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DESCRIPCION

Catalasa termoestable

Campo técnico

La presente invencion se refiere a catalasas termoestables, mas en particular, a catalasas termoestables derivadas
de Penicillium pinophilum, a proteinas que tienen una actividad catalasa termoestable, a los ADN que codifican las
proteinas y a un procedimiento para producir las catalasas termoestables.

Técnica anterior

La catalasa es una enzima que cataliza una reaccion en la que el peréxido de hidrogeno se descompone en agua y
oxigeno. La solucion acuosa de peroxido de hidrégeno se usa ampliamente como antiséptico o desinfectante.
Después de completar la desinfeccion, la solucion de peroxido de hidrégeno se puede retirar facilmente con agua y
se descompone espontaneamente a medida que avanza el tiempo y, por lo tanto, se usa ampliamente como
desinfectante para alimentos. Sin embargo, se desea que el peréxido de hidrégeno se descomponga por completo y
se retire después de su uso, porque las especies reactivas del oxigeno generadas a partir del peréxido de hidrogeno
restante pueden provocar envejecimiento celular o cancer. La catalasa es extremadamente util para la
descomposicion del peréxido de hidrégeno, porque no se necesitan sustancias quimicas adicionales para la
descomposicion. De hecho, la catalasa se usa para la descomposicion y la retirada de la peroxidasa de hidrégeno
restante después del blagueamiento del algodén o en los alimentos. Se conocen catalasas derivadas de
microorganismos (referencias de patente 1 a 5) y catalasas derivadas de animales, tales como la catalasa hepatica
porcina o bovina.

Entre estas catalasas conocidas, la catalasa producida por un hongo filamentoso Aspergillus niger o la catalasa
hepatica porcina se usan ampliamente para usos industriales. Sin embargo, se sabe que estas catalasas presentan
una termoestabilidad baja y que la actividad restante de las mismas después del tratamiento a 70 °C durante 30
minutos era de aproximadamente el 10 % (referencia de patente 6). En particular, para el uso del procesamiento
textil, el procesamiento de alimentos o similares, se desea que la catalasa tenga una termoestabilidad superior a la
de esas catalasas convencionales, porque el peréxido de hidrégeno se tiene que descomponer a una temperatura
superior. Como catalasas termoestables, se ha informado de las catalasas producidas por Aspergillus terreus
(referencia de patente 6), Acremonium alabamensis (referencia de patente 6), Thermoascus aurantiacus (referencia
de patente 6), Scytalidium thermophilum (referencia de patente 7), Humicola insolens (referencia de patente 7) y el
género Thermomyces (referencia de patente 8).

Se sabe que los hongos filamentosos tienen una actividad secretora de proteinas extremadamente alta y que son
adecuados como huéspedes para producir una proteina recombinante tal como las enzimas. Por lo tanto, si se
puede introducir un gen de catalasa termoestable en un hongo filamentoso y se puede expresar altamente la
catalasa termoestable como proteina recombinante, se espera poder producir la catalasa termoestable con una
productividad extremadamente alta en comparacién con una de tipo natural. Con respecto a la produccién de
proteinas recombinantes, se ha informado de que las proteinas recombinantes se podrian producir en hongos
filamentosos clasificados en los géneros Aspergillus (referencia de patente 9), Penicillium (referencia de patente 10),
Humicola (referencia de patente 11), Trichoderma (referencia de patente 12) o Acremonium (referencia de patente
13).

Cuando se expresa una proteina recombinante en estos hongos filamentosos como huésped, no todos los genes
exogenos introducidos en el huésped se expresan necesariamente. En general, se considera preferente que el
origen de un gen exdgeno que se va a introducir tenga una relacion lo mas estrecha posible con el del huésped, con
vista al uso de codones. Por ejemplo, en el caso en que se utilizé Humicola insolens como huésped para expresar
endoglucanasa como proteina recombinante, se expreso una cantidad significativa de endoglucanasa al introducir un
gen NCE4 o NCE5 derivado de Humicola insolens en Humicola insolens (referencias de patente 14 y 15). En
contraste, se expresé una cantidad pequefia de endoglucanasa al introducir un gen RCE |, derivado de Rhizopus
oryzae y que tenia una secuencia de aminoacidos que mostraba una identidad alta con las de NCE4 y NCE5, en
Humicola insolens (referencia de patente 16). Ademas, en el caso en que se us6 Aspergillus awamori como huésped
para expresar glucoamilasa como proteina recombinante, la introducciéon de un gen de glucoamilasa derivado de
Aspergillus niger dio lugar a una productividad alta (4,6 g/l), pero la introduccién de un gen de glucoamilasa derivado
de Humicola grisea dio lugar a una productividad baja (0,66 g/l) (referencia que no es una patente 1). Por otra parte,
en el caso en el que se expresd a-amilasa como proteina recombinante, la introduccion de un gen de a-amilasa
derivado de Aspergillus oryzae en Aspergillus oryzae como huésped dio lugar a una productividad alta (12 g/l), pero
la introduccion del gen de a-amilasa derivado de Aspergillus oryzae en Trichoderma viride dio lugar a una
productividad de tan solo 1 g/l (referencia que no es una patente 1). Estos resultados demuestran que, cuando se va
a expresas una cantidad significativa de proteina recombinante, es preferente introducir un gen derivado de un
hongo filamentoso que es de la misma especie que el huésped o de una relacionada.

Cuando se usa un hongo filamentoso como huésped para expresar una gran cantidad de catalasa termoestable
como proteina recombinante, se considera preferente que el origen de un gen de catalasa que se va a introducir esté
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estrechamente relacionado con el del hongo filamentoso usado como huésped, como se describe anteriormente. Sin
embargo, con respecto al aislamiento de genes de catalasa termoestable, solo se ha informado de un gen de
catalasa derivado de Thermoascus aurantiacus (referencia de patente 17) y un gen de catalasa derivado de
Scytalidium thermophilum (referencia de patente 18). No se han aislado genes de catalasa termoestable de hongos
filamentosos desarrollados como huéspedes para la produccién de proteinas, tales como los de los géneros
Aspergillus, Penicillium, Humicola, Trichoderma o Acremonium, y, por lo tanto, era muy dificil expresar la catalasa
termoestable como proteina recombinante con productividad alta.

[referencia de patente 1] Publicacién de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 55-135588
[referencia de patente 2] Publicacién de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 60-083579
[referencia de patente 3] Publicacién de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 63-003788
[referencia de patente 4] Publicacién de patente japonesa examinada (kokoku) N.° 49-004956

[referencia de patente 5] Publicacién de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 2-076579

[referencia de patente 6] Publicacién de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 5-153975

[referencia de patente 7] Publicacién de traduccion japonesa (Kohyo) N.° 6-506347

[referencia de patente 8] Publicacién de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 10-257883
[referencia de patente 9] Publicacion internacional WO 97/034004

[referencia de patente 10] Publicacion internacional WO 2000/068401

[referencia de patente 11] Publicacion internacional WO 98/003667

[referencia de patente 12] Publicacion internacional WO 98/011239

[referencia de patente 13] Publicacion de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 2001/017180
[referencia de patente 14] Publicacion internacional WO 98/003640

[referencia de patente 15] Publicacion internacional WO 2001/090375

[referencia de patente 16] Publicacion internacional WO 2000/024879

[referencia de patente 17] Publicacion de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 2004-261137
[referencia de patente 18] Patente de Estados Unidos N.° 5646025 [referencia que no es una patente 1] Norihiro
TSUKAGOSHI, Kumikae Tanpakushitsu Seisan-hou (Production of recombinant proteins), Japan Scientific
Societies Press, pags. 94-95

Divulgacion de la invencién

Problemas gue debe solucionar la invenciéon

En determinadas circunstancias se desea la expresion de una gran cantidad de catalasa termoestable como proteina
recombinante. Un objetivo que deben resolver los presentes inventores es la busqueda de hongos filamentosos
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Acremonium, que se desarrollaron como
huéspedes para producir proteinas recombinantes, para catalasas termoestables; aislar genes que codifican las
catalasas termoestables; y expresar las catalasas termoestables en grandes cantidades.

Medios para resolver los problemas

Para resolver el objetivo, los presentes inventores cultivaron una serie de hongos filamentosos pertenecientes a los
géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Acremonium, que se habian desarrollado como huéspedes para
producir proteinas recombinantes; evaluaron la termoestabilidad de la catalasa contenida en cada liquido de cultivo
obtenido; e intentaron descubrir una catalasa termoestable a partir de los hongos filamentosos. Como consecuencia,
los presentes inventores descubrieron que Penicillium pinophilum producia catalasas termoestables.

A continuacidn, los presentes inventores purificaron la catalasa termoestable del liquido de cultivo de Penicillium
pinophilum y obtuvieron una catalasa termoestable en la que se observaba una sola banda en la posicion de
aproximadamente 80 kDa por SDS-PAGE y la secuencia de aminoacidos N-terminal era
DDSNASSETEAFLSEFYLNDNDAYLTTDVGG (SEC ID Ne.: 5).

Ademas, los presentes inventores lograron con éxito clonar genes que codifican las catalasas termoestables
anteriores a partir de ADN genémicos de Penicillium pinophilum y determinar la secuencias de nucleétidos de los
genes y se completd la presente invencion.

La presente invencion se refiere a:
1) una proteina seleccionada del grupo que consiste en:

(i) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-692 de la
SEC ID N°: 2,

(ii) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que se eliminaron, sustituyeron o
afiadieron de 1 a 50 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-692 de
la SEC ID N°: 2, y que tiene una actividad catalasa termoestable, y

(iii) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 80 % o mas con
la que consiste en los aminoacidos 1-692 de la SEC ID N° 2, y que tiene una actividad catalasa
termoestable;
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2) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-692 de la SEC
ID N°: 2, y que tiene una actividad catalasa termoestable;

3) la proteina de 1) o 2), que tiene la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos -1 a -42 de la
SEC ID N° 2, en el lado N-terminal de la proteina;
4) un ADN seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un ADN que codifica la proteina de 1),

(i) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos que consiste en los nucledtidos 1-2403 de la SEC ID
N°: 1,y

(iii) un ADN que hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en la secuencia de nucleotidos
que consiste en los nucledtidos 1-2403 de la SEC ID N° 1, y que codifica una proteina que tiene una
actividad catalasa termoestable;

5) un ADN que consiste en la secuencia de nucledtidos que consiste en los nucleotidos 1-2403 de la SEC ID N°:

)

6) un ADN en el que se escinde una secuencia intrénica del ADN de 4) o 5);

7) el ADN de 6), en el que la secuencia intronica es una o mas secuencias seleccionadas de la secuencia de
nucledtidos que consiste en los nucleétidos 322-372, 599-651, 1068-1113 o0 1279-1326 de SEC ID N°: 1;

8) un ADN en el que se escinde una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia sefial del ADN de 4) a
7).

9) el ADN de 8), en el que la secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia sefial es la que consiste en en
los nucledtidos 1-126 de la SEC ID N 1;

10) un vector de expresion que comprende el ADN de 4) a 9);

11) un microorganismo huésped transformado con el vector de expresion de 10);

Preferentemente, el microorganismo huésped de 11) es un hongo filamentoso;

El hongo filamentoso es un hongo filamentoso perteneciente a los géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma
o Acremonium.

En el presente documento se describe un procedimiento para producir una catalasa termoestable, caracterizado
por el cultivo del microorganismo huésped y la recogida de la catalasa termoestable del cultivo obtenido.

Efectos de la invenciéon

Segun la presente invencion, se pueden obtener ADN necesarios para producir eficazmente catalasa termoestable
como proteina recombinante y se pueden obtener microorganismos recombinantes que expresan eficazmente
catalasa termoestable. Ademas, se puede producir eficazmente catalasa termoestable a bajo coste mediante el
cultivo del microorganismo obtenido. El peréxido de hidrégeno se puede descomponer eficazmente a bajo coste,
incluso a temperatura elevada, por el tratamiento de una solucién que contiene perdxido de hidrégeno con la
catalasa termoestable de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un mapa de restriccion del plasmido pPCN.
La figura 2 es un mapa de restriccion del plasmido pHCN.
La figura 3 es un mapa de restriccion del plasmido pPTPCN.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

Tal como se usa en el presente documento, el término "catalasa termoestable" significa una catalasa en la que el
porcentaje de actividad que queda después de incubarla a 70 °C durante 30 minutos es del 50 % o mas,
determinado con la medida de la termoestabilidad segun el procedimiento descrito en el ejemplo 4 de la referencia
de patente 6.

Se puede obtener catalasa termoestable producida por Penicillium pinophilum en un liquido de cultivo, por ejemplo,
por un procedimiento desvelado en la referencia de patente 6. Se puede evaluar la actividad catalasa por la adicion
de catalasa a una solucidn que contiene perdxido de hidrogeno y la cuantificacion de la disminucion del peroxido de
hidrégeno durante un periodo de tiempo predeterminado, por ejemplo, segun un procedimiento desvelado en la
referencia de patente 6. Se puede valorar si una catalasa es termoestable o no, seguin un procedimiento desvelado
en la referencia de patente 6, por tratamiento térmico de un sobrenadante de cultivo que se ha diluido previamente a
una concentracion apropiada a 70 °C durante 30 minutos y cuantificando las actividades catalasa antes y después
del tratamiento térmico. Segun la definicion anterior tal como se usa en el presente documento, una catalasa que
tiene una actividad restante del 50 % o mas después del tratamiento térmico se considera una "catalasa
termoestable”.

Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo de Penicillium pinophilum por el procedimiento anterior y se determind la
termoestabilidad de la catalasa contenida en cada sobrenadante. Como consecuencia, la actividades restante
después del tratamiento térmico a 70 °C durante 30 minutos fueron del 50 % y del 57 % con respecto a las catalasas
producidas por Penicillium pinophilum y las catalasas termoestables producidas por Penicillium pinophilum,
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respectivamente.

Las catalasas termoestables se pueden purificar a partir de los sobrenadantes de cultivo que contienen catalasas
termoestables obtenidos por el procedimiento anterior segun uno o mas procedimientos convencionales de
purificacién de proteinas. En cuanto a los procedimientos, se pueden aplicar diversos procedimientos conocidos
comunmente: por ejemplo, se puede usar una combinacién de cromatografia hidréfoba y cromatografia de
intercambio aniénico. El peso molecular de cada catalasa termoestable purificada se puede determinar por SDS-
PAGE.

Segun los procedimientos anteriores, se purificaron las catalasas termoestables producidas por Penicillium
pinophilum y se determiné el peso molecular de cada catalasa termoestable. Se obtuvieron catalasas termoestables
con un peso molecular de aproximadamente 80 kDa a partir de Penicillium pinophilum.

Tal como se usa en el presente documento, el término "una secuencia de aminoacidos en la que se han eliminado,
sustituido o afiadido uno o varios aminoacidos de la secuencia de aminoacidos" significa que la secuencia de
aminoacidos original se modifica por sustitucion o similar de varios aminoacidos de forma natural o segun un
procedimiento bien conocido, tal como la mutagénesis dirigida a sitio. El nimero de aminoacidos modificados es de
1 a 50, mas preferentemente de 1 a 30, ain mas preferentemente de 1 a 10, ain mas preferentemente de 1 a 5, lo
mas preferentemente de 1 a 2.

Los ejemplos preferentes de una secuencia de aminoacidos modificada en la proteina segun la presente invencion
pueden incluir una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos (preferentemente uno o varios
aminoacidos, o uno, dos, tres o cuatro aminoacidos) se han sustituido de forma conservadora.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sustitucion conservadora” significa que se han reemplazado
uno o mas restos de aminoacido con aminoacidos diferentes que tienen propiedades quimicas similares. Los
ejemplos de la sustitucion conservadora incluyen una sustitucion de un resto hidréfobo por otro resto hidréfobo y una
sustitucion de un resto polar por otro resto polar que tiene la misma carga. Los aminoacidos que tienen propiedades
quimicas similares y pueden sustituirse de forma conservadora entre si son conocidos por los expertos en la técnica.
Mas en particular, los ejemplos de aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, valina, isoleucina, leucina,
prolina, triptéfano, fenilalanina y metionina. Los ejemplos de aminoacidos polares (neutros) incluyen glicina, serina,
treonina, tirosina, glutamina, asparagina y cisteina. Los ejemplos de aminoacidos basicos que tienen una carga
positiva incluyen arginina, histidina y lisina. Los ejemplos de aminoacidos acidos que tienen una carga negativa
incluyen acido aspartico y acido glutamico.

Tal como se usa en el presente documento, el término "en condiciones rigurosas" significa que, después de la
hibridacion, se lava la membrana a temperatura elevada en una solucidon de concentracion salina baja, por ejemplo,
a 60 °C durante 15 minutos en un solucién de SSC de concentracion 0,5x (SSC 1x: citrato trisédico 15 mmol/l y
cloruro de sodio 150 mmol/l), preferentemente, a 60 °C durante 15 minutos en una solucién de SSC a concentracion
0,5x con SDS al 0,1 %.

La hibridacion se lleva a cabo segun un procedimiento conocido. Cuando una coleccion disponible comercialmente,
la hibridacion se lleva a cabo segun un procedimiento descrito en un protocolo adjunto a la coleccion.

Tal como se usa en el presente documento, el término "identidad" en relacién con secuencias de nucleétidos o
secuencias de aminoacidos significa el grado de similitud entre los nucleétidos o los restos de aminoacido que
constituyen las secuencias que se quieren comparar. Tal como se usa en el presente documento, la "identidad" se
puede representar mediante un valor calculado con un programa de busqueda de homologias conocido. Por
ejemplo, los valores se pueden calcular facilmente con los parametros por defecto de FASTA o similar.

La secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 80 % o mas con la que consiste en los aminoacidos 1-692
de la SEC ID N°: 2 puede ser una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad preferentemente del 85 % o
mas, aun mas preferentemente del 90 % o mas, aun mas preferentemente del 95% o mas, aun mas
preferentemente del 98 % o mas, lo mas preferentemente del 99 % o mas.

En la presente invencién, dada la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-692 de la SEC ID
N°: 2, se pueden determinar y seleccionar faciimente diversas secuencias de nucleétidos que codifican la secuencia
de aminoacidos.

En la presente invencion, el ADN que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos que
consiste en los aminoacidos 1-692 de la SEC ID N° 2 no solo significa parte o la totalidad de la secuencia de
nucleétidos que consiste en los nucledtidos 1-2403 de la SEC ID N° 1, sino también la secuencias de nucleétidos
que contienen codones degenerados que codifican los mismos aminoacidos. La presente invencion incluye
secuencias de ARN correspondientes a estas secuencias de nucleotidos.

Los ejemplos del ADN que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos que consiste en los
aminoacidos 1-692 de la SEC ID N°: 2 incluyen un ADN que comprende la secuencia de nucledtidos que consiste en
los nucledtidos 1-2403 de la SEC ID N°: 1.
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Los genes que codifican las catalasas termoestables producidas por Penicillium pinophilum se pueden aislar
mediante la preparacion de colecciones de fagos genémicos a partir de Penicillium pinophilum y la obtencion de
clones positivos de fagos que contienen los genes de catalasa termoestable. Como sondas para cribar las
colecciones de fagos gendmicos para detectar clones positivos se pueden usar fragmentos de los genes de catalasa
termoestable. Cada uno de los fragmentos de los genes de catalasa termoestable que se van a usar como sondas
se puede amplificar por PCR usando cada ADN genémico como molde. Se puede disefiar un juego de cebadores
para la PCR en base a las secuencias conservadas entre los genes de catalasa conocidos derivados de hongos
filamentosos. Se puede determinar la secuencia de nucleétidos de cada gen de catalasa termoestable al subclonar
el gen de catalasa termoestable a partir de un clon positivo obtenido en un vector de Escherichia coli y analizar la
secuencia de nucledtidos del vector obtenido. Se pueden deducir las secuencias intrénicas de la secuencia de
nucledétidos determinada sobre la base de la comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la
secuencia de nucledtidos con las de las catalasas conocidas y las secuencias conservadas de intrones. Ademas, se
puede deducir como una secuencia que codifica una secuencia sefal una secuencia desde el codén de iniciacion de
la traduccion del gen hasta el codon inmediatamente corriente arriba de la secuencia que codifica la secuencia de
aminoacidos N-terminal de una catalasa termoestable purificada.

El gen de catalasa termoestable de longitud completa PCN, que se aislé a partir del ADN gendmico de Penicillium
pinophilum por el procedimiento descrito anteriormente, consistia en la secuencia de nucleétidos de 2403 pb de la
SEC ID N° 1 y se dedujo que el gen incluia cuatro intrones con secuencias de nucleétidos que consistian en los
nucledtidos 322-372, 599-651, 1068-1113 y 1279-1326 de la SEC ID N° 1. La secuencia de aminoacidos de la
catalasa termoestable, deducida a partir de la secuencia del gen, era la de la SEC ID N° 2. La secuencia de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-31 de la SEC ID N°: 2 era completamente idéntica a la secuencia de
aminoacidos N-terminal de la catalasa termoestable purificada a partir de Penicillium pinophilum y, por tanto, se
dedujo que la secuencia de aminoacidos que consistia en -1 a -42 de la SEC ID N°: 2 era una secuencia sefial y que
la secuencias de nucledtidos que consistia en los nucleétidos 1-126 de la SEC ID N°: 1 era una secuencia de
nucleétidos que codificaba la secuencia sefal.

En base a la secuencia de nucledtidos del gen de catalasa PCN derivado de Penicillium pinophilum, se pueden
disefiar cebadores para amplificar el gen de interés, se puede llevar a cabo una PCR con ADN gendmico de
Penicillium pinophilum como molde, se puede construir un vector de expresion ligando el fragmento de ADN
amplificado en un vector apropiado y se puede aislar el gen de interés. EI ADN de la presente invencion derivado de
Penicillium pinophilum esta contenido en el plasmido pPCN vy, por tanto, se puede usar el ADN o el plasmido como
molde de ADN para la PCR. Se puede usar una enzima de restriccion apropiada para preparar un fragmento de ADN
deseado a partir del plasmido.

Segun la presente invencion, se proporciona Escherichia coli transformada con el pPCN. Esta cepa de Escherichia
coli transformada se deposité con efectos nacionales en el International Patent Organism Depositary National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (direccion: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-come
Tukuba-shi, Ibarakiken 305-8566 Japdn) el 7 de febrero de 2008 (nimero de depdsito nacional: FERM P-21504) y se
transformé en un depdsito internacional el 11 de diciembre de 2008 (nimero de depdsito internacional: FERM BP-
11074).

Segun la presente invencion, se proporciona Escherichia coli transformada con el pHCN. Esta cepa de Escherichia
coli transformada se deposité con efectos nacionales en el International Patent Organism Depositary National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (direccion: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome
Tukuba-shi, Ibarakiken 305-8566 Japdn) el 7 de febrero de 2008 (nimero de depdsito nacional: FERM P-21503) y se
transformé en un depdsito internacional el 11 de diciembre de 2008 (nimero de depdsito internacional: FERM BP-
11073).

Se puede introducir cada uno de los genes de catalasa termoestable aislados como se describe anteriormente en un
huésped y se puede producir una catalasa termoestable deseada al expresarla en el huésped. El ADN que se va a
introducir en el huésped puede ser el de longitud completa de un gen de catalasa termoestable, un ADN obtenido
por la escision de parte o de todas las secuencias intronicas del ADN de longitud completa o un ADN obtenido por
escision de la secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia sefial.

Segun la presente invencion, se proporciona un vector de expresion que comprende el ADN de la presente
invencion, en la que se puede replicar el ADN en un microorganismo huésped y se puede expresar una proteina
codificada por el ADN. Ademas, segun la presente invencién, se proporciona un microorganismo transformado con
este vector de expresion.

El sistema de huésped-vector no esta particularmente limitado. Por ejemplo, se puede usar un sistema que emplee
Escherichia coli, actinomicetos, levaduras u hongos o un sistema de expresion de proteinas de fusion que lo use.
Los ejemplos de un microorganismo huésped preferente usado en la presente invencion incluyen hongos
filamentosos, mas preferentemente del género Trichoderma, el género Aspergillus, el género Penicillium (mas
preferentemente Penicillium pinophilum) y el género Acremonium. Como vector de expresion se pueden usar los
vectores de expresion desvelados en las referencias de patente 9 a 13.
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El vector de expresion de la presente invencion se puede construir segun procedimientos de uso extendido en el
campo de la ingenieria genética.

El vector de expresiéon de la presente invencion puede incluir, ademas del ADN de la presente invencion, un ADN
que pueda regular la expresion del ADN, un marcador genético para seleccionar un transformante, o similar, para
expresar una proteina deseada por la incorporacion del vector de expresion en un microorganismo huésped.

Se puede cultivar el transformante obtenido en un medio apropiado y se puede obtener la proteina de la presente
invencion al aislarla del cultivo. El cultivo del transformante y las condiciones del mismo se pueden seleccionar de
forma apropiada segun el microorganismo usado. Se puede recoger y purificar la proteina de interés del liquido de
cultivo segun los procedimientos convencionales.

Ejemplos

La presente invencion se ilustrara ahora adicionalmente, pero en modo alguno se limitara, por los siguientes
ejemplos.

Ejemplo 1: medida de la actividad catalasa (termoestabilidad) en liquido de cultivo de Penicillium pinophilum

Se inoculd Penicillium pinophilum cultivado en agar de dextrosa de patata en un matraz conico de 200 ml que
contenia 30 ml de un medio (50 g/l de sacarosa, 20 g/l de extracto de malta y 5 g/l de extracto de levadura) y se
cultivd a 26 °C durante 5 dias con agitacion. Las células del liquido se retiraron de cultivo resultante por
centrifugacion para obtener el sobrenadante de cultivo. Se midié la actividad catalasa (termoestabilidad) de la
catalasa contenida en el sobrenadante de cultivo resultante por el procedimiento descrito en el ejemplo 4 de la
referencia de patente 6. El porcentaje de actividad restante después de la incubacion a 70 °C durante 30 minutos fue
del 50 %. A partir del resultado se llegd a la conclusion de que Penicillium pinophilum producia catalasa
termoestable.

Ejemplo 2: aislamiento y purificacion de catalasa termoestable en liquido de cultivo de Penicillium pinophilum

Se disolvié sulfato de amonio en el sobrenadante de cultivo de Penicillium pinophilum obtenido en el procedimiento
descrito en el ejemplo 1 a una concentracion final de 1 mol/l. Se sometié y se adsorbid la solucién resultante en una
columna hidréfoba de fenilsefarosa HP 26/10 (fabricada por GE Healthcare bioScience) que se habia equilibrado
previamente con un tampon fosfato 50 mmol/l (pH 7,0) que contenia 1 mol/l de sulfato de amonio. Se eluyeron las
proteinas adsorbidas en la columna hidréfoba y se fraccionaron con un procedimiento de elucién en gradiente lineal
desde un tampon fosfato 50 mmol/l (pH 7,0) que contenia 1 mol/l de sulfato de amonio a un tampon fosfato 50
mmol/l (pH 7,0). Se midié la actividad catalasa de cada eluato fraccionado por el procedimiento descrito en el
ejemplo 1 y se recogieron las fracciones que tenian actividad. Se afiadié sulfato de amonio a la fraccion activa
recogida a una concentracion final de 1 mol/l y se repitidé el procedimiento anterior para llevar a cabo una nueva
cromatografia con la columna hidréfoba. Se concentré la fraccion activa resultante, se desal6 por ultrafiltracion y se
ajusté a una concentracion final de 50 mmol/l con un tampén fosfato (pH 8,0). Esta solucion se sometié a una
columna de intercambio aniénico MonoQ (fabricada por GE healthcare Bioscience), que se habia equilibrado
previamente con un tampoén fosfato 50 mmol/l (pH 8,0) que contenia 1 mol/l de sulfato de amonio, y se adsorbieron
las proteinas en la columna. Se eluyeron las proteinas adsorbidas y se fraccionaron con un procedimiento de elucion
en gradiente lineal desde un tampdn fosfato 50 mmol/l (pH 8,0) a un tampon fosfato 50 mmol/l (pH 8,0) que contenia
1 mol/l de NaCl. Se midié la actividad catalasa (termoestabilidad) de cada eluato fraccionado por el procedimiento
descrito en el ejemplo 1 y se recogieron las fracciones que tenian actividad. Se analiz6 la fraccién activa recogida
por SDS-PAGE para detectar una unica banda de aproximadamente 80 kDa y se consideré que la proteina
detectada como la banda era una catalasa termoestable. Se separ6 la catalasa termoestable por SDS-PAGE y se
transfiri6 a una membrana de poli(difluoruro de vinilideno) (PVDF). Se analizd la secuencia de aminoacidos N-
terminal para obtener la siguiente secuencia:

DDSNASSETEAFLSEFYLNDNDAYLTTDVGG (SEC ID N°: 5)
Ejemplo 3: clonacién del gen de catalasa termoestable PCN de Penicillium pinophilum
3-1) Preparacion de la coleccion de ADN genémico

Se aislo y se purific6 ADN gendmico a partir de células de Penicillium pinophilum segun el procedimiento de Horiuchi
y col. [H. Horiuchi y col., J. Bacteriol., 170, 272-278, (1988)]. Se digiri6 parcialmente el ADN gendmico aislado con la
enzima de restriccion Sau3Al. Se ligaron loa fragmentos de ADN resultantes con brazos BamHI de un kit de
clonacion de fago vector EMBL3 (fabricado por Stratagene) con un kit de ligacion Ver. 2 (fabricacion por Takara Bio).
Se precipitd la mezcla con etanol y se disolvié en un tampén TE. Se uso6 toda la cantidad de mezcla ligada y un kit de
envasado MaxPlaxA (fabricado por Epicenter Technologies) para formar particulas de fago y se infect6é una cepa de
Escherichia coli XL1-blue MRA (P2) con las particulas de fago. Como consecuencia, se obtuvo una coleccion de
ADN gendmico compuesta por 1,1 x 10* fagos.

3-2) Preparacion de la sonda
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Se prepararon los siguientes cebadores en base a las secuencias conservadas entre las catalasas conocidas:

P catalasa F: GAGGCCGGCAACTACCCNGARTGGRA (SEC ID Ne°: 6)
P catalasa R: CCTGCTCGGTCTCGGCRAARWARTT (SEC ID N°: 7)

Se usaron los cebadores F de catalasa P y R de catalasa P y el ADN genémico como cebadores y molde,
respectivamente, para llevar a cabo una PCR. En la PCR se usé la polimerasa LA Taq (fabricada por Takara Bio).
En la PCR, se repiti6 40 veces un ciclo compuesto por una reaccion a 94 °C durante 30 segundos, alineacion 30
segundos y una reaccion de elongacion a 72 °C durante 1 minuto. A este respecto, se redujo gradualmente la
temperatura de alineacion de los 20 primeros ciclos de 63 °C a 53 °C y la temperatura de alineacion de los 20 ciclos
siguientes fue de 53 °C. El fragmento de ADN amplificado de 250 pb se inserté en un vector plasmidico pCR2.1-
TOPO, con un kit de clonaciéon TOPO TA (fabricado por Invitrogen) segun un protocolo adjunto al kit, para obtener el
plasmido TOPO-catalasa P.

El fragmento de ADN clonado insertado en el plasmido TOPO-catalasa P se secuencié con el kit BigDye(R)
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (fabricado por Applied Biosystems) y un analizador genético ABlI PRISM
(fabricado por Applied Biosystems) segun los protocolos adjuntos a los mismos. La secuencia de nucledtidos
determinada se usd para llevar a cabo una busqueda de homologia. Como consecuencia, la secuencia de
nucledtidos mostré una identidad del 71 % con la de una catalasa derivada de Aspergillus clavatus y, por tanto, se
consider6 que el fragmento de ADN formaba parte de un gen de catalasa. Se amplificé el fragmento de ADN por
PCR usando el plasmido TOPO-catalasa P de manera sustancialmente similar a la descrita anteriormente y se
marco el producto de PCR obtenido con un sistema ECL Direct (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech) como
sonda.

3-3) Exploracion por hibridacién en placa

Se transfirieron placas de fagos preparadas en el ejemplo 3-1 a una membrana de transferencia de nailon Hybond
N+ (fabricada por Amersham). Se desnaturalizdé la membrana con alcali, se lavdé con SSC 5x (SSC: 15 mmol/l de
citrato trisédico y 150 mmol/I de cloruro de sodio) y se seco para inmovilizar los ADN. Después de una prehibridacion
a 42 °C durante 1 hora, se afiadié la sonda marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP) y se llevé a cabo una
hibridacion a 42 °C durante 4 horas. Se lavo la sonda dos veces con SSC 0,5x que contenia 6 mol/l de urea y SDS
al 0,4 % y se lavo dos veces con SSC 2x.

Después de lavar la sonda, se sumergi6 la membrana de nailon en una solucién de deteccion durante 1 minuto y se
expuso a Hyperfilm ECL (fabricado por Amersham) para obtener un clon positivo. La preparacion de ADN a partir del
clon positivo se llevé a cabo usando LE392 como huésped de Escherichia coli segun el procedimiento de Maniatis y
col. (J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989). Se
cultivd LE392 en un medio LB-MM (peptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 %, cloruro de sodio al 0,5 %, 10
mmol/l de sulfato de magnesio y maltosa al 0,2 %) durante la noche. Se infect6 el cultivo con una solucion de fago
derivada de una sola placa y se cultivé en medio LB-MM durante la noche. Se afadieron cloruro de sodio y
cloroformo al cultivo a concentraciones finales de 1 mol/l y 0,8 %, respectivamente, para promover la lisis de
Escherichia coli. Se retiraron los desechos de células de Escherichia coli por centrifugacion y se recogieron las
particulas de fago de un precipitado de polietilenglicol (PEG) (PEG6000 al 10 %). Se digirieron las particulas de fago
con proteinasa K en presencia de SDS, se trataron con fenol y se precipitaron con etanol para recoger el ADN de
fago.

Se us6 el ADN obtenido y el sistema ECL Direct para llevar a cabo la transferencia de bandas de Southern. Se llevo
a cabo una hibridacién con el fragmento amplificado por PCR descrito en el ejemplo 3-2 como sonda. Como
consecuencia, el fragmento Pstl de aproximadamente 7 kb mostré patrones de hibridacion comunes a los del ADN
cromosomico.

Se cloné el fragmento Psfl en pUC118 para obtener el plasmido pUC-PCN. Se determind la secuencia de
nucleétidos del plasmido obtenido por el procedimiento descrito en el ejemplo 3-2. Para subclonar el gen de catalasa
PCN derivado de Penicillium pinophilum, se llevé a cabo una PCR con el pUC-PCN como molde y el siguiente juego
de cebadores (PCNF y PCNR) para amplificar el gen PCN.

PCNF: ATGCGAGGATTATACTCCCTC (SEC ID Ne.: 8)
PCNR: CTACTCATCCACAGCGAATCG (SEC ID N°.: 9)

Se inserté el ADN amplificado en un vector plasmidico pCR2.1-TOPO con un kit de clonacién TOPO TA (fabricado
por Invitrogen) para obtener el plasmido pPCN. Se transformé una cepa TOP10 de Escherichia coli (Invitrogen) con
plasmido pPCN para obtener Escherichia coli TOP10/pPCN.

3-4) Deduccion de la secuencia de aminoacidos de la catalasa termoestable

El gen de catalasa termoestable de longitud completa PCN, que se aislé a partir del ADN gendmico de Penicillium
pinophilum por el procedimiento descrito anteriormente, consistia en la secuencia de nucleétidos de 2403 pb de la
SEC ID N°.: 1. Sobre la base de la comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia
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de nucledtidos con la de las catalasas conocidas, y las secuencias intrénicas conservadas, se dedujo que el gen
incluia cuatro intrones con secuencias de nucleétidos que consistian en los nucleétidos 322-372, 599-651, 1068-
1113 y 1279-1326 de la SEC ID N°: 1. La secuencia de aminoacidos de la catalasa termoestable, deducida a partir
de la secuencia de nucledtidos, era la de la SEC ID N°.: 2. La secuencia de aminoacidos que consiste en los
aminoacidos 1-31 de la SEC ID N°.: 2 era completamente idéntica a la secuencia de aminoacidos N-terminal
(mostrada en el ejemplo 2) de la catalasa termoestable purificada a partir de Penicillium pinophilum vy, por tanto, se
dedujo que la secuencia de aminoacidos que consistia en -1 a -42 de la SEC ID N°.: 2 era una secuencia sefial y
que la secuencia de nucleétidos que consistia en los nucleotidos 1-126 (que codifica los aminoacidos 1-a -42) de la
SEC ID N°.: 2) de la SEC ID N°.: 1 era una secuencia de nucleotidos que codificaba la secuencia sefial.

Ejemplo 4: medida de la actividad catalasa (termoestabilidad) en liquido de cultivo de Humicola grisea

Se prepard un sobrenadante de cultivo de Humicola grisea de manera sustancialmente similar a la descrita en el
ejemplo 1. Se midi6 la actividad catalasa (termoestabilidad) de la catalasa contenida en el sobrenadante de cultivo
resultante por el procedimiento descrito en el ejemplo 1. El porcentaje de actividad restante después de la
incubacion a 70 °C durante 30 minutos fue del 57 %. A partir del resultado se llego a la conclusion de que Humicola
grisea producia catalasa termoestable.

Ejemplo 5 (ejemplo de referencia): aislamiento y purificaciéon de catalasa termoestable en liquido de cultivo de
Humicola grisea

Se disolvié sulfato de amonio en el sobrenadante de cultivo de Humicola grisea obtenido en el procedimiento
descrito en el ejemplo 4 a una concentracion final de 1 mol/l. Se sometid y se adsorbid la solucién resultante en una
columna hidréfoba de fenilsefarosa HP 26/10 (fabricada por GE Healthcare bioScience) que se habia equilibrado
previamente con un tampon fosfato 50 mmol/l (pH 7,0) que contenia 1 mol/l de sulfato de amonio. Se eluyeron las
proteinas adsorbidas en la columna hidréfoba y se fraccionaron con un procedimiento de elucién en gradiente lineal
desde un tampon fosfato 50 mmol/l (pH 7,0) que contenia 1 mol/l de sulfato de amonio a un tampon fosfato 50
mmol/l (pH 7,0). Se midié la actividad catalasa de cada eluato fraccionado por el procedimiento descrito en el
ejemplo 1 y se recogieron las fracciones que tenian actividad. Se afiadié sulfato de amonio a la fracciéon activa
recogida a una concentracion final de 1 mol/l y se repitidé el procedimiento anterior para llevar a cabo una nueva
cromatografia con la columna hidréfoba. Se concentré la fraccion activa resultante, se desal6 por ultrafiltracion y se
ajusté a una concentracion final de 50 mmol/l con un tampoén acetato (pH 4,0). Se sometié esta soluciéon a una
columna de intercambio catiénico MonoS (fabricada por GE healthcare Bioscience), que se habia equilibrado
previamente con un tampon acetato 50 mmol/l (pH 4,0). Se detecto la actividad catalasa en la fraccion no adsorbida
y, por tanto, se recogié la fraccidon no adsorbida como la fraccion activa. Se analiz6 la fraccion activa recogida por
SDS-PAGE para detectar una tnica banda de aproximadamente 80 kDa y se considerd que la proteina detectada
como la banda era una catalasa termoestable. Se separ6 la catalasa termoestable por SDS-PAGE y se transfirié a
una membrana de PVDF. Se analiz6 la secuencia de aminoacidos N-terminal para obtener la siguiente secuencia:

QDTTSGQSPLAAYEVDDSTG (SEC ID N°.: 10)

Ejemplo 6 (ejemplo de referencia): clonacion del gen de catalasa termoestable HCN de Humicola grisea

6-1) Preparacion de la coleccion de ADN gendémico

Se preparo una coleccion de ADN gendmico de Humicola grisea por el procedimiento descrito en el ejemplo 3-1.
6-2) Preparacion de la sonda

Se prepararon los siguientes cebadores en base a las secuencias conservadas entre las catalasas derivadas de
hongos filamentosos y levaduras:

F de catalasa H: GTNCGNTTYTCNACTGT (SEC ID N°.: 11)
R de catalasa H: AARAANACNGGNTTRTTGTT (SEC ID N°.: 12)

[La abreviatura subrayada "N" en la 122 posicion de la SEC ID N°.: 12 significa desoxiinosina.]

Se usaron los cebadores F de catalasa H y R de catalasa H y el ADN gendémico como cebadores y molde,
respectivamente, para llevar a cabo una PCR. En la PCR se usd la polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Bio). En
la PCR, se repitié 30 veces un ciclo compuesto por una reaccion a 98 °C durante 10 segundos, alineacion a 55 °C
durante 30 segundos y una reaccion de elongacién a 72 °C durante 15 segundos. Se insert6 el fragmento de ADN
amplificado de 300 pb en un vector plasmidico pCR2.1-TOPO, utilizando un kit de clonacién TOPO TA (fabricado por
Invitrogen) seguin un protocolo adjunto al kit, para obtener el plasmido TOPO-catalasa H.

Se secuencio6 el fragmento de ADN clonado insertado en el plasmido TOPO-catalasa H y se uso la secuencia de
nucledtidos determinada para llevar a cabo una busqueda de homologia. Como consecuencia, la secuencia de
nucledtidos mostré una identidad del 97 % con la de una catalasa derivada de Sclerotinia sclerotiorum y, por tanto,
se considerd que el fragmento de ADN formaba parte de un gen de catalasa. Se amplificé el fragmento de ADN por
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PCR usando el plasmido TOPO-catalasa H de manera sustancialmente similar a la descrita anteriormente y se
marco el producto de PCR obtenido con un sistema ECL Direct (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech) como
sonda.

6-3) Exploracion por hibridacion en placa

Se cribo la coleccion de ADN gendmico segun el procedimiento descrito en el ejemplo 3-3 y se obtuvo un clon
positivo. El clon positivo obtenido se analizé por transferencia de bandas de Southern. Como consecuencia, un
fragmento Xhol de aproximadamente 7 kb y un fragmento BamHI| de aproximadamente 4 kb mostraron patrones de
hibridacion comunes con los del ADN cromosoémico. El fragmento Xhol y el fragmento BamHI| se clonaron por
separado en pUC118 para obtener el plasmido pUC-HCN-Xhol y el plasmido pUC-HCN-BamH1, respectivamente.
Se determinaron las secuencias de nucleétidos de estos plasmidos. Como consecuencia, el fragmento Xhol contenia
la secuencia desde el nucledtido 616 hasta el extremo 3’ de la SEC ID N°.: 3 y el fragmento BamHI contenia la
secuencia desde el extremo 5’ hasta el nucleétido 1675 de la SEC ID N°.: 3y, por tanto, estos fragmentos contenian
fragmentos de genes de catalasa termoestable. Se unieron estas secuencias de nucleétidos para determinar la de
un gen de catalasa termoestable de longitud completa. Para subclonar el gen de catalasa HCN derivado de
Humicola grisea, se llevé a cabo una PCR con ADN genémico de Humicola grisea como molde y el siguiente juego
de cebadores (HCNF y HCNR) para amplificar el gen HCN.

HCNF: ATGAACAGAGTCACGAATCTC (SEC ID N°.: 13)
HCNR: TCAAAAAACAAAGGCACCAAG (SEC ID N°.: 14)

Se inserté el ADN amplificado en un vector plasmidico pCR2.1-TOPO con un kit de clonacién TOPO TA (fabricado
por Invitrogen) para obtener el plasmido pHCN. Se transformé una cepa TOP10 de Escherichia coli (Invitrogen) con
plasmido pHCN para obtener Escherichia coli TOP10/pHCN.

6-4) Deduccion de la secuencia de aminoacidos de la catalasa termoestable

El gen de catalasa termoestable de longitud completa HCN, que se aislé a partir del ADN gendmico de Humicola
grisea por el procedimiento descrito anteriormente, consistia en la secuencia de nucleétidos de 2749 pb de la SEC
ID N°.: 3. Sobre la base de la comparacién de la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia de
nucledtidos con la de las catalasas conocidas, y las secuencias intronicas conservadas, se dedujo que el gen incluia
seis intrones con secuencias de nucleétidos que consistian en los nucleétidos 283-463, 667-747, 771-846, 1008-
1160, 1218-1270 y 1842-1895 de la SEC ID N° 3. La secuencia de aminoacidos de la catalasa termoestable,
deducida a partir de la secuencia de nucledtidos, era la de la SEC ID N°.: 4. La secuencia de aminoacidos que
consiste en los aminoacidos 1-20 de la SEC ID N°.: 4 era completamente idéntica a la secuencia de aminoacidos N-
terminal (mostrada en el ejemplo 5) de la catalasa termoestable purificada a partir de Humicola grisea y, por tanto, se
dedujo que la secuencia de aminoacidos que consistia en -1 a -32 de la SEC ID N°.: 4 era una secuencia sefial y
que la secuencia de nucleétidos que consistia en los nucleétidos 1-96 (que codifica los aminoacidos -1 a -32) de la
SEC ID N°.: 4) de la SEC ID N°.: 3 era una secuencia de nucleotidos que codificaba la secuencia sefial.

Ejemplo 7: Preparacion de un vector de expresion para PCN recombinante

Se llevo a cabo la expresion de PCN recombinante con Aspergillus niger var. macrosporus como huésped usando un
vector de expresion en el que se insertd el gen PCN entre el promotor y el terminador de un gen de proctasa B, que
se expreso6 considerablemente en Aspergillus niger var. macrosporus. El vector de expresion se prepar6 segun los
siguientes procedimientos.

7-1) Preparacion de la coleccion de ADN genémico

Se aislo y se purific6 ADN genomico a partir de células de Aspergillus niger var. macrosporus segun el
procedimiento de Horiuchi et al. [H. Horiuchi y col., J. Bacteriol., 170, 272-278, (1988)]. Se digiri6 parcialmente el
ADN genomico aislado con la enzima de restriccion Sau3Al. Se ligaron loa fragmentos de ADN resultantes con
brazos BamHI de un kit de clonacion de fago vector AEMBL3 (fabricado por Stratagene) con un kit de ligacion Ver. 2
(fabricacion por Takara Bio). Se precipitd la mezcla con etanol y se disolvid en un tampén TE. Se usoé toda la
cantidad de mezcla ligada y un kit de envasado MaxPlaxA (fabricado por Epicenter Technologies) para formar
particulas de fago y se infecté una cepa de Escherichia coli XL1-blue MRA (P2) con las particulas de fago. Como
consecuencia, se obtuvo una coleccion de ADN genémico compuesta por 1,25 x 10° fagos.

7-2) Preparacion de la sonda

Con respecto a la coleccion de ADN gendmico de Aspergillus niger var. macrosporus, se llevd a cabo la
transferencia de bandas de Southern usando la region codificante del gen de proctasa B como sonda para aislar un
clon que contuviera las regiones promotora y terminadora del gen de proctasa B. Se amplificé la regidn codificante
de la proctasa B por PCR usando un ADN gendémico de Aspergillus niger var. macrosporus como molde y los
siguientes cebadores (proctasaB-N y proctasaB-C), que se disefiaron en base a los extremos 5’ y 3’ de la region
codificante de la proctasa B desvelada en la publicacion de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 5-
68570.
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proctasaB-N: ATGGTCGTCTTCAGCAAAACC (SEC ID Ne.: 15)
proctasaB-C: CTAAGCCTGAGCGGCGAATCC (SEC ID Ne.: 16)

Se llevo a cabo la PCR usando un kit LA PCR™ KIT Ver2.1 (fabricado por Takara Bio). En la PCR, después de una
incubacion a 94 °C durante 1 minuto, se repitié 30 veces un ciclo compuesto por una reaccion a 94 °C durante 30
segundos, una reaccion a 52 °C durante 30 segundos y una reaccién a 72 °C durante 90 segundos y se llevé a cabo
una reaccién a 72 °C durante 7 minutos para completar la PCR. Como consecuencia, se amplificé un ADN de
aproximadamente 1,2 kb. Se inserté el fragmento de ADN amplificado de 1,2 kb en un vector plasmidico pCR2.1-
TOPO, utilizando un kit de clonacion TOPO TA (fabricado por Invitrogen) segun un protocolo adjunto al kit, para
obtener el plasmido TOPO-ProB. El fragmento de ADN clonado insertado en el plasmido TOPO-ProB se secuencid
con el kit BigDye(R) Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (fabricado por Applied Biosystems) y un analizador
genético ABI PRISM (fabricado por Applied Biosystems) segun los protocolos adjuntos a los mismos. La secuencia
de nucledtidos determinada concordaba con la del gen de proctasa B desvelada en la publicacion de patente
japonesa pendiente de examen (kokai) N.° 5-68570 y, por tanto, se consider6 que el fragmento de ADN era la region
codificante del gen de proctasa B. Se marcé el fragmento de ADN usando un sistema ECL Direct (fabricado por
Amersham Pharmacia Biotech) como sonda.

7-3) Exploracion de clones que contienen las regiones promotora y terminadora del gen de proctasa por hibridacion
en placa

Se transfirieron placas de fagos preparadas en el ejemplo 7-1 a una membrana de transferencia de nailon Hybond
N+ (fabricada por Amersham). Se desnaturalizdé la membrana con alcali, se lavdé con SSC 5x (SSC: 15 mmol/l de
citrato trisédico y 150 mmol/l de cloruro de sodio) y se seco para inmovilizar los ADN. Después de una prehibridacion
a 42 °C durante 1 hora, se afadié la sonda preparada por el procedimiento descrito en el ejemplo 7-2 y se llevo a
cabo una hibridacion a 42 °C durante 20 horas. Se lavo la sonda dos veces con SSC 0,5x que contenia 6 mol/l de
urea y SDS al 0,4 % y se lavo dos veces con SSC 2x. Después de lavar la sonda, se sumergi6 la membrana de
nailon en una solucién de deteccion durante 1 minuto y se expuso a Hyperfilm ECL (fabricado por Amersham) para
obtener ocho clones positivos.

La preparacion de ADN a partir de cada uno de los clones positivos se llevé a cabo usando LE392 como huésped de
Escherichia coli segun el procedimiento de Maniatis y col. (J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, "Molecular
Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989). Se cultivd LE392 en un medio LB-MM (peptona al 1 %,
extracto de levadura al 0,5 %, cloruro de sodio al 0,5 %, 10 mmol/l de sulfato de magnesio y maltosa al 0,2 %)
durante la noche. Se infectd el cultivo con una solucion de fago derivada de una sola placa y se cultivd en medio LB-
MM durante la noche. Se afiadieron cloruro de sodio y cloroformo al cultivo a concentraciones finales de 1 mol/l y
0,8 %, respectivamente, para promover la lisis de Escherichia coli. Se retiraron los desechos de células de
Escherichia coli por centrifugacion y se recogieron las particulas de fago de un precipitado de polietilenglicol (PEG)
(PEG6000 al 10 %). Se digirieron las particulas de fago con proteinasa K en presencia de SDS, se trataron con fenol
y se precipitaron con etanol para recoger el ADN de fago.

Se uso el ADN obtenido y el sistema ECL Direct para llevar a cabo la transferencia de bandas de Southern. Se llevo
a cabo una hibridacién con la sonda preparada por el procedimiento descrito en el ejemplo 7-2. Como consecuencia,
el fragmento Xhol-EcoRI| de aproximadamente 5,5 kb mostré patrones de hibridacion comunes a los del ADN
cromosomico. Se considerd que el fragmento de ADN contenia el gen de proctasa B y después se llevé a cabo la
subclonacién del fragmento de ADN. Se insert6 el fragmento Xhol-EcoRI escindido del ADN de fago entre los sitios
Sall y EcoRI del pUC119 para obtener el plasmido pPROB/119E.X. Se secuencié la secuencia de nucleétidos del
plasmido obtenido para determinar las de las regiones promotora y terminadora del gen de proctasa B.

7-4) Construccion del vector recombinante pPTB-EX para expresion génica

Un vector en el que se escindiod la region codificante del gen de proctasa B del plasmido pPROB/119E.X preparado
por el procedimiento descrito en el ejemplo 7-3 y el extremo 3’ de la regidon promotora del gen se ligd en el extremo
5’ de la regién terminadora del gen a través de la secuencia de reconocimiento de Xbal, se denomind vector de
expresion pPTB-EX. El vector de expresion pPTB-EX se preparé por una PCR inversa usando pPROB/119E.X como
molde y los siguientes cebadores (proctasaBNxba y proctasaBCxba) disefiados en base al extremo 3’ del promotor y
el extremo 5’ del terminador del gen de proctasa B, respectivamente.

proctasaBNxba: GGTCTAGAATGTCAAGCAAGAGAGT (SEC ID Ne°.: 17)
proctasaBCxba: GGTCTAGAATCAACCACTGAAGTGGA (SEC ID N°.: 18)

A este respecto, se afiadio la secuencia de reconocimiento de Xbal al extremo 5’ de cada cebador. En la PCR
inversa, en la que se us6 POLIMERASA de ADN Primestar MAX (fabricada por Takara Bio), se repitid 30 veces un
ciclo compuesto por una reaccion a 98 °C durante 10 segundos, alineacion a 55 °C durante 5 segundos y una
reaccion de elongacion a 72 °C durante 60 segundos. Como consecuencia, se amplificé un fragmento de ADN de
aproximadamente 7 kb. Para purificar el fragmento de ADN se usaron el liquido de la reaccion de PCR resultante y
un kit de purificacion de PCR QIAQUICK (fabricado por Qiagen). Se disolvié el fragmento de ADN en 50 pl de un
tampodn TE, se digirié con la enzima de restriccion Xbal y se ligé de nuevo con un kit de ligacion Ver. 2 (fabricacion
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por Takara Bio) para obtener el vector de expresion pPTB-EX. Se analizé la secuencia de nucleétidos del plasmido
obtenido y se confirmé que la PCR inversa no provocé mutaciones.

7-5) Construccion del vector pPTPCN para la expresion de PCN recombinante

Se inserto6 el gen PCN aislado por el procedimiento descrito en el ejemplo 3 en el sitio Xbal del vector de expresion
pPTB-EX para construir el vector pPTPCN para expresar PCN recombinante. Para afiadir la secuencia de
reconocimiento de Xbal en los extremos 5 y 3’ de la region codificante del gen PCN, se llevd a cabo una PCR
usando pPCN como molde y los siguientes cebadores (PCN-XbalPtN y PCN-XbalPtC) en los que se afadid la
secuencia de reconocimiento de Xbal en los extremos 5’ y 3’ de la region codificante del gen PCN.

PCN-XbalPtN: GGTCTAGAGGTCAAAATGCGAGGATTATACTCCCT (SEC ID N°.: 19)
PCN-XbalPtC: GGTCTAGACTACTCATCCACAGCGAATCGG (SEC ID N°.: 20)

En la PCR, en la que se us6 POLIMERASA de ADN Primestar MAX (fabricada por Takara Bio), se repitio 30 veces
un ciclo compuesto por una reaccion a 98 °C durante 10 segundos, alineacion a 55 °C durante 5 segundos y una
reaccion de elongacion a 72 °C durante 60 segundos. Como consecuencia, se amplificé un fragmento de ADN de
aproximadamente 2,3 kb. Para purificar el fragmento de ADN se usaron el liquido de la reaccion de PCR resultante y
un kit de purificacion de PCR QIAQUICK (fabricado por Qiagen). Se disolvié el fragmento de ADN en 50 pl de un
tampon TE y se digirio con la enzima de restriccion Xbal. El fragmento digerido se ligé con un kit de ligacion Ver. 2
(fabricacion por Takara Bio) a pPTB-EX, que se habia digerido con Xbal y desfosforilado, para obtener el plasmido
pPTPCN (SEC ID N°.: 21, figura 3). Se analizé la secuencia de ADN del gen PCN insertado en el plasmido y se
confirmé que la PCR no provocd mutaciones.

Ejemplo 8: transformacion de Aspergillus niger var. macrosporus con PCN-vector de expresion pPTPCN y expresion
de PCN recombinante

Se llevo a cabo una transformacion de Aspergillus niger var. macrosporus con PCN-vector de expresion pPTPCN
mediante la transformacion de una cepa de Aspergillus niger var. macrosporus deficiente en niaD con un gen niaD
como gen marcador selectivo.

8-1) Aislamiento de la cepa deficiente en niaD Nia2

Se aplicaron esporas de Aspergillus niger var. macrosporus en un medio de Czapek-N (K;HPO4 al 0,1 %,
MgSO4-7H20 al 0,05 %, KClI al 0,05 %, FeSO4-2H,0 al 0,001 %, sacarosa al 3 %, agar purificado al 1,5 %, a pH 5,5-
6,0) complementado con glutamato de sodio al 0,188 % y KCIOs al 3 % y se incubaron a 30 °C durante de 5 a 7
dias. Se replicaron las colonias en cada medio en el que la fuente de nitrégeno del medio de Czapek se reemplaz6
con NOs, NH; o glutamato y se incubaron a 30 °C durante de 5 a 7 dias. Entre las colonias replicadas, se aislé como
una cepa Nia2 deficiente en niaD una cepa que se pudo cultivar en el medio que contenia NH4 o glutamato como
fuente de nitrégeno, pero que no se pudo cultivar en el medio que contenia NO3 como fuente de nitrégeno.

8-2) Aislamiento del gen niaD, gen marcador de seleccién

Se llevo a cabo una PCR con los siguiente cebadores Nia-N y Nia-C, disefiados sobre la base de los extremos 5’y 3’
de la region codificante de un gen niaD de Aspergillus niger comunicado por Uncle y col. [Uncle, S.E., Cambell, E.I.,
Punt, P.J., Hawker, K., Contreras, R., Hawkins, A.R., Van Den Hondel, C.A. and Kinghorn, J.R., "The Aspergillus
niger niaD gene encoding nitrate reductase: upstream nucleotide and amino acid sequence comparisons”, Gene
111(2), 149-155(1992)], para amplificar la region codificante de un gen niaD de Aspergillus niger var. macrosporus.

Nia-N: ATGGCGACTGTCACTGAGGTG (SEC ID Ne°.: 22)
Nia-C: TTAGAAGAAATGAAGGTCCGA (SEC ID N°.: 23)

La PCR se llevé a cabo usando ADN gendmico de Aspergillus niger var. macrosporus y un kit LA PCR™ Ver2.1
(fabricado por Takara Bio). En la PCR, después de una reaccion a 94 °C durante 1 minuto, se repitié 30 veces un
ciclo compuesto por una reaccion a 94 °C durante 30 segundos, una reaccion a 55°C durante 30 segundos y una
reaccion a 72 °C durante 3 minutos y se llevé a cabo una reaccion a 72 °C durante 7 minutos. Como consecuencia,
se amplifico un fragmento de ADN de aproximadamente 3 kb. Se marco el fragmento de ADN amplificado usando un
sistema ECL Direct (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech) como sonda.

Se uso la region codificante del gen niaD preparada por el procedimiento anterior como sonda para aislar un clon
que contenia las regiones promotora y terminadora del gen niaD a partir de la coleccién de ADN gendmico, que se
prepard por el procedimiento descrito en el ejemplo7-1, de Aspergillus niger var. macrosporus. De manera
sustancialmente similar a la descrita en el ejemplo 7, se cribé la coleccion de ADN gendmico para obtener un clon
positivo. Se analizé el clon de fago obtenido por transferencia de bandas de Southern de manera sustancialmente
similar a la descrita en el ejemplo 7. Como consecuencia, el fragmento digerido con Xhbal de aproximadamente 6,5
kb mostré patrones de hibridaciéon comunes a los del ADN cromosémico. Se cloné este fragmento Xbal en el sitio de
la secuencia de reconocimiento de Xbal del pUC118 para obtener el plasmido pPTnial 18. Se analizé la secuencia
de nucledtidos del plasmido obtenido para determinar la secuencia de nucleétidos de 6416 pb (SEC ID N°.: 24) que
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contenia las regiones promotora y terminadora del gen niaD.
8-3) Introduccién del gen PCN en la cepa Nia2 de Aspergillus niger var. macrosporus

Se cultivo la cepa Nia2 de Aspergillus niger var. macrosporus en un medio S (glucosa al 3,0 %, polipeptona al 0,1 %,
extracto de levadura 1 %, sulfato de amonio al 0,14 %, fosfato de potasio al 0,2 %, sulfato de magnesio al 0,03 %, a
pH 6,8) a 30 °C durante 24 horas y se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos para recoger las células. Se lavaron
las células recogidas con sacarosa 0,5 mol/l y se suspendieron en una solucién de enzima para preparar
protoplastos (10 mg/ml de B-glucuronidasa, 3 mg/ml de quitinasa, 3 mg/ml de zimoliasa, 0,5 mol/l de sacarosa), que
se habia filtrado a través de un filtro de 0,45 ym. Se incubaron los micelios suspendidos a 30 °C durante 60 minutos
con agitacion para preparar protoplastos. Se filtr6 la suspension a través de algodon absorbente y se centrifugé a
2500 rpm durante 10 minutos para recoger los protoplastos. Se lavaron los protoplastos con un tampén SUTC
(sacarosa al 17,1 %, 10 mmol/l de Tris-HCl a pH 7,5, 10 mmol/l de CaCl;) y se resuspendieron en 100 pl del tampon
SUTC. A la suspension de protoplastos, se le afiadieron 7,5 yl de pPTPCN (1 pg/ul) y 2,5 pl de pPTnia118 (1 ug/ul) y
se dejo reposar la mezcla en hielo durante 5 minutos. Ademas, se afiadieron 400 pl de una solucion de PEG
(PEG4000 al 60 %, 10 mmol/l de Tris-HCI a pH 7,5, 10 mmol/l de CaCl,) y se dejé reposar en hielo durante 20
minutos. Después de afiadir otros 10 ml de tampdén SUTC se centrifugd el conjunto a 2500 rpm durante 10 minutos.
Se suspendieron los protoplastos centrifugados en 1 ml del tampdén SUTC, se centrifugaron a 4000 rpm durante 5
minutos y, por ultimo, se suspendieron en 100 pul del tampén SUTC.

Se cubrieron los protoplastos resultantes con agar blando sobre un medio de Czapek modificado (NaNO3 al 0,085 %,
KoHPO, al 0,1 %, MgS04-7H,O al 0,05 %, KCI al 0,05 %, FeSO4-2H,0 al 0,001 %, sacarosa al 17,1 %, agar
purificado al 1,5 %, a pH 5,5-6,0) y se incubaron a 30 °C durante de 5 a 7 dias. Las colonias formadas después de la
incubacion se consideraron transformantes.

8-4) Expresion de PCN y medida de la actividad enzimatica en transformantes de la cepa Nia2 de Aspergillus niger
var. macrosporus

Se cultivaron los transformantes obtenidos en un medio P (almidén al 1,0 %, harina de soja al 6,0 %, licor de maiz
fermentado al 1,0 %, sulfato de amonio al 0,3 % y carbonato de calcio al 1 %) a 28 °C durante 6 dias. Se analizé el
sobrenadante de cada cultivo por SDS-PAGE para obtener una cepa (N.° 16) en la que se observo la banda con un
peso molecular de aproximadamente 80 kDa, correspondiente a PCN recombinante. Con respecto al sobrenadante
de cultivo de la cepa N.° 16, y a un sobrenadante obtenido por el cultivo de forma similar de la cepa Nia2, se midi6 la
actividad catalasa por el procedimiento descrito en el ejemplo 1. Como se muestra en la tabla 1, la actividad de la
cepa N.° 16 era 77 veces o mas la de la natural y se confirmo que se expresaba PCN recombinante en la cepa N.°
16.

Tabla 1

Actividad catalasa (u/ml)
Natural menos de 300 u/ml
CepaN.°16 {23300 u/ml

A este respecto, se consideré "1 unidad" de actividad catalasa como la cantidad de la enzima capaz de
descomponer 1 mmol de perdxido de hidrégeno por minuto. Ademas, la actividad catalasa del sobrenadante de
cultivo de Penicillium pinophilum preparado por el procedimiento descrito en el ejemplo 1 fue de 385 U/ml. Este
resultado demuestra que la productividad de PCN aumenta considerablemente al expresar PCN en Aspergillus niger
var. macrosporus como huésped.

8-5) Analisis de la secuencia de aminoacidos N-terminal

Se sometio el sobrenadante de cultivo de la cepa transformante N.° 16 obtenida en el ejemplo 8-4 a SDS-PAGE y se
transfirieron las proteinas separadas a una membrana de PVDF Immobilon-PSQ (fabricada por Millipore). Se tifi6 la
membrana de PVDF con azul brillante de Coomassie. Se corté de la membrana una porcién en la que se transfirié la
proteina de aproximadamente 80 kDa y se sometié a un secuenciador de aminoacidos modelo 492 para determinar
la secuencia de aminoacidos de 11 restos del extremo aminoterminal. La secuencia aminoacidos era la siguiente:

DDSNASSETEA (aminoacidos 1-11 de la SEC ID N°.: 5)

Esta secuencia de aminoacidos era idéntica a los aminoacidos N-terminales de PCN derivada de Penicillium
pinophilum y, por tanto, se confirmé que la proteina de aproximadamente 80 kDa era la PCN recombinante.

8-6) Evaluacion de la termoestabilidad en PCN recombinante

Como se describe en el ejemplo 1, la termoestabilidad de PCN natural producida por Penicillium pinophilum fue del
50 %. La termoestabilidad de PCN recombinante obtenida por el procedimiento descrito en el ejemplo 8-4 se evalud
por el procedimiento descrito en el ejemplo 1. Como consecuencia, la termoestabilidad fue del 71,3 %. Este

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2547 118 T3

resultado reveld que la termoestabilidad de PCN recombinante mejoré considerablemente en comparacioén con la de
PCN natural.

Aunqgue se ha descrito la presente invencién con referencia a modos de realizacién especificos, se contemplan
diversos cambios y modificaciones evidentes para los expertos en la técnica sin alejarse del ambito de las
reivindicaciones adjuntas.

TEXTO LIBRE EN LA LISTA DE SECUENCIAS

Las secuencias de nucledtidos de SEC ID Nos.: 6-9 y 11-14 son secuencias de cebadores sintetizados
artificialmente, es decir, F de catalasa P (SEC ID N°.: 6), R de catalasa P (SEC ID N°.: 7), PCNF (SEC ID N°.: 8),
PCNR (SEC ID N°.: 9), F de catalasa H (SEC ID N°.: 11), R de catalasa H (SEC ID N°.: 12), HCNF (SEC ID N°.: 13),
HCNR (SEC ID N°.: 14), proctasaB-N (SEC ID N°.: 15), proctasaB-C (SEC ID N°.: 16), proctasaBNxba (SEC ID N°.:
17), proctasaBCxba (SEC ID N°.: 18), PCN-XbalPtN (SEC ID N°.: 19), PCN-XbalPtC (SEC ID N°.: 20) y Nia-N (SEC
ID N°.: 22) y Nia-C (SEC ID N°.: 23), respectivamente.

La secuencia de nucleétidos de ID NO.: 21 es el plasmido pPTPCN.

Las abreviaturas "N" en la posicion 18 de la SEC ID N°.: 6, las posiciones 3, 6 y 12 de la SEC ID N°.: 11 y las
posiciones 6 y 9 de la SEC ID N°.: 12 significan un nucleétido arbitrario; y la abreviatura "N" en la posicion 12 de la
SEC ID N°.: 12 significa desoxiinosina.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Meiji Seika Kaisha, Ltd.
<120> Catalasa termoestable
<130> MEJ-827

<150> JP 2008-036171
<151> 18-02-2008

<160> 24
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 2403

<212> ADN

<213> Penicillium pinophilum

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(126)

<220>
<221> exdén
<222> (1)..(321)

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(321)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (127)..(2403)

<220>

<221> intrén
<222> (322)..(372)
<220>

<221> exdén
<222> (373)..(598)

<220>
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<221> CDS
<222> (373)..(598)

<220>
<221> intrén
<222> (599)..(651)

<220>
<221> exdén
<222> (652)..(1067)

<220>
<221> CDS
<222> (652)..(1067)

<220>
<221> intrén
<222> (1068)..(1113)

<220>
<221> exdén
<222> (1114)..(1278)

<220>
<221> CDS
<222> (1114)..(1278)

<220>
<221> intrén
<222> (1279)..(1326)

<220>
<221> exdén
<222> (1327)..(2403)

<220>
<221> CDS
<222> (1327)..(2403)

<400> 1

ES 2547 118 T3

15



aty
Met

gct
Ala

gtt
Val
-10

tcc
Ser

gecc
Ala

ttg
Leu

cgt
Arg
55

cga
Arg

teg
Ser
-25

gcc
Ala

gaa
Glu

tat
Tyr

aag
Lys
40

cag
Gln

gga
Gly
-40

gct
Ala

aat
Asn

aca
Thr

cte
Leu
25

gce
Ala

aaa
Lys

tta
Leu

gca
Ala

cct
Pro

gaa
Glu
10

acgc

Thr

ggc
Gly

ate
Ile

tac
Tyr

tgc
Cys

cat
His

gcc
Ala

acg
Thr

att
Ile

caqg
Gln

tce
Ser

cca
Pro

cat
His

Lttt
Phe

gat
Asp

cgt
Arg

cat
His
60

cte
Leu

atg
Met
-20

cac
His

ctg
Leu

gta
Val

gga
Gly
45

Lttt
Phe

ES 2547 118 T3

ggc
Gly
-35

ctg
Leu

gga
Gly

tce
Ser

gge
Gly
30

tcg
Ser

gat
Asp

gce

Ala'

act
Thr

aag
Lys

gag
Glu
15

ggt
Gly

acoe
Thr

cat
His

tte
Fhe

ggc
Gly

cgt
Arg
-1

ttc
Phe

ceg
Pro

ctc
Leu

gag
Giu

gce
Ala

gaa
Glu

gac
Asp

tac
Tyr

atc
Ile

ttg
Leu

cgt
Arg
65

agt
Ser

atc
Ile
-15

gat
Asp

cte
Leu

gag
Glu

gaa
Glu
50

gtaggttatc cattctatca

cte
Leu
-30

cca
Pro

tca
Ser

aac
Asn

gat
Asp
35

gac
Asp

att,
Ile

gct
Ala

aat
Asn

gac
Asp
20

caa
Gln

tte
FPhe

gcg
Ala

ggt
Gly

gct
Ala

aac
Asn

aac
Asn

ate
Ile

gcd
Ala

agt
Ser

tcc
Ser

gat
Asp

agt
Ser

tte
FPhe

cgtacttcag gggtagttct gacatgccca g gtec ccg gaa cgt gec gtg cat
val Pro Glu Arg Ala Val His

70

get cga ggt gea ggt got cat ggt gta ttt act tca tat gecc gac tgg
Ala Arg Gly Ala Gly Ala His Gly Val Phe Thr Ser Tyr Ala Asp Trp

15

80

16

85

48

96

144

192

240

288

341

3923

441



tce
Ser

[o]nle:
Pro
105

gac

Bsp

gad
Glu

aac
Asn

aca
Thr

ace
Thr

gga
Gly

atc
Ile

Lttt
Phe

get
Ala

aac
Asn

act
Thr

gtc
Val

cgt
Arg

gect
Ala

cgc
Arg

gac
Asp
125

get
Ala

tte
Phe
110

gtt
Val

tca
Ser

tcyg
Ser

cac
His

ES 2547 118 T3

tet ttg
Phe Leu

act gtc
Thr Val

gga ttt
Gly Phe

gga
Gly

gca
Ala

get
Ala
130

tat g gtagccttte tctttgacte

Tyr
140

ctgacttcaa cag ac
Asp Ile Val Gly Asn Asn lle Pro Val Phe Phe Ile

caa
Gln

cca
Pro

gac
Asp
185

atyg
Met

ggt
Gly

gtc
Val

gag
Glu

gat
Asp
265

gtatgtacca ccgaattcat ggaaagtact cgactaacgt

caa ata att gag gag tcg gat gtc tta agc tac
Gln Ile Ile Glu Glu Ser Asp Val Leu Ser Tyr

gat cca acc aag att ctt ccg gtt gaa aaa gtt

gat
Asp

gcc
Ala
170

tte
Phe

gca
Ala

gte
vVal

aaa
Lys

gaa
Glu
250

ctg
Leu

gect
Rla
155

aat

Asn

) A o
Fhe

ggc
Gly

cac
His

ttt
Phe
235

gct
Ala

tat
Tyr

285

atc
Ile

gaa
Glu

ggt
Gly

cat
His

ace
Thr
220

cac

His

cag
Gln

gat
Asp

tta
lLeu

atc
Ile

caa
Gln

ggt
Gly

205

tat
Tyr

tgg
Trp

gcc
Ala

age
Ser

tte
Phe

cca
Pro

cag
Gln
190

ate
Ile

cgg
Arg

aca
Thr

act
Thr

att
Ile
270

cca
Pro

cag
Gln
175

cca
Pro

cca
Pro

tte
Phe

teg
Ser

get
Ala
255

gag
Glu

145

gat ctc
Asp Leu
160

gct gct
Ala Ala

age act
Ser Thr

cgg tct
Arg Ser

gtg aca
Val Thr
225

ctg caa
Lev Gln
240

ggce aaa

Gly Lys

gct ggc
Ala Gly

290

atc
Ile

act
Thr

ctyg
Leu

tte
Phe
210

gat
Asp

ggt
Gly

aat
Asn

cgt
Arg

17

gct tee gga
Ala Ser Gly
100

ggc agc cga
Gly Ser Arg

115

act cgc tte
Thr Arg Phe

aaqg
Lys

gga
Gly

tat
Tyr

gaa
Glu

agt
Ser

act
Thr
135

acyg
Thr

gcc
Ala
120

gac
Asp

gtecatagat agggatgtaa

cat agc gtt
His Ser Val
165

gca cac gac
Ala His Asp
180

cat ace ctce
His Thr Leu
195

cgt cat gtt
Arg His val

gat gge teg
Asp Gly Ser

¢cgg gce agt
Arg Ala Ser
245

gec gac ttt
Ala Asp Phe
260

tat cca gag
Tyr Pro Glu
275

295

150

aag
Lys

acyg
Thr

ttc
Fhe

gac
Bsp

tce
Ser
230

ctg

Leu,

atg
Met

tgg
Trp

cca
Pro

gcc
Ala

tgyg
Trp

gga
Gly
215

aag

Lys

gte
Val

aga
Arg

gag
Glu

att gtt gga aac aac att cct gtec ttc ttec atc

cag
Gln

tat
Tyr

gca
Ala
200

tte
Phe

ttyg
Leu

tgg
Trp

cag
Gln

gaacag ctc ggc gtg
Leu Gly Val
280

gga ttt gac ctg ttg
Gly Phe Asp Leu Leu

cca att act gcg ctce

489

537

585

638

686

734

782

830

878

926

974

1022

1067

1122

1170

1218
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Asp Pro Thr Lys Ile Leu Pro Val Glu Lys Val Pro

300

305

310

gga aaa atg caa ctc aac cgt aat cca ttg aat tac
Gly Lys Met Gln Leu Asn Arg Asn Pro Leu Asn Tyr

315

320

325

Ile Thr Ala

ttt gec gag
FPhe Ala Glu

gag caa gtc atg gtaagtcgac cttccggecac tcogagtcatt tectactaac
Glu Gln Val Met

gtggatag ttc caa cct ggc cac att gtt cgt ggt atc gac ttc acc tat
Phe Gln Pro Gly His Ile Val Arg Gly Ile Asp Phe Thr Tyr
345

tat cct
Tyr Pro
350

aat cgc
&Asn Arg
365

cgt gtt
Arg Val

att cct
Ile Pro

tct cet
Ser Pro

cce gy
Pro Gly

430

ttt gcc
Phe Ala
445

gect acce
Ala Thr

aat gta
Asn Val

cge gta
Arg Val

teC geg
Ser Ala
51¢

aat gte
Asn Val

335

ctt
Leu

aat
Asn

cct
Pro

ttg
Leu

cga
Arg
415

cge
Arg

gac
Asp

gaa
Glun

aag
Lys

aac
Asn
495

ccc

Pro

gga
Gly

cte
Leu

ggt
Gly

atc
Ile

aac
Asn
400

caa
Gln

tece
Ser

gtg
Val

<caa
Gln

age
Ser
480

aac

Asn

gaa
Glu

aca
Thr

cag
Gln

ggt
Gly

cac
His
385

cag
Gln

gce
Ala

gca
Ala

tgg
Trp

cag
Gln
465

gag
Glu

acyg
Thr

cee
Pro

tte
Phe

ggt
Gly

cec
Pxo
370

aac
Asn

gca
Ala

aac
Asn

gat
Asp

tct
Ser
450

ttec
Fhe

gat
Asp

tta
Leu

gac
Asp

ggt
Gly

cgt
Arg
355

aac
Asn

aac
Asn

gca
Ala

gag
Glu

gga
Gly
435

cag
Gln

gtg
val

gt
val

gca
Ala

tet
Ser
515

act
Thr

340

tta
Leu

£ttt
Fhe

aac
Asn

tat
Tyr

act
Thr
420

cac
His

cct
Fro

atge
Ile

aaa
Lys

aca
Thr
500

aca

Thr

ccyg
Ero

tte
Phe

gaa
Glu

cgc
Arg

tca
Ser
405

gte
vVal

cLt
Leu

gge
Gly

aat
Asn

agc
Ser
485

ctt

Leu

tac
Tyr

ttg
Leau

tec
Ser

caa
Gln

gat
Asp
390

ccc

Pro

gga
Gly

gtt
Val

ttg
Leu

gct
Ala
470

aat
Asn

gtyg
val

tac
Tyr

adaa
Lys

18

tac
Tyr

att
Ile
375

gga
Gly

aac
Asn

aat
Asn

cgc
Arg

ttL
Fhe
455

ttg

Leu

tte
Phe

gct
Ala

cac
His

aag
Lys

ct¢
Leu
360

cca
Pro

tte
Phe

acc
Thr

ggc

Gly

gct
Ala
440

tac
Tyr

cgt
Arg

atc
Ile

tet
Ser

agc
Ser
520

cte
Leu

gat
Asp

atce
Ile

gee
Ala

ttg
Leu

o of
Phe
425

acg
Thr

aac
Asn

ttc
Phe

aca
Thr

gca
Ala
505

aat
Asn

gac
Asp

act
Thr

aat
Asn

caa
Gln

aat
Asn
410

ttt
Phe

age
Ser

tce
Ser

gaa
Glu

cag
Gln
420

att
Ile

aag
Lys

ggt
Gly

cag
Gln

cgt
Brg

atyg
Met
395

aat
Asn

acc
Thr

cca
Pro

ttg
Leu

ttg
Leu
475

ata
Ile

gga
Gly

acg
Thr

cte
Leu

Leu

aca
Thr
330

ctg
Leu

ccg
Pro
380

tet
Fhe

ggc
Gly

gcc
Ala

aca
Thr

acy
Thr
460

tct

Ser

aat
Asn

gtc
val

tct
Ser

aayg
Lys

1266

1318

1368

1416

1464

1512

1560

1608

1656

1704

1752

1800

1848

1896

1944



10

525

gte
Val

caa
Gln

gtc
Val

gac
Asp

ctc
Leu
605

ccqg
Pro

aag
Lys

gat
Asp

gac
Asp

ttg
Leu
685

gga
Gly

gca
Ala

gcc
Ala

gca
Ala
590

ttt
Phe

gca
Ala

ccy
Pro

ate
Ile

gac
Asp
670

gac
Asp

<210>2
<211>734

<212> PRT
<213> Penicillium pinophilum

<400> 2

gtc
Val

tty
Len

gag
Glu
575

acg
Thr

gga
Gly

ggc
Gly

att
vVal.

agt
Ser
655

£ttt
Phe

cga
Arg

ctt
Leu

gca
Ala
560

cat
His

aac
Asn

cct
Fro

cgt
Arg

gga
Gly
640

act

Thr

gtc
Val

ttc
Phe

gct
Ala
54%

caa
G1ln

ctt
Leu

Lttt
Phe

caa
Gln

cct
Pro
625

gca
Ala

gat
Asp

aaqg
Lys

gct
Ala

530

teg
Ser

agc
Ser

act
Thr

gat
hAsp

acc
Thr
6l0

age
Ser

gtt
Val

cgt
Arg

cag
Gln

gtg
Val
690

Met Arg Gly Leu Tyr Ser
-40

Ala Ser Ala &la Cys Pro
=25

Val Ala Asn Pro His His
-5

-10

gtg
Val

cta
Leu

teg
Ser

gct
Ala
595

L
Phe

cag
Gln

ggt
Gly

agt
Ser

cta
Leu
6175

gat
Asp

Leu

Met
=20

His

ES 2547 118 T3

aac ggt
Asn Gly

gcg ggc
Ala Gly
565

aac gtg
Asn Val
580

gtt att
val 1le

aca gcc
Thr Ala

att ttg
Ile Leu

ggt gcc
Gly Ala
645

ggt gtg
Gly Val
660

acg gag
Thr Glu

gag tag
Glu

Gly ala
-35

gaa
Glu
550

teg

Ser

tca
Ser

gtc
Val

gaa
Glu

gte
val
630

agt
Ser

att
Ile

gac
Asp

FPhe

535
agt

Ser

aac
Asn

gect
Ala

agc
Ser

tcc
Ser
615

gat
Asp

gca
Ala

act
Thr

ctt
Leu

Ala

Leu Thr Gly Glu

Gly Lys Arg Asp

-1

19

1

agt
Ser

gtg
Val

aca
Thr

tca
Ser
600

aat
Asn

gcc
Ala

got
Ala

ggt
Gly

gce
Ala
6380

Ser

Ile
=15

Asp

att
Ile

gac
Asp

tac
Tyr
585

agg
Gly

aca
Thr

ttc
FPhe

cty
Leu

gat
Asp
665

aca
Thr

Leu Ile Ala Ala
-30

Pro Ala Gly Ser

Ser Asn Rla Ser

gce
Ala

agtc
Val
570

tct
Ser

gct
Ala

aca
Thr

cgc
Arg

tca
Ser
650

tce
Ser

tte
Phe

gag
Glu
555

gttt
val

gga
Gly

gaa
Glu

ctt
Leu

ttt
Phe
635

gcg
Ala

gte
Val

aaa
Lys

5

340

gga
Gly

atc
Ile

tca
Ser

ggt
Gly

tat
Tyr
620

ggc
Gly

gtg
Val

agt
Ser

ttc
Phe

1992

2040

2088

2136

2184

2232

2280

2328

2376

2403
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Ser Glu Thr Glu Ala Phe Leu Ser Glu Phe Tyr Leu Asn Asp Asn Asp
i0 15 20

Ala Tyr Leu Thr Thr Asp Val Gly Gly Pro Ile Glu Asp Gln Asn Ser
25 30 a5 .

Leu Lys Ala Gly Ile Arg Gly Ser Thr Leu Leu Glu Asp Phe Ile Phe
40 45 50

Arg Gln Lys Ile Gln His Phe Asp His Glu Arg Val Pre Glu Arg Ala

Val His Ala Arg Gly Ala Gly Ala His Gly Val Phe Thr Ser Tyr Ala
75 80 85

Asp Trp Ser Asn Ile Thr Ala Ala Ser Phe Leu Gly Ala Ser Gly Lys
90 95 100

Glu Thr Prc Thr Phe Val Arg Phe Ser Thr Val Ala Gly Ser Arg Gly
105 110 115

Ser Ala Asp Thr Ala Arg Asgp Val His Gly Phe Ala Thr Arg Phe Tyr
120 125 130

Thr Asp Glu Gly Asn Tyr Asp Ile Val Gly Asn Asn Ile Pro Val Phe
135 140 145 150

Phe Ile Gln Asp Ala Ile Leu Phe Pro Asp Leu Ile His Ser Val Lys
155 160 165

Pre Gln Pro Ala Asn Glu Ile Pre Gln Ala RAla Thr Ala His Asp Thr
170 175 180

Ala Tyr Asp Phe Phe Gly Gln Gln Pro Ser Thr Leu His Thr Leu Phe
185 190 125

Trp Ala Met Ala Gly His Gly Ile Pxo Arg Ser Phe Arg His Val Asp
200 205 210

Gly Phe Gly Val His Thr Tyr Arg Phe Val Thr Asp Asp Gly Ser Ser
215 220 225 230

Lys Leu Val Lys Phe His Trp Thr Ser Leu Gln Gly Arg Ala Ser Leu
235 240 245

20



Val

Arg

Glu

Phe

295

Ile

FPhe

Gly

Tyr

Ile

375

Gly

Asn

Asn

Arg

Phe

435

Leu

Phe

Trp

Gln

Leu

280

Asp

Thr

Ala

Ile

Leu

360

Pro

Phe

Thr

Gly

Ala

440

Tyr

Arg

Ile

Glu

Asp

265

Gly

Leu

Ala

Glu

Asp

345

Asp

Ile

Ala

Leu

Fhe

425

Thr

bhsn

Phe

Thr

Glu

250

Leu

Val

Leu

Leu

Thr

330

Phe

Thr

Asn

Gln

Asn

410

Phe

Ser

Ser

Glu

Gln

Ala

Tyr

Gln

Asp

Gly

315

Glu

Thr

Gln

Arg

Mel

395

Asn

Thr

Pro

Len

Leu

475

Ile

Gln

Asp

Ile

Pro

300

Lys

Gln

Tyr

Leu

Pro

asoe

Fhe

Gly

Ala

Thr

Thx

460

Ser

Asn

ES 2547 118 T3

Ala

Ser

Ile

285

Thr

Met

vVal

Tyr

Asn

365

Arg

Ile

Ser

Pro

Fhe

445 -

Ala

Asn

Arg

Thr

Ile

270

Glu

Lys

Gln

Met

Pro

350

Arqg

Val

Pro

Pro

Gly

430

Ala

Thr

Val

Val

Ala
255
Glu
Glu
Ile
Leu
Fhe
335
Leu
Asn
Pro
Leu
Arg
415
Arg
asp
Glu

Lys

Asn

21

Gly

Ala

Serx

Leu

Asn

320

Gln

Leu

Gly

Iie

Asn

400

Gln

Ser

val

Gln

Ser

480

Asn

Lys

Gly

Asp

Pro

305

Arg

Pro

Gln

Gly

His

385

Gln

Ala

Ala

Trp

Gln

465

Glu

Thr

Asn

Arg

Val

29¢C

Val

Asn

Gly

Gly

Pro

370

Asn

Ala

Asn

Asp

Ser

450

Phe

Asp

Leu

Ala

Tyx

275

Leu

Glu

Pro

His

Arg

355

Asn

Asn

Ala

Glu

Gly

435

Gln

Val

val

Ala

Asp

260

Pro

Ser

Lys

Leu

Ile

340

Leu

Phe

Asn

Tyr

Thr

420

His

Pro

Ile

Lys

Thr

Phe

Glu

Tyr

Val

Asn

325

Val

Phe

Glu

Arg

Ser

405

Val

Leu

Gly

Asn

Ser

485

Leu

Met

TIp

Gly

Pro

310

Tyr

Arg

Ser

Gln

Asp

390

Pro

Gly

Val

Leu

Ala

470

Asn

Val



10

15

ES 2547 118 T3

490 495

Ala Sexr Ala Ile Gly Val Ser Ala Pro
505 510

His Ser Asn Lys Thr Ser Asn Val Gly
520 525

lys Leu Asp Gly'Leu Lys Val Gly Val
535 540

Ser Ser Ile Ala Glu Gly Gln Ala Leu
555

Asn Val Asp Val Val Ile Val Ala Glu
570 575

Ala Thr Tyr Ser Gly Ser Asp Ala Thr
585 590

Ser Ser Gly Ala Glu Gly Leu Phe Gly
600 605

Ser Asn Thr Thr Leu Tyr Pro Ala Gly
615 620

Asp Ala Phe Arg Phe Gly Lys Pro Val
635

Ala Rla Leu Ser Ala Val Asp Ile Ser
650 655

Thr Gly Asp Ser Val Ser Asp Asp Phe
665 670

Leu Ala Thr Phe Lys Phe Leu Asp Arg
680 685

<210> 3

<211> 2749

<212> ADN

<213> Humicola grisea

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(96)

<220>

<221> exdén
<222> (1)..(282)

22

Glu

Thr

Leu

Ala

560

His

Asn

Pro

Arg

Gly

640

Thr

Val

Fhe

Pro

Phe

Ala

545

Gln

Leu

Phe

Gln

Pro

625

Ala

Asp

Lys

Ala

Asp

Gly

530

Ser

Ser

Thr

Asp

Thr

610

Ser

Val

Arg

Gln

Val
690

Ser

515

Thr

Val

Leu

Ser

Ala

595

Phe

Gln

Gly

Ser

Leu

675

Asp

500

Thr

Pro

Asn

Ala

Asn

580

val

Thr

Ile

Gly

Gly

660

Thr

Glu

Tyr

Leu

Gly

Gly

565

Val

Ile

Ala

Leu

Ala

645

Val

Glu

Tyr

Lys

Glu

550

Ser

Ser

Val

Glu

Val

630

Ser

Ile

Asp



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(282)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (97)..(2749)

<220>
<221> intrén
<222> (283)..(463)

<220>
<221> exdén
<222> (464)..(666)

<220>
<221> CDS
<222> (464)..(666)

<220>
<221> intrén
<222> (667)..(747)

<220>
<221> exdén
<222> (748)..(770)

<220>
<221> CDS
<222> (748)..(770)

<220>
<221> intrén
<222> (771)..(846)

<220>
<221> exdén
<222> (847)..(1007)

<220>
<221> CDS
<222> (847)..(1007)

<220>
<221> intrén
<222> (1008)..(1160)

<220>
<221> exdén
<222> (1161)..(1217)

<220>
<221> CDS
<222> (1161)..(1217)

<220>
<221> intrén
<222>(1218)..(1270)

<220>
<221> exdén
<222> (1271)..(1841)

<220>
<221> CDS

ES 2547 118 T3

23
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15

<222> (1271)..(1841)

<220>
<221> intrén
<222> (1842)..(1895)

<220>
<221> exdén
<222> (1896)..(2749)

<220>
<221> CDS
<222> (1896)..(2749)

<400> 3

ES 2547 118 T3

atg aac aga gtc acg aat ctc ctc gcc tgg gcce
Met Asn Arg Val Thr Asn Leu Leu Ala Txp Ala

-30

-25

gcc caa geca aca tge cecc tte geg gac ccht gec
Ala Gln Ala Thr Cys Pro Phe Ala Asp Pro Ala

-15

-10

cag gat act acc agc ggc cag teg cca ctt gca
Gln Asp Thr Thr Ser Gly Gln Ser Pro Leu Ala

1 S

10

gac agc acc gga tac ctg acc tcec gat gttt ggco
Asp Ser Thr Gly Tyr Leu Thr Ser Asp Val Gly

20

25

cag acc agce ctce aag gca ggc atc cgg gdt ccg
Gln Thr Ser Leu Lys Ala Gly Ile Arg Gly Fro

35

40

ttt atg ttc cgc cag aag atc cag cac ttc gac
Phe Met Phe Arg Gln Lys Ile Gln His Phe Asp

30
gtaaggacat aatgctcaca
ataatgctca cacgagcggc
getgtgatge ctgagtttgg

g gtt ccc gaa agg gcg
Val Pro Glu Arg Ala
65

55
cgagcggectg cgtacctatt
tgcgtaccta trttatttccg

ggacatacgg agtaccttac

ggc gocg ata ggg ctc
Gly Ala Ile Gly Leu
-20

gct ctg tat agg cgt
2la Leu Tyr Arg Arg

gca tac gag gtg gat
Bla Tyx Glu Val Asp
15

ggg ccc att cag gac

Gly Pro Ile Gln Asp
30

acc ctt ¢ttt gag gac

Thr Leu Leu Glu Asp

45

cat gaa <gg

His Glu Arxg

60

tattttgaac gggtaaggac

agagatgggc tggctggctg

tgacgegeta atccactcca

gtc cat gct cga ggc gct gga gca cac ggg acc
Val His Ala Arg Gly Ala Gly Ala His Gly Thr

70

75

ttc acg agt tac goe gac tgg agt aac atc acc geog gog tce ttt ctg
Phe Thr Ser Tyr Ala Asp Trp Ser Asn Ile Thr Ala Ala Ser Phe Leu

80

85

24

90

48

26

144

192

240

282

342

402

462

511

559



aac

gcc

aca

Asn Ala Thr

25

get

999

tet

Ala Gly Ser

gcg
Ala

acg
Thr

cgyg
Arg

gga
Gly

cga
]

tt
Phe

aag
Lys

999
Gly
115

cag

100

ES 2547 118 T3

acg ¢cg gtg ttt
Glnn Thr Pro Val Phe

age goa gac acg gcg
Ala Asp Thr Ala Arg

Ser

120

gtc
Val
105

aga

cgdg
Arg

gac
Asp

ttc
Phe

gtt
val

tcyg
Ser

cat
His

acc
Thr

ggt
Gly
12%

gtaagttttg ttgtgtttca ttcgtteegg tctgtagagg

agggttagga tatgagctaa cgtgtgtgtg tgtgtgtgaa g t© tac act gat
Tyr Thr Asp

ggc aac ttt g gtacgtccca cgcatggtcecc tcaattctet tatctggcag
Gly Asn Phe

135

cgatgtggte attgtcecgacg ttgcetaactt gecgtag

atc
Ile

cac
His
160

gct
Ala

ccg
Pro
145

tcy
Ser

cat
His

gta
Val

gte
Val

gat
Asp

tte
Phe

aag
LysS

tca
Ser

tte
Phe

cog
Pro

agct
Ala
180

att
Ile

agt
Ser
165

tgg
Trp

caa
Gln
150

cCca

Pro

gac
Asp

gat
Asp

gac
Asp

ttc
Phe

gca-

Ala

aac
Asn

ttec
Phe

atc
Iie

gag
Glu

agc
Ser
185

at
Asp

cag
Gln

att
Ile
17¢

cay
Gln

gtaagcaatg gaccaaggag ccgcaccﬁgg ggtgacatac

cogatgacoe teogtgtgacc aaggcagtac aacactccac

gaaatatgga acacagaact gacaggatgg tag cac acg ttg ttc tgg gcc atg
His Thr Leu Phe Trp Ala Met

atc
Ile

ttc
Phe
155

cCcC
Pro

cag
Gln

cagggagtac acggggcecgtt

ggaggactcyg aagagattcg

tet gge cac gga atc cect cge age tat cge cat atg
Ser Gly His Gly Ile Pro Arg Sexr Tyr Arg His

200

205

ctggctgaga tgaccgtigaa tceccatttcta acctcaagte

gtec cac acg
Val His Thr

215

aag tgg cat
Lys Trp His

ttc
Phe

ttc
Phe

cgg
Arg

aag
Lys
235

ttt
FPhe
220

tca
Ser

gtc aaa gat gac ggc
Val Lys Asp Asp Gly

225

cgc cag dga aag gcg
Arg Gln Gly Lys Ala

240

25

Met
210

cag

teg
Ser

agt
Ser

gte
Val
140

cet
Prxo

<caa
Gln

cca
Pro

gga
Gly

gac
Asp

gcg
Ala

agc
Ser

195

aac
Asn

crt
Leu

gcg
Ala

gcc
Ala
190

gtacgtttge

gat
Asp

tce
Ser

cta
Leu

ggc
Gly

aaqg

Lys

gte
Val

ttec
Fhe

tty
Leu

tgg
Trp
245

gtt
val
110

tte
Phe

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile

acg
Thr
17%

atg
Met

ggc
Gly

étc
Ile
230

gaa
Glu

607

655

706

760

210

863

911

959

1007

1067

1127

1181

1227

1282

1330

1378



gag
Glu

ctc
Leu

gte
Val

ctyg
Leu
295

ctg
Leu

acy
Thr

ttc
Phe

acyg
Thr

aag
Asn
375

cag
Gln

gatcgttgtyg gtgccggett gctgacagac gcag ac

agt.
Ser

aca
Thr

cca
Pro
440

cte
Leu

ate

gcg
Ala

tgg
Trp

cag
Gln
280

gac

Asp

gg9
Gly

gag
Glu

acy
Thr

cag
Gln
360

atg
Met

atg

cag
Gln

gat
Asp
265

att
Ile

[efale]
Pro

cte
Leu

cag
Gln

gag
Glu
345

cty
Leu

ccg
Pro

ttc

gt
Val
250

gct
Ala

gtc
Val

aca
Thr

ttg
Len

gtc
Val
330

gat
Asp

aac
Asn

cdg
Arg

atc

Met Phe Ile

ggt
Gly

Jgcg
Ala
425

aca
Thr

act
Thr

age

tat
TYr
410

cct
Pro

tte
Phe

cce
Fro

ctt

ccg
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

gtc
val

gtg

ctt
Leu

att
Ile

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys
315

aty
Met

ccc
Pro

<ad
Arg

gty
Val

cac
His
395

cgg
Arg

cgt
Arg

gac
Asp

gaa
Glu
460

aag

tct
Ser

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile
300

ctg
Leu

ttc
Fhe

ctg
Leu

aat
Asn

ceg
Pro
380

agyg
Arg

caa
Gln

acc
Thr

cac
His
445

cag
Gln

tcg

ES 2547 118 T3

ggc
Gly

tce
Ser

tce
Ser
285

atc
Ile

gat
Asp

caa
Gln

cta
Leu

ggc
Gly
365

att
Ile

aac
Asn

gee
ala

gtc
Val
430

tog
Trp

cag
Gln

gaa

aag
Lys

999
Gly
270

cag
Gln

cce
Pro

cgc
Arg

[=lwls
Pro

cag
Gln
350

g99g
Gly

cac
His

aag
Lys

aac
Asn
415

agc
Ser

teg
Ser

ctc
Phe

gaa

aat gcc
Asn Ala
25%

aac gga
Asn Gly

gcg caa
Ala Gln

gag gag
Glu Glu

aat ccyg
Asn Pro
320

ggt cat
Gly His
335

gga cgt
Gly Arg

CCC aac
Pro Asn

aac aat
Asn Asn

tat cct
Tyr Pro
400

caa aat
Gln Ash

ggt gce
Gly Ala

cag ccc
Gln Pro

cte gtc
Leu Val
465

tgc agg

26

gac
Asp

cca
Pro

qoo
Ala

tac
Tyr
305

acc
Thr

ata
Ile

cte
Leu

tte
Phe

aat
Asn
385

ttc
Phe

gaa
Glu

o o
Phe
290

gcc
Ala

aac
Asn

gtes
Val

tte
Phe

gag
Glu
370

cge
Arg

cac
His

tgg
Trp
275

ggc
Gly

cce
Pro

tac
Tyr

SYS
Arg

tcg
Ser
355

cag
Gln

gac

cgt
Arg
260

gat
Asp

tte
Phe

ttg
Leu

ttc
Phe

ggc
Gly
340

tac
Tyr

ctg
Leu

ggc

cag
Gln

gte
Val

gac
Asp

acy
Thr

geo
Ala
325

gte
Val

ctt
Leu

ccc
Pro

gee

Asp Gly Ala

gac
Asp

tgc
Cys

ttg
Leu

aaa
Lys
310

gag
Glu

gac
Asp

gac
Asp

atc
Ile

ggc
Gly
390

t gtaagtacct cttttgecte

act ccc aac acc chtg aac
Tyr Thr Pro Asn Thr Leu Asn

gcc
Ala

cte
Leu

cgt
Arg
450

aac
Asn

aag

Jga
Gly

gte
Val
435

ctec
Leu

gco
Ala

aac

cgc
Arg
420

cgt
Arg

tte
Phe

atg
Met

gtg

405

gga
Gly

gag
Glu

tte
Phe

cgc
Arg

cte

ttc
Phe

gty

Val

aac
Asn

ttc
Phe
470

acc

ttc
Phe

teg
Ser

tce
Ser
455

gaa
Glu

cag

1426

1474

1522

1570

1618

166¢

1714

1762

1810

1861

1915

1963

2011

2059

2107

2135



I1le

ctec
Leu

ggc
Gly

acyg
Thr
520

act
Thr

gat
Asp

gtc
Val

teg
Sex

acg
Ala
600

ggc
Gly

gte
Val

gtt
Val

ttt
Phe

agt
Gly
680

Ser

aac
Asn

ctc
Leu
508

get
Ala

cte
Leu

cag
Gln

acg
Thr

acg
Thr
585

gcg
Ala

agg
Arg

ggt
Gly

ceg
Pro

gtg
val
665

gee
Ala

<210> 4
<211>716

<212> PRT
<213> Humicola grisea

<400> 4

Leu

cge
Arg
490

gece
Ala

ggc
Gly

cge
Arg

gca
Ala

gtt
Val
570

gcg
Ala

gcg
Ala

ceyg
Pro

gtg
Val

gaa
Glu
650

gag
Glu

Tttt
Phe

Val
475

gte
Val

gcg
Ala

gte
Val

gte
vVal

gce
Ala
555

gtg
Val

gat
Asp

ctg
Leu

ttg
Leu

tgt
Cys
635

aat

Asn

gag
Glu

gtt
val

Lys

age
Ser

cce
Pro

tecg
Ser

ggc
Gly
54Q

cag
Gln

get
Ala

gce
Ala

Lttt
Fhe

cag
Gln
620

ggt
Gly

ggg
Gly

ttt
Phe

Lttt
Phe

Serx

cat
His

gac
Asp

atc
Ile
525

atc

Ile

cte
Leu

gaa
Glu

acg
Thr

gcc
Ala
605

ate
Ile

ggg
Gly

gac
Asp

gag
Glu

tga
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Glu

gat
Asp

gcg
Ala
510

ctt

Leu

ctg
Leu

cgc
Arg

acqg
Thr

ggt
Gly
5940

age
Ser

Lttt
Phe

aag
Lys

Jad

‘Gly

aag
Lys
670

Glu

gtyg
Val
49%

gac
Asp

gga

Gly

get
Ala

acc
Thr

ctg
Leu
575

tte
Phe

acc
Thr

gty
val

tcg
Ser

gty
Val
655

J999
Gly

Cys
480

gec
Ala

gac
Asp

agc
Ser

ace
Thr

cgt
Arg
560

cge
Arg

gac
Asp

gcg
Ala

gac
Asp

age
Serxr
640

tat
Tyr

ttg
Leu

Arg

gtg
Val

aca
Thr

999
Gly

acqg
Thr
545

ctyg
Len

Jag
Glu

ggc
Gly

teg
Ser

gcg
Ala
625

gag
Glu

tcyg
Ser

gct
Ala

27

Lys

cgce
Axg

tac

Tyr

cee
Pro
530

age
Ser

gaa
Glu

ggd
Gly

gtt
Val

tecg
Ser
610

tat
Tyr

gtg
Val

gag
Glu

act
Thr

Asn

gtg
val

tac
Tyr
515

tty
Leu

gag
Glu

aayg
Lys

gta
val

gtk
Val
595

=1
Fro

cgg
Arg

ttg
Leu

gag
Glu

ttec
Phe
67s

Val

gecc
Ala
500

cac
His

cet
Pro

tcg
Ser

gac
Asp

gac
Asp
580

gtt
Val

ttg
Leu

tgg
Trp

gat
Asp

tcg
Ser
660

agg
Arg

Leu
485

gcc

Ala

aac
Asn

acce
Thr

agc
Ser

999
Gly
565

cayg
Gln

gtg
Val

tte
Phe

gga

Gly

gcg
Ala
645

gtg
val

gty
val

Thr

gct
Ala

aac
Asn

atc
Ile

gcg
Ala
5§50

ctt
Leun

aca
Thr

gac
Asp

ccg
Pro

aag
Lys
630

gcg
Ala

gac
Asp

agt
Ser

Gln

atc
Ile

aaqg
Lys

aag
Lys
535

ctg
Leu

gtg
Val

tac
Tyr

Jggg
Gly

acg
Thr
615

ceg
Fro

gat
Asp

aaq
Lys

ctt
Leu

2203

2251

2299

2347

2395

2443

2491

2539

2587

2635

2683

2731

2749



Met

Ala

Gln

Asp

Gln

Phe

Glu

65

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

145

Ser

His

Thr

Asn

Gln

-15

Asp

Ser

Thr

Met

50

Arg

Tyr

Gly

Arg

Phe

130

Val

Val

Asp

Leu

Arg

=30

Ala

Thr

Thr

Ser

Phe

Ala

Ala

Lys

Gly

1153

Tyr

Phe

Lys

Ser

Phe
195

Val

Thr

Thr

Gly

Leu

Arg

Val

Asp

Gln

1400

Ser

Thr

Phe

Pro

Ala

160

Trp

Thr

Cys

Ser

Tyr

Lys

Gln

His

Trp

Thr

Ala

Asp

Ile

Ser

165

Trp

Ala

Asn

Pro

Gly

Leu

Ala

Lys

Ala

70

Ser

Pro

Asp

Glu

Gln

150

Pro

Asp

Met
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Leu

Phe

-10

Gln

Thr

Gly

Ile

55

Arg

Asn

Val

Thr

Gly

135

Asp

Asp

Phe

Ser

Leu

=25

Ala

Ser

Ser

Ile

Gln

Gly

Ile

FPhe

Ala

120

Asn

Ala

Asn

Phe

Gly
200

Ala

Asp

Pro

Asp

25

Arg

His

Ala

Thx

Val

105

Arg

Phe

Ile

Glu

Ser

185

His

28

Trp

Pro

Leu

10

Val

Gly

Phe

Gly

Ala

S0

Arg

Asp

Asp

Gln

Ile

170

Gln

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Pro

Asp

Ala

75

Ala

Fhe

Val

Ile

FPhe

155

Pro

Gln

Ile

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

His

60

His

Ser

Ser

His

Val

140

Fro

Gln

Pro

Pro

Ala

-20

Leu

Tyr

Pro

Leu

45

Glu

Gly

Fhe

Thr

Gly

125

Gly

Asp

Ala

Ser

Arg
205

Ile

Tyr

Glu

Ile

a0

Leu

Arg

Thr

Leu

Val

110

Fhe

Asn

Leu

Ala

Ala

120

Ser

Gly

Arg

Val

15

Gln

Glu

Val

Phe

Asn

95

Ala

Ala

Asn

Ile

Thr

175

Met

Tyr

Leu

Arg
-1

Asp

‘Asp

Asp

Pro

Thr

80

Ala

Gly

Thr

Ile

His

160

Ala

His

Arg



His

Gly

225

Ala

Asp

Pro

Ala

Tyr

305

Thr

Ile

Leu

Phe

Asn

385

Tyr

Asn

Ala

Met

210

Ser

Ser

Phe

Glu

Phe

290

Ala

Asn

Val

Phe

Glu

370

Arg

Thr

Ala

Leu

Asp

Ser

Leu

His

Trp

275

Gly

Pro

Tyr

Arg

Ser

355

Gln

Asp

Pro

Gly

Val
435

Gly Phe

Lys Leu

Val Trp
245

krg Gln
260

Asp Val

Phe Asp

Leu Thrx

Fhe Ala
325

Gly val
340

Tyr Leu

Leu Pro

Gly Ala

Asn Thr
405

Arg Gly
420

Arg Glu

GLy

ile

230

Glu

Asp

Cys

Leu

Iys

310

Glu

2s5p

Asp

Ile

Gly

120

leu

Phe

Val
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Val

215

Lys

Glu

Len

Val

Leu

295

Leu

Thr

Fhe

Thr

Asn

3i7s

Gln

Asn

FPhe

Ser

His

Trp

Ala

Trp

Gln

280

Asp

Gly

Glu

Thr

Gln

360

Met:

Met

Ser

Thr

Pro
440

Thrx
His
Gln
Asp
265
Ile
Pro
Leu
Gln
Glu
345
Leu

Pro

Phe

Gly

Ala
425

Thr

29

Phe

Phe

Val

250

Ala

Val

Thr

Leu

Val

330

Asp

Asn

Arg

Ile

Tyr

410

Pro

Phe

Arg

Lys
235

‘Leu

Ile

Asp

Lys

Lys

315

Met

Pro

Arg

Val

His

Phe

220

Ser

Ser

Glu

Glu

Ile

300

Leu

Phe

Leu

Asn

Pro

380

Arg

395 .

Pro

Gly

Asn

Arg

Arg

Asp

Val

Axg

Gly

Ser

Ser

285

Ile

Asp

Gln

Leu

Gly

365

Ile

Asn

Gln

Thr

His
445

Lys

Gln

Lys

Gly

270

Gln

Fro

Arg

Pro

Gln

350

Gly

His

Lys

Ala

Val

430

Trp

Asp

Gly

Asn

255

Asn

Ala

Glu

Asn

Gly
335

Gly-

Fro

Asn

Tyr

Asn

415

Ser

Ser

Asp

Lys

240

Ala

Gly

Gln

Glu

Pro

320

His

Arg

Asn

Asn

FPro

400

Gln

Gly

Gln



Pro

Val
465

Arg

Val

Thr

Gly

Thr

545

Leu

Glu

Gly

Ser

Ala

625

Glu

Ser

Ala

<210>5
<211>3

Arg

450

Asn

Lys

Arg

Tyr

Pro

530

Ser

Glu

Gly

Val

Ser

610

Tyr

Val

Glu

Thr

1

<212> PRT

Leu

Ala

aAsn

Val

Tyr

515

Leu

Glu

Lys

Val

val

595

Pro

Arg

Leu

Glu

Phe
675

Phe

Met

Val

Ala

500

His

Pro

Ser

Asp

Asp

580

Val

Leu

Trp

Asp

Ser

660

Arg

Phe

Arg

Leu

485

Ala

Asn

Thr

Ser

Gly

565

Gln

Val

Fhe

Gly

Ala

645

Val

Val

Asn

Phe

470

Thr

Ala

Asn

Ile

Ala

550

Leu

Thr

Asp

Pro

Lys

630

Ala

Asp

Ser
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Ser

455

Glu

Gln

Ile

Lys

Lys

535

Leu

Val

Tyr

Gly

Thr

615

Pro

Asp

Lys

Leu

Leu

Ile

Leu

Gly

Thr

520

Thr

Asp

Val

Sér

Ala

600

Gly

vVal

Val

FPhe

Gly
680

Thr

Ser

Asn

Leu

505

Ala

Leu

Gln

Thr

Thr

585

Ala

Arg

Gly

Pro

Val

665

Ala

30

Pro

Leu

Arg

490

Ala

Gly

Arg

Ala

Val

370

Ala

Ala

Pro

Val

Glu

650

Glu

Phe

Val
Val
475
Val
Ala
Val
Val
Ala
555
Val
Asp
Leu
Leu
Cys
635
Asn

Glu

Val

Glu
460
Lys
Ser
Pro
Ser
Gly
540
Gln
Ala
ala
Phe
Gln
620
Gly
Gly

Phe

Phe

Gln

Ser

His

Asp

Ile

525

Ile

Leu

Glu

Thr

Ala

605

Ile

Gly

Asp

Glu

Gln

Glu

Asp

Ala

510

Leu

Leu

Arg

Thr

Gly

580

Ser

Phe

Lys

Gly

Lys
670

Phe

Glu

Val

495

Asp

Gly

Ala

Thr

Leu

375

Phe

Thr

Val

Ser

val

655

Gly

Leu

Cys

480

Ala

Asp

Ser

Thr

Axg

560

Axrg

Asp

Ala

Asp

Ser

640

Tyr

Leu
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<213> Penicillium pinophilum
<400> 5

Asp Asp Ser Asn Ala Ser Ser Glu Thr Glu Ala Phe Leu Ser Glu Phe
1 5 10 15

Tyr Leu Asn Asp Asn Asp Ala Tyr Leu Thr Thr Asp Val Gly Gly
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<210> 6

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: P catalasa F

<220>

<221> misc feature
<222> (18)..(18)
<223> cualquiera

<400> 6
gaggccggca actaccenga rtggra 26

<210>7

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: P catalasa R

<400> 7
cctgeteggt ctcggeraar wartt 25

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: PCNF

<400> 8
atgcgaggat tatactccct ¢ 21

<210>9

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: PCNR

<400> 9
ctactcatcc acagcgaatc g 21

<210> 10

<211> 20

<212> PRT

<213> Humicola grisea
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<400> 10

Gln Asp Thr Thr Ser Gly Gln Ser Pro Leu Ala Ala Tyr Glu Val Asp

1

Asp Ser Thr Gly

<210> 11

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> cebador: H catalasa F

<220>

<221> misc feature
<222> (3)..(3)
<223> cualquiera

<220>

<221> misc feature
<222> (6)..(6)
<223> cualquiera

<220>

<221> misc feature
<222> (12)..(12)
<223> cualquiera

<400> 11
gtncgnttyt cnactgt

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

17

<223> cebador: H catalasa R

<220>

<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> cualquiera

<220>

<221> misc feature
<222> (9)..(9)
<223> cualquiera

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> desoxiinosina

<400> 12
aaraanacng gnttrttgtt

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20
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<220>
<223> cebador: HCNF

<400> 13
atgaacagag tcacgaatctc 21

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: HCNR

<400> 14
tcaaaaaaca aaggcaccaa g 21

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: proctasaB-N

<400> 15
atggtcgtct tcagcaaaac ¢ 21

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: proctasaB-C

<400> 16
ctaagcctga gcggcgaatc ¢ 21

<210> 17

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: proctasaBNxba

<400> 17
ggtctagaat gtcaagcaag agagt 25

<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: proctasaBCxba

<400> 18
ggtctagaat caaccactga agtgga 26

<210> 19

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador: PCN-XbalPtN

<400> 19
ggtctagagg tcaaaatgcg aggattatac tccct

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: PCN-XbalPtC

<400> 20
ggtctagact actcatccac agcgaatcgg

<210> 21

<211> 9728

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> plasmido pPTPCN

<400> 21

35

30

34



togagattct
ttetgteggg
getctactga
tcgctggacc
cacctaaacc
tttctgegkt
ccagtctecac
ccggogcatyg
aatagccaga
cagccgatca
tacaactact
ccgtetcagyg
ctgccactcyg
acgggcccca
ggtcatgagg
tgatcaccga
cttggattct
tagagatgta
coctEtttgt
cccaccaace
gcagagacac
gcaacgaget
gtgccagcag
ggcceegacgy
atatctaccc
atcggeccccce
gctatctact
gtettactet
cacgggcgac
tggaagggac

tttgctctga

ggtccegege
gatgatttte
caattttcca
tecaggatey
acgcgattge
tegegeeott
ggcatcagtc
cctggacgec
cggggaccay
attcgtccaa
acgaccccayg
cgatgcacga
accagttttt
tggtgggcga
ggatagagtc
tggtctcatyg
tgctagttec
tatcctcacyg
ctcgatcgty
aacaatgtcc
cgtcgagctce
aaattagacc
ataagttgaa
acccetgegeyg
ttcagcagtt
acggtcgaat
ccgocggtaac
gcaccgagte
ggacgacacyg
atcatctcct

agagcatggt
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gaccacctca
atettgaagg
gactitcacg
caccattgaa
gcgattgttg
dgaccgcago
gccgcggocg
agcgcagagt
catgacttcet
catcaatgte
cgcaactecyg
taatccaggt
caacagttcg
atttgacatg
ggctggcgga

aatgtacgaa

tttctgtaca

gataccgccg
aggeggaacg
ttggacgcee
aaatgggeeg
actgataaga
tcgtgtgact
atcggeggtg
cagcctagoe
gagetcttgt
atcgtgectg
ggccgocggt
gatttggacg
tccatcatga

cgacttggat

agcatgeccce
taggcecectt
cteggtgcca
geccttgaaga
gaattgctca
ggcgatggcyg
cgtgaaggge
gcgacacaaa
gtccatgatc
tcgtteoatge
ceggcaggeg
acgtccggeg
acagcegtygy
ctggaggtgce
gggaaccttc
tttacgegte
ctteegettt
gagtgcgcca
caggatgaag
aactetecat
gccaaccccy
cgecgatagte
ggatgttggc
gagegcaatc
ctgcagactt
ctecttteeoge
tctccactaa
tggctctgte
gacatgcgga
cggctgccat

gatggaggag

35

tgtccggacyg
cggtteeccee
aagaagacda
cctgogtagt
ccaccagcat
aacaagaacg
cacaaaaccy
atctgggata
cgctggecgy
cccctoctiec
agctggacgg
gattgccoga
tggaccaggg
ttctaaatga
cgtcacagtt
gtagcttctt
tggettgtyga
ttretyggtta
acacggcttc
ctactggtca
agtecgtcagyg
caaagtctga
taacgtatgg
taaggacatc
gtcggaccag
cagaccetge
ggcagggtec
ttggcaattyg
gatettegte
agcggggact

ttgatcgagg

tgctttegta
gtaggccgty
tgtgcgtgty
cgacgatgtt
togecacgegt
cccatcecgea
ccgggaagad
tgtcgatagce
catccctgee
atcagtgtat
gtetaatgtt
ctggtttgeg
tetgggagge
acagtatgac
tttgecaatcg
cctettttty
tcttgattge
ccttctcttt
tccategegg
ttggtccaat
ggcageggea
ccgtcacatt
cgtectocegga
cgegectaag
tgctatcgtg
cagttaatct
agggctgtat
cgaatatcet
ggtttattec
ctgagacatt

tcaatgagga

60
120
150
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



gaggcttygca
accaagagtc
attctagagqg
geggettegg
cctecatcate
tcecgagttct
gaggatcaaa
ttcecgtcaga
cttcaggggt
ggtgctcatg
ttgggagett
cgaggaagty
gagggaaact
caacagacat
cagatctcat
cacacgacac
gggcaatggc
acacctatcg
cgctgcaagy
ccgactttat
aggtatgtac
ataattgagg
cttecggttyg
ttgaattact
atttcctact
gaggatcctce
ggtggtceca
aaccgcgatyg
accttgaata

gcococcedgge

agtataagaa
caaggecttct
tcaaaatgcyg
ctgcatgeec
acggaaagcqg
acctcaacga
acagtttgaa
aaatccagca
agttctgaca
gtgtatttac
ccggaaagga
CcCgacaccgc
atggtagect
tgttggaaac
ccatagcgtt
ggcctatgac
aggccatggt
gttcgtgaca
tecgggccagt
gagacaggat
caccgaattc
agtcggatgt
aaaaagttcc
ttgecgagac
aacgtggata
ttctccaggyg
actttgaaca
gattecgecea
atggctctee

gctcegecaga
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gagactgctce
ttgtctggtt
aggattatac
aatgctgact
tgacgattca
caacgatgcc
ggccggeatt
ttttgatcat
tgcccaggte
ttcatatgec
aacgcccaca
tegtgacgtt
ttctettiga
aacattcctyg
aagccacagc
ttctttggte
atcccacggt
gatgatggct
ctggtctggg
ctgtatgata
atggaaagta
cttaagctac
aattactgcg
agagcaagtc
gttccaacct
tegtttatte
aattccaatc
aatgtttatt
tcgacaagece

tggacacctt

gaccagcaga
ctatctctte
tcectecggeg
ggcgaaatcc
aatgcttcct
tatctcacca
cgtggatcga
gagegtgtag
ccggaacgtg
gactggteca
tttgtecget
cacggatttyg
ctegtocata
tcttetteat
cagccaatga
aacagccaag
ctttccgteca
cgtccaaget
aggaaqctca
gcattgaggc
ctecgactaac
ggatttgacc
ctcggaaaaa
atggtaagtc
ggccacattg
tecctacctey
aatcgtccge
cctttgaace
aacgagactyg

gttcgcgcta

36

atggatcttc
tecegaactcect
ccttegecag
cagctggtag
ccgaaacaga
ccgatgtagg
ccctecttgga
gttatocatt
ccgtgcatge
acatcactge
tctegactgt
ctactcgett
gatagggatg
ccaagatgct
aatcccacag
cactctgcat
tgttgacgga
ggtcaaattit
ggccactgct
aggccgttat
gtgaacagct
tgttggatce
tgcaactcaa

gaccttcegy

_ttcgtggtat

atactcagct
gtgttcctat
aggcagcata
tcggaaatygyg

cgagcccaac

ttgttcatca
cttgettgac
tetcattgey
tgttgccaat
agcctttctyg
cggtecgate
agacttcatc
ctatcacgta
tcgaggtgca
tgcttcattt
tgcaggcagc
ctatactgac
taactgactt
atcttattce
gctgctactg
accctettet
ttcggtgtec
cactggacat
ggcaaaaatg
ccagagtggg
cggcgtgcaa
aaccaagatt
ccgtaatcca
cactcgagtc
cgacttcacc
gaatcgcaat
ccacaacaac
ttcacccaac
cttctttace

atttgccgac

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660



gtgtggtcte
atcaatgctt
atcacacaga
gtetecegege
acattcggta
aacggtgaaa

gtggacgtceg

tcagacgcaa

cctecaaacct
attttggtcg
gctctétcag
agtgacgact
ttegotgtgy
ga;ccctcga
gttgatttga
gtatctatgt
agtgcaggat
ctegrecgge
atcagttaca
ttcaactaaa
ctctggtgtt
tgcctatagt
tagagttgta
ttaaaatatt
aagaagttgt
cgacgeccaa
gcccttgtgg
cccaccaggy
cttttttgaa
atgtcatecte

gtttgcgcaa

agcctggett
tgcgtttcga
taaatcgcgt
cegaaccega
cteccgttgaa
gtagtattgc
ttatcgtege
cgaactttga
ttacagccga
atgcctteccg
cggtggatat
ttgtcaagca
atgagtagtce
cgatgaacta
tgatgacccg
gatgaatata
aaacacctga
ccaacatcac
acacctctct
atcggtaagt
gaaagatctc
tccgttgacg
gtttagatta
atcatgtcaa
gaacttgecet
atgaaccaca
cgcaatcggt
getetittet
acatatgagg
gtccttctge

ttaacatcat
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gtittacaac
attgtctaat
aaacaacacyg
ctctacatac
aaagcttgac
cgagggacaa
cgagcatctt
tgctgttatt
atccaataca
ctttggcaag
cagtéctgat
gctaacggag
tagaatcaac
catgtggaaa
tacatacttyg
tatatatata
accagtagta
cccagaggry
gacagatgtyg
aataataatt
tececetggea
ctccgtggga
ttaataagtt
taagcaaaac
ggaattgaga
tcaaataagt
agcgcgtaag
atttatecttt
cgectecctt
tatcaatcaa

gcttcatatt

tccttgacgg
gtaaagagcg
ttagcaacac
taccacagca
ggtctcaagqg
gcattggcac
acttcgaacy
gtcagctcaqg
acactttatc
ccggttggag
cgtagtggty
gaccttgcca
cactgaagtg
tgtatagcag
atgaagcteg
tgtatatcca
gtacttteccc
gecgcagagyg
aaggagtaca
taagacccaa
acacctagtt
aagtgcagtt
tcaatagtcet
tgccatagag
aaattgggga
caatttttgg
acttctaatc
ttcoccoctteg
atgtcctttt
agaaatatct

cacatgaacy

37

ctaccgaaca
aggatgttaa
ttgtggctte
ataagacgte
tcggagtcct
aaagcctagce
tgtcagctac
gggctgaagyg
cggcaggecd
cagtiggtgy
tgattactgg
cattcaaatt
gagtctataa
acgagggtga
gtac%tatgc
tctcatggct
acctatatct
agtcttataa
ataaatcacc
teccacgecaat
gtgggagaac
acataaatat
agtcctctac
atégtagtaa
cgggcgegtt
aaaccgttte
ttaaggctgt
atttogeatt
cctttectte
gccctctcéa

geccygcetcac

acagttcgtg
aagcaatttc
tgcaattgga
taatgtcgga
tgcttcggtyg
gyggetcgaac
atactctgga
tctctttgga
tcctagecag
tgccagtgca
tgattcegte
cttggaccga
tctgctgatt
tggtgatgat
aaatgtgact
tttggetatg
actgeggtge
gatagctact
gaaacacaaa
gttaaactat
tgtgtttgce
attaagaaag
aatcgcacag
gttcctggeg
agatagggac
tacacaagta
gggttegace
caacttcaaqg
tttctttett
aacgtgactt

ttgetttttt

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
47490
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460

5520



tgtctaacet
cgecattaac
aggctgtggy
ttecctteett
tcatgataat
gctccteeccce
aggaaaggga
gaggcagtgyg
tttcattacc
tctecagaac
catagtatac
gggccggatc
cccaaggaca
ggaatagaat
ttcaggtaag
taagcccaaa
cgtttaaaac
gggtatgaat
attcactggc
atcgecttge
atcgccette
tccttacgea
ctgtagegge
tgccagcgecs
cggectttcec
acggcaccte
ctgatagacy
gttccaaact
tttgccgatt

ttttaacaaa

caagcaagaa
caaggaggce
ttcgacecee
atttttcgta
gttattgaca
ccecttecteo
aggaagaggg
actggtatgt
aatgtggata
ctecacgaag
cacttecacga
atcatgaget
aagctccagt
ctegeaatag
tgagtagcca
gagatcatat
gctgatagga
cctcaaacaa
cgtegrttta
agcacatcee
ccaacagttyg
tctgtgocggt
gcattaageg
ttagcgcceyg
cgtcaagctc
gaccccaaaa
gtttttcgee
ggaacaacac
tcggtctatt

atattaacygt
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gctgetgtga
ctigtggecge
accagggget
gtattacctt
gtatactgee
ggcgaatttc
ggggegggta
gococcacgecs
aaccgtctcyg
gtgtteogeot
ccgaaggaat
tcagagcttg
ttgacaaaga
taaatattag
gtataagate
actgatcatt
taaaaccatt
ctccagcgga
caacgtcgtg
cctttcacea
cgcagectga
atttcacacc
cggegggtyt
ctectttege
taaatcgggyg
aacttgattt
ctttgacgtt
tcaactctat
ggttaaaaaa

ttacaatttt

atgcaagcta
aatcggtage
ttacattttt
aagaaactat
tagcaagatg
gagatagacyg
catggaaaat
taaatcgttc
ggaactgcga
tgaataccat
cggtgtatct
aggttgcata
cctttccatc
aagctaagtt
aaatcgaget
agtgatgtga
aatactagta
gagagtagta
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
gcatacgtca
ggtggttacyg
tttcttocct
gctoeocttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcgggetat
tgagctgatt

atggtgcact

38

atatggcatyg
gcgtaagact
ttcattttet
aattgactaa
grtgttttata
ctgaatgttq
cacatcaaca
aagcaaagga
gatctcttce
acccatggec
aatccggaaa
tagacttgta
catbtgatatcc
gagacgatac
aatagcctygg
ctccatttgg
tcgcagtate
tegtececatg
ccctggegtt
tagcgaagag
gcgectgatg
aagcaaccat
cgcagegtga
tcectttcteg
gggttccgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tettttgatt
taacaaaaat

ctcagtacaa

atattgtacc
tctaatctta
ttttggtaca
ctgggctggg
atatcaatca
actgcaacaa
cacgattaac
tgégcagtat
aatgatttct
gaatttgttg
gctagacgga
tgegtttcte
atatcatccyg
agccccaage
gagcatacgyg
caattcctct
acgaagtatc
ccttaggcga
acccaactta
gcccécaccg
cggtatttte
agtacgcgee
ccgctacact
ccacgttcge
ttagtgcettt
ggce;tcgcc
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa

tctgctctga

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260

7320



tgccgcatag
ttgtctgcte
tcagaggttt
atttitatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgcoggy
gtactcacca
tgctgceata
accgaaggag
ttgggaaccg
agecaatggca
gcaacaatta
cctteocgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatceccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcage
ccacttcaay
ggctgctgcc
ggataaggey
aacgacctac

Ccgaagggaga

ttaagccage
ceggcatecy
tcacegtcecat
gttaatgtca
cgcggaacee
caataaccct
ttccgtgteg
gaaacgetag
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagty
ctaaccgctt
gagctéaatg
acaacgttge
atagactgga
ggctggttta
gcactgggge
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtogg
accgaactga

aaggcggaca
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coccgacaccee
cttacagaca
caccgaaacd
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattce
tgaaagtaaa
tcaacagecgy
cttttaaagt
teggtegecy
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatace
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactyg
ttctgocgegt
tgcocggatca
taccaaatac
cacecgeoctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca

ggtatccggt

gccaacaccce
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
ctttttbgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgotatgt
catacactat
ggatggcétq
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgaqg
aactggcgaa
Laaagttgca
atctggagec
gcccetecaogt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agocgtcagac
aatctgetge
agégctacca
tgttecttcta
ataccteget
taccgggttyg
gggttegtgc
gcgtgagcta

aagcggcagg

39

gectgacgege
gtctcocggga
aagggcctog
acgtcaggtyg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgee
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgeggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtyg
atcgtagtta
gcectgagatag
atactttaga
tttgataate
ccecgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtageegt
ctgctaatece
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcey

gtcggaacag

cctgacgggc
gctgcatgtyg
tgatacgcct
gcactttticg
atatgtatce
agagtatgag
ttococtgtett
gtgcacgagt
gccccgaaga
Ltatcccgtat
acttggttga
aattatgcaqg
cgatcggagd
geecttgateyg
cgatgectgt
tagettcoceg
tgcgeteggce
ggtctegegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagyg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttace
gettggageg
ccacgcttcc

gagagcgcac

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
888¢
8940
2000
9060
9120

9180



10

15

20

25

30

gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgceyg
tcectgegtta
cgctogecyc
cccaatacge
caggtttcce
tcattaggca
gagcggataa
cctgecagg
<210> 22

<211>21
<212> ADN

ccagggggaa
cgtegattet
gecetttttac
tccoctgatt
agccgaacyga
aaaccgccte

gactggaaag

ccecaggett

caatttcaca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador: Nia-N

<400> 22

atggcgactg tcactgaggt g

<210> 23
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador: Nia-C

<400> 23

ttagaagaaa tgaaggtccg a

<210> 24
<211> 6416
<212> ADN
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acgcctggta
tgtgatgcte
ggttcectygge
ctgtggataa
ccgagcgeaqg
teccecgogoy
cgggcagtga
tacactttat

caggaaacag

21

21

<213> Aspergillus niger var. macrosporus

<400> 24

tctagacgtc
atttcecLLtee
aggcaatatt
ctggagacttc

gaaactaaag

cactcactga
ttccatcttt
acttgctcaa
cgtaatcctyg

tggatectgge

ctactgactc
tcctgetege
taatccecga
ctgcatttaa

cgetgtecte

tctttatagt
gtcagggggyg
cttttgctgg
ccgtattace
cgagtcagtg
ttggcecgatt
gcgeaacgca
gcttccggcet

ctatgaccat

ctgactgact
cceccactgeg
taccgtgaat
tgggcaatta

ctggggcttg

40

cctgtecgggt
cggagectat
ccttttgete
geetttgagt
agcgaggaag
cattaatgcea
attaatgtga
cgtatgttgt

gattacgceca

agtagtcggce

gcaaaaagct
acacgattaa
atcggeggeyg

ttttgccatt

ttecgecacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagageg
gctggcacga
gttagctcac
gtggaattgt

agettgcatg

cgatgggacc
caacagtcce
tcacggtcaa
gagcccttﬁg

acagcacaaa

9240
9300
9360
9420
2480
2540
2600
9660
9720

9728

60
120
180
240

300



ttgtcactag
ccagtttttt
ttceceacatt
caggaggaca
tatctctget
ggccgaatygt
atacctcctg
ccgttgaget
cgattaattt
ctgccttcty
ctcatgecett
gtcactgagg
atcaaggtce
ccgtcaaaag
cocgegegace
ctcacggege
cteggegcaa
ccecggaact
tccccaattg
catcatctga
cattttgcag
acgdaaggag
gtcgacgget
gaggaaagcc
tccatgeatg
tcaaactecaa
gecgaggatet
gtggccgaag
ggtaccacat

acgttgtcta

tatcgagttt
ttttcatyce
cccggtagga
caccaggacca
tgttagttaa
tggcecctcac
tttcttctec
aatccaaaag
tccecgtaget
catgctctgt
atttggcacc
tgcetgacaga
accaggagga
agccaaccga
ctegecttat
tgtacgacga
acttccttgt
gttctatgtg
ggagattagc
caatggatat
caatacgatc
cagaatgtygyg
ctctggactg
aagtatgtct
cagtgcecctg
ttgggccatyg
ccgtectgat
tgtcaaatgg
ctatgacaac

actgttatcc
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agtttagtga
tggtttttta
atgttcgaat
tgactagacc
ctecattgtte
tcacgccctc
gtggacttag
ceggecaghtt
aaccctgate
atcggtccta
tegaggocat
gectttcace
gttgectgee
ggtcctcagt
cagactgace
aggtactcaa
attegtagey
agaaatcatyg
atcgaagggt
gcagectggt
agatcacaqgc
tcaggaagac
gcccaatgat
gcatggaggg
acagtttgct
gatcccaata
cacggccgtc
ctgaagaagc
cgagtattac

aggacaatgg

gtectgcttge
tacttttttt
gagaagcccg
tgctggagag
gaatccaccy
ccacccaaaa
taccagatece
tgagggttea
ttcc;cggat
agcpatactc
tgaaccacat
gctcaagggyg
gtggaacttt
atagacaagc
ggtgttecatce
cgtctttéct
atgctcacct
gcccggtace
aaggaatctec
ggagaagccg
accaatcact
caaaggtttc
ggcagatatc
agctgataag
ttecagccaaa
ggggaatcak
ccttgagggc
tcattctcac
cgtgagactt

tttcgeectga
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tgctcgggay
tttcgggace
tgttctccct
tacggagtat
gecteoecegeogy
tagatctcaa
cggecegttge
tetgtecatet
gagtgtcttig
gtcttcatec
aaacacatac
tcacccteaa
cagacattcc
caacccccga
ccttcaatgt
gcogoceeygce
gccaatagyge
attggtgaag
gatttceotca
cttgtectcea
ctecgtctgtg
tcatggggtt
ctacggagtg
ctggtaagtt
cgggtattac
gectggeecas
tgtegtaccc
tgatgcgecce
gectatceccga

aatgtcgtcc

aggcttgttt
aggtctcaag
gtctaccecga
tactattaca
aaatctctec
accaggtygga
tggtcacace
ggtttttgag
ctecteteat
ctgatattgt
catggcgact
gtcgggteeyg
tetgoccocgeee
ttatcatgtt
cgagectcca
tctttttgaa
ttettgactt
gacgaagata
aacatecgegt
acttccggga
cgggaaacag
ctgcecggeoct
cgaagecttt
accttatcca
gggacatcga
aaaatgaatg
ggccagatcg
agtgataact
ccacaagagt

agtgacccaa

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



cttggtggcyg
accocgagea
gatatgccta
gcaaatgtac
ggcgattgge
ttggtggtag
tggatatcygce
aggccttggce
ctitggttecg
atcctactgg
atggttactg
agatcaacat
actcaagcga
tectggagag
ctbgaggaatt
ctgacacace
ccatggataa
ctcgtgcaac
acgtgtcctg
gtetgececat
tcatcegete
tcaagatcga
agctegegtt
ggaacggcaa
gcggtggaac
aggaccctac
gcogecgatet
taaccaaggc
aggagcacgc
aaaagtcege

tctaagggaa

cgacgaccga
Taaggaggtg
tgcaggaggc
gacgatcatt
caacatctca
agtggacatqg
cattcctgag
tctccaacca
ggtcaccatc
gceeggegga
gggagaacga
gaagaaagag
tgagaagcce
ccatccggga

tttggcaatc

-cacagatagc

ggegtecttyg
attecttcag
ggacacgcgy
tggccagcat
atacacccct
cttcgacacg
gggatcagaa
gatcttggtyg
tggtatcacy
gtecatgegtyg

ggacgecctat

tecggacagt

cattcecgat
caggaagatc

gcgectecte
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tatgcgattt
ctggatcttg
ggtcyggagya
gcgcaaatgt
tatgccgaag
tcctggegeg
ctagaaaata
cgcgatatgt
acgaaggaga
tggatggagc
caagcaggag
ggcgtgaace

tggttcateg

ggagctcaga

cgtacgtoct
Jgaaacagcca
gaagcgctca
tcgaaateat
attttcactt
ctcatgatca
atcteccgata
cccacagtca
atcgactgca
agcgggaaag
ccaatettee
gtcctggatg
gaagcgttagg
tggactggac
ggcaagagca
cttctggage

agtactggaa

atgatcttaa
cgtcggcagy
ttacgagagt
gttgaggcag
acaagtatcg
agacttgttt
cagatgccat
attggtctgt
acgggactct
gcgtcaaaaa
aggaaccgac
ggattatcga
tgaacggtga
gtatcatctc
agggaccttc
aagccatgat
agaacgacaa
ggacaaaggc
tccagctcca
aggtcgccga
ccaaccagga
aaggtggcaa
agggtceccac
agcgccatgt
aagtgctacy
gcaatagaca
atagcaagaa
dgccgtggacyg
tggtgcttat
aaggatgggc

atagcctticy
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cgtgaactct
cecgtegtac
cgaaatatct
agctaacatyg
tgactttgaa
ctgctggtge
tctegtgega
tctgggecaty
caggttcgag
ggccgggggt
agagcctgag
ccttcaagaa
agtgtacgac
gtctgetgge
gaacaatgga
gceccgattac
cgecaccacaa
aacacttgta
acacgacaaa
ccctaccage
aggcaccatg
gatgaccaty
tggtaggttt
tagttetttt
tgcggtgatg
dgaagaggac
gtgtaaggtg
tatatcagaa
ctgtggtcca
ggagtcggac

tcactagtat

tctgttgtat
aacgtgaaaqg
ttagacaaag
tttttagect

ggggactigt

ttctggtcge

gccatggatyg
atgaacaatc
cacceaacayg
gatctggtea
cctgagaagy
ttcaagaaga
ggcacggecat
atcgacgttt
aattagaatyg
catatcggaa
tcggatgaac
aagaggacgy
caaaccctgg

aaagaagtca

gacctgctgg

gccttagaga
gagtaccttyg
aagatgattt
caggacaagc
atcctctgee
gtacacactt
gacctgectga
gaggccatgg
cttcatttct

aggaagacga

2160
2220
2280
2340
2400
24€0
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
35440
3600
3660
3720
3780
3840Q
3900

3960



cattgttaga
tttcaaattt
gtaggategt
acaagtagte
agtcacttca
atgctatacc
agaggtagaa
ccaagattee
tcgtacgttce
gaaaaggcac
ttagtagtat
ccagataaac
tceegtatte
gacaaccacce
ctagtgcctc
gaattegeeg
taacattatt
gccatgecce
gcaagcacca
gacgagcaag

accgcaaccc

aacgcggccc

cggagttcat
ggatatggaa
gatgceetet
tctaatatta
ggaattctac
geggetggeg
gggéagcacg

tggttgttgg

tgtatataag
gaaggctaaa
ctaccagtgt
ggtcctgett
tetocaaacy
cgacgtttca
gttttgttic
attcagcgga
atcgtacttt
ttgaagcaat
Jggagcagaca
ctgtcaatca
atcgttctta
agacgacgceyg
tcceegtcoca
cggttcaacc
taccttatcc
cgegcaagaa
ctgaccagecc
agaccgegtt
ttcteccecge
tetttetett
gaaaagccaa
gaagctyggg
ctcatccatg
cyggaatgage
tgccogttcg
atggaaggaa
gtggctgata

ggaaagegta
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aacgctaatt
attgggctcyg
cagaatcgte
tataaggaaa
ggccacacgg
aagaaccttg
actcatccga
gagcgagcgt
attctaaaac
tcgecaatcoy
acttctccca
tccacagatc
ctcgaacaca
ttggcagegce
acgeceggac
aacccgegga
acctctacac
agccaaactt
aacaaccgcg
attgaagggg
gcgcgeagygg
tcaaaaggca
ggctatgege
acattataca
gagattacgt
aggaagattc
aattacccca
cegeatceteo
cggacggtgc

ctaatcgecaa

ccacaagaaa
aagtgocgcct
tcattcgttt
gcgactgtca
agacagtcgc
gacacgftct
cgactgacag
agggaatcct
aattccctge
accctattaa
cggcaacage
atgaccatac
geccaccaaa
gagatcacgce
caccgcttgt
cgagagctct
acaaagtctc
accccccaan
gattacgacc
attataaaat
gaaacactat
tgcacaagca
ccgégcacgc
atcttocggce
cctttggatt
attgataaca
ggatgaatac
tgatcectage
gtatétaata

tcgattecate
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tatgtacgaa
gcaatatgcg
actcacgtca
actaaatgéc
tggcgectttt
ataccgegta
gttcaacgtec
tcgaagatat
cgtatttctyg
tgacgtcttt
ttcaatggat
agogggccaa
acctcgtggyg
ctcactaaac
tegggaaace
cececkeegtc
tetttacgea
gcgagaatge
cagtgacagg
ggaagcctgt
catcggagca
cttccgtatg
agaacacaca
tttggatgaa
ctgygctegtyg
gacaccgceceyg
géagaattga
acgeatgcgg
tctetgectt

tcatacagaa

ctgtgatgtt
cgagtcagac
gtcatttaag
gtcgcactat
ctggatgtaa
agcagegaat
gtggcgcaca
aacggaggtt
aatcgcactc
cagcatatgg

gcaggaaccyg

cagtggagtc

aatctcaagt
ccgaaccaga
gaagcggeaqg
ccctcagaaa
ccaatcaate
cgageegtca
tcoctggacy
cggtacgttg
gtgtgacget
atcgeogattt
cggataccgyg
cgggtgggtt
ctaacattca
aggactcaaa
tgttcgaacy
gatcgaggag
ggtetgtcaac

cetogetett

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700

5760



cceceecgegece
cgcgttegtce
aggaagaagc
cggacgctgce
cgcgaagtac
cgggaactcg
ttcgttggcect
ttggtggggc
ttttgccgga
atctccaacg

tggcatctaa

atcacgagga
gcgtcttcat
ggattctggce
gaaggatgat
gcgtgcccag
gaggggtcga
ctgtctgtaa
tttgtttgta
cggtacgcta
acgacagttg

atacatggga
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cggaagtcag
gtggaggtcg
gaggagacag
agtgaggtcg
acatcgagga
cggcgtcage
caaatacgtc
tgattacttt
tgcatactcc
gagaatagga

gcacatacaa

gtcgtggcgg
aaccgccggce
gcgcaaatga
atgaggaagc
cgaagcagaa
cttgatattg
gctaatgata
tctecttett
gttgatcaag
aatccgagat

tagatcacta

44

gcgtccagcg
gaagggatcc
agaaggcgat
ggaggggggc
gggcagaggt
atatgtgctt
ccttgggaga
tgttctacca
ccattggctt
aggaagtaaa

catatttggg

ggacgaggga
ggagctgcgg
gaagatggtt
tcgectacga
acagcaggca
tctgctgacg
aataggcgtt
tccattgttc
gtatctttct
acaacataga

tctaga

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360

6416
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina seleccionada del grupo que consiste en:
(i) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-692 de la SEC
ID N°: 2;
(i) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que se eliminaron, sustituyeron o afiadieron
de 1 a 50 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-692 de la SEC ID N°:
2, y que tiene una actividad catalasa termoestable; y

(iii) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 80 % o mas con la
que consiste en los aminoacidos 1-692 de la SEC ID N° 2, y que tiene una actividad catalasa termoestable.

2. Un ADN seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un ADN que codifica la proteina segun la reivindicacion 1; y
(ii) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos 1-2403 de la SEC ID N°:

3. EI ADN segun la reivindicacion 2, en el que se escinde del ADN una secuencia intronica.

4. El ADN segun la reivindicacion 3, en el que la secuencia intronica es una o mas secuencias seleccionadas de la
secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos 322-372, 599-651, 1068-1113 0 1279-1326 de la SEC ID
N°: 1.

5. EI ADN segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que del ADN se escinde una secuencia de
nucledtidos que codifica una secuencia sefial.

6. El ADN segun la reivindicacion 5, en el que la secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia sefial es la
que consiste en los nucleotidos 1-126 de la SEC ID N°: 1.

7. Un vector de expresion que comprende el ADN segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

8. Un microorganismo huésped que comprende el vector de expresion segun la reivindicacion 7.

45



ES 2547 118 T3

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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