencias a las que frecuentemente se hace
referencia en la presente descripcion.

TABLA 1

SEQ
ID Descripcion
NO:

1 Secuencia del gen C1 bgl nucleétido
2 Secuencia de ADNc de C1 nucleétido
3 Proteina secretada BGL aminoacido
4 Preproteina BGL aminoacido
5 Extremo amino terminal de la proteina secretada BGL (IESRK) aminoacido
6 Péptido sefial de BGL (MKAAALSCLFGSTLAVAGA) aminoacido
7 Extremo amino terminal de la preproteina BGL aminoacido
(MKAAALSCLFGSTLAVAGAIESRK)
8 Secuencia promotora de C1 Cbhla nucledtido
9 Polinucledtido artificial que codifica la proteina C1 BGL1 (cod6n optimizado para nucleétido
la expresion en S. cerevisiae)

13-17 | Secuencia flangueante en sentido 5' respecto al codén de inicio nucleétido
18 Secuencia intrénica de bgll nucledétido
19 Fragmento de la secuencia intrénica de bugll nucleétido
20 Secuencia del exén 1 de bgll nucleétido
21 Ex6n 1 e intron 1 de bgll nucleétido

La preproteina y la proteina secretada C1 B-glucosidasa, y los polinucledtidos que las codifican, pueden
utilizarse en diversas aplicaciones en las que se desea la actividad 3-glucosidasa, tales como las que se describen
mas adelante en el presente documento. En aras de la simplicidad, y como resultara evidente a partir del contexto,
las referencias a la "proteina C1 BGL1" y similares pueden utilizarse para referirse tanto a la forma madura
(secretada) de la proteina como a la preproteina.

En una forma de realizacién, una secuencia que codifica una proteina C1 BGL1 descrita en el presente
documento esta unida operativamente a un promotor no asociado con BGL1 en la naturaleza (es decir, un promotor
heterdlogo), para, por ejemplo, mejorar la eficacia de la expresion de la proteina BGL1 cuando se expresa en una
célula hospedadora. En una forma de realizacion, la célula hospedadora es un hongo, tal como un hongo
filamentoso. En una forma de realizacién, la célula hospedadora es una célula de la cepa C1. En una forma de
realizacién, la célula hospedadora es C1 y el promotor es el promotor de C1 Cbhla. Ventajosamente, las células C1
cultivadas transfectadas con un vector que comprende una secuencia que codifica Cl B-glucosidasa unida
operativamente a un promotor de Cbhla producia aproximadamente 35 veces mayor actividad p-glucosidasa que la
de las células de control que expresaban bgll endégeno.

El sistema de expresion de C1 B-glucosidasa que se describe en el presente documento es particularmente
util para la produccion de azucares fermentables a partir de biomasa celulésica. En un aspecto, la invencion se
refiere a un método de produccion de glucosa poniendo en contacto una composiciéon que comprende celobiosa con
una C1 B-glucosidasa expresada de manera recombinante en condiciones en las que la celobiosa se convierte
enzimaticamente en glucosa. Puede ponerse en contacto proteina B-glucosidasa recombinante purificada o
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parcialmente purificada con la celobiosa. Como alternativa, pueden ponerse en contacto células hospedadoras
recombinantes que expresan B-glucosidasa con celobiosa. En un aspecto de la presente invencién, dicho "poner en
contacto" comprende cultivar una célula hospedadora recombinante en un medio que contenga celobiosa producida
a partir de materia prima celulésica, en el que la célula recombinante comprende una secuencia codificante de C1
B-glucosidasa unida operativamente a un promotor heterélogo.

En otro aspecto de la invencion, el péptido sefial de C1 B-glucosidasa (SEQ ID NO: 6) puede fusionarse
con el extremo amino terminal de un polipéptido que no sea una Cl B-glucosidasa (es decir, un polipéptido
"heterdlogo™) para mejorar la secrecion, la estabilidad u otras propiedades del polipéptido cuando se expresa en una
célula hospedadora, por ejemplo, una célula fangica tal como una célula C1.

En las siguientes secciones se describen diversos aspectos de la invencion.

. PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS B-GLUCOSIDASA PARA SU USO EN LOS METODOS DE LA
INVENCION

En un aspecto, la descripcién proporciona un método para expresar una proteina 3-glucosidasa mediante el
cultivo de una célula hospedadora que comprende un vector que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica C1 BGL1 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 3) unida operativamente a un promotor heterélogo, en condiciones
en las que se expresa la proteina B-glucosidasa, una variante de la misma, o un fragmento enzimaticamente activo
de la misma. Generalmente, la proteina expresada comprende un péptido sefal, que puede ser la SEQ ID NO: 6 (el
péptido sefial de C1 BGL1) o puede ser un péptido sefial diferente. En una forma de realizacién, la proteina no
comprende una o mas de las secuencias MQLPAAAQWLLTPAKASL (SEQ ID NO: 11), ADNHR (SEQ ID NO: 30) o
MQLPAAAQWLLTPAKASLADNHR (SEQ ID NO: 31).

En algunas formas de realizacion, el polipéptido BGL1 incluye secuencias adicionales que no modifican la
actividad codificada de una B-glucosidasa. Por ejemplo, la B-glucosidasa puede estar unida a un epitopo de
identificacion o a otra secuencia Util para la purificacion de la 3-glucosidasa.

En algunas formas de realizacion, la proteina BGL1 es una variante que se diferencia de la SEQ ID NO: 3
en una o mas posiciones. Por ejemplo, en algunas formas de realizacioén, la secuencia de acido nucleico codifica una
variante de BGL1 enzimaticamente activa que se diferencia de la SEQ ID NO: 3 6 4 en una 0 mas posiciones, y que:

a) es sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO: 3 (proteina secretada) y/o es sustancialmente idéntica a la
SEQ ID NO: 4 (preproteina);
y

b) comprende una secuencia amino terminal que se expone como IESRK (SEQ ID NO:5), ESRK
(SEQ ID NO: 29) o SRK; y/o codifica una preproteina con una secuencia amino terminal que comprende la
SEQ ID NO: 6 o NO: 7; y/o comprende al menos uno, al menos dos, o tres de los siguientes residuos de
aminoacidos: acido aspartico en la posicion 358 (358ASP), glutamina en la posicién 381 (381 GLN) y acido
glutamico en la posicién 385 (385GLU) en los que los nimeros de posicién corresponden a la SEQ ID NO: 4.

En una forma de realizacion, la proteina variante de BGL1 tiene una identidad de secuencia sustancial con
la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4. Por ejemplo, la variante de BGL1 puede tener una secuencia de aminoacidos
gue es al menos aproximadamente un 80% idéntica, al menos aproximadamente un 81% idéntica, al menos
aproximadamente un 82% idéntica, al menos aproximadamente un 83% idéntica, al menos aproximadamente un
84% idéntica, al menos aproximadamente un 85% idéntica, al menos aproximadamente un 86% idéntica, secuencia
que es al menos aproximadamente un 87% idéntica, al menos aproximadamente un 88% idéntica, al menos
aproximadamente un 89% idéntica, al menos aproximadamente un 90% idéntica, al menos aproximadamente un
91% idéntica, al menos aproximadamente un 92% idéntica, al menos aproximadamente un 93% idéntica, secuencia
que es al menos aproximadamente un 94% idéntica, al menos aproximadamente un 95% idéntica, al menos
aproximadamente un 96% idéntica, al menos aproximadamente un 97% idéntica, al menos aproximadamente un
98% idéntica, o al menos aproximadamente un 99% idéntica a la SEQ ID NO: 3 0 ala SEQ ID NO: 4.

Las variantes de BGL1 ejemplares pueden tener otras inserciones, deleciones y/o sustituciones (incluidas
una o mas sustituciones conservadoras), tal como se describe mas adelante en el presente documento, sin dejar de
ser sustancialmente idénticas a la proteina de tipo silvestre. Pueden aplicarse métodos de evolucién dirigida y
mutagénesis a los polinucleétidos que codifican una proteina C1 BGL1 para obtener variantes enzimaticamente
activas con propiedades deseables.

Los métodos adecuados de evolucidon dirigida y mutagénesis son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo,
se han utilizado técnicas de recombinacion in vitro tales como el barajado de ADN, el proceso de extension
escalonada (StEP), la generacion aleatoria de quimeras en moldes transitorios (RACHITT), el truncamiento iterativo
para la creacion de enzimas hibridas (ITCHY), la extensién recombinada en moldes truncados (RETT), y otros para
producir proteinas con las propiedades deseadas. En general, los polipéptidos se expresan a partir de secuencias
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polinucleotidicas mutagenizadas y se ensayan para la actividad beta-galactosidasa (véase mas adelante) y/u otras
propiedades deseables.

Pueden generarse y cribarse genotecas de estas variantes de polipéptidos B-glucosidasa utilizando cribado
de alto rendimiento para la presencia de actividad B-glucosidasa. Por ejemplo, un polinucleétido que codifica una
B-glucosidasa de referencia (por ejemplo, la SEQIDNO:3 o la SEQ ID NO: 4) se somete a procesos de
mutagénesis (por ejemplo mutagénesis aleatoria y recombinacion) para introducir mutaciones en el polinucle6tido. El
polinucleétido mutado se expresa y traduce, generando asi enzimas B-glucosidasa manipuladas con modificaciones
en el polipéptido. Tal como se utiliza en el presente documento, "modificaciones" incluye sustituciones, deleciones e
inserciones de aminoacidos incluidas, por ejemplo, las que se describen mas adelante. Puede introducirse en el
polipéptido enzimaticamente activo natural cualquier modificacion o una combinacion de modificaciones para
generar enzimas manipuladas, que a continuacion se criban mediante diversos métodos para identificar los
polipéptidos con una mejora deseada en una propiedad enzimatica especifica (por ejemplo, actividad enzimatica
potenciada). Pueden someterse uno o mas polinucleétidos que codifican una B-glucosidasa manipulada con una
propiedad mejorada a rondas adicionales de tratamientos de mutagénesis para generar polipéptidos con mejoras
adicionales en la propiedad enzimatica deseada y/o en otras propiedades. Puede determinarse la actividad
B-glucosidasa utilizando cualquier ensayo de B-glucosidasa conocido en la técnica, tal como los ensayos de para-
nitrofenil-B-D-glucopiranésido (pNPG) y celobiosa que se describen mas adelante.

En algunas formas de realizacién, el polipéptido B-glucosidasa puede tener una sustitucion, delecion y/o
insercién, con respecto a la SEQ ID NO: 3. Pueden realizarse diversas modificaciones conservando al mismo tiempo
(o aumentando) la actividad enzimatica. Por lo general, el polipéptido B-glucosidasa es sustancialmente idéntico a la
SEQ ID NO: 3 0 la SEQ ID NO: 4.

En algunas formas de realizacion, la variante de proteina BGL1 se diferencia de la SEQ ID NO: 3 o la
SEQ ID NO: 4 por tener una insercion o uno 0 mas aminoacidos. Tales inserciones pueden ser en el extremo amino
terminal, en el extremo carboxilo terminal o en una porcién no terminal de la proteina. En algunas formas de
realizacién, puede insertarse una delecionde 1a2,0de162a3,4,5,6,7,8,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 6 50
residuos de aminodacidos (en el extremo N-terminal, C-terminal y/o una regién no terminal de la proteina).

En una forma de realizacion, la proteina BGL1 comprende sustituciones conservadoras de aminoacidos
(con respecto a la SEQIDNO:3 o la SEQID NO:4) en una o0 mas posiciones. El concepto de sustitucién
conservadora es bien conocido y se describe en el presente documento. La presente invencion incluye variantes
modificadas de manera conservadora de las B-glucosidasas descritas en el presente documento. Estas variantes
tienen sustituciones conservadoras realizadas en sus secuencias de aminoacidos. Los ejemplos de sustituciones
conservadoras estan dentro del grupo de aminoéacidos basicos (arginina, lisina e histidina), aminoacidos acidos
(acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparagina), aminoacidos hidréfobos (leucina,
isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina), y aminoacidos pequefios (glicina,
alanina, serina, treonina, prolina, cisteina y metionina). Las sustituciones de aminoacidos que normalmente no
modifican la actividad especifica son conocidas en la técnica y son descritas, por ejemplo, por H. Neurath y R.L. Hill,
1979, en "The Proteins", Academic Press, Nueva York. Los intercambios que se producen con mas frecuencia son
Ala/Ser, Vall/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn,
Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly asi como éstos a la inversa.

En algunas formas de realizacion, las variantes de polipéptidos B-glucosidasa de la presente invencion
incluyen sustituciones de un pequefio porcentaje, por lo general menos de un 5%, mas generalmente menos de un
2%, y con frecuencia menos de un 1% de los aminoacidos de la secuencia polipeptidica, por ejemplo, con un
aminoacido seleccionado de manera conservadora del mismo grupo de sustitucién conservadora.

En algunas formas de realizacion, la variante de BGL1 incluye secuencias adicionales. La adicion de
secuencias que no modifican la actividad codificada de una B-glucosidasa, tal como la adiciéon de una secuencia no
funcional o no codificante, se considera una variacion conservadora del polipéptido/polinucleétido 3-glucosidasa. Por
ejemplo, la B-glucosidasa puede estar unida a un epitopo de identificacién o a otra secuencia Util para la purificacion
de la B-glucosidasa.

Péptido sefial

En general, los polipéptidos B-glucosidasa son secretados por la célula hospedadora en la que se expresan
(por ejemplo, C1) y se expresan como una preproteina que incluye un péptido sefial, es decir, una secuencia de
aminoacidos unida al extremo amino terminal de un polipéptido y que dirige al polipéptido codificado a la via
secretora de la célula. En una forma de realizacion, el péptido sefial es el péptido sefial de C1 B-glucosidasa
enddgeno que tiene la secuencia que se expone como SEQ ID NO: 6. En otras formas de realizacion, se utilizan
péptidos sefial de otras proteinas secretadas por C1.
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Pueden utilizarse otros péptidos sefial, dependiendo de la célula hospedadora y de otros factores. Las
regiones codificantes del péptido sefial eficaces para las células hospedadora de hongos filamentosos incluyen pero
no se limitan a las regiones codificantes del péptido sefial obtenidas de la TAKA amilasa de Aspergillus oryzae,
amilasa neutra de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei,
celulasa de Humicola insolens, lipasa de Humicola lanuginosa y celobiohidrolasa Il de T. reesei. Por ejemplo, puede
utilizarse una secuencia de C1 BGL1 con diversos péptidos sefial de hongos filamentosos conocidos en la técnica.
Los péptidos sefial Gtiles para las células hospedadoras de levadura también incluyen aquellos de los genes para el
factor alfa de Saccharomyces cerevisiae y la invertasa de Saccharomyces cerevisiae. Se describen todavia otras
regiones codificantes del péptido sefial (tiles en Romanos et al., 1992, Yeast 8: 423-488. Las regiones codificantes
del péptido sefal eficaces para las células hospedadoras bacterianas son las regiones codificantes del péptido sefial
obtenidas de los genes para la amilasa maltogénica de Bacillus NCIB 11837, alfa-amilasa de Bacillus
stearothermophilus, subtilisina de Bacillus licheniformis, B-lactamasa de Bacillus licheniformis, proteasas neutras de
Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM) y prsA de Bacillus subtilis. Se describen otros péptidos sefial en
Simonen y Palva, 1993, Microbiol Rev 57: 109-137. Las variantes de estos péptidos sefial y otros péptidos sefial
resultan adecuadas.

Actividad B-glucosidasa

Las proteinas B-glucosidasa utilizadas en el método de la invencién son enzimaticamente activas o son
precursoras de la proteina enzimaticamente activa. Puede determinarse la actividad B-glucosidasa mediante
métodos conocidos en la técnica. En una forma de realizacion, la actividad B-glucosidasa se determina utilizando un
ensayo de para-nitrofenil-3-D-glucopiranésido (pNPG). En una forma de realizacion, la actividad B-glucosidasa se
determina utilizando un ensayo de celobiosa. Por lo general un polipéptido B-glucosidasa enzimaticamente activo
tiene al menos un 50% de la actividad enzimatica de la SEQ ID NO: 3.

Por ejemplo, puede utilizarse un ensayo colorimétrico basado en pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido)
para medir la actividad B-glucosidasa. Uno de tales ensayos se describe en el Ejemplo 5, mas adelante. En otro
ensayo de pNPG ejemplar, en un volumen total de 100 pl, se afiaden 20 pl de sobrenadante del medio transparente
gue contiene la enzima B-glucosidasa a una solucion de pNPG 4 mM (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, MO) en tampdn
de fosfato de sodio 50 mM a pH 6,5. Las reacciones se incuban a pH 6,5, 45°C durante 1 hora. La mezcla de
reaccion se inactiva con 100 pl de solucion pH 11 de carbonato de sodio 1 M. Se mide la absorbancia de la solucion
a 405 nm para determinar la conversién del pNPG en p-nitrofenol. Se mide la liberacion de p-nitrofenol
(¢ =17.700 M-1 cm-1) a 405 nm para calcular la actividad B-glucosidasa. Se observa actividad B-glucosidasa
detectable en condiciones de cribado de alto rendimiento (pH 7, 50°C). Véase Breves et al. (1997) Appl.
Environmental Microbiol. 63: 3902.

Como alternativa, puede determinarse la actividad B-glucosidasa utilizando un ensayo de celobiosa, que
utiliza celobiosa como sustrato. En un volumen total de 100 pl, se afiaden 25 pl de sobrenadante del medio
transparente que contiene la enzima B-glucosidasa a 10 g/l de celobiosa (Fluka Cat. N° 22150, Sigma-Aldrich, Inc.,
St. Louis, MO) en tampédn de fosfato de sodio 100 mM (pH 6-7) o tampon de acetato de sodio (pH 5-5,5). Se incuba
la reaccion a 45°C-70°C durante un tiempo apropiado (de 25 minutos a toda la noche en funcién de la concentracién
de enzima) mientras se agita. Se determina la produccién de glucosa utilizando un ensayo de glucosa enzimatico
(K-GLUC, Megazyme, Irlanda). Se afiaden 10 pl de cada reaccién a 190 ul de reactivo GOPOD (suministrado como
parte del kit de ensayo K-GLUC). Se incuba la reacciéon a 45°C durante 20 minutos y se mide la absorbancia de la
soluciébn a 510 nm. El reactivo GOPOD contiene tampén de fosfato de potasio 50 mM pH 7,4, acido
p-hidroxibenzoico 0,011 M, azida de sodio al 0,008% p/v, glucosa oxidasa (>12.000 U/l), peroxidasa (>650 U/l) y
80 mg/l de 4-aminoantipirina. La enzima glucosa oxidasa en el reactivo reacciona con cualquier glucosa presente en
la muestra y produce peréxido de hidrégeno que, a continuacion, reacciona con la 4-aminoantipirina para producir un
colorante quinoneimina en cantidades proporcionales a la cantidad de glucosa presente y que puede medirse
mediante espectrofotometria a 510 nm.

IV. POLINUCLEOTIDOS B-GLUCOSIDASA Y SISTEMAS DE EXPRESION

La presente invencién proporciona secuencias polinucleotidicas que codifican C1 B-glucosidasa (es decir,
las SEQ ID NO: 3 y 4), asi como el péptido sefial de C1 B-glucosidasa (SEQ ID NO: 6). Las secuencias genémica y
de ADNCc de C1 que codifican B-glucosidasa se exponen como SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, respectivamente. La
secuencia de ADNc que codifica el péptido sefial de C1 B-glucosidasa es la secuencia del nucleétido 1 al 57 de la
SEQ ID NO: 2. Los expertos en la materia entenderan facilmente que debido a la degeneracién del codigo genético,
existe una multitud de secuencias nucleotidicas que codifican polipéptidos B-glucosidasa de la presente invencion.
La Tabla 2 proporciona el cddigo genético en tripletes convencional para cada aminoacido. Por ejemplo, los codones
AGA, AGG, CGA, CGC, CGG y CGU cadifican todos ellos el aminoéacido arginina. Por lo tanto, en cada posicion en
los acidos nucleicos de la invencidon en la que una arginina esté especificada por un codén, el codén puede
cambiarse a cualquiera de los codones correspondientes descritos anteriormente sin modificar el polipéptido
codificado. Se entiende que U en una secuencia de ARN corresponde a T en una secuencia de ADN. La invencién
contempla y proporciona todas y cada una de las posibles variaciones de secuencia de acido nucleico que codifica
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un polipéptido de la invencién que podrian realizarse seleccionando combinaciones basadas en posibles elecciones
de codones.

También puede disefiarse una secuencia de ADN para los codones con alta preferencia de uso de codones
(codones que se utilizan con mayor frecuencia en las regiones codificantes de la proteina que otros codones que
codifican el mismo aminoacido). Pueden determinarse los codones preferentes con relacion al uso de codones en un
Unico gen, un conjunto de genes de origen o funcion comun, genes altamente expresados, la frecuencia de codones
en el conjunto de las regiones codificantes de la proteina de todo el organismo, la frecuencia de codones en el
conjunto de las regiones codificantes de la proteina de organismos relacionados, o combinaciones de las mismas.
Los codones cuya frecuencia aumenta en funcién del nivel de expresién génica son por lo general los codones
optimos para la expresion. En particular, puede optimizarse una secuencia de ADN para la expresién en un
organismo hospedador particular. Las referencias que proporcionan informacion de preferencia para una gran
variedad de organismos estan facilmente disponibles. Véase, por ejemplo, Henaut y Danchin en "Escherichia
Salmonella”, Neidhardt, et al. Eds., ASM Pres, Washington D.C. (1996), pags. 2047-2066. Con fines de ilustracion, y
no de limitacién, la Figura 5 muestra una secuencia polinucleotidica que codifica C1 BGL1 disefiada con preferencia
codonica para la expresion en Saccharomyces cerevisiae.

TABLA 2: CODIGO GENETICO

Aminoécido Codon

Alanina Ala A | GCAGCC GCG GCU

Cisteina Cys C | UGCUuGU

Acido aspartico Asp D | GAC GAU

Acido glutamico Glu E | GAA GAG

Fenilalanina Phe F | UUC UUU

Glicina Gly G | GGAGGC GGG GGU

Histidina His H | CAC CAU

Isoleucina lle | AUA AUC AUU

Lisina Lys K | AAA AAG

Leucina Leu L | UUAUUG CUA CUC CUG CcuU
Metionina Met M | AUG

Asparagina Asn N | AAC AAU

Prolina Pro P | CCACCCCCGCcCuU
Glutamina Gln Q | CAACAG

Arginina Arg R | AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S | AGC AGU UCA UCC UCG UcCU
Treonina Thr T | ACAACCACG ACU

Valina Val V | GUA GUC GUG GUU
Triptoéfano Trp W | UGG

Tirosina Tyr Y | UAC UAU

Se conocen diversos métodos para determinar la frecuencia de codones (por ejemplo, uso de codones, uso
relativo de codones sindnimos) y la preferencia coddénica en organismos especificos, incluido el analisis
multivariante, por ejemplo, que utiliza el analisis por conglomerados o el andlisis de correspondencias, y el nimero
efectivo de codones utilizados en un gen (véase GCG CodonPreference, Genetics Computer Group Wisconsin
Package; Codon W, John Peden, Universidad de Nottingham; Mclnerney, J. O, 1998, Bioinformatics. 14: 372-73;
Stenico et al., 1994, Nucleic Acids Res. 222437-46; Wright, F., 1990, Gene 87: 23-29; Wada et al., 1992, Nucleic
Acids Res. 20: 2111-2118; Nakamura et al., 2000, Nucl. Acids Res. 28: 292; Henaut y Danchin, "Escherichia coli and
Salmonella”, 1996, Neidhardt, et al. Eds, ASM Press, Washington D.C., p. 2047-2066). La fuente de datos para
obtener el uso de codones puede basarse en cualquier secuencia nucleotidica disponible capaz de codificar una
proteina. Estos conjuntos de datos incluyen secuencias de acidos nucleicos que se sabe codifican realmente
proteinas expresadas (por ejemplo, secuencias codificantes de proteinas completas - CDS), marcadores de
secuencia expresada (EST), o regiones codificantes predichas de secuencias genomicas (véase, por ejemplo,
Mount, D., Bioinformatics: Sequence and Genome Analysis, capitulo 8, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., 2001; Uberbacher, E. C., 1996, Methods Enzymol. 266:259-281; Tiwari et al., 1997, Comput.
Appl. Biosci. 13:263-270).

Vectores de expresion

La presente invencién utiliza constructos recombinantes que comprenden una secuencia que codifica una
B-glucosidasa como se ha descrito anteriormente. En un aspecto particular, la presente invencién proporciona un
vector de expresion que comprende un polinucleétido B-glucosidasa unido operativamente a un promotor heterélogo.
Los vectores de expresion de la presente invencion pueden utilizarse para transformar una célula hospedadora
apropiada para permitir que el hospedador exprese la proteina B-glucosidasa. Los métodos para la expresion
recombinante de proteinas en hongos y otros organismos son bien conocidos en la técnica, y se dispone de o
pueden construirse una serie de vectores de expresion utilizando métodos de rutina. Véase, por ejemplo, Tkacz y
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Lange, 2004, ADVANCES IN FUNGAL BIOTECHNOLOGY FOR INDUSTRY, AGRICULTURE, AND MEDICINE,
KLUWER ACADEMIC/PLENUM PUBLISHERS. Nueva York; Zhu et al., 2009, Construction of two Gateway vectors
for gene expression in fungi Plasmid 6:128-33; Kavanagh, K. 2005, FUNGI: BIOLOGY AND APPLICATIONS Wiley.

Los constructos de acido nucleico de la presente invencion comprenden un vector, tal como un plasmido,
un césmido, un fago, un virus, un cromosoma artificial bacteriano (BAC), un cromosoma artificial de levadura (YAC),
y similares, en los que se ha insertado una secuencia de acido nucleico de la invencién. Los polinucleétidos de la
presente invencién pueden incorporarse en cualquiera de diversos vectores de expresion adecuados para la
expresion de un polipéptido. Los vectores adecuados incluyen secuencias de ADN cromosémico, no cromosomico y
sintético, por ejemplo, derivados de SV40; plasmidos bacterianos; ADN de fago; baculovirus; plasmidos de levadura;
vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, ADN viral tal como vaccinia, adenovirus, virus de
la viruela aviar, de la pseudorrabia, adenovirus, virus adenoasociado, retrovirus y muchos otros. Puede utilizarse
cualquier vector que transduzca material genético a una célula, y, si se desea la replicacion, que sea replicable y
viable en el hospedador pertinente.

En un aspecto, preferente de esta forma de realizacién, el constructo comprende adicionalmente
secuencias reguladoras, incluido, por ejemplo, un promotor, unido operativamente a la secuencia codificante de
proteina. Los expertos en la materia conocen un gran nimero de vectores y promotores adecuados.

Constructos de promotor/gen

Tal como se ha analizado anteriormente, para obtener altos niveles de expresién en un hospedador
particular, con frecuencia resulta Gtil expresar C1 B-glucosidasa bajo el control de un promotor heterélogo (tal como
el promotor del gen C1 cbhla). Por lo general, puede unirse operativamente una secuencia promotora a la regiéon 5’
de la secuencia codificante de C1 B-glucosidasa. Se reconocera que en la generacion de un constructo de este tipo
no es necesario definir los limites de un promotor minimo. En su lugar, la secuencia de ADN en sentido 5’ respecto
al codén de inicio de la C1 B-glucosidasa puede sustituirse con la secuencia de ADN que esta en sentido 5' respecto
al codén de inicio de un determinado gen heterélogo (por ejemplo, cbhla). Esta secuencia 5’ "heteréloga" incluye por
lo tanto, ademas de los elementos promotores per se, una sefial de inicio de la transcripcién y la secuencia de la
porciéon 5' no traducida del ARNm quimérico transcrito. Por lo tanto, el constructo de promotor-gen y el ARNm
resultante comprenderan una secuencia que codifica 3-glucosidasa y una secuencia 5’ heteréloga cadena arriba del
codoén de inicio de la secuencia que codifica B-glucosidasa. En algunos, pero no todos, los casos la secuencia 5’
heter6loga empalmara inmediatamente el codon de inicio de la secuencia que codifica B-glucosidasa.

Las SEQ ID NO: 13 y 15 representan la secuencia del gen inmediatamente en sentido 5’ respecto al codén
de inicio de la preproteina C1 BGL1 natural, y las SEQ ID NO: 14, 16 y 17 son fragmentos de la SEQ ID NO: 13 que
terminan un poco cadena arriba del codon de inicio. En una forma de realizacion, la C1 B-glucosidasa recombinante
se expresa a partir de un gen recombinante como una preproteina que incluye el péptido sefial de BGL1 natural, y la
secuencia del gen recombinante en sentido 5’ respecto al codén de inicio de B-glucosidasa no es la SEQ ID NO: 13.
En términos mas generales, la SEQ ID NO: 14 no se encuentra dentro de las 100 bases en sentido 5’ respecto al
codon de inicio de B-glucosidasa en la secuencia recombinante. Es decir, el gen de la B-glucosidasa recombinante
codifica un ARN que comprende una secuencia que codifica la SEQ ID NO: 4 o una variante de la misma, pero no
comprende una secuencia no traducida 5’ que contiene la SEQ ID NO: 13, o, como alternativa, no comprende la
SEQ ID NO: 14 o no comprende la SEQ ID NO: 15. En otras formas de realizacion la secuencia no traducida 5’ no
contiene la SEQ ID NO: 15, o, como alternativa, la SEQ ID NO: 16, o, como alternativa, la SEQ ID NO: 17.

En una forma de realizacién del constructo génico de la presente invencion, la C1 3-glucosidasa se expresa
a partir del constructo como una preproteina con un péptido sefal heter6logo, en el que, en el constructo, la
SEQ ID NO: 13 no esta en sentido 5’ con respecto al codon de inicio del péptido sefial heterélogo. En términos mas
generales, en el constructo, la SEQ ID NO: 14 no se encuentra dentro de las 100 bases en sentido 5’ respecto al
codon de inicio del péptido sefial heterdlogo. Es decir, el constructo génico de B-glucosidasa recombinante codifica
un ARN que comprende una secuencia que codifica la SEQ ID NO: 3, o una variante de la misma y un péptido sefial
heterdlogo, pero no comprende una secuencia no traducida 5’ que contiene la SEQ ID NO: 13. En otras formas de
realizacién la secuencia no traducida 5 no contiene la SEQ ID NO: 14, o, como alternativa, no contiene la
SEQ ID NO: 15, o, como alternativa, no contiene la SEQ ID NO: 16, o, como alternativa, no contiene la
SEQ ID NO: 17.

En algunas formas de realizacién, el promotor heterélogo estd unido operativamente a una secuencia
gendmica de C1 B-glucosidasa que comprende la SEQ ID NO: 18, que es la secuencia del intr6n 1 de bgl1.

En algunas formas de realizacion, el promotor heterélogo esta unido operativamente a una secuencia de
ADNc de C1 B-glucosidasa y no comprende la SEQ ID NO: 19 (secuencia intrénica) y/o no comprende una
secuencia de aminodcidos codificada en la SEQ ID NO: 19.

En algunas formas de realizacién, el constructo incluye la SEQ ID NO: 20 (el primer exén de C1
B-glucosidasa) y/o la secuencia de aminoacidos codificada en la SEQ ID NO: 20.
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En algunas formas de realizacion, el constructo incluye la SEQ ID NO: 21.

Los ejemplos de promotores Utiles para la expresion de polinucledtidos B-glucosidasa incluyen promotores
fungicos. Por ejemplo, pueden utilizarse secuencias promotoras que dirigen la expresién de genes distintos del gen
de PB-glucosidasa 1 en C1. Por ejemplo, puede utilizarse un promotor fdngico de un gen que codifica
celobiohidrolasa. En una forma de realizacién, se utiliza el promotor asociado con el gen de C1 celobiohidrolasa 1
(cbhla). En la figura 4 se proporciona una secuencia promotora asociada con cbhla. Véase también la publicacion
PCT WO 01/79507 y la publicacién de patente de EE.UU. US 2003/0187243, que proporcionan la secuencia de ADN
del gen de C1 CBH1la completo, incluidas las secuencias promotora y terminadora.

Se comprendera que puede utilizarse una subsecuencia de la SEQ ID NO: 8 o una variante del promotor de
CBH1a para dirigir la expresion de B-glucosidasa. En determinadas formas de realizacion, el promotor heterélogo
unido operativamente a la secuencia que codifica B-glucosidasa comprende la SEQ ID NO: 8, una subsecuencia de
la SEQ ID NO: 8 con actividad promotora o una secuencia de ADN capaz de hibridar con el complemento de la
SEQ ID NO: 8 y que tiene actividad promotora. Puede identificarse una subsecuencia de la SEQ ID NO: 8 con
actividad promotora utilizando métodos bien conocidos. En un enfoque, se une una supuesta secuencia promotora
en sentido 5’ respecto a una secuencia que codifica una proteina indicadora, se transfecta el constructo a la célula
hospedadora (por ejemplo, C1) y se mide el nivel de expresion del indicador. La expresion del indicador puede
determinarse midiendo, por ejemplo, los niveles de ARNm de la secuencia indicadora, una actividad enzimatica de la
proteina indicadora, o la cantidad de proteina indicadora producida. Por ejemplo, la actividad promotora puede
determinarse utilizando la proteina fluorescente verde como secuencia codificante (Henriksen et al., 1999,
Microbiology 145: 729-34) o un gen indicador lacZ (Punt et al.,, 1997, Gene, 197: 189-93). Pueden derivarse
promotores funcionales a partir de secuencias promotoras naturales mediante métodos de evolucién dirigida. Véase,
por ejemplo, Wright et al., 2005, Human Gene Therapy, 16: 881-892. En algunas formas de realizacién, el ADN del
promotor comprende los nucle6tidos 1 a 1817 de la SEQ ID NO: 8, los nucleétidos 100 a 1800 de la SEQ ID NO: 8,
los nucledtidos 200 a 1800 de la SEQ ID NO: 6, los nucleétidos 300 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucleétidos 400
a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucleétidos 500 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucleotidos 600 a 1800 de la
SEQ ID NO.: 8, los nucleétidos 700 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucleétidos 800 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los
nucleétidos 900 a 1800 de la SEQ ID NO: 8; los nucledétidos 1000 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucle6tidos 1100 a
1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucledtidos 1200 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucleétidos 1300 a 1800 de la
SEQ ID NO: 8, los nucleétidos 1400 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucleétidos 1500 a 1800 de la SEQ ID NO: 8,
los nucledtidos 1600 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, los nucleétidos 1700 a 1800 de la SEQ ID NO: 8, 0 es un
polinucleétido que hibrida en condiciones de baja rigurosidad con el complemento de la secuencia o subsecuencia
identificada anteriormente, hibrida preferentemente en condiciones de rigurosidad media y lo méas preferentemente
hibrida en condiciones de alta rigurosidad.

Los ejemplos de otros promotores adecuados Utiles para dirigir la transcripcion de los constructos de
nucleétidos de la presente invenciéon en una célula hospedadora de hongo filamentos son promotores obtenidos a
partir de genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa
neutra de Aspergillus niger, alfa-amilasa estable en medio acido de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus
niger o Aspergillus awamori (glaA), lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa
fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans, y proteasa de tipo tripsina de
Fusarium oxysporum (WO 96/00787), asi como 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), promotores tales como
cbhil, cbh2, egll, egl2, pepA, hfbl, hfb2, xynl, amy y glaA (Nunberg et al., Mol Cell Biol., 4: 2306 -2315 (1984), Boel
et al., EMBO J. 3: 1581-1585 ((1984) y EPA 137280), y promotores mutantes, truncados e hibridos de los mismos.
En un hospedador de levadura, los promotores Utiles pueden ser de los genes para enolasa de Saccharomyces
cerevisiae (ENO-1), galactoquinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol deshidrogenasa/gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (ADH,/GAP) de Saccharomyces cerevisiae, y 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces
cerevisiae. Se describen otros promotores Utiles para células hospedadoras de levadura en Romanos et al., 1992,
Yeast 8: 423-488. Pueden utilizarse promotores asociados con la produccién de quitinasa en hongos. Véase, por
ejemplo, Blaiseau y Lafay, 1992, Gene 120243-248 (hongo filamentoso Aphanocladium album); Limon et al., 1995,
Curr. Genet, 28: 478-83 [Trichoderma harzianum].

Los promotores que se sabe controlan la expresion de genes en células procariotas o eucariotas 0 sus virus
y que pueden utilizarse en algunas formas de realizacién de la invencion incluyen el promotor SV40, el promotor lac
o trp de E. coli, el promotor P del fago lambda, el promotor tac, promotor de T7, y similares. En las células
hospedadoras bacterianas, los promotores adecuados incluyen los promotores obtenidos del operén lac de E. coli,
gen de agarasa (dagA) de Streptomyces coelicolor, gen de levansucrasa (sacB) de Bacillus subtilis, gen de alfa-
amilasa (amyl) de Bacillus licheniformis, gen de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), gen de
alfa-amilasa (amyQ) de Bacillus amyloliquefaciens, genes xylA y xylB de Bacillus subtilis y gen de B-lactamasa
procariota.

Un vector de expresion contiene opcionalmente un sitio de unién al ribosoma para la iniciacion de la

traduccién y un terminador de la transcripcion, tal como Pinll. El vector también incluye opcionalmente secuencias
apropiadas para amplificar la expresion, por ejemplo, un potenciador.
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Ademas, los vectores de expresion de la presente invencion contienen opcionalmente uno o mas genes
marcadores seleccionables para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de las células hospedadoras
transformadas. Los genes marcadores adecuados incluyen aquellos que codifican resistencia a antibioticos, tal como
resistencia a ampicilina (ampR), kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Otros ejemplos incluyen el antibi6tico
espectinomicina o estreptomicina (por ejemplo, el gen aada), el gen de estreptomicina fosfotransferasa (SPT) que
codifica resistencia a estreptomicina, el gen de neomicina fosfotransferasa (NPTII) que codifica resistencia a
kanamicina o a geneticina, el gen de higromicina fosfotransferasa (HPT) que codifica resistencia a higromicina. Los
genes marcadores seleccionables adicionales incluyen resistencia a dihidrofolato reductasa o a neomicina para el
cultivo de células eucariotas, y resistencia a tetraciclina o a ampicilina en E. coli.

En el Ejemplo 3 se describe un vector de expresion ejemplar para la expresion de polipéptidos
B-glucosidasa de la invencién, que se presenta mas adelante en el presente documento.

Sintesis y manipulacion de polinucleétidos S-glucosidasa

Pueden prepararse polinucleétidos que codifican B-glucosidasa utilizando métodos que son bien conocidos
en la técnica. Por lo general, los oligonucleétidos de hasta aproximadamente 40 bases se sintetizan individualmente,
a continuacion se unen (por ejemplo, mediante métodos de ligacion enzimatica o quimica, o métodos mediados por
polimerasa) para formar esencialmente cualquier secuencia continua deseada. Por ejemplo, pueden prepararse
polinucleétidos de la presente invencion mediante sintesis quimica utilizando, por ejemplo, el clasico método de la
fosforamidita descrito por Beaucage, et al., 1981, Tetrahedron Letters, 22:1859-1869, o el método descrito por
Matthes, et al., 1984, EMBO J. 3:801-05. Estos métodos se ponen en practica por lo general en métodos de sintesis
automatizados. Segun el método de la fosforamidita, los oligonucledtidos se sintetizan, por ejemplo, en un
sintetizador de ADN automatico, se purifican, hibridan, ligan y clonan en vectores apropiados.

Ademas, puede encargarse esencialmente cualquier acido nucleico a cualquiera de diversas fuentes
comerciales, tales como The Midland Certified Reagent Company (Midland, TX), The Great American Gene
Company (Ramona, CA), ExpressGen Inc. (Chicago, IL), Operon Technologies Inc. (Alameda, CA), y muchos otros.

Los polinucleétidos también pueden sintetizarse mediante técnicas bien conocidas como se describe en la
literatura técnica. Véase, por ejemplo, Carruthers, et al., 1982, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 47:411-18 y
Adams et al., 1983, J. Am. Chem. Soc. 105:661. A continuacion, pueden obtenerse fragmentos de ADN bicatenario
ya sea sintetizando la hebra complementaria e hibridando las hebras juntas en condiciones apropiadas, o afiadiendo
la hebra complementaria utilizando ADN polimerasa con una secuencia de cebador apropiada.

Los textos generales que describen técnicas de biologia molecular que son (Utiles en el presente
documento, que incluyen el uso de vectores, promotores, protocolos suficientes para dirigir a los expertos a través
de métodos de amplificacién in vitro, incluida la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y la reaccién en cadena
de la ligasa (LCR), y muchos otros métodos pertinentes, incluyen Berger y Kimmel, Guide to Molecular Cloning
Techniques, Methods in Enzymology, volumen 152, Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger); Sambrook et al.,
Molecular Cloning - A Laboratory Manual (22 ed.), vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
Nueva York, 1989 ("Sambrook™) y Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., Eds., Current
Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (con
suplementos hasta 1999) (“Ausubel"). Se hace referencia a Berger, Sambrook y Ausubel, asi como a Mullis et al.,
(1987) patente de Estados Unidos N° 4.683.202; PCR Protocols A Guide to Methods and Applications (Innis et al.
eds.) Academic Press Inc. San Diego, CA (1990) (Innis); Arnheim y Levinson (1 de octubre de 1990) C&EN 36-47;
The Journal Of NIH Research (1991) 3, 81-94; (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86, 1173; Guatelli et
al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 87, 1874; Lomell et al. (1989) J. Clin. Chem. 35, 1826; Landegren et al.,
(1988) Science 241, 1077-1080; Van Brunt (1990) Biotechnology 8, 291-294; Wu y Wallace, (1989) Gen 4, 560;
Barringer et al. (1990) Gen 89, 117, y Sooknanan y Malek (1995) Biotechnology 13: 563-564. Se describen métodos
para la clonacion in vitro de acidos nucleicos amplificados en Wallace et al., patente de Estados Unidos
N° 5.426.039.

Hospedadores de expresion

La presente invencién también proporciona células hospedadoras manipuladas (recombinantes) que se
transforman con un vector de expresion o constructo de ADN que codifica B-glucosidasa. Opcionalmente, la
expresion de B-glucosidasa en la célula esta bajo el control de un promotor heterélogo. Las células hospedadoras de
la invencion pueden utilizarse para producir polipéptidos B-glucosidasa. Por lo tanto, la presente invencién se refiere
a una célula hospedadora que comprende cualquier polinucleétido B-glucosidasa de la presente invencion que se
haya descrito anteriormente en el presente documento. Tal como se utiliza en el presente documento, una célula
hospedadora genéticamente modificada o recombinante incluye la progenie de dicha célula hospedadora que
comprende un polinucleétido B-glucosidasa que codifica un polipéptido recombinante de la invencién. En algunas
formas de realizacion, la célula hospedadora genéticamente modificada o recombinante es una célula eucariota. Las
células hospedadoras eucariotas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células flngicas, células de algas,
células de insectos y células vegetales. En algunos casos, las células hospedadoras pueden modificarse para
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aumentar la expresion, secrecion o estabilidad de las proteinas, o para conferir otras caracteristicas deseadas. Las
células (por ejemplo, de hongos) que se han mutado o seleccionado para que tengan baja actividad proteasa son
particularmente Utiles para la expresion. Por ejemplo, pueden utilizarse cepas C1 en las que se ha delecionado o
alterado el locus alpl (proteasa alcalina).

Las células hospedadoras fungicas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, Ascomycota, Basidiomycota,
Deuteromycota, Zygomycota, Fungi imperfecti. Las células hospedadoras flngicas particularmente preferentes son
células de levadura y células de hongos filamentosos. Las células hospedadoras de hongos filamentosos de la
presente invencion incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycotina y Oomycota (véase, por
ejemplo, Hawksworth et al., En Ainsworth and Bisby’s Dictionary of The Fungi, 82 edicién, 1995, CAB International,
University Press, Cambridge, Reino Unido). Los hongos filamentosos se caracterizan por un micelio vegetativo con
una pared celular compuesta por quitina, celulosa y otros polisacaridos complejos. Las células hospedadoras de
hongos filamentosos de la presente invencion son morfoldgicamente distintas de la levadura.

En una forma de realizacion, la célula hospedadora es una célula C1. En una forma de realizacion, la célula
hospedadora es una célula de una especie de Myceliophthora, tal como Myceliophthora thermophila. En algunas
formas de realizacion, la célula hospedadora de hongo filamentoso puede ser una célula de una especie de, pero no
limitada a, Achlya, Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Cephalosporium,
Chrysosporium, Cochliobolus, Corynascus, Cryphonectria, Cryptococcus, Coprinus, Coriolus, Diplodia, Endothis,
Fusarium, Gibberella, Gliocladium, Humicola, Hypocrea, Myceliophthora, Mucor, Neurospora, Penicillium,
Podospora, Phlebia, Piromyces, Pyricularia, Rhizomucor, Rhizopus, Schizophyllum, Scytalidium, Sporotrichum,
Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Trametes, Tolypocladium, Trichoderma, Verticillium, Volvariella o teleomorfos
o0 anamorfos y sinénimos o equivalentes taxondmicos de las mismas. En algunas formas de realizacion, la célula
hospedadora es una célula distinta de C1 o distinta de una especie de Myceliophthora.

En algunas formas de realizaciéon de la invencion, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de
especies de Aspergillus, especies de Ceriporiopsis, especies de Chrysosporium, especies de Corynascus, especies
de Fusarium, especies de Humicola, especies de Neurospora, especies de Penicillium, especies de Tolypocladium,
especies de Tramates, o especies de Trichoderma.

En algunas formas de realizacion de la invencion, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de
especies de Trichoderma, por ejemplo, T. longibrachiatum, T. viride (por ejemplo, ATCC 32098 y 32086), Hypocrea
jecorina o T. reesei (NRRL 15709, ATTC 13631, 56764, 56765, 56466, 56767 y RL-P37 y derivados de las mismas -
Véase Sheir-Neiss et al., 1984, Appl. Microbiol. Biotechnology, 20:46-53), T. koningii, y T. harzianum. Ademas, el
término "Trichoderma" se refiere a cualquier cepa flngica que se haya clasificado anteriormente como Trichoderma
0 que se clasifica actualmente como Trichoderma.

En algunas formas de realizacion de la invencion, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de
especies de Aspergillus, por ejemplo, A. awamori, A. funigatus, A. japonicus, A. nidulans, A. niger, A. aculeatus, A.
foetidus, A. oryzae, A. sojae, y A. kawachi. (Se hace referencia a Kelly y Hynes, 1985, EMBO J. 4,475479; NRRL
3112, ATCC 11490, 22342, 44733 y 14331; Yelton et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 81, 1470-1474; Tilburn
et al., 1982, Gene 26,205-221; y Johnston et al., 1985, EMBO J. 4, 1307 -1311).

En algunas formas de realizacion de la invencion, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de
especies de Fusarium, por ejemplo, F. bactridioides, F. cerealis, F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum, F.
graminum. F. oxysporum, F. roseum, y F.venenatum. En algunas formas de realizacion de la invencion, la célula
hospedadora de hongo filamentoso es de especies de Neurospora, por ejemplo, N. crassa. Se hace referencia a
Case, M.E. et al., (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 76, 5259-5263; USP 4.486.553; y Kinsey, J.A. y J.A.
Rambosek (1984) Molecular and Cellular Biology 4, 117-122. En algunas formas de realizacién de la invencién, la
célula hospedadora de hongo filamentoso es de especies de Humicola, por ejemplo, H. insolens, H. grisea, y H.
lanuginosa. En algunas formas de realizaciéon de la invencién, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de
especies de Mucor, por ejemplo, M. miehei y M. circinelloides. En algunas formas de realizacion de la invencion, la
célula hospedadora de hongo filamentoso es de especies de Rhizopus, por ejemplo, R. oryzae y R. niveus. En
algunas formas de realizacion de la invencion, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de especies de
Penicillum, por ejemplo, P. purpurogenum, P. chrysogenum y P. verruculosum. En algunas formas de realizacion de
la invencidn, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de especies de Thielavia, por ejemplo, T. terrestris. En
algunas formas de realizacion de la invencion, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de especies de
Tolypocladium, por ejemplo, T. inflatum y T. geodes. En algunas formas de realizaciéon de la invencion, la célula
hospedadora de hongo filamentoso es de especies de Trametes, por ejemplo, T. villosa y T. versicolor.

En algunas formas de realizacion de la invencion, la célula hospedadora de hongo filamentoso es de
especies de Chrysosporium, por ejemplo, C. lucknowense, C. keratinophilum, C. tropicum, C. merdarium, C. inops,
C. pannicola, y C. zonatum. En una forma de realizacién particular, el hospedador es C. lucknowense.

En la presente invencion, una célula hospedadora de levadura puede ser una célula de una especie de,
pero no limitada a, Candida, Hansenula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, y Yarrowia.
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En algunas formas de realizacion de la invencion, la célula de levadura es Hansenula polymorpha, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces norbensis, Saccharomyces
kluyveri, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia kodamae, Pichia
membranaefaciens, Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia quercuum, Pichia pijperi, Pichia
stipitis, Pichia methanolica, Pichia angusta, Kluyveromyces lactis, Candida albicans, y Yarrowia lipolytica.

En algunas formas de realizaciéon de la invencién, la célula hospedadora es de alga tal como,
Chlamydomonas (por ejemplo, C. reinhardtii) y Phormidium (P. sp. ATCC29409).

En otras formas de realizacion, la célula hospedadora es una célula procariota. Las células procariotas
adecuadas incluyen células de bacterias gram positivas, gram negativas y gram variables. La célula hospedadora
puede ser una especie de, pero no limitada a, Agrobacterium, Alicyclobacillus, Anabaena, Anacystis, Acinetobacter,
Acidothermus, Arthrobacter, Azobacter, Bacillus, Bifidobacterium, Brevibacterium, Butyrivibrio, Buchnera,
Campestris, Campylobacter, Clostridium, Corynebacterium, Chromatium, Coprococcus, Escherichia, Enterococcus,
Enterobacter, Erwinia, Fusobacterium, Faecalibacterium, Francisella, Flavobacterium, Geobacillus, Haemophilus,
Helicobacter, Klebsiella, Lactobacillus, Lactococcus, llyobacter, Micrococcus, Microbacterium, Mesorhizobium,
Methylobacterium, Mycobacterium, Neisseria, Pantoea, Pseudomonas, Prochlorococcus, Rhodobacter,
Rhodopseudomonas, Roseburia, Rhodospirillum, Rhodococcus, Scenedesmus, Streptomyces, Streptococcus,
Synecoccus, Saccharomonospora, Staphylococcus, Serratia, Salmonella, Shigella, Thermoanaerobacterium,
Tropheryma, Tularensis, Temecula, Thermosynechococcus, Thermococcus, Ureaplasma, Xanthomonas, Xylella,
Yersinia y Zymomonas.

En algunas formas de realizacion, la célula hospedadora es una especie de Agrobacterium, Acinetobacter,
Azobacter, Bacillus, Bifidobacterium, Buchnera, Geobacillus, Campylobacter, Clostridium, Corynebacterium,
Escherichia, Enterococcus, Erwinia, Flavobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Pantoea, Pseudomonas,
Staphylococcus, Salmonella, Streptococcus, Streptomyces, y Zymomonas.

En otras formas de realizaciébn mas, la cepa hospedadora bacteriana no es patégena para los seres
humanos. En algunas formas de realizacion, la cepa hospedadora bacteriana es una cepa industrial. Se conocen y
son adecuadas en la presente invencidon numerosas cepas industriales bacterianas.

En algunas formas de realizacion de la invencién, la célula hospedadora bacteriana es de especies de
Agrobacterium, por ejemplo, A. radiobacter, A. rhizogenes y A. rubi. En algunas formas de realizacion de la
invencion, la célula hospedadora bacteriana es de especies de Arthrobacter, por ejemplo, A. aurescens, A. citreus,
A. globformis, A. hydrocarboglutamicus, A. mysorens, A. nicotianae, A. paraffineus, A. protophonniae, A.
roseopardffinus, A. sulfureus, y A. ureafaciens. En algunas formas de realizacion de la invencién, la célula
hospedadora bacteriana es de especies de Bacillus, por ejemplo, B. thuringiensis, B. anthracis, B. megaterium, B.
subtilis, B. lentus, B. circulans, B. pumilus, B. lautus, B.coagulans, B. brevis, B. firmus, B. alkaophius, B.
licheniformis, B. clausii, B. stearothermophilus, B. halodurans y B. amyloliquefaciens. En formas de realizacién
particulares, la célula hospedadora sera una cepa de Bacillus industrial incluida, pero no limitada a, B. subtilis, B.
pumilus, B. licheniformis, B. megaterium, B. clausii, B. stearothermophilus y B. amyloliquefaciens. Algunas formas de
realizacién preferentes de una célula hospedadora de Bacillus incluyen B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, B.
stearothermophilus y B. amyloliquefaciens. En algunas formas de realizacién, la célula hospedadora bacteriana es
de especies de Clostridium, por ejemplo, C. acetobutylicum, C. tetani E88, C. lituseburense, C. saccharobutylicum,
C. perfringens, C. y beijerinckii. En algunas formas de realizacion, la célula hospedadora bacteriana es de especies
de Corynebacterium, por ejemplo, C. glutamicum y C. acetoacidophilum. En algunas formas de realizacion, la célula
hospedadora bacteriana es de especies de Escherichia, por ejemplo, E. coli. En algunas formas de realizacién, la
célula hospedadora bacteriana es de especies de Erwinia, por ejemplo, E. uredovora, E. carotovora, E. ananas, E.
herbicola, E. punctata, y E. terreus. En algunas formas de realizacién, la célula hospedadora bacteriana es de
especies de Pantoea, por ejemplo, P. citrea y P. agglomerans. En algunas formas de realizacion, la célula
hospedadora bacteriana es de especies de Pseudomonas, por ejemplo, P. putida, P. aeruginosa, P. mevalonii y P.
sp. D-0I 10. En algunas formas de realizacion, la célula hospedadora bacteriana es de especies de Streptococcus,
por ejemplo, S. equisimiles, S. pyogenes y S. uberis. En algunas formas de realizacion, la célula hospedadora
bacteriana es de especies de Streptomyces, por ejemplo, S. ambofaciens, S. achromogenes, S. avermitilis, S.
coelicolor, S. aureofaciens, S. aureus, S. fungicidicus, S. griseus y S. lividans. En algunas formas de realizacion, la
célula hospedadora bacteriana es de especies de Zymomonas, por ejemplo, Z. mobilis y Z. lipolytica.

Las cepas que pueden utilizarse en la practica de la invencion, incluidas cepas procariotas y eucariotas, son
facilmente accesibles al publico a partir de varias colecciones de cultivos tales como la American Type Culture
Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Centraalbureau Voor
Schimmelcultures (CBS) y el Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research
Center (NRRL).

Las células hospedadoras pueden modificarse genéticamente para que tengan caracteristicas que mejoren

la secrecién de proteinas, la estabilidad de las proteinas u otras propiedades deseables para la expresién y/o
secrecién de una proteina. La modificacién genética puede conseguirse mediante técnicas de ingenieria genética o
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utilizando técnicas microbioldgicas clasicas, tales como mutagénesis quimica o por UV y seleccion posterior. Puede
utilizarse una combinacion de técnicas de seleccion clasica y de modificacion recombinante para producir el
organismo de interés. Utilizando la tecnologia recombinante, pueden introducirse, delecionarse, inhibirse o
modificarse moléculas de acido nucleico, de modo que dé como resultado un aumento de los rendimientos de
B-glucosidasa dentro del organismo o en el cultivo. Por ejemplo, la desactivacion génica de la funcién de Alpl da
como resultado una célula que no expresa la mayoria de o todas las celulasas. La desactivacion génica de la funcion
de pyr5 da como resultado una célula con un fenotipo deficiente en pirimidina.

Transformacién

La introduccién de un vector o constructo de ADN en una célula hospedadora puede efectuarse mediante
transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, electroporacion, u otras técnicas
comunes (véase Davis et al., 1986, Basic Methods in Molecular Biology). Se describe un método para la
transformacion de células hospedadoras C1 en el Ejemplo 4, que se presenta mas adelante. La transformacion de
células hospedadoras C1 es conocida en la técnica (véase, por ejemplo, el documento US 2008/0194005).

Condiciones de cultivo

Las células hospedadoras manipuladas pueden cultivarse en medios nutrientes convencionales
modificados segun resulte apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar el
polinucleétido B-glucosidasa. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son las utilizadas
anteriormente con la célula hospedadora seleccionada para la expresion, y resultaran evidentes para los expertos en
la materia. Como se ha sefialado, se dispone de muchas referencias para el cultivo y la produccién de muchas
células, incluidas células de origen bacteriano, vegetal, animal (especialmente de mamiferos) y arquebacteriano.
Sambrook, Ausubel y Berger (todos supra), asi como Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic
Technique, tercera edicién, Wiley-Liss, Nueva York y las referencias citadas en los mismos; Doyle y Griffiths (1997)
Mammalian Cell Culture: Essential Techniques John Wiley and Sons, NY; Humason (1979) Animal Tissue
Techniques, cuarta edicién, W.H. Freeman and Company; y Ricciardelli, et al., (1989) In vitro Cell Dev. Biol. 25:1016-
1024. Para el cultivo y regeneracion de células vegetales, Payne et al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid
Systems John Wiley & Sons, Inc. Nueva York, NY; Gamborg y Phillips (eds.) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ
Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg Nueva York); Jones, ed.
(1984) Plant Gene Transfer and Expression Protocols, Humana Press, Totowa, Nueva Jersey y Plant Molecular
Biology (1993) R.R.D. Croy, Ed. Bios Scientific Publishers, Oxford, Reino Unido. ISBN 0 12 198370 6. Los medios de
cultivo celular en general se establecen en Atlas y Parks (eds.) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC
Press, Boca Raton, FL. Se encuentra informacion adicional para el cultivo celular en la literatura disponible en el
mercado, tal como el Life Science Research Cell Culture Catalogue (1998) de Sigma-Aldrich, Inc (St Louis, MO)
("Sigma-LSRCCC") y, por ejemplo, The Plant Culture Catalogue y suplemento (1997) también de Sigma-Aldrich, Inc
(St Louis, MO) ("Sigma-PCCS").

Las condiciones de cultivo para las células hospedadoras C1 son conocidas en la técnica y pueden ser
determinadas facilmente por un experto. Véanse, por ejemplo, los documentos US 2008/0194005, US 20030187243,
WO 2008/073914 y WO 01/79507.

En algunas formas de realizacion, las células que expresan los polipéptidos B-glucosidasa de la invencion
se cultivan en condiciones de fermentacion discontinua o continua. La fermentacion discontinua clasica es un
sistema cerrado, en el que las composiciones del medio se establecen al comienzo de la fermentaciéon y no esta
sujeta a alternancias artificiales durante la fermentacion. Una variacion del sistema discontinuo es una fermentacion
alimentada que también se utiliza en la presente invencion. En esta variacion, el sustrato se afiade en incrementos a
medida que avanza la fermentacion. Los sistemas semicontinuos son Utiles cuando es probable que la represién
catabdlica inhiba el metabolismo de las células y cuando resulta deseable tener cantidades limitadas de sustrato en
el medio. Las fermentaciones discontinua y alimentada son comunes y bien conocidas en la técnica. La fermentacion
continua es un sistema abierto en el que se afiade continuamente un medio de fermentacion definido a un
biorreactor y se elimina simultdneamente una cantidad igual de medio acondicionado para el procesamiento. La
fermentacion continua mantiene generalmente los cultivos a una alta densidad constante en la que las células se
encuentran principalmente en la fase de crecimiento logaritmico. Los sistemas de fermentacién continua procuran
mantener condiciones de crecimiento en estado estacionario. Los métodos para la modulacién de nutrientes y
factores de crecimiento para los procesos de fermentacion continua asi como las técnicas para maximizar la
velocidad de formacién de producto son bien conocidos en la técnica de la microbiologia industrial.

También pueden emplearse sistemas de transcripcion/traduccion sin células para producir polipéptidos
B-glucosidasa utilizando los polinucleétidos de la presente invencion. Varios de tales sistemas estan disponibles en
el mercado. Se encuentra una guia general de protocolos de transcripcién y traduccion in vitro en Tymms (1995) In
vitro Transcription and Translation Protocols: Methods in Molecular Biology, volumen 37, Garland Publishing, NY.

V. PRODUCCION Y RECUPERACION DE POLIPEPTIDOS B-GLUCOSIDASA
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La presente invencion se refiere a un método para producir un polipéptido con actividad B-glucosidasa,
comprendiendo el método proporcionar una célula hospedadora transformada con cualquiera de los polinucleétidos
B-glucosidasa descritos de la presente invencion; cultivar la célula hospedadora transformada en un medio de cultivo
en condiciones en las que la célula hospedadora expresa el polipéptido 3-glucosidasa codificado; y, opcionalmente,
recuperar o aislar el polipéptido B-glucosidasa expresado, o recuperar o aislar el medio de cultivo que contiene el
polipéptido B-glucosidasa expresado. EI método proporciona adicionalmente de manera opcional lisar las células
hospedadoras transformadas después de que hayan expresado el polipéptido B-glucosidasa codificado v,
opcionalmente, recuperar o aislar el polipéptido B-glucosidasa expresado a partir del lisado celular. La presente
invenciéon proporciona adicionalmente un método para producir un polipéptido B-glucosidasa, comprendiendo dicho
método cultivar una célula hospedadora transformada con un polinucledtido B-glucosidasa en condiciones
adecuadas para la produccion del polipéptido B-glucosidasa y recuperar el polipéptido B-glucosidasa. En una forma
de realizacién adicional, la presente invencion proporciona un método para sobreexpresar (es decir, producir) un
polipéptido C1 B-glucosidasa que comprende: (a) proporcionar una célula hospedadora C1 recombinante que
comprende un constructo de acido nucleico, en el que el constructo de acido nucleico comprende una secuencia
polinucleotidica que codifica una C1 B-glucosidasa madura de la presente invencion y el constructo de acido
nucleico también comprende opcionalmente una secuencia polinucleotidica que codifica un péptido sefial en el
extremo amino terminal de dicha B-glucosidasa madura, en el que la secuencia polinucleotidica que codifica la C1
B-glucosidasa madura y el péptido sefial opcional esta unida operativamente a un promotor heterélogo; y (b) cultivar
la célula hospedadora en un medio de cultivo en condiciones en las que la célula hospedadora expresa el polipéptido
B-glucosidasa codificado, en el que el nivel de expresion de B-glucosidasa de la célula hospedadora es al menos
aproximadamente 2 veces superior al de C1 de tipo silvestre cultivada en las mismas condiciones. Puede medirse la
expresion del polipéptido B-glucosidasa utilizando un ensayo de actividad B-glucosidasa con para-nitrofenil--D-
glucopiranésido (pNPG), tal como el descrito en el Ejemplo 5. Puede medirse la expresion (es decir, la actividad) de
la B-glucosidasa secretada. Como alternativa, puede determinarse la expresion de la actividad B-glucosidasa total en
el cultivo. El péptido sefial empleado en este método puede ser cualquier péptido sefal heterélogo conocido en la
técnica o puede ser el péptido sefial de C1 B-glucosidasa de tipo silvestre (SEQ ID NO: 6). En algunas formas de
realizacién, el nivel de sobreexpresion es al menos aproximadamente 5 veces, 10 veces, 12 veces, 15 veces, 20
veces, 25 veces, 30 veces 6 35 veces superior al de la expresion de B-glucosidasa del C1 de tipo silvestre.

Por lo general, la recuperacion o aislamiento del polipéptido B-glucosidasa se da a partir del medio de
cultivo de la célula hospedadora, la célula hospedadora o ambos, utilizando técnicas de recuperacion de proteinas
que son bien conocidas en la técnica, incluidas las descritas en el presente documento. Las células se recolectan
por lo general por centrifugacién, se rompen mediante medios fisicos o quimicos, y el extracto bruto resultante puede
conservarse para una purificacion adicional. Las células microbianas empleadas en la expresidon de proteinas
pueden romperse mediante cualquier método conveniente, incluidos ciclos de congelacidn-descongelacion,
sonicacion, rotura mecanica o uso de agentes de lisis celular, u otros métodos, que son bien conocidos para los
expertos en la materia.

El polipéptido resultante puede recuperarse/aislarse y opcionalmente purificarse mediante cualquiera de
varios métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido puede aislarse del medio nutritivo mediante
procedimientos convencionales incluidos, pero no limitados a, centrifugacién, filtracién, extraccion, secado por
pulverizacién, evaporacion, cromatografia (por ejemplo, de intercambio i6nico, de afinidad, de interaccién hidréfoba,
cromatofocalizacion, y de exclusion por tamafio), o precipitacion. Pueden utilizarse etapas de renaturalizacion de
proteinas, como se desee, para completar la configuracion de la proteina madura. Finalmente, puede emplearse la
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) en las etapas finales de purificacion. La purificacion de BGL1
se describe en la publicacion de patente de EE.UU. US 2007/0238155. Ademas de las referencias citadas
anteriormente, se conocen en la técnica diversos métodos de purificacion, incluidos, por ejemplo, los expuestos en
Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; Bollag et al. (1996) Protein Methods, segunda
edicion, Wiley-Liss, Nueva York; Walker (1996) The Protein Protocols Handbook, Humana Press, NJ; Harris y Angal
(1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach, IRL Press en Oxford, Oxford, Inglaterra; Harris y
Angal, Protein Purification Methods: A Practical Approach, IRL Press en Oxford, Oxford, Inglaterra; Scopes (1993)
Protein Purification: Principles and Practice, 32 edicion, Springer Verlag, Nueva York; Janson y Ryden (1998) Protein
Purification: Principles, High Resolution Methods and Applications, segunda edicion, Wiley-VCH, Nueva York; y
Walker (1998) Protein Protocols en CD-ROM, Humana Press, NJ. En algunos casos, la proteina purificada puede
purificarse casi a homogeneidad o puede constituir al menos un 20%, al menos un 30% o al menos un 50% de la
proteina en la composicion.

Pueden utilizarse métodos inmunolégicos para purificar los polipéptidos B-glucosidasa. En un enfoque, un
anticuerpo generado contra los polipéptidos B-glucosidasa (por ejemplo, contra un polipéptido que comprende la
SEQ ID NO: 5) que utiliza métodos convencionales, se inmoviliza sobre perlas, se mezcla con medios de cultivo
celular en condiciones en las que la B-glucosidasa se una, y se hace precipitar. En un enfoque relacionado, se utiliza
inmunocromatografia.

Tal como se ha sefialado, en algunas formas de realizacion la 3-glucosidasa se expresa como una proteina

de fusion que incluye una porcidn que no es enzima. En algunas formas de realizacién, la secuencia de
B-glucosidasa se fusiona a un dominio que facilita la purificacién. Tal como se utiliza en el presente documento, la

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 538396 T3

expresion "dominio que facilita la purificacion” se refiere a un dominio que interviene en la purificacion del polipéptido
al que se fusiona. Los dominios de purificacion adecuados incluyen péptidos quelantes de metales, médulos de
histidina-triptéfano que permiten la purificacion sobre metales inmovilizados, una secuencia que se une a glutation
(por ejemplo, GST), un marcador hemaglutinina (HA) (que corresponde a un epitopo derivado de la proteina
hemaglutinina de la gripe; Wilson et al. (1984) Cell, 37: 767), secuencias proteicas de uniéon a maltosa, el epitopo
FLAG utilizado en el sistema de purificacion por extension/afinidad FLAGS (Immunex Corp, Seattle, Wash.), y
similares. La inclusién de una secuencia conectora polipeptidica escindible por proteasas entre el dominio de
purificacién y el polipéptido HHDH es util para facilitar la purificacion. Un vector de expresién contemplado para su
uso en las composiciones y los métodos descritos en el presente documento proporciona la expresiéon de una
proteina de fusiéon que comprende un polipéptido de la invencion fusionado a una regién de polihistidina, separados
por un sitio de escision de enteroquinasa. Los residuos de histidina facilitan la purificacion en IMAC (cromatografia
de afinidad por iones metalicos inmovilizados, como se describe en Porath et al. (1992) Protein Expression and
Purification 3:263-281) mientras que el sitio de escision de enteroquinasa proporciona un medio para separar el
polipéptido HHDH de la proteina de fusién. También pueden utilizarse vectores pGEX (Promega. Madison, Wis.)
para expresar polipéptidos extrafios como proteinas de fusién con la glutation S-transferasa (GST). En general, tales
proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de células lisadas por adsorcioén a perlas de
ligando-agarosa (por ejemplo, glutation-agarosa en el caso de fusiones con GST), seguido de elucién en presencia
de ligando libre.

VI. METODOS DE USO DE POLIPEPTIDOS B-GLUCOSIDASA Y CELULAS QUE EXPRESAN POLIPEPTIDOS
B-GLUCOSIDASA

Tal como se ha descrito anteriormente, los polipéptidos B-glucosidasa de la presente invencién pueden
utilizarse para catalizar la hidrélisis de un dimero de azlcar con la liberacion del mondémero de azUcar
correspondiente, por ejemplo, la conversidon de celobiosa con la liberacion de glucosa. Por lo tanto, la presente
invenciéon proporciona un método de produccion de glucosa, (a) proporcionando una celobiosa; y (b) poniendo en
contacto la celobiosa con un polipéptido B-glucosidasa de la invencién en condiciones suficientes para formar una
mezcla de reaccion para convertir la celobiosa en glucosa. El polipéptido B-glucosidasa puede utilizarse en tales
métodos, ya sea en forma aislada o como parte de una composicion, tal como cualquiera de los descritos en el
presente documento. El polipéptido B-glucosidasa también puede proporcionarse en medios de cultivo celular o en
un lisado celular. Por ejemplo, después de producir el polipéptido B-glucosidasa mediante cultivo de una célula
hospedadora transformada con un vector o polinucleétido B-glucosidasa de la presente invencion, no es necesario
aislar la B-glucosidasa del medio de cultivo (es decir, si la B-glucosidasa es secretada en el medio de cultivo) o lisado
celular (es decir, si la B-glucosidasa no es secretada en el medio de cultivo) o utilizarla en forma purificada para que
sea util en otros métodos de utilizacion del polipéptido B-glucosidasa. Cualquier composicién, medio de cultivo
celular o lisado celular que contenga un polipéptido B-glucosidasa de la presente invencion puede ser adecuado
para su uso en métodos que utilizan una P-glucosidasa. Por lo tanto, la presente invenciéon proporciona
adicionalmente un método de produccion de glucosa: (a) proporcionando una celobiosa; y (b) poniendo en contacto
la celobiosa con un medio de cultivo o lisado celular o composicion que comprende un polipéptido B-glucosidasa de
la presente invencién en condiciones suficientes para formar una mezcla de reaccion para convertir la celobiosa en
glucosa.

La presente invencion proporciona adicionalmente composiciones que son (tiles para la conversion
enzimatica de la celobiosa en glucosa. Por ejemplo, pueden combinarse uno o mas polipéptidos -glucosidasa de la
presente invencién con otra enzima y/o un agente que modifique las propiedades de manejo de material a granel o
procesabilidad adicional de la(s) B-glucosidasa(s) (por ejemplo, un agente fluidificante, agua, tampdn, un
tensioactivo, y similares), o que mejore la eficacia de la conversion de la celobiosa en glucosa, tal como se describe
con mas detalle mas adelante. La otra enzima puede ser una B-glucosidasa diferente u otra enzima celulasa.

Mezclas de celulasas

Por ejemplo, en algunas formas de realizacién, la B-glucosidasa se combina con otras celulasas para
formar una mezcla de celulasas. La mezcla de celulasas puede incluir celulasas seleccionados de entre celulasas
CBH, EG y BG (por ejemplo, celulasas de Trichoderma reesei (por ejemplo, celulasa C2730 de Trichoderma reesei
ATCC N°25921, Sigma-Aldrich, Inc.), Acidothermus cellulolyticus, Thermobifida fusca, Humicola grisea y
Chrysosporium sp.). Las enzimas de la mezcla de celulasas trabajan conjuntamente, lo que da como resultado la
descristalizacién y la hidrélisis de la celulosa a partir de un sustrato de biomasa para producir azicares solubles,
tales como, pero no limitados a, la glucosa (Véase Brigham et al., 1995, en Handbook on Bioethanol (C. Wyman ed.)
pags. 119-141, Taylor y Francis, Washington DC).

Las mezclas de celulasas para una hidrélisis enzimatica eficaz de la celulosa son conocidas (véase, por
ejemplo, Viikari et al., 2007, "Thermostable enzymes in lignocellulose hydrolysis" Adv Biochem Eng Biotechnol
108:121-45, y las publicaciones de patentes de EE.UU. US 2009/0061484, US 2008/0057541 y US 2009/0209009 de
logen Energy Corp.). En algunas formas de realizacion, las mezclas de enzimas naturales o recombinantes
purificadas se combinan con materia prima celulésica o un producto de hidrdlisis de la celulosa. Como alternativa, o
ademas, puede utilizarse una o mas células que producen celulasas naturales o recombinantes.
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Otros componentes de las composiciones de 8-glucosidasa

Los polipéptidos B-glucosidasa de la presente invencion pueden utilizarse en combinacidon con otros
ingredientes opcionales, tales como un tampon, un tensioactivo y/o un agente limpiador. Puede utilizarse un tampén
con un polipéptido B-glucosidasa de la presente invencién (opcionalmente en combinacion con otras celulasas,
incluida otra B-glucosidasa) para mantener un pH deseado dentro de la solucion en la que se emplea la
B-glucosidasa. La concentracion exacta de tampdn empleado dependera de varios factores que el experto en la
técnica puede determinar. Los tampones adecuados son bien conocidos en la técnica. Puede utilizarse
adicionalmente un tensioactivo en combinaciéon con las celulasas de la presente invencién. Los tensioactivos
adecuados incluyen cualquier tensioactivo compatible con la pB-glucosidasa y otras celulasas opcionales que se
estén utilizando. Los tensioactivos ejemplares incluyen un tensioactivo aniénico, un tensioactivo no ionico y
tensioactivos anfoliticos.

Los tensioactivos aniénicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, alquilbencenosulfonatos ramificados
o lineales; sulfatos de alquil éter o alquenil éter con grupos alquilo o grupos alquenilo lineales o ramificados; sulfatos
de alquilo o alquenilo; olefinsulfonatos; alcanosulfonatos, y similares. Los contraiones adecuados para los
tensioactivos anionicos incluyen, por ejemplo, iones de metales alcalinos, tales como sodio y potasio; iones de
metales alcalinotérreos, tales como calcio y magnesio; ion amonio; y alcanolaminas que tienen de 1 a 3 grupos
alcanol con un nimero de atomos de carbono de 2 6 3. Los tensioactivos anfoliticos adecuados para su uso en la
practica de la presente invencion incluyen, por ejemplo, sulfonatos de sales de amonio cuaternario, tensioactivos
anfoliticos de tipo betaina, y similares. Los tensioactivos no i6nicos adecuados incluyen generalmente éteres de
polioxialquileno, asi como alcanolamidas de éacidos grasos superiores o aductos de oOxido de alquileno de las
mismas, monoésteres de acidos grasos de glicerina, y similares. También pueden emplearse mezclas de
tensioactivos como se conoce en la técnica.

Produccioén de azlcares fermentables a partir de biomasa celulésica

Los polipéptidos B-glucosidasa de la presente invencion, asi como cualquier composicion, medio de cultivo
o lisado celular que comprende tales polipéptidos B-glucosidasa, pueden utilizarse en la produccién de
monosacaridos, disacaridos u oligdmeros de un mono o disacarido como materia prima quimica o de fermentacion a
partir de biomasa. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "biomasa" se refiere a material biolégico
vivo 0 muerto que contiene un sustrato polisacéarido, tal como, por ejemplo, celulosa, almidén, y similares. Por lo
tanto, la presente invencién proporciona un método para convertir un sustrato de biomasa en un azucar fermentable,
comprendiendo el método poner en contacto un medio de cultivo o lisado celular que contiene un polipéptido
B-glucosidasa segun la invencién, con el sustrato de biomasa en condiciones adecuadas para la produccion del
azlcar fermentable. La presente invencidon proporciona adicionalmente un método para convertir un sustrato de
biomasa en un azlcar fermentable (a) pretratando un sustrato de celulosa para aumentar su susceptibilidad a la
hidrélisis; (b) poniendo en contacto el sustrato de celulosa pretratado de la etapa (a) con una composicion, medio de
cultivo o lisado celular que contiene un polipéptido B-glucosidasa de la presente invencién (y opcionalmente otras
celulasas) en condiciones adecuadas para la produccién del azicar fermentable.

En algunas formas de realizacién, la biomasa incluye sustratos celuldsicos, incluidos pero no limitados a,
madera, pasta de madera, pasta de papel, rastrojo de maiz, fibra de maiz, arroz, desechos de la elaboracién de
pulpa y papel, plantas herbaceas o lefiosas, pulpa vegetal o de fruta, grano de destileria, hierbas, cascarilla de arroz,
paja de trigo, algoddn, cafiamo, lino, sisal, mazorcas de maiz, bagazo de cafia de azucar, pasto varilla, y mezclas de
los mismos. La biomasa puede pretratarse opcionalmente para aumentar la susceptibilidad de la celulosa a la
hidrélisis utilizando métodos conocidos en la técnica tales como pretratamientos quimicos, fisicos y bioldgicos (por
ejemplo, explosién de vapor, reduccion a pulpa, desfibrado, hidrélisis acida, exposicion a disolventes, y similares, asi
como combinaciones de los mismos). En algunas formas de realizacion, la biomasa comprende plantas transgénicas
que expresan enzimas ligninasa y/o celulasa que degradan la lignina y la celulosa. Véase, por ejemplo, el
documento US 20080104724. La biomasa puede incluir celobiosa y/o puede tratarse enzimaticamente para generar
celobiosa para la conversion en un azUcar soluble (por ejemplo, glucosa).

En algunas formas de realizaciéon, pueden hacerse reaccionar el polipéptido B-glucosidasa y lisados
celulares, medios de cultivo celular y composiciones que contienen polipéptido B-glucosidasa con la biomasa o
biomasa pretratada a una temperatura en el intervalo comprendido entre aproximadamente 25°C vy
aproximadamente 100°C, entre aproximadamente 30°C y aproximadamente 90°C, entre aproximadamente 30°C y
aproximadamente 80°C, entre aproximadamente 40°C y aproximadamente 80°C, y entre aproximadamente 35°C y
aproximadamente 75°C. También pueden hacerse reaccionar la biomasa con los lisados celulares, medios de cultivo
celular y composiciones que contienen polipéptido B-glucosidasa y polipéptidos 11-glucosidasa a una temperatura
de aproximadamente 25°C, a aproximadamente 30°C, a aproximadamente 35°C, a aproximadamente 40°C, a
aproximadamente 45°C, a aproximadamente 50°C, a aproximadamente 55°C, a aproximadamente 60°C, a
aproximadamente 65°C, a aproximadamente 70°C, a aproximadamente 75°C, a aproximadamente 80°C, a
aproximadamente 85°C, a aproximadamente 90°C, a aproximadamente 95°C y a aproximadamente 100°C. Ademas
de las temperaturas descritas anteriormente, las condiciones adecuadas para la conversion de un sustrato de
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biomasa en un azicar fermentable que emplea un polipéptido B-glucosidasa de la presente invencién
(opcionalmente en una composicidn, medio de cultivo celular o lisado celular) incluyen llevar a cabo el proceso a un
pH en un intervalo de aproximadamente pH 3,0 a aproximadamente 8,5, aproximadamente pH 3,5 a
aproximadamente 8,5, aproximadamente pH 4,0 a aproximadamente 7,5, aproximadamente pH 4,0 a
aproximadamente 7,0 y aproximadamente pH 4,0 a aproximadamente 6,5. Los expertos habituales en la materia
comprenderan que los tiempos de reaccidon para convertir un sustrato de biomasa particular en un azlcar
fermentable pueden variar, pero que puede determinarse facilmente el tiempo de reaccion éptimo. Los tiempos de
reaccion ejemplares pueden estar en el intervalo comprendido entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 240
horas, entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 180 horas, y entre aproximadamente 10,0 y
aproximadamente 150 horas. Por ejemplo, el tiempo de incubacién puede ser de al menos 1 hora, al menos 5 horas,
al menos 10 horas, al menos 15 horas, al menos 25 horas, al menos 50 horas, al menos 100 horas, al menos 180, y
similares.

La reaccion de la B-glucosidasa con el sustrato de biomasa o sustrato de biomasa pretratado en estas
condiciones puede dar como resultado la liberacién de cantidades considerables de los azlcares solubles a partir del
sustrato. Por ejemplo, puede disponerse de al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un
50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90% o mas de azlcar soluble, en
comparacion con la liberacién de azdcar mediante la C1 de tipo silvestre. En alguna forma de realizacion, la cantidad
de azucar soluble disponible puede ser al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces 0 al menos 5 veces
superior a la disponible mediante la C1 de tipo silvestre en las mismas condiciones. En algunas formas de
realizacion, los azucares solubles comprenderan glucosa.

Los azlcares solubles producidos mediante los métodos de la presente invencion pueden utilizarse para
producir un alcohol (tal como, por ejemplo, etanol, butanol, y similares). Por consiguiente, la presente invencién
proporciona un método de produccién de un alcohol, en el que el método comprende (a) proporcionar un azucar
fermentable producido utilizando un polipéptido B-glucosidasa de la presente invencion en los métodos descritos
anteriormente; (b) poner en contacto el azdicar fermentable con un microorganismo fermentador para producir el
alcohol u otro producto metabdlico; y (c) recuperar el alcohol u otro producto metabdlico.

En algunas formas de realizacion, el polipéptido B-glucosidasa de la presente invencién, o la composicion,
medio de cultivo celular o lisado celular que contiene el polipéptido B-glucosidasa puede utilizarse para catalizar la
hidrélisis de un sustrato de biomasa hasta un azlcar fermentable en presencia de un microorganismo fermentador
tal como una levadura (por ejemplo, Saccharomyces sp., tal como, por ejemplo, S. cerevisiae, Zymomonas sp., E.
coli, Pichia sp., y similares) u otros microorganismos fermentadores de C5 6 C6 que son bien conocidos en la
técnica, para producir un producto final tal como etanol. En este proceso de sacarificacion y fermentacion
simultaneas (SSF) los azlcares fermentables (por ejemplo, glucosa y/o xilosa) se eliminan del sistema mediante el
proceso de fermentacion.

Los azucares solubles producidos utilizando un polipéptido B-glucosidasa de la presente invencién también
pueden utilizarse en la produccién de otros productos finales tal como, por ejemplo, acetona, un aminoacido (por
ejemplo, glicina, lisina, y similares), un acido organico (por ejemplo, acido lactico, y similares), glicerol, un diol (por
ejemplo, 1,3 propanodiol, butanodiol, y similares) y piensos.

Un experto en la materia comprendera facilmente que las composiciones de polipéptido B-glucosidasa de la
presente invencidon pueden utilizarse en forma de solucién acuosa o concentrado soélido. Cuando se emplean
soluciones acuosas, la solucion de B-glucosidasa puede diluirse facilmente para permitir las concentraciones
precisas. Un concentrado puede estar en cualquier forma reconocida en la técnica incluido, por ejemplo, liquidos,
emulsiones, suspensiones, gel, pastas, granulos, polvos, un aglomerado, un disco soélido, asi como otras formas que
son bien conocidas en la técnica. También pueden utilizarse otros materiales con o incluidos en la composicién de
B-glucosidasa de la presente invencidn como se desee, incluidas piedras, piedra pémez, cargas, disolventes,
activadores enzimaticos y agentes anti-redeposicién dependiendo del uso pretendido de la composicion.

Ademas de utilizarse para la conversion de biomasa celulésica, los polipéptidos B-glucosidasa y las
composiciones de los mismos también pueden utilizarse en la industria de alimentos y bebidas, por ejemplo, en el
proceso de elaboracién del vino para la liberacion eficaz de los monoterpenoles (véase, por ejemplo, Yanai y Sato
(1999) Am. J. Enol Eitic., 50: 231 - 235) y para la preparacién de tofu enriquecido en glicona isoflavonas (véase, por
ejemplo, Mase et al., (2004). J. Appl. Glycosci., 51:211-216). Los polipéptidos B-glucosidasa de la presente invencion
también pueden emplearse en las composiciones de detergente para mejorar el rendimiento de limpieza (véase, por
ejemplo, los documentos USP 7.244.605; US 5.648.263 y WO 2004/048592).

Los aspectos anteriores y otros aspectos de la invencién pueden comprenderse mejor en relacion a los
siguientes ejemplos no limitativos.

Vill. EJEMPLOS

Ejemplo 1. Clonaciéon de ADN genémico
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Se aislé ADN genémico de células C1 mediante procedimientos convencionales. En resumen, se sembré
un inéculo de hifas en un medio de crecimiento y se dejé crecer durante 72 horas a 35°C. La estera micelial se
recogio por centrifugacion, se lavo y se afiadieron 50 ul de tampon de extraccion de ADN (TRIS 200 mM pH 8,0;
NaCl 250 mM; EDTA 125 mM; SDS al 0,5%). Se moli6 el micelio con una trituradora cénica, se volvid a extraer con
250 ul de tampén de extraccion y se centrifugé la suspension. Se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo que
contenia 300 pl de isopropanol. Se recogi6é el ADN por centrifugacion, se lavé dos veces con etanol al 70%, y se
diluy6 en 100 pl de agua.

Se clond la regién que incluia el gen bgll de B-glucosidasa de cada una de tres cepas C1, incluidas las
células de tipo silvestre y dos lineas celulares Alp1° diferentes, y se secuenciaron. La clonacion se llevo a cabo
utilizando PCR con los cebadores internos y externos que se muestran en la Tabla 3. El producto de amplificacion de
los cebadores internos es la porcion que codifica la proteina del gen bgll, mientras que el cebador externo incluye
las secuencias flanqueantes 5’y 3'.

TABLA 3
Cebadores internos:
Clbgl fwdl ATGAAGGCTGCTGCGCTTTC SEQ ID NO:22
Clbgl revl TCATTAAGGAAGCTCAATCTTGAGATC | SEQ ID NO:23
Cebadores externos:
C1 bgl fwd2 TCTCTGCCGGTGCCATCAATCATCT SEQ ID NO:24
C1 bgl_rev2 GCTCACCGGAACTTGCCAAGTGCT SEQ ID NO:25

La secuencia de bgll se proporciona en la Figura 1 (secuencia superior). En particular, la secuencia
gendmica de C1 que se obtuvo diferia de las secuencias publicadas en cuatro posiciones (correspondientes a los
nucleétidos 1440, 1451, 1511 y 1521 de la SEQ ID NO: 1).

Ejemplo 2. Clonacién de ADNc

Se cloné ADNc de bgll de C1y se secuencié como se describe a continuacion.
Extraccion de ARN a partir de medios de fermentacion de C1

Se purifico ARN a partir de un cultivo de C1 de 3 dias (cepa Alp1”) cultivado a 35°C con agitacion a
250 rpm. Se transfirieron 500 pl-1.200 pl del caldo de cultivo a un mortero enfriado y se trituraron minuciosamente
con la mano de mortero en presencia de N2 liquido. Se transfirid el polvo de células a un tubo Eppendorf y se
afiadieron a la muestra 1,500 pl de reactivo Trizol. Después de mezclar, se incubd durante 20 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 12.000 g, 4°C, durante 15 minutos. Se transfirié el homogeneizado transparente a un tubo
de centrifuga de 2 ml y se afiadieron 300 ul de cloroformo, se mezcl6 y se centrifugé a 12.000 g 4°C durante 30
minutos. Se transfiri6 la fase acuosa superior a un nuevo tubo de 2 ml y se hizo precipitar por adicién de 1.200 pl de
EtOH al 96%. Se purificé adicionalmente la muestra utilizando el kit RNeasy de Qiagen utilizando las instrucciones
del fabricante. Brevemente: se transfirieron 700 ul de muestra precipitada a la minicolumna de centrifugacion del
RNeasy y se centrifugé durante 20 segundos a 10.000 g a 20°C. Se afiadieron 350 pl de tampén RW1 y se
centrifugdé durante 20 segundos a 10.000 g a 20°C. La solucién de ADNasa se afiadio directamente a la membrana
de la columna de centrifugacion del RNeasy, y se incubé a temperatura ambiente durante 25 minutos. Se afiadieron
350 pl de tampén RW1 y se centrifugé durante 20 segundos a 10.000 g a 20°C. Se afadieron a la columna de
centrifugacion dos veces 500 ul de tampén RPE y se centrifugd durante 20 segundos a 10.000 g a 20°C. Se colocé
la columna de centrifugacion del RNeasy en un nuevo tubo de recogida de 2 ml y se centrifugé durante 1 minuto a
10.000 g a 20°C. A continuacion, se colocé la columna de centrifugacion del RNeasy en un nuevo tubo de recogida
de 1,5 ml y se afiadieron 30 pl de agua sin ARNasa directamente a la membrana de la columna de centrifugacion y
se centrifugé durante 1 minuto a 10.000g a 20°C. La concentracion de la solucion de ARN total fue
aproximadamente 1,9 pg/ul.

Sintesis de la primera hebra mediante transcriptasa inversa Superscript Il
A un tubo de microcentrifuga sin nucleasa se afiadieron los siguientes componentes:
1. 5 pl de oligo(dT) (400 ng/ul) (Qiagen Cat. N° 70DT01-1)
2.1 ug de ARN total

3.1 plde dNTP 10 mM
4. Agua destilada estéril hasta 13 pl
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Se calenté la mezcla a 65°C durante 5 minutos y se incubd en hielo durante 1 minuto y 4 ul de 5X tampon
de primera hebra, 1 pl de DTT 0,1 M, 1,3 pl de inhibidor de ARNasa recombinante RNaseOUT™ (Cat. N° 10777-
019) y 2 ul de transcriptasa inversa SuperScript™ 1ll RT. Se incubd la mezcla a 50°C durante 60 minutos y se
interrumpié la reacciéon mediante calentamiento a 70°C durante 15 minutos.

Clonacién por PCR de ADNCc de bgll

Para clonar ADNc de longitud completa de bgll a partir de la mezcla RT-PCR, se afiadieron 2 pl de la
mezcla RT-PCR, 10 ul de 5X tampén Phusion HF, 1 pul de dNTP (£10mM), 1 ul de cebador cdx09050 (10 uM), 1 ul
de cebador cdx09052 (10 uM), 34,5 ul de agua MQ y 0,5 pl de polimerasa Phusion HF* (Finnzymes) y se mezclaron.
Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacién inicial: 98°C-30 segundos, seguido de 35 ciclos de 98°C-10
segundos de desnaturalizacion y 72°C, 2 minutos 40 segundos de elongacion, y un ciclo de extension final de 72°C
durante 5 minutos. El producto de PCR se purificé con columna de centrifugacién EZ-10 segun las instrucciones del
fabricante y se clon6 en pCRBIunt utilizando el kit de clonacién StrataClone Ultra Blunt PCR (Stratagene) segun las
instrucciones del fabricante.

TABLA 4
Nombre del cebador | Secuencia (5'-3") SEQ ID NO:
cdx09050 GGCTCATGAAGGCTGCTGCGCTTTCCTGC 26
cdx09052 GCCGAATTCTCAAGGAAGCTCAATCTTGAGATCC 27
GCGTGTCTCAGAACCTCCTTCAGAGAGGTTCGTTTACTTACTTAT
TcbhClbgl R1 28

TATCAAGGAAGCTCAATCTTGAGATCC

PcbhClbgl F GTCTTCAGATCAAGCAACTGTGTGCTGATCC 10

TCTTCCGTCATGAAGGCTGCTGCGCTTTC

La Figura 2 muestra la secuencia de ADNc obtenida (véase también la Figura 1), junto con la secuencia
proteica predicha. Tal como se ilustra en la Figura 3, la estructura del exén del gen bgll se diferencia de la descrita
anteriormente (véase la publicacion de patente US 2007/0238155). La estructura del exén que se refleja en la
secuencia de ADNc fue coherente con el andlisis de la secuencia genémica correspondiente utilizando los algoritmos
de prediccion de genes Augustus v.2.03 y Genemark-ES v.2 (véase Stanke et al., 2006 "AUGUSTUS: ab initio
prediction of alternative transcripts” Nucleic Acids Res. 34 (publicacion en el servidor Web): W435-9; Ter-
Hovhannisyan et al., 2008, Genome Res. 18:1979-1990). Como consecuencia de las diferencias en la secuencia de
ADNC, se ha identificado que la secuencia de la proteina BGL1 se diferencia de la secuencia descrita anteriormente
en el extremo amino terminal e internamente.

Puesto que BGL1 se secreta, se espera que tenga un péptido sefial. SignalP (Bendtsen et al., 2004,
"Improved prediction of signal peptides: SignalP 3.0". J Mol Biol. 340(4):783-95) predice un sitio de escision ("//")
entre los aminoacidos 19 y 20 de la SEQ ID NO: 4.

Extremo N-terminal- MKAAALSCLFGSTLAVAGA // IESRKVHQKPLARSEPFYPS ... -extremo C-terminal
[SEQ ID NO: 12]

Ademas, los resultados de los investigadores demuestran que BGL1 comprende acido aspartico en la
posicion 358, glutamina en la posicion 381 y acido glutdmico en la posiciéon 385, mientras que la secuencia publicada
proporciona, histidina, histidina y lisina, respectivamente, en las posiciones correspondientes.

Ejemplo 3. Construccién de vectores de expresién de bgll con promotores de C1

Para producir la secuencia de bgll bajo el control del promotor de C1 CBH1a, se clond la secuencia
gendmica de bgll en un vector que incluye una secuencia promotora de CBH1a (SEQ ID NO: 8, véase la Figura 4;
véase también la publicacion PCT WO 01/79507), secuencias reguladoras 3' que incluyen un terminador de la
transcripcion CBH1a, y un marcador de resistencia a ampicilina. Ademas, se clon6 un casete génico de resistencia a
fleomicina en el vector en 3' hasta el terminador. Mediante la técnica de clonacién SLIC (Mamie et al., 2007, Nature
Methods 4:251- 56) se amplifico el ADN correspondiente a la porcion de preproteina de la secuencia de bgll
utilizando los cebadores PcbhClbgl_F y TcbhClbgl_R1 (véase la tabla 4 en el Ejemplo 2, supra). El producto
resultante se clond en el vector digerido con Pmll/Pacl en sentido 3' respecto al promotor de CBH1a para crear un
vector de expresidn que expresase el transcrito proteina BGL1 bajo el control del promotor de CBH1a.

Ejemplo 4. Método de transformacién de C1

Preparacién de protoplastos
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Se inocularon células C1 (cepa Alpl1™) en 100 ml de medio de crecimiento en un matraz Erlenmeyer de
500 ml utilizando 10° esporas/ml. Se incubo el cultivo durante 48 horas a 35°C, 250 rpm. Para recolectar el micelio,
se filtrd el cultivo sobre un filtro de Myracloth estéril (Calbiochem) y se lavé con 100 ml de soluciéon de 1700 mOsmol
NaCl/CaCl; (NaCl 0,6 M, CaCl,*H,0 0,27 M). Se transfirié el micelio lavado a un tubo de 50 ml y se pesé. Se disolvid
Caylasa (20 mg/gramo de micelio) en 1700 mOsmol NaCl/CaCl, y se esterilizd6 con UV durante 90 segundos. Se
afnadieron 3 ml de solucién de Caylasa estéril al tubo que contenia los micelios lavados y se mezcl6. Se afiadieron al
tubo otros 15 ml de solucién de 1700 mOsmol NaCl/CacCl, y se mezclé. Se incubd la suspensién de micelio/Caylasa
a 30°C, 70 rpm durante 2 horas. Se recolectaron los protoplastos por filtracién a través de un filtro Myracloth estéril
en un tubo de 50 ml estéril. Se afiadieron al flujo que atraviesa la columna 25 ml de STC frio y centrifugd a
2.720 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se resuspendi6 el sedimento en 50 ml de STC (sorbitol 1,2 M, CaCl,*H,0
50 mM, NaCl 35 mM, Tris-HCI 10 mM) y se centrifugé de nuevo. Después de las etapas de lavado, se resuspendi6 el
sedimento en 1 ml de STC.

Transformacion

Se pipetearon 6 ug de ADN de plasmido en la parte inferior de un tubo estéril de 15 ml y se afiadieron 1 pl
de acido aurintricarboxilico y 100 ul de protoplastos. Se mezclé el contenido y se incubd6 el protoplasto con el ADN a
temperatura ambiente durante 25 minutos. Se afadieron 1,7 ml de solucion de PEG4000 (PEG4000 al 60%
[polietilenglicol, peso molecular medio 4.000 daltons], CaCl,*H,O 50 mM, NaCl 35 mM, Tris-HCI 10 mM) y se
mezclaron bien. Se mantuvo la solucidon a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se llené el tubo con STC, se
mezcld y se centrifugd a 2.500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se tir6 el STC y se resuspendi6 el sedimento en el
STC restante y se sembré en placas de medio minimo. Se incubaron las placas durante 5 dias a 35°C. Se volvieron
a sembrar en estrias las colonias y se comprobé la presencia del plasmido integrado. Se seleccionaron varios
aislados y se ensayaron para la expresion de Bgl1.

Ejemplo 5. Ensayo de actividad B-glucosidasa

Se utilizd un ensayo basado en pNPG colorimétrico (p-nitrofenil-3-D-glucopiranésido) para medir la
actividad B-glucosidasa. Se determiné la sobreexpresion de B-glucosidasa en base a la actividad de la proteina
secretada con respecto a la C1 de tipo silvestre. Se cultivaron células no transformadas (por ejemplo, de tipo
silvestre) o transformadas en placas de 96 pocillos, y se recogié el medio. El medio que contenia proteina secretada
se diluyd 40 veces en tampdn de Na-acetato 50 mM, pH 5. Se afiadieron 20 pl de la mezcla de enzima diluida que
contenia la enzima f-glucosidasa, a 80 pl de pNPG 2 mM (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, MO), Na-acetato 50 mM
pH5. Se incubaron las reacciones a pH 5, 50°C durante 10 minutos. Se inactivé la mezcla de reaccion con 100 pl de
solucion pH 11 de carbonato de sodio 1 M. Se midi6 la absorbancia de la soluciéon a 405 nm para determinar la
conversion del pNPG en p-nitrofenol. La liberacion de p-nitrofenol (¢ =17.700 M-1 cm-1) se mide a 405 nm para
calcular la actividad pB-glucosidasa.

Ejemplo 6. Sobreexpresiéon de BGL1

El vector de expresiéon descrito en el Ejemplo 3, que tenia una secuencia de bgll bajo el control del
promotor de C1 CBH1a, se co-transformo en células C1 (Alpl®, cepa pyr5°) junto con un plasmido que expresaba
pyr. Se seleccionaron los transformantes individuales y se cultivaron en placas de 96 pocillos. Se recogio el medio
de los transformantes y de las células de control y se ensay6 para la actividad B-glucosidasa utilizando el ensayo de
pNPG. Se comparo la actividad pNPG de los transformantes con las células de control no transformadas (descrito
anteriormente). Se midio la actividad como se describe en el Ejemplo 5. El mayor nivel de sobreexpresion observada
fue aproximadamente una sobreexpresion 35 veces mayor, teniendo las 10 mayores expresoras una expresion 30-
35 veces mayor que el tipo silvestre.

Aungue la presente invencién se ha descrito con referencia a las formas de realizacion especificas de la
misma, los expertos en la materia deben entender que pueden realizarse diversos cambios y que pueden sustituirse
los equivalentes sin alejarse del alcance de la invencion. Ademas, pueden realizarse muchas modificaciones para
adaptar una situacion, material, composicion de materia, proceso, etapa de proceso o etapas particulares, para
conseguir los beneficios proporcionados por la presente invencion sin alejarse del alcance de la presente invencion.
Todas estas modificaciones pertenecen al alcance de las reivindicaciones adjuntas al presente documento.

LISTADO DE SECUENCIAS
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Clark, Louis
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ttcceoctaca
tgggccgatc
gacgacccec

ctgtacgaca

30

tgggctgggg
aggcccgggce
aaaagacaaa
actcaggcga
tctggaacaa
tegtecatcca
cggccattet
tttacggcaa

gctatggege

tecaccgaggyg

tctacgagtt
tcaagtccaa
ttggcaactt
tctaccagta
cccactacgg
agecgctect

ttgtctacac

atccggeaca

catccaggac

ggctctggte

gggctacate

cggtgatact

ctecggtegge

ctgggetggt

ggtcaacccec

ggacgtcctg

cgtctteate

‘cggecacgge |

cgtcagcgag

ctccaccgac

catctacceg

ccagaccgcc

ccggtceteg

aatcacggcc
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<210> 3

ES 2 538396 T3

gacatcacga atacgggctc cgttgtaggce

2400

ggeggteceg aggatcccaa ggtgcagetg

24860

ggcgagacga ggcagttcac cggcocgeoctg

2520

acggtgcagg actgggtcat cagcaggtat

2580

cggaagttgg atctcaagat tgagcttcet

2613

<211>851
<212> PRT
<213> Myceliophthora thermophila

<400> 3

Ile Glu Ser Arg Lys Val

1 - 5

Phe Tyr Pro Ser Pro Trp
' 20 . o

Ala Tyr Ala Gln-Ala Lys
35 oo

Lys Val Asn Leu Thr Thr

50

Gly Gln Val Gly Ala Ile

65 70

His Asp Ser Pro Leu Gly

85
Pro Ser Gly Gln Thr Val
100

Arg Arg Gly Tyr Ala Met
115

val Leu Leu Gly Pro Val

130
Gly Arg Asn Trp Glu Gly
145 ' 150

His

Met

Ser

Gly

55

Pro

Ile

Ala

Gly

Ala

135
Phe

Gln

Phe
40
Val

Arg
Ala
Gln
120

Gly

Ala

gaggaggtac cgcagctcta cgtctcgetg

cgcgactttg acaggatgcg gatcgaaccce

acgcgcagag atctgagcaa ctgggacgte

cccaagacgg catatgttgg gaggagecage

tga

Lys Pro
10

Pro. Asn

25

Val Ser

Gly Trp

Leu Gly

Gly Ala
g0

Thr Trp

105

Glu Ala

Pro Leu

Pro Asp

31

Leu Ala Arg

Ala

Gln

Gly

Leu

75

Asp

Asp

Lys

Gly

Pro
155

Asp
Met
Ala
60

Arg

Tyr

Gly

Arg
140
val

Gly
Thr
45

Glu
Ser
Asn
Gly
Lys

125
Met

Ser

Trp

30 .

Leu

Gln

Leu

Ser

Leu

110

Gly

Pro

Thr

Glu
15
Ala

Leu

Cys
Ala
95

Met
Ile

Glu

Gly

Pro

Glu

Glu

Val

Met

8o
Phe

Tyr

Asn

Gly

Ile
160
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Gly Met Ser

Cys

Pro

Asp
225
Val
Leu
Ala

Met

As_n

Thr

Ser

Ala
385

Asn

Leu

Ala
Glg
Ile
210
Ala
Asn
Lys
Gln
Pro

290

Leu

-305 . -

Asp

Thr

Gly

His

370

Ala

Lys

Asn

Ala

Lys

Ala

195

Asp

Val

Asn

Asn

His

275

Gly

Thr

Met

Asp

Pro

355

Val

Lys

Pro

Gly

Met

Glu

His

180

Gln

Asp

Arg

Sex

Glu

260

Thr

Asp

Leu

Ala

Leu

340

Ile

Asp

Gly

Lys

Pro

420
Gly

Thr
165
Phe
Gly
Lys

Ala

Tyr
245
Leu

Gly

Ala

ES 2 538396 T3

Ile

Ile

Thr
Gly
230
Ala
Gly
Ala

Gln

val

- 310

Met.

325
Glu

His

Val

Fhe
405
Asn

Trp

Arg

Fro

Trp

Val
390
Val

Gly

Gly

Lys
Gly
Gly
Met

2158
val

Cys
Phe
Ala
Phe

295
Leu

Ile

Ile

Ala

375

Leu

Ala

Cys

Ser

Gly

Asn

Tyr
200
His
Gly
Gln
Gln
Ser
280
Asn
Asn
Met
Asn
Ala
3 SQ
Asp

Leu

vVal

Ser

Gly

Ile

Glu
185

Glu
SEI‘I‘
Asn
Gly
265

Ala

Thr

Gly

Ala
Phe
345
Lys
His

Lys

Ile

Gln
170
Gln
Ile'
Leu
val
Ser
250
Phe

Val

Gly

Ala
330
Ser
Gln
Gly

Asn

Gly

- 410

Asp
425
Thr

32

Arg

Ala

Asp

Glu

Ser

Met

235

Lys

Val

Ala

Val
Val
315
Leu
Phe
Gly
Asn
395
Glu

Gly

Asn

Ala

His

Glu-

Leu
220
Cys
Leu
Met
Gly
Ser
300
Pro
Fhe
Trp
Tyr
380
Gly
Asp

Cys

Tyr

Gly

Phe

205

Ser

Leu

Ser

val

Arg
190

Pro

Asp
270
Asp

285

Phe

Ala

Lys

Thr

Gln

365

Ile

Ser

Ala

Asn

Pro

Trp

val
Asp
3iso
Glu
Arg
Leu

Gly

Glu
430

Tyr

Ile
175
Gln
Ser

Fhe

Gln

255
Trp

Met

Gly

Arg

Thr

i35

Asp

Ile

Glu

Pro

Ser
415
Gly

Leu

Ala

Val

Ser

Ala

Gln

240

Leu

Gln

Ser

Ala

Leu

320

Lys

Thr

Asn

Ile

Leu

400

Ser

Thr

val
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Ser

Tyr
465
val
Gly
Leu
Trp
Leu
545

Gly

Gly

Gly
Tyr
625
Gly
Ser

Pro

Lys

705

Pro

450

Glu

Ser

Glu

Thr

Cys
530
Thr

Leu

Lys

Glu.
‘595

Ala
610
Phe

Leu

Asn

Asp
690
Thr

435
Asp

Ser

Gln

Gly

Leu

515

Ser

Asp

Fro

Val

Ser

Pro

Asp

Ser

Val

Phe

675

Glu

Asp

Ala

Val

Ala

Tyr

500

Trp

Asn

Trp

Gly

Asn

580

Gln

Lys

Tyr

Ser

660

Gly

Phe

Pro

Ala

Asn
485
Ile

Asn

Tyr
Gln
565
Gly
Gln
Val
Thr
645
Glu

Asn

Pro

ES 2 538396 T3

Leu

Ser
470
Ala

Asn’

Asn
Ile
Asp
550
Glu
Ala
Ala
Asp
Asp

630
Thr

Phe

Tyx

710

Gln
455

Asn

Thr

val

Gly

Val

535

Asn

Ser

Ala

Asp

Phe

615

Asp

Phe

Arg

Ser

Ile

695
Ala

440
Ala

Tyr

Ala

Asp

Asp

520

Val

Pro

Gly

Arg

Arg Ala Ile

Ala

Ile

Gly

505

Ile

Asn

Asn

Ser

Glu

Val

490

Asn

Leu

His

Ile

Ser

570

.« 585; -

val

600
Thr

Asp

Glu

Pro

Thr

680

Ser

Leu

Glu

Ser

Tyr

Thr

665

Asp

Gln

Ala

33

Gly

val

Ser
650
Thr

Leu

Tyr

Asp

Glu
475
Phe
Glu
Val
Ser
Thr
555
Ile
Phe
Lys
Val
Ile
635
Asn
Gly
Glu

Ile

Pro
715

Gln
450
Lys
val
Gly
Lys
Val
E40
Ala
Thr
Thr
Pro
Phe
620
Ile
Thr
Asp
Tyr

700
His

445
Asp

Thr
Asn
ASp
Asn
525
Gly
Ile
Asp
Trp
ABn
605
Ile
Glu
Arg

Thr

Tyr
[4:1

Pro

Tyr

Gly Thr Arg

Lys
hLa
510
Val
Pro
Leu
val
Gly
590
j_!.sn
Asp
Phe
val
Ala

670

Leu

Gly

Ala

Asp

495

Lys

Ser

Val

Trp

Leu

575

Lys

Gly

Tyr

Gly

Val

655

Gln

Fhe

Leu

Gln

Leu
480

Ser

Ser

Leu

Ala
560

Tyr

Asn

Arg

His

640

Lys

Ala

Pro

Asn

720
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Ala Glu Glu

Phe

Leu Leu Arg Ser

Tyr Asp Ile
755
Val val Gly
770
Glu Asp Pro
785
Pro Gly Glu

Ser Asn Trp

Lys Thr Ala Tyr Val

835
Glu Leu Pro
850

<210>4
<211>870
<212> PRT

740
val

Glu
Lys
Thr

Asp
820

Leu
725

Ser

Tyr

Glu

val

Arg

805
Val

<213> Myceliophthora thermophila

<400> 4

Met Lys Ala
1
Ala Gly Ala

Ser Glu Pro
3is
Trp Ala Glu
50
Leu Leu Glu
&5
Gln Cys Val

Ala
Ile
20

Phe
Ala

Lys

Gly

Ala

Glu

Tyr

val

Gln
BS

ES 2 538396 T3

Pro

Gly

Val
Gln

790
Gln

Gly

Leu
Ser
Pro
Ala
Asn

70
val

Pro
Gly
Ile
Pro
775
Leu

Phe

Val

Ser

Ser
Gln
55

Leu

Gly

His
Asn
Thr

760
Gln

Gln

Ser
B840

Cys
Lys
Pro
40

Ala

Thr

Ala

Ala
Ser

745
Ala

Asp

Gly

Asp

825

Ser

Leu

Val
25

Trp

Lys

Thx

Ile

34

730

Asp

FPhe
Arg
B10O

Trp

Arg

Phe

10

His

Met

Ser

Gly

Pro
g0

Asp
Gly
Ile
Val
Asp
795
Leu

Val

Lys

Gly
Gln
Asn
Phe

val
75

Arg

Asp
Gly
Thr
Ser
780
Arg
Thr

Ile

Leu

Ser
Lys
Pro
Val
50

Gly

Leu

Asp
Asn
ABn
765

Leu

Met

Ser

Asp
845

Pro
Asn

45

Ser

Trp

Gly

Pro

Arg

750

Gly

Arg

Arg

B30

Leu

Leu
Leu
30

Ala
Gln

Gly

Leu

Gln

735
Gln

Gly
Gly
Ile
Asp
815

Tyr

Lys

Ala
15

Ala
Asp

Met

Ala

95

Pro

Leu

Ser

Pro

Glu
8O0

Pro

Ile

Val

Gly

Thr

Glu

80
Ser
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Leu

Ser

Gly
145

Val

Arg

225

Pro

Tyr

Asn

Asp

Asp

305

Trp

Tyr

val

Cys
Ala
Met
130
Tle
Glu
Gly
Ile
Gln
210
Ser
Phe
Gln
Asp
Trp
290
Met

Gly

Arg

Asp

Met

Phe
115

Tyr
Asn
Gly
;[le
Ala
185
Val
Ser
Ala
Gln
Leu
275
Gln
Ser
Ala
Leu
Lys

355
Thr

His
100
Pro

Val
Gly
Gly

80
Cys

Asn
Asp
Val
260
Leu
Ala
Met
Asn
Asp

340
Thr

Tyr

Asp

Ser

Leu

Arg

165

Met

Ala

Glu

Ile

Ala

245

Asn

Lys

Gln

Pro

Leu

325

Asp
Thr

Gly

ES 2 538396 T3

Ser
Gly
Gly
Leu
150
Aan
Ser
Lys
Ala
Asp
230
val
Asn
Asn

His

Gly

310

Thr

Met

Asp

Pro

Pro
G]n
135
Gly
Trp
Glu
His
Gln

215
Asp

Ser
Glu
Thr

295
Asp

Ala
Leu

Ile

Leu
Thr
120
Ala
Pro
Glu
Thr
Phe
200
Gly
Lys
Ala
Tyr
Leu
280
Gly
Thr
Ala
Met
Glu

360

His

Gly
105
Val
Met
Val
Gly
Ile

185
Ile

Thr

Gly

Ala

265

Gly

Ala

Gln

Val

345
Pro

Txp

35

Ile
Ala
é-ly
Ala
Phe
170
Lys
Gly
Gly

Met

Val
250

Cys
Phe
Ala
Phe
Leu
330
Ile

Ile

Ala

Arg

Ala

Gln

Gly

155

Ala

Gly

Asn

His
235
Gly
Gln
Gln
Ser
Asn
31s
Asn
Met

Asn

Ala

Gly

Thr

Glu

140

Pro

Pro

Ile

Glu

Asn

220

Glu

Ser

Asn

Gly

Ala

300

Thr

Gly

Ala

Fhe

Lys

Ala

Trp
125
Ala
Leu
Asp
Gln
Gln
205

Ile

Leu

1i.f-s.l.l_-

Ser
Phe
285
Val
Gly
Thr

Ala

Ser
365

Gln.

Asp

'110

Lys
Gly
Pro
Asp
1590

Glu

Ser

Met.

Lys
270
Val
Ala
Val
Val
Leu

350
Phe

Gly

Tyr

Arg

Gly

Arg

Val

"175

Ala

His

Glu

Leu

Cys
255

Leu

Met.

Gly
Ser
Pro

a3s
Fhe

Trp

Tyr

Asn
Gly
Lys
Met
160
Gly
Phe
Thr
Trp
240
Ser
Leu
Ser
I.-I:u
Phe
320
Ala
Lys

Thr

Gln
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Glu

Leu
o
Glu
465
Gly
Lys

Ala

Val
545

Pro

Val

Gly

625
Asp

370
Ile

. 385 .

Glu

Ser

Gly
450

Ala

AsD-

Lys

Asn

Ile

Leu

Ser

435

Thr

val

Arg

Leu

‘Ser
‘515

Asn

530 ~

Ser

Val

Trp

Leu

Lys

610

Gly

Tyr

Ser

Leu

Ala
Tyx
595

Thr

Asn

Ser

Ala

Asn

420

Pro

Ser

Tyr

val

500

Gly

Leu

Trp

Leu

Gly

580

Gly

Arg

Gly

Tyr

His

ES 2 538396 T3

Val

- 390

Ala

405

Lys

Asn

Ala

Pro

Glu

485

Ser

Glu

Thr

Cys

Thr

565

Leu

Lys

Glu

Ala

FPhe
645

Lys
Pro
Gly
Met
Asp
470
Ser
Gln
Gly
Leu
Ser
550
Asp
Pro
val
Ser
Pro

630
Asp

375
Asp

Gly
Lysa
Pro
Gly
455
Ala

Val

Ala

Tzp
535
Asn

Gly

Tyr
615

Val
Thr
Phe

Asn
440
Trp

Ala
Leu
Asn
Ile

520
Asn

Thr

Tyr

Gln

Pro
600
Gly

Val
val
425
Gly
Gly
Leu
Ser
Ala
505
Asn
Asn
Ile

Asp

Glu

Ala

Leu
410
Ala

Cys

Ser

Gln

Asn

430

Thr

val

Gly

Val

Asn

Asp
395
Leu
val
Ser
Gly
Ala
475
Ala
Asp
Asp
Val

555
Pro

570

Ser

585

Ala

Ala

Gln Gln Asp

Lys

Val

Asp

36

Ala

ASp

Phe

Asp
650

sty
Axrg
Val
Thr

635
Asp

380

‘His

Lys
Ile
Asp
Thr
460
Arg
Ala
Ile
Gly
Thr
540
Ile
Asn
Asn
Ser
Leu
620

Glu

Ser

Asn

Gly

Arg

445

Ala

Ala

Glu

Val

Asn

1525

Leu

His

Ile

Ser

Pro
605
Tyr

Gly

Val

Thr
Glu
430
Gly
Asn
Ile
Glu
Phe
510

Glu

Val

Ser

Thr
Ile
590
Fhe
Lys

Val

Ile

Gly Asn Leu

Gly

415"

Asp

Cys

Gly

Lys

Val

Ala

575
Thr

Pro

Phe

Tyr
655

Ile
400

Ser

Asn

Pro

Asp

480

Asn

Asp

Asn

Gly

560

Ile

Asp

Trp

Asn

Ile

640
Glu
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Phe

val

Gly

Pro

Arg

Thr
785
Gly
Arg

Arg

Gly Hig

Val Lys

675
Gln Ala
690

Phe Pro
Leu Asn
Gln Thr
Gln Pro
755
Gln Leu
770
Gly Ser
Gly Pro

Ile Glu

Asp Leu
835

Arg Tyr Pro

Leu

865

<210>5
<211>5
<212> PRT

850
Lys Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
660
Ser

Pro

Lys

Ala
740
Leu
Tyr
Val
Glu
Pro
820
Ser

Lys

Glu

Leu

Asp
Thr
725
Glu
Leu
Asp
Val

Asp
805

Gly

Asn -

Thr

Leu

<223> Secuencia peptidica sintética

<400> 5

<210>6
<211>19

ES 2 538396 T3

Ser Tyr Thr

Val
Phe
Glu
710

Asp

Glu

Ile

Gly

790

Pro

Glu

Trp

Ala

Pro
B70

Ser

Glu
680

665
Tyr

Gly Asn Phe

695
Phe

Pro

Phe

Ser

val

775

Glu

Lys

Thr

Asp

TyT
855

Pro

Arg

Leu

Ser

760

Glu

Val

Val
840
Val

Arg

Pro

745

Gly

Thr

Val

Gln

Gln

825

Gly

Phe

Ser

Ile

Ala

730

Pro

Gly

Ile

Pro

Leu
B10

Fhe

Val

Arg

Glu Tyr Ser

Pro

Thr

Tyr
715
Ser
His
Asn
Thr
Gln
795
Thr
Gln

Ser

Ile Glu Ser Arg Lys

1

37

5

Thr
Asp
700
Gln
Ala

Ala

Ser

Thr
685

Leu

Asp’

Thr

Pro

- 785

Ala
780
Leu

Gly

Asp

Ser
860

A3p

Tyr

Phe

Trp
845
Arg

Asn
670
Gly
Glu
Ile
Pro
Asp
750
Gly

Ile

Val

Asp

Ile

Thx

Asp

Hise

735

Asp

Gly

Thr

Ser

Arg

. 815

Leu
B30
Val

Lya

Ile

Leu

Arg

Tyr

Pro
720

Tyr
Asp
Asn
Asn
Leu
800
Met
Arg

Ser

Asp
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ES 2 538396 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia peptidica sintética
<400> 6

Met Lys Ala Ala Ala Leu Ser Cys Leu Phe Gly Ser Thr Leu Ala Val
1 5 10 15
Ala Gly Ala

<210>7

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia peptidica sintética
<400> 7

Met Lys:Ala Ala Ala Leu Ser Cys Leu Phe Gly Ser Thr Leu Ala Val
1 - 5 : 10 _ 15
Ala Gly Ala Ile Glu Ser Arg Lys

20 '

<210>8

<211> 1817

<212> ADN

<213> Myceliophthora thermophila
<400> 8

gagctcecacc geggtggegg cogeggatct tacaaaaaaa aggtatccga tttggggaac
60
gtcgatgaaa gtattgcaaa agtgacgaga gttgcgcaac ta..acl:cgctg ccgaagaagc
12b
tgcggaagaa agagaacacc gaaagtggaa taacgttacyg gatgtcctgal cctcaaagtt
180

38
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gaaaccagcc
240

cttectgete

ES 2 538

tatttgggaa

ggcacgacta ccagtgatcg ggaggagcaa

300
cactaggcce
360
ttctecattte
420
ggttgcgecco
480
aggtaccecgg
540
gatctgggga
600 '
aégaagagac
660
ccaagactgc
720
gcgagatccg
780
ccttttgctt
840
tgttegtget
300
cacttcggat
960
tecgtgaacca
1020
gcctteocgtg
1080
Eggttgeecct
1140
tcgaacgatg
1200

aacttagggt
ccggtttgea
agaccgacaa
ttttgegtee
aatecgaccte
acatttttet
agaagccggg
ttgecgaaggg
gaatctagtg
gcgttgagag
cgca;ttgtg
aggttcttcg
tcaccectga
cgcecgaccoct

ccctcagtec

gatcggaggt

cceceeogttg

tcacecgegge

cagtcgtttg

aacttccata

ctgaaggccet

gtaagtgggc

aagggatggg

tacaccaggg

tcagggcogga

cggagocgtca

gcagggeggce

taacctgget

tcagcaacct

gtgceoeggec

396 T3

agcggcttgc
actaccctgg
cgatgecgeg
cacc;gctga
tgcattccca
gtgoccaaatt
caagttaaag
ctetececege
caccgggact
gtgtgetgeg
taggctccga
gacgagcagg
aatacgctct
ckgggctteg
gccgogooca
taatcgette

gtggcaacca

39

ccttgaatge
tcegtteett
A
gtcctegttg
tcgcecegeca
agtatattga
tgggagtttt
tcgcacacac
acatcagaaa
acactaaaaﬁ
gctttoteeg
aggagtatct
cgacaggagc
tcktgeggtca
cagagtcgca
gactccteca

catecgcacgg

taacgtgaca

gctgcactgt
ggtggggﬁgg
gtctgggcecte
acgecgatga
agatggcace
tgagccteaa
ggcgagttce
ccaccaaata
gcggégagaa

ctectegtgeg

acggecagege

ctegcacegg

tcagagagca

ctcggcggac

atgagqgtgtg

ctececacgteco

tecgecegeeca
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<210>9

gcctactage
1260
ctctactectyg
1320
acacgacccg
1380
cgccgeccee
1440
ggcattgcte
1500
gtttgagcat
1560
ctcteogtaat
1620
©gggaaggcg
1680
gtcegtecga
1?;0
cagctcttga
1800
tgctgatcect
1817

<211> 2556
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético de polinucledétido artificial que codifica la proteina C1 BGL1 que con codones

cgctatcgac
atccacctca
cttggeectt
tttkttttek
cgttgtccat
cgacggceccg
gatacccaac
QCtEECEQEC
agegacgega
taggcgtgtce

cttccgt

ES 2 538

cggttaggct

cccaccgcaa

cgtccttgac

cctcecectg

gacgacccat

cggccegtet

accggggeccg

tgacctttgt

caattagcet

ttetgectgg

optimizados para la expresion en S. cerevisiae

<400>9

396 T3

tgtcaccgca
gcactagega
tatctcccag
ccggecaggte
catécgatgg
cccacggtac
agcgctggga
gacttggcga
ggctaccate

cagccctegt

gcgcccatte

gcctcaccag

acctettgece

agtggececcca

ctgactggca

ggaacctecgt |

gggcggegtt
tggatgcgge
gatataaatt

cttcagatca

tccatcggge
agtgcgagcg
ﬁtcttgccga
gtcocecgagat
'
cactecgtctt
tgtacagtac
cccgagaage
catggagaat

gggtgattcc

agcaactgtg

atagaaagta gaaaggtaca tcaaaaacca ttagctagat cagaaccatt ctacccttct

60
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ccatggatga
120
gtctcccaga
180
gaacagtgtg
240
cacgattetce
300
actgttgctg
360
gaggcaaagg
420
atgccagaag
480
ggtatgﬁccg
540
tttattggta
600
aatatttctg
660
tggccttttg
720
gttaataact
780
ctaggattecc
840
gctgtggcag
[00
ttttggggtyg
260
gacgacatgg
1020
gaaccaatta

1080

accctaatge
tgactctgtt
tcggccaagt
ccttaggtat
cgacatggga
gtaaaggaat
gtggaaggaa
aaacgatcaa
atgaacaaga
aaactttaag
)
cagacgctgt
cttacgectg
aaggattogt
gattagatat
caaacctaac
ccatgcgtat

attttagttt

ES 2 538

agatggakgg
ggaaaaggtt
tggtgctatc
aagaggcgct
caggggtttg
taatgtattg
c;gggaagga
aggcatacaa
gecattttegt
ttccaacatc
gagagctggce
tc#aaattcn
catgagcgat

gtcaatgcca

tttagctgtt

aatggctgct

ttggacagat

396 T3

gc;gaagcat
aatctgacaa
cctagattgg
gactataact
atgtatagaa
ttggggcegg
ttegeccceeg
gatgcaggtg
gaagtgccag
gatgacaaaa
gttggctctg
aagttactaa
tggcaagcac
ggagatacac
ctaaacggta
ttattcaaag

gacacatatg

41

atgctcaggc
caggagtagg
gtcttagaag
cagcattcce
ggggttatgc
tggcggggcee
aCCcagtht
ttatcgcctg
aggctcaagg
ccatgcacga
ttatgtgctc
atgacttatt
agcatactgg
aatttaatac
cggtacctge
ttacaaaaac

gtcctataca

caagagtttt
atggggtgca
tttgtgtatg
atccgggcaa
gatgggtcaa
actgggaaga
aacaggtata
tgcgaagcat
ttatggttat
gttatactta
ttatcagcaa
gaagaacgaa
tgctﬁgatcc
tggcgttagt
atatcgttta
caccgattta

ctgggctget
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aagcaagggt
1140
atcagagaga
1200
aacaaaccaa
1260
aatggttgta
1320
actgccaatt
1380
gatggtacta
1440
gtcagtcaag
1500
atcaatgttg

1560

acattagtta
1620
ggtccagttt
1680

‘ggtectgeeag

1740
ccagcegeca
1800
ctttataaac
1860
attgactata
1920
ggtctatctt
1580
gaatataggc
2040
gatttagaag
2100

accaagaaat
tagcagcaaa
agtttgtege
gtgacagagg
accectattt
gatacgagag
ccaatgeocac
atggtaatga
aaaatgtatc
tactgac?ga
ggcaggaatc
ggagcccttt
cgaacaacgg
gatacttega

atactacttt

cgaccaccgyg

attatttatt

ES 2 538396 T3

aaatagtcac
gggaactgta
agtcattggt
ctgcaatgag
ggtetcteeg
cgtcctaagt
tgoctatcogtte
aggtgacaga
aagttggtgt
ctggtacgat
aggaaattcc
cacﬁtgggg£
9331993909_

caaagttgac

tgaatattca

aacgacggct

tcccaaagac

gttgacgtaa
ttgttgaaga
gaagatgctg
ggcacgttgg
gatgcggcett
aactatgccg
ttecgtaaacg
aagaatttaa
tccaatacta
aaccCcaaaca
attacggacg
aagacaagag
ccacagcaag
gatgactcag
aatataagag
caagcgccta

gaatttccat

42

gagcggatca
atactggtte
gttéatcccc
caatgggetg
tacaggctag
aagaaaagac
cggattctgg
ctttatggaa
togtegtgat
ttaccgeccat
tactatacgg
agagctacgg
attttactga
ttatatatga
tagtcaaaag
cCttcggtaa

acatctacca

cggcaatctt
attaccacta
taatggacca
gggctcaggg
agpaatccag
y
taaggcctta
cgaaggttat
taacggcgac
acatteotgtt
tttatgggca
aaaggttaac
agctgatgtt
aggtgtgttc
attcggfcac
taatgtttct
tttttecaacg

atacatatac
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<210> 10
<211> 60

ccctatctga
2160
gccgaagagt
2220
agtggecggaa
2280
gctgatatta
2340
ttaggtggtc
2400
cctggagaaa
2460
gtaacagtgce
2520
tccegtaagt
2556

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

atactaccga

tcttgccace

attcacctgg

ctaatactgg

cggaagatcc

ctaggcaatt

aagattgggt

tagatttgaa

ES 2 538396 T3

tccaagaaga
acacgctact
tggtaatagg
tagcgttgtt
taaggttcag
tacaggtagé

aatcagcagg

aattgaattg

gcttctgecg

gacgacgatc

cagctgtatg

ggtgaagaag

ttaagagact

ttgacecegta

tacccgaaaa

ccataa

atccacatta
ctcaacctct
atattgtgta
tgcegcaatt
ttgataggat
gggatctgtc

ctgcataecgt

<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del cebador PcbhClbgl_F

<400> 10

<210>11
<211>18

cgggcagact
tctgaggtcc
tactataacg
aﬁatgtgtct
éagaatagaﬁ
aaactgggat

gggtagatct

gtcttcagat caagcaactg tgtgctgate ctecttcegte atgaaggctg ctgegettte

&0

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia peptidica sintética

<400> 11

<210>12
<211> 39

Met Gln Leu Pro Ala Ala Ala Gln Trp Leu Leu Thr Pro Ala Lys Ala

1

Ser Leu

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

10

<223> Secuencia peptidica sintética del péptido sefial de C1 BGL1

<400> 12

43

15
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1 5 10 15
Ala Gly Ala Ile Glu Ser Arg Lys Val His Gln Lys Pro Leu Ala Arg
20 25 - 30
Ser Glu Pro Phe Tyr Pro Ser
35
<210> 13
<211> 83
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Constructo de ADN sintético
<400> 13

cggtgccatc aatcatctcg gttocgccgca gcoctgettett tctgtgcagt gaacgcetotc

50
aaactgcaac gacgctgtce gac
83

<210> 14

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético
<400> 14

cggtgecate aatcatcteg gttegcegea getgettett tetgtgecagt gaacgetcte

60

<210> 15

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético
<400> 15

tctgtgcagt gaacgctctc aaactgcaac gacgctgtcce gac
43

<210> 16

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético
<400> 16

44
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aatcatcteg gttecgeegea getgektekt tetgtgcagt

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

40

<223> Constructo de ADN sintético

<400> 17

<210> 18

<211> 250

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

aatcatectecg gttecgecocgea gotgeottcott
30

<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del intronl del gen bgll para C1 beta-glucosidasa

<220>

<221> Intrén

<222> (1)..(250)

<223> Intrén 1 de C1 bgll
<400> 18

aggtatggac
60
ccaccccaac
120
atccactcag
180
ccagccgcag
240
cgtcaggtte
25;

<210> 19

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

gggctttegt caaagactcg ctcocccgatc aacttcccocct ttcatccaga
cckcccagte ctgcttcgag cacgatctcet tcgggcagca ccccacccac
attagcggceqg acaccgttga ctgttgcaat ccgcaatcga catgecaactt

cccaatgget gctcacgctt cccgcgaaag cctcacttge tgacaatcat

<223> Constructo de ADN sintético

<400> 19

45
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atgcaacttc cagccgcagc ccaatggetg ctcacgettc ccgcgaaage ctcacttget

60
gacaatecate gte.
73

<210> 20

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético
<220>

<221> exon

<222> (1)..(70)

<223> Primer exén de C1 beta-glucosidasa

<400> 20

atg aag gct gect gecg ctb tee tge cte the ggo agt acc ctt gocc gtt

48

Met Lys Ala Ala Ala Leu Ser Cys Leu Phe Gly Ser Thr Leu Ala Val

1 5

10

gca ggc gcc att gaa tcg aga a

70

Ala Gly Ala Ile Glu Ser Arg

20

<210> 21

<211> 240

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético
<400> 21

atgaaggctg ctgcgctttc
60 ..
gaatcgagaa aggtatggac
120 '
attagcggcg acaccgttga
180 -

cccaatgget gctecacgctt
240

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ctgcctcttc ggcagtaccc

cacgatctct tcgggcagca

ctgttgcaat ccgcaatcga

ccecgecgaaag cctcacttge

46

ttgccgtitgce

cCcocacccac

catgcaactt

tgacaatcat

15

aggcgecatt
atccactcag

ccagccgcag

cgtcaggttc
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<220>
<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del cebador interno Clbgl_fwd1l
<400> 22

atgaaggctg ctgegettte
20

<210> 23

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del cebador interno Clbgl_revl
<400> 23

tcattaagga agctcaatct tgagatc
27

1

<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del cebador externo
Clbgl_fwd2

<400> 24

tctctgecgg tgccatcaat catect
25

<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del cebador externo Clbgl_rev2
<400> 25

gctcaccgga acttgccaag tget
24

<210> 26

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del cebador cdx09050
<400> 26

ggctcatgaa ggctgctgeg ctl:tc.ctgc
29

47
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<210> 27

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del cebador cdx09052

<400> 27

gcegaattct caaggaagct caatcttgag atcc

34

<210> 28

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Constructo de ADN sintético de la secuencia del cebador TcbhC1lbgl_R1

<400> 28

gtcttcagat caagcaactg tgtgctgate ctettcegte atgaaggctg ctgegettte

60

<210> 29

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia peptidica sintética
<400> 29

<210> 30

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia peptidica sintética
<400> 30

<210> 31

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia peptidica sintética
<400> 31

Ala Asp Asn His Arg Gln

1

ES 2 538396 T3

Glu Ser Arg Lys

1

48
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Met Gln Leu Pro Ala Ala Ala Gln Trp Leu Leu Thr Pro Ala Lys Ala

1

5

ES 2 538396 T3

Ser Leu Ala Asp Asn His Arg Gln

20

49

10

15
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Reivindicaciones
1. Polinucledtido que codifica un polipéptido B-glucosidasa recombinante, en el que dicho polipéptido:

a) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende una secuencia amino terminal que se expone
como IESRK (SEQ ID NO: 5), ESRK (SEQ ID NO: 29) o SRK; y/o es una proteina secretada derivada de una
preproteina, en el que la preproteina es al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 4 y comprende una
secuencia amino terminal que comprende la SEQ ID NO: 6 o NO: 7; y/o

b) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende al menos uno, al menos dos, o tres residuos de
aminoacidos seleccionados de entre acido aspartico en la posicion 358 (358ASP), glutamina en la posicion 381
(381 GLN) y acido glutamico en la posicion 385 (385GLU), en los que los nimeros de posicion de los
aminoacidos corresponden a la SEQ ID NO: 4.

2. Polinucledtido segin la reivindicacion 1 en el que el polipéptido B-glucosidasa recombinante comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

3. Polinucleétido segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el polinucleétido comprende la
SEQ ID NO: 2 0 la SEQ ID NO: 9.

4. Vector de expresion que comprende el polinucleétido segln cualquiera de las reivindicaciones 1-3, unido
operativamente a un promotor heterélogo.

5. Método de produccion de un polipéptido B-glucosidasa secretado, que comprende cultivar una célula que
comprende un polinucleétido seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, unido operativamente a un promotor
heterélogo, o un vector de expresién segun la reivindicacion 4, en condiciones en las que se produce B-glucosidasa.

6. Célula hospedadora recombinante que comprende un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3
gue codifica un polipéptido B-glucosidasa recombinante, en el que la secuencia codificante no comprende intrones, y
en el que opcionalmente el polinucleétido esta unido operativamente a un promotor heterélogo, y en el que
opcionalmente la célula expresa al menos otra enzima celulasa recombinante.

7. Composicion que comprende una célula que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un
polipéptido B-glucosidasa recombinante unido operativamente a un promotor heterélogo, en el que dicho polipéptido:

a) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende una secuencia amino terminal que se expone
como IESRK (SEQ ID NO: 5), ESRK (SEQ ID NO: 29) o SRK; y/o es una proteina secretada derivada de una
preproteina, en el que la preproteina es al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 4 y comprende una
secuencia amino terminal que comprende la SEQ ID NO: 6 o NO: 7; y/o

b) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende al menos uno, al menos dos, o tres residuos de
aminoacidos seleccionados de entre acido aspartico en la posicion 358 (358ASP), glutamina en la posicion 381
(381 GLN) y &cido glutamico en la posiciéon 385 (385GLU), en los que los nimeros de posicion de los
aminoacidos corresponden a la SEQ ID NO: 4,

y una proteina B-glucosidasa secretada por la célula.

8. Método de produccion de glucosa a partir de celobiosa, que comprende poner en contacto celobiosa con una
célula recombinante que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido B-glucosidasa
recombinante, unida operativamente a un promotor heterélogo, en el que dicho polipéptido:

a) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende una secuencia amino terminal que se expone
como IESRK (SEQ ID NO: 5), ESRK (SEQ ID NO: 29) o SRK; y/o es una proteina secretada derivada de una
preproteina, en el que la preproteina es al menos un 90% idéntica a la SEQ ID NO: 4 y comprende una
secuencia amino terminal que comprende la SEQ ID NO: 6 o NO: 7; y/o

b) es al menos un 90% idéntico a la SEQ ID NO: 3 y comprende al menos uno, al menos dos, o tres residuos de
aminoacidos seleccionados de entre acido aspartico en la posicion 358 (358ASP), glutamina en la posicién 381
(381 GLN) y acido glutamico en la posicion 385 (385GLU), en los que los nimeros de posicion de los
aminoacidos corresponden a la SEQ ID NO: 4,

en condiciones en las que la B-glucosidasa es expresada y secretada por la célula y dicha celobiosa es
convertida enzimaticamente en glucosa por dicha B-glucosidasa.

9. Método segun la reivindicacion 5 u 8 en el que la célula es una célula de la cepa C1.
10. Método segun la reivindicacion 5 u 8 en el que la célula no es una célula de la cepa C1.
11. Vector de expresion segun la reivindicacion 4, método segun la reivindicacion 5 u 8, célula hospedadora

recombinante segun la reivindicacion 6, 0 composicion segun la reivindicacion 7, en los que el promotor heterélogo
es el promotor de C1 celobiohidrolasa 1a (CBH1a).
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ES 2 538396 T3

12. Polinucledtido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, vector de expresion segun la reivindicacion 4 u 11, o
método segun cualquiera de las reivindicaciones 5, 8, 9, 10 y 11 en los que la secuencia polinucleotidica no codifica
una o mas de entre la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 30 o la SEQ ID NO: 31.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 5, 8, 9, 10 y 11, que comprende adicionalmente recuperar la
B-glucosidasa a partir del medio en el que se cultiva la célula.

14. Método de conversion de un sustrato de biomasa en un azlcar fermentable, que comprende combinar la célula
segun la reivindicacion 6 con el sustrato de biomasa en condiciones adecuadas para la produccién del azicar
fermentable.

15. Método segun la reivindicacion 14 en el que el sustrato de biomasa es la celobiosa y el azicar fermentable es la
glucosa.
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