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ES 2533923 T3

DESCRIPCION
Polipéptidos con actividad de celobiohidrolasa | y polinucleétidos que codifican los mismos
Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere a polipéptidos con actividad de celobiohidrolasa | (también llamada CBH | o CBH
1) y polinucleétidos con una secuencia nucleétida que codifica para los polipéptidos. La invencién también se refiere a
vectores y células huésped que incluyen constructos de acidos nucleicos al igual que métodos para producir y usar los
polipéptidos.

Antecedentes de la invencion

[0002] Celulosa es una materia prima industrial importante y una fuente de energia renovable. La estructura fisica y la
morfologia de celulosa nativa son complejas y los detalles finos de su estructura han sido dificiles de determinar
experimentalmente. No obstante, la composicion quimica de la celulosa es simple, consiste en residuos de D-glucosa
enlazados por enlaces beta-1,4-glicosidicos para formar polimeros lineales con longitud de cadenas de mas de 10.000
residuos glicosidicos.

[0003] Para ser eficaz, la digestion de celulosa requiere diferentes tipos de enzimas que actian cooperativamente. Al
menos tres categorias de enzimas son necesarias para convertir celulosa en glucosa: endo (1,4)-beta-D-glucanasas
(EC 3,2,1,4) que cortan al azar las cadenas de celulosa; celobiohidrolasas (EC 3,2,1,91) que disocian unidades de
celobiosil de las extremidades de cadena de celulosa y beta-glucosidasas (EC 3,2,1,21) que convierten celobiosa y
celodextrinas solubles en glucosa. Entre estas tres categorias de enzimas implicadas en la biodegradacién de celulosa,
celobiohidrolasas son las enzimas clave para la degradacién de celulosa cristalina nativa.

[0004] Exo-celobiohidrolasas (celobiohidrolasa | o CBH 1) se refieren a las celobiohidrolasas que degradan celulosa
mediante hidrolizacion de la celobiosa del extremo no-reducido de las cadenas de polimero de celulosa.

[0005] de Oliviera Alzevedo et al han divulgado un polipéptido de gen CBH-1 de Humicola grisea var. termoidea en
Nucleic Acids Res. 1990, 1990, 18:668-668 (SWISSPROT: P15828, EBI: X17258), que tiene un 81,3 % de identidad
con la SEC ID N° 4. Kvachadze et al han publicado el efecto del tratamiento de una cepa de Chaetomium thermophile
con luz uv y etilenimina en Mikrobiologiya. 1997, 66(5):644-649 . Ramesh et al. describen en Biochimica, Biophysica
Acta 1989, 993: 266-274 la purificacion y caracterizacion de dos celobiohidrolasas a partir de Chaetomium thermophile
var.coprophile.

[0006] Es un objeto de la presente invencion proporcionar polipéptidos mejorados con actividad de celobiohidrolasa | y
polinucleétidos que codifiquen los polipéptidos. Los polipéptidos mejorados pueden tener actividad especifica mejorada
y/o estabilidad mejorada, en particular termoestabilidad mejorada. Los polipéptidos pueden también tener una capacidad
mejorada para resistir inhibicidn por celobiosa.

Resumen de la invencion

[0007] En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido con actividad de celobiohidrolasa |,
seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene como minimo 95% de identidad con
aminoacidos 1 a 529 de SEC IDn°4,y

(b) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad con el
polipéptido codificado por nucledétidos 1 a 1578 de SEC ID n° 3,

[0008] En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un polinucleétido con una secuencia de nucleétidos
que codifica para el polipéptido de la invencion.

[0009] En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un constructo de acidos nucleicos que comprende la
secuencia de nucledtidos, que codifica para el polipéptido de la invencién, operativamente enlazado a una o mas
secuencias de control que dirigen la produccion del polipéptido en un huésped adecuado.

[0010] En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere a un vector de expresiéon recombinante que comprende el
constructo de acidos nucleicos de la invencion.

[0011] En un quinto aspecto, la presente invencion se refiere a una célula huésped recombinante que comprende el
constructo de acidos nucleicos de la invencion.

[0012] En un sexto aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la producciéon de un polipéptido de la
invencion, el método incluye:
(a) cultivo de una célula huésped recombinante de la invencién bajo condiciones propicias para la produccion del
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polipéptido; y
(b) recuperacion el polipéptido.

[0013] En un séptimo aspecto, la presente invencion se refiere a un método para produccién in situ de un polipéptido de
la invencion, el método incluye:

(a) cultivo de una célula huésped recombinante de la invencién bajo condiciones propicias para la produccion del
polipéptido; y

(b) contacto del polipéptido con un sustrato deseado sin recuperacion previa del polipéptido.

Definiciones

[0014] Antes de discutir la presente invencion en detalles adicionales, los siguientes términos y convenios seran
definidos primeramente:

Polipéptido substancialmente puro: en el presente contexto, el término "polipéptido substancialmente puro" significa una
preparacion de polipéptido que contiene como mucho 10% en peso de otro material polipéptido con el cual es
originalmente asociado (porcentajes inferiores de otro material polipéptido son preferidos, por ejemplo como mucho 8%
en peso, como mucho 6% en peso, como mucho 5% en peso, como mucho 4%, como mucho 3% en peso, como mucho
2% en peso, como mucho 1% en peso y como mucho %% en peso). Asi, se prefiere que el polipéptido substancialmente
puro sea al menos 92% puro, es decir que el polipéptido constituya al menos 92% en peso del material polipéptido total
presente en la preparacion, y porcentajes mas altos son preferidos tal como al menos 94% puro, al menos 95% puro, al
menos 96% puro, al menos 96% puro, al menos 97% puro, al menos 98% puro, al menos 99% y como mucho 99.5%
puro. Los polipéptidos descritos aqui estan preferiblemente en una forma substancialmente pura. En particular, se
prefiere que los polipéptidos descritos aqui estén en "forma esencialmente pura", es decir, que la preparacion de
polipéptido esté esencialmente libre de otro material polipéptido con el cual es originalmente asociado. Esto puede ser
realizado, por ejemplo, por preparacion del polipéptido mediante bien conocidos métodos recombinantes. Aqui, el
término "polipéptido substancialmente puro" es sindnimo de los términos "polipéptido aislado" y "polipéptido en forma
aislada".

[0015] Actividad de celobiohidrolasa I: el término "actividad de celobiohidrolasa I" es definido aqui como una actividad de
celulosa 1,4-beta-celobiosidasa (también llamada exo-glucanasa, exo-celobiohidrolasa o 1,4-beta-celobiohidrolasa),
como se define en la clase enzimatica EC 3.2.1.91, que cataliza la hidrélisis de enlaces de 1,4-beta-D-glucosidico en
celulosa y celotetraosa, liberando celobiosa de las extremidades no-reducidas de las cadenas.

[0016] Para fines de la presente invencién, actividad de celobiohidrolasa | puede ser determinada segun al
procedimiento descrito en el ejemplo 2.

[0017] En una forma de realizacion, actividad de celobiohidrolasa | puede ser determinada segun el procedimiento
descrito en Deshpande MV et al., Methods in Enzymology, pp. 126-130 (1988): "Selective Assay for Exo-1,4-Beta-
Glucanases". Segun este procedimiento, una unidad de actividad de celobiohidrolasa | (actividad de escisién de enlace
agluconico) es definida como 1,0 pymol de p-nitrofenol producido por minuto a 50°C, pH 5,0.

[0018] Los polipéptidos de la presente invencion deberian preferiblemente tener al menos 20% de la actividad de
celobiohidrolasa | de un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionados del grupo que
consiste en SEC ID n° 4. En una forma de realizacién particular preferida, los polipéptidos deberian tener al menos 40%,
tal como al menos 50%, preferiblemente al menos 60%, tal como al menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, tal
como al menos 90%, muchos preferiblemente al menos 95%, tal como al rededor de o al menos 100% de la actividad de
celobiohidrolasa | del polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionados de los aminoacidos 1 a
526 de SEC ID n° 4.

[0019] I/dentidad: en el presente contexto, la homologia entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de
nucleodtidos es descrita por el parametro "identidad".

[0020] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos es determinado
usando el programa FASTA incluido en la version 2.0x del paquete del programa FASTA (ver W. R. Pearson and D. J.
Lipman (1988), "Improved Tools for Biological Sequence Analysis", PNAS 85:2444-2448 ; and W. R. Pearson (1990)
"Rapid and Sensitive Sequence Comparison with FASTP and FASTA", Methods in Enzymology 183:63-98). La matriz de
marcado usada fue BLOSUMS0, penalizacion del espacio fue -12, y penalizacion de extensién del espacio fue -2.

[0021] El grado de identidad entre dos secuencias de nucleétidos es determinado usando el mismo algoritmo y paquete
de software, como se ha descrito anteriormente. La matriz de marcado usada fue la matriz de identidad, la penalizacién
de gap fue -16 y penalizacién de extension de gap fue -4.

[0022] Fragmento: cuando se usa aqui, un "fragmento" de una secuencia seleccionada de SEC ID n° 2 es un polipéptido
con uno o mas aminoacidos eliminados del terminal amino y/o carboxilo de esta secuencia de aminoacidos.
Preferiblemente, un fragmento es un polipéptido con la secuencia de aminoacidos eliminada correspondiente al
"dominio de enlace de celulosa" y/o el "dominio enlazador" de Celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei como esta
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descrito en el numero de accesién de SWISS-PROT P00725. Mas preferiblemente, un fragmento incluye la secuencia
de aminoacidos que corresponde al "dominio catalico" de Celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei como esta descrito
en el numero de accesién de SWISS-PROT P00725. De la forma mas preferible, un fragmento contiene al menos 434
residuos de aminoacidos, por ejemplo, los residuos de aminoacido seleccionados de aminoacidos 1 a 434 de SEC ID n°
4. En particular, un fragmento contiene al menos 215 residuos de aminoacidos, por ejemplo, los residuos de
aminoacidos seleccionados de los aminoacidos 200 a 434 de SEC ID n° 4.

[0023] Variante alélica: en el presente contexto, el término "variante alélica" denota dos o mas formas cualquiera
alternativas de un gen que ocupa la misma localizaciéon cromosémica. Variante alélica surge naturalmente a través de
mutacion y puede suponer polimorfismo dentro de poblaciones. Mutaciones de gen pueden ser silenciosas (ningun
cambio en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos con secuencias de aminoacidos alteradas. Una
variante alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.

[0024] Polinucledtido substancialmente puro: el término "polinucleétido substancialmente puro" como se utiliza en este
caso se refiere a una preparacion polinucleétida, donde el polinucleétido ha sido quitado de su ambiente natural
genético, y esta asi libre de otras secuencias de codificaciéon indeseadas o extrafias y esta en una forma adecuada para
su uso dentro de sistemas de produccién de proteina creada genéticamente. Asi, un polinucleétido substancialmente
puro contiene como mucho 10% en peso de otro material polinucleétido con el cual es originalmente asociado
(porcentajes inferiores de otro material polinucleétido son preferidos, por ejemplo como mucho 8% en peso, como
mucho 6% en peso, como mucho 5% en peso, como mucho 4% como mucho 3% en peso, como mucho 2% en peso,
como mucho 1% en peso, y como mucho 2% por peso). Un polinucleétido substancialmente puro puede, no obstante,
incluir regiones no traducidas 5' y 3' de origen natural, tales como promotores y terminadores. Se prefiere que el
polinucleétido substancialmente puro sea al menos 92% puro, es decir que el polinucleétido constituya al menos 92% en
peso del material de polinucleétido total presente en la preparacion, y porcentajes mas altos son preferidos tal como al
menos 94% puro, al menos 95% puro, al menos 96% puro, al menos 96% puro, al menos 97% puro, al menos 98%
puro, al menos 99% y, como mucho, 99,5% puro. Los polinucleétidos descritos aqui estan preferiblemente en una forma
substancialmente pura. En particular, se prefiere que los polinucleétidos descritos aqui estén en "forma esencialmente
pura", es decir que la preparacion polinucleétida esté esencialmente libre de otro material polinucleétido con el cual sea
originalmente asociada. Aqui, el término "polinucleétido substancialmente puro" es sindnimo de los términos
"polinucleétido aislado" y "polinucleétido en forma aislada”.

[0025] Modificacién(es): en el contexto de la presente invencion el término "modificacion(es)" significa cualquier
modificacion quimica de un polipéptido que consista en una secuencia de aminoacidos seleccionado de SEC ID n° 4, al
igual que manipulacién genética del ADN que codifica ese polipéptido. La modificacion(es) puede ser sustitucion(es) de
la cadena(s) lateral de aminoacido, sustitucion(es), delecidn(es) y/o inserciones(s) en el o los aminoadico(s) de interés.

[0026] Variante artificial: cuando se usa aqui, el término "variante artificial" significa un polipéptido con actividad de
celobiohidrolasa |, que ha sido producido por un organismo que esta expresando un gen modificado en comparacion
con la SEC ID n° 3. El gen modificado, donde dicha variante se produce cuando expresada en un huésped adecuado,
se obtiene a través de intervencion humana por modificacion de una secuencia de nucleétido seleccionada de la SEC ID
n° 3.

[0027] ADNc: el término "ADNc" cuando se usa en el presente contexto, se destina a cubrir una molécula de ADN que
se puede preparar por transcripcion inversa de una molécula de ARNm dividida madura derivada de una célula
eucariota. A ADNc le faltan las secuencias de intron que estan normalmente presentes en el ADN gendmico
correspondiente. La transcripcion de ARN primario inicial es un precursor para ARNm y va a través de una serie de
eventos de tratamiento antes de aparecer como ARNm maduro dividido. Estos eventos incluyen la eliminaciéon de
secuencias de intrén por un proceso llamado empalme. Cuando ADNc se deriva de ARNm, por lo tanto, le faltan
secuencias de intron.

[0028] Constructo de acidos nucleicos: cuando se usa aqui, el término "constructo de acidos nucleicos" significa una
molécula de acido nucleico, mono o bicatenario, que se aisla de un gen de origen natural o que ha sido modificada para
contener segmentos de acidos nucleicos de manera que de otra forma no existirian en la naturaleza. El término
constructo de acidos nucleicos es sindnimos del término "cassette de expresion" cuando el constructo de acidos
nucleicos contiene las secuencias de control requerida para la expresién de una secuencia codificante de la presente
invencion.

[0029] Secuencia de control: el término "secuencias de control" es definido aqui para incluir todos los componentes que
son necesarios o ventajosos para la expresion de un polipéptido de la presente invencién. Cada secuencia de control
puede ser nativa o foranea a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Tales secuencias de control
incluyen, pero de forma no limitativa, una secuencia de poliadenilaciéon guia, secuencia de propéptido, promotor,
secuencia de péptido sefal, y terminador de transcripcion. Como minimo, las secuencias de control incluyen un
promotor y sefiales de parada traduccional y transcripcional. Las secuencias de control se pueden proporcionar con
enlaces para introducir sitios de restriccion especifica facilitando la ligadura de las secuencias de control con la region
de codificacién de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido.
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[0030] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" es definido aqui como una configuracién en la
que una secuencia de control es apropiadamente colocada en una posicién en relacion a la secuencia de codificaciéon
de la secuencia de ADN de tal forma que la secuencia de control dirige la expresién de un polipéptido.

[0031] Secuencia codificante: cuando se usa aqui el término "secuencia codificante" se destina a cubrir una secuencia
de nucledtidos que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto proteinico. Los bordes de la
secuencia codificante estan generalmente determinados por un marco de lectura abierto, que comienza normalmente
con el codon de inicio ATG. La secuencia codificante tipicamente incluye ADN, ADNc y secuencias de nucleoétidos
recombinantes.

[0032] Expresién: en el presente contexto, el término "expresion" incluye cualquier paso implicado en la produccién del
polipéptido incluyendo, pero no limitado a, transcripcidon, modificacién postranscripcional, traduccién, modificacion
postraduccional y secrecion.

[0033 ]Vector de expresion: en el presente contexto, el término "vector de expresiéon" cubre una molécula de ADN, lineal
o circular, que incluye un segmento que codifica un polipéptido de la invenciéon y que es operativamente enlazado a
segmentos adicionales que proveen para su transcripcion.

[0034] Célula huésped: el término "célula huésped", como se utiliza en este caso, incluye cualquier tipo de célula que
sea susceptible de transformacién con un constructo de acidos nucleicos.

[0035] Los términos "sonda polinucledétida”, "hibridacién”, al igual que las varias condiciones de astringencia se definen
en la seccion titulada "polipéptidos con actividad de celobiohidrolasa I".

[0036] Termoestabilidad: el término "termoestabilidad”, como se utiliza en este caso, es medido como esta descrito en el
ejemplo 2.

Descripcion detallada de la invencion
Polipéptidos con actividad de celobiohidrolasa |

[0037] En una primera forma de realizacién, la presente invencion se refiere a polipéptidos con actividad de
celobiohidrolasa | y donde los polipéptidos incluyen, preferiblemente, una secuencia de aminoacidos que tiene un grado
de identidad con una secuencia de aminoacido de SEC ID n°4, (es decir, el polipéptido maduro) de al menos 95%, como
por ejemplo al menos 96%, tal como al menos 97%, incluso mas preferiblemente al menos 98%, mas preferiblemente al
menos 95%, por ejemplo al menos 96%, tal como al menos 97% e incluso mas preferiblemente al menos 98%, tal como
al menos 99% (de ahora en adelante "polipéptidos homodlogos"). La secuencia de aminoacidos puede diferir en, como
mucho, diez aminoacidos (p. ej. en diez aminoacidos), en particular en como mucho cinco aminoacidos (p. €j. en cinco
aminoacidos), tal como en como mucho cuatro aminoacidos (p. ej. en cuatro aminoacidos), por ejemplo en como mucho
tres aminoacidos (p. ej. en tres aminoacidos) de una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID n° 4. La
secuencia de aminoacidos puede diferir en como mucho dos aminoacidos (p. €j. en dos aminoacidos), tal como en un
aminoacido de una secuencia de aminoacidos seleccionados de SEC ID n° 4.

[0038] Preferiblemente, los polipéptidos de la presente invencion comprenden la secuencia de aminoacidos SEC ID n°
4; una variante alélica de la misma; o un fragmento de la misma que tenga una actividad de celobiohidrolasa |. En otra
forma de realizacion preferida, el polipéptido de la presente invencidn consiste en la secuencia de aminoacidos SEC ID
n°® 4.

[0039] El polipéptido de la invencién puede ser una celobiohidrolasa | de tipo salvaje identificada y aislada de una fuente
natural. Tales polipéptidos de tipo salvaje pueden ser especificamente seleccionados por técnicas estandar conocidas
en la técnica, tal como selecciéon molecular como esta descrito en el ejemplo 1. Ademas, el polipéptido de la invencion
se puede preparar por la técnica de redistribucion de ADN, tal como descrito en J.E. Ness et al. Nature Biotechnology
17, 893-896 (1999). Tales variantes artificiales pueden ser construidas por técnicas estandar conocidas en la técnica,
tales como mutagénesis dirigida al sitio/aleatoria del polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID
n® 4. Los cambios de aminoacidos (en la variante artificial al igual que en los polipéptidos de tipo salvaje) son de
naturaleza menor, esto es, sustituciones prudentes de aminoacido que no afectan significativamente al pliegue y/o
actividad de la proteina; deleciones pequefas, tipicamente de uno a aproximadamente 30 aminoacidos; pequefias
extensiones amino terminal o carboxilo terminal, tales como un residuo de metionina amino terminal; un pequefio
péptido enlazador de hasta aproximadamente 20-25 residuos; o una pequefia extensién que facilita purificacion
cambiando la carga de red u otra funcion, tal como un tracto de polihistidina, un epitopo antigénico o un dominio de
union.

[0040] Ejemplos de sustituciones menores estan dentro del grupo de aminoacidos basicos (arginina, lisina e histidina),
aminoacidos acidicos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparagina), aminoacidos
hidrofébicos (leucina, isoleucina, valina y metionina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) y
pequefios aminoacidos (glicina, alanina, serina y treonina). Sustituciones de aminoacidos que generalmente no alteran
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la actividad especifica se conocen en la técnica y son descritas, por ejemplo, por H. Neurath and R.L. Hill, 1979, In, The
Proteins, Academic Press, New York . Los intercambios que mas frecuentemente ocurren son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu,
Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, y
Asp/Glyal igual que éstos a la inversa.

[0041] En una forma de realizacién interesante de la descripcion, los cambios de aminoacidos son de tal naturaleza que
las propiedades fisico quimicas de los polipéptidos son alteradas. Por ejemplo, cambios de aminoacidos pueden ser
realizados, lo que mejora la termoestabilidad del polipéptido, lo que altera la especificidad de sustrato, cambia el pH
6ptimo y similares.

[0042] Preferiblemente, el nimero de tales sustituciones, deleciones y/o inserciones comparadas con una secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 4 es como maximo 10, tal como maximo 9, por ejemplo como maximo 8, mas
preferiblemente como maximo 7, por ejemplo como maximo 6, tal como maximo 5, de la forma mas preferible como
maximo 4, por ejemplo como maximo 3, tal como maximo 2, en particular como maximo 1.

[0043] Los presentes inventores han aislado secuencias de nucleétidos que codifican polipéptidos con actividad de
celobiohidrolasa | del microorganismo Acremonium thermophilum. Asi, la presente divulgacion se refiere a polipéptidos
que incluyen una secuencia de aminoacido que tiene al menos 95% de identidad con el polipéptido codificado por la
celobiohidrolasa | que codifica parte de la secuencia de nucledtidos presente en el organismo de Chaetonium
thermophilum. En una forma de realizacién interesante de la invencién, el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacido que tiene al menos 95%, por ejemplo al menos 96%, tal como al menos 97%, e incluso mas preferiblemente
al menos 98%, tal como al menos 99% de identidad con el polipéptido codificado por la celobiohidrolasa | que codifica
parte de la secuencia de nucleétidos presente en el organismo de Chaetonium thermophilum (de aqui en adelante
“polipéptidos homologos”. En una forma de realizacion interesante, la secuencia de aminoacidos difiere en como mucho
diez aminoacidos (p. ej. en diez aminoacidos), en particular en como mucho cinco aminoacidos (p. ej. en cinco
aminoacidos), tal como en como mucho cuatro aminoacidos (p. ej. en cuatro aminoacidos), por ejemplo en como mucho
tres aminoacidos (p. ej. en tres aminoacidos) del polipéptido codificado por la celobiohidrolasa | que codifica parte de la
secuencia de nucledtidos presente en un organismo seleccionado del grupo que consiste en Chaetonium thermophilum.
En una forma de realizacion particular interesante, la secuencia de aminoacidos difiere en como mucho dos
aminoacidos (p. ej. en dos aminoacidos), tal como en un aminoacido del polipéptido codificado por la celobiohidrolasa |
que codifica parte de la secuencia de nucleétidos presentes en un organismo seleccionado del grupo que consiste en
Chaetonium thermophilum.

[0044] Preferiblemente, los polipéptidos de la presente invencién comprenden la secuencia de aminoacidos del
polipéptido codificado por la celobiohidrolasa | que codifica parte de la secuencia de nucleoétido insertada en un plasmido
presente en un microorganismo depositado seleccionado de CGMCC n° 0581. En otra forma de realizacion preferida, el
polipéptido de la presente invencion consiste en la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado por la
celobiohidrolasa | que codifica parte de la secuencia de nucleétidos insertada en un plasmido presente en un
microorganismo depositado seleccionado de CGMCC n° 0581.

[0045] De una forma similar a como se ha descrito anteriormente, el polipéptido de la invencidén puede ser una variante
artificial que comprende, preferiblemente consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una sustitucion,
delecion y/o inserciébn de un aminoacido en comparacién con la secuencia de aminoacidos codificada por la
celobiohidrolasa | que codifica para de la secuencia de nucleétidos insertada en el plasmido presente en el
microorganismo depositado CGMCC n°. 0581.

[0046] Una secuencia de nucleotidos seleccionada de SEC ID n°® 3 o una subsecuencia de la misma, al igual que una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID n°® 4 o un fragmento de la misma se puede utilizar para disefiar una
sonda polinucleétida para identificar y clonar polipéptidos de codificacion de ADN con actividad de celobiohidrolasa | de
cepas de diferentes géneros o especies, segun métodos bien conocidos en la técnica. En particular, tales sondas se
pueden usar para hibridaciéon con el genémico o ADNc del género o especie de interés, siguiendo procedimientos
estandar de Southern blotting, para identificar y aislar el gen correspondiente en este. Tales sondas puede ser
considerablemente mas cortas que la secuencia entera, pero deberian ser al menos 15, preferiblemente al menos 25,
mas preferiblemente al menos 35 nucleédtidos de longitud, tal como al menos 70 nucleétidos de longitud. Es, no
obstante, preferido que la sonda polinucleétida sea de al menos 100 nucleétidos de longitud. Por ejemplo, la sonda
polinucleétida puede ser de al menos 200 nucleétidos de longitud, al menos 300 nucleétidos de longitud, al menos 400
nucleétidos de longitud o al menos 500 nucledtidos de longitud. Incluso sondas mas largas pueden ser utilizadas, por
ejemplo, sondas polinucledtidas que son de al menos 600 nucleétidos de longitud, al menos 700 nucledétidos de longitud,
al menos 800 nucledtidos de longitud, o al menos 900 nucleétidos de longitud. Ambas sondas de ADN y ARN g)ueden
ser usadas. Las sondas son tipicamente etiquetadas para detectar del gen correspondiente (por ejemplo, con ?p, 3,
%3, biotina o avidina).

[0047] Asi, un ADN gendmico o genoteca de ADNc obtenida a partir de tales otros organismos se pueden seleccionar
para ADN que hibridiza con las sondas anteriormente descritas y que codifica un polipéptido con actividad de
celobiohidrolasa I. ADN gendémico u otro de tales otros organismos se puede separar por agarosa o electroforesis en gel
de poliacrilamida u otras técnicas de separacion. ADN de las genotecas o ADN separado puede ser transferido a e
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inmovilizado en nitrocelulosa u otros materiales portadores adecuados. Para identificar un clon o ADN que es homdlogo
el material portador con el ADN inmovilizado es usado en un Southern blot.

[0048] Las moléculas a las que la sonda polinucleétida hibridiza bajo estas condiciones pueden ser detectadas usando
una pelicula radiografica o por cualquier otro método conocido en la técnica. Siempre que el término "sonda
polinucledtida” se use en el presente contexto, debe entenderse que tal sonda contiene al menos 15 nucledtidos.

[0049] En una forma de realizacion interesante, la sonda polinucleétida es la cadena complementaria de los nucleétidos
seleccionados del grupo que consiste en:

nucledtidos 1 a 1587 de SEC ID n° 3,

nucledtidos 1 a 1302 de SEC ID n° 3;

o la cadena complementaria de los nucledétidos seleccionados del grupo que consiste en:

nucledtidos 1 a 500 de SEC ID n° 3;

o la cadena complementaria de los nucleétidos seleccionados de:

nucleotidos 1 a 200 de SEC ID n° 3.

[0050] En otra forma de realizacion interesante, la sonda polinucleétida es la cadena complementaria de la secuencia de
nucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID n°® 4. En una forma de realizacién aun mas interesante, la sonda
polinucleétida es la cadena complementaria del nucledtido seleccionado de SEC ID n° 3. En otra forma de realizacion
interesante, la sonda polinucleétida es la cadena complementaria de la secuencia de nucleétido contenida en un
plasmido que se contiene en el microorganismo depositado CGMCC n°. 0581.

[0051] Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, condiciones de astringencia de muy baja a muy alta
son definidas como prehibridacién e hibridacién a 42°C en 5X SSPE, 1,0% SDS, 5X solucion de Denhardt, 100 pg/ml
ADN de esperma de salmén desnaturalizado y cortado, siguiendo procedimientos estandar de Southern blotting.
Preferiblemente, las sondas largas de al menos 100 nucleétidos no contienen mas de 1.000 nucleétidos. Para sondas
largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material portador es finalmente lavado tres veces cada uno durante
15 minutos usando 2 x SSC, 0,1% SDS a 42°C (astringencia muy baja), preferiblemente lavado tres veces cada uno
durante 15 minutos usando 0,5 x SSC, 0,1% SDS a 42°C (astringencia baja), mas preferiblemente lavado tres veces
cada uno durante 15 minutos usando 0,2 x SSC, 0,1% SDS a 42°C (astringencia media), incluso mas preferiblemente
lavado tres veces cada uno durante 15 minutos usando 0,2 x SSC, 0,1% SDS a 55°C (astringencia media alta), de la
forma mas preferible lavado tres veces cada uno durante 15 minutos usando 0,1 x SSC, 0,1% SDS a 60°C (astringencia
alta), en particular lavado tres veces cada uno durante 15 minutos usando 0,1 x SSC, 0,1% SDS a 68°C (astringencia
muy alta).

[0052] Aunque no particularmente preferido, se contempla que sondas mas cortas, por ejemplo, sondas que son de
aproximadamente 15 a 99 nucleétidos de longitud, tal como de aproximadamente 15 a aproximadamente 70 nucledétidos
de longitud, pueden también ser usadas. Para este tipo de sondas cortas, condiciones de astringencia son definidas
como prehibridacion, hibridacién y post-hibridacion de lavado de 5°C a 10°C por debajo de la Tm calculada usando el
calculo segun Bolton and McCarthy (1962, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 48:1390) en 0,9 M
NaCl, 0,09 M Tris-HCI pH 7,6, 6 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1X solucién de Denhardt, 1 mM pirofosfato de sodio, 1 mM
fosfato monobasico de sodio, 0,1 mM ATP y 0,2 mg de ARN de levadura por ml siguiendo los procedimientos de
Southern blot estandar.

[0053] Para sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucleétidos a 99 nucledtidos de longitud, el material
portador se lava una vez en 6X SCC mas 0,1% SDS durante 15 minutos y dos veces cada uno durante 15 minutos
usando 6X SSC a 5°C a 10°C por debajo del calculado Tm.

Fuentes para polipéptidos con actividad de celobiohidrolasa |

[0054] Un polipéptido de la presente invenciéon se puede obtener de microorganismos de cualquier género. Para los
propositos de la presente invencion, el término “obtenido de” como se usa aqui significara que el polipéptido codificado
por la secuencia de nucleétidos es producido por una célula en la que esta presente naturalmente la secuencia de
nucledtidos o en la que ha sido insertada la secuencia de nucleétidos. En una forma de realizaciéon preferida, el
polipéptido es secretado naturalmente.

[0055] Un polipéptido de la presente invencion puede ser un polipéptido bacteriano. Por ejemplo, el polipéptido puede
ser un polipéptido bacteriano, tal como un polipéptido Bacillus, por ejemplo, un polipéptido Bacillus, por ejemplo, un
Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus lautus,
Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, o polipéptido
Bacillus thuringiensis; o un polipéptido Streptomyces, por ejemplo un polipéptido Streptomyces lividans o polipéptido
Streptomyces murinus; o un

[0056] Un polipéptido de la presente invencién puede ser un polipéptido fungico y mas preferiblemente un polipéptido de
levadura, tal como un polipéptido de Candida, Kluyveromyces, Neocallimastix, Pichia, Piromyces, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, o Yarrowia; o mas preferiblemente un polipéptido fungico filamentoso, tan como un polipéptido
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Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor,
Myceliophthora, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia,
Tolypocladium, o Trichoderma.

[0057] En una forma de realizacion mas preferica, el polipéptido es un polipéptido Chaetomium thermophilum , por
ejemplo el polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 4

[0058] Se entendera que para las especies mencionadas anteriormente, la invencion comprende tanto los estados
perfectos como imperfectos, y otros equivalentes taxonémicos, por ejemplo, anamorfos, con independencia del nombre
de especie por el que se les conoce. Los expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de equivalentes
apropiados.

[0059] Cepas de estas especies son facilmente accesibles para el publico en varias colecciones de cultivo, tal como la
American Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ),
China General Microbiological Culture Collection Center (CGMCC), Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS), y
Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center (NRRL).

[0060] Ademas, tales polipéptidos se pueden identificar y obtener de otras fuentes que incluyen microorganismos
aislados de la naturaleza (p. €j., tierra, agua, plantas, animales, etc.) usando las sondas arriba mencionadas. Técnicas
para aislar microorganismos de habitats naturales son bien conocidas en la técnica. La secuencia de nucleétidos puede
luego ser derivada mediante la seleccién de forma similar de un genémico o genoteca de ADNc de otro microorganismo.
Una vez una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido ha sido detectada con la sonda(s), la secuencia
puede ser aislada o clonada utilizando de técnicas que se conocen por aquellos de habilidad comun en la técnica (ver,
por ejemplo, Sambrook et al., 1989, supra).

[0061] Polipéptidos codificados por secuencias de nucledtidos de la presente divulgacion también incluyen polipéptidos
fundidos o polipéptidos divisibles de fusiéon en los que otro polipéptido se funde al N-término o al C-término del
polipéptido o fragmento del mismo. Un polipéptido fusionado se produce por fundicién de una secuencia de nucleétidos
(o una parte de la misma) que codifica otro polipéptido a una secuencia de nucledtidos (o una parte de la misma) de la
presente invencién. Técnicas para producir polipéptidos de fusién se conocen en la técnica e incluyen ligar las
secuencias de codificacion que codifican los polipéptidos de modo que éstas estan en bastidor y que la expresion del
polipéptido fusionado esta bajo control del mismo promotor(es) y terminador.

Polinucledtidos y secuencias de nucleotidos

[0062] La presente invencidn también se refiere a polinucleétidos con una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido de la invencion. En particular, la presente invencion se refiere a polinucleétidos que consisten en una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de la invencién. En una forma de realizaciéon preferida, la
secuencia de nucleétidos es SEC ID n.°: 3. En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de nucleoétidos es el
polipéptido maduro que codifica la region contenida en un plasmido que estd contenido en un microorganismo
depositado seleccionado de CGMCC n.° 0581. La presente invencidn también abarca polinucleétidos que comprenden,
preferiblemente que consisten en, secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido que consiste en una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID n.°: 4, que difiere de una secuencia de nucleétidos seleccionada de
SEC ID n.°: 3 en virtud de la degeneracién del cédigo genético.

[0063] La presente invencion también se refiere a polinucleétidos que comprenden, preferiblemente que consisten en,
una subsecuencia de una secuencia de nucledtidos SEC ID n° 3 que codifica fragmentos de una secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 4 que tienen actividad de celobiohidrolasa |. Una subsecuencia de una secuencia de
nucleotidos de SEC ID n° 3 es una secuencia de nucleoétidos encerrada por una secuencia de SEC ID n° 3 excepto que
uno o mas nucleoétidos del final 5' y/o 3' han sido eliminados.

[0064] La presente invencidn también se refiere a polinucleétidos que tienen, preferiblemente que consisten en, una
secuencia de nucleétidos modificada que comprende como minimo una modificacion en el polipéptido maduro que
codifica la secuencia seleccionada que consiste en SEC ID n° 3, y donde la secuencia de nucleétido modificada codifica
un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en SEC ID n° 4.

[0065] Las técnicas usadas para aislar o clonar una secuencia de nucleétidos que codifican un polipéptido se conocen
en la técnica e incluyen aislamiento de ADN gendmico, preparacion de ADNc o una combinacién de las mismas. La
clonacion de las secuencias de nucledtidos de la presente invencion de tal ADN gendmico puede ser efectuada, por
ejemplo, usando la bien conocida reaccién en cadena de polimerasa (PCR) o seleccion de anticuerpos de genotecas de
expresion para detectar fragmentos de ADN clonados con caracteristicas estructurales compartidas. Ver, por ejemplo,
Innis et al., 1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic Press, New York . Otros procedimientos de
amplificacion tales como reaccién en cadena de ligasa (LCR), transcripcion activada ligada (LAT) y amplificacion basada
en secuencias de nucledtidos (NASBA) puede ser utilizados. La secuencia de nucleétidos se puede clonar de una cepa
seleccionada del grupo que consiste en Acremonium, Scytalidium, Termoascus, Thielavia, Verticillium, Neotermes,
Melanocarpus, Poitrasia, Coprinus, Trichotecium, Humicola, Cladorrhinum, Diplodia, Myceliophthora, Rhizomucor,
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Meripilus, Exidia, Xylaria, Trichophaea, Chaetomium, Chaetomidium, Sporotrichum, Thielavia, Asperqgillus,
Scopulariopsis, Fusarium, Pseudoplectania y Phytophthora u otros u organismo relacionado y asi, por ejemplo, puede
ser un alélico o variante de especies del polipéptido que codifica la regidn de la secuencia de nucledétidos.

[0066] La secuencia de nucleotidos se puede obtener por procedimientos de clonacién estandar usados en ingenieria
genética para recolocar la secuencia de nucleétidos de su ubicacion natural a un sitio diferente donde ésta sera
reproducida. Los procedimientos de clonacién pueden implicar escision y aislamiento de un fragmento deseado que
incluye la secuencia de nucleotidos que codifica el polipéptido, inserciéon del fragmento en una molécula de vector e
incorporaciéon del vector recombinante en una célula huésped donde copias multiples o clones de la secuencia de
nucleotidos seran replicadas. La secuencia de nucleétidos puede ser de origen genémico, ADNc, ARN, semisintético
sintético o cualquier combinacién de las mismas.

[0067] La presente invencion también se refiere a un polinucleétido que comprende, preferiblemente que consiste en,
una secuencia de nucledétidos que tiene un grado de identidad con una secuencia de nucleétidos que consiste en los
nucleotidos 1 a 1587 de SEC ID n° 3, de al menos 95% de identidad, tal como al menos 96% de identidad, por ejemplo
al menos 97% de identidad, incluso mas preferiblemente al menos 98% de identidad, tal como al menos 99%.
Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido con actividad de celobiohidrolasa I. El grado de
identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina como se ha descrito previamente (ver la seccion titulada
"Definiciones").

[0068] En otro aspecto interesante la presente invencion se refiere a un polinucleétido que tiene, preferiblemente
consiste en una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 95% de identidad con la celobiohidrolasa | que codifica
parte de la secuencia de nucledtidos insertada en un plasmido presente en el microorganismo depositado CGMCC n°.
0581. En una forma de realizacion preferida, el grado de identidad con la celobiohidrolasa | que codifica parte de la
secuencia de nucleétidos insertada en un plasmido presente en un microorganismo depositado CGMCC n°. 0581 es al
menos del 95%, tal como al menos del 96%, por ejemplo al menos del 97%, incluso mas preferiblemente al menos del
98%, tal como al menos del 99%. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos comprende la celobiohidrolasa | que
codifica la parte de la secuencia de nucleétidos insertada en un plasmido presente en el depositado CGMCC n°. 0581.
En una forma de realizacién aun mas preferida, la secuencia de nucleétidos consiste en la celobiohidrolasa | que
codifica parte de la secuencia de nucledtidos insertada en un plasmido presente en el microorganismo depositado
CGMCC n°. 0581.

[0069] La modificacién de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invencién puede ser
necesaria para la sintesis de un polipéptido, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una
sustitucion, delecion y/o insercién al compararla con una secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 4. Estas variantes
artificiales puede diferir en alguna forma creada genéticamente del polipéptido aislado de su fuente nativa, por ejemplo,
variantes que difieren en la actividad especifica, termoestabilidad, pH 6ptimo o similares.

[0070] Sera evidente para los expertos en la técnica que tales modificaciones pueden ser hechas fuera de las regiones
criticas a la funcion de la molécula y todavia suponer un polipéptido activo. Residuos de aminoacidos esenciales para la
actividad del polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos de la invencion, y por lo tanto preferiblemente no
sujetos a modificacion, tal como sustitucion, se pueden identificar segun procedimientos conocidos en la técnica, tal
como mutagénesis dirigida o mutagénesis de escaneado de alanina (ver, por ejemplo, Cunningham and Wells, 1989,
Science 244: 1081-1085). En la anterior técnica, mutaciones se introducen en cada residuo positivamente cargado de la
molécula, y las moléculas mutantes resultantes se evalian para actividad de celobiohidrolasa | para identificar residuos
de aminoacidos que son criticos para la actividad de la molécula. Sitios de interacciéon de enzima-sustrato pueden
también ser determinados por analisis de la estructura tridimensional como determinado por tales técnicas como analisis
de resonancia magnética nuclear, cristalografia o etiquetado de fotoafinidad (ver, por ejemplo, de Vos et al., 1992,
Science 255: 306-312 ; Smith et al., 1992, Journal of Molecular Biology 224: 899-904; Wlodaver et al., 1992, FEBS
Letters 309: 59-64).

[0071] Por otra parte, una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invenciéon se puede
modificar por introduccion de sustituciones de nucleétidos que no dan lugar a otra secuencia de aminoacidos del
polipéptido codificado por la secuencia de nucledtidos, pero que corresponden al uso de codon del organismo huésped
destinado a la produccién de la enzima.

[0072] La introducciéon de una mutacién en la secuencia de nucledtidos para intercambiar un nucleétido por otro
nucleotido se puede realizar por mutagénesis dirigida usando cualquiera de los métodos conocidos en la técnica.
Particularmente util es el procedimiento que utiliza un vector de ADN bicatenario superenrollado con un inserto de
interés y dos cebadores sintéticos que contienen la mutacion deseada. Los cebadores oligonucledtidos, cada uno
complementario de las cepas opuestas del vector, se extienden durante la variacion ciclica de la temperatura mediante
Pfu ADN polimerasa. En la incorporacién de los cebadores, un plasmido mutado con cortes en bisel es generado.
Después del ciclo de temperatura, el producto se trata con Dpnl que es especifico para ADN hemimetilado y metilado
para digerir el molde de ADN progenitor y para seleccionar para ADN sintetizado con mutacién. Otros procedimientos
conocidos en la técnica pueden también ser usados. Para una descripcion general de sustitucidon de nucledtidos, véase,
por ejemplo, Ford et al., 1991, Protein Expression and Purification 2: 95-107.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2533923 T3

[0073] Como sera entendido, detalles y particulares en lo que se refiere a hibridacién de las secuencias de nucleétidos
seran iguales o analogos a los aspectos de hibridacion discutidos en la seccion titulada "Polipéptidos con actividad de
celobiohidrolasa I" aqui expuesta.

Constructos de Acidos Nucleicos

[0074] La presente invencién también se refiere a constructos de acidos nucleicos que comprenden una secuencia de
nucleotidos de la presente invencién operativamente enlazados a una o mas secuencias de control que dirigen la
expresion de la secuencia codificante en una célula huésped adecuada bajo condiciones compatibles con las
secuencias de control.

[0075] Una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invencidn se puede manipular en una
variedad de vias para proveer a expresion del polipéptido. La manipulacién de la secuencia de nucleétidos antes de su
inserciéon en un vector puede ser deseable o necesaria dependiendo del vector de expresion. Las técnicas para
modificar secuencias de nucledtidos utilizando métodos de ADN recombinante se conocen bien en la técnica.

[0076] La secuencia de control puede ser una secuencia del promotor apropiada, una secuencia de nucleétidos que se
reconoce por una célula huésped para la expresion de la secuencia de nucleétidos. La secuencia del promotor contiene
secuencias de control transcripcionales, que median la expresion del polipéptido. El promotor puede ser cualquier
secuencia de nucleétidos que muestre actividad transcripcional en la célula huésped de eleccion, incluidos promotores
mutantes truncados e hibridos, y se pueden obtener de genes que codifican polipéptidos intracelulares o extracelulares
ya sean heterélogos u homélogos de la célula huésped.

[0077] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de acidos nucleicos de la
presente invencion, especialmente en una célula huésped bacteriana, son los promotores obtenidos del operén lac de E.
coli, gen de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), gen de levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), gen de alfa-
amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), gen de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), gen de
alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), gen de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP), genes xylA y
xylB de Bacillus subtilis, y gen de beta-lactamasa procariética (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 75: 3727-3731), asi como el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 80: 21-25). Mas promotores son descritos en "Useful proteins from recombinant bacteria" en
Scientific American, 1980, 242: 74-94; y en Sambrook et al., 1989, supra.

[0078] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de acidos nucleicos de la
presente invencién en una célula huésped filamentosa fuangica son promotores obtenidos de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger,
alfa-amilasa estable en medio acido de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o de Aspergillus awamori
(glaA), lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus
oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans y proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum (WO 96/00787), al igual
que el promotor NA2-tpi (un hibrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus nigery triosa
fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae) y promotores mutantes, truncados e hibridos de los mismos.

[0079] En un huésped de levadura, promotores Uutiles se obtienen de los genes para enolasa de Saccharomyces
cerevisiae (ENO-1), galactocinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol deshidrogenasa /gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH2/GAP) y 3-fosfoglicerato-cinasa de Saccharomyces
cerevisiae. Otros promotores Utiles para células huésped de levadura son descritos por Romanos et al., 1992, Yeast 8:
423-488.

[0080] La secuencia de control puede también ser una secuencia del terminador de transcripcion adecuada, una
secuencia reconocida por una célula huésped para terminar transcripcion. La secuencia del terminador es
operativamente enlazada al terminal 3' de la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador
que es funcional en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0081] Terminadores preferidos para células huésped fungicas filamentosas se obtienen de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, sintasa de antranilato de Aspergillus nidulans, alfa-
glucosidasa de Aspergillus nigery proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum.

[0082] Terminadores preferidos para células huésped de levadura se obtienen de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C de Saccharomyces cerevisiae (CYC1), y de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores utiles para células huésped de levadura son
descritas por Romanos et al., 1992, supra.

[0083] La secuencia de control puede también ser una secuencia lider adecuada, una regién no traducida de un ARNm
que es importante para traduccion por la célula huésped. La secuencia lider esta operativamente enlazada al terminal 5'
de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Cualquier secuencia lider que es funcional en la célula
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huésped de eleccién se puede utilizar en la presente invencion.

[0084] Los lideres preferidos para células huésped fungicas filamentosas se obtienen de los genes para TAKA amilasa
de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans.

[0085] Lideres adecuados para células huésped de levadura se obtienen de los genes para enolasa de Saccharomyces
cerevisiae (ENO-1), quinasa de 3-fosfoglicerato de Saccharomyces cerevisiae, alfa-factor de Saccharomyces cerevisiae
y de alcohol deshidrogenasal/gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH2/GAP).

[0086] La secuencia de control puede también ser una secuencia de poliadenilaciéon, una secuencia operativamente
enlazada al terminal 3' de la secuencia de nucleétidos y que, cuando se transcribe, es reconocida por la célula huésped
como una sefal para afadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier secuencia de poliadenilacién que
es funcional en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0087] Secuencias de poliadenilacion preferida para células huésped filamentosas fungicas se obtienen de los genes
para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, sintasa de antranilato de Aspergillus
nidulans, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum, y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger.

[0088] Secuencias de poliadenilacion util para células huésped de levadura son descritas por Guo and Sherman, 1995,
Molecular Cellular Biology 15: 5983-5990.

[0089] La secuencia de control puede también ser una region de codificacion de péptido de sefial que codifica para una
secuencia de aminoacidos enlazada al amino terminal de un polipéptido y que dirige el polipéptido codificado en la via
secretora de la célula. El extremo 5' de la secuencia codificante de la secuencia de nucleétidos puede intrinsecamente
contener una region de codificacion de péptido sefial naturalmente enlazado en el marco de lectura de traduccion con el
segmento de la region de codificacion que codifica el polipéptido segregado. Alternativamente, el extremo 5' de la
secuencia codificante puede contener una region de codificacién de péptido sefial que es foranea a la secuencia
codificante. La region de codificacion de péptido sefial foranea puede ser requerida donde la secuencia codificante no
contenga naturalmente una regiéon de codificacion de péptido sefial. Alternativamente, la regién de codificacion de
péptido sefal foraneo puede simplemente reemplazar la regiéon de codificacion de péptido sefial natural para mejorar
secrecion del polipéptido. No obstante, cualquier regién de codificacién de péptido sefial que dirige el polipéptido
expresado en la via secretora de una célula huésped de eleccién se puede utilizar en la presente invencion.

[0090] Regiones de codificacién de péptido sefial eficaces para células huésped bacterianas son las regiones de
codificacién de péptido sefial obtenidas de los genes para amilasa maltogénica de Bacillus NCIB 11837, alfa-amilasa de
Bacillus stearothermophilus, subtilisina de Bacillus licheniformis, beta-lactamasa de Bacillus licheniformis, proteasas
neutras de Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM), y Bacillus subtilis prsA. Mas péptidos sefial son descritos por
Simonen and Palva, 1993, Microbiological Reviews 57: 109-137 .

[0091] Regiones de codificacion de péptido sefial eficaces para células huésped filamentosas fungicas son las regiones
de codificacion de péptido sefial obtenidas de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, amilasa neutra de
Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, celulasa de Humicola
insolens y lipasa de Humicola lanuginosa.

[0092] Péptidos sefal utiles para células huésped de levadura se obtienen de los genes para factor alfa de
Saccharomyces cerevisiae e invertasa de Saccharomyces cerevisiae. Otras regiones de codificacion de péptido sefal
util son descritas por Romanos et al., 1992, supra.

[0093] La secuencia de control puede también ser una region de codificacion de propéptido que codifica para una
secuencia de aminoacidos situados en el terminal de amino de un polipéptido. El polipéptido resultante es conocido
como una proenzima o propolipéptido (o un zimégeno en algunos casos). Un propolipéptido esta generalmente inactivo
y se puede convertir a un polipéptido maduro activo por escisién autocatalitica o catalitica del propéptido del
propolipéptido. La region de codificacion de propéptido se puede obtener de los genes para proteasa alcalina de Bacillus
subtilis (aprE), proteasa neutra de Bacillus subtilis (nprT), alfa-factor de Saccharomyces cerevisiae, proteinasa aspartica
de Rhizomucor miehei, y lacasa de Myceliophthora thermophila (WO 95/33836).

[0094] Donde ambos péptidos sefial y regiones de propéptido estan presentes en el terminal amino de un polipéptido, la
region de propéptido esta situada junto al terminal amino de un polipéptido y la regiéon de péptido sefial esta situada
junto al terminal amino de la regién de propéptido.

[0095] Puede también ser deseable afiadir secuencias reguladoras que permitan la regulacién de la expresion del
polipéptido relativa al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son los que causan que la
expresion del gen sea activada o desactivada en respuesta a un estimulo fisico o quimico, incluida la presencia de un
compuesto regulador. Sistemas reguladores en sistemas procariéticos incluyen sistemas de operador lac, tacy trp. En la
levadura, el sistema ADH2 o el sistema GAL1 pueden ser utilizados. En hongos filamentosos, el promotor de alfa-
amilasa TAKA, promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger y promotor de glucoamilasa de Aspergillus oryzae se
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pueden utilizar como secuencias reguladoras. Otros ejemplos de secuencias reguladoras son los que permiten
amplificaciéon génica. En sistemas eucaridticos, estos incluyen el gen de dihidrofolato-reductasa que se amplifica en
presencia de metotrexato y los genes de metalotioneina que se amplifican con metales pesados. En estos casos, la
secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido seria operativamente enlazada con la secuencia reguladora.

Vectores de expresion

[0096] La presente invencion también se refiere a vectores de expresion recombinantes que incluyen el constructo de
acidos nucleicos de la descripcion. Las varias secuencias de nucleétidos y de control anteriormente descritas pueden
ser juntadas para producir un vector de expresion recombinante que puede incluir uno o mas sitios de restriccion
convenientes para permitir la insercion o sustitucién de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido en tales
sitios. Alternativamente, la secuencia de nucleétidos de la presente invencidén se puede expresar por insercion de la
secuencia de nucleétidos o un constructo de acidos nucleicos que comprende la secuencia en un vector apropiado para
la expresion. Al crear el vector de expresion, la secuencia codificante se localiza en el vector de modo que la secuencia
codificante es operativamente enlazada con las secuencias de control apropiadas para la expresion.

[0097] EI vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (p. ej., un plasmido o virus) que puede ser
convenientemente sometido a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresion de la secuencia de
nucleodtidos. La eleccion del vector tipicamente dependera de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la
que el vector va a ser introducido. Los vectores puede ser plasmidos lineales o circulares cerrados.

[0098] El vector puede ser un vector de replicacion autébnoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosomica, la replicacion del cual es independiente de replicacion cromosémica, por ejemplo, un plasmido, un
elemento extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial.

[0099] ElI vector puede contener cualquier medio para asegurar autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede ser
uno que, cuando es introducido en la célula huésped, se integra en el genoma y es replicado con el cromosoma(s) en
que ha sido integrado. Ademas, un unico vector o plasmido o dos o mas vectores o plasmidos que juntos contienen el
ADN total a ser introducido en el genoma de la célula huésped o un transposén pueden ser utilizados.

[0100] Los vectores de la presente invencion preferiblemente contienen uno o mas marcadores seleccionables que
permitir seleccion facil de células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto proporciona
biocida o resistencia virica, resistencia a metales pesados, prototrofia para auxotrofos y similares.

[0101] Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus
licheniformis, o marcadores que confieren resistencia antibidtica tal como resistencia a ampicilina, canamicina,
cloranfenicol o resistencia. Marcadores adecuados para células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2,
MET3, TRP1 y URA3. Marcadores seleccionables para uso en una célula huésped filamentosa fangica incluyen, pero de
forma no limitativa, amdS (acetamidasa), argB (ornitina-carbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa), hygB
(higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato-reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato-descarboxilasa), sC (adeniltransferasa
de sulfato), trpC (sintasa de antranilato), al igual que equivalentes de los mismos.

[0102] Preferidos para uso en una célula de Aspergillus son los genes de amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o
Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces hygroscopicus.

[0103] Los vectores de la presente invencion preferiblemente contienen un elemento(s) que permite integraciéon estable
del vector en el genoma de la célula huésped o replicacion auténoma del vector en la célula independiente del genoma.

[0104] Para integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede contar con la secuencia de nucleétidos que
codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para integracion estable del vector en el genoma por
recombinaciéon homodloga o no homologa. Alternativamente, el vector puede contener secuencias de nucleétidos
adicionales para dirigir integracion por recombinacién homologa en el genoma de la célula huésped. Las secuencias de
nucleotidos adicionales permiten que el vector sea integrado en el genoma de la célula huésped en una ubicacion(es)
precisa del cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integracién en una ubicacion precisa, los elementos
integracionales deberian preferiblemente contener un nimero suficiente de nucleétidos, tal como 100 a 1.500 pares de
bases, preferiblemente 400 a 1.500 pares de bases y, de la forma mas preferible 800 a 1.500 pares de bases, que son
altamente homologos de la secuencia objetivo correspondiente para mejorar la probabilidad de recombinacion
homoéloga. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea homéloga de la secuencia objetivo
del genoma de la célula huésped. Ademas, los elementos integracionales pueden ser secuencias de nucledtidos
codificantes o no codificantes . Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma de la célula huésped por
recombinacién no-homoéloga.

[0105] Para replicaciéon auténoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicaciéon permitiendo al vector
replicar de manera auténoma en la célula huésped en cuestion. Ejemplos de origenes bacterianos de replicacion son los
origenes de replicacion de plasmidos pBR322; pUC19; pACYC177 y pACYC184 que permiten replicacion en E. coli, y
pUB110; pE194; pTA1060, y pAMB1 que permiten replicacion en Bacillus. Ejemplos de origenes de replicacion para uso
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en una célula huésped de levadura son el origen de 2 micras de replicacion, ARS1, ARS4, la combinacion de ARS1 y
CENS3 y la combinacion de ARS4 y CENG. El origen de replicacion puede ser uno que tiene una mutaciéon que hace
sensible su temperatura de funcionamiento en la célula huésped (ver, por ejemplo, Ehrlich, 1978, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 75: 1433).

[0106] Mas de una copia de una secuencia de nucleétidos de la presente invencion se puede insertar en la célula
huésped para aumentar produccién del producto genético. Un aumento en el numero de copias de la secuencia de
nucleotidos se puede obtener por integracion de al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula
huésped o incluyendo un gen marcador seleccionable amplificable con la secuencia de nucleétidos dénde células que
contienen copias amplificadas del gen marcador seleccionable, y asi copias adicionales de la secuencia de nucledétidos
se puede seleccionar para por cultivo de las células en presencia del agente apropiado seleccionable.

[0107] Los procedimientos usados para enlazar los elementos anteriormente descritos para construir los vectores de
expresion recombinantes de la presente invencidn son bien conocidos por un experto en la técnica (ver, por ejemplo,
Sambrook et al., 1989, supra).

Células huésped

[0108] La presente invencion también se refiere a recombinar una célula huésped que incluye el constructo de acidos
nucleicos de la descripcion, que es ventajosamente usado en la produccion recombinante de los polipéptidos. Un vector
que comprende una secuencia de nucleotidos de la presente invencién se introduce en una célula huésped de modo
que el vector es mantenido como un integrante cromosémico o como un vector extracromosoémico que se duplica como
se describe anteriormente.

[0109] La célula huésped puede ser un microorganismo unicelular, por ejemplo, un microorganismo procariota o uno no
unicelular, por ejemplo, un eucariota.

[0110] Células dutiles unicelulares son células bacterianas tales como bacterias gram positivas incluidas, pero no
limitadas a, una célula de Bacillus, por ejemplo, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus
circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, y Bacillus thuringiensis; o una célula de Streptomyces, por ejemplo,
Streptomyces lividans o Streptomyces murinus o bacterias gram negativas tales como E. coli y Pseudomonas sp. En
una forma de realizacion preferida, la célula huésped bacteriana es una célula de Bacillus lentus, Bacillus licheniformis,
Bacillus stearothermophilus, o Bacillus subtilis. En otra forma de realizacion preferida, la célula de Bacillus es un Bacillus
alcalofilico.

[0111] La introduccién de un vector en una célula huésped bacteriana puede, por ejemplo, ser efectuada por
transformacion de protoplasto (ver, por ejemplo, Chang and Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-115),
usando células competentes (ver, por ejemplo, Young and Spizizin, 1961, Journal of Bacteriology 81: 823-829 , o
Dubnau and Davidoff-Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology 56: 209-221), electroporaciéon (ver, por ejemplo,
Shigekawa and Dower, 1988, Biotechniques 6: 742-751), o conjugacioén (ver, por ejemplo, Koehler and Thorne, 1987,
Journal of Bacteriology 169: 5771-5278).

[0112] La célula huésped puede ser un eucariota, tal como un mamifero, insecto, planta o célula fungica.

[0113] En una forma de realizacién preferida, la célula huésped es una célula fungica. "Fungica", como se utiliza en este
caso, incluye filo Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota 'y Zygomycota (como definido por Hawksworth et al., In,
Ainsworth and Bisby's Dictionary of The Fungi, 82 edicion, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, UK)
asi como la Oomycota (como citado en Hawksworth et al., 1995, supra, pagina 171) y todos los hongos mitosporicos
(Hawkswort et al., 1995, supra).

[0114] En una forma de realizacién mas preferida, la célula huésped fungica es una célula de levadura. "Yeast" como se
utiliza en este caso incluye levadura ascoesporégena (Endomicetales), levadura basidioesporogénea, y levadura de los
hongos imperfectos (Blastomicetos). Dado que la clasificacion de levadura puede cambiar en el futuro, para los fines de
esta invencion, la levadura debe ser definida como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A.,
Passmore, S.M., and Davenport, R.R., eds, Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No. 9, 1980).

[0115] En una forma de realizacién aun mas preferida, la célula huésped de levadura es una célula de Candida,
Aschbyii, Hansenula, Kluyveromices, Pichia, Saccharomyces, Schizosacaromices o Yarrowia.

[0116] En la forma de realizacion mas preferida, la célula huésped de levadura es una célula de Saccharomyces
carlsbergensis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces
kluyveri, Saccharomyces norbensis o Saccharomyces oviformis. En otra forma de realizacion mas preferida, la célula
huésped de levadura es una célula de Kluyveromyces lactis. En otra forma de realizacién mas preferida, la célula
huésped de levadura es una célula de Yarrowia lipolytica.
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[0117] En otra forma de realizacidn mas preferida, la célula huésped fungica es una célula micética filamentosa.
"Hongos filamentosos" incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota (como definido
por Hawksworth et al., 1995, supra). Los hongos filamentosos se caracterizan por una pared micelial compuesta por
quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos. Crecimiento vegetativo es por
alargamiento hifal y catabolismo de carbono es estrictamente aerébico. En cambio, crecimiento vegetativo por levaduras
tal como Saccharomyces cerevisiae es por injerto de un talo unicelular y catabolismo de carbono puede ser
fermentativo.

[0118] En una forma de realizacidn aun mas preferida, la célula huésped filamentosa fungica es una célula de una
especie de, pero no limitado a, Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Mucor, Myceliophthora, Neurospora,
Penicillium, Thielavia, Tolipocladium o Trichoderma.

[0119] En la forma de realizacién mas preferida, la célula huésped filamentosa fungica es una célula de Aspergillus
awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae. En otra
forma de realizacion mas preferida, la célula huésped filamentosa fungica es una célula de Fusarium bactridioides,
Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum,
Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium
sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium
trichothecioides, o Fusarium venenatum. En una forma de realizacién incluso mas preferida, la célula madre filamentosa
fungica es una célula de Fusarium venenatum (Nirenberg sp. nov.). En otra forma de realizacién mas preferida, la célula
huésped filamentosa fungica es una célula de Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora
thermophila, Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum, Thielavia terrestris, Trichoderma harzianum, Trichoderma
koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride.

[0120] Células fungicas se pueden transformar por un proceso implicando formacion de protoplasto, transformacién de
los protoplastos y regeneracion de la pared celular de una manera conocida per se. Procedimientos adecuados para
transformacion de células huésped de Aspergillus son descritos en EP 238 023 y Yelton et al., 1984, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 81: 1470-1474 . Métodos adecuados para transformar especies de Fusarium son
descritas por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 and WO 96/00787 . Levadura puede ser transformada usando los
procedimientos descritos por Becker and Guarente, In Abelson, J.N. and Simon, M.I., editors, Guide to Yeast Genetics
and Molecular Biology, Methods in Enzymology, Volume 194, pp 182-187, Academic Press, Inc., New York ; lto et al.,
1983, Journal of Bacteriology 153: 163 ; and Hinnen et al., 1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA
75: 1920 .

Métodos de produccién

[0121] La presente divulgacion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencion que
incluye (a) cultivo de una cepa, que en su forma de tipo salvaje es capaz de producir el polipéptido; y (b) recuperacion
del polipéptido. Preferiblemente, la cepa es seleccionada del grupo que consiste en infestantes de Acremonium,
Scytalidium, Thermoascus, Thielavia, Verticillium, Neotermes, Melanocarpus, Poitrasia, Coprinus, Trichothecium,
Humicola, Cladorrhinum, Diplodia, Myceliophthora, Rhizomucor, Meripilus, Exidia, Xylaria, Trichophaea, Chaetomium,
Chaetomidium, Sporotrichum, Thielavia, Aspergillus, Scopulariopsis, Fusarium, Pseudoplectania y Phytophthora;, mas
preferiblemente la cepa es seleccionada del grupo que consiste en Acremonium thermophilum, Chaetomium
thermophilum, Scytalidium thermophilum, Thermoascus aurantiacus, Thielavia australiensis, Verticillium tenerum,
Neotermes castaneus, Melanocarpus albomyces, Poitrasia circinans, Coprinus cinereus, Trichothecium roseum,
Humicola nigrescens, Cladorrhinum foecundissimum, Diplodia gossypina, Myceliophthora thermophila, Rhizomucor
pusillus, Meripilus giganteus, Exidia glandulosa, Xylaria hypoxylon, Trichophaea saccata, Chaetomidium pingtungium,
Myceliophthora thermophila, Myceliophthora hinnulea, Sporotrichum pruinosum, Thielavia cf. microspora,
Pseudoplectania nigrella 'y Phytophthora.

[0122] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invenciéon que
incluye (a) cultivo de una célula huésped bajo condiciones propicias para la produccion del polipéptido; y (b)
recuperacion del polipéptido.

[0123] La presente invencidn también se refiere a métodos para produccion in situ de un polipéptido de la presente
invencion que incluye (a) cultivo de una célula huésped bajo condiciones propicias para la produccidn del polipéptido; y
(b) contacto del polipéptido con un sustrato deseado, tal como un sustrato celulésico, sin recuperacion previa del
polipéptido. El término "produccién in- situ" significa que el polipéptido se produce directamente en la localizacion en la
que esta destinado a ser usado, tal como en un proceso de fermentacién para la produccién de etanol.

[0124] En los métodos de produccién de la presente invencion, las células se cultivan en un medio nutritivo adecuado
para la produccion de los polipéptidos usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede cultivar
por cultivo en matraz vibrante, fermentacion a pequefia o gran escala (incluida fermentacion continua, de lote, de lote
alimentado o de estado sélido) en el laboratorio o fermentadores industriales realizados en un medio adecuado y bajo
condiciones que permiten al polipéptido ser expresado y/o aislado. El cultivo se desarrolla en un medio nutritivo
adecuado que incluye fuentes de nitrdgeno y carbono y sales inorganicas, utilizando procedimientos conocidos en la
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técnica. Medios adecuados estan disponibles de proveedores comerciales o se pueden preparar segun las
composiciones publicadas (p. €j., en catalogos de la American Type Culture Collection). Si el polipéptido se segrega en
el medio nutritivo, el polipéptido se puede recuperar directamente del medio. Si el polipéptido no esta segregado, se
puede recuperar de lisatos celulares.

[0125] Los polipéptidos pueden ser detectados usando métodos conocidos en la técnica que son especificos para los
polipéptidos. Estos métodos de deteccidon pueden incluir uso de anticuerpos especificos, formacién de un producto
enzimatico o desaparicion de un sustrato enzimatico. Por ejemplo, un ensayo enzimatico se puede utilizar para
determinar la actividad del polipéptido como se describe en este caso.

[0126] El polipéptido resultante se puede recuperar por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido
puede ser recuperado del medio nutritivo por procedimientos convencionales, que incluyen, pero no estan limitados a,
centrifugado, filtracion, extraccion, secado por pulverizacion, evaporacion o precipitacion.

[0127] Los polipéptidos de la presente invencién se pueden purificar por una variedad de procedimientos conocidos en
la técnica, incluidos, pero no limitados a, cromatografia (p. ej., de intercambio i6nico, de afinidad, hidrofébica, de
cromatoenfoque y de exclusion de tamafio), procedimientos electroforéticos (p. e€j., isoelectroenfoque preparativo),
solubilidad diferencial (p. ej., precipitacion de sulfato amoénico), SDS-PAGE o extraccion (ver, por ejemplo, Protein
Purification, J.-C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishers, New York, 1989).

Plantas

[0128] La presente divulgacion también se refiere a una planta transgénica, parte de planta o célula vegetal que ha sido
transformada con una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de celobiohidrolasa | de la
presente invencion para expresar y producir el polipéptido en cantidades recuperables. El polipéptido se puede
recuperar de la planta o parte de planta. Alternativamente, la planta o parte de planta con el polipéptido recombinante se
puede utilizar como tal para mejorar la calidad de un alimento o pienso, por ejemplo, mejorar el valor nutritivo,
palatabilidad y propiedades reoldgicas, o para destruir un factor antinutritivo.

[0129] La planta transgénica puede ser dicotiledénea (un dicto) o monocotiledénea (un monocot). Ejemplos de plantas
monocotileddneas son hierbas, tales como césped de pradera (poa pratense, Poa), hierba forrajera tal como Festuca,
Lolium, césped templado, tal como Agrostis y cereales, por ejemplo, trigo, avena, centeno, cebada, arroz, sorgo, mijo y
maiz.

[0130] Ejemplos de plantas dicot son tabaco, altramuces, patata, remolacha azucarera, leguminosas, tales como
guisante, judia y semilla de soja y plantas de crucifero (de familia Brassicaceae) tales como coliflor, colza, canola y el
organismo de modelo cercanamente relacionado Arabidopsis thaliana.

[0131] Ejemplos de partes de planta son tallos, callos, hojas, raices, frutas, semillas, y tubérculos. También tejidos de
planta especificos, tales como cloroplasto, apoplasto, mitocondria, vacuola, peroxisomas y citoplasma se consideran
una parte de planta. Ademas, cualquier célula vegetal, sea cual sea el origen del tejido, se considera una parte de
planta.

[0132] También estan incluidas dentro del campo de la presente invencion la progenie (clonal o semilla) de tales plantas,
partes de planta y células vegetales.

[0133] La planta transgénica o célula vegetal que expresa un polipéptido de la presente invencién se puede construir
conforme a métodos conocido en la técnica. Brevemente, la planta o célula vegetal se construye por incorporacion de
uno o mas constructos de expresion que codifican un polipéptido de la presente invencion en el genoma de huésped de
planta y propagando la resultante planta modificada o célula vegetal en una planta transgénica o célula vegetal.

[0134] Convenientemente, el constructo de expresidn es un constructo de acidos nucleicos que comprende una
secuencia de nucledétidos que codifica un polipéptido de la presente invencion operativamente enlazado con secuencias
reguladoras apropiadas requerido para la expresion de la secuencia de nucleétidos en la planta o parte de planta
elegida. Ademas, el constructo de expresion puede incluir una etiqueta seleccionable util para identificar células
huésped en las que el constructo de expresion ha sido integrado y secuencias de ADN necesarias para introduccion del
constructo en la planta en cuestion (esto depende del método de introduccion de ADN que va a ser usado).

[0135] La eleccion de secuencias reguladoras, tales como secuencias promotoras y terminadoras y, opcionalmente,
secuencias de sefial o de transito es determinada, por ejemplo, basandose en cuando, déonde y como se desea que sea
expresado el polipéptido. Por ejemplo, la expresion del gen que codifica un polipéptido de la presente invencién puede
ser constitutiva o inducible, o puede ser desarrollable, fase o tejido especifica, y el producto genético puede ser previsto
para un tejido especifico o parte de planta, tales como semillas u hojas. Secuencias reguladoras estan, por ejemplo,
descritas por Tague et al., 1988, Plant Physiology 86: 506 .

[0136] Para expresion constitutiva, se puede usar el promotor 35S-CaMV (Franck et al., 1980, Cell 21: 285-294).
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Promotores especificos de un 6rgano pueden ser, por ejemplo, un promotor de tejidos de depdsito de almacenamiento,
tal como semillas, tubérculos de patata y frutas (Edwards & Coruzzi, 1990, Ann. Rev. Genet. 24: 275-303), o de tejidos
sumidero metabdlicos tales como meristemas (lto et al., 1994, Plant Mol. Biol. 24: 863-878), un promotor especifico de
semilla tal como la glutelina, prolamina, globulina o promotor de albumina de arroz (Wu et al., 1998, Plant and Cell
Physiology 39: 885-889), un promotor de Vicia faba de la legumina B4 y el gen de proteina de semilla desconocida de
Vicia faba (Conrad et al., 1998, Journal of Plant Physiology 152: 708-711), un promotor de una proteina del cuerpo
oleoso de la semilla (Chen et al., 1998, Plant and Cell Physiology 39: 935-941), el promotor de la proteina de
almacenamiento napA de Brassica napus o cualquier otro promotor especifico de semilla conocido en la técnica, por
ejemplo, como se describe en WO 91/14772. Ademas, el promotor puede ser un promotor especifico de hoja tal como el
promotor rbcS de arroz o tomate (Kyozuka et al., 1993, Plant Physiology 102: 991-1000), el promotor genético de
metiltransferasa de adenina del virus de chlorella (Mitra and Higgins, 1994, Plant Molecular Biology 26: 85-93) o el
promotor genético aldP de arroz (Kagaya et al., 1995, Molecular and General Genetics 248: 668-674) o un promotor
inducible por lesion tal como el promotor de patata pin2 (Xu et al., 1993, Plant Molecular Biology 22: 573-588).

[0137] Un elemento promotor intensificador puede también ser usado para conseguir expresion mas alta de la enzima
en la planta. Por ejemplo, el elemento promotor intensificador puede ser un intrén que es colocado entre el promotor y la
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invencion. Por ejemplo, Xu et al., 1993, supra revela
el uso del primer intron del gen de actina 1 de arroz para mejorar expresion.

[0138] El gen marcador seleccionable y cualquier otra parte del constructo de expresiéon se puede elegir de aquéllas
disponibles en la técnica.

[0139] El constructo de acidos nucleicos se incorpora en el genoma de la planta segun técnicas convencionales
conocidas en la técnica, incluyendo transformacion mediada por Agrobacterium, transformacion mediada por virus,
microinyeccion, bombardeo de particula, transformacion biolistica y electroporacion (Gasser et al., 1990, Science 244:
1293; Potrykus, 1990, Bio/Technology 8: 535; Shimamoto et al., 1989, Nature 338: 274).

[0140] Actualmente, transferencia genética por medio de Agrobacterium tumefaciens es el método de eleccion para
generar dicotiledéneas transgénicas (para una revisién, véase Hooykas and Schilperoort, 1992, Plant Molecular Biology
19: 15-38). No obstante esto puede también ser usado para monocotiledéneas de transformacién, aunque otros
métodos de transformacion son generalmente preferidos para estas plantas. Actualmente, el método de eleccion para
generar monocotiledéneas transgénicas es bombardeo de particula (oro microscopico o particulas de tungsteno
revestidas con el ADN transformante) de callos embrionarios o embriones en desarrollo (Christou, 1992, Plant Journal 2:
275-281; Shimamoto, 1994, Current Opinion Biotechnology 5: 158-162; Vasil et al., 1992, Bio/Technology 10: 667-674).
Un método alternativo para transformacién de monocotiledéneas se basa en transformacion de protoplasto como se
describe por Omirulleh et al., 1993, Plant Molecular Biology 21: 415-428.

[0141] Tras la transformacion, los transformantes que tienen el constructo de expresion incorporado se seleccionan y
son regenerados en plantas enteras segun métodos bien conocidos en la técnica.

[0142] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invenciéon que
consisten en (a) cultivar una planta transgénica o una célula vegetal que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifican un polipéptido con actividad de celobiohidrolasa | de la presente invencion bajo condiciones propicias para la
produccion del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido.

[0143] La presente invencidn también se refiere a métodos para produccion in situ de un polipéptido de la presente
invencion que consisten en (a) cultivar una planta transgénica o una célula vegetal que incluye una secuencia de
nucleotidos que codifica un polipéptido con actividad de celobiohidrolasa | de la presente invencion bajo condiciones
propicias para la produccion del polipéptido; y (b) contactar el polipéptido con un sustrato deseado, tal como un sustrato
celulésico, sin recuperacion previa del polipéptido.

Composiciones

[0144] En otro aspecto ulterior, la presente invencidn se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido de la
presente invencion.

[0145] La composicion puede comprender un polipéptido de la invencion como el componente enzimatico mayor, por
ejemplo, una composicidn monocomponente. Alternativamente, la composicion puede comprender multiples actividades
enzimaticas, tales como aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa, celulasa, quitinasa,
cutinasa, glicosiltransferasa de ciclodextrina, desoxiribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa,
glucoamilasa, glucosidasa alfa, beta-glucosidasa, haloperoxidasa, invertasa, lacasa, lipasa, manosidasa, oxidasa,
enzima pectinolitica, peptidoglutaminasa, peroxidasa, fitasa, polifenoloxidasa, enzima proteolitica, ribonucleasa,
transglutaminasa o xilanasa.

[0146] Las composiciones se pueden preparar conforme a métodos conocidos en la técnica y pueden ser en forma de
un liquido o una composicién seca. Por ejemplo, la composicion del polipéptido puede ser en forma de un granulado o
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un microgranulado. El polipéptido a ser incluido en la composicién se puede estabilizar conforme a métodos conocidos
en la técnica.

[0147] Mas abajo se dan ejemplos de usos preferidos de las composiciones de polipéptidos de la invencién. La
dosificacién de la composicion de polipéptidos de la invencién y otras condiciones bajo las cuales la composicion es
usada pueden ser determinadas basandose en métodos conocidos en la técnica.

Composiciones detergentes

[0148] El polipéptido de la invencion se puede adicionar a y asi convertirse en un componente de una composicion
detergente.

[0149] La composicion detergente de la invencién puede por ejemplo ser formulada como una composicion de
detergente de lavado de ropa a maquina o a mano que incluye una composicion de aditivo de lavanderia adecuada para
pretratamiento de tejidos manchados y una composicién de suavizante adicionado para el enjuague, o ser formulado
como una composicion detergente para usar en operaciones de limpieza de superficies duras del hogar generales, o ser
formulado para operaciones de lavado de la vajilla a maquina o a mano.

[0150] En un aspecto especifico, la invencién proporciona un aditivo detergente que incluye el polipéptido de la
invencion. El aditivo detergente al igual que la composicion detergente puede comprender una o mas enzimas, tales
como una proteasa, una lipasa, una cutinasa, una amilasa, una carbohidrasa, una celulasa, una pectinasa, una
mananasa, una arabinasa, una galactanasa, una xilanasa, una oxidasa, por ejemplo, una lacasa y/o una peroxidasa.

[0151] En general las propiedades de la enzima(s) elegida deberian ser compatibles con el detergente seleccionado, (es
decir, pH 6ptimo, compatibilidad con otros ingredientes no enzimaticos y enzimaticos, etc.), y la enzima(s) deberia estar
presente en cantidades eficaces.

Proteasas: proteasas adecuadas incluyen aquellas de origen animal, vegetal o microbiano. El origen microbiano es
preferido. Mutantes quimicamente modificados o creados genéticamente de proteina son incluidos. La proteasa puede
ser una serina proteasa o una metalo proteasa, preferiblemente una proteasa alcalina microbiana o una proteasa de tipo
tripsina. Ejemplos de proteasas alcalinas son subtilisinas, especialmente aquellas derivadas de Bacillus, por ejemplo,
subtilisina Novo, subtilisina Carlsberg, subtilisina 309, subtilisina 147 y subtilisina 168 (descritas en WO 89/06279).
Ejemplos de proteasas de tipo tripsina son tripsina (p. ej. de origen porcino o bovino) y la proteasa de Fusarium descrita
en WO 89/06270 y WO 94/25583.

[0152] Ejemplos de proteasas utiles son las variantes descritas en WO 92/19729, WO 98/20115, WO 98/20116, y WO
98/34946, especialmente las variantes con sustituciones en una o mas de las posiciones siguientes: 27, 36, 57, 76, 87,
97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206, 218, 222, 224,235y 274.

Lipasas: lipasas adecuadas incluyen aquellas de origen fungico o bacteriano. Mutantes quimicamente modificados o
creados genéticamente de proteina son incluidos. Ejemplos de lipasas utiles incluyen lipasas de Humicola (siné6nimo
Thermomyces), por ejemplo de H. lanuginosa (T. Lanuginosus) como descrito en EP 258 068 y EP 305 216 o de H.
insolens como descrito en WO 96/13580, una lipasa de Pseudomonas, por ejemplo de P. alcaligenes o P.
pseudoalcaligenes (EP 218 272), P. cepacia (EP 331 376), P. stutzeri (GB 1,372,034), P. fluorescens, cepas de
Pseudomonas sp. SD 705 (WO 95/06720 y WO 96/27002), P. wisconsinensis (WO 96/12012), una lipasa de Bacillus,
por ejemplo de B. subtilis (Dartois et al. (1993), Biochemica et Biophysica Acta, 1131, 253-360), B. stearothermophilus
(JP 64/744992) o B. pumilus (WO 91/16422).

[0153] Otros ejemplos son variantes de lipasa tales como aquellos descritos en WO 92/05249, WO 94/01541, EP 407
225, EP 260 105, WO 95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615, WO
97/04079 y WO 97/07202.

Amilasas: amilasas adecuadas (beta y/o alfa) incluyen aquellas de origen fungico o bacteriano. Mutantes quimicamente
modificados o creados genéticamente de proteina son incluidos. Amilasas incluyen, por ejemplo, alfa-amilasas
obtenidas de Bacillus, por ejemplo una cepa especial de B. licheniformis, descrita con mas detalle en GB 1,296,839.

[0154] Ejemplos de amilasas utiles son las variantes descritas en WO 94/02597, WO 94/18314, WO 96/23873, y WO
97/43424, especialmente las variantes con sustituciones en una o mas de las posiciones siguientes: 15, 23, 105, 106,
124, 128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209, 243, 264, 304, 305, 391, 408, y 444.

Celulasas: celulasas adecuadas incluyen aquellas de origen fungico o bacteriano. Mutantes quimicamente modificados
o creados genéticamente de proteina son incluidos. Celulasas adecuadas incluyen celulasas del género Bacillus,
Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium, por ejemplo, las celulasas fungicas producidas de
Humicola insolens, Myceliophthora thermophila y Fusarium oxysporum descritas en US 4,435,307, US 5,648,263, US
5,691,178, US 5,776,757 y WO 89/09259.

[0155] Celulasas especialmente adecuadas son las celulasas neutrales o alcalinas con beneficios de cuidado de color.
Ejemplos de tales celulasas son celulasas descritas en EP 0 495 257, EP 0 531 372, WO 96/11262, WO 96/29397, WO
98/08940. Otros ejemplos son variantes de celulasa tales como aquellas descritas en WO 94/07998, EP 0 531 315, US
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5,457,046, US 5,686,593, US 5,763,254, WO 95/24471, WO 98/12307 y PCT/DK98/00299.

Peroxidasas/oxidasas: peroxidasas/oxidasas adecuadas incluyen aquellas de origen vegetal, fungico o bacteriano.
Mutantes quimicamente modificados o creados genéticamente de proteina son incluidos. Ejemplos de peroxidasas utiles
incluyen peroxidasas de Coprinus, por ejemplo de C. cinereus, y variantes de las mismas como aquellas descritas en
WO 93/24618, WO 95/10602, y WO 98/15257.

[0156] La enzima(s) detergente se puede incluir en una composicion detergente afadiendo aditivos separados con una
0 mas enzimas, o por adicion de un aditivo combinado que incluya todas estas enzimas. Un aditivo detergente de la
invencion, es decir, un aditivo separado o un aditivo combinado, se puede formular por ejemplo como un granulado, un
liquido, un compuesto acuoso, etc. Las formulaciones de aditivo detergente preferidas son granulados, en particular
granulados no polvorientos, liquidos, en particular liquidos estabilizados, o suspensiones acuosas.

[0157] Granulados no polvorientos pueden ser producidos, por ejemplo, como descritos en US 4,106,991 y 4,661,452 y
pueden opcionalmente ser revestidos por métodos conocido en la técnica. Ejemplos de materiales de recubrimiento
ceroso son productos de poli(etileno 6xido) (polietilenoglicol; PEG) con pesos molares medios de 1.000 a 20.000
nonilfenoles etoxilados con de 16 a 50 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos etoxilados en los que el alcohol
contiene de 12 a 20 atomos de carbono y en el que hay de 15 a 80 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos;
acidos grasos; y mono- y di- y triglicéridos de acidos grasos. Ejemplos de materiales de recubrimiento que forman
pelicula adecuados para aplicacion por técnicas de lecho fluido se dan en GB 1483591. Preparaciones enzimaticas
liquidas pueden, por ejemplo, ser estabilizadas afiadiendo un poliol tal como propilenoglicol, un azucar o alcohol de
azucar, acido lactico o acido boérico segun métodos establecidos. Enzimas protegidas se pueden preparar segun al
método descrito en EP 238,216.

[0158] La composicién detergente de la invencién puede ser en cualquier forma conveniente, por ejemplo, una barra,
una pastilla, un polvo, un granulo, una pasta o un liquido. Un detergente liquido puede ser acuoso, tipicamente con
hasta 70 % agua y 0-30 % solvente organico o no acuoso.

[0159] La composicion detergente comprende uno o mas tensioactivos, que pueden ser no ionicos, incluyendo
semipolar y/o anidnico y/o zwitteriénico y/o cationico. Los tensioactivos estan tipicamente presentes a un nivel de 0,1 %
a 60% en peso.

[0160] Cuando se incluye en esto, el detergente normalmente contiene aproximadamente de 1% a aproximadamente
40% de un tensioactivo anionico tal como alquilbencenosulfonato lineal, alfa-olefinsulfonato, sulfato de alquilo (sulfato de
alcohol graso), etoxisulfato alcohdlico, alcanosulfonato secundario, éster metilico de acido graso alfa-sulfo, alquil- o
acido alquenilsuccinico o jabén.

[0161] Cuando se incluye en esto, el detergente normalmente contiene aproximadamente de 0,2% a aproximadamente
40% de un tensioactivo no idnico tal como alcohol etoxilado, nonilfenol etoxilado, alquilpoliglicésido, 6xido de
alquildimetilamina, monoetanolamida de acido graso etoxilado, monoetanolamida de acido graso, amida de acido graso
de polihidroxi-alquilo, o derivados de n-alquilo de n-acilo de glucosamina ("glucamidas").

[0162] El detergente puede contener 0-65 % de un constructor de detergente o agente complejante tal como zeolita,
difosfato, trifosfato, fosfonato, carbonato, citrato, acido nitrilotriacético, &acido etilenodiaminatetraacético, acido
dietilenotriaminopentaacético, acido alquenilsuccinico o de alquilo, silicatos solubles o silicatos estratificados (p. ej. SKS-
6 de Hoechst).

[0163] El detergente puede comprender uno o mas polimeros. Ejemplos son carboximetilcelulosa, poli(vinilpirrolidona),
poli (etilenglicol), alcohol polivinilico), poli(vinilpiridina-N-6xido), poli(vinilimidazol), policarboxilatos tal como poliacrilatos,
copolimeros de acido maléico/acrilico y copolimeros de acido acrilico/lauril metacrilato.

[0164] El detergente puede contener un sistema blanqueante que puede comprender una fuente de H,O; tal como
perborato o percarbonato, que se puede combinar con un activador blanqueante de formacién de peracido tal como
tetraacetiletilenodiamina o nonanoiloxibencenosulfonato. Alternativamente, el sistema blanqueante puede comprender
peroxiacidos de, por ejemplo, amida, imida o tipo sulfona.

[0165] La enzima(s) de la composicion detergente de la invencion puede ser estabilizada usando agentes estabilizantes
convencionales, por ejemplo, un poliol tal como propilenoglicol o glicerol, un azucar o alcohol de azucar, acido lactico,
acido borico o un derivado de acido bérico, por ejemplo, un éster de borato aromatico o un derivado de acido bordnico
de fenilo, tal como acido borénico de 4-formilfenil, y la composicion se puede formular como se describe en, por
ejemplo, WO 92/19709 y WO 92/19708.

[0166] El detergente puede también contener otros ingredientes de detergentes convencionales tales como por ejemplo
acondicionadores de tejidos, incluidas arcillas, potenciadores de espuma, supresores de espuma, agentes
anticorrosivos, agentes de suspension de suciedad, agentes de reposicién antisuciedad, colorantes, bactericidas,
blanqueadores 6pticos, hidrotropos, inhibidores de decoloracion o perfumes.
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[0167] Es actualmente contemplado que en las composiciones detergentes cualquier enzima, en particular el polipéptido
de la invencion, se puede adicionar en una cantidad correspondiente a 0,01-100 mg de proteina enzimatica por litro de
solucion de lavado, preferiblemente 0,05-5 mg de proteina enzimatica por litro de solucién de lavado, en particular 0,1-1
mg de proteina enzimatica por litro de solucién de lavado.

[0168] El polipéptido de la invencion puede adicionalmente ser incorporado en las formulaciones detergentes descritas
en WO 97/07202 que es por la presente incorporada como referencia.

Recombinacién de ADN (redistribucion)

[0169] Las secuencias de nucleétidos de SEC ID n° 1 se pueden usar en un proceso de recombinaciéon (o de
redistribucion) de ADN. Las muevas secuencias polinucleétidas obtenidas en tal proceso pueden codificar polipéptidos
nuevos con actividad de celobiasa con propiedades mejoradas, tales como estabilidad mejorada (estabilidad de
almacenamiento, termoestabilidad), actividad especifica mejorada, pH o6ptimo mejorado y/o tolerancia mejorada a
compuestos especificos.

[0170] Redistribucion entre dos o mas polinucleétidos de entrada homologos (polinucledtidos de punto de inicio) implica
fragmentacion de los polinucleétidos y recombinacion de los fragmentos para obtener polinucleétidos de salida (es decir,
polinucleétidos que han sido sometidos a un ciclo de redistribuciéon) donde un nimero de fragmentos de nucleétidos se
cambian en comparacién con los polinucleétidos de entrada.

[0171] Recombinacién o redistribucién de ADN puede ser un proceso (parcial) aleatorio en el que una genoteca de
genes quiméricos se genera de dos 0 mas genes de inicio. Varios formatos conocidos pueden utilizarse para efectuar
este proceso de redistribucidn o de recombinacion.

[0172] EI proceso puede implicar fragmentacion aleatoria de ADN progenitor seguida de reensamblaje por PCR para
nuevos genes en toda su longitud, por ejemplo como presentado en US5605793, US5811238, US5830721, US6117679.
Recombinacién in vitro de genes puede ser realizada, por ejemplo como descrito en US6159687, W098/41623,
US6159688, US5965408, US6153510. El proceso de recombinacion puede ocurrir in vivo en una célula viva, por
ejemplo como descrito en WO 97/07205 y WO 98/28416.

[0173] ElI ADN progenitor se puede fragmentar por tratamiento de ADNasa | o por digeridos de endonucleasa de
restriccion como descrito por Kikuchi et al (2000a, Gene 236:159-167). La redistribucion de dos progenitores puede
realizarse por redistribucion del ADN progenitor monocatenario de los dos progenitores como descrito en Kikuchi et al
(2000b, Gene 243:133-137).

[0174] Un método particular de redistribucion es seguir los métodos descritos en Crameri et al, 1998, Nature, 391: 288-
291 y Ness et al. Nature Biotechnology 17: 893-896. Otro formato serian los métodos descritos en US 6159687:
Ejemplos 1y 2.

Produccién de etanol a partir de biomasa

[0175] La presente invencién también se refiere a métodos para producir etanol a partir de biomasa, tal como materiales
celulosicos, incluyendo contacto de la biomasa con los polipéptidos de la invencion. Etanol puede posteriormente ser
recuperado. Los polipéptidos de la invencién pueden ser producidos "in-situ”, es decir, como parte de o directamente en
un proceso de produccién de etanol, por cultivo de una célula huésped o una cepa, que en su forma de tipo salvaje es
capaz de producir los polipéptidos, bajo condiciones propicias para la produccién de los polipéptidos.

[0176] Etanol se puede producir por degradacion enzimatica de biomasa y conversion de los polisacaridos liberados en
etanol. Esta especie de etanol es frecuentemente llamada bioetanol o biocombustible. Esto se puede usar como un
aditivo de combustible o suplemento en mezclas de menos de 1% y hasta 100% (un sustituto de combustible). En
algunos paises, tal como Brasil, etanol esta sustituyendo a la gasolina muy ampliamente.

[0177] El polisacarido predominante en la pared celular primaria de biomasa es celulosa, el segundo mas abundante es
hemicelulosa y el tercero es pectina. La pared celular secundaria, producida después de que la célula haya detenido su
crecimiento, también contiene polisacaridos y se refuerza a través de lignina polimérica de manera covalente reticulada
para hemicelulosa. Celulosa es un homopolimero de anhidrocelobiosa y asi un beta-(1-4)-D-glucano lineal, mientras
hemicelulosas incluyen una variedad de compuestos, tales como xilanos, xiloglucanos, arabinoxilanas y mananos en
estructuras ramificadas complejas con un espectro de sustituyentes. Aunque generalmente poliforme, se encuentra
celulosa en tejido vegetal principalmente como una matriz de cristalino insoluble de cadenas de glucano paralelo.
Hemicelulosas normalmente enlazan por hidrégeno a celulosa, al igual que a otras hemicelulosas, lo que ayuda a
estabilizar la matriz de pared celular.

[0178] Tres clases principales de enzimas de celulasa se utilizan para descomponer biomasa:
- las "endo-1,4-beta-glucanasas" o 1,4-beta-D-glucano-4-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4), que actuan de forma
aleatoria en sustratos de 1,4-beta-glucano insoluble y soluble.
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- las "exo-1,4-beta-D-glucanasas" que incluye 1,4-beta-D-glucano glucohidrolasas (EC 3.2.1.74), que liberan D-
glucosa de 1,4-beta-D-glucanos e hidrolizan D-celobiosa lentamente, y 1,4-beta-D-glucano celobiohidrolasa
(EC 3.2.1.91), también llamada celobiohidrolasa |, que libera D-celobiosa de 1,4- beta-glucanos.

- las "beta-D-glucosidasas" o glucohidrolasas de beta-d-glucdsido (EC 3.2.1.21), que actuan para liberar
unidades de D-glucosa de celobiosa y celodextrinas solubles, al igual que un conjunto de glucésidos.

[0179] Estas tres clases de enzimas trabajan juntas sinergisticamente en una interaccion compleja que produce
decristalizacion eficaz e hidrélisis de celulosa nativa de biomasa para producir los azicares reductores que se
convierten en etanol por fermentacion.

[0180] La presente invencion es posteriormente descrita por los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS

[0181] Productos quimicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad
reactiva.

Ejemplo 1
Clonacién de una secuencia de ADN de celobiohidrolasa | parcial y en toda su longitud (CBH1)

[0182] Una genoteca de ADNc de Diplodia gossypina fue seleccionada mediante PCR para presencia del gen CBH1.
Para este propdsito conjuntos de cebadores fueron construidos, basados en alineacién de secuencia e identificacion de
regiones conservadas entre proteinas de CBH1. La banda de PCR de una electroféresis en gel fue usada para obtener
una secuencia parcial del gen CBH1 de Diplodia gossypina. La busqueda de homologia confirmé que la secuencia
parcial era una secuencia parcial del gen CBH1 (EC 3.2.1.91).

[0183] EI gen CBH1 en toda su longitud de Diplodia gossypina se obtiene por acceso del deposito de patente CBS
247,96, hacer una preparacion de ADN o ADNc, usar la secuencia parcial como base para construccion de cebadores
especificos y usar técnicas de clonacién de PCR estandar para paso a paso obtener el gen entero.

[0184] Otros métodos diferentes puede ser tomados:

* Podria realizarse una seleccion PCR de la genoteca de ADNc o de los ADNc que fueron usados para la
construcciéon de la genoteca. Para hacer asi, cebadores especificos de gen (GSP) y cebadores de
vector/adaptador se construyen de la secuencia de ADNc parcial del gen CBH1 y de secuencia de
vector/adaptador respectivamente; ambos conjuntos de cebadores disefiados para ir externos en las regiones
faltantes 5' y 3' del ADNc de CBH1. Los productos de PCR mas largos obtenidos usando combinaciones de
GSP y cebador de vector/adaptador representan las regiones finales 5' y 3' del ADNc de CBH1 de Diplodia
gossypina. Busqueda de homologia y comparaciéon con la secuencia de ADNc parcial confirman que los
productos de PCR 5' y 3' pertenecen al mismo ADNc de CBH1 de Diplodia gossypina. EI ADNc de longitud
completa puede entonces ser obtenido por PCR usando un conjunto de cebadores construidos de las
extremidades 5'y 3'.

e Alternativamente, la genoteca de ADNc podria ser seleccionada para el ADNc en toda su longitud usando
técnicas de hibridacion estandar y la secuencia de ADNc parcial como una sonda. Los clones que dan una
sefial de hibridacion positiva con la sonda son entonces purificados y ordenados para determinar la secuencia
de ADNc mas larga. Busqueda de homologia y comparacién confirma que el ADNc en toda su longitud
corresponde a la secuencia parcial de ADNc de CBH1 que fue originalmente usada como una sonda.

[0185] Los dos métodos anteriormente descritos cuentan con la presencia del ADNc de CBH1 en toda su longitud en la
genoteca de ADNc o en los ADNc usados para su construccion. Alternativamente, las técnicas de RACE (amplificacion
rapida de extremidades de ADNCc) 5' y 3' o técnicas derivadas podrian ser usadas para identificar las regiones 5' y 3'
faltantes. Para este proposito, se aislan preferiblemente ADNm de Diplodia gossypina y se utilizan para sintetizar
primero cepas de ADNc usando cebador de adaptador conteniendo oligo(dT)- o un 5'- cebador especifico de gen (GSP).

[0186] EI ADNc en toda su longitud del gen CBH1 de Diplodia gossypina puede también ser obtenido usando ADN
genomico de Diplodia gossypina. EI gen CBH1 se puede identificar por técnicas de PCR tales como la descrita
anteriormente o por seleccion de genoteca gendmica estandar usando técnicas de hibridaciéon y el ADNc de CBH1
parcial como una sonda. Busqueda de homologia y comparacion con el ADNc de CBH1 parcial confirma que la
secuencia gendémica corresponde al gen CBH1 de Diplodia gossypina. ldentificacién de secuencias de consenso tales
como sitio de iniciaciéon de transcripcion, inicio y parada de codones o sitios poliA podrian ser usados para definir la
region que comprende el ADNc en toda su longitud. Cebadores construidos de las extremidades 5' y 3' de esta region
podrian entonces ser usados para amplificar el ADNc en toda su longitud de ADNm o la genoteca de ADNc de Diplodia
gossypina (ver arriba).

[0187] Por expresion del gen en toda su longitud en un constructo huésped de expresidon adecuada la enzima CBH1 se
cosecha como una enzima intra celular o extra celular del caldo de cultivo.
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[0188] Los métodos anteriormente descritos recurren a la clonacién de secuencias de ADN de celobiohidrolasa | de
todos organismos y no sélo de Diplodia gossypina.

Ejemplo 2
Actividad de celobiohidrolasa | (CBH I)

[0189] Una celobiohidrolasa | se caracteriza por la capacidad para hidrolizar celulosa altamente cristalina muy
eficazmente en comparacién con otras celulasas. Celobiohidrolasa | puede tener una actividad catalitica mas alta
usando PASC (celulosa hinchada de acido fosforico) como sustrato que usando CMC como sustrato. Para los fines de
la presente invencion, cualquiera de los siguientes ensayos puede utilizarse para identificar una celobiohidrolasa I:

Actividad en Azo-Avicel

[0190] Azo-Avicel (Megazyme, Bray Business Park, Bray, Wicklow, Ireland) fue usado segun las instrucciones de los
fabricantes.

Actividad en PNP-beta-celobiosa

[0191]
Solucién de sustrato: 5 mM PNP beta-D-celobiosa (p-nitrofenil f-d-Celobiosida Sigma N-5759) en 0,1 M tampdn de Na-
acetato, pH 5,0;

[0192] Reactivo de parada: 0.1 M Na-carbonato, pH 11.5.

[0193] Solucion de 50 yL CBH | fue mezclada con 1 mL de solucion de sustrato e incubada 20 minutos a 40°C. La
reaccion fue detenida por adicion de 5 mL de reactivo de parada. Absorbancia fue medida a 404 nm.

Actividad en PASC y CMC

[0194] El sustrato se degrada con celobiohidrolasa | (CBH ) para formar azucares reductores. Un Microdochiumnivale
(rMnO) de carbohidrato oxidasa u otra oxidasa equivalente actia en los azucares reductores para formar H, Oz en
presencia de Oz. El formado H20, activa en presencia de peroxidasa en exceso la condensaciéon oxidante de 4-
aminoantipirina (AA) y N-etil-N-sulfopropil-m-toluidina (TOPS) para formar un producto morado que se puede cuantificar
por su absorbancia a 550 nm.

[0195] Cuando todos los componentes excepto CBH | estan en exceso, el indice de aumento en la absorbancia es
proporcional a la actividad de CBH I. La reacciéon es una reaccion de un paso cinético y se puede realizar
automaticamente en un analizador por centrifugacién Cobas Fara (Hoffmann La Roche) u otro espectrofotometro
equivalente que pueda medir cinética estable. Tampon: 50 mM tampén de Na-acetato (pH 5,0);

[0196] Reactivos: rMnO oxidasa, carbohidrato oxidasa purificada de Microdochium nivale, 2 mg/L
(concentracion final); Peroxidasa, SIGMA P-8125 (96 U/mg), 25 mg/L (concentracion final); 4-aminoantipirina, SIGMA A-
4382,200 mg/L (concentracion final); TOPS, SIGMA E-8506,600 mg/L (concentracion final); PASC o CMC (ver mas
abajo), 5 g/L (concentracion final).

[0197] Todos los reactivos fueron adicionados al tampoén en las concentraciones indicadas por encima y esta solucion
reactiva fue mezclada integramente.

[0198] Muestra de 50 pL de celobiohidrolasa | (en una dilucién adecuada) fue mezclada con 300 pL de solucion reactiva
e incubada 20 minutos a 40°C. Formacién de color morado fue detectada y medida como absorbancia a 550 nm.

[0199] EI coeficiente de absorcién de AA-TOPS-condensado es 0,01935 Asso /(WM cm). El indice se calcula como pmols
que reducen azucar producido por minuto de OD550 /minuto y el coeficiente de absorcion.

PASC:
[0200]

Materiales: 5 g de Avicel® (Art. 2331 Merck);
150 mL 85% de Orto-fosforico-acido (Art. 573 Merck);
800 mL de acetona (Art. 14 Merck);
Aprox. 2 litros de agua desionizada (Milli-Q);
Vaso de precipitado de vidrio de 1 litro;
Embudo de filtro de vidrio de 1 litro;
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Matraz de succion de 2 litros;
Homogeneizador UltraTurrax.

[0201] Acetona y orto-fosférico-acido se enfria en el hielo. Avicel® se humedece con agua y luego 150 mL 85% orto-
fosférico-acido helado se afiade. La mezcla se coloca en un bafio de hielo con agitacion débil durante una hora.

[0202] Anadir 500 mL de acetona helada con agitacién y transferir la mezcla a un embudo de filtro de vidrio y lavar con 3
x 100 mL de acetona helada, aspirar lo mas seco posible en cada lavado. Lavar con 2 x 500 mL de agua (o hasta no
haya olor de acetona), aspirar lo mas seco posible en cada lavado.

[0203] Resuspender los solidos en el agua a un volumen total de 500 mL y mezclar para homogeneidad usando un
homogeneizador Ultra Turrax. Guardar humedo en el frigorifico y equilibrar con tampén por centrifugado y resuspension
antes de uso.

CMC:

[0204] Microfibrillas de celulosa bacteriana en una forma impura fueron obtenidas del producto alimenticio japonés "nata
de coco" (Fujico Company, Japén). La celulosa en 350 g de este producto fue purificada por suspension del producto en
aproximadamente 4 L de agua del grifo. Esta agua fue sustituida por agua dulce dos veces al dia durante 4 dias.

[0205] Luego 1% (p/v) de NaOH fue usado en vez de agua y el producto fue resuspendido en la solucion de alcali dos
veces al dia durante 4 dias. Neutralizacion fue hecha por aclarado de la celulosa purificada con agua destilada hasta
que el pH de la superficie del producto fue neutral (pH 7).

[0206] La celulosa fue microfibrilada y una suspension de microfibrillas de celulosa bacteriana individual se obtuvo por
homogenizacion de las microfibrillas de celulosa purificada en una mezcladora Waring durante 30 min. Las microfibrillas
de celulosa fueron de nuevo purificadas por dializacion de esta suspension a través de una membrana de poro contra
agua destilada y las microfibrillas de celulosa aisladas y purificadas fueron almacenadas en una suspension de agua a
4°C.

Deposito de material bioldgico
China General Microbiological Culture Collection Center (CGMCC)
[0207] El siguiente material biolégico ha sido depositado segun las condiciones del tratado de Budapest con el China

General Microbiological Culture Collection Center (CGMCC), Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences,
Haidian, Beijing 100080, China:

Numero de accesion: CGMCC n°. 0584

Referencia de solicitantes: NDO000575

Fecha de depésito: 29-05-2001

Descripcion: gen de CBH | de Acremonium thermophilum en plasmido

Clasificacion: Ascomycota; Sordariomycetes; Hypocrales; Hypocreaceae

Origen: China, 1999

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n°® 1 y SEC ID n° 2 (secuencia de ADN que codifica una

celobiohidrolasa | de Acremonium thermophilum y la secuencia de proteina
correspondiente)

Numero de registro: CGMCC n° 0581

Referencia de solicitantes: ND000548

Fecha de depdsito: 29-05-2001

Descripcion: gen de CBH | de Chaetomium termofilum en el plasmido

Clasificacion: Ascomycota; Sordariomycetes; Sordariales; Chaetomiaceae

Origen: China, 1999

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n° 3 y SEC ID n° 4 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de
Chaetonium termophilum y la secuencia de proteina correspondiente)

Numero de registro: CGMCC n° 0585

Referencia de solicitantes: ND001223

Fecha de depdsito: 29-05-2001

Descripcion: Gen de sp. CBH | de Scytalidium sp. en el plasmido

Clasificacion: Ascomycota; Mitosporic

Origen: China, 1999

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n° 5y SEC ID n° 6 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de
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Scytalidium sp. y la secuencia de proteina correspondiente)

Numero de registro: CGMCC n° 0582

Referencia de solicitantes: N D000549

Fecha de depdsito: 29-05-2001

Descripcion: gen de CBH | de Thermoascus aurantiacus en el plasmido

Clasificacion: Eurotiomycetes; Eurotiales; Trichocomaceae

Origen: China

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n°® 7 y SEC ID n°® 8 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de
Thermoascus aurantiacus y la secuencia de proteina correspondiente)

Numero de registro: CGMCC n° 0583

Referencia de solicitantes: ND001182

Fecha de depdsito: 29-05-2001

Descripcion: gen de CBH | de Thielavia australiensis en el plasmido

Clasificacion: Ascomycota; Sordariomycetes; Sordariales; Chaetomiaceae

Origen: China, 1998

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n°® 9 y SEC ID n°® 10 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de
Thielavia australiensis y la secuencia de proteina correspondiente)

Numero de registro: CGMCC n° 0580

Referencia de solicitantes: N D000562

Fecha de depdsito: 29-05-2001

Descripcion: Gen de CBH | de Melanocarpus albomyces en el plasmido

Clasificacion: Ascomycota; Sordariomycetes; Sordariales

Origen: China, 1999

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 15y SEC ID n° 16 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de
Melanocarpus albomyces y la secuencia de proteina correspondiente)

Numero de registro: CGMCC n° 0748

Referencia de solicitantes: ND001181

Fecha de depésito: 07-06-2002

Descripcion: Gen de CBH | de Acremonium sp. en el plasmido
Clasificacion: Ascomycetes mitosporicos

Origen: China, 2000

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n° 53 y SEC ID n° 54

Numero de registro: CGMCC n° 0749

Referencia de solicitantes: N D000577

Fecha de depésito: 2002-06-07

Descripcion: Gen de CBH | de Chaetomidium pingtungium en el plasmido
Clasificacion: Chaetomiaceae, Sordariales, Ascomycota

Origen: China, 2000

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n° 55y SEC ID n° 56

Numero de registro: CGMCC n° 0747

Referencia de solicitantes: ND001175

Fecha de depésito: 07-06-2002

Descripcion: Gen de CBH | de Sporotrichum pruinosum en el plasmido
Clasificacion: Meruliaceae, Stereales, Basidiomycota

Origen: China, 2000

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n°® 57 y SEC ID n° 58

Numero de registro: CGMCC n° 0750

Referencia de solicitantes: ND000571

Fecha de depésito: 07-06-2002

Descripcion: Gen de CBH | de Scytalidium thermophilum en el plasmido
Clasificacion: Ascomycota; Mitosporic

Origen: China, 2000

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n°® 59 y SEC ID n° 60

Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS)

[0208] EI siguiente material biolégico ha sido depositado segun las condiciones del Tratado de Budapest en el

Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS), Uppsalalaan 8,3584 CT Utrecht, Paises Bajos (alternativamente P.O.Box

85167,3508 AD Utrecht, Paises Bajos):
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Numero de acceso: CBS 109513

Referencia de solicitantes: ND000538

Fecha de depdsito: 01-06-2001

Descripcion: Verticillium tenerum

Clasificacion: Ascomycota, Hypocreales, Pyrenomycetes (mitosporico)

Origen:-

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 11 y SEC ID n° 12 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de
Verticillium tenerum y la secuencia de proteina correspondiente)

Numero de acceso: CBS 819.73

Referencia de solicitantes: ND000533

Fecha de depésito: publicamente disponible (no depositado por solicitante)

Descripcion: Humicola nigrescens

Clasificacion: Sordariaceae, Sordariales, Sordariomycetes; Ascomycota

Origen:-

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n° 18 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de Humicola
nigrescens)

Numero de acceso: CBS 427.97

Referencia de solicitantes: ND000530

Fecha de depésito: 23-01-1997

Descripcion: Cladorrhinum foecundissimum

Clasificacion: Sordariaceae, Sordariales, Sordariomcetes; Ascomycota

Origen: Jamaica

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n°® 19 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de Cladorrhinum
foecundissimum)

Numero de acceso: CBS 247.96

Referencia de solicitantes: ND000534 y ND001231

Fecha de depésito: 12-03-1996

Descripcion: Diplodia gossypina

Clasificacion: Dothideaceae, Dothideales, Dothidemycetes; Ascomycota

Origen: Indonesia, 1992

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID NO:20 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de Diplodia
gossypina), SEC ID NO:37 (secuencia de ADN completa que codifica una celobiohidrolasa | de Diplodia gossypina) y
SEC ID NO:38 (secuencia de proteina completa de celobiohidrolasa | de Diplodia gossypina)

Numero de acceso: CBS 117.65

Referencia de solicitantes: ND000536

Fecha de depdsito: publicamente disponible

Descripcion: Myceliophthora thermophila

Clasificacion: Sordariaceae, Sordariales, Sordariomycetes; Ascomycota

Origen:-

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 21 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de
Miceliophthora thermophila)

Numero de acceso: CBS 109471

Referencia de solicitantes: ND0O00537

Fecha de depdsito: 29-05-2001

Descripcion: Rhizomucor pusillus

Clasificacion: Mucoraceae, Mucorales, Zygomycota

Origen: Dinamarca

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n° 22 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de Rhizomucor
pusillus)

Numero de registro: CBS 521.95

Referencia de solicitantes: ND000542

Fecha de depdésito: 04-07-1995

Descripcion: Meripilus giganteus

Clasificacion: Rigidiporaceae, Hymenomycetales, Basidiomycota

Origen: Dinamarca, 1993

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n°® 23 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de Meripilus
giganteus)

Numero de registro: CBS 277.96
Referencia de solicitantes: ND000543; ND001346 y ND001243
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Fecha de deposito: 12-03-1996

Descripcion: Exidia glandulosa

Clasificacion: Exidiaceae, Auriculariales, Hymenomycetes, Basidiomycota

Origen: Dinamarca, 1993

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 24 (secuencia de ADN parcial que codifica parcialmente una celobiohidrolasa |
de Exidia glandulosa), SEC ID n°® 45 (secuencia de ADN completa que codifica una celobiohidrolasa | con CBD de
Exidia glandulosa), SEC ID n° 46 (secuencia completa de proteina de celobiohidrolasa | con CBD de Exidia glandulosa),
SEC ID n° 47 (secuencia de ADN completa que codifica una celobiohidrolasa | de Exidia glandulosa) y SEC ID n°® 48
(secuencia de proteina completa de celobiohidrolasa | de Exidia glandulosa)

Numero de acceso: CBS 284.96

Referencia de solicitantes: ND000544 y ND001235

Fecha de depésito: 12-3-1996

Descripcion: Xylaria hypoxylon

Clasificacion: Sordariaceae, Sordariales, Sordariomycetes, Ascomycota

Origen: Dinamarca, 1993

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 25 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de Xylaria
hypoxylon), SEC ID n° 43 (secuencia de ADN completa que codifica una celobiohidrolasa | de Xylaria hypoxylon) y SEC
ID n° 44 (secuencia de proteina completa de celobiohidrolasa | de Xylaria hypoxylon)

Numero de acceso: CBS 804.70

Referencia de solicitantes: ND001227

Fecha de depdsito: publicamente disponible

Descripcion: Trichophaea saccata

Clasificacion: Ascomycota; Pezizomycetes; Pezizales; Pyronemataceae

Secuencia(s) relacionada: SEC ID n° 36 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de Trichophaea
saccata)

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)

[0209] El siguiente material biolégico ha sido depositado segun las condiciones del Tratado de Budapest en el Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1 b, 38124 Braunschweig,
Alemania:

Numero de acceso: DSM 14348

Referencia de solicitantes: ND000551

Fecha de deposito: 13-06-2001

Descripcion: gen de CBH | de termitas de Neotermes castaneus, en el plasmido

Clasificacion:-

Origen: Cultivos de larvas de termitas comprados de BAM, Alemania, 1999

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 13 y SEC ID n° 14 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de
células de intestino o microbios intestinales de Neotermes castaneus y la secuencia de proteina correspondiente)

Numero de registro: DSM 15066

Referencia de solicitantes: ND001349

Fecha de depésito: 21-06-2002

Descripcion: Gen de CBH | de Poitrasia circinans gen en el plasmido

Clasificacion: Choanephoraceae, Zygomycota, Mucorales

Origen:-

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 49 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de Poitrasia
circinans) y SEC ID NO:50 (secuencia de proteina de celobiohidrolasa | de Poitrasia circinans)

Numero de registro: DSM 15065

Referencia de solicitantes: ND001339

Fecha de depdsito: 2106-2002

Descripcion: Gen de CBH | de Coprinus cinereus en el plasmido

Clasificacion: Basidiomycota, Hymenomycetes; Agaricales, Agaricaceae

Origen: Dinamarca

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 51 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de Coprinus cinereus)
y SEC ID n° 52 (secuencia de proteina de celobiohidrolasa | de Coprinus cinereus)

Numero de registro: DSM 15064

Referencia de solicitantes: ND001264

Fecha de depésito: 21-06-2002

Descripcion: gen de CBH | de Trichophaea saccata en el plasmido
Clasificacion: Ascomycota; Pezizomycetes; Pezizales; Pyronemataceae
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Origen:-
Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 39 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de Trichofaea
saccata) y SEC ID n° 40 (secuencia de proteina de celobiohidrolasa | de Trichophaea saccata)

Numero de registro: DSM 15067

Referencia de solicitantes: N D001232

Fecha de depdsito: 21-06-21

Descripcion: Gen de CBH | de Myceliophthora thermophila en el plasmido

Clasificacion: Sordariaceae, Sordariales, sordariomicetes; Ascomycota

Origen:-

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 41 (secuencia de ADN que codifica una celobiohidrolasa | de Micelioftora
thermophila) y SEC ID n°® 42 (secuencia de proteina de celobiohidrolasa | de Myceliophthora thermophila)

Instituto para fermentacién, Osaka (IFO)

[0210] El siguiente material biolégico ha sido depositado segun las condiciones del Tratado de Budapest en el Instituto
para fermentacion, Osaka (IFO), 17- 85, Juso-honmachi 2-chome, Yodogawa-ku, Osaka 532-8686, Japon:

Numero de registro: IFO 5372

Referencia del solicitante: ND000531

Fecha de depésito: publicamente disponible (no depositado por solicitante)

Descripcion: Trichothecium roseum

Clasificacion: ascomycetes mitosporicos

Origen:-

Secuencia(s) relacionada(s): SEC ID n°® 17 (secuencia de ADN parcial que codifica una celobiohidrolasa | de
Trichofhecium roseum)

[0211] El deposito de CBS 427.97, CBS 247.96, CBS 521.95, CBS 284.96, CBS 274.96 fue realizado por Novo Nordisk
A/S y fue mas tarde cedido a Novozymes A/S.

0-1 Formulario - PCT/RO/134 (facil) indicaciones en relacion a
Microorganismo(s) depositado(s) y otro material biolégico (PCT Regla
13bis)
0-1-1 | Preparado usando PCT-EASY Version 2.92 (actualizado
01.06.2002)
0-2 Numero de solicitud internacional
0.3 Referencia de fichero del solicitante o del agente 10129.204-WO
1 Las indicaciones hechas abajo se refieren a

microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:

1-1 pagina 63-64

1-2 linea 31-2

1-3 Identificacién de depdsito

1-3-1 Nombre de institucién depositaria China General Microbiologial Culture Collection
Center

1-3-2 Direccidn Institucion depositaria China Committee for Culture Collection of

Microorganisms, P.O. Box 2714, Pekin 100080,
China

1-3-3 Fecha de depdsito 29 mayo 2001 (29.05.2001)
1-3-4 Numero de registro CGMCC 0584
1-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
1-5 Estados designados que se han indicado todos los estados designados
1-6 provision separada de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones seran presentadas mas tarde ante la
Oficina Internacional
2 Las indicaciones hechas debajo se refieren al
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
2-1 pagina 64
2-2 linea 4-12
2-3 Identificacién de depdsito
2-3-1 Nombre de institucién depositaria China General Microbiological Culture Collection

Center
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2-3-2 Direccioén de Institucion depositaria China Committee for Culture Collection of
Microorganisms, P.O. Bos 2714, Pekin 100080,
China
2-3-3 Fecha de depésito 29 mayo 2001 (29.05.2001)
2-3-4 Numero de registro CGMCC 0581
2-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
2-5 Estados designados que se han indicado Todos los Estados designados
2-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones seran presentadas mas tarde ante la
Oficina Internacional
3 Las indicaciones hechas abajo se refieren al
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
- pagina 64
- linea 14-22

Identificacién de depdsito
Nombre de Instituciéon depositaria
Direccioén de Institucion depositaria

China General Microbiological Culture Collection
China Committee for Culture Collection of
Microorganisms, P.O. Box 2714, Pekin 100080,
China

3-3-3 Fecha de depésito 29 mayo 2001 (29.05.2001)
3-3-4 Numero de registro CGMCC 0585
3-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
3-5 Estados designados que se han indicado todos los estados designados
3-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
4 Las indicaciones hechas debajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
4-1 pagina 64
4-2 linea 24-32
4-3 identificacion de depdsito
4-3-1 Nombre de Instituciéon depositaria China General Microbiological Culture Collection
Center
4-3-2 Direccién de Institucion depositaria China Committe for Culture Collection of
Microorganisms, P.O. Box 2714, Pekin 00080,
China
4-3-3 Fecha de depésito 29 mayo 2001 (29.05.2001)
4-3-4 Numero de registro CGMCC 0582
4-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
4-5 Estados designados que se han indicado todos los estados designados
4-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
5 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
5-1 referido en descripcion en: 64-65
5-2 Pagina 34-5
Linea
5-3 Identificacién de depdsito
5-3-1 Nombre de Instituciéon depositaria China General Microbiological Culture Collection
Center
5-3-2 Direccién de Institucion depositaria China Committe for Culture Collection of
Microorganisms, P.O. Box 2714, Pekin 100080,
China
5-3-3 Fecha de depésito 29 mayo 2001 (29.05.2001)
5-3-4 Numero de registro CGMCC0583
5-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
5-5 Estados designados que se han indicado todos los Estados designados
5-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
6 Las indicaciones hechas debajo se refieren al

microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
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referido en la descripcion en:

6-1 pagina 65
6-2. linea 7-15
6-3 Identificacién de depdsito
6-3-1 Nombre de Instituciéon depositaria China General Microbiological Culture Collection
Center
6-3-2 Direccioén de Institucion depositaria China Committee for Culture Collection of
Microorganisms, P.O. Box 2714, Pekin 100080,
China
6-3-3 Fecha de depdsito 29 mayo 2001 (29.05.2001)
6-3-4 Numero de registro CGMCC 0580
6-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
6-5 Estados designados para los que se han hecho todos los estados designados
indicaciones
6-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones seran sometidas mas tarde ante la
Oficina Internacional
7 Las indicaciones hechas abajo se refieren a los
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
7-1 pagina 65
7-2 linea 17-23
7-3 Identificacién de depdsito
7-3-1 Nombre de Institucién depositaria Général Chinois de Cultures Microbiologiques
7-3-2 Direccioén de Institucion depositaria Chine- Comité pour la collection de cultures de
micro-organismes, P.O. Box 2714, Pekin 100080
7-3-3 Fecha de depésito 07 junio 2002 (07.06.2002)
7-3-4 Numero de registro CGCCM 0748
7-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
7-5 Estados designados que se han indicado Todos los Estados designados
7-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
8 Las indicaciones hechas abajo se refieren a los
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
8-1 pagina 65
8-2 linea 25-31
8-3 Identificacién de depdsito
8-3-1 Nombre de Institucién depositaria Centre Général Chinois de Cultures
Microbiologiques
8-3-2 Direccioén de Institucion depositaria Chine- Comité pour la collection de cultures de
micro-organismes, P.O. Box 2714, Pekin 100080
8-3-3 Fecha de depésito 07 junio 2002 (07.06.2002)
8-3-4 Numero de registro CGCCM 0749
8-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
8-5 Estados designados para los que se han hecho todos los estados designados
indicaciones
8-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
9 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
9-1 pagina 65-66
9-2 linea 33-2
9-3 Identificacién de depdsito
9-3-1 Nombre de Institucién depositaria Centre Général Chinois de Cultivos
Microbiologiques
9-3-2 Direccién de Institucion depositaria Chine - Comité pour la collection de cultures de
micro-organismes, P.O. Box 2714, Pekin 100080
9-3-3 Fecha de depésito 07 junio 2002 (07.06.2002)
9-3-4 Numero de registro CGCCM 0747
9-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
9-5 Estados designados para que se han hecho indicaciones Todos los Estados designados
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9-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
10 Las indicaciones hechas debajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
10- 1 pagina 66
10-2 linea 4-10
10-3 identificacion de depésito
10- 3-1 | nombre de Institucién depositaria Centre Général Chinois de Cultures
Microbiologiques
10- 3-2 | direccion de Institucion depositaria Chine —Comité pour la collection de cultures de
micro-organismes, P.O. Box 2714, Pekin 100080
10- 3-3 | Fecha de depdsito 07 junio 2002 (07.06.2002)
10- 3-4 | Numero de registro CGCCM 0750
10-4 Indicaciones adicionales NINGUNA
10-5 Estados designados para los que se han hecho Todos los Estados designados
indicaciones
10-6 Suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones seran presentadas mas tarde ante la
Oficina Internacional
11 Las indicaciones hechas debajo se refieren al
microorganismo(s) depositado u otro material biolégico
referido en la descripcion en:
11-1 pagina 66
11-2 linea 18-26
11-3 Identificacion de depésito
11- 3-1 | Nombre de Instituciéon depositaria Centraalbureau voor Schimmelcultures
11- 3-2 | Direccion de Institucion de depositaria Uppsalalaan 8; NL-3584 CT Utrecht, Paises
Bajos / P.O. Box 85167; NL-3508 AD Utrecht,
Paises Bajos
11- 3-3 | fecha de depdsito 01 junio 2001 (01.06.2001)
11- 3-4 | numero de registro CBS 109513
11-4 indicaciones adicionales NINGUNA
11-5 Estados designados para los que se han hecho Todos los Estados designados
indicaciones
11-6 suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
12 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
12-1 pagina 66-67
12-2 linea 37-7
12-3 identificacion de depésito
12- 3-1 | Nombre de Institucién de depositaria Centraalbureau voor Schimmelcultures
12- 3-2 | direccion de Institucion depositaria Uppsalalaan 8; NL-3584 CT Utrecht, Paises
Bajos / P.O. Box 85167; NL-3508 AD Utrecht,
Paises Bajos
12- 3-3 | fecha de deposito 23 enero 1997 (23.01.1997)
12- 3-4 | numero de registro CBS 427.97
12-4 indicaciones adicionales NINGUNA
12-5 Estados designados para los que se han hecho todos los Estados designados
indicaciones
12-6 suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
13 Las indicaciones hechas abajo se refieren al
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
13- 1 pagina 67
13-2 linea 9-19
13-3 identificacion de depésito
13- 3-1 | nombre de Institucién de depositaria Centraalbureau voor Schimmelcultures
13- 3-2 | direccion de Institucion depositaria Uppsalalaan 8; NL-3584 CT Utrecht, Paises
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Bajos / P.O. Box 85167; NL-3508 AD Utrecht,
Paises Bajos

13- 3-3 | fecha de deposito 12 marzo 1996 (12.03.1996)
13- 3-4 | ndmero de registro CBS 247.96
13-4 indicaciones adicionales NINGUNA
13-5 Estados designados para los que se han hecho todos los Estados designados
indicaciones
13-6 suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina internacional
14 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
14- 1 pagina 67
14-2 linea 30-37
14- 3 identificacion de depésito
14- 3-1 | nombre de Institucion depositaria Centraalbureau voor Schimmelcultures
14- 3-2 | direccién de Institucion depositaria Uppsalalaan 8; NL-3584 CT Utrecht, Paises
Bajos / P.O. Box 85167; NL-3508 AD Utrecht,
Paises Bajos
14- 3-3 | fecha de depdsito 29 may 2001 (29.05.2001)
14- 3-4 | ndmero de registro CBS 109471
14- 4 indicaciones adicionales NINGUNA
14-5 Estados designados para los que se han hecho Todos los Estados designados
indicaciones
14- 6 suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
15 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
15- 1 pagina 68
15-2 linea 2-9
15-3 identificacion de depésito
15- 3-1 | nombre de Institucion depositaria Centraalbureau voor Schimmelcultures
15- 3-2 | direccién de Institucion depositaria Uppsalalaan 8; NL-3584 CT Utrecht, Paises
Bajos / P.O. Box 85167; NL-3508 AD Utrecht,
Paises Bajos
15- 3-3 | fecha de depésito 04 julio 1995 (04.07.1995)
15- 34 | ndmero de registro CBS 521.95
15-4 indicaciones adicionales NINGUNA
15-5 Estados designados para los que se han hecho todos los Estados designados
indicaciones
15-6 suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
16 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material biolégico
referido en la descripcion en:
16- 1 pagina 68
16- 2 linea 26-36
16- 3 identificacion de depésito
16. 3-1 | nombre de Institucion depositaria Centraalbureau voor Schimmelcultures
16- 3-2 | direccion de institucion depositaria Uppsalalaan 8; NL-3584 CT Utrecht, Paises
Bajos / P.O. Box 85167; NL-3508 AD Utrecht,
Paises Bajos
16- 3-3 | fecha de depdsito 12 marzo 1996 (12.03.1996)
16- 3-4 | numero de registro CBS 284.96
16- 4 indicaciones adicionales NINGUNA
16-5 Estados designados para los que se han hecho Todos los Estados designados
indicaciones
16- 6 suministro separado de indicaciones NINGUNA

Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
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17 Las indicaciones hechas abajo se refieren al
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
17-1 pagina 68
17-2 linea 11-24
17-3 identificacion de depésito
17- 3-1 | nombre de Institucién depositaria Centraalbureau voor Schimmelcultures
17- 3-2 | direccion de Institucion depositaria Uppsalalaan 8; NL-3584 CT Utrecht, Paises
Bajos / P.O. Caja 85167; NL-3508 AD Utrecht,
Paises Bajos
17- 3-3 | fecha de deposito 12 marzo 1996 (12.03.1996)
17- 3-4 | ndamero de registro CBS 277.96
17-4 indicaciones adicionales NINGUNA
17-5 Estados designados para los que se han hecho Todos los Estados designados
indicaciones
17-6 suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones seran presentadas mas tarde ante la
Oficina Internacional
18 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
18- 1 pagina 69
18-2 linea 15-23
18-3 identificacion de depésito
183-1 Nombre de Institucion depositaria DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
18- 3-2 | direccion de Institucion depositaria Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig,
Alemania
18- 3-3 | fecha de deposito 13 junio 2001 (13.06.2001)
18- 3-4 | numero de registro DSMZ 14348
18- 4 indicaciones adicionales NINGUNA
18-5 Estados designados para los que se han hecho Todos los Estados designados
indicaciones
18- 6 suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
19 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
19- 1 pagina 69
19-2 linea 25-33
19-3 identificacion de depésito
19- 3-1 | nombre de institucion depositaria DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
19- 3-2 | direccion de Institucion depositaria Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig,
Alemania
19- 3-3 | fecha de deposito 21 junio 2002 (21.06.2002)
19- 3-4 | ndmero de registro DSMZ 15066
19-4 indicaciones adicionales NINGUNA
19-5 Estados designados para los que se han hecho todos los Estados designados
indicaciones
19-6 almacenamiento separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina Internacional
20 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
20- 1 pagina 69-70
20-2 linea 35-6
20-3 identificacion de depésito
20- 3-1 | nombre de Institucion depositaria DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
20- 3-2 | direccion de la Institucidn depositaria Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig,
Alemania
20- 3-3 | fecha de deposito 21 junio 2002 (21.06.2002)
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20- 3-4 | numero de registro DSMZ 15065
Indicaciones adicionales NINGUNA
20-5 Estados designados para los que se han hecho todos los Estados designados
indicaciones
20-6 almacenamiento separado de indicaciones Ninguna
Estas indicaciones seran presentadas mas tarde ante la
Oficina Internacional
21 Las indicaciones hechas abajo se refieren a
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
21-1 pagina 70
21-2 linea 8-16
21-3 identificacion de depdsito
21-3-1 | nombre de Institucion depositaria DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
21- 3-2 | direccion de Institucion depositaria Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig,
Alemania
21-3-3 | fecha de deposito 21 junio 2002 (21.06.2002)
21- 3-4 | numero de registro DSMZ 15064
21-4 indicaciones adicionales NINGUNA
21-5 Estados designados para los que se han hecho Todos los Estados designados
indicaciones
21-6 suministro separado de indicaciones NINGUNA
Estas indicaciones se presentaran mas tarde ante la
Oficina International
22 Las indicaciones hechas abajo se refieren al
microorganismo(s) depositado(s) u otro material bioldgico
referido en la descripcion en:
22-1 pagina 70
22-2 linea 18-26
22-3 identificacion de depésito
22- 3-1 | nombre de Instituciéon depositaria DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
22- 3-2 | direccion de Institucidon depositaria Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig,
Alemania
22- 3-3 |fecha de deposito 21 junio 2002 (21.06.2002)
22- 3-4 | ndmero de registro DSMZ 15067
22-4 indicaciones adicionales NINGUNA
22-5 Estados designados para los que se han hecho todos los Estados designados

indicaciones

Forma de realizacion preferida

[0212]

1. Un polipéptido con actividad celobiohidrolasa I, seleccionado del grupo consistente en:

(a) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% identidad con aminoacidos 1 a
529 de SEC ID n° 4,
(b) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% identidad con el polipéptido
codificado por nucledétidos 1 a 1587 de SEC ID n° 3.

2. Polipéptido segun forma de realizacion 1, que consiste de aminoacidos 1 a 529 de SEC ID n° 4.

3. Polipéptido segun la forma de realizacién 1, donde el polipéptido es una variante artificial que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos una sustitucién, eliminacién y/o insercion de un aminoacido en
comparacion con aminoacidos 1 a 529 de SEC ID n° 4.

4. Polipéptido segun la forma de realizacion 1, que incluye un aminoacido que tiene al menos 95% identidad, con el
polipéptido codificado por la celobiohidrolasa | que codifica parte de la secuencia de nucledétidos insertada en un

plasmido presente en el microorganismo depositado CGMCC n° 0581.

5. Polipéptido segun la forma de realizacién 4, que comprende la secuencia de aminoacidos codificada por la
celobiohidrolasa | que codifica parte de la secuencia de nucleétidos insertada en un plasmido presente en
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microorganismo depositado CGMCC n° 0581.

6. Polipéptido segun las formas de realizacion 5 o 6, que consiste en la secuencia de aminoacidos codificada por la
celobiohidrolasa | que codifica parte de la secuencia de nucleétidos insertada en un plasmido presente en el
microorganismo depositado CGMCC n° 0581.

7. Polipéptido segun las formas de realizacion 4 o 5, donde el polipéptido es una variante artificial que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos una sustitucién, eliminacién y/o inserciéon de un aminoacido en
comparacion con la secuencia de aminoacidos codificada por la celobiohidrolasa | que codifica parte de la secuencia de
nucleotidos insertada en un plasmido presente en el microorganismo depositado CGMCC n° 0581.

8. Polinucledtido con una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido definido en cualquiera de formas de
realizacién 1-7.

9. Constructo de acidos nucleicos que comprende la secuencia de nucleoétidos definida en la forma de realizacion 8
operativamente enlazada a uno o varias secuencias de control que persiguen la produccién del polipéptido en un
huésped adecuado.

10. Vector de expresion recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos definido en la forma de
realizacion 9.

11. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos definido en la forma de realizacion
10.

12. Método para producir un polipéptido tal y como se define en cualquiera de formas de realizacién 1-7, comprendiendo
el método:

(a) cultivo de una célula huésped recombinante tal y como se define en la forma de realizaciéon 11 bajo condiciones
propicias para la produccion del polipéptido; y

(b) recuperacion del polipéptido.

13. Método para produccion in situ de un polipéptido tal y como se define en cualquiera de formas de realizacion 1-7, el
método comprendiendo:

(a) cultivo de una célula huésped recombinante tal y como se define en la forma de realizacion 11 bajo condiciones
propicias para la produccion del polipéptido; y

(b) contactar el polipéptido con un sustrato deseado sin recuperacion previa del polipéptido.

14. Método para producir etanol de biomasa, que comprende contactar la biomasa con el polipéptido tal y como se
define en cualquiera de formas de realizacion 1-7.

15. Uso del polipéptido tal y como se define en cualquiera de formas de realizacién 1-7 para producir etanol.

16. Planta transgénica, parte de planta o célula vegetal, que ha sido transformado con una secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido con actividad de celobiohidrolasa | tal y como se define en cualquiera de las formas de
realizacién 1-7, donde la secuencia de nucleétidos esta presente en un vector de expresion que permite integracion
estable del vector en el genoma de la célula huésped.

17. Composicion de detergente que comprende un tensioactivo y el polipéptido segun cualquier de formas de realizacion
1-7.

Listado de secuencias
[0213]

<110> Novozymes A/S
<120> Polipéptidos con actividad de celobiohidrolasa | y polinucleétidos que codifican la misma

<130> 10129-WO

<160> 67

<170> Version de patentin 3.1
<210>1

<211> 1581

<212> ADN

<213> Acremonium thermophilum
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<220>
<221>CDS
<222> (1)..(1581)
<223>

<400> 1

atg cac gcc
Met His Ala
1

Qcc cag cag
Ala CGln Gin

tgg toe aag
Trp Ser Lys
35

gtc acc atc
val Tar Ile
5@

&CC aac tge
Thr Aan Cys
65

ggt gct teg
gly Ala Ser

ggc ace tat
Gly Thr Tyr

gtc act cag
val Thr Gin
115

atg goce teg
Met Ala Sar
130

tee ace tte

aag
Lys

gec
Ala
20

tgc
Cys

gat
Asp

tac
TYY

tgc
Cys

ggc
Gly
100

9g¢
Gly

gac
Asp

gac

tte
Phe

tgce
Cys

acy
Thr

gec
Ala

acy
Thr

gce
Ala
85

ate
Ile

cce
Pro

&cc
Thr

gtg

gcg
Ala

aca
Thy

tece
ger

asac
Asn

ggc
Gly

gce
ala

ace
Thr

tac
Tyr

aag
Lys

gac

ace
Thr

cte
Leu

ggc
Gly

ast
Agn

gcce
Ala

acc
Thr

tcg
Ser
tac
135

gte

ctce
Leu

acg
Thr

gge
Gly
40

cgg
Arg

qag
Clu

tgc
Cys

&gc
Ser

acc
Thr
120

cag
Gln

aca
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gcc
Ala

got
Ala
25

age

Ser

tog

tgg
Trp

tgc
Cys

ggc
Gly
105

aac
Asn

atyg
Met

ggce

gcce
Ala
10

gag
Glu

tge
Cys

act
Thr

gae
Asp

ct¢
Lau
80

aac
Agn

ate
Ile

tte
Phe

cte

ctt
Leu

aac
Asn

acge
Thr

cac
His

aCg
Thr
75

gat
Asp

goe
Ala

gge
Gly

act
Thr

gg¢

34

gtg
val

cac
His

agc
ger

cag
Gin
60

tce
Ser

ggc
Gly

cee
Leu

tey
Ser

ctg
Leu
140

tge

gy
Ala

cce
Pro

gte
val
45

gte
val

ate
Ila

gece
Ala

age
Ser

cgt
AYg
12%

cte
Leu

ggt

tce
Ser

ace
Thr
e

teg
Ser

tcg
Ser

tge
Cys

gac
Asp

cte
Leu
110

acc
Thr

g3c
aly

ctyg

gcc
Ala
15

cty

Lew

gge
Gly

age
Sar

ace
Thr

tac

Tyr
88

cag
dln

tac

Tyr

aac
AEnD

aac

gcd
Ala

tcg
Ser

tee
Ser

teg
gSer

gac
Asp

tecg
Ser

tte
Phe

ctg
Leu

gag
Glu

ggc

48

96

144

192

240

2B8B

3¢

384

432

480



Phe
14%

goee
Ala

teg
Bex

cay
Gln

ggc
Gly

age
Gly
225

gcg
Ala

gag
Qlu

geg
Glu

acg

acg
Thr
305

ate
Ile

tec
Sar

gat
Asp

ggc
Qly

gte
val
k]:1-3

Thr

[
Lau

ggc
Gly

tge
Cys

tgg
210

age
Sex

gcc
Ala

g9¢
Gly

toge
Cys

ace
Thr
250

gtg
Val

aag
Lys

aac
Asn

gee
Ala

gge
oly
370

atg
Mat

Phe

cac

aac
Asn

cce
Pro
1355

ace
Thy

tge
Cye

tac

Tyr

gac
ABp

gac
Aep
275

tte
Phe

gtg
val

cgc
Arg

ate
Ile

cag
Gln
358

ctg

Leu

tee
Ser

Asp

tte
Fhe

aag
Lys
120

cge
Arg

ceg
Pro

tge
cya

acy
Thr

gas
Agp
280

cet
Pro

tagc
Tyx

acc
Thr

tte
Phe

gcg
Ala
340

aag

Lys

gec
Ala

etc
Leu

Val

gtc
val
16%

gct
Alm

gac
Asp

teg
Ser

tew
Ser

cece
Pro
245

tge
Cys

gac
asp

gge
Gly

cag
Gln

tac

Tyr
3258

ggc
Oly

ace
Thr

cag
Gln

Trp

ABp
150

tec
Ser

ggc
Gly

cte
eu

tce
Sar

gag
[« )3T
230

cat
RBis

ggt
Gly

cga
Gly

asg
Lyw

tte
Phe
310

gte
val

gt¢e
val

Qgct
Ala

atg
Met.

gac
asp
380

val

atg
Met

gce
Ala

aag
Lys

aac
Asn
215

atyg
Met

cce
Pro

agt
Gly

tge
Cys

ggc
Gly
295

ctg
Leu

cag
Gln

tcg
Ser

tte
Pha

gge
Gly
375

gac
Asp

Thx

gac
ABP

aayg

Lys

tte
Phe
200

gac
Asp

gat
Asp

tge
Cys

ace
Thr

gac
Asp
290

&tg
Mat

acyg
Thr

aa¢
Asn

ggce
Gly

ggc
aly
3860

aag
Lys

cag
His
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Gly

gag
Glu

tac
Tyr
18%
ate
Ile

aag
Lyg

gtc
Val

act
Thr
tac
265
tte

Pha

acc
Thr

gac
Asp

gsce
Gly

aac
Aen
345

gac

Aap

gt
Ala

gce
Ala

Leu

gac
ABp
170

ggc
Gly

aac
Asn

aac
Asn

tag

acc
Thr
250D

&gc
Ser

&ag
Asn

gte
val

teg
Serx

gte
Val
330

tece
Ser

ace
Thr

ctt
leu

gte
val

Gry
155

agat
AQly

ace
Thz

goc
Gly

gee
Ala

gag
Glu
23%

ate
Ile

act
Thr

tog
Ser

gas
Asp

tck
Ser
315

gte
val

ate
Ila

aac
Asn

gce
ala

aac
ABn
285

35

Cys

ggt
Gly

g8<
o1y

aay
Glu

gge
Gly
220

gec
Ala

gg¢
Gly

gae
Asp

414

ace
Thr
300

gg¢
Gly

akt
Ile

ace
Thr

gte
val

cag
Gln
380

atyg
Mgt

Gly

ckt
Ley

tac
Tyr

gct
als
2058

tty
Leu

aad
Asn

cag
Cln

cge
AXg

cge
Arg
28BS

age
ser

aac
Asn

cce
Pro

cag
Gln

ttc
Phe
g8

cee
Pro

cke

Leu

tee
Ser

tgc

Cys
136

2ac
Asn

ggc
Gly

age
Ser

ace
Thr

tac

Tyr
270

atg
Makt

aag
Lys

ctg
Len

aac
Aen

gcc
Ala
3590

gac
Azp

atg
Met

tgg
TYp

Aan

aag
Lys
175

gac
Asp

aac
Asn

aac
AsSn

ate
Il

cge
AXg
2585

gee
Ala

gg¢c
Gly

aag
Lys

tce
Ser

Eey
Sear
338

tte
Phe

caa
Cln

gte
val

cte
Leu

aLy
16D

tac
Tyr

tcg
Ser

gtt
Val

tac
TYT

tegq
Bar
240

tgc
Cys

gge
aly

aac
Asn

tee
Phea

gag
alu

320 .

aac
Asn

tge
Cys

asy
Lys

ate
Lau

gac
Asp
400

528

576

624

g§72

720

768

81e

854

8912

960

1908

1055

1104

1182

1200
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teg acc
Ser Thr

ace tgce
Thr Cys

coc 2ag
Pro Asn

ter acce
Sexr Thr
450

tec age
Ser Ssr
£ 11

tcg gee
Ser Ala

cag kEge
Gln Cys

tac ace
Tyr Thr

<210> 2
<211> 526

<212> PRT

tac
Tyr

elals!
Pro

tec
Ser
435

gtc
val

tece
Ser

age
Sar

ggc
aly

tgc
cys
51%

ccg
PXQ

ace
Thr
420

aag
Lys

tce
Sey

acc
Thr

tec
Ser

=l= o
aly
500

cag
Gln

acc
Thr
405

ace
Thr

gte
val

ggc
Gly

ace
Thr

gac
Gly
485

ate
Ile

aag
Lys

aac
Asn

teg
Ser

ate
Ile

ctg
Ly

ace
Thr
470

ceq

Pro

gge
Gly

ctg
Leu

<213> Acremonium thermophilum

<400> 2

Met His Ala Lys Phe Ala Thr Leu Ala Ala Leu val Ala Ser Ala Ala
1 5 10 15
Ala G¢1n Gln ?(TJa Cys Thr Leu Thr ;TSa Glu Ash His Pro ';Er Leu Ser

Trp ser Ia.gs Cys Thr ser Gly g;l}y ser Cys Thr Ser zg? ser Gly Sser

val 'Srlar Ile Asp Ala Asn ;gp Arg Trp Thr His gan val Ser Ser ser

gcg
Ala

ggc
Gly

tae
TYL

cce
Pro
455

ace
Thr

ace
Thr

tgg
Trp

aac
Agn

agcce
Ala

gte
val

Lee
Serxr
240

gg9c
GLy

ace
Thr

ggc
Gly

acc
Thr

gac
Asp
520
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ggc
Gly

cece
Pro
425

aac
Asn

ggc
Qly

aga
Arg

ggt
Gly

gg¢
Gly
505

tgg
Tep

aag
Lys
410

gce
Ala

atec
Ile

gge
Gly

cce
Pro

ggc
Gly
450

ccg
Pro

tac
Tyx

ccg
pro

gac
Asp

cgc

agc
Ser

gee
Ala
478

acg
Thr

acc
Thr

tac

Tyxr

36

agc
Gly

gtc
val

tte
Phe

aae
Agn
460

acc
Thr

gct
Ala

gte
val

cag
Gln

goc
Ala

gag
Glu

ggc
Gly
445

CeC
Pzo

teg
Ser

gee
Ala

tge
Cys

tge
Cys
5235

gcce
Ala

tece
Sexr
430

cee
Pro

gage
Gly

ace
Thr

cac
His

gee
Ala
510

cte
Leu

cge

Arg
415

cag
Gln

ate
Ile

age
Gly

b Talsl
Thr

tsg
Trp
485

tecg
Ser

taa

ggt
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

gge
Gly

tee
Ser
480

ggc
Gly

cec
Pro

1248

1296

1344

1232

1440

1488

1536

1581



ES 2533923 T3

Thr Asn Cys Tyr Thr Gly Asn Glu Trp Asp Thr Ser Ile Cys Thr Asp
65 70 75 80

Gly Ala Ser Cys g;a Ala Ala Cys Cys bgu Asp Gly ala Asp ;gr sar

Gly Thr Tyr Gly I1e Thr Thr Ser Gly Ash Ala Leu Ser Leu GIn Phe
10 10 110

val Thr Gln Gly Pro Tyr Ser Thr Asn Ile Gly Ser Arg Thr Tyr Leu

Met Ala Ser Asp Thr Lys Tgr Gin Met Phe Thr Leu Leu Gly Asn Glu
130 135 140

Phe Thr pPhe Asp val Asp val Thr Gly Leu Gly Cys Gly Lzu Asn G]
145 150 155 16

Ala Leu Tyr Phe val Ser Met Asp Glu Asp Gly Gly Leu Ser Lys Tyr
165 17 1’5

ser Gly Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp ser
180 % 180

GIn Cys Prec Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Glu Ala Asn Asn val
195 200 205

Asp Lys Asn Ala Giy Leu Gly Asn Tyr

Gly Thr Pro ser Ser Asn
215 22

Tr
21
Gly Ser Cys Cys Ser Glu Met asp val Trp Glu Ala Asn Ser Ile Ser
22 230 235 240

Ala Ala Tyr Thr Pro His Pro Cys Thr Thr Ile Gly GIn Thr Arg Cys
245 250 25

Glu GTy Asp Asp Cys Gly Gly Thr Tgr ser Thr Asp Arg Tyr Ala Gly
26 265 270

Giu Cys Asp Pro Asp Gly Cys Asp Phe Asn Ser Tyr Arg Met Gly Asn
27 280 28

Thr Thr Phe Tyr 61y Lys Gly Met Thr val Asp Thr Ser Lys Lys Phe
290 29 300 i

Thr val val Thr GIn Phe Leu Thr Asp Ser Ser Gly Asn Leu Ser
305 310 315

w
RO =d
oo

Ile Lys Arg Phe ggr val Gin Ash Gly val Ile Pro asn

Ar

ser Asn Ile Ala Gly val Ser Gly Asn Ser Ile Thr Gln Ala Fhe Cys
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Thr Asn Cys Tyr Thr Gly Asn Glu Trp Asp Thr Ser Ile Cys Thr Asp
65 70 75 80

Gly Ala Ser Cys g;a Ala Ala Cys Cys bgu Asp Gly ala Asp ;gr sar

Gly Thr Tyr Gly I1e Thr Thr Ser Gly Ash Ala Leu Ser Leu GIn Phe
10 10 110

val Thr Gln Gly Pro Tyr Ser Thr Asn Ile Gly Ser Arg Thr Tyr Leu

Met Ala ser Asp Thr Lys Tgr Gin Met Phe Thr Leu Leu Gly Asn Glu
130 135 140

Phe Thr pPhe Asp val Asp val Thr Gly Leu Gly Cys Gly Lzu Asn G]
145 150 155 16

Ala Leu Tyr Phe val Ser Met Asp Glu Asp Gly Gly Leu Ser Lys Tyr
165 17 1’5

ser Gly Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp ser
180 % 180

GIn Cys Prec Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Glu Ala Asn Asn val
195 200 205

Asp Lys Asn Ala Giy Leu Gly Asn Tyr

Gly Thr Pro ser Ser Asn
215 22

Tr
21
Gly Ser Cys Cys Ser Glu Met asp val Trp Glu Ala Asn Ser Ile Ser
22 230 235 240

Ala Ala Tyr Thr Pro His Pro Cys Thr Thr Ile Gly GIn Thr Arg Cys
245 250 25

Glu GTy Asp cys Gly Gly Thr ;gg ser Thr Asp Arg Tyr Ala Gly

AS
26 270

Giu Cys Asp Pro Asp Gly Cys Asp Phe Asn Ser Tyr Arg Met Gly Asn
27 280 28

Thr Thr Phe Tyr Gly Lys Gly Met Thr val Asp Thr Ser Lys Lys Phe

290 28 300
Thr val val Thr G1n Phe Leu Thr Asp Ser Ser Gly Asnh Leu Ser Giu
305 310 315 320
val Ile Pro Asn Asn

Ile Lys Arg Phe ggr val Gin Ash Gly g

ser Asn Ile Ala Gly val Ser Gly Asn Ser Ile Thr Gln Ala Fhe Cys
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Asp

Gy

val
385

Ser

Thr

Pro

ser

Ser

465

ser

Gln

Tyr

Ala G
3

o
(9}

Gly Leu
37

Met Ser
Thr Tyr
Cys Pro
Asn Ser
val
Ser Ser
Ala ser

Cys Gly

h
™s

<210> 3

340

Lys Thr
Ala Gln
Leu Trp
Pro Thr

405

Thr Thr
420
Lys val
ser Gly
Thr Thr
ser Gl
ast
Gly Ile
505

GIn Lys

<211> 1590
<212> DNA
<213> Chaetomium thermophilum

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1590)

<223>

<400> 3

atg atg tac aag aag ttc gCC gct ¢tC goc goc CtC gtg gct ggc ¢oce

Ala

Met

Asp

Asn

ser

Ile

Leu

Thr

470

Pra

Gly

Leu

Phe
Gl
37
Asp

Ala

Gly

T
W
o

Thr

Thr

Trp

Asnh

Gl

36

Lys
His
Ala
val
Ser
440
Gly
Thr

Gly

Thr

550

ES 2533923 T3

345

ASp
Ala
Ala
Gly
Pro
Asn
Gly
Arg
Gly
s

Trp

Thr
Leu
val
Lys
410
Ala
Ile
Gly
Pro
Gl

4ob
Pro

Tyr

39

ASh

Ala

Asn

395

Pro

Asp

Arg

ser

Thr

Thr

Tyr

val
Gln
380
Met
Gly
val
Pha
ASH
460
Thr
Ala

val

Gln

Phe
365
Pro
Leu
Ala
Glu
Gl

44

Pro
ser
Ala

Cys

CgS

350

Asp

Met

Trp

Ala

Ser

430

Pre

Gly

Thr

His

Gln
val
Ley
Ar
41
GIn
Ile
Gly
Thr
Tr
49

Ser

Lys

Leu

400

Gly

Ala

Gly

Gly

Ser

480

Gly

Pro

48



Met
1

gce
Ala

act
Thr

gee
Ala

tcg
ser
65

gat
AsSp
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<211> 1356
<212> DNA

<213> Scytalidium sp.

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1356)
<223>

<400>5

atg
Met
1

ctg
Leu

aac
Asn
65

age
ser

tac
Tyr

aag
Lys

tac
Tyr

aac
Ash
145

cag

Gln

agc
Ser

cCcC
Pro

gt

30

aac
Asn

ser

cag
Gn

ttc
Phe

ctc
Leu
130

a
g

atc
Ile

agC
ser

2
35

cag
GIn

tco
Ser

gtc
val
115

atg
Met

ttc
Phe

aag
LysS

gtc
val
20

atg
Met

cag
G1n

ace
Thr
acc
100
acc
Thr

ce
g'l a

gce
Ala

agc
Ser

gct
Ala

acce
Thr

aac
Asn

2ac
sp
35

tac

TYr

azg
Lys

aac
AsD

ttC
Phe

tac
Tyr

tgc
Cys
7

tyc
Cys

ety

cac
His

cag
Gln

gat
156

atc
Ile

ca
éln

aag
Lys

gtc
val
55

tat
Tyt

aac
Asn
i35

gtec
val

cag
Glin

ca
&in

i
40

atc
Ile

gag
Glu

cag
éln

teg
ser

_f_a C
130

aag
LyS

gac
Asp

tac
Tyr

gece
Ala
25

tgc
Cys

gac
Asp

&ty

agg
ATg

acc
Thr
105

¢ty

tac
TYr

ctc
Leu

46

ctg
Leu
10

&ty

tcg
Ser

gee
Ala

aac
Asn

e
S
%
agc
Ser

acc
Thr

cag
Gln

tcc
ser

aac
Asn

Lys
75

cC
E'I a

&ty

aac
AsSnh

atg
Met

s
%

atc
Ile

cCcC
Pro

tgo
60

tag
Trp

ctce
Leu

gac
Asp

atce
Ile

ttc
Phea
140

gtt

acg
Thr

ggc
2

cgc
Arg

accC
Thr

gac
Asp

tece
Ser

gG; C
2%
ace
Thr

gag

ctg
Leu

gcc
Ala
310

aac
Asn

tgg
Trp

agc
Ser

&y

cty
110
tcg
ser

cty
Leu

tgc
Cys

ccg
Pro
15

gag
Glu

tge
Cys

ctyg
Leu

gcc
Ala
95

ac
Thr

cgC
Arg

atg
Met

ggt

Cctce
Leu

aac
AsSn

cag
Gln

cac
H1s

e
5

aac
Asn

cte
Leu

Phe

aacl
Ash

atc
Ile
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



ES 2533923 T3

aac agc gct ctg tac ttc gtc gcc atp gag gag gat ggt g?c atg gcc 528
Asn ser Ala Leu Tgr Phe val Ala Met GIu Glu Asp Gly Gly Met Ala
165 170 175
agc tac ccg agc aac cgt gct ggt gec aag tac g?c acg g?c tac tgc 576
ser Tyr Pro Ser Asn Arg Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys
180 185 19
gat gcc ca2 tgc geC Cgt gac cte aag ttc att g?c gg< aag gec aac 624
Asp Ala ¢In Cys Ala Arg Asp Leu Lys Phe Ile Gly G g Lys Ala Asn
195 200 20
att gag g?c tdg €gc cCg tCC acc 3aC gagc CCC aag gec g?t gtc ggt 872
Ile Glu Gly Trp Arg Pra Ser Thr Asn Asp Pro Asn Ala Gly val Gly
210 215 220
¢Ce atg g?t gce tgc tge 9ot gag atc gac gttt tgg gag tec aac gec 720
Pro Met Gly Ala Cys C%s Ala Glu Ile Asp Yal Trp Glu Ser Asn Ala
225 230 235 240
tat get tat g¢c tic acc ccc cac gec tge g?c agc aag aac cgc tac 768
Tyr Ala Tyr Ala Phe Thr Prop His Ala c§s Gly Ser Lys Asn Arg Tyr
245 250 25
¢ag atc tgc gag acc aac aac tgc¢ ggt gyt acc tac teg gat gac cgc 816
His Ile Cys Glu Thr Asn Asn Cys G ¥ Gly Thr Tyr Ser Asp Asp Arg
260 26 27
ttc gcc g?c tac tgc gac gcc aac g?c tgc gac tac aac ¢c¢ tac cgce 864
Phe Ala Gly Tyr Cys5 Asp Ala Ash Gly Cys Asp Tyr Asn Pro Tyr Arg
27 280 285
atg ggc aac aag gac ttc tat g?c 3ag ggc aag acc gtc gac acc aac 912
Met G g AsSn Lys Asp Phe Tgr Gly Lys Gly Lys Thr val Asp Thr Asn
29 295 300
€gc aag tt¢ acc gtt otc tecc cgc ttc gag ¢yt aac agg ct¢ tet cag 960
arg Lys Phe Thr val val ser Arg Phe Glu Arg Asn Arg Leu sSer Gln
30 310 31 320
ttc ttc gtc cag gac g?c cgc aag atc gag gtg ccc cct ccg acc tgy 1008
phe pPhe val G1n Asp Gly Arg Lys Ile Giu val Pro Pro Pro Thr Trp
32 330 335
CCe g?c Cte cCg aac agc gec gag atc acc ¢ct gag cte tge gat get 1056
Pro Gly Leu Pro Asn Ser Ala Asp Ile Thr Pro Glu Leu Cgs Asp Ala
340 345 350
cag ttc cgc gtc tte gat gac <€gc aa¢ €gc trC geC gag acce g?t ggc 1104
G1n Phe Arg Val Phe Asp Asp Arg Asnh Arg Phe Ala Glu Thr Gly Gly
35 36 365
tt¢ gat gct ctg aac gag gec <t¢ acc att ccc atg gtc ctt gtc atg 1152
Phe Asp Ala LeU Asn Giu Ala Leu Thr ITe Pro Met val Leu val Met
37 375 380
TCC atc tgg gat gac ¢ac cac tcc aac atg ctc tgg Ct¢ gac tcc age 1200
ser Ile Trp Asp Asp His His Ser Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser ser
385 390 3958 400
tac ¢y Cc¢ gag aag gcc g?c ¢tC cce g?t ggc gac cgt ggc ccg tgc 1248
Tyr Pro Pro Gl Lgs Ala Gly Leu Pro Gly Gly Asp Arg Gly Pro Cys
405 41 415
€cg acc acc tct ggt gtc €Ct goc gag gtc gag gct cag tac ¢cC gat 1286
Pra Thr Thr ser Gly val Pra Ala Glu val Glu Ala Gln T;r Pro Asp
42Q 425 430
gct cag gtc gtc tgg tcc aac atc cge ttc gge <o ate gge tcg acc 1344

47



ES 2533923 T3

Ala GIn val val Trp Ser Asn Ile Arg Phe Gly Pro Ile Gly Ser Thr
435 440 445

gtc aac gtc taa 1356
val Asn Val

450

<210>6
5 <211> 451
<212> PRT
<213> scytalidium sp.
<212>6

10 <400> 6

48



Met
1
Leu
His
The
Asn
es
ser
Tyr
Lys
T)‘f'
Asn
145
Asn

Ser

Asp

Gln

ser

Pro

val

50

Asn

Ser

G1n

Phe

Leu

130

Giu

sSer

TY"P

Ala

Ile
ser
i
Gln
Gly
Ala
sSer
val
Met
Phe
Ala
Pro

Gln

LyS
val
20

Met
Gly
Gln
Thr
Thr
100
Thr
Ala
Ala
Ley
sSer

130

Cys

Thr
Glu
Asn
i
Tyr
Lys
Asn
Phe
it
Asn

Ala

Tyr
Ala
Trp
val
3
Cys
Gly
His
&ln
156
Phe

Arg

Arg

Ile

Gin

Lys

val

335

Tyr

Ala

Ala

Glu

Asn

135

val

val

Ala

Asp

Gln
Gn
i
Ile
Glu
Gln
ser
o
Lys
Asp
Ala

Gly

Leu

ES 2533923 T3

Tyr

Ala

Cys

Asp

Gly

Arg

Thr

105

Gly

Tyr

Leu

Met

Ala

185

Lys

Leu
10

Gly
ser
Ala
Asn
Cys
20

sar
Thr
Gln
ser
Glu
Lys

Fhe

49

Ala
Thr
Gly
Asn
p
Ala
Gly
Ash
Met
%
Glu
TYr

Ile

Ala

Ile

Pro

Trp

60

Trp

Leu

Asp

Ile

Phe

140

val

Asp

Gly

Gly

Ala

The

Gly

45

Arg

Thr

ASp

sSer

Gl

12

Thr

Glu

Gly

Thr

Gly

Leu

Ala

Asn

Trp

ser

Gly

Leu

110

Ser

Leu

Cy5

Gly

Gl

18

Lys

Pro
15

Glu
Cys
Leu
Gln
Ala
95

Thr
Arg
Met
Gly
Met
175

Tyr

Ala

Leu
Asn
Gln
His
)
Asn
Leu
Phe
Asn
s
Ala
Cys

Asn



Ile

Pro

225

Tyr

His

Phe

MetT

Ar

30

Phe

Pro

Gln

Phe

ser

385

Pro

Ala

val

Glu
Met
Ala
Ile

Ala

Lys
Phe
Gly
Phe
AS

37

Ile
Pro
Thr

GIn

o
wn
<3

195

Gly

Gly

Tyr

Cys

Gl

27

Ash

Phe

val

Leu

Ar

35

Ala

Trp

Pro

Thr

<

val

Trp

Ala

Ala

Tyr

Lys

Thr

Gln

PI'Q

340

val

Leu

AsSp

Glu

ser

420

val

Arg
Cys
FPhe
245
Thr
Cys
Asp
val
AS

32

Ash
Phe
ASn
AsSp
Lys
455
Gly

Trp

PIro
Cys
2’3:0
Thr
A5N
ASp
*he
val
310
Gly
ser

Asp

Glu

Ser

ES 2533923 T3

NN

Pro

Asnh

Ala

ser

Arg

Ala

Asp

Ala

His

Gly

Pro

AsN

200

The
Glu
His
Cys
Asn
280
Gly
Arg
Lys
ASp
Ar

36

Leuy
Sar
Leu

Ala

Ile

ASh Asp Pro

Tle

Ala

G1

26

aly

LyS

Phe

Ile

Ile

345

Asn

Thr

AsSn

Pro

50

ASp
Cys
250
Gly
cys
Gly

Glu

Arg
Ile
Met
i

val

Fhe

val

235

Gly

Thr

Asp

LyS

Ar

31

val

Pro

Phe

Pro

Leu

Gly

¢lu

Gly

Asn

220

Trp

Ser

Tyr

Tyr

Thr

300

Asn

Pro

Glu

Ala

Met

380

Trp

Asp

Ala

Pro

2035

Ala

Gty

Lys

Ser

Asn

285

val

Arg

Pro

ieu

Glu

365

val

Leu

Arg

Gln

Ile

Gly
ser

Asn

Asp
Leu
Pro
5%
Thr
Leu
AsSp
Gly

a¥o

Gly

val

Asn

Ar

25

Asp

TYr

Thr

Ser

Thr

335

Asp

Gly

val

Ser

Pro

415

Pro

Ser

Arg

Arg

AsSnh

Gln

Trp

Ala

Gly

Met

ser

400

Cys

Asp

Thr
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<210>7

<211> 1374

<212> DNA

<213> Thermoascus aurantiacus

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1374)
<223>

<400>7

atg tat cag cgc get ctt
qet Tyr Gln Arg g1a Leu

gcg cag cag gcc 9yt acc
Ala G1n &n gga G?y Thr

tgg C&9 caa tgc tCC age
Trp Gln g;n Cys Ser Ser

gtc gtt atc gat gcg aac
val ¥S1 ITe Asp Ala Asn

acc aac tgc tac acg g?c
Egr Asn Cys Tyr Thr ?oy

gac gtg acc tgc gct <ag
Asp val Thr Cys g;a Gln

g?c acc tat ggt gtt acg
y Thr Tyr ?oz val Thr

gtc acc caa agg tca 9?9
val Thr glg Ser Ser G

c€ag gac gac acc act tat
Gln ?g Asp Thr Thr Tyr

acc ttc gat gt¢ gac gtc
Thr Phe Asp val Asp val
145 150
cte tag Tttt gtg gcc atg
Leu Tyr Phe val Ala Met

g?c aac aag gca g?c gct
y Asn Lys Ala Gly

tgc cct cgg gat ctc aag
Cys Pro Arg Asp Leu Lys

ES 2533923 T3

ctc
L.eu

cta
Leu

tgg

aat
Ash

ace
Thr

aag
Lys

cag
GIn
135

tcc
Ser

gac
Asp

aag
Lys

tt¢c
Phe

ttc
Phe

acc
Thr

ggt
40

cgt
Arg

acg
Thr

tgt
Cys

agt
ser

aac
Asn
120

atc
Ile

aat
ASnh

tat
Tyr

atc
Ile

tct
ser

gea
Ala
25

agt
ser

tdg
Trp

tag
Trp

gcc
Ala

gge
gf
att
Ile

ttc

ctc
Leu

gac
Asp

gyc
G

183
aac
Asn

51

tte
Phe
10

gag
Glu

tot
Cys

gtc
val

gac
Asp

ttg
Leu
90

aac
AsH

&ty

aag
LYyS

cct
Pro

ggc
G

1?5
act
Thr

y

tte
Phe

aat
AsSh

acge
Thr

cat
His

acc
Thr
75

gat
Asp

Ala

Tcg
Ser

ctg
Leu

e
3

afy

got
Gly

Gln

ctce
Leu

cac
H1sS

acg
Thr

acc
60

agt
Sar

oty

cty
Leu

cgc
Afg

<ty
Leu
140

&ty

ttg
Leu

tac
Tyr

tcc
Ser

cct
Pro

cag
Gln
45

ace
Thr

ate
Ile

gaca
Ata

aga
Arg

tcc
Ser

TgC
Cys

aac
Asn

gce
Ala

tcc
Ser
30

aat
ASn

tct
ser

tot
Cys

gat
Asp

cty
Ley
110

tac
Tyr

aac
Asnh

aaa
Lys
gac
As

19

gttt
val

gcc
Ala
15

ctg
Leu

&ty

&fy

cce
Pro

tac
TYr
%

aac
Ash

ctg
Leit

gag

&ty

tac
TYF
175

TCcT
Ser

cgc
Arg

acc
Thr

aaa
LyS

tac
Tyr

gac
Asp
80

agt
ser

ttt
Phe

ctg
Leu

Phe

gee
160

cct
Pro

cag
Gln

ety

48

96

144

192

240

288

336

384

432

4380

528

576

624



tgg
Trp

tcc
ser
225

c
g0

&y

tgc
Cys

tcy
ser
gtc
305

acg
Thr

tco
ser

tat
Tyr

acg
The

gtc
val
385

Ctg
Leu

t<cg
ser

CCC
Pro

cag
GIn
210

tgc
Cys

gt
va

gac
ASp

ttc
Phe
290

gtc
val

cac
His
370

ctc
Leu

gac
Asp

cgc
Arg

ca
Gl ﬁ

atc
Ile
450

195

ccy
Pra

tgc
Cys

acg
Thr

gac
Asp

cct
Pro
275

tac
TYr

acc
Thr

Ile

tcg
ser

acg
Thr
355

&ty

gtc
val

adgc
ser

aac
Asn
435

aac
Asn

tct
sSer

get
Ala

cct
Pro

tgt
Cys
260
gat
Asp

&ty

cag
GlIn

aaa
Lys

acyg
Thr
340

gcce
Ala

atg
Met

acc
Thr

aCcC
Thr
420

cCC
Pro

tcg
ser

ccC
21 a

2
s

cac
His
245

ggt
Gly

&y

CCC
Pro

tte
Phe

cgc
Ar
32

atc
Ile

cag
Gln

ctt
Leu

age
Ser

;ac
a5

tgc
Cys

aat
Asn

acc
Thr

aac
Asn

atg
Met
230

CcCa
Pro

tgc
Cys

&ty

atc
Ile
310

ttc
Phe

agc
ser

aag
Lys

cag
Gln

ctg
Leu
390

cecg
Pro

CCcc
Pro

tca
Ser
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gac
As
21
gat
Asp

tuc
Cys

acc
Thr

gac
Asp

aag
LyS
253
aCc
Thr

tac
Tyr

aag
53

tgg
Tro

act
Thr

Thr

tat
TYr

ttec acc

Phe

Thr
455

<00

cca
Pre

tc
ga1

gac
Asp

tac
TYr

tte
Phe
280

atc
Ite

gac
ASp

gtc
vai

tcC
331

gcce
Ala
360

atce
Ile

gat
ASp

acc
Thr

gte
val
440

gce
Ala

aat
Asn

tgg
Trp

ace
Thr

tcc
ser
265

aat
Asn

gac
ASp

cag
Gln

acce
Thr

345
ttc
Pha

agt
ser

tcc
ser
425

atc
Ile

dac
Asn

52

gec
Ala

gaa
Glu

cce
Pro
250

tcC
ser

cct
Pro

gac
Asp

&y

aac
Asn
330

sty

cag
GIn

cac
H1s

gac
AS
41

&y

tac
TYr

taa

gcc
Ala
235

&1y

act
Thr

tac
Tyr

act
Thr

acc
Thr
315

&ty

aac
Asn

gac

gct
Ala

gcc
Ala
395

CCg
Pro

gtc

tcc
ser

gtt
va
220

aac
Asn

ca
Sk

cga
Arg

cgc
Arg

age
ser
300

CcC
Pro

aag
Lys

tca
sSer

aac
ASn

cty
Leu
380

gce
Ala

ccg
Pro

aac
Ash

205

&S

agc
Ser

ace
The

tat
TYyr

cag
Gln
285

tcc
ser

tce
ser

gt
va

atce
Ile

acc
Thr
365

get
Ala

aac
Asn

acc
Thr

atc
Tle
445

aac
ASn

atc
Ile

atc
Ile

ace
Thr
350

&ty

cag
Gln

atg
Met

cct
Pre
gac
43

aag
Lys

cac
His

tct
Ser

tgc
Cys
353
ggt
Gly

aac
Asn

ttcC
Phe

acc
Thr

cce
Pro
3358
ace
Thr

ttc
Phe

&y

ctc
Leu

g C
41§
gt
val

gtc
val

3y

act
Thr
240

ca
St

acc
Thr

cac
His

atg
Met

1ag
™
40
gte
val

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1236

1344

1374



<210> 8

<211> 457

<212> PRT

<213> Thermoascus aurantiacus

<400>8
¥et Tyr G1n Arg »;'la Leu

Ala

Trp

val

Thr

65

Asp

Gly

val

Gln

Leu

Gly

Cys

TrR

Nain

Gin
Gln
val
50

Asn
val
Thr
Thr
As

13

Phe
Tyr
ASn
Preo
G1n

210

Cys

Gin

Gin

35

Ile

Cys

Thr

Tyr

Gln

115

Asp

Asp

Phe

Lys

Ar

19

Pro

Cys

Ala

20

cys

Asp

Tyr

Cys

Gl

10

ser

Thr

val

val

Ala

180

ASD

ser

Ala

Gly

ser

ala

Thr

Ala

85

val

Ser

Thr

ASp

Ala

165

Gly

Leu

Ala

Glu

Thr

ser

ASH

Gly

70

Gln

Thr

Gly

Tyr

val

Met

Ala

LyS

Asn

Met
230
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Leu

Leu

Gly

Trp

Asn

Asnh

Thr

Lys

Gln

135

Ser

Asp

Lys

Phe

AS

21

AsSp

Phe

Thr

Gly
40

Arg
Thr
Ccys
ser
AsSh
120
Ile
Asn
Ala
Tyr
Ile
200

Pro

val

Ser

Ala

25

ser

Tre

Trp

Ala

Gl

10

Ile

Phe

Leu

Asp

Gl

18

Asn

AsSn

Trp

53

Phe
10

Glu
Cys
val
Asp
Leu
30

Ash
Gly
Lys
Pro
Gl

17

Thr
Gly

Ala

Glu

Phe
Asn
Thr
His
‘;';"
ASp
Ala
ser
Leu
e
Gly
Gly
Gln

Gly

Ala

Leu
His
Thr
Thr
60

ser
Gly
Leuy
Arg
Ley
140
Gly
Leu
Tyr
Ala
val

220

Asn

Ser

Pro

Gln

45

Thr

Ile

Ala

Arg

Leu

125

Gly

Leu

ser

Cys

Asn

203

Gly

Ser

Ala

Ser

30

Ash

Ser

Cys

Asp

Leu

110

Tyr

Gln

AsSnh

Lys

Ash

Ile

Ala

15

Leu

Gly

Gly

Pre

TYr

Asnh

Leu

Glu

Gly

Ser

Glu

His

ser

Arg

Thr

Lys

Tyr

ASpP

80

ser

Phe

Leu

Phe

Ala

160

Pro

Gln

Gly

Gly

Thr
240
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Ala

Gly

Cys

ser

val

305

Thr

ser

Tyr

Thr

val

385

Leu

Ala

ser

Pro

val

ASp

ASp

Phe

290

val

Glu

Glu

Cys

His

370

Leu

AsSp

Arg

Gln

Ile
450

<210>9
<211> 1617
<212> DNA
<213> Thielavia australiensis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1617)

Thr

Ile

ser

ser

Gly

Asn

ASN

Pra

Asp

Gly

Gln

Lys

Thr

340

Ala

Gly

Met

Thr

Thr

420

Pro

ser

Pro

Phe

Ar

32

Ile

Gln

Leu

Ser

Cys

Asn

Thr

Pro

Gly

Cys

Gly

Ile

Fhe

ser

Lys

Gln

Leu

390

Pro

Pro

Ser

Phe
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Cys
Thr
Asp
533
Thr
Tyr
Gly
Ala
593
Trp
Thr
Thr
Tyr

Thr

Asp Thr Pro Gly GIn

230

Tyr 5er Ser

Phe

280

Ile

Asp

val

val

Ala

360

Ile

Asp

Asp

Thr

val

440

Ala

265

Asnh

val

Asp

Gin

Thr

345

Phe

ser

Asp

Ala

Ser

425

Ile

Asn

54

Pro
Asp
Gly
Asn
330
Gly
Gly
Gln
His
AS

418
Gly

Tynr

Thr

Tyr

Thr

Thr

315

Gly

Asnh

Asp

Ala

Ala

385

Preo

val

ser

Arg

Arg

ser

300

Pro

Lys

ser

Asn

Leu
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&ty

gt
va
325
ca
g'l a

acg
Thr

tte
Phe

gtt
val

age
ser
405

cCg
Fro

aac
Asn

agt
ser
310

att
Ile

vt

aac
AsSn

gagd
Glu
gca
380

dgc
Ser

ES 2533923 T3

gat
Asp

act
Thr
37§

aty
Met

cca
Pro

aag
Ly¥S

age
280
gac
Asp

gt
va

aac
ASh

gat
Asp

tt<
Phe
380

&ty

ctyg
Leu

ggt
Gly

gt 9

val

ttc
Phe
440

i'la Arg Gly Leu ,;Ta Ala Ala Leu

Ile Gly Thr %s Thr Ala GTu Asn

gcd
Ala
265

t9g
Trp

ac
The

aag
LyS

tcy
ser
act
345
aag
Lys

cag
Gln

tod
Trp

gtt
val

cgt
Arg

cgc
Arg

aag

gaa
Glu

s
%

ttc
Phe

aac
Asn

gtt
val

tto
Leu

gac
As
41

agge
Ser

tte
Phe

cag
Glin

teg
Ser

atc
Ile
158

aac
Asnh

tgoc
Cys

aag
Lys

CctC
Leu
gac
AS

39

cgt
Arg

caa
Gin

ctg
Leu

Gln
&y

<€cg
Pro
300
<gcC
Arg

aag
Lys

gat
Asp

&ty

gt
380

tcg
Ser

&y

tct
Ser

gac
Asp

gac
AS
28
tt¢
Phe

agg
Arg

att
Ile

cag
Gln

g t
35§

ctyg
Leu

gee
Ala

cct
Pro

cCC
Pro

tce
ser
445

Ctg
Leu
270

aag
Lys

aca
Thr

aag
Lys

tcg
sSer

caa
GlIn
350

ttc
Phe

tcg
ser

tac
Tyt

tac
Cys

gat
AS
43

act
Thr

tgc
Cys

tac
Tyr
gga
33

aag
LysS

Ala

cty
Leu

cca
Pro

cCg
Pro
415

gca
Ala

tac
Tyr

gtc
val
320

att
Ile

aag
Lys

aag
Lys

tg9g
Trp

acg
Thr
400

acg
Thr

acc
Thr

Phe Thr Phe Ala Cys Sser val Gly
10 15

His Pro Lys Leu Asn Trp Gla Asn
25 30

64

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1341



Cys

Asp

ASp

65

ser

Ile

Ser

Asn

val

145

val

Pro

Asp

Gln

ser

225

Pro

Glu

Glu

Tyr

Thr

Ala

ser

S0

Gly

Asp

Thr

Tyr

Thr

130

ASp

ser

Gly

Leu

Glu

His

Cys

Asp

GlIn

Ser
35

Asn
ASh
LyS
ser
Ser
115
vatl
Met
Ala
LysS
155
Asn
Met
val
Gly
Gl

2?7

Pro

Phe

Lys
Trp
Thr
Cys
Ash
100
Thr
Tyr
sSer
ASp
Lys
150
Phe
Asp
ASp
Cys
Gl

26

cys
Gly

val

Gly

Arg

Trp

val

Gly

Asn

Ile

LYS

Ala

165

Tyr

ITe

Lys

val

Lys

245

Gln

Asp

Ley

Gly

ser

Trp

Leu

Thr

Ile

Phe

Leu

150

Asp

Gly

Asn

Asn

Thr

Asp

Phe

The

ser

ES 2533923 T3

Cys
Thr
Ser
Asp
Ala
Gly
13
ero
Gly
Leu
Gly
Ala
Glu
Thr
Gly
Asn
val

Pro

ser
40

His
Ser
Gly
val
ser
120

val

Cys

Gly

Gly

Glu

200

aly

Ala

Gly

Ala

ser

280

Asp

val

G1n val

Asp
Leu
Ala
Thr
Arg
Asn
Gly
Ala
1#5
Ala
Asn
Asn
Gln
Ala
Trp
Thr

Lys

65

Gly

Cys

Glu

90

Leu

Leu

AsSn

Leu

Gl

17

Cys

ASNn

aly

ser

Gln

250

Arg

Arg

Lys

Glu

Ser

Asn

Pro

75

Tyr

Lys

TYIr

Lys

Asp

sSer

Lys

Gln

Ser

Ile

Gly

Gty

60

Asp

Gtn

Phe

Lau

Gly

140

Gly

TYr

Ala

Asp

Ala

Cys

Gln

Gly

PIro

300

Arg

Glu
LYyS
Gly
Ala
val
Leu
125
Phe
Ala
ser
Gln
G

20

Gly
Thr
ser
Gly
AS

28

fhe

Arg

val
Asn
Lys
Thr
Thr
i10
Lys
Thr
Leu
Gly
Cys
150
Trp
ser
Ala
Gly
Leu
270
Lys

Thr

Lys

Thr
Cys
Thr
Tyr
95
His
Asp
Phe
Tyr
Ala
175
Pro
Lys
Cys
TYI
Thr
2
Cys
Thr

val

Tyr

Met

Cys
80

Gly
Gly
G1u
ser
Phe
160
Lys
Ser
Pro
Cys
240
ser
Asp
Phe

val

val



10

15

305

Gln

Asp

Ala

Leu

ASD

385

Asn

The

val

ASnh

Glu

Phe

Gl

37

ASp

Lys

Ser

Ile

<210> 15
<211> 1359
<212> DNA
<213> Melanocarpus albomyces

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1359)
<223>

<400> 15

atg
Met
1

gte
va

cac
His

acc

atg
Met

T &y

(o o
Pro

atg

Gly
Thr
2l
GIn
His
Asp
Gly

TYr

atg
Met

ctc
Leu

ccy
Pro
35

aac

Lys

Asn
340

Asp

val

ser

Lys

aag
Lys

gce
Ala
20

ctc
Ley

gcc

val
325

Alz

The

Phe

va)

ser
405

Pro

Asn

cag
GIn

gcce
Ala

ace
Thr

gag9

310

Ile

val

Asn

Giu

Ala

390

ser

AsSp

Ile

tac
Tyr

tgg
Trp

gtc

ES 2533923 T3

Glu

Ser

AsSD

Thr

Met

Pro

Asp

Lys

ctc
Leu

cag
Gln

cag
Glin

gta

Asnh

AsSp

Phe
360

Gly

Leu

Gly

val

cag
aln

coc
Arg

i
40

att

ser

Gln

Trp

tac
Tyr

gct
Ala
25

tgc
Cys

gac

66

Lys
345
Phe
Asn
val
Leu
AS

41

ser

Ala

ctc
Leu
10

&y

Thr

gce

315

Ash
Cys
Lys
Lau
AS

38

Arg
Gln

Leu

gcyg
Ata

dac
Asn

cC
213

aac

Lys

ASp

Gly

val

380

Ser

Gly

sSer

ASp

gee
Ala

ccg
Pro

t9g

Ile

Gln

Leu
Ala
Pro

Pro

445

Ala

acg
Thr

Q?C
i

<gc

ser

Gln
350

Phe
Ser
Tyr

Cys

438

Thr

ctg
Leu

ccc
Pro
30

aac
Asn

tag

320
Gly Ile
333
Lys LY5
Ala Lys

Leu Trp

Pro Thr
400

Pro Thr
415

Ala Thr

TYr

cCg ctc
Pro Leu
15

gag agc
Glu ser

tgc cag
Cys Gin

ctg cac

48

96

144

192



The

gac
65

tgc
Cys

&ty

acg
Thr

<ge
Arg

ctQ
Leu
145

&y

atg
Met

tac
Tyr

gtc
val
225

aac
Asn

tac
Tyr

cgc
Arg

cgc
Arg

agc
ser
305

cag
Gln

val
50

gac
Asp

agce
ser

gac
ASP

cte
Leu

tte
130

ey

atc
Ile

gcce
Ala

tgc
Cys

aac
Asn
210

&y
Ala

cac
H1s

ASD

aac
ASD

acc
Thre

tac
TYr

aag
Lys
115
tac
Tyr

aac
ASh

aac
Asn

agcCc
ser
gat
195
att
Ile

ccg
Pro

tat
Tyr

gtc
val

gee
Ala
275

&y

aag
Lys

ttc
Phe

ctg
Leu
100

ttc
Phe

ctc
Leu

gag
Glu

agc
ser

$ac
180

(o4
213

tac g

TYr

gce
Ala

35
280

&y

aac
Asn

tte
Phe

atc
Ile

Glu

Glin

acc
Thr
83

&y

gtre
val

atg
Met

ctt
Leu
gcc
165
ccg
Pro

caa
G1In

CCc
Pro

acce
Thr

cag
Gln

val

aac
70

gac
Asp

acc
Thr

acg
Thr

aac
AsSnh

gce
Ala
150
cty
Leu

agc
ser

tgc
Cys

tag
TP

ggc
G

235
gct
Ala

ace
Thr

toc
Cys

gac
Asp
gtc
310

gac
Asp

ES 2533923 T3

val
55

tac
Cys

tgc
Cys

tac
Tyr

aag
Lys

ggc
G

13§
ttt
Fhe

tac
Tyr

aac
Asn

aag
LysS
215
tgc
Cys

acc
Thr

gac
Asp

o ol
Phe
295

gtc
val

Ile

tac
Tyr

cac
His
120

ccg
Pro

gac
ASp

ttc
Phe

cag
Gln

cgt
200
cCg

Fro

tgc
Cys

acg
Thr

aac
Asn

cC
g1a

280
tac

Tyr

t<c
Ser

cge
Arg

Asp Ala Asn

otc
val

gec
Ala
185
gac
Asp

tcc
ser

gct
Ala

ccg
Pro

e
g
ZES

daac
Asn

cgc
Arg

aag
Lys

67

4

Lys
50

tcy
Ser

tac
Tyr

aag
LysS

gac
ASp

gcc
170

8Ty

ctc
Leu

acc
Thr

gag
Glu

cac
His
250

&y

aag
Lys

ttc
Phe

atc
Ie

aac
Asn
75

tyc
Cys

acce
Thr

9?;

tac
Tyr

ctc
Leu
155

atg
Met

gecc
Ala

aag
LyS

aac
AsSn

atc
Ile
235

gcg
Ala

TP
60

ca
&in

atg
Met

agc
ser

cag
Arg

ttc
Phe

gac
AS
22

gac
ASp

tgc
Cys

ace
Thr

gac
Asp

Lys
¥s
300

gag
GlU

atg
1le

Aryg

tag
Trp

atc
Ile

&y

aacg
Asn
125

atg
Het

acc
Thr

gag
Glu

tac
TYyr

gtt
val
205

CcC
Pro

gtc
val

acg
Thr

tac
Tyr

tac
25

acqg
Thr

aac
ASnh

cCg
Pra

Trp

acg
Thr

gag

gac
AS
11
gte
val

ttc
Phe

gtc
val

gac
Asp

ggc
T3

%

aac
AsSn

tag
Tre

Thr

tcg
sar
270

daac
ASh

ctc
Leuy

aag
LyS

ccg
Pro

aag
Asn
255

gag
Glu

ccc
Pro

gac
Asp

CTcC
Leu

ccg
Pro

ctg
Leu

tcg
ser

ctce
Leu

tgc
Cys
160

ggc
Gly

&y

aag
LYS

&ty

tcy
ser
240

gag
Glu

gac
Asp

tac
Tyr

acce
Thr

tcc
Ser
320

acg
Thr

240

288

336

384

432

480

528

376

624

672

720

768

316

864

912

960

1008



10

gge
Gly

rgg
Trp

ttc
Phe
355

gag
Glu

acce
Thr

&ty

atg
Met
385

ate
Ile

ttce
Phe
370

tece
ser

ate
Ile

tac
TYr

ccg
Pro

tge
Cys

ccc
Pro

gac
ASp

gce
Ala

cag
Gln
435

gac
Asp

tac

a%o

<210> 16
<211> 452
<212> PRT

ace
Thr

atg
Met
340

gat
Asp

ca
3L

tgg
Trp

ccc
Pro
gac
AS

42

qtc
val

tte
Phe

325

<CC
Pro

Saf

cty
Leu

gac
ASp

gag
Glu
405

<y
ser

aac
Asn

ttc
Phe

dac
Asnh

gac
AS
39
aag
LYyS

&ty

t9g
Tre

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 16

Tet Met MetT

val Gly Leu
His Pro Pro

Thr val
50

Asn
Asn

AsSp Asp
65

Cys Ser Thr

Lys

Ala

20

Leu

ala

Met

Ala

Gln

Ala

Thr

Glu

Gln

Tyr

Gly

Trp

val

Asn

70

ASp

ES 2533923 T3

agc
ser

aac
Asn

aac
Asn
373

cac
H1s

gte
val

tce
Ser

Leu

Gln

Gln

val

33

cys

Cys

age
ser

gac
AS
36
cC
g1a

tac
TYC

aly

CCC
Pro

aac
Asn
440

Gln
Arg
Arg
40

Ile

TYr

Ala

gag
345
€gc
Arg

ctc
Lel

gce
Ala

cag
Gin

gce
Ala
425

atc
Ile

Tyr

N P>
Wt
]

Cys

Asp

Asp

Glu

68

330
atc
Ile

aac
Asn

cgg
Arg

aac
AsSh

cce
Pro
410

a
e

cac
Arg

Ley
10

Gly
Thr

Ala

Gly

38"

accC
Thr

cgc
Arg

Ala

Asn

ala

Asn

Asn

75

Cy¥Ss

ccC
Pro

ttc
Phe

<CC
Pro
380

cte
Leu

gce
Ala

Ala

Glu

Pro

Trp

60

Gg1n

Met

ctc
Leu
350

gag
Glu

Glu

gag
Glu
365

atg
Met

ctc
Leu

t9g
Trp

gt
Arg

gcce
Ala

gct

ca
Ala 0

Gln
430

ate
Ile

cCC
Pro
445

Ala Leu

Thr Pro

30
Gly Asn
45
Arg Trp

Trp Thr

Ile Glu

335

tgc
Cys

tcc
ser

&ty

gte
val

gtc
val

cte
Leu

tcc
ser
400

gac
Asp

gac
AsSp

&y
41

ttc
Phe

&ty

CCC
Pra

tcg
ser

Pro
15

Leu
Glu Ser
Cys GIn
Leu His

Ala
80

ASn

Gly Ala
95y

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1359



Gly

Thr

arg

Leu

145

Gly

Met

Tyr

Ala

val

225

Asn

TY?

Arg

Arg

ser

305

Gln

Tro

Thr

Asp

Leu

Phe

130

Gly

Ile

Ala

Cys

ASn

210

Gly

Ala

His

Phe

290

Arg

Tyr

Glu

Met

Tyr
LyS
TYyr
AsSh
Asn
Ser
%

Ile
Pro
Tyr
val
Ala
Gly
Lys
Phe

Gly

WY
Wi

%
Phe
Leu
Glu
ser
%0
Ala
Glu
Tyr
Ala
36
Gly
Asn
Phe
Ile
Met

340

Asp

Gly

val

Met

Leu

Pro

G1n

Gly

Gly

Phe

245

Giu

LyS

Pro

Thr

&1n

Pro

val

Thr

Thr

Asn

Ala

150

Leu

Ser

Cys

Trp

G1

23

Ala

Thr

Cys

AsSp

val

310

ASD

Asn

Phe

ES 2533923 T3

Tyr
Lys
Gl
13

Phe
Tyr
Asn
Ala
23
Cys
Phe
Thr
Asp
295
val
Gly

Ser

Asn

Gy

His

120

Pro

Asp

Phe

G1n

cys

Thr

Asnh

Ala

280

Tyr

ser

Aryg

ser

Ala

Glu

Asp

val

val

Asp

ser

Ala

Pro

Cys

265

Asn

Gly

Arg

Lys

W

Arg

69

Ser

Tyr

Lys

Asp

Leu

Thr

Glu

His

Gly

Gly

Lys

Phe

ASn

Thr

Gly

Tyr

Leu

155

Met

Ala

Lys

AsSn

Ile

235

Ala

Gly

Cys

Gly

Glu

315

Glu

Thr

Arg

ser
Thr
Gin
140
ser
Glu
Arg
Phe
As

22

Asp
Cys
Thr
ASD
LyS
350
Glu
Ile

Pro

Phe

Gly

ASNh

125

mMet

Thr

Glu

Tyr

val

205

fro

val

Thr

Tyr

TYr

Thr

ASh

Pro

Glu

Glu

AS

116
val
Phe
val
ASp
Gl

19

Gly
Asnh

Trp

Thr

ASH
Leu
Lys

Pro

oC

Glu

Ala

Gly

AsSp

Glu

GJ

17

Thr

Gly

Ala

Glu

oro

Asp

Leu

Pro

335

Cys

val

Leu
ser
Leu
Cys
160
Gly
Gly
Lys
Gly
ser
240
Glu
Asp
Tyr
Thr
Ser
320
Thr

Ser

Gy
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20

25

30
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Gly Phe Glu G1In Leu Asn Asn Ala Leu

370 375

385

Ile Tyr Pro Pro Glu Lys Glu Gly GIn

405

Met ser Ile Trp Asp ;gg His Tyr Ala Asn Met

Arg val

395

Pro gl
410 Y

Cys Pro Thr 238 ser Gly val pPro Ala Glu val

425

Asp Ala Gln
435 440

Thr Tyr Asp Phe
4§0 2

<210> 17

<211> 221

<212> DNA

<213> Trichothecium roseum

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(221)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 17

val val Trp ser asn Ile

Arg Phe

tacgeccagt gecgeccgtga cotcaagttc cteggeggca

aagccctegy acactgacga cagegccggt gtcgycaacc

attgacatct gggagtccaa ctcgcacgce ttcgecttea

Pro Met val Leu val
380
Leu Trp Leu Asp Ser
400
Ala Ala Arg Gly Asp
a1t

Glu Ala G’IB Phe Prg

Gly Pro Ile Gly ser
445

cttccaacta cgacggetyg 60
gcggatccty ctgcgecgag 120

ccLcccacge ctgcgagaac 180

adacgagtacc acatctgcga gaccaccgac tgcggceggea ¢ 221

<210> 18

<211> 239

<212> DNA

<213> Humicola nigrescens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(239)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 18

70
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25

30

35
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tacggcacgy ggtactacga cgcccaatgce
gccaatgttg agggctggaa acagtccace
ggcggttoct gegccgaaat tgacgtetgg

ccgcacgegt gcgagaacaa caagtaccac

<210> 19

<211> 199

<212> DNA

<213> Cladorrhinum foecundissimum

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(199)
<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 19
tacataaacg gtatcggcaa cgttgaggot

ggtgtcggta accreggtac ttgetgetec
ctcgaccgee tacactccce acccctgeac
ctcgtgcgge ggaacctac

<210> 20

<211> 191

<212> DNA
<213> Diplodia gossypina

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(191)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 20

gttgatccga Cggcaaggec caacgtegag
gcrggtgtcg gCaaccrtygd ctcttygctgt

atctcgaccg clracaccce <cacagergc
gacgactgcg g

<210> 21

<211> 232

<212> DNA
<213> Myceliophthora thermophila

<220>
<221> misc_feature

gcccgegate tcaagttegt tggcogcaag
aacgatgcca atgccggcgt gggtecgatg
gaatcgaacy cccatgectt cgecttcacg

atctgcgaga ctgacggatyg cggcggcac

tggtcctect ctaccaacga tcccaacget
gagaatggat atctgggagg ccaacaagat

caccatcgac cagcacatgt gcgagggeaa

ggctgggtce cgtcecygagaa cgactecaac
getgagatgg atatctggna ggecaacted

aagacggtcg cccagcacte ttgcactgge

71

60
120
180
239

60
120
180
139

60
120

180
191
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<222> (1)..(232)
<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1
<400> 21

gggtactgcg acgcccaatg ¢gcacgcgac
gagggctgga agccgtecac caacgatgec
tgcgctgaga tcgacgtctg ggagtcgaac

tgcgagaacc ctaaatacca cgtctgegag

<210> 22

<211> 467

<212> DNA

<213> Rhizomucor pusillus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(467)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 22
tccttcgect ttacceccca cgcttgeteg

caactgcgge
ggactacaag
gaccaacteer
catgcagggc

cgacgccaag
ccgocacgge

cctecgtcaty
<210> 23

<211> 534
<212> DNA

ggcacctact
ccgrtecgec
aagttcaccy
ggccggaccea

atcacceccy
gagatcogeg

tccatetgoy

<213> Meripilus giganteus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(534)
<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 23

cggacgaccy
tgggcaacca
tcatcteecy
tcgaggtece

agttetgega
gccacacege

¢tgaccacta

ctcaagttcy
aatgccggeg
aagtatgett

accaccaact

cagnaacgag
cttcgeegoc
ggacttctac
ctteagggag
ggcccegeag

cacctacceg
cctcaacgee

cgccagetge

72

tcggcggcaa
tcggtectta
tcgetttcac

gcggeggeac

taccacgtct
aagtgcgacg
ggcccegggca
aacgaggeet
ctgtccggac

accgectecy
gecetgegea

tagtgtc

gggcaacatc
togcggatyc
cccgeacggt

ct

gcaccaccaa
ccaacggrtyg
tgaccgtcga
accaggtctt
tcacccaget

acgaccgecaa
tgcccatggt

60
120
180
232

60
120
180
240
300

360
420

467
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gggagggctc
agatggacat
tcgacggceca
gcatctyega
tegycetegg
cegeyggacaa
gcaaggtcat
ccgacgacte
tcggeggect

<210> 24
<211> 563
<212> DNA

cccgaacgac
ctgggaggeg
gacgegetge
caaggacgge
caagacegte
cacgacgtee
cgcgaactcg
ctgcaacgeg
cgcggagaty

<213> Exidia glandulosa

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(563)

ES 2533923 T3

ccgaacgeag
aaccagaacg
gagggcacgg
tgcgacttea
gacacctega
ggeeagetea
aagacgaaca
Cagaaggagyg
ggcaaggect

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 24
gccacgtega
ctectyctygt

ceatcettge
cagetctgac
catgggcgac
cgtcgtcacc
cgtccagaac
ctccatcace
cgcgcaaaad

tcatgtcceat
<210> 25
<211> 218
<212> DNA

gggctggact
tcggagatgg

acaactatcg
cgttacgceg
acgggcttct
cagttcectca
ggcaaggtca
accgacttet
ggaggtactce
ctaggacgac

<213> xylaria hypoxylon

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(218)

gaagcggcca
gcgegacggt
actgeggega
actegtacey
agaagttcac
cggagatecy
tceccggect
tcttcggcga
tccagaaggg

ccttemccaa cgatgccaac

acatctggga
gccagtcgat
gtgtctocga
acggcaaggy
ccggctecga
tteccaactc
gcteegecca

gccgogatgg
cac

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 25

ggctaacaat
ctgcteogge
tccagacyot
cctgacagte
cggcaacctt
gcagtccaay
gaagaccgee
gcgccgeect

73

gtacggaacg
caggcecgeac
cggcyacgag
catgygegac
cotegteace
ceggetgtac
cgactcgttc
caccaactcg
catggtccte

gceggcatty
gttgccgcty

gattettocy
tgcgatttca
gacacgagct
tccgagatca
attgccggeg
ttcggcgaca

caaggcegge

tgctgcaacy
gtctgctecg
cggtacgacg
cagtecttec
cagttcctea
gtgcaggacy
gactccatca
ttcgagaage
gtca

gcacccacgyg
cgtacacceee

gaggaaccta
acagctaccy
ccaagticac
agcgcticta
tcagcggeaa
ccaacgtert
atggtcctcg

60
120
180
240
300
360
420
480
534

60
120

180
240
300
360
420
480
540
563
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gacgctcagt gtgcccgtga cttgaagtte
gagecatcca ccaacgacga caacgecgot

atsgatgtst gggagtccaa crstcactct

gteggtggea agggcaacgt tgagggatgg 60
gttggecctt acggwgecty ctgtgccgaa 120

trecgetttca ceectcacee wtgcaccace 180

aacgaatacc acgtctgtga gcaggacgag

<210> 26
<211> 492
<212> DNA

<213> Acremonium sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(492)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 26
gggacgggot

aacattgagg
ggctgctgcg
cacgegtyeg
tccgacgace
atgggcaace
gtegrecacee
atcgagatcce

tgcgegaces
<210> 27
<211> 481
<212> DNA

actgcgacge ccaatgegece
gctggaggec gtccaccaac
cggaaatcga tgtctyggag
agaacaacaa ctaccacatc
gcttcgcecge cctctycgac
ccgacttcta cggcaagygc
getttcagga gaacgacctce
CYCCCeecgac ctgggacyyce
ag

<213> Acremonium sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(481)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 27

tgtgocgg 218
cgtgatctca agttcgtcgg <ggcaaggec 60
gacgcgaacg ccggcgregg cccgatyggc 120
tccaacgece acgetittge ctteacgecg 180
tgcgagacct ccaactgcgg cggtacctac 240
gcecaacgget gcogactacaa cocgtaccge 300
aagactetty acacctcgcg gaagttcace 360
tcgecagtact tcgtccagga cggeccgaag 420
ctcccgaaga gcagcacata cgccgagety 480

492

74
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ggctecgttt
tgcggcggta
ttcaactegt
accaagaaga
atcaagecget
ggcgteectg
gacaacaacg
cccatggtec
a

<210> 28

<211> 463
<212> DNA

actectaccee
cctacageac
accgccaggg
ttaccgtcgt
tctacgecca
gcaactegat
acttcgacaa

tegtcatgte

<213> Chaetomium sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(463)

ES 2533923 T3

ttgcacggaa
cgaccgetac
caacaagacc
cacccagtte
gaacggcgte
cacccaggac
gaagggtgagt
cgtetgggat

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 28
ctcccegtet

ggatgeggcg
gactacaacc
accagcaaga
gtccagaacg
agcgcegeca
cgcttctcgg

ctegtcatye
<210> 29
<211> 513
<212> DNA

tcacgccgea
gcacctacte
cctaccgeat
agttcaccgt
gcaagaagat
tcacgeeeca
agotcggcgg
ccatctggoa

cgcgtgcaag
gaaggaccgc
gggcaacace
cgtgacccaa
cgagatccct
gctgtgeact
cttcacccag

cgaccactac

<213> Chaetomidium pingtungium

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(513)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 29

atcggcecaga
gcrtggegtct
ttctatggca
ctcaccgact
ptcatceeca
tactgcgaca
ctegeccaga

gaccatgcceg

aacatcaagt
ttCgcggacye
gacttctacg
ttccaggaga
ggccccaagt
tecatgttca
atcaaccagy
gccaacatge

75

gecoctgcga
gcgaccccga
aggpcatgac
cgtecgycaa
actccgagte
agcagaagac
tgggtaaggc
tcaacatget

accacgtctg
actgcgacgce
gcaagggcat
acaagctcac
gggacggcat
aggcettega
ccctcteggt
ttg

gggcgacage
tggatgegac
cgtegacace
cctgtecgag
caccattgct
cgcctttogt
cctogeccaa
ctgcttegaa

cgagacgtcg
caacggttge
gacggtcgac
ccagtrcttc
tgagggcgac
cgaccgegat

gceccatggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
481

60
120
180
240
300
360
420
463
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gaagggtgge
tgegeggaga
tgcgacacge
gaccgetacg
aacaagacct
acccagttca
tacgtgeaga
aactccatca
ttcgaaaage

<210> 30
<211> 579
<212> DNA

agccctecte
tggatatctg
ceggecaggt
geggeaccty
tctacggece
tcaccgacga
acggcaaggt
ccaccgagta
acggtggect

ES 2533923 T3

caacgatgce
ggaggccaac
gatgtgcacc
cgacceegac
tggcatgacc
cggcacctec
gatccccaac
ctgcaccgee
c¢gagggcaty

<213> Myceliophthora thermophila

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(579)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 30
gagatggata

gtgateggec
tatgccggea
accttctacg
ttcotcaaga
aaggtcatce
gactygtygco
gacatyggtcce
gacgaccacg

ccatatggga
<210> 31
<211> 514
<212> DNA

tttygggaggc
agtcgegety
tctgcgacce
gcaagggcat
actcggecgg
ccaactccga
accgccagaa
agatgggcasa
ccgtrcaacat
gagctcecacg

<213> Myceliophthora hinnulea

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(514)
<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 31

caacaacatg
cgagggcgac
cgacggatge
gacggtcgac
cgagctctce
gtccaccate
ggccgetttc
ggcccteyeg
geretggetc
cgttggatge

aatgcgggta
agcatctcca
ggtgatgect
ggatgtgatt
gtcgacacca
ageggeacee
tcggagtcga
cagaagagcc

ggt

geegecgect
TCgtycggcy
gacttcaact
acgaccaaga
gagatcaagc
ccgggegteg
ggcgacgtga
ggcccaatgg
gaaatcacta
atagcttga

76

ccggeaacca
cggcctteac
geggtggeac
tcaactcctt
agagcaagtt
tcaaggagat
cctggacesy
tgttccagga

tcactcceca
gtacctacag
cgtaccgeca
agatcacgogt
ggttctacgt
agggeaacte
ccgactttca

tcctegteat
gtgcggecyc

cgggtcctge
cceccateeg
ctacagcetec
ccgecaggyce
taccgtegtc
€aagegcttc
cotcagegge
ccagaacgtc

cccttgecacc
caccgaccge
gggcaacaag
cgtcacccag
ccagaacggc
cattacccag
ggacaagggc
gtccatctgg
tgcaggtcga

&0
120
180
240
300
360
420
480
513

60
120
180
240
300
360
420
480
540
579
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cotgagggoct
tgctgetccg

ccttgcacea
tcggaccget

gdcaaaaga
gtcacgeagt
caggacggca
atcacgcagy
gacaagggcg
<210> 32

<211> 477
<212> DNA

gggagagctc
agatggacgt

tcatcggeca
acgeeggept

ccttetacog
tcctcaagaa
aggtgatcee
acrggrgega
gcatggtcea

<213> Sporotrichum pruinosum

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(477)

ES 2533923 T3

gaccaacgat

¢tgggaggcc

gtcgcgetge
ctgegaccee

caagggeatg
ctcggcegge
caactecgag
ccgccagaag

gatggcaagg

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 32
cacccttgece

cageetegte
ggtaaccgcy
gtgacccaat
ctctacgtcc
cecgeeeacy
aacgacagct

catgtcctey
<210> 33
<211> 500
<212> DNA

gcaccacgaa
atgagggtct
aattctacgg
tcattaccga
aagacggecy
actccateac
ttggcaggaa
cectttecat

<213> Thielavia cf. microspora

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(500)
<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 33

cgacggtyge
ttgcgatcct
cccrggaaag
caacaactct
tgtcattgce
ttagcaatee
cggtggtctt
ttggaatgat

gccaacgecy
aacaacatgg

gagggcgaga
gacggctgeg

acggtcgaca
gagctgtceg
tCcaccatece
gccgocttca
cgct

taccaacget
gacggttgceg
accgtegaca
gacactggta
aaccctccea
tgtgacgacy
gctcacatgg
cacactgeca

77

gcacgggygcay
cCaccgeett

cgtgcggcgg
acttcaacte

cgaccaagaa
agatcaageg
ccggegtega
gcgacgteac

gccaaggacy
actacaaccs
ccaacaggaa
ccctegtega
ccaacttece
cecaagegage
gtcgeteceet
acatgctctg

gtacggcagce
CaCLccccat

cacctacagc
gtaccgecag

gctcacggtc
gttctacgtc
gggcaactcg
cgactreeag

tgactgcaac
rtrrcecgtatg
grtcactgtt
catcegecge
cggtcteaty
attcgaggac
tgccaaggge
gctcgaa

60
120

180
240

300
360
420
480
514

B0
120
180
240
300
360
420
477
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gagatagatg
aacaacaagt
ttcgceggey
gacttttacy
ttccaaaaga
gyccccaagt
ttcatgttca
atcaacacgg

gccaacatgc

<210> 34
<211> 470
<212> DNA

tctgggagte
accacgtcty
actgegacac
gcaagggeaa
acaagctcgt
gggacggcct
aggcettcaa
ccctctegat
tctggcttga

<213> Scytalidium sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(470)
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caactcgeac
ccagacgace
caacggctye
gacggtcgac
ccagttcrtt
gcegeagage
cgaccyegac
gccaatyggtg

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 34
cgrLnggecce

gttggagtgg
gttcagagca
ctgagcatcg
agggggcacc
gaagcgggag
gtccttgttg

gaagcggtca
<210> 35
<211> 491
<212> DNA

gcgtcgeaty
tggtcatcce
tcgaagccac
cagagctcag
tcgatcttye
acaacggtga
cccatgeggt
tccgagtagg

<213> Scytalidium sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(491)

Cteccgeecy
agatggacat
cggtctceggc
gggtgatgtc
ggcegtecty
acttgeggtt
apggggttgta
taccaccgea

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 35

tcgtttgocry
999tgcggcy
gactacaacc
acgagcaaga
gtccaggacy
agegecgeea
cgcttctcag
ctcgtcatgt

catggcecge
gacaaggacc
gaagcggttg
ggcgctgttc
gacgaagaac
ggtgtcgacy
gtcgcagecy
grtgttggte

78

tcacgccgea
gcacctacte
cctaccgeat
agtttaccat
gcaagaagat
tcacceecygga
aggttggcog
ccatctggga

gggattteca
atgggaatgg
cggtcatcga
gggaggccayg
tgagagagee
atcttgecct
ttggcatcge
Ttccagatygty

cgcgtgeaag
ggaggaccye
gggcaacace
ggtgacccag
cgacatccce
gctgtgcace
cttegaccag
tgatcactac

gccagagcat
tgagggecte
agacgcggaa
gccaggtcgy
tgttacgctc
tgccatagaa
agtageegyc

60
120
180
240
300
360
420
480
500

60
120
130
240
300
360
420
470
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gaaatcgacy
gccagaaccy
gettegecgg
gggacttcta
gcttcgageg
ctgcgccgac
cccagttcaa
tgaacgatgc
ccaacataat
<210> 36

<211> 221
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tctcagcatt cccatggtee
c

<213> Trichophaea saccata
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<222> (1)..(221)
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gagatggatg tttgggaggc caattccatc
acaaccagcc agacgatgtg caacggcgac
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gacagggcaa cgttgaagge 60
gacacggttc ctgctgcgca 120
taacaccgca cregrgetce 180
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Asp Ala Ile Asn Thr Ala Leu Ser Thr Pro Met val Leu val Met Ser
3 3758 380

Ile Trp Asp AsSp His Tyr Ala Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser Ser Tyr
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act
Thr

age
ser

gac
Asp

gac
AS
31

gtc
val

Ile

aac
ASn

aag
Lys

aag
Asn
395

&ty

tgc
Cys

&ty

cag
G1n

g (w
225

ct
gJa

&ty

gac
ASp

tac
Tyr

acg
Thr
300

&ty

att
Ile

acc
Thr

gtc
val

gce
Ala
380

atg
Met

gc
5

ggt
Gly

acag
Thr

tac
Tyr

9cce
Ala
205

att
Ile

aac
AsSNn

ca
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cgt
Arg
cge
Ar

28

age
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aac
Asn

cce
Pro

ace
Thr

tte
Phe
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&ty

ctg
Leu

ctcC
Leu

tcc
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aac
Asn

&ty

aat
ASh

tcy
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%ac
270

atg
Met

tcc
ser

ctt
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aac
Asn

gac
5
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c
g

atg
Met

teg
Trp

cgc
Arg

aac
Asn

Lys
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gac
Asp

ace
Thr

gt
val

atce
Ile
255

gcc
Ala

&ty

aag
Lys

tcC
ser

tc

ser
335
1tc

caa
Gin

gtc
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¢ty
Leu

&ly
41

ggt
160

tat
TyYr

agc
ser

gag
Glu

cac
His

gce
Ala
240

tgc
Cys

agt
Gly

gac
ASp

ttc
Phe

gag
Glu
320

g cag

Gln

tgc
Cys

aag
Lys

ctc
Leu
gac
40

acc
Thr

480
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576
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720
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1056
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1152
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tgc
Cys

aac
Asn

act
Thr

aCcC
Thr
465

acc
Thr

cCg
Pro

<Co
Pro

tcg
Ser

ttc
Phe
450

acc
Thr

gcg
Ala

caa
aln

tac
Tyr

<210> 46
<211> 527

<212> PRT
<213> Exidia glandulosa

<400> 46

acce
Thr

aac
Ash
435

acc
Thr

atc
Ile

£CcC
Pro

tgc
cys

acg
515

acge
Thr
420

gte
val

&fy

cga
Arg

&y
50

toc
Cys

TcC g

ser

ate
Ile

3y

ace
Thr

ggc
48

&y

aca
The

tac
Tyr

act
Thr

agc
ser
470

3y

atc
Ile

ES 2533923 T3

tce
Ser

tce
Ser

455,

ace
Thr

t<ce
Ser

tee
Ser

cec
Pro

aac
Asn
440

aty

ace
Thr

act
Thr

tag
Tre

aac
Asn
520

gee
Ala
425

ate
Ile

&ty

2gc
ser

&y

act
Thr

505

ceg
Pro

100

gac
Asp

aag
LysS

&ty

act
Thr

agc
ser
430

&y

tac
TYr

tc
3a1

gtc
val

cgc
Ar
47

gcc
Ata

CCC
Pro

tac
Tyr

agc
Ser
460

ace
Thr

teg
ser

cee
Pro
445
age
Ser

acce
Thr

acc
Thr

cag
525

cag
Gln
430

atc
Ile

age
ser

agc
ser

e
$
3

tgc
Cys

gtc
val

aac
ASNh

agc
Sar

ace
Thr

cac
His
495

aag
Lys

tty
Leu

ccc
Pro

¢y
sSer

tec
Set

agc
ser
480

1eg
Trp

agc
ser

taa

1296

1344

1392

1440

1488

1536
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Ala

Trp

val

tThr

65

Asp

Gly

TYF

Gln

sSer

Thr

50

ASn

Ala

Thr

Ala
¢ln
e
Ile
cys
Thr

Tyr

Lys ;he Ala
Ala Cys Thr
20

Cys Ala Ala
Asp Ala Asnh
Tyr Asp Gly

70
Cys Ala Ala
as

G1g Ala Thr
10

ES 2533923 T3

Thr
Leu
Gly
w
Asn
Gln

The

Ley Ala
Thr Ala
25

Galy ser
40

Arg Trp
Lys Trp
Cys Cys

e 5K

101

Ala
10

Glu

Cys

Leu

Asn

val

90

Asn

Leu val Ala
Asn His Pro
Thr ser val
45
His GIn Leu
60

Thr Thr Tyr
75

Asp Gly Ser

Ala Leuy Asn

Ala

win

sSer

ASNH

Cys

Asp

Leu
110

Ala
15

Met
Gly
ser
Ser
TV
o

LysS

Ser

Thr

ser

Ala

Thr

80

Ala

Phe



val

Met

Phe

145

Ala

Thr

Gln

Gy

Gl

22

Atla

ser

val

Thr

ser

Ser

Gly

val

Thr
Glu
Thr
Leu
Gly
Cys
Tr

21

Ser
Ala
Gly
cys
2

val
Lys
Lys
Ala
Gl

37

Met

Gin

ser

Phe

TYyr

Asn

Pro

195

Thr

Cys

Tyr

Asp

AS

27

Phe

val

Arg

Ile

ser

Gly
ASP
ASD
Phe
%
Arg
Pro
Cys
Thr

260

Pro
Tyr
Thr
Phe
Ala
340
Lys

Ala

Ile

ser
Thr
val
val
165
Ala
ASp
ser
Ser
Pro
245
Cys
Asp
Gly
Gln
Tyr
355
Gly
Thr

Gly

Trp

Tyr
Lys
i

ser
Gly
Leu
Thr
Glu
His
Gly
Gly
Lys
8
val
val
Ala

Met

Asp
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ser
TYHF
1)3:5
val
Met
Ala
LysS
Ash
215
Met
Pro
Gly
Cys
Gl

29

Leuy
Gln
ser
Phe
Gly

375

Asp

LyS
150
Gln
ser
ASp
Lys
FPhe
200
Asp
ASp
Cys
Thr
AS

28

Leu
Thr
Asn
Gly
Gl

36

Ala

His

Asn
Met
Asn
Ala
15
Ile
Ala
Ile
Thr
%5
Phe
Thr
Gly
Gly
Ash
345
Asp
Ala

Ala

102

Ile
Phe
Leu
158
Gly
Asn
Asn
Trp
Thr
Ser
Asn
val
ser
335
ser
Thr
Leu

val

Gly
Gln
Gl

1s{
Gly
Thr
Gly
Ala
Glu
23S
Ile
ser
ser
Asp
315
val
Ile

Asn

Lys

Asn,

ser

Leu
140

Cys

Gly

aly

Gin

Gly

Ala

Gly

Asp

Thr
300

Gly

Ile

Thr

val

Ar

12?
Leu
Galy
Thr
Tyr
Ala
205
Ile
ASn

Gin

Arg

ASn
Pro
Thr
i

Gly

Leu

Leu
Gly
Leu
ser
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ASh
Gly
AsSn
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2%
Met
ser
Leu
Asn
AS

35

Ala

Met

Trp

Tyr
Gln
Asn
173
Asp
val
Thr

val

NI H
(¥ ]
(F.F

Ala

Gly

Lys

Ser

335

Phe

Gln

val

Leu

Leu

Glu

9

16

Tyr

ser

Glu

His

Ll o

Cys

Gly

Asp

Phe

Glu

GIn

Cys

Lys

Leu

Asp
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385

ser

Cys

Asn

Thr

Thr

465

Thr

Ala

Pro

Thr

Pro

Ser

Phe

450

Thr

Ala

GIn

Tyr

<210> 47

<211> 1368
<212> DNA

Tyr

Thr

AsSn

435

Thr

Ile

Pro

Pro Thr
405

Thr ser
420
val 1Ile
Gly Gly
Arg Thr
Gly Gl
4 48§
Gly GI1
50% Y

Cys Thr

<213> Exidia glandulosa

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1368)

<223>

<400> 47

390

Asp

Gly

Tyr

Thr

ser

470

Gly

Ile

Ala
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Ser

val

Ser

ser

Gly

ser

Thr

Pro

Asn

440

Gly

Thr

Thr

Trp

ASn

Lys

Ala

Ije

Gly

Ser

Gly

Thr

505

Pro

103

395

Pro Gly
410

Asp val
Lys val
Gly Gly
Thr Arg

4735

ser Ala
480

Gly Pro

TYr Tyr

Ala

Glu

Gly

Ser

460

Thr

Gly

Thr

ser

Ala

Ala

Pro

Ser

Thr

Ala

Thr

Gin

Arg
Gln
Ile
ser
sSear
Asp

sk

Cys

Gl

41
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Asn

ser

Thr

Lys

Leu

400

Thr

Pro

sSer

ser

ser

480

Trp

Ser



atg
Met

gcc
Ala

tgg
Trp

gtc

tac
Tyr

cag
Gln

tct
ser

agLc

cag
Gln

Lys
3%

atc

aag
LyS

gca
Ala
20

{ot
Cys

gat

Tt
Phe

tyc
Cys

gce
Ala

gcc
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gct acc
Ala Thr

aca ctc
Thr Leu

g5 83

Ala

aac tgg

ctc
Leu

acc
The

ggt
2

cga

acc
Ala
25

age
Ser

tgg

104

gce
Ala
10

gag
Glu

tge
cys

ctt

ctc
Ley

aac
ASn

act
Thr

gac

ot
va

cat
His

tcg
ser

cag

Ala

ccC
Pro

gtt
val
45

ct¢c

tce
ser
30

tct
Ser

aac

gce
Ala
15

aty
Met

age

agc
Ser

ace
Thr

tca
Ser

gcg

48
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144
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val

acc
65

gat
ASp

gg9c
Gly

gtc
val

ttc
Phe
145

gce
Ala

acc
Thr

cag
Gln

&1y
22

gct
Ala

tcyg
ser

acg
Thr

acc
Thr
305

atc
Ile

Thr
50

daac
Asn

acc
Thr

acc
Thr
gag
130
act
Thr

ctc
Leu

tgc
cys

g9
Tr
21

tcc
Ser

tgc
Cys

&y
29

gte
val

aag
Lys

Ile

tgc
Cys

tac
Tyr

caa
Gln
11§

tcg
ser

ttc
Phe

tac
Tyt

aac
Asn

<Cy
Pro
195

act
Thr

tgc
Cys

tac
TYr

gat
Asp
gat
AS

27

ttc
Phe

cgce
Arg

ASp

Tac
Tyr

tgc g

Cys

got
100

3y

gat
ASh

gac
ASD

ttc
Phe

aag
Lys
1§o
cgc
Arg

cct
Pro

tgt
Cys

acc
Thr

Tct
Ser
260

cca
Pra

tac
Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

tcc
Ser

acc
Thr

tce
Ser

tcg
Ser

cccC
Pro
245

tac
Cys

gac

&y

€ag
GIn

tac
Tyr

Asn

Q?C
Gly
70

gee
Ala

acc
Thr

tat
TYr

aag
Lys

gat
Asp
150

age
ser

&ty

ctg
Leu

acc
Thr

g2
230

cat
His

aag
Lys

ttc
Phe
310

gtc
val
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Trp
55

adc
Asn

cag
Gln

act
Thr

tct
Ser

;at
"
1§5

gtc
val

Met

gce
Ala

adad
Lys

aac
Asn
215
atg
Met

Cct
Pro

tgc
Cys

ggc
G

29%
ctc
Leu

cag
GIn

Arg

aag
Lys

tgc
Cys

age
ser

aag
1%

cd
ain

tcc
ser

gac
Asp

aag
Lys

ttc
Fhe
200

gat
ASp

tgc
Cys

ace
Thr

gat
AS
28

ctg
Leu

acc
Thr

aac
ASh

Trp

g9
Trp

tgt
Cys

ggt
G

10!
adcC
Asn

aca
Thr

tac
Tyr
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ttc
Phe

aca
Thr

&ty

105

Leu

aac
Asn

gttt
val
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aac
AsSnh

atc
Ile

ttt
Phe

ttg
Leu

gac
AS
17

3ty

aat
Asn

aacg
ASn

tag
Trp

act
Thr
250

agc
sear

aac
Ash

gtc
val

tcc
Ser

aag
Lys

His

acc
Thr
75

gat
ASp

caa
Gln

31y
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My

act
Thr

TCct
Ser

agc
ser

Gln
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acc
Thr

cty
Lau

tcc
Ser

ctg
Leu
140

tac
Cys

&ty

cag
Gln

tac
Tyr

acy
Thr
300

&y

att
Ile

Leu

Tac
Tyr

tca
Ser

aac
Ash

cgg
Arg
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ctc
Leu

&ty

acg
Thr

tac
Tyr
gcc
205
art
Ile

aac
Asn

cag
Gin

cot
Arg

cgc
AF
28

agc
Ser

aac
Asn

Cccc
Pro

Asn

tgc
Cys

ctc
Lau
110

ttg
Leu

&ty

ctc
Leu

tcc
ser

tgc
Cys
130
aac
Asn

&ty

aat
Asn

tcd
Ser

.}_ac
270

atg
Met

tcc
Ser

ctt
Leu

aac
ASD

ser

40C
Ser

tat

aag
Lys

tac
Tyr

gtt
val

ate
Ile
255

ace
Ala

aag
Lys

t<cc
ser

t<g
Ser

Ala

aca

80
ct

21a

ttc
Phe

CTC
Leu

agc
ser

gag

cac
His

gece
Ala
240

tgc
Cys

gac
ASP

ttc
Phe

gag
320

cag
G1n

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

316

864

912

960

1008



tcce
ser

t<cC
ser

&ty

gtc
385

tcg
ser

cag
GIn

dac
Asn

aag
Lys

gce
Ala

g t
3?5

atg
Met

acg
Thr

acc
Thr

gcce
Ala

tcg
ser
450

<210> 48
<211> 455

<212> PRT
<213> Exidia glandulosa

<400> 48

att
Ile

cag
GIn
355

ctc
Leu

tcc
Ser

tac
Tyr

tge
Cys

agc
Ser
435

ace
Thr

gcc
Ala
340

aag
Lys

gce
Ala

atc
ile

ccg
Pro
gac
AS

42

aac
AsSn

tte
Phe

323

ggc
Gly

acc
Thr

t9g
Trp

act
Thr
405

ace
Thr

tca
Ser

aay
Lys

gcc
Ala

atg

gac
AS
38
gac
Asp

age
ser

gte
val
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Ser

ttc
Phe

g c
3?§

gat
ASp

gce
Ala

tcg
ser

atc
Ile

gcy tec

Ala

ser
455

aac
Ash
345

gac
Asp

gce
Ala

tac
Tyr

cCC
Pro

gtt
vai
425

tcg
Ser
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330
tcc
sar

ace
Thr

cte
Leu

gce

gat
AS
41

cct
Pro

aac
Asn

Ile

aac
Asn

aag
LysS

aac
Asn
395

gag
Glu

Ala

atc
Ile

aceg
Thr

gtc
val
gee
380
atg
Met

ccc
Pro

gac
Asp

aag
LyS

acc
Thr

tic
Phe
365

&y

ctg
Leu

&fy

atc
Ile

ttc
Phe
445

tgg
Trp

aag
LyS

gag
Glu
430

&y

335
tte
Phe

caa
Gln

te
8a1

ctc
Leu

ggc
G

41§
acc
Thr

cce
Pro

tac
Cys

aag
Lys

cte
Leu
gac
AS
40
cgc

Arg

agc
ser

atc
Ile
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1104

1152
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1248

1296

1344

1368



Met Tyr Ala

1

Ala G1n &Gln

Trp ser Lys
3%

val Thr Ile

50
Thr Asn Cys
65

Asp Ala Thr

Lys

Ala

20

Cys

ASp

Tyr

Cys

Cys

Ala

Ala

AsSp

Ala
85

Ala

Thr

Ala

AShH

Gly

70

Ala
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Thr

Leu

Leu Ala

Thr Ala
25

Gly Gly Ser
Y 40Y

Trp Arg Trp

55

Asn

Gln

LYS Trp

Cys Cys

107

Ala Leu

10

Glu Asn

cys Thr

Leu His

Asn Thr
75

val Asp
a0

val

His

ser

Glin

60

Thr

Gly

Ala

Pro

Leu

Tyr

sSer

Ala

Ser

30

Ser

AsN

Cys

ASp

Ala
15

Met
Gly

ser

Ser

o'

ser

Thr

sSer

aAla

Thr

80

Ala



Gly

val

Met

Phe

145

Ala

Thr

Gln

Gly

Gl

22

Ala

Ser

val

Thr

Thr

3035

Ile

Ser

Ser

Thr
Thr
Glu
130
Thr
Leu
Gly
Cys
Tr

21

Ser
Ala

Gly

Cys

val
Lys
Lys

Ala

TYr
Gin
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ser
Phe
Tyr
ASn
Pro

195

Thr
Cys
Tyr
Asp
AS

27

Phe
val
Arg

Ile

w

2
Gly
Asp
Asp
Phe
%
Arg
Pro
Cys
Thr
ser
260
Pro
Tyr
Thr
Phe
Ala

340

Lys

Ala

ser

Thr

val

val

165

Ala

Asp

ser

ser

Pro

245

Cys

Asp

Gly

Gln

Gly

Thr

Thr

Tyr

Lys

AS
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sSer

Gly

Leu

Thr

Glu

His

Gly

Gly

Lys

Phe

310

val

val

Ala
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Thr
ser
Tyr
135
val
Met
Ala
Lys
ASn
215
Met
Pro
Gly
Ccys
61

29

Leu
GIn

ser

Phe

Ser

Lys

120

Gln

ser

Asp

LYS

Phe

200

ASp

Asp

Cys

Thr

280

Lel

Thr

Asn

Gly

G1
36

X
Asn
Met
Asn
Ala
1
Ile
Ata
Ile
Thr
285
Phe
Thr
Gly
Gly
Asn

AsSp

108

Asn
Ile
Phe
Leu
i

Gly
Asn
Asn
Trp
250
Ser
AsSh
val
ser
335

ser

Thr

ala
Gly
Gln
Gi

15

Gly
Thr
Gly
Ala
Glu
Ite
Ser
ser
Asp
5

val

Ile

Asn

Leu
ser
Leu
140
Cys
Gly
Gly
Gln
Gl

22

Ala
Gly
Asp
Tyr
Thr
300
Gly
Ile

Thr

val

Asn

Arg

Leu

Gly

Thr

TYr

Ala

Ile

Asn

GlIn

Arg

Ar

28

ser

Asn

Pro

Thr

Phe
365
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Leu
Gly
Leu
Ser
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Asn
Gly
Asn
ser
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Met
Ser
Leu
Asn
s

Ala

Lys
Tyr
Gln
Asn
i
ASD
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Thr
val
Ile
Ala
Gly
LyS
Ser
335

Fhe

Gln

Phe

Leu

Glu

Gl

16

Tyr

Ser

Glu

His

Ala

240

Cys

Gly

ASp

Pha

Cys

Lys
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Giy Gly Leu Ala Gly
B?H

val Met Ser Ile Trp
385

ser Thr Tyr Pra Thr
405

Gly Thr Cys Asg Thr
YT ©95 A%

Gln Ala Ser Asn Ser
435

Asn Ser Thr Phe Lys
450

<210> 49

<211> 1395

<212> DNA

<213> Poitrasia circinans

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(1395)
<223>

<400> 49

Mat

390

ASp

sSer

val

Ala
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Asp His

Ala ser

Ser

Ile

aly

Ala
Tyr
Pro
val

>

ser

109

Leu Lys

Ala Asn
395

4b €M

Ala
380

Met

Pro

Pro Ala Asp

Asn Ile

LysS

Gly Met
Leu Try
Gly Lys
Ile Glu

430

Phe G
445 Y

val Leu

Leu Asp
400

Gly Arg

41§

Thr Ser

Pro Ile



atg
Met

tcc
Ser

ctg
Leu

act
Thr

Q?C
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tce
ser

cat
His
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acc
Thr

gce
Ala
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tac
Tyr

Tce
Ser

cagy
Gln

cC
g'l a

acc
Thr
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atc
Ile

acc
Thr

ccg
Pro

act
Thr

cag
GlIn
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ca
&in

gt
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aag
Asn

Glu

tcc
ser

cag
Gln

aag
Lys

ctt
Leu

tgc
Cys

tgt
Cys

gac
Asp

tac
Tyr
7

t tgc

Cys
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ctt
Leu

aty

acce
Thr

gcc
Ala
55

act
Thr

tct
ser

acc
Thr

ace
40

aac
Ash

oty

acc
Thr

tcg
ser

cag
Gln
25

gac
Asp

tg9
Trp

cag
Gln

&ty

110

ctc
Leu
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aat
Asn

3ty

cgc
Arg

gaz
Glu
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tct
ser

tgg
e

1
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oct
Ala

ttg
Leu

gag
Glu

tac
Cys

ctg
Leu
&0

gac
Asp

ctt
Leu

cte
Leu

act
Thr

acc
Thr
45

cac
H1s

acc
Thr

gac
Asp

cte
Leu
cac
30

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp

gca
Ala
15

ccg
Pro

acc
Thr

ate
Ile

gcc
as

gcc
Ala

agt
Ser

tcc
ser

tge
Cys
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gac
Asp

48

96

144
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240
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tac
TYyr

aag
Lys

ctg
Leu

aac
Asn
145

Ctg
Leu

tcc
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AsSn

tcg
ser

gac
AsS
30

aac
AsSh

atc
Ile

atc
Ile

gac
Asp
gee
380

aacg
Asn

CctcC
Leu

tgc
Cys

atc
Ile

acc
The

gac
AS
36

&ty

atg
Met

a4
Leu

cag
GlIn

cgc
Ar
27

cgc
APrg

dacc
Thr

ccc
Pro

cag
Gln
350

ttc
Phe

cce
Pro

cte
Leu

&ty

ctc
Leu

agc
ser
175

tgc
Cys

dac
Asn

aac
AsSn

age
ser
255

tac
Tyr

ca
aih

aag
Lys

ctc
Leu

aac
Asn
335

gac
Asp

aac
Ash

atg
Met

tgg
Trp

aac
Asn

aac
Asn
160

cgC
Arg

gat
AsSp

att
Ile

cge
Arg

atg
Met
240

cgc
Arg

gce
Ala

aag
LyS

sk

tcc
ser

tgg
Trp

cgc
Arg

gtc
val

cte
Leu
400

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



gac
Asp

g C
a6t

acc
Thr

tgc
Cys

act
Thr

tcg
ser

gee
Ala

cCC
Pro

tcg
sSer
450

afy

accC
Thr

&ty

tgc
Cys

<210> 60
<211> 525

<212> PRT

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
435

acCc
Thr

aac
Asn

acc
Thr

oty

atc
Thr
515

tte
Phe

ccg
Pro
420

age
ser

CCC
Pro

acce
Thr

atc
Ile
500

aag
Lys

cct
Pro
4035

acc
Thr

aac
Asn

gct
Ala

<Cg
Pro

gcce
Ala
485

sty

ctc
Lau

gtc

acc
Thr

val

ggt
Gly

CCC
Pra
470

agc
ser

ttc
Phe

aac
Ash

<213> scytalidium thermophilum

<400> 60
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gat
Asp

tcyg
ser

ctc
Leu
455

ccc
Pro

gac
Asp

gee
Ala

&y
ttc

440

cCC
Pro

acc
Thr

tog
T
52

get
Ala
gtc
425

TcC
ser

&y

acc
The

CCC
Pro

ccg
Pro
505

tac
Tyr

142

gc
415

cCct

1 pro

aac
Asn

acg
Ala

acc
Thr

aag
LysS
a8
acc
Thr

tct
Ser

aag
Lys

gct
Ala

ate
Ile

acce
Thr
475

ct
g1a

cag
GIn

cag
GlIn

cCC
Pro

gag
Gy

cgc
Arg

aac
ASh
460

tec
ser

tgc
Cys

tgc
Cys

ggc
&ty
gtt
val
ttc
445

ggc
Gly

tcg
ser

ctg
Lau
525

gct
Ala

tag
Trp

gag
Glu
510

taa

gag
Glu
41%

gcc
Ala

cCC
Pro

aac
Asn

cCy
Pro

cag
Gln
495

ccC
Pro

cgc
Arg

gag
Glu

Ile

aac
Asn
gce
480
cag
Gln

tac
TYr

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1578



Met
1
Ala
ser
ser
ser
65

Asp

Arg

Ala

Trp

Ile

50

Thr

Ala

Thr
Gln
LyS
3

Thr
Asn

Lys

Ala

Gin

20

Lys

Leu

Cys

ser

Lys
5

Ala
Cys
Asp

Tyr

&

Fhe

Cys

Thr

ser

Thr

70

Ala
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Ala

Ser

Ala

Asn

Gly

Gln

Thr
Leu
Gly
40

Trp

Asn

Asn

Leu

Arg

Lys

Cys

143

Ala
10

Thr
Gln

Trpe

Trp

5°

Ala

Glu

Cys

Thr

ASp

val

Leu

Arg

Gln

His

60

Thr

Asp

val

His

sar

Gly

Ala ser Ala
Pro Ser Leu
30

val GIn Ala
val ser Gly

ITe Cys Thr
80

Ala Asp Tyr
95



Thr
Phe

Leu

Tyr
Ala
Glu
255
Ala
Cys
Gly
Asn
Ile
Glu
Glu
Cys

Lys

ser

val
Met
130
Phe
Ala

Pro

Gln

Gly
Thr
Glu
val
i
Thr
val
ser
ASp

Gly

Thr
Thr
115
ASD
Thr
Leu
Gly
Cys
195
Trp
Thr
Ala
Gly
Cys
2¥S
Thr
val

Lys

Thr

w
g

Gly

Tyr
150
Lys
Gly
Phe
Tyr
Asn
180
Pro
Thr

Cys

Phe

val
Arg
Ite
340

Gln

Met

Gly

Gly

Glu

Asp

Phe

165

LysS

Arg

Gly

Cys

Thr

245

Ser

Prg

Tyr

Thr

Phe

325

Pra

Lys

Lys

Ile

Gln

Asp
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150
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Ala

ASP

Ser
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230

Pro

Cys

ASp

Gly

GIn

Tyr

Gly

val

Gln
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Thr
His
i¥3
Asp
Ser
Gly

Ile

His
Gly
Gly
55
Phe
val
val
Ala

Met

Thr
ser
120
Tyr
val
Met
Ala
LysS
200
ASn
Met
Pro
Gly
Cys
ZZO
Gly
Leu
Gln
Glu
Phe

360

Gly

Asn
Thr
Gln
ser
Asp
1k3
Phe
ASp
Asp
cys
265
ASp
Mat
Lys
AsSp
.

Gly

Lys

144

Gly

AsSn

Thr

Asn

Pro

Ile

Thr

Tyr

Phe

Thr

ASD

6!

33

ASN

AsSp

Ala

ASp

val

Fhe

Ile

Asp

Gly

AsSn

Ash

Tr

23

Ile

Ser

AsSn

val

Ala

315

Lys

Ser

Ile

Lewu

Ser

Gly

Glu

140

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

Glu

Ile

Asn

ser

As

30

AsSn

Ila

Ile

ASp

Ala

Leuy
125
Leu
Cys
Gly
Gly
Glu
2Q5
Gly
Ala

Gly

Glu

Thr
Gly
Ile
Thr

288

Gly

Ser
110
Arg
Ley
Gly
Leu
Tyr
180
Ala
Ala
ASn
Gln
Ar

27

Arg
Thr
ASpP
Prao
Gln
350

Phe

Pro

Leu

Thr

Gly

Leu

ASn

Gly

ASn

Lys
Leu
Ash
335
Asp

Asn

Met

Lys

Tyr

ASn

Asn

160

Arg

Asp

Ile

Arg

Met

240

ArTg

Ala

Gly

Lys

Gl

32

ser

Trp

Arg
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370

val

ASp Ser

Gly Ala

Ala Pro

Gly ser

450

Gly Gly
46

Thr Thr

cys Gly

Thr Cys

<210> 61
<211> 519

<212> DNA

Met

Thr

Cys

Asn

Thr

Asnh

Thr

Ser

Phe

Pro

420

Ser

val

Pro

Thr

Ile

500

Lys

<213> Aspergillus sp.

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(519)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 61

Ile

Pro

Thr

Asn

Ala

Pre

Ala

485

Gly

Leu

Tr

39

val

Thr

val

Gly

Pro

470

ser

Phe

Asn

ES 2533923 T3

373

Asp

ASp
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val

Leu

453

Pro

Ala

Thr

Asp

Asp
Ala
Gly
Phe
440
Pro
Thr

Gly

Gly

520

His

Ala

val

425

Ser

Gly

Thr

Pro

Pro

205

Tyr

145

Ala
G]

415
Pro
Asn
Ala
Thr
Lys
4;0
Thr

Ser

wrin

Lys

Ala

Ile

Gly

Thr

475

Ala

GIn

Gln

380

Asn

Pro

Glu

Arg

Asn

460
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Gly

cys

Cys

Met

Gly

val

Phe

445

Gly
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His

Glu

v
N
(V] =4

Leu

Ala

Glu

430

Gly

Gly

Ala

Trp

Glu
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Trp

A
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Pro

Asn
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Leu

400

Arg

Glu

Ile

Asn

Ala
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Gln
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15

20

25

gagatggaca
gteeccgoce
tatggcggea
tccttctacy

ttcctcaceg
cagaacggca

atcaccacey
aagcacggcy
agtctctggg
<210> 62

<211> 497
<212> DNA

tatgggaggc
aggtgatgtg
cctgegatee
geeceeggeat

acgacggcac
aggicatecc

actactgtet

gtatggaggg
acgaccacca

<213> Scopulariopsis sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(497)
<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 62
gagatcgaty

accaacgagt
ttcaccggea
gacttctacg
ttcgaggaga
ccgeggacgt
atgttcgatg
aacaacgccc
aacatgctct

<210> 63
<211> 498
<212> DNA

tgtgggagte
accacgtctg
agtgcgacgc
gcaagggcaa
acaagctctc
gggagggcat
tgctcgacga
teegggttee
ggctega

<213> Fusarium sp.

<220>

<221> misc_feature
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caacagcatc
cgagggcgac
cgatggatgt
gaccgtegac

tgccaccgge
caactccgad

ggcccagaag
catgggecgec

ctccaacatg

gaacgcctat
€Qagaccacce
caacggctgc
gacgctcgac
ccagtacttc
gcccaacage
ccgcaaccge

catggtecte

tcacgyccet
tcctgeggtg
gacttcaact
accaacagca

accctgtegg
tcgacctggc

agccecttcg
gecocctegecsg
ctctgactg

gccttegttt
2actgcggtg
gactacaacc
accagccgca
atccaggacg
agcgagatca
ttgcaggagg
gtcatgtcca

<222> (1)..(498)
<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 63

146

tcacgececa
gcacctacag
cctaccgeca
aggtcaccgt

agatcaagcy
ccggcgtagyg

gcgataccpa

agggcatggt

tcacgecgea
gcacctacte
cctaccgecat
agttcaccgt
gccgcaagat
cceecegaget
tcggeggctt
tctgygacga

cecetgegat
cagcgaccge
pggcaacaag
cgtgactcag

ottetacgtg
cggcaactce

cgrctrcace

ccrcgtectyg

cgcgtgcacy
ggaggaccge
gggcaacccc
cgtctccoge
cgagatcccg
ctgetecace
cgagcagctg
ccactacgee

60
120
180
240

300
360

420
480
319

60
120
180
240
300
360
420
480
497
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20

25

gagatggata
agceteacce
tatgctggaa
accttetacg
acccagttca
aatggcaagg
accgacaget
aagggtggct
ttogtggcacg

<210> 64
<211> 525
<212> DNA

tctgpgaggac
agcagtectg
cttgcgacce
gccceggetce
tcaagggcag
tcattggcaa
tctgcaagge
ggagcggaat
acgtgagt

<213> Verticillium sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(525)
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caacaagatce
cgagggcgat
cgatggttoc
cggctrcaac
cgacggcaag
cceccagtet
ccagaaggtt

gagcgacgece

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 64

gagatggata tctgggaggc caacaagatc

agcctcacce
tatgetggaa
accttctacg
acccagttca
aatggcaagg
accgacagct

aagggtggct
ctgtggcacy

<210> 65
<211> 1371
<212> DNA

agcagtectg
cttgcgatcc
gtcceggete
tcaagggcag
tcatcggcaa
tctgcaagge
ggagcggcat
acgtgagtaa

<213> Pseudoplectania nigrella

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1371)

<223>

<400> 65

tgagggcgat
cgatggetoc
cggcttcaac
cgacggcaag
cceecagtee
ccagaaggtt
gaacgacgee
tctaaccect

tccactgect
gcctgaggty
gatttcaacc
gttgatacca
ctttccgaga
gagattgcca
gcottcaacg
ctecgecaage

tccacggect
gccetgcgatg
gatttcaacc
gtcgatacca
ctttccgaga
gagattgcaa
gecttcaacy
ctcgecaage
gagtctegga

147

acactccceca
gcacctactc
cttaccgeca
ccaagaaggt
tcaagcgtcet
gcaacectyy
accecegatga
ccatggttct

acactcccca
gcacctactc
cttaccgcca
ccaagaaggt
tcaagcgtet
acaacceeqy
accecgatga
ccatggttct

caaga

ccectgeaag
£actacecye
gggcaacaag
gactgtcgtg
ctatgttcag
cagecagegte
ctteaacaag
cgtcatgage

tccetgeaag
TTCCacccyc
gggcaaccag
gactgtcgtyg
ctatgttcag
cageteegte
cttcaacaag
cgtcatgage

60
120
180
240
300
360
420
480
498

60
120
180
240
300
360
420
480
525



atg
Mat

&ty
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28
65
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&ty

gtt
val

atg
Met
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Phe
145

gcg
Ala

<y
Pro

cag
Gln

gac
Asp

cta
Leu

gaa
GIn
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Gln

gtc
val
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aac
Asn

aca
Thr

act
Thr

oLy
130
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Leu

tct
ser

tot
Cys

o
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tcc
ser

aac
Ash

acc
Thr
35

ctg
Lel

tgc
Cys

tac
Tyr

cag
Gln
115

agt
Ser

Lttt

fat
Tyr

dat
Asn

cca
Pro
195

acg
Thr

aat
Asn

ate
Ile
20

tgc
Cys

gac
Asp

tac
TYr

ttt
Phe

daad
Lys
1§o
cat
His

cct
Pro

e
Leu
5

ggt
Gly

ace
Thr

tcc
Ser

acce
Thr

gce
Ala
85

ate
Ile

cct
Pro

act
Thr

gtt
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gt

165
gee
Ala

gat
Asp

Tca
ser

ctt
Lau

acc
Thr

ada
Lys

aac
Asn

Q?C
Gly
70

aag
Lys

ace
Thr

tat
Tyr

cag
Gln

gat
As

15

gag
Glu
g44g
&ty

atc
Ile

ace
Thr
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cte
Leu

aac
Asn

1
55

aat
ASN

aag
Asn

tct
Ser

aaa
Lys

agc
ser
215

tca
ser

acc
Thr

aac
Asn
40

cgc
Arg

tce
sar

tot
Cys

acg
Thr

act
Thr
120
aag
LyS

tct
ser

gat

aaa
Lys
ttt
Phe
200
gac
Asp

ctc
Leu

gce
25

&ty

tgag
Trp

tgg
TrD

148

tct
Ser
10

gaa
Glu

toc
cys

ctg
Leu

gac
ASp

ctc
Leu
90

gat
Asp

att
Ile

ttc
Phe

ctt
Leu

gat
AS
17

5Ty

aac
Asnh

aat
Asn

ttc
Phe

agc
ser

agc
ser

cac
His

tct
ser
75

gac
ASD

gct
Ala

&y

cag
Gin

cct
Pro
155

¢ty

ace
Thr

ctt
Leu

cac
His

ace
Thr

aat
Asn
60

aca
Thr

ttg
Leu

tct
ser

ctc
Ley
140

tgt
Cys

tcc
ser

cCC
Pro

caa
Gln
45

aat
Asn

tta
Leu

gce
Ala

acy
Thr

cgg
Ar
12

aag
LyS

&

Met

tat
Tyr
gca
205

Tce
Ser

cta
Leu

caa
Gln
30

tce
Ser

gga
Gly

tgt
Cys

gac

ttg
Leu
110
gta
val

dac
ASh

tta
Leu

tcy
ser

i
%

aat
Asn

&y

gece
Ala
15

ctt
Leu

acc
Thr

agt
Gly

ccC
Pro

tat
TYr
9%

aag
LyS

tac

Tyr

aag
Lys

aac
Ash

aaa
LysS
1;5
gat
ASp

ctc
Leu

cgt
Arg

tce
ser

cgt
Arg

tcc
Ser

tca
sear
gac
80

tct
Ser

Tttt
Phe

cta
Leu

gag
Glu

g a
165

tac
Tyr

gcg
Ala

cta
Leu

tac
Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

376

624

672
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32%
acc
Thr

tca
Ser

gat
Asp

ttc
Phe

aaa
Lys

tte
Phe

ca
Ag\'l a

gtt
val
385

{1ty
Leu

aag
LYyS

aac
ASh

gat
Asp

sty

aaa
LYS

ttc
Phe
290

a acg

Thr

att
ITe

agt
ser

tgt
Cys

aag
LyS
3?0
ttg
Leu

gat
AsSp

a8g9
Arg

£ag
Gln

att
Ile
450

<210> 66
<211> 456
<212> PRT

<213> Pseudoplectania nigrella

<400> 66

tgt
Cys

tat
TYrF

acc
Thr
gat
27

ggc
Gly

caa
Gln

cgt
Arg

tct
Ser
435

&y

tot
Cys

aca
Thr

caa
Gln
260

&y

aag
Lys

ttc
Fhe

cgt
Arg

atc
Ile
340

gct
Ala

gga
Gly

ttg
Let

tct
Sar

acg
Ala
420

ccg
Pro

tcg
sSer

caa
Gln

ccg
Pro
245

tgt
Cys

tgc
Cys

atc
Ile

ctt
Leu
325

tcc
Ser

caa
Gln

Tttt
Phe

agt
ser

tac
Tyr
4%5
tot
Cys

aat
ASn

act
Thr

gaa
Glu
230

cat
His

&y

gat
Asp

Ala

accC
Thr
310

tat
TYr

&y

ada
Lys

aca
Thr

att
Ile
390

ccy
Pro

ct
21 a

gcg
Ala

tat
Tyr
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Ccc
Pro

gat
Asp

ttc
Phe

acg
Thr
295

tcc
Ser

att
Ile

atg
Met

accC
Thr

aac
Asn
375

tgg
Trp

ctc
Leu

ace
Thr

tcg
Ser

aat
Ash
280

gtt
val

Asp

cag
Gln

tca
ser

gca
360
ctt

Leu

gat
Asp

gat
ASp

tct
Ser

gt
va
440

t¢ct
ser

Ile

agt
Ser

tct
Ser
265
tce
ser

aac
Ash

aac
Asn

aat
ASn
gct
345

ttt
Phe

gat
Asp

aaa
Lys

tct
Ser
425

act
Thr

tag

149

gtre
va

250
aac
Asn

tac
Tyr

acc
Thr

ace
Thr

ety
330

tac
Tyr

ety

aat
Asn

cat
His

gac
AS
41
ggt
&y

ttt
Phe

gaa
Glu
235

tca

1 ser

cgt
AFgQ

cot
Arg

aac
Asn

tca
ser
315

aaa
Lys

gac
Asp

gac
Asp

Cc
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gct
Ala
395

cct
Pro
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LYS
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Met
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Ser
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The
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Ser
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Asn
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Pro

aac
ASn

&ty
28
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Lys

sty
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Tle
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Ile

aat
Asn
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Gln

cag
Gin
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Gln
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sSer

att
Ile
145

agc
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Thr

gga
G

278
aat
Asn
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Thr
350
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LyS

atg
Met
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Pro

gat
AS
43
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atg
Met

cga
Arg
255

att
Ile

cta
Leu

aac
AsSh
335

gag
Glu

Tzt
Phe

ttt
Phe

gca
240
tgc
Cys

tgc
Cys

aca
Thr

gtt
val

Lys
3
350

teg
Ser

gat
Asp

aag
LYS

atg
Met

tag
Trp
400

gtt
val

720

768

816

864

012

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1371



Met
1
Gly
ser
val
Thr
65
Pro
Gly
val
Met
Phe
145
Ala
Pro
GIn
Asp
Gl
22g
The

666 S

Leu

Gln

Gln

val

50

AsSN

val

Thr

Thr

Leu

ser

Cys

Tr

21

Thr

Ala

Gly

ser

ASn

Thr

35

Leu
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Thr

TYr

Gln

115
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Phe

TYr

AsSn

Pre

195

Thr

Cys

Tyr
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Asn
Ile
20

Cys
Asp
Tvr
Cys
Gl
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Gly
ASp
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Phe
Lys
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Pro
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Thr

Gin

Leu
5
Gly
Thr
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85
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Pro
Thr
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245

Cys

Leu
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Lys

Asn

Gly

70

Lys

Thr

Tyr

GIn

AS
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Glu
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Ile

Thr

His

Gy
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Leu

A5n

Gly

Trp

55

ASN

Ash
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ser

TYyr

135

val

Met

Ala

Lys

ser

215

Met

Pro

ASp

Ser

Thr

Asn

40

Arg

ser

Cys

Thr

Thr

120

LYS

sar

AsSp

Lys

Phe

200

Asp

AsSp

Cys

Giy

150

Leu

Trp
Trp
Ala
Gl

10

Asn
Met
Asn
Ala
1%
Ile
Lys
Ile

ser

ser

Sear

10

Glu

Cys

Leu

AsSp

Leu

90

ASD

Ile

Fhe

Leu

AS

17

Gly

Asn

ASn

TrE

val

250

Asn

Phe

Ser

Ser

His

ASp

Ala

Gly

Gn

Pro

155

Gly

Thr

Gly

Ala

NG

Ser

Arg

Leu

His

Thr

ASh

60

Thr

Gly

Leu

Ser

Leu

140

Cys

Gly

Gly

Glu

Gl

22

Ala

Gly

His

ser
Pro
Gln
45

ASh
Leu
Ala
Thr
Ar

12

Lys
Gly

Met

Tyr

Asn
Pro

Ash

Leu

Gln

30

Ser

aly

Cys

Asp

Ley

110

val

Asn

Leu

ser

Cys

190

ASR

Gly

ser

Thr

Gly

Ala
15

Leu
Thr
Gly
Pro
Tyr
3%

Lys
TYr
LySs

Asn

Asp
Leu
Arg
Met

Ar
25

Ile

ser

Arg

Ser

ser

Asp

80

ser

Phe

Leu

Glu

Gly

160

TYr

Ala

Leu

Tyr

Ala

240

Cys

Cys
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Asp

Phe

val

305

Glu

Lys

Phe

Ala

val

385

Leu

LYS

Asn

Asp

Thr
Ite
Ser
Cys
370
Leu
Asp
Arg
Gin

Ile
450

<210> 67
<211> 951

<212> DNA

AS

27

Gly

G1n

Arg

Asn

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly

Ser

435

Gly

260

Gly

Lys

Phe

Arg

Gly

Leu

ser

Pro

ser

Cys

Gly

Ile

Leu

325

sSer

G1n

Phe

sSer

Cys

Asn

Thr

<213> Phytophthora infestans

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(951)

<223> Secuencia de codificacion parcial de CBH1

<400> 67

Asp

Ala

Thr

310

Tyr

Gly

Lys

Thr

Ile

390

Pro

Ala

Ala

Tyr
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Phea

Thr

Ser

Ile

Met

Thr

Asn

375

Trp

Leu

Thr

Ser

ser

ASn

280

val

Asp

Gln

ser

Ala

360

Leu

Asp

Asp

ser

val

440

ser

265"

ser

Asn

ASN

Asnh

wr i

Phe

Gly

ASp

Lys

S
N
[P b |

Thr

151

Tyr

Thr

Thr

Gl

33

Tyr

Gly

Ash

His

Gly

Phe

Arg

AsSn

ser

315

Lys

ASp

AsSp

Ala

Ala

395

Pro

Lys

Ser

Met

ser

300

Thr

val

sSer

Thr

Leu

380

Ala

Ser

Pro

Asn

Gl

28

LYyS
Gly
Ile
Ile
Asn
165
Gln
Gln

Gln

sSer

270

Asn
Phe
Ala
Gln
Thr
Asp
Lys
Met
Pro
i

Lys

Thr

Thr

Leu

Gly

Ley

Thr
val
LyS
350
ser
ASD
LYS
Met
Tr

40

val
Glu

Gly



tgcgatgetg
gcaggtctta
gatggaacag
grgattccaa
ttctgtgccd
cttgccacaa
gaccatacceg
gcceccaggotg
gceaattete
acctacactyg
ccegeatega
actggataca
tactactcce
ggagagatct
catgtattta
aatatatggg

atggttgtga
ccgtgaacac
cttcaggtac
actcgcaatc
cacaaaagac
tgagcaaage
ccaacatgtt
tcactcgagg
caggttcttce
gatctggagce
ctgcaacttc
gtggagctac
aatgccaata
tcacaagict
gttgttgaca

acataacaaa
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cttcaactct
caacaaagtt
cttygaaagaa
cacaatcget
tgcttttggt
tttgycaaay
gtggctcgat
atcatgcagt
cgtcaccttc
cgccecaagt
aggagctggt
cgcttgegtt
gattgtttce
gtacataggy
atttgaagtt
gtcaategtt

taccgccagg
ttcaccgtty
atccgacgat
ggagttccag
gacaccaacg
ggratggtac
gececcttace
gctactteag
tcaaacatca
grtccaggea
ggrgtcgeta
tcaggcageca
ctcaggagca
tcagctaaat
gcaagtcaag
tacataagaa
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gtaacagcctc
taacccaatt
tctatgttca
gaaattccat
aattcgctac
ttgtcatgte
cagcaaccaa
gtaaccccgt
agtggggtce
Ctacaaccgt
agtatgccca
cctgtgttgc
attaggtttc
grrgaicatt
acgggaaaac

cettetttaa

tttctatggt
catcaccaac
gaatggcgtc
caccgactct
taagggaggt
catttgogat
atccccaage
tgatgttgaa
catcaactct
tagcteggea
atgtggaggt
cctcaaccct
caacctaagg
catatrittt
agaagcagga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
951
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido con actividad de celobiohidrolasa I, seleccionado del grupo que consiste en:
(a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad con los
aminoacidos 1 a529de SECIDn°4,y
(b) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad con el
polipéptido codificado por los nucleétidos 1 a 1.587 de SEC ID n° 3.

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% con los
aminoacidos 1 a 529 de SEC ID n° 4.

3. Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, que consiste en los aminoacidos 1 a 529 de SEC ID n° 4.

4. Polinucleétido con una secuencia de nucleétidos que codifica para el polipéptido definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1-3.

5. Constructo de acidos nucleicos que comprende la secuencia de nucleétidos definida en la reivindicacion 4, ligada de
forma operativa a una o mas secuencias de control que dirigen la produccién del polipéptido en un huésped adecuado.

6. Vector de expresion recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos definido en la reivindicacion 5.
7. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos definido en la reivindicacion 5.

8. Método para la produccion de un polipéptido como esta definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-3, el método
comprendiendo:
(a) cultivar una célula huésped recombinante tal y como se define en la reivindicacion 8 bajo condiciones
propicias para la produccion del polipéptido; y
(b) recuperar el polipéptido.

9. Método para la produccién in situ de un polipéptido como esta definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-3, el
método comprendiendo:
(a) cultivar una célula huésped recombinante tal y como se define en la reivindicacion 8 bajo condiciones
propicias para la produccion del polipéptido; y
(b) contactar el polipéptido con un sustrato deseado sin recuperacion previa del polipéptido.

10. Método para la produccién de etanol de biomasa, que incluye contacto de la biomasa con el polipéptido como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

11. Uso del polipéptido tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para producir etanol.

12. Una planta transgénica, parte de planta o célula vegetal, que ha sido transformada con una secuencia de
nucleotidos que codifica un polipéptido que tiene actividad de celobiohidrolasa | tal y como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 1-3, donde la secuencia de nucledtidos esta presente en un vector de expresion que permite

integracion estable del vector en el genoma de la célula huésped.

13. Composicion detergente que comprende un tensioactivo y el polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
3.
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