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DESCRIPCION
Tratamiento de material celulésico y enzimas utiles en el mismo
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la produccion de productos hidrolizados de azlcares a partir de material
celulésico. Mas precisamente, la invencion se refiere a la produccién de azlcares fermentables a partir de material
lignocelulosico mediante conversion enzimatica. Los azucares fermentables son utiles p. ej. en la produccion de
bioetanol, o para otros fines. En particular, la invencién se refiere a un método para el tratamiento de material
celulésico con celobiohidrolasa, endoglucanasa, beta-glucosidasa, y opcionalmente xilanasa, y a preparaciones de
enzimas y usos de las mismas. La invencion se dirige ademas a nuevos polipéptidos celuloliticos, a los
polinucledtidos que los codifican, y a vectores y células anfitrionas que contienen los polinucledtidos.
Adicionalmente, la invencion se dirige a usos de los polipéptidos y a un método para prepararlos.

Antecedentes de la invencion

Los productos hidrolizados de azucares se pueden utilizar para la producciéon microbiana de una variedad de
productos quimicos finos o biopolimeros, tales como acidos organicos, p. €j. acido lactico, o etanol u otros alcoholes,
p. €j. n-butanol, 1,3-propanodiol, o polihidroxialcanoatos (PHA). Los productos hidrolizados de azlcar también
pueden servir como materia prima para otros procesos no microbianos, p. €j., para el enriquecimiento, aislamiento y
purificacién de azlcares de alto valor o varios procesos de polimerizaciéon. Uno de los principales usos de los
productos hidrolizados de azucares es en la producciéon de biocarburantes. La produccion de bioetanol y/u otros
productos quimicos puede tener lugar en un proceso integrado en una biorrefineria (Wyman 2001).

Los recursos limitados de carburantes fésiles, y cantidades crecientes de CO- liberado a partir de los mismos y
causantes el fendmeno del efecto invernadero han planteado la necesidad de la utilizacién de la biomasa como
fuente de energia renovable y limpia. Una tecnologia prometedora alternativa es la produccion de biocarburantes, es
decir, etanol a partir de materiales celuldsicos. En el sector del transporte los biocarburantes son, por el momento la
Unica opcion, que podria reducir las emisiones de CO; en un orden de magnitud. Se puede utilizar el etanol en
vehiculos y sistemas de distribucion existentes y por lo tanto no se requiere inversiones costosas en infraestructuras.
Los azucares derivados de materias primas renovables lignocelulésicas también se pueden utilizar como materias
primas para una variedad de productos quimicos que pueden reemplazar los productos quimicos con una base
oleosa.

La mayoria de los carbohidratos en las plantas estan en la forma de lignocelulosa, que consiste esencialmente en
celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina. En un procedimiento de lignocelulosa a etanol el material lignoceluldsico se
pretrata en primer lugar quimicamente o fisicamente para hacer mas accesible a la hidrdlisis la fraccion de celulosa.
La fraccion de celulosa se hidroliza a continuacion para obtener azlcares que pueden ser fermentados por levadura
a etanol. La lignina se obtiene como un co-producto principal que se puede utilizar como carburante soélido.

Los costes de produccién de bioetanol son altos y la produccion de energia es baja, y existe una continua basqueda
para hacer el proceso mas econémico. La hidrolisis enzimatica se considera la tecnologia mas prometedora para la
conversion de biomasa celulésica en azucares fermentables. Sin embargo, la hidrélisis enzimatica se utiliza
solamente a una cantidad limitada a escala industrial, y especialmente cuando se utiliza material fuertemente
lignificado tal como madera o residuos agricolas, la tecnologia no es satisfactoria. El coste de la etapa enzimatica es
uno de los principales factores econémicos del procedimiento. Se han realizado esfuerzos para mejorar la eficacia
de la hidrdlisis enzimatica del material celuldsico (Badger 2002).

El documento US 2002/0192774 A1 describe un procedimiento continuo para la conversién de biomasa
lignoceluldsica solida en productos carburantes combustibles. Después del pretratamiento mediante oxidacion
himeda o explosién de vapor la biomasa se separa parcialmente en celulosa, hemicelulosa y lignina, y a
continuacion se somete a hidrélisis parcial utilizando una o mas enzimas carbohidrasas (CE 3.2). Se proporciona
como ejemplo Celluclast™, un producto comercial de Novo Nordisk A/S que contiene actividades celulasa y
xilanasa.

El documento US 2004/0005674 A1 describe nuevas mezclas de enzimas que se pueden utilizar directamente sobre
un sustrato de lignocelulosa, por medio de las cuales se pueden evitar los productos de desecho téxicos formados
durante los procedimientos de pretratamiento, y se puede ahorrar energia. La mezcla de enzimas sinérgicas
contiene una celulasa y una enzima auxiliar tal como celulasa, xilanasa, ligninasa, amilasa, proteasa, lipidasa o
glucuronidasa, o cualquier combinacion de las mismas. Se considera que la celulasa incluye endoglucanasa (EG),
beta-glucosidasa (BG) y celobiohidrolasa (CBH). Los ejemplos ilustran el uso de una mezcla de preparaciones de
xilanasa y celulasa de Trichoderma.

Kurabi et al. (2005) han investigado la hidrolisis enzimatica de abeto de Douglas por explosion de vapor y pretratado
mediante organosolv con etanol por medio de celulasas fungicas novedosas y comerciales. Estos sometieron a
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ensayo dos preparaciones de celulasa comerciales de Trichoderna reesei, y dos preparaciones novedosas
producidas por cepas mutantes de Trichoderma sp. y Penicillium sp. La preparacion de Trichoderma sp. mostré un
rendimiento significativamente mejor que las otras preparaciones. Se creyd que el mejor rendimiento se debia al
menos en parte a una actividad beta-glucosidasa significativamente mayor, que alivia la inhibicién por producto de
celobiohidrolasa y endoglucanasa.

El documento US 2004/0053373 A1 se refiere un método de conversion de celulosa en glucosa mediante
tratamiento de un sustrato lignoceluldsico pretratado con una mezcla de enzimas que comprende celulasa y una
celobiohidrolasa | (CBHI) modificada. La CBHI ha sido modificada inactivando su dominio de unién a celulosa (CBD).
Las ventajas de la modificacién de CBHI son, p. ej. una mejor recuperacion y una mayor tasa de hidrélisis con alta
concentracion de sustrato. La celulasa se selecciona del grupo que consiste en EG, CBH y BG. La CBHI se obtiene
preferiblemente a partir de Trichoderma.

El documento US 2005/0164355 A1 describe un método para degradar material lignocelulésico con una o mas
enzimas celuloliticas en presencia de al menos un tensioactivo. También se pueden usar enzimas adicionales tales
como hemicelulasas, esterasa, peroxidasa, proteasa, lacasa o una mezcla de las mismas. La presencia de agente
tensioactivo aumenta la degradacion de material lignocelulésico en comparacion con la ausencia de tensioactivo.
Las enzimas celuloliticas pueden ser cualquier enzima implicada en la degradacion de lignocelulosa incluyendo
CBH, EGy BG.

Existe un gran nimero de publicaciones que describen diversas celulasas y hemicelulasas.

Se describen celobiohidrolasas (CBHS) p. €j., en el documento WO 03/000941, que se refiere a enzimas CBHI
obtenidas a partir de diversos hongos. No se proporcionan las propiedades fisioldgicas de las enzimas, ni ningun
ejemplo de sus usos. Hong et al. (2003b) caracteriza CBHI de Thermoascus aurantiacus producida en levadura. No
se describen las aplicaciones de la enzima. Tuohy et al. (2002) describen tres formas de celobiohidrolasas de
Talaromyces emersonii.

Se describen las endoglucanasas de la familia cel5 (EG fam 5) p. €j., en el documento WO 03/062409, que se refiere
a composiciones que comprenden al menos dos enzimas termoestables para su uso en aplicaciones para forraje.
Hong et al. (2003a) describen la produccién de endo-f3-1,4-glucanasa termoestable a partir de T. aurantiacus en
levadura. No se explican las aplicaciones. El documento WO 01/70998 se refiere a B-glucanasas de Talaromyces.
También describe B-glucanasas de Talaromyces emersonii. Se comentan las aplicaciones para alimentos, forrajes,
bebidas, elaboracion de la cerveza, y detergentes. No se menciona la hidrdlisis de lignocelulosa.

De Palma-Fernandez et al (2002) describe la purificacion y caracterizacion de dos beta-glucosidasas provenientes
de Thermoascus aurantiacus. No se muestran aplicaciones industriales. Murray et al. (2004) describe la
caracterizacion de una familia de 3 beta-glucosidasa termoestable proveniente de Talaromyces emersonii y su
expresion en Trichoderma reesei. El documento WO 98/06 858 describe beta-1,4-endoglucanasa proveniente de
Aspergillus niger y discute las aplicaciones de la enzima en alimentacion humana y animal. El documento WO
98/06858 describe beta-1,4-endoglucanasa de Aspergillus niger y comenta las aplicaciones para forraje y alimento
de la enzima. El documento WO 97/13853 describe métodos para el escrutinio de fragmentos de ADN que codifican
enzimas en genotecas de ADNc. La genoteca de ADNc es de origen de levadura o fungico, preferiblemente de
Aspergillus. La enzima es preferiblemente una celulasa. Van Petegem et al. (2002) describen la estructura 3D de
una endoglucanasa de la familia cel5 de Thermoascus aurantiacus. Parry et al. (2002) describen el modo de accion
de una endoglucanasa de la familia cel5 de Thermoascus aurantiacus.

Se describen endoglucanasas de la familia cel7 (EG fam 7) p. €j., en el documento US 5. 912. 157, que pertenece a
la endoglucanasa de Myceliphthora y sus homoélogos y las aplicaciones de la misma en detergentes, productos
textiles, y pasta de celulosa. El documento US 6. 071. 735 describe celulasas que muestran una alta actividad
endoglucanasa en condiciones alcalinas. Se comentan los usos como detergente, en aplicaciones de pasta de
celulosa y papel, y textiles. No se menciona el bioetanol. EI documento US 5. 763. 254 describe enzimas que
degradan celulosa/hemicelulosa y que tienen residuos de aminoacidos conservados en CBD.

Se describen endoglucanasas de la familia cel45 (EG fam 45) p. €j., en el documento US 6. 001. 639, que se refiere
a las enzimas que tienen actividad endoglucanasa y que tienen dos secuencias de aminoacidos conservadas. Se
comentan en general los usos en aplicaciones textiles, detergentes, y de pasta de celulosa y papel y se menciona el
tratamiento de material lignoceluldsico pero no se proporcionan ejemplos. El documento WO 2004/053039 se refiere
a las aplicaciones detergentes de las endoglucanasas. El documento US 5. 958. 082 describe el uso de
endoglucanasa, especialmente de Thielavia terrestris en aplicaciones textiles. El documento EP 0495258 se refiere a
composiciones detergentes que contienen celulasa de Humicola. El documento US 5. 948. 672 describe una
preparacion de celulasa que contiene endoglucanasa, especialmente de Humicola y su uso en aplicaciones textiles y
de pasta de celulosa. No se menciona la hidrdlisis de lignocelulosa.

Una pequefia cantidad de beta-glucosidasa (BG) mejora la hidrélisis de la biomasa a glucosa hidrolizando la
celobiosa producida por celobiohidrolasas. La conversion de celobiosa en glucosa es normalmente la principal etapa
limitante de la velocidad. Se describen beta-glucosidasas, p. €j. en el documento US 2005/0214920, que se refiere a
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BG de Aspergillus fumigatus. La enzima ha sido producida en Aspergillus oryzae y Trichoderma reesei. Se comenta
en general el uso de la enzima en la degradacién de biomasa o en aplicaciones detergentes, pero no se ilustra. El
documento WO 02/095014 describe una enzima de Aspergillus oryzae que tiene actividad celobiasa. Se comenta en
general el uso en la produccién de etanol a partir de biomasa, pero no se ilustra. El documento WO 2005/074656
describe polipéptidos que tienen actividad potenciadora celulolitica derivada, p. €j., de T. aurantiacus; A. fumigatus;
T. terrestris y T. aurantiacus. El documento WO 02/26979 describe el procesamiento enzimatico de material vegetal.
El documento US 6022725 describe la clonacion y la amplificacion del gen de la beta-glucosidasa de Trichoderma
reesei, y el documento US 6103464 describe un método para detectar el ADN que codifica una beta-glucosidasa de
un hongo filamentoso. No se proporcionan ejemplos de aplicacion.

Se describen xilanasas p. €j., en el documento FR 2786784, que se refiere a una xilanasa termoestable util, p. €j., en
el tratamiento de forraje animal y en la fabricacion de pan. La enzima deriva de un hongo termdfilo, concretamente
del género Thermoascus.

El documento US 6197564 describe enzimas que tienen actividad de xilanasa, y obtenidas a partir de Aspergillus
aculeatus. Se ilustra su aplicacion en panaderia. El documento WO 02/24926 se refiere a xilanasas de Talaromyces.
Se proporcionan ejemplos para forraje y panaderia. EIl documento WO 01/42433 describe xilanasa termoestable de
Talaromyces emersonii para uso en aplicaciones de alimentacion y forraje.

Las enzimas celuloliticas mejor investigadas y mas ampliamente aplicadas de origen fungico derivan de Trichoderma
reesei (el anamorfo de Hypocrea jecorina). Por consiguiente casi la mayor parte de las celulasas fungicas
disponibles en el mercado derivan de Trichoderma reesei. Sin embargo, la mayor parte de las celulasas de hongos
menos conocidos no han sido aplicadas en los procedimientos de importancia practica tales como la degradacion de
material celulésico, incluyendo lignocelulosa.

Existe una necesidad continua de nuevos métodos de degradacion de sustratos celuldsicos, en particular sustratos
lignoceluldsicos, y de nuevas enzimas y mezclas de enzimas, que mejoren la eficiencia de la degradacion. También
hay una necesidad de procesos y enzimas, que funcionen a altas temperaturas, permitiendo de ese modo el uso de
una elevada consistencia de biomasa y conduciendo a elevadas concentraciones de azucar y etanol. Este enfoque
puede conducir a ahorros significativos en los costes de energia e inversiones. La elevada temperatura también
disminuye el riesgo de contaminacion durante la hidrodlisis. La presente invencion tiene como objetivo satisfacer al
menos parte de estas necesidades.

Breve descripcion de la invencion

Sorprendentemente, se ha descubierto ahora que las enzimas celuloliticas, y especialmente las celobiohidrolasas
obtenibles a partir de Thermoascus aurantiacus, Acremonium thermophilum, o Chaetomium thermophilum son
particularmente utiles en la hidrdlisis de material celulésico. Ademas de las celobiohidrolasas estos hongos también
tienen endoglucanasas, beta-glucosidasas y xilanasas que son muy adecuadas para degradar material celuldsico.
Las enzimas son cinéticamente muy eficaces en un amplio intervalo de temperaturas, y aunque tienen una alta
actividad a altas temperaturas, también son muy eficaces a las temperaturas de hidrdlisis convencionales. Esto las
convierte en extremadamente bien adaptadas para variar procesos de hidrélisis de sustratos celulésicos llevados a
cabo tanto a temperaturas convencionales y a temperaturas elevadas.

La invencién se dirige a un polipéptido que comprende un fragmento que tiene actividad celulolitica y que se
selecciona del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80% con la
SEQ ID NO: 24;

y
b) un fragmento de a) que tiene actividad celulolitica.
Otro objeto adicional de la invencién es un polinucledtido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 23, o una secuencia que codifica un polipéptido de la
reivindicacion 1;

b) una hebra complementaria de a)

y

c) una secuencia que es degenerada como resultado del cédigo genético con respecto a una cualquiera de las
secuencias definidas en a) o b).

La invencion también proporciona un vector, que comprende dicho polinucleétido como secuencia heteréloga, y una
célula anfitriona que comprende dicho vector. Asimismo la invencion incluye también cepas de Escherichia coli que
tienen el niumero de acceso DSM 17325.
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La invencion también proporciona una preparacion enzimatica que comprende un polipéptido segun la reivindicacion
1.

También se proporciona el uso de dicha preparacion enzimatica para degradar material celulésico, asi como el uso
de dicho método en un proceso para preparar etanol a partir de material celuldsico.

Otros objetos de la invencion son preparaciones de enzimas que comprenden al menos uno de los nuevos
polipéptidos, y el uso de dicho polipéptido o preparacion de enzima en la industria del combustible, textil, detergente,
pasta de celulosa y papel, alimentos, forraje o bebidas.

Adicionalmente se proporciona un método para preparar un polipéptido que comprende un fragmento que tiene
actividad celulolitica y que se selecciona del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80% con la
SEQ ID NO: 24;

y

b) un fragmento de a) que tiene actividad celulolitica,

comprendiendo dicho método transformar una célula anfitriona con un vector que codifica dicho polipéptido, y cultivar
dicha célula anfitriona en condiciones que permiten la expresion de dicho polipéptido, y opcionalmente recuperar y
purificar el polipéptido producido.

También se proporciona adicionalmente un método de tratamiento de material celulésico con un medio de cultivo
gastado de al menos un microorganismo capaz de producir un polipéptido como se ha definido anteriormente, en
donde el método comprende hacer reaccionar el material celulésico con el medio de cultivo gastado para obtener
material celulésico hidrolizado.

Las realizaciones especificas de la invencion se exponen en las reivindicaciones dependientes.

Otros objetos, detalles y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de las siguientes figuras,
descripcion detallada y ejemplos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Dependencias de la temperatura de las actividades celulasa y beta-glucosidasa en los sobrenadantes de
las seis cepas fungicas sometidas a ensayo. El tiempo de incubacién en el analisis fue de 60 min a la temperatura
dada, el pH del anadlisis fue de 5,0 (actividad MUL) o 4,8 (CMCasa o BGU). La actividad obtenida a 60°C se
establece como la actividad relativa del 100%. A) Thermoascus aurantiacus ALKO4239, B) Thermoascus
aurantiacus ALKO4242, C) Acremonium thermophilum ALKO4245, D) Talaromyces thermophilus ALKO4246, E)
Chaetomium thermophilum ALKO4261, F) Chaetomium thermophilum ALKO4265.

Figura 2. Imagen esquematica de los casetes de expresion utilizados en la transformacion de protoplastos de
Trichoderma reesei para producir las proteinas fingicas recombinantes. Los genes recombinantes estuvieron bajo el
control del promotor de cbh1 (prom cbh1) de T. reesei (celfA) y la terminaciéon de la transcripcion se garantizé
utilizando la secuencia terminadora de CBH1 (term CBH1) de T. reesei. Se incluy6 el gen amdS como marcador de
la transformacion.

Figura 3. A) pH optimos de las preparaciones de proteinas recombinantes CBH/Cel7 de Thermoascus aurantiacus
ALKO4242, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Acremonium thermophilum ALKO4245 determinados sobre 4-
metilumbeliferil--D-lactésido (MUL) a 50°C, 10 min. Los resultados se proporcionan como la media (+ DT) de tres
mediciones separadas. B) estabilidad térmica de las preparaciones de proteinas recombinantes CBH/Cel7 de
Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Acremonium thermophilum
ALKO4245 determinada sobre 4-metilumbeliferil-3-D-lactésido (MUL) al pH 6ptimo durante 60 min. Los resultados se
proporcionan como la media (+ DT) de tres mediciones separadas. Ambas reacciones contenian BSA (100 ug/ml)
como estabilizador.

Figura 4. Hidrolisis de celulosa cristalina (Avicel) por las celobiohidrolasas recombinantes purificadas a 45°C.
Concentracion de sustrato 1% (p/v), pH 5,0, concentracion de enzima 1,4 pM. A) celobiohidrolasas que albergan un
CBD, B) celobiohidrolasas (nucleo) sin un CBD.

Figura 5. Hidrolisis de celulosa cristalina (Avicel) por las celobiohidrolasas recombinantes purificadas a 70°C.
Concentracion de sustrato 1% (p/v), pH 5,0, concentracion de enzima 1,4 M. A) celobiohidrolasas que albergan un
CBD, B) celobiohidrolasas (nucleo) sin un CBD.

Figura 6. A) Se determiné la dependencia del pH de la actividad EG_40/Cel45A, de tipo EG_40/Cel45B de
Acremonium, y EG_28/Cel5A de Thermoascus producida de manera heteréloga con sustrato de CMC en un
reaccion de 10 min a 50°C. B) Se determiné el 6ptimo de temperatura de EG_40/Cel45A, de tipo EG_40/Cel45B de
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Acremonium y EG_28/Cel5A de Thermoascus a pH 5,5, 4,8, y 6,0, respectivamente. La reaccién que contenia CMC
como sustrato se llevé a cabo durante 60 minutos, excepto para EG_28/Cel5A durante 10 min. Se afiadié BSA (100
pg/ml) como estabilizador.

Figura 7. A) Se determiné la dependencia del pH de la actividad de BG_101/Cel3A de Acremonium, BG_76/Cel3A
de Chaetomium, y BG_81/Cel3A de Thermoascus producida de manera heteréloga con un sustrato de 4-nitrofenil-§3-
D-glucopiranésido en una reaccion de 10 min a 50°C. B) Se determiné el éptimo de temperatura de B3G_101/Cel3A
de Acremonium, BG_76/Cel3A de Chaetomium, y BG_81/Cel3A de Thermoascus a pH 4,5, 55, y 4,5,
respectivamente. La reaccion que contenia 4-nitrofenil-3-D-glucopirandsido como sustrato se llevé a cabo durante 60
minutos, se afadié BSA (100 pg/ml) como estabilizador.

Figura 8. A) Se determind la dependencia del pH de la actividad xilanasa XYN_30/Xyn10A Thermoascus producida
de manera heterdloga con sustrato de xilano de abedul en una reaccién de 10 min a 50°C. B) Se determino el
optimo de temperatura de XYN_30/Xyn10A a pH 5,3 en una reaccién de 60 min, se afiadié BSA (100 ug/ml) como
estabilizador.

Figura 9. Hidrdlisis de fibra de picea sometida a explosion de vapor de agua lavada (10 mg/ml) con una mezcla de
enzimas termofilas (MEZCLA 1) y enzimas de T. reesei a 55 y 60°C. La dosificacion de enzima se administrar
mediante FPU/g de materia seca de sustrato, FPU analizado a 50°C, pH 5. La hidrdlisis se llevé a cabo durante 72
horas a pH 5, mezclando. Los resultados se proporcionan como la media (+ DT) de tres mediciones separadas.

Figura 10. Hidrdlisis rastrojo de maiz sometido a explosién de vapor de agua (10 mg/ml) con una mezcla de enzimas
termofilas (MEZCLA 2) y enzimas de T. reesei a 45, 55 y 57,5°C. La dosificacion de enzima para la "MEZCLA 2" fue
de 5 FPU/g de materia seca de sustrato y para las enzimas de T. reesei de 5 FPU/g de materia seca de Celluclast
con un suplemento de 100 nkat/g de materia seca de Novozym 188 (la actividad en papel de filtro se analiz6 a 50°C,
pH 5). La hidrdlisis se llevd a cabo durante 72 horas a pH 5, mezclando. Los resultados se dan como la media (+ DT)
de tres mediciones separadas. El sustrato contenia azdcares reductores solubles (aprox. 0,7 mg/ml). Este contenido
de azucar de fondo se resto de los azucares reductores formados durante la hidrdlisis.

Figura 11. Hidrdlisis rastrojo de maiz sometido a explosién de vapor de agua (10 mg/ml) con una mezcla de enzimas
termdfilas que contiene una nueva xilanasa termofila de Thermoascus aurantiacus (MEZCLA 3) y enzimas de T.
reesei a 45, 55 y 60°C. La dosificacion para la enzima fue para la "MEZCLA 3" de 5 FPU/g de materia seca de
sustrato y para las enzimas de T. reesei de 5 FPU/g de materia seca de Celluclast con un suplemento de 100 nkat/g
de materia seca de Novozym 188 (la actividad en papel de filtro se analiz6 a 50°C, pH 5). La hidrdlisis se llevé a
cabo durante 72 horas a pH 5, mezclando. Los resultados se proporcionan como la media (+ DT) de tres mediciones
separadas. El sustrato contenia aztcares reductores solubles (aprox. 0,7 mg/ml). Este contenido de azucar de fondo
se restd de los azucares reductores formados durante la hidrolisis.

Figura 12. Hidrdlisis fibra de picea sometida a explosion de vapor de agua (10 mg/ml) con una mezcla de enzimas
termofilas que contiene una nueva xilanasa termofila XYN_30/Xyn10A de Thermoascus aurantiacus (MEZCLA 3) y
enzimas de T. reesei a 45, 55 y 60°C. La dosificacion de enzima para la "MEZCLA 3" fue de 5 FPU/g de materia
seca de sustrato y para las enzimas de T. reesei de 5 FPU/g de materia seca de Celluclast con un suplemento de
100 nkat/g de materia seca de Novozym 188 (la actividad en papel de filtro se analizé a 50°C, pH 5). La hidrdlisis se
llevé a cabo durante 72 horas a pH 5, mezclando. Los resultados se proporcionan como la media (+ DT) de tres
mediciones separadas.

Figura 13. Efecto de la glucosa sobre la actividad de diferentes preparaciones de (-glucosidasa. El analisis
convencional utilizando p -nitrofenil-B-D-glucopirandsido como sustrato se llevo a cabo en presencia de glucosa en la
mezcla de analisis. La actividad se presenta como el porcentaje de la actividad obtenida sin glucosa.

Figura 14. Actividades FPU de las mezclas de enzimas a temperaturas de 50°C a 70°C, presentadas como un
porcentaje de la actividad en condiciones convencionales (50°C, 1 h).

Figura 15. Actividad celulasa relativa de dos cepas de T. reesei diferentes cultivadas en medios que contienen
Nutriosa sin tratar (NO) o Nutriosa pretratada con BG_81/Cel3A (NBG81) como fuente de carbono.

Descripcion detallada de la invencién

La celulosa es el principal componente estructural de las plantas superiores. Proporciona a las células vegetales una
alta resistencia a la traccion ayudandolas a resistir la tension mecanica y la presion osmética. La celulosa es un -
1,4-glucano compuesto por cadenas lineales de residuos de glucosa unidos por enlaces glicosidicos $-1,4. La
celobiosa es la unidad repetitiva mas pequefia de la celulosa. En las paredes celulares la celulosa esta
empaquetada en laminas orientadas de manera diversa, que estan incluidas en una matriz de hemicelulosa y lignina.
La hemicelulosa es un grupo heterogéneo de polimeros carbohidratados que contiene principalmente diferentes
glucanos, xilanos y mananos. La hemicelulosa consiste en una cadena principal lineal con residuos unidos por (-1,4
sustituidos con cadenas laterales cortas que contienen normalmente acetilo, glucuronilo, arabinosilo y galactosilo. La
hemicelulosa puede estar entrecruzada quimicamente con lignina. La lignina es un polimero entrecruzado complejo
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de unidades de p-hidroxifenilpropano diversamente sustituido que proporciona resistencia a la pared celular para
soportar la tensién mecanica, y también protege la celulosa de la hidrdlisis enzimatica.

La lignocelulosa es una combinacién de celulosa y hemicelulosa y polimeros de unidades de fenol propanol y lignina.
Es fisicamente dura, densa y e inaccesible y el material bioquimico mas abundante en la biosfera. Los materiales
que contienen lignocelulosa son, por ejemplo: virutas de madera dura y de madera blanda, pasta de madera, serrin y
residuos industriales de forestales y de madera; biomasa agricola tal como paja de cereales, pasta de remolacha
azucarera, rastrojo y mazorcas de maiz, bagazo de cafa de azucar, tallos, hojas, cascaras, cascarillas, y similares;
productos de desecho tales como residuos sélidos urbanos, papel de periddico y de oficina de desecho, residuos de
la molienda de, p. €j. cereales; cultivos destinados a la produccién de energia (p. €j., sauce, chopo, pasto varilla o
alpiste arundinaceo, y similares). Los ejemplos preferidos son el rastrojo de maiz, el pasto varilla, la paja de
cereales, el bagazo de cafa de azucar y los materiales derivados de la madera.

"Material celulosico” segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier material que comprende
celulosa, hemicelulosa y/o lignocelulosa como componente significativo. "Material lignocelulésico” significa cualquier
material que comprende lignocelulosa. Tales materiales son, p. ej. materiales vegetales tales como madera
incluyendo madera blanda y dura, cultivos herbaceos, residuos agricolas, residuos de pasta de celulosa y de papel,
papel usado, residuos de la industria alimenticia y de forraje, etc. Las fibras textiles, como el algodon, las fibras
derivadas de algodén, lino, cafiamo, yute y fibras celuldsicas elaboradas por el hombre como modal, viscosa, liocel
son ejemplos especificos de materiales celul6sicos.

El material celuldsico es degradado en la naturaleza por diversos organismos diferentes, incluyendo bacterias y
hongos. La celulosa es degradada tipicamente por diferentes celulasas que actdan sucesivamente o
simultaneamente. La conversion bioldgica de celulosa en glucosa requiere generalmente tres tipos de enzimas
hidroliticas: (1) Endoglucanasas que cortan los enlaces glicosidicos beta-1,4 internos; (2) Exocelobiohidrolasas que
cortan el disacarido celobiosa del extremo de la cadena polimérica de celulosa; (3) Beta-1,4-glucosidasas que
hidrolizan la celobiosa y otros celo-oligosacaridos cortos a glucosa. En otras palabras, los tres principales grupos de
celulasas son celobiohidrolasas (CBH), endoglucanasas (EG) y beta-glucosidasas (BG).

La degradacion de los sustratos que contienen celulosa mas complejos requiere una amplia gama de enzimas
diferentes. Por ejemplo la lignocelulosa es degradada por las hemicelulasas, como xilanasas y mananasas. La
hemicelulasa es un enzima que hidroliza la hemicelulosa.

Las "enzimas celuloliticas" son enzimas que tienen "actividad celulolitica", lo que significa que son capaces de
hidrolizar sustratos celulésicos o derivados de los mismos a sacaridos mas pequefios. Por lo tanto, las enzimas
celuloliticas incluyen tanto celulasas como hemicelulasas. Celulasas segun se utiliza en la presente memoria
incluyen celobiohidrolasas, endoglucanasas y beta-glucosidasas.

T. reesei tiene un sistema de celulasa bien conocido y eficaz, que contiene dos CBH, dos EG y BG principales y
varias minoritarias. La CBHI de T. reesei (Cel7A) corta el azicar desde el extremo reductor de la cadena de
celulosa, tiene un dominio de union a celulosa C-terminal (CBD) y puede constituir hasta 60% de la proteina
secretada total. La CBHII de T. reesei (Cel6A) corta el azicar desde el extremo no reductor de la cadena de
celulosa, tiene un dominio de unién a celulosa N-terminal y pueden constituir hasta 20% de la proteina secretada
total. Las endoglucanasas EGI (Cel7B), y EGV (Cel45A) tienen un CBD en su extremo C-terminal, EGII (Cel5A) tiene
un CBD N-terminal y EGIII (Cel12A) no tiene ningin dominio de unién a celulosa. La CBHI, CBHIl, EGI y EGII
también se denominan "celulasas principales de Trichoderma" que comprenden juntas 80-90% de las proteinas
secretadas totales. Los expertos en la técnica saben que una enzima puede ser activa sobre diversos sustratos y las
actividades enzimaticas se pueden medir utilizando diferentes sustratos, métodos y condiciones. La identificacion de
las diferentes actividades celuloliticas son comentadas, p. €j., por Van Tilbeurgh et al. 1988.

Ademas de un dominio/nlcleo catalitico que expresa la actividad celulolitica, las enzimas celuloliticas pueden
comprender uno o0 mas dominios de unién a celulosa (CBD), también denominados dominios/moédulos de unién a
carbohidratos (CBD/CBM), que pueden estar localizados en el extremo N o C del dominio catalitico. Los CBD tienen
actividad de unién a carbohidratos y median la unién de la celulasa a la celulosa cristalina, pero tienen poco o ningun
efecto sobre la actividad hidrolitica de celulasa de la enzima sobre sustratos solubles. Estos dos dominios estan
conectados tipicamente a través de una region conectora flexible y altamente glicosilada.

"Celobiohidrolasa” o "CBH" segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a enzimas que escinden la celulosa
desde el extremo de la cadena de glucosa y producen principalmente celobiosa. También se denominan 1,4-beta-D-
glucanocelobiohidrolasas o celulosa 1,4-beta-celobiosidasas. Hidrolizan los enlaces 1,4-beta-D-glicosidicos desde
los extremos reductores o no reductores de un polimero que contiene dichos enlaces, tales como celulosa, por
medio de lo cual se libera celobiosa. Se han aislado dos CBH diferentes de Trichoderma reesei, CBHI y CBHII. Estas
tienen una estructura modular que consiste en un dominio catalitico conectado a un dominio de unién a celulosa
(CBD). También existen celobiohidrolasas en la naturaleza que carecen de CBD.

"Endoglucanasa" o "EG" se refiere a enzimas que cortan los enlaces glicosidicos internos de la cadena de celulosa.
Se clasifican como EC 3.2.1.4. Son 1,4-beta-D-glucano-4-glucanohidrolasas y catalizan la endohidrdlisis de los
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enlaces 1,4-beta-D-glicosidicos en polimeros de glucosa tales como la celulosa y sus derivados. Algunas
endoglucanasas de origen natural tienen un dominio de unidon a celulosa, mientras otras no. Algunas
endoglucanasas también tienen actividad xilanasa (Bailey et al., 1993).

"Beta-glucosidasa" o "BG" o "BG" se refiere a enzimas que degradan oligosacaridos solubles pequefios incluyendo
celobiosa a glucosa. Se clasifican como EC 3.2.1.21. Son beta-D-glucésido glucohidrolasas, que tipicamente
catalizan la hidrélisis de residuos de beta-D-glucosa no reductores terminales. Estas enzimas reconocen
oligosacaridos de glucosa. Los sustratos tipicos son celobiosa y celotriosa. La celobiosa es un inhibidor de las
celobiohidrolasas, por tanto la degradacion de la celobiosa es importante para superar la inhibicién por producto final
de celobiohidrolasas.

Las xilanasas son enzimas que son capaces de reconocer e hidrolizar la hemicelulosa. Incluyen enzimas tanto
exohidroliticas como endohidroliticas. Tipicamente tienen actividad endo-1,4-beta-xilanasa (EC 3.2.1.8) o beta-D-
xilosidasa (EC 3.2.1.37) que rompe la hemicelulosa a xilosa. "Xilanasa" o "Xyn" en relacion con la presente invencion
se refiere especialmente a una enzima clasificada como EC 3.2.1.8 que hidroliza polimeros de xilosa de sustratos
lignocelulosicos o xilano purificado.

Ademas de esto, las celulasas se pueden clasificar en varias familias de glicosil hidrolasas de acuerdo con su
secuencia primaria, apoyada por el analisis de la estructura tridimensional de algunos miembros de la familia
(Henrissat 1991, Henrissat y Bairoch 1993, 1996). Algunas glicosilhidrolasas son enzimas multifuncionales que
contienen dominios cataliticos que pertenecen a diferentes familias de glicosilhidrolasas. La familia 3 consiste en
beta-glucosidasas (EC 3.2.1.21) tales como BG_81 de Ta, BG_101 de At y BG_76 de Ct descritas en la presente
memoria. La familia 5 (antes conocida como celA) consiste principalmente en endoglucanasas (EC 3.2.1.4) como
EG_28 de Ta descrita en la presente memoria. La familia 7 (antes familia de celulasa CELC) contiene
endoglucanasas (EC 3.2.1.4) y celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) tales como EG_54 de Ct, CBH de Ta, CBH_A de At,
CBH_C de Aty CBH de Ct descritas en la presente memoria. La familia 10 (antes CELF) consiste principalmente en
xilanasas (EC 3.2.1.8) tales como XYN_30 de Ta y XYN_60 de At descritas en la presente memoria. La familia 45
(antes CELK) contiene endoglucanasas (EC 3.2.1.4), tales como la EG_40 de At y de tipo EG_40 de At descritas en
la presente memoria.

Las enzimas celuloliticas utiles para hidrolizar material celulésico son obtenibles de Thermoascus aurantiacus,
Acremonium thermophilum, o Chaetomium thermophilum. "Obtenible de" significa que se pueden obtener de dichas
especies, pero no excluye la posibilidad de obtenerlas de otras fuentes. En otras palabras, se pueden originar a
partir de cualquier organismo, incluidas plantas. Preferiblemente se originan a partir de microorganismos, por
ejemplo bacterias u hongos. Las bacterias pueden ser, p. €j., de un género seleccionado entre Bacillus, Azospirillum
y Streptomyces. Mas preferiblemente, la enzima se origina a partir de hongos (incluyendo hongos filamentosos y
levaduras), por ejemplo de un género seleccionado del grupo que consiste en Thermoascus, Acremonium,
Chaetomium, Achaetomium, Thielavia, Aspergillus, Botrytis, Chrysosporium, Collybia, Fomes, Fusarium, Humicola,
Hypocrea, Lentinus, Melanocarpus, Myceliophthora, Myriococcum, Neurospora, Penicillium, Phanerochaete, Phlebia,
Pleurotus, Podospora, Polyporus, Rhizoctonia, Scytalidium, Pycnoporus, Trametes y Trichoderma.

La presente solicitud describe enzimas que se pueden obtener de Thermoascus aurantiacus cepa ALKO4242
depositada como CBS 116239, cepa ALKO4245 depositada como CBS 116240 actualmente clasificada como
Acremonium thermophilium, o Chaetomium thermophilum cepa ALKO4265 depositada como CBS 730.95.

La celobiohidrolasa preferiblemente comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos
el 80% con la SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 8, o un fragmento enzimaticamente activo del mismo.

Celobiohidrolasa Gen Obtenible de | CBD |acido nucleico |amino acido

SEQID NO: |SEQID NO:

CBHde Ta cellAde Ta | T. aurantiacus - 1 2
CBH_Ade At | cel7B de At |A. thermophilum | - 3 4
CBH_C de At | cellA de At |A. thermophilum | + 5 6

CBH de Ct cellA de Ct | C. thermophilum | + 7 8

Estas CBH tienen una inhibicién de celulosa constante ventajosa en comparacion con la de la CBH de Trichoderma
reesei, y muestran mejores resultados de hidrdlisis cuando se someten a ensayo diversos sustratos celulésicos. Los
SEQ ID NO: 2 y 4 no lo comprenden un CBD. Se pueden obtener resultados de hidrdlisis particularmente mejorados
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cuando un dominio de unién a celulosa (CBD) se ancla una CBH que no tiene un CBD propio. El CBD se puede
obtener p. gj. a partir de una especie de Trichoderma o Chaetomium, y se ancla a la CBH preferiblemente a través
de un conector. La proteina de fusion resultante que contiene una region nucleo de CBH anclada a un CBD a través
de un conector puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80% con la
SEQ ID NO: 28 0 30. Los polinucleétidos que comprenden una secuencia de la SEQ ID NO: 27 o 29 codifican tales
proteinas de fusion.

La endoglucanasa puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80% con
la SEQ ID NO: 10, 12, 14 o 16, o un fragmento enzimaticamente activo del mismo. Estas endoglucanasas tienen
buena termoestabilidad.

Endoglucanasa Gen Obtenible de |CBD | acido nucleico SEQ ID NO: |aminoacido SEQ ID NO:
EG 28 de Ta cel5A de Ta | T. aurantiacus - 9 10
EG 40 de At cel45A de At | A. thermophilum | + 11 12
De tipo EG40 de At | celd5B de At | A. thermophilum | - 13 14
EG 54 de Ct cel’B de Ct |C. thermophilum | + 15 16

La beta-glucosidasa puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80%
con la SEQ ID NO: 22, 24 o 26, o un fragmento enzimaticamente activo del mismo. Estas beta-glucosidasas tienen
buena resistencia a la inhibicion por glucosa, que es ventajosa para evitar la inhibiciéon por el producto final durante
la hidrolisis enzimatica del material celuldsico. Las beta-glucosidasas también se pueden utilizar en la preparacion de
soforosa, un inductor de celulasa utilizado en el cultivo de T. reesei.

Beta-glucosidasa Gen Obtenible de |acido nucleico SEQ ID NO: |aminoacido SEQ ID NO:
BG 81deTa |cel3Ade Ta | T. aurantiacus 21 22
BG 101 de At | cel3A de At | A. thermophilum 23 24
BG 76 de Ct | cel3A de Ct | C. thermophilum 25 26

La xilanasa puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80% con la SEQ
ID NO: 18 o0 20, o un fragmento enzimaticamente activo del mismo.

Xilanasa Gen Obtenible de |CBD |4acido nucleico SEQ ID NO: |aminoacido SEQ ID NO:
Xyn_30 | xyn10A de Ta | T. aurantiacus + 17 18
Xyn_60 | xyn10A de At |A. thermophilum | - 19 20

Mediante el término "identidad" se quiere significar aqui la identidad global entre dos secuencias de aminoacidos
comparadas entre si desde el primer aminoacido codificado por el gen correspondiente hasta el Ultimo aminoacido.
La identidad de las secuencias completas se mide utilizando el programa de alineamiento global de Needleman-
Wunsch en el paquete de programas EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite; Rice ef al., 2000),
version 3.0.0, con los siguientes parametros: EMBLOSUM®62, Penalizacion por hueco 10,0, Penalizacion por
extension 0,5. El algoritmo es descrito por Needleman y Wunsch (1970). El experto en la técnica es consciente del
hecho de que los resultados en los que se utiliza el algoritmo de Needleman-Wunsch son comparables solamente
cuando se alinean los dominios correspondientes de la secuencia. Por consiguiente, la comparacion p. ej. de
secuencias de celulasa que incluyen CBD o secuencias sefial con secuencias que carecen de esos elementos no se
puede realizar.
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Segun una realizacién de la invencion se utiliza un polipéptido celulolitico que tiene una identidad al menos 80, 85,
90, 95 0 99% con la SEQ ID NO: 24 o al menos con su fragmento enzimaticamente activo.

Mediante el término "fragmento enzimaticamente activo" se quiere significar cualquier fragmento de una secuencia
definida que tiene actividad celulolitica. En otras palabras un fragmento enzimaticamente activo puede ser la parte
de la proteina madura de la secuencia definida, o puede ser solamente un fragmento de la parte de la proteina
madura, siempre que tenga todavia actividad celobiohidrolasa, endoglucanasa, beta-glucosidasa o xilanasa.

Las enzimas celuloliticas son preferiblemente enzimas recombinantes, que pueden ser producidas de una manera
generalmente conocida. Se aisla un fragmento de polinucleétido que comprende el gen de la enzima, el gen se
inserta bajo un promotor fuerte en un vector de expresion, el vector se transfiere en células anfitrionas adecuadas y
las células anfitrionas se cultivan en condiciones que provocan la produccién de la enzima. Los métodos para la
produccion de proteinas mediante tecnologia recombinante en diferentes sistemas anfitriones son bien conocidos en
la técnica (Sambrook et al., 1989; Coen, 2001; Gellissen, 2005). Preferiblemente, las enzimas se producen como
enzimas extracelulares que son secretadas al medio de cultivo, a partir del cual se puede recuperar y aislarse
facilmente. Se puede utilizar el medio de cultivo gastado del anfitrion de produccion tal cual, o se pueden retirar de
alli las células anfitrionas, y/o se puede concentrar, filtrar o fraccionar. También se puede secar.

El polipéptido aislado en el presente contexto puede significar simplemente que las células y los residuos celulares
se han retirado del medio de cultivo que contiene el polipéptido. Convenientemente, los polipéptidos se aislan, p. €.,
afadiendo polimeros anidénicos y/o catidnicos al medio de cultivo gastado para mejorar la precipitacion de las
células, los restos celulares y algunas enzimas que tienen actividades secundarias no deseadas. A continuacion el
medio se filtra, utilizando un agente de filtracion inorganico y un filtro para retirar los precipitantes formados. Después
de esto el producto filtrado se procesa adicionalmente utilizando una membrana semi-permeable para retirar el
exceso de sales, azucares y productos metabdlicos.

Segun una realizacién de la invencion el polinucleédtido heterdlogo comprende un gen similar al incluido en un
microorganismo que tiene el numero de acceso DSM 17325.

El anfitrién de produccion puede ser cualquier organismo capaz de expresar la enzima celulolitica. Preferiblemente,
el anfitrion es una célula microbiana, mas preferiblemente un hongo. Lo mas preferiblemente, el anfitrion es un
hongo filamentoso. Preferiblemente, el anfitrion recombinante se modifica para expresar y secretar enzimas
celuloliticas como su actividad principal o una de sus actividades principales. Esto se puede realizar mediante la
supresion de los principales genes homologos secretados, p. €j., las cuatro principales celulasas de Trichoderma y
dirigiendo genes heterdlogos a un locus que se ha modificado para asegurar altos niveles de expresion y produccion.
Los anfitriones preferidos para la produccion de las enzimas celuloliticas son en particular cepas del género
Trichoderma o Aspergillus.

Las enzimas necesarias para la hidrdlisis del material celulésico segun la invencidon se pueden afiadir en una
cantidad enzimaticamente eficaz o bien simultdneamente, p. €j., en forma de una mezcla de enzimas, o bien
sucesivamente, o bien como una parte de la sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF). Se puede utilizar
cualquier combinacién de las celobiohidrolasas que comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de al menos 80% con la SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 8 o con un fragmento enzimaticamente activo del mismo
junto con cualquier combinacion de endoglucanasas y beta-glucosidasas. Si el material celuldsico comprende
hemicelulosa, se utilizan adicionalmente para la degradacion hemicelulasas, preferiblemente xilanasas. Las
endoglucanasas, beta-glucosidasas y xilanasas se pueden seleccionar entre las descritas en la presente memoria,
pero no se limitan a las mismas. Estas pueden ser también por ejemplo preparaciones de enzimas asequibles
comercialmente. Ademas de celulasas y hemicelulasas opcionales se pueden utilizar una o mas enzimas, por
ejemplo, proteasas, amilasas, lacasas, lipasas, pectinasas, esterasas y/o peroxidasas. Se puede llevar a cabo otro
tratamiento enzimatico antes, durante o después del tratamiento con celulasa.

El término "preparacion de enzima" se refiere a una composicién que comprende al menos una de las enzimas
deseadas. La preparacién puede contener las enzimas en forma al menos parcialmente purificada y aislada. Esta
puede consistir incluso esencialmente en la enzima o enzimas deseadas. Alternativamente, la preparacion puede ser
un medio de cultivo gastado o producto filtrado que contiene una o mas enzimas celuloliticas. Ademas de la
actividad celulolitica, la preparacion puede contener aditivos, tales como mediadores, estabilizantes, tampones,
conservantes, tensioactivos y/o componentes del medios de cultivo. Los aditivos preferidos son tales que se utilizan
comunmente en preparaciones de enzimas destinadas a una aplicaciéon concreta. La preparacion de enzima puede
estar en forma de liquido, polvo o granulado. Preferiblemente, la preparacion de enzima es medio de cultivo gastado.
El "medio de cultivo gastado" se refiere al medio de cultivo del anfitrion que comprende las enzimas producidas.
Preferiblemente, las células anfitrionas se separan de dicho medio después de la produccién.

Segun una realizacion de la invencién la preparacién de enzima comprende una mezcla de CBH, EG y BG,
opcionalmente junto con xilanasa y/u otras enzimas. La CBH comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de al menos 80% con la SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 8 o con un fragmento enzimaticamente activo del
mismo, y se puede obtener a partir de Thermoascus aurantiacus, Acremonium thermophilum, o Chaetomium
thermophilum, mientras que EG, BG y xilanasa pueden ser de cualquier origen, incluyendo a partir de dichos
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organismos. Otras enzimas que podrian estar presentes en la preparacion son, p. ej. proteasas, amilasas, lacasas,
lipasas, pectinasas, esterasas y/o peroxidasas.

Se pueden utilizar mezclas y combinaciones de enzimas para adaptarse a diferentes condiciones del proceso. Por
ejemplo, si el proceso de degradacion se lleva a cabo a una temperatura alta, se eligen enzimas termoestables. Una
combinacion de una CBH de la familia 7 con una endoglucanasa de la familia 45, opcionalmente combinadas con
una BG de la familia 3 y/o una xilanasa de la familia 10 tuvo un excelente rendimiento de hidrdlisis tanto a 45°C,
como a temperaturas elevadas.

Las enzimas celuloliticas de Trichoderma reesei se utilizan convencionalmente a temperaturas en el intervalo de
aproximadamente 40-50°C en la hidrdlisis, y a 30-40°C en SSF. La CBH, EG, BG y Xyn obtenibles de Thermoascus
aurantiacus, Acremonium thermophilum, o Chaetomium thermophilum también son eficientes a estas temperaturas,
pero ademas la mayoria de ellas también funciona extremadamente bien a temperaturas entre 50°C y 75°C, o
incluso hasta 80°C y 85°C, tal como entre 55°C y 70°C, p. €j., entre 60°C y 65°C. Para tiempos de incubacién cortos
las mezclas de enzimas son funcionales incluso hasta 85°C, para la hidrélisis completa se utilizan normalmente
temperaturas mas bajas.

El método para el tratamiento de material celulésico con CBH, EG y BG y Xyn es especialmente adecuado para la
produccion de azucares fermentables a partir de material lignoceluldsico. Los azlcares fermentables se pueden
fermentar a continuacién por medio de levadura en etanol, y utilizar como combustible. También se pueden utilizar
como intermedios o materias primas para la produccién de diversos productos quimicos o elementos esenciales para
los procesos de la industria quimica, p. €j. en la denominada biorrefineria. El material lignoceluldésico se puede
pretratar antes de la hidrolisis enzimatica para desorganizar la estructura de fibra de los sustratos celulésicos y hacer
la fraccion de celulosa mas accesible a las enzimas celuloliticas. Los pretratamientos actuales incluyen procesos
mecanicos, quimicos o térmicos y sus combinaciones. El material puede ser pretratado por ejemplo mediante
explosioén de vapor o hidrélisis acida.

Se encontraron diversos nuevos polipéptidos celuloliticos en Thermoascus aurantiacus, Acremonium thermophilum,
y Chaetomium thermophilum. Los nuevos polipéptidos pueden comprender un fragmento que tiene actividad
celulolitica y se pueden seleccionar del grupo que consiste en un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de al menos 66%, preferiblemente 70% o 75%, con la SEQ ID NO: 4, una
identidad de 79% con la SEQ ID NO: 6, una identidad de 78% con la SEQ ID NO: 12, una identidad de 68%,
preferiblemente 70% o 75%, identidad con la SEQ ID NO: 14, una identidad de 72%, preferiblemente 75%, con la
SEQ ID NO: 16, una identidad de 68%, preferiblemente 70% o 75%, con la SEQ ID NO: 20, una identidad de 74%
con la SEQ ID NO: 22 o 24, o una identidad de 78% con la SEQ ID NO: 26.

Los nuevos polipéptidos también pueden ser variantes de dichos polipéptidos. Una "variante" puede ser un
polipéptido que se produce naturalmente, p. €j., en forma de una variante alélica dentro de la misma cepa, especie o
género, o puede haber sido generado mediante mutagénesis. Puede comprender sustituciones, deleciones o
inserciones de aminoacidos, pero todavia funciona de una manera sustancialmente similar a las enzimas definidas
anteriormente, es decir, comprende un fragmento que tiene actividad celulolitica.

Los polipéptidos celuloliticos se producen normalmente en las células en forma de polipéptidos inmaduros que
comprenden una secuencia sefial que es escindida durante la secrecidon de la proteina. También pueden ser
procesados adicionalmente durante la secrecion, en el extremo N-terminal y/o extremo C-terminal para dar una
proteina enzimaticamente activa, madura. Un polipéptido "que comprende un fragmento que tiene actividad
celulolitica" significa por lo tanto que el polipéptido puede estar en forma inmadura o madura, preferiblemente esta
en forma madura, es decir, ha tenido lugar el procesamiento.

Los nuevos polipéptidos pueden ser, adicionalmente, un "fragmento de los polipéptidos o variantes" mencionados
anteriormente. El fragmento puede ser la forma madura de las proteinas mencionadas anteriormente, o puede ser
solamente una parte enzimaticamente activa de la proteina madura. De acuerdo con una realizacién de la invencién,
el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80, 85, 90, 95, 0 99% con la
SEQ ID NO: 24, o con un fragmento celuloliticamente activo del mismo. También puede ser un fragmento del mismo
que tiene actividad celobiohidrolasa, endoglucanasa, xilanasa, o beta-glucosidasa. De acuerdo con ofra realizacion
de la invencion, el polipéptido consiste esencialmente en un fragmento celuloliticamente activo de una secuencia de
la SEQ ID NO: 24.

Los nuevos polinucleétidos pueden comprender una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 23 o una secuencia
que codifica un nuevo polipéptido como se ha definido anteriormente, incluyendo hebras complementarias del
mismos. Polinucleétido segun se utiliza en la presente memoria se refiere tanto a ARN y ADN, y puede ser de hebra
sencilla o de doble hebra. El polinucleétido también puede ser un fragmento de dichos polinucledtidos que
comprende al menos 20 nucledtidos, p. €j. al menos 25, 30 o 40 nucledtidos. El polinucleétido puede tener al menos
100, 200 o 300 nucledtidos de longitud. Adicionalmente, el polinucleétido puede ser degenerado como resultado del
codigo genético con respecto a una cualquiera de las secuencias definidas anteriormente. Esto significa que
diferentes codones pueden codificar para el mismo aminoacido.
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Segun una realizacién de la invencion el polinucledtido esta "comprendido en" la SEQ ID NO: 23, lo que significa que
la secuencia tiene al menos parte de la secuencia mencionada. Segun otra realizacion de la invencion, el
polinucleétido comprende un gen similar al incluido en un microorganismo que tiene el nimero de acceso DSM
17325.

Las nuevas proteinas/polipéptidos se pueden preparar como se ha descrito anteriormente. Los nuevos
polinucledétidos se pueden insertar en un vector, que es capaz de expresar el polipéptido codificado por la secuencia
heterdloga, y el vector se puede insertar en una célula anfitriona capaz de expresar dicho polipéptido. La célula
anfitriona es preferiblemente del género Trichoderma o Aspergillus.

Se ha introducido un gen heterélogo que codifica los nuevos polipéptidos en un plasmido en una cepa de
Escherichia coli que tiene el nimero de acceso DSM 17325.

Las nuevas enzimas pueden ser componentes de una preparacion de enzima. La preparacién de enzima puede
comprender uno o mas de los nuevos polipéptidos, y puede estar, p. €j. en forma de medio de cultivo gastado, polvo,
granulos o liquido. Segun una realizacién de la invencion comprende actividad celobiohidrolasa, endoglucanasa,
beta-glucosidasa, y opcionalmente xilanasa y/o otras actividades enzimaticas. Puede comprender adicionalmente
cualquier aditivo convencional.

Las nuevas enzimas se pueden aplicar en cualquier proceso que impliqgue enzimas celuloliticas, tal como en la
industria de combustibles, textil, detergentes, pasta de celulosa y papel, alimentos, forrajes o bebidas, y
especialmente en la hidrolisis de material celuldsico para la produccion de biocombustible que comprende etanol. En
la industria de la pasta de celulosa y el papel se pueden utilizar para modificar la fibra celuldsica, por ejemplo, en el
tratamiento de pasta kraft, pasta mecanica, o papel reciclado.

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1. Escrutinio para determinar las cepas que expresan la actividad celulolitica y su cultivo para la purificacion

Se sometieron a ensayo aproximadamente 25 cepas de hongos de la coleccion de cultivos Roal Oy para determinar
la actividad celulolitica incluyendo beta-glucosidasas. Después del escrutinio preliminar se eligieron seis cepas para
estudios posteriores. Estas fueron ALKO4239 y ALKO4242 de Thermoascus aurantiacus, ALKO4245 de
Acremonium thermophilum, ALKO4246 de Talaromyces thermophilus y ALKO4261 y ALKO4265 de Chaetomium
thermophilum.

Las cepas ALKO4239, ALKO4242 y ALKO4246 se cultivaron en matraces oscilantes a 42°C durante 7 dias en el
medio 3 x B, que contiene g/litro: celulosa Solka Floc 18, bagazo de destileria 18, xilano de espelta de avena 9,
CaCOs3 2, harina de soja 4,5, (NH4)HPO4 4,5, salvado de trigo 3,0, KH2PO4 1,5, MgSO4-H20 1,5, NaCl 0,5, KNO3 0,9,
goma garrofin 9,0, disolucion de elementos traza Num. 1 0,5, disolucion de elementos traza Num. 2 0,5 y Struktol
(Stow, OH, USA ) antiespumante 0,5 ml; el pH se ajustoé a 6,5. La disolucion de elementos traza Num. 1 tiene g/litro:
MnSO4 1,6, ZnSO4-7H0 3,45 y CoCl»-6H20 2,0; la disolucion de elementos traza Num. 2 tiene g/litro: FeSO4-7H,0
5,0 con dos gotas de H,SO4 concentrado.

La cepa ALKO4261 se cultivd en matraces oscilantes en el medio 1XB, que tiene un tercio de cada uno de los
componentes del medio 3 x B (anterior), excepto que tiene mismas concentraciones de CaCOs3, NaCl y elementos
traza. La cepa se cultivé a 45°C durante 7 d.

La cepa ALKO 4265 se cultivd en matraces oscilantes en el siguiente medio, g/l: celulosa Solka Floc 40,
Pharmamedia™ (Traders Protein, Memphis, TN, USA) 10, polvo de aguas de infusiéon de maiz 5, (NH4).SO4 5 y
KH2PO, 15; el pH se ajustd a 6,5. La cepa se cultivd a 45°C durante 7 d.

Después del cultivo las células y otros solidos se recogieron por centrifugacion y se recupero el sobrenadante. Para
los cultivos en matraz oscilante, se afiadieron los inhibidores de proteasa PMSF (fluoruro de fenilmetil-sulfonilo) y
pepstatina A a 1 mM y 10 yg/ml, respectivamente. Si no se utilizan inmediatamente, las preparaciones se almacenan
en alicuotas a -20°C.

Para la estimacion de la termoactividad de las enzimas, se realizaron analisis de las preparaciones de cultivo en
matraz oscilante a 50°C, 60°C, 65°C, 70°C y 75°C durante 1 h, en presencia de 100 pg de albimina de suero bovino
(BSA)/ml como estabilizador. Se realizaron andlisis preliminares a 50°C y 65°C a dos valores de pH diferentes
(4,8/5,0 0 6,0) con el fin de aclarar qué pH era el mas apropiado para el analisis de termoactividad.

Se analizaron todos los sobrenadantes de los matraces oscilantes para determinar las siguientes actividades:
Actividad de tipo celobiohidrolasa | ('CBHI') y actividad de tipo endoglucanasa | ('EGI'):

Estas se midieron en tampdn de acetato de Na 50 mM con MUL (4-metilumbeliferil-beta-D-lactésido) 0,5 mM como
sustrato. Se afiadio glucosa (100 mM) para inhibir cualquier actividad de beta-glucosidasa interferente. El 4-
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metilumbeliferilo liberado se midié a 370 nm. Las actividades de 'CBHI' y 'EGI' se distinguieron midiendo actividad en
presencia y ausencia de celobiosa (5 mM). La actividad que no es inhibida por celobiosa representa la actividad 'EGI'
y la actividad MUL restante representa la actividad 'CBHI' (van Tilbeurgh et al, 1988). El andlisis se realiz6 a pH 5,0 o
6,0 (véase mas abajo).

Actividad endoglucanasa (CMCasa):

Esta se analizé carboximetilcelulosa (CMC) al 2% (p/v) como sustrato en tampén de citrato 50 mM esencialmente
como describen Bailey y Nevalainen 1981; Haakana et al. 2004. Los azucares reductores se midieron con el reactivo
DNS. El andlisis se realiz6 a pH 4,8 o 6,0 (véase mas abajo).

Actividad beta-glucosidasa (BGU):

Esta se analizé con 4-nitrofenil-B-D-glucopiranésido (1 mM) en tampén de citrato 50 mM como describen Bailey y
Nevalainen 1981. El 4-nitrofenol liberado se midié a 400 nm. El analisis se realizé a pH 4,8 0 6,0 (véase mas abajo).

Las actividades relativas de las enzimas se presentan en la Figura 1. Las actividades relativas se presentaron
ajustando la actividad a 60°C como 100% (Figura 1). Todas las cepas produjeron enzimas, que tenian una actividad
elevada a altas temperaturas (65°C-75°C).

Para las purificaciones de las proteinas, también se cultivd ALKO4242 en un biorreactor de 2 litros (Braun Biostat® B,
Braun, Melsungen, Alemania) en el siguiente medio, g/litro: celulosa Solka Floc 40, harina de soja 10, NH4sNO3 5,
KH2PO. 5, MgS04-7H,0 0,5, CaClz:2H,0 0,05, disolucion de elementos traza Num. 1 0,5, disolucién de elementos
traza Num. 2 0,5. La aireacion a fue de 1 vvm, control antiespumante con Struktol, agitacion a 200-800 rpm y
temperatura a 47°C. Se hicieron circular dos lotes, uno a pH 4,7 + 0,2 (NH3/H2SO.) y el otro con un pH inicial de pH
4,5. El tiempo de cultivo fue de 7 d. Después del cultivo las células y otros sodlidos se eliminaron mediante
centrifugacion.

La cepa ALKO4245 se cultivd en un bioreactor de 2 litros (Braun Biostat® B, Braun, Melsungen, Alemania) en el
siguiente medio, g/litro: celulosa Solka Floc 40, polvo de aguas de infusion de maiz 15, bagazo de destileria 5, xilano
de espelta de avena 3, goma garrofin 3, (NH4).SO4 5 y KH2PO4 5. El intervalo de pH fue de 5,2 + 0,2 (NH3/H2SO,),
aireacion a 1 vvm, agitacion a 300-600 rpm, control antiespumante con Struktol y temperatura de 42°C. El tiempo de
cultivo fue de 4 d. Después del cultivo las células y otros solidos se eliminaron mediante centrifugacion.

Para la purificacion de la enzima, se cultivdo ALKO4261 en un biorreactor de 10 litros (Braun Biostat® ED, Braun,
Melsungen, Alemania) en el siguiente medio, g/litro: celulosa Solka Floc 30, bagazo de destileria 10, xilano de
espelta de avena 5, CaCOs; 2, harina de soja 10, salvado de trigo 3,0, (NH4)2SO4 5, KH,PO, 5, MgS0O4-7H20 0,5,
NaCl 0,5, KNO3 0,3, solucion de elementos traza Nim. 1 0,5 y disolucién de elementos traza Num. 2 0,5. El intervalo
de pH fue de 5,2 + 0,2 (NH3/H2S0O4), aireacion a 1 vvm, agitacién a 200-600 rpm, control antiespumante con Struktol
y temperatura de 42°C. El tiempo de cultivo fue de 5 d. Se cultivd un segundo lote en condiciones similares excepto
que se anadio Solka Floc a 40 g/l y bagazo a 15 g/l. Los sobrenadantes se recuperaron mediante centrifugacion y se
filtraron a través de filtros Seitz K-150 y EK (Pall SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad Kreuznach, Alemania). El
ultimo sobrenadante se concentré aproximadamente diez veces utilizando el sistema ultrafiltracion Pellicon Mini (filtro
NMWL de 10 kDa; Millipore, Billerica, MA, USA).

Para la purificacion de la enzima, ALKO4265 también se cultivd en un biorreactor de 10 litros (Braun Biostat® ED,
Braun, Melsungen, Alemania) en el mismo medio que antes, excepto que se afiadié KH,PO, a 2,5 g/l. El intervalo de
pH fue de 5,3 + 0,3 (NH3/H3PO4), aireacion a 0,6 vvm, agitacion a 500 rpm, control antiespumante con Struktol y
temperatura de 43°C. El tiempo de cultivo fue de 7 d. Los sobrenadantes se recuperaron mediante centrifugacion y
se filtraron a través de filtros Seitz K-150 y EK (Pall SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad Kreuznach, Alemania). El
ultimo sobrenadante se concentré aproximadamente 20 veces utilizando el sistema de ultrafiltracion Pellicon Mini
(filtro NMWL de 10 kDa; Millipore, Billerica, MA, USA).

Ejemplo 2. Purificacion y caracterizacion de celobiohidrolasas de Acremonium thermophilum ALKO4245 y
Chaetomium thermophilum ALKO4265

Se cultivaron Acremonium thermophilum ALKO4245 y Chaetomium thermophilum ALKO4265 como se ha descrito
en el Ejemplo 1. Las principales celobiohidrolasas se purificaron utilizando una columna de afinidad basada en p-
aminobencil-1-tio-B-celobidsido, preparada como describen Tomme et al.,1988.

Los sobrenadantes del cultivo se tamponaron en primer lugar en tampén de acetato de sodio 50 mM de pH 5,0, que
contenia &-gluconolactona 1 mM y glucosa 0,1 M con el fin de retardar la hidrdlisis del ligando en presencia de B-
glucosidasas. Las celobiohidrolasas se hicieron eluir con lactosa 0,1 M y finalmente se purificaron mediante
cromatografia de filtracién en gel utilizando columnas Superdex 200 HR 10/30 en el sistema AKTA (Amersham
Pharmacia Biotech). El tampodn utilizado en la filtracion de gel fue fosfato de sodio 50 mM de pH 7,0, que contenia
cloruro de sodio 0,15 M.
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Las celobiohidrolasas purificadas se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se determiné
que la masa molecular de ambas proteinas era de aproximadamente 70 kDa evaluada sobre la base de los patrones
de masa molecular (Kit de calibracion de bajo peso molecular, Amersham Biosciences). Las celobiohidrolasas de
Acremonium y Chaetomium purificadas se denominaron Cel7A de At y Cel7A de Ct, respectivamente, siguiendo el
esquema en Henrissat et al. (Henrissat, 1991; Henrissat y Bairoch, 1993).

La actividad especifica de las preparaciones se determiné utilizando 4-metilumbeliferil-B-D-lactésido (MUL), 4-
metilumbeliferil-B-D-celobidsido (MUG2) o 4-metilumbeliferil-3-D-celotriésido (MUG3) como sustrato (van Tilbeurgh
et al.,, 1988) en tampon de citrato sodico 0,05 M de pH 5 a 50°C durante 10 min. Las actividades endoglucanasa y
xilanasa se determinaron mediante procedimientos normalizados (de acuerdo con la IUPAC, 1987) utilizando
carboximetilcelulosa (CMC) y glucuronoxilano de abedul (Bailey et al., 1992) como sustratos. La actividad especifica
frente a Avicel se calcul6 sobre la base de los aztcares reductores formados en una reaccion de 24 horas a 50°C,
pH 5,0, con sustrato al 1% y dosificacion de enzima 0,25 uM. El contenido de proteina de las preparaciones de
enzima purificada se midié de acuerdo con Lowry et al., 1951. Para caracterizar los productos finales de la hidrdlisis,
los azucares solubles liberados en 24 h en el experimento de hidrolisis, como se ha descrito anteriormente, se
analizaron mediante HPLC (Dionex). La celobiohidrolasa purificada | (CBHI/Cel7A) de Trichoderma reesei se utilizd
como referencia.

Las actividades especificas de las enzimas purificadas y la de CBHI/Cel7A de T. reesei se presentan en la Tabla 1.
Las celobiohidrolasas Cel7A de At y Cel7A de Ct purificadas poseen actividades especificas superiores frente a
sustratos sintéticos pequefios en comparacion con CBHI/Cel7A de T. reesei. La actividad especifica frente a Avicel
fue claramente superior con las enzimas descritas en la presente memoria. Las actividades bajas de las
preparaciones de enzima purificada frente a xilano y CMC pueden ser o debidas a las propiedades de las proteinas
por si mismas, o al menos parcialmente a las pequefias cantidades restantes de enzimas contaminantes. El principal
producto final de hidrdlisis de la celulosa por todas las enzimas purificadas fue la celobiosa lo que es tipico de las
celobiohidrolasas.

Tabla 1. Actividades especificas (nkat/mg) de las celobiohidrolasas purificadas y la enzima de referencia de T. reesei
(50°C, pH 5,0, 24 h).

Sustrato | ALKO4245 Cel7A de A. thermophilum | ALKO4265 Cel7A de C. thermophilum |Cel7A de T. reesei

Xilano 1,3 6,7 1,3
CMC 26,2 55 1,0
Mug2 9,2 18,9 4,3
Mug3 1,3 1,5 0,9
MUL 21,5 54,0 21,9
Avicel 1,8 1,4 0,6

La estabilidad térmica de las celobiohidrolasas purificadas se determind a diferentes temperaturas. La reaccion se
realizdé en presencia de BSA al 0,1% a pH 5,0 durante 60 min utilizando 4-metilumbeliferil-B-D-lactésido como
sustrato. ALKO4265 CBH/Cel7A de C. thermophilum y ALKO4245 CBH/Cel7A de A. thermophilum fueron estables
hasta 65° y 60°C, respectivamente. La enzima de referencia de T. reesei (CBHI/Cel7A) conservé 100% de la
actividad hasta 55°C.

Ejemplo 3. Purificacion y caracterizacion de una endoglucanasa de Acremonium thermophilum ALKO4245

Se cultivd Acremonium thermophilum ALKO4245 como se ha descrito en el Ejemplo 1. El sobrenadante de cultivo se
incubd a 70°C durante 24 horas después de lo cual se concentré mediante ultrafiltracion. La endoglucanasa pura se
obtuvo mediante purificacion secuencial con cromatografia de interaccion hidréfoba y de intercambio catidnico
seguida de filtracion en gel. La actividad endoglucanasa de las fracciones recogidas durante la purificacion se
determiné utilizando carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato (Procedimiento de la IUPAC 1987). El contenido de
proteina se midi6 mediante BioRad Assay Kit (Bio-Rad Laboratories) utilizando albumina de suero bovino como
patron.

El sobrenadante de cultivo concentrado se aplicd a una columna de interaccion hidréfoba HiPrep 16/10 Butyl FF
equilibrada con tampén de fosfato de potasio 20 mM de pH 6,0, que contenia (NH4)2SO4 1 M. Las proteinas unidas
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se hicieron eluir con el gradiente lineal desde el tampdn anterior a fosfato de potasio 5 mM, pH 6,0. Las fracciones se
recogieron y la actividad de endoglucanasa se determind como se ha descrito anteriormente. La actividad
endoglucanasa eluyé en una amplia zona de conductividad de 120 a 15 mS/cm.

Las fracciones combinadas se aplicaron a una columna de intercambio catidnico HiTrap SP XL equilibrada con
acetato de sodio 8 mM, pH 4,5. Las proteinas unidas se hicieron eluir con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,25 M
en el tampoén de equilibrado. La actividad endoglucanasa que contenia proteina se hizo eluir en la zona de
conductividad de 3-7 mS/cm. Se repitié la cromatografia de intercambio catidnico y el eluato de la proteina se
concentré mediante liofilizacion.

La muestra disuelta se cargé en una columna de filtracién en gel Superdex 75 HR10/30 equilibrada con tampdn de
fosfato de sodio 20 mM de pH 7,0, que contenia NaCl 0,15 M. La fraccién principal de la proteina se hizo eluir de la
columna con el volumen de retenciéon de 13,3 ml. Se estimé que el eluato de proteina era puro mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se evalud que el peso molecular era de 40 kDa. Se determiné que la
actividad especifica de la proteina purificada, designada como EG_40 de At, a 50°C era 450 de nkat/mg
(Procedimiento de la IUPAC 1987, utilizando como sustrato CMC).

La estabilidad térmica de la endoglucanasa purificada se determiné a diferentes temperaturas. La reaccion se realizd
en presencia de 0,1 mg/ml de BSA a pH 5,0 durante 60 min utilizando carboximetilcelulosa como sustrato. A.
thermophilum EG_40/Cel45A fue estable hasta 80°C. Las enzimas de referencia de T. reesei EGI (Cel7B) y EGII
(Cel5A) conservaron 100% de la actividad hasta 60°C y 65°C, respectivamente.

Ejemplo 4. Purificacion de una endoglucanasa de Chaetomium thermophilum ALKO4261

Se cultivd Chaetomium thermophilum ALKO4261 como se ha descrito en el Ejemplo 1. La endoglucanasa pura se
obtuvo mediante purificacion secuencial con cromatografia de interaccion hidréfoba y de intercambio catidnico
seguida de filtracion en gel. La actividad endoglucanasa de las fracciones recogidas durante la purificacion se
determiné utilizando carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato (procedimiento de la [IUPAC 1987).

Se afiadié sulfato amonico al sobrenadante de cultivo para alcanzar la misma conductividad que fosfato de potasio
20 mM de pH 6,0, que contenia (NH4)2SO4 1 M. La muestra se aplicé a una columna de interaccion hidréfoba HiPrep
16/10 Phenyl FF equilibrada con fosfato de potasio 20 mM de pH 6,0, que contenia (NH4)2SO4 1 M. La elucion se
llevé a cabo con un gradiente lineal de fosfato de potasio de 20 a 0 mM, pH 6,0, seguido de fosfato de potasio 5 mM,
pH 6,0 y agua. Las proteinas unidas se hicieron eluir con un gradiente lineal de urea de 0 a 6 M. Las fracciones se
recogieron y la actividad endoglucanasa se analizé como se ha descrito anteriormente. La proteina que contiene
actividad endoglucanasa se hizo eluir al principio del gradiente de urea.

Las fracciones se combinaron, se equilibraron a Tris-HCI 16 mM, pH 7,5 (I = 1,4 mS/cm) mediante una columna
10DG (Bio-Rad) y se aplicé a una columna de intercambio aniénico HiTrap DEAE FF equilibrada con Tris-HCI 20
mM, pH 7,5. Las proteinas unidas se hicieron eluir con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 1 M en el tampon de
equilibrado. Las fracciones se recogieron y analizaron para determinar la actividad endoglucanasa como se ha
descrito anteriormente. La proteina se hizo eluir en el intervalo de 10-20 mS/cm.

La muestra se equilibré a acetato de sodio 15 mM, pH 4,5 mediante una columna 10DG (Bio-Rad) y se aplico a una
columna de intercambio catiénico HiTrap SP XL equilibrada con acetato de sodio 20 mM de pH 4,5. Las proteinas se
hicieron eluir con un gradiente lineal de acetato de sodio de 0 a 0,4 M, pH 4,5. La actividad endoglucanasa eluyé en
el intervalo de 1-10 mS/cm. La muestra recogida se liofilizo.

La muestra se disolvié en agua y se aplicé a una columna de filtracién en gel Superdex 75 HR 10/30 equilibrada con
fosfato de sodio 20 mM de pH 6,0, que contenia NaCl 0,15 M. Las fracciones se recogieron y las que contenian
actividad endoglucanasa se combinaron. Se estim6 que el eluato de proteina era puro mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida-SDS y se evalué que la masa molecular sobre la base de patrones de masa molecular (patrones
de SDS-PAGE pretefiidos, Broad Range, Bio-Rad) era de 54 kDa. Se determiné que el pl de la proteina purificada,
denominada EG_54 de Ct con PhastSystem (Pharmacia) era aprox. 5,5.

Ejemplo 5. Purificacion de una endoglucanasa de Thermoascus aurantiacus ALKO4242

Se cultivd Thermoascus aurantiacus ALKO4242 como se ha descrito en el Ejemplo 1. La endoglucanasa pura se
obtuvo mediante purificacion secuencial con cromatografia de interaccion hidréfoba y de intercambio aniénico
seguida de filtracion en gel. La actividad endoglucanasa de las fracciones recogidas durante la purificacion se
determiné utilizando carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato (Procedimiento de la IUPAC 1987). El contenido de
proteina se midi6 mediante BioRad Assay Kit (Bio-Rad Laboratories) utilizando albumina de suero bovino como
patron.

El sobrenadante de cultivo se aplicé a una columna de interaccion hidréfoba HiPrep 16/10 Butyl equilibrada con
tampon fosfato de potasio 20 mM de pH 6,0, que contenia (NH4).SO4 0,7 M. Las proteinas unidas se hicieron eluir
con (NH4)2S0O4 0,2 M (I = 39 mS/cm). Las fracciones que contenian actividad endoglucanasa se combinaron y se
concentraron mediante ultrafiltracion.
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La muestra se desal6 en columnas 10DG (Bio-Rad) y se aplicé a una columna de intercambio aniénico HiTrap DEAE
FF equilibrada con Tris-HCI 15 mM, pH 7,0. Las proteinas unidas se hicieron eluir con un gradiente lineal de NaCl 0
a 0,4 M en el tampdn de equilibrado. La proteina que contiene actividad endoglucanasa se hizo eluir en la zona de
conductividad de 15-21 mS/cm. Las fracciones recogidas se combinaron y se concentraron como antes.

La muestra se aplicé a una columna de filtraciéon en gel Sephacryl S-100 HR 26/60 equilibrada con tampdén acetato
de sodio 50 mM de pH 5,0, que contenia NaCl 0,05 M. La fraccién de proteina que contenia actividad
endoglucanasa se hizo eluir de la columna con un volumen de retencién correspondiente a un peso molecular de 16
kDa. Las fracciones recogidas se combinaron, se concentraron y se repitio la filtracion en gel. Se estimé que el
eluato de proteina era puro mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se consideré que el peso
molecular era de 28 kDa. Se determind que el pl de la proteina purificada, denominada EG_28 de Ta, en un gel IEF
(PhastSystem, Pharmacia) era de aproximadamente 3,5. Se determiné que la actividad especifica de EG_28 de Ta a
50°C era de 4290 nkat/mg (Procedimiento de la IUPAC 1987, utilizando como sustrato CMC).

Ejemplo 6. Purificacion y caracterizacion de una B-glucosidasa de Acremonium thermophilum ALKO4245

Se cultivd Acremonium thermophilum ALKO4245 como se ha descrito en el Ejemplo 1. La B-glucosidasa pura se
obtuvo mediante purificacion secuencial con cromatografia de interaccion hidréfoba y de intercambio aniénico
seguida de filtracion en gel. La actividad B-glucosidasa de las fracciones recogidas durante la purificacion se
determiné utilizando 4-nitrofenil-B-D-glucopiranésido como sustrato (Bailey y Linko, 1990). El contenido de proteina
se midié mediante BioRad Assay Kit (Bio-Rad Laboratories) utilizando albumina de suero bovino como patrén.

El sobrenadante de cultivo se aplicé a una columna de Phenyl Sepharose FF de interaccion hidréfoba HiPrep 16/10
equilibrada con fosfato de potasio 20 mM de pH 6,0, que contenia (NH4).SO4 1 M. Las proteinas unidas se hicieron
eluir con un gradiente lineal desde el tampdn de equilibrado a fosfato de potasio 5 mM en la zona de conductividad
de 137-16 mS/cm. Las fracciones recogidas se combinaron y se concentraron mediante ultrafiltracion.

La muestra se desal6 en columnas 10DG (Bio-Rad) y se aplicé a una columna de intercambio aniénico HiTrap DEAE
FF equilibrada con fosfato de potasio 10 mM de pH 7,0. Las proteinas unidas se hicieron eluir con un gradiente lineal
desde el tampdn de equilibrado al mismo tampdn que contenia NaCl 0,25 M en la zona de conductividad de 1,5-12
mS/cm. La cromatografia de intercambio aniénico se repiti6 como antes, excepto que se utilizé tampon de fosfato de
potasio 4 mM de pH 7,2 mM. Las proteinas se hicieron eluir a la zona conductividad de 6-9 mS/cm. Las fracciones
que contenian actividad de B-glucosidasa se recogieron, se combinaron y se concentraron.

El material activo de la cromatografia de intercambio anionico se aplicé a una columna HR 26/60 Sephacryl S-300
equilibrada con fosfato de sodio 20 mM de pH 6,5, que contenia NaCl 0,15 M. La proteina con actividad (-
glucosidasa se hizo eluir con un volumen de retencién correspondiente a un peso molecular de 243 kDa. Se estimo6
que la proteina era pura mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se evalud que el peso molecular era
de 101 kDa. Se determiné que el pl de la proteina purificada, denominada A BG_101, en un gel IEF (PhastSystem,
Pharmacia) estaba en la zona de 5,6-4,9. Se determind que la actividad especifica de BG_101 de At a 50°C era de
1100 nkat/mg (utilizando 4-nitrofenil-B-D-glucopirandsido como sustrato, Bailey y Linko, 1990).

La estabilidad térmica de la B-glucosidasa purificada se determiné a diferentes temperaturas. La reaccion se realizd
en presencia de 0,1 mg/ml de BSA a pH 5,0 durante 60 min utilizando 4-nitrofenil-3-D-glucopirandsido como
sustrato. La BG_101 de A. thermophilum fue estable hasta 70°C. La enzima de referencia de Aspergillus (Novozym
188) conservé 100% de la actividad hasta 60°C.

Ejemplo 7. Purificacion de una B-glucosidasa de Chaetomium thermophilum ALKO4261

Se cultivd Chaetomium thermophilum ALKO4261 como se ha descrito en el Ejemplo 1. La B-glucosidasa pura se
obtuvo mediante purificacién secuencial con cromatografia de interaccion hidréfoba, de intercambio anidnico y
catiénico seguida de filtracion en gel. La actividad B-glucosidasa de las fracciones recogidas durante la purificacion
se determind utilizando 4-nitrofenil-B-D-glucopiranésido como sustrato (Bailey y Linko, 1990).

El sobrenadante de cultivo se aplicd a una columna de interaccion hidréfoba HiPrep 16/10 Phenyl Sepharose FF
equilibrada con fosfato de potasio 20 mM de pH 6,0, que contenia (NH4),SO4 0,8 M. La elucion se llevo a cabo con
un gradiente lineal desde tampdn de equilibrado a fosfato de potasio 3 mM, pH 6,0, seguido de elucién con agua y
urea 6 M. Las primeras fracciones con actividad B-glucosidasa se hicieron eluir en la zona de conductividad de 80-30
mS/cm. La segunda actividad B-glucosidasa se hizo eluir con urea 6 M. Las fracciones activas eluidas mediante urea
se reunieron y se desalaron en columnas 10DG (Bio-Rad) equilibradas con Tris-HCI 10 pH 7,0.

Después de la eliminacion de las sales, la muestra se aplicé a una columna de intercambio aniénico HiTrap DEAE
FF equilibrada con Tris-HCI 15 mM de pH 7,0. La proteina no se uni6é a la columna, sino que eluy6 durante la
introduccion de la muestra. Esta fraccion de flujo directo se desald en columnas 10DG (Bio-Rad) equilibradas con
acetato de Na 7 mM, pH 4,5.

La muestra de la cromatografia de intercambio anidnico se aplicé a una columna de intercambio catiénico HiTrap SP
FF equilibrada con acetato de sodio 10 mM de pH 4,5. Las proteinas unidas se hicieron eluir con un gradiente lineal
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de acetato de sodio de 10 mM a 400 mM, pH 4,5. Se recogieron las fracciones con actividad B-glucosidasa que
eluyeron en la zona de conductividad de 6,5 a 12 mS/cm, se desalaron en columnas 10DG (Bio-Rad) equilibradas
con acetato de sodio 7 mM, pH 4,5 y se liofilizaron.

La muestra liofilizada se diluyé hasta 100 pl de agua y se aplicé a una columna de filtracién en gel Superdex 75
HF10/30 equilibrada con fosfato de sodio 20 mM de pH 4,5, que contenia NaCl 0,15 M. La actividad 3-glucosidasa
se hizo eluir a un volumen de retencion de 13,64 ml. Las fracciones recogidas se combinaron, se liofilizaron y se
disolvieron en agua. Se estim6 que la proteina era pura mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se
consideré que el peso molecular era de 76 kDa. La proteina se denominé BG_76 de Ct.

Ejemplo 8. Purificacion y caracterizacion de una B-glucosidasa de Thermoascus aurantiacus ALKO4242

Se cultivd Thermoascus aurantiacus ALKO4242 como se ha descrito en el Ejemplo 1. La B-glucosidasa pura se
obtuvo mediante purificacién secuencial con cromatografia de interaccion hidréfoba, de intercambio anidnico y
catiénico seguida de filtracion en gel. La actividad B-glucosidasa de las fracciones recogidas durante la purificacion
se determind utilizando 4-nitrofenil-B-D-glucopiranésido como sustrato (Bailey y Linko, 1990). El contenido de
proteina se midio por BioRad Assay Kit (Bio-Rad Laboratories) utilizando albumina de suero bovino como patrén.

El sobrenadante de cultivo se aplicd a una columna de interaccion hidréfoba HiPrep 16/10 Phenyl Sepharose FF
equilibrada con fosfato de potasio 20 mM de pH 6,0, que contenia (NH.).SO4 0,7 M. Las proteinas unidas se hicieron
eluir con un gradiente lineal de (NH4).SO. 0,2 M a fosfato de potasio 5 mM, pH 6,0. La actividad B-glucosidasa se
hizo eluir durante el gradiente en la zona conductividad de 28,0 a 1,1 mS/cm. Las fracciones se combinaron y se
concentraron mediante ultrafiltracion.

La muestra se desal6 en columnas 10DG (Bio-Rad) y se aplicé a una columna de intercambio aniénico HiTrap DEAE
FF equilibrada con Tris-HCI 20 mM de pH 7,0. La enzima se hizo eluir con un gradiente lineal de NaClde 0 a 0,2 M
en el tampoén de equilibrado y con elucion retardada mediante Tris-HCI 20 mM, que contenia NaCl 0,4 M. La muestra
que eluy6 en la zona de conductividad de aprox. 10-30 mS/cm se concentré mediante ultrafiltracién y se desald
mediante una columna 10DG (Bio-Rad).

La muestra se aplicé a una columna de intercambio catiénico HiTrap SP XL equilibrada con acetato de sodio 9 mM
de pH 4,5. La enzima se hizo eluir con un gradiente lineal de NaAc 10 mM a 400 mM y mediante elucién retardada
utilizando NaAc 400 mM de pH 4,5. Las proteinas con actividad -glucosidasa se hicieron eluir ampliamente durante
el gradiente lineal en la zona de conductividad de 5,0 a 11,3 mS/cm.

El material activo de la cromatografia de intercambio catiénico se aplicé a una columna Sephacryl S-300 HR 26/60
equilibrada con fosfato de sodio 20 mM de pH 7,0, que contenia NaCl 0,15 M. La proteina con actividad (-
glucosidasa se hizo eluir con un volumen de retencién correspondiente a un peso molecular de 294 kDa. Las
fracciones recogidas se combinaron, se liofilizaron y se disolvieron en agua. Se estim6 que la proteina era pura
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y se considerd que el peso molecular era de 81 kDa, que
representaba muy probablemente la forma monomérica de la proteina. El enfoque isoeléctrico (IEF) se llevd a cabo
utilizando un gel de pl 3-9. Después de la tincién con plata, se tifid una amplia zona por encima de pl 5,85, ademas
de una banda estrecha que correspondia a pl de 4,55. Se determind que la actividad especifica de la proteina
purificada, denominada BG_81 de Ta, a 50°C era de 600 nkat/mg utilizando 4-nitrofenil-B-D-glucopirandsido como
sustrato (Bailey y Linko, 1990).

La estabilidad térmica de la B-glucosidasa purificada se determiné a diferentes temperaturas. La reaccion se realizé
en presencia de 0,1 mg/ml de BSA a pH 5,0 durante 60 min. utilizando 4-nitrofenil-B-D-glucopirandsido como
sustrato. La BG_81 de T. aurantiacus fue estable hasta 75°C. El enzima de referencia de Aspergillus (Novozym 188)
conservo 100% de la actividad hasta 60°C.

Ejemplo 9. Purificacidon de una xilanasa de Acremonium thermophilum ALKO4245

Se cultivd Acremonium thermophilum ALKO4245 como se ha descrito en el Ejemplo 1. El sobrenadante del cultivo
se incubd a 70°C durante 24 horas después de lo cual, se concentré mediante ultrafiltracién. La xilanasa pura se
obtuvo mediante purificacion secuencial con cromatografia de interaccion hidréfoba y de intercambio catidnico
seguida de filtracion en gel. La actividad xilanasa se determind utilizando como sustrato xilano de abedul
(Procedimiento de la IUPAC 1987). La proteina se analiz6 mediante BioRad Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories)
utilizando albumina de suero bovino como patrén.

El sobrenadante de cultivo concentrado se aplicd a una columna de interaccion hidréfoba HiPrep 16/10 Butyl FF
equilibrada con tampon de fosfato de potasio 20 mM de pH 6,0, que contenia (NH4)2SO4 1 M. Las proteinas unidas
se hicieron eluir con el gradiente lineal desde el tampdn anterior a fosfato de potasio 5 mM, pH 6,0. La fraccion de
proteina se hizo eluir en una amplia zona de conductividad de 120 a 15 mS/cm.

La muestra de la columna de interaccion hidréfoba se aplicé a una columna de intercambio catiénico HiTrap SP XL
equilibrada con acetato de sodio 8 mM, pH 4,5. La proteina no se uni6 a esta columna, sino que eluyo en el flujo
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directo durante la introduccion de la muestra. Este eluato se concentré mediante ultrafiltracion. La cromatografia
hidrofoba se repiti6 como se ha descrito anteriormente. Las proteinas no unidas se recogieron y se liofilizaron.

La muestra disuelta se cargd en la columna de filtracion en gel Superdex 75 HR10/30 equilibrada con tampon de
fosfato de sodio 20 mM de pH 7,0, que contenia NaCl 0,15 M. Se estimé que la proteina eluida de la columna con el
volumen de retencion de 11,2 ml era pura mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Se considerd que la
masa molecular de la proteina purificada sobre la base de los patrones de masa molecular (patrones SDS-PAGE
tefiidos previamente, Intervalo Amplio, Bio-Rad) era de 60 kDa. Se determino que la actividad especifica de la
proteina, denominada XYN_60 de At, a 50°C era de 1800 nkat/mg (Procedimiento de la IUPAC 1987, utilizando
como sustrato xilano de abedul). La actividad relativa aumentd aproximadamente 1,2 veces a 60°C y 1,65 veces a
70°C (10 min, pH 5,0) en comparacién con 50°C. Las actividades especificas contra MUG2 (4-metilumbeliferil-3-D-
celobidsido), MUL (4-metilumbeliferil-beta-D-lactésido) y MUG3 (4-metilumbeliferil-3-D-celotriésido) fueron de 54, 33
y 78 nkat/mg (50°C, pH 5,0, 10 min), respectivamente. Esto esta de acuerdo con el hecho de que las xilanasas de la
familia 10 también muestran actividad contra los arilglucopirandsidos (Biely et al. 1997).

Ejemplo 10. Purificacion de una xilanasa de Thermoascus aurantiacus ALKO4242

Se cultivd Thermoascus aurantiacus ALKO4242 como se ha descrito en el Ejemplo 1. La xilanasa pura se obtuvo
mediante purificacion secuencial con cromatografia de interaccion hidréfoba, de intercambio anidnico y catiénico
seguida de filtracion en gel. La actividad xilanasa se determind utilizando como sustrato xilano de abedul
(Procedimiento de la IUPAC 1987). La proteina se analizd6 mediante BioRad Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories)
utilizando albumina de suero bovino como patrén.

El sobrenadante de cultivo se aplicd a una columna de interaccion hidréfoba HiPrep 16/10 Phenyl Sepharose FF
equilibrada con tampon fosfato de potasio 20 mM de pH 6,0, que contenia (NH4)2SO4 0,7 M. Las proteinas unidas se
hicieron eluir con un protocolo de eluciéon de dos etapas. La elucidon se llevé a cabo dejando caer primero la
concentracion de sal a (NH4)2SO4 0,2 M y después de eso se aplicd un gradiente lineal de fosfato de potasio 20 mM
de pH 6,0, que contenia (NH4);SOs 0,2 M a fosfato de potasio 5 mM de pH 6,0. La proteina se hizo eluir con
(NH4)2S04 0,2 M (I = 39 mS/cm).

La muestra se desal6 en columnas 10DG (Bio-Rad) y se aplicé a una columna de intercambio aniénico HiTrap DEAE
FF equilibrada con Tris-HCI 15 mM, pH 7,0. La proteina no se unié a la columna de intercambio aniénico sino que
eluyd en el flujo directo. La conductividad de la muestra se ajusté para que correspondiera a la de acetato de sodio
20 mM, pH 4,5 mediante adicién de agua y el pH se ajusté a 4,5 durante la concentracion mediante ultrafiltracion.

La muestra se aplicod a una columna de intercambio catiénico HiTrap SP XL equilibrada con acetato de sodio 20 mM,
pH 4,5. Las proteinas unidas se hicieron eluir con un gradiente lineal desde el tampén de equilibrado al mismo
tampon que contenia NaCl 1 M. La enzima se hizo eluir en la zona de conductividad de 1-7 mS/cm. La muestra se
liofilizo y después de eso se disolvié en agua.

La muestra liofilizada se disolvié en agua y se aplicé a una columna de filtracion en gel Superdex 75 HR 10/30
equilibrada con fosfato de sodio 20 mM de pH 7,0, que contenia NaCl 0,15 M. La proteina se hizo eluir de la columna
con un volumen de retencion correspondiente a un peso molecular de 26 kDa. Se estimd que la proteina era pura
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. La masa molecular de la proteina pura fue de 30 kDa segun
se evaluo sobre la base de patrones de masa molecular (patrones de SDS-PAGE tefidos previamente, Intervalo
Amplio, Bio-Rad). Se determind que el pl de la proteina purificada, denominada XYN_30 de Ta con PhastSystem
(Pharmacia) era de aprox. 6,8. Se determind que la actividad especifica de XYN_30 de Ta a 50°C era de 4800
nkat/mg (Procedimiento de la IUPAC 1987, utilizando como sustrato xilano de abedul).

Ejemplo 11. Secuenciacion de aminoacidos internos

Los péptidos internos se secuenciaron mediante ionizacién por electropulverizacion combinada con espectrometria
de masas en tdndem (ESI-MS/MS) utilizando un aparato Q-TOF1 (Micromass). La proteina se alquilé primero y se
digiri6 en péptidos tripticos. Los péptidos generados se desalaron y se separaron parcialmente mediante
nanocromatografia liquida (de fase inversa) antes de aplicarlos al aparato Q-TOF1. Las secuencias de los péptidos
internos para las celobiohidrolasas de Chaetomium thermophilum y Acremonium thermophilum se muestran en la
Tabla 2. Los péptidos de CBH de Chaetomium se obtuvieron después de haber clonado el correspondiente gen
CBH. Los péptidos determinados de CBH de Acremonium no se utilizaron en la clonacion del gen correspondiente.

Tabla 2. Secuencias de péptidos internos determinadas a partir de CBH (1_C - 4_C) de Chaetomium thermophilum
ALKO4265 y de CBH (1_A - 4_A) de Acremonium thermophilum ALKO4245.

Péptido Secuencia
Péptido 1_C TPSTNDANAGFGR
Péptido2_C VAFSNTDDFNR
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Péptido Secuencia

Péptido 3_C FSNTDDFNRK

Péptido 4_C PGNSLITQEYCDAQKK
Péptido 1_A VTQFILTG

Péptido 2_A MGDTSFYGPG

Péptido 3_A CDPDGCDFN

Péptido 4_A SGNSLITTDF

I/L = la leucina y la isoleucina tienen la misma masa molecular y no se pueden distinguir en el analisis ESI-MS/MS,
Q/K = la masa molecular de la glutamina y la lisina difiere solo en 0,036 Da y no se pueden distinguir en el analisis
ESI-MS/MS.

Las secuencias de péptidos internos de las endoglucanasas, 3-glucosidasas y xilanasas purificadas de Acremonium
thermophilum ALKO4245, Chaetomium thermophilum ALKO4261 y Thermoascus aurantiacus ALKO4242 se
enumeran en la Tabla 3, la Tabla 4 y la Tabla 5.

Tabla 3. Secuencias de péptidos internos determinadas a partir de las endoglucanasas EG_40 de Acremonium
thermophilum ALK04245, EG_54 de Chaetomium thermophilum ALKO4261 y EG_28 de Thermoascus aurantiacus
ALK04242.

Proteina Péptido Secuencia®

EG_40 de At Péptido 1 QSCSSFPAPLKPGCQWR
Péptido 2 YALTFNSGPVAGK
Péptido 3 VQCPSELTSR
Péptido 4 NQPVFSCSADWAQR
Péptido 5 YWDCCKPSCGWPGK
Péptido 6 PTFT

EG_54 de Ct Péptido 1 EPEPEVTYYYV
Péptido 2 YYLLDQTEQY
Péptido 3 RYCACMDLWEANSR
Péptido 4 PGNTPEVHPQK
Péptido 5 SILAPHPCNOQ/K
Péptido 6 QQYEMFR
Péptido 7 ALNDDFCR
Péptido 8 WGNPPPR

EG 28de Ta Péptido 1 ILTSATQWLR
Péptido 2 GCAILSATCVSSTILGQER
Péptido 3 PFMMER
Péptido 4 QYAVVDPHNYGR

(a I/lL = la leucina y la isoleucina tienen la misma masa molecular y no se pueden distinguir en el analisis ESI-
MS/MS, Q/K = la masa molecular de la glutamina y la lisina difiere solo en 0,036 Da y no se pueden distinguir en el
analisis ESI-MS/MS.

Tabla 4. Secuencias de péptidos internos determinados a partir de las beta-glucosidasas BG_101 de Acremonium

thermophilum ALK04245, BG_76 de Chaetomium thermophilum ALKO4261 y BG_81 de Thermoascus aurantiacus
ALKO4242.

Proteina Péptido Secuencia®
BG_101 de At Péptido 1 SPFTWGPTR
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Proteina Péptido Secuencia®
Péptido 2 VVVGDDAGNPC
Péptido 3 AFVSQLTLLEK
Péptido 4 GTDVLULIYTPNNK
Péptido 5 QPNPAGPNACVLIR
BG_76 de Ct Péptido 1 EGLFIDYR
Péptido 2 PGQSGTATFR
Péptido 3 ETMSSNVDDR
Péptido 4 IALVGSAAVYV
Péptido 5 MWLCENDR
Péptido 6 YPQLCLQDGPLGIR
Péptido 7 ELNGQNSGYPSI
BG_81deTa Péptido 1 TPFTWGK
Péptido 2 LCLQDSLPGVR
Péptido 3 GVDVQLGPVAGVAPR
Péptido 4 VNLTLE
Péptido 5 FTGVFGEDVVG
Péptido 6 NDLPLTGYEK

(a l/lL = la leucina y la isoleucina tienen la misma masa molecular y no se pueden distinguir en el analisis ESI-MS/MS

Tabla 5. Secuencias de péptidos internos determinados a partir de las xilanasas XYN_60 de Acremonium
thermophilum ALK04245 y XYN_30 de Thermoascus aurantiacus ALKO4242.
Proteina Péptido Secuencia
XYN_60 de At | Péptido 1 YNDYNLEYNQK
Péptido 2 FGQVTPEN
Péptido 3 VDGDATYMSYVNNK
Péptido 4 KPAWTSVSSVLAAK
Péptido 5 SQGDIVPRAK
XYN_30de Ta | Péptido 1 VYFGVATDQNR
Péptido 2 NAAIIQADFGQVTPENSMK
Péptido 3 GHTLVWHSQLPSWVSSITDK
Péptido 4 NHITTLMTR
Péptido 5 AWDVVNEAFNEDGSLR
Péptido 6 LYINDYNLDSASYPK
Péptido 7 ASTTPLLFDGNFNPKPAYNAIVQDLQQ
Péptido 8 QTVFLNVIGEDYIPIAFQTAR

Ejemplo 12. Construcciéon de bibliotecas gendmicas para Thermoascus aurantiacus, Chaetomium thermophilum y
Acremonium thermophilum

Se prepararon las bibliotecas genémicas de Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Acremonium thermophilum
ALKO4245 para el vector Lambda DASH®II (Stratagene, USA) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Los
ADN cromosoémicos, aislados por el método de Raeder y Broda (1985), se digirieron parcialmente con Sau 3A. Los
ADN digeridos también se fraccionaron por tamafos y los fragmentos del tamafio seleccionado (= 5-23 kb) se
desfosforilaron y se ligaron a los brazos del vector lambda digerido con BamHI. Las mezclas de ligacion se
empaquetaron utilizando extractos de empaquetamiento Gigapack Ill Gold de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante (Stratagene, USA). Los titulos de las b|b||otecas gendmicas de Chaetomium thermophilum y Acremon/um
thermophilum fueron de 3,6 x 10° pfu/mly 3,7 x 10° pfu/ml y los de las bibliotecas amplificadas fueron de 6,5 x 10"
pfu/mly de 4,2 x 108 pfu/ml, respectivamente.

Se utilizé Lambda FIX® Il/Xho | Partial Fill-In Vector Kit (Stratagene, USA) en la construccion de las bibliotecas
gendmicas para Thermoascus aurantiacus ALKO4242 y Chaetomium thermophilum ALKO4261 de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Los ADN cromosomicos, aislados mediante el método de Raeder y Broda (1985), se
digirieron parcialmente con Sau3A. Los ADN digeridos se fraccionaron por tamafios y los fragmentos del tamafio
seleccionado (= 6-23 kb) se rellenaron y se ligaron a los brazos del vector Lambda FIX Il digerido con Xhol. Las
mezclas de ligacion se empaquetaron utilizando extractos de empaquetamiento Gigapack Il Gold de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Stratagene, USA). Los titulos de las blbllotecas genomlcas de Thermoascus
aurantiacus ALKO4242 y Chaetomium thermophllum ALKO4261 fueron de 0,2 x 10° y 0,3 x 10° pfu/ml y los de las
bibliotecas amplificadas fueron de 1,8 x 10° y 3,8 x 10° pfu/ml, respectivamente.

Ejemplo 13. Clonaciéon de los genes de celobiohidrolasa (CBH/cel7) de Thermoascus aurantiacus, Chaetomium
thermophilum 'y Acremonium thermophilum

Se utilizaron los métodos de biologia molecular convencionales en el aislamiento y los tratamientos con enzima del
ADN (plasmidos, fragmentos de ADN), en las transformaciones de E. coli, etc. Los métodos basicos utilizados se
describen en los manuales de biologia molecular convencionales, p. ej., Sambrook et al. (1989) y Sambrook y
Russell (2001).

Las sondas para el escrutinio de las bibliotecas genémicas que se habian construido como se ha descrito en el
Ejemplo 12 se amplificaron mediante PCR utilizando los ADN gendmicos de Thermoascus aurantiacus ALKO4242,
Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Acremonium thermophilum ALKO4245 como moldes en las reacciones.
Varios cebadores sometidos a ensayo en reacciones de PCR se disefiaron de acuerdo con la secuencia de
nucleodtidos publicada (documento WO 03/000941, Hong et al., 2003b). Las mezclas de reaccién de PCR contenian
Tris-HCI 50 mM, pH 9,0, (NH4)2SO4 15 mM, Triton X-100 al 0,1%, MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, cada cebador 5 mM
y 1 unidad de ADN polimerasa Dynazyme EXT (Finnzymes, Finlandia) y =0,5-1 yg del ADN gendmico. Las
condiciones para las reacciones de PCR fueron las siguientes: 5 min de desnaturalizacion inicial a 95°C, seguido de
30 ciclos de 1 min a 95°C, o bien 1 min de recocido a 62°C (gradiente de + 8°C) para los moldes de Thermoascus
ALKO4242 y Chaetomium ALKO4265 o 1 min de recocido a 58°C (gradiente de + 6°C) para el molde de
Acremonium ALKO4245, 2 min de extension a 72°C y una extension final a 72°C durante 10 min.

Los productos de ADN de los tamafios esperados (calculados a partir de las secuencias de CBH publicadas) se
obtuvieron de todos los moldes genémicos utilizados. Los fragmentos de ADN de los tamanfos esperados se aislaron
de las reacciones de PCR mas especificas y se clonaron en el vector pCR® Blunt-TOPO® (Invitrogen, USA). Los
insertos se caracterizaron mediante secuenciacion y llevando a cabo hibridaciones de transferencia Southern para
los ADN genomicos digeridos con varias enzimas de restriccion. Los fragmentos de PCR, que se eligieron para ser
utilizados como sondas para el escrutinio de las bibliotecas genémicas de Thermoascus aurantiacus, Chaetomium
thermophilum y Acremonium thermophilum se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR y sondas seleccionadas para el escrutinio de los genes
CBHicel7 de las bibliotecas gendmicas de Thermoascus aurantiacus, Chaetomium thermophilum y Acremonium
thermophilum. Se muestran el ADN molde genémico y el nombre del plasmido que contiene el fragmento sonda.

Gen Cebador directo Cebador inverso ADN molde Fragmento (kb) |Plasmido

cbhde Ta |TCEL11 TCEL12 Thermoascus 0,8 pALK1633
atgcgaactggcgttgggtce gaatttggagctagtgtcgacg ALKO4242 kb

cbhde Ct |TCEL7 TCELS Chaetomium 0,8 pALK1632
cgatgccaactggcgcetggac ttcttggtggtgtcgacggte ALKO4265 kb

cbh de At TCEL13 TCEL4 Acremonium 0,7 pALK1634
agctcgaccaactgctacacg accgtgaacttcttgctggtg ALKO4245 kb

Las secuencias de aminoacidos deducidas de todas estas sondas tenian homologia con varias secuencias
publicadas de CBH (programa BLAST, version 2.2.9 del NCBI, National Center for Biotechnology Information;
Altschul. et al, 1990), de la familia 7 de glicésido hidrolasas (Henrissat, 1991; Henrissat y Bairoch, 1993).

Los insertos de los plasmidos enumerados en la Tabla 6 se marcaron con digoxigenina de acuerdo con las
instrucciones del proveedor (Roche, Alemania), y las bibliotecas genémicas amplificadas (2 x 10° - 3 x 10° placas) se
escrutaron con los fragmentos sonda marcados. La temperatura de hibridacion para los filtros fue de 68°C y los
filtros se lavaron 2 x 5 min a RT utilizando 2 x SSC - SDS al 0,1% seguido de 2 x 15 min a 68°C utilizando 0,1 x SSC
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- SDS al 0,1% con las sondas homoélogas utilizadas. Se obtuvieron varias placas positivas a partir de cada una de las
hibridaciones. En el escrutinio de las bibliotecas gendémicas de Acremonium ALKO4245, algunas de las placas
positivas hibridaron fuertemente con la sonda en cuestiéon, pero, ademas, hubo una cantidad de placas que
hibridaron mas débilmente con las sondas. Esto sugiri6 que otro u otros genes de celobiohidrolasa podrian estar
presentes en el genoma, causando una reaccion cruzada. Se purificaron de cuatro a cinco placas que hibridaron
fuertemente a partir de los escrutinios de las bibliotecas gendmicas de Thermoascus ALKO4242 y Chaetomium
ALKO4265. En el caso de Acremonium thermophilum ALKO4245, cuatro de las seis placas purificadas hibridaron
débilmente con la sonda utilizada. Los ADN de fagos se aislaron y se caracterizaron mediante hibridaciones de
transferencia Southern. Los fragmentos de restriccion seleccionados que hibridaron con la sonda se subclonaron con
el vector pBluescript || KS+ y se secuenciaron las regiones relevantes de los clones.

En total, se clonaron cuatro genes cbhicel7; uno de Thermoascus aurantiacus ALKO4242, uno de Chaetomium
thermophilum ALKO4265 y dos de Acremonium thermophilum ALKO4245 (en la fase temprana del trabajo, estos
tenian los codigos At_cbh_C At_cbh_Ay, a continuacion, se denominaron At cel7 A y cel7B de At, respectivamente).
La Tabla 7 resume la informacioén sobre las sondas utilizadas para los escrutinios de los genes, los clones de fagos a
partir de los cuales se aislaron los genes, los fragmentos de restriccion seleccionados que contenian los genes
completos con sus regiones promotoras y terminadoras, los nombres de los plasmidos, y los nimeros de depdsito
DSM para las cepas de E. coli que portaban estos plasmidos.

Tabla 7. Sondas utilizadas para la clonacion de los genes cbhicel7, el clon de fago y los subclones seleccionados, el
numero de plasmido y el nimero de depdsito de la correspondiente cepa de E. coli.

Gen Sonda utilizadaen el |Clonde |Fragmento subclonado en Numero de Num. de depésito
escrutinio fago pBluescript Il plasmido de E. coli

Cel7A de

Ta pALK1633 F12 Xbal de 3,2 kb pALK1635 DSM 16723
Cel7A de

Ct pALK1632 F36 Pvul - Hindlll de 2,3 kb pALK1642 DSM 16727
cel7B de

At pALK1634 F6 EcoRI de 3,1 kb pALK1646 DSM 16728
Cel7A de

At pALK1634 F2 Xhol de 3,4 kb pALK1861 DSM 16729

La informacion relevante sobre los genes y las secuencias de proteinas deducidas (SEQ ID NO: 1-8) se resumen en
la Tabla 8 y la Tabla 9, respectivamente.

Las secuencias de péptidos de las proteinas CBH purificadas de Chaetomium thermophilum ALKO4265 y
Acremonium thermophilum ALKO4245 (Tabla 2) se encontraron partir de las secuencias de aminoacidos deducidas
de los clones que contenian los genes Cel7A de Cty Cel7A de At. Por lo tanto, se pudo concluir que los genes que
codificaban las proteinas CBH/Cel7 purificadas de Chaetomium thermophilum y Acremonium thermophilum se
habian clonado.

Tabla 8. Resumen de los genes cbhi/cel7 aislados de Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomium
thermophilum ALKO4265 y Acremonium thermophilum ALKO4245.

Gen Cbh Lon?itud con intrones Region codificante Num. de Longitudes de los SEQ ID NO:
(pb)* (pb)® intrones intrones (pb)

Cel7A de

Ta 1439 1371 1 65 1

Cel7A de

Ct 1663 1596 1 64 7

cel7B de

At 1722 1377 3 134, 122, 87 3

Cel7A de

At 1853 1569 4 88, 53, 54, 86 5

(a Esta incluido el codon de PARADA.
(b No esta incluido el codon de PARADA.
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Tabla 9. Resumen de las secuencias de aminoacidos deducidas de las secuencias de los genes cbhicel7 de
Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomium thermophilum ALK4265 y Acremonium thermophilum ALK04245.
ss, secuencia sefal.

Proteina |Num. |Longitud de ss |CBD C- PM pronosticado pl pronosticado Supuestos sitios SEQ

CBH deaa NN/HMM®@ terminal ® | (Da, no incluida (no incluida ss) de N-glicosilacion |ID
(© « .

ss) NO:

Cel7A de 457 17117 NO 46873 4,44 2 2

Ta

Cel7Ade 532 18/18 Sl, T497 a |54564 5,05 3 8

Ct L532

Cel7B de 459 21/21 NO 47073 4,83 2 4

At

Cel7Ade 523 17117 SI, Q488 |53696 4,67 4 6

At aL523

(a La prediccion de la secuencia sefial se realizo utilizando el programa SignalP V3.0 (Nielsen et al., 1997; Bendtsen.
et al, 2004); el valor NN se obtuvo utilizando redes neuronales y el valor HMM utilizando modelos ocultos de Markov.

(b Se indican el dominio de unién a celulosa (CBD), los aminoacidos de la regién CBD C-terminal (M1 (se incluye en
la numeracion la Met Num. 1))

(c No se incluyo la secuencia sefial pronosticada. La prediccion fue hecha utilizando la herramienta Compute pl/MW
del servidor ExPASYy (Gasteiger et al., 2003).

(d Ndmero de secuencias NXS/T.

Las secuencias de aminoacidos deducidas de Cel7A de Thermoascus aurantiacus y Cel7A de Acremonium
thermophilum (nucleo, sin el CBD) eran muy homologas entre si (analizadas mediante el alineamiento global de
Needleman-Wunsch, EMBOSS 3.0.0 Needle, con Matrix EBLOSUM®62, Penalizacion por Hueco 10,0 y Penalizacion
por extension 0,5; Needleman y Wunsch, 1970). Ademas, la Cel7A de Acremonium thermophilum deducida tenia
una identidad menor con la Cel7A de Chaetomium thermophilum deducida. La Cel7B de Acremonium thermophilum
fue muy distinta de las secuencias de CBH/Cel7 de la invencion.

La secuencia de Cel7A de Chaetomium deducida poseia las identidades mas altas (analizadas mediante
alineamiento global de Needleman-Wunsch, EMBOSS Needle, véase mas arriba) con los polipéptidos de CBHI de
Chaetomium thermophilum, Scytalidium thermophilum y Thielavia australiensis describos en el documento WO
03/000941. Del mismo modo, la secuencia de Cel7A de Thermoascus aurantiacus deducida era altamente idéntica a
la de CBHI publicada de Thermoascus aurantiacus (documento WO 03/000941, Hong et al., 2003b). Cel7B de
Acremonium thermophilum tenia identidades significativamente inferiores a las secuencias previamente publicadas,
estando mas estrechamente relacionada con el polipéptido de CBHI de Oryza sativa. Los mayores homologias de la
secuencia de Cel7A de Acremonium thermophilum deducida fueron con los polinucleétidos de CBHI de Exidia
gladulosa y Acremonium thermophilum (documento WO 03/000941). El alineamiento indica que las secuencias
clonadas de Thermoascus aurantiacus ALKOA4242, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Acremonium
thermophilum ALKO4245 codifican las proteinas CBH que tienen alta homologia con los polipéptidos de la familia 7
de glicosido hidrolasas, por lo tanto, éstas se denominaron Cel7A o Cel7B (Henrissat et al. 1998).

La comparacion de las secuencias de aminoacidos deducidas de los genes CBH/cel 7 de Thermoascus aurantiacus
ALKO4242, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Acremonium thermophilum ALKO4245 y Thielavia entre si, y
adicionalmente con las secuencias encontradas en las bases de datos, se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Secuencias con una homologia mas alta con las secuencias de aminoacidos deducidas de los genes
CBHicel 7 de Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomium thermophilum ALKO04265 y Acremonium
thermophilum ALKO04245. E| alineamiento se realizd utilizando el alineamiento global Needleman-Wunsch
(EMBLOSUM62, Penalizacion por huevo 10,0, Penalizacion por extension 0,5). * indica una secuencia de
aminoacidos derivada de uno de los genes celobiohidrolasa clonados en este trabajo. 'Central’ indica el alineamiento
sin el CBD.

Organismo, enzima y numero de acceso Identidad, (%)
*Thermoascus aurantiacus Cel7A 100,0
Thermoascus aurantiacus, AY840982 99,6
Thermoascus aurantiacus, AX657575 99,1
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Organismo, enzima y nimero de acceso
Thermoascus aurantiacus, AF421954
Talaromyces emersonii, AY081766
Chaetomidium pingtungium, AX657623
Trichophaea saccata, AX657607
*Acremonium thermophilum Cel7A (nucleo)
Emericella nidulans, AF420020 (nucleo)
*Chaetomium thermophilum Cel7A (nucleo)
*Chaetomium thermophilum Cel7A
Chaetomium thermophilum, AY861347
Chaetomium thermophilum, AX657571
Scytalidium thermophilum, AX657627
Thielavia australiensis, AX657577
Acremonium thermophilum, AX657569
Exidia glandulosa, AX657613
*Acremonium thermophilum Cel7A
*Thermoascus aurantiacus Cel7A (nucleo)
Exidia glandulosa, AX657615

Chaetomium pingtungium, AX657623
*Acremonium thermophilum Cel7B (nucleo)
*Acremonium thermophilum Cel7B
Oryza sativa, AK108948

Exidia glandulosa, AX657615

ES 2 582320 T3

Acremonium thermophilum, AX657569 (nucleo)

Thermoascus aurantiacus, AX657575
*Acremonium thermophilum Cel7A
*Thermoascus aurantiacus Cel7A
Trichophaea saccata, AX657607
*Chaetomium thermophilum Cel7A (nucleo)
*Acremonium thermophilum Cel7A
Exidia glandulosa, AX657613

Exidia glandulosa, AX657615
Acremonium thermophilum, AX657569
Thielavia australiensis, AX657577
*Thermoascus aurantiacus Cel7A (nucleo)
Scytalidium thermophilum, AX657627
Chaetomium thermophilum, AX657571
Chaetomium pingtungium, AX657623
*Chaetomium thermophilum Cel7A

*Acremonium thermophilum Cel7B (nucleo)

Ejemplo 14. Produccién de proteinas CBH/Cel7 recombinantes en Trichoderma reesei

24

Identidad, (%)
97,8
79,5
76,4
73,4
70,6
70,4
66,4
100,0
91,9
91,7
747
74,6
72,3
68,0
66,9
66,4
60,8
60,7
60,2
100,0
66,1
65,0
64,8
64,8
64,6
64,4
63,6
60,2
100,0
77,9
77,9
77,5
71,0
70,6
67,5
67,5
67,3
66,9
64,6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 582320 T3

Se construyeron plasmidos de expresion para la produccion de las proteinas CBH/Cel7 recombinantes de
Thermoascus aurantiacus (Cel7A de Ta), Chaetomium thermophilum (Cel7A de Ct) y Acremonium thermophilum
(Cel7A de At, Cel7B de At; en la fase inicial del trabajo estas proteinas tenian los cédigos temporales CBH_C de Aty
CBH_A de At, respectivamente). Los plasmidos de expresion construidos se enumeran en la Tabla 11. Los genes
cbhicel7 recombinantes, incluyendo sus propias secuencias sefal, se fusionaron exactamente con el promotor de
cbh1 (cel7A) de T. reesei mediante PCR. La terminacion de la transcripcion se garantizé por medio del terminador
de cel7A de T. reesei y el gen marcador amdS de A. nidulans se utilizo para la seleccién de los transformantes como
describen Paloheimo et al. (2003). Los casetes de expresion lineal (Fig. 2), se aislaron de las cadenas principales del
vector después de la digestion con EcoRl y se transformaron en protoplastos A96 y A98 de T. reesei (ambas cepas
tienen suprimidos los genes que codifican las cuatro celulasas principales CBHI/Cel7A, CBHII/Cel6A, EGI/Cel7B y
EGII/Cel5A). Las transformaciones se realizaron como en Penttila et al. (1987) con las modificaciones descritas en
Karhunen et al. (1993), seleccionando con acetamida como uUnica fuente de nitrégeno. Los transformantes se
purificaron sobre placas de seleccion a través de conidios individuales antes de su esporulacién sobre PD.

Tabla 11. Casetes de expresion construidos para producir las proteinas CBH/Cel7 de Thermoascus aurantiacus
ALK04242 (Cel7A de Ta), Chaetomium thermophilum ALKO4265 (Cel7A de Ct), y Acremonium thermophilum
ALKO4245 (Cel7A de At, Cel7B de At) en Trichoderma reesei. La estructura general de los casetes de expresion fue
la descrita en la Fig. 2. Los genes cbhlicel7 clonados se fusionaron exactamente con el promotor cbh1/cel7A de T.
reesei.

CBH/Cel7 Plasmido de expresion Tamario del casete de expresion® |terminador de cel7A®
Cel7A de Ta pALK1851 9,0 kb 245 pb (Xbal)

Cel7A de Ct pALK1857 9,2 kb 240 pb (Hindlll)
Cel7B de At pALK1860 9,4 kb 361 pb (EcoRlI)
Cel7A de At pALK1865 9,5 kb 427 pb (EcoRV)

(a El casete de expresion para la transformacion de T. reesei se aislé de la cadena principal del vector utilizando la
digestion con EcoRl.

(b Numero de nucleétidos de la region terminadora de cbh1/cel7A gendmico después del codon de parada. El sitio
de restriccion en el extremo 3', utilizado en la escision del fragmento de gen gendmico, se incluye en el paréntesis.

La produccién de CBH/Cel7 de los transformantes se analizé a partir de los sobrenadantes de cultivo de los cultivos
en matraz oscilante (50 ml). Los transformantes se cultivaron durante 7 dias a 28°C en un medio inductor de
celulasa a base de complejo de lactosa (Joutsjoki et al. 1993) tamponado con KH.PO. al 5%. La actividad
celobiohidrolasa se analizé utilizando sustrato de 4-metilumbeliferil-3-D-lactésido (MUL) de acuerdo con van
Tilbeurghet al., 1988. Los genotipos de los transformantes seleccionados se confirmaron utilizando transferencias
Southern en las que se incluyeron varios productos digeridos gendmicos y el casete de expresion respectivo se
utilizé como sonda. Se analiz6 la expresion heteréloga de las proteinas Cel7A de Ta, Cel7A de Ct, Cel7A de Aty
Cel7B de At mediante SDS-PAGE con la posterior tincion de Coomassive. Las conclusiones de que no se pudiera
detectar ninguna actividad celobiohidrolasa o la produccion de proteina heteréloga en SDS-PAGE para los
transformantes de Cel7B de At que contenia el casete de expresion integrado, sugieren que Cel7B de At es
producida por debajo de los niveles de deteccion en Trichoderma utilizando el disefio experimental descrito.

Las preparaciones de enzima CBH/Cel7 recombinante se caracterizaron en términos de pH optimo y de estabilidad
térmica. El pH optimo de las proteinas CBH/Cel7 recombinantes de Thermoascus aurantiacus, Chaetomium
thermophilum, y Acremonium thermophilum se determiné en el tampon universal de Mcllvaine dentro de un intervalo
de pH de 3,0-8,0 utilizando 4-metilumbeliferil-B-D-lactésido (MUL) como sustrato (Fig. 3A). El pH éptimo para las
enzimas Cel7A de Ct y Cel7A de At se encuentra en 5,5, por encima del cual la actividad comienza a disminuir
gradualmente. El pH o6ptimo de Cel7A de Ta bruta recombinante se encuentra en 5,0 (Fig. 3A). La estabilidad
térmica de las enzimas Cel7 recombinantes se determind midiendo la actividad MUL en tampoén universal de
Mcllvaine, al pH éptimo con un tiempo de reaccion de 1 h. Como se muestra a partir de los resultados Cel7A de Tay
Cel7A de Ct conservaron mas de 60% de sus actividades a 70°C, mientras que Cel7A de At demostré claramente
ser menos estable a las temperaturas mas altas (=65°C) (Fig. 3B).

Los transformantes de CBH/Cel7 seleccionados se cultivaron biorreactores de laboratorio a 28°C en el medio
indicado anteriormente durante 3-4 dias con un pH de control de 4,4 + 0,2 (NH3/H3PO4) para obtener material para
las pruebas de aplicacion. Los sobrenadantes se recuperaron mediante centrifugacion y se filtraron a través de filtros
Seitz K-150 y EK (Pall SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad Kreuznach, Alemania).

Ejemplo 15. Produccioén de las proteinas de fusion Cel7A + CBD de Thermoascus aurantiacus recombinante en T.
reesei

Se fusion6 Cel7A de Thermoascus aurantiacus (AF478686, Hong et al., 2003b; SEQ ID NO: 1) con el conector y
CBD de CBHI/Cel7A de Trichoderma reesei (AR088330, Srisodsuk et al. 1993) (= CBD de Tr), seguido de la
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produccion de la proteina de fusion (SEQ ID NO: 28 que corresponde al acido nucleico de la SEQ ID NO: 27) en T.
reesei como se describe en FI20055205/US 11/119526; presentado el 29 de Abril 2005. Ademas, Cel7A de
Thermoascus aurantiacus se fusioné con el conector y el CBD de Cel7A de Chaetomium thermophilum (SEQ ID NO:
7) (CBD de Ct). Para ello, se sintetizaron la secuencia codificante del conector y el CBD de Cel7A de Chaetomium
thermophilum mediante PCR utilizando los siguientes cebadores:

5-TTAAACATATGTTATCTACTCCAACATCAAGGTCGGACCCATCGGCTC-GACCGTCCCTGGCCTTGAC-3'
(secuencia directa)

y
5-TATATGCGGCCGCAAGCTTTACCATCAAGTTACTCCAGCAAATCAGGG-AACTG-3' (secuencia inversa).

La mezcla de reaccion de PCR contenia 1 x tampon de reaccion de DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia), Mg®*
15 mM, dNTP 0,2 mM, 2 uM de cada cebador, 0,6 unidades de ADN polimerasa DyNAzyme™ EXT (Finnzymes,
Finlandia), y aproximadamente 75 ng/30 pyl de ADN molde, que contenia el gen cel7A completo de Chaetomium
thermophilum. Las condiciones para la reaccion de PCR fueron las siguientes: 2 min. de desnaturalizacion inicial a
98°C, seguido de 30 ciclos de 30 seg. a 98°C, 30 seg. de recocido a 68°C (gradiente de + 4°C), 30 segundos de
extension a 72°C y una extension final a 72°C durante 10 min. El fragmento de ADN especifico en la reaccion de
PCR se obtuvo a un intervalo de temperatura de recocido entre 64°C a 68,5°C. El fragmento CBD sintetizado de
Chaetomium thermophilum se ligé después del gen cel7A de Thermoascus aurantiacus dando como resultado un
punto de unién de GPIGST entre los dominios. El fragmento amplificado por PCR del plasmido se confirmé mediante
secuenciacion (SEQ ID NO: 29). El gen fusién cel7A construido se fusion6 exactamente al promotor de cbh1 (cel7A)
de T. reesei. La terminacion de la transcripcion se aseguré por medio del terminador de cel7A de T. reesei y se
utilizé el gen marcador amdS de A. nidulans para la seleccion de los transformantes como se describe en Paloheimo
et al. (2003).

El casete de expresion lineal se aislé de la cadena principal del vector después de la digestion con Nofl y se
transformoé en protoplastos A96 de T. reesei. Las transformaciones se realizaron como en Penttila et al. (1987) con
las modificaciones descritas en Karhunen ef al. (1993), con la seleccion de acetamida como Unica fuente de
nitrégeno. Los transformantes se purificaron en placas de seleccion a través de conidios individuales antes de la su
esporulacion sobre PD.

Se analizé la produccion Cel7A + CBD (SEQ ID NO. : 28 y 30) de Thermoascus aurantiacus de los transformantes a
partir de los sobrenadantes de cultivo de los cultivos en matraz oscilante (50 ml). Los transformantes se cultivaron
durante 7 dias en un medio inductor de celulasa complejo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado con 5% de KH2PO4 a pH
5,5. La actividad de celobiohidrolasa se analizé utilizando sustrato de 4-metilumbeliferil-B-D-lactésido (MUL) de
acuerdo con van Tilbeurgh et al., 1988. Los genotipos de los transformantes seleccionados se confirmaron utilizando
transferencias Southern en las que se habian incluido diversos productos digeridos gendmicos y el casete de
expresion se utilizdé como sonda. Los andlisis de SDS-PAGE mostraron que las enzimas Cel7A + CBD de
Thermoascus aurantiacus recombinante se habian producido en forma de proteinas de fusion estables en T. reesei.

El transformante seleccionado que producia la proteina de fusion Cel7A de Ta + CBD de Tr (SEQ ID NO: 28)
también se cultivo en un biorreactor 2 litros a 28°C en el medio indicado anteriormente durante 3-4 dias con control
de pH a 4,4 + 0,2 (NH3s/H3PO4) para obtener material para las pruebas de aplicacion. Los sobrenadantes se
recuperaron mediante centrifugacion y se filtraron a través de filtros Seitz K-150 y EK (Pall SeitzSchenk
Filtersystems GmbH, Bad Kreuznach, Alemania).

Ejemplo 16. Comparacion de las constantes de Michaelis-Menten y de inhibicion de celobiosa de celobiohidrolasas
recombinantes purificadas

Las constantes de Michaelis-Menten y de inhibicién de la celobiosa se determinaron a partir de las celobiohidrolasas
producidas de manera heteréloga en T. reesei (Ejemplos 14 y 15). Las enzimas se purificaron como se describe en
el Ejemplo 2. Las concentraciones de proteina de las enzimas purificadas se midieron mediante su absorcién a 280
nm utilizando un coeficiente de extincion molar tedrico, que se evalué a partir de las secuencias de aminoacidos (Gill
y von Hippel, 1989).

Las constantes cinéticas (valores Km y kcat) y la constante de inhibicién de celobiosa (Ki) para CBHI/Cel7A de Tr,
CBH/Cel7A de Ta, CBH/Cel7A de At y CBH/Cel7A de Ct, se midieron utilizando CNPLac (2-Cloro-4-nitrofenil-3-D-
lactosido) como sustrato a la temperatura ambiente (22°C) en tampoén de fosfato de sodio 50 mM, pH 5,7. Para la
determinacion de la constante de inhibicion (Ki), se utilizaron ocho concentraciones de sustrato diferentes (31 a 4000
pM) en presencia de un intervalo de cinco concentraciones de inhibidor (0-100 uM o 0-400 pM), que agrupen el valor
de Ki. Todos los experimentos se realizaron en placas de microtitulacion y el volumen de reaccion total fue de 200 pl.
Las tasas iniciales se midieron en cada caso mediante control continuo de la liberacion del anién de cloro-
nitrofenolato (CNP, 2-cloro-4-nitrofenolato) a través de mediciones a 405 nm utilizando un lector de placas de
microtitulacion Varioscan (ThermoLabsystems). Los resultados se calcularon a partir de la curva patrén de CNP (de
0 a 100 uM). Las concentraciones de enzima utilizadas fueron: CBHI/Cel7A de Tr 2,46 uM, CBH/Cel7A de Ta 1,58
pUM, CBH/Cel7A de Ct 0,79 uM y CBH/Cel7A de At 3 uM. Las constantes Km y kcat se calcularon a partir del ajuste
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de la ecuacién de Michaelis-Menten utilizando el programa de Origen. Se utilizaron diagramas de Lineweaver-Burk,
regraficos "replots" (pendiente de LWB frente a [glc2; celobiosa]) y diagramas de Hanes para distinguir entre la
inhibicion de tipo competitivo y mixta y para determinar las constantes de inhibicion (Ki).

Los resultados de las mediciones cinéticas se muestran en la Tabla 12 y la Tabla 13. Como se puede observar,
CBHJ/Cel7A de Ct tiene claramente el nimero de recambio mas alto (kcat) sobre CNPLac y también la constante de
especificidad (kcat/Km) es mayor en comparacion con CBHI/Cel7A de T. reesei. La celobiosa (glc2) es un inhibidor
competitivo para todas las celulasas medidas, y la CBHI/Cel7A de Tr (utilizada como control) tiene la inhibicion mas
fuerte (es decir, el valor de Ki mas bajo) por celobiosa. La CBH/Cel7A de At tuvo una constante de inhibicién 7 veces
mayor en comparacion con el de CBHI/Cel7A de Tr. Estos resultados indican que las tres nuevas celobiohidrolasas
podrian funcionar mejor en la hidrolisis de celulosa debido a la disminucion de la inhibicion por celobiosa en
comparacion con la celobiohidrolasa | de Cel7A de Trichoderma reesei.

Tabla 12. Comparacién de las constantes de inhibicién de celobiosa de cuatro celobiohidrolasas de la familia 7 de
GH, medidas sobre CNPLac en tampon de fosfato de sodio 50 mM de pH 5,7, a 22°C.

Enzima Ki (uM) Tipo de inhibicion
Cel7A de Ct 39 competitiva
Cel7A de Ta 107 competitiva
Cel7A de At 141 competitiva
Cel7A de Tr 19 competitiva

Tabla 13. Comparacion de las constantes cinéticas de Michaelis-Menten de celobiohidrolasa Cel7A de Chaetomium
thermophilum con CBHI/Cel7A de T. reesei, medidas sobre CNPLac en tampén de fosfato de sodio 50 mM de pH
5,7,a 22°C.

Enzima kcat Km kcat /Km
(min™) (M) (min™ M™)

Cel7A de Ct 18,8 1960 9,5103

Cel7TAde Tr 2,6 520 5,0 103

Ejemplo 17. Hidrdlisis de celulosa cristalina (Avicel) por las celobiohidrolasas recombinantes

Las celobiohidrolasas recombinantes purificadas Cel7A de Ct, Cel7A de Ta, Cel7A de Ta+CBD de Tr, Cel7A de
Ta+CBD de Ct, Cel7A de At asi como la versiéon nucleo de Cel7A de Ct (véase mas adelante) se sometieron a
ensayo en cantidades equimolares en la hidrdlisis de celulosa cristalina a dos temperaturas, 45°C y 70°C; la Cel7A
de Tr de T. reesei purificada y su version nicleo (véase mas adelante) se utilizaron como comparacion. Los analisis
de hidrdlisis de la celulosa cristalina (Ph 101, Avicel; Fluka, Bucsh, Suiza) se llevaron a cabo en acetato de sodio 50
mM en un tubo con escala de 1,5 ml, pH 5,0. Se aplic6é movimiento oscilante a Avicel a 45°C o a 70°C, con la
disolucién de enzima (1,4 uM), y el volumen final de la mezcla de reaccion fue de 325 pl. La hidrdlisis siguié hasta 24
horas tomando muestras en seis momentos diferentes y deteniendo la reacciéon mediante la adicién de 163 ul de
reactivo de parada que contenia 9 vol de etanol del 94% y 1 vol de glicina 1 M (pH 11). La disolucion se filtr6 a través
de una unidad de filtracion Millex GV13 de 0,22 ym (Millipore, Billerica, MA, USA). La formacion de azucares
reductores solubles en el sobrenadante se determind mediante el método de la hidrazida de acido para-
hidroxibenzoico (PAHBAH) (Lever, 1972) utilizando una curva patrén de celobiosa (celobiosa de 50 a 1600 uM). Se
afiadié una disolucion de PAHBAH 0,1 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) de nueva aportacién en NaOH 0,5 M
(100 pl) a 150 pl de la muestra filtrada y se hirvié durante 10 minutos después de lo cual la disolucién se enfrié sobre
hielo. Se midi6 la absorbancia de las muestras a 405 nm.

Las versiones nucleo de las celobiohidrolasas que albergan un CBD en su forma nativa se obtuvieron como sigue:
Cel7A de Cty Cel7A de Tr fueron expuestas a digestion proteolitica para eliminar el dominio de unién a celulosa. La
digestion con papaina (Papaya Latex, 14 U/mg, Sigma) de las celobiohidrolasas nativas se realizé a 37°C durante 24
h en una mezcla de reaccién compuesta de L-cisteina 10 mM y EDTA 2 mM en tampén de acetato de sodio 50 mM
(pH 5,0 ) con la adicion de papaina (se sometieron a ensayo dos concentraciones de papaina: una cantidad de una
quinta parte o una décima parte de papaina con respecto a la cantidad total de la Cel7A en la mezcla de reaccion).
La proteina nucleo resultante se purificé con una columna de intercambio anionico DEAE Sepharose FF (Pharmacia,
Uppsala, Suecia) como se ha descrito anteriormente. El producto se analizé en SDS-PAGE.

Los resultados de hidrdlisis a 45°C y 70°C se muestran en la Figura 4 y la Figura 5, respectivamente. Los resultados
muestran claramente que todas las celobiohidrolasas muestran una hidrélisis mas rapida y mas completa a ambas
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temperaturas en comparacion con la celobiohidrolasa Cel7A de T. reesei del estado de la técnica. A 70°C, las
celobiohidrolasas termoestable de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 y Chaetomium thermophilum ALKO4265
son superiores en comparacion con Cel7A de T. reesei, también en el caso en el que el nucleo de Cel7A de
Thermoascus esta conectado al CBD de Cel7A de T. reesei (Cel7A de Ta + CBD de Tr). Resulté sorprendente que
las celobiohidrolasas aisladas y clonadas en este trabajo sean superiores, cuando albergan un CBD, en la velocidad
y la formacion del producto en la hidrélisis de celulosa cristalina también a la temperatura de hidrélisis convencional
de 45°C cuando se compard con la celobiohidrolasa del estado de la técnica de Cel7A (CBHI) de T. reesei a la
misma concentracién de la enzima. Los resultados también estan de acuerdo con las preparaciones de enzima
(Cel7A de Aty Cel7A de Ct), que se purificaron a partir de los anfitriones originales y se sometieron a ensayo en la
hidrolisis de Avicel (50°C, 24 h) (Ejemplo 2, Tabla 1).

Ejemplo 18. Clonacion de genes de endoglucanasa de Acremonium thermophilum ALKO4245, Chaetomium
thermophilum ALKO4261, y Thermoascus aurantiacus ALKO4242

Se utilizaron métodos convencionales de biologia molecular como se ha descrito en el Ejemplo 13. La construccion
de las bibliotecas gendmicas de Acremonium, Chaetomium, y Thermoascus se ha descrito en el Ejemplo 12.

Los péptidos derivados de endoglucanasas purificadas de Acremonium y Chaetomium comparten homologia con
varias endoglucanasas de la familia 45 de glicosilhidrolasas tales como la endoglucanasa Cel45A de Melanocarpus
albomyces (AJ515703) y la endoglucanasa de Humicola insolens (A35275), respectivamente. Los péptidos
derivados de la endoglucanasa de Thermoascus comparten casi 100% de identidad con la secuencia de la
endoglucanasa EG1 de Thermoascus aurantiacus (AF487830) publicada. Para amplificar una sonda para el
escrutinio de las bibliotecas gendémicas de Acremonium y Chaetomium, se disefiaron cebadores degenerados
basandose en las secuencias de los péptidos. El orden de los péptidos en la secuencia de la proteina y la naturaleza
efectora o antisentido correspondiente de los cebadores se dedujeron a partir de la comparacion con las
endoglucanasas publicadas homoélogas. Las secuencias de los cebadores y los péptidos correspondientes se
enumeran en la Tabla 14. Debido a una identidad de casi 100% de los péptidos de Thermoascus con la secuencia
publicada, el gen de la endoglucanasa se amplificé mediante PCR directamente a partir del ADN genémico.

Tabla 14. Oligonucledtidos sintetizados y utilizados como cebadores de PCR para amplificar una sonda para el
escrutinio de los genes ced5A (EG_40) de Acremonium thermophilum y cellB (EG_54) de Chaetomium
thermophilum a partir de las bibliotecas gendmicas correspondientes.

Proteina Péptido Localizacion del Secuencia del cebador®
cebador®

EG _40de

At Péptido 5 1—6 TAYTGGGAYTGYTGYAARCC
WFQNADN'* RTTRTCNGCRTTYTGRAACCA

EG 54 de

Ct Péptido 7 3—7 GCAAGCTTCGRCARAARTCRTCRTT
Péptido 2 5—9 GGAATTCGAYCARACNGARCARTA ‘©

(a aminoacidos del péptido utilizado para el disefio de la secuencia del cebador
(bN=AC, G, oT;,R=A0G,Y=CoT

(c El péptido no deriva de la proteina EG_40 purificada de Acremonium, pero se origina a partir de la secuencia
Cel45A de M. albomyces (AJ515703) homdloga a EG_40.

(d Se afiadié un sitio de restriccion Hindlll al extremo 5' del oligonucledtido
(e Se afiadi6 un sitio de restriccion EcoRI al extremo 5' del oligonucledétido

Se amplifico la sonda especifica del gen celd5A de Acremonium thermophilum para escrutar la biblioteca gendémica
con los cebadores directo (TAYTGGGAYTGYTGYAARCC) e inverso (RTTRTCNGCRTTYTGRAACCA) utilizando
ADN gendémico como molde. Las mezclas de reaccion de PCR contenian Tris-HCI 50 mM, pH 9,0, (NH4)2.SO4 15
mM, Triton X-100 al 0,1%, MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,1 mM, 0,5 yg de cada cebador, 1 unidad de ADN polimerasa
Dynazyme EXT (Finnzymes, Finlandia) y aproximadamente 0,5 pg de ADN gendmico de Acremonium. Las
condiciones para las reacciones de PCR fueron las siguientes: 5 min de desnaturalizacion inicial a 95°C, seguido de
30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min de recocido a 50-60°C, 2 min de extension a 72°C y una final extension a 72°C
durante 10 min. Para la amplificacion de la sonda especifica de gen cel7B de Chaetomium thermophilum (que
codifica EG_54 de Ct), se utilizaron un cebador directo (GGAATTCGAYCARACNGARCARTA) y un cebador inverso
(GCAAGCTTCGRCARAARTCRTCRTT). Las mezclas de reaccion de PCR contenian Tris-HCI 10 mM, pH 8,8, KCI
50 mM, Triton X-100 al 0,1%, MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, 250 pmol de cada cebador, 2 unidades de ADN
polimerasa Dynazyme Il (Finnzymes, Finlandia) y aproximadamente 2 ug de ADN gendémico de Chaefomium. Las
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condiciones para la reaccion de PCR fueron las descritas anteriormente, excepto que el recocido se realizd a 45-
50°C.

Se obtuvieron dos productos de PCR a partir de la reaccion de PCR de Acremonium. Se aislaron fragmentos de
ADN de aproximadamente 0,6 kb y 0,8 kb de gel de agarosa y se clonaron en el vector pCR4-TOPO® TA (Invitrogen,
USA), dando como resultado los plasmidos pALK1710 y pALK1711, respectivamente. Los productos de ADN se
caracterizaron por secuenciacion y realizando hibridaciones mediante transferencia Southern con el ADN gendmico
de Acremonium digerido con varias enzimas de restriccion. Los patrones de hibridacion obtenidos con los dos
fragmentos en condiciones de lavado rigurosas sugieren que los dos supuestos genes de endoglucanasa podrian
ser escrutados a partir de la biblioteca gendmica de Acremonium. Las secuencias de aminoacidos deducidas de los
dos productos de PCR tienen homologia con varias secuencias publicadas de endoglucanasa de la familia 45 de
glicosilhidrolasa (programa BLAST del Nacional Center for Biotechnology Information; Altschul et al., 1990).

Se obtuvo un producto de PCR del tamafio esperado (estimado a partir de la secuencia de endoglucanasa homologa
de Humicola insolens, A35275) a partir de la reaccion de PCR de Chaetomium. Este fragmento de ADN de
aproximadamente 0,7 kb se clond en el vector pCR4-TOPO® TA (Invitrogen, USA) dando como resultado el plasmido
pALK2005 y se analizé como se ha descrito anteriormente. La secuencia de aminoacidos deducida del producto de
la PCR tiene homologia con varias secuencias de celulasa publicadas de la familia de 7 glicosilhidrolasa (programa
BLAST, version 2.2.9 en el NCBI, Nacional Center for Biotechnology Information; Altschul et al,. 1990).

El inserto de los plasmidos pALK1710, pALK1711, pALK2005 y se aisl6 mediante digestion con enzimas de
restriccion y se marco con digoxigenina de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Roche, Alemania). Se
escrutaron aproximadamente 1-2 x 10° placas de la biblioteca genémica amplificada de Acremonium o Chaetomium.
La temperatura de hibridacion fue de 68°C y los filtros se lavaron 2 x 5 min a RT utilizando 2 x SSC - SDS al 0,1%
seguido de 2 x 15 min a 68°C utilizando 0,1 x SSC - SDS al 0,1%. Se obtuvieron varias placas positivas, de las
cuales de cinco a seis placas que hibridacién fuertemente se purificaron a partir de cada escrutinio. Los ADN de los
fagos se aislaron y se analizaron mediante hibridacion por transferencia Southern. Los fragmentos de restriccion que
hibridaban con la sonda se subclonaron en el vector pBluescript Il KS + (Stratagene, USA) y se secuenciaron las
porciones relevantes. En todos los casos el fragmento de fago subclonado contiene el gen completo de interés. La
Tabla 15 resume la informacién de las sondas utilizadas para el escrutinio de los genes de endoglucanasa, los
clones de fagos a partir de los cuales se aislaron los genes, los fragmentos de restriccion seleccionados que
contenian los genes completos con sus regiones promotora y terminadora, los nombres de los plasmidos que
contenian el fragmento del fago subclonado, y los niumeros de depdsito de la coleccion de cultivos Deutsche
Sammlung von und Mikroorganismen Zellkulturen GmbH (DSM) de cepas de E. coli que portaban estos plasmidos.

Tabla 15. Sondas utilizadas para la clonacion del gen de la endoglucanasa, clon del fago y subclon seleccionados,
nombre del plasmido y el nimero de depdsito correspondiente de la cepa de E. coli.

Gen Biblioteca Sonda utilizada en el |Clonde |Fragmento Plasmido |Num. de depdsito
gendmica escrutinio fago subclonado de E. coli

celd5A de |A. thermophilum |pALK1710 P24 Smal de 5,5 kb pALK1908 | DSM 17324

At ALKO4245

celd5B de |A. thermophilum |pALK1711 P41 Xhol de 6,0 kb pALK1904 DSM 17323

At ALKO4245

cellB de |C. thermophilum |pALK2005 P55 BamHIl de 5,1 kb |pALK2010 |DSM 17729

ct ALKO4261

El gen cel5A de Thermoascus aurantiacus (que codificaba EG_28) (SEQ ID NO: 9) se amplificé directamente a partir
del ADN genomico aislado mediante reaccion de PCR. los cebadores directo
(ATTAACCGCGGACTGCGCATCATGAAGCTCGGCTCTCTCGTGCTC) e inverso
(AACTGAGGCATAGAAACTGACGTCATATT) que se utilizaron para la amplificacion se disefiaron basandose en el
gen eg1 de T. aurantiacus publicado (AF487830). Las mezclas de reaccion PCR contenian 1 x tampén Phusion HF,
dNTP 0,3 mM, 0,5 M de cada cebador, 2 unidades de ADN polimerasa Phusion TM (Finnzymes, Finlandia) y
aproximadamente 0,25 ug de ADN genémico de Thermoascus. Las condiciones para las reacciones de PCR fueron
las siguientes: 5 min de desnaturalizacion inicial a 95°C, seguido de 25 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s de recocido a 57-
67°C, 2,5 minutos de extension a 72°C y una extension final a 72°C durante 5 min. El producto de 1,3 kb amplificado
que contenia el gen exacto (del codon de INICIO al de PARADA) se clon6 como un fragmento Sacll-Pstl en el vector
pBluescript Il KS +. Se secuenciaron dos clones independientes y un clon se selecciond y se denomind pALK1926.
El nimero de deposito de la cepa de E. coli que contenia pALK1926 en la coleccion de cultivos Deutsche Sammlung
von und Mikroorganismen Zellkulturen GmbH es DSM 17326.
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La informacion relevante de los genes y las secuencias de proteinas deducidas (SEQ ID NO: 9-16) se resumen en la
Tabla 16 y la Tabla 17, respectivamente. Las secuencias peptidicas de las endoglucanasas EG_40 de Acremonium
(gen celA5A de At), EG_54 de Chaetomium (gen cel7B de Ct), y EG_28 de Thermoascus (gen cel5A de Ta) se
encontraron en las correspondientes secuencias de aminoacidos deducidas de los genes clonados confirmando que
se clonaron los genes apropiados.

Tabla 16 Resumen de los genes de endoglucanasa aislados de Acremonium thermophilum, Chaetomium
thermophilum, y Thermoascus aurantiacus.

Gen de Longitud con intrones Region codificante |Num. de Longitudes de SEQID
Endoglucanasa (pb) @ (pb) ® intrones intrones (pb) NO:
celd5A de At 1076 891 2 59, 123 11
celd5B de At 1013 753 2 155, 102 13
cel’B de Ct 1278 1275 - - 15
cel5A de Ta 1317 1005 5 55, 60, 59, 74, 61 9

(a El codén de PARADA esta incluido.
(b El codén de PARADA no esta incluido.

Tabla 17. Resumen de las secuencias deducidas de las endoglucanasas de Acremonium thermophilum,
Chaetomium thermophilum, y Thermoascus aurantiacus. ss, secuencia sefial.

Proteina NGm. |Longitud de la |CBD" PM pronosticado |pl Supuestos sitios de | SEQ

endoglucanasa de ss de (Da, ss no pronosticado N-glicosilacic'm(d ID
aa |NN/HMM®@ incluida)® (ss no NO:

incluida)
EG_40 de At 297 |21/21 Si, K265 |28625 4,79 2 12
alL297

De tipo EG_40 de |251 |20/20 No 23972 6,11 2 14

At

EG_54 de Ct 425 17117 No 45358 5,44 1 16

EG_28de Ta 335 |30(e No 33712 4,30 1 10

(a La prediccion de la secuencia sefial se realizo utilizando el programa SignalP V3.0 (Nielsen et al,. 1997; Bendtsen.
et al, 2004); el valor NN se obtuvo utilizando redes neuronales y el valor HMM utilizando modelos ocultos de Markov.

(b Se indican la presencia de un dominio de unién a celulosa en la proteina, los aminoacidos del CBD C-terminal
(numeracioén de acuerdo con el polipéptido completo)

(c La secuencia sefial pronosticada no esta incluida. La prediccion se realizd utilizando la herramienta Compute
pl/MW en el servidor ExPASYy (Gasteiger et al., 2003).

(d Los supuestos sitios de N-glicosilacion N-X-S/T se pronosticaron utilizando el programa NetNGlyc 1.0 (Gupta et
al., 2004).

(e De acuerdo con Hong et al. 2003a.

Las secuencias de proteinas deducidas de las endoglucanasas EG_40 (Cel45A de At) y de tipo EG_40 (Cel45B de
At) de Acremonium, EG_54 (Cel7B de Ct) de Chaetomium, y EG_28 (Cel5A de Ta) de Thermoascus comparten
homologia con celulasas de la familia 45 (Acremonium), la familia 7 (Chaetomium), y la familia 5 (Thermoascus) de
glicosilhidrolasa, identificando de este modo los genes aislados como miembros de estas familias de genes. Las
homologias mas cercanas de las endoglucanasas EG_40/Cel45A y de tipo EG_40/Cel45B de Acremonium son
endoglucanasas de Thielavia terrestris (CQ827970, identidad del 77,3%) y Myceliophthora thermophila (AR094305,
identidad de 66,9%), respectivamente (Tabla 18). Las dos endoglucanasas aisladas de la familia 45 de Acremonium
comparten una identidad de solo 53,7% entre si. De estas enzimas sélo EG_40/Cel45A contiene un dominio de
unioén a celulosa (CBD).

La homologia mas proxima para la secuencia de proteina pronosticada de la endoglucanasa EG_54/Cel7B de
Chaetomium se encuentra en la secuencia de celulasa Cel7A Melanocarpus albomyces (AJ515704). La identidad
entre estas dos secuencias de proteinas es 70,6%.
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La secuencia de la proteina de la endoglucanasa aislada Thermoascus aurantiacus es completamente idéntica a la
de la EGI publicada de T. aurantiacus (AF487830, Tabla 18). La homologia mas préxima se encontr6 en una
secuencia de B-glucanasa de Talaromyces emersonii (AX254752, identidad de 71,1%).

Tabla 18. Comparacion de las endoglucanasas EG_40, de tipo EG_40/Cel45B de Acremonium thermophilum,
EG_54/Cel7B de Chaetomium thermophilum y EG_28/Cel5A de Thermoascus aurantiacus con sus contrapartes
homologas. Este alineamiento se realizd utilizando el programa de Needle del paquete de programas EMBOSS.
*Indica una endoglucanasa codificada por un gen clonado en este trabajo.

Organismo, enzima, y numero de acceso Identidad (%)
Acremonium thermophilum EG_40 100,0
Thielavia terrestris EG45, CQ827970 77,3
Melanocarpus albomyces Celd5A, AJ515703 75,3
Neurospora crassa, hipotético XM_324477 68,9
Humicola grisea var thermoidea, EGL3, AB003107 67,5
Humicola insolens EG5, A23635 67,3
Myceliophthora thermophila fam 45, AR094305 57,9
*Acremonium thermophilum de tipo EG_40 53,7
Acremonium thermophilum de tipo EG_40 100,0
Myceliophthora thermophila fam 45, AR094305 66,9
Magnaporthe grisea 70-15 hipotético, XM_363402 61,9
Thielavia terrestris EG45, CQ827970
*Acremonium thermophilum EG_40 56,8
Melanocarpus albomyces Celd5A, AJ515703 53,7
52,8
Chaetomium thermophilum EG_54 100,0
Melanocarpus albomyces Cel7A, AJ515704 70,6
Humicola grisea var thermoidea EGI, D63516 68,8
Humicola insolens EGI, AR012244 67,7
Myceliophthora thermophila EGI, AR071934 61,7
Fusarium oxysporum var lycopercisi EGl, AF29210 53,5
Fusarium oxysporum EGI, AR012243 52,6
Thermoascus aurantiacus EG_28 100,0
Thermoascus aurantiacus EG, AX812161 100,0
Thermoascus aurantiacus EGI, AY055121 99,4
Talaromyces emersonii B-glucanasa, AX254752 711
Talaromyces emersonii EG, AF440003 70,4
Aspergillus niger EG, A69663 70,1
Aspergillus niger EG, A62441 69,9
Aspergillus niger EG, AF331518 69,6
Aspergillus aculeatus EGV, AF054512 68,5

Ejemplo 19. Produccién de endoglucanasas recombinantes en Trichoderma reesei

Se construyeron plasmidos de expresion para la produccion de las proteinas recombinantes EG_40/Cel45A, de tipo
EG_40/Cel45B de Acremonium, y EG_28/Cel5A de Thermoascus como se ha descrito en el Ejemplo 14. Los casetes
de expresion lineales (Tabla 19) se aislaron de la cadena principal del vector mediante digestion con enzimas de
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restriccion, se transformaron en T. reesei A96 y los transformantes se purificaron como se ha descrito en el Ejemplo
14.

Tabla 19 Casetes de expresion construidos para la produccion de las endoglucanasas EG_40/Cel45A, de tipo
EG_40/Cel45B de Acremonium thermophilum y EG_28/Cel5A de Thermoascus aurantiacus en Trichoderma reesei.
La estructura esquematica de los casetes de expresion se describe en la Figura 2.

Endoglucanasa Plasmido de expresion | Tamario del casete de Terminador heterélogo®®
expresion®

EG_40 de At pALK1920 Notl 10,9 kb 156 pb (HindlIl)

De tipo EG_40 de At pALK1921 EcoRI 8,6 kb 282 pb (Sspl)

EG 28 de Ta pALK1930 Notl 8,6 kb ninguno

(a El casete de expresion para la transformacion en T. reesei se aisld a partir de la cadena principal del vector
mediante digestion con EcoRI o Notl.

(b Se indica el numero de nucledtidos después del codon de PARADA del gen clonado que se incluyen en el casete
de expresion. El sitio de restriccion en la region 3' del gen que se utilizé en la construccion del casete de expresion
se indica entre paréntesis.

La produccion de endoglucanasa de los transformantes se analizdé a partir de los sobrenadantes de cultivo de
cultivos en matraz oscilante (50 ml). Los transformantes se cultivaron como en el Ejemplo 14 y la actividad
enzimatica de la proteina recombinante se midi6 a partir del sobrenadante de cultivo como la liberacién de azucares
reductores a partir de carboximetilcelulosa (2% (p/v) de CMC) a 50°C en tampon de citrato 50 mM de pH 4,8
esencialmente como describen Bailey y Nevalainen 1981; Haakana et al. 2004. La produccién de las proteinas
recombinantes también se detectdé a partir de sobrenadantes de cultivo mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS. Los anticuerpos policlonales especificos de EG_40 de Acremonium se produjeron en conejos
(Universidad de Helsinki, Finlandia). La expresion de EG_40 se verifico mediante analisis de transferencia Western
con anticuerpos anti-EG_40 utilizando el sistema AP para transferencia Western ProtoBlot (Promega). Los genotipos
de los transformantes seleccionados se analizaron mediante transferencia Southern utilizando el casete de
expresion como sonda.

El pH o6ptimo de las endoglucanasas producidas de manera heteréloga se determind en tampoén universal de
Mcllvaine dentro de un intervalo de pH de 4,0-8,0 utilizando carboximetilcelulosa como sustrato. Como se muestra
en la Figura 6A el intervalo de pH mas amplio (4,5-6,0) es el de la proteina EG_40/Cel45A de Acremonium, siendo el
optimo a pH 5,5. El pH éptimo para las otras endoglucanasas producidas de manera heteréloga son pH 5,0-5,5y 6,0
para el tipo EG_40/Cel45B de Acremonium y EG_28/Cel5A de Thermoascus, respectivamente. La temperatura
optima para la actividad enzimatica de estas endoglucanasas se determiné en el intervalo de temperatura de 50-
85°C como se ha descrito anteriormente. Se determiné que la mayor actividad de la enzima era a 75°C, 60°C y 75°C
para EG_40/Cel45A, de tipo EG_40/Cel4d5B de Acremonium y EG_28/Cel5A de Thermoascus, respectivamente
(Figura 6B).

Los transformantes seleccionados se cultivaron, como se ha descrito en el Ejemplo 14, en un biorreactor de 2 litros
durante cuatro dias (28°C, pH 4,2) para obtener material para las pruebas de aplicacion.

Ejemplo 20. Clonacion de los genes de beta-glucosidasa de Acremonium thermophilum ALKO4245, Chaetomium
thermophilum ALKO4261, y Thermoascus aurantiacus ALKO4242.

Se utilizaron métodos convencionales de biologia molecular como se ha descrito en el Ejemplo 13. La construccion
de las bibliotecas gendmicas de Acremonium, Chaetomium, y Thermoascus se ha descrito en el Ejemplo 12.

Los péptidos derivados de las B-glucosidasas purificadas de Acremonium, Chaetomium, y Thermoascus comparten
homologia con varias B-glucosidasas de la familia 3 de glicosil hidrolasa tales como las B-glucosidasas de
Acremonium cellulolyticus (BD168028), Trichoderma viride (AY368687), y Talaromyces emersonii (AY072918),
respectivamente. Para amplificar una sonda para el escrutinio de las bibliotecas gendémicas de Acremonium,
Chaetomium, o Thermoascus, se disefiaron cebadores degenerados basandose en las secuencias de los péptidos.
El orden de los péptidos en la secuencia de la proteina y la naturaleza efectora o anti-sentido correspondiente de los
cebadores se dedujo de la comparaciéon con las B-glucosidasas homoélogas publicadas. Las secuencias de los
cebadores y los péptidos correspondientes se enumeran en la Tabla 20.

Tabla 20. Oligonucleétidos sintetizados y utilizados como cebadores de PCR para amplificar una sonda para el
escrutinio de los genes cef3A (BG_101) de Acremonium thermophilum, cel3A (BG_76) de Chaetomium
thermophilum, y cef3A (BG_81) de Thermoascus aurantiacus de las bibliotecas genémicas correspondientes.

Proteina Péptido Localizacion del Secuencia del cebador ®
cebador®
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Proteina Péptido Localizacion del Secuencia del cebador ®
cebador®

At EKVNLT® GARAARGTNAAYCTNAC
BG_101

Péptido 4 6—11 YTTRCCRTTRTTSGGRGTRTA
Ct Péptido 6 4—9 TNTGYCTNCARGAYGG
BG_76

Péptido 1 3—8 TCRAARTGSCGRTARTCRATRAASAG
Ta Péptido 3 1—5 AARGGYGTSGAYGTSCAR
BG_81

Péptido 1 2—7 YTTRCCCCASGTRAASGG

(a Aminoacidos del péptido utilizado para el disefio de la secuencia del cebador

(b Para reducir la degeneracion, algunos codones se seleccionaron de acuerdo con la preferencia fungica N = A, C,
G,0T;,R=A0G,S=CoG;Y=CoT

(c El péptido no deriva de la proteina BG_101 de Acremonium purificada, sino que se origina a partir de la secuencia
de B-glucosidasa (BD168028) de A. cellulolyticus homdloga a BG_101.

Las sondas para el escrutinio de las bibliotecas gendémicas construidas se amplificaron con las combinaciones de
cebadores enumeradas (Tabla 20) utilizando ADN gendmico de Acremonium, Chaetomium, o Thermoascus como
molde. Las mezclas de reaccién de PCR contenian Tris-HCI 50 mM, pH 9,0, (NH4)2SO4 15 mM, Triton X-100 al
0,1%, MgCl; 1,5 mM, dNTP 0,1-0,2 mM, 0,25 ug de cada cebador, 1 unidad de ADN polimerasa Dynazyme EXT
(Finnzymes, Finlandia) y aproximadamente 0,5 pg de ADN gendmico. Las condiciones para las reacciones de PCR
fueron las siguientes: 5 min de desnaturalizacion inicial a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min de
hibridacion a 40°C (ADN de Acremonium como molde), a 50°C (ADN de Chaetomium como molde), o a 63°C (ADN
de Thermoascus como molde), 2-3 min de extension a 72°C y una extension final a 72°C durante 5-10 min.

Se aislaron productos de PCR especificos del tamafio esperado (estimado a partir de las secuencias de [-
glucosidasa homdlogas BD168028, AY072918, y AY368687) del gel de agarosa. Los fragmentos de ADN de
aproximadamente 1,8 kb (Acremonium), 1,5 kb (Chaetomium), y 1,52 kb (Thermoascus) se clonaron en el vector
pCR4-TOPO® TA (Invitrogen, USA) dando como resultado los plasmidos pALK1924, pALK1935, y pALK1713,
respectivamente. Los productos de ADN se caracterizaron mediante secuenciacion y realizando hibridaciones de
transferencia Southern del ADN genémico digerido con varias enzimas de restriccion. Los patrones de hibridacién en
condiciones de lavado rigurosas sugieren que se podria aislar un supuesto gen de B-glucosidasa de la biblioteca
gendmica de Acremonium, Chaetomium, y Thermoascus. Las secuencias de aminoacidos deducidas de los tres
productos de PCR tienen homologia con varias secuencias de B-glucosidasa publicadas de la familia 3 de glicosil
hidrolasa (programa BLAST, National Center for Biotechnology Information; Altschul et al., 1990).

El inserto de los plasmidos pALK1713, pALK1924, y pALK1935 se aisl6 mediante digestion con enzimas de
restriccion y se marco con digoxigenina de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Roche, Alemania). Se
escrutaron aproximadamente 1-2 x 10° placas de la biblioteca genémica de Acremonium, Chaetomium, o
Thermoascus amplificadas como se ha descrito en el Ejemplo 18. Se obtuvieron varias placas positivas, de las
cuales de cinco a seis placas que hibridaron fuertemente se purificaron a partir de cada escrutinio. Los ADN de los
fagos aislaron y se analizaron mediante hibridacion de transferencia Southern. Los fragmentos de restriccion que
hibridaban con la sonda se subclonaron en el vector pBluescript Il KS+ (Stratagene, USA) y las porciones relevantes
se secuenciaron. En todos los casos el fragmento de fago subclonado contiene el gen completo de interés. La Tabla
21 resume la informacion de las sondas utilizadas para el escrutinio de los genes de -glucosidasa, los clones de
fagos de los que se aislaron los genes, los fragmentos de restriccion seleccionados que contienen los genes
completos con sus regiones promotora y terminadora, los nombres de los plasmidos que contienen el fragmento de
fago subclonado, y los nimeros de depdsito en la coleccion de cultivos Deutsche Sammlung von und
Mikroorganismen Zellkulturen GmbH (DSM) de cepas de E. coli que portan estos plasmidos.

Tabla 21. Sondas utilizadas para la clonacién del gen de la -glucosidasa, clon del fago y subclén seleccionados,
nombre de plasmido y numero de depdsito correspondiente de la cepa de E. coli.

Gen Biblioteca Sonda utilizada en el | Clon del Fragmento Plasmido |Num. de
gendmica escrutinio fago subclonado depdsito de E.
coli
cel3A de |A. thermophilum |pALK1924 P44 6,0 kb pALK1925 |DSM

33



10

15

20

25

ES 2 582320 T3

Gen Biblioteca Sonda utilizada en el | Clon del Fragmento Plasmido |Num. de
gendmica escrutinio fago subclonado depdsito de E.
coli

At ALKO4245 Hindlll 17325

cel3A de |C. thermophilum |pALK1935 P51 7,0 kb pALK2001 |DSM

ct ALKO4261 Xbal 17667

cel3A de |T. aurantiacus pALK1713 P21 5,3 kb pALK1723 |DSM

Ta ALKO4242 BamHI 16725

La informacion relevante de los genes y las secuencias de proteina deducidas (SEQ ID NO: 21-26) se resumen en la
Tabla 22 y la Tabla 23, respectivamente. Las secuencias de péptidos de las proteinas BG_101 (At Cel3A)
Acremonium, BG_76 (Ct Cel3A) de Chaetomium, y BG_81 (Ta Cel3A) de Thermoascus purificadas se encontraron
en las correspondientes secuencias de aminoacidos deducidas de los genes clonados confirmando que se habian
clonado los genes apropiados.

Tabla 22. Resumen de los genes de B-glucosidasa aislados de Acremonium thermophilum, Chaetomium
thermophilum, y Thermoascus aurantiacus.

Gen de B- Longitud con intrones Region Num. de Longitud de los intrones |SEQ ID
glucosidasa (pb)® codificante pb)® | intrones (pb) NO:
cel3A de At 2821 2583 3 92,74, 69 23
cel3A de Ct 2257 2202 1 52 25

134, 67, 56, 64, 59,
cel3A de Ta 3084 2529 7 110, 62 21

(a Esta incluido el codon de PARADA.
(b No esta incluido el codon de PARADA.

Tabla 23. Resumen de las secuencias de B-glucosidasa deducidas de Acremonium thermophilum, Chaetomium
thermophilum, y Thermoascus aurantiacus. ss, secuencia sefial.

Proteina 3- Num. |Longitud de la CBD"™ |PM pronosticado |pl Supuestos sitios de |SEQ ID

glucosidasa de aa |ss NN/HMM®@ (Da, no incluida | pronosticado | N-glicosilacion® NO:
ss)© no incluida ss)

BG_101de At (861 |19/18 No 91434 5,46 8 24

BG_76 de Ct 734 20/20 No 76457 6,3 2 26

BG 81deTa (843 |19/19 No 89924 4,95 8 22

(a La prediccion de la secuencia sefial se realizo utilizando el programa SignalP V3.0 (Nielsen et al,. 1997; Bendtsen
et al, 2004); el valor NN se obtuvo utilizando redes neuronales y valor HMM utilizando modelos ocultos de Markov.

(b Presencia de un dominio de unién a celulosa en la proteina.

(c La secuencia sefial pronosticada no esta incluida. La prediccion se realizé utilizando la herramienta el Compute
pl/MW en el servidor ExPASYy (Gasteiger et al., 2003).

(d Los supuestos sitios de N-glicosilacion NXS/T se pronosticaron utilizando el programa NetNGlyc 1,0 (Gupta et al.,
2004).

Las secuencias de proteinas deducidas de las B-glucosidasas BG_101/Cel3A de Acremonium, BG_76/Cel3A de
Chaetomium, y BG_81/Cel3A de Thermoascus comparten homologia con las enzimas de la familia 3 de glicosil
hidrolasa, identificando de este modo que los genes aislados pertenecen a esta familia de genes. Las contrapartes
mas cercanas de las B-glucosidasas de Acremonium, Chaetomium, y Thermoascus son las de Magnaporthe grisea
(B-glucosidasa, AY849670), Neurospora crassa (hipotética, XM_324308), y Talaromyces emersonii (3-glucosidasa,
AY072918), respectivamente (Tabla 24). Se encontré que la identidad de secuencia mas alta (73,2%) era la de
BG_76/Cel3A de C. thermophilum para la proteina hipotética de N. crassa indicando que se habian clonado genes
de nuevas enzimas.
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Tabla 24 Comparacion de las B-glucosidasas BG_101/Cel3A de Acremonium thermophilum, BG_76/Cel3A de
Chaetomium thermophilum y BG_81/Cel3A de Thermoascus aurantiacus deducidas con sus contrapartes
homologas. La alineacion se ha realizado mediante el programa Needle del paquete de programas EMBOSS. *
Indica una B-glucosidasa codificada por un gen clonado en este trabajo.

Organismo, enzima, y numero de acceso Identidad (%)
*Acremonium thermophilum BG_101 100,0
Magnaporthe grisea 3-glucosidasa, AY849670 73,1
Neurospora crassa hipotética, XM_330871 711
Trichoderma reesei Cel3B, AY281374 65,2
*Thermoascus aurantiacus BG_81 62,2
Aspergillus aculeatus B-glucosidasa, D64088 59,5
Talaromyces emersonii B-glucosidasa, AY072918 58,9
Aspergillus oryzae, AX616738 58,2
Acremonium cellulolyticus B-glucosidasa, BD168028 57,2
*Chaetomium thermophilum BG_76 40,9
Chaetomium thermophilum BG_76 100,0
Neurospora crassa, hipotética XM_324308 76,9
Magnaporthe grisea, hipotética XM_364573 70,2
Trichoderma viridae BGI, AY368687 65,8
Acremonium cellulolyticus B-glucosidasa, BD168028 41,2
*Acremonium thermophilum BG_101 40,9
Trichoderma reesei Cel3B, AY281374 40,0
*Thermoascus aurantiacus BG_81 39,9
*Thermoascus aurantiacus BG_81 100,0
Talaromyces emersonii B-glucosidasa, AY072918 73,2
Aspergillus oryzae, AX616738 69,5
Aspergillus aculeatus B-glucosidasa, D64088 68,0
Acremonium cellulolyticus B-glucosidasa, BD168028 65,7
*Acremonium thermophilum BG_101 62,2
Trichoderma reesei Cel3B, AY281374 57,9
*Chaetomium thermophilum BG_76 39,9

Ejemplo 21. Produccién de beta-glucosidasas recombinantes en Trichoderma reesei

Se construyeron plasmidos de expresion para la produccion de las proteinas recombinantes BG_101/Cel3A de
Acremonium, de BG_76/Cel3A de Chaetomium, y BG_81/Cel3A de Thermoascus como se describe en el Ejemplo
14. Se aislaron casetes de expresion lineales (Tabla 25) de la cadena principal del vector mediante digestion con
enzimas de restriccion, se transformaron en T. reesei A96 o A33 (ambas cepas tienen suprimidos los genes que
codifican las cuatro celulasas principales CBHI/Cel7A, CBHII/Cel6A, EGI/Cel7B y EGII/Cel5A) y los transformantes
se purificaron como se ha descrito en el Ejemplo 14.

Tabla 25. Casetes de expresion construidos para la produccion de B-glucosidasas BG_101/Cel3A de Acremonium
thermophilum, BG_76/Cel3A de Chaetomium thermophilum, y BG_81/Cel3A de Thermoascus aurantiacus en
Trichoderma reesei. La estructura esquematica de los casetes de expresion se describe en la Figura 2.

B-glucosidasa Plasmido de expresion Tamario del casete de expresién® | Terminador heterélogo®
BG_101 de At pALK1933 Notl de 10,5 kb 300 pb (Hindlll)
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B-glucosidasa Plasmido de expresion Tamario del casete de expresién® | Terminador heterélogo®
BG_76 de Ct pALK2004 EcoRlI de 10,1 kb 528 pb (Xbal)
BG 81de Ta pALK1914 EcoRl de 10,9 kB 452 pb (Apol)

(a El casete de expresion para la transformacion en T. reesei se aislé de la cadena principal del vector mediante
digestion con Eco Rl o Notl.

(b Se indica el numero de nucledtidos después del codén de PARADA del gen clonado que esta incluido el casete de
expresion. El sitio de restriccion en la region 3' del gen que se utilizd en la construccion del casete de expresion se
indica entre paréntesis.

Se analizé La produccion de beta-glucosidasa de los transformantes a partir de los sobrenadantes de cultivo de
cultivos en matraz oscilante (50 ml). Los transformantes se cultivaron como en el Ejemplo 14 y se midio la actividad
enzimatica de la proteina recombinante a partir del sobrenadante de cultivo utilizando sustrato de 4-nitrofenil-3-D-
glucopiranésido como describen Bailey y Nevalainen 1981. También se detectd la produccion de proteinas
recombinantes a partir de los sobrenadantes de cultivo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.
Ademas, se verificd la expresion de BG_81 de Thermoascus mediante analisis de transferencia de Western con
anticuerpos anti-3G_81 como se ha descrito en el Ejemplo 19. Los genotipos de los transformantes seleccionados
se analizaron mediante transferencia Southern utilizando el casete de expresién como sonda.

El pH optimo de las B-glucosidasas producidas de manera heteréloga se determiné en tampon universal la Mcllvaine
en un intervalo de pH de 3,0-8,0 utilizando 4-nitrofenil-B-D-glucopiranésido como sustrato. Los pH optimos para
BG_101 de Acremonium, BG_76 de Chaetomium, y BG_81 de Thermoascus son pH 4,5, 5,5, y 4,5, respectivamente
(Figura 7A). La temperatura 6ptima para la actividad enzimatica de estas B-glucosidasas se determiné en el intervalo
de temperatura de 50-85°C como se ha descrito anteriormente. Se determind que la mayor actividad de las enzimas
era a 70°C, 65°C y 75°C para BG_101/Cel3A Acremonium, BG_76/Cel3A de Chaetomium y BG_81/Cel3A de
Thermoascus, respectivamente (Figura 7B).

Los transformantes seleccionados se cultivaron, como se ha descrito en el Ejemplo 14, en un biorreactor de 2 litros
durante cuatro dias (28°C, pH 4,2) para obtener material para las pruebas de aplicacion.

Ejemplo 22. Clonacién de los genes de xilanasa de Acremonium thermophilum ALKO4245 y Thermoascus
aurantiacus ALKO4242

Se utilizaron métodos convencionales de la biologia molecular como se ha descrito en el Ejemplo 13. La
construccion de la biblioteca gendmica de Acremonium se ha descrito en el Ejemplo 12.

Los péptidos derivados de la xilanasa Acremonium purificada comparten homologia con las xilanasas de la familia
10 de glicosil hidrolasa tales como Humicola grisea XYNI (AB001030). Todos los péptidos derivados de xilanasa de
Thermoascus fueron completamente idénticos a la secuencia XynA publicada de Thermoascus aurantiacus
(AJ132635) identificando de este modo la proteina purificada como la misma enzima. Debido a esto el gen de
xilanasa de Thermoascus se amplific6 mediante PCR a partir del ADN gendmico.

Para amplificar una sonda para el escrutinio del gen de xilanasa de Acremonium a partir de la biblioteca gendmica,
se disefiaron cebadores degenerados basandose en las secuencias de péptidos (Ejemplo 11, Tabla 5). El orden de
los péptidos en la secuencia de la proteina y la naturaleza efectora o antisentido correspondiente de los cebadores
se dedujeron a partir de la comparacion con secuencia XYNI de Humicola insolens homologa (AB001030). La
secuencia del cebador efector (GAYGGYGAYGCSACYTAYATG) se basa en el Péptido 3 (aminoacidos 2-8) y el
cebador anti-sentido (YTTYTGRTCRTAYTCSAGRTTRTA) en el Péptido 1 (aminoacidos 4-11).

Se obtuvo un producto de PCR del tamario esperado (estimado a partir del secuencia XYNI de Humicola insolens
homologa AB001030) de la reaccion. Este fragmento de ADN de aproximadamente 0,7 kb se clon6 en el vector
pCR4-TOPO® TA (Invitrogen, USA) dando como resultado el plasmido pALK1714, y se caracterizd mediante
secuenciacion. La secuencia de aminoacidos deducida del producto de la PCR tiene homologia con varias
secuencias de xilanasa publicadas de la familia 10 de glicosil hidrolasa (programa BLAST del National Center for
Biotechnology Information; Altschul et al., 1990).

El inserto del plasmido pALK1714 se aisl6 mediante digestion con enzimas de restriccion y se marcé con
digoxigenina de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Roche, Alemania). Se escrutaron aproximadamente 1-
2 x10° placas de la biblioteca gendmica de Acremonium amplificada como se ha descrito en el Ejemplo 18. Se
obtuvieron varias placas positivas, de las cuales se purificaron cinco placas que hibridaban fuertemente. Los ADN de
fagos se aislaron y se analizaron mediante hibridacion de transferencia Southern. Un fragmento de restriccion Xbal
de 3,0 kb que hibridaba con la sonda se subcloné en el vector pBluescript || KS+ (Stratagene, USA) dando como
resultado el plasmido pALK1725. Las porciones relevantes de pALK1725 se secuenciaron y se encontré que
contenian el gen xyn10A de Acremonium thermophilum completo (SEQ ID NO: 19). El niumero de depdsito de la
cepa de E. coli que contiene pALK1725 en la coleccion de cultivos Deutsche Sammlung von und Mikroorganismen
Zellkulturen GmbH es DSM 16726.
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El gen xyn10A de Thermoascus aurantiacus (SEQ ID NO: 17) se amplifico directamente a partir del ADN gendmico
aislado mediante reaccion de PCR. Los cebadores directo
(TTATACCGCGGGAAGCCATGGTTCGACCAACGATCCTAC) e inverso
(TTATAGGATCCACCGGTCTATACTCACTGCTGCAGGTCCTG) que se utilizaron en la amplificacion del gen se
disefiaron basandose en el gen XynA de T. aurantiacus publicado (AJ132635). Las mezclas de reaccién de PCR
contenian Tris-HCI 50 mM, pH 9,0, (NH4)2SOs 15 mM, Triton X-100 al 0,1%, MgCI2 1,5 mM, dNTP 0,3 mM, cada
cebador 1 uyM, 1 unidad de ADN polimerasa Dynazyme EXT (Finnzymes, Finlandia) y aproximadamente 0,5 ug de
ADN genémico de Thermoascus. Las condiciones para las reacciones de PCR fueron las siguientes: 5 min de
desnaturalizacion inicial a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min de recocido a 60-66°C, 3 min de
extension a 72°C y una extension final a 72°C durante 10 min. El producto de 1,9 kb amplificado que contenia el gen
exacto (desde el codon inicio al de parada) se cloné como un fragmento Sacll-BamHI en el vector pBluescript Il KS+.
Se secuenciaron tres clones independientes y se selecciond un clon y se denominé pALK1715. El ndmero de
depdsito de la cepa de E. coli que contenia pALK1715 en la coleccion de cultivos Deutsche Sammlung von und
Mikroorganismen Zellkulturen GmbH es DSM 16724.

La informacion relevante de los genes y las secuencias de proteinas deducidas (SEQ ID NO: 17-20) se resumen en
la Tabla 26 y la Tabla 27, respectivamente. Las secuencias peptidicas de las proteinas purificados XYN_60 de
Acremonium y XYN_30 de Thermoascus se encontraron en las correspondientes secuencias de aminoacidos
deducidas de los genes clonados (At xyn10A y Ta xyn10A, respectivamente) confirmando que los se habian clonado
los genes apropiados.

Tabla 26. Resumen de los genes de xilanasa aislados de Acremonium thermophilum'y Thermoascus aurantiacus.

Gen de Lon?itud con intrones |Region Num. de Longitud de los intrones (pb) |SEQ ID
xilanasa (pb)* codificante (pb) ® |intrones NO:
At xyn10A 1471 1248 2 135, 85 19
Ta xyn10A 1913 987 10 73,74, 68,103, 69, 65,93, |17
66, 100, 212

(a Esta incluido el codon de PARADA.
(b No esta incluido el codon de PARADA.

Tabla 27. Resumen de las secuencias de xilanasa deducidas DE Acremonium thermophilum y Thermoascus
aurantiacus. ss, secuencia sefal.

Proteina Num. |Longitud de la cBDY PM pronosticado |pl Supuestos sitios de |SEQ ID
xilanasa de ss NN/HMM®@ (Da, ss no pronosticado | N-glicosilacion® NO:
aa incluida)® (ss no incluida)
XYN_60de 416 |19/19 Si, W385 42533 6,32 1-2 20
At alL416
XYN_30de [329 |[26° No 32901 5,81 0 18
Ta

(a La prediccion de la secuencia sefial se realizo utilizando el programa SignalP V3.0 (Nielsen et al,. 1997; Bendtsen
et al, 2004); el valor NN se obtuvo utilizando redes neuronales y el valor HMM utilizando modelos ocultos de Markov.

(b Se indican la presencia de un dominio de unién a carbohidratos CBD, los aminoacidos del CBD C-terminal
(numeracion de acuerdo con el polipéptido completo)

(c No esta incluida la secuencia pronosticada. La prediccion se realizé utilizando la herramienta Compute pl/MW en
el servidor ExPASYy (Gasteiger et al., 2003).

(d Los supuestos sitios de N-glicosilacion NXS/T se pronosticaron utilizando el programa NetNGlyc 1.0 (Gupta et al.,
2004).

(e De acuerdo con Lo Leggio et al., 1999

Las secuencias de proteinas deducidas de las xilanasas Acremonium y Thermoascus comparten homologia con
varias enzimas de la familia 10 de glicosil hidrolasa, identificando los correspondientes genes como miembros de la
familia 10 de xilanasas. La contraparte mas préxima para XYN_60/Xyn10A de Acremonium encontrada es la XYLI de
Humicola grisea (AB001030) que muestra una identidad de 67,1% con XYN_60 (Tabla 28). La secuencia de proteina
pronosticada de la xilanasa XYN_30/Xyn10A de Thermoascus aurantiacus aislada es completamente idéntica a la de
XYNA de T. aurantiacus publicada (P23360, Tabla 28). La homologia mas préoxima se encuentra en una secuencia
de xilanasa de Aspergillus niger (A62445, identidad de 69,7%).
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Tabla 28. Comparacion de las xilanasas XYN_60/Xyn10A de Acremonium thermophilum y XYN_30/Xyn10A de
Thermoascus aurantiacus deducidas con sus contrapartes homoélogas. El alineamiento se realizé utilizando el
programa de Needle del paquete de programas EMBOSS. * Indica una xilanasa codificada por un gen clonado en
este trabajo.

Organismo, enzima, y nUmero de acceso Identidad (%)
* Thermoascus aurantiacus XYN_30 100,0
Thermoascus aurantiacus XynA, P23360 100,0
Thermoascus aurantiacus XynA, AF127529 99,4
Aspergillus niger xilanasa, A62445 69,7
Aspergillus aculeatus xilanasa, AR137844 69,9
Aspergillus terreus fam 10 xyn, DQ087436 65,0
Aspergillus sojae, XynXl AB040414 63,8
Penicillium chrysogenum xilanasa, AY583585 62,5
*Acremonium thermophilum XYN_60 100,0
Humicola grisea XYL |, ABO01030 67,1
Magnaporthe grisea 70-15, hipotética XM_364947 63,8
Aspergillus aculeatus xilanasa, AR149839 53,7
Talaromyces emersonii xilanasa, AX403831 51,8
Gibberella zeae xilanasa, AY575962 51,4
Magnaporthe grisea XYL5, AY144348 48,5
Talaromyces emersonii, AX172287 46,9

Ejemplo 23. Produccion de xilanasas recombinantes en Trichoderma reesei

Se construyeron plasmidos de expresion para la produccion de las proteinas recombinantes XYN_60/Xyn10A de
Acremonium y XYN_30 /Xyn10A de Thermoascus como se ha descrito en el Ejemplo 14. Los casetes de expresion
lineales (Tabla 29) se aislaron de la cadena principal del vector mediante digestion con enzimas de restriccion, se
transformaron en T. reesei A96, y los transformantes se purificaron como se ha descrito en el Ejemplo 14.

Tabla 29. Casetes de expresion construidos para la produccion de las xilanasas XYN_60/Xyn10A de Acremonium
thermophilum 'y XYN_30/ Xyn10A de Thermoascus aurantiacus en Trichoderma reesei. Las estructuras
esquematicas de los casetes de expresion se describen en la Figura 2.

Xilanasa Plasmido de expresion Tamaiio del casete de expresion® Terminador heterélogo®®
XYN_60 de At pALK1912 9,0 kb 150 pb (BamHl)
XYN _30de Ta pALK1913 9,3 kb ninguno

(a El casete de expresion para la transformacion en T. reesei se aislé de cadena principal del vector mediante
digestion con EcoRl.

(b Se indica el numero de nucledtidos después del codon de PARADA del gen clonado que esta incluido en el casete
de expresion. El sitio de restriccion en la region 3' del gen que se utilizé en la construccion del casete de expresion
se indica entre paréntesis.

Se analizé la produccién de xilanasa de los transformantes a partir de los sobrenadantes de cultivo de cultivos en
matraz oscilante (50 ml). Los transformantes se cultivaron como en el Ejemplo 14 y la actividad enzimatica de la
proteina recombinante se midié a partir del sobrenadante de cultivo como la liberacién de azlcares reductores de
xilano de abedul (1% p/v) a 50°C en tampdn citrato 50 mM de pH 5,3 como describen Bailey y Poutanen 1989.
También se analizé la produccién de la proteina recombinante del sobrenadante de cultivo mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS. Ademas, la expresion de ambas xilanasas se determind mediante analisis de
transferencia Western con anticuerpos anti-XYN_30 o anti-XYN_60 como se ha descrito en el Ejemplo 19. Los
genotipos de los transformantes seleccionados se analizaron mediante transferencia Southern utilizando el casete
de expresién como sonda.
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Se produjo XYN_30/Xyn10A de Thermoascus en T. reesei y se determiné el pH éptimo de la proteina producida de
manera heterdloga en tampoén de universal Mcllvaine en un intervalo de pH de 3,0-8,0 utilizando como sustrato
xilano de abedul (Figura 8A). Se determind que el pH 6ptimo era de 4,5. Se determind que la temperatura éptima
para la actividad enzimatica de XYN_30 era de 75°C (Figura 8B).

Los transformantes seleccionados se cultivaron, como se ha descrito en el Ejemplo 14, en un biorreactor de 2 litros
durante cuatro dias (28°C, pH 4,2) para obtener material para las pruebas de aplicacion.

Ejemplo 24. Rendimiento de las celobiohidrolasas recombinantes en la hidrdlisis

El rendimiento de las celobiohidrolasas recombinantes purificadas se evalué en los estudios de hidrélisis con las
enzimas de T. reesei purificadas. La hidrdlisis se llevd a cabo con mezclas controladas de enzimas purificadas sobre
varios sustratos pretratados. Se obtuvieron productos filtrados de cultivo de T. reesei, que contenian diferentes
enzimas CBH/Cel7 clonadas como se ha descrito en los Ejemplos 14 y 15, y las enzimas CBH se purificaron
mediante cromatografia de afinidad como se ha descrito en el Ejemplo 2. Ademas, se utilizaron celulasas de T.
reesei puras (purificadas como describen Suurnakki et al., 2000) en las mezclas de enzimas. Las celobiohidrolasas
utilizadas en el experimento fueron:

CBH de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 (Cel7A de Ta)

CBH de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 (Cel7A de Ta) con CBD anclado genéticamente de Trichoderma
reesei (Cel7A de Ta + CBD de Tr)

CBH de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 (Cel7A de Ta) con el CBD anclado genéticamente de Chaetomium
thermophilum (Cel7A de Ta + CBD de Ct)

CBH de Acremonium thermophilum ALKO4245 (Cel7A de At)
CBH de Chaetomium thermophilum ALKO4265 (Cel7A de Ct).

Cada CBH/Cel7 que se iba a someter a ensayo (dosificacion 14,5 mg/g de materia seca de sustrato) se utilizé o bien
con EGII/Cel5A de T. reesei (3,6 mg/g) o bien con una mezcla que contenia EGI/Cel7B (1,8 mg/g), EGII/Cel5A (1,8
mg/g) de T. reesei, xilanasa pl 9 (Tenkanen ef al. 1992) (5000 nkat/g ) y acetil xilano esterasa (AXE) (Sundberg y
Poutanen, 1991) (250 nkat/g). A todas las mezclas se les afiadié un suplemento de -glucosidasa adicional de una
preparacion enzimatica comercial Novozym 188 (176 nkat/g de peso seco). Se incubaron tubos por triplicado que
contenian la mezcla de enzima y 10 mg (materia seca)/ml del sustrato suspendido en acetato de sodio 0,05 M en la
mezcla mediante agitaciéon magnética a 45°C durante 48 h. También se prepararon las muestras de referencia con
las enzimas inactivadas y loa sustratos correspondientes. Se midi6 la liberacion de los productos de hidrélisis como
azucares reductores con el método DNS utilizando glucosa como patrén (Tabla 30).

Se utilizaron los siguientes sustratos en el experimento:
Celulosa cristalina (Avicel)

Fibra de picea pretratada con vapor de agua lavada (impregnacion con SO, al 3% p/p durante 20 minutos, seguido
de pretratamiento con vapor de agua a 215°C durante 5 min), materia seca de 25,9% (PICEA).

Fibra de rastrojo de maiz oxidada en mojado lavada ("WOCS en sus siglas en inglés") .

Fibra de sauce pretratada con vapor de agua lavada (pretratamiento durante 14 min a 210°C), materia seca 23,0%
(SAUCE).

Tabla 30. Productos de hidrodlisis con enzimas CBH (45°C, pH 5,0). Productos de reaccion después de 48 h de
hidrélisis como azicares reductores (mg/ml), glucosa medida como patrén. Abreviaturas: CBH = celobiohidrolasa;
EGI = endoglucanasa | (Cel7B) de T. reesei, EGIl = endoglucanasa Il (Cel5A) de T. reesei; bG = B-glucosidasa (de
Novozym 188); XYL = xilanasa pl 9 (XYN Il) de T. reesei , AXE = acetil xilano esterasa de T. reesei; nd = no
realizado.

Enzimas Sustratos

CBH Enzimas adicionales Avicel PICEA WOCS SAUCE
Cel7A de Ta EGII, bG 2,0 2,0 2,8 2,0
Cel7rAde Ta+CBD de Tr |EGII, bG 5,8 4,0 4,4 4,0
Cel7A de Ta+CBD de Ct |EGII, bG 4,9 3,7 4,6 3,7
Cel7A de At EGII, bG 5,3 3,3 4,5 3,3
Cel7A de Ct EGII, bG 6,0 2,6 3.4 2,6
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Enzimas Sustratos

CBH Enzimas adicionales Avicel PICEA WOCS SAUCE
Cel7A de T. reesei EGII, bG 4,7 2,9 2,9 2,9
Cel7A de Ta EGII, EGI, XYL, AXE, bG nd nd 4,3 2,8
Cel7A de Ta+CBD de Tr | EGII, EGI, XYL, AXE, bG nd nd 7,2 5,9
Cel7A de Ta+CBD de Ct | EGII, EGI, XYL, AXE, bG nd nd 7,2 5,6
Cel7A de At EGII, EGI, XYL, AXE, bG nd nd 6,4 5,4
Cel7A de Ct EGII, EGI, XYL, AXE, bG nd nd 5,6 4,0
Cel7A de T. reesei EGII, EGI, XYL, AXE, bG nd nd 6,0 41

En la Tabla 30 se han comparado las diferentes celobiohidrolasas basandose en la misma dosificaciéon de proteina
en la hidrdlisis. Los resultados demuestran que sobre los sustratos celulésicos (Avicel y fibra de picea) Cel7A de
Thermoascus aurantiacus con el CBD unido genéticamente mostraba una hidrélisis claramente superior hidrdlisis
que CBHI/Cel7A de T. reesei. Sin CBD, Cel7A de T. aurantiacus fue menos eficaz sobre estos sustratos. El
rendimiento de las celobiohidrolasas de Acremonium thermophilum y Chaetomium thermophilum también fue mejor
que el de CBHI/Cel7A de T. reesei sobre varios sustratos; en particular, Cel7A de C. thermophilum mostré una alta
eficacia sobre la celulosa pura (Avicel).

En el caso de los sustratos que contenian cantidades notables de hemicelulosa (sauce y el rastrojo de maiz), las
enzimas CBH/Cel7 necesitaron claramente, tanto hemicelulasas como endoglucanasas adicionales para funcionar
eficazmente. Si no se encontraban presentes hemicelulasas adicionales, Cel7A de T. aurantiacus con CBD anclado
genéticamente mostré de nuevo una hidrdlisis claramente maxima. Con las enzimas degradantes de hemicelulosa
mas importantes (xilanasa, acetil xilano esterasa y EGI), Cel7A de T. aurantiacus con CBD anclado genéticamente
funcionaba de nuevo con la mas alta eficacia. Cel7A de A. thermophilum fue mas eficaz que la enzima de T. reeseiy
Cel7A de C. thermophilum produjo productos de hidrdlisis al mismo nivel que CBHI/Cel7A de T. reesei. El dominio
de unidn a celulosa de T. reesei parecia proporcionar una eficacia ligeramente mejor que el CBD de C. thermophilum
en el rendimiento hidrolitico de Cel7A de T. aurantiacus, incluso aunque la diferencia fuera bastante pequefia.

Se puede concluir que cuando se remplaza CBHI/Cel7A en la mezcla de enzimas de Trichoderma por las
celobiohidrolasas producidas en la presente memoria, la eficacia de la hidrdlisis a juzgar por estas trasposiciones
experimentales resultd claramente mejorada en el caso de Cel7A de T. aurantiacus con el CBD anclado
genéticamente, y también mejoré en el caso de Cel7A de A. thermophilum y Cel7A de C. thermophilum.
Considerando también la mejor estabilidad de temperatura de las celobiohidrolasas producidas en la presente
memoria, los resultados indican que el rendimiento de las mezclas de enzimas celulasas a temperaturas mas altas
de 45°C se puede mejorar claramente utilizando las celobiohidrolasas producida en la presente memoria.

Ejemplo 25. Rendimiento de las endoglucanasas recombinantes en la hidrdlisis

Se compararon las preparaciones que contenian las endoglucanasas en estudios de hidrdlisis mezcladas con las
enzimas purificadas CBH/Cel7 y CBH/Cel6 sobre varios sustratos pretratados. Los productos filtrados de cultivo de
T. reesei, que contenian diferentes enzimas endoglucanasa clonadas se obtuvieron como se ha descrito en el
Ejemplo 19. Las enzimas se enriquecieron retirando las proteinas termolabiles de las mezclas mediante un
tratamiento térmico (60°C, 2 h, pH 5) y el sobrenadante se utilizd para los estudios de hidrélisis. Ademas, se
utilizaron celulasas de T. reesei puras (purificadas como describen Suurnakki et al., 2000) en las mezclas de
enzimas. Las endoglucanasas utilizadas en el experimento fueron:

Endoglucanasa EG_40 de At/Cel45A de Acremonium thermophilum ALKO4245 (EG_40 de ALKO4245)

Endoglucanasa de tipo EG_40 de At/Celd5B de Acremonium thermophilum ALKO4245 (de tipo EG_40 de
ALKO4245)

Endoglucanasa EG_28 de Ta/Cel5A de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 (EG_28 de ALKO4242).
Se utilizaron los siguientes sustratos en el experimento:

Fibra de picea pretratada con vapor de agua lavada (impregnacién con SO; al 3% durante 20 minutos, seguido de
pretratamiento con vapor de agua a 215°C durante 5 min), materia seca de 25,9% (PICEA).

Fibra de rastrojo de maiz sometida a explosion de vapor de agua (pretratamiento con vapor de agua a 210°C
durante 5 min), materia seca 31,0% ("SECS en sus siglas en inglés").
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Las endoglucanasas que se iban a estudiar (dosificacion de 840 nkat/g de materia seca, basandose en la actividad
endoglucanasa contra HEC de acuerdo con la [IUPAC, 1987) se utilizaron o bien con celobiohidrolasas de T. reesei
(CBHI/Cel7A, 8,1 mg/g de materia seca y CBHII/Cel6A, 2,0 mg/g de materia seca) o bien con Cel7A de
Thermoascus aurantiacus con el CBD de T. reesei anclado genéticamente (10,1 mg/g de materia seca). también se
incluyeron EGI (Cel7B) y EGII (Cel5A) de T. reesei purificadas (Suurnakki et al., 2000) en los experimentos para la
comparacion. A todas las mezclas se les afiadié un suplemento de B-glucosidasa adicional de Novozym 188 (para
hacer la dosificacion total de B-glucosidasa de 560 nkat/g de peso seco, se utilizé la dosificacion relativamente alta
para compensar las diferencias en las actividades de fondo de las diferentes preparaciones de EG). Se incubaron
tubos por ftriplicado en la mezcla a 45°C durante 48 h y se prepararon muestra de referencia con enzimas
inactivadas y los sustratos correspondientes. Se midi6 la liberacion de los productos de la hidrélisis como azucares
reductores con el método DNS utilizando glucosa como patrén (Tabla 31).

Tabla 31. Productos de hidrdlisis con diferentes preparaciones de endoglucanasa cuando se utilizan junto con
celobiohidrolasas de T. reesei o con Cel7A de T. aurantiacus que alberga CBD de T. reesei. Productos de reaccion
después de 48 h de hidrdlisis (45°C, pH 5,0) como azucares reductores (mg/ml), glucosa medida como patron.
Abreviaturas: CBHI = celobiohidrolasa | (Cel7A) de T. reesei; CBHII = celobiohidrolasa Il (Cel6A) de T. reesei; EGI =
endoglucanasa | (Cel7B) de T. reesei, EGIl = endoglucanasa Il (Cel5A) de T. reesei; bG = B-glucosidasa (de
Novozym 188); nd. = No realizado.

Enzimas Sustrato
Endoglucanasa CBH/Cel7 PICEA SECS
EG no afiadida CBHI y CBHIl de T. reesei 2,4 3,2
EGI CBHI y CBHIl de T. reesei 3,5 4.6
EGII CBHI y CBHIl de T. reesei 3,8 3,5
EG 40 de At CBHI y CBHIl de T. reesei 49 4.3
At de tipo EG 40 CBHI y CBHIl de T. reesei 45 4.8
EG 28 de Ta CBHI y CBHIl de T. reesei 3,0 3,9
sin EG anadida Cel7A de T. aurantiacus + CBD de Tr 1,8 2,1
EG I Cel7A de T. aurantiacus + CBD de Tr nd. 4.2
EGII Cel7A de T. aurantiacus + CBD de Tr 3,2 nd.
EG 40 de At Cel7A de T. aurantiacus + CBD de Tr 4.8 4.0
EG 28 de Ta Cel7A de T. aurantiacus + CBD de Tr 1,5 nd.

En la Tabla 31 se han comparado las diferentes endoglucanasas basandose en la misma dosificacion de actividad
en la hidrdlisis. Esto puede favorecer las enzimas con baja actividad especifica contra el sustrato (hidroxietilcelulosa)
utilizadas en el analisis y subestimar la eficacia de las enzimas con alta actividad especifica contra
hidroxietilcelulosa. En cualquier caso, los resultados demuestran que las endoglucanasas de Acremonium
thermophilum funcionan muy bien en la hidrélisis cuando influyen juntas en ambas celobiohidrolasas utilizadas en la
mezcla. Las endoglucanasas de A. thermophilum tienen un rendimiento similar a EGI/Cel7B de T. reesei que es una
enzima muy eficaz sobre el sustrato rastrojo de maiz que contiene hemicelulosa debido a su fuerte actividad xilanasa
secundaria. La endoglucanasa Cel5A de T. aurantiacus (EG_28 de ALKO4242) mostré una hidrdlisis inferior que las
enzimas de T. reesei.

Se puede concluir que las endoglucanasas de A. thermophilum funcionan con una eficacia comparable o mayor en
comparacion con las correspondientes enzimas de Trichoderma en la hidrélisis a juzgar por esta disposicion
experimental. Considerando también la estabilidad de temperatura de las endoglucanasas descritas en la presente
memoria, los resultados indican que el rendimiento de las mezclas de enzimas celulasas a temperaturas mas altas
que 45°C se puede mejorar mediante el uso de las endoglucanasas descritas en la presente memoria.

Ejemplo 26. La hidrdlisis de picea pre-tratada con vapor de agua a altas temperaturas

Se suspendié fibra de picea sometida a explosion de vapor de agua lavada (impregnacion con SO, al 3% p/p
durante 20 min, seguido de pretratamiento con vapor de agua a 215°C durante 5 min), con 25,9% de materia seca
en 5 ml de tampdn de acetato de sodio 0,05 M con una consistencia de 10 mg/ml. Este sustrato se hidrolizé
utilizando diferentes mezclas de enzimas en tubos de ensayo con agitacion magnética en el bafio de agua ajustado
a diferentes temperaturas durante 72 h. Para cada punto de muestreo, se retiraron de la hidrdlisis tubos de ensayo
por triplicado, se hirvieron durante 10 min con el fin de terminar la hidrdlisis enzimatica, se centrifugaron, y el
sobrenadante se analiz6 para determinar los productos de la reaccién de hidrdlisis. Los blancos que contenian
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sustrato solo (solamente tampon afiadido en lugar de enzimas) también se incubaron en las condiciones
correspondientes.

Se prepar6 una mezcla de celulasas termofilas utilizando los siguientes componentes:

Preparacion de CBH/Cel7 termdfila que contiene Cel7A de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 con CBD de
CBHI/Cel7A de T. reesei anclado genéticamente. La preparacion de proteina se produjo como se ha descrito en el
Ejemplo 15 y se purificé de acuerdo con el Ejemplo 2, dando como resultado la preparacion Cel7A de Ta + CBD de
Tr purificada con contenido de proteina de 5,6 mg/ml.

Preparacion de endoglucanasa termofila que contiene endoglucanasa At EG_40/Cel4d5A de Acremonium
thermophilum ALKO4245. La proteina se produjo en T. reesei como se ha descrito en el Ejemplo 19. Con el fin de
enriquecer los componentes termofilos, el medio de cultivo gastado se traté con calor (60°C durante 2 horas). La
preparacion obtenida contenia 4,9 mg/ml de proteina y 422 nkat/ml de actividad endoglucanasa (de acuerdo con la
IUPAC, 1987).

Preparacion de 3-glucosidasa termofila preparada como se ha descrito en el Ejemplo 21 que contenia 3-glucosidasa
BG_81 de Ta/Cel3A de Thermoascus aurantiacus ALKO4242. Con el fin de enriquecer los componentes termdfilos,
el caldo del fermentador se traté con calor (65°C durante 2 horas). La preparacion obtenida contenia 4,3 mg/ml de
proteina y actividad B-glucosidasa de 6270 nkat/ml (de acuerdo con Bailey y Linko, 1990).

Estas preparaciones de enzimas se combinaron como sigue (por 10 ml de mezcla): preparacion de CBH/Cel7 4,51
ml, preparacién endoglucanasa 5,19 ml y preparacion de (-glucosidasa 0,29 ml. Esta mezcla se utilizé como
"MEZCLA 1" de las enzimas termofilas.

Como comparacion y referencia, se construyé una mezcla del estado de la técnica de enzimas de Trichoderma
reesei comerciales combinando (por 10 ml): 8,05 ml de Celluclast 1,5 L FG (de Novozymes A/S) y 1,95 ml Novozym
188 (de Novozymes A/S). Esta se denominé "ENZIMAS de T. REESEI ".

Las enzimas se dosificaron sobre la base de la actividad UFP de las mezclas: "MEZCLA 1" utilizando la dosis de 5,5
FPU por 1 gramo de materia seca en el sustrato de picea, y "ENZIMAS de T. REESE/" utilizando 5,8 FPU por 1
gramo de materia seca en el sustrato de picea.

Se tomaron muestras de la hidrdlisis después de 24, 48 y 72 h y se trataron como se ha descrito anteriormente. Los
productos de la hidrdlisis se cuantificaron utilizando el analisis para azucares reductores (Bernfeld, 1955), utilizando
glucosa como patrén. La cantidad de productos de hidrélisis como azucares reductores se presenta en la Figura 9.

Los resultados muestran claramente un mejor rendimiento de las enzimas descritas en la presente memoria en
comparacion con las enzimas de Trichoderma del estado de la técnica a 55°C y 60°C sobre el sustrato de abeto.
Basandose en el analisis de HPLC el maximo rendimiento de los azlcares del sustrato seria 5,67 mg por 10 mg de
sustrato seco de picea. Debido a la dosificacion relativamente baja de enzima, los rendimientos finales de azucar
eran claramente inferiores. Para las enzimas termoestables el rendimiento de azucar basado en el analisis de
azucares reductores fue de 66% y 57% del tedrico a 55°C y 60°C, respectivamente. Para las enzimas de
Trichoderma del estado de la técnica éste fue solo de 31% y 11% a 55°C y 60°C, respectivamente.

Ejemplo 27. Hidrdlisis de rastrojo de maiz pre-tratado con vapor de agua a altas temperaturas

Se suspendio6 fibra de rastrojo de maiz sometida a explosion de vapor de agua (tratamiento a 195°C durante 5 min),
con 45,3% de materia seca en 5 ml de tampon de acetato de sodio 0,05 M a una consistencia de 10 mg/ml. Los
tratamientos y las mediciones se realizaron como se ha descrito en el Ejemplo 26.

Se construyé una mezcla de las celulasas termdfilas descritas en la presente memoria utilizando los siguientes
componentes:

Preparacion de CBH termdfila que contenia Cel7A de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 con CBD de
CBHI/Cel7A de T. reesei anclado genéticamente (Cel7A de Ta + CBD de Tr, Ejemplo 15). El contenido de proteina
de la preparacion fue 31 mg/ml.

La preparacion de endoglucanasa termdfila que contenia endoglucanasa At EG_40/Cel4d5A de Acremonium
thermophilum ALKO4245 se obtuvo como se ha descrito en el Ejemplo 19. La preparacion de enzima concentrada
contenia actividad endoglucanasa (de acuerdo con la IUPAC, 1987) de 2057 nkat/ml.

La preparacion de (B-glucosidasa termdfila que contenia B-glucosidasa BG_81 de Ta/Cel3A de Thermoascus
aurantiacus ALKO 4242 se obtuvo como se ha descrito en el Ejemplo 21 que contenia una actividad B-glucosidasa
(de acuerdo con Bailey y Linko, 1990), de 11500 nkat/ml.

Producto xilanasa termdfila que contenia una xilanasa AM24 procedente de Nonomuraea flexuosa DSM43186. El
producto se preparé mediante el uso de una cepa recombinante de Trichoderma reesei que habia sido transformada
con el casete de expresion de pALK1502, como se describe en el documento W02005/100557. El producto sélido se
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disolvié en agua para preparar una disolucion al 10% y se obtuvo una preparacion de enzima con actividad xilanasa
(analizada de acuerdo con Bailey et al., 1992) de 208000 nkat/ml.

Estas preparaciones de enzimas se combinaron como sigue (por 10 ml de mezcla): preparacion de CBH/Cel7 7,79
ml, preparacion de endoglucanasa 0,96 ml, preparacion de B-glucosidasa 1,14 ml y preparacion de xilanasa 0,31 ml.
Esta mezcla se utilizé como "MEZCLA 2" de las enzimas termofilas.

Como comparacion y referencia, se construyé una mezcla del estado de la técnica de enzimas de Trichoderma
reesei comerciales combinando (por 10 ml) 8,05 ml de Celluclast 1,5 L FG (de Novozymes A/S) y 1,95 ml de
Novozym 188 (de Novozymes A/S). Esta se denominé "ENZIMAS de T. REESEI".

Se tomaron muestras de la hidrdlisis después de 24, 48 y 72 h y se trataron como se ha descrito anteriormente. Los
productos de la hidrdlisis se cuantificaron utilizando el analisis para azucares reductores (Bernfeld, 1955), utilizando
glucosa como patrén. Los resultados de los blancos de sustrato se restaron de las muestras con enzimas, y la
concentracion de los productos de hidrolisis como azucares reductores se presentan en la Figura 10.

Los resultados muestran claramente un mejor rendimiento de las enzimas descritas aqui la presente memoria en
comparacion con las enzimas de Trichoderma del estado de la técnica. A 45°C, la mezcla de enzimas termdfilas
mostré una hidrolisis mas eficaz en comparacion con las enzimas de T. reesei: La hidrdlisis fue mas rapida y también
se obtuvieron rendimientos mas altos de azulcar. Basandose en el analisis de HPLC el maximo rendimiento de
azucares (incluyendo azucares solubles libres en el sustrato no lavado que se habia utilizado) del sustrato seria de
5,73 mg por 10 mg de sustrato seco. De este modo, la hidrodlisis por las enzimas de la mezcla 2 fue casi completa en
el plazo de 48 horas. A 55°C y 57,5°C las enzimas termdfilas descritas la presente memoria también mostraron un
rendimiento claramente mejor en la hidrdlisis, en comparaciéon con las enzimas de Trichoderma del estado de la
técnica.

Ejemplo 28. Hidrdlisis de rastrojo de maiz pretratado a altas temperaturas utilizando una mezcla con una xilanasa
termoestable

Se repitié el procedimiento explicado en el Ejemplo 27 excepto que el producto de xilanasa XT 02026A3 se remplaz6
por preparacion de xilanasa termdfila que contenia xilanasa XYN_30 de Ta/Xyn10A de Thermoascus aurantiacus
ALKO4242 producida en T. reesei. El caldo del fermentador, producido como se describe en el Ejemplo 23 contenia
una actividad xilanasa de 132000 nkat/ml (analizada de acuerdo con Bailey et al., 1992).

Estas preparaciones de enzimas se combinaron como sigue (por 10 ml de mezcla): preparacion de CBH/Cel7 7,64
ml, preparacion de endoglucanasa 0,96 ml, preparacion de B-glucosidasa 1,15 ml y preparacion de xilanasa 0,25 ml.
Esta mezcla se utilizé como "MEZCLA 3" de las enzimas termofilas.

Como comparacion y referencia, se construyé una mezcla del estado de la técnica de enzimas de Trichoderma
reesei comerciales combinando (por 10 ml) 8,05 ml de Celluclast 1,5 L FG (de Novozymes A/S) y 1,95 ml de
Novozym 188 (de Novozymes A/S). Esta se denomino "ENZIMAS de T. REESEI".

Se tomaron muestras de la hidrdlisis después de 24, 48 y 72 h y se trataron como se ha descrito anteriormente. Los
productos de la hidrdlisis se cuantificaron utilizando el analisis para azucares reductores (Bernfeld, 1955), utilizando
glucosa como patrén. Los resultados de los blancos de sustrato se restaron de las muestras con enzimas, y la
concentracion de los productos de hidrélisis como azucares reductores se presenta en la Figura 11.

Los resultados muestran claramente un mejor rendimiento de la mezcla de las enzimas descritas en la presente
memoria en comparacion con las enzimas de Trichoderma del estado de la técnica. A 45°C, la mezcla de enzimas
termofilas mostré una hidrolisis mas eficaz en comparacion con las enzimas de T. reesei. A 55°C y 60°C las enzimas
termofilas descritas en la presente memoria mostraron un rendimiento claramente mejor en la hidrdlisis, en
comparacion con las enzimas de Trichoderma del estado de la técnica. El rendimiento de la nueva mezcla de
enzimas a 60°C estuvo al mismo nivel que el rendimiento de las enzimas del estado de la técnica a 45°C.

Ejemplo 29. Hidrdlisis de picea pre-tratada a altas temperaturas utilizando una mezcla con una xilanasa
termoestable

Se repitié el procedimiento descrito en el Ejemplo 28 con fibra de picea sometida a explosién de vapor de agua
lavada (impregnacion con SO; al 3% p/p durante 20 min, seguido de pretratamiento con vapor de agua a 215°C
durante 5 min, con 25,9% de materia seca) como sustrato utilizando temperaturas de hidrdlisis 45°C, 55°C y 60°C.
Se tomaron muestras de la hidroélisis después de 24, 48 y 72 h y se trataron como se ha descrito anteriormente. Los
productos de la hidrdlisis se cuantificaron utilizando el analisis para azucares reductores (Bernfeld, 1955), utilizando
glucosa como patrén. Los resultados de los blancos de sustrato se restaron de las muestras con enzimas, y la
concentracion de los productos de hidrolisis como azucares reductores se presenta en la Figura 12.

Los resultados muestran claramente un mejor rendimiento de la mezcla de las enzimas descritas en la presente
memoria, en comparacion con las enzimas de Trichoderma del estado de la técnica a todas las temperaturas
estudiadas. A 45°C la mezcla de enzimas termofilas mostrd una hidrolisis mas eficaz en comparaciéon con las
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enzimas de T. reesei, evidentemente debido a la mejor estabilidad en la hidrdlisis a largo plazo. A 55°C la eficacia de
la mezcla de las enzimas descritas en la presente memoria todavia estuvo al mismo nivel que a 45°C, mientras que
la mezcla de estado de la técnica fue ineficaz con el sustrato utilizado a esta temperatura. A 60°C las enzimas
termdfilas descritas en la presente memoria mostraron una disminucién de la hidrélisis aunque la hidrélisis estuvo
casi al mismo nivel que el rendimiento de las enzimas del estado de la técnica a 45°C.

Ejemplo 30 Evaluacion de la inhibicion por glucosa de las B-glucosidasas de Acremonium thermophilium ALKO4245,
Chaetomium thermophilum ALKO4261 y Thermoascus aurantiacus ALKO4242

Los productos filtrados de cultivo producidos por las cepas Acremonium thermophilium ALKO4245, Chaetomium
thermophilum ALKO4261 y Thermoascus aurantiacus ALKO4242 se describen en el Ejemplo 1. Las actividades -
glucosidasa (medidas de acuerdo con Bailey y Linko, 1990) de estas preparaciones fueron 21,4 nkat/ml, 5,6 nkat/ml
y 18,6 nkat/ml, respectivamente. Como comparacion, también se incluyeron en el experimento las enzimas
comerciales Celluclast 1,5 L (3-glucosidasa de 534 nkat/ml) y Novozym 188 (B-glucosidasa de 5840 nkat/ml).

Con el fin de evaluar la sensibilidad de las diferentes B-glucosidasas a la inhibicién por glucosa, se realizd un
procedimiento de analisis de la actividad patron en presencia de diferentes concentraciones de glucosa. A las
disoluciones de sustrato (p-nitrofenil-3-D-glucopirandsido) para el analisis de la actividad B-glucosidasa se les afiadié
un suplemento de la glucosa de manera que la concentracién de glucosa en la mezcla de analisis se ajusto a
valores entre 0 y 0,5 M. Excepto esta adicion de glucosa el andlisis se realizé utilizando el procedimiento
convencional (Bailey y Linko, 1990). Las actividades en presencia de concentraciones variables de glucosa como
porcentaje de la actividad sin glucosa se presentan en la Figura 13.

Los resultados demuestran que las B-glucosidasas de C. thermophilum y T. aurantiacus se vieron menos afectadas
por la inhibicién por glucosa que las B-glucosidasas presentes en las enzimas comerciales: 3-glucosidasa derivada
de Aspergillus en Novozym 188 o B-glucosidasa derivada de Trichoderma en Celluclast 1,5 L. La enzima de A.
thermophilum mostré un comportamiento comparable a la enzima de T. reesei de Celluclast. Especialmente la
enzima de C. thermophilum fue claramente menos afectada por la alta concentracion de glucosa. Por lo tanto, estos
resultados indican que teniendo en cuenta la inhibicion por glucosa el uso de las nuevas B-glucosidasas,
especialmente a partir de cepas Acremonium thermophilium ALKO4242 y Chaetomium thermophilum ALK04261,
proporcionaria claras ventajas en la hidrolisis en condiciones industriales con alta concentracion de glucosa.

Ejemplo 31. Actividad en papel de filiro de mezclas de enzimas a altas temperaturas

La actividad en papel de filtro de las preparaciones de enzimas se midié de acuerdo con el método de la IUPAC
(1987) como se ha descrito en el procedimiento, excepto la reaccion enzimatica se realizé a temperaturas de 50°C a
70°C. La actividad FPU calculada se basa en la cantidad de enzima requerida para hidrolizar 4% de sustrato de
papel de filtro en 1 h en condiciones experimentales. Se considera que la actividad FPU representa la actividad
celulasa global total de una preparacion de enzima.

Las mezclas de enzimas fueron MEZCLA 2 preparada como se ha descrito en el Ejemplo 27, MEZCLA 3 preparada
como se ha descrito en el Ejemplo 28, y MEZCLA 4. La MEZCLA 4 se preparé combinando las preparaciones de
enzimas descritas en el Ejemplo 27 como sigue (por 10 ml de mezcla): preparacion de CBH/Cel7 7,84 ml,
preparacion de endoglucanasa 0,99 ml y preparacion de 3-glucosidasa 1,17 ml.

Las mezclas de enzimas utilizadas como referencia, que representaban las mezclas del estado de la técnica, fueron:

"ENZIMAS A de T. REESEI" preparada como se describe la preparacion de "ENZIMAS de T. REESEI" descrita en el
Ejemplo 26.

"ENZIMAS B de T. REESEI" se construyé combinando (por 10 ml) 8,05 ml de Econase CE (una preparacion de
celulasa de T. reesei comercial de AB Enzymes Oy, Rajaméaki, Finlandia) y 1,95 ml de Novozym 188 (de Novozymes
A/S).

Las actividades FPU medidas para las preparaciones de enzimas a diferentes temperaturas se presentan en la
Figura 14 como porcentajes de la actividad en condiciones convencionales (IUPAC, 1987) (a 50°C).

Los resultados demuestran claramente que las mezclas de la invencion muestran una actividad celulasa global
superior a temperaturas elevadas (60-70°) en comparacion con las mezclas del estado de la técnica basadas en
enzimas de Trichoderma 'y Aspergillus.

Ejemplo 32. Uso de las nuevas beta-glucosidasas en la preparacion de soforosa

Una mezcla de producto hidrolizado de almidén de alta concentracion (Nutriosa 74/968, Roquette) se tratd con
preparacion enzimatica enriquecida pG_81/Cel3A de Thermoascus aurantiacus producida como se ha descrito en el
Ejemplo 21 para producir una mezcla de azicar que contenia cantidades apreciables de inductor de celulasa
(soforosa) para superar la represion por glucosa.
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La preparacion enzimatica enriquecida en BG_81/Cel3A de Ta se afiadié a la disolucion de Nutriosa al 70% (p/p) a
una concentracion final de 1 g de proteina total/litro. El recipiente de la mezcla se incubé en un bafio de agua a 65°C
durante 3 dias con agitacion constante y se utilizé como una fuente de carbono en un medio en matraces oscilantes
para dos cepas de Trichoderma diferentes (A47 y Rut-C30). El efecto del tratamiento de la enzima se midié como la
actividad endoglucanasa formada durante un cultivo en matraz oscilante durante 7 dias. Como referencia se
realizaron cultivos en las mismas condiciones con Nutriosa no tratada como fuente de carbono. Se obtuvo un
incremento de mas del doble en las actividades en los cultivos en matraz oscilante realizados en medio de Nutriosa
pretratado con BG_81/Cel3A de Ta con las cepas sometidas a ensayo. Los resultados se muestran en la Figura 15.

Lista de depésito de organismos

Cepa Plasmido Autoridad de Fecha de Numero de
contenido deposito Deposito Deposito

Acremonium thermophilumALKO4245 |- cBst 20 Sep 2004 CBS 116240
Thermoascus aurantiacusALKO4242 |- cBst 20 Sep 2004 CBS 116239
Chaetomium thermophilumALKO4265 | - cBs® 8 Nov 1995 CBS 730.95"
Escherichia coli pALK1635 DSMZ® 16 Sep 2004 DSM 16723
Escherichia coli pALK1642 DSMZz 16 Sep 2004 DSM 16727
Escherichia coli pALK1646 DSMZz 16 Sep 2004 DSM 16728
Escherichia coli pALK1861 DSMZz 16 Sep 2004 DSM 16729
Escherichia coli pALK1715 DSMZz 16 Sep 2004 DSM 16724
Escherichia coli pALK1723 DSMZz 16 Sep 2004 DSM 16725
Escherichia coli pALK1725 DSMZz 16 Sep 2004 DSM 16726
Escherichia coli pALK1904 DSMZ 13 May 2005 DSM 17323
Escherichia coli pALK1908 DSMZ 13 May 2005 DSM 17324
Escherichia coli pALK1925 DSMZ 13 May 2005 DSM 17325
Escherichia coli pALK1926 DSMZ 13 May 2005 DSM 17326
Escherichia coli pALK2001 DSMZ 18 Oct 2005 DSM 17667
Escherichia coli pALK2010 DSMZ 18 Nov 2005 DSM 17729

™ Centralbureau Voor Schimmelcultures en Uppsalalaan 8, 3584 CT, Utrecht, Paises Bajos
@ Centralbureau Voor Schimmelcultures en Oosterstraat 1, 3742 SK BAARN, Paises Bajos

®Deutsche Sammlung von und Mikroorganismen Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1 b, D-38124
Braunschweig, Alemania

@ [Después de la terminacion del periodo de depdsito actual, las muestras se almacenaran bajo los acuerdos para
dejar la cepa disponible mas alla del tiempo aplicable de la patente].
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Thr

60

Ser

Gly

Leu

Arg

Leu

140

Gly

52

Ala

Pro

Gln

45

Thr

Ile

Ala

Arg

Leu

125

Gly

Leu

Ala

Ser

30

Asn

Ser

Cys

Asp

Leu

110

Tyr

Gln

Asn

Ala

15

Leu

Gly

Gly

Pro

Tyr

95

Asn

Leu

Glu

Gly

Arg

Thr

Lys

Tyr

Asp

80

Ser

Phe

Leu

Phe

Ala
160

2904

2949

3009

3069

3129

3189

3192



ES 2 582320 T3

Leu Tyr Phe Val Ala Met Asp Ala Asp Gly Gly Leu Ser Lys Tyr Pro
165 170 175

Gly Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln
180 185 190

Cys Prc Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Gln Ala Asn Val Glu Gly
195 200 205

Trp Gln Pro Ser Ala Asn Asp Pro Asn Ala Gly Val Gly Asn His Gly
210 215 220

Ser Cys Cys Ala Glu Met Asp Val Trp Glu Ala Asn Ser Ile Ser Thr
225 230 235 240

Ala Val Thr Pro His Pro Cys Asp Thr Pro Gly Gln Thr Met Cys Gln
245 250 255

Gly Asp Asp Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Ser Thr Arg Tyr Ala Gly Thr
260 265 270

Cys Asp Pro Asp Gly Cys Asp Phe Asn Pre Tyr Arg Gln Gly Asn His
275 280 285

Ser Phe Tyr Gly Pro Gly Gln Ile Val Asp Thr Ser Ser Lys Phe Thr
290 295 300

Val val Thr Gln Phe Ile Thr Asp Asp Gly Thr Pro Ser Gly Thr Leu
305 310 315 320

Thr Glu Ile Lys Arg Phe Tyr Val Gln Asn Gly Lys Val Ile Pro Gln
325 330 335

Ser Glu Ser Thr Ile Ser Gly Val Thr Gly Asn Ser Ile Thr Thr Glu
340 345 350

Tyr Cys Thr Ala Gln Lys Ala Ala Phe Gly Asp Asn Thr Gly Phe Phe
355 360 365

Thr His Gly Gly Leu Gln Lys Ile Ser Gln Ala Leu Ala Gln Gly Met
370 375 380

Val Leu Val Met Ser Leu Trp Asp Asp His Ala Ala Asn Met Leu Trp
385 3990 395 400

Leu Asp Ser Thr Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Pro Asp Thr Pro Gly Val
405 410 415

Ala Arg Gly Thr Cys Pro Thr Thr Ser Gly Val Pro Ala Asp Val Glu
420 425 430

Ser Gln Tyr Pro Asn Ser Tyr Val Ile Tyr Ser Asn Ile Lys Val Gly
435 440 445

Pro Ile Asn Ser Thr Phe Thr Ala Asn
450 455

53



10

15

20

25

30

35

40

<210>3

<211> 3055

<212> ADN

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221> CDS

<222> (972)..(1595)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1596)..(1729)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1730)..(2290)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (2291)..(2412)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (2413)..(2540)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (2541)..(2627)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (2628)..(2691)
<223>

<400> 3

ES 2 582320 T3

gaattcggat cacaccgaga gotteogegat ggecagetgt ctecagettgt accegtetac €0

caacgtteeg catecttegtt acettgatag ctegegtttg ctggactget ttgtgagggg 120

54



actgtgecac
tcgttgecga
cagegegceec
atttattgat
tctctttetg
cggagtgeca
gagatccagg
gtgggaagte
ggttgeettc
gttetteceg
geeectecact
cceccetete
ctggcacagc
tcatctecagce

cgectcteac

gee
Ala

gee
Ala
15

gag
Glu

acg
Thr

tgc
Cys

acg
Thr

cac
Hig

gtg
Val

aac
Asn

ace
Thr

gtec
Val

gac
Asp
95

aac
Asn
110

gcc
Ala

ate
Ile

gge
Gly

tte ace

gee
Ala

cac
His

acc
Thr

gac
Asp

acc
Thr

ggc
Gly

ctg
Leu

teg
Ser

ctyg

gectgggaga
aacagccagg
ctctetttet
cocttgacte
tacatacgtc
cccocgcaggga
cceeecgate
ttcggagegg
atctategtg
tctgtegate
getgettcac
ctttgoagta
cctotaegege

ccttetgceg

cgggtgcegt
caggaagcct
ccteatttcet
ctocagoccee
cectetegeg
acgagacttg
tegttetege
cacccaggcee
gctgeacate
gtctececcacce
ckcactgetg
cagatctaca
gtggtgecaag

tggtccacce

¢ atg cac aag cgg gcg
Met His Lys Arg Ala

1

tte
Phe

gge
Gly

ccc
Pro

aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn
50

aac
Asn

aag
Lys
65

ate
Ile

tgc
Cys

gac
Ala

gac
Asp

cte
Leu

acc
Thr

gee
Ala

cte
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly

gec
Ala

tac
Tyr

aag
Lys

5

cgc
Arg
20

ggc
Gly

tte
Phe

acc
Thr

gtg
Val

gag
Glu

tac
Tyr

acc
Thr

gac
Asp

gec
Ala
85

cag
Gln
100

gge
Gly

tte
Phe

gte
Val

115

atg
Met
120

cgc
Arg

ctg gge

tac
Tyr

cagc

ctg
Leu

atg
Met

gag tte

Val

Asn

Ala

Ala

ES 2 582320 T3

accatoggtt
gtecacette
tgececaceac
cageagteeg
gtgtccacge
gctgatgggg
acgtatectt
catettgeeg
cgecgtgecc
taccetecct
ctteoecegea
taatatcgag
agcaagtcag

gacattctgg

actgcgcaga
atgtatatte
gatggacacc
acaatgtaca
gcggecgggyg
tgcggtgcat
cceecegeegg
atgceeggea
ccattgggaa
cctcgeaagy
atgceecete
acgccocceoa
agtatcaatt

gcccgtagec

ctgagaaccg
atatggacce
atgeccaatct
gtgatgggca
atgcctggga
ggtggcacaa
cgatgececcaa
cggetetgge
agcaggettt
gettacectg
gececeecee
agctgtttct
ceccecatete

aagaccgatc

gece ace cbtec tecec gece ete gte gte
Ala Thr Leu Ser Ala Leu Val val

cag
Gln

gge
Gly

gtg
Val

tge
Cys
49

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile
55

gtc gac

Asp

tac
Tyr

aac tgc
Cys
70
gece teg
Ser

tge
Cys

tac
Tyr

acc
Thr

gge
Gly

acc
Thr

aag
Lys

gge
Gly
120

ccec
Pro

gcec age
Ser
135
tte

gce gac

10

gge
Gly
25

acg cag
Thr Gln

tce
Ser

gce
Ala

gec
Ala

aac
Asn

tgg
Trp

gce
Ala

aac
Asn
15

acg
Thr

ggec
Gly

gce
Ala

age
Ser

aac
Asn

tce
Ser

acc
Thr

gce
Ala
105

tac
Tyr

age
Ser

gcc
Ala

tac
Tyr

acc
Thr

aag
Lys

gte gac ctg

55

cag
Gln

acg
Thr

gge
Gly

agc
Ser

tgg
Trp

cgc
Axrg
60

tgg
Trp

gag
Glu

tgc
Cys

gte
Val

tecc
Ser

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn
125

atg
Met

gece
Ala
140

age aag

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1010

1058

11046

1154

1202

1250

1298

13446

1394

1442



ES 2 582320 T3

Phe Thr Leu Leu Gly His Glu Phe Ala Phe Asp Val Asp Leu Ser Lys
145 150 155

ctg ¢oe btge gge cte aac gge goe ghe tac tte gbe age atg ga¢ gag
Leu Pro Cys Gly Leu Asn Gly Ala Val Tyr Phe Val Ser Met Asp Glu
160 165 170

gac ggc ggo acce age aag tac cce tcoc aac aag goco gge goo aag tac
Asp Gly Gly Thr Ser Lys Tyr Pro Ser Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr
175 180 185

gge acg gg¢ tac tge gac teg c¢ag tgt ¢cg ¢ge gac cte aag ttt atc
Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys Pro Arg Asp Leu Lys Phe Ile
190 195 200 205

gac gge aag gtgagaacce geactagegt ccogecttce gtgtocctce
Asp Gly Lys

ttttgoette ttogacoegeoe ctettocectg cgggeocaggg tegoetggggt gotgtecteoce

tttctggtgg gcagcggtge tgatcccgeg ccag goc aac teg goc age tgg cag
Ala Asn Ser Ala Ser Trp Gln
210 215

cce teg toce aac gac cag aac goc gge gtg gge gge atg gge teg tge
Pro Ser Ser Asn Asp Gln Asn Ala Gly Val Gly Gly Met Gly Ser Cys
220 225 230

tge goo gag atg gac ate tgg gag goc aac tee gte tee gee gec tac
Cys Ala Glu Met Asp Ile Trp Glu Ala Asn Ser Val Ser Ala Ala Tyr
235 240 245

acg ceg cac ccg tge cag aac tac cag cag cac age tge age gge gac
Thr Pro His Pro Cys Gln Asn Tyr Gln Gln His Ser Cys Ser Gly Asp
250 255 260

gac tgc gge ggc acc tac teg gec acc cge tte gee gge gac tge gac
Asp Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Ala Thr Arg Phe Ala Gly Asp Cys Asp
265 270 275

ccg gac gge tge gac tgg aac gec tac cge atg ggc gtg cac gac tte
Pro Asp Gly Cys Asp Trp Asn Ala Tyr Arg Met Gly Val His Asp Phe
280 285 290 295

tac gge aac gge aag ace ghte gac acce gge aag aag tte tee ate gte
Tyr Gly Asn Gly Lys Thr Val Asp Thr Gly Lys Lys Phe Ser Ile Val
300 305 310

acc cag ttc aag ggec tce ggo tee ace ctg ace gag atc aag cag tte
Thr Gln Phe Lys Gly Ser Gly Ser Thr Leu Thr Glu Ile Lys Gln Phe
315 320 325

tac gtc cag gac ggc agg aag atc gag aac ccc aac gec ace tgg cecc
Tyr Val Gln Asp Gly Arg Lys Ile Glu Asn Pro Asn Ala Thr Trp Preo
330 335 340

ggc ctec gag cce tte aac tec ate acc ¢ccg gac tte tge aag gec caqg
Gly Leu Glu Pro Phe Asn Ser Ile Thr Pro Asp Phe Cys Lys Ala Gln
345 350 355

aag cag gtc tte ggec gac ccc gac cge ttec aac gac atg gge gge tte

Lys Gln Val Phe Gly Asp Pro Asp Arg Phe Asn Asp Met Gly Gly Phe
360 365 370 375

56

14590

1538

1586

1635

1695

1750

1798

1846

1854

1942

1990

2038

2086

2134

2182

2230



10
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a¢c aa¢ atg gee aag gee c¢tg gec aac ¢ee atg gte ctg gtg ctg teg
Thr Asn Met Ala Lys Ala Leu Ala Asn Pro Met Val Leu Val Leu Ser
380 385 390

ctg tgg gac gac gtgagccatt ttecgeattet ctectgactc toctecgetg
Leu Trp Asp Asp
395

ceratcaccae ctcttcecace acegcecacga gggtgtaget tgatctecge tgactgacgt

gtgcccacac cccegtttet ag cac tac teec aac atg ctg tgg ¢te gac tet
His Tyr Ser Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser
400 405

acc tac ceg ace gac gee gat cec age geg c¢ce gge aag gga gt gge
Thr Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Pre Ser Ala Pro Gly Lys Gly Arg Gly
410 415 420

acec tge gac acc age age gge gtg cca age gac gtg gag tcg aag aat
Thr Cys Asp Thr Ser Ser Gly Val Pro Ser Asp Val Glu Ser Lys Asn
425 430 435

gg gtgagtcgga tcttetgecat geggeccegtt ttccgageat tgettggggt
Gly

cctcecctcag getgacacac gecgecgectte gatacag ¢ gat geg ace gtc atc
Asp Ala Thr val Ile
440

tac tece aac ate aag ttt ggg ceg ctg gac tece ace tac acg gect tee
Tyr Ser Asn Ile Lys Phe Gly Pro Leu Asp Ser Thr Tyr Thr Ala Ser
445 450 455

tgagcageccg ctttgggttc ggtggggecg aagcacaaca agtgtgtgeg tagetgagat
gatggccgat ctctgtcectt tgtctecctag tgtctctett atcgaacaac cccccegacct
gecagegtegg cgggcatcgt atagtctggt gtaactgtat atagectectgt gegtgtgaat
cgaacgagca ccgacgaaat gtggtgttte atgetategt acatgetett gegagatcetg
aagtcgtcaa ttagacattg ccaccatcca acttggegac tgtccacceg gtccatttgt

atcactggect cttececgagac cecggtctecte tcacaccgta atcactgecaa gecagagttga

attc

<210>4

<211> 459

<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 4
Met His Lys Arg Ala Ala Thr Leu Ser Ala Leu Val val Ala Ala Ala
1 5 10 15

Gly Phe Ala Arg Gly Gln Gly Val Gly Thr Gln Gln Thr Glu Thr His
20 25 30

Pre Lys Leu Thr Phe Gln Lys Cys Ser Ala Ala Gly Ser Cys Thr Thr

57

2278

2330

2390

2442

2490

2538

2590

2643

2691

2751

2811

2871

2931

2991

3051

3055



Gln

Lys

65

Ile

Ala

Thr

Arg

Leu

145

Gly

Thr

Tyr

Ala

val

225

Asn

Gln

Arg

Arg

Asn

50

Asn

Cys

Asp

Leu

Met

130

Gly

Leu

Ser

Cys

Asn

210

Gly

Ser

His

Phe

Met
290

35

Gly

Gly

Ala

Tyr

Lys

115

Tyr

His

Asn

Lys

Asp

195

Ser

Gly

val

Ser

Ala

275

Gly

Glu

Tyr

Asp

Gln

100

Phe

Leu

Glu

Gly

Tyr

180

Ser

Ala

Met

Ser

Cys

260

Gly

val

Val

Thr

Ala

85

Gly

Val

Met

Phe

Ala

165

Pro

Gln

Ser

Gly

Ala

245

Ser

Asp

His

Val

Asn

70

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

150

Val

Ser

Cys

Trp

Ser

230

Ala

Gly

Cys

Asp

Ile

55

Cys

Ser

Tyr

Lys

Ser

135

Phe

Tyr

Asn

Pro

Gln

215

Cys

Tyr

Asp

Asp

Phe
295

410

Asp

Tyr

Cys

Gly

Gly

120

Pro

Asp

Phe

Lys

Arg

200

Pro

Cys

Thr

Asp

Proc

280

Tyr

Ala

Thr

Ala

Ala

105

Ser

Thr

val

val

Ala

185

Asp

Ser

Ala

Pro

Cys

265

Asp

Gly

ES 2 582320 T3

Asn

Gly

Ser

20

Ser

Tyr

Lys

Asp

Ser

170

Gly

Leu

Ser

Glu

His

250

Gly

Gly

Asn

Trp

Asn

Asn

Thr

Ala

Tyr

Leu

155

Met

Ala

Lys

Asn

Met

235

Pro

Gly

Cys

Gly

Arg

€0

Glu

Cys

Ser

Thr

Ala

140

Ser

Asp

Lys

Phe

Asp

2290

Asp

Cys

Thr

Asp

Lys
300

45

Trp

Trp

Val

Gly

Asn

125

Met

Lys

Glu

Tyr

Ile

205

Gln

Ile

Gln

Tyr

Trp

285

Thr

58

Val

Asn

Val

Asn

110

Ile

Phe

Leu

Asp

Gly

120

Asp

Asn

Trp

hsn

Ser

270

Asn

val

His

Thr

Asp

85

Ala

Gly

Thr

Pro

Gly

175

Thr

Gly

Ala

Glu

Tyr

255

Ala

Ala

Asp

Asp

Thr

Gly

Leu

Ser

Leu

Cys

160

Gly

Gly

Lys

Gly

Ala

240

Gln

Thr

Tyx

Thr



10

15

20

25

30

Gly Lys Lys Phe
305

Leu Thr Glu Ile

Asn Pro Asn Ala
3240

Pro Asp Phe Cys
355

Phe Asn Asp Met
270

Pro Met Val Leu
385

Leu Trp Leu Asp

Gly Lys Gly Arg
420

Val Glu Ser Lys
435

Phe Gly Pro Leu
450

<210> 5
<211> 3401
<212> ADN

Ser

Lys

325

Thr

Lys

Gly

Val

Ser

405

Gly

Asn

Asp

Ile

310

Gln

Trp

Ala

Gly

Leu

390

Thr

Thr

Gly

Ser

Val

Phe

Pro

Gln

Phe

375

Ser

Tyr

Cys

Asp

Thr
455

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221> CDS

<222> (891)..(1299)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1300)..(1387)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1388)..(1442)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1443)..(1495)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1496)..(1643)
<223>

Thr

Tyr

Gly

Lys

360

Thr

Leu

Pro

Asp

Ala

440

Tyr

ES 2 582320 T3

Gln

Val

Leu

345

Gln

Asn

Trp

Thr

Thr

425

Thr

Thr

Phe

Gln

330

Glu

val

Met

Asp

Asp

410

Ser

val

Ala

Lys

315

Asp

Pro

Phe

Ala

Asp

395

Ala

Ser

Ile

Ser

Gly

Gly

Phe

Gly

Lys

380

His

Asp

Gly

Tyr

59

Ser

Arg

Asn

Asp

365

Ala

Tyr

Pro

Val

Ser
445

Gly

Lys

Ser

350

Pro

Leu

Ser

Ser

Pro

430

Asn

Ser

Ile

335

Ile

Asp

Ala

AsSn

Ala

415

Ser

Ile

Thr

320

Glu

Thr

hArg

Asn

Met

400

Pro

Asp

Lys



10

15

20

<220>
<221> Intrén

<222> (1644)..(1697)

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1698)..(1928)

<223>

<220>
<221> Intrén

<222> (1929).

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (2015).

<223>

<400> 5
ctegagttte

tgtgtccagt
gtggatgcce
tccacggece
ccectectge
gagccacecge
tggggceccac
tcccaaccga
gcttgategg
cettecgacag
cgaggcccga
cttageggece
tegacgatgt

caacccactt

.(2014)

.(2740)

cctggtegge
cgtgtatcte
gtccactcat
actccecgga
ggggtcegte
agagccccat
gtcgatggec
taggagaagt
gccggaagec
tggacagcga
cgctectagt
aaatttgcee
ctatataacg

catecccttec

cactctctge
ttgactgcac
ttgtecegtet
caacctecgge
gtgcectgge
ctccaaageg
tggcatcect
ggtcatggge
gtcaacgacg
gaaaactggt
ccgagaacca
cecgggecta
acggecgatct

tetctetete

ES 2 582320 T3

tcatcteget
gacgtgttecc
actgggtcag
tetggatgge
tgecatgectec
accgtggcag
tgccacccte
acgacceccgt
ggggagcegt
ggggaagagg
cctacgtgtt
gggt.ctageg
cectgtetetg

ccccteectt

ctgcgeccect
tegegacteg
cctetegtet
cctectecee
acatecgcttg
cactacctet
cteccatecee
gcacgtettg
gtcttgecac
gctgctacag
tectcgegaag
atggggatga
agatcccate

ctctgacata

60

ggatgtgeeg
tctegegeeg
cgaacgagct
ctcegtgtet
atcacgectge
gtttetggga
ctgacctcac
gactcgacga
gcgtggecegt
tecttgtettg
acggggcecag
tgaactggtg
ctttcatete

cegagtecte

&0

120

180

240

300

260

420

480

540

600

660

720

780

840
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agaagcocteog teocgtegtea cotattcotca ctteocceogeog

ace
Thr

goe
Ala

aag
Lys
35

ate
Ile

tgc
Cys

gac
Asp

tac
Tyr

cag
Gln
115

teg
Ser

aag
Lys

geo
Ala
20

tgc
Cys

gac
Asp

tac
Tyr

tge
Cys

ggec
Gly
100

999
Gly

gag
Glu

[y =a)
Phe

tge
Cys

acc
Thr

gee
Ala

acc
Thr

gec
Ala

gte
Val

cee
Pro

tecec
Ser

gee
Ala

teg
Ser

gcg
Ala

aac
Asn

gge
Gly
74

acc
Thr

aca
Thr

tac
Tyr

aag
Lys

gee
Ala

cte
Leu

cce
Pro

tgg
Trp

aac
Asn

aag
Lys

gce
Ala

tee
Ser

tac
Tyr
135

cte
Leu

acc
Thr

ggc
Gly
40

cgc
Arg

gag
Glu

tge
Cys

agc
Ser

aag
Lys
120

cag
Gln

gee
Ala

gee
Ala
25

age
Ser

tgg
Trp

tgg
Trp

tge
Cys

ggc
Gly
105

aac
Asn

gee
Ala
10

gag
Glu

tge
Cys

ctg
Leu

gac
Asp

cte
Leu
29

aac
Asn

ate
Ile

¢te ghg gee
Leu Val Ala

ace cac cog
Thr His Pro

acec acec gtc
Thr Thr Val
45

cac cag acc
His Gln Thr

acc age ate
Thr Ser Ile
75

gac ggc gec
Asp Gly Ala

tag cte aac
Ser Leu Asn

gye teg cge
Gly Ser Arg
125

aacteceggee atg tat
Met Tyr

ace
Thr

teg
Ser
30

age
Ser

aac
Asn

tge
Cys

gac
Asp

cte
Leu
110

atg
Met

g gtgagcatat agatcacatc

gte¢
val
15

ctg
Leu

ggc
Gly

age
Ser

agc
Ser

tac
Tyr
95

aaq

Lys

tac
Tyr

cge
Arg

cag
Gln

cag
Gln

age
Ser

teec
Ser
80

ace
Thr

tte
Phe

cte
Leu

gge
Gly

tgg
Trp

gte
Val

ace
Thr

gac
Asp

ggec
Gly

gtc
val

atg
Met

tttegtcact

cag
Gln

cag
Gln

acc
Thr
50

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr

aca
Thr

gag
Glu
130

tgegteegtt tegecacggea ageggtecag acgetaacgg gacggttete ttectetag

ge
Gly

aac
Asn

cegtgttgte cag € tge ggt ¢tg aac gga gecg cte tac tte gtg tee atg
Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu Tyr Phe Val Ser Met
165

gac
Asp

aag
Lys

tte
Phe
200

tte
Phe

cte
Leu

cte
Leu

tac
Tyr
185

ate
Ile

act ctc ctec ggt cag gag ttt acec ttt gac gtg gac gtec tec
Thr Leu Leu Gly Gln Glu Phe Thr Phe Asp Val Asp Val Ser

140

145

150

gg gtaggtgatg acttctcccg catgagaaga gctctgctaa

Gly

gac
Asp
170

gge
Gly

aac
Asn

gge
Gly

agc
Thr

gygc
Gly

ggc
Gly

gge
Gly

gtg tcc
Vval Ser Lys

tac
Tyr

tgc
Cys
190

aag
175

gac
Asp

160
tae acc acc

Tyr Thr Thr

tec cag tge
Ser Gln Cys

aac
Asn

ceqg
Pro
195

aaq
Lys
180

cgg
Arg

gee

ggc

geca

Ala Gly Ala

gat
Asp

cte
Leu

aag
Lys

cag gtgggtegag agaccctett ccocteteag tgaacgatgt

Gln

61

896

944

992

1040

1088

1136

1184

1232

1280

1329

1387

1434

1482

1532

1580

1628

1683



ctgaccctet ctag gee

gce
Ala

ate
Ile

acc
Thr

tat
Tyr
265

ttt
Phe

Ala
205

aac goe gge cte
Asn Ala Gly Leu
220

tgg gag gcc aac
Trp Glu Ala Asn

235

acc ate gge cag
Thr Ile Gly Gln
259

teg teg gac cge
Ser Ser Asp Arg

aac
Asn

999
Gly

aag
Lys

acc
Thr

tat
Tyr
270

ate
Ile

aac
Asn

gte
val

atg
Met
255

gece
Ala

gac
Asp

cac
Hisg

tece
Ser
240

tgc
Cys

gge
Gly

gge
Gly

ggc
Gly
225

gcc

Ala

acc
Thr

ate
Ile

ES 2 582320 T3

tgg
Trp
210

agc

Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

tgec
Cys

caa
Gln

tge
Cys

tac
Tyr

gac
Asp

gac
Asp
275

ceg
Pro

tgc
Cys

acg
Thr

gac
Asp
260

cece
Pro

gtaggttctt totetegecg ctcecctgacg acctatatgt

gracagaaaa gacaaggtca aagctgacca gagcag

gac
Asp

tte
Phe

gag
Glu
320

gag
Glu

tge
Cys

cge
Arg

ctg
Leu

gac
Asp
400

gac
Asp

ace age tte tac
Thr Ser Phe Tyr
290

acc gtc gtg acc
Thr val val Thr
305

atc aag egec tte
Ile Lys Arg Phe

tec aag atc gee
Ser Lys Ile Ala
340

ace goe cag aag
Thr Ala Gln Lys
355

ggc ggec cte gee
Gly Gly Leu Ala
370

gtc ¢ctg tec gte
Vval Leu Ser Val
385

tcec acc tac ccc
Ser Thr Tyr Fro

tgc cce atc acce
Cys Pro Ile Thr
420

ggc
Gly

cag
Gln

tac
Tyr
325

ggc
Gly

acc
Thr

cag
Gln

tgg
Trp

acc
Thr
405

tcc
Ser

falala)
Pro

tte
Phe
310

gtg
val

gtc
val

gee
Ala

atg
Met

gac
Asp
390

gac

Asp

ggc
Gly

gge
Gly
295

cte
Leu

cag
Gln

tece
Ser

tte
Phe

ggc
Gly
375

gac
Asp

agc
Ser

gtg
val

aag
Lys

acg
Thr

aac
Asn

ggc
Gly

ggc
Gly
360

aag

Lys

cac
His

acc
Thr

ccce
Pro

acg
Thr

gge
Gly

ggec
Gly

aac
Asn
345

gac
Asp

gee
Ala

gee
Ala

aag
Lys

gcc
Ala
425

aac
Asn

gte
Val

tce
Ser

aag
Lys
330

tece
Ser

ace
Thr

ctg
Leu

gte
val

cce
Pro
410

gac
Asp

tecg
Ser

gac
Asp

gac
Asp
315

gte
val

atc
Ile

aac
Asn

gec
Ala

aac
Asn
393

ggc
Gly

gtc
val

62

teg
Ser

tec
Ser

ceg
Pro
245

tge
Cys

gac
Asp

tecc
Ser

gag
Glu
230

cac

His

ggc
Gly

ggt
Gly

aac
Asn
215

atg
Met

cec
Pro

ggce
Gly

tge
Cys

gtgaagggac

tac
Tyr

ace
Thr
300

ggc
Gly

ate
Ile

acec
Thr

gte
Val

gag
Glu
380

atg
Met

gce
Ala

gag
Glu

cqge
Arg
285

gge
Gly

aac
Asn

cec
Pro

acc
Thr

tte
Phe
365

cce
Pro

cte
Leu

gcc
Ala

tce
Ser

atg
Met

tee
Ser

ctec
Leu

aac
Asn

gac
Asp
350

gag
Glu

atg
Met

tgg
TIP

cgc
Arg

cag
Gln
430

gac
Asp

gac
Asp

tge
Cys

acc
Thr

gat
Asp
280

ggc
Gly

aag
Lys

agc
Ser

tec
Ser
335

tte
Phe

gag
Glu

gtc
val

cte
Leu

ggc
Gly
415

gcg
Ala

1733

1781

1829

1877

1925

1978

2032

2080

2128

2178

2224

2272

2320

2368

2416

2464



10

cee
Pro

aag
Aszn

tee
Ser

ace
Thr

ace
Thr

ace
Thr
465

acc
Thr
480

acc
Thr

gge
Gly

gge
Gly

tge
Cys

aaqg
Lys
gocccectgta
cagggatcta
cggtcatgaa
gggagagagqg
ggaacgggag
ctttctcagt
cgaatccgac
cagtcagaaa
attatataca
atgagccatyg
ttgggagagg
<210>6

<211> 523
<212> PRT

tee
Ser

tac
Tyr
450

ace
Thr

acc
Thr

cag
Gln

tac
Tyr

aac
Asn
435

gtc
Val

acc
Thr

ggc
Gly

ace
Thr

ace
Thr

aac
Aszn

ccc
Pro

atc
Ile

acc
Thr

ace
Thr

teg
Ser

tee
Ser

tac
Tyr

ccc
Pro

agc
Ser
455

ace
Thr
470

ace
Thr

ggt
Gly

ccg
Pro

485

tgg
Trp
500

gga
Gly

tee
Ser
515

aac
Asn
cgttcggaag
aggggattgt
agtgcagtga
atgtcgagaq
gagtgtecggg
acatatacat
aactggtggg
gtagcatttg
gcagctcaac
aagacctecgt

agcaatagga

acc
Thr

gac
Asp

ccc
Pro

gge
Gly

tac
Tyr

tgy
Trp
acggtggcaa
ggttaagaca
aaatgggggc
gtgatgactt
gggagcecte
ctgcatttte
ctgagatgaa
agccactact
ttcagaacga
cgagagagta

cgagegcgat

<213> Acremonium thermophilum

<400> 6

Met Tyr Thr Lys Phe Ala Ala Leu Ala Ala Leu

1

Gly Gln Ala Ala Cys Ser Leu Thr Ala Glu Thr
25

Trp Gln Lys Cys¢ Thr Ala Pro Gly Ser Cys Thr

35

5

20

40

aac
Asn
440

gge
Gly

ace
Thr

cag
Gln

acg
Thr

teg
Ser
520

ES 2 582320 T3

ate
Ile

cge
Arqg

aac
Asn

gge
Gly

teo
Ser

aag
Lys

cag
Gln

acg
Thr
490

gte
Val
505

tge
Cys

tge
Cys

caqg
Gln
cagacaaacc
taagaatgceg
aagagtegga
cgtttgtaca
cagactcett
atccacgtct
tegecaaggag
aaaaggtcaa
agtattgcat
cctcectecacayg

ggacagatat

10

tte
Phe

cee
Pro
445

gge
Gly

cec
Pro

cce
Pro
460

gge
Gly

tee
Ser

cee
Pro
475

gge
Gly

cac
His

ggt
Gly

tgg
Trp

ccc
Pro

cag
Gln

agec
Ser

ctg
Leu

taageca

ccteocccega
cogtggettg
aaaagtgagt
tagttggctce
ggcctecteeg
ctggegtcte
agtatcttge
ccagtatgcg
gtggcagaga
ccaaataacc

acgaactcga

atc
Ile

aac
Asn

ggc
Gly

ggg
Gly

cce
Pro

ace
Thr

tge
Cys
495

cag
Gln

tac
Tyr
510

acc
Thr

taa

gcacaccccc
goctacgeca
ttgcttgcaa
ttegtgattg
ctegtteecat
tggatgtgaa
gaggatatea
aagcttagca
atcttgggaa
agctagcggg

g

Val Ala Thr Val Arg

15

His Pro Ser Leu Gln

30

Thr Val Ser Gly Gln

45

63

2512

2560

2608

2656

2704

2750

2810

2870

2930

2990

3050

3110

3170

3230

3290

3350

3401



Val

Thr

65

Asp

Gly

Val

Met

Fhe

145

Ala

Thr

Gln

Gly

Gly

225

Ala

Thr

Ile

Thr

Thr

Asn

Thr

Thr

Thr

Glu

130

Thr

Leu

Thr

Cys

Trp

210

Ser

Ala

Gly

Cys

Ser
220

Ile

Cys

Asp

Tyr

Gln

115

Ser

Phe

Tyr

Asn

Pro

195

Gln

Cys

Tyr

Asp

Asp

275

Phe

Asp

Tyr

Cys

Gly

100

Gly

Glu

Asp

Fhe

Lys

180

Arg

Pro

Cys

Thr

Asp

260

Pro

Tyr

Ala

Thr

Ala

85

val

Pro

Ser

Val

val

165

Ala

Asp

Ser

Ser

Pro

245

Cys

Asp

Gly

Asn

Gly

Thr

Thr

Tyr

Lys

Asp

150

Ser

Gly

Leu

Ser

Glu

230

His

Gly

Gly

Pro

Trp

Asn

Lys

Ala

Ser

Tyr

135

Val

Met

Ala

Lys

Asn

215

Met

Pro

Gly

Cys

Gly
295

Arg

Glu

Cys

Ser

Lys

120

Gln

Ser

Asp

Lys

Phe

200

Asp

Asp

Cys

Thr

Asp

280

Lys

Trp

Trp

Cys

Gly

105

Asn

Gly

Asn

Leu

Tyr

185

Ile

Ala

Ile

Thr

Tyr

265

FPhe

Thr

ES 2 582320 T3

Leu

Asp

Leu

20

Asn

Ile

Phe

Leu

Asp

170

Gly

Asn

Asn

Trp

Thr

250

Ser

Asn

val

His

Thr

75

Asp

Ser

Gly

Thr

Gly

155

Gly

Thr

Gly

Ala

Glu

235

Tle

Ser

Ser

Asp

Gln

Ser

Gly

Leu

Ser

Leu

140

Cys

Gly

Gly

Gln

Gly

220

Ala

Gly

Asp

Tyr

Thr
300

64

Thr

Ile

Ala

Asn

Arg

125

Leu

Gly

val

Tyr

Ala

205

Leu

Asn

Gln

Arg

Arg

285

Gly

Asn

Cys

Asp

Leu

110

Met

Gly

Leu

Ser

Cys

190

Asn

Gly

Lys

Thr

Tyr

270

Met

Ser

Ser

Ser

Tyr

95

Lys

Tyr

Gln

Asn

Lys

175

Asp

Ile

Asn

Val

Met

255

Ala

Gly

Lys

Ser

Ser

80

Thr

Phe

Leu

Glu

Gly

160

Tyr

Ser

Asp

His

Ser

240

Cys

Gly

Asp

Phe



10

15

ES 2 582320 T3

Thr Val Val Thr Gln Phe Leu Thr Gly Ser Asp Gly

305 310 315

Ile Lys Arg Phe Tyr Val Gln Asn Gly Lys Val Ile

325 330

Ser Lys Ile Ala Gly Val Ser Gly Asn Ser Ile Thr

340 345

Thr Ala Gln Lys Thr Ala Phe Gly Asp Thr Asn Val

355 360

Gly Gly Leu Ala Gln Met Gly Lys Ala Leu Ala Glu
370 375 380

Val Leu Ser Val Trp Asp Asp His Ala Val Asn Met

385 390 395

Ser Thr Tyr Pro Thr Asp Ser Thr Lys Pro Gly Ala

405 410

Cys Pro Ile Thr Ser Gly Val Pro Ala Asp Val Glu

420 425

Asn Ser Asn vVal Ile Tyr Ser Asn Ile Arg Phe Gly

435 440

Thr Tyr Thr Gly Thr Pro Ser Gly Gly Asn Pro Pro
450 455 460

Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Ser Lys Pro Ser

465 470 475

Thr Thr Asn Pro Ser Gly Pro Gln Gln Thr His Trp

485 490

Gly Gln Gly Trp Thr Gly Pro Thr Val Cys Gln Ser

500 505

Lys Tyr Ser Asn Asp Trp Tyr Ser Gln Cys Leu
515 520

<210>7

<211> 3649

<212> ADN

<213> Chaetomium thermophilum

<220>
<221> CDS

<222> (1290)..(2879)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (2880)..(2943)
<223>

<220>
65

Asn

Pro

Thr

Phe

365

Pro

Leu

Ala

Ser

Pro

445

Gly

Gly

Gly

Pro

Leu

Asn

Asp

350

Glu

Met

Trp

Arg

Gln

430

Ile

Gly

Pro

Gln

Tyr
510

Ser

Ser

335

Phe

Glu

val

Leu

Gly

415

Ala

Asn

Gly

Thr

Cys

495

Thr

Glu

320

Glu

Cys

Arg

Leu

Asp

400

Asp

Pro

Ser

Thr

Thr

480

Gly

Cys



<221> CDS

<222> (2944).

<223>

<400>7
tctagagetg

gactagagct
cegtacttta
gtgectgegag
caatgggeca
tgeccagaat
aaaacgtegt
cteccaatgag
teggetecac
ttgeeccttee
agcgecatge
gtgtgectcet
tgectcacaa
cgcectgecata
atggcactgg
acggaggage
ggatggagat
ggaggcggga
caatgtggga
tegagtecee
caaccacgca

cagcacatec

.(2949)

tecgacgegge
cgtcacggge
cqgctacatga
ggcgeatteg
ggtatggace
ggcccacegt
ctteggegea
cggcatttge
gcegtecate
ttgectecge
accgtttggg
ctccaccage
gctgecageg
caattcteceg
ccageccgat
ttgcgagect
actgggtgeqg
agagggttge
aaaggggcte
catcctccaa
gttgtgtaca

tctecttteg

cgegtaatac
t.cgegeegac
cgactctega
cggegtacet
agcttgaatce
ggcccategt
cgtectecgt
ccctgtegag
ctgtectega
cacgacgtgce
cttgtcgeeg
gtteccegeg
gecatggetct
tectgeeccecag
ccatgttega
gcgaacctygg
ctagcaccac
gttgetgtet
atecteocatga
cagccgatte

tcaaaacaag

ES 2 582320 T3

gactecactat
gaggcgatga
aaattgtaaa
ggaattcctg
ctggttgegg
cctaagaaac
ggtccecceceg
cgtgteggea
cctegteate
cacaatgtga
tgtecgecagt
ctctccatag
gteggtcteg
tecttgagge
tegagetteg
cggacctygga
ggcgtgccac
teggeggetg
gattcatgac
tgcteocteat

ttcgectectt

gctttcaag atg atg tat
Met Met Tyr

ctec gee gee cte gtg get gge gee tee gec cag
Leu Ala Ala Leu Val Ala Gly Rla Ser Ala Gln

10

15

agggcgaaga
ggacgaaggg
gggeeggeat
gaatggtaag
cgtcaccaqqg
aagcetgegte
gctggacace
accttaateg
tgtgctecee
ccetgetgee
cteccategag
tccatgectac
cctecteocttt
gcegetatte
acgggcegtg
gaagectgge
ggccaagcta
tcagggcaaa
teggacateg
cccatcacea
ttacatctte
aag aag ttc
Lys Lys Phe
5
cag gct tgce

Gln Ala Cys
20

66

attecggatcg
ccgacataat
tteggagega
caatggccag
cccageatgy
cegegateca
ctggctggec
actcecatecte
ttgecectece
cggagegeec
cgattcgace
ttcgageecgt
tcecgtgaag
ccaatcggec
ageegtetge
ccatcteocet
cggccgaccc
gggtaatcgt
tectatataag
caoctaegteeca
accacaacaa

gcc
Ala

gct
Ala

cte
Leau

tee
Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1313

1361



acc
Thr
25

ggc
Gly

cgc
Arg

cag
Gln

tgc
Cys

agc
Ser
105

acec
Thr

cag
Gln

tce
Ser

gat
Asp

aag
Lys
185

ttec
Phe

gat
Asp

gat
Asp

tgc
Cys

ace
Thr
265

gac

gct
Ala

agc
Ser

tag
Trp

tag
Trp

tgc
Cys
90

ggt
Gly

aac
Asn

atg
Met

aac
Asn

gct
Ala
170

tac

Tyr

atc
Ile

gcc
Ala

gtc
Val

acc
Thr
250

tac
Tyr

ttec

gag
Glu

tgc
Cys

act
Thr

gat
Asp
75

gte
Val

gac
Asp

gte
val

tte
Phe

ctg
Leu
155

gat
Asp

ggt
Gly

aac
Asn

aac
Asn

tgg
Trp
235

acc
Thr

age
Ser

aac

aac
Asn

tcg
Ser

cac
His
60

acc
Thr

gat
Asp

tece
Ser

ggce
Gly

gag
Glu
140

ggec
Gly

ggt
Gly

acc
Thr

ggc
Gly

gce
Ala
220

gag
Glu

gtt
Vval

tct
Ser

gcc

cac
Hig

acg
Thr
45

acc
Thr

tcc
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

tcc
Ser
125

cte

Leu

tge
Cys

ggc
Gly

ggc
Gly

gag
Glu
205

ggc
Gly

gcc
Ala

ggc<
Gly

gac
Aap

tac

cot
Pro
30

gtg
val

gte
val

cte
Leu

gct
Ala

aac
Asn
110

cgt
Arg

cte
Leu

ggt
Gly

atg
Met

tac
Tyr
180

gcc

Ala

tte
Phe

aac
Asn

cag
Gln

cgc
Arg
270

cge

agc
Ser

aac
Asn

tee
Ser

tge
Cys

gac
Asp
a5

cte
Leu

gtc
val

ggc
Gly

cte
Leu

agc
Ser
175

tge
Cys

aac
Asn

ggc
Gly

aac
Asn

agc
Ser
255

tat
Tyr

caa

cta
Leu

ggc
Gly

gge
Gly

act
Thr
80

tac
Tyr

aag
Lys

tat
Tyr

aac
Asn

aac
Asn
160

aaa

Lys

gat
Asp

gtt
Val

cge
Arg

atg
Met
240

cgc
Arg

gct
Ala

ggc

acc
Thr

geae
Ala

teg
Ser
65

gat
Asp

tet
Ser

tte
Phe

ctg
Leu

gag
Glu
145

gge
Gly

tac
Tyr

gct
Ala

999
Gly

tat
Tyr
225

gct
Ala

tgc
Cys

ggt
Gly

gac

ES 2 582320 T3

tgg
Trp

gtc
Val
50

acc
Thr

ggc
Gly

teg
Ser

gtc
val

atg
Met
130

tte
Phe

gee
Ala

tect
Ser

cag
Gln

aac
Asgn
210

ggc
Gly

act
Thr

gag
Glu

gtt
val

aag

aag
Lys
35

acc
Thr

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr

acc
Thr
115

gag
Glu

acc
Thr

cte
Leau

ggc
Gly

tgc
Cys
185

tgg
Trp

age
Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

tgc
Cys
275

acc

cgc
Arg

atc
Ile

tge
Cys

age
Ser

tat
Tyr
100

aag
Lys

aac
Asn

tte
Phe

tac
Tyr

aac
Asn
180

ccg

Pro

acc
Thr

tgc
Cys

ttc
Phe

gac
Asp
260

gac
Asp

ttc

tgo
Cys

gat
Asp

tac
Tyr

tge
Cys
85

ggt
Gly

cac
His

gac
Asp

gat
Asp

tte
Phe
165

aag

Lys

cgc
Arg

cce
Pro

tgc
Cys

act
Thr
245

acc
Thr

cct
Pro

tac

67

acc
Thr

gege
Ala

ace
Thr
70

gec
Ala

atec
Ile

cag
Gln

acc
Thr

gte
val
150

gtt
Val

gct
Ala

gac
Asp

teg
Ser

tct
Ser
230

cct
Pro

tgec
Cys

gat
Asp

ggc

tct
Ser

aac
Asn
55

ggc
Gly

cag
Gln

acc
Thr

tac
Tyr

aag
Llys
135

gat
Asp

tec
Ser

ggc
Gly

cte
Leu

acc
Thr
215

gag
Glu

cac
His

ggt
Gly

ggc
Gly

aag

ggc
Gly
40

tgg
Trp

aac
Asn

ace
Thr

acc
Thr

gge
Gly
120

tac
Tyr

gte
val

atg
Metbt

gece
Ala

aag
Lys
200

aac
Asn

atg
Met

cct
Pro

ggc
Gly

tgec
Cys
280

ggc

1409

1457

1505

1553

1601

1649

1697

1745

1793

1841

1889

1937

1985

2033

2081

2129

2177



Asp

atg
Met

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly
345

agt
Ser

aag
Lys

cac
His

gec
Ala

gte
val
425

tcc
Ser

ggc
Gly

ace
Thr

ceg
Pro

ggc
Gly
505

tgc
Cys

Phe

act
Thr

aac
Asn

gge
Gly
330

aac
Asn

aac
Asn

gcc
Ala

tac
Tyr

ggce
Gly
410

cct
Pro

aac
Asn

age
Ser

tce
Ser

act
Thr
490

ggt
Gly

act
Thr

Asn

gte
Val

tcg
Ser
315

aag
Lys

tece
Ser

acc
Thr

cte
Leu

gece
Ala
395

gee
Ala

gec
Ala

atc
Ile

aac
Asn

ace
Thr
475

ggc
Gly

atc
Ile

cag
Gln

Ala

gac
Asp
300

get
Ala

ate
Ile

att
Ile

gat
Asp

gca
Ala
380

aac
Asn

cce
Pro

gag
Glu

cgt
Arg

cce
Pro
460

tce
Ser

cag
Gln

ggc
Gly

cte
Leu

Tyr
285

ace
Thr

ggc
Gly

att
Ile

acc
Thr

gac
Asp
365

ggc
Gly

atg
Met

ggc
Gly

atec
Ile

ttc
Phe
445

ggc
Gly

cgt
Arg

cce
Pro

tac
Tyr

aac
Asn
525

Arg

aac
Asn

gte
val

gee
Ala

cag
Gln
350

tte
Phe

cce
Pro

ctc
Leu

gec
Ala

gag
Glu
430

gge
Gly

aac
Asn

ceg
Pro

ggc
Gly

acc
Thr
510

cce
Pro

Gln

aaqg
Lys

cte
Leu

aac
Asn
335

gag
Glu

aac
Asn

atg
Met

tgg
Trp

gag
Glu
415

goo
Ala

ceo
Pro

ccg
Pro

acc
Thr

ggc
Gly
495

ggc
Gly

tag
Trp

Gly

aaqg
Ly=

age
Ser
320

get
Ala

tat
Tyr

cge
Arg

gtc
val

cte
Leu
400

cge
Arg

cag
Gln

atc
Ile

ace
Thr

age
Ser
480

tge
Cys

tge
Cys

tac
Tyr

Asp

atg
Met
305

gag
Glu

gag
Glu

tge
Cys

aaqg
Lys

ctg
Leu
385

gac
Asp

ggt
Gly

gtc
val

ggc
Gly

acc
Thr
465

age

Ser

ace
Thr

act
Thr

age
Ser

ES 2 582320 T3

Lys
290

ace
Thr

atc
Ile

tee
Ser

gat
Asp

ggc
Gly
370

gtc
val

tcg
Ser

gct
Ala

cceo
Pro

teg
Ser
450

acc
Thr

act
Thr

acc
Thr

aac
Asn

cag
Gln
530

Thr

gtc
Val

aag
Lys

aag
Lys

gce
Ala
355

ggt
Gly

atg
Met

acc
Thr

tge
Cys

aac
Asn
435

acc
Thr

gtec
val

age
Ser

cag
Gln

tgc
Cys
515

Phe

gt.c
Val

cge
Arg

atc
Ile
340

cag
Gln

atg
Met

tcc
Ser

tac
Tyr

ceg
Pro
420

agc
Ser

gte
Val

gtt
Val

tect
Ser

aag
Lys
500

gtt
val

Tyr

ace
Thr

tte
Phe
325

cco
Pro

aag
Lys

gct
Ala

gtc
val

cecc
Pro
405

acc
Thr

aac
Asn

cct
Pro

cct
Pro

cco
Pro
485

tgg
Trp

gct
Ala

Gly

cag
Gln
310

tac
Tyr

ggc
Gly

gte
val

cag
Gln

tgg
Trp
390

atc
Ile

acce
Thr

gtc
Val

ggc
Gly

cce
Pro
470

gtt
Val

ggc
Gly

ggc
Gly

Lys
295

tte
Phe

gtc
Val

aac
Asn

gcc
Ala

atg
Met
375

gat
Asp

gac
Asp

tee
Ser

atc
Ile

ctt
Leu
455

gct
Ala

teg
Ser

cag
Gln

acc
Thr

Gly

cac
His

cag
Gln

ccc
Pro

tte
Phe
360

agc
Ser

gac
Asp

cag
Gln

ggt
Gly

tte
Phe
440

gac
Asp

tet
Ser

acc
Thr

tge
Cys

acc
Thr
520

gtatgtttet cttecccccott

ctagactcge ttggatttga cagttgectaa catectgectca acag tgce ctg
Cys Leu

68

2225

2273

2321

2369

2417

2465

2513

2561

2609

2657

2705

2753

2801

2849

2899

2949



10

taaacaacte
attetttgeg
catgaggetg
ttgagctttt
cttggtcata
aagtcttegt
cgttgccttg
gaactgagcc
tgcatagaga
tggegcaagg
tagtgcacga
gatgtggegg
<210> 8

<211> 532
<212> PRT

gcttegtceeg
cggttgtgga
tecatgtgggg
caccccccaa
agctetteaa
ccatgacatce
tecetgaaaca
aacgagcgtt
ggaatagggg
gggteagggt
gcgacattge

aggtagtaga

cacgacggag
ctacttgggt
atgtgtatet
aaacagttce
tggaaaaaac
acggtegate
cagatgagat
ccttecegee
gottgtttee
tgatetgete
gcaggatggt

ccagtgecace

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 8
Met Met
1

Ser Ala

Thr Trp

35

Ala Val

50

Ser Thr

Asp Gly
Ser

Ser

Phe Val

Tyr

Gln

Lys

Thr

Asn

Lys

Thr

Thr

5

Gln
20

Ala
Arg Cys
Ile

Asp

Cys Tyr

Lys Lys Phe Ala

Cys

Thr

Ala

Thr

Ala

Ser Leu

Ser Gly

40

Asn
55

Trp

Gly Asn

70

Ser Cys

35

Tyr
100

Gly

Lys His

115

Ala

Ile

Gln

Gln Thr

Thr Thr

Tyr Gly

120

ES 2 582320 T3

gagggccatg
attttectgga
ttttegette
ctgatttget
gatacagtca
cttaagecaca
cttcagecca
gattgagagc
ggtagttggg
ggegatgagg
gactgccaca

tggaatcgat

Ala
10

Leu Ala

Thr
25

Ala Glu

Gly Ser Cys

Arg Trp Thr

Gln Trp Asp

75

Cys Cys Val

90

Ser
105

Gly Asp

Thr Asn Val

agaaagaatg
tgtacatagt
ttegtacata
ggagtaactt
tgecettgaca
agttcaataa
gcegeategg
atcgcatagt
ctgeceggaac
acgegtecat

gggtcggagt

Leu Val

His

Asn

Thr
45

Ser

His Thr

60

Thr Ser

Asp

Gly

Ser Leu

Ala

Pro

30

val

Val

Leu

Ala

Asn

ggcaacatag
tttatcacgt
aatttacgca
gatggtaaag
catccteccea
ccecatgtgg
ccacttecctt
ccttgaaggc
tcggatetgt

cggggtttgt

aategcggag

Gly Ala

15

Ser Leu

Asn Gly
Ser Gly
Thr

Cys

Asp
95

Tyr

Leu Lys

110

Ser
125

Gly

69

Arg

val Tyr

3009

3069

3129

3189

3249

3309

3369

3429

3489

3549

3609

3649



Leu

Glu

145

Gly

Tyr

Ala

Gly

Tyr

225

Ala

Cys

Gly

Asp

Met

305

Glu

Glu

Cys

Lys

Met

130

Phe

Ala

Ser

Gln

Asn

210

Gly

Thr

Glu

val

Lys

290

Thr

Ile

Ser

Rsp

Gly
370

Glu

Thr

Leu

Gly

Cys

195

Trp

Ser

Ala

Ala

Cys

275

Thr

Val

Lys

Lys

Ala

355

Gly

Asn

Phe

Tyr

Aan

180

Pro

Thr

Cys

Phe

Asp

280

Asp

Phe

Val

Arg

Ile

340

Gln

Met

Asp

Asp

Phe

165

Lys

Arg

Pre

Cys

Thr

245

Thr

Pro

Tyr

Thr

Phe

325

Pro

Lys

Ala

Thr

val

150

Val

Ala

Asp

Ser

Ser

230

Pro

Cys

Asp

Gly

Gln

310

Tyr

Gly

val

Gln

Lys

135

Asp

Ser

Gly

Leu

Thr

215

Glu

His

Gly

Gly

Lys

295

Phe

Val

Asn

Ala

Met
375

Tyr

val

Met

Ala

Lys

200

Asn

Met

Pro

Gly

Cys

280

Gly

His

Gln

Pro

Phe

360

Ser

Gln

Ser

Asp

Lys

185

Phe

Asp

Asp

Cys

Thr

265

Asp

Met

Lys

Asp

Gly

345

Ser

Lys

ES 2 582320 T3

Met

Asn

Ala

170

Tyr

Ile

Ala

Vval

Thr

250

Tyr

Fhe

Thr

Asn

Gly

330

Asn

Asn

Ala

Phe

Leu

155

Asp

Gly

Asn

Asn

Trp

235

Thr

Ser

Asn

val

Ser

315

Lys

Ser

Thr

Leu

Glu

140

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

220

Glu

val

Ser

Ala

Asp

300

Ala

Ile

Ile

Asp

Ala
380

70

Leu

Cys

Gly

Gly

Glu

205

Gly

Ala

Gly

Asp

Tyr

285

Thr

Gly

Ile

Thr

Asp

365

Gly

Leu

Gly

Met

Tyr

1990

Ala

Phe

Asn

Gln

Arg

270

Arg

Asn

Val

Ala

Gln

350

Phe

Pro

Gly

Leu

Ser

175

Cys

Asn

Gly

Asn

Ser

255

Tyr

Glo

Lys

Leu

Asn

335

Glu

Asn

Met

Asn

Asn

160

Lys

Asp

val

Arg

Met

240

Arg

Ala

Gly

Lys

Ser

320

Ala

Tyr

Arg

val



ES 2 582320 T3

Leu Val Met Ser Val Trp Asp Asp His Tyr Ala Asn Met Leu Trp Leu
385 390 395 400

Asp Ser Thr Tyr Pro Ile Asp Gln Ala Gly Ala Pro Gly Rla Glu Arg
405 410 415

Gly Ala Cys Pro Thr Thr Ser Gly Val Prc Ala Glu Ile Glu Ala Gln
4290 425 430

Val Pro Asn Ser Asn Val Ile Phe Ser Asn Ile Arg Phe Gly Pro Ile
435 440 445

Gly Ser Thr val Pro Gly Leu Asp Gly Ser Asn Pro Gly Asn Pro Thr
450 455 460

Thr Thr Val Val Pro Pro Ala Ser Thr Ser Thr Ser Arg Pro Thr Ser
465 470 475 480

Ser Thr Ser Ser Pro Val Ser Thr Pro Thr Gly Gln Pro Gly Gly Cys
485 490 495

Thr Thr Gln Lys Trp Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Thr Gly Cys
500 505 510

Thr Asn Cys Val Ala Gly Thr Thr Cys Thr Gln Leu Asn Pro Trp Tyr
515 520 525

Ser Gln Cys Leu
530

<210>9

<211> 1339

<212> ADN

<213> Thermoascus aurantiacus

<220>
<221> CDS
<222> (17)..(122)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (123)..(177)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (178)..(236)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (237)..(296)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (297)..(449)
<223>

71
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15

20

25

30

<220>

<221> Intrén
<222> (450)..(508)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (509)..(573)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (574)..(647)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (648)..(745)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (746)..(806)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (807)..(1330)
<223>

<400> 9

ES 2 582320 T3

cegeggactg cgecate atg aag cte gge tet cte gtg cte get cte age gea
Met Lys Leu Gly Ser Leu Val Leu Ala Leu Ser Ala

get agg ctt aca
Ala Arg Leu Thr

aag cgt gcg aaa
Lys Arg Ala Lys
30

1

ctg teg gee
Leu Ser Ala

gta ttc caa
val FPhe Gln
35

ttactggcaa ctgacaatgg cgaag

gaa ttc gga age
Glu Phe Gly Ser

cag aac ¢kt
Gln Asn Leu

5 10
cct cte gea gac agg aag cag gag acc
Pro Leu Ala Asp Arg Lys Gln Glu Thr
20 25

t gttcgtaaca tccacgtetg gettgetgge

gg ttc ggt teca aac gag tec ggt get
Trp Phe Gly Ser Asn Glu Ser Gly Ala
40

cca gga gtec gag gtcecageatge ctgtactete
Pro Gly Val Glu

72

52

100

152

203

256



43

50

ES 2 582320 T3

55

tgcattatat taatatctca agaggcttac tetttegeag

tgg
Trp

atc
Ile

acc
Thr

gtacatttca attccaccat gtttggaget gtcttegttg

ackt
Thr

cat
His

cct
Pro

ttt
Phe

gge
Gly

gta

val

aac
Asn

gat
Asp

cgt
Arg

tect
Ser
95

aat
Asn

tac
Tyr
125

cca
Pro

gte
Vval
80

ceg
Pro

gca
Ala
110

ggce
Gly

aac
Asn
65

fefats]

Pro

gat
Asp

ate

Ile

aga
Arg

ace
Thr

Lttt
Phe

ceg
Pro

att
Ile

atg
Met

aac
Asn

gac
Agp

atg
Met

tac
Tyr
100

aca
Thr

gag
Glu
85

ctg
Leu

ttg
Leu
70

aga

Arg

gca
Ala

atec
Ile

ttg
Leu

gat
Asp

ace cag aaa ggt geec tae
Thr Gln Lys Gly Ala Tyr

ta
Tyr

115

gga aag gat tat ata
Gly Lys Asp Tyr Ile
&0

agc aag ggg atg aac
Ser Lys Gly Met Asn
75

gtt ccc aac teca atg
Val Pro Asn Ser Met
90

ctec ata gcg
Leu Ile Ala
105

tgetgacatt taatggtag
gce gte gte gat cct

Ala Val val Asp Pro
120

gtgaggtecae cggttctggt attgetgetg

tatatctaag tagatatgtg tttetaacat ttecacgatt

ata
Ile

tca
Ser

ate
Ile

cag
Gln

teg
Ser

ttt
Phe
150

age
Ser
135

gct
Ala

cct
Pro

teg
Ser

tee
Ser

aat
Asn

gat
Asp

cca
Pre

tte
Phe

ctg
Leu
155

cag acc tte
Gln Thr Phe

149

gtc atec tte
Val Ile Phe

cacccgaaat taactgagtc tgagcatgtc tgacaagacg

gaa
Glu

gct
Ala

gtc
Val
155

gat
Asp

atg
Met

gta

tac
Tyr

atc
Ile
180

gag
Glu

aac
Asn

cac
Hisg

tet

cac
His
165

gac
Asp

ggc
Gly

atg
Met

cag
Gln

teg

gat
Asp

ggc
Gly

aat
Asn

aaa
Lys

tac
Tyr
230

ace

atg
Met

atc
Ile

tecg
Ser

agc
Ser
215

ctg
Leu

ate

gac
hep

cgt
Arg

tag
Trp
200

ctg
Leu

gac
Asp

ggt

cag
Gln

tce
Ser
185

acc
Thr

acc
Thr

tct
Ser

Caa

acc
Thr
170

gece
Ala

ggg
Gly

gac
Asp

gac
Agp

gag

tta
Leu

gga
Gly

gca
Ala

cca
Pro

gga
Gly
235

cga

qtc
Val

gee
Ala

tgg
Trp

tect
Ser
220

tcc
Ser

ate

ctc
Leu

act
Thr

acc
Thr
205

gac
Asp

ggg
Gly

acc

tecag ¢ tac aat tet
Tyr Asn Ser
130

tgg aaa acg gtc gcc
Trp Lys Thr Val Ala
145

gac act a gtaagctgaa
Asp Thr
160

atccatgaaa g at aac
Asn Asn

aat ctc aac cag gcc
Asn Leu Asn Gln Ala
175

tece cag tac atc ttt
Ser Gln Tyr Ile Phe
190

tgg acg aac gtg aac
Trp Thr Asn Val Asn
210

aag atc ata tac gag
Lys Ile Ile Tyr Glu
225
aca tca gog acc tge
Thr Ser Ala Thr Cys
240

age gca acg caa tgg

73

311

3159

407

449

508

556

603

657

705

755

811

859

207

955

1003

1051

1059
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Val Ser

ctec agg
Leu Arg
260

gcc aac
Ala Asn
275

gcc cag

Ala Gln

ccg tgg
Pro Trp

gcg tat
Ala Tyr

<210> 10
<211> 335

Ser
245

gce
Ala

gac
Asp

aac
Asn

tgg
Trp

cag
Gln
325

<212> PRT

<213> Thermoascus

<400> 10
Met Lys
1

Leu Ser

Val Phe

Gln Asn

50

Asn Thr

65

Pro Phe

Asp Pro

Gln Lys

Tyr Asn
130

Leu

Ala

Gln

35

Leu

Ile

Met

Asn

Gly

115

Ser

Thr

aac
Asn

gtc
val

acg
Thr

gga
Gly
310

cag
Gln

Gly

Pro

20

Trp

Pro

Asp

Met

Tyr

100

Ala

Ile

Ile Gly Gln

999 aag aag
Gly Lys Lys
265

tgc gag acg
Cys Glu Thr
280

gac gtc tgg
Asp Val Trp
295

gac tac ata

Asp Tyr Ile

ata ctt cct
Ile Leu Pro

aurantiacus

Ser Leu Val
5

Leu Ala Asp

Phe Gly Ser

Gly Val Glu
55

Thr Leu Ile
70

Glu Arg Leu
85

Leu Ala Asp

Tyr Ala val

Ile Ser Ser
135

Glu
250

gge
Gly

gcc
Ala

act
Thr

tte
Phe

att
Ile
330

Leu

Arg

Asn

40

Gly

Ser

val

Leu

val

120

Pro

ES 2 582320 T3

Arg

atc
Ile

atc
Ile

ggc
Gly

tee
Ser
315

ttg
Leu

Ala

Lys

25

Glu

Lys

Lys

Pro

Ile

105

Asp

Ser

Ile

ate
Ile

acg
Thr

gcc
Ala
300

atg
Met

act
Thr

Leu

10

Gln

Ser

Asp

Gly

Asn

920

Ala

Pro

Asp

Thr

gge
Gly

ggec
Gly
285

atc
Ile

gag
Glu

ceg
Pro

Ser

Glu

Gly

Tyr

Met

75

Ser

Thr

His

Phe

Ser

gag
Glu
270

atg
Met

tgg
Trp

ceg
Pro

tat
Tyr

Ala

Thr

Ala

Ile

60

Asn

Met

Val

Asn

Gln
140

74

Ala
255

ttt
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

gac
Asp

ctt
Leu
335

Ala

Lys

Glu

45

Trp

Ile

Thr

Asn

Tyr

125

Thr

Thr

gcg
Ala

gac
Asp

gcg
Ala

aat
Asn
320

Gln

gge
Gly

tac
Tyr

gcc
Ala
305

gge
Gly

Trp

gga
Gly

atg
Met
290

gg9g
Gly

ate
Ile

tgactgcag

Arg

Arg

30

Phe

Pro

Phe

Gly

Ala

110

Gly

Phe

Leu

15

Ala

Gly

Asp

Arg

Ser

95

Ile

Arg

Trp

Thr

Lys

Ser

Pro

val

80

Pro

Thr

Tyr

Lys

1147

1195

1243

1291

1339
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15

20

25

ES 2 582320 T3

Thr Val Ala Ser Gln Phe Ala Ser Asn Pro Leu Val

145 150 155

Asn Asn Glu Tyr His Asp Met Asp Gln Thr Leu Val

165 170

Gln Ala Ala Tle Asp Gly Ile Arg Ser Ala Gly Ala

180 185

Ile Phe Val Glu Gly Asn Ser Trp Thr Gly Ala Trp

155 200

Vval Asn Asp Asn Met Lys Ser Leu Thr Asp Pro Ser
210 215 220

Tyr Glu Met His Gln Tyr Leu Asp Ser Asp Gly Ser

225 230 235

Thr Cys Val Ser Ser Thr Ile Gly Gln Glu Arg Ile

245 250

Gln Trp Leu Arg Ala Asn Gly Lys Lys Gly Ile Ile

260 265

Gly Gly Ala Asn Asp Val Cys Glu Thr Ala Ile Thr

275 280

Tyr Met Ala Gln Asn Thr Asp Val Trp Thr Gly Ala
290 295 300

Ala Gly Pro Trp Trp Gly Asp Tyr Ile Phe Ser Met

305 310 315

Gly Ile Ala Tyr Gln Gln Ile Leu Pro Ile Leu Thr

325 330

<210> 11

<211> 2334

<212> ADN

<213> Acremonium thermophilum

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (13)..(13)

<223> N = no identificado

<220>
<221> CDS

<222> (715)..(797)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (798)..(856)
<223>

<220>
<221> CDS
<222> (857)..(1105)

75

Ile

Leu

Thr

Thr

205

Asp

Gly

Thr

Gly

Gly

285

Ile

Glu

Pro

Phe

Asn

Ser

190

Trp

Lys

Thr

Ser

Glu

270

Met

Trp

Pro

Tyr

Asp

Leu

175

Gln

Thr

Ile

Ser

Ala

255

Phe

Leu

Trp

Asp

Leu
335

Thr

160

Asn

Tyr

Asn

Ile

Ala

240

Thr

Ala

Asp

Ala

Asn
320



10

15

<223>

<220>
<221> Intrén

<222> (1106).

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1229).

<223>

<400> 11
tetgtetett

cgatgcaacg
cgagtttctg
tggggagtac
tecgeegtgge
cttctattca
acctggttec
aaaccctatg
ttgcattcct
tgtgtggtge
tecttgecaca

cgtcteggea

cge tee
Arg Ser

agc gcc
Ser Ala
20

tea cec
Ser Pro

cat gece
His Ala

.(1228)

.(1787)

gtntcagaac
tcgattgeat
tetgegacee
ctggtgacaa
gectgaatect
gcccatecca
tggagtgeet
ccccaaacgg
acccacctecg
agggacgttg
aagcagagaa

ttgcaggctc

3

ttt cte cge
Phe Leu Arg

cte gac gga
Leu Asp Gly

agatctectg
acgagctaag
aggecatttte
aagcacagat
ttctettege
teccggecaaca
accgagectce
tacggacaag
ctggagccac
geaactotge
tggagtagce

ccecategtcea

25

gea get
Ala Ala
10

aag teg
Lys Ser

ES 2 582320 T3

geggectget
ceccegtetegt
cgatttgtgt
aaacagatgg
taccaagata
cgcatctget
gettectggg
gatgccggac
aacatgcaga
tgtgtetgaa
agctecctect

geatttcact

ctg get
Leu Ala

acg ag
Thr Arg

ttgeceggtee
gataaccgeoa
geggggacee
atgacggtat
tttattcecece
tttecgtteceg
atcgggegtt
cccggttttg
tcaccgcccg
gtatatgagy
caccagagtc

tectcageaac

gaattgcgat
aggggtcttc
aactgtctte
tgectgtgata
gttgtgaaat
gcattcegat
gcacecegec
tccagaaagg
agggaggaca
cagatggtte
gcctttgeag
gaac atg

Met
1

gee get ctg cet ctg
Ala Ala Leu Pro Leu

15

gtatgeccaat

cctegtacet

ctgecctetg tagaaacaag tgacegactg caaagacag a tac tgg gac tge tge
Tyr Trp Asp Cys Cys

30

76

60

120

180

240

300

360

420

480

540

608

660

717

765

817

872



aag ccg tee tge gge tgg
Lys Pro Ser Cysg Gly Trp
35

tte tcg tge teg geccoc gac
Phe Ser Cys Ser Ala Asp
50 55

tcg gge tge gac gga ggc
Ser Gly Cys Asp Gly Gly
70

tgg gcg gte aac gac aac
Trp Ala Val Asn Asp Asn
85

gcecc ggc gge tec gag tec
Ala Gly Gly Ser Glu Ser
100

ccg
Pro
40

tgg
Trp

tcec
Ser

tte
Phe

age
Ser

gga
Gly

cag
Gln

gcc
Ala

teg
Ser

tag
Trp
1056

aaqg
Lys

age
Arg

tac
Tyr

tac
Tyr
S50

tgc
Cys

ES 2 582320 T3

gcao
Ala

atc
Ile

tecg
Ser
15

ggc
Gly

tgec
Cys

tcg
Ser

agc
Ser
60

tgc
Cys

tte
Phe

gec
Ala

gtgagttecte tgcaagcege ttecccaccee cgetttetgh

gtg aac cag ccc gtc
Val Asn Gln Pro Val
45

gac ttc aac geg aag
Asp Phe Asn Ala Lys
45

gcc gac cag acg ccc
Ala Asp Gln Thr Pro
80

gca gec aeg gec ate
Ala Ala Thr Ala Ile
85

tgc tat ge
Cys Tyr Ala
110

geaggeeget tececeecctac

ccacccactt ccccococceoc goctctgtga tegggecatcce gagetaagtt gegtgteogtco

cag a ctec acc tte aac teg gge cecc ghte gog ggec aag acce atg gbtg gtg
Leu Thr Phe Asn Ser Gly Pro val Ala Gly Lys Thr Met val val
120

115

cag tcg ace agc acec ggc
Gln Ser Thr Ser Thr Gly
130

gee ate coe gge ggc gge
Ala Tle Pro Gly Gly Gly
145

ttec gge gge ctec cecc gge
Phe Gly Gly Leu Pro Gly
160

cag tge teg tee tte cec
Gln Cys Ser Ser Phe Pro
175 180

ttc gac tgg ttec cag aac
Phe Agp Trp Phe Gln Asn
1235

gtg cag tgc ccg tec gag
Val Gln Cys Pro Ser Glu
2140

gac gac gcc agc tat ccc
Asp Asp Ala Ser Tyr Pro
225

agc acc acc agc acc acc
Ser Thr Thr Ser Thr Thr
240

cct cct gga ggc ggt gge
Pro Pro Gly Gly Gly Gly
255 260

gge act gge tte acg gge

gge
Gly

gtg
Val

gee
Ala
165

gcg
Ala

gcc
Ala

cte
Leu

gtc
Val

acc
Thr
245

tgc
Cysg

tge

gac
Asp

ggc
Gly
150

cag

Gln

ccg
Pro

gac
Asp

acg
Thr

tte
Phe
230

agec
Ser

act
Thr

ace

ctg
Leu
135

ate

Ile

tac
Tyr

cte
Leu

aac
Asn

tece
Ser
215

aac
Asn

tcce
Ser

gce
Ala

acc

gge
Gly

tte
Phe

ggc
Gly

cag
Gln

cecc
Prec
200

cge
Arg

ccy
Pro

ccg
Pro

cag
Gln

tge

agc
Ser

aac
Asn

ggc
Gly

ccg
Pro
185

acc

Thr

acg
Thr

cct
Pro

tee
Ser

aag
Lysg
265

gtc

125

aac cag ttc gac ctc
Asn Gln Phe Asp Leu
140

gge tge gec tec cag
Gly Cys Ala Ser Gln
155

atc agc gac cgec age
Ile Ser Asp Arg Ser
170

ggc tgc cag tgg cgce
Gly Cys Gln Trp Arg
1920

ttc acc ttc cag cge
Phe Thr Phe Gln Arg
205

gge tgt aag cgc gac
Gly Cys Lys Arg Asp
220

agc ggt ggc tcc ccc
Ser Gly Gly Ser Pro
235

ggt ccc acg ggc aac

Gly Pro Thr Gly Asn

250

tgg gcc cag tgc ggc

Trp Ala Gln Cys Gly
270

teg gge ace ace tge

77

920

968

1016

1064

1105

1165

1225

1274

1322

1370

1418

1466

1514

1562

1610

1658

1706

1754
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15
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Gly Thr Gly Phe Thr Gly Cys Thr Thr Cys Val

275 280

cag gtg cag aac
Gln Val Gln Asn

cag tgg tat tece cag tgt ctg
Gln Trp Tyr Ser Gln Cys Leu

290 295
gtecegtttee ctagggetga ggetgacgtg aactgggtec
gttcegtatte gcgcgecttag ggagaggagg atgcagtttg
ggacgcagtc tggggtcgaa gcttgteggt tagggcotgec
ggaccaagtg cggagctagg caggtgggtg gttgtggtgg
aatggcatct catctcactc gectgetcece tgattggtgg
tttgggaccg ctggctggaa tggattgctce cggaacgeca
agtagattgg ccgctccgag ctgcaaccat aataaaattt
ccgaccaggt ctccattgge ggacatgcac gacgtccttce
tctgatcace cgcagttttc gtaccgtcag accagataca
<210> 12
<211> 297
<212> PRT
<213> Acremonium thermophilum
<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (13)..(13)
<223> N = no identificado
<400> 12
Met Arg Ser Ser Pro Phe Leu Arg Ala Ala Leu
1 5 10
Leu Ser Ala His Ala Leu Asp Gly Lys Ser Thr

20 25
Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp Pro Gly Lys Ala

35 40
Val Phe Ser Cys Ser Ala Asp Trp Gln Arg Ile
50 55
Lys Ser Gly Cys Asp Gly Gly Ser Ala Tyr Ser
65 70 75
Pro Trp Ala Val Asn Asp Asn Phe Ser Tyr Gly
85 20
Ile Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ser Trp Cys Cys
100 105

Ser Gly Thr Thr Cys

tgagegggag

tecttgteege
agggggccac
gtgacgtggt
tggcttaccect
ctctgttegg
ggttgagctg
teggaccctg

gcaggcacgg

agccccg

Ala Ala

Arg Tyr

30

val
45

Ser

Ser
&0

Asp
Cys Ala
Phe

Ala

Ala Cys

Ala

Trp

Asn

Phe

Asp

Ala

Tyr

285

ggttgttggg

cccatcacgg
attttgaggg
agagcagatg
tctgtaacge
cctggegett
ggctggegeg
taagccgcac

cctgcecegec

Leu Pro

15

Asp Cys

Gln Pro

Asn Ala

Gln Thr

80

Thr
95

Ala

Ala Len

110

78

1807

1867

1927

1987

2047

2107

2167

2227

2287

2334
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Thr Phe Asn Ser Gly Pro Val Ala Gly Lys Thr Met Val Val Gln Ser
115 120 125

Thr Ser Thr Gly Gly Asp Leu Gly Ser Asn Gln Phe Asp Leu Ala Ile
130 135 140

Pro Gly Gly Gly Val Gly Ile Phe Asn Gly Cys Ala Ser Gln Phe Gly
145 150 155 160

Gly Leu Pro Gly Ala Gln Tyr Gly Gly Ile Ser Asp Arg Ser Gln Cys
165 170 175

Ser Ser Phe Pro Ala Pro Leu Gln Pro Gly Cys Gln Trp Arg Phe Asp
180 185 150

Trp Phe Gln Asn Ala Asp Asn Pro Thr Phe Thr Phe Gln Arg Val Gln
185 200 205

Cys Pro Ser Glu Leu Thr Ser Arg Thr Gly Cys Lys Arg Asp Asp Asp
210 215 220

Ala Ser Tyr Pro Val Phe Asn Pro Pro Ser Gly Gly Ser Pro Ser Thr
225 230 235 2440

Thr Ser Thr Thr Thr Ser Ser Pro Ser Gly Pro Thr Gly Asn Pro Pro
245 250 255

Gly Gly Gly Gly Cys Thr Ala Gln Lys Trp Ala Gln Cys Gly Gly Thr
260 265 270

Gly Phe Thr Gly Cys Thr Thr Cys Val Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val
275 280 285

Gln Asn Gln Trp Tyr Ser Gln Cys Leu
290 295

<210> 13

<211> 2033

<212> ADN

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221> CDS

<222> (259)..(702)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (703)..(857)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (858)..(888)
<223>

<220>
<221> Intrén
<222> (889)..(990)

79



10

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (991)..(1268)

<223>

<400> 13
ctcgaggaga

cgcectgtee
aaaagatccg
caatatgagt

agaataacag

ttg cce tac
Leu Pro Tyr

acg aca aca
Thr Thr Thr
30

ctg aag ggc
Leu Lys Gly

45

agg c¢cg ctg
Arg Pro Leu

ggc ggg gcco
Gly Gly Ala

acc ace age
Thr Thr Ser

teg gee tgg
Ser Ala Trp
110

gtec agt gga
Val Ser Gly
125

ctt ggg agc

ES 2 582320 T3

ggaaccgagt ttgaaagatg ctatatatcg

gctctecttge attceccetg ttgatgagac

tegoceogagat ttcaccagtg gtaagteceg

gtcaaagcta tgggtectaa caaagaagga

cagcaaag atg
Met
1

tac cte gaa
Tyr Leu Glu
15

cgt tac tgg
Arg Tyr Trp

aat teg ccc
Agn Ser Pro

aac gat ggg
Asn Asp Gly

tte atg tgce
Phe Met Cys
80

tac gge tgg
Tyr Gly Trp
95

tge tgt gec
Cys Cys Ala

aag aag ctc
Lys Lys Leu

aac cac ttt

cgt cte
Arg Leu

gtg tecc
Val Ser

gat tgc
Asp Cys
35

agc ccg
Ser Pro
50

gga aac
Gly Asn

teca tee
Ser Ser

gca geco
Ala RAla

tge tac
Cys Tyr
115

ata gtc
Ile Val
130

gac ctt

cca
Pro

gct
Ala
20

tge
Cys

gtg
val

acc
Thr

cag
Gln

gtt
val
100

gag
Glu

cag
Gln

gcg

cta
Leu
5

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

agt
Ser
85

cgt
Arg

ctc
Leu

gce
Ala

ccg
Pro

999
Gly

ccg
Pro

act
Thr

tce
Ser
70

ccce
Pro

ate
Ile

acc
Thr

acg
Thr

atagactace ggegtcegect
gagacaaaat tcctggttag
agaattggte attegacgtt
agcaagagct ttaaagagac

act ctg ctec gec cte
Thr Leu Leu Ala Leu
10

geca tee gga acce gge
Ala Ser Gly Thr Gly
25

agec tge geg tgg cct
Ser Cys Ala Trp Pro
40

tge gac aag aat gac
Cys Asp Lys Asn Asp
55

ggce tge gac aac ggt
Gly Cys Asp Asn Gly
75

tgg geec gte aat gag
Trp Ala Val Asn Glu
20

gee gge agkt ace gag
Ala Gly Ser Thr Glu
105

ttc acc agt ggg cce
Phe Thr Ser Gly Pro
120

aac act ggt gga gac
Asn Thr Gly Gly Asp
135

gtatgtgggg tttttettte

80

60

120

180

240

291

339

387

435

483

531

579

627

675

722
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Leu Gly Ser Asn His Phe Asp Leu Ala
145

140

ttcatcatecg ctetcacecat ggattectceg

geegggttgyg acacgggage cgggatagga

cagecagagca attag att ¢cc¢¢ gga ggt
Ile Pro Gly Gly

150

gtaggttcet tcectgaagt accggcaaca

catageoatct teoctgeotgga tacaagcocaa

tat
Tyr

cag
Gln

agt
Gly
165

cag
His

tog
Ser
180

cgg
Arg

tac
Tyr

tge
Cys
195

tgg
Trp

agc
Ser

tte
Phe

aaa
Lys

tgt
Cys

act
Thr

cge
Arg

ceh
Pro
245

act
Thr

gtg
Val

cee
Pro

gcg
Ala

age
Ser

gac
Asp

tte
Phe

cga
Arg

cecqg
Pro

tgc
Cys

gac
Asp

aac
Asn

gge
Gly
170

gac
Asp
185

age
Ser

tte
Fhe

tgg
Trp

200

cag
Gln

gta
vVal
215

cag
Gln
230

aac
Asn

tac
Tyr

acc
Thr

gecc
Ala

gat
Asp

ace
Thr

tge
Cys

ceg
Pro

atc
Ile

gcc
Ala

tag
Trp

tte
Phe

cag
Gln

gca
Ala

aac
Asn

gecgcaaggac caagattgag aagcgtcaat

acacagaggc cgtttaagac cgtcagctga

ggt gtt ggt cag tcc aat g
Gly Val Gly Gln Ser Asn

155

gectgtgegt

cccattttet

dgge
Gly

gac
Asp

acae
Pro

geg
Ala

ggc
Gly

gee
Ala
205

atc
Ile

gcc
Ala
220

act
Thr

gag
Glu

235

tea
Ser
250

gcg
Ala

attgccecagg tgatggttgg geatgtgtta

ctgatcatag
gtcttactcc
catatategt
cgatggetgt
gaacegtace
teccaaccest
aacgtccegt
gecegatggte
actcttececa
caagggccaa

tatgcatttg

gcgecagggg
cagccacttc
ggcegeecaa
caaaggcagt
cagcattaga
gegeggeaca
gacgacacte
gtcacegteg
catgagaact
aaaccaacgc

gtteggegea

agttgaaagg
tgtacatatt
accgececagg
cggaatatte
acacceaceg
aaaccaacca
cgcteatggh
tcaatgette
ccatetttec
cgctgatgaa

cttttttegt

gagagggtga ctegtctact cgact

<210> 14
<211> 251
<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 14

ggc
Gly

gtctcactea
ggttgcegta
caatgacatt
tttgettagg
ctegttgett
cagagggett
cgecctegte
ctggtectet
cetecaagett
gccttttcac
tgcttecegat

cetccagete

tgctgtatac

ag ¢t  tge
Ala Cys
160

tat
Tyr
175

ggt
Gly

agg
Arg

cte
Leu

gcg
Ala
190

aaqg
Lys

aac
Asn

gac
Asp

ceg
Pro

aca
Thr

gct
Ala

aag
Lys

act
Thr

cecg
Pro

g9g9
Gly
240

ccagggacat
cgagaagaca
acatagecccg
ctggagetga
cggcaacacy
getacgtcaa
ttttatgatg
gatgtagaag
cttgeggeet
aaagccactg
cgtgtttgac

cettaactee

81

cecttttaat
acg aac

Thr Asn

gtg
val

ggc
Gly

goc
Ala

gg<
Gly

tee
Ser

gtg
val
210

agc
Ser
225

ggc
Gly

cce
Pro

age
Ser

tgaaagtcgg ctggggceace

ttgtcgegac
ttttgtegee
caaatatgtt
agtggctage
gtagctgett
tggcggggtce
tecctegetea
gggtaggtca
ttatcctececa
ccctoocttgt
gcgeccgggg

egttecatet

782

842

888

948

19001

1049

1097

1145

1193

1241

1288

1348

1408

1468

1528

1588

1648

1708

1768

1828

1888

1948

2008
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Met Arg Leu Pro Leu Pro Thr Leu Leu Ala Leu Leu

Glu vVal Ser Ala Gln Gly Ala Ser Gly Thr Gly Thr
20 25

Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys Ala Trp Pro Leu
35 40

Pro Ser Pro Val Gln Thr Cys Asp Lys Asn Asp Arg
50 55 &0

Gly Gly Asn Thr Lys Ser Gly Cys Asp Asn Gly Gly
65 70 75

Cys Ser Ser Gln Ser Pro Trp Ala Val Asn Glu Thr
85 20

Trp Ala Ala Val Arg Ile Ala Gly Ser Thr Glu Ser
100 105

Ala Cys Tyr Glu Leu Thr Phe Thr Ser Gly Pro Val
115 120

Leu Ile Val Gln Ala Thr Asn Thr Gly Gly Asp Leu
130 135 140

Phe Asp Leu Ala Ile Pro Gly Gly Gly val Gly Gln
145 150 155

Thr Asn Gln Tyr Gly Ala Pro Pro Asn Gly Trp Gly
165 170

Gly Val His Ser Arg Ser Agp Cys Asp Ser Phe Pro
180 185

Ala Gly Cys Tyr Trp Arg Phe Asp Trp Phe Gln Gly
195 200

Ser Val Ser Phe Lys Gln Val Ala Cys Pro Ala Ala
210 215 220

Ser Gly Cys Thr Arg Gln Asn Rsp Ala Ile Asn Glu
225 230 235

Pro Ser Thr Val Pro Thr Tyr Thr Ala Ser Gly
245 259

<210> 15

<211> 2800

<212> ADN

<213> Chaetomium thermophilum

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (2786) .. (2786)

<223> N = no identificado

82

Pro

Thr

Lys

45

Pro

Gly

Thr

Ala

Ser

125

Gly

Ser

Asp

Ala

Ala

205

Ile

Thr

Tyr

Thr

30

Gly

Leu

Ala

Ser

Trp

110

Gly

Ser

Asn

Arg

Ala

120

Asp

Thr

Pro

Tyr

15

Arg

Asn

Asn

Phe

Tyr

85

Cys

Lys

Asn

Ala

Tyr

175

Leu

Asn

Ala

Thr

Leu

Tyr

Ser

Asp

Met

80

Gly

Cys

Lys

His

Cys

160

Gly

Lys

Pro

Lys

Gly
2440



<220>
<221> CDS

<222> (768)..(2042)

<223>

<400> 15
ggatccaaga

catgaaaaat
tgttcaceceqg
ttettgettyg
ccgaatetee
atcecgegage
caatgcaact
atecgettgge
tececggtagag
gctgctecta
gggtgcggag
agtagttctc

aagtcattca

tte

aag
Lys

cee
Pro
20

age
Ser

Phe

gge
Gly

cac
His

geca
Ala

aac
Asn

cge
Arg

ccgatececga
tgaaatggge
ctctaatecte
tgatccaaaqg
ccatgeectt
ttgacgacga
ctgggccectt
acggtacctt
aagcctegga
attgaggctc
gattgcggag
ccctetgtga

agacatccta

cte
Leu

gtt
Val

act
Thr

cca
Pre

cag
Gln

gga
Gly

cce

ggattectegg

aactgteget

tecatectcea

cectgatece

cttgcaatat

ccecttettgg

caatgeegeg

gcagacggaa

ggaagagaca

cgaggtcgtg

atgaagataa

aaccttette

cageggggte

cte ctt

ES 2 582320 T3

attatgtttg
gtgtttaatg
gatcctatet
acgeggette
ctteecegace
ccggettgge
catgacecgtt
tceecgyggece
cacggacaca
tgcegtgtgg
tctgggtgea
cccaggatte

agtgagattec

ctt

catctecacee
ctttgecacat
atcctecegea
tagacgecttt
aggaactteg
atgcgactct
actgaggctt
gttgtcegat
acgattgegg
agaggccgcg
acegtggata
tectegecte

cataatc atg

Met
1

Preo

gaa
Glu
25

tge
Cys

ctg ggt

Leu Leu Leu Gly Leu

10

ate
Ile
30

gte
Val

cac
His

cce
Pro

aaqg
Lys

aac
Asn

cge ccq

Pro

gag
Glu

acqg
Thr

gee
Ala
15

ace
Thr

tac
Tyr

83

teg
Ser

act
Thr

ate
Ile

gee
Ala

tac
Tyr

gte
val

tccgaaaceg
catgggatca
tetageegge
agaaattaca
ggtgeteaac
gttegggact
agccgcccca
ctgctttggt
gccccaatge
actgggtctg
cataaaaggg
taagagtceca

act
Thr

cge
Arg

aaa
Lys

cag
Gln

cge
Arg

tgc
Cys
35

cte
Leu

gac
Asp

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

776

824

872

920



tcc
Ser

gac
Asp

tgc
Cys

gge
Gly
100

ggec
Gly

cag
Gln

gac
Asp

gag
Glu

Eac
Tyr
180

ate
Ile

atg
Met

cea
Pro

tte
Phe

gte
val
260

acg

Thr

gge
Gly

ctce
Leu

tgg
Trp

gcg
Ala
B85

gtg
val

ege
Arg

tat
Tyr

acc
Thr

atg
Met
165

tac
Tyr

aat
Asn

gac
Asp

tge
Cys

gac
Asp
245

aac
Asn

ace
Thr

aag
Lys

acegc
Thr

ggt
Gly
70

cag
Gln

aca
Thr

gte
val

gag
Glu

acc
Thr
150

gac
Asp

ggc
Gly

gge
Gly

att
Ile

aac
Asn
230

gge
Gly

gtt
Val

cgt
Arg

ctg
Leu

cat
His
55

aac
Asn

aat
Asn

acco
Thr

acc
Thr

atg
Met
135

aag
Lys

get
Ala

acg
Thr

atc
Ile

tgg
Trp
215

aag
Lys

gte
Vval

ace
Thr

cece
Pro

acqg
Thr
295

49

cce
Pro

ccg
Pro

tgc
Cys

tct
Ser

tct
Ser
120

atg
Met

cte
Leu

ace
Thr

ggt
Gly

gge
Gly
200

gag
Glu

cag
Gln

tge
Cys

gac
Asp

tte
Phe
280

teg
Ser

gtg
Val

cec
Pro

atc
Tle

gge
Gly
105

cet
Pro

cgt
Arg

cce
Pro

ggc
Gly

tac
Tyr
185

aac
Asn

gee
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

tac
Tyr
265

acc

Thr

atce
Ile

cac
His

cecg
Prec

atg
Met
90

tct
Ser

cgt
Arg

cte
Leu

tge
Cys

gct
Ala
170

tgc
Cys

atc
Ile

aac
Asn

ctg
Leu

gag
Glu
250

tat

Tyr

gte
Val

cat
His

cag
Gln

cga
Arg
75

gag
Glu

teca
Ser

gte
val

acec
Thr

gge
Gly
155

cge
Arg

gat
Asp

gag
Glu

teg
Ser

tac
Tyr
235

tgg
Trp

ggc
Gly

ate
Ile

cge
Arg

ttg
Leu
60

agc
Ser

ggc
Gly

ctt
Leu

tac
Tyr

gg¢
Gly
1490

atg
Met

teoe
Ser

gca
Ala

gge
Gly

cgt
Arg
220

atg
Met

gga
Gly

ege
Arg

aca
Thr

atg
Met
300

ES 2 582320 T3

45

aac
Asn

gte
val

atc
Tle

aga
Arg

cte
Leu
125

tte
Phe

aac
Asn

cge
Arqg

cag
Gln

aag
Lys
205

agt
Ser

tge
Cys

tge
Cys

ggt
Gly

cag
Gln
285

tat
Tyr

tece
Ser

tge
Cys

caa
Gln

ctg
Leu
110

ctc
Leu

gag
Glu

get
Ala

cte
Leu

tge
Cys
190

ggc
Gly

cag
Gln

tee
Ser

aca
Thr

ccg
Pro
270

ttt
Phe

gty
val

aac
Asn

cct
Pro

gac
Asp
95

aag
Lys

gac
Asp

tke
Phe

gcg
Ala

aac
Asn
175

tte
Phe

teg
Ser

tece
Ser

ggec
Gly

tgg
Trp
255

cag
Gln

ceca
Pro

caa
Gln

gcg
Ala

gat
Asp

tac
Tyr

cag
Gln

aag
Lys

act
Thr

cte
Leu
160

cct

Pro

gte
val

tgec
Cys

att
Ile

cag
Gln
240

aag
Asn

tte
Phe

gee
Ala

gat
Asp

84

aac
Asn
65

gtc
val

tce
Ser

atc
Ile

acqg
Thr

tte
Phe
145

tat
Tyr

ggc
Gly

acc
Thr

tge
Cys

get
Ala
225

gag
Glu

ceg
Pro

aaqg
Lys

gac
Asp

ggc
Gly
305

50

tgc
Cys

gag
Glu

acc
Thr

cac
His

gag
Glu
130

gac
Asp

cte
Leu

ggt
Gly

coc
Pro

aac
Asn
210

ceg
Pro

tge
Cys

tac
Tyr

gte
val

cag
Gln
290

aag
Lys

ggc
Gly

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
115

cag
Gln

gtc
val

tee
Ser

gec
Rla

tte
Phe
185

gag
Glu

cac
His

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp
275

aac

Asn

ttg
Leu

968

1016

1064

1112

1160

1208

1256

1304

1352

1400

1448

1496

1544

1592

1640

1688



10
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atc gag geg cat ace gte aac ¢tg ceg ggt tat
Ile Glu Ala His Thr Val Asn Leu Pro Gly Tyr
310 315
ctg aac gat gac tte tge cgt gec acg gga geco
Leu Asn Asp Asp Phe Cys Arg Rla Thr Gly Ala
325 330
gaa ctg ggt gece act geg ggt atg gge gag get
Glu Leu Gly Ala Thr Ala Gly Met Gly Glu Ala
340 345 350
gtg ¢tg get atg age ate tgg tgg gat gag age
Val Leu Ala Met Ser Ile Trp Trp Asp Glu Ser
360 365
ctt gat age gge gag tet ggg ceg tge aac ccg
Leu RAsp Ser Gly Glu Ser Gly Pro Cys Asn Pro
375 380
cag aac att cge cag att gag c¢cc gag ccg gag
Gln Asn Ile Arg Gln Ile Glu Pro Glu Pro Glu
390 395
ctg cgec tgg ggt gag att ggg teg act tat aag
Leu Arg Trp Gly Glu Ile Gly Ser Thr Tyr Lys
405 4110
ggg tgg act ggc agg aac
Gly Trp Thr Gly Arg Ash
420 425
atacctgtgg gttaaacggg gectcggtttg agagggttgt
tagttggegt cttggecgaat atatgecccce aggactttga
ctgtgactta gttggtgcaa gtatcattgt tatgtcctygg
cagtggtecat gggtaaataa tctacaggct gtgaatggeg
taaacgattg gactccecctt ttectaatca togeegttge
cttgttgtat atggecttcaa cteogaaghtga agaaaaatgg
caattttett geoctgttette cggtattgac cctecggeaag
gttatagtcg gcagttagtg ttgtgtegta caagtcegtge
geccttaata tggttattta cgeocacgacg cactteatta
attccgtteca actetateee teatteggtg tgattgaacyg
agtctgacaa aaatgcccaa ccgecatgec actgatgate
tataacatce tgtetaagtg ttacctecct aatgttagece
tecgacage
<210> 16
<211> 425
<212> PRT

<213> Chaetomium thermophilum

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (2786)

.. (2786)

<223> N = no identificado

<400> 16

cet
Pro

caa
Gln
320

gtg
Val

gcg
Ala
335

acg
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

cgt
Arg

agg
Arg

tte
Phe

atg
Met

ggc
Gly

aac
Asn

ggt
Gly
385

gag
Glu

gtt
vVal

tat
Tyr

ace
Thr
400

aat
Asn

cac
His
415

ctg
Leu

tgaaatttat
tccagtctte
gtgagacaaa
ttgcgtcage
cgtgtaactc
atacggegac
acaactatgg
gggagcaata
cacggetttg
tetecaacag
ctgttgagat

ccagttctge

85

aac
Asn

geg
Ala

tat
Tyr

ctt
Leu

atg
Met
355

ggt
Gly

aac
Asn
370

tgg
Trp

aac
Asn

cca
Pro

agc
Ser

aac
Asn

aag
Lys

ggc
Gly

taagtgttgg ggattagagc ctgtgattgg

ttctcgtaca
gtccatttet
gcaatctett
ctcattaact
toctagatet
ctetttgtge
ccaatattet
ctcaacagecc
gggggtatat
tgaaagtata
gectegtggte

tetnettgte

1736

1784

1832

1880

1928

1976

2024

2072

2132

2192

2252

2312

2372

2432

2492

2552

2612

2672

2732

2792

2800



Met

Ala

Tyr

val

Asn

65

val

Ser

Ile

Thr

Phe

145

Tyr

Gly

Thr

Cys

Ala
225

Thr

Gln

Arg

Leu

50

Cys

Glu

Thr

His

Glu

130

Asp

Leu

Gly

Pro

Asn

210

Pro

Arg

Lys

Cys

35

Asp

Gly

Thr

Tyr

Gln

115

Gln

Val

Ser

Ala

Phe

195

Glu

His

Lys

Pro

20

Ser

Ser

Asp

Cys

Gly

100

Gly

Gln

Asp

Glu

Tyr

180

Ile

Met

Pro

Phe

Gly

His

Leu

Trp

Ala

val

Arg

Tyr

Thr

Met

165

Tyr

Asn

Asp

Cys

Ala

Asn

Arg

Thr

Gly

70

Gln

Thr

Val

Glu

Thr

150

AsSp

Gly

Gly

Ile

Asn
230

Leu

Thr

Gln

His

55

Asn

Asn

Thr

Thr

Met

135

Lys

Ala

Thr

Ile

Trp

215

Lys

Vval

Pro

Gly

Pro

Pro

Cys

Ser

Ser

120

Met

Leu

Thr

Gly

Gly

200

Glu

Gln

ES 2 582320 T3

Pro

Glu

25

Cys

val

Pro

Ile

Gly

105

Pro

Arg

Pro

Gly

Tyr

185

Asn

Ala

Gly

Leu

10

val

Arg

His

Pro

Met

Ser

Arg

Leu

Cys

Ala

170

Cys

Ile

Asn

Leu

Leu

His

Pro

Gln

Arg

75

Glu

Ser

Val

Thr

Gly

155

Arg

Asp

Glu

Ser

Tyr
235

Leu

Pro

Glu

Leu

60

Ser

Gly

Leu

Tyr

Gly

140

Met

Ser

Ala

Gly

Arg

220

Met

86

Gly

Lys

Thr

45

Asn

Vval

Ile

Axrg

Leu

125

Phe

Asn

Arg

Gln

Lys

205

Ser

Cys

Leu

Ile

30

Asn

Ser

Cys

Gln

Leu

110

Leu

Glu

Ala

Leu

Cys

190

Gly

Gln

Ser

Ala

15

Thr

Tyr

Asn

Pro

Asp

Lys

Asp

Phe

Ala

Asn

175

Phe

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

Ile

Ala

Asp

80

Tyr

Gln

Lys

Thr

Leu

160

Pro

val

Cys

Ile

Gln
240



ES 2 582320 T3

Glu Cys Glu Phe Asp Gly Val Cys Asp Glu Trp Gly Cys Thr Trp Asn
245 250 255

Prc Tyr Lys Val Asn Val Thr Asp Tyr Tyr Gly Arg Gly Pro Gln Phe
260 265 270

Lys Val Asp Thr Thr Arg Prc Phe Thr Val Ile Thr Gln Phe Pro Ala
275 280 285

Asp Gln Asn Gly Lys Leu Thr Ser Ile His Arg Met Tyr Val Gln Asp
290 295 300

Gly Lys Leu Ile Glu Ala His Thr Val Asn Leu Pro Gly Tyr Pro Gln
305 310 315 320

Val Asn Ala Leu Asn Asp Asp Phe Cys Arg Ala Thr Gly Ala Ala Thr
325 330 335

Lys Tyr Leu Glu Leu Gly Ala Thr Ala Gly Met Gly Glu Ala Leu Arg
3490 345 350

Arg Gly Met Val Leu Ala Met Ser Ile Trp Trp Asp Glu Ser Gly Phe
355 360 365

Met Asn Trp Leu Asp Ser Gly Glu Ser Gly Pro Cys Asn Pro Asn Glu
370 375 380

Gly Asn Pro Gln Asn Ile Arg Gln Ile Glu Pro Glu Pro Glu Val Thr
385 390 395 400

Tyr Ser Asn Leu Arg Trp Gly Glu Ile Gly Ser Thr Tyr Lys His Asn
405 410 415

Leu Lys Gly Gly Trp Thr Gly Arg Asn
420 425

<210> 17

<211> 1943

<212> ADN

<213> Thermoascus aurantiacus

<220>
<221> CDS
<222> (13) .. (256)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (257)..(329)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (330)..(370)
<223>

<220>
<221> Intrén
<222> (371)..(444)

87



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (445)..(493)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (494)..(561)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (562)..(683)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (684)..(786)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (787)..(932)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (933)..(1001)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1002)..(1090)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1091)..(1155)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1156)..(1174)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1175)..(1267)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1268)..(1295)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1296)..(1361)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1362)..(1451)
<223>

ES 2 582320 T3

88



10

15

20

<220>

<221> Intrén

<222> (1452)..(1551)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1552)..(1617)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1618)..(1829)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1830)..(1922)
<223>

<400> 17

ES 2 582320 T3

ccgegggaag cc atg gttt cga cca acqg atec cta ctt act tea cte ctg cta
Met Val Arg Pro Thr Ile Leu Leu Thr Ser Leu Leu Leu

1

get
Ala

ccc
Pro
15

tte gea
Phe Ala

cag
Gln
30

agt
Ser

gtec gac
Val Asp

gte gec acg gac

get
Ala

caa
Gln

caa

gcg
Ala

ctg
Leu
35

aac

age
Ser
20

atc
Ile

cgg

5

cet ate
Pro Ile

aag gect
Lys Ala

ctg acg

cte
Leu

cge
Arg

acc

gag
Glu

ggc
Gly
40

ggec

gaa
Glu
25

aag
Lys

aag

89

10
cge caa get gea

Arg Gln Ala Ala

gtg tac ttt
val Tyr Phe

ggc
Gly
45

aat geg get ate

51

99

147

195



Val

ate
Ile

gac
Asp

Ala

cag
Gln

gct
Ala

Thr

get
Ala

act
Thr
80

ES 2 582320 T3

Asp Gln Asn Arg lLeu Thr Thr Gly Lys Asn Ala Ala Ile

gat

65

50

55

&0

tte gge cag gte acg ccg gag aat aght atg aaa tgg
Asp Phe Gly Gln Val Thr Pro Glu Asn Ser Met Lys Tzrp

70

15

gaa ¢ gtgcgtgaga aagataattt gattttttte ttotatgace

Glu

geteggaceg ttetgactag gtttataata tag ¢t tet caa gga aac tte aac
Pro Ser Gln Gly Asn Phe Asn

85

ttt gce ggt gct gat tac ctt gtacgtacat acgaccactt gacgtttett
Phe Ala Gly Ala Asp Tyr Leu

20

95

gcacgcaact gegattgagg agaagatact aatcttcttg aaag gtec aat tgg gec
Val Asn Trp Ala

cag caa aat gga aag ctg atec ecgt ggc cat act
Gln Gln Asn Gly Lys Len Tle Arg Gly His Thr

100

cgecaaccetg cttecctaac ttactgaaga aggaaaaceq

ta
val

aat
Asn

cgg
Arg

ctgegttteca atgaagagac aaataagaac acacgtattt gcecgggegt ttcagaatca

gaactgacag aatcactgaa tag gac gtg gtg aac gag gca ttc aac gag gat
Asp Val Val Asn Glu Ala Phe Asn Glu Asp

ggec
Gly

ate
Ile

ctg
Leu
185

tgg
Trp

acqg
Thr

tac
Tyr
145

tcc
Ser

ccg
Pro
180

tac
Tyr

cac
His

ctg
Leu
130

aag
Lys

cte
Leu
165

att
Ile

ate
Ile

105

tcg cag ctg ccc teg

Ser
115

acc

Thr

ggc
Gly

cge
Arg

gect
Ala

aac
Asn

Gln

aac
Asn

aag
Lys

cag
Gln

tte
Phe

gat
Asp

Len

gtg
val

atc
Ile

act
Thr

cag
Gln

tac
Tyr
200

Pro Ser

atg aaa
Met Lys
135

cgt gca
Arg Ala
150

gtc tte
Val Phe
170

acc goo
Thr Ala
185

110

tgg gtg agc
Trp Val Ser
1290

aat cac atc
Asn His Ile

ctt g gttagtagaa

Leu

aattgacegt ccecccaag

tcec ate
Ser Ile

acc acc
Thr Thr
140

acc gac aag
Thr Asp Lys
125

ttg atg acc
Leu Met Thr

tgg gtcagtcatc ctaccctaag

Trp

155

cte aac gte
Leu Asn Val

cge gec get
Arg Ala Ala

ate ggg
Ile Gly
175

gac ccg

160

gag gat tac
Glu Asp Tyr

aat gcc aag

Asp Pro Asn Ala Lys

190

aa gtaagattta aggctecagtg atattccatt

Asn

tagtgtgaga agcattgctt atgagcatct gtattacag ¢ ctc gac agt gee tcg
Leu Asp Ser Ala Ser

205

tac ¢c¢ aag acg cag gec att gte aac cge gte aag caa tgg cgt gea
Tyr Pro Lys Thr Gln Ala Tle Val Asn Arg Val Lys Gln Trp Arg Ala

90

243

296

349

400

456

503

561

608

656

703

763

816

864

912

962

1017

1065



ES 2 582320 T3

210 215 220

get gga gte ¢cg att gac gge ata g gtatgtctet ctttetgttt
Ala Gly Val Pro Ile Asp Gly Ile
225 230

gtgatgtgac cgatttgaaa ccagtctaac gttagetggg tectag ga teg caa acg
Gly Ser Gln Thr

cac c¢te ag gtaaataatc gggaatgcect cggagaataa aagagaaaaa
His Leu Ser
235

aaatgattgt cttatcagat cgtatcgact gactcatgge ttgtccaaaa tag ¢ get
Ala

ggt <¢ag gga goc ggt gtt cta caa taagtgecce ccteccoctat tttttactat
Gly Gln Gly Ala Gly Val Leu Gln
240 245

tattgecgaga geggaatagg ctgacaacce caaacg get ctt ceg cte ctt get
Ala Leu Pro Leu Leu Ala
250

agt gcc gga act ccc gag gtc gct atc acg gaa ctg gac gtg gct ggt
Ser Ala Gly Thr Pro Glu Val Ala Ile Thr Glu Leu Asp Val Ala Gly
255 260 265

gct agc ccg acg gat tac gtc aat gtatgtacct cgttgtccct atccccettg
Ala Ser Pro Thr Asp Tyr Val Asn
270 275

gatactttgt ataattatta tetteocegga geoctgttgat cagatetgac gatcatttet

cgttttttag gte gtg aac gect tge cte aac gtg cag tece tge gtg gge
Vval Vval Asn Ala Cys Leu Asn Val Gln Ser Cys val Gly

280 285

atc acc gtc tgg ggc gtg gcoca gat ccg gtaagcgeogg ttcttcegta

Ile Thr val Trp Gly Val Ala Asp Pro

280 295

ctccgtacec aactagagtt cgggectgtca cgtcatgtct tagtcocgtctt cagtcaggec

aaggccaaga cacaggacct gaaacgggca ggcagcagct gctagcagecc caagaagcag

ccacatgatg catgattatt attattatat ctccgagttc tgggctaacg attggtgata

ataaataaat ag gac tca tgg cgt gct agc acg acg cct cte cte ttec gac

Asp Ser Trp Arg Ala Ser Thr Thr Pro Leu Leu Phe Asp
300 305 310
ggc aac ttc aac ccg aag ccg gcg tac aac gcc att gtg cag gac ctg
Gly Asn Phe Asn Pro Lys Pro Ala Tyr Asn Ala Ile Val Gln Asp Leu
3158 320 328

cag cag tgagtataga ceggtggatc c
Gln Gln

<210> 18

<211> 329

<212> PRT

<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 18

91

1110

1166

1214

1271

1325

1379

1427

1481

1541

1550

1637

1697

1757

1817

1868

1916

1943



Met

Ala

Asp

Asp

Asp

65

Glu

Asn

Trp

Thr

Tyr

145

Glu

Asp

Ala

Lys

val
225

val

Ala

Gln

Gln

50

Phe

Pro

Trp

His

Leu

130

Lys

Asp

Tyr

Lys

Thr

210

Pro

Arg

Ala

Leu

35

Asn

Gly

Ser

Ala

Ser

115

Thr

Gly

Gly

Ile

Leu

195

Gln

Ile

Pro

Ser

20

Ile

Arg

Gln

Gln

Gln

100

Gln

Asn

Lys

Ser

Pro

180

Tyr

Ala

Asp

Thr

Pro

Lys

Leu

Val

Gly

Gln

Leu

Val

Ile

Leu

165

Ile

Ile

Ile

Gly

Ile

Ile

Ala

Thr

Thr

70

Asn

Asn

Pro

Arg

150

Arg

Ala

Asn

Val

Ile
230

Leu

Leu

Arg

Thr

55

Pro

Phe

Gly

Ser

Lys

135

Ala

Gln

Phe

Asp

Asn
215

Leu

Glu

Gly

40

Gly

Glu

Asn

Lys

Trp

120

Asn

Trp

Thr

Gln

Tyr

200

Arg

Ser

ES 2 582320 T3

Thr

Glu

25

Lys

Lys

Asn

Phe

Leu

105

val

His

Asp

val

Thr

185

Asn

Val

Gln

Ser

10

Arg

val

Asn

Ser

Ala

Ile

Ser

Ile

Val

Phe

170

Ala

Leu

Lys

Thr

Leu

Gln

Tyr

Ala

Met

75

Gly

Arg

Ser

Thr

Val

155

Leu

Arg

Asp

Gln

His
235

Leu

Ala

Phe

Ala

60

Lys

Ala

Gly

Ile

Thr

140

Asn

Asn

Ala

Ser

Trp

220

Leu

92

Leu

Ala

Gly

415

Ile

Trp

Asp

His

Thr

125

Leu

Glu

val

Ala

Ala

205

Arg

Ser

Ala

Gln

30

val

Ile

Asp

Tyr

Thr

110

Asp

Met

Ala

Ile

Asp

190

Ser

Ala

Ala

Pro

15

Ser

Ala

Gln

Ala

Leu

Leu

Lys

Thr

Phe

Gly

175

Pro

Tyr

Ala

Gly

Phe

Val

Thr

Ala

Thr

80

val

val

Asn

Arg

Asn

160

Glu

Asn

Pro

Gly

Gln
240



10

15

20

25

30

ES 2 582320 T3

Gly Ala Gly Val Leu Gln Ala Leu Pro Leu Leu Ala Ser Ala Gly Thr
245 250 255
Pro Glu Val Ala Ile Thr Glu Leu Asp Val Ala Gly Ala Ser Pro Thr
260 265 270
Asp Tyr Val Asn Val Val Asn Ala Cys Leu Asn Val Gln Ser Cys Vval
275 280 285
Gly Ile Thr val Trp Gly Val Ala Asp Pro Asp Ser Trp Arg Ala Ser
290 295 300
Thr Thr Pro Leu Leu Phe Asp Gly Asn Phe Asn Pro Lys Pro Ala Tyr
305 310 315 320
Asn Ala Tle Val Gln Asp Leu Gln Gln
325
<210> 19
<211> 2955
<212> ADN
<213> Acremonium thermophilum
<220>
<221> CDS
<222> (1335)..(1671)
<223>
<220>
<221> Intrén
<222> (1672)..(1806)
<223>
<220>
<221> CDS
<222> (1807)..(2032)
<223>
<220>
<221> Intrén
<222> (2033)..(2117)
<223>
<220>
<221> CDS
<222> (2118)..(2802)
<223>
<400> 19
tctagagetg tcgacgegge cgecgtaatac gactcactat agggcgaaga attcggatca 60
cgtttgette agecaagtegt togectacgae accacgtceca tgatggagge cctgattcaa 120
tcataccaag gacggggcat gatggctgat ggetggacte gaagtgagtg geccgtgget 180

93



gaattttcct
cggaaatcgt
cegtetetta
tagttcectc
ageaagttet
agacgaaggc
tttgecateg
cetggtgete
tctgtatcte
cggtaaattt
tegtteocgaca
ttteeccagtt
gacagtcgga
ctctttegeg
accagctetc
gcgaggggge
tgatgtttte
taaatacgat
aagaaacctg

ctcgatagcc

ccc
Pro

gcc
Ala

gcg
Ala
15

cte
Leu
30

ggc
Gly

aag
Lys

acc
Thr

gac
Asp
45

gece
Ala

coc
Pro

gtg
Val

acg
Thr

tte
Phe

ggc
Gly

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn

gge
Gly

tcocecegttcte
caggatgcte
tatatggceg
agctgacccg
cegeagteoca
accaaagaag
aggaggggtg
cagetggtge
ggttcgtcce
gcagtggace
cactocaate
gggtccetga
cgctgeaata
gtattctgge
¢tecacggey
grgaaggcta
cgttgtccecce
gegacgecaa
tggcggegeg

gacc atg

Met
1

tcc
Ser

gtc
Vval

tte
Phe

tac
Tyr

tac
Tyr

atg
Met

aac
Asn
€5

gag
Glu

tac
Tyr

agc
Ser
80

gtg
Vval

cag
Gln

cgc
Arg

tecg
Ser

gge
Gly

teg
Ser
50

ggc
Gly

agc
Ser

ctg
Leu

tacagtcctt
cgecttotet
ctgggtecge
ggatatcgct
cotcageteoa
catactatat
gttgggette
tecegetggt
geactecttt
tgcagetggg
geaacacage
agacacggag
ggatgeccage
cctcccaaag
gaacggatag¢
ggttgtgacyg
ttctocaccee
cetteatgtg
attgtcttga

gcc
Ala

aag
Lys

gcc
Ala

cag
Gln
20

acg
Thr

gce
Ala

tac
Tyr

gte
Val

caqg
Gln

aag
Lys

cag
Gln

gge
Gly

tge
Cys

cge
Arg

caa
Gln
5

ctec

Leu

gtg
val

aac
Asn

tgg
Trp

gac
Asp

cac
His

ES 2 582320 T3

cectcagcga
cgcaacctga
ctttegateg
tgtggctceg
tecggecctt
attaggctaa
ttgteccteoge
getgttecag
cgccaagcgc
caaaccecgea
cegogeaaac
cecacttecgt
acccgtggat
gtatgccagg
gecgtetoge
atgcgacggt
tgegecegttt
ttegtggeat
ccttctgatt

ctc
Leu

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

cgg
Arg

gag
Glu

aac
Asn

aag
Lys
55

too
Ser

gat
Asp
70

ate
Ile

gte
val

acc
Thr

ctg
Leu

cacatcegca
gtgcccaggc
gttttegatt
aaacctcacc
ggtagcatcg
atcgagccce
aggtgctgeg
tegoegtetg
taccaatget
gtgggaacca
cttgeaccac
gatcgtegge
ccaagggceca
acttccctgt
c¢ggectocttge
gcgatgtcac
cctcaaagac
cttgectgac
gaaaacggat

gcg
Ala

gcc
Ala

gge
Gly
10

ctc
Leu

gtg
Val

gcc
Ala
25

aac
Asn

gte
Val

gce
Ala
40

tte
Phe

tece
Ser

gag
Glu

ace
Thr

co
Pro

gag
Glu

cec
Pro

gtc
val
90

ggc
Gly

tac
Tyr

tag
Trp

qtg
Val

94

gttttgacag
gtectoggeca
tggtctctec
atcccagacyg
cagegacese
acgtggaata
cctgtaccta
gocacaatge
ttgacgaace
cagacctggt
atgtogecoe
tcececaagee
gtgaccccaa
ctttgctace
tcgacaacat
catttggcag
gccccaacca
cagteteage
ctgcgtecte

ctg
Leu

ctg
Leu

gct
Ala

gcg
Ala

aac
Asn

ggce
Gly

gge
Gly

cag
Gln
60

age
Ser
75

cag
Gln

gcg
Ala

aag
Lys

age
Ser

cag
Gln

240

300

360

420

480

540

600

720

780

840

900

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1370

1418

1466

1514

1562

1610

1658



95

190

ES 2 582320 T3

105

ctc ccc age tgg g gtcagtgact ctetctttet ctetgtettt ctetttgtet
Leu Pro Ser Trp

ttctectettt ctetetetet ctetetetet ctetectetet ctetetececca tecageateg

1190

actgetgate ttgetgacca gaagetegtg tgeag tg tea tee gga agt tgg
Val Ser Ser Gly Ser Trp

ace
Thr

atg
Met
135

gee

Ala

tte
Phe

gat
Asp

cgc
Arg
120

gge
Gly

ate
Ile

aac
Asn

gcg
Ala

gcg
Ala

cac
His

aac
Asn

acc
Thr

gge
Gly
185

acg
Thr

tac
Tyr

gac
Asp

gac
Asp
170

gcg
Ala

ctt
Leu

aag
Lys

gac
Asp
155

tac

Tyr

aag
Lys

cag
Gln

gge
Gly
140

ggc
Gly

ctg
Leu

ct
Leu

tce
Ser
125

cag

Gln

acg
Thr

gec
Ala

gte
Val

tge
Cys

tgg
Trp

att
Ile

atc
Ile

tac
Tyr

cgg
Arg

gee
Ala
175

gag
Glu

gece
Ala

acc
Thr
160

tte
Phe

acg
Thr

tgg
Trp
145

age

Ser

aac
Asn

cac
His
130
gac

Asp

gte
Val

gee
Ala

115

ate
Ile

gtg
val

tte
Phe

gcg
Ala

teg
Ser

gte
val

tac
Tyr

aag
Lys
180

aac
Asn

aac
Asn

aac
Asn
165

aag
Lys

gtaggtgteg gectttacgt tgeegecageg

caccteegeg acatgagece cagagegegt ggetaatagt

Eac
Tyr

gce
Ala
205

g99
Gly

agc
Ser

gtg
val

tcyg
Ser

teg
Ser
285

acqg
Thr

tac
Tyr
190

gtg
Val

gtg
val

tece
Ser

gcg
Ala

gcg
Ala
270

tge
Cys

gac
Asp

aac
Asn

cag
Gln

gge
Gly

ctg
Leu

tac
Tyr
255

gcg
Ala

cte
Leu

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

tte
Phe

gec
Ala
240

acg
Thr

ctg
Leu

gac
AsSp

tac
Tyr

tac
Tyr

gtg
Val

cag
Gln
225

acg
Thr

gag
Glu

gcg
Ala

gtg
Val

agc
Ser
345

aat
Asn

cag
Gln
210

ggc
Gly

gcg
Ala

ctg
Leu

acg
Thr

geg
Ala
280

tag
Trp

cte
Leu
195

atec
Ile

cac
His

ctg
Leu

gac
Asp

cag
Gln
278

gge
Gly

atg
val

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu

aag
Lys

ate
Ile
260

ggc
Gly

tge
Cys

caa
Pro

tac
Tyr

cag
Gln

atc
Ile

cge
Arg
245

<gg
Axrg

aac
Asn

gtg
Val

gac
Asp

aac
Asn

cag
Gln

gtg
val

230

ttc
Phe

cac
His

gac
Asp

gge
Gly

acg
Thr
310

ggc
Gly

gee
Ala
215

ggg9
Gly

acg
Thr

teg
Ser

ttec
Phe

ate
Ile
285

tte
Phe

gtg
Val

gag
Glu
150

acc

Thr

gece
Ala

tectcacgea egeag g

gee
Ala
200

ggc
Gly

teca
Ser

gcg
Ala

age
Ser

gee
Ala
280

acc

Thr

ccc
Pro

aag
Lys

gcg
Ala

acqg
Thr

ctt
Leu

ctg
Leu
265

agc
Serx

ate
Ile

ggc
Gly

95

acc
Thr

cec
Pro

ceg
Pro

ggc
Gly
250

ceg

Pro

gtg
val

tgg
Trp

tcg
Ser

aac
Asn

ate
Ile

teg
Ser
235

ctg
Leu

ceg
Pro

gtg
Val

g99
Gly

ggc
Gly
315

acg
Thr

gac
Asp
220

cge
Arg

gag
Glu

teg
Ser

ggc
Gly

tte
Phe
300

gcg
Ala

1711

1771

1823

1871

1919

1967

2015

2062

2118

2166

2214

2262

2310

2358

2406

2454

2502



10

gcg
Ala

gtc
Val

aac
Asn

cag
Pro
365

cag

Gln

cag
Gln

tet
Ser

ctg
Leu

tecg
Ser

cca
Pro
350

teg
Ser

cag
Gln

teg
Ser

cag
Gln

ctg
Leu

tcg
Ser
335

ccc
Pro

cag
Gln

acg
Thr

tge
Cys

tge
Cys
415

tac
Tyr
320

gtg
Val

cce
Pro

ccc
Pro

cac
His

cag
Gln
400

ctg
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

gtc
val

acc
Thr

tgg
Trp
385

age
Ser

gcg
Ala

gcg
Ala

acc
Thr

acc
Thr
370

gge
Gly

ccg
Pro

aac tac
Asn Tyr

gcc aag
Ala Lys
340

acc acqg
Thr Thr
3ass

acg acc
Thr Thr

cag tge
Gln Cys

tgg acg
Trp Thr

ES 2 582320 T3

age
Ser
325

gcg
Ala

acc
Thr

acg
Thr

gge
Gly

tgc
Cys
405

aag
Lys

acg
Thr

acg
Thr

ace
Thr

ggg
Gly
390

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr
375

ate
Ile

aaqg
Lys

ccg
Pro

ccg
Pro

acg
Thr
360

agc

Ser

gge
Gly

cag
Gln

gcg
Ala

cee
Pro
345

acc
Thr

cag
Pro

tag
Trp

aac
Asn

tgg
Trp
330

ggc
Gly

acg
Thr

cag
Gln

acg
Thr

gac
Asp
410

acg
Thr

ggc
Gly

teg
Ser

ggt
Gly

ggg9
Gly
395

tgg
Trp

tgaccaccac ggctgaccag ctgecattec gaccacqgggg

cccggactac aaaaagaggg gacggbtgtaa ataaagagcce

ttttgacctt ttctececgecag acgtatatta tcaattatag

<210> 20

<211> 416

<212> PRT
<213> Acremonium thermophilum

<400> 20

Met
1

Val

Phe

Met

Asn

65

Tyr

Arg

Ser

Gly

Ser

50

Gly

Ser

Ala

Ala

Thr

35

Tyr

Gln

Gln

Lys

Gln

20

Ala

val

Lys

Gly

Gln Leu Leu Ala

5

Leu

Vval

Asn

Trp

Asp

Asn

Arg

Asn

Asp

70

Ile

Ser Leu

Glu Ala
40

Lys Ser
55

Ser Thr

val Pro

Ala

Ala

25

Asn

Glu

Glu

Gly

Gly

10

val

val

Phe

Pro

val
90

Leu

Ala

Asn

Gly

Ser

75

Ala

gaacgggtct acgtacactg

ttggatttect aga

Leu

Ala

Gly

Gln

&0

Gln

Lys

96

Ala

Gly

Asp

val

Gly

Lys

Pro

Leu

30

Ala

Thr

Gln

Asn

Ala

15

Lys

Thr

Pro

Phe

Gly

tcg
Ser

gg9g
Gly

aag
Lys

ccg
Pro
380

ccg
Pro

tac
Tyr

Ser

Tyr

Tyr

Glu

Ser

80

Gln

2550

2598

2646

2694

2742

2790

2842

2902

2955



Val

Val

Thr

Trp

145

Ser

Asn

Tyr

val

Gln

225

Thr

Glu

Ala

val

Ser

305

Asp

Leu

Val

Leu

Ser

His

130

Asp

val

Ala

Asn

Gln

210

Gly

Ala

Leu

Thr

Ala

290

Trp

Ala

Ala

Thr

Arg

Ser

115

Ile

val

Phe

Ala

Leu

195

Ile

His

Leu

Asp

Gln

275

Gly

val

Asn

Ala

Thr

Cys

100

Gly

Ser

val

Tyr

Lys

180

Glu

val

Leu

Lys

Ile

260

Gly

Cys

Pro

Tyr

Lys

340

Thr

His

Ser

Asn

Asn

Asn

165

Lys

Tyr

Gln

Ile

Arg

245

Arg

Asn

vVal

Asp

Ser

325

Ala

Thr

Thr

Trp

Val

Glu

150

Thr

Ala

Asn

Gln

val

230

Phe

His

Asp

Gly

Thr

310

Lys

Thr

Thr

Leu

Thr

Met

135

Ala

Phe

Asp

Gly

Ala

215

Gly

Thr

Ser

Phe

Ile

295

Phe

Lys

Asn

Thr

Val

Arg

120

Gly

Ile

Asn

Ala

Ala

200

Gly

sSer

Ala

Ser

Ala

280

Thr

Pro

Pro

Pro

Thr

Trp

105

Ala

His

Asn

Thr

Gly

185

Lys

Ala

Thr

Leu

Leu

265

Ser

Ile

Gly

Ala

Pro

345

Thr

ES 2 582320 T3

Tyr

Thr

Tyr

Asp

Asp

170

Ala

Thr

Pro

Pro

Gly

250

Pro

Val

Trp

Ser

Trp

330

Gly

Thr

Ser

Leu

Lys

Asp

155

Tyr

Lys

Asn

Ile

Ser

235

Leu

Pro

val

Gly

Gly

315

Thr

Gly

Ser

Gln

Gln

Gly

140

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

220

Arg

Glu

Ser

Gly

Fhe

300

Ala

Ser

Gly

Lys

Leu

Ser

125

Gln

Thr

Ala

Tyr

Ala

205

Gly

Ser

val

Ser

Ser

285

Thr

Ala

val

Asn

Pro

97

Pro

110

Val

Cys

Trp

Ile

Tyr

190

val

val

Ser

Ala

Ala

270

Cys

Asp

Leu

Ser

Pro

350

Ser

Ser

Ile

Tyr

Arg

Ala

175

Asn

Gln

Gly

Leu

Tyr

255

Ala

Leu

Lys

Leu

Ser

335

Pro

Gln

Trp

Glu

Ala

Thr

160

Phe

Asp

Leu

Phe

Ala

240

Thr

Leu

Asp

Tyr

Tyr

320

val

Pro

Pro



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

355

ES 2 582320 T3

365

Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Ser Pro Gln Gly Pro Gln

370 375

380

Trp Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Trp Thr Gly Pro Gln

385 390

Ser Pro Trp Thr Cys Gln Lys

405

<210> 21

<211> 5092

<212> ADN

<213> Thermoascus aurantiacus

<220>
<221> CDS

<222> (669)..(728)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (729)..(872)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (873)..(1015)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222>(1016)..(1082)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1083)..(1127)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222>(1128)..(1183)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1184)..(1236)
<223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1237)..(1300)
<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1301)..(1717)
<223>

<220>
<221> Intrén
<222> (1718)..(1776)

395

Gln Asn Asp Trp Tyr Ser

410

98

Gln Thr

Ser Cys

Gln Cys
415

His

Gln
400

Leu



10

15

20

25

30

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1777)..(2489)

<223>

<220>
<221> Intrén

<222> (2490)..(2599)

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (2600)..(3469)

<223>

<220>
<221> Intrén

<222> (3470)..(3531)

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (3532).

<223>

<400> 21
ggatcegtec

gcggggtgtt
tccecacggece
gggggcgtga
cggcegtggt
gaggaatcat
atgaataatce
aggtttcteg
gtgtaactat

taacacccece

.(3759)

gcggacacag
gtttgtggcg
atttagcecgg
gacgcagcac
cgtttgcggg
gagtgcgacg
gcaggggeay
ggtgtttcca
tattgacgat

cgttcteceg

gcagagagac
agggagcgat
cggacggcat
ctgaccegge
gaaggcgaca
gagacatgge
tatggcatygg
ctggttcecat
caacatgcca

ctgecttget

ES 2 582320 T3

ggcacgggga
gectgatgtte
gtaacatgtce
ggcgcggeyce
cagacgactt
aagaccacgg
accgeacgge
cgctggggge
tggccageca

ccgtggtett

ctcgacctga
ttcecagctec
aaacatgtgg
ttgcagggte
ggcgeggecc
ccttectgge
cgccagggac
gatcccgage
gcttctataa

cctggteetyg

99

tececteecagg
gttgctacct
gcteggeagt
cagggacage
gccggaagge
gaagaagaag
ctgeceegty
ccgtgtgece
taatcatata

cttgaggtte

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600



acgagtctce ttgecatggtc aact

cagcaacc atg agg ctt ggg t

ES 2 582320 T3

cgtcect ctgecttcatc egcectgettga cteccgtacct

gg ctg gag ctg gcc gtc gocg gog gocc gea

Met Arg Leu Gly Trp Leu Glu Leu Ala Val Ala Ala Ala Ala

1 5
acc gkc gocc age gocc aag gt
Thr Vval Ala Ser &Ala Lys
15 20

taggtgctte ttcagcaagt gegce

10

gcgtcaga ccctccccog gatcgaccott

gccgge cgcgacatec gececgccgetg ccctecaccega

cgcagcacee atatgecagca ggagagaagg catctcetgac gaaagecteec ccag gat

gac ttg gec tac teg ceg cce
Asp Leu Ala Tyr Ser Fro Pr
25

aac gga gag tgg gcg gag gc
Asn Gly Glu Trp Ala Glu Al
40

Asp

t ttec tac ccg teg cca tgg atg aac gga
o Phe Tyr Pro Ser Pro Trp Met Asn Gly
30 35

c tac cgec agg gct gte gac tte gtc teg
a Tyr Arg Arg Ala Val Asp Phe Val Ser
45 50

cag c¢tg acc ctc gcg gag aag gtc aac ctg acg acc ggt gtc ag
Gln Leu Thr Leu Ala Glu Lys Val Asn Leu Thr Thr Gly Val Gly

55 60

65

gtgagtccat tgacctctac cgageccceg ttecatgtee attgagcaat tggctgacgt

cttgaag ¢ tgg atg cag gag
Trp Met Gln Glu
70

ag gtaggetecac tteccaatge
Arg

a ctg ggg ttc cgt gga ctg
Leu Gly Phe Arg Gly Leu
85

ttt g gtaggtcttt caacagaga
Phe
100

aaa tgt gtc ggt gaa acg ggc agc att cecg
Lys Cys Val Gly Glu Thr Gly Ser Ile Pro
75 80

cgetgeaaag qaggtgteta aactggaata aatcag

tgec ctc caa gac tcg ccc ctt ggt gtc aga
Cys Leu Gln Asp Ser Pro Leu Gly Val Arg
20 95

a caagggtcgt cgcgggagag atgctgatcg

ataccetactt ttag ct gac tac gtt tet goe tte cce goc ggt gtc aat

Ala Asp Ty

gte gct geca acg tgg gat aa
Val Ala Ala Thr Trp Asp Ly
115

r Val Ser Ala Phe Pro Ala Gly Val Asn
105 110

g aac ctc gece tac ctt cgt ggg aag geg
s Asn Leu Ala Tyr Leu Arg Gly Lys Ala
120 125

atg ggt gag gaa cac cgt ggt aag ggc gte gac gte cag c¢tg gga cct

Met Gly Glu Glu His Arg Gl
130 12

y Lys Gly Val Asp Val Gln Leu Gly Pro
5 140

gtec gece gge cct ¢ttt gge aga cac ¢cc gac ggt gge aga aac tgg gag

val Ala Gly Fro Leu Gly Ar
145 150

ggt ttc tet cct gac cece gt
Gly Phe Ser Pro Asp Pro Va

g His Pro Asp Gly Gly Arg Asn Trp Glu
155 160

c ctg acc ggt gtg ctt atg geg gag acg
1 Leu Thr Gly Val Leu Met Ala Glu Thr

100

660

710

758

818

875

923

971

1015

1975

1125

1183

1232

1286

1335

1383

1431

1479

1527



ate
Ile

att
Ile

tat
Tyr

acg
Thr
225

aag
Lys

ggt
Gly

ggt
Gly
210

ctt
Leu

ggt
Gly

aagn
Asn
195

tte
Phe

cac
His

ate
Ile
180

gag
Glu

gat
Asp

gag
Glu

cag
Gln

atg
Met

att
Ile

ctg
Leu

gat
Asp

gaqg
Glu

acc
Thr

tac
Tyr
230

gece
Ala

cac
His

gag
Glu
215

ctt
Leu

ggt
Gly

tte
Phe
200

agt

Ser

tag
Trp

gtg
Val
185

ogg
Arg

gte
Val

cec
Pro

ES 2 582320 T3

170

att gct
Ile Ala

caa goo
Gln ala

age tea
Ser Ser

ttt geg
Phe Ala
235

gtaagcagtc ccccoctcat aggtgattgt acatgtgtat

ct
Ala

tac
Tyr

ctt
Leu

ggec
Gly

acc
Thr

gce
Ala
320

gtt
Val

gtg
Val

cac
His

gtk
Val

gtt
Val
400

aag

gge
Gly

age
Ser

gat
Asp

gtt
Val

gce
Ala
305

gtt
Val

cge
Arg

cecg
Pre

gca
Ala

cgt
Arg
3B5

gtc
Val

tte

gtt
val

tgc
Cys

Lttt
Phe

gga
Gly
290

ttt
Phe

cte
Leu

atc
Ile

gte
Val

ctg
Leu
370

gce
Ala

ctt
Leu

ace

gat
Gly

tcg
Ser

cag
Gln
275

gct
Ala

ggt
Gly

aac
Asn

atg
Met

aac
Asn
355

gtt
Val

gac
Asp

ctt
Leu

gga

teg
Ser

aac
Asn
260

gge
Gly

gec
Ala

acc
Thr

ggt
Gly

gcg
Ala
3490

ttc
Phe

ggc
Gly

cat
His

aag
Lys

gtt

tte
Phe
245

agc
Ser

tte
Phe

ctg
Leu

ggec
Gly

act
Thr
325

gcc

Ala

gac
Asp

cag
Gln

gcg
Ala

aac
Asn
405

ttt

atg
Met

tac
Tyr

gtg
val

gct
Ala

aaa
Lys
310

gtt
Val

ttt
Phe

teg
Ser

aac
Asn

gac
Asp
390

gat
Asp

gga

tge
Cys

ctc
Leu

atg
Met

ggc
Gly
295

tce

Ser

ceg
Pro

tac
Tyr

tgg
Trp

tat
Tyr
375

atc
Ile

gga
Gly

gag

tece
Ser

cta
Leu

agt
Ser
280

ctt

Leu

tte
Phe

gaa
Glu

aag
Lys

acg
Thr
360

gtc
Val

atce
Ile

gga
Gly

gat

tac aac
Tyr Asn
250

aac aag
Asn Lys
265

gac tgg
Asp Trp

gac atg
Asp Met

tgg gga
Trp Gly

tgg cgt
Trp Arg
330

gtt ggt
val Gly
345

aag gat
Lys Asp

aag gtc
Lys Val

cgt caa
Arg Gln

ctc cca
Leu Pro
410

gcc gga

tge
Cys

ggt
Gly

aat
Asn
220

gat
Asp

ttetgacteg ctttcaaag

cag
Gln

ttg
Leu

gga
Gly

teg
Ser

acc
Thr
315

atg
Val

cge
Arg

gaa
Glu

aat
Asn

att
Ile
395

ttg

teg

gee
Ala

gag
Glu
205

atc
Ile

get
Ala

gtt
val

cteo
Leu

gcg
Ala

atg
Met
300

aac
Asn

gat
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
380

999
Gly

acc
Thr

aac

101

aag
Lys
190

gct
Ala

gac
Asp

gtt
val

aac
Asn

aaa
Lys

cac
His
285
cca

Pro

ctg
Leu

gac
Asp

cgt
Arg

ggt
Gly
365

aag
Lys

tet
Ser

ggc
Gly

egt

175

cac
His

gtt
val

gac
Asp

cge
Arg

aac
Asn

tcg
Ser
270

cac

His

gga
Gly

ace
Thr

atg
Met

tac
Tyr
350

tac
Tyr

gtg
Val

gct
Ala

tat
Tyr

tgg

tte
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

agc
Ser
255

gag
Glu

agc
Ser

gac
Asp

atc
Ile

get
Ala
335

cag

Gln

gag
Glu

gat
Asp

agt
Ser

gaa
Glu
415

ggc

1575

1623

1671

1717

1776

1823

1871

1919

1967

2015

2063

2111

2159

2207

2255

2303

2351



Lys

gat
Ala

ggt
Gly

cag
Gln

Phe

gac
Asp

tgg
Trp

gca
Ala
465

Thr

gge
Gly

gge
Gly
450

atac
Ile

Gly

tgc
Cys
435

agt

Ser

cag
Gln

Val
420

tet

Ser

ggc
Gly

aat
Asn

Phe

gat
Asp

act
Thr

gaa
Glu

Gly

cgt
Arg

gct
Ala

atec
Ile
470

Glu

ggt
Gly

gac
Asp
455

ctt
Leu

Asp

tge
Cys
440

tte
Phe

tae
Ser

ES 2 582320 T3

Ala
425

gac

Asp

cca
Pro

aag
Lys

Gly

aag
Asn

tac
Tyr

ggg
Gly

gtgagtgetg tcacegacaa tggtgecett gaccagatgg

aggtattect tectecgtat ceoctageaat cgaatcteca

gtt
val
480

gtt
val

ggc
Gly

gtt
Val

aac
Asn

age
Ser
560

gga
Gly

cct
Pro

tte
Phe

gag
Glu

gaa
Glu
640

tct
Ser

gat
Asp

gag
Glu

gtg
Val

cee
Pro
545

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr

acg
Thr
625

tac
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly

gag
Glu

atg
Met
530

aac
Asn

aac
Asn

acg
Thr

ctec
Leu

gag
Glu
610

cCco

Pro

teg
Ser

gtt
val

aac
Asn

gtg
val
515

cac
His

gtec
val

agt

Ser

ccyg
Pro

acc
Thr
595

ggc
Gly

atc
Ile

aac
Asn

tte
FPhe

gaa
Glu
500

atec
Ile

act
Thr

acc
Thr

cte
Leu

ttt
Phe
580

aaa

Lys

gtc
Val

tat
Tyr

atc
Ile

gte
val
485

ggt
Gly

aag
Lys

gtg
Val

gee
Ala

gtc
val
565

acyg
Thr

cce
Pro

tte
Phe

gag
Glu

tac
Tyr
645

aac
Asn

gat
Asp

act
Thr

gga
Gly

ate
Ile
550

gat
Asp

tgg
Trp

aac
Asn

atc
Ile

tte
Pha
630

gte
val

gec
Ala

cgg
Arg

gtt
val

cct
Pro
535

gte
val

gtg
val

gga
Gly

aac
Asn

gac
Asp
615

999
Gly

cag
Gln

gac
Asp

aag
Lys

gca
Ala
520

gte
Val

tgg
Trp

cte
Leu

aag
Lys

ggc
Gly
600

tac

Tyr

ttt
Phea

cce
Pro

tct
Ser

aac
Asn
505

gce
Ala

ttg
Leu

gce
Ala

tac
Tyr

act
Thr
585

aag

Lys

aga
Arg

ggt
Gly

ctt
Leu

ggt
Gly
490

ctec
Leu

aac
Asn

ate
Ile

ggt
Gly

gge
Gly
570

cge
Arg

ggt
Gly

agg
Arg

ctg
Lau

aac
Asn
650

Ser

ggec
Gly

ctt
Leu

aag
Lys
475

aacaggttge gtcteaggee

Asn

acg
Thr

gtec
val
460

ggg
Gly

Arg

ttg
Leu
445

act
Thr

tta
Leu

Trp
430

gca
Ala

cac
Pro

Gly

atg
Met

gag
Glu

ctgactttag gac age
Asp Ser

gaa
Glu

acc
Thr

tga
Cys

gat
Asp

ctt
Leu
555

cgt
Arg

gag
Glu

gct
Ala

ttec
Phe

agt
Ser
635

gca
aAla

ggec
Gly

cte
Leu

aac
Asn

gag
Glu
540

cca
Pro

gtc
val

tcg
Ser

cce
Pro

gac
Asp
620

tat
Tyr

cga
Arg

102

tac
Tyr

tagg
Trp

aac
Asn
525

tag
Trp

ggc
Gly

agc
Ser

tac
Tyr

cag
Gln
605

aag

Lys

act
Thr

cct
Pro

atc
Ile

aaa
Lys
510

acc
Thr

tat
Tyr

cag
Gln

cce
Pro

ggc
Gly
590

gac

Asp

tac
Tyr

act
Thr

tac
Tyr

aac
Asn
495

gga
Gly

att
Ile

gac
Asp

gag
Glu

gga
Gly
575

get
Ala

gac
Asp

aac
Asn

ttt
Phe

acc
Thr
655

2399

2447

2489

2549

2605

2653

2701

2749

2797

2845

2893

2941

2989

3037

3085

3133



cca
Pro

gce
Ala

acg
Thr

gac
Asp

tta
Leu

tac
Tyr

cgg
Arg

cga
Arg
705

ggc
Gly
720

gcg
Ala

cct
Pro

ggt
Gly

atc
Ile

ata
Ile

teoe
Ser

gge
Gly

agc
Ser
660

tat
Tyr

goa
Ala
675

gat
Asp

tat
Tyr

cct
Pro

atc
Ile
650

ctt
Leu

tce
Ser

cga
Arg

act
Thr

gat
Asp

gga
Gly

aca
Thr

tac
Tyr

tgg
Trp

acg
Thr

tect
Ser

aag
Lys

geg
Ala

tac
Tyr

ttg
Leu

ctt
Leu

aac
Asn
695

atg
Met

gaa
Glu
7140

cct
Pro

cag
Gln

725

aac
Asn

ggc
Gly

ceg
Pro
740

aca
Thr

aac
Asn
755

ace
Thr

ggt
Gly

ggt
Gly

tat
Tyr

cte
Leu

aac
Asn

gtt
val

Ala

Asp

val

ES 2 582320 T3

act
Pro
665

get acc

Thr

cot
Pro
680

gat
Asp

gag
Glu

acg
Thr

acg
Thr

gac
Asp

aag
Lys

gcc
Ala

gag
Glu

ctt
Leu
730

atc
Ile

ccc
Pro

gat atg

Met

gag
Glu
745
gtt gat
Asp

ggt
Gly
760

gtgagtttcg cagtctcatt gatatatgtc tttcgagttg

ttt
Phe

aat
Asn

gg9g
Gly

ata
Ile

cad
His

aaqg
Lys
685

ccc
Pro

gaa
Glu
700

gaa
Glu

ate
Ile

tac
Tyr

gac
Asp
715

gca
Ala

gge
Gly

ccg
Pro

tac
Tyr

gta
val

agg
Arg

act
Pro
765

gtt
val

gag
Glu

gtcactgacc

atc
Ile
670

agc
Ser

gte
Val

cca
Pro

ctec
Leu

gtc
val

tct
Ser

cca
Pro

ggt
Gly

gct
Ala
735

tect
Ser
750

gca
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

cgcgatctat

ag tat gte tet ctt ggt ggt cca gat gac ceec aag gte gtg cte cge
Tyr Val Ser Leu Gly Gly Pro Asp Asp Pro Lys Val Val Leu Arg

ttt
Phe

aac
Asn

acg
Thr

aca
Thr
800

aat
Asn
815

tgg
Trp

tcg
Ser

<gg
Arg

tcecggaagga
tatccatagg
gaggaaaggc
ttctttcagt
ggttcagaaa
gcatgaatgc
gtaggttgag

ctacaacgca

770

ate
Ile

gac
Asp
785

cge
Arg

ttg
Leu

acg
Thr

cga
Arg

acc
Thr

gtt
val

gtg
val

acg
Thr

cgc
Arg

aaa
Lys

7

cte
Leu

cac
His
790

atc
Ile

gat
Asp
805

tat
Tyr

cca
Pro

820

aaa
Lys

ctg
Leu

cac
His
835

ggaagtaaaa
catatcaaga
aatgggtage
agatagtgca
aagaaaatgt
ctacacattc
gttcacecta

tcagatcaga

ctg
Leu

cag
Gln

gca
Ala

acacaatgtt
ccactttggg
atggttcaaqg
ctccggttga
agaggtttca
caagtcgtgt
caaataagec

ggaaaatteca

75

cec
Pro

caa
Gln

ggc
Gly

teg
Ser

aac
Asn

tgg
Trp

aca
Thr

gtc
val
825

aag
Lys

ctt
Leu
840

cce
Pro

ccg
Pro
ttagttgtac
ttatatatat
gggaggaacc
gtcccaaata
aacacgctag
tagcgagtcg
aggatttaag

aatggcagaa

780

aca
Thr
795

atg
Met

cag
Gln

cct
Pro

gac
Asp
810

gece
Ala

atc
Ile

tac
Tyr

ggc
Gly

tac
Tyr

cct
Pro

tga

aggegtettt
atatatatat
gtettgaaac
tagttttaat
ttgaccctga
atagccgatg
taaatacctg

gtgegageac

103

acc
Thr

tgg
Trp

tce
Ser

cag
Gln

tect
Ser
830

age
Ser

ggtttta

cgtttgtgat
ataagcggcc
tactectcaat
aatggtaaat
taggaattga
aacctattec
ctcgtgaaat

cteggtgaga

3181

3229

3277

3325

3373

3421

3469

3529

3576

3624

3672

3720

3769

3829

3889

3949

4009

4069

4129

4189

4249
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agagatcgag
atttttacat
ggagatcgee
ctgtcggttg
aacgtcaatg
tetgetttee
ttgttgagee
acgagcacat
ctegtetace
cgggtgagge
ctgtceccagt
ttcgcccgea
accctegect
cgegeccegac
tee

<210> 22

<211> 843
<212> PRT

ctgtecgaagt
cgtttaacat
teggegatcet
gaccegagte
ccagggggtg
acgttetttt
caaagaagaa
catcageage
cgctcactct
acgatgctge
catceceggta
aggacaacat
tcctcacgtt

gcaccctcca

cggectggaac
gtagaaggta
tegggagtat
cgaccgacgt
ctgggacagt
tttatcacct
ggagaagaaa
gtecttattat
cctectegge
agaccctget
ttecocecattece
ctttaacgtc
actcctcacc

agccctgtece

<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 22
Met Arg
1

Ala Ser

Preo Trp

35

Val Asp

50

Thr
65

Gly
Ile

Pro¢

Gly val

Leu

Ala

Met

Phe

Val

Arg

Arg

Gly
5

Lys
20

Asp
Asn Gly
vVal

Ser

Gly Trp

Trp Leu Glu

AsSp

Asn

Gln

Met

Leu

Ala

Leu

Glu
40

Gly

Leu Thr

55

Gln Glu

70

Leu Gly

85

Phe
100

Ala

Phe

Asp

Arg Gly

Tyr Vval

ES 2 582320 T3

acaggtaaag
tctaaaatag
ctcgggagac
catcagcgeca
tgecatatcaa
ttcacttcee
atgggectega
caacattcece
tccectgtaca
ctggcceccga
catagcaaca
tacttegtca
cagcctgcct

cgctacgcca

Ala val

10

Ala

Tyr Ser Pro

25

Ala Glu

Trp

Leu Ala Glu

Val
75

Lys Cys

Leu Cys Leu

90

Ser Ala Phe

105

agaagtaata
taagtccaga
gcacatgace
gcgeaggtea
tegatecagte
ctgtececact
caccccggaa
aaccaccogge
gagccatttce
ccatagegte
gcaacagcco
agatcggctg
acacaaacgc

tegtcaccet

Ala Ala

Pro Phe

Ala Tyr

45

Lys Val

60

Gly Glu

Gln

Asp

Pro Ala

Ala

Tyr

30

Arg

Asn

Thr

Ser

Gly

caattecattg
tatgggccat
gegettaace
ggctgegege
aattaaageca
tgeettggga
cgggtggteg
coctegttete
ccccaccgeg
cgacatcaac
ggtcaattac
gttctggacg
cggtccecctg

actacctgga

Thr
15

val
Pro Ser
Arg Ala
Thr

Leu

Ser
80

Gly

Pr¢ Leu

95

val Asn

110

104

4305

4369

4429

4489

4549

4609

4669

4729

4789

4849

4909

4969

5029

5089

5092



Val

Met

Val

145

Gly

Ile

Ile

Tyr

Thr

225

Gly

Ser

Asp

Val

Ala

305

Val

Arg

Pro

Ala

Gly

130

Ala

Phe

Lys

Gly

Gly

210

Leu

val

Cys

Phe

Gly

290

Phe

Leu

Ile

Val

Ala

115

Glu

Gly

Ser

Gly

Asn

195

Phe

His

Gly

Ser

Gln

275

Ala

Gly

Asn

Met

Asn
355

Thr

Glu

Pro

Pro

Ile

180

Glu

Asp

Glu

Ser

Asn

260

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

340

Phe

Trp

His

Leu

Asp

165

Gln

Met

Ile

Leu

Phe

245

Ser

Phe

Leu

Gly

Thr

325

Ala

Asp

Asp

Arg

Gly

150

Pro

Asp

Glu

Thr

Tyr

230

Met

Tyr

val

Ala

Lys

310

Val

Phe

Ser

Lys

Gly

135

Arg

val

Ala

His

Glu

215

Leu

Cys

Leu

Met

Gly

295

Ser

Pro

Tyr

Trp

Asn

120

Lys

His

Leu

Gly

Phe

200

Ser

Trp

Ser

Leu

Ser

280

Leu

Phe

Glu

Lys

Thr
360

Leu

Gly

Pro

Thr

vVal

185

Arg

Val

Pro

Tyr

Asn

265

Asp

Asp

Trp

Trp

Val

345

Lys

ES 2 582320 T3

Ala

val

Asp

Gly

170

Ile

Gln

Ser

Phe

Asn

250

Lys

Trp

Met

Gly

Arg

330

Gly

Asp

Tyr

Asp

Gly

155

Vval

Ala

Ala

Ser

Ala

235

Gln

Leu

Gly

Ser

Thr

315

Val

Arg

Glu

Leu

Val

140

Gly

Leu

Cys

Gly

Asn

220

Asp

val

Leu

Ala

Met

300

Asn

Asp

Asp

Tyr

105

Arg

125

Gln

Arg

Met

Ala

Glu

205

Ile

Ala

Asn

Lys

His

285

Pro

Leu

Asp

Arg

Gly
365

Gly

Leu

Asn

Ala

Lys

190

Ala

Asp

Vval

Asn

Ser

270

His

Gly

Thr

Met

Tyr

350

Tyr

Lys

Gly

Trp

Glu

175

His

Val

Asp

Arg

Ser

255

Glu

Ser

Asp

Ile

Ala

335

Gln

Glu

Ala

Pro

Glu

160

Thr

Phe

Gly

Lys

Ala

240

Tyr

Leu

Gly

Thr

Ala

320

Val

Val

His



Ala

Arqg

385

Val

Phe

Asp

Trp

Ala

4165

Ser

Asp

Glu

val

Pro

545

Gly

Lys

Leu

Thr

Leu

370

Ala

Leu

Thr

Gly

Gly

450

Tle

Ile

Gly

Glu

Met

530

Asn

Asn

Thr

Leu

Glu
610

vVal

Asp

Leu

Gly

Cys

435

Ser

Gln

val

Asn

val

515

His

val

Ser

Pre

Thr

595

Gly

Gly

His

Lys

val

420

Ser

Gly

Asn

FPhe

Glu

500

Ile

Thr

Thr

Leu

Phe

580

Lys

Val

Gln

Ala

Asn

405

Phe

Asp

Thr

Glu

val

485

Gly

Lys

val

Ala

val

565

Thr

Pro

Phe

Asn

Asp

390

Asp

Gly

Arg

Ala

Tle

470

Asn

Asp

Thr

Gly

Ile

550

Asp

Trp

Asn

Ile

Tyr

375

Ile

Gly

Glu

Gly

Asp

455

Leu

Ala

Arg

val

Pro

535

val

Val

Gly

Asn

Asp
615

Val

Ile

Gly

Asp

Cys

440

Phe

Ser

Asp

Lys

Ala

520

val

Trp

Leu

Lys

Gly

600

Tyr

Lys

Arqg

Leu

Ala

425

Asp

Pro

Lys

Ser

Asn

505

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

585

Lys

Arg

ES 2 582320 T3

Val

Gln

Pro

410

Gly

Asn

Tyr

Gly

Gly

4320

Leu

Asn

Ile

Gly

Gly

570

Arg

Gly

Arg

Asn

Ile

395

Leu

Ser

Gly

Leu

Lys

475

Glu

Thr

Cys

Asp

Leu

555

Arg

Glu

Ala

Phe

Asp

380

Gly

Thr

Asn

Thr

val

460

Gly

Gly

Leu

Asn

Glu

540

Pro

val

Ser

Pro

Asp
620

106

Lys

Ser

Gly

Arg

Leu

445

Thr

Leu

Tyr

Trp

Asn

525

Trp

Gly

Ser

Tyr

Gln

605

Lys

Val

Ala

Tyr

Trp

430

Ala

Pro

Asp

Ile

Lys

510

Thr

Tyr

Gln

Pro

Gly

590

Rap

Tyr

Asp

Ser

Glu

415

Gly

Met

Glu

Ser

Asn

495

Gly

Ile

Asp

Glu

Gly

575

Ala

Asp

Asn

val

Vval

400

Lys

Ala

Gly

Gln

Val

480

val

Gly

val

Asn

Ser

560

Gly

Pro

Phe

Glu
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15
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Thr Pro Ile Tyr Glu Phe Gly Phe Gly Leu Ser Tyr
625 €30 635

Tyr Ser Asn Ile Tyr Val Gln Pro Leu Asn Ala Arg
645 650

Ala Ser Gly Ser Thr Lys Ala Ala Pro Thr Phe Gly
660 665

Asp Tyr Ala Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Asp Ile His
675 680

Tyr Ile Tyr Pro Trp Leu Asn Thr Thr Asp Pro Glu
690 695 700

Arg Ser Arg Leu Thr Glu Met Lys Ala Glu Asp Tyr
705 710 715

Ala Thr Asp Gly Ser Pro Gln Pro Ile Leu Pro Ala
725 730

Gly Gly Asn Pro Gly Leu Tyr Asp Glu Met Tyr Arg
740 745

Ile Thr Asn Thr Gly Asn Val Vval Gly Asp Glu val
755 760

Val Ser Leu Gly Gly Pro Asp Asp Pro Lys Val val
770 775 780

Asp Arg Ile Thr Leu His Pro Gly Gln Gln Thr Met
785 790 795

Leu Thr Arg Arg Asp Ile Ser Asn Trp Asp Pro Ala
805 810

vVal val Thr Lys Tyr Pro Lys Thr Val Tyr Ile Gly
820 825

Lys Leu His Leu Gln Ala Pro Leu Pro Pro Tyr
835 840

<210> 23

<211> 3510

<212> ADN

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221> CDS

<222> (391)..(447)
<223>

<220>

<221> Intrén
<222> (448)..(539)
<223>

<220>
107

Thr

Pro

Asn

Lys

685

Glu

Ile

Gly

val

Pro

765

Leu

Trp

Ser

Ser

Thr

Tyr

Ile

670

Val

Val

Pro

Gly

Ser

750

Gln

Arg

Thr

Gln

Ser
830

Phe

Thr

€55

Ser

Pro

Leu

Ser

Ala

735

Ala

Leu

Asn

Thr

Asn

815

Ser

Glu

640

Pro

Thr

Leu

Arg

Gly

720

Pro

Ile

Tyr

Phe

Thr

800

Trp

Arg



10

15

20

25

<221> CDS

<222> (540)..(685)

<223>

<220>
<221> Intrén

<222> (686)..(759)

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (760)..(1148)

<223>

<220>
<221> Intrén

<222> (1149).

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1218).

<223>

<400> 23
gcaggtaget

cecatgecacge
tatattacgt
ttecegeteeg
ctacccgtte
ggegetette

acgacgtcac

(1217)

.(3208)

acgacatteg
cegectetta
cgatgtcace
catctecgtga
cacaagagce
atcgecaccaa

acgggactga

acggtccacg
ggtcgagcga
cgcaggatge
acctaaaccc
atagctagag
tetecgacaac

ctacgaagac

ES 2 582320 T3

cccagtggeg
ggtataacat
gagcaccatt
acgcgggeac
agagaagggc

ceggecagacy

tectgetegge
actatctgea
acttegtgte
actgcttett
agccaaggga

tcaccacegyg

cgtctgggaa
cggctaccta
tcaccecgeee
gtgagagcct
ccggtcaage

ctececgeege

atg agg cag gee ctt gtt teg ctg
Met Arg Gln Ala Leu Val Ser Leu

1

5

gee ttg c¢tg gec age age cet gtt teg geg geg gtgaccgeca gggacgecca

Ala Leu
10

15

Leu Ala Ser Ser Pro Val Ser Ala Ala

ggtatggtec caactgetet tectecectgt tteetecetet accggtgetg acaacgacaa

tagctgecace ag cga gaa cte gee act tee gac cect tte tat cet teg cca
Arg Glu Leu Ala Thr Ser Asp Pro Phe Tyr Pro Ser Pro

20

25

108

30

&0

120

180

240

200

360

414

467

527

578



tgg
Trp

aag
Lys

act
Thr
65

atg
Met

gcg
Ala
50

ggc
Gly

aaq
Asn
35

tte
Phe

atc
Ile

cct
Pro

gtt
Val

gg
Gly

gaa
Glu

tee
Ser

goa
Ala

cag
Gln

aat
Asn

ctg
Leu
55

ES 2 582320 T3

gge tgg gag gac gco
Gly Trp Glu Asp Ala Tyr Ala

40

tac

45

acg cte ttg gaa aag gte
Thr Leu Leu Glu Lys

60

Val

gog

aag
Asn

aag
Lys

ctg
Leu

gtgagtcttg tteteteetg tagaaccgec taccagaaga

cattcaggaa gtgctaatga tgggeggttg acag ¢

gtg
val
75

atg
Met

tte
Phe

aac
Asn

aac
Asn

g99
Gly
155

att
Ile

gct
Ala

gge
Gly

cag
Gln

ccc
Pro

cgt
Arg

gte
Val
1440

gga
Gly

goc
Ala

tgc
Cys

aac
Asn

gac
Asp

tet
Ser

cgc
Arg
125

ctg

Leu

cga
Arg

ttg
Leu

gee
Ala

gtec
val

tee
Ser

ggt
Gly
110

ggc
Gly

cte
Leu

aac
Asn

goc
Ala

aag
Lys
190

ggt
Gly

cce
Pro
95

cag
Gln

aat
Asn

ggc
Gly

tgg
Trp

gaa
Glu
175

cat
His

tee
Ser

gtg
val

acec
Thr

gcc
Ala

ceqg
Pro

gag
Glu
160

acg
Thr

tte
Phe

gte
val

ggt
Gly

acg
Thr

atg
Met

gte
Vval
145

ggc
Gly

atc
Ile

ate
Ile

ceg
Pro

ate
Ile

gct
Ala

ggc
Gly
130

get
Ala

tte
Phe

aaqg
Lys

geg
Ala

cgt
Arg

cgc
Arg

goc
Ala
115

cag
Gln

gge
Gly

tec
Ser

gga
Gly

aac
Asn
1985

cte
Leu

ttt
Phe
100

acc
Thr

gag
Glu

cce
Pro

cce
Pro

atc
Ile
180

gaa
Glu

tgg
Trp

ggc
Gly

ggg
Gly

tte
Phe

cac
His

att
Ile

gac
Asp
165

cag

Gln

cag
Gln

gaacgecggga cgtgectctga tgeoaaaccea cgagcactga

aa
Glu

tcao
Ser

tat
Tyr
230

atg
Met

cag
His

gag
Glu
215

ctg

Leu

tge
Cys

tte
Phe
200

tecg

Ser

tgg
Trp

teg
Ser

cge
Arg

ctyg
Leu

=1=1.]
Pro

tac
Tyr

cag
Gln

tcg
Ser

tte
Phe

aac
Asn
250

tce
Ser

tce
Ser

gee
Ala
235

cag
Gln

ggc
Gly

aac
Asn
220

gac

Asp

ate
Ile

gag
Glu
205

atc

Ile

gge
Gly

aac
Asn

gee
Ala

gac
Asp

gtg
Val

aac
Asn

cag
Gln

gac
Asp

cgt
Arg

teg
Ser
255

gge
Gly

aaqg
Lys

gee
Ala
240

tac
Tyr

caa
Gln
70

ctt
Leu

gac
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

gge
Gly
150

cce
Pro

gat
Asp

gga
Gly

cge
Arg

tac
Tyr

aag
Lys

gga
Gly
135

egt
Arg

gtec
Val

get
Ala

gga
Gly

age
Ser

gtc
Val

ggt
Gly
120

aag

Lys

acg
Thr

cta
Leu

ggt
Gly

caa
Gln

ctg
Leu

tee
Ser
105

ctg
Leu

ggt
Gly

cce
Pro

acg
Thr

gtc
val
185

g gtgcgtgatg

ccacgettte ctegaacag

tac
Tyr

acc
Thr
225

gge
Gly

999
Gly

gge
Gly
210

atg
Met

gte
Val

tge
Cys

109

ttt
Phe

cac
His

gge
Gly

cag
Gln

gac
Asp

gag
Glu

gecec
Ala

aac
Asn
260

gca
Ala

acg
Thr

tgc
Cys

tge
Cys
90

gte
val

atg
Met.

gtc
Val

gag
Glu

ggt
Gly
170

att
Ile

ate
Ile

ctg
Leu

ate
Ile
245

tee
Ser

626

674

725

778

826

874

922

270

1018

1066

1114

1158

1217

1264

1312

1360

1408



aag
Lys

gtec
Val

gcc
Ala

cte
Leu
310

gte
Val

tte
Phe

teg
Ser

gac
Asp

age
Ser
390

ace
Thr

gac
Asp

gga
Gly

aac
Asn

atg
Ile
470

gac

Asp

ttec
Phe

acc
Thr

atg
Met

ggc
Gly
295

agc
Ser

cce
Pro

tte
Phe

tgg
Irp

cge
Arg
2375

cte
Leu

ggg
Gly

gac
Asp

tge
Cys

tte
Phe
455

aaqg

Lys

cag
Gln

gtc
val

ctg
Leu

agce
Ser
280

ctg
Lau

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

ace
Thr
360

cag
Gln

atc
Ile

tee
Ser

gcyg
Ala

gac
Asp
4440

cco

Pro

gag
Asp

ace
Thr

aac
Asn

aac
Asn
265

gac
Asp

gac
Asp

tgg
Trp

tac
Tyr

ace
Thr
345

ace
Thr

cag
Gln

cgc
Arg

cte
Leu

ggc
Gly
425

gtc
Val

tac
Tyr

ggc
Gly

aag
Lys

gcc
Ala
505

aac
Asn

tgg
Trp

atg
Met

gge
Gly

cge
Arg
330

gge
Gly

gac
Asp

atea
Ile

gag
Glu

ccg
Pro
410

cce
Pro

ggc
Gly

ctg
Leu

ace
Thr

gcg
Ala
490

gac
Asp

ctg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

acg
Thr
315

ate
Ile

cag
Gln

ace
Thr

aad
Asn

atec
Ile
395

cte
Leu

aac
Asn

acc
Thr

atc
Ile

cge
Arg
475

ctg
Leu

tcg
Ser

cte
Leu

gce
Ala

atg
Mat
300

aac
Asn

gac
Asp

ace
Thr

tte
Phe

tgg
Trp
380

gcg
aAla

aac
Asn

ccyg
Pro

cte
Leu

ace
Thr
460

tagc

Tyr

gtc
val

gge
Gly

aag
Lys

cag
Gln
285

cece
Pro

cte
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

ggc
Gly
365

cac
His

gcc
ala

aag
Lys

gcg
Ala

gge
Gly
445

cecg

Pro

gag
Glu

acc
Thr

gag
Glu

aac
Asn
270

cac
Hig

gge
Gly

acc
Thr

atg
Met

gac
Asp
350

ccg
Pro

gta
val

aag
Lys

cce
Pro

gga
Gly
430

atyg
Met

gac
Asp

age
Ser

cag
Gln

ggc
Gly
510

ES 2 582320 T3

gag
Glu

acc
Thr

gac
Asp

cte
Leu

gte
Val
335

ctg
Leu

cte
Leu

aad
Asn

gga
Gly

aag
Lys
415

ccc
Pro

gece
Ala

gece
Ala

gtg
vVal

gcc
Ala
495

tac
Tyr

cte
Leu

ggc
Gly

acc
Thr

gce
Ala
320

atg
Met

ceg
Pro

cac
His

gte
val

acc
Thr
400

tte
Phe

aac
Asn

tgg
Trp

geg
Ala

ctg
Leu
480

aac

Asn

atc
Ile

gge
Gly

gcg
Ala

agc
Ser
305

gte
Vval

ege
Arg

ccc
Pro

ttec
Phe

cag
Gln
385

gtc
val

cte
Leu

gec
Ala

ggc
Gly

ctg
Leu
465

tce

Ser

gec
Ala

aac
Asn

tte
Phe

gcc
Ala
290

tte
Phe

ctg
Leu

ate
Ile

ate
Ile

gee
Ala
370

gac
Asp

ctg
Leu

gte
val

tyge
Cys

tee
Ser
450

cag
Gln

aac
Asn

acg
Thr

gte
val

110

cag
Gln
275

agc
Ser

aac
Asn

aac
Asn

atg
Met

aac
Asn
355

gtec
Val

aac
Asn

ctg
Leu

gtg
val

ccc
Pro
435

ggc
Gly

geg
Ala

tac
Tyr

gcc
Ala

gac
Asp
515

gge
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

ggc
Gly

gee
Ala
340

tte
Phe

aac
Asn

cat
His

aag
Lys

gte
val
420

gac
Asp

tcg
Ser

cag
Gln

cag
Gln

atc
Ile
500

ggc
Gly

tte
Phe

gtc
Val

ggc
Gly

acc
Thr
325

gcec
Ala

gac
Asp

gag
Glu

gge
Gly

aac
Asn
405

ggc
Gly

cgc
Arqg

gee
Ala

geg
Ala

cte
Leu
485

gtc
val

aac
Asn

1456

1504

1552

1600

1648

1696

1744

1792

1840

1888

1936

1584

2032

2080

2128

2176



gag
Glu

ate
Ile

tecg
Ser
550

acc
Thr

ate
Ile

tte
Phe

act
Thr

gte
val
630

tac

Tyr

ate
Ile

acg
Thr

gac
Asp

tac
Tyr
710

cac
His

age
Ser

gge
Gly

acc

gge
Gly

aag
Lys
535

acc
Thr

gce
Ala

acc
Thr

acc
Thr

cce
Proc
€15

tte
Phe

gag
Glu

cag
Gln

ace
Thr

tac
Tyr
695

ceg
Pro

tac
Tyr

aac
Asn

aac
Asn

aac

gag
Asp
520

age

Ser

ggce
Gly

ate
Ile

gac
Asp

tgg

600

aac
Asn

atc
Ile

tte
Phe

gtg
Val

ate
Ile
680

cte

Leu

tac
Tyr

ggc
Gly

ccg
Pro

egc
Arg
760

acg

cga
Arg

gtg
Val

ccc
Pro

ctg
Leu

gte
Val
585

ggt
Gly

aac
Asn

gac
Asp

gge
Gly

gtc
Val
665

ccco

Pro

tte
Phe

cte
Leu

aag
Lys

cag
Gln
745

cag
Gln

ggc

aag
Lys

gee
Ala

gte
val

tgg
Trp
570

ctec
Leu

ccg
Pro

ggc
Gly

tac
Tyr

cac
His
650
aag

Lys

gcg
Ala

ccg
Preo

aac
Asn

acyg
Thr
730

ceqg
Pro

ctg
Leu

age

aac
Asn

ggce
Gly

cte
Leu
555

gee
Ala

tac
Tyr

acc
Thr

aag
Lys

cgc
Arg
635

gge
Gly

tece
Ser

cce
Pro

teg
Ser

tee
Ser
715

gcg
Ala

ctg
Leu

tac
Tyr

atc

cte
Leu

tgg
Trp
540

gtg
val

ggc
Gly

gga
Gly

cge
Arg

ggc
Gly
620

cac

His

cte
Leu

aac
Asn

acg
Thr

gac
Asgp
700

acc
Thr

gcc
Ala

ctg
Leu

gac
Asp

atg

acg
Thr
525

aac
Asn

acc
Thr

gtg
Val

aaa
Lys

gag
Glu
605

gcg
Ala

tte
Phe

age
Ser

gee
Ala

ttt
Phe
685

cag

Gln

gac
Asp

gag
Glu

cag
Arg

atc
Ile
765

ggt

ctg
Leu

ceqg
Pro

gac
Asp

cce
Pro

gtec
Val
380

agc
Ser

ceg
Pro

gac
Asp

tac
Tyr

gge
Gly
670

ggc
Gly

tte
Phe

cecg
Pro

ttt
Phe

teg
Ser
750

ctg
Leu

gcg

ES 2 582320 T3

tgg
Trcp

aac
Asn

tgg
Trp

gg9g
Gly
575
aac
Asn

tac
Tyr

cag
Gln

cge
Arg

acg
Thr
655

gcg
Ala

agc
Serx

cge
Arg

gee
Ala

ctg
735

teg
Ser

tac
Tyr

gag

cac
Hig

acc
Thr

tac
Tyr
560

cag
Gln

ceg
Pro

gge
Gly

cag
Gln

acc
Thr
€40

acg

Thr

tac
Tyr

tte
Phe

tac
Tyr

aag
Lys
720

ccyg
Pro

ggc
Gly

acg
Thr

gtg

gac
Asp

ate
Ile
545

gac
Asp

gag
Glu

teg
Ser

acec
Thr

gce
Ala
625

aac
Asn

tte
Phe

aag
Lys

tee
Ser

atc
Ile
705

geg
Ala

ccyg
Pro

aag
Lys

gtg
Val

ccg

gge
Gly
530

gte
Val

cac
His

tee
Ser

gge
Gly

gac
Asp
610

tte
Phe

gcg
Ala

cag
Gln

cce
Pro

aag
Lys
690

acc

Thr

tcg
Ser

cac
His

aac
Asn

acg
Thr
770

cag

111

gac
Asp

gte
Val

ccce
Pro

ggec
Gly

cge
Arg
585

gte
val

tac
Ser

tece
Ser

tac
Tyr

acg
Thr
675

gac

Asp

cag
Gln

cte
Leu

gcg
Ala

gag
Glu
155

g<g
Ala

ctg

s [a]]
Ala

ate
Ile

aac
Asn

aac
Asn
580

agc
Ser

cte
Leu

gag
Glu

gtc
val

age
Ser
660

acqg

Thr

cte
Leu

tac
Tyr

gac
Asp

ctyg
Leu
740

cecc
Pro

gac
Asp

tac

ctg
Leu

cac
His

atc
Ile
565

gee
Ala

cec
Pro

tac
Tyr

ggec
Gly

ate
Ile
€45

aac

Asn

gge
Gly

aag
Lys

ate
Ile

ccg
Pro
725

gac
Asp

ggc
Gly

atec
Ile

gtg

2224

2272

2320

2368

2416

2464

2512

2560

2608

2656

2704

2752

2800

2848

2896

2944

2992
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Thr

teg
Ser
790

cge

Arg

ace
Thr

atc
Ile

ctg
Leu

actgccatce gaacacctat

Asn
775

ctg
Leu

atc
Ile

cge
Arg

age
Ser

gaa
Glu
855

Thr

ggc
Gly

aag
Lys
840

cte
Leu

atactetete

actegaattt

cegtettagt

tgtataggtg

<210> 24

<211> 861

<212> PRT
<213> Acremonium thermophilum

<400> 24
Met Arg Gln

1

Ser

Trp

Lys

Thr

65

val

Ala

Met

Ala

50

Gly

Pro

Ala

Asn

35

Phe

Ile

Gly Ser Ile

ggg ccc gac
Gly Pro Asp
795

atec gac ccg
Ile Asp Pro
810

gat ctec age
Asp Leu Ser
825

tac ccc aag

Tyr Pro Lys

tec gee gac
Ser Ala Asp

cattgeacat ttctaatgta

val
780

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

aag
Lys

cte
Leu
360

Gly

cce
Pro

aag
Lys

tag
Trp

gtg
val
845

gcg
Ala

actttttgge

ES 2 582320 T3

Ala Glu val

aaa gtg gtc
Lys Val Vval
800

acg gcg cag
Thr Ala Gln
815

gac ccg gog
Asp Pro Ala
830

tac atec ggc
Tyr Ile Gly

Pro Gln Leu Tyr Val
785

ctg cgc ggg tte gac
Leu Arg Gly Phe Asp
805

ttec ege gtc acec ctg
Phe Arg Val Thr Leu
820

atec cag gac tgg gte
Ile Gln Asp Trp Val
835

cgg agc agce agg aag
Arg Ser Ser Arg Lys
850

tgatcecggeg acggceccaagt acgtatgtgg

taggtaggag

aatatatata

atgeatgegt acaaagtgtyg ttgaacaagt

tcgtccatece gtctcectegaa tgegetgtat

cecattgetag caatgecaage

Ala Leu Val

Arg Glu Leu
20

Pro Glu Ala

vVal Ser Gln

Gly Trp Gln
70

Leu Gly Leu
85

Ser

Ala

Asn

Leu

55

Gly

Arg

Leu

Thr

Gly

40

Thr

Gly

Ser

tt

Ala Leu leu
10

Ser Asp Pro
25

Trp Glu Asp

Leu Leu Glu

Gln Cys Val
75

Leu Cys Met
90

gagcagcaag gectgageat
tcattaattg ggagacccaa
tteggtocag cagatagtaa

acacatgegt atatagacgt

Ala Ser Ser Pro Val
15

Phe Tyr Pro Ser Pro
30

Ala Tyr Ala Lys Ala
45

Lys Val Asn Leu Thr
60

Gly Asn Val Gly Ser
80

Gln Asp Ser Pro Vval
95

112

3040

3088

3136

3184

3238

3298

3358

3418

3478

3510



Gly

Thr

Met

val

145

Gly

Ile

Ile

Tyr

Thr

225

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

305

Val

Arg

Pro

Ile

Ala

Gly

130

Ala

Phe

Lys

Ala

Gly

210

Met

Val

Cys

Phe

Ala

290

Phe

Leu

Ile

Ile

Arg

Ala

115

Gln

Gly

Ser

Gly

Asn

195

Phe

His

Gly

Gln

Gln

275

Ser

Asn

Asn

Met

Asn

Phe

100

Thr

Glu

Pro

Pro

Ile

180

Glu

Asp

Glu

Ala

Asn

260

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

340

Phe

Gly

Phe

His

Ile

Asp

165

Gln

Gln

Ile

Leu

Ile

245

Ser

Phe

val

Gly

Thr

325

Ala

Asp

Asp

Asp

Lys

Gly

150

Pro

Asp

Glu

Ser

Tyr

230

Met

Lys

val

Ala

Leu

310

val

Phe

Ser

Tyr

Lys

Gly

135

Arg

val

Ala

His

Glu

215

Leu

Cys

Thr

Met

Gly

295

Ser

Pro

Phe

Trp

Val

Gly

120

Lys

Thr

Leu

Gly

Phe

200

Ser

Trp

Ser

Leu

Ser

280

Leu

Tyr

Glu

Lys

Thr

Ser

105

Leu

Gly

Preo

Thr

Val

185

Arg

Leu

Pro

Tyr

Asn

265

Asp

Asp

Trp

Tyr

Thr

345

Thr

ES 2 582320 T3

val

Met

Val

Glu

Gly

170

Ile

Gln

Ser

Phe

Asn

250

Asn

Trp

Met

Gly

Arg

330

Gly

Asp

Phe

Asn

Asn

Gly

155

Ile

Ala

Ser

Ser

Ala

235

Gln

Leu

Gln

Thr

Thr

315

Ile

Gln

Thr

Pro

Arg

Val

140

Gly

Ala

Cys

Gly

Asn

220

Asp

Ile

Leu

Ala

Met

300

Asn

Asp

Thr

Phe

Ser

Arg

125

Leu

Arg

Leu

Ala

Glu

205

Ile

Gly

Asn

Lys

Gln

285

Pro

Leu

Asp

Leu

Gly

113

Gly

110

Gly

Leu

Asn

Ala

Lys

190

Ala

val

Asn

Asn

270

His

Gly

Thr

Met

Asp

350

Pro

Gln

Asn

Gly

Trp

Glu

175

His

Gln

Asp

Arg

Ser

255

Glu

Thr

Asp

Leu

val

335

Leu

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

160

Thr

Phe

Gly

Lys

Ala

240

Tyr

Leu

Gly

Thr

Ala

320

Met

Pro

His



Phe

Gln

385

Val

Leu

Ala

Gly

Leu

465

Ser

Ala

Asn

Asp

Ile

545

Asp

Glu

Ser

Thr

Ala

370

Asp

Len

val

Cys

Ser

450

Gln

Asn

Thr

val

Gly

530

Val

His

Ser

Gly

Asp
610

355

Val

Asn

Leu

Val

Pro

435

Gly

Ala

Tyr

Ala

Asp

515

Asp

val

Pro

Gly

Arg

595

val

Asn

His

Lys

val

420

Asp

Ser

Gln

Gln

Ile

500

Gly

Ala

Ile

Asn

Asn

580

Ser

Leu

Glu

Gly

Asn

405

Gly

Arg

Ala

Ala

Leu

485

Val

Asn

Leu

His

Ile

565

Ala

Pro

Tyr

Asp

Ser

330

Thr

Asp

Gly

Asn

Ile

470

Asp

Phe

Glu

Ile

Ser

550

Thr

Ile

Phe

Thr

Arg

375

Leu

Gly

Asp

Cys

Phe

455

Lys

Gln

val

Gly

Lys

535

Thr

Ala

Thr

Thr

Pro
615

360

Gln

Ile

Ser

Ala

Asp

440

Pro

Asp

Thr

Asn

Asp

520

Ser

Gly

Ile

Asp

Trp

€00

Asn

Gln

Arg

Leu

Gly

425

Val

Tyr

Gly

Lys

Ala

505

Arg

val

Pro

Leu

Val

585

Gly

Asn

ES 2 582320 T3

Ile

Glu

Pro

410

Pro

Gly

Leu

Thr

Ala

490

Asp

Lys

Ala

val

Trp

570

Leu

Pro

Gly

Asn

Ile

395

Leu

Asn

The

Ile

Arg

475

Leu

Ser

Asn

Gly

Leu

555

Ala

Tyr

Thr

Lys

Trp

380

Ala

Asn

Pro

Leu

Thr

460

Tyr

val

Gly

Leu

Trp

5490

val

Gly

Gly

Arg

Gly
620

365

His

Ala

Lys

Ala

Gly

445

Pro

Glu

Thr

Glu

Thr

525

Asn

Thr

val

Lys

Glu

605

Ala

114

Val

Lys

Pro

Gly

430

Met

Asp

Ser

Gln

Gly

510

Leu

Pro

Asp

Pro

val

580

Ser

Pro

Asn

Gly

Lys

415

Pro

Ala

Ala

vVal

Ala

495

Tyr

Trp

Asn

Trp

Gly

575

Asn

Tyr

Gln

Val

Thr

400

Phe

Asn

Trp

Ala

Leu

480

Asn

Ile

His

Thr

Tyr

560

Gln

Pro

Gly

Gln
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Ala Phe Ser Glu Gly Val Phe
625 630

Asn Ala Ser Val Ile Tyr Glu
€45

Phe Gln Tyr Ser Asn Ile Gln
660

Lys Pro Thr Thr Gly Thr Thr
675

Ser Lys Asp Leu Lys Asp Tyr
690 €695

Ile Thr Gln Tyr Ile Tyr Pro
705 710

Ala Ser Leu Asp Pro His Tyr
725

Pro His Ala Leu Asp Ser Asn
740

Lys Asn Glu Pro Gly Gly Asn
755

Val Thr Ala Asp Ile Thr Asn
770 775

Pro Gln Leu Tyr Val Ser Leu
785 790

Leu Arg Gly Phe Asp Arg Ile
805

Phe Arg Val Thr Leu Thr Arg
820

Ile Gln Asp Trp Val Ile Ser
835

Arg Ser Ser Arg Lys Leu Glu
850 855

<210> 25

<211> 3392

<212> ADN

<213> Chaetomium thermophilum

<220>
<221> CDS

<222> (608)..(2405)
<223>

<220>
<221> Intrén

Ile

Phe

Val

Ile

680

Leu

Tyr

Gly

Pro

Arg

760

Thr

Gly

Arg

Arg

Lys

840

Leu

ES 2 582320 T3

Asp

Gly

Val

665

Pro

Phe

Leu

Lys

Gln

745

Gln

Gly

Gly

Ile

Asp

825

Tyr

Ser

Tyr

His

650

Lys

Ala

Pro

Asn

Thr

730

Pro

Leu

Ser

Pro

Asp

810

Leu

Pro

Ala

Arg

635

Gly

Ser

Pro

Ser

Ser

715

Ala

Leu

Tyr

Ile

Asp

795

Pro

Ser

Lys

Asp

His

Leu

Asn

Thr

Asp

700

Thr

Ala

Leu

Asp

Val

780

Asp

Gly

Asn

Lys

Leu
860

115

Phe

Ser

Ala

Phe

€85

Gln

AsSp

Glu

Arg

Ile

765

Gly

Pro

Lys

Trp

val

845

Ala

Asp

Tyr

Gly

€70

Gly

Phe

Pro

Phe

Ser

750

Leu

Ala

Lys

Thr

Asp

830

Tyr

Arg

Thr

655

Ala

Ser

Arg

Ala

Leu

735

Ser

Tyr

Glu

val

Ala

815

Pro

Ile

Thr

640

Thr

Tyr

Phe

Tyr

Lys

720

Pro

Gly

Thr

Val

val

800

Gln

Ala

Gly
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<222> (2406)..(2457)

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (2458)..(2861)

<223>

<400> 25

tgeggggttg

tcegecacat

tteotteoegee

cgcgcacage

tageecgetga

gtecaaggte

tgecegecgag

tattagggaa

taaaagatgt

acaggttcaa

tteegte

gcc
Ala
15

cgg
Arg

acc
Thr

ggg
Gly

tecg
Ser

gtg
Val

tgg
Irp

ggc
Gly

atc
Ile

aac
Asn
80

atg
Met
1

ggt
Gly

acg
Thr

aga
Arg

ggt
Gly
65

tac
TYyr

ctgegactta
ccgeteggea
tgectececac
gtetteccac
gtcecacaac
tgttcatgag
cgggccagea
ccggtecttt
cgagttgeceg
tecatcagtec

ctt
Leu

gct
Ala

ctg
Leu

gcc
Ala

gce
Ala

gce
Ala
35

tta
Leu
50

tca
Ser

ggt
Gly

aaqg
Lys

cca
Pro

cag
Gln

cat
His

agc
Ser
20

tgg
Trp

cag
Gln

cct
Pro

ctc
Leu

attaataact
ccatgcecage
tgecegatgge
cagttgectt
gcegagatgt
tgtgtttgtg
catgtcgaga
tcteggagec
ttatatatecg
tegecgtgag

tte
Phe

gecc
Ala
5

cct
Pro

caa
Gln

gat
Asp

gee
Ala

caa
Gln

gac
Asp

tgec
Cys

gtc
Val
70

tge
Cys
85

ctg
Leu

ES 2 582320 T3

ggcaaaacgg
gegttgeaac
catetgeace
gctcatgacg
ctttggecet
gggccgaagg
gagacatgga
gtgatccgag
cgggcetgta
acgtagcgeg

ttg
Leu

ttg
Leu

ctg
Leu

aac
Asn

gtc
val
25

gac
Asp

cac
Hisg
40

teg
Ser

gee
Ala

ate
Ile

aac
Asn

aag
Lys
55

aat
Asn

ggc
Gly

acg
Thr

cag
Gln

gat
Asp

dggc
Gly

cccggagete
ggcatgaage
ccagetegte
ctgttaaaga
ttacaaggca
acacctcagt
catttatecce
agcgtteggg
gctatgtgec
ctgaactage

tca
Ser

gca
Ala
10

gca
Ala

cgt
Arg

gct
Ala

cgc
Arg

gect
Ala

cag
Gln

gece
Ala

att
Ile

gte
Val

acc
Thr
&0

cct
Pro
75

aac
Asn

gte
Val

cca
Pro
90

ctg
Leu

ggt
Gly

116

agctctgace
gctcaggttt
acatttatect
tggecctace
cgecatggec
ggccacgaaa
cgagatgcetg
agtcgttgag
ctctattcte
gctegatate
ttg ctg

Leu Leu

gct
Ala

ccg
Pro
30

get
Ala
45

gee
Ala

gtt
Val

ggc
Gly

tac
Tyr

age
Ser

atc
Ile

cgc
Arg

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

649

627

745

793

841

889



teoc
Ser
as

acg
Thr

gag
Glu

gct
Ala

tcc
Ser

atk
Ile
175

gag
Glu

act
Thr

aac
Asn

cte
Leu

ggc
Gly
255

gtg
val

tte
Phe

aac
Asn

att
Ile

atec
Ile
335

gce

gcc
Ala

tgg
Trp

gcec
Ala

ctt
Leu

gac
Asp
160

cag
Gln

cag
Gln

atg
Met

gtg
Val

tgc
Cys
240

tte
Phe

ggc
Gly

aac
Asn

agec
Ser

ctt
Leu
320

aac
Asn

gta

acc
Thr

gat
Asp

cgg
Arg

ggec
Gly
145

cce
Pro

teg
Ser

gaa
Glu

cac
His

gee
Ala
225

gag
Glu

cgc
Arg

tcg
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly
305

gct
Ala

ctg
Leu

gee

agc
Ser

gtg
Val

gga
Gly
130

aag
Lys

tac
Tyr

gag
Glu

cte
Leau

gag
Glu
210

age

Ser

aac
Asn

ggc
Gly

gcc
Ala

tgg
Trp
290

cag
Gln

gcg
Ala

cgt
Arg

cge

gtao
Val

gag
Glu
115

act
Thr

atec
Ile

tEg
Leu

ggt
Gly

aac
hsn
135

cta

Leu

gte
Val

gat
Asp

tac
Tyr

aac
Asn
275

aac
Asn

gtc
Val

tgg
Trp

gcc
Ala

gat

acqg
Thr
100

ttg
Leu

ggc
Gly

cecg
Pro

gee
Ala

gtg
val
180

cge
Arg

tac
Tyr

atg
Met

agg
Arg

atc
Ile
260

agt

Ser

gtc
Val

teg
Ser

tac
Tyr

aac
Asn
340

ggc

goag
Ala

atc
Ile

gtg
val

cac
His

ggt
Gly
165

cag
Gln

gag
Glu

cte
Leu

tge
Cys

gcc
Ala
245

gtg
Val

ggc
Gly

ctc
Leu

cag
Gln

ctc
Leu
325

gtc
Vval

atec

tte
Phe

cgg
Arg

cat
His

gga
Gly
150

ate
Ile

get
Ala

aca
The

tgg
Trp

age
Ser
230

caa

Gln

agc
Ser

atg
Met

tgg
Trp

tce
Ser
310

ctec
Leu

caa
Gln

gtc

acqg
Thr

cag
Gln

gtc
val
135

ggc
Gly

gct
Ala

tge
Cys

atg
Met

ccg
Pro
215

tac

Tyr

aac
Asn

gac
Asp

gac
Asp

ggt
Gly
295

cge
Arg

ggec
Gly

gce
Ala

cte

ES 2 582320 T3

ccg
Pro

cgt
Arg
120

ctg
Leu

cgt
Arg

atg
Met

gcg
Ala

agc
Ser
200

tte
Phe

aac
Asn

cag
Gln

tgg
Trp

atg
Met
280

ccg
Pro

ctc
Leu

cag
Gln

aac
Asn

cte

gge
Gly
105

ggt
Gly

cte
Leu

aac
Asn

tee
Ser

aag
Lys
185

agc
Ser

gcc
Ala

aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn
265

acc

Thr

cag
Gln

aac
Asn

aac
Asn

cac
His
345

aag

att
Ile

gtec
val

ggc
Gly

tgg
Trp

gag
Glu
170

cac
His

aac
Agn

gac
AsSp

cte
Leu

ctt
Leu
250

gcg
Ala

atg
Met

ctc
Leu

gac
Asp

tecc
Ser
330

aag
Lys

aac

caa
Gln

tac
Tyr

ccc
Pro

gaa
Glu
155

ace
Thr

taec
Tyr

gtc
val

gcc
Ala

aac
Asn
235

aag

Lys

cag
Gln

cct
Pro

aac
Asn

atg
Met
315

gga
Gly

gag
Glu

gac

117

s fala]
Ala

cta
Leu

gtg
val
140

gee
Ala

ate
Ile

ate
Ile

gac
Asp

gtg
val
220

gge
Gly

agg
Arg

cac
His

ggc
Gly

aac
Asn
300

gtc
Val

tac
Tyr

aat
Agn

ggc

gcg
Ala

gga
Gly
125

gcc
Ala

tte
Phe

gag
Glu

gcc
Ala

gac
Asp
205

cat

His

ace
Thr

gag
Glu

acc
Thr

agc
Ser
285

gcc
Ala

cag
Gln

ccg
Pro

gtg
val

att

teg
Ser
110

cag
Gln

ggt
Gly

ggc
Gly

gge
Gly

aat
Asn
190

cge
Arg

tee
Ser

tgg
Trp

ctc
Leu

acc
Thrx
270

gac

Asp

gte
Val

cgc
Arg

tece
Ser

cgt
Arg
350

cty

937

985

1033

1081

1129

1177

1225

1273

1321

1369

1417

1465

1513

1561

1609

1657

1705



Ala

cet
Pro

gte
Val

ggt
Gly

ttt
Phe
415

acg
Thr

gce
Ala

gge
Gly

ctyg
Leu

gca
Ala
435

ctg
Leu

gge
Gly

gge
Gly

ceg
Pro

gag
Glu
575

coe
Pro

Val

ctt
Leu

aac
Asn

gee
Ala
400

gtt
val

cag
Gln

gtg
val

gaa
Glu

gat
Asp
4380

aat
Asn

gag
Glu

ttg
Leu

ctt
Leu

age
Ser
560

ggt
Gly

cgt
Axrg

Ala

cag
Gln

coc
Pro
385

ctt
Leu

gcg
Ala

ate
Ile

cag
Gln

ggg
Gly
465

cet
Pro

aag
Lys

acg
Thr

ceg
Prao

gtt
Val
545

gac

Asp

ctg
Leu

tte
Phe

Arg

cgt
Arg
370

cgt
Arg

ggc
Gly

ceg
Prc

agt

Ser

ggc
Gly
450

tac
Tyr

tgg
Trp

aac
Asn

atc
Ile

age
Ser
530

teg
Ser

tac
TYyT

tte
Phe

gag
Glu

Asp
355

cee
Pro

ggt
Gly

atg
Met

tat
Tyr

ctg
Leu
435

gct
Ala

att
Ile

cat
His

gte
val

cte
Leu
515

cag
Gln

ccg
Pro

ceg
Pro

atc
Ile

ttt
Phe
595

Gly

aat
Asn

atg
Met

ggc
Gly

gat
Asp
420

cat
His

gac
Asp

acc
Thr

aat
Asn

att
Ile
500

aat
Asn

gag
Glu

teg
Ser

act
Thr

gac
Asp
580

ggc
Gly

Ile

aag
Lys

aac
Asn

tgg
Trp
405

get
Ala

gca
Ala

gcg
Ala

gtt
val

ggt
Gly
485

gtg
Val

acqg
Thr

age
Ser

ggc
Gly

agc
Ser
565

tac

Tyr

tte
Phe

Val

att
Ile

gea
Ala
390

gge
Gly

ctg
Leu

teg
Ser

gcg
Ala

gag
Glu
470

aag
Asn

gtt
val

ceg
Pro

ggt
Gly

aag
Lys
550

att
Ile

agg
Axg

ggt
Gly

Leu

get
Ala
375

tge
Cys

teca
Ser

cgt
Arg

gac
Asp

ttt
Phe
455

ggc
Gly

cag
Gln

gtg
Val

ggt
Gly

aac
Asn
535

ctt

Leu

gtc
val

cac
His

cte
Leu

ttttgtaaca acccgattct aacatccecc ag

ES 2 582320 T3

Leu
360

ctt
Leu

gtg
Val

ggc
Gly

gag
Glu

aat
Asn
440

gtg
val

cat
His

ctt
Leu

cac
His

gtg
val

520

gcg
Ala

gte
val

cgt
Arg

tte
Phe

Lys

gte
Val

gac
Asp

acg
Thr

cgg
Arg
425

aca
Thr

tte
Phe

get
Ala

gtg
Val

agc
Ser
505

agg
Arg

ctg
Leu

tac
Tyr

ggc
Gly

gat
Asp
585

Asn

gge
Gly

cgt
Arg

gte
val
4190

gea
Ala

aac
Asn

ate
Tle

gge
Gly

cag
Gln
490

gtt
vVal

get
Ala

gtt
Val

ace
Thr

gat
Asp
570

aac
Asn

Asp

e
Ser

ggc
Gly
395

gag
Glu

cag
Gln

gg9g
Gly

act
Thr

gac
Asp
475

get
Ala

ggqg
Gly

gtt
val

gat
Asp

att
Ile
555

gat
Asp

gce
Ala

Gly

gae
Ala
380

tge
Cys

tat
Tyr

cge
Arg

gtt
Val

gct
Ala
460

cgg
Arg

gtt
Val

cecg
Pro

gtt
val

gtg
val
540

gcg
Ala

aac
Asn

cg9g
Axg

Ile
365

gcea
Ala

aac
Asn

cco
Pro

gat
Asp

aac
Asn
445

gac
Asp

aat
Asn

gcyg
Ala

gtt
val

tag
Trp
525

ctg

Leu

aag
Lys

tte
Phe

atc
Ile

t gtaagtctct taccactceg

¢a tac¢ acc aac ttc age
Ser Tyr Thr Asn FPhe Ser

118

Leu

gte
Val

gag
Glu

tac
Tyr

ggc
Gly
430

aac
Asn

tee
Ser

cat
His

cag
Gln

att
Ile
510

get
Ala

tac
Tyr

age
Ser

cge
Arg

gag
Glu
590

tat
Tyr

1753

1801

1849

1897

1945

1993

2041

2089

2137

2185

2233

2281

2329

2377

2425

2477
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tee
Ser

aac
Asn

cce
Pro

ace
Thr

gte
val

acg
Thr
640

gct
Ala
655

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

ggg
Gly

acg
Thr

gtg
val

ggg
Gly

gtg
Val

ggg
720
tagggggtta
cgtgtacata
gctacegetg
cttttttete
gtcgaccate
gaaaggatgt
ggacagatct
catttaaaga

aatttatcca

<210> 26
<211>734
<212> PRT

ctg
Leu

gte
Val
625

gcg
Ala

ctg
Leu

ctt
Leu

gca
Ala

agg
Axrg
705

gct
Gly Ala

ateg
Ile

gge
Gly
610

cce
Pro

gge
Gly

aca
Thr

gtt
val

atc
Ile

tac
Iyr

tce
Ser

gge
Gly

acc
Thr

tet
Ser

tae
Ser

teg
Ser

ccg
Pro

gea
Ala
630

aac
Asn
645

ace
Thr

ttg
Leu

cca
Pro

660

cgt
Arg

gge
Gly
675

ttt
Phe

acg
Thr
690

aat
Asn

cag
Gln

agt
Ser

teg
Ser
tgttcagcac
cataccattt
atgagcectce
tteecttttee
cgacccaatt
cgaccttect
ggtgatcaac
gecacegette

gattcecggga

ttt
Phe

aga
Arg

tgg
Trp

agg
Arg

gtc
Val

aag
Lys

cta
Leu

agg
Arg

gtt
val

gtt
val
710
gat att

Asp Ile
725

ctagttgggg
ggtcaatgtt
gtatgatacce
tttattactt
cgaaagtett
gaccctactg
tatgggaaca
cagegatete

ttctctgagt

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 26

gca
Ala
615

gac
Asp

gge
Gly

tet
Ser

ctt
Leu

aag
Lys
695

cct
Pro

agg
Arg

ES 2 582320 T3

aca
Thr

gcc
Ala

cte
Leu

tgg
Trp

gtg
val

gge
Gly

teg
Ser

get
Ala
665

ttg
Leu

aag
Lys
680

gat
Asp

agg
Arg

tcg
Ser

gg99
Gly

ttg
Leu

cag
Gln
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende un fragmento que tiene actividad celulolitica y que se selecciona del grupo que
consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80%
con la SEQ ID NO: 24; y

b) un fragmento de a) que tiene actividad celulolitica.
2. Un polinucledtido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 23, o una secuencia que codifica un polipéptido de la
reivindicacion 1;

b) una hebra complementaria de a) y

c) una secuencia que es degenerada como resultado del codigo genético a una cualquiera de las
secuencias definidas en a) o b).

3. Un vector que comprende como secuencia heteréloga, un polinucleétido de la reivindicacion 2.
4. Una célula anfitriona que comprende el vector de la reivindicacion 3.

5. Una cepa de Escherichia coli que tiene el nimero de acceso DSM 17325.

6. Una preparacion de enzima que comprende un polipéptido de la reivindicacion 1.

7. La preparacion de enzima de la reivindicacion 6, que esta en forma de medio de cultivo gastado, o que contiene el
polipéptido en forma parcialmente purificada.

8. La preparacion de enzima de la reivindicacién 6 o 7, que comprende una mezcla de celobiohidrolasa,
endoglucanasa y beta-glucosidasa, opcionalmente junto con actividad xilanasa y/u otras actividades enzimaticas.

9. La enzima de la preparacion de la reivindicaciéon 6, que comprende adicionalmente una celobiohidrolasa que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80% con los SEQ ID NO: 2,4,6 u 8,
o con un fragmento enzimaticamente activo de los mismos, y una endoglucanasa que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80% con los SEQ ID NO: 10, 12, 14 o 16, o con un fragmento
enzimaticamente activo de los mismos, y opcionalmente una xilanasa que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80% con los SEQ ID NO: 18 o 20, o con un fragmento
enzimaticamente activo de los mismos.

10. El uso de un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, o una preparaciéon de enzima de acuerdo con la
reivindicacion 6, en la industria de los combustibles, textiles, detergentes, pasta de celulosa y papel, alimentos,
forrajes o bebidas, o en la preparacion de soforosa.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde la enzima se utiliza en el tratamiento de pasta kraft, pasta
mecanica, o papel reciclado.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la preparacion de enzima es medio de cultivo gastado.

13. Un método para preparar un polipéptido que comprende un fragmento que tiene actividad celulolitica y que se
selecciona del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80%
con la SEQ ID NO: 24;

y
b) un fragmento de a) que tiene actividad celulolitica,

comprendiendo dicho método transformar de una célula anfitriona con un vector que codifica dicho
polipéptido, y cultivar dicha célula anfitriona en condiciones que permiten la expresion de dicho polipéptido, y
opcionalmente recuperar y purificar el polipéptido producido.

14. Un método para tratar material celulésico con un medio de cultivo gastado de al menos un microorganismo
capaz de producir un polipéptido que comprende un fragmento que tiene actividad celulolitica y que se selecciona
del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos 80%
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con la SEQ ID NO: 24;
y
b) un fragmento de a) que tiene actividad celulolitica,

comprendiendo dicho método hacer reaccionar el material celuldsico con el medio de cultivo gastado para
obtener material celulésico hidrolizado.

15. El uso del polipéptido de la reivindicaciéon 1, en la hidrélisis de material celulésico para la produccién de
biocombustible que comprende etanol.
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Fig. 14.
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