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DESCRIPCION
Celulasa tolerante a los tensioactivos y procedimiento de modificacion de la misma
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para modificar el extremo N-terminal de una proteina que tiene
actividad endoglucanasa (en especial, una celulasa perteneciente a la familia 45 y que tiene una actividad
endoglucanasa) a acido piroglutamico, para convertir la proteina en celulasa que tiene actividad endoglucanasa,
cuya reduccion en presencia de un tensioactivo es pequefa y esta relacionada con la celulasa.

Antecedentes de la técnica

Se dice que la biomasa de celulosa es el recurso mas abundante entre los recursos naturales y por lo tanto en
diversos campos se desea una aplicacion eficiente de sistemas de celulasas que descompongan la biomasa de
celulosa. En este proceso de desarrollo, se purificaron y caracterizaron diversas celulasas y ademas, se han clonado
diversos genes de celulasa y se han clasificado en familias analizando la homologia de secuencias (véase referencia
no de patente 1).

En otro aspecto, las celulasas se utilizan, basandose en sus propiedades, en diversos campos industriales, en
particular en el campo de procesamiento de tejidos. Por ejemplo, se lleva a cabo un tratamiento con celulasa para
mejorar el tacto y/o el aspecto de tejidos que contienen celulosa, o para un “biolavado”, lo cual confiere un aspecto
de “lavado a la piedra” a un tejido que contiene celulosa coloreado, proporcionando de este modo al tejido
variaciones de color localizadas. Ademas, en el procedimiento para fabricar liocell, la celulasa se usa para retirar la
pelusa generada en el procedimiento de la superficie del tejido. Al respecto, el liocell es un tejido de celulosa
regenerado derivado de la pulpa de madera, que recientemente ha llamado la atencién por sus propiedades (tales
como la alta resistencia o la absorcion de agua) y como un procedimiento de producciéon que provoca menos
polucién ambiental.

Hasta ahora, se ha considerado que la celulasa descompone la celulosa por el efecto colaborativo de varias
enzimas, es decir, el efecto sinérgico. El grupo de celulasas que consiste en varias enzimas contiene enzimas que
tienen propiedades inadecuadas para el campo del procesamiento de tejidos (tales como una enzima que disminuye
la resistencia de la fibra). Por consiguiente, se ha llevado a cabo un intento para separar componentes enzimaticos
adecuados para el procesamiento de tejidos del grupo de las celulasas y para producir los componentes
enzimaticos, utilizando técnicas de separacion de proteinas y/o técnicas de ingenieria genética. En particular, se han
sometido a un estudio serio las celulasas derivadas de microorganismos que pertenecen a los hongos filamentosos
tales como el género Trichoderma o el género Humicola. Por ejemplo, como componentes de celulasa, se aislaron
CBH I, EG V (véase referencia de patente 1), NCE2, NCE4 y NCE5 en el género Humicolay CBH |, CBH Il, EG Il y
EG Ill en el género Trichoderma y de este modo, se pueden producir preparaciones de celulasa que contienen como
los componentes principales uno o mas componentes de celulasa especificos apropiados para cada propdsito por la
preparacion de enzimas sobreexpresadas o enzimas monocomponentes usando técnicas de ingenieria genética.
Ademas, se ha aclarado que las celulasas que pertenecen a la familia 45, tales como NCE4 (véase referencia de
patente 2), NCE5 (véase referencia de patente 3), RCE1 (véase referencia de patente 4) o STCE1 (véase Solicitud
Internacional N° PCT/JP2004/15733), son muy utiles en los campos anteriores.

En otro aspecto mas, cuando se usan las celulasas como un detergente para la ropa, no solamente se desea una
mejora cuantitativa de los componentes de celulasa usados sino también una cualitativa. Mas particularmente, un
detergente para la ropa contiene diversos tensioactivos y una soluciéon obtenida por la solubilizaciéon del detergente
para la ropa en agua es alcalina (pH 10 a pH 11). Por consiguiente, es necesario que las celulasas contenidas en un
detergente para la ropa sean resistentes a diversos tensioactivos, en condiciones alcalinas. Como un informe en el
que una reduccioén de la actividad en presencia de un tensioactivo se suprime, Otzen, D. E. y col. informaron que
cuando se introdujo una mutacioén en la secuencia interna de aminoacidos de Cel45 derivada de Humicola insolens,
la actividad de la misma a pH 7 en presencia de benceno sulfonato de alquilo lineal (LAS) era aproximadamente 3,3
veces superior a la del tipo natural (véase referencia no relacionada con patentes 2). Sin embargo, se encontré que
la supresion de la reduccion de la actividad en presencia del tensioactivo, proporcionada por la mutacion, esta
limitada a Cel45 o a sus proteinas homologas y que no es aplicable a las endoglucanasas pertenecientes a la familia
45 que tienen baja homologia con Cel45.

(referencia de patente 1) Publicacion Internacional WO91/17243
(referencia de patente 2) Publicacion Internacional WO98/0366
(referencia de patente 3) Publicacion Internacional WO01/90375

(referencia de patente 4) Publicacion Internacional WO00/24879 (referencia no de patente 1) Henrissat B., Bairoch
A. Updating the sequence-based classification of glycosyl hydrolases. Biochem. J. 316: 695-696 (1996)

(referencia no de patente 2) Daniel E. Otzen, Lars Christiansen, Martin Schulein. A comparative study of the
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unfolding of the endoglucanase Cel45 from Humicola insolens in denaturant and surfactant. Protein Sci. 8: 1878-
1887 (1999)

El documento WO 94/07998 se refiere a una variante de celulasa derivada de una celulasa parental, por ejemplo
perteneciente a la familia 45 tal como una endoglucanasa de 43 kD de Humicola insolens. Varias propiedades de la
variante de celulasa, tales como por ejemplo actividad alcalina, compatibilidad con ingredientes de composicion
detergente, retirada de suelo particulado, aclarado de color, eliminaciéon de pelusa, depilacion, reduccion de
aspereza y sensibilidad a tensioactivos anionicos y sistemas blanqueadores de peroxidasa se mejoran eliminando o
sustituyendo uno o mas aminoacidos del dominio cataliticamente activo (CAD), el dominio de unién a celulasa
(CBD), o la regién de union entre ambos dominios y/o por adicion de uno o mas aminoacidos a la region de union y/o
por adicién de otro CBD en el extremo opuesto del CAD.

Divulgacion de la invencion
Problemas a resolverse por la invencion

Un objeto de la presente invencioén es para proporcionar un procedimiento para convertir una proteina que tiene una
actividad endoglucanasa (en particular, una proteina perteneciente a la familia 45 y que tiene una actividad
endoglucanasa) en una proteina que tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccién en presencia de un
tensioactivo es pequeina; un vector que se utiliza en el procedimiento; una proteina que tiene una actividad
endoglucanasa cuya reduccidon en presencia de un tensioactivo es pequefa; y un polinucledtido que codifique la
misma. Otro objeto de la presente invencion es proporcionar, utilizando lo anterior, un microorganismo que produce
de manera eficiente una proteina Util como una enzima para el lavado de ropa.

Medios para solucionar el problema

Los presentes inventores realizaron estudios intensivos y como resultado, encontraron que las proteinas en las que
se afiadié acido piroglutamico (en adelante denominado algunas veces pQ en el presente documento) o un péptido
que contenia pQ al extremo N-terminal de cada proteina perteneciente a la familia 45 y que tenian una
endoglucanasa, es decir, celulasas con adicion en el extremo N-terminal, tenian una actividad endoglucanasa que
no presentaba ninguna reduccion significativa en la actividad en presencia de un tensioactivo, en comparaciéon con
las celulasas de tipo natural.

La caracteristica de que se mantenga una actividad endoglucanasa alta en presencia de un agente tensioactivo
anidnico es particularmente Util en el caso de enzimas para el lavado de ropa, pero no se conoce una celulasa de tal
tipo. Ademas, no se ha informado que las funciones inherentes a una enzima puedan mantenerse en presencia de
un tensioactivo por la adicion a la misma de acido piroglutamico o de un péptido que lo contenga.

En otro aspecto de la presente invencion, con respecto a todas las celulasas en las que el aminoacido N-terminal no
esta protegido y se desea el mantenimiento de la actividad en presencia de un tensioactivo, es posible, afiadiendo
acido piroglutamico o un péptido que lo contiene a las celulasas, para suprimir la reduccion de la actividad en
presencia de un tensioactivo. La celulasa a la que se afiade acido piroglutamico o un péptido que lo contiene no esta
particularmente limitada, pero son preferibles las celulasas pertenecientes a la familia 45.

De acuerdo con ello la presente invencion incluye lo siguiente:

(1) Una combinacién de un polinucleétido y una célula huésped, en la que el polinucleétido esta seleccionado del
grupo que consiste en:

(a) un polinuclestido que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 o 39;

(b) un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos en la que 1 a 90 uno o varios nucleétidos se han
eliminado, sustituido, insertado o afiadido en la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 0 39 y que
codifica una proteina en la que el extremo N-terminal es acido glutamico o glutamina y que tiene una actividad
endoglucanasa; y

(c) un polinucledtido que hibrida en condiciones rigurosas con un polinucleétido que consiste en la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 o 39 y que codifica una proteina en la que el extremo N-terminal es acido
glutamico o glutamina y que tiene una actividad endoglucanasa;

y en la que la célula huésped es un huésped en el que la formacién de piroglutamato del aminoacido N-terminal se
lleva a cabo

(2) una combinacion de la célula huésped de (1) y un vector de expresion que comprende el polinucleétido de (1);
(3) una célula huésped transformada con el vector de expresion de (2);

(4) la célula huésped de (3), en la que la célula huésped es una levadura o un hongo filamentoso;
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(5) la célula huésped de (4), el hongo filamentoso es un microorganismo que pertenece al género Humicola o
Trichoderma,;

(6) la célula huésped de (5), el hongo filamentoso es Humicola insolens o Trichoderma viride;
(7) un procedimiento para producir una proteina seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 0 40 en la que el extremo
N-terminal es acido piroglutamico;

(b) una proteina modificada que comprende una secuencia de aminoacidos y en la que 1 a 30 aminoacidos se han
eliminado, sustituido, insertado o afiadido en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 o0 40 y que
tiene una actividad endoglucanasa , cuya reduccion en presencia de un tensioactivo es pequenfa, y

(c) una proteina homologa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 8,5 % de identidad
con una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 0 40, en la que el extremo
N-terminal es acido piroglutamico y que tiene una actividad endoglucanasa,

que comprende:

cultivar la célula huésped de uno cualquiera de los puntos (3) a (6) y recuperar la proteina de la célula huésped o del
cultivo huésped obtenida por la cultivacion.

Efectos de la invencién

De acuerdo con la presente invencion, es posible producir de manera eficaz una celulasa nueva que es util como
una enzima para el lavado de ropa y que tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccion en presencia de un
tensioactivo es pequena.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

Proteina perteneciente a la familia 45 y que tiene actividad endoglucanasa (denominada en adelante algunas veces
como “celulasa perteneciente a la familia 45”).

Familia 45

El término “familia 45” como se utiliza en el presente documento significa una proteina clasificada en la familia 45 de
acuerdo con el analisis de grupos hidréfobos de enzimas activadoras de hidratos de carbono por B. Henrissat y A.
Bairoch [Henrissat B., Bairoch A. Updating the sequence-based classification of glycosyl hydrolases. Biochem. J.
316: 695-696 (1996)].

Proteinas que tienen actividad endoglucanasa

La expresion “proteina que tiene una actividad endoglucanasa” como se utiliza en el presente documento significa
una enzima que presenta una actividad endoglucanasa, es decir, endo-1,4--glucanasa (EC3.2.1.4), que hidroliza el
enlace 3-1,4-glucopiranosilo en -1,4-glucano.

Tensioactivo

El término “tensioactivo”, como se utiliza en el presente documento es un componente detergente contenido en un
detergente para la ropa y que se clasifica ampliamente en tensioactivos anidnicos, catiénicos y no ionicos. Los
tensioactivos anionicos se utilizan comunmente. Como tensioactivos anidnicos utilizados de preferencia en la
presente invencion, se pueden citar, por ejemplo, benceno sulfonato de alquilo lineal (denominado en adelante en el
presente documento LAS).

Actividad endoglucanasa

La expresion “actividad endoglucanasa (denominada en adelante en el presente documento ‘EGU’)” como se utiliza
en el presente documento se define como una actividad enzimatica obtenida por la medicién de la disminucién de la
viscosidad de una solucién de carboximetilcelulosa segun el siguiente procedimiento.

Como una solucion de sustrato, se disolvié carboximetilcelulosa (Hercules) en un tampdén Tris-HCI 0,1 mol/l (pH
10,0) (concentracioén final = 3,5 %). A la solucion de sustrato (5 ml) previamente calentada a 40 °C durante 10
minutos se le afadieron 0,15 ml de una solucién de la enzima y a continuacién se mezclé todo bien para llevar a
cabo la reaccién a 40 °C durante 30 minutos. La viscosidad de la mezcla de reacciéon se midié por un viscosimetro
de tipo R (RE100; TOKI Sangyo Co., LTD) a 40 °C. Se define “1 unidad” de la actividad enzimatica como una
cantidad de enzima que reduce la viscosidad inicial al 1/2, en cada condicién de reaccion. Como un tensioactivo
anionico, se utilizé benceno sulfonato de alquilo lineal (Wako Pure Chemical Industries, Co., Ltd.) y se ahadio a la
solucién de carboximetilcelulosa hasta una concentracion final de 800 ppm.
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Supresién de la reduccioén de la actividad endoglucanasa en presencia de tensioactivo

“Que tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccion en presencia de un tensioactivo es pequefia”, como se
utiliza en el presente documento significa que, cuando la proteina en la que estd modificado el extremo N-terminal
(proteina del tipo modificacion N-terminal) de acuerdo con la presente invencién se compara con la proteina original
antes de realizar la modificacion (denominada a continuacion en el presente documento simplemente proteina
original) con respecto a la actividad endoglucanasa en presencia del tensioactivo, la actividad endoglucanasa de la
proteina del tipo modificacion N-terminal es mayor que la de la proteina original.

Proteina original

La proteina original que se puede aplicar al procedimiento de la presente invencién no esta particularmente limitada,
con la condicién de que se trate de una proteina que tenga una actividad endoglucanasa en la que el extremo N-
terminal es un aminoacido diferente de acido piroglutamico. Como la proteina original, se pueden citar, por ejemplo,
una celulasa (por ejemplo, endoglucanasa, celobiohidrolasa o B-glucosidasa) y resulta de preferencia una celulasa
perteneciente a la familia 45. En este sentido, siempre que la proteina original tenga al menos una actividad
endoglucanasa, puede ser una proteina que tenga solo la actividad endoglucanasa, o una proteina que tenga otra u
otras actividades enzimaticas ademas de la actividad endoglucanasa. Ademas, la proteina original puede ser una
proteina de origen natural o una proteina modificada genéticamente.

Fuente original de la celulasa perteneciente a la familia 45

La celulasa perteneciente a la familia 45 puede generarse por técnicas de ingenieria genética de uso comun, tales
como técnicas de ADN recombinante o técnicas de sintesis de polipéptidos, o se pueden obtener a partir de una
cepa natural aislada. Ademas las celulasas incluyen variantes de celulasas de tipo natural pertenecientes a la familia
45,

La celulasa perteneciente a la familia 45 se puede obtener a partir de un microorganismo tal como los hongos
filamentosos o =zigomicetos. Como hongos filamentosos, se pueden citar, por ejemplo, microorganismos
pertenecientes al género Humicola (tal como Humicola insolens), al género Trichoderma (tal como Trichoderma
viride), al género Staphylotrichum (tal como Staphylotrichum coccosporum) o del género Myriococcum (tal como
Myriococcum thermophilum). Mas concretamente, las celulasas derivadas de género Humicola incluyen, por
ejemplo, CBH I, EG V, NCE2, NCE4 y NCEDS5; las celulasas derivadas del género Trichoderma incluyen, por ejemplo,
CBH I, CBH Il, EG Il y EG llI; las celulasas derivadas del género Staphylotrichum incluyen, por ejemplo, STCE1 y
STCES3; y las celulasas derivadas del género Myriccoccum incluyen, por ejemplo, MTE1. Como zigomicetos, se
pueden citar, por ejemplo, microorganismos pertenecientes al género Rhizopus (tal como Rhizopus oryzae), al
género Mucor (tal como Mucor circinelloides) o al género Phycomyces (tal como Phycomyces nitens). Mas
concretamente, se pueden citar, por ejemplo, RCE I, RCE Il o RCE Il derivadas de Rhizopus oryzae, MCE | o MCE
Il derivadas de Mucor circinelloides; o PCE | derivada de Phycomyces nitens (documento WO 00/24879).

Acido piroglutamico o péptido gue contiene acido piroglutamico

El término “acido piroglutamico” como se utiliza en el presente documento significa acido piroglutamico generado por
ciclacion de la glutamina o el acido glutamico del extremo N-terminal de una proteina madura. El acido piroglutamico
tiene la caracteristica de que el grupo amino N-terminal no esta expuesto. La formacién de piroglutamato se puede
realizar in vivo o in vitro. In vivo, un polinucleétido que codifica una proteina modificada, que esta genéticamente
disefiada para que el extremo N-terminal de una proteina madura sea glutamina o acido glutamico, puede
expresarse en una célula huésped para obtener una proteina de ciclacion de piroglutamato. In vitro, una proteina
que tiene el extremo N-terminal de glutamina o acido glutamico pueden ser tratada con una solucién acida tal como
una solucién de acido formico para obtener una proteina que tiene el extremo N-terminal de acido piroglutamico.

El término “péptido” como se utiliza en el presente documento, significa un compuesto que consiste en uno o en
varios aminoacidos en el que los aminoacidos estan polimerizados por enlaces peptidicos. Por lo tanto, la expresion
“péptido que contiene acido piroglutamico” como se utiliza en el presente documento significa un péptido en el que el
aminoacido N-terminal es acido piroglutamico. El péptido que contiene acido piroglutamico consiste en dos o mas
(varios) aminoacidos reticulados, por ejemplo, de 2 a 40 aminoacidos, de preferencia de 2 a 30 aminoacidos, de mas
preferencia de 2 a 20 aminoacidos, de mas preferencia aun de 2 a 10, de mas preferencia aun de 2 a 5, de la mayor
preferencia de 2 a 4 aminoacidos. Los aminoacidos no estan particularmente limitados, con la condiciéon de que
puedan ser utilizados por los expertos en la técnica para el propdsito indicado.

En el procedimiento de la presente invencion, un procedimiento para modificar una proteina original a una proteina
que tiene el extremo N-terminal de acido piroglutamico no esta particularmente limitado, con la condicién de que la
modificacion de la proteina pueda llevarse a cabo. Como el procedimiento, se pueden citar, por ejemplo, técnicas de
ingenieria genética o técnicas quimicas.

De acuerdo con las técnicas de ingenieria genética, una proteina original puede ser modificada, por ejemplo,
llevando a cabo una adicion y/o sustitucién de un aminoacido adecuado o secuencia de aminoacidos adecuada por
ingenieria genética.
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En una forma de realizacion que utiliza la adicién por ingenieria genética, la modificacion proteica puede llevarse a
cabo afadiendo genéticamente acido piroglutamico o un péptido que tiene el extremo N-terminal de acido
piroglutamico, al extremo N-terminal de una proteina original (es decir, una proteina que tiene una actividad
endoglucanasa en la que el extremo N-terminal no es acido piroglutamico).

Mas particularmente, la forma de realizacion que utiliza la adiciéon por ingenieria genética puede comprender, por
ejemplo, las etapas de:

(1) afadir un polinucledtido que codifica un aminoacido que puede convertirse en acido piroglutamico (tal como
acido glutamico o glutamina) o un polinucledtido que codifica un péptido que tiene el extremo N-terminal de un
aminoacido que puede convertirse en acido piroglutamico, al extremo 5' terminal de un polinucleétido que codifica
una proteina original y

(2) expresar el polinucledtido resultante en un huésped en el que puede llevarse a cabo la formacion de
piroglutamato del aminoacido N-terminal.

En una forma de realizacién que utiliza la sustitucion por ingenieria genética, la modificacion de proteinas puede
llevarse a cabo sustituyendo genéticamente el aminoacido N-terminal o la region N-terminal de una proteina original
por acido piroglutamico o un péptido que tiene el extremo N-terminal de acido piroglutamico.

Mas particularmente, la forma de realizacion utilizando la sustitucion por ingenieria genética puede comprender, por
ejemplo, las etapas de:

(1) sustituir el extremo 5' terminal o una regién que contiene el mismo de un polinucleétido que codifica una proteina
original por un polinucleétido que codifica un aminoacido que puede convertirse en acido piroglutamico (tal como
acido glutamico o glutamina) o un polinucledtido que codifica un péptido que tiene el extremo N-terminal de un
aminoacido que puede convertirse en acido piroglutamico y

(2) expresar el polinucledtido resultante en un huésped en el que puede llevarse a cabo la formacion del
piroglutamato del aminoacido N-terminal.

Como formas de realizacion utilizando las técnicas quimicas, se pueden citar, por ejemplo,

(a) una forma de realizacion en la que el acido piroglutamico (o un péptido que tiene el extremo N-terminal de acido
piroglutamico) se afiade directamente al extremo N-terminal de una proteina original;

(b) una forma de realizacién en la que un aminoacido que puede convertirse en acido piroglutamico (o un péptido
que tiene el extremo N-terminal de un aminoacido que puede convertirse en acido piroglutamico) se afiade
quimicamente al extremo N-terminal de una proteina original y a continuacion se lleva a cabo quimicamente la
formacion del piroglutamato del aminoacido N-terminal; o

(c) una forma de realizacion en la que el aminoacido N-terminal de una proteina original que tiene el extremo N-
terminal de un aminoacido que puede convertirse en acido piroglutamico se convierte quimicamente en acido
piroglutamico.

Procedimiento para afadir acido piroglutamico o un péptido que contiene acido piroglutamico al lado N-terminal de la
celulasa perteneciente a la familia 45

El procedimiento de modificacién se ilustrara ademas por una forma de realizacién que utiliza celulasa perteneciente
a la familia 45. Un procedimiento para afiadir acido piroglutamico o un péptido que contiene acido piroglutamico al
lado N-terminal de la celulasa perteneciente a la familia 45 puede llevarse a cabo por técnicas de ingenieria
genética. En una produccion de celulasas de uso comun, se puede unir una region codificadora de un polinucleétido
que codifica la celulasa deseada de manera operativa entre un promotor y un terminador funcionable en un huésped
tal como un hongo filamentoso y a continuacion puede introducirse la cassette de expresiéon resultante en el
huésped. Ademas, se puede anadir un polinucleétido que codifica una secuencia sefal de secrecién funcionable en
la célula huésped en la cassette. Cuando se introduce la cassette en la célula huésped, la celulasa deseada se
secreta en un medio y se puede recoger faciimente. En este caso, puede afadirse un aminoacido deseado al
extremo N-terminal de la celulasa, por la adicién de un polinucleétido que codifica el aminoacido inmediatamente
secuencia abajo de la secuencia sefial de secrecion. Ademas, la modificacion del grupo amino del aminoacido N-
terminal se puede llevar a cabo utilizando una secuencia sefial de secrecion en un huésped. Por ejemplo, en cbh1 o
cbh2 derivadas de Trichoderma viride, o NCE2 o NCES5 derivadas de Humicola insolens, el extremo N-terminal es
piroglutamato formado, la modificacion puede llevarse a cabo por el uso de estas secuencias sefial para la secrecion
y la expresion en Trichoderma viride o Humicola insolens. De acuerdo con la forma de realizacion de preferencia, la
celulasa modificada perteneciente a la familia 45 preparada como se describid anteriormente presenta una
caracteristica ventajosa, es decir, tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccién en presencia de un tensioactivo
es pequefia.

Segun otra forma de realizacion, todo puede ser sintetizado quimicamente, dentro del ambito de los conocimientos
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técnicos comunes de los expertos en la técnica. En este caso, la sintesis puede llevarse a cabo utilizando parte de
una proteina de origen natural.

Proteina de la presente invencion

La proteina de la presente invencion se prepara por la modificacion del extremo N-terminal de una proteina original
que tiene una actividad endoglucanasa a acido piroglutamico [por ejemplo, preparada por la obtencion de celulasa
perteneciente a la familia 45 y la adicion de acido piroglutamico (pQ) o un péptido que contiene acido piroglutamico
al lado del aminoacido N-terminal de la proteina madura de la misma] y tiene una actividad endoglucanasa cuya
reduccion en presencia de un tensioactivo es pequefia. Ademas, la presente invencion incluye una proteina que se
puede preparar por el procedimiento descrito anteriormente y tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccion en
presencia de un tensioactivo es pequefia.

Mas concretamente, la proteina de la presente invencion incluye una proteina seleccionada del grupo que consiste
en las siguientes proteinas:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 o0 40;

(b) una proteina modificada que comprende una secuencia de aminoacidos en la que uno o varios aminoacidos se
han eliminado, sustituido, insertado o afiadido en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 0 40 y que
tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccion en presencia de un tensioactivo es pequefa; y

(c) una proteina homéloga que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 85 % de homologia
con una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 o 40 y que tiene una
actividad endoglucanasa cuya reduccion en presencia de un tensioactivo es pequenia.

La secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de NCE4 modificada en el
extremo N-terminal (véase Ejemplo A2) en la que se afiade un péptido que consiste en cinco aminoacidos (N-
terminal: acido piroglutamico) al extremo N-terminal de la endoglucanasa NCE4 derivada de Humicola insolens
MN200-1.

La secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos de STCE1 modificada en el
extremo N-terminal (véase Ejemplo B2) en la que se sustituye el aminoacido N-terminal (Ala) de la endoglucanasa
STCE1 derivada de Staphylotrichum coccosporum IFO 31817 por un péptido que consiste en cuatro aminoacidos
(N-terminal: acido piroglutamico).

La secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 38 es la secuencia de aminoacidos de la STCE1 modificada en el
extremo N-terminal (véase Ejemplo B3) en la que se afiade acido piroglutamico al extremo N-terminal de la
endoglucanasa STCE1 derivada de Staphylotrichum coccosporum IFO 31817.

La secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40 es la secuencia de aminoacidos de la STCE1 modificada en el
extremo N-terminal (véase Ejemplo B4) en la que se afade un péptido que consiste en cuatro aminoacidos (N-
terminal: acido piroglutamico) al extremo N-terminal de la endoglucanasa STCE1 derivada de Staphylotrichum
coccosporum IFO 31817.

El término “proteina modificada” como se utiliza en el presente documento significa una proteina que comprende una
secuencia de aminoacidos en la que uno o una pluralidad de aminoacidos (por ejemplo, uno o varios aminoacidos)
se han eliminado, sustituido, insertado o afiadido en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 38 0 40 y que
tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccidon en presencia de un tensioactivo es pequefia. El nimero de
aminoacidos a modificar, tal como “eliminar, sustituir, insertar o afiadir’, es de preferencia de 1 a 30, de mas
preferencia de 1 a 10, de la mayor preferencia de 1 a 6.

Ademas, la proteina modificada incluye una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que uno o
varios aminoacidos estan sustituidos de manera conservadora en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2,
4, 38 0 40 y que tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccién en presencia de un tensioactivo es pequefia. La
expresion “sustitucion conservadora” como se utiliza en el presente documento significa que uno o varios residuos
de aminoacidos contenidos en una proteina estan sustituidos con diferentes aminoacidos que tienen propiedades
quimicas similares de modo que las actividades de la proteina no se modifican sustancialmente. Como sustitucion
conservadora, se pueden citar, por ejemplo, una sustitucion de un residuo de aminoacido hidréfobo por otro residuo
de aminoacido hidréfobo, o la sustitucién de un residuo de aminoacido polar por otro residuo de aminoacido polar
que tiene la misma carga. Los aminoacidos que tienen propiedades quimicas similares y que pueden estar
sustituidos de manera conservadora entre si son conocidos por los expertos en la técnica. Mas en particular, como
aminoacidos no polares (hidréfobos), se pueden citar, por ejemplo, alanina, valina, isoleucina, leucina, prolina,
triptéfano, fenilalanina o metionina. Como aminoacidos polares (neutros), se pueden citar, por ejemplo, glicina,
serina, treonina, tirosina, glutamina, asparagina o cisteina. Como aminoacidos basicos que tienen una carga
positiva, se pueden citar, por ejemplo, arginina, histidina o lisina. Como aminoacidos acidos que tienen una carga
negativa, se pueden citar, por ejemplo, acido aspartico o acido glutamico.
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La expresion “proteina homologa”, como se utiliza en el presente documento significa una proteina que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 85 % (de preferencia el 90 % o mas, de la mayor preferencia el
95 % o mas) de homologia (identidad de secuencia) con una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2, 4, 38 o 40 y que tiene una actividad endoglucanasa cuya reduccion en presencia de un
tensioactivo es pequefia. La homologia como se utiliza en el presente documento se muestra como el valor
(identidad) calculado por FASTAS3 [Science, 227, 1435-1441 (1985); Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 85, 2444-2498
(1988); http://www.ddbj.nig.ac.jp/E-mail/homology-j.html], un programa de blusqueda de homologia conocido, de
conformidad con los parametros por defecto.

Como se describié anteriormente, en la “proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2”
de la presente invencion, la porciéon salvo el péptido N-terminal que consiste en cinco aminoacidos deriva de la
endoglucanasa NCE4. Ademas, en la “proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4,
38 0 40" de la presente invencion, la porcion salvo el aminoacido o péptido N-terminal deriva de la endoglucanasa
STCE1. Las endoglucanasas NCE4 y STCE1 pertenecen a la familia 45. Como endoglucanasa conocida
perteneciente a la familia 45, se pueden citar, por ejemplo, NCE5 derivada del género Humicola (documento
WO01/90375).

En las figuras 1 y 2, se muestra una alineaciéon de las secuencias de aminoacidos de la endoglucanasa STCE1
[péptido sefial (SEQ ID NO: 43) y proteina madura (SEQ ID NO: 44)], la endoglucanasa NCE4 [péptido sefial (SEQ
ID NO: 45) y proteina madura (SEQ ID NO: 46)] y la endoglucanasa NCES [péptido sefial (SEQ ID NO: 47) y
proteina madura (SEQ ID NO: 48)].

La figura 1 muestra la alineacion de la mitad N-terminal y la Figura 2 muestra la de la mitad C terminal. El simbolo “*”
en las figuras 1y 2 indica un aminoacido comun al de STCE1.

Como se muestra en las figuras 1 y 2, las endoglucanasas pertenecientes a la familia 45 contienen el dominio
catalitico (1° a 207°) como un dominio comun y a veces contienen la region conectora (208° a 258°) y/o el dominio
de union a la celulosa (CDB) (259° a 295°). En este sentido, los niUmeros entre paréntesis después de los dominios
anteriores representan el nimero de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 44) de la
endoglucanasa STCE1.

En cada region, hay muchos aminoacidos conservadores entre dos o mas endoglucanasas en el dominio catalitico y
el dominio de union a la celulosa, pero no se observa ninguna regién conservadora notable en la regién del conector.
Las regiones que contienen muchos aminoacidos conservadores (por ejemplo, el dominio catalitico o el dominio de
union a la celulosa, en particular, el dominio catalitico), o aminoacidos comunes contenidos en las regiones son
consideradas regiones o aminoacidos importantes para la actividad enzimatica de las endoglucanasas (tales como
STCE1 o NCE4). Por lo tanto, cuando se lleva a cabo una modificacion de aminoacidos (por ejemplo, eliminacion,
sustitucion, insercion y/o adicién, en particular, sustitucion conservadora) en una regiéon o un aminoacido distinto de
tales regiones o aminoacidos importantes, puede obtenerse con una alta posibilidad y sin excesiva experimentacion
una proteina modificada u homdloga que mantiene la actividad de la enzima.

Ademas, incluso cuando tiene lugar en las regiones que contienen muchos aminoacidos conservadores, una
modificacion de un aminoacido o aminoacidos no comunes entre dos o mas endoglucanasas a aminoacido(s)
diferente(s) [de preferencia aminoacido(s) que son similares y que pueden estar sustituidos de manera
conservadora] probablemente podra mantener la actividad de la enzima. Por lo tanto, por una de tales
modificaciones, puede obtenerse una proteina modificada u homéloga que mantiene la actividad de la enzima con
una alta probabilidad, sin experimentacién excesiva.

En relacion con lo anterior, incluso si aminoacido(s) comun/comunes en la regién que contiene muchos aminoacidos
conservadores se modifica(n) a aminoacido(s) diferente(s), la actividad de la enzima a veces se mantiene. En
particular, en una modificacién a aminoacido(s) que es/son similar(es) y que puede(n) estar sustituido(s) de manera
conservadora, la posibilidad se incrementa. La proteina modificada u homdloga de la presente invencion incluye una
proteina en la que uno o mas aminoacidos contenidos en cualquier region, tal como el dominio catalitico, la regiéon
conectora o el dominio de uniéon a la celulosa, se maodifican, con la condicién de que presente una actividad
endoglucanasa.

Polinucledtido que codifica la proteina de la presente invencién

De acuerdo con la presente invencion, se puede proporcionar un polinucleétido que codifica una proteina que
comprende la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO 2, 4, 38 o 40, o una de sus proteinas modificadas u
homologas (en adelante denominadas colectivamente como la proteina de la presente invencion). Cuando se da la
secuencia de aminoacidos de una proteina, se puede seleccionar facilmente una secuencia de nucleétidos que
codifica la secuencia de aminoacidos y por lo tanto pueden seleccionarse diversas secuencias de nucledtidos que
codifican la proteina de la presente invencion. El término “polinucleétido” como se utiliza en el presente documento,
incluye ADN y ARN y resulta de preferencia el ADN.

El polinucleétido de la presente invencion incluye un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en los
siguientes polinucleodtidos:
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(a) un polinucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 o 39;

(b) un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos en la que uno o varios nucleétidos se han
eliminado, sustituido, insertado o afiadido en la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 o0 39 y que
codifica una proteina en la que el extremo N-terminal es acido glutamico o glutamina y que tiene una actividad
endoglucanasa cuya reduccion en presencia de un tensioactivo es pequeia; y

(c) un polinucledtido que hibrida en condiciones rigurosas con un polinucleétido que consiste en la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 o 39 y que codifica una proteina en la que el extremo N-terminal es acido
glutamico o glutamina y que tiene una actividad endoglucanasa y en la que la célula huésped es un huésped en el
que se lleva a cabo formacion de piroglutamato del aminoacido N-terminal.

En la secuencia de nucledtidos que se describe en el punto anterior (b), el nimero de nucleétidos a eliminar,
sustituir, insertar o afadir, es por ejemplo, de 1 a 90, de preferencia de 1 a 30, de mas preferencia de 1 a 18, de
mayor preferencia de 1 a 9.

La expresion “bajo condiciones rigurosas”, como se utiliza en el presente documento significa las siguientes
condiciones. De acuerdo con un protocolo adjunto de un sistema de deteccion y marcacion directa de ADN/ARN
ECL (Amersham), después de que un polinucleétido a probar se prehibrida a 42 °C durante una hora, se afiade un
polinucledtido que consiste en la secuencia de nucleodtidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 0 39 y la hibridacion se lleva a
cabo a 42 °C durante 14 a 16 horas. Después de la hibridacion, se repite dos veces un tratamiento de lavado con 0,5
X 8SC (1 X SSC; citrato de sodio 15 mmol/l, cloruro de sodio 150 mmol/l) que contiene SDS al 0,4 % y 6 mol/l de
urea a 42 °C durante 20 minutos y se lleva a cabo dos veces un tratamiento de lavado con 5 X SSC a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

El polinucledtido de la presente invencion incluye un polinucleétido de origen natural. Ademas, se puede sintetizar en
su totalidad. Ademas, la sintesis puede llevarse a cabo utilizando parte del polinucleétido de origen natural. Por lo
general el polinucledtido de la presente invencion puede obtenerse por seleccion de una biblioteca gendémica
derivada de un microorganismo deseado segun un procedimiento habitual de uso comun en la ingenieria genética,
por ejemplo, utilizando una sonda de ADN adecuada disefiada en base a la informacién de una secuencia de
aminoacidos parcial.

Produccién de la proteina de la presente invencién

La proteina de la presente invencion se pueden producir en células huésped por la transformacion de la célula
huésped con una molécula de polinucledtido (en particular como una forma de vector de expresion) que comprende
un fragmento de polinucledtido que codifica la proteina de manera que la molécula de polinucleétido pueda
replicarse y el gen pueda expresarse en la célula huésped.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un vector de expresion que comprende un fragmento de
polinucledtido que codifica la proteina de la presente invencion de tal forma que el fragmento de polinucleétido
pueda ser replicado y la proteina se pueda expresar en un microorganismo huésped.

El vector de expresion se puede construir en base a un vector auto-replicante (tal como un plasmido), que existe
como un elemento extracromosémico y que puede replicarse de manera independiente de la replicacion de los
cromosomas. Como alternativa, el vector de expresion de la presente invencién puede ser un vector que esta
integrado en el cromosoma del microorganismo huésped y que se replica junto con los cromosomas, cuando el
huésped se transforma con el vector. La construccién del vector de la presente invencion puede llevarse a cabo por
procedimientos habituales o procedimientos cominmente utilizados en la ingenieria genética.

Para expresar una proteina que tiene una actividad deseada por la transformacion de un microorganismo huésped
con el vector de expresion de la presente invencion, es preferible que el vector de expresion contenga, por ejemplo,
un polinucledtido capaz de controlar la expresion, o un marcador genético para seleccionar los transformantes,
ademas del fragmento de polinucledtido de la presente invencion.

Como el polinucleotido capaz de regular la expresion genética, se pueden utilizar en la presente invencion diversas
sefiales para la regulacion de la transcripcion o de la traduccion, tales como un promotor, un terminador o un
polinucleétido que codifica un péptido sefial para la secrecion. La unién de estos polinucleétidos y la insercion de los
mismos a un vector pueden llevarse a cabo por un procedimiento habitual.

El promotor que se puede usar en la presente invencién no esta particularmente limitado, con la condiciéon de que
muestre actividad transcripcional en un microorganismo huésped. El promotor se puede obtener como un
polinucledtido que regula la expresion de un gen que codifica una proteina igual o diferente de la que deriva del
microorganismo huésped. Por ejemplo, se puede usar un promotor tal como un operén de lactosa o un operén de
triptéfano en Escherichia coli; un promotor de un gen de la alcohol deshidrogenasa, un gen de la fosfatasa acida, un
gen de utilizacion de la galactosa, o un gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa en una levadura; y un
promotor de un gen de la a-amilasa, un gen de la glucoamilasa, un gen de la celobiohidrolasa o un gen de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa en un hongo filamentoso.
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El péptido sefal no esta particularmente limitado, con la condicidon de que contribuya a la secrecion de proteinas en
un microorganismo huésped. El péptido sefial se puede obtener como un polinucledtido derivado de un gen que
codifica una proteina igual o diferente de la que deriva del microorganismo huésped.

El marcador seleccionable puede seleccionarse adecuadamente de acuerdo con el procedimiento para seleccionar
un transformante. Como el marcador seleccionable, en la presente invencion se puede utilizar, por ejemplo, un gen
de resistencia a farmacos o un gen que complementa una mutacién auxoétrofa. Cuando el huésped es una bacteria,
se puede utilizar, por ejemplo, un gen de resistencia a la ampicilina, un gen de resistencia a la kanamicina o un gen
de resistencia a la tetraciclina. Cuando el huésped es una levadura, se puede utilizar, por ejemplo, un gen de
biosintesis de triptéfano (trpl, trpC), un gen de biosintesis de uracilo (ura3), un gen de biosintesis de leucina (leu2) o
un gen de biosintesis de histidina (his3). Cuando el huésped es un hongo filamentoso, se puede utilizar, por ejemplo,
un gen de resistencia a la destomicina, un gen de utilizacion de nitratos (niaD), un gen de biosintesis de arginina
(argB), un gen de biosintesis de uracilo (pyr4), un gen resistencia a la higromicina, un gen de resistencia a bialafés,
un gen de resistencia a la bleomicina o un gen de resistencia a la aureobasidina.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un microorganismo transformado con el vector de expresion.
Un sistema huésped-vector que se puede utilizar en la presente invencidon no esta particularmente limitado. Por
ejemplo, se puede usar un sistema que utiliza E. coli, Actinomycetes, levaduras, u hongos filamentosos, o un
sistema para la expresion de una proteina de fusion utilizando un microorganismo tal. Cuando se utiliza una levadura
como huésped, se puede citar, por ejemplo, un microorganismo que pertenece al género Saccharomyces,
Hansenula o Pichia, de preferencia Saccharozrtyces cerevisiae. Cuando se utiliza un hongo filamentoso como
huésped, se puede utilizar cualquier hongo filamentoso, de preferencia un microorganismo perteneciente al género
Humicola, Trichoderma, Aspergillus, Acremonium o Fusarium, de mas preferencia un microorganismo perteneciente
al género Humicola o Trichoderma. Mas concretamente, se pueden utilizar Humicola insolens, Humicola thermoidea,
Trichoderma viride, Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum, Staphylotrichum coccosporum, Aspergillus
niger, Aspergillizs oryzae, Fusarium oxysporum o Acremonium cellulolyticus, de preferencia Humicola insolens o
Trichoderma viride.

La transformacién de un microorganismo con el vector de expresion puede llevarse a cabo segun un procedimiento
habitual, tal como un procedimiento que utiliza iones de calcio, un procedimiento que utiliza iones de litio, un
procedimiento de electroporacion, un procedimiento con PEG, un procedimiento de Agrobacterium o un
procedimiento con pistola de particulas y se puede seleccionar un procedimiento adecuado de acuerdo con el
huésped a transformarse.

En la presente invencion, se cultiva el transformante de la presente invencion y el cultivo resultante se utiliza para
obtener la proteina de la presente invencion de interés. El transformante de la presente invencién se puede cultivar
segun un procedimiento habitual seleccionado adecuadamente, por ejemplo, un medio o condiciones del cultivo.

El medio se puede complementar con, por ejemplo, fuentes de carbono o fuentes de nitrdgeno que pueden
anabolizarse o utilizarse, respectivamente, por el transformante de la presente invencion, sales inorganicas, diversas
vitaminas, diversos aminoacidos tales como acido glutamico o asparagina, oligonutrientes, tales como nucleétidos, o
agentes de seleccion tales como antibidticos. Ademas, se pueden afiadir de manera adecuada sustancias organicas
y/o inorganicas que ayudan al crecimiento del transformante de la presente invenciéon o promueven la produccion de
la proteina de la presente invencién. Ademas, si es necesario, se puede utilizar un medio natural o un medio
sintético que contenga adecuadamente otros nutrientes.

Se puede utilizar cualquier tipo de fuente de carbono y fuente de nitrégeno en el medio con la condicion de que se
pueden utilizar por el transformante de la presente invencion. Como fuente de carbono anabolizable, se pueden
utilizar diversos hidratos de carbono, por ejemplo, sacarosa, almidon, glicerina, glucosa, fructosa, maltosa, lactosa,
celulosa, celobiosa, dextrina, aceites animales o aceites vegetales, o hidrolizados de los mismos. En general, la
concentracion de los mismos en el medio es de preferencia del 0,1 % al 5 %. Como fuente de nitrégeno utilizable, se
pueden usar por ejemplo, componentes, animales o vegetales o extractos de los mismos, tales como peptona,
extracto de carne, licor de maceracion de maiz o polvo de soja desgrasada, sales de amonio de acidos organicos
tales como sales de amonio del acido succinico o sales de amonio del acido tartarico, urea u otros diversos
compuestos que contienen nitrégeno tales como acidos inorganicos u organicos. Como sales inorganicas, se
pueden utilizar adecuadamente, por ejemplo, las que pueden producir sodio, potasio, calcio, magnesio, cobalto,
cloro, acido fosférico, acido sulfurico, u otros iones.

Se puede utilizar adecuadamente cualquier medio que contenga otros componentes, por ejemplo, células, exudados
o extractos de microorganismos tales como levaduras o polvos finos de plantas, con la condicién de que no
interfieran con el crecimiento de los transformantes de la presente invencion ni con la produccién y acumulacion de
la proteina de la presente invencién. Cuando se cultiva una cepa mutante que tiene un requerimiento nutricional, por
lo general se afiade al medio una sustancia para satisfacer su requerimiento nutricional. En relacién con lo anterior,
es posible que tal nutriente no deba afiadirse necesariamente cuando se utiliza un medio que contiene sustancias
naturales.

Las condiciones de cultivo, tales como el componente del medio, la fluidez del medio, la temperatura de incubacion,
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la velocidad de agitacion o la tasa de aireacion, se pueden seleccionar y controlar adecuadamente de acuerdo con el
transformante a utilizarse y las condiciones externas a fin de obtener los resultados preferibles. Si se formara
espuma en un medio liquido, puede utilizarse adecuadamente un agente antiespumante, tal como aceites de
silicona, aceites vegetales, aceites minerales o tensioactivos.

La proteina de la presente invencién acumulada en el cultivo resultante esta contenida en el transformante de la
presente invencion y en el filtrado del cultivo. De acuerdo con ello, es posible recuperar la proteina de la presente
invencion a partir tanto del filtrado del cultivo como de las células transformantes por separacién del cultivo en cada
fraccion por centrifugacion.

La proteina de la presente invencion se puede recuperar a partir del filtrado del cultivo de acuerdo con un
procedimiento habitual. Los procedimientos para recuperar de la proteina de la presente invencion a partir del cultivo
se pueden realizar de manera individual, en combinacion en un determinado orden, o repetidamente. Por ejemplo,
se pueden utilizar la extraccion por filtracion, la centrifugacion, la dialisis, la concentracion, el secado, la congelacion,
la adsorcién, la desorcién, medios para la separaciéon basados en la diferencia de solubilidad en diversos disolventes
(tales como la precipitacion, la precipitacion por saturacion de la soluciéon con sales neutras, la cristalizacion, la
recristalizacion, la solucién inversa o la cromatografia).

Ademas, la proteina de la presente invencién se puede obtener a partir del cultivo dentro del transformante de la
presente invencion. Por ejemplo, la extraccion a partir del cultivo (por ejemplo, tratamiento de molienda o alteracion
por presion), la recuperacion (por ejemplo, filtraciéon o centrifugacion) o la purificacion (por ejemplo, precipitacion por
saturacion de la solucidon con sales neutras o precipitacion del disolvente) pueden llevarse a cabo utilizando un
procedimiento habitual.

La sustancia en bruto resultante puede ser purificada de acuerdo con un procedimiento habitual, por ejemplo, por
una cromatografia en columna utilizando un vehiculo tal como dextrano, celulosa, agarosa, polimeros sintéticos, o
gel de silice. Se puede obtener una proteina pura de la presente invencidon de interés a partir del cultivo del
transformante de la presente invencioén utilizando los procedimientos anteriormente mencionados, bien por separado
o bien en una combinacién adecuada.

Como se describié anteriormente, de acuerdo con otra forma de realizacién de la presente invencion, se puede
proporcionar el procedimiento para producir la proteina novedosa de la presente invencion. El cultivo del
transformante (incluyendo las condiciones de cultivo) se puede llevar a cabo de una manera sustancialmente similar
al cultivo del huésped original utilizado para preparar el transformante. Como el procedimiento para recuperar la
proteina de interés después del cultivo del transformante, se pueden llevar a cabo procedimientos de uso comun.

Cepas depositadas

Se depositd la cepa de Escherichia coli JM109 transformada con el vector de expresion pEGDO01 de la presente
invencion (FERM BP-5973) en el pais en el Instituto Nacional Depositario de Organismos de Patentes
Internacionales de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzadas [(Nombre anterior) Instituto Nacional de Biocencia y
Agencia de Tecnologia Humana de Ciencia y Tecnologia Industrial (Direccién: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi
1-chome Tukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566, Japon)] el 12 de julio de 1996 y se traslado a un deposito internacional
el 13 de junio de 1997. El nUmero de depdsito internacional (un numero entre paréntesis [] después del nimero de
depdsito internacional es un numero de depdsito nacional) es FERM BP-5973 [FERM P-15729].

Se depositd la cepa de Escherichia coli JM109 transformada con el vector de expresiéon pMKDO1 de la presente
invencion (FERM BP-5974) en el pais en el Instituto Nacional Depositario de Organismos de Patentes
Internacionales de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzadas [(Nombre anterior) Instituto Nacional de Biocencia y
Agencia de Tecnologia Humana de Ciencia y Tecnologia Industrial (Direccién: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi
1-chome Tukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566, Japdn)] el 12 de julio de 1996 y se trasladd a un depésito internacional
el 13 de junio de 1997. El nUmero de depdsito internacional (un numero entre paréntesis [] después del nimero de
depdsito internacional es un numero de depdsito nacional) es FERM BP-5974 [FERM P-15730].

Se depositd la cepa de Escherichia coli JM109 transformada con el vector de expresion pCB1-M2XR (FERM BP-
6045) en el pais en el Instituto Nacional Depositario de Organismos de Patentes Internacionales de Ciencia y
Tecnologia Industrial Avanzadas [(Nombre anterior) Instituto Nacional de Biocencia y Agencia de Tecnologia
Humana de Ciencia y Tecnologia Industrial (Direccion: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome Tukuba-shi,
Ibaraki-ken 305-8566, Japdn)] el 9 de septiembre de 1996 y se trasladd a un depdsito internacional el 11 de agosto
de 1997. El nimero de depdsito internacional (un numero entre paréntesis [] después del niumero de depdsito
internacional es un nimero de depdsito nacional) es FERM BP-6045 [FERM P-15840].

En relacién con lo anterior, el plasmido pCB1-M2 de la presente invencién se puede obtener no solo por el
procedimiento descrito en los EJEMPLOS, sino también por auto-union del plasmido pCB1-M2XR previamente
digerido con la enzima de restriccion Xbal.

Se deposité la cepa de Humicola insolens MN200-1 (FERM BP-5977), que puede utilizarse como un huésped para
el vector de expresion de la presente invencion, en el pais en el Instituto Nacional Depositario de Organismos de
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Patentes Internacionales de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzadas [(Nombre anterior) Instituto Nacional de
Biocencia y Agencia de Tecnologia Humana de Ciencia y Tecnologia Industrial (Direccion: AIST Tsukuba Central 6,
1-1, Higashi 1-chome Tukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566, Japoén)] el 15 de julio de 1996 y se trasladé a un depdsito
internacional el 13 de junio de 1997. El nimero de depdsito internacional (un nimero entre paréntesis [] después del
numero de depdsito internacional es un nimero de depdsito nacional) es FERM BP-5977 [FERM P-15736].

Se deposité la cepa de Trichoderma viride MC300-1 (FERM BP-6047), que puede ser utilizada como huésped para
el vector de expresion de la presente invencion, en el pais en el Instituto Nacional Depositario de Organismos de
Patentes Internacionales de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzadas [(Nombre anterior) Instituto Nacional de
Biocencia y Agencia de Tecnologia Humana de Ciencia y Tecnologia Industrial (Direccion: AIST Tsukuba Central 6,
1-1, Higashi 1-chome Tukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566, Japon)] el 9 de septiembre de 1996 y se trasladé a un
depdsito internacional el 11 de agosto de 1997. El nimero de deposito internacional (un nimero entre paréntesis []
después del numero de depdsito internacional es un nimero de depdsito nacional) es FERM BP-6047 [FERM P-
15842].

Se depositd la cepa de Escherichia coli DH5a transformada con el vector de expresion pUC118-STCEex (FERM BP-
10127) en el pais en el Instituto Nacional Depositario de Organismos de Patentes Internacionales de Ciencia y
Tecnologia Industrial Avanzadas (Direccion: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome Tukuba-shi, Ibaraki-ken
305-8566, Japon) el 1 de diciembre de 2003 y se trasladé a un depdsito internacional el 15 de septiembre de 2004.
El nimero de depdsito internacional (un ndmero entre paréntesis [] después del nimero de deposito internacional es
un numero de depdsito nacional) es FERM BP-10127 [FERM P-19602]. En relacion con lo anterior, el plasmido
pUC118-STCEex es un plasmido obtenido por la insercion del gen de STCE en el sitio BamHI del plasmido pUC118.
El gen de la endoglucanasa STCE1 presente en el fragmento BamHI contiene un intrén y tiene la secuencia de la
SEQ ID NO: 5.

Ejemplos

La presente invencion ahora se ilustrara con mas detalle por, pero de ningun medio esta limitada a, los siguientes
Ejemplos.

Ejemplo A1: Construccion de vectores de expresion para expresar celulasa modificada en su extremo N-
terminal y celulasa de tipo natural en Humicola insolens

(1) Construccion del vector de expresion pMKDO1 para expresar celulasa modificada en su extremo N-terminal

El plasmido pUC118 (Takara Bio) se digiri6 con BamHI. Se generaron extremos romos en el fragmento resultante
con un kit de generacion de extremos romos de ADN (Takara Bio) y se auto-unié con un kit de unién de ADN
(Takara Bio) para obtener pUC118-BN. EI pUC118-BN se digirié con Sphl, se generaron extremos romos y se auto-
unio para obtener pUC118BSN. A continuacion, se obtuvo un fragmento Pstl-Xbal de 3,4 kb que comprendia el gen
de celulasa NCE2 a partir de Humicola insolens MN200-1 (FERM BP-5977) segun el procedimiento descrito en la
Publicacion de Patente Japonesa no examinada (Kokai) N.°: 8-126492. El fragmento se unié con pUC118BSN
previamente digerido con la misma enzima de restriccion para obtener pUC118BSN-PX. Se introdujo la mutacion
dirigida al sitio en pUC118BSN-PX con un sistema de mutagénesis in vitro Sculptor (Amersham Bioscience) para
obtener el plasmido pM21. Como oligonucleétidos para la mutagénesis, se usaron los oligonucleétidos MNC-02 y
MNC-03.

MNC-02: 5-GAGCGCCAGAACTGTGGATCCACTTGGTGAGCAATG-3' (SEQ NO: 6)
MNC-03: 5-TCCGCCGTTCTGAGCGGATCCAGGCGTTTGGCGCG-3' (SEQ NO: 7)

El plasmido pM21 se digirié utilizando con BamHI y se unié con un fragmento de PCR digerido con BamHI de un gen
de celobiohidrolasa (NCE3) derivado de Humicola insolens MN200-1 para obtener el plasmido pKM04. El fragmento
de PCR de NCE3 se amplifico utilizando ADN gendmico (documento WO98/03640) de Humicola insolens MN200-1
(FERM BP-5977) como un molde y los siguientes cebadores MKA-05 y MKA-06.

MKA-05: 5-GCCGCCCAGCAGGCGGGATCCCTCACCACCGAGAGG-3' (SEQ NO: 8)
MKA-06: 5'-TGATCGTCGAGTCAGGGATCCAGAATTTACAGGCAC-3' (SEQ NO: 9)

A continuacion, se utilizaron un promotor y un terminador (Mullaney, EJ y col., Mol. Gen. Genet., 199, 37-45, 1985)
del gen trpC derivado de Aspergillus nidulans para preparar un gen capaz de expresar un gen de resistencia a la
destomicina en Humicola insolens. El gen resultante se unio con el plasmido pKM04 previamente digerido con Xbal
para construir el vector de expresion pMKDO01 (FERM BP-5974) para expresar la celulasa modificada en el extremo
N-terminal. En pMKDO1, se introdujeron los sitios de reconocimiento de BamH| a 10 pb secuencia abajo del extremo
N-terminal de la proteina madura del gen de NCE2 y a 3 pb secuencia abajo del codén de parada del mismo y por lo
tanto se pueden anadir cinco residuos de aminoacidos al extremo N-terminal de una celulasa deseada perteneciente
a la familia 45.
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Tabla 1
BamHI BamH]I
5 — GAGCGCCAGAACTGTGGATCCCTC— — —TGCCTGTAAgcggatccagg—3 (SEQ NO:10)
GluArgGlnAsnCysGlySerLeu— — —CysLeu (SEQ NO:11)

1 extremo N-terminal de proteina madura

(2) Construccion del vector de expresion pJD01 para expresar la celulasa de tipo natural

Se introdujo la mutacion dirigida al sitio utilizando el oligonucle6tido pMN-Bam en el plasmido pM21 obtenido en el
punto anterior (1) para obtener el plasmido pM21-m-Af1.

pPMN-Bam:
5'-GGTCAAACAAGTCTGTGCGGATCCTGGGACAAGATGGCCAAGTTCTTCCTTAC-3' (SEQ NO: 12)

El plasmido pM21-m-A1 se digirid6 con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI y se recuperd el fragmento
resultante de aproximadamente 1 kb. A continuacion, el pMKDO1 obtenido en el Ejemplo A1(1) se digirié con Hindlll
y BamHI y se recuperé un fragmento de aproximadamente 7 kb. Estos fragmentos se unieron para obtener el
plasmido pJDO1. En este vector, se introdujeron los sitios de reconocimiento de BamHI a 15 pb secuencia arriba del
sitio de iniciacion de la traduccion del gen de NCE2 y a 3 pb secuencia abajo del codén de parada del mismo y por
consiguiente se expresd una celulasa deseada perteneciente a la familia 45 desde el punto de iniciacion de la
transcripcion.

Tabla 2
BamH]I BamH]1
5—tgcggatcetgggacaagATGGCC— — —CCGTTCTGAgcggatccagg—3 (SEQ NO:13)
Me tAla— — —ProPhe (SEQ NO:14)

Ejemplo A2: Construccion de vectores de expresion para expresar NCE4 de tipo natural y NCE4 modificada
en su extremo N-terminal, transformacion de Humicola insolens con los mismos y evaluacion de las
actividades

(1) Construccion de los vectores de expresion

Como un vector de expresion para NCE4 de tipo natural, se uni6 la region codificadora del gen de NCE4 con pJDO01
obtenido en el Ejemplo A1(2) para construir pN2EX-N4.

En primer lugar, se amplifico la regién codificadora del gen de NCE4 por PCR utilizando ADN gendmico de Humicola
insolens MN200-1 como un molde y NCE4-Ne y NCE4-Ce como cebadores. El producto de PCR resultante de
aproximadamente 0,9 kpb se digiri6 con BamHI y se uni6é con pJD01 previamente digerido con la misma enzima de
restriccion para construir pPN2EX-N4.

NCE4-Ne: 5-GGGGGGATCCTGGGACAAGATGCGTTCCTCCCCTCTC-3' (SEQ NO: 15)
NCE4-Ce: 5-GGGGGGATCCCTGCGTTTACAGGCACTGATGG-3' (SEQ NO: 16)

Como un vector de expresion para NCE4 modificada en su extremo N-terminal, se unio la regién codificadora de la
proteina madura en la que se elimind la secuencia sefial para la secrecion en el gen de NCE4 con pMKDO1 (FERM
BP-5974) obtenido en el Ejemplo A1(1) para construir pEGD01 (FERM BP-5973). En primer lugar, se amplificd la
region codificadora de la parte de la proteina madura del gen de NCE4 llevando a cabo PCR utilizando ADN
gendémico de Humicola insolens MN200-1 como molde y NCE4-Ns y NCE4-Cs como cebadores. El producto de PCR
resultante de aproximadamente 0,8 kpb se digiri6 con BamHI| y se unié con pMKDO1 previamente digerido con la
misma enzima de restriccion para la construccion del pEGDO1.

NCE4-Ns: 5'-CCGGTGTTGGCCGGATCCGCTGATGGCAAG-3' (SEQ NO: 17)
NCE4-Cs: 5'-TAAGGCCCTCAAGGATCCCTGCGTCTACAG-3' (SEQ NO: 18)
(2) Transformantes que contienen NCE4 de tipo natural o NCE4 modificada en su extremo N-terminal

Se cultivé Humicola insolens MN200-1 en un medio S (glucosa al 3,0 %, extracto de levadura al 2,0 %, polipeptona
al 0,1 %, cloruro de calcio al 0,03 % y sulfato de magnesio al 0,03 %; pH 6,8) a 37 °C durante 24 horas. Los micelios
resultantes se recogieron por centrifugacion, se lavaron con sacarosa 0,5 mol/l y se suspendieron en solucion de
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sacarosa 0,5 mol/l que contenia B-glucuronidasa 3 mg/ml (Sigma), quitinasa 1 mg/ml y zimoliasa 20T 1 mg/ml
(Seikagaku Corp.). La suspension se agitdé suavemente a 30 °C durante 60 a 90 minutos para generar protoplastos.
Los protoplastos resultantes se recogieron por filtracion y centrifugacion, se lavaron con un tampén SUTC (sacarosa
0,5 mol/l, cloruro de calcio 10 mmol/l y Tris-HCI 10 mmol/l, pH 7,5) y se resuspendieron en SUTC para preparar una
suspension de protoplastos.

A 100 pl de la suspension de protoplastos, se afiadieron 10 pl de cada solucion de ADN (pEGD01 o pN2EX-N4).
Tras dejar en reposo cada una en hielo durante 5 minutos, se afiadieron 400 pl de una solucion de PEG
(polietilenglicol 4000 al 60 %, cloruro de calcio 10 mmol/l y Tris-HCI 10 mmol/l, pH 7,5) y todo se dejé en reposo
sobre hielo durante 20 minutos. Después de lavar la suspension de protoplastos resultante con el tampén SUTC, se
cubrio la suspension de protoplastos con un medio YMG (glucosa al 1 %, extracto de levadura al 0,4 %, extracto de
malta al 0,2 % y agar al 1 %, pH 6,8) que contenia higromicina B 200 pg/ml junto con agar blando YMG. La placa se
incubo a 37 °C durante 5 dias para obtener los transformantes como colonias.

(3) Comparacion de las actividades endoglucanasa de NCE4 de tipo natural y NCE4 modificada en su extremo N-
terminal en los sobrenadantes de los cultivos

Los transformantes resultantes se cultivaron segun el procedimiento descrito en el documento WO98/03667, para
obtener los sobrenadantes de los cultivos. Los sobrenadantes de los cultivos se sometieron a SDS-PAGE para
seleccionar los sobrenadantes de cultivo en los que se detectaba con claridad la banda de NCE4 de
aproximadamente 43 kDa. Se midieron las actividades endoglucanasa en los sobrenadantes del cultivo a pH 10 en
ausencia y con presencia de LAS y se compararon los grados de reduccion en la actividad en presencia de LAS. Los
resultados se muestran en la Tabla 3. En la tabla 3, se representan las actividades endoglucanasa por porcentajes
cuando cada actividad endoglucanasa a pH 10 se considera como 100.

Tabla 3
Vector de expresién EGU (%)
Sin LAS Con LAS
NCE de tipo natural pN2EX-N4 100 27 1
NCE modificada en su extremo N-terminal pEGDO01 100 55,6

Como resultado, el sobrenadante del cultivo obtenido a partir del transformante de NCE4 modificada en su extremo
N-terminal mostré una pequefa reducciéon de la actividad en presencia de LAS. Tras una comparacion de las
actividades endoglucanasa en presencia de LAS, se encontré que la actividad endoglucanasa de NCE4 modificada
en su extremo N-terminal fue 2,1 veces mayor que la de NCE4 de tipo natural. Ademas, la actividad endoglucanasa
de Humicola insolens MN200-1 representd aproximadamente el 4 % de los transformantes, por consiguiente se
encontro que casi todas las actividades endoglucanasa derivaron de las enzimas recombinantes expresadas por los
vectores de expresion incorporados.

(4) Analisis de las secuencias de aminoacidos del extremo N-terminal de NCE4 de tipo natural y de NCE4
modificada en su extremo N-terminal

Los sobrenadantes de los cultivos de los transformantes anteriores se sometieron a SDS-PAGE vy las proteinas
sometidas a electroforesis se transfirieron eléctricamente a una membrana de PVDF (Immobilon-PSQ, Millipore). Las
bandas de NCE4 de aproximadamente 43 kDa se recortaron de la mancha y se sometieron al secuenciador Protein
Sequencer Model 492 (Applied Biosystems) para analizar las secuencias de aminoacidos.

Como resultado, se confirmé que la secuencia de NCE4 de tipo natural obtenida del transformante pN2EX-N4 era
coherente con la secuencia de ADN de NCE4 derivada de Humicola insolens MN200-1 descrita en el documento
WQ098/03667.

Sin embargo, la secuencia de aminoacidos de NCE4 modificada en su extremo N-terminal obtenida a partir del
transformante de pEGDO01 no pudo determinarse en el procedimiento anterior. Se utilizé una piroglutamato
aminopeptidasa Pfu (Takara Bio) para eliminar el extremo N-terminal modificado a partir de NCE4 modificada en su
extremo N-terminal y a continuacion se determind el aminoacido (SEQ NO: 2).

Los resultados se resumieron en la Tabla 4, para comparar los aminoacidos del extremo N-terminal y las secuencias
de aminoacidos de extremo N-terminal en NCE4 de tipo natural y en NCE4 con el extremo N-terminal afiadido y se
confirmé a partir de los resultados que cada NCE4 tenia la secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal
esperada del correspondiente vector de expresién construido.
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Tabla 4
Aminoacido en el extremo N- Secuencia de aminoacidos del extremo N-
terminal terminal
NCE4 de tipo natural Alanina (no modificado) ADGKSTR (SEQ NO: 19)
NCE4 modificada en su extremo N-  Acido piroglutamico pQNCGSADGKSTR (SEQ NO: 20)

terminal (modificado)

Ejemplo B1: Construccion de vectores de expresion para Trichoderma viride para expresar celulasa
modificada en su extremo N-terminal y celulasa de tipo natural

(1) Construccion de los vectores de expresion

A partir de un fragmento de Pstl de 7 kb que contenia el gen cbh1 derivado de Trichoderma viride MC300-1
(obtenido de acuerdo con el documento W098/11239) se clonaron un fragmento de Hindlll de aproximadamente 3,1
kb que contenia una regién promotora de cbh? y un fragmento de Sall de 2,7 kb que contenia una region
terminadora de cbh1 en el plasmido pUC119 para construir el plasmido pCB1-H4 y el plasmido pCB1-S1,
respectivamente. Se infectdé E. coli JM109 que contenia cada plasmido resultante con el fago ayudante M13KO7
para obtener cada ADN de hebra uUnica. A los ADN de hebra Unica resultantes de los plasmidos pCB1-H4 y pCB1-S1
como moldes, se hibridaron oligonucleétidos fosforilados CBN-Stu y CBC-Xho y se introdujeron mutaciones con un
sistema de mutagénesis in vitro Sculptor (Amersham Bioscience), para la construccion de los plasmidos pCB1H4-19
y pCB1S1-17, respectivamente. Se unié un fragmento de aproximadamente 6 kb, que se habia obtenido por la
digestion del plasmido pCB1H4-19 con Xbal y Xhol, con un fragmento de aproximadamente 1,2 kb, que se habia
sido obtenido por digestion del plasmido pCB1S1-17 con Xbal y posteriormente sometiéndolo a digestion parcial con
Xhol, para la construcciéon del pCB1-M.

CBN-Stu: 5-GATACATGATGCGCAGGCCTTAGTCGACTAGAATGC-3' (SEQ NO:21)
CBC-Xho: 5-GATCCTCAAGCTTTTGCTCGAGTACCTTACAAGCAC-3' (SEQ NO: 22)

A continuacion, se cloné un fragmento de aproximadamente 2,7 kb, obtenido por digestion del pCB1-M con Sall, en
el plasmido pUC119 para construir el plasmido pCB1-Salm. Al ADN de hebra Unica obtenido del plasmido pCB1-
Salm se le hibridaron los oligonucledtidos fosforilados CB1-SmSph, CB1-Bam y CB1-Pst y se introdujeron las
mutaciones con un sistema de mutagénesis in vitro Sculptor.

CB1-SmSph: 5-GGAGGGTGCATGCCGACTGAGCCCGGGCAGTAGCC-3' (SEQ NO: 23)
CB1-Bam: 5-GCCGGGAGAGGATCCAGTGGAGG-3' (SEQ NO: 24)
CB1-Pst: 5-GCTCGAGTACCTTACTGCAGGCACTGAGAG-3' (SEQ NO: 25)

A continuacion, el plasmido pUC118 se digirié utilizando las enzimas Xbal y EcoRI, se generaron extremos romos
con el kit de generacion de extremos romos de ADN y se auto-uni6, para construir el plasmido pUC118-SBN. Al
pUC118-SBN digerido con Hindlll y Sall, se le inserto el fragmento del promotor de cbh1 de aproximadamente 1,4 kb
previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. El plasmido resultante se digirié con Sall y se unié con
la region codificadora de cbh1 con las mutaciones introducidas y la region terminadora de aproximadamente 2,8 kb,
para la construccion del pCB1-M2. Las mutaciones introducidas (excluyendo la mutacion de BamHI) se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5
Sall Stul
5'—ctagtcgactaaggectgcegea tcATGTATCAAAAGTTGGCCCTCATCTUGGCCTTCTTGGCTACT (SEC NO:26)
MetTyrGlnLysLeuAlaLeul leSerAlaPhelLeuAlaThr (SEC NO:27)

Smal Sphl Pstl Xhol HindI1l (SEC NO:28)
5—GOOOCGGCTCAGTOGGCATGCACC ~ - -CAGTGCCTGCAG 1AAge tac tegageaaaagct tgag—3 (SEC NO:29)
AlaArgAlaGlnScrAlaCysThr - - -GInCysLeuGln
1 extremo N-terminal de la proteina madura

Ejemplo B2: Construccion de vectores de expresion para expresar STCE1 modificada en su extremo N-
terminal y STCE1 de tipo natural, transformacién de Trichoderma viride con los mismos y evaluacion de las
actividades
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(1) Construccion de los vectores de expresion

Como un vector de expresion para STCE1 de tipo natural, se unio la regién codificadora del gen de STCE1 con el
plasmido pCB1-M2 obtenido en el Ejemplo B1 para la construccién del pCB-Ste.

En primer lugar, se amplifico la regiéon codificadora del gen de STCE1 por PCR utilizando el plasmido pUC118-
STCEex (FERM BP-10127) como molde y la combinacion de cebadores STCE1-TNERV y STCE1-TCET22l. El
producto resultante de la PCR de aproximadamente 1 kpb se digirié6 con EcoRV y EcoT22I y se unié con pCB1-M2
previamente digerido con Stul y Pstl para la construccion del PCB-Ste.

STCE1-TNERV: GGGGATATCGCGCATCATGCGTTCCTCCCCCGTCCTC (SEQ NO: 30)
STCE1-TCET22l: GGGATGCATTTAAAGGCACTGCGAGTACCAGTC (SEQ NO: 31)

Como un vector de expresion para STCE1 modificada en el extremo N-terminal, la region codificadora de la proteina
madura en la que se habia eliminado la secuencia sefial para la secrecion en el gen de STCE1, se unié con pCB1-
M2 obtenido en el Ejemplo B1 para la construccién del PCB-Sts.

En primer lugar, se amplificé la regiéon codificadora de la proteina madura del gen de STCE1 por PCR utilizando el
plasmido pUC118-STCEex (FERM BP-10127) como un molde y STCE1-TmNSph y STCE1-TCET22l como
cebadores. El producto de la PCR resultante de aproximadamente 1 kpb se digirié con Sphl y EcoT22l y se uni6 con
pCB1-M2 previamente digerido con Sphl y Pstl para la construccién del PCB-Sts.

STCE1-TmNSph: GGGGCATGCGATGGCAAGTCGACCCGCTAC (SEQ NO: 32)
(2) Generacion de la cepa 2 de Trichoderma viride

Se irradié una suspension de esporas (aproximadamente 10° UFC/ml) de Trichoderma viride MC300-1 (FERM BP-
6047) con UV de dos lamparas UV colocadas a una altura de 30 cm por encima de la misma mientras que se
agitaba suavemente. La suspension se extendio en un medio de seleccién y se cultivé a 28 °C durante 7 dias. Las
cepas cultivadas se seleccionaron obteniéndose la cepa 2 de Trichoderma viride que mostraba requerimiento de
uracilo.

Al respecto, el medio de seleccion era un medio minimo [dihidrogenofosfato de potasio al 0,2 %, sulfato de amonio al
0,4 %, urea al 0,03 %, sulfato de magnesio heptahidratado al 0,03 %, cloruro de calcio al 0,03 %, glucosa al 0,5 %,
agar al 2,5 % y oligoelementos al 0,01 % (preparados por la solucién de 5 mg de sulfato de hierro heptahidratado,
1,56 mg de sulfato de manganeso heptahidratado, 1,4 mg de sulfato de cinc heptahidratado y 2 mg de cloruro de
cobalto en 1 litro de agua)] suplementado con uridina 10 pug/ml y acido 5-fluoroorético 1 mg/mi.

(3) Transformantes que contienen STCE1 de tipo natural o STCE1 modificada en su extremo N-terminal

Se transform6 Trichoderma viride con pCB-Ste o pCB-Sts obtenidos en el Ejemplo B2(1), llevando a cabo un
procedimiento de co-transformacion utilizando la cepa 2 de Trichoderma viride obtenida en el Ejemplo B2(2) y el
plasmido marcador pPYR4 que contenia el gen pyr4 derivado de Neurospora crassa, para obtener los
transformantes como cepas cultivadas en el medio minimo.

En primer lugar, se inoculd la cepa 2 de Trichoderma viride en un matraz cénico de 200 ml que contenia 50 ml de un
medio de formacion de micelios [extracto de levadura al 1 %, extracto de malta al 1 %, polipeptona al 2 %, glucosa al
2,5 %, hidrogenofosfato dipotasico al 0,1 %, sulfato de magnesio heptahidratado al 0,05 % y uridina al 0,0001 % (pH
7,0)] y se cultivd a 28 °C durante 2 dias. Las células resultantes se recogieron por centrifugacion, se lavaron con
sacarosa 0,5 mol/l y se suspendieron en soluciéon de sacarosa 0,5 mol/l que contenia B-glucuronidasa 3 mg/ml
(Sigma), quitinasa 1 mg/ml y zimoliasa 20T 1 mg/ml (Seikagaku Corp.). La suspension se agité suavemente a 30 °C
durante 60 a 90 minutos para generar protoplastos. Los protoplastos resultantes se recogieron por filtracion y
centrifugacion, se lavaron con tampon SUTC y se resuspendieron en SUTC para preparar una suspension de
protoplastos.

A 100 pl de la suspension de protoplastos, se le afiadieron 10 ul de cada solucion de ADN (pCB-Ste o pCB-Sts).
Tras dejar cada una en reposo sobre hielo durante 5 minutos, se afiadieron 400 ul de la solucién de PEG y se dejo
todo en reposo sobre hielo durante 20 minutos. Tras lavar la suspension de protoplastos resultante con el tampdn
SUTC, se cubrié el medio minimo que contenia 0,5 mol/l de sacarosa con la suspension de protoplastos junto con
agar blando. La placa se incubd a 28 °C durante 5 dias y a continuacion las colonias que se habian desarrollado se
transfirieron al medio minimo, para obtener los transformantes como colonias desarrolladas en el mismo.

(4) Comparacion de las actividades endoglucanasa de STCE1 de tipo natural y STCE1 modificada en su extremo N-
terminal en los sobrenadantes de los cultivos

Los transformantes resultantes se cultivaron segun el procedimiento descrito en el documento W098/11239, para
obtener los sobrenadantes de cultivo. Los sobrenadantes de los cultivos se sometieron a SDS-PAGE, para
seleccionar los sobrenadantes de cultivo en los que se detectaba con claridad la banda de STCE1 de
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aproximadamente 45 kDa. Se midieron las actividades endoglucanasa en los sobrenadantes de los cultivos a pH 10
en ausencia y con presencia de LAS y se compararon los grados de reduccion de la actividad en presencia de LAS.
Los resultados se muestran en la Tabla 6. En la Tabla 6, se representan las actividades endoglucanasa por
porcentajes cuando cada actividad endoglucanasa a pH 10 se considera como 100.

Tabla 6
Vector de expresién EGU (%)
Sin LAS con LAS
STCE1 de tipo natural pCB-Ste 100 14,5
STCE1 modificada en su extremo N-terminal pCB-Sts 100 25,9

Como resultado, al comparar las actividades endoglucanasa en presencia de LAS, se encontré que la actividad
endoglucanasa de STCE1 modificada en su extremo N-terminal fue aproximadamente 1,8 veces superior a la de
STCE1 de tipo natural. Ademas, no se detecto6 la actividad endoglucanasa de la cepa 2 de Trichoderma viride y por
lo tanto se encontré que las actividades endoglucanasa se derivaban de las enzimas recombinantes expresadas por
los vectores de expresion incorporados.

(5) Analisis de secuencias de aminoacidos del extremo N-terminal de STCE1 de tipo natural y STCE1 modificada en
su extremo N-terminal

A partir de cada sobrenadante de cultivo de los transformantes anteriores, se prepard una solucién de los mismos
que contenia Tris-HCI 0,05 mol/l (pH 8,0)/sulfato de sodio 1 mol/l que se adsorbié en un lecho de igual volumen (BV)
de TOYOPEARL Butil-650S (Tosoh Corporation). Los vehiculos se lavaron con tres BV de Tris-HCI 0,05 mol/l (pH
8,0)/sulfato de sodio 1 mol/l para eliminar los componentes no adsorbidos. La elucion se realizé con tres BV de Tris-
HCI 0,05 mol/l (pH 8,0)/sulfato de sodio 0,5 mol/l y la solucién eluida se concentré por medio de Pellicon XL (valor de
corte 5000, Millipore) y Ultrafree-15 (valor de corte 5000, Millipore). A partir del concentrado obtenido, se prepard
una solucién del mismo que contenia fosfato de sodio 0,1 mol/l (pH 5,8)/sulfato de amonio 1 mol/l. La solucién
resultante se sometié a una cromatografia hidréfoba utilizando Resource PHE (6 ml, Amersham Bioscience), para
recuperar una fraccion no adsorbida. La fraccidon no adsorbida se concentré y se desald por medio de PD-10
(Amersham Bioscience) y a partir de la fraccion, se prepard una solucion de la misma que contenia solucion de Tris-
HCI 0,05 mol/l (pH 7,5). La solucion se sometié a Resource Q (6 ml, Amersham Bioscience), para recuperar una
fraccion no adsorbida. La fraccién no adsorbida se desald y a partir de la fraccién, se prepard una solucion de la
misma que contenia solucion de acetato de sodio 0,05 mol/l (pH 5,0). La solucion se sometié a Resource S (6 ml,
Amersham Bioscience), para recuperar una fraccion no adsorbida. La fraccion no adsorbida se concentré y se
sometié a una cromatografia en gel utilizando Superdex 75pg (16 X 60 mm; Amersham Bioscience) para recuperar
una fraccién con un peso molecular fraccionado de aproximadamente 45.000. Cada fraccion (derivada de cada
sobrenadante de cultivo de los transformantes anteriores) contenia solo la banda Unica de 45 kDa.

Las fracciones purificadas se sometieron a SDS-PAGE vy las proteinas sometidas a electroforesis se transfirieron
eléctricamente a una membrana de PVDF. Las bandas de STCE1 de aproximadamente 45 kDa se recortaron de la
mancha y se sometieron al Secuenciador de Proteinas Modelo 492 (Applied Biosystems) para analizar las
secuencias de aminoacidos.

Como resultado, se confirmé que la secuencia de STCE1 de tipo natural obtenida del transformante pCB-Ste era
coherente con la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 5) de STCE1 derivada de Staphylotrichum coccosporum IFO
(nombre actual: NBRC) 31817.

Sin embargo, la secuencia de aminoacidos de STCE1 obtenida del transformante de STCE1 modificada en su
extremo N-terminal no pudo determinarse en el procedimiento anterior. Se utilizé una piroglutamato aminopeptidasa
Pfu (Takara Bio) para eliminar el extremo N-terminal de la STCE1 modificada en su extremo N-terminal y a
continuacion se determiné el aminoacido (SEQ NO: 4).

Los resultados se resumieron en la Tabla 7 para comparar los aminoacidos del extremo N-terminal y las secuencias
de aminoacidos del extremo N-terminal de STCE1 de tipo natural y STCE1 modificada en su extremo N-terminal. A
partir de los resultados se confirmé que cada STCE1 tenia la secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal
esperada del correspondiente vector de expresién construido.
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Tabla 7
Aminoacido del extremo N- Secuencia de aminoacidos del extremo
terminal N-terminal
STCE1 de tipo natural Alanina (sin modificar) ADGKSTR (SEQ NO: 33)
Aminoacido del extremo N- Secuencia de aminoacidos del extremo
terminal N-terminal
STCE1 modificada en su extremo N- Acido piroglutamico pQSACDGKSTR (SEQ NO: 34)
terminal (modificado)

(6) Comparacion de las actividades endoglucanasa de STCE1 de tipo natural purificada y STCE1 modificada en su
extremo N-terminal purificada

Se midieron las actividades endoglucanasa de STCE1 de tipo natural purificada y STCE1 sustituida en su extremo
N-terminal purificada obtenidas en el Ejemplo B2(5) a pH 10 en ausencia y con presencia de LAS y se compararon
los grados de reduccion de la actividad en presencia de LAS. Los resultados se muestran en la Tabla 8. En la Tabla
8, se representan las actividades endoglucanasa por porcentajes cuando cada actividad endoglucanasa a pH 10 se
considera como 100.

Tabla 8
EGU (%)
Sin LAS Con LAS
STCE1 de tipo natural purificada 100 16,2
STCE1 modificada en su extremo N-terminal purificada 100 30,0

Como resultado, al comparar las actividades endoglucanasa en presencia de LAS, se encontré que la actividad
endoglucanasa de STCE1 modificada en su extremo N-terminal purificada fue aproximadamente 1,9 veces superior
ala de la STCE1 de tipo natural purificada.

Ejemplo B3: Cambio de la secuencia anadida al extremo N-terminal de STCE1, construccion del vector,
transformacion de Trichoderma viride con el mismo y evaluacion de las actividades

(1) Construccion del vector de expresion para la adicion de acido piroglutamico solo al extremo N-terminal de
proteina madura

Como un vector de expresion para STCE1 en la que solamente se afiadio acido piroglutamico, se unio la region
codificadora de la proteina madura en la que se habia eliminado la secuencia sefial para la secrecion en el gen de
STCE1 con el plasmido pCB1-M2 obtenido en el Ejemplo B1 para la construccion del pCB-Stm11.

En primer lugar, se amplificé la regiéon codificadora de la proteina madura del gen de STCE1 por PCR utilizando el
plasmido pUC118-STCEex (FERM BP-10127) como molde y STCE-TmNSma y STCE1-TCET22l como cebadores.
El producto de la PCR resultante de aproximadamente 1 kpb se digirié con Smal y EcoT22I y se uni6é con pCB1-M2,
previamente digerido con Smal y Pstl para la construccion del pCB-Stm11. Trichoderma viride transformado con el
vector pCB-Stm11 construido de la manera descrita anteriormente produjo la STCE1 que tiene la secuencia de
aminoacidos N-terminal del pQADGKSTR (SEQ ID NO: 41) [es decir, la secuencia en la que se afiadié un acido
piroglutamico (pQ) al extremo N-terminal de STCE1 de tipo natural].

STCE-TmNSma: GGCCCGGGCTCAGGCCGATGGCAAGTCGACCCG (SEQ NO: 35)
(2) Comparacion de la actividad endoglucanasa de STCE1 a la que se afiadio acido piroglutamico

Se transformo la cepa 2 de Trichoderma viride con pCB-Stm11 segun el procedimiento descrito en el Ejemplo B2(3).
Los transformantes resultantes se cultivaron de acuerdo con el documento WO98/11239 para obtener los
sobrenadantes de cultivo. Los sobrenadantes de los cultivos se sometieron a SDS-PAGE para seleccionar un
sobrenadante de cultivo en el que se detectaba con claridad la banda de STCE1 de aproximadamente 45 kDa. Se
midio la actividad endoglucanasa en el sobrenadante del cultivo a pH 10 en ausencia y con presencia de LAS y se
comparé el grado de reduccion de la actividad en presencia de LAS con el de la STCE1 de tipo natural en el Ejemplo
B2(4). Los resultados se muestran en la Tabla 9. En la Tabla 9, se representan las actividades endoglucanasa por
porcentajes cuando cada actividad endoglucanasa a pH 10 se considera como 100.
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Tabla 9
Vector expresion EGU (%)
Sin LAS Con LAS
STCE1 de tipo natural pCB-Ste 100 14,5
Vector expresion EGU (%)
Sin LAS Con LAS
STCE1 con pQ afiadido pCB-Stm11 100 23,0

Como resultado, al comparar las actividades endoglucanasa en presencia de LAS, se encontré que la actividad
endoglucanasa de la STCE1 a la que se afiadié acido piroglutamico fue aproximadamente 1,6 veces superior a la de
la STCE1 de tipo natural.

Ejemplo B4: Cambio de la secuencia anadida al extremo N-terminal de STCE1, construccion del vector,
transformacion de Trichoderma viride con el mismo y evaluacion de las actividades

(1) Construccion del vector de expresion para la adicion de 4 aminoacidos que contienen pQ al extremo N-terminal
de la proteina madura

Como vector de expresion para la STCE1 a la que se afiadieron cuatro aminoacidos que contenian acido
piroglutamico, se unié la region codificadora de proteina madura en la que se habia suprimido la secuencia sefial
para la secrecion en el gen de STCE1, con el plasmido pCB1-M2 obtenido en el Ejemplo B1 para construir pCB-
Stm12.

En primer lugar, se amplificé la regiéon codificadora de la proteina madura del gen de STCE1 llevando a cabo PCR
utilizando el plasmido pUC118-STCEex (FERM BP-10127) como molde y STCE-TmNSph-2 y STCE1-TCET22I
como cebadores. El producto de la PCR resultante de aproximadamente 1 kpb se digiri6 con Sphl y EcoT22l y se
uni6 con pCB1-M2 previamente digerido con Sphl y Pstl para construir pCB-Stm12. Trichoderma viride transformado
con el vector pCB-Stm12 construido como se describié anteriormente produjo la STCE1 que tiene la secuencia de
aminoacidos del extremo N-terminal del pPQSACADGKSTR (SEQ ID NO: 42) [es decir, la secuencia en la que se
afiadié un péptido que consiste en 4 aminoacidos (el aminoacido N-terminal es acido piroglutamico) al extremo N-
terminal de la STCE1N de tipo natural].

STCE-TmNSph-2: GGGCATGCGCCGATGGCAAGTCGACCCGC (SEQ NO: 36)
(2) Comparacion de la actividad endoglucanasa de la STCE1 con 4 aminoacidos afiadidos que contienen pQ

La cepa 2 de Trichoderma viride se transformé con pCB-Stm12 segun el procedimiento descrito en el Ejemplo B2(3).
Los transformantes resultantes se cultivaron de acuerdo con el documento WO98/11239 para obtener los
sobrenadantes del cultivo. Los sobrenadantes de los cultivos se sometieron a SDS-PAGE, para seleccionar un
sobrenadante de cultivo en el que se detectaba con claridad la banda de STCE1 de aproximadamente 45 kDa. Se
midio la actividad endoglucanasa en el sobrenadante del cultivo a pH 10 en ausencia y con presencia de LAS y se
comparé el grado de reduccion de la actividad en presencia de LAS con el de la STCE1 de tipo natural en el Ejemplo
B2(4). Los resultados se muestran en la Tabla 10. En la Tabla 10, se representan las actividades endoglucanasa por
porcentajes cuando cada actividad endoglucanasa a pH 10 se considera como 100.

Tabla 10
Vector de expresién EGU (%)
Sin LAS Con LAS
STCE1 de tipo natural pCB-Ste 100 14,5
STCE1 con 4-AAs afadidos que contiene pQ pCB-Stm12 100 22,4

Como resultado, al comparar las actividades endoglucanasa en presencia de LAS, se encontré que la actividad
endoglucanasa de la STCE1 con 4 aminoacidos afiadidos que contienen pQ (STCE1 con 4 AAs afiadidos que
contienen pQ) fue aproximadamente 1,5 veces superior a la de la STCE1 de tipo natural.

Aplicabilidad industrial

La proteina de la presente invencion presenta una pequefia reduccion en la actividad endoglucanasa en presencia
de un tensioactivo, en comparacion con las celulasas de tipo natural y por consiguiente es util como componente de
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un detergente para la ropa.

Aungue la presente invencion ha sido descrita con referencia a formas de realizacion concretas, es posible realizar
diversos cambios y modificaciones obvias para los expertos en la técnica sin apartarse del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados de la comparacion entre la secuencia de aminoacidos de la endoglucanasa
STCE1 [el péptido sefial (SEQ ID NO: 43) y la proteina madura (SEQ ID NO: 44)] y las secuencias de aminoacidos
de endoglucanasas conocidas pertenecientes a la familia de 45, NCE4 [el péptido sefial (SEQ ID NO: 45) y la
proteina madura (SEQ ID NO: 46)] y NCE5 [el péptido sefial (SEQ ID NO: 47) y la proteina madura (SEQ ID NO:
48)], con respecto a las secuencias de aminoacidos de la mitad N-terminal.

La figura 2 muestra los resultados de la comparacion que se describe en la figura 1, con respecto a las secuencias
de aminoacidos de la mitad C terminal.

Texto libre en el listado de secuencias

Las caracteristicas de "secuencia artificial" se describen en el identificador numérico <223> en el Listado de
secuencias. Cada una de las secuencias de nucleétidos de las SEQ ID NO: 6-10, 12-13, 15-18, 21-26, 28, 30-32 y
35-36 son: cebador MNC-02, cebador MNC-03, cebador MKA-05, cebador MKA-06, pMKDO1, cebador pMN-Bam,
pJDO01, cebador NCE4-Ne, cebador NCE4-Ce, cebador NCE4-Ns, cebador NCE4-Cs, cebador CBN-Stu, cebador
CBC-Xho, CB1-SmSph, cebador CB1-Bam, cebador CB1-Pst, pCB1-M2, pCB1-M2, cebador STCE1-TNERV,
cebador STCE1-TCET22I, cebador STCE1-TmNSph, cebador STCE1-TmNSma y cebador STCE1-TmNSph-2. Cada
una de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 14, 27 y 29 son pMKDO01, pJD01, pCB1-M2 y pCB1-
M2.

Listado de secuencias

<110> MEIJI SEIKA KAISHA, LTD.
<120> Celulosa tolerante a los detergentes y procedimiento para modificar la misma
<130> MEJ-719

<150> JP 2003-409692

<151> 8-12-2003

<160> 48

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

<211> 870

<212> ADN

<213> Humicola insolens MN200-1
<220>

<221> CDS

<221> (1) .. (870)

<223>

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<221> (1) .. (3)

<223> Acido piroglutamico

<220>

<221> fuente
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<222> (16) .. (870)
<223> Humicola insolens MN200-1
<400> 1
cag aac tgt gga tcc gct gat ggec aag tcc acc cgec tac tgg gac tgc

GIn Asn Gys Gly Ser Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys
1 5 10 15

tgc aag cct tcg tgc gge tgg gcc aag aag gct ccc gtg aac cag cct
Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp Ala Lys Lys Ala Pro Val Asn GIn Pro

21
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gte
Val

aag
Lys

acc
Thr
65

tct
Ser

cte
Leu

tce
Ser

atc
[ le

ggc
Gly
145

tgc
Cys

gac
Asp

caa
G!n

tte
Phe

tce

Ser
50

cca
Pro

att
Ile

ace
Thr

acc
Thr

cce
Pro
130

ggt
Gly

gat
Asp

tgg
Trp

tge
Cys

tce
Ser
35

ggc
Gly

tgg
Trp

gcce
Ala

tte
Phe

agc
Ser
115

gge
Gly

ctg
Leu

Cgg
Arg

tte
Phe

cca
Pro

20

tge
Cys

tge
Cys

get
Ala

ggc
Gly

aca
Thr
100

act
Thr

ggc
Gly

cce
Pro

ttc
Phe

aag
Lys
180

gee
Ala

aac
Asn

gag
Glu

gtg
Val

agce
Ser
85

tce

Ser

ggce
Gly

gecC
Gly

ggce
Gly

cce
Pro
165

aac
Asn

gag

gce
Ala

ccg
Pro

aac
Asn
70

aat

Asn

get
Gly

get
Gly

gte
Val

cag
Gln
150

gac
Asp

gcce
Ala

cte
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aac
Asn

ggc
Gly
55

gac

Asp

gag
Glu

cct
Pro

gat
Asp

g8c
Gly
135

cge
Arg

gece
Ala

gac
Asp

gtec

tte
Phe
40

ggt
Gly

gac
Asp

geg
Ala

gtt
Val

ctt
Leu
120

atc
lle

tac
Tyr

ctc
Leu

aac
Asn

get

25

cag
Gin

gte
Val

tte
Phe

ggc
Gly

got
Ala
105

gge
Gly

tte
Phe

44e
Gly

aag
Lys

ceg
Pro
185

Ccgc

cgt
Arg

gce
Ala

gecg
Ala

tgg
Trp
90

ggec
Gly

age
Ser

gac
Asp

gec
Gly

cce
Pro
170

age
Ser

acc

Glu Leu Val Ala Arg Thr
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ctec act
Leu Thr

tac tecg

Tyr Ser
60

ttc ggt
Phe Gly
75

tgc tge
Cys Cys

aag aag
Lys Lys

aac cac
Asn His

gga tec
Gly Cys
140

atc teg
le Ser
155

gege tge
Gly Cys

ttec age
Phe Ser

gga tgc

gac
Asp
45

tge
Cys

ttt
Phe

gee
Ala

atg
Met

tte
Phe
125

act
Thr

tcc
Ser

tac
Tyr

tte
Phe

CgC

30

ttc gac gce
Phe Asp Ala

gce gac cag
Ala Asp Gin

gct goec acce
Ala Ala Thr
80

tgc tac gag
Cys Tyr Glu
95

gtec gtec cag
Val Val GIn
110

gat ctc aac
Asp Leu Asn

cce cag tte
Pro Gin Phe

cgc aac gag
Arg Asn Glu
160

teg cge tte
Trp Arg Phe
175

cgt cag gte
Arg GIn Val
190

CEC aac gac

Gly Cys Arg Arg Asn Asp

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



10

195

gac gge aac ttc cct geec gte
Asp Gly Asn Phe Pro Ala Val
210 215

ccg gtc gge cag cct acc agt
Pro Val Gly Gin Pro Thr Ser
225 230

tcg age ccg ccec gte cag cct
Ser Ser Pro Pro Val GIn Pro
245

agg teg get cag tge ggc ggc
Arg Trp Ala Gln Cys Gly Gly
260

gtc get ggc age ace tge acg
Val Ala Gly Ser Thr Cys Thr
275

ctg taa
Leu

<210> 2

<211> 289

<212> PRT

<213> Humicola insolens MN200-1
<220>

<221> caracteristica miscelanea
<221> (1) .. (3)

<223> Acido piroglutamico

<400> 2

Gln Asn Cys Gly Ser Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys

1 5

Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp Ala Lys Lys Ala Pro Val Asn Gin Pro

ES 2539955 T3

200

cag
Gin

acc
Thr

acg
Thr

aat
Asn

aag
Lys
280

atc ccc tcc age
Ile Pro Ser Ser
220

agc acc acc tcc
Ser Thr Thr Ser
235

act ccc agc gge

Thr Pro Ser Gly
250

ggc tgg age ggc

Gly Trp Ser Gly

265

att aat gac tgg
lle Asn Asp Trp

10

23

205

agce
Ser

acc
Thr

tge
Cys

tgc
Cys

tac
Tyr
285

acc
Thr

tcc
Ser

act
Thr

acc
Thr
270

cat
His

age
Ser

acc
Thr

gect
Ala
255

acc
Thr

cag
Gln

tct
Ser

acc
Thr
240

gag
Glu

tge
Cys

tge
Cys

15

672

120

168

816

864

8170



Val Phe Ser
35

Lys Ser Gly
50

Thr Pro Trp
65

Ser lle Ala

Leu Thr Phe

Ser Thr Ser
115

lle Pro Gly
130

Gly Gly Leu

145

Cys Asp Arg

Asp Trp Phe

Gin Cys Pro

20

Cys
Cys
Alg
Gly
Thr
100
Thr
Gly
Pro
Phe
Lys

180

Ala

ES 2539955 T3

25

30

Asn Ala Asn Phe GIn Arg Leu Thr Asp Phe Asp Ala

Glu

Val

Ser

85

Ser

Gly

Gly

Gly

Pro

165

Asn

Glu

Pro Gly
55

Asn Asp
70

Asn Glu

Gly Pro

Gly Asp

Val Gly

135

Gln Arg

150

Asp Ala

Ala Asp

Leu Val

40

Gly Val Ala

Asp Phe Ala

Ala Gly Trp
90

Val Ala Gly
105

Leu Gly Ser
120

Ile Phe Asp

Tyr Gly Gly

Leu Lys Pro
170

Asn Pro Ser
185

Ala Arg Thr

24

45

Tyr Ser Cys Ala Asp Gin
60

Phe Gly Phe Ala Ala Thr
15 80

Cys Cys Ala Cys Tyr Glu
95

Lys Lys Met Val Val Gin
110

Asn His Phe Asp Leu Asn
125

Gly Cys Thr Pro GIn Phe
140

Ile Ser Ser Arg Asn Glu
155 160

Gly Cys Tyr Trp Arg Phe
175

Phe Ser Phe Arg Gin Val
190

Gly Cys Arg Arg Asn Asp



10

15

ES 2539955 T3

195 200

Asp Gly Asn Phe Pro Ala Val Gin lle Pro Ser
210 215

Pro Val Gly Gin Pro Thr Ser Thr Ser Thr Thr
225 230 235

Ser Ser Pro Pro Val GIn Pro Thr Thr Pro Ser
245 250

Arg Trp Ala Gin Cys Gly Gly Asn Gly Trp Ser
260 265

Val Ala Gly Ser Thr Cys Thr Lys |le Asn Asp

275 280

Leu

<210> 3

<211> 897

<212> ADN

<213> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817
<220>

<221> CDS

<221> (1) .. (897)

<223>

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<221> (1) .. (3)

<223> Acido piroglutamico

<220>

<221> fuente

<222> (13) .. (897)

<223> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817

25

205
Ser Ser
220
Ser Thr
Gly Cys

Gly Cys

Trp Tyr
285

Thr Ser Ser

Ser Thr Thr
240

Thr Ala Glu
255

Thr Thr Cys
270

His GIn Cys



<400> 3

cag tcg gea
Gln Ser Ala
1

cct teg tge
Pro Ser Cys

gcc tge age
Ala Cys Ser
35

gge tge gac
Gly Cys Asp
50

gee gtc aac
Ala Val Asn
65

ggC ggc aac
Gly Gly Asn

acc tcg gge
Thr Ser Gly

acc ggc ggc
Thr Gly Gly
115

get ggt gte
Gly Gly Vval
130

gCC ggec gac

tge
Cys

tcg
Ser
20

gCGC

Ala

ggc
Gly

gac
Asp

gag
Glu

cce
Pro
100

gac
Asp

ggc
Gly

CgC

gat
Asp

tgg
Trp

aac
Asn

ggc
Gly

aac
Asn

gee
Ala
85

gtc
Val

cte
Leu

atc
e

tac

ggc
Gly

cce
Pro

tte
Phe

tece
Ser

ttc
Phe
70

tcg
Ser

get
Ala

gec
Gly

tte
Phe

gec

aag
Lys

g8C
Gly

cag
Gin

gee
Ala
55

tecg

Ser

teg
Trp

ggc
Gly

acc
Thr

gac
Asp
135

g86C

ES 2539955 T3

tcc acc cge
Ser Thr Arg

aag
Lys

cge
Arg
40

tac

Tyr

tac
Tyr

tgc
Cys

aag
Lys

aac
Asn
120

ggc
Gly

gtc

gce
Ala
25

atc
lle

gece
Ala

ggc
Gly

tgt
Cys

acc
Thr
105

cac
His

tge
Cys

10

teg
Ser

age
Ser

tge
Cys

ttc
Phe

gec
Gly
90

atg
Met

tte
Phe

tcg
Ser

tcg teg

26

tac
Tyr

gtg
Val

gac
Asp

gce
Ala

gce
Ala
75

tgc
Cys

gtt
Val

gac
Asp

cce
Pro

CgC

teg gac
Trp Asp

aac cag
Asn GlIn

ccC aac
Pro Asn
45

gac cag
Asp GIn
60

gee acg
Ala Thr

tac gag
Tyr Glu

gtc cag
Val GlIn

ctg gec
Leu Ala
125

cag ttc
Gin Phe
140

agec cag

tge
Cys

cce
Pro
30

gtc
Val

acc
Thr

tece
Ser

ctg
Leu

tce
Ser
110

atg
Met

gEC
Gly

tge

tgc aag
Cys Lys
15

gte tte
Val Phe

aag tcg
Lys Ser

ceg tgg
Pro Trp

atc tcg
lle Ser
80

acc ttc
Thr Phe
95

acc teg

Thr Ser

cce get
Pro Gly

ggec cte
Gly Leu

gac tcg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



Ala
145

ttc
Phe

aag
Lys

teg
Ser

tte
Phe

tcc
Ser
225

acc
Thr

tcc
Ser

atc
lle

aag
Lys

<210> 4

<211> 298
<212> PRT

ES 2539955 T3

Gly Asp Arg Tyr Gly Gly Val
150

cCcC gcoc geec ctc aag ccc gge
Pro Ala Ala Leu Lys Pro Gly
165

aac gece gac aac ccg acc tte
Asn Ala Asp Asn Pro Thr Phe
180

gag ctc gtc gee cge ace ggce
Glu Leu Val Ala Arg Thr Gly
195 200

cce gte ttec acc cct cee teg
Pro Val Phe Thr Pro Pro Ser
210 215

tcc agec age goc aag ccc acc
Ser Ser Ser Ala Lys Pro Thr
230

aag gct acc tcec acc acc teg
Lys Ala Thr Ser Thr Thr Ser
245

acc ggec gge gge tgc gec goe
Thr Gly Gly Gly Cys Ala Ala
260

gegg ttc teg gege tge acc acg
Gly Phe Ser Gly Cys Thr Thr
275 280

cag aac gac tgg tac tcg cag
GIn Asn Asp Trp Tyr Ser Gin
290 295

<213> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817

Ser Ser Arg Ser Gin Cys Asp

tge tac
Cys Tyr
170

acc ttc
Thr Phe
185

tgc cge
Cys Arg

ggc ggt
Gly Gly

tcc ace
Ser Thr

dCC gcCce
Thr Ala
250

cag cgc
Gln Arg
265

tge gte
Cys Val

tge ctt
Cys Leu

27

155

teg
Trp

cgce
Arg

cgce
Arg

cag
Gln

tcc
Ser
235

tce

Ser

teg
Trp

age

taa

cge ttec gac
Arg Phe Asp

cag gtc cag
GIn Val GIn
190

aac gac gac
Asn Asp Asp
205

tcec tee teg
Ser Ser Ser
220

acc tecg acc
Thr Ser Thr

agc cag acc
Ser Gin Thr

gocg cag tge
Ala Gin Cys
270

tee
Trp
175

tgc
Cys

ggce
Gly

tect
Ser

ace
Thr

tcg
Ser
255

g8C
Gly

Ser
160

tte
Phe

CCg
Pro

aac
Asn

tcc
Ser

tcc
Ser
240

tcg

Ser

ggC
Gly

ggc acc acc tgc aac
Ser Gly Thr Thr Cys Asn

285

528

576

624

672

120

168

816

864

897



<220>

<221> caracteristica miscelanea

<221> (1) .. (3)
<223> Acido piroglutamico

<400> 4

ES 2539955 T3

Gin Ser Ala Cys Asp Gly Lys Ser

1

Pro Ser

Ala Cys Ser

35

Gly Cys
50

Asp

Ala Val
65

Asn

Gly Gly Asn

Thr Ser Gly

Thr Gly Gly

115

Gly Gly Val
130

5

20

Ala Asn Phe

Gly Gly Ser

Asp Asn Phe
70

Glu Ala Ser
85

Pro Val Ala
100

Asp Leu Gly

Gly lle Phe

Gln

Ala

55

Ser

Trp

Gly

Thr

Asp
135

Cys Ser Trp Pro Gly Lys

Arg

40

Tyr

Tyr

Cys

Lys

Asn

120

Gly

Thr

Ala

25

Ile

Ala

Gly

Cys

Thr

105

His

Cys

28

Arg

10

Ser

Ser

Cys

Phe

Gly

90

Met

Phe

Ser

Tyr

Val

Asp

Ala

Ala

75

Cys

Val

Asp

Pro

Trp Asp Cys Cys Lys
15

Asn Gln Pro Val Phe
30

Pro Asn Val Lys Ser
45

Asp Gin Thr Pro Trp
60

Ala Thr Ser lle Ser
80

Tyr Glu Leu Thr Phe
95

Val Gln Ser Thr Ser
110

Leu Ala Met Pro Gly
125

Gin Phe Gly Gly Leu
140



Ala
145

Phe

Lys

Ser

Phe

Ser

225

Thr

Ser

ile

Lys

<210>5

<211> 1037
<212> ADN

Gly Asp Arg Tyr Gly Gly Val

Pro Ala Ala

Asn Ala Asp
180

Glu Leu Val
195

Pro Val Phe
210

Ser Ser Ser

Lys Ala Thr

Thr Gly Gly
260

Gly Phe Ser
275

Gln Asn Asp
290

Leu

165

Asn

Ala

Thr

Ala

Ser

245

Gly

Gly

Trp

ES 2539955 T3

150

Lys Pro Gly

Pro Thr Phe

Arg Thr Gly
200

Pro Pro Ser
215

Lys Pro Thr

230

Thr Thr Ser

Ala Ala

Cys

Thr Thr
280

Cys

Ser GlIn
295

Tyr

<213> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817

29

Ser

Cys

Thr

185

Cys

Gly

Ser

Thr

Gln

265

Cys

Cys

Ser Arg Ser Gln Cys Asp Ser

155

160

Tyr Trp Arg Phe Asp Trp Phe

170

175

Phe Arg GIn Val GIn Cys Pro

190

Arg Arg Asn Asp Asp Gly Asn

205

Gly GIn Ser Ser Ser Ser Ser

220

Thr Ser Thr Ser Thr Thr Ser

235

240

Ala Ser Ser Gin Thr Ser Ser

250

255

Arg Trp-Ala Gin Cys Gly Gly

270

Val Ser Gly Thr Thr Cys Asn

Leu

285



ES 2539955 T3

<220>

<221> péptido sefial
<221> (1) .. (63)
<223>

<220>

<221> exon
<221> (64) .. (333)
<223>

<220>

<221> Intrén
<221> (334) .. (419)
<223>

<220>

<221> exon

<221> (420) .. (1037)

<223>
<400> 5
atgegttect cccccgtect cegeacggee ctggecgetg coctecccet ggeccgeccte 60
get gec gat gge aag tog acc cge tac tgg gac tegt tge aag ceg teg 108
Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser
1 5 10 15
tegc teg tgg ccc gec aag gee tcg gtg aac cag ccc gte ttec gee tge 156
Cys Ser Trp Pro Gly Lys Ala Ser Val Asn GlIn Pro Val Phe Ala Cys
20 25 30
age gec aac ttc cag cge atc age gac ccc aac gtc aag tcg gge tge 204
Ser Ala Asn Phe GIn Arg |le Ser Asp Pro Asn Val Lys Ser Gly Cys
35 40 45
gac ggc gge teec gec tac gec tge gec gac cag acc ccg tgg gec gte 252
Asp Gly Gly Ser Ala Tyr Ala Cys Ala Asp GIn Thr Pro Trp Ala Val
50 55 60
aac gac aac ttc tcg tac ggc ttc gec gec acg tcc atc teg gge gge 300
Asn Asp Asn Phe Ser Tyr Gly Phe Ala Ala Thr Ser Ile Ser Gly Gly
65 70 75

30



ES 2539955 T3

aac gag goc tcg tgg tge tgt gge tge tac gag tgagtgette ccecceccee 353
Asn Glu Ala Ser Trp Cys Cys Gly Cys Tyr Glu
80 85 90

ccececccac cccecggtteg gteccttgee gtgecottett catactaace geoctaccece 413

tccagg ctg acc ttc acc teg gge cocc gte got gge aag acc atg gtt 461
Leu Thr Phe Thr Ser Giy Pro Val Ala Gly Lys Thr Met Val
95 100
gtc cag tcc acc tog acc gge ggc gac ctc gec acc aac cac ttc gac 509
Val Gin Ser Thr Ser Thr Gly Gly Asp Leu Gly Thr Asn His Phe Asp
105 110 115 120
ctg gocc atg ccc ggt get ggt gtc gge atc ttc gac gge tge teg cee 557
Leu Ala Met Pro Gly Gly Gly Val Gly |le Phe Asp Gly Cys Ser Pro
125 130 135
cag ttc ggc ggc ctc gee gge gac cge tac gge gec gtec teg tog cge 605
GIn Phe Gly Gly Leu Ala Gly Asp Arg Tyr Gly Gly Val Ser Ser Arg
140 145 150
agc cag tgc gac tcg ttc ccc gec gec cte aag cece gge tge tac tgg 653
Ser GIn Cys Asp Ser Phe Pro Ala Ala Leu Lys Pro Gly Cys Tyr Trp
155 160 165
cge ttc gac tgg ttc aag aac gecc gac aac ccg acc ttec acc ttc cge 701
Arg Phe Asp Trp Phe Lys Asn Ala Asp Asn Pro Thr Phe Thr Phe Arg
170 175 180
cag gtc cag tgc ccg tecg gag ctc gte goe cge acc gge tge cge cge 749
Gin Val Gin Cys Pro Ser Glu Leu Val Ala Arg Thr Gly Cys Arg Arg
185 190 195 200
aac gac gac ggc aac ttc ccc gtc ttc acc cct ccec teg gge ggt cag 797
Asn Asp Asp Gly Asn Phe Pro Val Phe Thr Pro Pro Ser Gly Gly GIn
205 210 215
tcc tec teg tet tece toce tece age age goc aag ccc ace toe acc toe 845
Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ala Lys Pro Thr Ser Thr Ser
220 225 230

acc tcg acc acc tcc acc aag got acc tcc acc acc tcg ace gee toe 893

31



10

15

20

25

ES 2539955 T3

Thr Ser Thr Thr Ser Thr Lys Ala Thr Ser
235 240

agc cag acc tcg tecg tcc acc gge gge gge
Ser GIn Thr Ser Ser Ser Thr Gly Gly Gly
250 255

geg cag tge gge gge atec ggg tte teg gge
Ala GIn Cys Gly Gly lle Gly Phe Ser Giy
265 270

ggC acc acc tgc aac aag cag aac gac tgg
Gly Thr Thr Cys Asn Lys GIn Asn Asp Trp
285 290

<210> 6

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador MNC-02
<400> 6

gagcgccaga actgtggatc cacttggtga gcaatg 36

<210>7

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador MNC-03
<400> 7

tccgcecegttc tgagcggatc caggcegtttg gecgeg 35

<210> 8

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador MKA-05
<400> 8

gcecgeccage aggegggate cctcaccace gagagg 36

32

Thr Thr Ser Thr Ala
245

tgc geec gee cag cgc
Cys Ala Ala GIn Arg
260

tge acc acg tge gtc
Cys Thr Thr Cys Val
275

tac tcg cag tgc ctt
Tyr Ser GIn Cys Leu
295

Ser

teg
Trp

agce
Ser
280

tga

941

989

1037
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15

20

25

30
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<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador MKA-06
<400> 9

tgatcgtcga gtcagggatc cagaatttac aggcac 36
<210> 10

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pMKDO1
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<221> (24) .. (25)

<223> bases no consecutivas

<400> 10

gagcgccaga actgtggatc cctetgectg taagcggatc cagg 44
<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pMKDO1
<220>

<221> NON_CONS

<221>(8) .. (9)

<223>

<220>

<221> MOD_RES

<221> (1) .. (1)

<223> ACIDO PIRROLIDONA CARBOXILICO
<400> 11

33
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Glu Arg GIn Asn Cys Gly Ser Leu Cys Leu
1 5 10

<210> 12

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador pMN-Bam
<400> 12

ggtcaaacaa gtctgtgcgg atcctgggac aagatggceca agttcttcct tac 53
<210> 13

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pJD01
<220>

<221> caracteristica miscelanea

<221> (24) .. (25)

<223> bases no consecutivas

<400> 13

tgcggatcct gggacaagat ggccccegttc tgagecggatc cagg 44
<210> 14

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pJD01
<220>

<221> NON_CONS

<221>(2) .. (3)

<223>

<400> 14

Met Ala Pro Phe
1

34
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<210> 15

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador NCE4-Ne
<400> 15

ggggggatcc tgggacaaga tgcgttccte cectetc 37

<210> 16

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador NCE4-Ce
<400> 16

ggggggatcc ctgcgtttac aggcactgat gg 32

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador NCE4-Ns
<400> 17

ccggtgttgg ccggateccge tgatggcaag 30

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador NCE4-Cs
<400> 18

taaggccctc aaggatccct gegtctacag 30

<210> 19

<211>7

<212> PRT

<213> Humicola insolens MN200-1

<400> 19

35



10

15

20

25

30

Ala Asp Gly Lys

1

<210> 20

<211> 12

<212> PRT

<213> Humicola insolens MN200-1
<220>

<221> MOD_RES

<221> (1) .. (1)

ES 2539955 T3

<223> ACIDO PIRROLIDONA CARBOXILICO

<220>
<221> MUTAGENO
<221> (1) .. (5)
<223>

<400> 20

Gin Asn Cys Gly Ser Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg

1

<210> 21

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador CBN-Stu

<400> 21

gatacatgat gcgcaggcct tagtcgacta gaatgc
<210> 22

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador CBc-Xho

<400> 22
gatcctcaag cttttgctcg agtaccttac aagcac
<210> 23
<211> 35

36

36

5

36

Ser Thr Arg

5

10
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador CB1-SmSph
<400> 23

ggagggtgca tgccgactga gcccgggeag tagec 35

<210> 24

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador CB1-Bam
<400> 24

gccgggagag gatccagtgg agg 23

<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador CB1-Pst
<400> 25

gctcgagtac cttactgcag gcactgagag 30

<210> 26

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pCB1-M2

<400> 26

ctagtcgact aaggcctgcg catcatgtat caaaagttgg ccctcatctc ggecttottg

getact

<210> 27
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

37

60

66
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<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pCB1-M2

<400> 27
Met Tyr Gin Lys Leu Ala Leu |le Ser Ala Phe Leu Ala Thr
1 5 10

<210> 28

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pCB1-M2
<210>

<211> caracteristica miscelanea

<212> (24) .. (25)

<213> bases no consecutivas

<400> 28

gececegggete agtceggeatg cacccagtge ctgcagtaag gtactcgage aaaagettga 60

g 61

<210> 29

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: pCB1-M2
<220>

<221> NON_CONS

<221>(8) .. (9)

<223>
<400> 29
Ala Arg Ala Gin Ser Ala Cys Thr GIn Cys Leu Gin
1 5 10
<210> 30
<211> 37
<212> ADN

38
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador STCE1-TNERV
<400> 30

ggggatatcg cgcatcatgce gttcctceee cgtecte 37

<210> 31

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador STCE1-TCET221
<400> 31

gggatgcatt taaaggcact gcgagtacca gtc 33

<210> 32

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador STCE1-TmNSph
<400> 32

ggggcatgcg atggcaagtc gacccgctac 30

<210> 33

<211>7

<212> PRT

<213> Staphylotrichum coccosporum IFO 31817

<400> 33
Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg
1 5

<210> 34

<211> 10

<212> PRT

<213> Staphylotrichum coccosporum IFO 31817
<220>

<221> MOD_RES

<221> (1) .. (1)

<223> ACIDO PIRROLIDONA CARBOXILICO

39
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<220>
<221> MUTAGENO
<221> (1) .. (4)
<223>

<400> 34

Gln Ser Ala Cys Asp Gly Lys Ser Thr Arg

1 5

<210> 35

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador STCE1-TmNSma

<400> 35

ggccecgggct caggecgatg gcaagtcgac ccg 33
<210> 36

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador STCE1-TmNSph-2

<400> 36

gggcatgcgce cgatggcaag tcgacccge 29
<210> 37

<211> 891

<212> ADN

<213> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817
<220>

<221> CDS

<221> (1) .. (891)

<223>

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<221> (1) .. (3)

<223> Acido piroglutamico

<220>

40
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<221> fuente

<222> (4) .. (891)

<223> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817
<400> 37

cag gecc gat ggc aag tcc acc cge tac tgg gac tge tge aag cct tog

41

48
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Gln Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser
1 5 10 15

tge tcg tgg cce ggc aag gec teg gtg aac cag ccc gte tte gee tgc 96
Cys Ser Trp Pro Gly Lys Ala Ser Val Asn Gln Pro Val Phe Ala Cys
20 25 30

age goc aac ttc cag cge atc age gac ccc aac gtc aag tcg gge tgc 144
Ser Ala Asn Phe Gin Arg !le Ser Asp Pro Asn Val Lys Ser Gly Cys
35 40 45

gac ggc ggc tce gec tac gec tge gec gac cag acc cog tgg goc gte 192
Asp Gly Gly Ser Ala Tyr Ala Cys Ala Asp Gln Thr Pro Trp Ala Val
50 55 60

aac gac aac ttc tcg tac ggc ttc gecc geec acg tce atc teg gge ggc 240
Asn Asp Asn Phe Ser Tyr Gly Phe Ala Ala Thr Ser Ile Ser Gly Gly
65 10 75 80

aac gag gcc tcg tgg tegc tgt ggc tge tac gag ctg acc ttc acc teg 288
Asn Glu Ala Ser Trp Cys Cys Gly Cys Tyr Glu Leu Thr Phe Thr Ser
85 90 95

gec ccec gtc got gge aag acc atg gtt gtc cag tce acc tcg acc gge 336
Gly Pro Val Ala Gly Lys Thr Met Val Val GIn Ser Thr Ser Thr Gly
100 105 110

ggc gac ctec ggc acc aac cac ttc gac ctg goc atg ccc ggt ggt ggt 384
Gly Asp Leu Gly Thr Asn His Phe Asp Leu Ala Met Pro Gly Gly Gly
115 120 125

gtc ggc atc ttc gac ggc tge teg ccc cag ttc gge gge ctec gec gge 432
Val Gly Ile Phe Asp Gly Cys Ser Pro Gin Phe Gly Gly Leu Ala Gly
130 135 140

gac cgc tac ggc gge gtec tog tcg cge age cag tge gac teg ttc ccc 480
Asp Arg Tyr Gly Gly Val Ser Ser Arg Ser Gln Cys Asp Ser Phe Pro
145 150 155 A 160
gec gee cte aag ccc gge tge tac tgg cge tte gac tgg ttc aag aac 528
Ala Ala Leu Lys Pro Gly Cys Tyr Trp Arg Phe Asp Trp Phe Lys Asn

165 170 175

gcc gac aac ccg acc ttc acc ttc cge cag gtc cag tgec ccg tcg gag 576

42



10

Ala

ctc
Leu

gte
Val

agc
Ser
225

get
Ala

ggc
Gly

tte
Phe

aac
Asn

Asp

gte
Val

tte
Phe
210

age
Ser

acc
Thr

ggc
Gly

tcg
Ser

gac
Asp
290

<210> 38

<211> 296

<212> PRT

Asn

gcce
Ala
195

acc

Thr

gcc
Ala

tce
Ser

ggc
Gly

ggce
Gly
275

teg

Pro Thr
180

cgc acc
Arg Thr

cct ccc
Pro Pro

aag ccc
Lys Pro

acc acc
Thr Thr
245

tge gee
Cys Ala
260

tge ace

Cys Thr

tac tcg

ES 2539955 T3

Phe Thr Phe Arg Gln Val Gln Cys Pro Ser Glu

gge tgce
Gly Cys

tcg gec
Ser Gly
215

acc tcc
Thr Ser
230

tcg acc

Ser Thr

gcc cag
Ala Gin

acg tgc
Thr Cys

cag tgc

Trp Tyr Ser Gln Cys

295

cge
Arg
200

ggt
Gly

acc
Thr

gcc
Ala

cge
Arg

gtc
Val
280

ctt
Leu

<213> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<221> (1) .. (3)

<223> Acido piroglutamico

<400> 38

185

cge aac
Arg Asn

cag tcc
Gln Ser

tcc acc
Ser Thr

tcec age
Ser Ser
250

tgg geg
Trp Ala
265

agec ggc
Ser Gly

taa

43

190

gac gac ggec aac ttc ccc
Asp Asp Gly Asn Phe Pro
205

tce teg tot tec teoc tee
Ser Ser Ser Ser Ser Ser
220

tcg acc acc tcc acc aag
Ser Thr Thr Ser Thr Lys
235 240

cag acc tcg tocg tecec acc
Gin Thr Ser Ser Ser Thr
255

cag tgc gge ggc atc ggg
GIn Cys Gly Gly lle Gly
270

acc acc tgc aac aag cag
Thr Thr Cys Asn Lys Gln
285

624

672

120

168

816

864

891
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GIn Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp Asp
1 5 10

Cys Ser Trp Pro Gly Lys Ala Ser Val Asn Gin
20 25

Ser Ala Asn Phe GIn Arg 1le Ser Asp Pro Asn
35 40

Asp Gly Gly Ser Ala Tyr Ala Cys Ala Asp GIn
50 55

Thr
75

Asn Asp
65

Asn Phe Ser Tyr Gly Phe Ala Ala
70

Asn Glu Ala Ser Trp Cys Cys Gly CGys Tyr Glu

85 90

Gly Pro Val Ala Gly Lys Thr Met Val Val

100 105

Gln

Gly Asp Leu Gly Thr Asn His Phe Asp Leu

115 120

Ala

Val Gly
130

Ile Phe Asp Gly Cys Ser Pro Gin
135

Phe

Asp Arg
145

Tyr Gly Gly Val Ser Ser Arg Ser
150

Gln
155

Ala Ala Leu Lys Pro Gly Cys Tyr Trp Arg Phe

165 170

44

Cys

Pro

Val

Thr

60

Ser

Leu

Ser

Met

Gly
140

Cys

Val

Lys

45

Pro

lle

Thr

Thr

Pro

125

Gly

Lys Pro Ser
15

Phe Ala Cys
30

Ser Gly Cys

Trp Ala Val

Ser Gly Gly
80

Phe Thr Ser
95

Ser Thr Gly
110

Gly Gly Gly

Leu Ala Gly

Cys Asp Ser Phe Pro

160

Asp Trp Phe Lys Asn

175



10

Ala Asp Asn

Leu Val Ala
195

Val Phe Thr
210

Ser Ser Ala
225

Ala Thr Ser

Gly Gly Gly

Phe Ser Gly
275

Asn Asp Trp
290
<210> 39
<211> 900
<212> ADN

ES 2539955 T3

Pro Thr Phe Thr
180

Arg Thr Gly Cys

Pro Pro Ser Gly
215

Lys Pro Thr Ser
230

Thr Thr Ser Thr
245

Cys Ala Ala GIn
260

Cys Thr Thr Cys

Tyr Ser GIn Cys
295

<213> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817

<220>

<221> CDS
<221> (1) .. (900)
<223>

<220>

<221> fuente

<222> (13) .. (90)

Phe Arg Gin Val GIn Cys Pro Ser Glu
185 190

Arg Arg Asn Asp Asp Gly Asn Phe Pro
200 205

Gly GIn Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser
220

Thr Ser Thr Ser Thr Thr Ser Thr Lys
235 240

Ala Ser Ser GIn Thr Ser Ser Ser Thr
250 255

Arg Trp Ala GIn Cys Gly Gly lle Gly
265 270

Val Ser Gly Thr Thr Cys Asn Lys GIn
280 285

Leu

45



<223> Acido piroglutamico
<220>

<221> caracteristica miscelanea
<221> (1).. (3)

<223> Acido piroglutamico

<400> 39

cag tcg geca tge gec gat gge
Gln Ser Ala Cys Ala Asp Gly
1 5

aag cct teg tgec teg tgg ccc
Lys Pro Ser Cys Ser Trp Pro
20

ttc gec tgc age gec aac tte
Phe Ala Cys Ser Ala Asn Phe
35

tcg gge tgec gac gge gge tec
Ser Gly Cys Asp Gly Gly Ser
50 55

tgg goc gtc aac gac aac ttc
Trp Ala Val Asn Asp Asn Phe
65 70

tcg ggc gge aac gag geec tog
Ser Gly Gly Asn Glu Ala Ser
85

ttc acc tcg gge ccc gtc got
Phe Thr Ser Gly Pro Val Ala
100

tcg acc gge gge gac ctec gge
Ser Thr Gly Gly Asp Leu Gly
115

ES 2539955 T3

aag
Lys

ggce
Gly

cag
Gin
40

gee
Ala

tcg
Ser

teg
Trp

gEC
Gly

acce

tce
Ser

aag
Lys
25

cgc

Arg

tac
Tyr

tac
Tyr

tgec
Cys

aag
Lys
105

aac

acc
Thr
10

gCC

Ala

atc
lle

gee
Ala

BEC
Gly

tgt
Cys
90

acc
Thr

cac

Thr Asn His

120

46

cgc tac
Arg Tyr

tcg gtg
Ser Val

agc gac
Ser Asp

tge gee
Cys Ala
60

ttc gecc
Phe Ala
15

gec tgc
Gly Cys

atg gtt
Met Val

ttc gac
Phe Asp

tgg gac tgc
Trp Asp Cys
15

aac cag ccc
Asn GIn Pro
30

ccc aac gtc
Pro Asn Val
45

gac cag acc
Asp GIn Thr

gecc acg tcce
Ala Thr Ser

tac gag ctg
Tyr Glu Leu
95

gtc cag tcc
Val Gin Ser
110

ctg gcc atg
Leu Ala Met
125

tgc
Cys

gtc
Val

aag
Lys

ccg
Pro

atc
[le
80

acc
Thr

acc
Thr

cCe
Pro

48

96

144

192

240

288

336

384



gegt get ggt gtc ggc
Gly Gly Gly Vai Gly

ctc
Leu
145

tog
Ser

tte
Phe

cog
Pro

aac
Asn

tce
Ser
225

tco
Ser

tcg
Ser

ggc
Gly

aac
Asn

<210> 40
<211> 299

130

gcec gege gac
Ala Gly Asp

ttc ccc gee
Phe Pro Ala

aag aac £cc
Lys Asn Ala
180

tcg gag cte
Ser Glu Leu
195

ttc ccc gtc
Phe Pro Val
210

tce tec age
Ser Ser Ser

acc aag gct
Thr Lys Ala

tcc acc gge
Ser Thr Gly
260

atc ggg ttc
Ile Gly Phe
275

aag cag aac

cge
Arg

gCC
Ala
165

gac

Asp

gte
Val

ttc
Phe

age
Ser

acc
Thr
245

g£.C
Gly

tcg
Ser

gac

atec
lie

tac
Tyr
150

ctec

‘Leu

aac
Asn

gce
Ala

acc
Thr

gce
Ala
230

tce
Ser

gec
Gly

ggc
Gly

teg

ttc
Phe
135

ggc
Gly

aag
Lys

ceg
Pro

cge
Arg

cct
Pro
215

aag
Lys

acc
Thr

tge
Cys

tgc
Cys

tac

Lys Gin Asn Asp Trp Tyr

290

295

gac
Asp

ggc
Gly

cce
Pro

ace
Thr

acc
Thr
200

cce
Pro

cce
Pro

acc
Thr

gcce
Ala

acc
Thr
280

tcg
Ser

gge
Gly

gtc
Val

ggc
Gly

tte
Phe
185

ggc
Gly

tcg
Ser

accec
Thr

tecg
Ser

gce
Ala
265

acg
Thr

cag
Gln

tgc
Cys

tcg
Ser

tge
Cys
170

ace
Thr

tec
Cys

ggc
Gly

tce
Ser

acc
Thr
250

cag
Gln

tge
Cys

tge
Cys

47
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tcg
Ser

tcg
Ser
155

tac
Tyr

tte
Phe

cge
Arg

get
Gly

acc
Thr
235

gce
Ala

CgC
Arg

gte
Val

ctt
Leu

cee
Pro
140

cgcC

Arg

teg
Trp

cgce
Arg

cge
Arg

cag
Gln
220

tce
Ser

tce
Ser

tgg
Trp

age
Ser

taa

cag
GlIn

age
Ser

ceC
Arg

cag
Gln

aac
Asn
205

tcc
Ser

acC
Thr

age
Ser

gcg
Ala

ggc
Gly
285

ttc gec gge
Phe Gly Gly

cag tgc gac
GIn Cys Asp
160

ttc gac tgg
Phe Asp Trp
175

gtc cag tge
Val GIn Cys
190

gac gac gge
Asp Asp Gly

tcc tecg tet
Ser Ser Ser

tcg acc acc
Ser Thr Thr
240

cag acc tocg
Gln Thr Ser
255

cag tgc ggo
Gin Cys Gly
270

acc acc tgc
Thr Thr Cys

432

480

528

576

624

672

120

168

816

864

900



<212> PRT

ES 2539955 T3

<213> Staphylotrichum coccosporum IF0 31817

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<221> (1) ..

@)

<223> Acido piroglutamico

<400> 40

GIn Ser Ala Cys Ala Asp Gly Lys Ser Thr

1

Lys

Phe

Ser

Trp

65

Ser

Phe

Ser

Pro

Ala

Gly

50

Ala

Gly

Thr

Thr

) 10

Ser Cys Ser Trp Pro Gly Lys Ala
20 25

Cys Ser Ala Asn Phe GIn Arg Ile
35 40

Cys Asp Gly Gly Ser Ala Tyr Ala
55

Val Asn Asp Asn Phe Ser Tyr Gly
70

Gly Asn Glu Ala Ser Trp Cys Cys
85 90

Ser Gly Pro Val Ala Gly Lys Thr
100 105

Gly Gly Asp Leu Gly Thr Asn His
115 120

48

Arg Tyr

Ser Val

Ser Asp

Cys Ala
60

Phe Ala
15

Gly Cys

Met Val

Phe Asp

Trp Asp Cys Cys
15

Asn GIn Pro Val
30

Pro Asn Val Lys
45

Asp GIn Thr Pro

Ala Thr Ser lle
80

Tyr Glu Leu Thr
95

Val Gin Ser Thr
110

Leu Ala Met Pro
125



<210> 41

Gly Gly Gly
130

Leu Ala Gly
145

Ser Phe Pro

Phe Lys Asn

Pro Ser Glu
195

ES 2539955 T3

Val Gly lle Phe Asp Gly
135

Asp Arg Tyr Gly Gly Val

150

Ala Ala Leu Lys Pro
165

Gly

Ala Asp Asn Pro Thr
180

Phe
185

Leu Val Ala Arg Thr
200

Gly

Asn Phe Pro Val Phe Thr Pro Pro Ser

210

Ser Ser Ser
225

Ser Thr Lys
Ser Ser Thr

Gly lle Gly
275

Asn Lys GIn
290

215

Ser Ser Ala Lys Pro Thr

230

Ala Thr Ser Thr Thr
245

Ser

Gly Gly Gly Cys Ala
260

Ala
265

Phe Ser Gly Cys Thr Thr
280

Asn Asp Trp Tyr Ser Gln
295

49

Cys

Ser

Cys

170

Thr

Cys

Gly

Ser

Thr

250

Gln

Cys

Cys

Ser Pro Gin Phe Gly Gly
140

Ser Arg Ser Gin Cys Asp
155 160

Tyr Trp Arg Phe Asp Trp
175

Phe Arg Gln Val Gln Cys
190

Arg Arg Asn Asp Asp Gly
205

Gly Gln Ser Ser Ser Ser
220

Thr Ser Thr Ser Thr Thr
235 240

Ala Ser Ser GlIn Thr Ser
255

Arg Trp Ala Gin Cys Gly
270

Val Ser Gly Thr Thr Cys
285

Leu
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<211>8

<212> PRT

<213> Staphylotrichum coccosporum IFO 31817
<220>

<221> MOD_RES

<221> (1) .. (1)

<223> ACIDO PIRROLIDONA CARBOXILICO
<220>

<221> MUTAGENO

<221> (1) .. (1)

<223>

<400> 41
Gin Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg
1 5

<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Staphylotrichum coccosporum IFO 31817
<220>

<221> MOD_RES

<221> (1) .. (1)

<223> ACIDO PIRROLIDONA CARBOXILICO
<220>

<221> MUTAGENO

<221> (1) .. (4)

<223>
<400> 42
GIn Ser Ala Cys Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg
1 5 10
<210> 43
<211> 21
<212> PRT

<213> Staphylotrichum coccosporum IFO 31817

50



ES 2539955 T3

<400> 43

Met Arg Ser Ser Pro Val Leu Arg Thr Ala Leu Ala Ala Ala Leu Pro
1 5 10 15

Leu Ala Ala Leu Ala
20

<210> 44
<211> 295
<212> PRT

<213> Staphylotrichum coccosporum IFO 31817
<400> 44

Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys
1 5 10 15

Ser Trp Pro Gly Lys Ala Ser Val Asn Gin Pro Val Phe Ala Cys Ser
20 25 30

Ala Asn Phe Gin Arg Ile Ser Asp Pro Asn Val Lys Ser Gly Cys Asp
35 40 45

Gly Giy Ser Ala Tyr Ala Cys Ala Asp GIn Thr Pro Trp Ala Val Asn
50 55 60

Asp Asn Phe Ser Tyr Gly Phe Ala Ala Thr Ser lle Ser Gly Gly Asn
65 70 75 80

51



Glu

Pro

Asp

Gly

Arg

145

Ala

Asp

Val

Phe

Ser

225

Thr

Ala

Val

Leu

lle

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

Thr

210

Ala

Ser

Ser

Ala

Gly

115

Phe

Gly

Lys

Pro

Arg

195

Pro

Lys

Thr

Trp

Gly

100

Thr

Asp

Gly

Pro

Thr

180

Thr

Pro

Pro

Thr

Cys

85

Lys

Asn

Gly

Val

Gly

165

Phe

Gly

Ser

Thr

Ser
245

ES 2539955 T3

Cys Gly Cys Tyr Glu
90

Thr Met Val Val GIn
105

His Phe Asp Leu Ala
120

Cys Ser Pro GIn Phe
135

Ser Ser Arg Ser Gin
150

Cys Tyr Trp Arg Phe
170

Thr Phe Arg GIn Val
185

Cys Arg Arg Asn Asp
200

Gly Gly GIn Ser Ser
215

Ser Thr Ser Thr Ser
230

Thr Ala Ser Ser Gin
250

52

Leu Thr Phe Thr

Ser Thr Ser Thr
110

Met Pro Gly Gly
125

Gly Gly Leu Ala
140

Cys Asp Ser Phe
155

Asp Trp Phe Lys

GIn Cys Pro Ser
190

Asp Gly Asn Phe
205

Ser Ser Ser Ser
220

Thr Thr Ser Thr
235

Thr Ser Ser Ser

Ser Gly
95

Gly Gly

Gly Val

Gly Asp

Pro Ala
160

Asn Ala
175

Glu Leu

Pro Val

Ser Ser

Lys Ala
240

Thr Gly
255



ES 2539955 T3

Gly Gly Cys Ala Ala GIn Arg Trp Ala Gin Cys Gly Gly lle Gly Phe
260 265 270

Ser Gly Cys Thr Thr Cys Val Ser Gly Thr Thr Cys Asn Lys GIn Asn
275 280 285

Asp Trp Tyr Ser GIn Cys Leu
290 295

<210> 45
<211> 20
<212> PRT
5 <213> Humicola insolens

<400> 45

Met Arg Ser Ser Pro Leu Leu Arg Ser Ala Val Val Ala Ala Leu Pro
1 5 10 15

Val Leu Ala Leu
20

<210> 46
<211> 286
10 <212> PRT
<213> Humicola insolens

<400> 46

Ala Ala Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser
1 5 10 15

Cys Gly Trp Ala Lys Lys Ala Pro Val Asn GIn Pro Val Phe Ser Cys
20 25 30

Asn Ala Asn Phe GIn Arg Leu Thr Asp Phe Asp Ala Lys Ser Gly Cys

53



Giu

Val

65

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

145

Pro

Asn

Glu

35

Pro Gly Gly
50

Asn Asp Asp

Asn Glu Ala

Gly Pro Val
100

Gly Asp Leu
115

Val Gly lle
130

Gin Arg Tyr

Asp Ala Leu

Ala Asp Asn
180

Leu Val Ala
195

Pro Ala Val GIn

Val

Phe

Gly

85

Ala

Gly

Phe

Gly

Lys

165

Pro

Arg

Ile

ES 2539955 T3

Ala

Ala

10

Trp

Gly

Ser

Asp

Gly

150

Pro

Ser

Thr

Pro

Tyr

55

Phe

Cys

Lys

Asn

Gly

135

lle

Gly

Phe

Gly

Ser

40 45

Ser Cys Ala Asp GIn Thr Pro Trp Ala
60

Gly Phe Ala Ala Thr Ser lle Ala Gly
75 80

Cys Ala Cys Tyr Glu Leu Thr Phe Thr
90 95

Lys Met Val Val Gin Ser Thr Ser Thr
105 110

His Phe Asp Leu Asn Ile Pro Gly Gly
120 125

Cys Thr Pro GlIn Phe Gly Gly Leu Pro
140

Ser Ser Arg Asn Glu Cys Asp Arg Phe
155 160

Cys Tyr Trp Arg Phe Asp Trp Phe Lys
170 175

Ser Phe Arg GIn Val Gin Cys Pro Ala
185 190

Cys Arg Arg Asn Asp Asp Gly Asn Phe
200 205

Ser Ser Thr Ser Ser Pro Val Gly GIn

54
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210 215

Pro Thr Ser Thr Ser Thr Thr Ser Thr Ser
225 230

Val Gin Pro Thr Thr Pro Ser Gly Cys Thr
245 250

GIn Cys Gly Gly Asn Gly Trp Ser Gly Cys
260 265

Ser Thr Cys Thr Lys lle Asn Asp Trp Tyr
275 280

<210> 47

<211> 17

<212> PRT

<213> Humicola insolens

<400> 47

220

Thr Thr Ser Ser Pro Pro

235

240

Ala Glu Arg Trp Ala Cys

255

Thr Thr Cys Val Ala Gly

210

His GIn Cys Leu
285

Met GIn Leu Pro Leu Thr Thr Leu Leu Thr Leu Leu Pro Ala Leu Ala

1 5 10

Ala

<210> 48

<211> 206

<212> PRT

<213> Humicola insolens

<400> 48

15

Ala GIn Ser Gly Ser Gly Arg Thr Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys

1 5 10

55

15



Pro

Asp

Cys

Ala

65

Gly

Thr

Thr

Gly

Pro

145

Cys

Asp

Ser Cys

Arg Trp
35

Asp Ala
50

Val Ser
Ser Asn
Ser Gly
Gly Gly

115

Gly Val
130
Asn Gly

Asp Ala

Trp Phe

Ala
20

Asp

Gly

Asp

Glu

Pro

100

Asp

Gly

Trp

Phe

Leu
180

Trp

Asn

Gly

Asp

Arg

85

Val

Leu

lle

Gly

Pro

165

Asn

ES 2539955 T3

Pro

Pro

Gly

Leu

10

Gln

Ala

Gly

Phe

GIn

150

Glu

Ala

Gly

Leu

Ala

55

Ala

Trp

Gly

Asn

Asn

135

Arg

Lys

Lys

Phe

40

Tyr

Tyr

Cys

Lys

Asn

120

Ala

Tyr

Leu

Gly

25

Asp

Met

Gly

Cys

Arg

105

His

Cys

Gly

Lys

Asp Asn Pro

185

Pro

Gly

Cys

Trp

Ala

90

Met

Phe

Thr

Gly

Pro

170

Ser

Ala Pro Val Arg Thr Cys
30

Gly Asn Thr Arg Ser Gly
45

Ser Asp GIn Ser Pro Trp
60

Ala Ala Val Asn lle Ala
75 80

Cys Tyr Glu Leu Thr Phe
95

Ile Val Gln Ala Ser Asn
110

Asp |le Ala Met Pro Gly
125

Asp Gin Tyr Gly Ala Pro
140

lle Ser Gin Arg His Glu
155 160

Gly Cys Tyr Trp Arg Phe
175

Val Asn Trp Arg Gln Val
190

Ser Cys Pro Ala Glu |le Val Ala Lys Ser Gly Cys Ser Arg
200

195
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacion de un polinucleétido y una célula huésped, en la que el polinucleétido esta seleccionado del
grupo que consiste en:

(a) un polinucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 o 39;

(b) un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos en la que de 1 a 90 nucledtidos han sido
eliminados, sustituidos, insertados o afadidos en la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, 3,37 039y
que codifica una proteina en la que el extremo N-terminal es acido glutamico o glutamina y que tiene una
actividad endoglucanasa; y

(c) un polinucledtido que hibrida en condiciones rigurosas con un polinucleétido que consiste en la secuencia de
nucleodtidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 37 o 39 y que codifica una proteina en la que el extremo N-terminal es acido
glutamico o glutamina y que tiene una actividad endoglucanasa, y

en la que la célula huésped es un huésped en el que se lleva a cabo la formacién de piroglutamato del aminoacido
N-terminal.

2. Una combinacién de la célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 1 y un vector de expresion que
comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Una célula huésped transformada con el vector de expresion que comprende el polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 1,

en la que la célula huésped es un huésped en el que se lleva a cabo la formacién de piroglutamato del aminoacido
N-terminal.

4. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la célula huésped es una levadura u hongo
filamentoso.

5. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el hongo filamentoso es un microorganismo que
pertenece al género Humicola o Trichoderma.

6. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que el hongo filamentoso es Humicola insolens o
Trichoderma viride.

7. Un procedimiento de produccién de una proteina seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 o 40, en la que el
extremo N-terminal es acido piroglutamico;

(b) una proteina modificada que comprende una secuencia de aminoacidos en la que el extremo N-terminal es
acido piroglutamico y en la que han sido eliminados, sustituidos, insertados o afiadidos de 1 a 30 aminoacidos
en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 0 40 y que tiene una actividad endoglucanasa; y

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 85 % de identidad con una
proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 38 o 40, en la que el extremo N-
terminal es acido piroglutamico y que tiene una actividad endoglucanasa, que comprende:

cultivar la célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3a 6 y
recuperar la proteina a partir de la célula huésped o del cultivo obtenido por medio del cultivo.

57



Fiqura |

ES 2539955 T3

NCE4

STCE1

NCES

NCE4

STCE1

NCES

NCE4

STCE1

NCES

NCE4

STCE1

NCES

MRSSPLLRSAVVAALPVLAL

—AADGKSTRYWDCCKPSCGWAK
kool %

MRSSPVLRTALAAALPLAALA—————-ADGKSTRYWDCCKPSCSWPG

¥ dofollolokiakiok  Jolok

- MOLPLTTLLTLLPALAA———-——AQSGSGRTTRYWDCCKPSCAWPG

Péptido seiial — Dominio catalitico @ —,

KAPVNQPVF SCNANFQRL TDF-DAKSGCEPGGYAYSCADQTPWAVNDDFA
Wk doklololok K lolokk ok dookk Rk ok lopRiokkioior %

KASVNQPVFACSANFQR | SDP-NVKSGCD-GGSAYACADQTPWAVNDNFS

* doke % * ok dklok ok kk ck ok dokkk %k

KGPA—PVRTCDRWDNPLFDGGNTRSGCDAGGGAYMCSDOSPWAVSDDLA-

FGFAATS | AGSNEAGWCCACYELTFTSGPVAGKKMVVQSTSTGGDLGSNH
sololokdoiok  sokok ik okokeolokioiioklokok ol okl * ok

YGFAATS | SGGNEASWCCGCYEL TFTSGPVAGKTMVVQSTSTGGDLGTNH

k% ok ¥k kk bk fookioRiokokk K dkok *akokokk Aok

YGNAAVN [ AGSNERGWCCACYELTFTSGPVAGKRM | VQASNTGGDLGNNH

FDLN|PGGGVG | FDGCTPQF GGLP-—GQRYGG | SSRNECDRFPDALKPG
sk dopkollolokiolok  okakokiok * ookl klok ok ok sokokolok

FDLAMPGGGVG! FDGCSPQF GGLA-—GDRYGGVSSRSQCDSFPAALKPG
Kok oblRplokk K K K * dokokk k ok ok ok doklok

FD1AMPGGGVG | FNACTDQYGAPPNGWGQRYGG | SORHECDAFPEKLKPG
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20
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70
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120

118

121

167

165

m
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Fiqura 2 |

NCE4  CYWRFDWFKNADNPSFSFRQVOCPAELVARTGCRRNDDGNFPAVQIPSSS 217
seofooioiolookolokk %k dksologakk  sojokaiskaokskololokkokkakok £ = 3

STCE1 CYWRFDWFKNADNPTFTFRQVQCPSELVARTGCRRNDDGNFPVFTPPSGG 215
sooRokoeskok sk sk sk sk Rk Kk Kk

NCE5  CYWRFDWFLNADNPSVNWRQVSCPAE | VAKSGCSR 206

Conector —

NCE4  TSSPVGQPTSTSTTSTSTTSSPPVGPTTPS GCTAERWA 255
Aok t ek % ok sk ok gk

STCE1 QSSSSSSSSSAKPTSTSTSTTSTKATSTTSTASSOTSSSTGGGCAAQRWA 265

NCES

DUC -

NCE4  COCGGNGWSGCTTCVAGSTCTKINDWYHOCL 286
dokojokok  k dojokakakok %k adkok sk sokokskokiok

STCE1 CQCGGIGFSGCTTCVSGTTCNKGNDNYSQCL 295

NCES

59




	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

