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DESCRIPCION
Sistema de produccién de proteinas en Chrysosporium lucknowense

[0001] La presente invencion se refiere a una cepa huésped fungica de Chrysosporium lucknowense. La
invencion se refiere, asimismo, a un método para la producciéon homdloga y/o heteréloga de una proteina pura
con una pureza superior a un 75 %, a un método para la produccion de mezclas de proteinas artificiales y a un
método para el cribado simplificado de cepas que expresan funcionalmente una enzima deseada. La exposicion
se refiere, ademas, a una secuencia promotora aislada adecuada para el control transcripcional de la expresion
de genes en Chrysosporium Ilucknowense y a un método para aislar una cepa huésped flungica de
Chrysosporium lucknowense, donde la secrecion de proteasas es inferior a un 20 % de la secrecion de proteasas
de la cepa de Chrysosporium lucknowense UV 18-25.

[0002] Se ha demostrado que los hongos son huéspedes excelentes para la producciéon de una variedad de
enzimas. Cepas como Aspergillus, Trichoderma, Penicillium y recientemente el hongo Chrysosporium
lucknowense C1, han sido aplicadas en la produccion industrial de una amplia gama de enzimas. Se han
desarrollado cepas superproductoras que secretan hasta 100 g/L o mas proteina en el caldo de fermentacion
(véase, p. €j., en Hans Visser et al., Abstracts, J. of Biotechnology, S211-S241 (2007) o en el documento WO
2008/073914). La gran capacidad de secrecion de proteinas de estos hongos los convierten en huéspedes
preferidos para la produccidon orientada a enzimas especificas o mezclas de enzimas. Sin embargo,
normalmente, estos huéspedes secretan una mezcla de muchas enzimas distintas, y convierten el producto de
proteina crudo en impreciso y producen, ademas de la actividad enzimatica deseada, una gama de actividades
irrelevantes o incluso contraproducentes. Esto también se aplica a la utilizacion de dichos huéspedes fungicos
para la produccion de actividades enzimaticas especificas mediante la sobreexpresion de genes seleccionados
por medio de enfoques de modificacion genética. También en estos casos, la enzima diana constituira solamente
una parte menor de la proteina total secretada. Un sistema de produccion microbiana capaz de secretar grandes
cantidades de una enzima especifica sin la presencia de grandes niveles de otras proteinas seria muy deseable.
Permitiria el cribado simplificado de los huéspedes que expresan funcionalmente una enzima deseada. Permitiria
la produccion de enzima relativamente pura. También permitiria la purificacion a gran escala simplificada de la
enzima deseada. Estas ventajas contribuirian enormemente a, por ejemplo, la generacion facil de mezclas
enzimaticas artificiales adaptadas para distintas aplicaciones, por ejemplo, la hidrélisis de biomasa vegetal
(biocombustibles y productos quimicos), el acabado de textiles, aplicaciones en la industria del papel y de la
pasta de papel.

La produccion relativamente limpia de enzimas extracelulares especificas en grandes niveles por
microorganismos que no secretan intrinsecamente grandes niveles de proteina seria un enfoque no preferido. La
capacidad de secrecion de enzimas limitada de dichos organismos evitaria un nivel de produccién elevado de la
enzima de interés.

El objeto de la presente invencion comprende el aislamiento de los mutantes de una cepa fungica con gran
capacidad de secrecion que, de forma inesperada, ya no producen grandes niveles de muchas proteinas no
deseadas, al tiempo que mantienen buenas caracteristicas de crecimiento y disposicion para la modificacion
genética. Estas cepas mutantes deberian ser capaces de funcionar como huésped para la produccion a gran
nivel de enzimas especificas.

Con el fin de alcanzar el objeto deseado de la invencion, la invencion da a conocer una cepa huésped fungica tal
y como se define en cualquiera de la reivindicaciones 1-4 establecidas en el presente documento. La cepa de
Chrysosporium lucknowense UV 18-25 se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO 0020555.
Preferiblemente, la secrecion de una o varias del grupo que consiste en la proteasa enddgena, la B-glucanasa
enddgena y la celobiohidrolasa endoégena de la cepa huésped fungica de acuerdo con la invencion es inferior a
un 20 %, mas preferiblemente inferior a un 15 %, mas preferiblemente inferior a un 10 %, especialmente inferior
a un 5 %, mas especialmente inferior a un 1 %, y ain mas especialmente inferior a un 0,5 % o un 0,1 % de la
secrecion de proteasa enddgena, B-glucanasa endogena y celobiohidrolasa enddgena, respectivamente de la
cepa de Chrysosporium lucknowense UV 18-25. Todos los porcentajes mencionados se aplican a la secrecion de
proteasa, B-glucanasa y celobiohidrolasa, independientemente.

Preferiblemente, las cepas de aucerdo con la presente invencién se caracterizan también por que la secrecion de
celobiohidrolasa endégena 1 (Cbh1) esta ausente. Mas preferiblemente, la cepa de acuerdo con la presente
invencion es la cepa W1L, depositada en el Centraal Bureau Schimmelcultures (CBS) con el nimero de acceso
122189 o W1L#100.1, depositada en el CBS con el nimero de acceso 122190.

Mas preferiblemente, de las cepas de acuerdo con la presente invencion, se ha alterado el gen que codifica la
endoquitinasa 1 (chi1). Mas preferiblemente, uno o varios genes seleccionados del grupo que consiste en
aquellos que codifican la proteasa alcalina 1 (alp7), la proteasa alcalina 2 (alp2), la proteinasa A (pep4), la B-
glucanasa (Gla1), la exoquitinasa (Chi2) y la laminarinasa (Lam1) se han alterado. Especialmente, las cepas de
acuerdo con la invencion son W1L#100.1Aalp1Apyr5 o W1L#100.1Aalp1Achi1Apyr5.

La invencion también se refiere a un método para la produccién homéloga y/o heteréloga de una proteina pura
con una pureza superior a un 75 %, preferiblemente superior a un 80 %, mas preferiblemente superior a un 85,
90 o 95 %, que comprende la expresién de un gen que codifica dicha proteina en una cepa de acuerdo con la
invencion. Especialmente, la invencién da a conocer un método para la produccién de mezclas de proteinas
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artificiales que comprende la expresion de genes que codifican cada una de dichas proteinas de la mezcla en
una cepa de acuerdo con la invencion. De esta manera, pueden prepararse mezclas de proteinas para distintas
aplicaciones, por ejemplo, para la hidrélisis de biomasa vegetal (biocombustibles y productos quimicos), el
acabado de textiles, aplicaciones en la industria del papel y de la pasta de papel). Asimismo, la invencion da a
conocer un método para el cribado simplificado de cepas que expresan funcionalmente una enzima deseada
mediante la aplicacién de cepas de acuerdo con la presente invencion. Se expone una secuencia promotora
aislada adecuada para el control transcripcional de la expresion de genes en Chrysosporium lucknowense,
seleccionada del grupo que consiste en

a. el promotor de chi1(0.8) que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO 25,

b. el promotor de chi1(1.8) que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO 26,

c. el promotor de hex? que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO 27,

d. el promotor de xyl6 que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO 28, y

e. el promotor de gla que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO 29 o una parte de la misma
transcripcionalmente activa.

[0003] También se dan a conocer un gen quimérico que comprende dicha secuencia promotora y un huésped
que comprende dicho promotor y gen quimérico. Finalmente, se ha dado a conocer un método para aislar una
cepa huésped fungica de Chrysosporium lucknowense, donde la celulasa y la secrecion de proteasas es inferior
a un 20 % de la celulasa, respectivamente la secrecion de proteasas de la cepa de Chrysosporium lucknowense
UV 18-25, que comprende las etapas de

(i) colocar Chrysosporium lucknowense en placas de celulosa hinchada por acido (ASC, por sus siglas en
inglés),

(i) seleccionar al menos una colonia que presenta una zona clara de celulosa reducida,

(iii) colocar la cepa seleccionada en la etapa (ii) en placas de leche desnatada, y

(iv) seleccionar al menos una colonia que presenta un halo de degradacién de proteinas reducido.
Preferiblemente, este método también comprende las etapas de mutagénesis antes de las etapas (i) y/o (iii).

[0004] Si en esta patente los huéspedes se definen mediante la comparacion del nivel de produccion de diversas
enzimas con la cepa de Chrysosporium lucknowense UV 18-25, es evidente que la produccion de una y de la
misma enzima en el huésped ha de compararse con la de la cepa de Chrysosporium lucknowense UV 18-25.

[0005] Las proteinas mencionadas en esta presente patente como, por ejemplo, la proteasa, la 3-glucanasa, la
celobiohidrolasa, la proteinasa A, la B- glucanasa, la exoquitinasa y la laminarinasa, se han definido segun se
describe en el documento WO 2009/0918537 en nombre de Dyadic International INC.

[0006] Con el fin de hacer hincapié en las ventajas que proporciona la presente invencion, esta se refiere al
aislamiento de huéspedes fungicos novedosos que han perdido su capacidad intrinseca de secretar altos niveles
de una variedad de proteinas de fondo, al tiempo que mantienen la capacidad de secretar altos niveles de
solamente unas pocas actividades enzimaticas. La invenciéon también se refiere a la utilizacion de estos
huéspedes para producir enzimas especificas en niveles elevados sin la coproduccién de niveles elevados de
proteinas no especificas. Ademas, la invencion se refiere a la generacion de mezclas de enzimas artificiales
definidas y adaptadas para distintas aplicaciones.

[0007] La invencioén se esclarecera mediante los ejemplos no limitativos siguientes.
[0008] Leyendas de las figuras mencionadas:

Figura 1: Muestras de medio de UV18-25, W1L tipo salvaje, W1D tipo salvaje y los mutantes de proteasa
W1L#100.1, W1D#50.g y W1D#100.b en SDS-PAGE. Estas cepas se cultivaron en medio #1 (medio de baja
densidad con celulosa) durante 282 horas, con la excepcion de la hilera 8, que es una muestra en medio #2
(alta densidad). La muestra de medio de la hilera 1 se diluy6 2 veces y la muestra de medio de la hilera 8 se
diluyé 4 veces.

Figura 2: Muestras de medio de cultivo en matraz de agitaciéon de cepa C1 W1L#100.1 y derivados. Hilera 1,
W1L#100.1; hilera 2, W1L#100.1Achi1; hilera 3, W1L#100.1Aalp1; hilera 4, W1L#100.1Aalp1Achi1.

Figura 3: Vector de clonacion cosmido pAopyrGcosarp1.

Figura 4: Plasmido pCHI4.8. Se muestra el plasmido, que se aislé del clon de E.coli #5. Este plasmido se
utilizé en la construccion de los vectores de expresion del gen de cepa blanca.

Figura 5: Sobreexpresion de chi1 por medio de la introduccién de copias del gen chi1 adicionales en
W1L#100.1. Hilera 1, W1L#100.1 cepa de tipo salvaje (control); hilera 3, W1L#100.1[chi+/pyr5]#3; hilera 4,
W1L#100.1[chi+/pyr5]#9; hilera 5, W1L#100.1[chi+/pyr5]#17.

Figura 6: Plasmido Pcbh1-glaA(ll)-Tcbh1. Este plasmido se utilizé en la construccion de los vectores de
expresion del gen de cepa blanca.
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Figura 7: El vector de expresion del gen pPchi1(1.8)-Tcbh1 Notl.
Figura 8: Un mapa esquematico del vector de expresion del gen pCRS-pPchi1(1.8)-Tcbh1.

Figura 9: Analisis SDS-PAGE de las muestras de sobrenadante de cultivo de W1L#100.L Aalp1Apyr5 (B2), y
cepas transformantes de expresion CL10518 de W1L#100.L Aalp1Apyr5 (B3, B4). La flecha indica la posicion
de CL10518.

Figura 10: Analisis SDS-PAGE de las muestras de sobrenadante de cultivo de W1L#100.L Aalp1Apyr5 (D1),
y de cepas transformantes de expresion de cbh2 de W1L#100.L Aalp1Apyr5 (D3-D5). La flecha indica la
posicion de CBH2.

Figura 11: Analisis SDS-PAGE de las muestras de sobrenadante de cultivo de W1L#100.L Aalp1Apyr5
transformadas con pyr5 solamente (C) y de cepas transformantes de expresion de pgx de W1L#100.L
Aalp1Achi1Apyr5 (1, 2).

Figura 12: Analisis SDS-PAGE de las muestras de sobrenadante de cultivo de W1L#100.L Aalp1Achi1Apyr5
transformadas con xyl1 (31, 34) y con xyl1Acbd. Las flechas indican las bandas de proteina que representan
las variantes de xilanasa respectivas.

Figura 13: Analisis SDS-PAGE de las muestras de sobrenadante de cultivo de W1L#100.L Aalp1Achi1Apyr5
transformadas con medio con marcador selectivo solamente (71) y con abn2 (68-70), M, marcador.

Figura 14: Analisis de transformantes chi1. #1, cepa de control (transformada con marcador selectivo pyr5
solamente). M, marcador. #65, transformante chi1. La flecha sefiala la banda de proteina Chi1.

Figura 15: Gel de proteina de Aspergillus niger heterélogo purificado PGIl producido por C1. M, proteinas
marcadoras. Los pesos moleculares de 3 proteinas marcadoras se indican a la izquierda del gel. Hilera 1,
PGlI purificado.

Ejemplos

Ejemplo 1: Aislamiento de mutantes C1 con actividad de celulasa considerablemente reducida (cepas blancas).

[0009] La cepa C1 UV-18-25 (descrita en el documento WO/2000/020555) se muté mediante la utilizacién de luz
ultravioleta para producir la cepa UV26-2 (apéndice 1 de los ejemplos). UV26-2 presentaba grandes zonas claras
en placas de ASC (celulosa hinchada por acido), lo que indicaba la sobreproduccion de celulasa.

[0010] UV26-2 no era un mutante estable y las manchas sucesivas de UV26-2 dieron lugar a la generacion de
mutantes negativos de celulasa, tal y como se muestra mediante la ausencia de zonas claras en las placas de
ASC. Estas colonias presentaban una esporulacion mejorada y un color blanco, mientras que las colonias
productoras de celulasa normales tenian un color crema y no presentaban esporulacién en las placas de ASC.

[0011] Se cogieron dos colonias blancas (UV26-2W1 y UV26-2W2) de las placas de ASC, junto con dos colonias
normales y se analizd la produccion de celulasa mediante la utilizacion de un procedimiento de cribado con
matraz de agitacion. Las colonias blancas produjeron 6 y 4 U/ml de actividad de celulasa de AzoCMC, mientras
que las dos colonias normales produjeron 278 y 294 U/ml de actividad de celulasa. Esto confirmd que las
colonias blancas eran mutantes negativos de celulasa.

Ejemplo 2: Aislamiento y analisis de cepas deficientes de proteasa de UV26-2W1L y UV26-2W1D.

[0012] La purificacion de la cepa UV26-2W1 en placas de medio RM-ASP (apéndice 2 de los ejemplos) dio lugar
a la identificacion de 2 tipos de colonias: colonias con esporas de color claro, tal como UV 18-25 (UV26-2W1L,
también indicado como cepa W1L) y colonias con esporas de color oscuro (rosa) (UV26-2W1D, también indicado
como cepa W1D).

[0013] En experimentos adicionales, se irradiaron lotes de esporas tanto de W1L como de W1D con radiacion
ultravioleta (apéndice 1 de los ejemplos) y se utilizaron en un procedimiento de seleccion directa de mutantes
deficientes de proteasa (Braaksma et al., 2008). Se analizaron clones positivos en placas de leche desnatada
para observar su actividad de proteasa.

[0014] Después de diversas series de purificacion y seleccion en placas de leche desnatada, se seleccionaron
dos mutantes de W1L (W1L#50.c y W1L#100.1) y tres mutantes de W1D (W1D#50.g, W1D#50.n y W1D#100.b)
con un halo reducido en placas de leche desnatada para su cultivo en ensayos de degradacion in vitro. En un
primer experimento de cultivo, estos mutantes y sus cepas madre se cultivaron en medio #2 apéndice 1 de los
ejemplos) durante 240 horas a 35 °C. Al parecer, la baja actividad de celulasa en estas cepas no permiti6 el
crecimiento en medio basado en celulosa de densidad alta. En otros experimentos de cultivo, se cultivaron
W1L#50.c, W1L#100.1, W1D#50.g y W1D#100.b, y sus originales en medio de celulosa de densidad baja (#1) y
alta (#2) durante 240 horas a 35 °C. También se tomé UV 18-25 como control. Las cepas madre 2W1D, 2W1L y
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UV 18-25 también se cultivaron en medio #2. Ni la cepa W1L ni la W1D crecieron en medio de celulosa de
densidad alta #2. En medio #1 se pudo observar un buen crecimiento de las cepas "blancas" y sus mutantes
deficientes de proteasa, aunque la celulosa en el medio apenas fue utilizada por las cepas "blancas". De forma
inesperada, se observé que la cepa madre UV26-2W1D, que presentaba un fenotipo de crecimiento inestable en
placas de agar, si que utilizo la celulosa en el medio.

[0015] Las muestras de medio de la cepa madre W 1L mostraron menos actividad de proteasa en placas de leche
desnatada en comparacién con las muestras de medio de la cepa madre W1D y UV18-25 (tabla 1). Esto difiere
de lo que se observé cuando las cepas se cultivaron directamente en placas de leche desnatada. En ese caso,
pudo detectarse un gran halo alrededor de la colonia de UV18-25 y de W1L después de 72 horas de crecimiento
a 30 °C, mientras que un pequefio halo sélo pudo detectarse después de 144 horas para W1D. Las muestras de
medio de mutante de proteasa W1D #50.g presentaban un halo mas pequefio en placas de leche hasta 162
horas de cultivo. Después de 186 horas de cultivo, los halos eran similares a los observados en relacién con su
cepa madre.

Tabla 1: Analisis de medio de cepas madre W1L y W1D y sus mutantes de proteasa seleccionados: W1L#100.0,
W1D#50.g y W1D#100.b. UV18-25 se tomd como control. También se determinaron las actividades de proteasa
de muestras de medio de W1L, W1L#100.1 y W1L#100.1Aalp1. Estas cepas se cultivaron en medio #1 (baja
celulosa / lactosa / pharmamedia). El pH se midi6 y el medio se manché en placas de leche desnatada para
determinar su actividad de proteasa. El tamafio relativo del halo es una medida para la actividad de proteasa en
el medio. nd, no determinado

Tamano de halo relativo Actividad de proteasa
(h de cultivo)

Cepa 114 138 162 186 210 240 282 u/ml

Original de W1L ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 943

W1L#100.1 + +++ +++ +++ +++ +++ +++ 119

W1L#100.1Aalp1 nd nd nd nd nd nd nd 46

Original de W1D +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ nd

W1D#50.g - - - ++ ++ ++ ++ nd

W1D#100.b ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ nd

uv18-25 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ nd

[0016] El analisis de 282 horas de muestras de medio de estas cepas en geles de SDS-PAGE mostré que las
"cepas blancas" produjeron mucha menos proteina que UV18-25 (Fig. 1). En particular, las dos proteinas
principales 50/70 kDa (Cbh1) estaban ausentes en estos sobrenadantes de cultivo. En las cepas blancas, las
proteinas "principales" tienen un tamafio de 75 y 45 kDa. Estas proteinas estan presentes en medio de UV 18-25
como proteinas secundarias.

[0017] De este primer cribado de mutantes sin proteasa en un fondo de UV26-2W1, se seleccionaron las cepas
W1D#50.g y W1L#100.1 para posteriores analisis.

Ejemplo 3: Comparacion de actividades enzimaticas extracelulares entre UV 18-25 y W1L#100.1.

[0018] Se determinaron las actividades enzimaticas en el contenido de proteina extracelular de muestras de
UV18-25 y W1L#100.1 (tabla 2). A partir de estos datos, se concluy6 que W1L#100.1 secreta muy poca actividad
de celulasa especifica (menos de un 1 % de UV18-25) y presenta muy poca o ninguna actividad de proteasa
detectable en comparacién con UV 18-25.

Tabla 2: Actividades especificas de muestras (U/mg de proteina). Las actividades de proteasa se midieron a 3
valores de pH distintos

Actividades uv18-25 W1L#100.1
CMCase (celulasa) 6,20 0,04
Beta-glucanasa 10,2 0,53
Celobiohidrolasa 0,72 0,09
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Actividades uv18-25 W1L#100.1
Proteasa (pH 5) 0,06 0,03
Proteasa (pH 7) 0,05 0,00
Proteasa (pH 9) 0,04 0,00

[0019] Asimismo, también se redujo el nivel de hidrolasas que tienen otras especificidades de sustrato (p. €j.,
hemicelulosa).

Ejemplo 4: Reduccion adicional de nivel de proteina: identificacién de proteinas principales.

[0020] Tal y como se ha descrito anteriormente, la cepa blanca carece del espectro de enzima celulolitica
extracelular en comparacion con su cepa madre. Por lo tanto, el contenido de proteina extracelular en cultivos de
cepa blanca, tal y como se analiza mediante SDS-PAGE, es bajo. Esta caracteristica de la cepa es ventajosa con
respecto a la produccion y purificacion de proteinas, puesto que la cantidad relativa de cualquier proteina diana
expresada en dicha cepa sera alta. Asimismo, la (casi) ausencia de actividad de celulasa convierte a la cepa
blanca en una cepa huésped ideal para probar celulasas nuevas o modificadas. Lo mismo se aplica a las
xilanasas, puesto que no se pudo detectar una actividad de xilanasa importante.

[0021] Para reducir mas el nivel de fondo de proteina, diversas bandas de proteina principales presentes en un
gel de SDS-PAGE de una W1L#100.1 y cultivos de cepa derivados se escindieron e identificaron mediante
secuenciacion N-terminal y/o anadlisis MS-MS. La proteina mas abundante era la endoquitinasa Chi1
(identificador de gen: CL06081, péptidos MVYDYAG, MPIYGRS, y MFXEASA). Otras proteinas principales se
identificaron como glucoamilasa (Glal, CL09507, péptidos TGGWSVVWPVLK (SEQ ID No 1) vy
VVGSSSEL(I)\GNWDTGR (SEQ ID No 2)), exoquitinasa (Chi2, CL00367, péptidos TIDAMAWSK (SEQ ID No 3),
NFLPVADILR (SEQ ID No 4), GAYHPSQTYSPEDVEK (SEQ ID No 5), y SWQLVYQHDPTAGLTAEEAK (SEQ ID
No 6) y una laminarinasa (Lam1, CL08253, péptidos PQYESAGSVVPSSFLSVR (SEQ ID No 7) y
VSGQVELTDFLVSTQGR (SEQ ID No 8). También se ha identificado una proteasa alcalina Alp1 (CL04253) en
caldo de cultivo de W1L#100.1. Alp1 degrada proteinas extracelulares y puede degradar proteinas de interés.

Ejemplo 5: Reduccion adicional del nivel de proteina: alteracion de los genes chit, chi2, gla1y lam1

[0022] EI vector pChi3-4 (véase el ejemplo 9, aislamiento del gen codificador de la endoquitinasa 1) se utilizd
para la construccion del vector de alteracion de gen. Un fragmento de 1.1-kb Mscl/Stul se reemplazé por el
marcador selectivo amdS-rep o el marcador selectivo pyr5-rep, y dio lugar a los vectores pAchi1-amdS'y pAchi1-
pyrb, respectivamente. El fragmento de alteracion Achi1-amdS se aislo de pAchi1-amdS por digestion con EcoRI.
El fragmento de alteracion Achi1-pyr5 se aislé de pAchi1-pyr5 por digestion con Smal. La transformacion de la
cepa W1L#100.1 Apyr5#172-12 mediante la utilizacion de los fragmentos de alteracion dio lugar a 215
transformantes Achi1-pyr5y a 32 transformantes Achi1-amdS. Todos los transformantes obtenidos se purificaron
y se analizaron con hibridacién de colonias. El andlisis de Southern de estos transformantes confirmé el
aislamiento de un transformante W1L #100.1 con un gen chi alterado (W1L#100.1 Apyr5Achi1-pyr5#46 (pyr5+)).

[0023] Se llevaron a cabo cultivos en matraz de agitacion en medio C1 de baja densidad a partir de una
seleccion de cepas mutantes de W1L#100.1Apyr5Achi1. Se analizaron las muestras en SDS-PAGE para analizar
los perfiles proteicos en relacion con la ausencia de proteina Chi1 (Fig. 2, hilera 2 frente a hilera 1). Tal y como
se muestra, no se observa ninguna proteina 45 kDa Chi1 en la cepa mutante Achi1.

[0024] Las proteinas extracelulares restantes mas prominentes en cepa blanca W1L#100.1Aalp1Achi1 y cepas
derivadas corresponden a glucoamilasa (Gla1), exoquitinasa (Chi2) y laminarinasa (Lam1). Estas enzimas se
purificaron a partir del medio de cultivo. Las actividades enzimaticas de estas proteinas se verificaron mediante la
utilizacion (entre otros) de almidén, quitosano y laminarina, respectivamente, como sustratos. Asimismo, datos de
analisis de espectometria de masas (véase ejemplo 4) combinados con datos de secuencia de genoma de C1,
revelaron los genes correspondientes. Con el fin de reducir ain mas el fondo de proteina extracelular, los genes
codificadores de Gla1, Chi2 y Lam1 se alteraron y, de esta manera, se inactivaron. La alteracion se basé en el
intercambio del promotor de genes y parte de la secuencia codificadora 5 mediante un marcador selectivo amdS
por medio de recombinacion homologa con aproximadamente 1,5 kpb en direccion 5 y en direccion 3’ de
secuencias que flanquean estos promotores de genes y parte de la secuencia codificadora 5'. Los vectores de
alteracion de genes, por lo tanto, contenian el casete de expresion de amdS mas estas secuencias genéticas
homologas flanqueadoras de 1,5 kb. Las cepas blancas W1L#100.1Aalp71Achi1 y las cepas derivadas se
transformaron con los vectores de alteracion de genes gla7, chi2 y lam1 y los transformantes se cribaron para
obtener el genotipo correcto mediante la utilizacion de RCP. Por lo tanto, se obtuvieron cepas blancas con una
composiciéon/un contenido de proteina extracelular mas reducido. Las proteinas diana producidas por estas
cepas eran mas del 80 % puras en el liquido de cultivo acelular crudo.
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Ejemplo 6: Reduccion adicional de actividad de proteasa: alteracién orientada a genes que codifican proteasas.

[0025] En general, los genes que codifican proteasas se alteraron mediante la utilizacion de fragmentos de ADN
de alteracion que contenian marcadores selectivos (amdS, pyr4d o pyr5) flanqueados por aproximadamente
fragmentos de ADN de 1,5 kb homologos a regiones en direccion 5 y en direccion 3’ del gen que se ha de
alterar. Tras la introduccién de estos fragmentos de ADN de alteracion en el huésped blanco, una recombinacion
homadloga intercambié el gen que se habia de alterar por el fragmento de marcador selectivo. Se seleccionaron,
por lo tanto, transformantes correspondientes. Los genes que se alteraron de esta manera, bien codificaron
actividades de proteasa desventajosas (con respecto a la estabilidad de proteinas diana), por ejemplo, alp1, alp2,
pep4) o proteina de fondo significativa (chi1) o iban a utilizarse como marcador selectivo (pyr4, pyr5). Por medio
de este enfoque, se han construido numerosas cepas C1 que pueden utilizarse como huéspedes para la
expresion de proteinas diana (tabla 3).

Tabla 3: Cepa W1L y derivados.

W1L

WA1L SUIR #S2 6.14

W1 L SUIR #52 6S

W1L#100.1

W1L# 100.1 Apyr5

W1L# 100.1 Aalp1

W1L# 100.1 Aalp1 Apyr5

W1 L# 100.1 Apep4 Apyr5

W1L# 100.1 Aalp1 Apep4

W1L# 100.1 Aalp1 Apep4 Apyr5

W1L# 100.1 Aalp1 Aalp2 Apyr5

W1 L#100.1 Achit

W1L# 100.1 Aalp1 Achi1

W1L#100.1 Aalp1 Achi1 Apyr5

W1L#100.1 Aalp1 Achi1 Aalp2

W1L# 100.1 Aalp1 Achi1 Aalp2 Apyr5

W1L#100.1 Aalp1 Achi1 Apep4

W1L# 100.1 Aalp1 Achi1 Agla1l Alam1
Achi2Apyr5

Ejemplo 7: Identificacidén de promotores fuertes para la expresion de genes: gen codificador de quitinasa (chi1).

[0026] Se aislaron varias bandas de proteina principales de muestras de fermentacion de W1L#100.1 cultivadas
en medio de celulosa de baja densidad con el fin de identificar y aislar promotores fuertes que pueden utilizarse
para la expresion de genes en la cepa W1L y sus derivados. La secuenciacion N-terminal de una mezcla de
péptidos obtenida después del tratamiento de CNBr de la proteina principal de W1L#100.1 de 45 kDa dio lugar a
la identificacion de cuatro péptidos diferentes. Tres de estos péptidos (MVYAG, MPIYGRS y MFXEASA)
presentaban homologia con una endoquitinasa de Aphanocladium album/ Trichoderma harzianum (CHI_APHAL
P32470).

[0027] A partir de 3 de estas secuencias peptidicas, se disefiaron cebadores con el fin de obtener fragmentos de
RCP que contenian una parte del gen codificador de endoquitinasa (tabla 4). Los cebadores de RCP se
disefiaron a partir de la utilizacién de codén preferida de C1.
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Tabla 4: Los cebadores disefiados de endoquitinasa putativa en base a la utilizacién de codén de C1.

Cebador Region Posiciéon | Secuencia deducida
Endochitpep1C MVYDYAG (SEQ ID 240aa | ATGGTSTACGACTACGCBGG (SEQID
No 9) No 10)
Endochitpep2C MPIYGRS(S EQ ID 290 aa | ATGCCSATCTACGGYCG (SEQ ID No
Endochitpep2revC No 11) 12)
CGRCCGTAGATSGGCAT (SEQ ID No
13)
Endochitpep3revC MFXEASA(S EQ ID 380 aa GCSSWVGCCTCCCAGAACA T(SEQ
No 14) ID No 15)
Cebador basado en una region homologa conservada de endoquitinasa:
Endochit3c DGIDIDWEV (SEQID | 160 aa GAYGGYATCGAYRTSGAYTGGG
No 16) (SEQID No 17)

[0028] Las reacciones de RCP con estos cebadores se llevaron a cabo mediante la utilizacion de ADN
cromosomico de UV18-25 como ADN plantilla. Los fragmentos de RCP se clonaron y el analisis de secuencia
mostré que uno de los fragmentos de RCP clonados obtenidos con Endochitpep1c y Endochitpep2revc (173 pb)
contenia una parte de un gen codificador de endoquitinasa (chil). El analisis de hibridacion del ADN cromosdmico
de BamHl y Hindlll digeridos por UV 18-25 con este fragmento de chi1 como sonda presentaba una sefal de
hibridacién clara que confirmaba que el fragmento de RCP procedia de ADN de C1. Este fragmento se utilizd
para clonar el gen completo de la genoteca de cosmidos C1 ordenados. La secuencia de fragmento (SEQ ID No
18) era la siguiente:

ATGGGCTACGACTACGCCGGCTCGTGGAGCACCGCGGCGGGACACCAGGCCA
ACCTGTACCCGACCGCCGACGCGGGCAGGACGCCCTTCTCGACCGACAAGGC
CCTGTCCGACTACGTCGCCGCCGGCGTCGACCCGGCCAAGATCGTGCTCGGC
ATGCCCATCTACGGCCG

Ejemplo 8: Construccién de una biblioteca de césmidos ordenados de UV18-25 de Chrysosporium lucknowense
en E.coli.

[0029] Para la construccion de la biblioteca de cdsmidos C1, se utilizd el vector de clonacién cosmido comercial
pAOpyrGceosarp1 (Fig. 3). Este vector porta el marcador selectivo pyrG de Aspergillus oryzae, que permite la
transformacion de una amplia gama de cepas fungicas. Asimismo, para la transformacion sumamente eficiente
de diversas especies de Aspergillus (para la que se dispone de una gran coleccién de cepas mutantes para la
clonacién complementaria del gen C1 correspondiente) el replicador AMA1 esta presente en este vector. Un sitio
de clonacién de BamHI Unico permite la clonaciéon de ADN gendmico Sau3A parcialmente digerido de la cepa de
Chrysosporium UV 18-25.

[0030] Una biblioteca de césmidos de UV 18-25 fue construida en E. coli y almacenada como soluciones de
glicerol a -80 °C. El tamafio de insercion medio era 20-35 kb. En total, se obtuvieron 6800 clones, lo que
representa una cobertura gendmica de aproximadamente 5 veces. Para ordenar estos clones en placas de 384
pocillos, se colocaron las disoluciones de las soluciones de glicerol en placas de agar con caldo de lisogenia, que
contenian ampicilina. Se cogieron manualmente 7680 colonias individuales y se inocularon en veinte placas de
384 pocillos. Estas veinte placas de 384 pocillos representan la biblioteca de cosmidos ordenados de UV 18-25
en E. coli.

[0031] Las colonias individuales en las veinte placas de 384 pocillos se mancharon en filtros de nailon (Hybond),
mediante la utilizacion de una herramienta de alfiler Staccato 384 (Zymarks). La biblioteca de césmidos
ordenados se manchdé en octuplicado (en total, 160 filtros). Estos filtros se colocaron en placas de medio de
ampicilina con caldo de lisogenia y se incubaron a 37 °C para permitir que crecieran colonias en los filtros.
Posteriormente, las colonias fueron lisadas y el ADN cosmido se unié a los filtros mediante la utilizacion de
procedimientos estandar.

Ejemplo 9: Aislamiento del gen codificador de la endoquitinasa 1 (chi1).
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[0032] El fragmento de RCP de chi1 de 173 pb se utilizd6 como sonda etiquetada radiactiva para la hibridacion de
filtros duplicados de la biblioteca de cosmidos. La hibridacion de la genoteca de cdsmidos mediante la utilizacion
de este fragmento de chi1 dio lugar a 3 clones positivos. Se aislo el ADN de estos clones y se llevé a cabo un
analisis de restriccion seguido de un analisis de Southern. Un fragmento de Hindlll de 4,8 kb y un fragmento de
Bglll de 3,4 kb mostraron hibridacion mediante la utilizacion de la sonda de chi1. Los fragmentos de Hindlll de
4,8 kb y de Bglll de 3,4 kb que contenian el gen de chi? se aislaron y se subclonaron en pMTL24, lo que dio lugar
a los vectores pCHI4.8 (Fig. 4) y pChi3-4, respectivamente. Posteriormente, un subclon de Bglll se utilizé para el
analisis de secuencia con el fin de obtener mas datos de secuencia. Se obtuvo la secuencia del gen completo de
chi1 de UV18-25. El tamario del gen de chi1 es 1529 pb, donde estan presentes 2 intrones de 111 pb y 138 pb.

Ejemplo 10: Sobreexpresion de la endoquitinasa en W1L#100.1.

[0033] Para la sobreexpresion de la endoquitinasa, se aisl6 el fragmento de Bglll de 3,4 kb que contenia el gen
de chi1 de pChi3-4. Se generaron cepas multicopia de chi1 putativas en W1L#100.1Apyr5 mediante la
cotransformacion del fragmento de chi1 de Bglll de 3,4 kb y un fragmento de seleccion de pyr5 y transformantes
correctos fueron confirmados mediante hibridacién de colonias. Se llevaron a cabo cultivos en matraz de
agitacion en medio C1 de baja densidad a partir de una seleccién de cepas multicopia W1L#100.1 chi1. Se
analizaron las muestras en SDS-PAGE para analizar los perfiles proteicos en relacién con la sobreproduccion de
Chi1 (Fig. 5). Tres de las cepas multicopia de chi1 (hileras 3, 4, 5) muestran una banda de 45 kDa mas fuerte en
comparacion con la cepa madre (hilera 1), lo que indica una sobreexpresion de quitinasa y la utilidad del
promotor de chif para una expresion de genes fuerte.

[0034] Por lo tanto, un vector de clonacion por expresion C1 general (pPchi1(0.8)-Tcbh1 Notl) fue construido con
el promotor de chi (Pchi) para dirigir la sobreexpresion de los genes clonados. Inicialmente, se elimind el sitio
EcoRI en direccion 5 en Pchil en pCHI#4.8 mediante una digestion por EcoRI parcial y el tratamiento del
fragmento lineal, y Klenow produjo pCHI1#4.8AEcoRI. De este vector, se cloné el fragmento Sacl-Sphl de 1,9 kb
en el sitio correspondiente de pPcbh1-glaA(ll)-Tcbh1 (Fig. 6). En el vector resultante, pPchi-Tcbhl Notl#7.1, los
genes diana pueden insertarse en los sitios Ncol-EcoRI. Los casetes de expresion para la transformacion en
cepas C1 pueden aislarse de estos constructos como fragmentos Notl.

[0035] La secuencia promotora de chi1 de 0,8 kb en pCHI#4.8 podria ser mas que suficiente para impulsar la
expresion de chi1. Sin embargo, también se generé un promotor de chi1 mas largo mediante la amplificacion del
fragmento a Pstl-Hindlll (en direccién 5 del sitio Hindlll en la posicion -775 en relacion con el codon de inicio
ATG), mediante la utilizacion de uno de los clones coésmidos positivos identificados anteriormente como ADN
plantilla. El fragmento resultante se cloné en pGEM-T-Easy y se secuencié. De este plasmido, se aisld y se clond
el fragmento de Pstl-Hindlll en los sitios correspondientes de pPchi1-xyl1-Tcbh1, lo que produjo pPchi1(1.8)-xyl1-
Tcbh1, donde el tamafio de promotor es 1,8 kb. El fragmento también se cloné en el sitio correspondiente de
pPchil-Tcbhl Notl#7.1, 1o que produjo el vector de expresion general pPchi1(1.8)-Tcbh1 Notl (Fig. 7).

[0036] Los niveles de expresion de genes dirigidos por el promotor de quitinasa extendido (Pchi1(1.8)) y por el
promotor de quitinasa utilizado inicialmente (Pchi1 (0.8)) se compararon mediante la expresion de dos genes
indicadores, xy/1 y alp1. Se generaron transformantes de cepa blanca que, bien expresaban xy/1 (codificador de
una xilanasa) o alp1 (codificador de una proteasa alcalina) (tabla 5).

Tabla 5: Comparacion de los promotores de Pchi1 cortos y extendidos en términos de nivel de expresion de
proteinas indicadoras. La actividad indicadora, la actividad de xilanasa se expresa como U/ml y la actividad de
proteasa alcalina como U/mg de proteina. A = W1L#100.1[Pchi1(0,8)-a1p1/pyr5]#9, B = W1L#100.1[Pchi1(1,8)-
alpl1pyr5j#22, C = W1L#100.1Aalp1[Pchi1-xyl1]#95, D = W1L#100.1Aalp1[Pchi1(1.8)-xyl1J#A7.

Indicador Actividad indicadora de Pchi 1 0,8 kb | Actividad indicadora de Pchi 1 1,8 kb
Alp1 (R19) 0,7 (A) 1,9 (B)
Xyl1 (R14) 122 (C) 1175 (D)

[0037] De forma sorprendente, la expresion de genes indicadores era mayor en el caso del promotor de chi1
extendido (1,8 kb), lo que indica que se necesitan las regiones en direccion 5 adicionales. En conclusion, se
desarrollo un sistema de expresion basado en Pchi1 para la expresion de alto nivel de genes en cepas C1
blancas.

Ejemplo 11: Identificacion de otros promotores fuertes para la expresién de genes.

[0038] Se utilizé un enfoque diferente para buscar promotores fuertes mediante la utilizacién de la deteccion
cuantitativa de niveles de ARN mensajero a partir de ARN de W1L o de W1L#100.1 Las muestras de ARN se
aislaron de micelio, del que se tomaron muestras en diferentes puntos temporales durante un proceso de
fermentacion por lote alimentado. Se identificd la expresion fuerte o mas fuerte de una cantidad de genes. Para
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verificar el nivel de expresion de estos genes, las muestras de ARN también se separaron en gel, se mancharon
y se hibridaron en sondas especificas para estos genes (tabla 6).

Tabla 6: Cuantificacion de las sefiales de expresion de los distintos genes en fermentaciones por lote alimentado
controladas. Las sefiales de hibridacién en sonda se cuantificaron mediante la utilizacién de un densitémetro. La
sefial de la sonda en la transferencia de Northern estaba relacionada con la sefial de esta sonda en una
transferencia de Southern de ADN gendmico de C1. Por lo tanto, los valores de la tabla representan el nivel de
sefial de hibridacion de la transferencia de Northern en relaciéon con el nivel de sefal de hibridacion de la
transferencia de Southern (que se establece en 1). Las secuencias genéticas se proporcionan a continuacion.

Cepalalimentacion chil pep4 his2a hex1 bgi1 xyl6 cbhl
W1L / glucosa

Lote 0 4 2 21 0 0,3 0
Dia 1 alimentacion 47 5 3 15 8 1 0
Dia 2 alimentacion 52 3 3 17 8 1 0

Wb1L#100.1 / xilosa

Lote 0 0,2 2 12 0 0 0
Dia 1 alimentacion 40 3 2 12 3 19 0
Dia 2 alimentacion 36 4 6 17 5 21 0

W1L#100.1 / glucosa

Lote 0 0,1 3 23 0 0,1 0
Dia 1 alimentacion 61 0,5 2 17 7 0,2 0
Dia 2 alimentacion 59 0,2 2 14 6 1 0

[0039] EI promotor de cbhl, que es un promotor fuerte en cepas de UV18-25, no es activo en las cepas blancas.
El promotor de chi1 era el mas fuerte tanto en condiciones de alimentacién con glucosa como con xilosa. El
promotor de hex? es un promotor constitutivo fuerte durante todas las fases de fermentacién y tanto en
condiciones de alimentacion con azucar. El promotor de xy/6 es muy activo solamente en condiciones de
alimentacion con xilosa. Los promotores de pep4, his2a y bgl1 son moderadamente activos. Para la expresion de
genes de alto nivel en las cepas blancas, los promotores de chi1, hex1 y xyl6 son muy Utiles. Los promotores
alternativos que también proporcionan una expresion fuerte son aquellos de los genes pep4, his2a y bgl1.
Experimentos de transferencia de Northern adicionales también indicaron que los promotores de los genes xy/ 4
y xyl8 pueden utilizarse para la expresion de genes de alto nivel en las cepas blancas cuando se cultivan en
xilosa. Se ha demostrado que la glucoamilasa (Gla1, identificador de gen: CL09507) es una proteina principal en
cepas C1 blancas. El promotor de gla? es, por lo tanto, también un buen candidato para su utilizacion para la
expresion de alto nivel de genes de interés en cepas blancas. Se demostré que la glucoamilasa era muy
abundante en una cepa blanca cultivada en presencia de almidén. Esto indicé que el promotor de gla? es fuerte
e inducible por almidén y sus productos de degradacion, como la maltosa.

[0040] Las secuencias nucleotidicas de Pchi1(0.8), Pchi1(1.8), Phex1, Pxyl6 y Pglal se proporcionan a
continuacion. Ha de observarse que los codones de inicio de ATG de las regiones codificadoras
correspondientes se proporcionan en negrita y en cursiva.

Ejemplo 12: Sistema de expresién de genes de cepa blanca

[0041] Se disefharon dos vectores de expresion para la expresion de genes en W1L y derivados: pPchi1(1.8)-
Tcbhl Notl era como se ha descrito anteriormente. De forma adicional, pCRS Pchi1-Tcbh1 (Fig. 8) fue construido
mediante la colocacion de la secuencia de repeticion de C1 delante del promotor de Pchi1 en pPchi1(1.8)-Tcbh1
Notl. Estos vectores se han disefiado de tal forma que también pueden combinarse, dando lugar a un Unico
vector que contiene diversos casetes de expresion. Los diversos casetes pueden escindirse del vector como un
fragmento de ADN lineal Unico.

[0042] Muchos genes se han clonado y expresado en W1L o derivados. El procedimiento general fue el
siguiente:
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— Se identificaron los genes mediante purificacion y caracterizacion de los productos génicos (genética
inversa) y/o mineria genoémica. Se amplificaron los genes mediante RCP o se sintetizaron
quimicamente. La amplificacion de los genes mediante RCP se llevé a cabo mediante la utilizacion de
polimerasas de ADN por medio de RCP de revisién (Phusion o Supertaq plus). Los genes amplificados
se clonaron en vectores de clonacion por RCP, es decir, pPGEM-T-Easy (Promega) o pJet1 (Fermentas)
y se secuenciaron para verificar la precision de la secuencia. Posteriormente, los genes se liberaron del
vector de clonacion por RCP y se ligaron en los sitios Ncol y EcoRlI del o de los vectores de expresion.

—  Se tuvo un cuidado especial en el disefio de los cebadores de RCP. El coddn de inicio de ATG del gen
que se habia de expresar era parte del sitio de restriccion Ncol en los vectores de expresion de cepa
blanca. Por lo tanto, los cebadores de RCP 5 (ATG) contenian sitios de restriccion, que son
compatibles con el sitio Ncol restringido del vector. Es decir, estos sitios eran Ncol (C|{CATGG) o sitios
compatibles que se cortan dentro del sitio de reconocimiento (BspHI, T|CATGA; Pcil, A|CATGT) o
sitios compatibles que se cortan fuera del sitio de reconocimiento (Bsal, GGTCTC(1/5); BspMI,
ACCTGC(4/8); Esp3l, CGTCTC(1/5)).

— En algunos casos, los sitios de restriccion sumados a los que iban a utilizarse para la clonacién de los
genes, se hallaron en los genes. En estos casos, los genes se amplificaron mediante RCP de fusion,
donde se seleccion6 que la fusion de los dos fragmentos de RCP ocurriera en el sitio de restriccion
adicional no deseado. El sitio de restriccion no deseado se eliminé mediante la utilizacion de cebadores
de fusién que contenian mutaciones de sustitucion simples en la secuencia de sitio de restriccién no
deseada. En el caso de que el sitio de restriccion no deseado estuviera presente en una region
codificadora de proteinas, el nucleétido sustituido se seleccioné de tal manera que el codéon mutante
codificara el mismo aminoacido que el codén original.

— Los casetes de expresion se liberaron de la cadena principal de vector de ADN de E. coli por restriccion
de Notl. El casete de expresion se transformd, posteriormente, en derivados de W1L simultaneamente
con un marcador selectivo, es decir, pyr5 o amdS en experimentos de cotransformacion.

—  Se seleccionaron transformantes positivos y de alta produccion por SDS-PAGE o andlisis de ensayo de
enzimas del medio de crecimiento. Los mejores productores se aplicaron en fermentaciones para
producir una gran cantidad del producto génico deseado.

— Las siguientes proteinas se han producido mediante la utilizacion del sistema de expresion de genes de
cepa blanca y genes correspondientes

[0043] En el documento de solicitud de patente international WO 2009/018537 se han descrito:

Abf1, Abf2, Abn1, Axe1, Bgl1 (=BglI3A), Cbh1, Cbh2, Cbh4, Chi1, Eg2, Eg5, FaeA1, FaeA2, FaeB2, Gall
(=Gal53A), Gla1 (=Gla15A), Pme1, Xyl1, Xyl1(cd), Xyl2, Xyl3, XyI3-cbd (=xyl3(cd)), Xyl4, Xyl5, Xyl6.

[0044] En el documento de solicitud de patente international WO 2009/033071 se han descrito los genes
siguientes:

Abf3, Abn2, Abn3, Abn4, Abn5, Abn7, Abn9, Agu1, Axe2, Axe3, Bga2, BxI1, BxI2, Abf5 (antes conocido
como BxI3), GH61 (identificadores de genes: CL09768, CL10518, CL05022, CL04725, CL04750,
CL06230, CL05366), GIn, Pgx1, Rga1, Rgx1, Xgll, Xyl7, Xyl8, Xyl9, Xyl10, Xyl11.

Alp1: La secuencia de ADN de Alp1 es proporcionada por SEQ ID NO 30. La secuencia de aminoacidos
de Alp1 se proporciona en SEQ ID NO 31.

[0045] Se expreso el gen alp1 y Alp1 mostré actividad de proteasa (tabla 5). Se utilizé el "kit de deteccion
colorimétrico de proteasa" (Sigma, nimero de producto PC0100) para determinar la actividad de proteasa de
Alp1.

Ejemplo 13: Expresion de genes codificadores de proteinas de la familia GH61 en C1

[0046] Un gen codificador de la proteina GH61 (identificador CL10518) se sobreexpres6 en cepas C1
W1L#100.L Aalp1Apyr5 y W1L#100.1Aalp1Achi1Apyr5. Se analizaron muestras de sobrenadante de cultivo
mediante SDS-PAGE vy se tifieron bandas de proteina con azul brillante Coomassie (CBB, por sus siglas en
inglés). La proteina CL10518 tiene un tamafio de +26 kDa (Fig. 9). Se llevé a cabo una fermentacion por lote
alimentado, que produjo 13 g de proteinas por litro de filirado de fermentacion, a partir de un ensayo de
determinacioén de proteinas por BCA.

[0047] El analisis funcional de esta proteina se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO
2009/033071.

Ejemplo 14: Expresion de un gen codificador de celulasa en C1: cbh2.
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[0048] EI gen codificador de CBH2 (identificador CL09854) se sobreexpres6 en la cepa C1 W1L#100.L
Aalp1Apyr5. Se analizaron muestras de sobrenadante de cultivo mediante SDS-PAGE y se tifieron bandas de
proteina con azul brillante Coomassie (CBB, por sus siglas en inglés). La proteina CBH2 migra a
aproximadamente 55 kDa (Fig. 10). Se llevo a cabo una fermentacion por lote alimentado estandar, que produjo
10 g de proteinas por litro de filirado de fermentacioén, a partir de un ensayo de determinacion de proteinas por
BCA.

[0047] EI analisis funcional de esta proteina se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO
2009/018537.

Ejemplo 15: Expresion del gen codificador de |la exopoligalacturonasa pgx en C1

[0050] El gen codificador de PGX (identificador CL10389) se sobreexpresé en la cepa C1 W1L#100.L
Aalp1Achi1Apyr5. Se analizaron muestras de sobrenadante de cultivo mediante SDS-PAGE vy se tifieron bandas
de proteina con azul brillante Coomassie (CBB, por sus siglas en inglés). La proteina PGX migra a
aproximadamente 60 kDa (Fig. 11). Se llevod a cabo una fermentacion por lote alimentado estandar, que produjo
9 g de proteina por litro de filtrado de fermentacion, a partir de un ensayo de determinacion de proteinas por
BCA.

[0051] Se utilizé el siguiente ensayo para medir la actividad de poligalacturonasa. Mediante este ensayo se mide
la cantidad de azucares reductores liberados del acido poligalacturénico (PGA, por sus siglas en inglés) mediante
la accion de una poligalacturonasa. Una unidad de actividad se defini6 como 1 pmol de azucares reductores
liberados por minuto en las condiciones de reaccion precisadas.

Reactivos
[0052]

— El tampdn de acetato de sodio (0,2 M, pH 5,0) se prepara de la manera siguiente. 16,4 g de acetato de
sodio anhidro o 27,2 g de acetato de sodio * 3H, O se disuelven en agua destilada de tal forma que el
volumen final de la solucidon sea 1000 mL (Soluciéon A). En un matraz separado, se mezclan 12,0 g
(11,44 mL) de acido acético glacial con agua destilada para conseguir el volumen total de 1000 mL
(Solucién B). El tampdn de acetato de sodio 0,2 M final, pH 5,0, se prepara mediante mezcla de la
Solucion A con Solucion B hasta que el pH de la solucién resultante sea igual a 5,0.

—  El acido poligalacturénico (PGA) se adquirié de Sigma (San Luis, EE. UU.).

— Reactivo A: 10 g de acido p-hidroxibenzoico hidrazida (PAHBAH, por sus siglas en inglés) suspendidos
en 60 mL de agua. Se afiadieron 10 mL de acido clorhidrico y se ajusto el volumen a 200 ml. Reactivo
B: Se disolvieron 24,9 g de citrato trisédico en 500 ml de agua. Se afiadieron 2,2 g de cloruro calcico,
asi como 40 g de hidréxido de sodio. Se ajusté el volumen a 2 L con agua. Ambos reactivos se
almacenaron a temperatura ambiente. Reactivo de trabajo: Se afiadieron 10 ml de reactivo A a 90 ml de
reactivo B. Esta solucion se preparaba de nuevo cada dia y se almacenaba en hielo entre cada uso.

[0053] Con la utilizacion de los reactivos anteriores, el ensayo se lleva a cabo tal y como se describe a
continuacion.

Muestra de enzimas

[0054]

— Se mezclaron 50 pL de PGA (10,0 mg/mL en 0,2 M de tampdn de acetato de sodio pH 5,0) con 30 yL
de tampodn de acetato de sodio 0,2 M pH 5,0 y 20 yL de la muestra de enzimas y se incubé a 40 °C
durante 75 minutos. A 25 pL de esta mezcla de reaccion, se afiadieron 125 pL de solucion de trabajo.
Se calentaron las muestras durante 5 minutos a 99 °C. Después de enfriarse, se analizaron las
muestras midiendo la absorbancia a 410 nm (A410) como As (muestra de enzimas).

Blanco de sustrato

[0055]

— Se mezclaron 50 pL de PGA (10,0 mg/mL en 0,2 M de tampdn de acetato de sodio pH 5,0) con 50 yL
de tampon de acetato de sodio 0,2 M pH 5,0 y se incubd a 40 °C durante 75 minutos. A 25 pL de esta
mezcla de reaccion, se afiadieron 125 uL de solucion de trabajo. Se calentaron las muestras durante 5
minutos a 99 °C. Después de enfriarse, se analizaron las muestras midiendo la absorbancia a 410 nm
(A410) como Asg (muestra de blanco de sustrato).

Calculo de actividad
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[0056]

— La actividad se calcula de la manera siguiente: determinacion de la actividad de poligalacturonasa por
referencia a una curva patron de acido galacturénico.

Actividad (IU/ml) = AAsjo/ SC * DF

— donde AA410 = As (muestra de enzimas) - Asg (blanco de sustrato), SC es la inclinacion de la curva
patrén y DF es el factor de dilucion de enzimas.

[0057] Se determind que la AA410 de Pgx1 (CL10389) era 0,78 con un DF de 1 por enzima producida en cultivos
de placas de microtitulacién. No se analizé la curva patrén, de manera que no puede calcularse una actividad
fiable. La Unica conclusiéon que se puede extraer es que se determiné que la enzima era activa con respecto al
acido poligalacturonico y, por lo tanto, se sugiere que es una poligalacturonasa.

[0058] El analisis funcional de esta proteina se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO
2009/033071.

Ejemplo 16: Expresion de un gen codificador de xilanasa con y sin su dominio vinculante carbohidrato en C1:
Xyl1.

[0059] El gen codificador de Xyl1 (identificador CL00649) se sobreexpresé en la cepa C1 W1L#100.L
Aalp1Achi1Apyr5. Se produjeron dos variantes de Xyl1: Xyll de longitud completa o Xyl1 sin su dominio
vinculante carbohidrato (cbd, por sus siglas en inglés). Se analizaron muestras de sobrenadante de cultivo
mediante SDS-PAGE vy se tifieron bandas de proteina con azul brillante Coomassie (CBB) (Fig. 12). La proteina
Xyl1 migra a aproximadamente 40 kDa, mientras que su homdlogo sin CBD migra a aproximadamente 30 kDa.
Se llevaron a cabo fermentaciones por lote alimentado estandar, que produjeron hasta 33 g de proteina por litro
de filtrado de fermentacion, a partir de un ensayo de determinacion de proteinas por Bradford. Las actividades de
xilanasa de estos filtrados alcanzaron hasta 3.500 U/mL.

[0060] El ensayo siguiente se utiliza para medir la actividad de xilanasa con respecto al arabinoxilano de trigo
azoico. Este sustrato es insoluble en soluciones tamponadas, pero se hidrata rapidamente para formar particulas
de gel que se hidrolizan facil y rapidamente mediante endo-xilanasas especificas que liberan fragmentos
marcados con tinta solubles.

Reactivos
[0061]

— El tampdn de acetato de sodio (0,2 M, pH 5,0) se prepara de la manera siguiente. 16,4 g de acetato de
sodio anhidro o 27,2 g de acetato de sodio * 3H, O se disuelven en agua destilada de tal forma que el
volumen final de la solucidon sea 1000 mL (Solucidon A). En un matraz separado, se mezclan 12,0 g
(11,44 mL) de acido acético glacial con agua destilada para conseguir el volumen total de 1000 mL
(Solucién B). El tampdn de acetato de sodio 0,2 M final, pH 5,0, se prepara mediante mezcla de la
Solucion A con Solucién B hasta que el pH de la solucién resultante sea igual a 5,0.

—  El arabinoxilano de trigo azoico (AZO-WAX) de Megazyme (Bray, Irlanda, Cat. # I-AWAXP) se utiliza
como sustrato de ensayo. 1 g de AZO-WAX se suspende en 3 mL de etanol y se ajusta a 100 mL con
tampon de acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0 mediante la utilizacion de un agitador magnético. Se utiliza
etanol 96 % para determinar la reaccion enzimatica.

[0062] Con la utilizacion de los reactivos anteriores, el ensayo se lleva a cabo tal y como se describe a
continuacion:

Muestra de enzimas

[0063]

—  Se precalentaron a 40 °C durante 10 minutos 0,2 mL de 10 mg/ml de solucién madre de AZO-WAX.
Esta solucion madre precalentada se mezclé con 0,2 mL de la muestra de enzimas (precalentada a
40 °C durante 10 min) y se incub6 a 40 °C durante 10 minutos. Después de exactamente 10 minutos de
incubacion, se afadié 1,0 mL de etanol 96 % y, a continuacion, la absorbancia a 590 nm (Asgg) se midio
como As (muestra de enzimas).

Blanco de sustrato

[0064]
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—  Se precalentaron a 40 °C durante 10 minutos 0,2 mL de 10 mg/ml de solucién madre de AZO-WAX.
Esta solucién madre precalentada se mezclé con 200 ul de tampdn de acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0
(precalentado a 40 °C durante 10 min) y se incub6 a 40 °C durante 10 minutos. Después de
exactamente 10 minutos de incubacion, se afade 1,0 mL de etanol 96 % vy, a continuacion, la
absorbancia a 590 nm (Asg) se mide como Asg (blanco de sustrato).

Calculo de actividad

[0065]

— La actividad se calcula de la manera siguiente: determinacion de la actividad de endo-xilanasa por
referencia a una curva patrén, producida a partir de una endo-xilanasa con actividad conocida con
respecto a AZO-WAX.

Actividad (IU/ml) = AAsgp / SC * DF

— donde AAsgy = As (muestra de enzimas) - Asg (blanco de sustrato), SC es la inclinacion de la curva
patrén y DF es el factor de dilucion de enzimas.

[0066] El analisis funcional de esta proteina se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO
2009/018537.

Ejemplo 17: Expresion del gen codificador de arabinosa 2 abn2 en C1

[0067] ElI gen codificador de Abn2 (identificador CL03602) se sobreexpresé en la cepa C1 W1L#100.L
Aalp1Achi1Apyr5. Se analizaron muestras de sobrenadante de cultivo mediante SDS-PAGE vy se tifieron bandas
de proteina con azul brillante Coomassie (CBB). La proteina Abn2 migra a aproximadamente 50 kDa (Fig. 13).
Se llevo a cabo una fermentacion por lote alimentado estandar, que produjo 7 g de proteina por litro de filtrado de
fermentacion, a partir de un ensayo de determinacion de proteinas por BCA.

[0068] El analisis funcional de esta proteina se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO
2009/033071.

Ejemplo 18: Expresion del gen codificador de endoquitinasa chi1 en C1

[0069] El gen codificador de Chi1 (identificador CL06081) se sobreexpresdé en la cepa C1 W1L#100.L
Aalp1Apyr5. Se analizaron muestras de sobrenadante de cultivo mediante SDS-PAGE y se tifieron bandas de
proteina con azul brillante Coomassie (CBB). La proteina Chi1 migra a aproximadamente 40 kDa (Fig. 14). Se
llevd a cabo una fermentacion por lote alimentado estandar, que produjo 12 g de proteina por litro de filtrado de
fermentacion, a partir de un ensayo de determinacion de proteinas por BCA.

[0070] El analisis funcional de esta proteina se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO
2009/018537.

Ejemplo 19: Expresion de un gen heterdlogo: Poligalacturonasa |l de Aspergillus niger.

[0071] El gen codificador de poligalacturonasa Il de Aspergillus niger (niUmero de acceso X58893) se expreso en
la cepa C1 W1L#100.1Aalp1Achi1Apyr5. Tras la fermentacion, se purifico la enzima mediante la utilizacion de
cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de exclusiéon por tamafios. La endo-PGll purificada migré a
aproximadamente 40 kDa en gel de SDS-PAGE (Fig. 15).

[0072] Esta enzima heterdloga era funcional, tal y como mostraba la actividad en acido poligalacturénico
mediante la utilizacion del ensayo siguiente.

Ensayo de azucares reductores: Método PAHBAH

Soluciones madre:

[0073]

— Sustrato: 1 % (p/v) de acido poligalacturénico en H2O.

— Reactivo A: Se afiade acido p-hidroxibenzoico hidrazida (PAHBAH) (10 gramos) a 60 ml de agua y se
pone en suspension. A esto, se le afiaden 10 ml de HCI concentrado y se lleva el volumen a 200 ml.
Reactivo B: Disolver citrato trisddico (24,9 g) en 500 ml de agua, afadir cloruro calcico (2,20 g) y
disolver, anadir hidréxido de sodio (40,0 g) y disolver. Ajustar el volumen a 2 litros. La solucién deberia
ser clara. Almacenar ambos reactivos a temperatura ambiente. Reactivo de trabajo: afadir 10 ml de
reactivo A a 90 ml de reactivo B. Preparar esta solucién de nuevo cada dia y almacenar en hielo entre
cada uso.
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Ensayo:
[0074]

1. 50 yL sustrato

2. 30 pl 0,2M HAc/NaOH pH 5,0

3. 20 pl muestra / enzima (microplaca no diluida; fermentador >20 x diluido)

4. Incubar a 37 °C durante 10 minutos

5. 25 yl mezcla de ensayo + 125 pl reactivo de trabajo (en microplaca de RCP) o 50 ul mezcla de ensayo
+ 250 pl reactivo de trabajo (en tubo de 1,5 ml)

6. Calentar a 99 °C durante 5 minutos en termociclador de RCP (microplaca de RCP) o en agua hirviendo
(tubo de 1,5 ml).

7. Transferir 100 pl a microplaca NUNC y medir la extincion a 410 nm

Ejemplo 20: Generacion de mezclas de enzimas artificiales para sacarificacion de biomasa vegetal eficiente.

[0075] Se cred una mezcla de enzimas artificial mediante la mezcla de proteina cruda de C1 UV18-25Aalp1 con
proteina cruda de cepas blancas que expresan C1-f-glucosidasa Bgl1, C1-arabinofuranosidasa Abf3 y Abn7, C1-
xilanasa Xyl2 y C1-B-xilosidasa BxI1, siendo W1L#100.LAalp1Apyr5[Bgl1/pyr5],
W1L#100.LAalp1Achi1Apyr5[Abf3/pyr5], W1L#100.LAalp1Achi1Apyr5[Abn7/pyr5],
W1L#100.LAalp1Apyr5[Xyl2/pyr5] y W1L#100.LAalp1Achi1[BxI1/AmdS], respectivamente. La proporcion de los
distintos componentes en una base de proteinas era 10 (UV18-25Aalp1): 1 (proteinas de cepa blanca).

[0076] La eficacia de sacarificacion de la proteina cruda de UV18-25Aalp1 sola se evaluo en sustrato de salvado
de trigo y se comparé con la eficacia de la mezcla artificial. Se utilizaron 10 mg de proteina/g de materia seca de
salvado de trigo. Las condiciones eran las siguientes: temperatura 50 °C, pH 5,0, tiempo 72 horas.

[0077] Se demostré que la mezcla de enzimas de UV18-25Aalp1 sola liberaba aproximadamente un 30 % de la
glucosa, aproximadamente un 5 % de la xilosa y un 12 % de la arabinosa del salvado de trigo. La mezcla artificial
liber6 al menos un 60 % de la glucosa, un 60 % de la xilosa y un 25 % de la arabinosa del salvado de trigo.

Ejemplo 21: Construccion de genotecas en cepa C1 blanca W1L#100.1Aalp1Achi1Apyr5 y cribado de xilanasas.

[0078] Se construy6 una genoteca de ADN gendmico de cepa C1 UV18-25 en cepa C1 W1L#100.1Aalp1Achi1
Apyr5 con métodos previamente descritos en Verdoes et al. (2007). Se cribo la biblioteca con respecto a la
actividad de xilanasa, tal y como se describe en el ejemplo 4 del capitulo 4, lo que produjo diversos clones
positivos que expresaban distintas xilanasas. El analisis SDS-PAGE reveld la presencia de bandas de proteina
adicionales en los clones positivos. El analisis por RCP mediante la utilizacion de distintas combinaciones de
cebador a partir de la secuencia de las xilanasas C1 conocidas y la secuencia de vector reveld la presencia de 3
C1-xilanasas distintas. Este resultado se confirmé mediante analisis de Southern.

Apéndice 1 de los ejemplos: Procedimiento de mutacion UV para cepas C1
[0079]

1. Extender cepa madre en placas con PDA (agar de dextrosa de patata) e incubar a 35 °C durante 14 dias
para obtener esporas.

2. Limpiar las esporas en 0,9 % de solucién salina y filtrar a través de algodén para eliminar los micelios.
Diluir la suspension de esporas resultante a 1x106 esporas/ml mediante la utilizacién de solucién salina.
Obtener una pequefia alicuota de suspension de esporas, diluir en solucion salina y extender la placa a PDA
para determinar el recuento de esporas viable inicial.

3. Anadir 10 ml de suspensién de esporas a una placa de Petri de vidrio esterilizado que contiene un clip y
remover en una placa de agitacién magnética. Quitar la tapa de vidrio e irradiar con luz ultravioleta para
obtener un 90-99,9 % de muerte. Utilizar una lampara Pen-Ray como fuente de luz ultravioleta (254 nm) y
calentarla durante al menos 10 minutos antes de irradiar la suspensién de esporas.

4. Extender la placa en placas de ASC selectivas (apéndice 2 de los ejemplos) con las luces de la estancia
apagadas, mediante la utilizacion de un volumen para obtener menos de 30 colonias en cada placa.

5. Invertir las placas, colocar en bolsas de plastico rojas e incubar a 30 °C durante 6-7 dias para su cultivo y
para permitir que se desarrollen zonas claras.

6. Determinar % de muerte para la mutacion como diferencia entre el recuento de placas viable inicial y un
recuento de placas en PDA después de la irradiaciéon UV.

Apéndice 2 de los ejemplos: Medios
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[0080]

Placas de agar de ASC selectivas
Componente Cantidad
Agua desionizada 800 ml
KoHPO4 1,0 g
KClI 0,1 g
NaCl 0,1 g
MgSO4-7H0 0,3 9
FeCls-6H,0 0,016 g
(NH4)2S04 1,9 g
20 g/l ASC 200 ml
Agar noble 15 g

[0081] Ajustar el pH a 7,5 con HCl y esterilizar 30 minutos a 121 °C. Después de la esterilizacion, afiadir 20 ml de
25 g/l de DOC (acido deoxicolico) filtrado estérilmente. Verter aproximadamente 20 ml/placa. Extender esporas
mutadas por UV en placas de ASC e incubar durante 7-14 dias para dar lugar al crecimiento de colonias y al
aclarado de celulosa.

Medio RM-ASP
Componente Cantidad
Peptona Bacto 2 g
Extracto de levadura 1 g
Bacto
50x AspA (+N) 20 mL
Glucosa 10 g
1000X oligoelementos 1 mL
MgS04-7 H20 0,493 g
Agua Obtener un

\ﬁolumen total de 1

[0082] Ajustar el pH a 6,5 antes de la desinfeccidn en autoclave. Esterilizar la glucosa por separado como 50 %
de solucion.

50x AspA (+N)
Componente Cantidad
NaNOs3 (0 (NH4)2S04) 300(0233) | g
KCI 26 g
KH2PO4 76 g
KOH 10N 22,5 mL
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50x AspA (+N)

Componente Cantidad
Agua Obtener un volumen

total de 1 L.

1000x oligoelementos

Componente Cantidad
ZnS04-7H0 2,2 9
HsBO4 1,1 g
MnSQO4-H,0 0,427 g
FeSOs-7H.0 0,5 9
COCl,-6H20 0,17 g
CuS04-5H,0 0,16 g
Na:MoO4-2H,0 0,15 g
EDTA 5 g
Agua Obtener un volumen

total de 100 mL.

Medios de celulosa de baja y alta densidad

Componente Medio de celulosa de baja Medio de celulosa de alta densidad
(g/L) densidad (#1) (#2)
BisTris 15,7 15,7
KoHPO, 0,22 0,66
KH2PO4 0,08 0,24
(NH4)2S04 4 12
NasCitrato-H2O 4 12
MgS04-7H20 0,03 0,09
CaCl, 0,4 0,8
Extracto de 0,05 0,15
levadura

Pharmamedia 5 15
Lactosa-H2O 5 15
Celulosa 20 80

Ajustar el pH a 7,0.

secuencia de chi1: véase el documento WO 2009/018537.

Secuencia de ADN de pep4 (SEQ ID No 19):
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gctggctcaccgttatttgctccecgecaggaagtccaggtectecctcgcagttggacaaac
tctgcttcgcagecctgcaactttgactcaaggagcgectecggecctcecgtcgattgggtaag
acagcatgacgttggcctgccaaatgtcagectctagaagcacactcccactctegttgg
aaaggttcctaccccaagccacaagtaaacctcegtceccgtecggeggtatctcecggecttege
atagagagtgtcgttcaattcgaatgttgtctctatcggatcagattcgeccctgccacaa
tcaaccgccgatcagcaccatggcecgcectcatcgagagtggcaacgectcgeectaccgtce
ctcagcttcaaaaagcggacagcctccagegttttccgaatgtcgggecattttgtecttt
agtcccgctaccctecgetgcaggttcectgetccatgaactggtatttcctgecacgecgac
cacgtatcagccgaacgccgtecgtcaaggctggatttcaatcttaaccgggagagetca
cgcaatcatctcttggaaccgacgcagcgtcggctcaacatctgectcgtgacgtgacata
gtcctcgaccttgtcgacgaatggcgcatacggaatgccacgaggattggagggtgtgge
gtccectgtcectcecgtgecaggtggtcagtcagcaataacagccagagtgcatatgctagaatg
gcgcccgcgggggagggaaagtttggttaccttgetgetgettecttgtectgtgetegec
atcttggacaaattctcacatgttgcagtggaaggatactgcaagcgactgttaacccga
gccaacggagtgacgtcgggtttggtacctagtttaggtcaageccgttctcaagetgcectg
gccaaaaattcatggcggggtcgagtgggcagcgaggtactcctecgtagggagcaaggtg
aagatgtggggtagcaggggtcgacgctacaaagtactttgtatccggattgectgtgtgg
tacgaagcgcccgtgtgttggatgctctctgtatgtacggagtactgtacctttctecat
gcgctgccccattctectatttggttgecacctgettegttecgtagtgtatgtacagcagta
caactatctacgacacctgcactgactagtgcgtagaattctttagtttctcgagtacgg
cgctaacgcttcgcgecagcaagcaccttcttetgattgtgttactgtgectcaaacctcge
cagccagctgcggtgctccacaagceccggccgtgeccaaccgccatttgecatecceceggtcee
catgaatctgtggacgacccatccctctctgtaccgecgtecgecggtatcagecccagaatga
tagcgggaagacaaacgcagtgattcggattacgctcgcaggaaatggggggagtagett
gatagctctccacggcgagggtgtctcaggectgaggtgtcaactagttgtatgtacactce
aggacgaggcattctgcgttttgaaacaccaatcttccaataccggaggtgttgtatgca
ggatcacttgaatatgtttgcacccattattactgtacctggatgattcggacagggcga
gcatgattggtcgccccgttttgtcaccgcattcgcagegtcggcgggaagcagecacgt
agagcactgccaaacgtttcaagagacaccccatatggagtaaattggagtaatctgtat
ccttcagagccgtcaatcaaactattgtttctcagcaggatggecegttgetcatggggg
atgtaccctggtaggtagttcgttgttgatgacttccttggatgagectgetgegeatga
aggtgccggggccccaggttgggtgcctaaaactaactgtaaacagacgcacggtggcga
cgacgtagccgaaccggtgtagcgagectttccccggecactacgtaatcggggecgatgea
ctgcaggaacacctcacacctgacctacccecttcgectceccgecatcecgtcecaacccget

tccccaacctttccatcaactactteccgagactcgacatcaccttttcgegtegtgtcete
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2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321

4381
4441
4501
4561
4621

ES 2678450 T3

atcgtcgttatcatcaccatcggcgatagatttgttcgecttcgatecgtcgecategecttg
acttccattcgteccttcacgeccgaccgaccggaccagacagtcgecccaaaATGAAGGATG
CTTTTTTGCTGACCGCAGCTGTGCTGCTCGGCTCCGCCCAGGGAGCAGTTCACRAAATGA
AGCTGCAGAAGATCCCTCTCTCTGAGCAGCTTgtacgtctgacceccgttcaagcacgegt
cagcggctactgaccttatcgecgtccagGAGGCGGTTCCCATCAACACCCAGCTCGAGCA
TCTCGGCCAARAATACATGGGGTTGCGCCCACGTGAATCTCAAGCCGATGCCATCTTTAA
GGGCATGGTTGCCGACGTCAAGGGCAACCATCCTATTCCCATCTCCAACTTCATGAACGC
ACAGTgtatgtgacgccactgtggtggcatggatggctcgtcctcaattecggagactgac
actggagcaccctagACTTCTCCGAGATCACGATTGGAACACCCCCTCAGTCATTCAAGG
TGGTCCTCGATACCGGTAGCTCCAARCCTGTGGGTTCCATCAGTCGAGTGCGGCTCGATTG
CTTGTTACCTGCACTCGAAGTATGACTCATCTGCCTCGTCCACCTACAAGAAGAACGGAA
CCTCGTTCGAGATCCGCTACGGGTCAGGCAGCCTGAGCGGGTTTGTCTCTCAGGACACAG
TGTCCATCGGCGATATCACTATCCAGGGCCAGGACTTTGCCGAGGCGACCAGCGAGCCCG
GTCTTGCCTTTGCCTTTGGCCGTTTCGACGGTATCCTTGGCCTTGGCTACGACCGGATCT
CAGTCAACGGCATCGTCCCGCCTTTTTACAAGATGGTCGAGCAGAAGCTCATCGATGAGC
CCGTCTTCGCCTTCTACCTGGCCGATACCAATGGCCAGTCTGAGGTTGTCTTTGGCGGTG
TTGACCACGACAAGTACAAGGGCAAGATCACCACCATTCCGTTGAGGCGCAAGGCCTACT
GGGAGGTTGACTTCGATGCCATTTCTTACGGCGACGACACTGCCGAGCTTGAGAACACTG
GCATCATCCTGGACACCGGTACTTCTCTGATCGCTCTGCCCAGCCAGCTCGCCGAGATGC
TCAACGCTCAGATCGGCGCTAAGAAGAGCTACACTGGCCAGTACACCATCGACTGCAACA
AGCGCGACTCCCTCAAGGATGTCACGTTCAACCTGGCTGGCTACAATTTCACGCTCGGCC
CCTACGACTACGTTCTCGAGGTCCAGGGCAGCTGCATTTCTACCTTTATGGGCATGGATT
TCCCGGCTCCTACTGGGCCACTTGCGATCCTGGGCGATGCCTTCCTCCGGAGGTATTACT
CCATTTATGACCTTGGCGCCGACACCGTCGGTCTGGCTGAGGCCAAGt gattgaaggaty
ggcggcagggaaagacgatgggtaatacggggagtctgggaatcgggetttggactgtgg
tctgtatctagttgctcaagagagttgtcgtttgattttgttataggatctgtctaggaa
ccttagcaggagtgaaattttttcgtgtacgagcatcggcgggctgaagtggtttgataa
caagtctggacttgagtacgcaggcagttgcacaatctgcttcgccgaggagagcaaagyg
cgtcctctttgaaaaagcctacctacgcgtcacaggggtataattttttgagtttgacct
acgccectgtcccataccaaccgegtcccaatcececgtcaacccttgecaatgtcattacce
gtggatgtatcacgtagcagaagccgacatcccacacgcttcaaccttectatccagaca
atgacatggtaagctcattttttaaaggtcgccgtecctecectececttecacgtgattcatt
ttccttgecgecttgtggegecatcecctgacttcatgeecgtacggatcaaagggtgecaaac
ttgccececgceacctettttectgecgecatcatcatcaccatcategecgtttgtcgectge
gcagcatgtagcacggacgacgccttgectgtagtcaaacggctcctgetcggcategtca
tcatggccttcctectgttcgececgaggtectgttegtecggetgecgaggtegeggeggag
gcagatgtctgctgctgctgectgectgetgectgettctgggetttcttggeggectcgaagt
gccttcecectggettgagecttgagttectttgectecctttatgtctecgttttgagecagt
tgctctgccaagagctgagcacgcttgaactcttctecgagcagecttcttggettgttte
tttgcctgecttggecggecttgtcatcaccaccctcaacttecctgectcgacactaggagac
ttcgggtggtctttgectgeggaactatctccacccatctcgatgtcggaaactgetteg
gcttcggatgctgactcaacatcaacatcectagacttececgetttcgaccagecttcaga

gtgaaaccttcttcttcgagaacagggagacccttggtgtcttgttcagecgacacgectyg

Secuencia de aminoacidos de Pep4 (SEQ ID No 20):
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1
61
121
181
241
301
361

MKDAFLLTAA
DATIFKGMVAD
IACYLHSKYD
PGLAFAFGRF
GVDHDKYKGK
MLNAQIGAKK
DFPAPTGPLA

VLLGSAQGAV
VKGNHPIPIS
SSASSTYKKN
DGILGLGYDR
MTTIPLRRKA
SYTGQYTIDC
ILGDAFLRRY

ES 2678450 T3

HKMKLQKIPL
NFMNAQYFSE
GTSFEIRYGS
ISVNGIVPPF
YWEVDFDAIS
NKRDSLKDVT
YSIYDLGADT

SEQLEAVPIN
ITIGTPPQSFE
GSLSGFVSQD
YKMVEQKLID
YGDDTAELEN
FNLAGYNFTL
VGLAEAK

TQLEHLGQKY
KVVLDTGSSN
TVSIGDITIQ
EPVFAFYLAD
TGIILDTGTS
GPYDYVLEVQ

MGLRPRESQA
LWVPSVECGS
GODFAEATSE
TNGQSEVVFEG
LIALPSQLAE
GSCISTFMGM

Secuencia de ADN de his2a (SEQ ID No 21):

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

acttgtggcc taagatctag ccaaatcatt

tattcgaatc
actgcgcaat
acatacgggg
tggggaagtg
gaatgacgga
cttgggtacc
ctaaatcagg
aaagctgtga
gtaggacgag
cctggecttg
aatttgaagc

gcagtcgacc

cagggcaagt
ctgggagcag
atggggacta
cgacgggcac
aaccgatgag
gacgttggag
tcgatcagtt
ttgagggagg
aagaacgcgt
agcaaactta
ttgcgggege

gatttttttt

caaatcgccg
gtttccgacc
acgccggaca
tcaacccttce
caaacccgga
tgagagtgtg
atcagccectt
aagctgagaa
tcgagatttc
agccagtttt
agagctcggce

tatctgggtg

cattggttac
agtaagactt
agcatggaaa
aatcaaaaac
aagcgttgca
atctgatgat
caaattagca
gcaaaccaga
ttggtggtgg
ggagagcagg
tttttecececg
tccataagca

taatcgcaac

20

cccagactcg
gacaaacccg
caccccgatg
cctggaggat
ggaccttgta
cctggaacag
ggatcaagca
cttgatggag
ttgttttgct
ctgtcctaga
tcgggaggga
tccaatcaaa

catgcacata

cattcatggg tttgaggccc gattttgaac gtatatccta ggctatattc ggggtaagat

actggaagcg ctgggccgga tgactagcta tttcaagtgc ccaagagccc atcataccta

acgaacctga
gaacccaaga
gaaaacccac
tgggtaacga
cagccaagca
aatcatctgt
actatactac
ggaagaggtg
cagccagggt
gcattatttt
agtcgcectttg
tgagcctgaa

accgttttgg



901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

gactagctcc
cacccttacg
ctcccactca
ctcgccctta
GACTGGCGGC
gccctttteg
ccagatgccc
CCGGTCTTGC
AGCGTGTCGG
AAATTCTGGA
GTCACTTGCA
CCATCGCCCA
tctctaatgc
CGGCAAGAAC
tggtcggcac
gcgecgtgttt
tatcctctga
gactcgttga
tacccagtag
agactttccc
gcccgtcaaa

cgcgcaaagc

aacagctccg
cgaaaactac
accaacttcc
caccaaccac
GGCAAGTCCG
cgtcatctac
gttcecggtge
GTTCCCTGTC
TGCCGGTGCT
GCTGGCTGGC
ACTCGCTATC
GGGTGGTGTC
gcaaatctaa
TTGTCGCAGG
gctgggttca
gggctgtaca
acatccaaat
cggtaccgcg
tgccatagta
atgccttgat
acttgagcgg

aagccaactt

ES 2678450 T3

atcaacaacc
ttaactccca
gttttcccat
ataacttttt
GTGGCAAGGC
ccgcgecttce
tcttacagtt
GGTCGTGTCC
CCCGTTTACC
AACGCCGCTC
AGGAACGATG
CTTCCCAACA
ctttgtttce
AGCTCtgatt
tgatatcggg
ttaattccat
cctgacacag
tagagtcttg
ctctttaaga
atatgcgaat

ggggggagcet

acgatccagg

tgagaaaggc
cctcceccac
caatcactgc
tatcctttga
GAGCGGTTCC
gtgcagttgg
ggctaacttt
ACCGCCTTCT
TGGCTGCCGT
GCGACAARCAA
AGGAGTTGAA
TCCACCAGAg
agACCTTCTG
ttcgecggttg
gtcacggttt
gatgggcatg
tttgctcgag
tcgcttacga
tgataagtgc
tcctatgtac
gcaaaagcct

tggggcgeceg

Secuencia de aminoacidos de His2A (SEQ ID No 22):

1

61

121 KKTGKTGKNL SQEL

Secuencia de ADN de hex1 (SEQ ID No 23):

1
61

gcgagtgatc
cgcgggtcaa
attcgcgcegt
caaggaccat
AAGAACGCGC
gcatggttca
ttgtagTCGT
CCGGAAGGGC
TCTCGAGTAT
GAAGACGCGT
CAAGCTTCTC
tacgttgcct
CCGAAGAAGA
ggtttttttg
cgggtcattg
gtcatggtta
ttgatgtctg
aattcttgca
atttgagccc
aagagattcg
gtcagctaat

ggaggtttct

cgtgatccca
cttcttccaa
caagctcttc
caatcaaaAT
AATCgtaggt
gccttgaact
TCATCTAAGG
AACTACGCCC
CTTGCCGCTG
ATCATCCCGC
GGGCACGTCA
taccagacga
CCGGCAAGAC
ctttattttc
gttgcttttt
tgaatgagaa
cattggaagc
tcgcacagat
ggcatcgcac
tcgcgaaaga
tcgagtgaga

ctcgtatttc

MTGGGKSGGK ASGSKNAQSR SSKAGLAFPV GRVHRLLRKG NYAQRVGAGA PVYLAAVLEY

LAAEILELAG NAARDNKKTR IIPRHLQLAI RNDEELNKLL GHVTIAQGGV LPNIHQNLLP

gtcaacttactccgagtctcgcatcgagttcgatactgagcaccgtactcacaactcecegt

cattgacgttgctgagggcgagtatcgtgeccgtgtccagecccaaccaccgcaagcaagce
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121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

ES 2678450 T3

ttcecgtagtcggtaccaccgtcaacggatcgcggttcageccacagccgcaaggccagceag
caccacctccacccacaccgacgagtacaccgtcgatccccctagccaccgecccgtcta
caagaaggagtcggttgaagtcgccggtaccactgttgaccccecctgetecectegttcgac
ctaccacgagcaggtgaacattgttgaagagaccgttgacgctcaccgttacgctccteca
acccaacaacaacaacaagATGGGCTACTACGACGAGGACGgtaagcatcttecttccce
tttgatgttgttccttaccecgtgacatccatcggtcgtatgetttcttagecacacacaa
gtgttgtgacaagtgccgtgctcacgccgatatcagGCCACTACCACTCTTTCCGCCATG
GATTGCACAAGTTGGCTGACCGTATTGCGCATCCTGAAGGCCATGACCGCGTTGAGGTGA
GCGAGGTTCGTGAGACCCGCCGCACCCGCGCTCCGTCTTCGGAGGCGTACACGCCGAACA
CGGTCACCATTCCGTGCCACCACATCCGCCTCGGCGACATCCTGATCCTCCAGGGCCGLC
CCTGCCAGGTCATCCGTATCTCGACCTCGGCTGCCACTGGCCAGCACCGCTATCTTGGTG
TCGACCTCTTCACCAAGCAGCTCCATGAGGAGTCGTCGTTCGTCTCGAACCCTGCTCCCA
GCGTCGTCGTCCAGACGATGCTTGGCCCTGTTTTCAAGCAGTACCGCGTCCTCGACATGC
AGGACGGCCACATCGTCGCCATGACCGAGACGGGCGATGTCAAGCAGAACCTGCCCGTCA
TCGACCAGAGCAACCTCTGGGGCCGCCTCAAGCAGGCCTTCGAGACTGGCCGCGGCAGCG
TCCGTGTCCTGGTCGTTTCTGACAACGGCAACGAGATGGCTGTTGACATGAAGGTCGTCC
ACGGCTCGCGCCTCTAAgtcaagccggcaggcectttcatgcaagectttggggctacgagte
gggcggcattgggtttgegtttgatgcatcttggttacggegtgtatgtcatttgaagat
tgaaagctgcgccttggtcgactcctggecgecggatggatatacatgttcctecgggagga
tatgaaggtttcatgtcgctagtttcacgtgtatatgatgactgtaatggatggatgttt
atggccaactttgcgattgatatcttgaaccttttttctggtcgtgtgagtgaacagtga
ttaagtgagagtgaggtatgcaccgtttatcacaaggttgccttgatatcccaccttcaa
cgggcgtggggaatcgaagtccctccectacagtaagtagcctctcttgaatgatctgaa
acgcaacccctccgagcecactaccacacctaactacgaaacaaccactttectgttcecag
gaagctccagttctcccgectaccctccecteccgecgttcaggttgtacgettatctecece
aacctcatcttcgagaggtctaatccgtacacacttaacagtgcatcctgacatagctaa

ccatcatcactctagttcattagccgtcccecgecatcecccgtcaattacatteceggetgtt

Secuencia de aminoacidos de Hex1 (SEQ ID No 24):

1

61

121

181

MGYYDEDGHY HSFRHGLHKL ADRIAHPEGH DRVEVSEVRE TRRTRAPSSE AYTPNTVTIP
CHHIRLGDIL ILQGRPCQVI RISTSAATGQ HRYLGVDLFT KQLHEESSFV SNPAPSVVVQ
TMLGPVFKQY RVLDMQDGHI VAMTETGDVK QNLPVIDQSN LWGRLKQAFE TGRGSVRVLV

VSDNGNEMAV DMKVVHGSRL

bgl1: véase el documento WO 2009/018537. Obsérvese que bgl1 = BgI3A.

xyl6: véase el documento WO 2009/018537.

cbh1: véase el documento WO 2009/018537. Obsérvese que cbhl = CBHla.

Pchi 1(0,8) (SEQ | No 25):
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AGCTTGACCCTTTCAGAGCTAGGTTTCATTAGGCCTTCGAARACAACCCAAGGCCCCGTC
GCAACCATCACAACCGGCCGATAACCAGATCTCGGTAGGTCCGATAAGGATCCAARATGG
TGTCGGCTGACGTTGCATGTGCCCAGGCAGGAGGATGATCCCCAGGGTTGTTGCCGGCAG
CTCCCGCACGTCGGGGAGGGGGAGGGGGAGGGGARAAGCCCTAACTAACGTTCGTTCTATC
ACGGGCCGACCGGGCCATGCTTTCGGCTTGTGAGCGGTGGGGTCAAGGGCAACAAGAAAT
GCTAAGTGCGGGACGAAGACACGCGGGCATGAGGTCTCAGGGTGACCTGCGCAAAACCAA
GTCCCACTCGCCATGCCTCCAGCAGCAACGTTGCCGTAGAAGGGTCAGGGGGTTTGTTGT
AGACCCACGACCATGCTGCCGGCGAGCGGAGGGTTGGCTTGCTACAGGCGCTGAAGGGTC
AACTCGGTGCCCAAAGTGGCTACCAAGCGTGCCATCAAGGGAAATGAGATGATGGTGGCT
CGTGGGCAAAGAAAAGACAAGGGAGGTGACTCTAGAGAGATGCTCTCGAGTTCACGGGTA
TAAGAGCACTGTGATCGTTCACAAAGCCGGCGTACTCCTCTAGAGCATCTATCATCAACA
TCACCAGAAAGGTCNTAGACCAGGTGGTTGCCATATCCAGTCGCAAAAGAGCCARAGAGC
GAAGGAGCACGAAAGCACAGCCCAATCATTCCCTGCTTTGCTACTTCTTCTCCACCATG
Pchi 1(1,8)(SEQ ID No 26):
GTCCCTTACCTATGGGCTCCTAGTCTCGTTCCTCTTTTTGATAGATTTGTATTTTGCAAC
GTTGCAAAATGAGACATTTCAATCATATGTAGCCGCCAGCTACTGTTAGCGTACTCAGCG
TTGCCCAAACGGCGGTTTTTCTGGGTAGCACTGTGCCGCGTGCCCCTGAGCCGTGCGTCG
CGGAAACCCCCTTAAGTAGCAAGTATGTTACCGCCGAGACCGACAATGCTGTTGGTTACC
TCGCTGGTCCATGATTGCAATCTAGATATCGTGCGGGGCTTTTGCAATCGGTTTTCCCTA
CCCACTTTCTTCTTTTGGACACTTTCTCTTTTGGARAATGCCGAARATGATGCGGCTCGCT
CACGCCCCGAAGTCCCGAGCTGGGGCTAGATCCGTGATTGCAACGCGGTGCGAACGCGAC
TGGGGCAGACCTCGCTCAGCCTTGGTCGTGCCGGAATGGCGGGTACCTTTACCAGGTCGG
GATCAATTACATAGGATGCCATGTGCGTGGATTTGATTGCATCGCTGTCCCTTTTGTATG
TGTCCGAGAGCGAGACATCAACGCGARARACCGGAATGCTCCCAACGTCGCTCTCTGTTCA
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TAGGGTCTTTTTTTTTCTTCTGCTCCATATCATCTGTCTTGAACTAAGTGATCATCTGCT
GTCACGTCCCGCCCAATGATTGTAAAGAATGATAAGTGATGCTCGCCGGGGCCAGGCTCT
GTGAAAGTTCCCTCTTTGGTTGACGATCAGGTAGCGCCAACGTTGATTGGGCCGCCCGTA
AAATCCGACCCTGTCTCCTTTCGTTGCAAGTCTCCGCGAGACCGTGCCAAGCATGTTCTC
CGGATCCCTCAATTACATAAGGTTTGGCTCCAGGGTAGGTCTGGAAGCTACCCACCTCGG
CCAAGCAACCAATCACAACCAGACCTCGCGGCGTTTCGACCTTCCTGGTTTGTCTCAGGG
CTGGCCAACGTCCTCCCGTGGCGGGTGCCTGGTGATCGCAGGTCGCAGGCGAGTGCCGGG
CACGCGGAGCCCCCGTCAAAGCTTGACCCTTTCAGAGCTAGGTTTCATTAGGCCTTCGAA
AACAACCCAAGGCCCCGTCGCAACCATCACAACCGGCCGATAACCAGATCTCGGTAGGTC
CGATAAGGATCCAAAATGGTGTCGGCTGACGTTGCATGTGCCCAGGCAGGAGGATGATCC
CCAGGGTTGTTGCCGGCAGCTCCCGCACGTCGGGGAGGGGGAGGGGGAGGGGAARGCCCT
AACTAACGTTCGTTCTATCACGGGCCGACCGGGCCATGCTTTCGGCTTGTGAGCGGTGGG
GTCAAGGGCAACAAGARATGCTAAGTGCGGGACGAAGACACGCGGGCATGAGGTCTCAGG
GTGACCTGCGCAAAACCAAGTCCCACTCGCCATGCCTCCAGCAGCAACGTTGCCGTAGAA
GGGTCAGGGGGTTTGTTGTAGACCCACGACCATGCTGCCGGCGAGCGGAGGGTTGGCTTG
CTACAGGCGCTGAAGGGTCAACTCGGTGCCCAAAGTGGCTACCAAGCGTGCCATCAAGGG
AAATGAGATGATGGTGGCTCGTGGGCAAAGAAAAGACAAGGGAGGTGACTCTAGAGAGAT
GCTCTCGAGTTCACGGGTATAAGAGCACTGTGATCGTTCACAAAGCCGGCGTACTCCTCT
AGAGCATCTATCATCAACATCACCAGAAAGGTCNTAGACCAGGTGGTTGCCATATCCAGT
CGCAAAAGAGCCAAAGAGCGAAGGAGCACGAAAGCACAGCCCAATCATTCCCTGCTTTGC
TACTTCTTCTCCACCATG

Phex1 (SEQ ID No 27):
GATCCTAAGTAAGTAAACGAACCTCTCTGAAGGAGGTTCTGAGACACGCGCGATTCTTCT
GTATATAGTTTTATTTTTCACTCTGGAGTGCTTCGCTCCACCAGTACATAAACCTTTTTT
TTCACGTAACAAAATGGCTTCTTTTCAGACCATGTGAACCATCTTGATGCCTTGACCTCT
TCAGTTCTCACTTTAACGTANTTCGCGTTAGTCTGTATGTCCCAGTTGCATGTAGTTGAG
ATAAATACCCCTGGAAGTGGGTCTGGGCCTTTGTGGGACGGAGCCCTCTTTCTGTGGTCT
GGAGAGCCCGCTCTCTACCGCCTACCTTCTTACCACAGTACACTACTCACACATTGCTGA
ACTGACCCATCATACCGTACTTTATCCTGTTAATTCGTGGTGCTGTCGACTATTCTATTT
GCTCAAATGGAGAGCACATTCATCGGCGCAGGGATACACGGTTTATGGACCCCAAGAGTG
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TAAGGACTATTATTAGTAATATTATATGCCTCTAGGCGCCTTAACTTCAACAGGCGAGCA
CTACTAATCAACTTTTGGTAGACCCAATTACAAACGACCATACGTGCCGGAAATTTTGGG
ATTCCGTCCGCTCTCCCCAACCAAGCTAGAAGAGGCAACGAACAGCCAATCCCGGTGCTA
ATTAAATTATATGGTTCATTTTTTTTAAAAAAATTTTTTCTTCCCATTTTCCTCTCGCTT
TTCTTTTTCGCATCGTAGTTGATCAAAGTCCAAGTCAAGCGAGCTATTTGTGCTATAGCT
CGGTGGCTATAATCAGTACAGCTTAGAGAGGCTGTAAAGGTATGATACCACAGCAGTATT
CGCGCTATAAGCGGCACTCCTAGACTAATTGTTACGGTCTACAGAAGTAGGTAATAAAAG
CGTTAATTGTTCTAAATACTAGAGGCACTTAGAGAAGCTATCTAAATATATATTGACCCT
AGCTTATTATCCCTATTAGTAAGTTAGTTAGCTCTAACCTATAGATAGATGCATGCGGCC
GCAGGTACCAGGCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGT
TTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACA
TCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACA
GTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGG
TGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTT
CGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCG
GGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGA
TTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGAC
GTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCC
TATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAA
AAATGAGCTGATTTAACARAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAAT
TTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATA
CATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGA
AAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCA
TTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGAT
CAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAG
AGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGC
GCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCT
CAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAARAGCATCTTACGGATGGCATGACA
GTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTT
CTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCAT
GTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGT
GACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTA
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CTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGA
CCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGT
GAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATC
GTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT
GAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATA
CTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTT
GATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCC
GTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTG
CAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACT
CTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTG
TAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTG
CTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGAC
TCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACA
CAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGA
GAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTC
GGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCT
GTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGG
AGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCT
TTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCC
TTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGC
GAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCAT
TRAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGARAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATT
AATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGT
ATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAARACAGCTATGACCATGAT
TACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGT
GGCGGCCGCTCTAGAACTAGTACGGCGTGCAAGTAGTGTCTTTCTTTGCACTCCCGCCGT
CCCAGAAGACGCCGCAACAAGCTGAGCTTGCTGGAAGCCGAACAAAGGCGTTACAGAGCA
CAAACATAGTGGCAGTGTAGGAACTCTAACTGGGACCAAAACTACGGGCCCGGCAGAAAC
GTTCCCCGCCCCGAAGCGAAGGCGAACGTCGAAAAGCAAGACCGGGACCGCTCGTCCCAG
GATTAGCCACGAAGTTCCAGACCAAGTATAGGAGTAAACGCTCGCTCGTCAAAACAATTG
TCACCAATCAGCACCACATCGGCACATAACAACCGGTTGCGGAACTCGCATGTGAACAAC
AAGCGGCTCCGGGGGAGTGATCGGCTCGGGCGGATGACCCGGACTCTTCCGCGCAGCAAC
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TCGGCGTGTTGTTGACGGCAGTACTCCGTAGTTGCCATGACAACAGTCAATGGCGTGCTT
CACAAGGTGGAGAGCCGAGAARAGCACCTCGGCATGTACGAGTATGTAGATAGTGTATCAA
GCAGGAAGATGGGGGTTACTTTATCTCAATCAGATGCCTGTAAGCGAGAGCCGAGAGCCT
GCCCTGTTGTTGACACAATTCTGGCCTGATACGAGTGACAAGCGCTGGGACGGCGGLCTGG
GGTCTTTTGCTCGCGGCTTCAGCTCAATTCCAATCCTGGGCCGGTGCCGAACGGCCCAAT
CGCGAGCGCCCACGAAATCGGAGGTCGAGGARAGAAGGCTGGGCGAGACGCGGCGACAAG
CTGTGGCAAAATGGCCAATTGAGGTTCTGGGTCGGCTGGTGATCAACCATGCATTTCCCA
GCCCGCAGATTCTCTTTCTCTCTCGTGCAGCAGCGGCACCAGCAGCAGCAGCAGCCAGGG
GTTTGACCAACCTCTCCGCCCAGCCACCGATAGTAAAGATGCTGCCTGCGTATTCTGGGC
TGCAGGAGTTCCAAGATCTTTCGGTCTGGCCACCAGCTGTCACGTCACCCTCCACCTTTG
GACGACGTTGCTGGAAAATTCGAAGCCTTCACTAAGATAACTATGCCGTAGCACTTGCAG
CCCCGGAAGCTGCAAGTTGATTCTTGGAGGGCTCTCTCCACCACCAATACGGGAGATCTG
GCCCCGCACTTGAGGAGGCTGGAGTCTCGGATCGCCCACTTCGCGTCGCCCTGGGCCCTG
GGCCCTGGGGTGATGGGCCCGTTGCCGTGGTGGATGGCAGGAGCTTTTCAGCTCTCAATG
GGCGAATGCTACTCCGTAGGTCGGAGTGGCTGGAAGCGGCGGAACGGACAGGGGGAGGTT
GGGGAAAATGCTCCGCAGGAAGAGCAGGGAGTGGGGAGCTGCGGTCGGCCCTGTGGAGCC
CGTGCAGGGCCAGCTAATCCAATTCGGGCCACAATAAACAAGAGAGGGCCCCACATCATG
TAAACAGAGGCTCAGAAGCTCCTGCCACACTGGGAGGGTTTCGAAGTCTGACGACTGCCA
ATGGACCCCAGCCATCGCGAGCACACAGCAGTTCGCACGCTCCCATTGGGTTCCTCATCA
CGCAGTCGCTCTCCCCGCCAACCAGCGCCAGGTCCGGGAACAGCGGCGCARATGCGTATT
TGAGGGCGCCTCGCTCGAGCAACCTGTGCCTGACCTTCTCCTCCTCCTTCTGCACCTTGC
ATCTCGTCGCGTCCACTCGCAGGCAACCACACATCCTCCTCCTCTCCCAAAACCCCCCCG
CTTTTTCTTTCCCTTGTTGGAATTCGATTGAAAAAGAAGACGGGTCCGTCTAGAGACCGC
CTTCTCACCTTTCTCTCGACTTCTTTCTAGGAAAAGAAGCAAGAGTCATTCTTCTTGTCC
ACCTTCTGGTTCACGGAAGGTCGAGGAGAAGATTGCCTCTGCCCCCARAGTCGCCAACCT
GGACTTTGAAGCACGTGTTCCGGTCCCTTTCAGTGTCTTCCCGTCCTCGTACAGGGAGTC
CGAGACCGCCACCCAAACCCACTCCCACGAAGAGGTTGAGATCAAGCTCCCCCAGCTCGC
CGGACGGGAAGGTCAACACTCTTCATTCCAAGCCCAAGCACATCTTCCTCCCAGCGGAGA
GGGTCGCTTCAGAGAAGAAGAGGTCCGCATCACTCGTCAAGAGGAACATCACCGCCGTCC
CGGCATCCGTGAAGAGTTCGTTCACCGCGAGGAGCGTCACCGGTAAGTTTAGTTTTTGTT
TTGATTCACCACCCATTGTCTTCCCCGCCTTTTTCTTTTTCTTCCCTTGCTCTCTTGCCC
CTGTCTAGTGTAGGGCATTGCCAAGGCCATCTTCACACACACACACCCCCCCLCCCCCCCC
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ACCCTCAGCTGGGGGGGGGGGTGGCCTGGGTTGACCAARGGGACGGTGAAGACTACTACTA
CTTGAGCCACTCAAACCCATGCATGACACAGGGTTTTCCTTTTTCTTTTCTCTTTTCCTT
TAACTAACCAACCACTCCAACATTAGCCCTCAGTCAACCTACTCCGAGTCTCGCATCGAG
TTCGATACTGAGCACCGCACTCACAACTCCGTCATTGACGTTGCTGAGAGCGAGTATCGT
GCCCGTGTCCAGCCCAACTACCGCAAGGAAGCTTCCGTAGTCGGTACCACCGTCGACGGA
TCCCGCTTCAGCCACAGCCGCAAGGCCAGCAGCACCACCTCCACCCACACCGACGAGTAC
ACCGTCGATCCCCCTAGCCACCGCCCCGTCTACAAGAAGGAGTCGGTTGAAGTCGCCGGT
ACCACTGTTGACCCCCCTGCTCCTCGTTCGACCTACCACGAGCAGGTGAACATTGTTGAA
GAGACCGTTGACGCTCACCGTTACGCTCCTCAACCCAACAACAACAACACCATG

Pxyl6 (SEQ ID No 28):
GCGGCCGCTTCCCCATGAATGGCAACCGGGCTGATGACCTGTGTGGGAAGAAATGGGGTT
GGGTCGGGCAATGGGAAGAAAACGGAAAGAGGGAAGGAAACATGCCTGTAGTCGAGGCTG
AGAGTGTACGTACGTCCGTACATTCCAGTAACCAGGCGAGAATGAGCAATGATACCCCGC
ATTTCTTGGATAATTAACTCGTTCCAGAGCACGACTTACGCAGCACTACTCCGTACTGTT
GGAGCGCTTAGCACGCTGGAAACTTGGCAGCCGTCCGAAGCCGCTCGGCCCCATCCTCTC
GCTGGTAGCTAGTGTAGTCCCGTGCTTTACAACGCGGCTATACAGCCCGTACAGTTGTAA
AGTACCTACATACATGCACTACTATTATTATCCTTCTAGAGTGGGTTCCGAATTCCAGGG
AAGATCTTCCTATGGCTATCTGGCTGARAACTTGGGGGAGGAGTGCGGAAGGGGGGAGGGG
AACGAGCCTCCACATTGCATACGACCGGGGAATGCGGGACCCTAAGCGAACCAGGAACCC
GGTTATTGCACTCGGAATTGCCGCAGATCCCTGCGTTCCACCCGCTCGAACGGTCAACAT
TAACTAATCTGTAGTGGAGTTACTGTTGACTTTCTGACTCGTGTCACTGGTCCTCGCCCA
AGTTCGAAAACAGAATTGCATTTTTGTCCTTTTGTTCGGAGCTTTCGAGGAATAARTTCCA
TTGTAGGTATGGAGTAATTATGGAGTATACACGGCCCAGGGGCGCTACACACACCATCGC
CGAGAATGGGAGGTCGAGCTCGCGACGCTCAGGATCCCATCGATATTTTCCCTTATCCCT
GCTCTCACTAGCGCGCAGAGCCGCCTCCGCGCGGGGATGCCGGTTGTTGCCGGCGTGCTT
TTTATCCGCTGCCCTTGGTTGCTCATTTCCCGGTTCTTGGGTCGCTTGCCAAGCAGCTCC
GGCGGAGAAGAATACCACAGGAGGGAGCATCGGGGCGCGAAGGGCATTGCACTATGCGGA
CGAGATGCTTCAACACCATCATGGACCTGTCCGGAACTCCCAAGAACAGGCGACGCCAAG
GACGGAGTAGACCTCCCCGGTCCGTCTTCTCTCTGCCTGGCAATTTAGCCAAAAATCCGA
CCCGACTTGCGACGATTCCTACCTCCTAGCGCGTGCGCGCTGAAGCAGTCGCGAGAGTCG
CAAGGCATGGGCCCGAGTCTGGCTGGCATCGTCAAACGTGATCGGCCCGTCGAGCGTGCG
TGTATAAATGCATCAAGGAGCGACTGCCCCCCCATCAATAACCACCCGGTTGCTTGAGTC
TCTCGCACTCGCGGCCCCTTCTTCTCTGCTTCGCACGCATCTCGCTGTCTCGCTGTCTCG
CTGTCTCACTGTCTCGCTGTCTCACTGTCTCGCTGTCTCACTGTCTCGCTGTCTCACTGT
CTCACTCGTCCATCAGAGCAAAACCATG

Pgla1 (SEQ ID No 29):
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TAGTAGTTGTCAACCTTGGCAGCGAGAGTCCCGAGGCGGTAGATGAGAGAAAAAAGGACC
GATGTTGACTTCCATGCCATCGATGGCGTCGTCTCGGCTAGACGTCGTCGGCGTTATTCT
GGGGGAGGCAATCCCGGGTGAGGAGAGARATAGACGCGTCGCCATCTAGCAGCCATCACT
CAGTGGCATCACCTGCGCGTTGACTTGCCTTCGAAGGCTCTCCTGAGCCGAGCATGTGAT
TACGATGTATAAGACCTGCATTGAGCTCGACGTTCCCGAGCGTCGGCGCGAGCTTCCAAT
TCGGTTGAGGCTCCGGCGGCTTCCCCCGGTTTCCTGCTGGACTAGCTGCCGTGGCGGGGEE
GACGGCAGAGCGACTCCGACGCGCCCCATGCGAGCARCGGCCCGATTTTCGATGAGATCT
GCGGGGCGCCGGAGTGGCAGCAGTTCGTCAGCTTGGCAGGCACGGCTCCCCACCTTCTTC
CTTCTTCCACACTAGGCCCTCCCACAAGCGACCAGATGCTTGTTAAGTACGCAGTAGTGT
CTCGGCTCGCCCAGAGAACAATGGCACGCCGATCTGTCTAATGACCAAGAGCCACGGTTC
GAGACCATCCATTGGACTGGAGGGCCTGCGAGGCATCACGCCGAACCCATGTCATGCTAC
TCTTTCTGTTCACCCCCGGAGATGGCGTGARACTGCGCGTTTACTCGCGGCTCAGCATGT
GCTCACGTTGGGTAGGTCCCGCRAAAGTCAGAGGTAGGGAGGTACTTTGTAGGCACAAATC
ATGTACACGTTCGTACCTGAGGTAGCTATCTCGCCTCAGGCACACGAGGCCCGTTCGACG
AGAGAGAGGAAGAGCAACCAAGAATAGTCAAGGATATTATTACTCTTTCCCTGGTATTTC
TGGACATTTTGTCCAGGATTTTGTTCGCCCTTTAATTTTGAACAATTATGCTCCCGTCGG
CTCCGATCCACGCCTCTTAACTCTCCTTTAGCCTTTCGCCTCTATTTCCTTGAATTTCAA
TTCTCCCAAGGGCCCTGCTTTCTACAGCAAAGAATCCGTACCCTACTCTCTTTCGCGCAC
AGAGTGAGGGAGCAACAGGGATTGCGAAATGCACAGCAGAGTTTGTGTAACTTCGGCAGC
TCTTCCCCACATTCAGATGCATGTTACTGGAGAATGCGGAGAAGTTATAGTCTGGGGTAG
TAGGTATAACGCTGGTACTCCCGAGGTAGGTAGCAACCTTGGCTGACCTTGGGAAGCGAG
GGCGCTTGTGACGCTGACGATCCAGAAGCAGCCCGCCGATAGTATACGTGGAGACGGTGC
TTCTTGCTATAAGCGCTCAACTCCGCTACCCATGTTCACCGTCTTCCCCTTGGACGACGG
CATCACTCCGATACCCATGTCTCCTGGGTAGCTCCGAGTAGTCGCCCGAGCGCCCTTCTC
CCCCCTCCCCCTTTCTCCTAATAAACGGCCGAGTCGGGCAGCCTCGACGTTGCACCGTAG
CGTCGCAGCCTGCGTAGAAGCACGCGTAGAAGCACCGAGCTCCAAGCTCCAAGACGCCRAA
AAGCCGCCGCGAAGTGGCCGTCGGCCCTTCCCCGCATGCGCAGCTCCGGCACCAGGTCCG
ARACGCTCCATCACCCCATATCCCAGTCAGAACAGCGGCTGCTTTCCGGATTTGGAAGTC
TGGAGGTCGCGAATGAAGGCTCGCGTTCGACTATAATAACAGCTCCGGATGGCAGGCCTC
GTTGCCCAGCTCCAGGACCACCTCCCATCCGTARACGGATCTGGCCTCGTCACGCCCGLCC
ATG

La secuencia de ADN de Alp1 comprende (SEQ ID No 30):
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ATGCACTTCTCCACCGCTCTCCTGGCCTTCCTGCCCGCCGCCCTCGCGGCCCCTACTGCCGAGACCCTCGAC
BAGCGCGCCCCGATCCTGACTGCTCGCGCTGGCCAGGTCGTCCCGGGCAAGTACATCATCAAGCTCCGCGAC
GGAGCCAGCGACGATGTCCTTGAGGCCGCCATCGGCAAGCTCCGCTCCAAGGCCGACCACGTCTACCGCGGC
AAGTTCAGGGGCTTTGCCGGCAAGCTCGAGGATGACGTCCTTGACGCCATCCGTCTTCTCCCCGAAgtgagt
ccgcgtccecggaaagaaatagagcgagcgggggagagagtgaagggcgaaaagagecgtgttttgttaaceg
cttgtcttttctttctctcttgcaatagGTCGAGTACGTCGAGGAGGAGGCCATCTTCACCATCAACGCGTA
CACCTCGCAGTCCAACGCCCCCTGGGGCCTTGCGCGCCTCTCGTCCARGACCGCGGGCTCCACCACCTACAC
CTACGACACCAGCGCCGGCGAGGGCACCTGTGCCTATGTGATCGACACGGGCATCTACACTAGCCACTCCgt
atgtctcgcggttacctccecctttecggaagaaggggcatccatatgctgaccectecctgatcacagGACTTC
GGCGGCCGTGCCACTTTCGCCGCCAACTTCGTCGACAGCTCTAACACCGATGGCAACGGCCACGGCACCCAC
GTCGCCGGCACCATCGGCGGCACCACGTACGGTGTTGCCAAGAAGACCAAGCTCTACGCCGTCAAGGTTCTC
GGCTCCGACGGCTCTGGCACCACgtatgcctcgcacccgecgcaccecgecacacecgeccggecgttatettet
gactgacattcctctttctectectctagTTCTGGTGTCATTGCTGGCATCAACTTCGTCGCTGACGACGCGC
CCAAGCGCAGCTGCCCCAAGGGCGTCGTCGCCAACATGTCGCTCGGCGGTAGCTACTCGGCCTCCATCAACA
ACGCCGCCGCCGCCCTCGTCAGGTCGGGCGTCTTCCTGGCCGTCGCCGCCGGCAACGAGAACCAGAACGCCG
CCBACTCGTCGCCCGCCTCCGAGGCGTCCGCCTGCACCGTCGGCGCCACCGACAGGAACGACGCCAAGGCCA
GCTACTCCAACTACGGCAGCGTCGTCGATATCCAGGCCCCCGGCTCCAACATCCTGAGCACCTGGATCGGCA
GCACCTCTGCTACCgtaagccccccctcececcccacccacceccagectttggecgacatteccegececgtatt
tatttctccggggtgggggagaaacaaaacaaaatagctaacatgagatgcactctcag”hRACACCATCTCGG
GTACCTCGATGGCCTCCCCCCACATTGCCGGCCTCGGTGCCTACCTCCTGGCCCTCGAGGGCTCCAAGACCC
CTGCCGAGCTCTGCAACTACATCAAGTCGACCGGCAACGCCGCCATCACTGGCGTTCCCAGCGGCACCACCA
ACCGCATCGCCTTCAACGGCAACCCCTCTGCCtga

Secuencia de aminoacidos de Alp1 (SEQ ID No 31):

1 MHFSTALLAF LPAALAAPTA ETLDKRAPIL TARAGQVVPG KYIIKLRDGA SDDVLEAAIG
61 KLRSKADHVY RGKFRGFAGK LEDDVLDAIR LLPEVEYVEE EAIFTINAYT SQSNAPWGLA
121 RLSSKTAGST TYTYDTSAGE GTCAYVIDTG IYTSHSDEFGG RATFAANFVD SSNTDGNGHG
181 THVAGTIGGT TYGVAKKTKL YAVKVLGSDG SGTTSGVIAG INFVADDAPK RSCPKGVVAN
241 MSLGGSYSAS INNAAAALVR SGVFLAVAAG NENQNAANSS PASEASACTV GATDRNDAKA
301 SYSNYGSVVD IQAPGSNILS TWIGSTSATN TISGTSMASP HIAGLGAYLL ALEGSKTPAE
361 LCNYIKSTGN AAITGVPSGT TNRIAFNGNP SA
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REIVINDICACIONES

. Cepa huésped fangica de Myceliophthora thermophila, designada originalmente como Chrysosporium

lucknowense, que es W1L depositada en el CBS con el nimero de acceso 122189 o W1L#100.1 depositada
en el CBS con el numero de acceso 122190.

. Cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada ademas por que el gen codificador de la

endoquitinasa 1 (chi1) se ha alterado.

. Cepa de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizada ademas por que uno O varios genes

seleccionados del grupo que consiste en aquellos que codifican la proteasa alcalina 1 (alp7), la proteasa
alcalina 2 (alp2), la proteinasa A (pep4), la glucoamilasa (Gla1), la exoquitinasa (Chi2) y la laminarinasa
(Lam1) se han alterado.

. Cepa de acuerdo con la reivindicacion 3, que es W1L#100.1Aalp1Apyr5 o W1L#100.1Aalp1Achi1Apyr5.

. Método para la producciéon homadloga y/o heteréloga de una proteina pura con una pureza superior a un 75 %,

que comprende la expresion de un gen codificador de dicha proteina en la cepa de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

. Método para la produccion de mezclas de proteinas artificiales que comprende la expresion de genes

codificadores de cada una de dichas proteinas en una cepa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

. Método para el cribado simplificado de cepas que expresan funcionalmente una enzima deseada mediante la

aplicacién de cepas tal y como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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Fig. 2
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 14
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