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Anexos

& Comprobante de pago de !a tasa de presentacion de Ia solicitud.

X pocumento que acredita la existencia y representacién legal de la persona juridica peticionaria,
en cuanto no estén inscritas en alguna Cémara de Comercio Colombiana.

R poderes, st fuere el caso,

O pocumento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

B Fraduccién de 12 solicitud internacional al-castellano (Resumen,. descripcién, reivindicaciones,
dibujos) .

L Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen

__prefiminar (IPEA)

OTraduccién de examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

DO De ser el caso, copia del contrato de acceso.

O De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientas
tradicionales de fas comunidades indigenas.

L De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico

D Arte final 12x12.

CDe ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con fa
invenclién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
& Otros. Modificacién nombres inventores e inclusién solicitante para E.U.A.

FIGURA CARACTERISTICA:

Solicito la concesién de la patente

]

NOMBRE: DERONI ASTW(\) B.

A \ ‘
FIRMA: o
C.C. 79462057 | T.P.|104167

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina
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Nombre
Direccién

Nacionalidad

‘Nombre
Direccién

Nacionalidad

Nombre
Direccion

Nacionalidad

Nombre
Direccion

Nacionalidad

Nombre
Direccién

Nacionalidad

Nombre
Direccién

Nacionalidad

Nombre
Direccién

Nacionalidad

Nombre
‘Direccién

Nacionalidad

Nombre
Direccidn

Nacionalidad

Nombre
Direccién

Nacionalidad

Nombre
Direccién

(Continuacién Inventores)

: AEHLE, Wolfgang
. 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

Unidos de América

. alemana

*BOTT, Richard R.
: 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

Unidos de América

: estadounidense

:-BOWER, Benjamin 7
. 825 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

Unidos de América

: estadounidense

: CASP|, Jonathan
. 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

Unidos de América

: estadounidense

: ESTELL, David A.
: 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 84304,

‘Unidos de América

. estadounidense

. GOEDEGEBUUR, Frits
: 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

Unidos de.América

: Holandesa

: HOMMES, Ronaldus W., J.
. 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

Unidos de América

: Holandesa

: KAPER, Thijs
1925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

Unidos de América

‘Holandesa

: KELEMEN, Bradley
: 925 Page Mill Road, Palo. Alto, California 94304,

Unidos de América
. estadounidensa

: KRALJ, Slavko

: 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

Unidos de América
: Holandesa

: VAN LIESHOUT, Johan

: 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304,

_l}r;idog de América

Estados

Estados

Estados

Estados

Estados

Estados

Estados

‘Estados

Estados.

Estados

Estados



Nombre
Direccién

Nacionalidad

Nombre
Direccidn

Nacionalidad

Nombre
Direccién

Nacionalidad
Nombre
Direccion
Nacionalidad

: VAN STIGT THANS, Sander
: 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304, Estados

Unidos de América

: Holandesa

: WALLACE, Louise
: 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304, Estados

‘Unidos de América

: Sudafricana

: VOGTENTANZ, Gudrun
: 925 Page Mill Road, Palo Alto, California 94304, Estados

Unidos de América

: glemana

: SANDGREN, Mats
- Microbiology Program, Biomedical Center, Box 590, Husarg

3, 8-751 Upsala, Suecia

. sueca



EXTRACTO

La presente invencién se relaciona con enzimas y en particular con variantes
de celuiasa con expresion, actividad y/o estabilidad mejoradas. También
describe los acidos nucléicos que codifican las variantes de celulasa, los
métodos para identificar las variantes de celulasa Utiles y los métodos de uso
de 10s mismos.
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A\
] LAW OFFICES IMPORTANT NOTE
The lodging of this GENERAL POWER with the Patent
PEDRQ CASTILLO PINEDA & Office obviales the need of presenting special powers
ASSOCIATES with each individual trade mark application.

P.O. BOX 48362
Bogota, Colombia / South America

FOR PATENTS AND TRADE MARKS IN

I Applicant’s
name

2 Applicant’s

COLOMBIA

Poder General

M

domiciliado en (2)

de nuestros intereses y en caso de presentarse
oposiciones y/o observaciones para que
intervengan  como  demandantes o como
demandados, con todas las demas facultades
necesarias, asi como iniciar y ftramitar
procesos jurisdiccionales y/o administrativos
relativos a competencia desleal. Este poder
comprende ademés las facultades de recibir,
desistir, transigir, comprometer, sustituir,
revocar sustifuciones, conciliar, renunciar,
recibir notificaciones y nombrar apoderados
Jjudiciales o extrajudiciales.

Dado y firmado en (3)

4)Signature (s @
XAegl, A Le
/Soonhee Jang @/

General Power of Attorney
(1) Danisco US Inc.

domiciled in (2)

address 925 Page Mill Road, Palo Altwo
California 94304
US.A.

nombra al Dr. JERONIMO CASTILLO hereby appoint, JERONIMO  CASTILLO

BONILLA y/o Dra. XIMENA BONILLA BONILLA and/or XIMENA BONILLA PEREIRA

PEREIRA y/o Dr. ALVARO CASTILLO and/or ALVARO CASTILLO GRAU, Calle 93A

GRAU Calle 93A N° 14-17 Oficina 311 en  N° 14-17 Office 311 en Bogota, Colombia, as our

Bogota, Colombia, como sus representantes representatives with special, ample and sufficient

con poder especial, amplio y suficiente, para power to obtain from the offices and Colombian

recabar  de las oficinas  y autoridades authorities, administrative, judicial and police, in

Colombianas, administrativas, judiciales o de first or in second instance,’ Privileged Patents of

policia, en primera o segunda instancia, la invention, Registration of Trade Marks, of Models

obtencion de Patentes de Invencion, Registro de  and Industrial Drawings, of Commercial Names

. Marcas, de Modelos y de Dibujos Industriales, de  and ensigns, Commercial slogans and Origin
Nombres Comerciales y Ensefias, Lemas Denominations as well as assighments, extensions,

Comerciales y Denominaciones de Origen, lo renewals, changes of name, registration of license

mismo que traspasos, extensiones, renovaciones,  of exploitation and of license of use referred to said

cambios de nombre, registro de licencias de actions, Cancellation Actions against trademark

explotacion  y registro de licencias de uso Registrations, who are empowercd to take before

referentes a tales actuaciones, cancelacion de  said authorities all of the necessary steps for the

Registros de marca, a cuyo efecto les faculta para  purposes indicated, to file applications, to

dar ante dichas autoridades todos los pasos formulate descriptions, corrections, protests,

necesarios al objeto indicado, elevar solicitudes, declarations, appeals, and claims, apply for

formular descripciones, enmiendas, protestas, precautionary measures; apply for the nullity of

declaraciones, apelaciones y reclamos, solicitar la  Patent Inventions, Utility Models, Industrial

aplicacién de medidas cautelares; solicitar la  Designs, as well as for Trademark Registrations

nulidad de Patentes de Invencién, modelos de  before the competent national authority; to accept

utilidad, disefios industriales, asi como la de on our behalf and representation the assignment of

registros de marcas ante la autoridad nacional rights of inventions and titles of invention that may

competente; accptar en nuestro nombre y be done to us Ly any person, to pay all taxes,

representacion  la Cesién  de derechos de  quotas and payments prescribed by law, to receive

invencién y de patente de invencion que se nos all the documents and proceeds giving the

haga por cualquier persona, abonar todos los respective acquittance or receipt, to fulfill any

impueslos, cuotas y pagos determinados por la  other requisites to desist and take in fact any other

. ley, recibir todos los documentos y valores dando  measures that may be deeined conducive to the
3 Date el descargo respectivo, llenar cualesquiera otros  safeguard of our interests, and in case that
4 Applicant’s requisitos, desistir ¥ tomar en fin todas las oppositions and/or observations are presented to,
signature medidas que creyeren conducentes al resguardo  intervene as complainant and defendant, with all

necessary legal faculties, as well
Jurisdictional  processes and/or
related 1o disloyal competition.
This power of attorney includes the faculties to
receive, desist, compromise, transact substitute it in
all or in part, to revoke substiwtions, to conciliate,
to renounce, 1o receive notifications and to appoint
extra-judicial or judicial attoreys.

as to file
administrative
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DECLARACION NOTARIAL
(Individual)

Alos dias del mes de

comparecio y/o comparecieron

personalmente ante mi, Notario Piiblico

quien {es) doy fe de conocer y me consta que es
(son) la(s) persona(s) descrita(s) v firmante(s) del
documento que precede, declarando ante mi que
otorga(n) el mismo para os fines y propésitos que
en €] se expresan.

Notario Publico,

............................................................................

{Sociedades)

El suscrite Notario Certifica: que la firma que
antecede y dice

es auoténtica; que el
actualmente el cargo de

signatarioc  desempefia

de,
que tiene facultad para otorgar este poder; y que

dicha compafiia esta domiciliada en

y actualmente existe y esta organizada de acuerdo
a las leyes de

Todos los hechos anteriores le constan por haber
examinado los documentos respectivos y de todo

ello da fe.
Dado y firmado en
El Notario Piblico,

(Con legalizacién Consular)

NOTARIAL CERTIFICATE
{Individual)
On this day of cof

appeared before me
a Notary Public

e fo be the
executed the

to me known, and known Mg
person{s) described in and
foregoing document,
acknowledged to me
same for the uses

............................................................................

Notary Public.

{Corporations)

The undersigned Notary Public certifies: that the
preceding signature reading
Soonhee Yang

is authentic; that the signer at prcsent.'ﬁlls the post
of Vice President, IP Strategy & Chief {P Counsel
of Danisco US Inc,

and that she is empowered to grant this power; and
that said company is domiciled in

Palo Alto, Californmia, U.S.A.

- and actually cxists and is organized in accordance
with the laws of Delaware, USA

All the foregoing facts are known to the Notary
due to her having examined the respective
documents to which she, the Notary attests..

Given and signed in Palo Alto, California, USA
Carol A. See, Notary Public

gsta reproducclbn :
orresponde e.xa_::ta- ;
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.PATENT COOPERATION TREATY‘

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

{PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Scction 422)

PCTAUS2010/037328

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

KAPLAN, Jonathan, M.
DANISCO US INC.

925 Page Miii Road
Palo Alto, California 94204
ETATS-UNIS D’AMERIQUWE

Date of mailing (day'imomthirear}
03 February 2011 (03.02.2011)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

31414W0-2 -
Internationmal apgplication No. Inteynational filing date (day/'month/vear)
PCT/US2010/037328 03 June 2010 (03.06.2010)

1. The following ndications appeared on record concerning:

Bd the applicant B the inventor ] the agent O the common representative
Name end Address State of Nationality State of Residence
NIKOLAEV, Igor RU us
DANISCO US INC. Telephone No.
925 Page Mill Road
Palo Alto, California 94304 .
United States of America Facsimile No.

E-mail address

— A

2. The international Burean hereby notifies the applicant thet the following change has been recorded concéming:
[0 the person [] the name [T} the address [7] the nationality \ [} the residence
Name and Address State of Naticnality | Stae of Residence

Telephone No.

Facsmle No.

E-mail address

[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:
designated States.

The person identified in Box 1 is now recorded as applicant for the United States of America only and inventor for all

4. A copy of this potification has been sent to: [] the miemational Preliminary Examining Authority
B the receiving Office D8 the designated Offices concerned
{1 the International Searching Authority 3 the elected Offices concerned
[[1 the Authority(ies) specified for supplementary search ] other
The International Burean of WIPQ Authorized officer
34, chemm des Colombetics . N\
1211 Geneva 20, Switzeriand Ratsimba Langry-Andosoa
e-mail pt03.pct@wipo.int
Facsimile Ma. +41 22 338 87 20 Telephone No. +41 22 338 74 03 A

Form PCT/AB/306 (Januvary 2009)

T7EQ3PTGIg0



A’ENT COOPERATION TREA'IY.1-1

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

&A/ (PCT Rule 925is.1 and
Adminisirative Instructions, Section 422)

PCT/US2010/037328

From the INTERNATIONAL BUREAU

Date of mailing, (day/month/year)
02 September 2011 (02.09.2011)

To:

KAPLAN, Jonathan, M.
DANISCO US INC.
825 Page Mill Road
Palo Alto, Califormia 94304
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

RECEIVED

\ SEP 3 0 2011

PATENT
DEPARTMENT

Applicant’s or agent's file referenioe

IMPORTANT NOTIFICATION

31414W0-2
International application No. . International filing date (day/month/year}
-+ PCT/US2010/037328 03 June 2010 (03.06.2010)

1. The following indications appeared on record concerning:

B the applicant Bd the inventor

] the agent

[C] the common representative

. i Name and Address

KELEMAN, Bradley
DANISCO US INC.

925 Page Mill Road

Palo Alto, California 94304
United States of America

State of Nationality State of Residence
us us

Telephone No.

Facsimile No.
AY

E-mail address

2. The Intemational Burean hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

] the person Bd the name [J the address [] the nationality [ the residence
Name and Address State of Nationality State of Residence
KELEMEN, Bradley us us
DANISCO US INC. Telephone No.
925 Page Mill Road
Palo Aito, California 94304 Facsimile No.
.|I United States of America
E-mail address

[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:

[] the International Preliminary Examining Authority
B4 the receiving Office DO the designated Offices concemed :
(J the International Searching Authority [ the elected Offices concerned
[] the Authority(ies) specified for supplementary search [J other
The International Burean of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes ) .
1211 Geneva 20, Switzerland Marquis Catherine
e-mail pt03.pet@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 87 20 Telephone No. +41 22 338 74 03

Form PCT/IB/306 (January 2009)

VTAGZIWNZO

9



A414W0D-2

PCT REQUEST

47

Onigial.(for SUBMISSION }

n-16

Applicant and/or inventor

M-10-1 {This parsonts Applicant and inventor
NH0-2 |Applicant tor ) U8 only
1104 |Name (LAST, First) KRALJ, Slavko
H-10-5  |Addresa ’ IANISCO US INC.
925 Page Mill Road .
Palo Alto, Califormia 94304
United States of America
106 [Stata of nationalty NL s \
HE10-7 jState of residence us ',
HI-11  [Applicant and/or Inventor T ..
ti-11-1 [This person ls Applicant only -
1-11-2 jApplicant for All designated States except US
-11-4  [Marme (LAST, Flrst) RIKQLAEV, Igor
Hk11-5 |Address DANISCO US INC,
925 Page Mill Road \
FPalo Alto, Califormia 94304
United States of America
11-11-6 (State of nationatity RU
l-11-7 [State of msidence us
12 [Applicant andior tnventor .
11-12-1 [This person i JApplicant and inventor
BF12-2 llcant for US only
N-12-4 |Name (LAST, Fust) VAN LIESHOUT, Jochan
Hi-125 1Address DANISCO US INC,
925 Page Mill Road
ralo Alto, California 94304
United States of America
H-12-6 jState of nationality INL
-12.7 |State of resikdance Uy
A3 |Applicant andior Inventor
{H-13-1 | This person is P\pplicant‘. and inventor
#-13-2 App[lcamfor us only \
13-4 |Neme (LAST, First) VAN STIGT THANS, Sander L
M35 |Address [DANISCO US INC,
925 Page Mill Recad
Palo Alto, California 94304
United States of America
I-13-6  [State of nationality NL
IIREE

Stata of resicence

Us \
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WO02010/141779 PCT/US2010/037328

VARIANTES DE CELULASA CON EXPRESION, ACTVIDAD Y/O

ESTABILIDAD MEJORADAS; Y USO DE LAS MISMAS

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[01] Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de los
Estados Unidos No. 61/183.959, presentada el 3 de junio de 2009, 1a cual se incorpora
aca en su totalidad por referencia.

[02] Esta invencién fue hecha con e! soporte del Gobierno bajo el premio condicional
No. DE-FC36-08GO 18708 otorgado por el Departamento de Energia. El gobierno tiene

ciertos derechos en esta invencion,

1. CAMPO

[03] La presente divulgacién se relaciona con enzimas y en particular con variantes de
celulasa. También se describen los 4dcidos nucleicos que codifican las variantes de
celulasa, composiciones que comprenden las variantes de celulasa, los métodos para

identificar-las variantes de celulasa (tiles'y los‘métodos de uso-de los mismos,

1L ANTECEDENTES

[04] La celulosa y la hemicelulosa son los materiales de planta mas abundantes
producidos por fotosintesis. Estas pueden ser degradas y utilizadas como fuente de
energia por numerosos microorganismo (por ejemplo, bacterias, levadura y hongos) que
producen enzimas extracelulares capaces de hacer la hidrélisis de los sustratos
poliméricos a aziicares monoméricos (Aro y otros, J Biol Chem, 276: 24306 a 24314,
2001). A medida que se alcanzan los limites de los recursos no renovables, ¢l potencial
de que la celulosa se convierta en una fuente de encrgia renovable mayor es enorme
(Krishna y otros, Bioresource Tech, 77: 193 a 196, 2011). La utilizacién efectiva de la
celulosa a través de

[05] procesos biolégicos es un acercamiento a superar la escasez de alimentos y
combustibles (Ohmiya y otros, Biotechnol Gen Engineer Rev, 14: 365 a 414, 1997).

[06] Las celulasas'son enzimas que hidrelizan celulosa (uniones beta-1 J4-glucan o beta

D-glucodidico) lo que resulta en la formacion de glucosa, celobiosa, celooligosacaridos,
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y similares. Las celulasas han sido tradicionalmente divididas en tres clases principales:
endoglucanasas (EC 3.2.1.4) (“EG”), exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91)
(“CBH”} y beta-glucosidasas (glucohidrolasa [beta]-D-glucosida; EC 3.2.1.21) (“BG™)
(Knowles y otros, TIBTECH.S: 255 a 261, 1987, y Schelein, Métodos de Enzimol, 160:
234 a 243, 1988). Las endoglucanasas actian principalmente en las partes amorfas de la
fibra celulosa, mientras que las celobiohidrolasas son también capaces de degradar
celulosa cristalina (Nevalainen y Penttila, Mycota, 303 a 319, 1995). Asi, la presencia
de una celobiohidrolasa en un sistema de celulasa es requerida bara la solubilizacién
eficiente de la celulosa cristalina (Suurnakki y otros, Celulosa 7: 189 a 209, 2000). La
beta-glucosidasa act@ia para liberar unidades de D-glucosa a partir de celobiosa,
celooligosacandos, y otros glucosidos (Freer, J Biol Chem, 268: 9337 a 9342, 1993).
[07] Las celulasas son conocidas por ser producidas por un amplio numero de bacterias,
levadura y hongos. Ciertos hongos producen un sistema de celutasa completo capaz de
degradar formas cristatinas de celulosa, de modo tal que las celulasas son producidas
facilmente en grandes cantidades por medio de fermentacién. Los hongos filamentosos
Juegan un papel especial dado que varias levaduras, tal como Saccharomyces cerevisiae,
carecen de la habilidad para hidrolizar celulosa (Ver, por ejemplo, Wood y otros,
Métodos en Enzimologia, 60: 87 a 116, 1988).

{08} Las clasificaciones de celulasa por hongo de CBH, EG y BG pueden ser ademas
expandidas para incluir multiples componentes dentro de cada clasificacion. Potr
ejemplo, mdltiples CBH, EG y BG han sido aistados de una variedad de fuentes de
hongos incluyendo 7richoderma reesei (también conocido como Hypocrea jecorina), el
cual contiene genes conocidos para dos CBH, es decir, CBH I (“CBH1”) y CBH Il
(“CBH2"), por lo menos 8 EG, es decir, EG 1, EG II, EG lII, EG 1V, EG V, EG V1, EG
VIIy EG V111, y por lo menos'S BG, es decir, BG1, BG2, BG3, BG4y BGS: Los EGIV,
EGVIy EGVIII también tienen actividad xiloglucanasa.

[09] Con el fin de convertir eficientemente la celulosa ctistalina en glucosa, se requiere
el sistema de celulasa completo comprende componentes de cada uno de las
clasificaciones de CBH, EG y BG, con componentes aislados menos efectivos en la
hidrolizacion de celulosa cristalina (Filho y otros, Can J Microbiol, 42: 1 a 5, 1996).

Una relacion sinérgica se ha observado entre los componentes de celulasa de diferentes

clasificaciones. En particular, las' celulasas' de tipo EG y las celulasas ‘de ‘tipo CBH-

interactian sinérgicamente para degradar celulosa mas eficientemente.
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[10] Las celulasas son conocidas en el estado de la técnica por ser Gtiles en el
tratamiento de textiles para propdsitos de mejorar la habilidad de limpieza de las
composiciones detergentes, para su uso como un agente suavizante para mejorar la
textura'y la-apariencia de telas de algodén;y similares (Kumar y otros, Quimica Textil'y
de Colores, 29: 37 a 42, 1997). Las composiciones detergentes que contienen celulasa
con desempefio d¢ limpieza mejorado (Patente de los Estados Unidos No. 4.435.307;
Solicitudes de Reino Unido No. 2.095.275 y 2.094.826) y para uso en el tratamiento de
telas para mejorar la textura y la apariencia del textil (Patentes de los Estados Unidos
No. 5.648.263, 5.691.178, y 5.776.757; y Solicitud de Reino Unido No. 1.358.59), han
sido descritas. Asi, las celulasas producidas en hongos y bacterias han recibido atencion
significante. En particular, la fermentacion de Trichoderma spp. (por ejemplo,
Trichoderma longibrachiatum o Trichoderma reesei) se ha mostrado para producir un
sistema de celulasa completo capaz de degradar las formas cristalinas de celulosa.

{117 Aungue las composiciones de celulasa han sido descritas anteriormente, adn
permanece una necesidad por nuevas y mejoradas composiciones de celulasa. Las
compostciones de celulosa mejoradas son utilizadas en detergentes caseros, tratamientos
de textiles, conversion de biomasa y fabricacion de papel. Las celutasas que presentan

expresion, actividad y estabilidad -mejoradas son de interés particular.

L RESUMEN

[12] La presente divulgacion se relaciona con enzimas y en particular con variantes de
celulasa. También se describen dcidos nucleicos que codifican las variantes de celulasa,
composiciones que comprenden las variantes de celulasa, métodos para identificar
variantes de celulasa adicionales utiles y métodos de uso de las mismas.

[13] La presente divulgacion proporciona variantes de celulasa, en donde as variantes
son formas maduras que tienen actividad de celulasa y que comprenden una sustitucion
en una o mas posiciones seleccionadas a partir del grupo que consiste de: 5, 18, 19, 28,
30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102, 103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126, 133,
137, 138, 139, 140, 141, 143, 150, 158, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188, 190,
191, 192, 193, 196, 201, 207, 225, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 236, 240, 243, 245,
251, 252, 258, 267, 268, 274, 292, 293, 303, 304, 306, 307, 313, 319, 322, 328, 331,
338, 340, 346, 361, 362, 363, 364, 365, 371, 384, 394, 396, 400, 406, 407, 414, 417,
4232, 427, 431, 433, 436, 440, 441, 443, 444, 445 y 447, en donde las posiciones son
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enumeradas por comrespondencia con la secuencia de aminoicido de wuna
celobiohidrolasa II (CBH2) de referencia establecida como SEQ ID NO:3. En algunas
incorporaciones, la sustitucién en una o mas posiciones resulta en una variante de
celulasa con expresion,-actividad y/o estabilidad mejoradas en comparacion con la CB
H2 de referencia, En algunas incorporaciones, la variante comprende una sustitucién
adicional en una o mas posiciones adicionales seleccionadas a partir de: (i) un primer
grupo que consiste de 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194, 197, 203,
204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327, 339, 344,
356, 378, 382 y 405; o (i) un segundo grupo que consiste de 94, 98, 107, 120, 134, 144,
147, 154, 178, 179, 206, 210, 214, 231, 232, 266, 272, 275, 316, 323, 343, 360, 380,
381, 386, 399, 410, 413, 416, 426, y 429, en donde las posiciones adicionales son
enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacido de la celobichidrolasa
11 (CBH2) de referencia establecida como SEQ ID NQ:3. En algunas incorporaciones,
la sustitucion en una o més posiciones se selecciona a partir del grupo que consiste de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9y 10 posiciones.

[14] En otro aspecto, la divulgacién suministra variantes de celulasa, en donde las

variantes son formas maduras que tienen actividad de celulasa y que comprenden una

“sustitucidn en una o mas posiciones seleccionadas a partir del grupo que consiste de: 63,

77,129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194, 197, 203, 204, 208, 211, 237, 239, 244,
247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327, 339, 344, 356, 378, 382 y 405, en donde
las posiciones son enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoécido de
una celobiohidrolasa II (CB H2) de referencia establecida como SEQ ID NO:3 y en
donde cuando la variante de celulasa consiste de una sustitucién simple, la sustitucién
simple no es una sustitucion K/E, R/Q, N/D, Q/E, D/N o E/Q. En algunas
incorporaciones, la sustitucién en una o mas ‘posiciones resulta en una variante de
celulasa con expresion, actividad y/o estabilidad mejoradas en comparacién con la
CBH2 de teferencia. En algunas incorporaciones, la variante de celulasa aislada
comprende una sustitucién adicional en una 0 mas posiciones adicionales seleccionadas
a partir de: (i) un primer grupo que consiste de 5, 18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89,
100, 102, 103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126, 133, 137, 138, 139, 140, 141,
143, 150, 158, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188, 190, 191, 192, 193, 196, 201,
207, 225, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 236, 240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268,
274, 292, 293, 303, 304, 306, 307, 313, 319, 322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362,
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363, 364, 365, 371, 384, 394, 396, 400, 406, 407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436,
440, 441, 443, 444, 445 y 447, o (ii) un segundo grupo que consiste de 94, 98, 107, 120,
134, 144, 147, 154, 178, 179, 206, 210, 214, 231, 232, 266, 272, 275, 316, 323, 343,
360, 380, 381, 386, 399, 410, 413, 416, 426,y 429, en donde las posiciones adicionales
son enumeradas por correspondencia c¢on la secuencia de aminoicido de la
celobiohidrolasa 1i (CBH2) de referencia establecida como SEQ ID NO:3. En algunas
incorporaciones, la sustitucion en una o mas posiciones se selecciona a partir de! grupo
que consiste de 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9y 10 posiciones.

{15] En otro aspecto, la divulgaciéon suministra variantes de celulasa, en donde las
variantes son formas maduras que tienen actividad de celulasa y que comprenden una
sustitucion en una ‘o mas posiciones seleccionadas a partir del grupo que consiste de: 94,
98, 107, 120, 134, 144, 147, 154, 178, 179, 206, 210, 214, 231, 232, 266, 272, 275, 316,
323, 343, 360, 380, 381, 386, 399, 410, 413, 416, 426, y 429, en donde las posiciones
son enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoscido de una
celobiohidrolasa I (CBH2) de referencia establecida como SEQ ID NO:3, y en donde
cuando la variante de celulasa consiste de una sustitucion simple, la sustitucion simple
no es una del grupo que consiste de V94E, P98L, E107Q, M120L, M134G, M134L,
Mi34V, L144G, L144R, L1448, Ti54A, A178V, L179C, V206L, S210L, S210R,
T214M, T214Y, G231P, G2311, G231A, G231IN, G231S, G231T, T232V, H266S,
H266A, W272A, W272D, W272Y, N275L, S316P, V323L, V323N, V323Y, G360R,
S380T, A381T, E399N, E399D, R413Y, R413P, y A416G. En algunas incorporaciones,
la sustitucion en una o més posiciones resulta en una variante de celulasa con expresion,
actividad y/o estabilidad mejoradas en comparacion con la CB H2 de refereticia. En
algunas incorporaciones, la variante comprende una sustitucién adicional en una o més
posiciones ‘adicionales seleccionadas a partir de: (i) un primer grupo que consiste de 5,
18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102, 103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125,
126, 133, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 150, 158, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186,
188, 190, 191, 192, 193, 196, 201, 207, 225, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 236, 240,
243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292, 293, 303, 304, 306, 307, 313, 319, 322,
328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364, 365, 371, 384, 394, 396, 400, 406, 407,
414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440, 441, 443, 444, 445 y 447, o (i) un segundo
grupo que consiste de 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194, 197, 203,
204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327, 339, 344,
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356, 378, 382 y 405, en donde las posiciones adicionales son enumeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacido de la celobiohidrolasa II (CBH2) de
referencia establecida como SEQ ID NO:3. En algunas incorporaciones, la sustitucién
en una o'mas posiciones se selecciona a partir del grupo que consiste de 1,2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 y 10 posiciones.

f16] La presente divulgacion ademds suministra variantes de celulasa, en donde ias
variantes son formas maduras que tienen actividad de celulasa y que comprenden una
sustitucion en de una a seis posiciones seleccionadas a partir del grupo que consiste de
111, 144, 154, 162, 410 y 413, en donde la variante de celulasa comprende: una leucina
0 una serina en la posicién 111; una leucina, una glutamina o un triptdfano en la
posicion 144; una treonina, una cisteina o una valina en ja posicién 154; una tirosina o
una asparagina en la posicién 172; una arginina o una serina en la posicién 410; y una
serina, un triptéfano o una tirosina en la posicién 413; en donde las posiciones son
enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacido de la celobiohidrolasa
II (CBH2) de referencia establecida como SEQ ID NO:3, y en donde cuando la vatiante
de celulasa consiste de una sustitucién simple, la sustitucién simple no es una
sustitucion S413Y.

[17] También se suministran-por medio-de la presente divulgacién variantes de célulasa,
en donde las variantes son formas maduras que ticnen actividad de celulasa y que
comprenden una sustitucion en de una a seis posiciones seleccionadas a partir del grupo
que consiste de 98, 194, 313, 316, 384 y 443, en donde la variante de celulasa
comprende: una prolina o una leucina en la posicién 98; una lisina, una cisteina o un
acido glutdmico en la posicién 194, una serina o una treonina en la posicién 313; una
serina 0 una prolina en la posicion 316; una glicina, una cisteina o una glutamina en la
posicion 384; v una aspagarina o una isoleucina en la p‘osicic’m 443; en donde las
pociones son enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacido de la
celobiohidrolasa 1l (CBH2) de referencia establecida como SEQ 1D NO:3, en donde
cuando la variante de celulasa consiste de una sustitucion simple, la sustitucién simple
no es una del grupo seleccionado de una sustitucion P98L, una sustitucién K194E, y
una sustitucion S316P.

[18] Adicionalmente, la presente divulgacién suministra variantes de celulasa, en donde
las ‘variantes son“formas maduras que tienen actividad de celulasa y que comprenden

una sustitucion en de una a seis posiciones seleccionadas a partir del grupo que consiste

16



10

15

20

25

30

de 153, 161, 203, 233, 422 y 444, en donde la variante de celulasa comprende: una
arginina o una glutamina en la posicion 153; una asparagina, una alanina o un triptéfano
en la posicién 161; una arginina o una histidina en la posicion 203; una prolina o un
4cido aspartico en la-posicion 233; una-glutamina o-una valina en la posicion 422; y una
prolina o una glutamina en la posicion 443; en donde las posiciones son enumeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacido de ia celobiohidrolasa II (CBH2) de
referencia establecida como SEQ TD NO:3, y en donde cuando la variante de celulasa
consiste de una sustitucién simple, la sustitucion simple no es una sustitucion R153Q.
{19] Ademss, la presente divulgacién suministra variantes de celulasa, en donde las
vatiantes son formas maduras que tienen actividad de celulasa y que comprenden una
sustitucion en de una a siete posiciones seleccionadas a partir del grupo que consiste de
98, 111, 144, 313, 316, 413 y 422, ¢n donde la variante de celulasa comprende: una
prolina o una leucina en la posicion 98; una leucina o una serina en 1a posicion 111; una
leucina o un triptéfano en la posicion 144; una serina o una treonina en la posicion 313;
una serina o una prolina en la posicién 316; una serina o un triptéfano en la posicion
413; y una glutamina o una valina en la posicién 422; en donde las posiciones son
enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacido de la celobiohidrolasa
T (CBH2) de referencia establecida como SEQ TD NO:3, y en donde cuando 1a variante
de celulasa consiste de una sustitucion simple, la sustitucion simple no es una del grupo
seieccionado de una sustitucion P98L, v una sustitucion S316P.

[20] En aspectos adicionales de la divulgacién se suministran variantes de celulasa, en
donde las variantes comprenden una glutamina en la posicién 98, y una sustitucién
seleccionada del grupo que consiste de un T138C, un $316P, un $343Q, un Q3621, un
8386C, un C400S y un S406P, en donde las posiciones son enumeradas por
correspondencia con la secuencia de aminodcido de la celobiohidrolasa II {CBH2) de
referencia establecida como SEQ ID NQO:3.

[21} Adicionalmente, se suministran variantes de celulasa las cuales comprenden una
cisteina en la posicion 138, y una sustitucién seleccionada a partir del grupo que
consiste de un S316P, un $343Q, un Q3621, un S386C, un C400S y un S406P, en donde
las posiciones son enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacido de
la celobiohidrolasa 1} (CBH2) de referencia establecida como SEQ 1D NO:3.

[22] En otro aspecto, se suministran -variantes de celulasa fas cuales comprenden una

prolina en la posicién 316, y una sustitucion seleccionada del grupo que consiste de un
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S343Q, un Q3621, un S386C, un C400S y un S406P, en donde las posiciones son
enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminodcido de la celobiohidrolasa
11 (CBH2) de referencia establecida como SEQ 1D NO:3,

[23] Ademds; 1a presente divulgacidn suministra variantes de celulasa que comprenden
una glutamina en la posicion 343, y una sustitucién seleccionada del grupo que consiste
de un Q3621, un S386C, un C4008 y un S406P, en donde las posiciones son enumeradas
por correspondencia con la secuencia de aminodcido de la celobichidrolasa 1T (CBH2)
de referencia establecida como SEQ ID NO:3.

[24] La presente divulgacién también suministra variantes de celulasa que comprenden

una isoleucina en la posicion 362, y una sustitucion seleccionada del grupo que consiste

de un S386C, un C400S y un S406P, en donde las posiciones son enumeradas por

correspondencia con la secuencia de aminodcido de la celobiohidrolasa 11 (CBH2) de
referencia establecida como SEQ ID NQO:3.

[25] En un aspecto, se suministran variantes de celulasa que comprenden una cisteina en
la posicién 386, y una sustitucion seleccionada del grupo que consiste de un C400S y un
S406P, en donde las posiciones son enumeradas por correspondencia con la secuencia
de aminoécido de la celobiohidrolasa 11 (CBH2) de referencia establecida como SEQ 1D
NO:3. En algunas incorporaciones, 1as variantes comprenden una serina en la posicién
400 y una prolina en la posicion 406.

[26] Adicionalmente, Ja presente divulgacion suministra variantes de celulasa, en donde
la variante es una forma madura que tiene actividad de celulasa y que comprende una
sustitucion en de una a siete posiciones seleccionadas del grupo que consiste de 98, 111,
182, 291, 316, 362 y 400, en donde la variante de celulasa comprende: prolina, leucina
o glutamina en la posicion 98; leucina o serina en la posicién 111; aspargina o triptéfano
en la posicion 182; serina o un-4cido glutdmico en la posicién 291; serina o prolina en la
posicion 316; glutamina, isoleucina o leucina en la posicidn 362; v cisteina o serina en
la posicion 400; en donde las posiciones son enumeradas por correspondencia con la
secuencia de aminoacido de la celobiohidrolasa 1T (CBH2) de referencia establecida
como SEQ ID NO:3, y en donde cuando la variante de celulasa consiste de una
sustitucion simple, la sustitucién simple no es una sustitucién P98L o una sustiticién

S316P. En algunas incorporaciones, la variante ademas comprende una sustitucion
1.439P o una sustitucidén T748S,
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{27] En algunas incorporaciones preferidas de la divulgacion, las variantes de celulasa
de cualquiera de los parrafos anteriores del sumario se derivan de una celulasa madre
seleccionada del grupo que consiste de CBH2 Hypocrea jecorina, CBH2 Hypocrea
koningii, CBH2 Humicola insolens, CBH2 Acremonium celhuolyticus, CBH2 Agaricus
bisporus, EG Fusarium osysporum, CBH2 Phanerochaete chrysosporium, CBH2
Talaromyces emersonii, 6B/E3 CBH2 Thermobifida fusca, 6A/E2 EG Thermobifida
Jusca, y EG Cellulomonus fimi Cend. En algunas incorporaciones, la variante de
celulasa se deriva de una celulasa madre cuya secuencia de amino4cido es por lo menos
75% 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a un miembro del grupo
que consiste de SEQ 1D NO:3, SEQ 1D NO:4, SEQ 1D NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,'SEQ ID NO:
12, y SEQ ID NO: 13. En algunas incorporaciones, las variantes son aisladas. También
s¢ suministran composiciones que comprenden una variante de celulasa. En algunas
incorporaciones preferidas, la composicién es enriquecida en la variante de celulasa.
[28] En otros aspectos, la presente divulgacién suministra un 4cido nucleico asilado que
codifica la variante de celulasa de cualquiera de los pérrafos anteriores del resumen.
También se suministra un vector de expresidon que comprende el acido nucleico asilado
vinculado -operablemente con-una secuencia regulatoria, tal como una célula huésped
que comprende el vector de expresién. En algunas incorporaciones, se suministran
métodos para producir una variante de celulasa, que comprende cultivar las células
huésped en un medio de cuitivo bajo condiciones adecuadas para producir la variante de
celulasa,

[29] También se suministran composiciones que comprenden la variante de celulasa de
cualquiera de los parrafos anteriores del resumen. En algunas incorporaciones
preferidas; las composiciones ademas comprenden por lo menos una enzima adicional
seleccionada del grupo que consiste de una subtilisina, una metaloproteasa neutral, una
lipasa, una cutinasa, una amilasa, una carbohidrasa, una pectinasa, una mananasa, un
arabinasa, un galactanasa, una xilanasa, una oxidasa, y una peroxidasa. La divulgacién
ademas suministra métodos para limpiar o cuidar telas que comprende poner en
contacto una superficie o un articulo que comprende una tela con la composicion.
Adicionalmente, se suministran métodos para limpiar y terminar la superficie de una
tela que comprende poner en contacto una superficie'oan articulo que comprende una

tela con {a composicion.
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{30} En algunas incorporaciones preferidas, se suministran métodos para convertir
biomasa en azicares que comprende poner en contacto la biomasa con la variante de
celulasa de cualquicra de los parrafos anteriores del resumen. En algunas
incorporaciones preferidas se suministran métodos para producirun combustible que
comprende: poner en contacto una composicién de biomasa con una composicién
enzimatica que comprende la variante de celulasa de cualquiera de los parrafos
anteriores para producir una solucion de azicar; y cultivar la solucién de azicar con un
microorganismo de fermentacién bajo condiciones suficientes para producir un
combustible.

[31] Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente divulgacion serdn evidentes
‘a partir de la siguiente descripcion detallada. Se debera entender, sin embargo, que la
descripcion detallada y los ¢jemplos especificos, mientras que se indican las
incorporactones preferidas de la divulgacion, estan dados como itustracion unicamente,
dado que varios cambios y modificaciones dentro del alcance de la divulgacién serdn
evidentes para un experto en el estado de la técnica a partir de la lectura de esta
descripcion detallada.

“FV. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[32] La figura 1 suministra una alineacion de las secuencias de aminodcidos de la forma
madura de carias celulasas: CBH2 Hypocrea jecorina (también conocida como T
reesei) (SEQ 1D NO:3), CBH2 Hypocrea koningii (SEQ ID NO:4), CBH2 Humicola
insolens (SEQ TD NO:5), CBH2 Acremonium cellulolyticus (SEQ TD NO:6), CBH2
Agaricus bisporus (SEQ ID NO:7), EG Fusarium osysporum (SEQ ID NO:8), CBH2
Phanerochaete chrysosporium (SEQ 1D NO:9), CBH2 Talaromyces emersonii (SEQ D
NO: 10}, 6B/E3 CBH2 Thermobifida fusca (SEQ D NO: 11), 6A/E2 EG Thermobifidu
Jusca (SEQID NO: 12), y EG Cellulomonas fimi Cend (SEQ ID NO: 13).

[33] La figura 2A suministra una grafica de ia frecuencia relativa de los ganadores del
ensayo de rastrojo de maiz pretratado (PCS) observado sobre el esperado a medida que
un producto de carga cambia del CBH2 SEL. La reduccion en carga de CBH2 tesulta en
una frecuencia significantemente mas alta de los ganadores del ensayo de PCS. La
figura 2B suministra una grafica de los ganadores de ensayo de celulosa hinchada de
acido fosforico (PASC) observado sobre el esperado a medida que un producto de carga
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cambia del CBH2 SEL. Se observé una frecuencia significantemente més alta de
ganadores de PASC para variantes sin un cambio de carga.

[34] La figura 3 suministra un mapa plasmido para pTTTpyrG-cbh2.

[35]La figura 4 suministra un esquematico del'médulo de eliminacién 7. reesei ku80,
[36] La figura 5 ilustra la inactivacion del gen ku80 nativo como consecuencia de su
reemplazo con un marcador seleccionable de als,

[37] La figura 6 suministra un esquematico dei modulo de eliminacion 7. reesei pyr2.
[38] La figura 7 ilustra la inactivacion del gen pyr2 nativo como consecuencia de su
reemplazo con un marcador seleccionable de hygR y un fragmento amdS.

[39] La figura 8 suministra un esquematico del mddulo de eliminacién 7. reesei hygR.
[40] La figura 9 ilustra-ia inactivacion del gen hygR heterdlogo como consecuencia de
su reemplazo con un marcador seleccionable de pyr2.

[41] La figura 10 suministra un esquematico del moédulo de eliminacion 7. reeses bgil.
(42] La figura 11 suministra un esquematico del médulo de eliminacién 7. reesei egl3.
[43] La figura 12 suministra un esquemdtico del vector plidsmido telomérico 7. reesei
utilizado para la expresién de recombinasa ere.

[44] La figura 13 ilustra la inactivacidn del marcador seleccionable pyr2 y la activacion
del marcador ‘seleccionable amdS como " consecuencia de introduccién de un
polinucleétido de un gen de interés (GOI). En incorporaciones ejemplares, ¢! GOI
codifica una variante de CB H2.

[45] La figura 14 suministra un esquemdtico que ilustra la derivacién de la cepa
huésped MADS, a partir de la cepa quad-eliminada:

V. DESCRIPCION DETALLADA DE YARIAS INCORPORACIONES |
[46] La presente divulgacion se relaciona con enzimas y en particular con variantes de
celulasa. También se describen Acidos nucleicos que codifican las variantes de celulasa,
composiciones que comprenden las variantes de celulasa, métodos para identificar las
variantes de celulasa ttiles adicionales y métodos para utilizar las composiciones.

[47] Se entiende que la anterior descripcion general y la siguiente descripcién detallada
son ¢jemplares y explicativas Unicamente y no son restrictivas de 1as composiciones y
los métodos acé descritos. A menos que se defina de otra forma acd, todos los términos
téenicos y cientificos utilizados en este documento tienen el mismo significado como se

entiende comiinmente por un experto en el estado de la técnica a quien pertenezca esta
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divulgacién. El uso de “o0” significa “y/0” a menos que se indique lo contrario. Del
mismo modo, los términos “comprende”, “que comprende”, “incluye” y “que incluye”
no pretenden ser limitantes. Todas las patentes y publicaciones, incluyendo todas las
secuencias de ‘aminodcidos y nucledtidos divulgadas dentro ‘de dichas patentes y
publicaciones, referenciadas acd son incorporadas expresamente por referencia. Los
encabezados suministrados acd no son limitaciones de los varios aspectos o
incorporaciones de la divulgacion, los cuales se pueden tener por referencia a la
descripcidn completa.

[48] A menos que se defina acd lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos

utilizados en este documento tienen el mismo significado como se entienden

“comifmente por un experto en el estado de 1a técnica al cual pertenezca esta

divulgacién. Singleton y otros, DICCIONARIQ DE MICROBIOLOGIA Y BIOLOGIA
MOLECULAR, 2D ED., John Wiley e Hijos, New York (1994), v Hale & Marham, EL
DICCIONARIO HARPER COLLINS DE BIOLOGIA, Harper Perennial, NY ( 1991)
suministran a un experto con un diccionario general de varios de los términos utilizados
en esta divulgacion. Aunque se pueden utilizar cualquier método y materiales similares
o0 equivalentes a aquellos acé descritos en la prictica o la prueba de la presente
divulgacion, se describen los métodos y los materiales preferidos. Los rangos numéricos
son inclusivos de los nameros que definen el rango. A menos que sc indique lo
contrario, los dcidos nucleicos estan escritos de izquierda 2 derecha en orientacion 5° a
3’; las secuencias de aminodcidos estén escritas de izquierda a derecha en orientacion
amino a carboxil, respectivamente. Los expertos son dirigidos particularmente a
Sambrook y otros, CLONACION MOLECULAR: UN MANUAL DE LABORATORIO
(Segunda Edicién), Cold Spring Harbos Press, Plainview, NY, 1989, y Ausubel FM y
otros, Protocolos Actuales en Biologia Molecular, John Wiley e Hijos, New York, NY,
1993, para definiciones y términos del estado de la técnica. Sc entenderd que esta
divulgacién no estd limitada a la metodologfa, protocoios y reagentes particulares
descritos, dado que estos pueden variar.

L Definiciones

[491 Los términos a continuacién son definidos m4s completamente por referencia a la

descripcion en su tofalidad.
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[50] El término “polipéptido” como se usa aca se refiere a un compuesto hecho de una
cadena simple de residuos de aminoécidos vinculados por uniones de péptido. El
término  “proteina” como se utiliza acd puede ser sindnimo con el término
“polipéptido”.

[51] “Variante” significa una proteina la cual se deriva a partir de una proteina
precursora (por ¢jemplo, la proteina nativa) por adicion de uno o mas aminoacidos a
alguno o ambos del extremo de terminal C- y N- sustituciones de uno o mds
aminoacidos en uno o un numero de diferentes sitios en la secuencia de aminoacido, o
la eliminacién de uno 0 més aminoAcidos en alguno o ambos extremos de la proteina o
en uno o0 mas sitios en la secuencia de aminodcido. La preparacién de una variante de
celulasa puede ser llevada a cabo por cualquier medio conocido en el estado de la
técnica, En incorporaciones preferidas, una variante de celulasa sc prepara al modificar
una secuencia de ADN ia cual codifica para la proteina nativa, transformacién de la
secuencia de ADN modificada en un huésped adecuado, y la expresion de la secuencia
de ADN modificada para formar la enzima de variante. La variante de celulasa de la
divulgacién incluye péptidos que comprenden secuencias alteradas de aminodcidos en

comparacién con una secuencia de aminodcido de enzima precursora en donde la

~variante de celulasa retiene la-caracteristica de naturaleza celulolitica ‘de- 12 enzima

precursora pero la cual puede haber alterado las propiedades en algin aspecto
especifico. Por ejemplo, una variante de celulasa puede tener un pH aumentado 6ptimo
o temperatura aumentada o estabilidad oxidativa o afinidad reducida o unién a
materiales no celuldsicos pero retiene sus caracteristicas de actividad cetulolitica. Se

contempla que las variantes de acuerdo con la presente divulgacién se pueden derivar a

partir de un fragmento de ADN que codifica una variante de celulasa en donde la _

actividad de funcionalidad de la variante de celulasa expresada se retiene. Por gjemplo,
un fragmento de ADN que codifica una celulasa puede ademds incluir una secuencia de
ADN o porcibén del mismo que codifica una bisagra o enlazador unido a la secuencia de
ADN de celulasa en cualquiera de los extremos 5’ y 3’ en donde la actividad funcional
del dominio de celulasa codificado se retiene. Los términos variante y derivado pueden
ser utilizados intercambiablemente en este documento.

[52} Los “residuos equivalentes” pueden también ser definidos al determinar la
homologia en el nivel de estructura terciaria para una celulasa precursora cuya

estructura terciaria ha sido determinada por cristalografia de rayos x. Los residuos
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equivalentes se definen como aquelios para los cuales las coordenadas atémicas de dos
o0 mas de los dtomos de cadena principal de un residuo de amino4cido particular de una
celulasa y CBH2 Hypocrea jecorina (N sobre N, CA sobre CA, C sobre C, y O sobre O)
se encuentran dentro de 0.13 nm y preferiblemente 0.1 nm después de la alineacion. La
alineacion se logra después de que ¢l mejor modelo ha sido orientado y posicionado
para dar la superposicion maxima de coordenadas atémicas de dtomos de proteinas no
hidrogeno de la celulasa en cuestion al CB H2 H. jecorina. El mejor modelo es el
modelo cristalogrifico que da el factor R mas bajo para los datos de difraccién
experimentai en la resolucidn mas alta disponible, ver por ejemplo US 2006/0205042.

[53] Los residuos equivalentes los cuales son funcionalmente analogos a un residuo
especifico de CB H2 H. jecorina se definen como aquellos aminoacidos de una celulasa
la cual puede adoptar una conformacién tal que ellos se alterna, modifican o
contribuyen a la estructura de proteina, ia unién de sustrato o la catélisis en una forma
definida y atribuida a un residuo especifico del CB H2 H. jecorina. Ademés, ellos son
aquellos residuos de la celulasa (para los cuales se ha obtenido una estructura terciaria
por cristalografia de reyos x) la cual ocupa una posicién aniloga en la medida en que,
aunque los dtomos de cadena principal del residuo dado pueden no satisfacer el criterio

de equivalencia con base en ocupar una posicién homéloga, las coordenadas atémicas

de por lo menos dos de los atomos de cadena lateral de! residuo se encuentran con 0.13
nm de los dtomos de cadena lateral correspondientes d¢e CBH2 H. jecorina. La
estructura de cristal del CB H2 H. jecorina se en Zou y otros (1999) (Ref. 5, supra).

{54] El término “molécula de 4cido nucleico” incluye moléculas de ARN, ADN y
cADN. Se entendera que, como resultado de la degeneracion del codigo genético, se
pueden producir una multitud de secuencias de nucleétido que codifican una proteina
dada tal como CBH2 y/o variantes de-la misma. La presente divulgacion contempla
todas las posibilidades de secuencia variante de nucle6tido, que codifican variante de
celulasa tal como CB H2, todas las cuales son posiblemente dadas por la degeneracién
del cédigo genético.

[55] Una construccion o secuencia de acido nucleico “heterélogo” tiene una porcién de
la secuencia la cual no es nativa a la célula en la cual se expresa. Heterdlog, con
respecto a una secuencia de contro! se refiere a una secuencia de control (es decir,
promotor o mejorador) que no funciona en-la-naturaleza para regular el mismo gen la

expresion de la cual actualmente se regula. Generalmente, las secuencias heterélogas de
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acido nucleico no son enddgenas a la célula o parte del genoma en el cual ellas estan
presenten, y han sido adicionadas a la célula, por infeccidn, transfeccibn,

transformacién, microinyeccion, electroporacién, o similar. Una construccién de acido

-nucleico “heterdlogo™ puede contener una secuencia © ADN de-control ‘que codifica 1a

combinacion de secuencia encontrado en la célula nativa.

[56] Como se utiliza acd, ¢l término “vector” se refiere a una construccion de acido
nucleico disefiana para transferirse entre las diferentes células huésped. Un “vector de
expresion” se refiere a un vector que tiene la habilidad de incorporar y expresar
fragmentos heterdlogos de ADN en una célula extrafia. La seleccion de los vectores de
expresion apropiados se encuentra dentro del conocimiento de aquellos expertos en el
estado de la técnica.

[57] De acuerdo con esto, un “moédulo de expresion™ o “vector de expresion” es una
construccion de dcido nucleico generada de forma recombinante o sintética, con una
senie de elementos especificos de 4cido nucleico que permiten la transcripcién de un
acido nucleico particular enuna célula objetivo. EI modulo de expresién recombinante
se puede incorporar en un plasmido, cromosoma, ADN de mitocondria, ADN plastidio,
virus, o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, 1a porcién de mddulo de expresion
recombinante de un vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia
de 4cido nucleico para ser transcrito y un promotor.

[58] Como se utiliza acé, el término “plasmido” se refiere a una construcciéon de ADN
circular de doble cadena (ds) utilizado como un vector de clonacién, y el cual forma un
elemento genético extracromosdmico de-auto-replicacion en varias bacterias y algumos
gucariotas.

[59] Como se utiliza ac4, el término “secuencia de nucledtido que codifica el marcador
seleccionable™ se refiere a una secuencia de nucledtido la cual es capaz de la expresion
en células y donde la expresion del marcador seleccionable confiere a las células que
contienen ¢l gen expresado la habilidad de crecer en la presencia de un agente selectivo
correspondiente, o bajo las condiciones de crecimiento selectivas correspondientes.

[60] Como se usa aqui, €l término "promotor" se refiere a' una secuencia de acido
nucleico que funciona para dirigir la transcripcién de un gen hacia abajo. El promotor
g‘enerahneﬁte serd apropiado a la célula huésped en la que se expresa el gen objetivo. El
promotor junto con otras secuencias de 4cido nucieico de transcripcion y regulatorias

traslacionales (también llamado "secuencias de control") son necesarios para expresar
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un determinado gen. En general, las secuencias de aminoicidos reguladoras de
transcripcion y traslacién incluyen, pero no se limitan a, secuencias del promotor, sitios
de unién ribosomal, secuencias de inicio y detencién de transcripeién, secuencias de
inicio y detencion-traslacional, y sectencias potenciadoras o activadoras.

[61] “Gen quimérico” o “construccion de 4cido nucleico heterdlogo”, como se define
acd, se refiere a un gen no nativo (es decir, uno que ha sido introducido en un huésped)
que puede estar compuesto de partes de diferentes genes, incluyendo elementos
regulatorios. Una construccién de gen quimérico para transformacion de una célula
huésped estd tipicamente compuesta de una regidn repulatoria de transcripeion
(promotor) vinculado operablemente con una secuencia que codifica proteina
heteréloga, 0, en un gen quimérico marcador seleccionable, a un gen marcador
seleccionable que codifica una proteina que confiere, por ejemplo, resistencia
antibidtica a células transformadas. Un gen quimérico tipico de la presente divulgacion,
para transformacién en una célula huésped, incluye una regién regulatoria de
transcripcion que es constitutiva o inducible, una secuencia que codifica proteina, y una
secuencia terminadora. Una construccién de gen quimérico puede también incluir una

segunda secuencia de ADN que codifica un péptido de sefial si se desea la secrecién de

-la proteina objetivo.

[62] Un &cido nucleico es “vinculado operativamente” cuando ¢s u8bicado en una
relacion funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN que
codifica un lider secretor es vinculado operativamente con el ADN para un polipéptido
si éste se expresa como una preproteina que participa en la secrecién del polipéptido; un
promotor o mejorador es vinculado operativamente con una secuencia codificadora si
¢sta afecta la transcripeidn de la secuencia; o un sitio de unién de ribosoma es vinculado
operativamente con una secuencia codificadora si éste es ubicado con el fin de facilitar
la translacién. Generalmente, “vinculado operativamente” significa que las secuencias
de ADN que son vinculadas estin contiguas, y, en el caso de un lider secretor, contiguo
y en marco de lectura. Sin embargo, los mejoradores no tienen que estar contiguos. La
vinculacién se realiza por ligacién en los sitios de restriccion convenientes. Si dichos
sittos no existen, los adaptadores, vinculadores o cebadores sintéticos de
oligonucleétido para PCR son utilizados de acuerdo con la practica convencional.

[63] Como se usa ac4, el término “gen” significa el segmento de ADN involucrado en la

produccion de una cadena de polipéptido, que puede o no incluir regiones que preceden
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y siguientes a la regién de codificacion, por ejemplo, secuencias sin trasladar 5° (5°
UTR) o “lider” y secuencias 3° UTR o “posteriores”, asi como las secuencias que
intervienen (intrones) éntrelos segmentos codificadores individuales (exones).

[64] En general, 1as moléculas de acido nucleico que codifican la celulasa variante tal
como CBH2 s¢ hibridaran, bajo condiciones de rigor moderadas a altas a la secuencia
de tipo salvaje tal como se suministra aca como SEQ ID NQ:1. Sin embargo, en algunos
casos una secuencia de nucledtido que codifica CBH2 se emplea que posee un uso de
codones sustancialmente diferente, mientras que la proteina codificada por la secuencia
de nucledtido que codifica CBH2 tiene la misma o sustancialmente la misma secuencia
de aminodcido que la proteina nativa. Por ejemplo, la secuencia codificadora puede ser
modificada para facilitar la expresién més rapida de CBH2 ‘en un sistema de expresion
procaridtico o eucaridtico, de acuerdo con la frecuencia con la cual se utiliza un codon
particular por ¢l huésped (Te'o y otros, Cartas de Microbiologfa FEMS, 190: 13 a 19,
2000, por ejemplo describe la optimizacion de genes para expresién en hongos
filamentosos).

[65] Una secuencia de acido nucleico se considera que es “hibridable selectivamente”

con una secuencia de 4cido nucleico de referencia si las dos secuencias especificamente

*“se"hibridan ‘con otra-bajo condiciones de hibridacion y-lavado de rigor moderado a alto.

Las condiciones de hibridacién se basan en la temperatura de fusion (Tm) del complejo
o sonda de unién de 4cido nucleico. Por gjemplo, el “rigor méaximo™ tipicamente se
presenta a aproximadamente Tm -5°C (5°C por debajo de la Tm de la sonda); el “rigor
alto” a aproximadamente 5 a 10°C por debajo de la Tm; “rigor moderado” o
“intermedio” a aproximadmente 10 a 20°C por debajo de la Tm de la sonda; y “rigor
bajo” a aproximadamente 20 a 25°C por debajo de la Tm. Funcionalmente, las
condiciones de rigor maximo pueden ‘ser utilizadas para identificar secuencias que
tienen identidad estricta o identidad casi estricta con la sonda de hibridacion; mientras
que las condiciones de rigor aito son utilizadas para identificar las secuencias que tienen
aproximadamente 80% o mas identidad de secuencia con la sonda.

[66] Las condiciones de hibridacién de rigor moderado y alto son bien conocidas en el
estado de la técnica (ver, por gjemplo, Sambrook y otros, 1989, Capitulos 9 y 11, y en
Ausubel F. M. y otros, 1993, incorporados expresamente acé por referencia). Un

“gjemplo de condiciones de rigor alto-incluye la hibridacion a aproximadamente 42°C en

50% de formamida, 5x8SC, solucidn de Denhardt de 5 veces, 0.5% de SDS y 100 ug/m!
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de ADN portador desnaturalizado seguido por el lavado dos veces en 2 veces SSC y
0.5% SDS a temperatura ambiente y dos veces adicionales en 0.1x SSC y 0.5% SDS a
42°C.

[67] El término “recombinante™ cuando se utiliza con la referencia, es decir, a una
célula o 4cido nucleico, proteina, o vcctor, indica que la célula, dcido nucleico, protefna
o vector, ha sido modificado por la introduccién de un 4cido nucleico heterologo o
proteina o la alteracién de un 4cido nucleico nativo o proteina, o que la célula se deriva
de una célula modificada de esta forma. Asi, por ejemplo, las células recombinantes
eXpresan genes que no se encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante) de la
celula o expresa genes nativos que son expresados de forma anormal, sub-expresados o
no expresados del todo.

{68] Como se utiliza ac4, los términos “transformado”, “establemente transformado” o
“transgénico” con referencia a una célula significa que la célula tiene una secuencia de
acido nucleico no nativo (heterélogo) integrada con su genoma o como un plasmido
episomal que se mantiene a través de maltiples generaciones.

[69] Como se utiliza ac4, el término “expresion” se refiere al proceso por medio del cual

se produce un polipéptido con base en la secuencia de dcido nucleico de un gen, El

“proceso incluye tanto 1a transcripcién como la trasiacion.

[70] El término “introducido” en ¢l contexto de insertar una sccuencia de acido nucleico
en una célula, significa “transfeccion”, o “transformacion™ o “transduccion” e incluye la
referencia a la incorporacién de una secuencia de 4cido nucleico en una célula
eucaridtica o procari6tica donde se puede incorporar la secuencia de 4cido nucleico en
el genoma de la célula (por ejemplo, ADN de cromosoma, plasmido, pléstido, o
mitocondrial), convertido en un replicén auténomo, o expresado transitoriamente (por
ejemplo, mARN transfectado).

{71} Sigue que ¢l término “expresién de CBH2” se refiere a la transcripcion y traslacion
del gen cbh2 o variantes det mismo, los productos que incluyen ARN precursor, mARN,
potipeptido, polipéptidos procesados pos-traslacionalmente, y derivados de los mismos,
incluyendo CBH2 de especies relacionadas tal como Trichoderma koningii, Hypocrea
Jecorina (también conocida como Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o
Trichoderma viride) y Hypocrea schweinitzii. A modo de ejemplo, los ensayos para la
expresion de CBH2 incluyen mancha Occidental para la proteina CBH2, anglisis de
mancha Norte y ensayos de reaccion de cadena de polimerasa transcriptasa (RT-PCR)
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para mARN cbh2, y Celulosa Hinchada de Acido Fosférico (PASC) y ensayos de
hidrazida de 4cido p-hidroxibenzoico (PAHBAH) como se describen los siguientes: (a)
PASC: (Karlsson, J. y otros (2001), Eur. J. Biochem, 268, 6498 a 6507, Wood, T, (1988)
en Métodos en Enzimologia, Vol. 160. Parte de Biomasa una Celulosa y Hemicelulosa
(Wood, W. & Kellog, S. Eds.), pp.19 a 25, Prensa Académica, San Diego, CA, USA) y
(b) PAHBAH: (Lever, M. (1972) Bioquimica Analitica, 47, 273, Blakeney, A. B. &
Mutton, L. L. (1980} Diario de Ciencia de Comida y Agricultura, 31, 889, Henry, R. I.
(1984) Diario del Instituto de Fabricacién de Cerveza, 90, 37).

[72) El término “empalme alternativo” se refiere al proceso mediante el cual se generar
multiples isoformas de polipéptido a partir de un gen simple, e involucra ef empalme de
exones no consecutivos durante el procesamiento de algunas, pero no todas, las
transcripciones del gen. Asi, un exon particular se puede conectar con cualquiera de
varios exones alternativos para formar ARN mensajeros. Los ARN aiternativamente
empaimados producen polipéptidos (“variantes de empalme™) en los cuales algunas
partes son comunes niientras que otras partes son diferentes.

[73] El término “secuencia de sefial” se refiere a una secuencia de aminodcidos en la
porcién de terminal N de una proteina que facilita la secrecion de la forma madura de la
proteina por fuera de la célula. La forma madura de 1a proteina extracelular carece de la
secuencia de sefial que se escinde durante el proceso de secrecion.

{74] El término “célula huésped” significa una ¢élula que contiéne un vector y soporta
ta replicacién, y/o transcripcion o transcripcién y traslacién (expresion) de la
construccidn de expresién. Las células huésped para su uso en la presente divulgacién
pueden ser células procaridticas, tal como E. coli, o células eucariéticas tal como células
de levadura, planta, insecto, anfibio, o mamifero. En general, las células huésped son
hongos filamentosos.

[75] El término “hongos filamentosos™ significa cualquier y todos los hongos
filamentosos recontocidos por los expertos en ¢l estado de la téenica. Un hongo
preferido se selecciona a partir del grupo que consiste de Aspergillus, Trichoderma,
Fusarium, Chrysosporium, Penicillium, Humicola, Neurospora, o formas sexuales
alternativas de los mismos tal como Emericella, Hypocrea. Se ha demostrado ahora que
el hongo industrial asexual 7richoderma reesei es un clon derivado del ascomiceto
Hypocrea jecorina (Ver, Kuhls y otros, PNAS, 93:7755 a 7760, 1996).
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[76] El término “celooligosacdrido” se refiere a grupos de oligosacaridos que contienen
de 2 a 8 unidades de glucosa y que tienen uniones beta.-1.4, por ejemplo, celobiosa.

[77] Los términos “celulasa™, “enzimas celuloliticas” o “enzimas de celulasa” se
refieren a una ‘categoria ‘de enzimas capaces ‘de-hidrolizar polimeros de celulasa en
oligémeros celooligosacéridos més cortos, cclobiosa y/o glucosa. Varios gjemplos de
celulasas, tal como exoglucanasas, exocelobiohidrolasas, endoglucanasas, v glucésidos
se han obtenido de organismos celuloliticos, particularmente que incluyen hongos,
plantas y bacterias. Las enzimas hechas por estos microbios son mezclas de proteinas
con tres tipos de acciones {tiles en la conversion de celulosa en glucosa:
endoglucanasas (EG), celobiohidrolasas (CBH), y beta-glucésidos. Estos tres tipos
diferentes de enzimas de celulasa actian sinérgicamente para convertir celulosa y sus
derivados en glucosa.

[78] Varios microbios hacen enzimas que hidrolizan celulosa, incluyendo el hongo de
madera podrida Trichoderma, la bacteria de compost Thermomonospora, Bacillus, y
Cellulomonas; Streptomyces: y €l hongo Humicola, Espergillus y Fusarium.

[79] El CBH2 de Hypocrea jecorina es un miembro de la Familia de Hidrolasa Glicosil
6 (por lo tanto Cel6) y, especificamente, fue el primer miembro de esa familia
identificado ‘en Hypocrea jecoring (por lo tnato Cel6A). La Familia de Hidrolasa
Glicosil 6 contiene tanto Endoglucanasas como Celobiohidrolasas/exoglucanasas, y ese
CBHZ es ¢l 0ltimo, Asi, las frases CBH2, proteina de tipo CBH2 y celobiohidrolasas
Cel6 pueden ser utitizadas aca de forma intercambiable.

{80} EI término “dominio de unién de celulosa™ como se utiliza ac4 se refiere a la
porcion de la secuencia de aminoécido de una celulasa o una regién de la enzima que
esta involucrada en la actividad de unién de celulosa de una celulasa o derivado de la
misma. Los dominios de unién de celulosa generalmente funcionan al unir de forma no
covalente la celulasa con celulosa, un derivado de celulosa u otro polisacarido
equivalente de los mismos. Los dominios de unién de celulosa permiten o facilitan la
hidrélisis de las fibras de celulosa por la regién de nacleo catalitica estructuralmente
distinta, y tipicamente funcionan independiente del nicleo catalitico. Asi, un dominio de
uni6n de celulosa no poseera la actividad hidrolitica significante atribuible a un nucleo
catalitico. En otras palabras, un dominio de unién de celulosa es un elemento estructural

de la estructura-terciaria de proteina de enzima celulasa que es distinto del elemento
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estructural que posee actividad catalitica. El dominio de unién de celulosa y €l médulo
de uni6n de celulosa pueden ser utilizados acé de forma intercambiable.

[81] Como se usa acé, el término “surfactante” se refiere a cualquier compuesto
generalmente reconocido en el -estado-de la-técnica como que -tiene cualidades de
superficie activa, Asi, por ejemplo, los surfactantes comprenden surfactantes aniénicos,
catiénicos y no idnicos tales como aquellos comunmente encontrados en detergentes.
Los surfactantes anidnicos incluyen alquilbenzenosulfonatos lineales o ramificados;
sulfatos de alquil o alquenil éter que tienen grupos alquilos lineales o ramificados o
grupos alquenil; suifatos de alquil o alquenil; olefinsulfonatos; y alcanosulfonatos. Los
surfactantes anfoliticos incluyen sulfonatos de sal de amonio cuaternarios, y
surfactantes anfoliticos de tipo betaina. Dichos surfactantes anfoliticos tienen los £rupos
cargados positivos y negativos en la misma molécula. Los surfactantes no i6nicos
pueden comprender éteres de polioxialquileno, asf como alcanolamidas de 4cide graso
mayor u éxido de alquileno aducto del mismo, monoésteres de glicerina de 4cido graso,
y similares.

(82] Como se usa aca, el término “tela que contiene celulosa” se refiera de cualquier tela
cosida o sin coser, hilos o fibras hechas de celulosa que contiene algodén o no o
mezclas de celulosa ‘que contiene o no algodén que incluye celuldsicas naturales y
celuldsicas artificales (tal como yute, lino, ramio, rayén, y lyocell).

[83] Como s usa ac4, el término “tela que contiene algodon™ se refiere a telas cosidas o
no cosidas, hilos o fibras hechas de algodén puro o mezclas de algodén que incluyen
telas tejidas de algodon, tejidos de algodon, pantalones de algodén, hilos de algodén,
algodoén en bruto y similares.

[84]) Como se usa ac4, el término “composicion de lavado de piedra” se refiere a una

‘formacion para su uso en telas que contienen celulosa de lavado de piedra. Las

composiciones de lavado de piedra son utitizadas para modificar las telas que contienen
celulosa antes de su venta, es decir, durante el proceso de fabricacién. En contraste, las
composiciones de detergente estan destinadas para la limpieza de telas sucias y no son
utilizadas durante el proceso de fabricacion.

[85] Como se usa ac4, el término “composicién detergente” se refiere a una mezcla que

estd destinada para su uso en un medio de lavado para el lavado de telas sucias que

-contienen celulosa. En el contexto de ta presente divulgacion, dichas' composiciones

pueden incluir, adicional a las celulasas y surfactantes, enzimas hidroliticas adicionales,
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comstructores, agentes blanqueadores, agentes azulantes y colorantes fluorescentes,
inhibidores de aglomeracion, agentes enmascarantes, activadores de celulasa,
antioxidantes, y solubilizantes.

[86] Como se’usa -ach, el término “reduccién o eliminacion ‘en 1a expresion del gen
cbh2” significa que el gen cbh2 ha sido eliminado del genoma y por lo tanto no puede
ser expresade por el microorganismo huésped recombinante; o que el gen cbh2 o
transcripto ha sido modificado de modo que una enzima CBH2 funcional no se produce
por el microorganismo huésped o en niveles que son significantemente menores que ¢l
gen cbh2 no modificado o transcrito.

[87] El término “gen cbh2 variante” significa que la secuencia de 4cido nucleico del gen
cbh2 de H. jecorina ha sido alterada al remover, -adicionar, y/o manipular la secuencia
de codificacion.

[88] Como se usa acé, ¢l término “purificador” generalmente se refiere a 4cido nucleico
transcrito sujetador o proteina que contiene células para purificacion biogquimica y/o
cromatografia de columna.

[89]} Como se usa ac4, los términos “activo” y “biolégicamente activo” se refieren a una

actividad bioldgica asociada con una proteina particular y son usados acd de forma

“intercambiable. Por ejemplo, 1a actividad -enzimitica asociada con una proteasa es

protedlisis y, asi, una proteasa activa tienc actividad proteolitica. Sigue que la actividad
biologica de una proteina dada se refiere a cualquier actividad biologica tipicamente
atribuida a esa proteina por aquelios expertos en el estado de la técnica.

[90] Como se usa ac4, ¢l término “enriquecido” significa que la celulasa tal como CBH2
s¢ encuentra en una concentraciéon que es mayor con relacidn a la concentracién de
CBH2 encontrada en una composicién de celulasa de hongo de tipo salvaje, o que
ocurre ‘naturalmente. ‘Los “rminos enriquecido, elevado y mejorado pueden ser
utilizados aca de forma intercambiable.

[91] Una composicién de celulasa de hongo de tipo salvaje ¢s una producida Por una
fuente de hongo que ocurre naturalmente y Ta cual comprende uno o més componentes
de BGL, CBH y EG en donde cada uno de estos componentes se encuentra en la
proporcién producida por la fuente de hongo. Asf, una composicion de CBH
enriquecido tendria CBH a una proporcion alterada en donde la proporcién de CBH a
otros componentes-de celulasa(es decir, EG, betaglucosidos y otras endoglucanasas) es

elevada, Esta proporcion se puede aumentar por el aumento en CBH o la reduccién (o
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eliminacion) de por lo menos otro componente por cualquier medio conocido en el
estado de la técnica.

[92] El "termino “aislado” o “purificado” como se usa acé se refiere a un acido nucleico
0 un aminoécido que es removido de por lo menos un componente con el cual ests
asociado naturalmente.

[93] Asi, para ilustrar, un sistema de celulasa que ocurre naturalmente puede ser
purificado en componentes sustancialmente puros por medio de técnicas reconocidas de
separacién publicadas en la literatura, incluyendo cromatografia de intercambio a un pH
adecuado, cromatografia de afinidad, exclusién de tamafio y similares. Por ejemplo, en
la cromatografia de intercambio de iones (usualmente cromatografia de intercambio de
aniones), es posible separar 1os componentes de celulasa al eludir con un gradiente de
PH, o un gradiente de sal, o ambos un gradiente de pH y de sal. El CBH purificado
puede entonces ser adicionado a la solucién enzimatica que resulta en una solucion
CBH enriquecida. También es posible elevar la cantidad de CBH producido por un
microbio utilizando métodos de genética molecular para sobreexpresar el CBH que
codifica el gen, posiblemente en conjunto con Ia eliminacién de uno o mds genes que
codifican otras celulasas.

[94] Las celulasas de hongos pueden contener méas de un componente de CBH. Los
diferentes componentes gencralmente tienen diferentes puntos isoeléctricos que
permiten su separacion por medio de cromatografia de intercambio de iones y similares.
Cualquiera de un componente CBH simple o una combinacién de componentes CBH se
pueden emplear en una solucion enzimética.

[95] Cuando se emplea en soluciones enzimaticas, el componente CBH2 homdlogo o
variante es generalmente adicionado en una cantidad suficiente para permitir la tasa més
alta de liberacion de azicares solubles ‘a partir de la biomasa. La cantidad de
componente CBH2 homélogo o variante adicionado depende, con ¢l tipo de hiomasa a
ser sacarificada, lo cual puede ser determinado facilmente por el experto en la matetia
cuando se emplea, el porcentaje de peso del componente CBH2 homélogo o variante
presente en la composicion de celulasa esté preferiblemente entre 1y 1060 con gjemplos
ilustrativos que son aproximadamente 1, preferiblemente aproximadamente S5,
preferiblemente  aproximadamente 10, preferiblemente aproximadamente 15, o
preferiblemente aproximadamente 20 por ciento en peso hasta preferiblemente

aproximadamente 25, preferiblemente  aproximadamente 30, preferiblemente

23



10

15

20

25

30

aproximadamente 35, preferiblemente aproximadamente 40, preferiblemente
aproximadamente 45 o preferiblemente aproximadamente 50 por ciento en peso.
Adicionalmente, los rangos prefetidos pueden ser aproximadamente 0.5 a
aproximadamente 15-por-ciento en peso, aproximadamente 0.5 a-aproximadamente 20
por ciento en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 por ciento en peso, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 15 por ciento en peso, de aproximadamente I a
aproximadamente 20 por ciento en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 25
por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 por ciento en peso, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 23 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 30 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 35
por ciento en peso, de-aproximadamente5 a aproximadamente 40 por ciento en peso, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 45 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 50 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente
20 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25 por ciento en
peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 por ciento en peso, de
aproximadamente 10 & aproximadamente 35 por ciento en peso, de aproximadamente
10 a aproximadamente 40 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 45 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente
50 por ciento ¢n peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 60 por ciento en
peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 65 por ciento en peso, de
aproximadamente 15 a aproximadamente 70 por ciento en peso, de aproximadamente
15 a aproximadamente 75 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a
aproximadamente 80 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente
85 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 95 por ciento en
peso. Sin embargo, cuando se emplea, el porcentaje en peso dei componente CBH2
homodlogo o variante con relaciona a cualquier componente de tipo EG presente en la
composicion de celulasa es de preferiblemente aproximadamente 1, preferiblemente
aproximadamente 5, preferiblemente  aproximadamente 10, preferiblemente
aproximadamente 15, o preferiblemente aproximadamente 20 por ciento en peso hasta
preferiblemente aproximadamente 25, preferiblemente aproximadamente 30,
preferiblemente  aproximadamente 35, preferiblemente  aproximadamente 40,

‘preferiblemente aproximadamente 45 o preferiblemente aproximadamente 50 por ciento

en peso. Adicionalmente, los rangos preferidos pueden ser aproximadamente 0.5 a
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aproximadamente 15 por ciento en peso, aproximadamente 0.5 a aproximadamente 20
por ciento en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 por ciento en peso, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 15 por ciento en peso, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 por ciento-en peso, de aproximadamente 1 a-aproximadamente 25
por ciento en peso, de aproximadamente § a aproximadamente 20 por ciento en peso, de
apreximadamente $ a aproximadamente 25 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 30 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 35
por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 por ciento en peso, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 45 por ciento en peso, de aproximadamente S a
aproximadamente 50 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente
20 por ciento en peso, de ‘aproximadamente 10 a aproximadamente 25 por ciento en
peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 por ciento en peso, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 35 por ciento en peso, de aproximadamente
10 a aproximadamente 40 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 45 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente
50 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 por ciento en
peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 25 por ciento en peso, de
aproximadamente 15 a aproximadamente 30 por ciento en peso, de aproximadamente
15 a aproximadamente 35 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a
aproximadamente 40 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente
45 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 50 por ciento en
peso.

II. Cehulasas

[96] Las celulasas son conecidas en ¢l estado de la técnica como enzimas-que -hidrolizan
celulosa (vinculos beta-1,4-glucano o beta D-glucosidico) que resultan en la formacién
de glucosa, celobiosa, celooligosacéridos, y similares. Como se indicéd anteriormente,
las celulasas se han dividido tradicionalmente en tres clases principales: endoglucanasas
(EC 3.2.1.4) (“EG™), exoglucanos o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) (“CBH”) v beta-
glucosidos (EC 3.2.1.21) (“BG™).

[97} Ciertos hongos producen sistetmas completos de celulasa los cuales inciuyen exo-
celobiohidrolasas o celulasa de tipo CBH, endoglucanasas o celulasas tipo EG y beta-

glucésidos o celulosas tipo BG. Sin embargo, algunas veces estos sistemas carecen de
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celulasas tipo CBH y las celulasas de bacterias tipicamente también incluyen poco o
ninguna celulasa tipo CBH. Adicionalmente, se ha mostrado que los componentes EG y
Jos componentes CBH interactian sinérgicamente para degradar celulosa mds
eficientemente. “Los “diferentes componentes, es decir, “las -varias endogluconasas y
exocelobiohidrolasas en un componente miltiple o sistema de cclulasa completo,
gencralmente ticnen diferentes propiedades, tal como punto isoeléctrico, peso
molecular, grado de glicosilacién, especificidad de sustrato y patrones de accion
enzimatica.

{98] Se cree que las celulasas de tipo endoglucanasa hidrolizan las uniones glucosidicas
internas beta-1,4- en regiones de baja cristalinidad de la celulosa y las celulasas de tipo
exocelobiohidrolasa hidrolizan celobiosa a partir del extremo reductor o no reductor de
celulosa. Sigue que la accion de los componentes de endoglucanasa puede facilitar
ampliamente Ia accion de las exocilobiohidrolasas al crear nuevos extremos de cadena
los cuales son reconocidos por componentes de exo-celobiohidrolasa. Ademas, las
celulasas tipo beta-glucosido se han mostrado para catalizar 1a hidrélisis de beta-D-
glucdsidos alquilo y/o arilo, tal como beta-D-glucésido metilo y glucésido p-nitrofenil
as{ como glucésidos que contienen iinicamente residuos de carbohidrato, tal como
celobiosa. Esto produce ghucosa como el producto solo para el microorganismo y reduce
o elimina la cclobiosa que inhibe celobiohidrolasas y endoglucanasas.

[99] Las celulasas también encuentran un nimero de usos en composiciones detergentes
incluyendo para mejorar la habilidad de limpieza, como un agente suavizante y para
mejorar la textura de telas de algodon (Hemmpel, ITB Tintura/Impresién/Terminado 3:5
a 14, 1991; Tyndall, Quimica de Textiles y Colores 24:23 a 26, 1992, y Kumar y otros,
Quimica Textil y Colores, 29:37 a 42, 1997). Dado que el mecanismo no ¢s parte de la
divulgacion, las propiedades suavizantes y de restauracion de color de la celulasa han
sido atribuidas a los componentes de endoglucanasa alcalina en composiciones de
celulasa como se ejemplifican por las Patentes de los Estados Unidos No. 5.648.263,
5.691.178, y 5.776.757, las cuales divulgan que las composiciones detergentes que
contienen una composicion de celulasa enriquecida en un componente especifico de
endoglucanasa alcalina imparten restauracion de color y suavizante mejorado a prendas

tratadas en comparacién con composiciones de celulasa no enriquecidas en dicho

‘componente. Adicionalmente, el uso de dichos componentes de endogiucanasa alcalina

en composiciones detergentes se ha mostrado para complementar los requerimicntos de
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pH de la composicion detergente (por ejemplo, al exhibir actividad maxima en un pH
alcalino de 7.5 a 10, como se describe en la Patente de los Estados Unidos No.
5.648.263, 5.691.178, y 5.776.757).

[100] Las compositiones de-celulasa-también se-han mostrado para degradar telas que
contienen algodon, lo que resulta en pérdida de fuerza reducida en la tela (Patente de los
Estados Unidos No. 4.822.516), lo que contribuye a la renuencia para usar
composiciones de celulasa en aplicaciones comerciales de detergente. Las
composiciones de celulasa que comprenden componentes de endoglucanasa han sido
sugeridas para exhibir pérdida de fuerza reducida para telas que contienen algodén en
comparacion con composiciones que comprenden un sistema de celulasa completo.
{101] Las celulasa también-han sido mostradas para ser utiles en la degradacién de
biomasa de celulasa en etanol (en donde la celulasa degrada celulosa en glucosa y
levadura y otros microbios que ademss fermentan Ia glucosa en etanol), en el
tratamiento de pulpa mecénica (Pere y otros, In Prco. Tappi Pulping Conf. Nashville,
TN, 27 a 31, pp. 693 a 696, 1996), para su uso como un aditivo de alimentacion (WO
91/04673) y en la molienda de grano himedo.

[102] La mayoria de los CBH y EG tienen una estructura multidominio que consiste de

un ‘dominio de nucleo separado de un dominio de-unién de celulosa (CBD) por-an

peptido vinculador (Suurnakki y otros, 2000). El dominie de nicleo contiene el sitio
activo mediante el cual el CBD interactia con la celulosa al unir la enzima a éste {van
Tilbeurgh y otros, FEBS Lett. 204:23 a 227, 1986; Tomme y otros, Eur. J. Biochem.
170:575 a 581, 1988). Los CBD son particularmente importantes en la hidrolisis de
celulosa cristalina. Se ha mostrado que la habilidad de las celobiohidrolasas para
degradar celulosa cristalina claramente se reduce cuando el CBD estd ausente {(Linder y
Teen, J. Biotechnol. 57:15 a 28, 1997). Sin embargo, &i papel exacto y el mecanismo de
accion de los CBD todavia s una materia de especulacion. Se ha sugerido que el CBD
mejora la actividad enzimatica simplemente al aumentar la concentracién efectiva de
enzima en Ia superficie de cefulosa (Stahlberg y otros, Bio/Technol. 9:286 a 290, 1991),
y/o al soltar las cadenas de celulosa simple de la superficie de celulosa (Torino y otros,
EMBO J. vol. 15, no. 21, pp. 5739 a 5751, 1996). La mayoria de los estudios sobre los
efectos de los dominios de celulasa en diferentes sustratos se han llevado a cabo con
proteinas de nucleo de celobiohidrolasas, a medida que sus protefnas de nucleo pueden

ser facilmente producidas por protedlisis limitada con papaina (Tomme y otros, 1988).
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Varias celulasas se han descrito en la literatura cientifica, cuyos ejemplos incluyen:
desde Trichoderma reesei: Shoemaker, S. y otros, Bio/Tecnologta, 1:691 a 696, 1983, la
cual divulga CBHI; Teeri, T. y otros, Gen, 51:43 a 52, 1987, la cual divuiga CBH2. Las
celulasas de especies diferentes a Trichoderma también han sido descritas por ejemplo,
Ooi y otros, Investigacién de Acidos Nucleicos, vol, 18, no. 19, 1990, la cual divulga Ia
secuencia d¢ cADN que codifica para la endogluconasa F1-CMC producida por
Aspergilluy aceleatus, Kawaguchi T y otros, Gen 173(2):287 a 8, 1996, la cual divulga
la clonacion y la secuencia del CADN que codifica beta-glucésido 1 de Aspergilius
aculeatus, Sakamoto y otros, Curr. Genet. 27:435 a 439, 1995, la cual divulga la
secuencia de CADN que codifica la endoglucanasa CMCase-1 de Aspergillus kawachii
IFO 4308; Saarilahti y otros, Gen 90:9 2 14, 1990, la cual divulga una endoglucanasa de
Erwinia carorovara; Spilliaert R. y otros, Eur. J, Biochem. 24(3):923 a 30, 1994, la cual
divulga la clonacién y secuencia de bglA, que codifica para una beta-glucanasa
termoestable de Rhodothermus marinus, y Halldorsdottir S y otros, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 49(3):277 a 84, 1998, la cual divulga la clonacién y secuencia y
sobreexpresion de un gen de Rhodothermus marinus que codifica una celulasa
termoestable de glicosil hidrolasa familia 12. Sin embargo, ailn existe una necesidad por
identificacion'y caracterizacion de celulasas novedosas, con propiedades mejoradas, tal
como desempefio mejorado bajo condiciones de estrés térmico o en la presencia de
surfactantes, actividad especifica aumentada, patrén de escision de sustrato alterado, y/o
alto nivel de expresién in vitro,

[103] El desarrollo de nuevas y mejoradas composiciones de celulasa que comprenden
cantidades variantes de celulasas tipo CBH, tipo EG y tipo BG es de interés para uso:
(1) en composiciones detergentes que exhiben habilidad de limpieza mejorada, funciona
como un agente ‘suavizante y/o mejora la textura de las‘telas de algodén (por ejemplo,
“lavado por piedra” o “biopulido™); (2) en composiciones para degradar pulpa de
madera u otra biomasa en azicares (por ejemplo, para la produccion de bio-
combustible), y/o (3) en composiciones de alimentacién.

[104]) También se suministra ac4 la preparacion completa de celulasa que comprende
variantes de celulasa. Como se usa acé, la frase “preparacion completa de celulasa” se
refiere a composiciones que contienen celulasa que ocurre naturalmente y no
naturaimente. Una ‘composicion “que ocurre naturatmente” es una producida por una

fuente que ocurre naturalmente y la cual comprende uno o mas componentes tipo
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celobiohidrolasa, uno o mas tipo endoglucanasa, y uno o més beta-glucosidasa en donde
cada uno de estos componentes se encuentra en la proporcién producida por la fuente.
Una composicién que ocurre naturalmente es una que es producida por un organismo no
modificado con respecto-alas enzimas celuloliticas de modo+tal Qque la proporcidon delas
enzimas componentes no se altera de aquella producida por ¢l organismo nativo. Una
composicion “que no ocurre naturalmente” abarca aquellas composiciones producidas
por: (1) combinar enzimas celuloliticas componentes en una proporcion que ocurre
naturalmente o que no ocurre naturalmente, es decir, proporcidn alterada; o (2)
modificar un ofganismo para sobreexpresar o subexpresar una o mas enzimas
celuloliticas; o (3) modificar un organismo de modo tal que por jo menos una enzima
celulolitica se elimina. De acuerdo con'e'sté, en algunas incorporaciones, la preparacion
completa de celulasa puede tener uno o més de los varios EG y/o CBH, y/o beta-
glucosidasas eliminadas. Por ecjemplo, el EG1 puede ser eliminado solo o en
combinacioén con otros EG y/o CBH.

[105} En general, la preparacion completa de celulasa mncluye enzimas que incluyen,
pero no se limitan a: (i) endoglucanasas (EG) o 1,4-f-d-glucano-4-glucanohidrolasas
(EC 32.14), (ii) exoglucanasas, que incluyen 1,4-B-d-glucano glucanohidrolasas
(también conocidas como celodextrinasas) (EC 3.2.1 74) 'y 1,4-B-d-glucano
celobiohidrolasas (exo-celobiohidrolasas, CBH) (EC 3.2.1.91), y (i11) P-glucosidasa
(BG) o B-glucosida glucohidrolasas (EC 3.2.1.21).

[106] En la presente divulgacion, la preparacién completa de celulasas puede ser a partir
de cualquier microorganismo que es Util para la hidrélisis de un material celulésico. En
algunas mcorporaciones, la preparacion completa de celulasas es una celulasa completa
de hongo filamentoso. Los “hongos filamentosos” incluyen todas las formas

‘filamentosas de1a subdivisién Eumycota y Oomycota. "En-alpunas incorporaciones, 1a

preparacion completa de celulasa es una especie Acremonium, Aspergillus, Emericelia,
Fusarium, Humicola, Mucor, Myceliophthora, Neurospora, Scytalidium, Thielavia,
Tolypocladium, o Trichoderma, de celulasa completa. En algunas incorporaciones, la
preparacién completa de celulasa es una celulasa completa Aspergillus aculeatus,
Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger, o Aspergillus oryzae. En otro aspecto, la preparacién completa de

"cetuiasa es una cetulasa completa Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium

crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum,
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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 otro aspecto, la preparacion completa de
celulasa es una celulasa completa Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor
michei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Scytalidium thermophilum, o
Thielavia terrestris. En otro aspecto, la preparacién completa de celulasa es una celulasa
completa Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma reesei, por ejemplo, RL-P37 (Sheir-Neiss y otros, Appl. Microbiol.
Biotecnologia, 20 (1984) pp. 46 a 53; Montenecourt B.S., Can,, 1 a 20, 1987), QM9414
(ATCC No. 26921), NRRL 15709, ATCC 13631,-56764, 56466, 56767, o Trichoderma
viride, por gjemplo, ATCC 32098 and 32086. En algunas incorporaciones, la
preparacion completa de celulasa es una celulasa completa Trichoderma reesei RutC30,
la cual est4 disponible de la Coleccién de Cultivo Tipo Americano como Trichoderma
reesei ATCC 5675.

[107} Los ejemplos de preparaciones comerciales de celulasa adecuadas para su uso en
la presente divulgacién incluyen, por ejemplo CELLUCLAST™ (disponible de
Novozymes A7S)y LAMINEX™, IndiAge™ y enzima Primafast™ LAMINEX BG
(disponible de Genencor Division, Danisco US. Ing.).

[108] En la presente divulgacion, ia preparacion completa de celulasa puede ser partir
de cualquier método de cultivacion de microorganismo conocido en el estado de la
técnica y que resulta en la expresion de enzimas capaces de hidrolizar un material
celulésico. La fermentacién puede incluir cultivacién en frasco para agitar,
fermentacién a pequefia o grande escala, tal como fermentaciones continuas, de lote, de
lote alimentado, o de estado -s6lido en fermentadores de laboratorio o industriales
llevado a cabo en un medio adecuado y bajo las condiciones que permiten que la
celulasa sea expresada o aislada.

[109] Generalmente, el microorganismo es cultivado en un medio de cuitivo de célula
adecuado para la produccion de enzimas capaces de hidrolizar un material celulésico.
La cultivacién se lleva a cabo en un medio de nutriente adecuado que comprende
fuentes de carbono y nitrégeno y sales orgénicas, utilizando procedimientos conocidos
en el estado de-la técnica. ‘El'medio de cultivo adecuado, 1os rangos detemperatura y

otras condiciones adecuadas para el crecimiento y la produccidn de celulasa son
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conocidos en el estado de la técnica. Como un gjemplo no limitante, el rango de
temperatura normal para la produccién de celulasas por Trichoderma reesei es 24°C a
28°C.

[110] Generalmente, Ta preparacién completa de celulasa es utilizada a medida que €s
producida por fermentacion sin o con minima recuperacion y/o purificacion. Por
¢jemplo, una vez las celulasas son secretadas por una célula en el medio de cultivo de
célula, el medio de cultivo de célula que contiene las celulasas puede ser utilizado. En
algunas incorporaciones, la preparacién completa de celulasa comprende los contenidos
no fraccionados de material de fermentacion, incluyendo el medio de cultivo celular,
enzimas extracelulares y células. Alternativamente, la preparacion completa de celulasa
Ppuede ser procesada por cualquier método conveniente, por ejemplo, por precipitacion,
centrifugacion, afinidad, filtracion o cualquier otro método conocido en el estado de la
tecnica. En algunas incorporaciones, la preparacion completa de celulasa puede ser
concentrada, por ejemplo, y luego utilizada sin purificacién adicional. En algunas
incorporaciones, la preparacion completa de celulasa comprende agentes quimicos que
reducen la viabilidad celular o que mata las células. En algunas incorporaciones, las
células se lisan o permeabilizan utilizando métodos conocidos en el estado de la
técnica.

II1. Biologia Melecular

[111] En una incorporacién, esta divulgacién suministra la expresién de genes de cbh2
variante bajo e! control de un promotor funcional en un hongo filamentoso. Por lo tanto,
esta divulgacién se basa en técnicas de rutina en el campo de genética recombinante
(ver, por ejemplo, Sambrook y otros, Clonacién Molecular, Un Manual de Laboratorio,
2° Ed., 1989; Kriegler, Transferencia y Expresion de Genes: Un Manual de Laboratorio,
1990; y Ausubel y otros, eds, PROTOCOLOS ACTUALES EN BIOLOGIA
MOLECULAR, Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York, 1994).

Métodos para Mutar Secuencias de Acido Nucleico cbh2

[112] Cualquier método conocido en el estado de la técnica que pueda introducir
mutacioncs, s¢ contempla por parte de la presente divulgacion.

[113] La presente divulgacion se relaciona con la expresion, purificacion y/o

asilamiento y uso del CBH2 variante. Estas enzimas son preferiblemente preparadas por
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métodos recombinantes que utilizan el gen cbh2 a partir de H. jecorina. El caldo de
fermentacién puede ser utilizado con o sin purificacién.

[114] Después del aislamiento y la clonacién del gen cbh2 de H. jecorina, otros
métodos conocidos en el-estado de fatéenica, tal como mutagenesis dirigida en el sitio,
son utilizados para hacer las sustituciones, adiciones o eliminaciones que corresponden
a los aminoécidos sustituidos en la variante de CBH2 expresada. De nuevo, la
mutagenesis dirigida en el sitio y otros métodos para incorporar cambios de
aminoacidos en proteinas expresadas en el nivel de ADN son conocidos en el estado de
la técnica (Sambrook y otros, supra; y Ausubel y otros, supra).

[115] E1 ADN que codifica una variante de secuencia de aminoacido de! CBH2 de H.

Jecorina se preparar por medio de una variedad de métodos conocidos en el estado de la

técncia. Estos métodos incluyen, pero no se¢ limitan a, preparacién por mutagenesis
dirigida en el sitio (0 mediada de oligonucleétido), mutagenesis PCR, y mutagenesis de
mébdulo de un ADN preparado anteriormente que codifica el CBH2 de H. jecorina.

[116] La mutagenesis dirigida en el sitio es un método preferido para preparar las
variantes de sustituciones. Esta técnica es bien conocida en el estado de la técnica (ver,
por ejemplo, Carter y otros, Res. Acidos Nucleicos, 13:4431 a 4443 (1985) y Kunkel y
otros, ‘Proc. ‘Natl. Acad. Sci. USA 82:488 (1987)). Brevemente, al llevar a cabo la
mutogenesis dirigida en el sitio dc ADN, el ADN de partida es alterado al primero
hibridar un oligonuclestido que codifica la mutacion deseada a una rama simple de
dicho ADN de partida. Después de 1a hibridacion, una polimerasa de ADN es utilizada
para sintetizar una segunda rama completa, utilizando el oligonucleétido hibridado
como un cebadot, y utilizando la rama simple del ADN de inicio como una plantilla.
Asl, el oligonucledtido que codifica la mutacién deseada se incorpora en el ADN de

- doble tama resultante.

{117] La mutagenesis PCR es también adecuada para hacer variantes de secuencia de
amino4cido del polipéptido de inicio, es decir, el CBH2 de H. jecorina. Ver Higuchi, en
Protocolos PCR, pp. 177 a 183 (Prensa Académica, 1990); y Valletta y otros, Res.
Acidos Nuc. 17:723 a 733 (1989). Ver, también, por ejemplo Cadwel y otros, Métodos
y Aplicaciones PCR, Vol. 2, 28 a 33 (1992). Brevemente, cuando se utilizan cantidades
pequefias de ADN de plantilla como material de inicio en un PCR, los cebadores que
difieren un poco en la secuencia de la regién correspondiente en un ADN de plantilla

pueden ser utilizados para generar cantidades relativamente grandes de un fragmento de
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ADN especifico que difiere de la secuencia de plantilla Gnicamente en las posiciones
donde los cebadores difieren de 1a plantilla.

[118] Otro método para preparar variantes, mutagenesis de modulo, se basa en la técnica
descrita por Wells y otros, Gen 34:315 2 323 (1985). El material de inicio es el plasmido
(u otro vector) que comprende el ADN polipéptido de inicio a ser mutado. Se identifica
¢l codén en el ADN de inicio a ser mutado, Debe haber un sitio de endonucleasa de
restriccidn dnico en cada lado del sitio de mutacion identificado. Si dichos sitios de
restriccién no existen, ellos pueden ser generados utilizando ¢l método de mutagenesis
mediada por oligonucleétido descrito anteriormente para introducirlos en ubicaciones
apropiadas en el ADN polipéptido de inicio. A} ADN plasmido se corta en estos sitios
para alinearlo. Un oligonucledtido de doble tama quecodifica la secuencia del ADN
entre los sitios de restriccion pero que contiene las mutaciones descadas, es sintetizado
utitizando procedimientos estdndar, en donde las dos ramas del oligonucledtido sin
sintetizadas de forma separada y luego hibridadas juntas usando técnicas estandar. Este
oligonucledtido de doble rama se refiere como el médulo. Este médulo se disefia para
tener extremos 5’ y 3’ que con compatibles con los extremos del plasmido alineado, de

modo tal que puede ser ligado directamente con el plasmido. Este plasmido ahora

“contiene 1a secuencia de ADN mutado.

[119] Alternativamente, o adicionalmente, la secuencia de aminoscido deseada que
codifica un CBH2 variante puede ser determinada, y una secuencia de 4cido nucleico
que codifica dicha variante de secuencia de aminoacido se puede generar de forma
sintética.

[120] El CBH2 variante preparado de esta forma puede ser sujeto a modificaciones
adicionales, a menudo dependiendo del uso previsto de la celulasa. Dichas

modificaciones pueden involucrar alteracién adicional de la secuencia de aminoécido,

‘fusion a-polipéptidos heterélogos y/o modificaciones covalentes.

IV. Acidos Nucleicos de cbh2 y Polipéptidos de CBH2

A. Acidos Nucleicos de Tipo cbh2 Variante
[121] La secuencia de acido nucleico para el ¢bh2 de tipo salvaje s muestra en la SEQ
ID NO:1. La divulgacién abarca una molécula de dcido nucleico que codifica las

cetulasas variantes acd descritas. El 4cido nucleico puede ser una molécula de ADN.
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{122] Después que las secuencias de ADN que codifican las variantes de CBH?2 han
sido clonadas en construcciones de ADN, el ADN es utilizado para transformar
microorganismos. El microorganismo a ser transformado para el propdsito de expresar
un CBH2 - variante ‘de -acuerdo -con -la -presente divulgacién puede - ventajosamente
comprender una cepa derivada de Trichoderma sp. Asi, un modo preferido para preparar
celulasas de CBH2 variante de acuerdo con la presente divulgacion comprende
transformar una célula huésped de Trichoderma sp. con una construccién de ADN que
comprende por lo menos un fragmento de ADN que codifica una porcién o todo el
CBH2 variante. La construecién de ADN generalmente estaré unida funcionalmente con
un promotor. La célula huésped transformada luego crece bajo condiciones de modo que
expresa la proteina deseada. ‘Subsecuentemente, el producto de proteina deseada puede
ser purificado a homogeneidad sustancial.

[123] Sin embargo, esto puede de hecho ser que el mejor vehiculo de expresion para un
ADN dado que codifica un CBH2 variante puede diferir de H. Jecorina. Asi, puede ser
que serd mas ventajoso expresar una proteina en un huésped de transformacién que
soporta similitud filogenética con el organismo fuente para el CBH2 variante, En una

Incorporacién alternativa, el Aspergillus niger puede ser utilizado como un vehiculo de

expresion. Para ‘una-descripcion de ‘técnicas de ‘transformacion con 4. niger, ver WO

98/31821, cuya divulgacion es incorporada por referencia en su totalidad.

[124} De acuerdo con Jo anterior, la presente descripcion de un sistema de expresion de
Aspergillus spp. se suministra para propésitos ilustrativos unicamente y como una
opcidn para expresar ¢l CBH2 variante de la divulgacién. Un experto en ¢l estado de Ia
técnica, sin embargo, puede verse inclinado o motivado a expresar el ADN que codifica
el CBH2 variante en una cétula huésped diferente si lo considera apropiado y se debera
entender que-la fuente del CBH2 variante debe 'ser considerada en la determinacion del
huésped de expresion Optimo. Adicionalmente, una persona experta en el campo serd
capaz de seleccionar el mejor sistema de expresién para un gen particular a través de
tecnicas de rutina utilizando las herramientas disponibles en el estado de la técnica.

B. Polipéptidos de CBH2 Variante
[125] Los CBH2 variantes de esta divulgacion tienen secuencias de aminoscido que se
derivan de la secuencia de amino4cido de un CBH?2 precursor. La secuencia de

aminoécido de ‘la ‘variante de CBH2 difiere "de 1a ‘secuencia de aminoacido de CBH2
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precursor por la sustitucion, eliminacién o insercién de uno o mas aminoécidos de la
secuencia de aminodcido precursor. En una incorporacién preferida, el CBH2 precursor
es CBH2 de Hypocrea hecorina. La secuencia de amoniacido madura del CBH? de 4.
Jecorinase muestra en el Ejemplo 2 (SEQ TD NO:3). Asi, esta divulgacién se dirige a
vanantes de CBH2 las cuales conticnen residuos de aminoacido en las posiciones en las
cuales son equivalentes con el residuo identificado particular en CBH2 de H. jecorina.
Un residuo (amincécido) de un CBH2 homologo es equivalente a un residuo ¢ CBH2 de
Hypocrea jecorina si éste es homologo (es decir, que corresponde en posicion en la
estructura primaria o terciaria) o es funcionalmente analogo a un residuo especifico o
porcidn del residuo en el CBH2 de Hypocrea jecorina (es decir, que tiene la misma o
similar capacidad funcional para combinar, reaccionar, o interactuar quimicamente o
estructuralmente). Como se usa acé, la numeracién pretende corresponder a la de la
secuencia de aminoécido de CBH2 maduro (SEQ ID NQ:3).

{126] La alineacién de las secuencias de aminodcido para determinar la homologia es
preferiblemente determinada al usar un “algoritmo de comparacion de secuencia”. La
alineacion Optima de las secuencias para la comparacién se puede llevar a cabo, por
ejemplo, por medio del algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl.
Math. 2:482 (1981), por medio del algoritmo de alineacion de-homologia de Needleman
& Wunsch, J. Mol Biol. 48:443 (1970), por el método de bisqueda de similitud de
Pearson & Lipman, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85:2444 ( 1988), por implementaciones
computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete
de Software de Genética de Wisconsin, Grupo de Computador de Genética, 575 Ciencia
Dr., Madison, Wis), o por inspeccién visual, la inspeccién visual puede utilizar paquetes
graficos tales como, por gjemplo, MOE por Grupo de Computacién Quimica, Montreal,

- Canada.

[127] Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar la similitud de
secuencia es el algoritmo BLAST, el cual se describe en Altschul y otros, J. Mol. Biol.
215:403 a 410 (1990). El software para llevar a cabo los andlisis BLAST se encuentra

disponible publicamente a través del Centro Nacional para Informacion de

.mln.mh.gov). Este algoritmo involucra primero identificar los
pares de frecuencia de alta puntuaclén (HSP) al identificar palabras cortas de longitud
W en la secuencia de pregunta que iguala o satisface algiin puntaje de umbral de valor

positivo T cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de
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base de datos. La palabra circundante inicial actiia como puntos de inicio para encontrar
HSP mas largos que los contienen. Las palabras se expanden en ambas direcciones a lo
largo de cada una de las dos secuencias que son comparadas por hasta que el puntaje de
alineacién acumulativa pueda aumentarse. ‘T:a ‘extensiéon de las palabras se deti_ene
cuando: la puntuacion de alineacion acumulativa cae por la cantidad X de un valor
maximo alcanzado; la puntuacion acumulativa va a cero o por debajo; o ¢f extremo de
cualquier secuencia es alcanzado. Los pardmetros W, T y X del aigontmo BLAST
determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacién, El programa BLAST utiliza
por defecto una longitud de palabra (W) de 11, las alineaciones de matriz de puntuacion
(B) BLOSUMS62 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915
(1989)) de 50, expectativa (E) de 10,-M’S, N'4, y una cotnpatacién de ambaos
filamentos.

(128] El algoritmo BLAST luego lleva a cabo un analisis estadistico de la similitud
entre las dos secuencias (ver, por ejemplo, Karlin & Alischul, Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA 90:5873 a 5787 (1993)). Una medida de similitud provista por el algoritmo
BLAST es la probabilidad de suma més pequefia (P(N)), la cual suministra una
indicacién de la probabilidad por la cual una coincidencia entre dos nucledtidos o
secuencias de aminoacido se presentaria por probabilidad. Por ejemplo, una secuencia
de aminodcido es considerada similar a una proteasa su la probabilidad de suma més
pequeiia en una comparacion de la secuencia de aminodcido de prueba a una secuencia
de aminodcido de proteasa es menor a aproximadamente 0.1, mds preferiblemente
menor a aproximadamente 0.01, y més preferiblemente menor a aproximadamente
0.001.

[129] Para propésitos de la presente divulgacién, el grado de identidad puede ser
determinado adecuadamente por medio de programas ‘de computador conocidos en el
estado de la técnica, tal como GAP suministrado en el paquete de programa GCG
(Manual de Programa para el Paquete Wisconsin, Versién 8, Agosto 1994, Grupo de
Computacién de Genética, 575 Science Drive, Madison, Wis.,, USA 53711)
(Needleman, S. B. y Wunsch, C. D., (1970), Diario de Biologia Molecular, 48, 443 a
45), usando GAP con las siguientes configuraciones para la comparacion de secuencia

de polinucledtido: penalidad de creacion GAP de 5.0 y penalidad de extension GAP de
0.3.
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[130} Una alineacion estructural entre un CBH?2 de T, reesei y otras celulasas puede ser
utilizada para identificar las posiciones equivalentes o correspondientes en otras
celulasas que tienen un grado de homologia moderado a alto, por ejemplo,
“aproximadamente 50%, 55%, 60 %, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%,-84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o hasta
99%, con CBH2 de T. reesei (SEQ ID NQ:3). Un método para obtener Ia alineacién
estructural es utilizar el programa Pile Up del paguete GCG que utiliza valores por
defecto de penalidades GAP, es decir, una penalidad de creacién GAP de 3.0 y una
penalidad de extension GAP de 0.1. Otros métodos de alineacion estructural incluyen el
analists de grupo hidrofobico (Gaboriaud y otros, Cartas FEBS, 224:149 a 155, 1987) y

‘roscado contratio (Huber y Torda, Ciencia de Proteina, 7:142 a 149, 1998).

[131] Una alineacién ejemplar de la forma madura de varias celulasas de referencia se
suministra como Figura 1. Las celulasas de referencia incluyen Hypocrea jecoring
(también conocida como 7. reesei) CBH2 (SEQ ID NO:3), Hypocrea koningii CBH2
(SEQ ID NO:4), Humicola insolens CBH2 (SEQ ID NO:5), Acremonium cellulolyticus
CBH2 (SEQ ID NO:6), Agaricus bisporus CBH2 (SEQ ID NO:7), Fusarium osysporum
EG (SEQ ID NO: 8), Phanerochaete chrysosporium CBH2 (SEQ 1D NO:9),
Tularomyces emersonii CBH2 (SEQ 1D NO: 10), Thermobifida. fusca 6B/E3 CBH2
(SEQ ID NO: 11), Thermobifida fusca 6A/E2 EG (SEQ ID NO: 12), y Cellulomonas
fimi Cend EG (SEQ ID NO: 13). Las secuencias fueron alineadas utilizando los
algoritmos de alineacién de secuencia multiple ClustalW y MUSCLE. Una matriz que
muestra el porcentaje de identidad de celulasas de la alineacién de secuencia de la

Figura 1 se suministra en la Tabla 1.
Tabia 1. Matriz de Porcentaje de Identidad de Celulasa*

*Los nimeros en la columna superior y la columna de la tzquierda corresponden a las
SEQ 1D NOS de las secuencias alineadas de la Figura 1.

[132] Las biisquedas de secuencias son tipicamente llevadas a cabo usando el programa
BLASTN cuando se evaliia una secuencia de 4cido nucleico dada con relacién a las
secuencias de dcido nucleico en las Secuencias de ADN GenBank y otras bases de datos

piblicas. La programa BLASTX -es preferida para buscar ‘las secuencias de acido
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nucleico que han sido trasladadas en todos los marcos de lectura contra las secuencias
de aminoécido en las Secuencias de Proteina del GenBank y otras bases de datos
piblicas. Tanto el BLASTN como el BLASTX se ejecutan usando parametros por
defecto-de una penalidad de brecha abierta-de 11.0, y una penalidad de brecha-extendida
de 1.0, y utilizan la matriz BLOSUM-62 (Ver, por ejemplo, Altschul y otros, 1997).

V. Expresién de Variantes de CBH2 Recombinante

{133] Los métodos de la divulgacién confian en el uso de células para expresar CBH2
variante, sin ningin método particular de expresién de CBH2 requerido. EL CBH2
variante es preferiblemente secretado a partir de las células, La divulgacién suministra
células huésped las cuales han sido transducidas, transformadas o transfectadas con un
vector de expresion que comprende una secuencia de 4cido nucleico que codifica CBH2
variante. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son
quetlos utilizados previamente para la célula huésped madre antes de la transduccién,
transformacion o transfeccion y seran evidentes para los expertos en el estado de la
técnica.

[134] En un acercamiento, una célula de hongo filamentoso o célula de levadura es
transfectada’ con ‘un-vector “de expresién ‘que tiene un promotor o un fragmento de
promotor biolégicamente activo o uno o mas (por ejemplo, una seric) de mejoradores
los cuales funcionan en Iz linea de célula huésped, vinculada operablemente con un
segmento de ADN que codifica ¢l CBH2 variante, de modo tal que el CRH2 variante se

expresa en la linea celular.

A. Construcciones de Acido Nucleico/Vectores de Expresién

[135] Los fragmentos de polinucleétido natural o sintético que codifica ¢l CBH2
variante (“secuencias de 4cido nucleico que codifica CBH2”) pueden ser incorporados
en construcciones o vectores de 4cido nucleico heterélogo, capaces de introduccion en,
y replicacién en, una célula de hongo filamentoso o de levadura. Los vectores y
métodos acd divulgados son adecuados para su uso en las células huésped para la
expresion de CBH2 variante. Cualquier vector puede ser utilizado siempre y ¢uando sea
replicable y viable en las células en las cuales se introducen. Los numeros grandes de
vectores y promotores -adecuados -son ‘conocidos para los-expertos en el estado de 1a

técnica, y estan comercialmente disponibles. Los vectores de clonacién y de expresion
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también se describen en Sambrook y otros, 1989, Ausubel F M y otros, 1989, y
Strathern y otros, La Biologia Molecular de la Levadura Saccharomyces, 1981, cada
una de las cuales se incorpora expresamente acd por referencia. Los vectores de
expresion apropiados para hongos se-describen en van denHondel, C. A, M. ]. J. y otros
(1991) En: Bennet, J. W. y Lasure, L. L. (eds.) Més Manipulaciones de Gen en Hongos.
Prensa Académica, pp. 396 a 428. La secuencia de ADN apropiada puede ser insertada
en un plasmido o vector (colectivamente relacionado aca como “vectores™) por medio
de una variedad de procedimientos. En general, la secuencia de ADN se inserta en un
sitio de restriccion de endonucleasa apropiado por procedimientos estindar Dichos
procedimientos y los procedimientos de sub-clonacién relacionados son considerados
por encontrarse dentro del alcance del conocimiento de los expertos en el estado de la
técnica.

[136] Los hongos filamentosos recombinantes que comprenden la secuencia de
codificacién para el CBH2 variante pueden ser producidos al introducir una
construccion de dcido nucleico heterélogo que comprende la secuencia que codifica el
CBH2 variante en las células de una cepa seleccionada de hongos filamentosos.

[137] Una vez que se obtiene la forma deseada de una secuencia de 4cido nucleico de

-cbh2: variante; ésta puede ser modificada en-una variedad de formas. Donde la secuencia

involucra regiones no codificadores de acompafiamiento, las regiones de
acompaflamiento pueden estar sujetas a reseccion, mutagenesis, etc. Asi, las
transiciones, transversiones, eliminaciones, e inserciones pueden ser llevadas cabo en la
secuencia que ocurre naturalmente,

[138] Una secuencia que codifica cbh2 variante seleccionada se puede insertar en un

vector adecuado de acuerdo con técnicas recombinantes bien conocidas y usadas para

‘transformar -hongos filamentosos capaces -de la expresion de CBH2. Debido a la

degeneracion inherente del codigo genético, otras secuencias de 4cido nucleico que
codifican sustancialmente la o misma o una secuencia de aminodcido funcionalmente
equivalente puede ser utilizada para clonar y expresar CBH2 variante. Por 1o tanto, se
apreciara que dichas sustituciones en la regién de codificacion caerdn dentro de las
variantes de secuencia cubiertas por la presente divulgacién. Cualquiera y todas de estas

variantes de secuencia se pueden utilizar de la misma forma como se describe aca para

“'una secuencia de 4cido nucleico que codifica CBH2 madre.
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[139] La presente divulgaciéon también incluye construcciones de acido nucleico
recombinante que comprende una o mas de las secuencias de acido nucleico que
codifica CBH2 vanante como se describieron anteriormente. Las construcciones
comprenden un vector, tal comoun plasmido o-un vector viral, en el cual se ha insertado
una secuencia de la divulgacion, en una origntacion hacia adelante o hacia atras.

[140] Las construcciongs de acido nucleico heterdlogo pueden incluir la secuencia de
codificaciones para cbh2 variante. (i) en aislamiento; (i) en combinacién con
secuencias de codificacion adicionales; tal como secuencias de codificacién de proteina
de fusién o de péptido de sefial, donde 1a secuencia que codifica cbh2 es la secuencia de
codificacién dominante; (iii) en combinacién con secuencias no codificadoras, tal como
intrones' y elementos de' control, tal como elementos promotores y terminadores o
regiones no trasladas 5° y/o 3°, cfectivas para la expresion de la secuencia de
codificacion en un huésped adecuado; y/o (iv) en un vector o ambiente huésped en el
cual la secuencia que codifica cbh2 es un gen heterélogo.

[141] En un aspecto de la presente divulgacién, una construcciéon de acido nucleico
heterélogo se emplea para transferir una secuencia de écido nucleico que codifica CBH2
variante en una célula in vitro, con lineas preferidas de hongos filamentosos y levadura.
Para produccion a largo término de CBH2- variante, se prefiere la expresion estable.
Sigue que cualquier método efectivo para generar transformantes estables puede ser
utilizado en la practica de la divulgacion.

[142] Los vectores apropiados estan tipicamente equipados con una secuencia de 4cido
nucleico que codifica el marcador, sitios de insercién, y elementos de control
adecuados, tal como secuencias promotoras o de terminacién. El vector puede
comprender secuencias regulatorias, que incluyen, por ejemplo, secuencias no
codificadoras, tal'como intrones y elementos de control, es decir; elementos promotores
y terminadores o regiones no trasladadas 5° y/o 3°, efectivas para la expresion de la
secuencia de codificacion en células hudsped (v/o en un vector o ambiente de célula
huésped en ¢l cual una secuencia que codifica antigeno de proteina soluble modificada
no se expresa normalmente), vinculada operablemente con la secuencia de codificacién.
Numeros grandes de vectores y promotores adecuados son conocidos para los expertos
en el estado de la técnica, varios de los cuales se encuentran disponibles comercialmetne

y/o se'describen en’ Sambrook; y-otros (Supra).
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[143] Los promotores ejemplares incluyen los promotores constitutivos y promotores
inducibles, cuyos ejemplos incluyen un promotor CMV, un promotor temprano SV40,
un promotor RSV, un promotor alfa EF-I, un promotor que contiene el elemento de
respuesta tet (TRE) en el sistema tet-on o tet-off como se describié (ClonTech y BASF),
¢l promotor de actina beta y ¢l promotor de metalotionina que se pueden regular por la
adicion de ciertas sales de metal. Una secuencia de promotor ¢s una secuencia de ADN
la cual es reconocida por el hongo filamentoso particular para propésitos de expresion.
Este es vinculado operablemente con la secuencia de ADN que codifica un polip petido
de CBH2 variante. Dicha vinculacion comprende el posicionamiento de! promotor con
respecto al codén de iniciacién de la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de
CBH2 vanante en los vectores de expresion divulgados. ‘T.a secuencia de promotor
contiene secuencia de control de transcripcion y traslacion los cuales median la
expresion del polipéptido de CBH2 variante. Los ¢jemplos incluyen los promotores de
Aspergillus niger, A awamori o A. oryzae glucoamilasa, alfa-amilasa, o genes de
codificacion de alfa-glucosidasa; los Genes de 4. nidwans gpdA o trpC, los genes de
Neurospora crassa cbhl o trpl; los genes que codifican la proteinasa aspartica de A.
niger 0 Rhizomucor miehei; los genes que codifican H. jecorina (1. reesei) cbhl, cbh2,
egll, cgl2, u-otra celutasa.

[144] La seleccidn del marcador seleccionable apropiado dependerd de la célula
huésped, y los marcadores apropiados para diferentes huéspedes son bien conocidos en
el estado de la técnica. Los genes marcadores seleccionables tipicos incluyen argB de A.
nidulans o T. reesei, amdS de A. nidulans, pyr4 de Neurospora crassa o T. reesei, pyrG
de Aspergillus niger o A. nidulans. Los marcadores seleccionables ejemplares
adicionales incluyen, pero no se limtian a trpe, trpl, 0liC31, niaD o leu2, los cuales se
incluyen en construcciones de acido nucleico heterélogo utilizados para transformar una
cepa mutante tal como trp-, pyr-, leu- y similares.

[145] Dichos marcadores seleccionables le confieren a los transformantes la habilidad
de utilizar un metabolito que usualmente no es metabolizado por el hongo filamentoso.
Por ejemplo, el gen amdS de H. jecorina el cual codifica la enzima acetamidasa que
permite que las células transformantes crezcan en acetamida como una fuente de
nitrdgeno. El marcador seleccionable (por ejemplo, pyrG) puede restaurar la habitidad

de una cepa mutante aoxotréfica de crecer en un medio minimo selectivo o el marcador
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seleccionable (por ejemplo, olic31) puede conferir a los transformantes la habilidad de
crecer en la presencia de un farmaco inhibidor o antibidtico.

[146] El marcador seleccionable que codifica la secuencia es clonado en cualquier
plasmido adecuado usando métodos generalmente empleados en el'estado de la-técnica.
Los plasmidos gjemplares incluyen pUC18, pBR322, pRAX y pUCIOOQ. El plasmido
PRAX contiene secuencias AMAL de 4. nidulans, las cuales hacen posible que se
replique en A. niger.

[147] La practica de la presente divulgacion empleard, 2 menos que se indique lo
contrario, técnicas convencionales de biologia molecular, microbiologfa, ADN
recombinante, ¢ inmunologia, los cuales se encuentran dentro de! campo de la técnica.
Dichas técnicas se explican completamente en la literatura. Ver, por ejemplo, Sambrook
y otros, 1989; Freshney, Cultivo de Células Animales, 1987; Ausubel y otros, 1993; y
Coligan y otros, Protocolos Actuales en Inmunologia, 1991.

B. Células Huésped y Condiciones de Cultivo para la Produccion de CBH2 de (i)
Hongos Filamentosos

[148] Asf, la presente divulgacién suministra hongos filamentosos que comprenden
celulas las cuales han sido modificadas, seleccionadas y cultivadas en una forma
efectiva para resultar en produccion de CBH2 variante o la expresion relativa al hongo
madre no transformado correspondiente,

{149] Los ejemplos de especies de hongos filamentosos madre que pueden ser tratados
y/o modificados para la expresién de CBH2 variante incluyen, pero no se limitan a
Trichoderma, por ejemplo, Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma viride, Trichoderma koningii; Penicillium sp., Humicola sp., including
Humicola insolens; Aspergillus sp., Chrysosporium sp., Fusatium sp., Hypocrea sp., y
Emericella sp.

[150} Las cétulas que expresan CBH2 son cultivadas bajo condiciones tipicamente
empleadas en el cultivo de la linea de hongos madre. Generalmente, las células son
cultivadas en un medio estandar que contiene sales fisiolégicas y nutrientes, tal como lo
descritos en Pourquie, J. y otros, Bioquimica y Genética de Degradacién de Celulosa,
eds. Aubert, J. P. y otros, Prensa Académica, pp. 71 a 86, 1988 y limen, M. y otros,
Appl. Environ. Microbiol. 63:1298 a 1306, 1997. -Las condiciones de cultivo son
también esténdar, por ejemplo, los cultivos son incubados a 28 grados C en cultivos de
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agitacidn o en fermentadores hasta que se alcanzan los niveles deseados de expresion de
CBH2.

[151] Las condiciones de cultivo preferidas para un hongo filamentoso dado se pueden
‘encontrar en ‘la literatura cientifica-y/o -a partir de -la fuente del -hongo -tal como 1la
Coleccién de Cultivo de Tipo Americano (ATCC; www.arcc.org/). Después que el
crecimiento del hongo se ha establecido, las células son expuestas a condiciones
efectivas para causar o permitir la expresion del CBH2 variante.

[152] En los casos donde una secuencia que codifica CBH2 se encuentra bajo el control
de un promotor inducible, el agente de induccidn, por ejemplo, un azicar, una sal de
metal o antibitico, se adiciona al medio en una concentracion efectiva para inducir la
expresion de CBH2.

[153] En una incorporacion, la cepa comprende Aspergillus niger, 1a cual es una cepa
util para obtener protefna sobreexpresada. Por ejemplo, A. niger var awamoridgr246 es
conocida por secretar cantidades elevadas de celulasas secretadas (Goedegebuur y ofros,
Curr. Genet. (2002) 41:89 a 98). Otras cepas de Aspergillus niger var awamori tales
como GCD AP3, GCD AP4 y GAP3-4 son conocidas por Ward y otros (Ward, M,
Wilson, L. J. y Kodama, K. H., 1993, Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:738 a 743).
[154])‘En-otra incorporacion, la cepa comprende Trichoderma reesei, 1a cual es una cepa
Gtil para obtener proteina sobrecxpresada. Por ¢jemplo, RL-P37, descrita por Sheir-
Neiss y otros, Appl. Microbiol. Biotechnol. 20:46 a 53 (1984) es conocida por secretar
cantidades elevadas de enzimas de celulasa. Los equivalentes funcionales de RL-P37
incluyen la cepa Trichoderma reesei RUT-C30 (ATCC No. 56765) y la cepa QM9414
(ATCC No. 26921). Se contempla que estas cepas también serian dtiles en la
sobreexpresion de CBH2 variante.

[155] Cuando-se desea obtener e} CBH2 variante en'la‘ausencia de actividad celulolitica
nativa potencialmente perjudicial, es Gtil obtener una célula huésped de Trichoderma la
cual ha tenido uno o mas genes de celulasa eliminados antes de la introduccion de una
construccion de ADN o plismido que contiene el fragmento de ADN que codifica el
CBH2 variante. Dichas cepas se pueden preparar por medio de los métodos divulgados
en la Patente de los Estados Unidos No. 5.246.853 y WO 92/06209, cuyas

divulgaciones se incorporan acd por referencia. Al expresar una celutasa de CBH2

‘variante en un microorganismo huésped que carece de uno o méas genes de celulasa, 105

procedimientos de identificacion y siguiente purificacién son simplificados. Cualquier
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gen de Trichoderma sp. que ha sido clonado puede ser eliminado, por ejemplo, los genes
cbhl, cbh2, egll, y egl2 asi como aquellos que codifican proteina EG 111 y/o EGV (ver
por ejemplo, la patente de los Estados Unidos No. 5.475.101 y WO 94/28117,
respectivamente).

[156] La eliminacion del gen se puede lograr al insertar una forma del gen deseado a ser
eliminado o interrumpido en un plasmido mediante métodos conocidos en el estado de
la técnica. El plasmido de eliminacion es luego cortado en un sitio de enzima de
restriccién apropiado, inteno a Ja region deseada que codifica el gen, y la secuencia que
codifica el gen o parte del mismo reemplazada con un marcador seleccionable, Las

secuencias de ADN de acompafiamiento del lugar de! gen a ser eliminado o

‘interrumpido, preferiblemente entre aproximadamente 0.5 a 2.0 kb, permanecen en

cualquier lado de! gen marcador seleccionable. Un plasmido de eliminacioén apropiado
generalmente tendra sitios de restriccion de enzima Gnicos presenten alli para permitir
que los fragmentos que contienen el gen ¢liminado, incluyendo las secuencias de ADN
de acompafiamiento, y el gen marcador seleccionable serd removidos como una pieza
lineal simple.

[157] Un marcador seleccionable debe ser seleccionado con el fin de permitir la
eliminacion del microorganismo transformado. ‘Cualquier gen marcador seleccionable
que sea expresado ¢n el microorganismo seleccionado serd adecuado. Por ejemplo, con
Aspergillus sp., el marcador seleccionable se selecciona de modo que la presencia del
marcador seleccionable en los transformantes no afectard significantemente las
propiedades del mismo. Dicho marcador seleccionable puede ser un gen que codifica un
producto ensayable. Por ejemplo, una copia funcionar de un gen Aspergillus sp. puede
ser utilizada la cual si carece en la cepa huésped resulta en que la cepa huésped visualiza
un fenotipo auxotrofico. De forma similar, los marcadores seleccionables existen para
Trichoderma sp.

[158] En una incorporacion, una cepa derivada de pyrG- de Aspergillus sp. se
transforma con un gen pyrG funcional, el cual asi suministra un marcador seleccionable
para transformacién. Una cepa derivada de pyrG- se puede obtemer por medio de
seleccidn de cepas de Aspergillus sp. que son resistentes al 4cido fluoroorético (FOA).
El gen pyrG codifica decarboxilasa orotidina-5’-monofosfato, una enzima requerida

para la biosintesis de uridina. Las cepas con un gen pyrG intacto crecen en un ‘medio

que carece de uridina pero que son sensibles al 4cido fluoroordtico. Es posible
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seleccionar cepas derivadas de pyrG- que carecen de una enzima de decarboxilasa
monofosfato orotidina funcional y requieren uridina para el crecimiento al seleccionar
resistencia a FOA. Utilizando fa técnica de seleccion de FOA también es posible
obtener ‘cepas ‘que Ttequieren “uridina 1as cuales carecen -de ~una -transferasa
pirofosforobosil orotato funcional. Es posible transformar estas células con una copia
funcional del gen que codifica esta enzima (Berges &Barreau, Curr. Genet, 19:359 a
365 (1991), y van Hartingsveldt y otros (1986) Desarrollo de un sistema de
transformacion homologo para Aspergillus niger basado en el gen pyrG. Mol. Gen.
Genet. 206:71 a 75). La seleccidn de las cepas derivadas es llevada a cabo facilmente
utilizando la técnica de resistencia a FOA relacionada anteriormente, y.asi, el gen pyrG
es empleado preferiblemente como un marcador seleccionable.

{159] En una scgunda incorporacidn, una cepa derivada de pyrd de Hypocrea sp.
(Hypocrea sp. (Trichoderma sp.)) se transforma con un gen pyrd funcional, ¢l cual asi
suministra un marcador seleccionable para transformacion. Una cepa derivada de
pyrd.sup se puede obtener por medio de la seleccion de cepas de Hyprocera sp.
(Trichoderma sp.) que son resistentes al 4cido fluoroorético (FOA). El gen pyr4 codifica
decarboxilasa orotidina-5’-monofosfato, una enzima requerida para la biosintesis de
uridina. 'as cepas con un gen pyr4 intacto crecen en un medio que carece de uridina
pero son sensibles al dcido fluoroordtico. Es posible seleccionar cepas derivadas de
pyrd.sup gue carecen de una enzima de decarboxilasa monofostato orotidina funcional y
requieren de uridina para el crecimiento al seleccionar resistencia a FOA. Utilizando la
técnica de seleccion de FOA también es posible obtener cepas que requieren de uridina
las cuales carecen de una transferasa pirofosforobosil orotato. Es posible transformar
estas células con una copia funcional de! gen que codifica esta enzima (Berges &

Barreau, 1991). La seleccion de las cepas derivadas se lleva a cabo facilmente

utilizando la técnia de resistencia a FOA relacionada anteriormente, v asi, el gen pyr4 es
empleado preferiblemente como un marcador seleccionable.

[160] Para transformar pyrG.- Aépergillus sp. o pyrd- Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.)
con el fin de ser carente de la habilidad de expresar uno o mas genes de celulasa, un
fragmento simple de ADN que comprende un gen de celulasa interrumpido o

transformado es luego aislado del plasmido de eliminacion y utitizado para transformar

‘un-huésped apropiado de pyr- Aspergillus o pyr- Trichoderma. Los transformantes son

lucgo identificados y seleccionados con base en su habilidad de expresar el gen pyrG o
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pyr4, respectivamente, y asi adicionar la auxotrofia de uridina la cepa huésped. El
analisis de blot del Sur luego se lleva a cabo en los transformantes resultantes para
identificar y confirmar un evento de integracién de cruzado doble que reemplaza parte o
toda ‘la region-de codificacién de la copia gendmica del gen a ser eliminado con los
marcadores scleccionables apropiados de pyr.

{1611 Aunque los vectores plasmidos especificos descritos anteriormente se relagionan
con la preparacion de transformantes pyr-, la presente divulgacién no se limita a estos
vectores. Varios genes pueden ser eliminados y reemplazados en la cepa Aspergillus sp.
o Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) utilizando las técnicas anteriores. De hecho,
cualquier huésped, por ejemplo, el gen de Aspergillus sp. 0 Hyprocrea sp. que ha sido
clonado, yasi identificado, puede ser eliminado del genoma usando la estratepia
anteriormente descrita.

[162] Como se indicd anteriormente, las cepas huésped utilizadas pueden ser derivados
de Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) que carecen o tienen un gen no funcional o genes
que corresponden a los marcadores seleccionables escogidos. Por ejemplo, si se
selecciona el marcador seleccionable de pyrG para Aspergillus sp., entonces se utiliza
una cepa especifica derivada de pyrG- como un recipiente en el procedimiento de
‘transformacion. También, por ejemplo, si se selecciona el marcador seleccionable de
pyr4 para un Hyprocrea sp., entonces se utiliza una cepa especifica derivada de pyrd- en
el procedimiento de transformacion. De forma similar, se pueden utilizar los marcadores
seleccionables que comprenden genes de Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) equivalentes
a los genes de Aspergilius nidulasn amdS, argB, trpC, niaD. La cepa recipiente
correspondiente debe por lo tanto ser una cepa derivada tal como argB-, trpC-, niaD-,
respectivamente.

[163] El ADN que codifica la variante de CBH2 es'luego preparada para su insercion en
un microorganismo apropiado. De acuerdo con la presente divulgacion, el ADN que
codifica una variante de CBH2 comprende ¢l ADN necesario para codificar una proteina
que tiene actividad celulolitica funcional. El fragmento de ADN que codifica la variante
de CBH2 puede estar unido funcionalmente con una secuencia promotora de hongos, el
promotor del gen glaA en Aspergillus o el promotor de los genes cbhl o egll en
Trichoderma.

[164] También se contempla que mas de una copia de ADN que codifica una variante de

CBH2 puede ser recombinada en la cepa para facilitar la sobreexpresion. Et ADN que

S6



10

15

20

25

30

codifica la variante de CBH2 se puede preparar por medio de la construccién de un
vector de expresion que lleva el ADN que codifica la variante. El vector de expresion
que lleva el fragmento de ADN insertado que codifica la variante de CBH2 puede ser
cualquier vector que sea capaz de replicarse auténomamente en un organismo huésped
dado o de integrarse en ¢l ADN del huésped, tipicamentc un pldsmido. En
incorporaciones preferidas, se contemplan dos tipos de vectores de expresion para
obtener expresion de genes. Ei primero contiene secuencias de ADN en las cuales el
promotor, la regién que codifica el gen, y la secuencia terminadora todas se originan del
gen a ser expresado. La interrupcion del gen se puede obtener cuando se desee al
eliminar las secuencias de ADN no deseadas (por ejemplo, codificacién para dominios
indeseados) para dejar que el dominio sea expresado bajo control de sus propias
secuencias regulatorias de transcripcion y traslacién, Un marcador seleccionable puede
también estar contenido en el vector que permite la seleccion para la integracion en el
huésped de miltiples copias de las secuencias de gen novedosas.

[165] El segundo tipo de vector de expresién es preensamblado y contiene las
secuencias requeridas para la transcripeion de alto nivel y un marcador seleccionable.

Se contempla que la regién de codificacién para un gen o parte del mismo se puede

-insertar en este vector de expresién de proposito general de modo tal que se encuentra

bajo control de transcripcién del promotor de modulo de expresion y las secuencias
terminadoras,

[166] Por ejemplo, en Asperguillus, el pRAX es dicho vector de expresién de proposito
general. Los genes o parte de los mismos se pueden insertar hacia abajo del promotor
fuerte glaa.

[167] Por ejemplo, en Hypocrea, el pTEX es dicho vector de expresién de propésito
general. Los genes o parte de los mismos se pueden insertar hacia abajo del promotor
fuerte cbhl.

{168] En ¢l vector, la secuencia de ADN que codifica 1a variante de CBH2 de 1a
presente divulgacion debe estar vinculada operablemente con las secuencias de
transcripcion y traslacion, es decir, una secuencia de promotor adecuada y la secuencia
de seflal en el marco de lectura al gen estructural. El promotor puede ser cualquier
secuencia de ADN que muestra actividad de transcripeién en la célula huésped y se
puede derivar de genes que codifican las proteinas homdlogas o heterélogas a la célula

huésped. Un péptido de sefial opcional suministra produccion extracelular de la variante
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de CBH2. EL ADN que codifica la secuencia de sefial es preferiblemente aquel que se
encuentra asociado naturalmente con el gen a ser expresado, sin embargo la secuencia
de sefial de cualquier fuente adecuada, por ejemplo una exo- celobiohidrolasa o
endoglucanasa-de Trichoderma, se-contempla en‘la presente divulgacion.

[169] Los procedimientos utilizados para ligar las secuencias de ADN que codifican
para el CBH2 variante de la presente divulgacion con el promotor, y ia insercion en
vectores adecuados son bien conocidos en el estado de la técnica.

[170] EI vector o construccién de ADN descrito anteriormente puede ser introducido en
la célula huésped de acuerdo con técnicas conocidas tal como transformacion,
transfeccion, microinyeccion, bombardeo biolistico y similares.

[171]) En la técnica de transformacion preferida, se debe tener en cuenta que la
permeabilidad de la pared celular a ADN en Hyprocrea sp. (trichodemra sp.) es muy
baja. De acuerdo con esto, el consumo de la secuencia, gen o fragmento de gen deseado
de ADN es mejor en el minimo. Existe una pluralidad de métodos para aumentar la
permeabilidad de la pared celular de Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) en la cepa
derivada (es decir, que carece de un gen funcional que corresponde al marcador
seleccionable utilizado) antes del proceso de transformacién.

{172] El método preferido en 1a presente divulgacion para preparar Aspergillus sp. ©
Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) para transformacion involucra la preparacion de
protoplastos a partir de hongo micelio. Ver Campbell v otros, Eficiencia de
transformacién mejorada de A. niger usando el gen homélogo de niaD a partir de
esporas vegetales germinadas. El micelio es tratado con una enzima que digiere la pared
celular resultante en los protoplastos. Los protoplastos son luego protegidos por la
presencia de un estabilizador osmdtico en el medio de suspension. Estos estabilizadores
incluyen sorbitol, manitol, cloruro de potasiv, sulfato de magnesio y similares.
Usualmente, la concentracion de estos estabilizadores varia entre 0.8 My 1.2 M. Es
preferible utilizar aproximadamente una solucién de 1.2 M de sorbitol en el medio de
suspension,

[173} El consumo del ADN en la cepa huésped, Aspergillus sp. o Hyprocrea sp.
(Trichoderma sp.), depende de la concentracion de iones de calcio. Generalmente se
utiliza entre aproximadamente 10 mM CaCl.sub.2 y 50 mM CaCl.sub.2 en una solucién
de consurno. Aparte de 1a necesidad por ¢l ion de calcio en Ta solucién de consumo,

otros ftems generalmente incluidos son un sistema de bufer tal como bafer TE (10 Mm
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Tris, pH 74; 1 mM EDTA) o bufer de 10 mM MOPS, pH 6.05 (4cido
morfolinapropanosulfonico) y polietilenglicol (PEG). Se cree que el polietilenglicol
actia para fusionar las membranas celulares permitiendo asi que el contenido del medio
sea entregado “en ¢l citoplasma ‘de 1a céiula “huésped, a-modo de ejemplo la cepa
Aspergillus sp. o Hyprocrea sp., y el ADN plésmido se transficre al nicleo. Esta fusion
frecuentemente deja multiples copias del ADN plasmido integradas en el cromosoma
huésped.

[174] Usualmente, una suspensién que contiene los protoplastos de Aspergillus sp. o
céiulas que han sido sujetas a un tratamiento de permeabilidad a un adensidad de
10.sup.5 a 10.sup.6/mL, preferiblemente 2.veces.10.sup.S/mL se utiliza en la
transformacion. De forma similar, una suspensiéon que contiene los protoplastos de
Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) o células que han sido sujetas a un tratamiento de
permeabilidad a una densidad de 10sup.8 a 10sup.9/mb, preferiblemente
2.veces. 10.sup.8/mL se utiliza en la transformacién. Un volumen de 100 .mu.L de estos
protoplastos o células en una solucién apropiada (por ejemplo, 1.2M sorbitol; 50 mM
CaCl.sub.2) se mezcla con el ADN deseado. Generalmente, una concentracién alta de
PED es adicionada a la solucién de consumo. Se puede adicionar de 0.1 a 1 de volumen
de 25% PEG 4000 a lasuspension de protoplastos. Sin-embargo, es preferible adicionar
aproximadamente 0.25 volimenes a la suspension de protoplastos. Los aditivos tal
como dimetilsulfoxido, heparina, espermidina, cloruro de potasio y similares pueden
fambién ser adicionados a la solucidn de consumo y ayudar en la transformacion,

[175] Generalmente, la mezcla es luego incubada a aproximadamente 0 grados C por un
periodo de entre 10 a 30 minutos. El PEG adicional es luego adicioando a la mezcla
para ademés mejorar el consumo del gen deseado o la secuencia de ADN. El 25% de
PEG 4000 es preferiblemente aproximadamente 10 veces el volumen'de la mezcla de
transformacion. Después que ¢l PEG es adicionado, la mezcla de transformacion es
luego incubada bien sea a temperatura ambietite o sobre hieto antes de 1a adicion de una
solucion de sorbitol y CaCl.sub.2. La suspensién de protoplasto es luego adicionada a
alfcuotas fundidos de un medio de crecimiento. Este medio de crecimiento permite el
crecimiento de los transformantes unicamente. Cualquier medio de crecimiento puede

ser utilizado en la presente divulgacién que sea adecuado para crecer los transformantes

-deseados. Sin ‘embargo, 'si “los “transformantes de Pyrsup.+ son seleccionados es

preferible utilizar un medio de crecimiento que no contenga uridina. Las colonias
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subsecuentes son transferidas y purificas en un medio de crecimiento agotado de
uridina.

[176] En esta etapa, los transformantes estables se pueden distinguir de los

‘transformantes inestables por su tasa de crecimiento 'més rapida y, en Trichoderma, por

ejemplo, la formacion de colonias circulares con un contorno suave en lugar de
imperfecto en ¢l medio de cultivo solido que carece de uridina. Adicionalmente, en
algunos casos una prueba adicional de estabilidad se puede hacer al crecer los
transformantes en el medio s6lido no selectivo (es decir, que contiene uridina), cosechar
las esporas de este medio de cultivo y determinar el porcentaje de estas esporas las
cuales subsecuentemente germinarin y crecerdn en el medio selectivo que carece de
uridina.

[177] En una incorporacion particular del método anterior, las variantes de CBH2 se
recuperan en la forma activa a partir de la célula huésped después del crecimiento en el
medio liquido como resultado del proceso apropiado de transtacién posterior de la
vanante de CBH2.

(i1) Levadura
{178} La presente divulgacion también contempla el uso de levadura como una célula

huésped para la produccién de CBH2. Otros varios genes que codifican las enzimas

 hidroliticas se han expresado en varias cepas de la levadura S. cerevisiae. Estos incluyen

secuencias que codifican dos endoglucanasas (Penttila y otros, Levadura vol. 3, pp 175
a 185, 1987), dos celobiohidrolasas (Penttila y otros, Gen, 63: 103 a 112, 1988) v una
beta-glucosidasa de Trichoderma reesei (Cummings y Fowler, Curr. Genet. 29:227 a
233, 1996), una xilanasa de Aureobasidlium pullulans {Li y Ljungdahl, Appl. Environ.
Microbiol. 62, no. 1, pp. 209 a 213, 1996), una alfa-amilasa de trigo (Rothstein y otros,
Gen, 55:353 a 356, 1987), ctc. Adicionalmente, un médulo de gen de celulasa que
codifica  endo-[beta]-1,4-glucanasa de  Butyrivibrio  fibrisolvens  (END1),
celobiohidrolasa de Phancrochacte chrysosporium (CBH1), celodextrinasa de
Ruminococcus flavefaciens (CEL1) y la celobiasa de Endomyces fibrilizer (Bgll) fue
exitosamente expresado en una cepa de laboratorio de S. cerevisiae (Van Rensburg y
otros, Levadura, vol. 14, pp. 67 a 76, 1998).
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C. Introduccién de una Secuencia de Acido Nucleico que Codifica CBH2 en
Células Huésped

[179] La divulgacion ademas suministra células y composiciones celulares que han sido
modificadas genéticamente para comprender una secuencia de 4cido nucleico que
codifica CBH2 variante suministrada exdgenamente. Una célula madre o linea de célula
puede ser modificada genéticamente (es decir, transducida, transformada o transfectada)

con un vector de clonacidn o un vector de expresion. El vector puede estar, por ejempio,

en la forma de un pldsmido, una particula viral, un fago, etc., como se describird més -

adelante.

[180] Los métodos para la transformacion de ta presente divulgacién pueden resultar en
la integracion estable de todo o parte del vector de transformacion en el genoma del
hongo filamentoso. Sin embargo, también sc contempla la transformacién que resulta en
¢l mantenimiento de un vector de transformacién extra-cromosomal auto-replicante.
[181] Varios métodos estdndar de transfeccion se pueden utilizan para producir lineas
celulares de Trichoderma reesei que expresan grandes cantidades de la proteina
heter6loga. Algunos de los métodos publicados para la introduccién de construcciones
de ADN en cepas que producen celulasa de Trichoderma incluyen Lorito, Hayes,

- DiPietro 'y Harman, 1993, Curr. Genet. 24: 349 a 356; Goldman, VanMontagu y

Herrera-Estrella, 1990, Cumr. Genet. 17:169 a 174, Penttila, Nevalainen, Ratto, Salminen
y Knowles, 1987, Gen 6: 155 a 164, para Aspergilius Yelton, Hamer vy Timberlake,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1470 a 1474, para Fusarium Bajar, Podila y
Kolattukudy, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8202 a 8212, para Streptomyces
Hopwood y otros, 1985, La Fundacién John Innes, Norwich, UK y para Bacillus
Brigidi, DeRossi, Bertarini, Riccardi y Matteuzzi, 1990, FEMS Microbiol. Lett. 55; 135
a 138).

[182] Otros métodos para introducir una construccion de 4cido nucleico heterélogo
(vector de expresién) en hongos filamentosos (por ejemplo, H. jecorina) incluyen, pero
no se limitan al uso de un arma particula o de gen, permeabilizacion de paredes
celulares de hongos filamentosos antes del proceso de transformacién (por ejemplo,
mediante el uso de altas concentraciones de élcali, por ejemplo, 0.05 M a 0.4 M
CaClsub.2 o acetato de litio), fusién de protoplasto o transformacién mediada de
Agrobacterium. Un método ejemplar para‘la transformacién de hongos filamentosos por

medio del tratamiento de protoplastos o esferoplastos con polietilenglicol y CaCl.sub.2
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se describe en Campbell, E. 1. y otros, Curr. Genet. 16:53 a 56, 1989 y Penttila, M. y
otros, Gen, 63:11 a 22, 1988,

[183] Se puede utilizar cualquiera de los procedimientos bien conocidos para introducir

secuencias externas de mnucledtido “en "células “huésped. -Estos -incluyen el uso de

transfeccion de fosfato de calcio, polibreno, fusion de protoplasto, electroporacion,
biolistica, liposomas, microinyeccion, vectores piasma, vectores virales y cualquiera de
los otros métodos bien conocidos para introducir ADN gendmico clonado, cADN, ADN
sintético u otro material genético externo en una célula huésped (ver, por ejemplo,
Sambrook y otros, supra). También se utiliza el método de transfeccién mediado con
Agrobacterium descrito en la Patente de los Estados Unidos No. 6.255.115. Sélo es
necesario que el procedimiento de ingenieria de genética particular utilizado sea capaz
de introducir satisfactoriamente por lo menos un gen en la célula huésped capaz de
expresar ¢l gen heterologo.

[184] Adicionalmente, las construcciones de acido nucleico heterdlogo que comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica CBH2 variante se puede transcribir in
vitro, y ¢l ARN resultante introducido en la célula huésped por medio de métodos bien
conocidos, por ejemplo, por inyeccion.

[185] La divulgaciéon ademds incluye transformantes novedosos “y -utiles de hongos
filamentosos tal como H. jecorina y A. niger para su uso en la produccién de
composiciones de celulasa de hongo. La divulgacion incluye transformantes de hongos
filamentosos que comprenden la secuencia que codifica el CBH2 variante, o la
eliminacién de la secuencia que codifica cbh enddgeno.

[186] Seguido a la introduccién de una construccion de 4cido nucleico heterdlogo que
comprende fa secuencia de codificacién para un cbh2 variante, las células modificadas

genéticamente pueden ser cultivadas en medios de nutrientes convencionales como sea

* apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar la expresion

de una secuencia de dcido nucleico que codifica et CBH2 variante. Las condiciones de
cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son aquellas previamente utilizadas
para la célula huésped seleccionada para expresion, y serdn evidentes para los expertos
en el estado de la técnica.

[187] La progenie de células en las cuales dichas construcciones de &cido nucleico

heterologo “han “sido introducidas son generalmente consideradas por comprender la
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secuencia de acido nucleico que codifica CBH2 variante encontrada en la construccion
de 4cido nucleico heterdlogo.

{188] La divulgacién ademés incluye transformantes novedosos y utiles de hongos

“filamentosos tal como-H. jecorina para-su uso en-la-produccién de composiciones de

celulasa de hongo. La Aspergillus niger puede también ser utilizada en la produccién del
CBH2 variante. La divulgacion incluye transformantes de hongos filamentosos,
especialmente hongos que comprenden la secuencia que codifica el cbh2 variante, o la
eliminacion de la secuencia de codifica el cbh2 enddgeno.

[189] Los transformantes estables de hongos filamentosos pueden generalmente
distinguirse de los transformantes inestables por su tasa de crecimiento més rdpida y, en
Trichoderma, pot ejemplo, la formacion de colonias circulares con un contorno mas
suave en lugar de imperfecto en el medio de cultivo s6lido. Adicionalmente, en algunos
casos, una prueba adicionai de estabilidad se puede realizar al crecer los transformantes
en un medio sélido no selectivo, cosechar las esporas de este medio de cultivo y
determinar el porcentaje de estas esporas las cuales subsecuentemente germinardn y

creceran en el medio selectivo.,

VL Aislamiento y Purificacién de Proteina de CBH2 Recombinante

[190] En general, una proteina d¢ CBH2 variante producida en cultivo celular es
secretada en el medio y puede ser purificada o aislada, por ejemplo, al remover los
componentes indeseados del medio de cultivo celular. Sin embargo, en algunos casos,
una proteina de CBH2 variante puede ser producida en una forma celular que necesita
recuperacion de un lisado celular. En dichos casos, la proteina de CBH2 variante es
purificada de las células en las cuales se produjo utilizando técnicas empleadas
rutmariamente por los expertos en el estado de la‘técenica. Los gjemplos incluyen, pero
no se limitan a, cromatografia de afinidad (Goyal y otros, Tecnol. Biorecursos 36:37 a
50, 1991; Fliess y otros, Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol. 17:314 a 318, 1983;
Bhikhabhai y otros, J. Appl. Biochem. 6:336 a 345, 1984, Ellouz y otros, J.
Chromatografia 396:307 a 317, 1987), incluyendo intercambio de iones que utiliza
materiales con alto poder de resolucién (Medve y otros, J. Cromatografia A 808:; 153 a
165, 1998), cromatografia de interacciéon hidrofébica (Tomaz y Queiroz, J.

“Cromatografia A 865: 123'a 128, 1999), y -particionamiento de dos fases (Brumbauer y

otros, Bioseparacion 7:287 a 295, 1999).

63



10

15

20

25

30

[191] Tipicamente, la proteina de CBH2 variante es fraccionada para segregar las
proteinas que tienen propiedades seleccionadas, tal como afinidad de unién a agentes de

unién particulares, por ejemplo, anticuerpos o receptores; o los cuales tienen un rango

‘de peso molecular seleccionado, o rango de-puntos isoeléctricos.

[192] Una vez se logra la expresion de una proteina de CBH2 variante dada, la proteina
de CBH2 producida de esta forma se purifica de las células o ef cultivo celular. Los
procedimientos ejemplares adecuados para dicha purificacién incluyen los siguientes:
cromatografia de columna de afinidad a anticuerpo, cromatografia de intercambio de
iones; precipitacién a etanol; HPLC de fase reversa; cromatografia en silicio o en una
resina de intercambio de cationes tal como DEAE; cromatoenfocado, SD-PAGE;
precipitacion de sulfato de amonio; y filtracion de gel usando, por ejemplo, Sephadez
G-75. Varios métodos para la purificacion de proteina pueden ser empleados v dichos
meétodos son conocidos en ¢l estado de la técnica y descritos por ejemplo en Deutscher,
Meétodos en Enzimologia, vol. 182, No. 57, pp. 779, 1990; Scopes, Métodos de
Enzimol. 90: 479 a 91, 1982. Los pasos de purificacién seleccionados dependeran de,
por gjemplo, la naturaleza del proceso de produccion utilizado y la proteina particular

producida.

VIL Utilidad de cbh2 y CBH2

[193] Se puede apreciar que los acidos nucleicos de chh variante, la protefna de CBH2
variante y las composiciones que comprenden actividad de proteina de CBH2 variante
encuentran utilidad en una amplia variedad de aplicaciones, algunas de las cuales se
describen mas adelante.

{194] Las nuévas y mejoradas ¢composiciones de celulasa que comprenden diferentes
cantidades de celulasas tipo BG, tipo EG y tipo CBH variante encuentran utilidad en
composiciones detergentes que exhiben habilidad de limpieza mejorada, funcionan
como un agente suavizante y/o mejoran la textura de las telas de algodén (por ejemplo,
“lavado por piedra” o “biopulido™), en composiciones para degradar pulpa de madera en
azucares (por ¢jemplo, por produccion de bioetanol), y/o en composiciones alimenticias.
El aislamiento y la caracterizacion de la celulasa de cada tipo suministran la habilidad
de controlar los aspectos de dichas cotposiciones.
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[195] En un acercamiento, la celulasa de la divulgacién encuentra utilidad en
composiciones detergentes o en el tratamiento de telas para mejorar la textura y la
apariencia.

[196] Dado que 1atasa de-hidrdlisis de los productos celulésicos puede aumentar al usar
un transformante que tiene por lo menos una copia adicional del gen cbh insertado en el
genoma, los productos que contienen celulosa o heteroglicanos pueden ser degradados a
una tasa mas rapida y a un grado mayor. Los productos hechos de celulosa tal como
papel, algodon, pafiales de celulosa y similares, pueden ser degradados mas
eficientemente en un relleno sanitario. Asi, ¢l producto de fermentacién obtenible a
partir de los transformantes o los transformantes solos puede ser utilizado en
composiciones para ayudar a-degradar por licuefaccion una variedad de productos
celuldsicos que se adicionan a los retlenos sanitarios superpoblados.

[197] La sacarificacion y fermentacién separadas es un proceso por el cual ia celulosa
presente en biomasa, por ejemplo, rastrojo de maiz, se convierte en glucosa y
subsecuentemente las cepas de levadura convierten la glucosa en ctanol. La
sacarificacién y fermentacion simultdneas es un proceso por el cual la celulosa presente

en biomasa, por ejemplo, rastrojo de maiz, se convierte en glucosa y, al mismo tiempo y

‘en el mismo reactor, las cepas de levadura conviertenla glucosa en etanol, Asi, en otro .

acercamiento, Ia celulasa de tipo CBH variante de la divuigacion encuentra utilidad en
la degradacion de biomasa en etanol. La produccién de etanol a partir de fuentes
fécilmente disponibles de celulosa suministra una fuente de combustible estable y
renovable.

[198] Las materias primas a base de celulosa se componen de desechos agricolas,
hierbas y maderas y otra biomasa de bajo valor tal como desechos municipales (por
ejemplo, papel reciclado, recortes de jardin, etc.). El etanol se puede producir a partir de
la fermentacién de cualquicra de estas materias primas celuldsicas. Sin embargo, la
celulosa debe primero convertirse en azlicares amtes que pueda haber conversion a
etanol.

{199} Una amplia variedad de materias primas se pueden utilizar con el CBH variante
inventivo y el seleccionado para su uso puede depender de la regién donde se realiza la

conversion. Por ejemplo, en el Medio Oeste de los Estados Unidos los desechos

-agricolas tal como 1a paja de trigo, Tastrojo de maiz 'y bagasa pueden predominar

mientras que ¢n California la paja de armoz puede predominar. Sin cmbargo, se debe
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entender que cualquier biomasa celulésica disponible puede ser utilizada en cualquier
regién.

[200] Los métodos de la presente divulgacién pueden ser utilizados en la produccién de
monosacaridos, disacaridos, "y -polisacaridos ‘como materias primas ‘quimicas ‘o ‘de
fermentacion para microorganismos para la produccién de productos orgénicos,
quimicos y combustibles, pldsticos, y otros productos o intermedios, En particular, el
valor de procesar residuos (granos secos de destileria, granos de elaboracion de cerveza,
bagazo de cafla, etc.) puede aumentar por medio de solubilizacién parcial o completa de
celulosa o hemicelulosa. Adicional a etanol, algunos quimicos que se pueden producir

de celulosa y hemicelulosa incluyen, acetona, acetato, glicina, lisina, cidos organicos

{por gjemplo, acido-lactico), 1,3-propanediol, butanediol, glicerol, etilenglicol, furfular,

polihidroxialcanoatos, cis, dcido mucénico cis, alimento de animales y xilosa.

[201} Una composicibn de celulasa que contiene una cantidad mejorada de
celobiohidrolasa encuentra utilidad en la produccion de etanol. El etanol a partir de este
proceso puede ser utilizado adicionalmente como un mejorador de octanos o
directamente como un combustible en lugar de gasolina lo cual es ventajoso ya que el

etanol como fuente de combustible es més amigable con el medio ambiente que los

- productos-derivados de petrdleo. Es tonocido que el uso de etanol mejorara la calidad

del aire y posiblemente reduce los niveles locales de ozono y contaminacion, Ademas,
la utilizacion de etanol en lugar de gasolina puede ser de importancia estratégica en la
amortiguacién del impacto de cambios repentinos en energia no renovable y suministros
petroquimicos.

[202] El etanol puede ser producido por medio de procesos de sacarificacion y

fermentacion de biomasa celulésica tal como arboles, plantas herbiceas, desechos

“municipales solidos y residuos agricolas y ‘forestales. Sin embargo, Ja proporcién de

enzimas individuales de celulasa dentro de una mezcla de celulasa que ocurre
naturalmente producida por un microbio puede no set la més eficiente para conversion
rapida de celulosa en biomasa a glucosa. Es conocido que las endoglucanasas actdan
para producir nuevos extremos de cadena de celulosa los cuales por si solos son
sustratos para la accion de celobiohidrolasas y de esta forma mejoran la eficiencia de la

hidrélisis de todo el sistema de celulasa. Por lo tato, el uso de actividad mejorada u

“optimizada de celobiohidrolasa puede mejorar ampliamente la produccion de etanol.
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[203] Asi, la celobiohidrolasa inventiva encuentra uso en la hidrélisis de celulosa a sus
componentes de azicares. En una incorporacion, una celobiohidrolasa variante es
adicionada a la biomasa antes de la adici6n de un organismo de fermentacion. En una
segunda incorporacidn, una celobiohidrolasa variante “es -adicionada a la biomasa al
mismo tiempo que un organismo de fermentacion. Opcionalmente, puede haber otros
componentes de celulasa presentes en cualquier incorporacion,

[204] En otra incorporacién, la materia prima celulésica puede ser pretratada. El
pretratamiento puede ser por medio de temperatura elevada y la adicién de 4cido
diluido, 4cido concentrado o solucién élcali diluida. La solucién de pretratamiento se
adiciona por un tiempo suficiente para por lo menos hidrolizar parcialmente los
componentes de hemicelulosa y luego neutralizados.

[205] EI principal producto de la accidn de CBH2 en celulosa es celobiosa la cual estd
disponible para conversion a glucosa por actividad BG (por ejemplo en un producto de
celulasa de hongo). Bien sea por el pretratamiento de la biomasa celulésica o por la
accion enzimética en la biomasa, otros azdicares, adicionales a glucosa y celobiosa, se
pueden hacer a partir de biomasa. El contenido de hemicelulosa de la biomasa se puede
convertir (por hemicelulasas) en azicares tal como xilosa, galatosa, manosa y arabinosa.
Asi, en un proceso de conversion de biomasa, 1a. sacarificacién enzimitica puede
producir azicares que son disponibles para conversiones biolégicas o quimicas a otros
intermedios o productos finales. Por lo tanto, los azlicares generados a partir de biomasa
encuentran uso en una variedad de procesos adicionales a la generacion de etanol. Los
ejemplos de dichas conversiones son fermentacién de glucosa a etanol (como revisado
por M. E. Himmel y otros, pp 2 a 45, en “Combustibles y Quimicos a partir de
Biomasa”, Simposio ACS Serie 666, ed B. C. Saha y J. Woodward, 1997) y otras

“conversiones bioldgicas de glucosa a 2;5-diceto-D-gluconato (Patente de los Estados

Unidos No. 6.599.722), 4cido léctico (R. Datta y S-P, Tsai pp 224 a 236, ibid), succinato
(R. R. Gokarn, M. A. Eiteman y J. Sridhat pp 237 a 263, ibid), 1,3-propanediol (A- P.
Zheng, H. Biebl y W-D. Deckwer pp 264 a 279, ibid), 2,3-butanediol (C.S. Gong, N.
Caoy G. T. Tsao pp 280 a 293, ibid), y las conversiones quimicas y biologicas de xilosa
a xilitol (B. C. Saha y R. J. Bothast pp 307 a 319, ibid). Ver también, por ejemplo, WO
98/21339,

[206] Las composiciones de detergente de esta divulgacion pueden emplear aparte de la

composicién de celulasa (independientemente del contenido de celobiohidrolasa, es
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decir, libre de celobiohidrolasa, sustancialmente libre de celobiohidrolasa, 0 mejorada
con celobiohidrolasa), un surfactante, incluyendo surfactantes ani6nicos, no ignicos y

anfoliticos, una hidrolasa, agentes de construccion, agentes blanqueadores, agentes

"azulantes "y colorantes fluorescentes, inhibidores ‘de “aglomeracion, solubilizantes,

surfactantes catiénicos y similares. Todos estos componentes son conocidos en ¢l estado
de la técnica de los detergentes, La composicion de celulasa como se describio
anteriormente puede ser adicionada a la composicion detergente en un diluyente liquido,
en granulos, en emulsiones, en gel, en pastas, y similares. Dichas formas son bien
conocidas en el campo del experto. Cuando una composicién sélida de detergente es
empleada, la composicién de celulasa es preferiblemente formulada como granulos.
Preferiblemente, los granulos pueden ser-formados con el fin de contener un agente
protector de celulasa. Para una discusién més completa, ver la Patente de los Estados
Unidos No. 6.162.782 titulada “Composiciones detergentes que contienen
composiciones de celulasa deficientes en componentes de tipo CBH2”, la cual se
incorpora aca por referencia.

[207] Preferiblemente, las composiciones de celulasa se emplean de aproximadamente
0.0005 por ciento en peso a aproximadamente 5 por ciento en peso con relacion a la
composicion detergente total. Mas preferiblemente, las composiciones de celulasa son
empleadas de aproximadamente 0.0002 por ciento en peso a aproximadamente 2 por
ciento en peso con relacion a la composicion detergente total,

[208] Adicional, la secuencia de 4cido nucleico de CBH?2 variante encuentra utilidad en
la identificacién y caracterizacion de secuencias de acido nucleico relacionadas. Una
cantided de técnicas utiles para determinar (predecir o confirmar) la funcién de los
genes relacionados o los productos de genes incluyen, pero no se limitan a, (A) andlisis
de ADN/ARN, tal como (1) sobreexpresion, expresién ectépica, y expresion en otras
especies, (2) eliminacién de genes (genética inversa, eliminacién objetivo,
silenciamiento de gen inducido por virus (VIGS, ver Baulcombe, 100 Afios de
Virologia, Calisher y Horzinek eds., Springer-Verlag, New York, NY 15:189 a 201,
1999); (3) analisis del estado de metilacién del gen, especialmente regiones regulatorias
de acompafiamiento; y (4) hibridacion in situ; (B) andlisis de producto de gen tal como
(1) expresion de proteina recombinante; (2) produccién de antisueros, (3)
inmunolocalizacidn; (4) ensayos biolégicos para catélisis u otra actividad; (5) estado de

fosforilacidn; y (6) interaccion con otras protefnas por medio de analisis doble hibrido
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de levadura; (C) an4lisis de camino, tal como ubicar un gen o producto de gen dentro de
un camino bioquimico o de sefializacion particular con base en su fenotipo de
sobreexpresién o por homologia de secuencia con genes relacionados; y (D) otros
analisis-los cuales también pueden ser:llevados a cabo -para-determinar o confirmar la
participacién del gen aislado y su producto en un camino particular metabélico o de
sefializacion, y ayudar a determinar la funcion del gen.

EXPERIMENTAL
[209] La presente divulgacion se describe en mayor detalle en los siguientes ejemplos,
los cuales no pretenden de ninguna forma limitar el alcance de la divalgacion como se

reivindica. Las figuras adjuntas deben ser consideradas como partes integrales de 1a

descripcion de la divulgacion. Los siguientes ejemplos son ilustrativos, pero no limitan
la divulgacion reivindicada.

[210] En la divulgacién experimental que sigue, se aplican las siguientes abreviaciones:
M (molar), mM (milimolar), uM (micromotar); nM (nanomotar); mol (moles), mmo!l
(milimoles); umol (micromoles); nmol (nanomoles); gm (gramos); mg (miligramos); pg
(microgramos); pg (picogramos); L (litros); ml y mL (milititros); pl y pl (microlitros);
cm'(centimetros); mm (milimetros); um (micrometros); nm (nanémetros); U (unidades);
V (voltios); MW (peso molecular); sec (segundos); min(s) (minuto/minutos); h(s) y
hr(s) (horahoras); ° C (grades Centigrados); QS (cantidad suficiente); ND (no hecho);
NA (no aplica); rpm (revoluciones por minuto); H,O (agua); dH;O (agua desionizada);
HCI (dcido clorhidrico); aa (aminoicido), bp (base par), kb (kilobase par); kD
(kilodaltones), cADN (ADN «copia o complementario); ADN (4cido
desoxirribonucleico);, sSADN (ADN de filamento simple); dsADN (ADN de filamento
doble); dNTP (trifosfato desoxirribonucleotido), ARN (acido ribonucleico); MgCly
(cloruro de magnesio); NaCl (cloruro de sodio); w/v (peso a volumen); v/v (volumen a
volumen), g (gravedad), OD (densidad oOptica); CNPG (cloto-nitro- fenil-beta-D-
glucdsido), CNP (2-cloro-4-nitrofencl);, APB (bagazo de dcido pretratado), PASC
(celulosa hinchada de 4cido fosforico); PCS (rastrojo de maiz de 4cido pretratado); Pi or
PI (indice de desempefio); HPLC (cromatografia liquida de alta presion), PAGE
(electroforesis de gel de poliacrilamida); PCR (reaccién en cadena de polimerasa); RT-
PCR (PCR de transcripeion inversa);, y SEL (libreria de evaluacion desitio).
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EJEMPLO 1
Ensayos
[211] Los siguientes ensayos fueron utitizados en los ejemplos descritos mds adelante.
Cualquier desviacion  de los protocolos provistos a continuacién se indica en los
ejemplos. En estos experimentos, se utilizd un espectrofotometro para medir la
absorbencia de los productos formados después de la terminacion de las reacciones,

A. Ensayo de Hexoquinasa para la Medicion de Glucosa Residual

[212] La glucosa residual de sobrenadantes de cultivo H.jecorina que expresan variantes
de CBH2 fue medida usando un ensayo de hexoquinasa. Un volumen de 5 p! de
sobrenadante 'se adiciond a 195 pl glucosa-hexoquinasa en-un ensayo (Laboratorio de
Instrumentacién, Breda, Holanda) en una placa de microtitulacion 96 (Costar Flat
Bottom PS). Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por 15 min. Seguido a
la incubacién, fa absorbencia se midi6 a 340 nm OD. Los sobrenadantes de los cultivos
que expresan glucosa residual fueron exciuidos de la puesta en comin para estudios

adicionales.

B. Ensayo HPLC para la‘Determinacién de-Contenido de Proteina

[213] La concentracion de proteinas variantes de CBH2 de los sobrenadantes agrupados
de cultivo se determiné utilizando un Agilent 1100 (Hewlett Packard) HPLC equipado
con una columna Proswift RB 2H (Dionex). Diez microlitros de muestra, mezclados
con 50 pl de 10% de acetonitrilo en agua desmineralizada filtrada se inyecté seguido al
equilibrio de la columna de HPLC con 10% de acetonitrilo que contiene 0,01% de 4cido
trifluoroacético. Los compuestos se eluyeron utilizando un gradiente de 10% a 30% de
acetonitrilo de 0,3 min a ‘1 min, seguido de un gradiente de 30% a 65% de 1 min a 4
min, Las concentraciones de proteina de variantes de CBH2 s¢ determiné a partir de una
curva de calibracion generada utilizando CBH2 de tipo salvaje purificado (6.25, 12.5,
25, 50 pg/mi). Para calcular el indice de rendimiento (Py o PI), la proporcion de la
proteina total (promedio) producida por una variante y la proteina total (promedio)

producida por la de tipo salvaje a la misma dosis fueron promediadas.

C. Determinacién de-la Actividad Especifica por medio de Ensayo de Hidrélisis de
Celulosa Hinchada de Acido Fosférico (PASC)
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[214] Hidrélisis de celulasa: La celulosa hinchada de 4cido fosférico (PASC) fue
preparada de Avicel de acuerdo con un método publicado (Walseth, Teppi 35:228, 1971;
y Wood, Biochem J, 121:353 a 362, 1971). Este material se diluyé con bufer y agua
para-lograr una mezclade 1% w/v'de tal maneraque la concentracion final de acetato de
sodio fue 50 mM, pH 5.0. Cien microlitros de una suspension al 1% de PASC en 50 mM
de bifer de acetato de sodio (pH 5.0) se entregd en una placa microtitulacion de 96
agujeros (Costar Flat Bottom PS). Diez microlitros de 5 mg/ml de sobrenadante de
cultivo de una cepa eliminada de CBH2 fueron introducidos en el PASC, y 5,10, 15,0
20 pl de sobrenadantes de cultivo de células H. jecorina que expresan CBH2 de tipo
salvaje o variantes de CBH2 se afiadieron a la misma. La eliminacién del gen de CBH2
de Hypocrea jecorina (también conocida como Tricoderma Teesel) se describe en las
Patentes de los Estados Unidos No. 5.861.271 y 5.650.322. Voltmenes de
compensacion del bufer de acetato fueron adicionados para compensar las diferencias
en el volumen total. La placa de microtitulacién fue sellada e incubada en un incubador
termostizado a 50°C bajo condiciones de agitacién a 900 rpm. Después de dos horas, la
reaccion de hidrélisis se detuvo por medio de la adicién de 100 pl de bufer de glicina,
pH 10 en cada agujero o pozo. Para calcular el indice de rendimiento (P ; o Pi), la

proporcion del azicar total (promedio) producido ‘por ‘una variante y el azicar ‘total

(promedio) producido por la de tipo salvaje a la misma dosis fueron promediadas. Los
productos de reaccion de hidrolisis se analizaron con e ensayo PAHBAH. Ensayo
PAHBAH: Alicuotas de 150 ul de PAHBAH que reducen el reactivo de aziicar (5% wiv
de hidrazida de 4cido p-hidroxibenzoico (PAHBAH, Sigma # H9882), disuelto en 0.5 N
HCI), (Lever, Anal. Biochem, 47:273 a 279, 1972) fueron adicionados a todos los
agujeros o pozos de una placa de microtitulaciéon vacia. Diez microlitros de los
sobrenadantes de reaccién de hidrolisis -fueron adicionados a la placa de reaccion
PABAH. Todas las placas fueron selladas ¢ incubadas a 69°C bajo agitacion continua de
900 rpm. Después de una hota Jas placas se ubicaron en hielo por cinco minutos y se
centrifugaron a 720 x g a temperatura ambiente por cinco minutos. Las muestras de 80
uL de las mezclas de reaccion PAHBAH desarrolladas se transfirieron a una placa
fresca y se midi6 la absorbencia a 410 nm en un espectrofotometro. Se incluyé una

celobiosa estandar como control. Una curva de respuesta a dosis s¢ generd para la

* proteina CBH2 tipo salvaje.
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D. Determinacién de la Actividad Especifica por medio de Hidrélisis de Rastrojo
de Mafz Pretratado con Acido Diluido

[215] Rastrojo de Maiz Pretratado (PCS): El rastrojo de maiz fue pretratado con 2%
wiw de H ; SO 4 como se describio (Schell'y otros, J. Appl Biochem Biotechnol, 105:69
a 86, 2003) y seguido por multiples lavados con agua desionizada para obtener una
pasta que tiene un pH de 4.5, El bufer de acetato de sodio (pH 5.0) fue luego adicionado
a una concentracion final de 50 mM de acetato de sodio v, si es necesario, esta mezcla
fue luego titulada a pH de 5.0 utilizando IN NaOH. La concentracién de celulasa en la
mezcla de reaccion fue de aproximadamente 7%. Sesenta y cinco microlitros de esta
suspension de celulosa fueron adicionados por agujero a una placa de microtitulacion de
96 agujeros (Nunc Flat Bottom PS). Diez microlitros de un sobrenadante de cultivo de §
mg/ml de una cepa eliminada de CBH2 se adicionaron al PCS, vy 5, 10, 15, 0 20 ul de
los sobrenadantes de cultivo de células de H. jecorina que expresan CBH2 de tipo
salvaje o variantes de CBH2 fueron adicionadas a ia misma. Después de sellar la placa,
las placas se ubicaron en una incubadora termostizada a 50°C bajo condiciones de
agitacion a 1300 rpm por 5 minutos. Las placas fueron luego incubadas a 50°C mientras
que se agitaba a 200 rpm bajo 80% de humedad para evitar el secado. Después de 7 dfas
fas placan se-pusieron enhielo por 5 min y la reaccion de hidrdlisis se detuvo por la
adicion de 100 pl de bufer de glicina, pH 10 a cada agujero. Los productos de reaccion
de hidrélisis fueron analizados con el ensayo PAHBAH. Pata calcular el indice de
rendimiento (P, o PI), la proporcién det azicar total (promedio) producido por una
variante y el aziicar total (promedio) producido por la de tipo salvaje a la misma dosis
fueron promediadas. Ensayo PAHBAH: Alicuotas de 150 pl de PAHBAH que reducen
el reactivo de azicar (5% w/v de hidrazida de 4cido p-hidroxibenzoico (PAHBAH,
Sigma # H9882), disuelto en 0.5 N HCI), (Lever, Anal. Biochem, 47:273 a 279, 1972)
fueron adicionados a todos los agujeros o pozos de una placa de microtitulacién vaca,
Diez microlitros de los sobrenadantes de reaccion de hidrolisis fueron adicionados a la
placa de reaccion PABAH. Todas las placas fueron selladas e incubadas a 69°C bajo
agitacién continua de 900 rpm. Después de una hora las placas se ubicaron en hielo por
cinco minutos y se centrifugaron a 720 x g a temperatura ambiente por cinco minutos.
Las muestras de 80 pL de las mezclas de reaccién PAHBAM desarrolladas se

“transfirieron a ‘una placa fresca y “se midio 1a absorbencia a 410 nm en un
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espectrofotdmetro. Se incluy6 una celobiosa estandar como control. Una curva de

respuesta a dosis se generd para la proteina CBH2 tipo salvaje.

E. Determinacion de'la Actividad Especifica por-medio de Hidrolisis de Mazorca
de Maiz Pretratada (CC) con Amoniaco

{216] La mazorca de maiz fuer molida para pasar a través de un filtro de 0.9 mm, luego
fue pretratada como se describié en el Ejemplo 4 de la solicitud de patente
W02006110901 (incorporada ac4 por referencia para este método). La mazorca de maiz
pretratada fue utilizada como una suspension de 7% de celulosa en 50 mM de acetato de
sodio pH 5.0. Sesenta y cinco microlitros de la suspensién se adicionaron por agujero a
una placa de microtitulacion de 96 agujeros (Nunc Flat Bottom PS). A cada agujero, se
adicionaron 20 pl de 3.4 mg/m! de sobrenadante dc una cepa (Aegil, Acgl2, Acbhl,
Acbh2) complementado con 0.23 mg/m! de glucosidasa 1 purificada de T. reesei (Cel3
A). Se adicionaron veinte o cuarenta microlitros de sobrenadantes de cultivo de células
H. jecorina que expresan CBH2 tipo salvaje o variantes de CBH2. Los volimenes de
compensacion del bufer de acetato fueron adicionados para compensar las diferencias
en el volumen total. La placa fue incubada a 50°C mientras que se agitaba a 220 rpm
bajo 80%‘ de humedad para-evitar el secado. Después de 3 dias la placa-fue puesta en
hielo por § min y se adicionaron 100 ul de 100 mM de glicina pH 10.0. Después de
mezclar, ia placa fue centrifugada a 3000 rpm por § min. Un volumen de 10 ul de
sobrenadante fue diluido en 190 ui de agua. Veinte pl de la solucién diluida se
transfirieron a una nueva placa de microtitulacién de 96 agujeros (Costar Flat Bottom
PS) que contiene 100 pl de mezcla de ensayo de glucosa ABTS (2.74 mg/ml de 2,2'
azino-bis(3-etilbenzo-tiazolina-6-acido sulfénic, 0.333 U/ml de peroxidasa de rabano
picante tipo VI, 1 U/ml de oxidasa de glucosa) y un aumento en A s fue registrado en
un espectrofotémetro de placa de microtitulacién (Spectramax Plus 384, Dispositivos
Molecualres). Un rango de concentraciones de glucosa se incluyo como un estdndar en
cada placa (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 mM). Los ensayos fueron hechos en
duplicado. Una curva de respuesta de dosis se generé para el CBH2 tipo salvaje al
ajustar Jos datos con la ecuacién de Langmuir (y = (x*a)/(x+b)) v las actividades de las
variantes CBH2 se dividieron por una actividad calculada de CBH2 tipo salvaje de la

"misma placa para producirun indice-de rendimiento.
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F. Estabilidad de Variantes de CBH2 en Presencia de Etanol

[217] La estabilidad del CBH2 de tipo salvaje y las variantes de CBH?2 se probo en
presencia de 4.5% de etanol (EtOH) a 49°C. Los sobrenadantes de cultivo agrupados
(80 pL) de células de H. jecorina que expresan variantes de CBH2 se adicionaron auna
placa de 96 agujeros (Greiner V-bottom PS) que contiene 10 pl de 40.5% de EtOH por
aguwjero, Las placas s¢ sellaron y se incubaron en una incubadora con termostato a 49°C
por 16 horas con una agitacion de 900 rpm. Seguido a la incubacién, las placas se
ubicaron en hielo por 5 minutos. La actividad de CBH2 residual se determiné usando el
ensayo de hidrélisis de celulosa hinchada de 4cido fosforico (PASC) como se describid
anteriormente.

[218] Para calcular Iz actividad residual, el valor del producto formado por la adicién de
5, 10, 15 y 20 ul de CBH2 incubado en EtOH al ensayo PASC de actividad residual se
dividié por el valor del producto formado por la adicién de 5, 10, 15 y 20 pl de CBH2
libre de EtOH al ensayo PASC. Los valores individuales de estas cuatro proporciones

fueron luego promediados para dar la actividad residual promedio. Para determinar el

valor PI para la variante, el valor de la actividad residual promedio para las variantes fue

luego dividido por el promedio de los valores de actividad residual de los controles de
CBH2 tipo-salvaje.

G. Termoestabilidad de Variantes de CBH2

[219] La termoestabilidad det CBH2 tipo salvaje y los variantes de CBH2 se probo a
53°C. Los sobrenadantes de cultivo agrupados (80 pL) de células de H. jecorina que
expresan variantes de CBH2 se adicionaron a una placa de 96 agujeros (Greiner V-
bottom PS). Las placas se sellaron y se incubaron en una incubadora con termostato a
53°C por 16 horas con una agitacion de 900 rpm. Seguido ala incubacion, las placas se
ubicaron en hielo por § minutos. La actividad de CBH2 residual se determiné usando el
ensayo de hidrolisis de celulosa hinchada de acido fosforico (PASC) como se describié
anterioriente.

[220] Para calcular la actividad residual, el valor del producto formade por la adicién de
5, 10, 15 y 20 pl de CBH2 tratado con calor al ensayo PASC de actividad residual se
dividi6 por el valor del producto formado por la adicién de 5, 10, 15y 20 ul de CBH2

sin calentar al ensayo PASC. Los valores individuales de estas cuatro proporciones

fueron luego promediados para dar la actividad residual promedio. Para determinar et
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valor PI para la variante, el valor de la actividad residual promedio para las variantes fue
luego dividido por el promedio de los valores de actividad residual de los controles de

CBH2 tipo salvaje.

EJEMPLO 2
Generacién de librerfas de evaluacién de sitios y de combinaciones para la
Hipoacrea jecorina CBRH2
{221] El plasmido pTTTpyr-cbh2- que  contiene’ la- secuencia que codifica 1a proteina
Hipocrea jecorina CBH2 (SEQ ID NO: 1) se envié a BASEClear (Leiden, Paises
Bajos), Gene Art AG (Regensburg, Alemania), y Sloning BioTechnology GmbH
(Puchheim, Alemania) para la generacion de librerias de evaluacién de sitios (SELs). Se
proporciona un mapa de la pTTTpyr-cbh2 en la figura 3. Se le solicité a los proveedores
que generaran librerias de posiciones en cada uno de los sitios de la proteina madura de
Hipocrea jecorina CBH2 (SEQ ID NO: 3) que se muestra en la tabla 2-1. La secuencia
de aminoacidos de la proteina CBH2 de cadena ‘completa se muestra en'la SEQ ID
NO:2.
f222] La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de referencia de] ADN que codifca la
Hipocreajecorina CBH2:
atgattgtcggcattctcaccacgctggctacgctggccacactcgcagctagtgtgcct
ctagaggagcggcaagettgctcaagegt
ciggggecaatgtgptggccagaatiggtegggtecgactigetgtgettceggaageac
atgegtetactccaacgactattacteoc
agtgicitccoggegetgeaagetcaagetegtecacgegegecgegtegacgacttete
gagtatcccccacaacatceeggtega

getecgegacgectccacctggtictactactaccagagtacctccagioggategggaa

- cegotacgtattcaggeaaccettttgttg

gggteactecttgggecaatgeatattacgectetgaagttageagectegetattecta
gettgactggapecatggecactgetgeag
cagetgicgeaaaggticeetcttitatgtggctagatactettgacaagaccecteica
tggagcaaaccttggeegacatcegeaceg
ccaacaagaatggeggtaactatgeeggacagittgtegtgtatgacttgcoggategeg
attgegetgeccttgectegaatggegaa
tactetattgecgatggtggegtegecaaatataagaactatatcgacaccattegteaa

1S
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attgtcgtggaatattccgatatecggacect
cetggttattgagectgactetettgecaacctggtgaccaaccteggtactccaaagtg
tgccaatgetcagtcagectacettgagtpc
atcaactacgccgtcacacagctgaaccﬁccaaatgttgcgatgtatttggacgctggc
catgcaggatggcttgectggecgpcaaa
Ccaagacccggecgetcagetattigeaaatgittacaagaatgeategtetcogagage
tcticgeggattggeaaccaatgtegeea '
actacaacgggtggaacattaccagccccccatcgtacacgcaaggcaacgctgtctaca
acgagaagetgtacatccacgetattg
gacctettettgecaateacgoctgtecaacgecticticatcactgateaaggtegat
cgggaaageagectaccggacageaaca
gtggggagactggtgcaatgtgatcggcaccggatttggtattcgcccatccgcaaacac
tggggactegtigetggattegtitgtetg
ggtcaagccaggcggcgagtgtgacggcaccagcgacagcagtgcgocacgatttgactc
ccactgtpegctcccagatgecttge
aaccggegecteaagetgptgettggticcaagectactttgtgcagettcteacaaacy caaacccatcgttcctgtaa.
[223] La SEQ ID NO:2 establece la secuencia completa de la proteina de Hipocrea
jecorina CBHD: |
MIVGILTTLATLATLAASVPLEERQACSSVWGQCGGQNWSGPTCCASGSTCVYS
NDY YSQCL
PGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTSRSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVG
VTP WA
NAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRT
ANKNGG NY
AGQFWYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSD]RTLL

“VIEPDS LA

NLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPAN Q
DPAAQLFA NV
YKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYTHAIGPLLANH
GWSNAF FI
TDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGEC
DGTSDSSA PR FDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL.
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(224] la SEQ ID NO: 3establece la secuencia de la proteina madura de Hipocrea
jecorina CBH2:

QACSSVWGQCGGQNWSGPTCCASGSTCVYSNDY YSQCLPGAASSSSSTRAAST
TSRVSPT TS
RSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVGVTPWANAY YASEVSSLAIPSLTG

AMAT AA
AAVAKVPSFMWLDTLDK TPLMEQTLADIRTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDC

AALASNGE YS
IADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDH{TLLVIEPDSLANLVTNLGTPKCANAQSAY
LECI NY
AVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQLFANVYKNASSPRALRGLA
TNVANYNG WN
ITSPPSYTQGNAVYNEKLYIHAIGPLLANHGWSNAFFITDQGRSGKQPTGQQQW

GDWCNV IG
TGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGECDGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQ

AGAWFQAY FVQLLTNANPSFL.

[225] Para cada uno de los sitios listados en la tabla 2-1, se generaron un promedio de
18 variantes de sustitucién. Las librerfas se recibieron como plasmidos puros que
codifican variantes de proteinas CBH2.

Tabla 2-1: Posiciones seleccionadas de la protefna CBH2 madura

[226] Cuatro librerias de combinaciones sintéticas de'CBH2 también fueron producidas
por Sloning Biotechnology GmbH (Puchheim, Alemania) y BaseClear (Leiden, Paises
Bajos). Las tablas 2-2 a 2-5 listan las sustituciones que pueden estar presentes en
miembros de las librerias de combinaciones sintéticas de CBH2 (enumeradas de

acuerdo con la secuencia de aminoacidos de la CBH2 madura).

Produccién de proteinas variantes de CBH2

[227) Los plasmidos purificados de pTTTpyr=cbh2 (p cb i, Amp™®, Acetamida %Y que
conticnen marcos de lectura abiertos que codifican sccuencias variantes de CBH2
fueron obtenidos de los proveedores espicificados arriba. Los protoplastos de la cadena
de H. jecorina cuatri-borrada (Aegll, Aegl2, Acbhl, Acbh2) fueron transformados con
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los constructos de pTTTpyrG y criados en agar selectivo que contiene acetamida a 28°C
por 7 dias como se describe (WO 2009/048488). Los genes que codifican
celobiohidrolasa I (CBHL), Cel7a), celobiohidrolasa 1i (CBHII, Cel6a), endogluconasa !
(EGI, -Cel7b), 'y "endogluconasa ‘1T (EGI1, ‘Cel5a) han 'sido -inactivados en la cadena
cuatri-borrada. Las csporas s¢ cosecharon, replantadas ¢n otro plato dc agar de
acetamida, ¢ incubadas a 28°C por 7 dias, Ademas, Ias esporas se cosecharon en glicerol
al 15% y se almacenaron a -20°C para uso futuro. Para la produccién de proteina
variante de CBH2, se agregd un volumen de 10 ml de suspensién de esporas a 200 ml
de medio minimo de glicina suplementado con una mezcla de glucosa/sofrosa al 2% en
un plato filtro de PVDF: 6.0 g/L. de glicina, 4.7 g/L de (NH.),SOx:; 5.0 g/L de KH,PO,;
1.0 g/L de MgSO.-TH,O; 33:0 g/l de PIPPS; pH '5:5; con 1a adcion posterior a la
esterilizacién de la mezcla de glucosa/sofrosa al 2% como fuente de carbono, 10 mi/L
de 100 g/L de CaCly, 2.5 MI/L de elementos traza de T. reesei (400X): 175 g/L de 4cido
citrico anhidro; 200 g/L de FeSO4-7H,0; 16 g/L. de ZnSO.; 3.2 g/L de CuSO4-5H,0; 1 .4
g/l de MnSO+-H,O; 0.8 g/ de H;BO; Cada vaniante de CBH2 se cri6 por
cuadriplicado. Después de sellar el plato con una membrana permeable al oxigeno, los
platos se incubaron a 28°C por 6 dfas, mientras se agitaban a 220 rpm. El sobrenadante
fue cosechado transfiriendo el medio de cultivo a un plato de micropipetado a baja
presion y probado en busca de glucosa residual usando la prucba de hexoquinasa como
se describe en el ejemplo 1.

EJEMPLO 3
Expresion, Actividad y Estabilidad de Variantes de CBH2
[228] La H. jecorina CBH2 SEL y variantes de proteinas combinatorias fueron probadas
por varias propiedades de interés. En particutar, las variantes ‘de celulosa se probaron
para la expresién de proteinas usando una prueba de HPLC (HPLC), actividad
especifica usando Ia prucba PASC de hidrolisis (Act. PASC) y la prueba PCS de
hidrélisis (Act. PCS), estabilidad en presencia de etanol (proporcion de EtOH) y
estabilidad térmica (proporcién de calor) como se describe en el ejemplo 1. Las
variantes de combinacion también se probaron para actividad especifica por hidrélisis

de comcon pretratado con amoniaco (Sp. Act. CC) como se describe en el gjemplo 1.

“Los datos de desempefio ‘para las variantes de CBH2 SEL se muestran en la tabla 3-1 Y

los datos de desempeilo para las variantes de combinacién de CBH2 se muestran en la
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Tabla 3-2. Las filas de Ia tabla 3-2 que no tienen datos de desempefio corresponden a
variantes de combinacién de CBH2 que no fueron expresadas en las pruebas iniciales.

{229] El indice de desempefio (Pi o P1} es la proporcién de desempefio de la variante a

1a de1a celulasa madre-o de referencia. ‘Varios-de los términos que se establecen debajo

s¢ emplean para describir la mutacion: las mutaciones up tienen un Pi > 1; las
mutaciones neutrales tienen un Pi > 0.5; las mutaciones no perjudiciales tienen un Pi >
0.05; las mutaciones perjudiciales tienen un Pi = 0.05; las mutaciones combinables son
aquellas mutaciones para las cuales la variante tiene un valor Pi = 0.5 para al menos una
propiedad, y > 0.05 para todas las propiedades. Las mutaciones combinables son
mutaciones que pueden ser combinadas para entregar protefnas con Pis apropiados para
una o més propiedades deseadas. Las posiciones enlas que ocurren las mutaciones se
clasifican de la siguientc manera: las posiciones no restrictivas tienen > 20% de
mutaciones neutras para al menos una propiedad; vy las posiciones restrictivas tienen <
20% de mutaciones neutras para actividad y estabilidad.

[230] Estos datos pueden usarse para disefiar cualquier CBH. Aun si el CBH quesevaa
crear tiene un aminoacido diferente de los de Ja CBH?2 en una posicién particular, estos
datos pueden usarse para encontrar una sustitucion que altere las propiedades deseadas
identificando la mejor eleccion de sustitucion, incluyendo 1a sustitucidn al aminoacido
del tipo salvaje de CBH2.

[231] La Tabla 3-1 muestra los valores de los indices de desempefio (Pi o PI) para 2.282
variantes de Hypocrea jecorina CBH2 en 162 posiciones. Los indices de desempefio
menores o iguales a 0.05 se fijaron en 0.05 y se indican en negrita italica en la tabla.
[232] Las variantes no combinables son aqueilas para las que todos los valores de Pi <
0.05. Para la Hypocrea Jecorina CBH2, de las 2.282 variantes, 6 son no combinables.

" Estas son la A121Q, 1.243H, A322Q, 1328C, L328Y, V463Y. ‘Cualquier CBH2 que

tiene una de ias sustituciones de arriba relativa a la Hypocrea jecorina CBH2 puede
mejoratse mutando ese aminodcido a una de las sustituciones combinables en esa
posicidn, o al aminodcido presente en la Hypocrea jecorina CBH2 en la posicién 121,
243,322, 328 y 463.

EJEMPLO 4
‘Clasificacién delas posiciones de CBH2
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[233] Como se ha descrito hasta ahora, la funcionalidad de las variantes de celulasa se
cuantificé como un indice de desempefio (PI), el cual es la relacion del desempefio de

una variante a la celulasa madre o de referencia. Varios de los términos que se

~establecen debajo se emplean para describir1a mutacion:-Jas mutaciones up tienen un P1

> 1; las mutaciones neutrales tienen un PI > 0.5; las mutaciones no pegjudiciales tienen
un PI > 0.05; las mutaciones perjudiciaies tienen un PI = 0.05; las mutaciones
combinables son aquellas mutaciones para las cuales la variante tiene un valor Pl = 0.5

para al menos una propiedad, y > 0.05 para todas las propiedades. Las mutaciones

apropiados para una o més propiedades deseadas. Las posiciones en las que ocurren las
mutaciones ‘se clasifican de la siguiente manera:‘las posiciones no restrictivas tienen >
20% de mutaciones neutras para al menos una propiedad; y las posiciones restrictivas
tienent < 20% de mutaciones neutras para actividad y estabilidad,

[234] Como se muestra en la tabla 4-1, para tas 162 posiciones probadas en la CBH2,
todas las162 son no restrictivas. Las posiciones no restrictivas son las més apropiadas
para el uso en la construccion de librerfas de combinaciones, ya que tienen un gran

namero de mutaciones combinables.

EJEMPLO S
Efecto del cambio de carga sobre la actividad de las variantes de CBH2

[236] En este ejemplo, se evalta el efecto del cambio de carga sobre Ia actividad de la
CBH2 en pruebas PCS y PASC. Enresumen, las nimeros de ganadores de'PCS y PASC
en las SELs de CBH2 se déterminé como una propiedad def cambio neto de carga. En
las tablas 5-1y 5-2, se determiné fa tasa de ganadores observados a los esperados (ofe)
en las pruebas PCS y PASC respectivamente. Los valores en negrita itilica son
significativamente diferentes del promedio de 10 distribuciones aleatorias mas o menos
el niimero de desviaciones estdndar (sd) listados en las columnas respectivas.

[237] Como se muestra en la tabla 5-1 y en Ia Figura 2A, reducir la carga (por ejemplo
-1, -2) resulta en una frecuencia significativamente mas- alta de CBH2 ganadores en la-
prucba PCS, mientras que incrementar la carga (por gjemplo +1} resulta en una
frecuencia sighificativamente més baja de CBH2 ganadotes en la prucha PCS. En
contraste, como s¢ muestra en la tabla 5-2 y en la Figura 2B, se observa una frecuencia

significativamente mds alta de CBH2 ganadores para variantes sin un cambio de carga
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(por ejemplo, 0), mientras que se observa una frecuencia si gnificativamente més baja de
CBH2 ganadores para cambios de carga (por ejemplo, -2, -2, +2).
[238] En conclusién, la actividad de la CBH2 en PCS se correlaciona con una

“disminucién en Ta-carga. La actividad de la CBH2 en la PASC por otro tado, muestra

que esta tendencia no se correlaciona con la actividad hidrolizantc de la celulosa, pero
es especifica para el material del PCS.

EJEMPLO 6

Creacitn de cepas de tamizado de Trichoderma reesei
[239] Las cepas de tamizado mejoradas fueron creadas para incrementar la consistencia
de l1a expresién de variantes de CBH2 en presencia de factores no relacionados con las
secuencias de aminoacidos de las variantes de la enzima. En particular, las cepas de
tamizado de T. reesei se desarrollaron en combinacion con un vector objetivo para
forzar la integracién de los genes de la variante cbh2 (por ejemplo, la regién de
codificacion en combinacién operable con una secuencia reguladora). Las nuevas cepas
preparadas durante el desarrollo de la presente divulgacién, combinan diferentes
mutaciones que son ventajosas para las librerfas de variantes de tamizado. En la figura 4
s¢ muestra'un esquemarde los pasos de ingenieria genética.
[240] E! borrado de la ku80 de la cepa derivada de T- reesei cuatri-borrada. Se identificod
un solo ortdlogo de MUSS2, el ortélogo N. crassa de la KUSO humana, mediante la
bisqueda TBLASTN en el genoma de 1a secuencia de H. jecorina QM6a (Trichoderma
reesel) y por consiguiente se denomind Treesei ku80. Identificacién de proteina 58213,
hitp://genome. jgi- psf.org/Trire2/Trire2. home.html. La secuencia de nucle6tidos del gen
de T.reesei ku80 se proporciona como la SEQ ID NO:23;
ATGGCGGACAAGGAAGCAACCGTCTTCATCATCGACCTCGGCGCGTCCATGG
CA
GCTG'T‘CAATGGGGGTCGAGAAGAATCCGACCTTGATTGGAGCATGAGCTACG
TC
TGGGACAAGATCAGCAACGTCGTGGCCTCGAATCGCAAGACGCTGTGCGTT
GGC
GTCGTGGGGTTCAGAACCGACGAGACAAACCACACGCTGAGCGAGGATGGG
TAC

‘GAGAACATCTCCATATFGCAGCCCCTGGGGCCGATGAGCATGTCCAGCCTCA
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AG

GCTCTTCAGCCCAAGGTGAAGCCGAGCAGGACGGTGGAAGGCGATGCCATC
TCG

‘GCGATTGTCATTGCCGTCGACATGATTGACAAGTACACGAAGAAGAACAAAT

GG
AAGCGGCAGATTGTTCTCATTACCGACGGCCAAGGCGAGATTGATCCAGATG
AT
ATTGGCGACATTGCTAGAAAGATGCGCGACTCGAATATTGAATTGACAGTCTT
GT
GAGTTGGCGAGACCGTTTGGCGGACGGTAATGGTGCTGACGGTGATGCAAG
GGG
CGTCGACTTTGATGCTCCCGATTACGGCTTCAAAGAGGAGGACAAACCTTCA
GTC
AAGGTACTCCATATGTTCACTTCTTTICTTTTTCTTICTTTATTITCTITTCTTIT
GAA
GCTTTCATTAACCTCTTCGTTAGAAGCAAAACGAAGAGACCCTAAAAAAGCT
CGT
GGATGGCTGTGGCGACGACTCAAGGTTCGCCTCCATGGTCGAGGCCATTGAC
GA
CTTGAATGAGCCACGAGCAAAGTCGGTCAAGCCTTACAAAACGTACGAAGG
TCT
CTTGACCTTGGGAGATCCGAAAAACGCTCCCGCAGTGGTGGAAATCCGCGTC
GA
GAGATACTTCAAGACCCATCTAGCCAGGCCACCTGCCGCCAGCACCGTGGTG
GTC
AAGGAGGAGCAAGCTGGGCCGTCTCAGGCAGACGAGGACGAACAGATGGA
CGG
AGCGGAACTTACAGCTGTGAGGCAGGCCAGGACATACAAGGTCAATGATCC
AGA '
TGCCCCTGGCGGTAAGCGTGACGTTGAGTTTGAGTCTCTGGCCAAAGGGTAC
GAG
TACGGCAGGACGGCAGTCCACATCAGCGAGTCTGATCAAAACGTCACCAAG
CTC

82
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GCGACAGAAAAGAGCTTCAAGATCATCGGCTTCGTCCAGAAAGAAAAGGTA
TTG
GCTTGGCTCTCAGCATTTGACCCGTTGCTCTTGGCTAACCCTTGTTTAGTATG
AAA
TGCTCCTTAATCTTGGCGAAACCTGCGTTACCGTTGCATCCAAGTACGATGAA
AA

GTCTGAGCTGGCTTTTAGCTCTCTGGTGTGGGCGCTCTCGGAGCTCGACGCC
TAC

GCCGTGGCCCGCCTAGTAACTAAGGACCAAAAGGACCCCATGCTGGTGTTAC
TG

ATGCCGTATATGGAGCCTGATTATGTTTGTCTCTATGATGTGCCTCTGCCTTIC
GC
AGAGGACATCAGGACGTACCAGTTTCCTCCCTTGGACAGAGTCGTTACCGTC
AGT
GGCCAAACGCTCACCAACCATCGCCTATTGCCATCCGACGAGCTCAACCAAG
CG

ATGAGCGACTACGTAGATGCCATGGACATTTCAAGTTATGGTATCGATGAAGA
TG

GGTGAGTATAGAAGATGATTGTTCAAATCTTTCACTTCTAAGCATTGCTTCTGA
TC
TAGGCAACCGGCTGAATATGCCACCATCGATGAGTTATACAACCCTGCGATAC
AT
CGCATAGGCCATGCGATCAAACAACGAGCGATCCACCCAGAGAAACCCGTG
CCC

GAGATCCCCCCAGTCTTGCTTAGATTCGCAGCACCCCCGACAGAACTCGTCG
AGA

CTGTGCAGCCTCATATCGATGCACTGATTCACGCTGCAGACGTGAAGAAAGG
TAC

TGATTCCATTACATATGCTTCTCTGCACACTGATGTTTGATTTGTGCTAACGCC
CcC

CCTTAGTGCCGCCCAAGGCCAAGGGCAAGCGCCAAAGAGAAACAGTTAAAC
CCA

TCTCGGGACTGGATGTGGATGCCCTTCTGGGAGAAGAGCAGAAAGGTTCCAT

¥
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TA
GTCCGGAGAATGCCATTCCGGACTTCAAACGAGCCCTCAACTCGTCCGAAGA
AG
TCGAGCAGATTGCCGACGCCACAAAACAAATGGGGGCCATTGTGCGGTCTCT
CA
TTACGGACAGCTTCGGGGATAGCAAATATGCCCAGGCAATGGAAGGCATTGG
TG
CCATGCGTGAGGAGCTGATCAACCTGGAAGAGCCTGGCCTCTACAACGACTT
TG
TGCGCGACTTGAAGAAAAGTTTGCTATCTGGAGCCTTGGGTGGTGACAGGCG
AG
ATTTCTGGTTCAAGATGAGGTGGGCGAAGCTGGGCCTCGATTGACAAGAAAC
AGT
CGGAGGTGTCTTCGGTCACTCTTGAGGAGGCGGACGAGGTGAGTGGTGCAG
CAT
GCTGTCGGATTATACGGACGTTGTTTGCTAACTTGTGGGATAGTTTTACAAGT
CG
AGGTGAGGTATCTACGTTGACCAAGAATGGGACCATGTATATGAGCGGTGTA
AC AACAGAATCCTGTGCTTTGAGCATTGTATGA

{241] El gen de T:reesei ku80 fue borrado de la cepa derivada cuatri-borrada usando
métodos estandar en el arte (WO 2005/001036). En resumen, se emple6 una platina de
borrado de ku80 que emplea un marcador seleccionable flanqueado entre Ja secuencia
1.3 kb de 5’ ku80 y la secuencia 2.3 de 3’ ku80, como se muestra esquematicamente en
la figura 5. La variante Treesei ah, la cual confiere resistencia al herbicida etil
clorimuron, se emple6 como marcador seleccionable como se describe en O
2008/039370. La secuencia de nucledtidos de la platina de expulsion de ku80 tiene una
longitud de 7685 pares de bases: las-bases 1-1271 corresponden a la region homologa
del 5° ku80; las bases 1280-7685 corresponden a la variante resistente al etil o/s-
clorimuron (A190D); y las bases 5381-7685 corresponden al ka regién homologa de la
3" ku80. La secuencia de nucleétidos de la platina de expulsion se proporciona como {a
SEQ ID NO: 14: ggecgectcaacacceacactcgaggeacacgagticateggeggctteeeecacaaget
ctcggecaacctgetaceggetetcte
gegagacticceaaagectacaaacgaggtegacgteaaggaggeectegagegeeagee
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cggcagatggagectecagggeca
gatcaaggccaacaacatgagageccagagegeegeactecggetegacgacaaggagag
caaggegagagectitgaggagg ,
ccaagegegagetactggegtatcaccacagegecetgeggaagecttcoggegeaagat
aatgagcttgatcgcaatgacgagttc acgtacgcetttgccatattgtigttgetttitgtttggtectacatgtacggegeattgg
ttgggaggatatacccacggagagtgtcegagt
ggctictgggatttagagegteattagcaggatagagatggttggecaggggaatggaat
tgacttitcactacaaggaacttgttcactc
tggigtigaticccatigeptgactggtagtagggaggaatgettttactitgtgecact
agaccgeagagaaggstipptipcaagegg
ggtecgtgtataccgaccaagagtgatgggeatacageaacgttictgaacgacttcatt
ttgtcegagtetactggatgegagatgeca
gcgtgaagccgtacgccaccagggcgacgaactcgacaaggﬁgacgagggaggagatgc
cgigcagcatgecaaacticttgtty agggcacgcatetcatccgactgtgeatecttgteataccactectttcegtctegett
getgatgepagpgticaacaaatecategte
agccatccggggtctcaaatcaatgpegtgcatgeggagteggactigaggctaacettg
tecatgpepytccticatggtcttgacag
tggegggaageageacggegaggtigacgaggecgetgacgaacatggtigegatgggea
ccaaggagctccacttgtigggage
gicgacgaggeegecgatgeogeecttgatgeccaagaggacgtttceggggaacgtgag
gaegageagegeggggatggecgt
ctgeatgecaaagtagatggggaacagettgctetggatggeggagaaggagggecggct
gacggtgcggaacatgacgatgeeg
ttgacgaaggactgcagtagegtagtgtgatggtaageagetggecgpegcgectgagac
aatggceggcaatggtaaaaaggace
aagatgtactaggtagttgcaatgtggcttattacctacctactacctggtaggeaccta
ctaggtactigggtagacggacaatgaaattt
gaagtcgg_ggttgcaggaaagcagggcgctggacacattgtgcttcaggcggtacccgtc
gteategtcagecaatgtcgaggeee
ggcageccgaggagegagacaacctiggecggaggageccgeaggtacctgecaaagege
ggcetggtaccictcaaccctctcag
gcctgﬁggatgccctatgacatgccctgggggatgcagctgttgccccggccccgcact
ttcggatgaccgegaggetgetgattgy
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ctggttgccacgggctgggcggtccctgaagttgttgccatctgaactctgtcggcgctg
gegtoggetgegeccaatgggagecga
gacaactcagggtactagaatcactgacagaagaagagaatcgaaagtaggtagacagcc
aattegttgcatggeaggeaacegea
caggagaaaaatigactaccccacaatcaggeacagtaagtagggeacagtacgtatgta
cagacaaggcgeaagcgatactgege
gacceggtaccicgecggettgacacgtgegacaggctactitactagtattogeagegg
cgggtcgegeattattacatgtactgtgc
cgecattigatgactggectgctgeagtattagtagatetecceggeategeceticeat
gggegegaccegggactggaceetctga
ctctacctacatgtacctaggccgggccgggcttggtgacttttgtccgatcaggtcgtt
cgectggetacctattatttetctticttettete
catcctg(:ttctggccttgcaattcttcttcgccactcctocctcttccccccgc gatac
ccttpaattcgicagagaggaaaagacgaga
aaaaaaaggecagcagagacgicggtetgycteacgtectpeatetctgcpeactcteat
ttittttattgtccgaccectcecteaacctt ctecticgttgacaggetaagecttgettecgacgetctcetetttgaatttttctacttet
acctictticttgogtptiacccaccatagetcgat
tcacgatgctccgaagtcgocaagtcacagccagggccgtccgggctctgggccaggcgc
gegectttacctcgacgaccaagect
gtcatgatccagagcagccagaggaaacaggccaacgccagcgctgctccgtaagtcgcc
cattgecattgeatcttctgtitpatata
tacttcctgctgcttgcgtggcgtcgtctctcggttatgcgtgtcaaggaccaggtgtgt
tegeategtggttitccagegecgattacegg
gggacgaatitttgactgetcaactcgegegegegeattetgaticttcgttttcaatct
tgagcgacaactggetaacataatggecattg
geaattgettcacacagacaagtecgeectgtacegageectgetticaacgetgaagac
aaagaccgcagecatgtgcagectetgg
tcaaoccgtcgaagcccgacatggatgaatcgtatgtccacgtcccctcgtcccgcccta
Caaaatgaacacgattacaccagaattttt
gcaacaatcgacacttctataacagaccaattgagctttgﬂctgaccaatcatgttgct
Ctagattcattggcaaaaccggagpcgaaat

cﬁccacgagatgatgctgcgacagggtgtcaagcacatttgtaggttccgaxgccggcc
geccacacgggcetecatecttgetecate
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tetccagetaggeaaatcetegetaaccttgagtcaccatecagteggatacectggegge
getateetgecegtettcgacgecatetac
aactcaaaacacttcgacttcatcctgccccgtcatgagcagggagctggccatatggcc
gagggctatgeeegtgectegggeaaa
cecggtgtegtectggigacticoggeceeggtgctaccaatgtcatcacgeecatgeag
gatgeectgtcggacggaacgecctigg
tegtetictgeggecaggtecceaccacggecateggeagegatgacticcaagaggecg
acgtegtgggcatctegegggectgc
accaagtggaacgtcatggtcaagagcgttgctgagctgccgcggagaatcaacgaggcc
titgagatipeeaccagepgecgeee
tggccccgtcctcgtcgacctgcccaaggatgtcacggctggtatcctgaggagagccat
ccctacggagactgetetgecgtetetg
cceagtgecgecteeegegeegecatggagetgagetccaageagetcaacgectceate
aagegtpecgecgacetcatcaacat
cgccaagaageccegtcatctacgecgpteaggptpteatecagtcegagppc ggcgtiga:
getectgaageagetggeggacaag
geetecatccecgtoaccaccaccetceatggectgyptgcctitgatgapetggacgag
aagtcgetgeacatgetgggcatgcacg
getcggegtatgecaacatggecatgeageaggec gaccteatcatcgeceteggeagee
gattcgacgaccgtgttactctgaatgt
Ctecaaatttgegectgeagocaggeaagetgetgocgagggccgeggeggeateatica
ctttgagatcatgeccaagaacatcaa
caaggtcatccaggcgaccgaggccgtcgagggcgacgtcgccaccaacctgaagcacct
cattccccagattgecgaaaagteca
tggeggaccgaggagagtggticggecteatcaatgagtggaagaagaagtggeccctpt
Caaactaccagegegeggagegggc
tggcctcatcaagccgcagacggtcatggaggagattagcaacctgacggccaaccgaaa
ggacaagacgtacattgccacgggt
gtcggccagcaccagatgtgggttgcccagcacttccgctggaggcaccctcgatccatg
attaccteiggtggtetgggeaccatgg:
gctacggtctccocgcggccattggcgccaaggtggcccagcccgacgctctcgtaattg
acgttgatggegatgcctegtttaacat
gacgelgacggagetgicgactgetgeacagticaacattggegtcaaggtggttgtgct
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caacaacgaggagcagggcatggtgac
gcagtggcagaacctcttttacgaggaccgatatgcccacacgcaccagaagaaccccga
cttcatgaagctggceegacgecatyg
gegtteageaccagegegtgacggageeggagaagetggtogatgeectgacgtggctga
tcaacaccgatggeccggecctgttg
gaggttgtcacggacaagaaggtgcct'gtcctgcccatggtgcccgccggatcggccctg
cacgagttcctegictttgaacetggtg
agtctacttcagacatattgcttgcgcattgcagatactaacactctcacagaaaaggat
aageagegeegtgagetgatgaaggoagag
aacaaagggtgtpcacicetaaagegatgatptetgegagggatictegttgaacccta
gttcaggcaccatcttaccctettattittice
cgtgggcetttcattitgtgteatccgageatgac gttgtagggttggagtttcticottt
ttatottgtcatitactggtacecataggegegag
actaggcttccatgttngttttgcgactttcaaaaagtacttttagtggtttggggcac
gacgaggepppycaacctettctptcpaaaas
ggtggctggatggatgagatgagatgagatgaggptgaagatagatacetgcagtgtitt
tgacgegacppoatpocgatepcagea
cececgacagaactcgtegagactgtgeagectcatategatgeactgattcacgetgea
gacgtgaagaaaggtactgattccattac

atatgettctetgeacactgatptitgatttgt gctaacgecccecttagtgecgeccaa
ggccaagggcaagcgccaaagagaaacag
ttaaacccatetegggactggatgtggatgecetictgggagaagageagaaaggticea
ttagtccggagaatgecaticcggacttc
aaacgagccctcaactcgtccgaagaagtcgagcagattgccgacgccacaaaacaaatg
ggggccattgtgceptetcteattacg
gacagetteggggatageaaatatgeecaggcaatggaaggaattggtecgatgegtgag
gagotgatcaacctggaagagectgg
cctgtacaacgactttgtgcgcgacttgaagaaaagtttgctatctggagccttgggtg_g
tpacaggegagattictggttcaagatgag
gtggecgaagetgggcectgattgacaagaaacagtegga getgictticgsteactettga
ggaggeggacgaggtgagigptgcag
catgetgicggatiatacggacgtigtitactaactigiggpatatitiacasgtegag
gigaggtlatctacgttpaccaagaatgggac
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catgtatatgagc ggtgtaacaacagaatcctgtgetitgageatigtatgatatgatta
ttgatgaaccggacaasaggagpetagggea

tigatgccatcacgace gattgaccagacctggatictegeacageatggetgetgattt
tgttgacettgogacgtaacateectgaaga
acaacctactattaacctatcatttagcagaagetetgtaaccttcttgattott gtatt
cagctictgagtctgteaaatgtaateatttcgagg
tigtgtaaticcggecaageaggoggeogictgecagegectgectaggetgeaccgeaa
tctgeccaatcagetgecctteagtttcg tt’tgaccttgcagctgcccttcatcctttatctgcacacaattctttttcctctgctctg
cgeattctictetetctegtcteccticteaagetcaa
cticaccicatecgetecactacaageceteoegtegtegtotepeatecteatetegac
tgcgpccageaaaacaageaaageogiga
tcgatcctcagcatggctaccttcaacctcaccgtccgcctggagatgctcaaagaaatt
ggaatcaccgtccaatacggegageatgt
agcgaaagaagcagecagcaacgaageagegatggeaticgaagaagaagaagagttcee
cgeegttgtaccycccaagpcaga
acageacgectctgaacacgacgetggeeacgatgettgggacgeggetgeccacatete
gacttcgpegeaagaacageagaagy
Coccaggagatggacgactegtictategtgatgeegetggactactccaagtitgtegtt
geagagectgeggacgaatceatcagett
ttgctcgtggaaggtcgtcgaggcttatcctgaccagtttatcggcaaggcaaacaggcc
tegtgtatgtagegattgetttetctgeatta
tgggaatctcaagagagtatggtagaagataactgaoaacttgcaggccaagccgtactt
tgacaagattttggaagacagagtctgg
gatttgtgaggatcttgattgatg’(gcatatggcgacatgcctgctaatatoattgtagc
ttetatctctacaaccecgagaagecitcaga
gaagectegegigetgptacccactgticagetcgaaggcettteteaaaageatcaacag
agcgeteggtacttctetcaccaticeag
gaggggcaaaccaggaccgttttiatetgaggticggecagggagacaccecaaggectc
gatatctacagaggtcgagagaccag
aaatccctaaagattgaaacgttccccgattttcaacaggcggactacgacagctttagg
aacgegeatggegcecatecaggaggact
ggttgaagaactggcagatgctggtacctcggeegagiticgacaagaagaaaastgeag
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acaaaagagcagccaagagaaggct
Cgagegagagcgaatgeticacaatacgeaggaattteticatitggeaggtaagggcaa aggegctgacgtgg.

[242] La creaci6n de la cepa Archy?2 a partir de la cepa derivada de la Treesei Aku80
cuatri-borrada. El gen pyr2 fue ‘borrado de 1a cepa de expulsion de ku80. La platina de
borrado del pyr2 conticne el promotor de T. reesei cbhl, un gen resistente a la
higromi¢ina y un marcador parcialmente seleccionable amdS flanqueado por las
secuencias 5° y 3” del pyr2, mostrado esquemdaticamente en la figura 6. El uso de este
vector permite buscar resistencias a la higromicina y al 4cido fluoroorotico de los
transformadores de expulsién del pyr2. El gen amdS parcial contiene la poreidn 3’ del
gen, pero carece de un promotor y la porcién terminal amino de la region de
codificacion, 'y es por consiguiente no funcional. La secuencia de nuclestidos de Ia
platina de expulsidn de pyr2 tiene una longitud de 9259 pares de bases: las bases 1-1994
corresponden a la region homologa 3° del pyr2; las bases 2002-3497 corresponden al
promotor de T. reesei cbhl; las bases 3564-5449 corresponden al marcador seleccionable
resistente a la higromicina; las bases 5450-7440 corresponden al marcador parcial 3’ de
A. nidulans amdS; y las bases 7441-9259 corresponden a la regién homologa 5° del
pyr2. La secuencia de nuclestidos de la piatina de expulsion del pyr2 se proporcionan
como la SEQ ID'NO:15: |
atcacgeccicgeataaaagacectcaagagtecatgtgecctatetgectgatettect
aacccttatttaacattggecctatcacaace
tagttcttcttcagcctgctttgtcaacacttgtcacggttcaactcaacgtaatcagca
gglagcaggacgaggatagggagagaaacg
dagagaagaagaggagapaggeaagaananananagaaanganapgaaanagggaaaaggaa
agaaggaggaaaagagaagaa
agtcagatgaagaagcaagaagacgccatggtagccaccgcttgtcagggctccttagca
acgaacaactctagettggggacttgte
gatgtgtcgtttccttcctacccatcagcaccaacgatgagttcgatatagacgaggacc
tcatggaagtagagaccattggpttcgaca
ggatctctcagﬂtcacﬁctatgaggtctgtcgctcggatgacﬁmgaggagcttcc
ccttetgeticaaccccaaactctetttectgaa
accgeageacgitggeacggeegtgttoctggageagtitgctitcgageactetcageg
tggtticageageccactggtgagtgge
clectitgacgtccacacettgetectgtegeatgegtatetpptpapaacgactgetee

av
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aagpaggattgctaacgaggttgtaggecg
aatatcgcatcaganctccggtaaccttagctacggcctcttcaacatctgtgacatga
cpgagegeaagtactggtepttggegacca
agatgcgcggctggaacatcgacggctgccccgaagacgtcaggagactcatgtttgﬁc
acatcatcgecaccctgggatgeagec
cegicgtgacggatgaagacatggactaccccaagaactgggeggeaatictecacggta
gagacagatatccgagtgaacctgtgg
gecaccggecteatgggegeaccatetgectocactoggtggecgtetgecctegtetee
agggctigggteteggtactgegactet
gagicgtatgtgeagegeatgaacagecteggegecgegpaccgtettctotegtitg
ccgeaagecegagacgagattitttgaa
agatgegecttcaggaacageggecggagtagtatcaagaciciggteggegaatactac
aacatggtgtetgcttccacategactt ggccagactctatacgattticaaacctcgetatacgtcatattgacttgtttctitagg
tcttegatitgeccgggeccaaagactitatega
ctggaatagcattgccgacgctgccaagaagatgtgaaccatttgactgatacgatgtgt
gctacgcatgtcgaccttctitgtitgtttctt

tggeggctotitgtatacetty pgacacggcapgacgeatgtctatytynagaaaacgtic
acggcgctgttigcatcagpaatatgatca
ttaaacatggagegtaatggtattaatgatcaactagaaaaatggtatggaaggocgaga
gggepatcaacaaageageccggggc
atagtctggaagcagcaggaatiggaagggaaanggaagetgcacaatgaagggatateg
tgageggagtggetcacgagagtate
aacagactggcgaaagoaageaattgecaacgecggctattaggecataagatggectgt
tgtgagtcccagttgeacgtatceccat
atgactgcictgtegetgactigaanaaaaatagggaggatasaggagaaagaaagtgag
acaaccegtgagggacttggootagta
gpagaacacatgggcaaccgggcaatacacgegatgtgagacgagttcaac ggcgaatgg
aagatcttgaaaaacasaataaaata
actgeectccatacgggtatcaaaticaageagtigtacggaggctagotagagtigtga
agtcggtaatccegetgtatagtaatacga
gtegeatctaaatactccgaagetgetgegaacecggagaategagatgtgctgganage
tictagcgageggcetaaattageatpaa
aggctatgagaaattctggagacggctigttgaatcatggegttecattettcgacaage

Al
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aaagcgttccgtegeagtagecaggeactc
aftcccgaaaaaactcggagattcetaagtagegatggaaccggaataatataataggca
atacattgagttgectcgacgpttgcaat
goaggggtactgagettggacataactgttecgtaceecacctctictcaacetttggeg
titcectgattcagegtaccegtacaagteg
taatcactattaacccagactgaccggacgtgttttgcocticatitggagaaataatgt
cattgegatgtgtaatitgectgettgacegac
tggggctgticgaageecgaatgtaggattgttatecgaactetgctegtagaggeatgt
tgtgaatetgtgtcgggcaggacacgecte |

gaaggttcacggeaaggganaccacegatageagtatetagtageaacetgtaaageegc

aatgcagcatcactggaaaatacaaa
ccaatggctaaaagtacataagttaatgcctaaagaagtcatataccageggctaataat
tgtacaatcaagtggctaaacgtaccgtaa
titgecaacggetiglggagttgcagaageaacggeaaagecceacttecccacgtitat
Hcttcactcagtccaatcteagetgptpat
cececaatigggtegetigtttgticeggtgaagtgaaagaagacagaggtaagaatgte
tgactcgpagegttitycatacaaccaag
ggcagtgatggaagacagtgaaatgttgacattcaaggagtatttagecagggatgettg
agigtatcgtgtaaggaggtttgtctgeeg
atacgacgaatactgtatagtcacttctgatgaagtggtccatattgaaatgtaaagteg
gcactgaacaggcaaaagattgagttpaaa
ctgectaagatetegggecctegggecticggecttigggtgtacatgtttgtgcteegg
gcaaatgcaaagtgtggtaggatcgaaca
cactgetgectitaccaageagetgagggtatgtgatagecaaatgticaggggcecactg
catggtticgaatagaaagagaagettag

‘ccaagaacaatagccgataaagatagecteattaaacggaatgagetagtaggcaaagte

agcgaatgtgtatatataaaggttcgag
gtecgtgecteccteatgetetecceatetactcatcaacteagatectccaggagactt
gtacaccatctittgaggeacagaaacccaa
tagtcaaccgeggactgegceatcatgtatcggaagttggeegteatetcggeettettgg
ccacacctegtgetagactaggegegeca

ggaagcceggaaggtaagtggaticttcgecgtggctggageaaccggtggatteeageg

ictccgacttgpactgagceaattcage
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gleacggattcacgatagacageicagacegetecacggetggeggeattattggtiaac
ccggaaactcagtctecttggeccegtee
cgaagggacccgacttaccaggctgggaaagccagggatagaatacactgtacgggcttc
gtacgggaggtteggegtagagttatt
cccaagttttacacaccccccaagacagetagegeacgaaagacgeggaggagtttgatga
aaaaagggcgaaaatiaagcpggag  acgtatttaggtoctagggecggtitecteeecatttticticggttcectttctetect
ggaagactiictetetctetettcttetcticttecate
ctecagtecatcttectitcecatcatceatetectcacctecatcteaacteeatcacat
cacaatcgatatgaaaaagectgaactcaceg
cgacgtctptegagaagtitctgatcgaaaapticgacagegtetecgacotgatgeage
tcicggagggcgaagaatctegtgctitc
agcttcgatgtaggaggecptggatatgtectgegggtaaatagetgegecgatggttte
tacaaagatcgttatgittatcggeactttg
categgecgegctecegaticeggaagtpctigacattggggaaticagegagagectga
cctattgeatctecegecgtpcacagyy
tgtcacgtigeaagacctgectgaaaccgaactgecegetgttetgeageeggtegegga
ggccatggatgegategetgegeecga
tcttagccagacgagegggticggeccattcggacegecaaggaatcggtcaatacactac
atggcgtgatttcatatgegegattgetg
atccccatgigtatcactggeasactgtgatggacpacacegtcagtgegtecgtegege
aggcictcgatgagetgatacttigggce
gaggactgeccegaagtecggeacctegtgeacgeggatttcggetecaacaatgtectg
acggacaatggccgcataacageggt
cattgactggagegaggegatgticggggattcecaatacgaggtegecaacatottctt
ciggaggeegtgpitggetigtatggage
ageagacgegetacttcgageggaggcatceggagettgcaggategeegeggetceggg
cgtatatgeteccgeattggicttgace
aactctatcagagcttggttgacggcaatttcgatgatgcagcttgg_gcgcagggtcgat
Begacgcaateptecgatccggageegg
gactgtcgggegtacacaaatcgecegeagaagegeggeegtetggaccgatggotgtgt
agaagtactcgcecgatagtggaaace
gacgeeccageactegiecgagggcanaggaatagagtagatgeegaccgggatecactt
aacgttactgaaatcatcaaacagett
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gacgaatctggatataagatogttggtatcgatgtcagcetccggagttgagacaaatggt
gttcaggatctcgataagatacgttcatttg

tccaagcagcaaagagt gectictagtgatttaatagctocatgtcaacaagaataaaac
gegtttcgggtttacctettceagatacage
tcatctgcaatgcattaatgcattggacctcgcaaccctagtacgcccttcaggctccgg
cgragcagaagaatapcttagcagagtct
attttcattttcgggagactagcattctgtaaacgggcagcaatcgcccagcagttagta
gegtceectetacctetcaggpagatotaa
caacgccaccttatgggactatcaagctgacgctggcuctgtgcagacaaactg_cgccc
acgagttcttcectgacgecgetetegeg
caggcaagggaactcgatgaatactacgcaaagcacaagagaccegtiggtecacteeat
ggecteeccatetetctcaaagaccag
cttcgagtcaaggtacaccgttgeccetaagtegttagatgtecctitttgteagetaac
atatgecaccagggetacgaaacatcaatgg
getacatctcatggctaaacaagtacgacgaagpgpacte ggtictgacaaccatgetee
gcaaagecggtgccgtctictacgtcaa
gacctetgteccgeagacectgatgptctgegagacagtcaacaacatcate gguepeac
cgtcaacccacgcaacaagaactggtc
gtecggeggeagtictgptggtgaggstocgategtigggattegtggtggegteategg
tgtaggaacgpatatcggtgactegatt
cgagtgccggccg‘cgttcaacttcctgtacggtctaaggccgagtcatgggcggctgccg
tatgcaaagatggegaacageatgga
gggtcaggagacggtgcacagcgttgtcgggccgaﬁacgcactctgﬂgagggtgagtc
cttcgectettccttctittcctgetetata
ccaggcctecactgtectectitettgetitttatactatatacgagaceggeagteact
gatgaagtatgttagacctcegectettcacea
aatccgtecteggtcaggagecatggaaatac gactccaaggteatccccatgecetgge
gecagtccgagteggacattattgecte
caagatcaagaacggegggctcaatatcggctactacaacticgacggeaatgtecttee
acaccctectatectgegeggegtggaa:
accaccgtegecgeactegecaaagecggteacaccgtgacceegtggacgecatacaag

cacgatttcggecacgatctcatctce
catatctacgeggetgacggeagegcegac gtaatgcgegatatcagtecatecggegag

44
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ccggcegattccaaatatcaaagaccta

ctgaacccgaacatcaaagetgttaacatgaacgagetetgggacacgeatcteeagaag
iggaattaccagatggagtacctigaga

aatggegggaggctgaagaaaaggecgggaaggaactggacgecatcategegeegatta

cgectaccgetgeggtacggcatga
ccagticcggtactatgggtatgectctgtgatcaacctgetggatttcacgagegtggt
tgttccggttacctttgegpgataagaacateg
ataagaagaatgagagtttcaaggeggtiagtgagettgatgecetegtgoaggaagagt
atgatccggaggcgtaccatggggeac

cggttgeagtgeaggtiatcpgacggagactcagtgaagagaggacgtiggcgatigeag

aggaagtggggaagttgctgggaaat
gtggtgactccatagetaataagtgtcagatageaatttgecacaagaaatcaataccage
aactgtaaataagcgctgaagtgaccatg

ccatgctacgaaagagcagaaaaaaacctgccgtagaaccgaagagatatgacacgcttc

catctctcaaaggaagaatcecticag
gotigegtttccagtagtpattttaccgetgatgaaatgactggacteectectectget
cttatacgaaanattgcctgactcigcaaagpt
tgttigtctiggaagatgatgtgcccccecategetettatcteataccecgecatettt
ctagattctcatcttcaacaagagggpcaatcc
atgatctgegatccagatgtgcttctggectcatactotgecttcaggttgatgttcact
taantggtgacgaattcagctgatttgctgcagt
atgetttgtgttgptictitccaggettgtgccagecatgagegetttgagageatgttg
tcacttataaactcgagtaacggecacatattg

ttcactacttgaatcacatac Ctaatttigatagaattgacatgtttaaagagctgaggt
agctttaatgectctgaagtatigtgacacaget
tctcacagagtgagaatgaaaagttggactcocectaatgaagtaaaagtttegtetetg
aacggtgaagagcatagatccggcatcaa
clacctggetagactacgacgtcaattctgeggecttttgacctttatatatgtecatta
atgcaatagattctittitetitttttittettiesectteet
ttmtttttgcccaatttcgcagatcaaagtggacgttatagcatcataactaagctca
gttgetgagepaagecgtctactaccttageee
atccatccagctecataccttgatactttagac gtgaagcaaticacactgtacgtctcg
cagetetecttcecgetettgeticeecactgg



10

15

20

35

30

ggtccatggtgegtgtategtccectecacaattctatgecatggtacctecagettate
aatgeccegetaacaagtegectetttgectt
gatagctiatcgataaaacttittitccgecagaaaggetecgeccacagacaagaaaaa
aaattcaccgectagectttggeccegge
atttggctaaacctcgagcctctctcccgtcttggggtatcaggaagaaaagaaaaaaat
ccatcgecaagggctgititggeatcacca
ccegaaaacageactteetegatcaaaagitgeccgecatgaagaccacgtggaaggaca
tccctecggtgectacgeaceaggagt
ttctggacattgtgctgagcaggacccagcgcaaactgcccactcagatccgtgccggct
tcaagattagcagaattcgaggtacgte
geattgeccatcgeaggatgtctcattatcggggtecttggagaacgatcatgattgeat
ggcgatgetaacacatagacagecttctac
actcgaaaggtcaagttcacccaggagacgttticegaaaagttcgectecatectegac
agcticectegectecaggacateeaccee
cttccacaaggaccttctcaacaccctctacgatgccgaccacttcaagattgcccttgg
ccagatgtecactgecaageacetggteg
agaccatetegegegactacpteegtctottgaaatacgoccagtogetetacoagtgca
agcagctcaagegggccgetcteggteg
catggccacgctggtcaagcgcctcaaggaccccctgctgtacctggaccaggtccgcca
geatcteggeegtcttcectecategac
cccaacaccaggaccctgeteatetgeggttaceccaatgtiggeaagtecagettectg
cgaagtatcaccegegeogatgtggacg
fccagecectatgetttcaccaccaagagtetgtttgteggecactttgactacaagtace
tgcgattccaggcecattgatacceceggtatt
ctggaccaccetcttgaggagatgaacactatcgaaatgeagaggtatgtggegeggcta.

{243} Creacién de la cepa Archy3 a partir de la cepa Archy2 de T reesei. La ‘cepa
Archy2 fue transformada con un vector para integrarlo al mismo lugar del pyr2 y
recmplazar el gen de resistencia a la higromicina con la regién de codificacion del gen

pyr2. La platina de expulsién de la higromicina se muestra en la figura 7. Esta

reintroduccién del gen de pyr? de vuelta al sitio'det pyr2 lo ubica‘entre el promotor-cbh!

de T.reesei y el marcador parcial seleccionable amdS. Esta cepa pudo seleccionarse por
prototrofia de uridina y sensibilidad a la higromicina. La secuencia de nucledtidos de la
platina de expulsion del hygR tiene una longitud de 9088 pares de bases: las bases 1-
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1994 corresponden a la region homologa 3° del pyr2; las bases 1995-3497 corresponden
al promotor cbhl de T. reesei; las bases 3564-5137 corresponden al marcador
seleccionable de pyr2; las bases 5280-7270 corresponden al marcador parcial de A.
nidulans-amdS 3”; las bases 7271-9088 corresponden-a laregién homotoga5° del pyr2.
La secuencia de nucledtidos de la platina de expulsion de hygR se proporciona conto
SEQ ID NO: 16;

atcacgccctcgcataaaagaccctcaagagtccatgtgccctatctgcctgatcttcct
aacccttatttaacattggecctatcacaace
tagttcticttcageetgetttgteaacacttgtcacggttcaactcaacgtaatcagea
ggtagcaggacgaggatagggagagaaacg
aagagaagazgaggagagapeaagannaiaaanagaaaapanagaaaaageeanaagean
agaagpaggaaaagagaagaa
aglcagatgaagasgcangaagacgccatggiagecaccgettpteaggpctectiagea
acgaacaactctagcttggggacttgte

gatgtgtegtticcticctacocatcageaccaacgatgagtic gatatagacgaggace

tcatggaagtagagaccattgggticgaca

ggatctctcagtiicactictatgagptetgtogeteggatgactttttgaggagettec
cettctgeticaaccecaaactetetttcetgaa
accgeageacgltggcacggecgtgtigetggageagtttgctitcgageacteteageg
tggtitcagcageccactgptgagtape
ctectttgacgtecacacetigeteetgtegeatgegtatetgategpaac gactpetee
aaggaggattgctaacgaggtigtaggecg
aatatcgcatcagattctccggtaaccttagctacggcctcttcaacatctgtgacat_ga
cggagegeaagtactggtagtiggepacca

'agatgcgcggctggaacatcgacggct-gccccgaagacgtcaggagactcatgtltgttc

acatcatcgecaccctgggatgeagee
cegteglgacygatgaagacatggactaccecangaactgggoggcaatictocacgpta
gagacagatatccgagtgaaccigtgg
gccaccggcctcatgggcgcaccatctgcctccactcgg1ggccgtctgccctcgtctcc
agggetigggtcteggtactgegactet
gaagtcgtatgtgeagegeatgaacagecteggegeogeggaccgtgigetctcgttty
ccgeaageecgagacgagatttittgaa
agatgeggeticaggaacageggccggagtagtatcaagactetggtcggegaatactac
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aacatggtgtgtgcttccacatcgactt ggccagactctatacgattticaaacctegetatacgteatattgacttgtticittagg
tettegatttgecccgggeccaaagactttatcga
ctggaatagcatigcegacgetgecaagaagatgtgaaccattigactgatacgatgtpt
getacgeat gtcgaccttctttgmgmcn
tggcggctctttgtataccttgggacacggcagacgcatgtctatgtgaagaaaacgttc
acggegcetgtttgcatcaggaatatgatca
ttaaacatggagcgtaatggtattaatgatcaactagaaaaatggtatggaaggpcgaga
gggcegatcaacaaageageceggpgc
atagtctggaageageaggaatiggaagggaaaagpaagctgeacaatgaagggatateg
tgageggagtgactcacgagagtatc
aacagactggcgaaagcaagcaattgecaacgecggetattaggecataagatggectgt
tgtgagtceccagttgcacgtatccecat

atgact getctgtegetgacttganaaaaaaatagggaggataaaggagaaagaaagtoag
acaaccegtgagggacttgppetagta
ggagaacacatgggcaaccgggcaatacacgcgatgtgagacgagttcaacggcgaatgg
aaaatcttgaaaaacaaaataaaata
actgecctecatacggptatcanattcaageagttgtacggagectagatagaptiptya
agicggtaatccegetgtatagtaatacga
gtcgcatctaaatactccgaagctgctgcgaacccggagaatcgagatgtgctggaaagc
ttctagegageppctaaattageatgaa
aggctatgagaaattctggagacggcttgttgaatcatggcgttccattcttcgacaagc
aaagegtteegtegeagtageaggeactc
-attcocgaaaaaactcggagattcctaagtagcgatggaaccggaataatataataggca
atacattgagttecctcgacggttgcaat
geaggggtactgagetiggacataactgticegtaccccacctcttcteaacctitggeg
tttceetgattcagegtacecgtacaagteg
taatcactattaacccagactgaccggacgtgttttgeccttcatttggagaaataatgt
cattgcgatgtgtaatttgectgettgaccgac

tgpggctgticgaagece gaatgtaggattgttatccgaactctgetegtagaggcatyt
tgtgaatetgtgtegggeaggacacgectc
gaapgticacggeaagggaaaccaccgatageagtgtetagtageaaccigtaaagocge
aatgcagcatcactggaaaatacaaa
¢caatggctaaaagtacataagttaatgectaaagaagtcatataccageggctaataat
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tgtacaatcaagtggctaaacgtaccgtaa
tttgecaacggcttgtggggtigeagaageaacggcaaagecccacticeccacgtitgt
ticticactcagtccaatctcagetggtaat
Cecccaattgggtegetigtttgticeggtoaagtgaaagaagacagaggtaagaatgte
tgactcggagepttitgcatacaaccaag
gecagtgatggaagacagtganatgttgacaticaaggagtatttagecagggatgettg
agtgtatcgtgtaaggaggtitgtetgeeg

atacgacgaatactgtata gtcactictgatgaagtgotccatattgaaatgtaaagteg
gcactgaacaggcaaaagatigagttgaaa
ctgectaagatetegggecctogggectteggeetttggatetacatgtitgtecteegg
goaaatgcaaagtgtggtaggatcgaaca
cactgctgcctttaccaagcagctgagggtatgtgataggcaaatgttcaggggccactg
catggtttcgaatagaaagagaagcttag
ccaagaacaatagccgataaagatagcctcattaaacggaatgagctagtaggcaaagtc
agcgaatgtptatatataaagpticpag
greegtgecteecteatgetetecceatetacteateaactcagatectccaggagactt
ptacaccatettitgaggcacagaaacccaa
tagicaaccgeggactgegeateatgtatcggaagttgpce gicatcteggecttetigg
ccacacctegtgetagactaggegegtea
atatgtggecgttactcgagittataagtgacaacatgetctcaaage gctcatggetgg
cacaagcclggaaagaaccaacacaaag
catactgcagcaaatcagctgaattegteaccaattaagtgaacatcaacctgaaggeag
agtatgaggccagaagcacatctggatc
gcagatcatggattgccoctcttgttgaagatgagaatctagaaagatggcggggtatga
gataagagegatggpggggeacatcate
ticcaagacaaacaacctttgcagagtcaggeaattittegtataagageaggaggageg
agtccagtcatttcatcageggtaaaatc
actctagacaatcticaagatgagttctgecttgggtgacttatagecatcatcatacet
agacagaagctigtggpatactaagaccaac
gtacaagctegeactgtacgettigacttecatgtgaaaactcgatacggegegecteta
aatfttatagctcaaccactccaatccaace

tetgeatcccteteacte gtcctgatctactgticaaatcagagaataaggacactatee
aaatccaacagaatggcetaccaccteccage

a4
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tgeetgectacaageaggacttectcaaateegecatcgacggc ggcgtectcaagttig
geagcettcgagetcaagtccaageggat
atccccctacttcttcaacgcgggcgaattccacacggcgcgcctcgccggc gecatege
ctecgectttgeaaagaccateategag
goclaggagaageccggectagagttcgacategtettcggeccggectacaagggeate
cegetgtgctecgecatcaccatcaa
geteggegagetggegecccagaacctggacegegtetectactegtitgaccgeaagga
geccaaggaccacggegaggecgg
caacatcgtoggegettcgetcaagggcaagagggtectgattptegacgacgteateac
Cpecggcaccgecaagagagacgee
attgagaagatcaccaaggagggcggcatcgtcgccggcatcgtcgtggccctggaccgc
atggagaagetccecgeigeggatg

gcgacgactccaagcctggaocgagtgccattggcgagctgaggaaggagtacggcatcc ’

ccatctttgecatecteactctggatg
acattatcgatggcatgaagggctttgctacccctgaggatatcaagaacacggaggatt
accgtgecaagtacaaggcgactgactg
attgaggcpticaatgicagaaggpagagasagactgennagptygaagaagaggcana
ttgttgttattattattattctatctcgaat
cttctagatcttgtcgtaaataaacaagcgtaactagctagcctccgtacaactgcttga
atttgatacccgtatggagggcagttattttatt
tigttiticaagattttccattcgecgttgaactegtetcacategegtgtattaceegg
ttgeccatgtgtacgogtttcggptttacetettee
agatacagctcatctgeaatgcattaatgeattggacctegeaaccetagtacgecctte
aggctecggegaageagaagaatagetta
gcagagictattttcatiticgggagactagcattctgtaaacgggeagcaategeecag
cagttagtagggtecccictaceteteagg
gagatgtaacaacgecaccttatgggactatcaagetgacgetggetictgtgcagacaa
actgegeecacgagttcttccctgacgec
getetegegeaggeaagggaactcgatgaatactacgeaaageacaagagaccegttggt
ccacteccatggecteeccatetetetea
aagaccagcticgagtcaaggtacaccgtigeecctaagtegttagatgtecctttttgt
cagctaacatatgccaccagggctacgaaa
catcaatgggctacatctcatggetaaacaagtacgacgaaggggacteggtictgacaa

\Uo
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ccatgetecgeaaageeggtgeegtett
ctacgtcaagacctctgteccgeagaccetgatggtetgcgagacagteaacaacateat
cggecpeaccgtcaacccacgeaacaa
gaactggtegtgcggeggeagttctggtggtgagagtocoatepttgggaticgtgateg
cgicatcggtgtaggaacggatatcggt
ggctcgattcgagtgccggccgcgttcaacttcctgtacggtctaaggccgagtcatggg
cggctgeegtatgcaaagatggegaac
agcatggagggtcagga’gacggtgcacagcgttgtcgggccgattacgcactctgttgag
ggtgagtecttcgectetteettcttitee tgctctataccaggcctccactgtcctccﬁtcﬁgcuutatactatatacga_gaccg
geagtcactgatgaagtatgttapacetecgect
cttcaccaaatccgtcctcggtcaggagccatggaaatacgactccaaggtcatccocat
geeetggegecagtecgagteggacatt
attgcctccaagatcaagaacggegggcteaatatcggctactacaactte gacgpcaat
gtecticeacaccetectatectgegegg
cgtggaaaccaccgtcgccgcactcgccaaagccggtcacaocg,rtgaccccp__,!ftggacgcc
atacaagcacgatttcggecacgate
tcatctcccatatctacgcggctgacggcagcgccgacgtaatgcgcgatatcagtgcat
ccggegagecggegaticcaaatatcaa
agacctactgaacccgaacatcaaagctgttaacatgaacgagctctgggacacgcatct
ccagaagtggaattaccagatggagtac
cttgagaaatggcgggaggctgaagaaaaggccgggaaggaactggacgccatcatcgcg
cegattacgectacegetgeggtac

ggcatgaccagttcc ggtactatgggtatgectetgtgatcaacctgetggatitcacga
gegtggttgttecggttacctitgeggataa
gaacatcgataagaagaatgagagtitcaaggcggttagtgagettgatgccctegtgea
ggaagagtatgatceggaggegtaccat
gggecaccggtigeagtgeaggttatcggacggagactcagtgaagagaggacgttggcg
attgcagaggaagtggpgaagttect
gggaaatgtggtgactceatagetaataagtgtcagatageaatttgcacaagaaatcaa
taccagcaactgtaaataagegotgaagt
gaccatgecatgetacgaaagageagaaaaaaacetgecgtagaacegaagagatatgac
acgcttccatctctcaaaggaagaatc
ccticagggtigegtticeagtagtgatitiaccgetgatgaaatgactggactecctee
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tectgetettatacgaaaaattgectgactctg
caaaggtigtiigtettggaagatgatgtecceccccategetettateteataceeege
catctttctagattctcatcttcaacaagaggg
gcaatccatgatetgegatecagatgtgetictggecteatactetgecttcaggttgat
gttcacttaattggtgacgaattcagcetgatttg
ctgcagtatgetitgtgttggattctitceaggcttgtgecagecatgagegetitgagag
catgtigtcacttataaactcgagtaacggec
acatatigttcactacttgaatcacatacctaattttgatagaattgacatgtttaaaga
getgaggtagetitaatgectctgaagtatigtea
cacagctictcacapagtpagaatganaapttppactcccectaatgasgtaaaaptttc
gtetetgaacggtgaagapcatagateeg
geatcaactacctggetagactacgacgtcaattetgeggecttttgacctttatatatg
tccattaatgcaatagattctttittitittittttttt
Ttetttttitntttitttgeccaatticgeagatcaaagtggacpttatageatcat
aactaagclcagttgctpagppaagecgtctactace
ttagcecatccatccagetecatacettgatactttagacgtgaageaattcacactgta
cgtetegeagetctectteeegetettgetice
ccactggggtecatggtgegtatategteccetecacaattctatgecatggtaccteea
gettatcaatgeccegetaacaagtegecte
tttgecttgatagettatcgataaaacttttittccgecagaaaggetecgeccacagac
aagaaaaaaaattcaccgectagectitgge
cceggcatttggetaaaccicgagectetctecegtettgpgatatcaggaagaaaagaa
aaaaatccatcgccaagggctgttttggc
atcaccacccgaaaacageacttcetegatcaaaagttgcocgecatgaagaccacgteg
aaggacatccetecggtgectacgeac
caggagtttctggacattgtgctgagcaggacceagegeaaactgeccactcagateegt
geeggcttcaagattagcagaattegag
gtacgtcgeatigeccatcgeaggatgteteattatcggggtecttggagaacgatcatg
attgcatggegatgetaacacatagacag
cettctacactcgaaagptcaagttcacccaggagacgtittecgaaaagttegecteca
tectcgacagettcectegectecaggaca
tccaccecticcacaaggacctictcaacaccetctacgatgecgaceacttcaagattg
cccttggecagatgtecactgecaageac

\OT
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ctggtegagaccatetcgegegactacgtecgtctcttgaaatacgeccagtegetetac
cagtgcaagcagctcaagegggccgcte
tcggtcgcatggccacgctggtcaagcgcctcaaggaccccctgctgtacctggaccagg
tccgecageateteggecgtetteccte
catcgaccccaacaccaggacectgeteatctgeggttaceccaatgttggeaagtecag
cttcctgegaagtatcaccegegecgat
gtggacgtccagccctatgctttcaccaccaagagtctgtttgtcggccactttgactac
aagtacctgegattccaggecattgatacec
ceggtatictggaccaccetcttpaggagatgaacactatcgaaatgeagaggtatgteg cgegget.

[244] Creacion de la cepa ASD a partir de la cepa Archy3 de T. reesei. El bgll de T,
reesei nativo fue borrado de la cepa Archy 3 usando un vector de recombinacién doble
conocido en el arte. La resistencia a la higromicina fue empleada como marcador
seleccionable para la eliminacién del bgll. Ademés, e! marcador de resistencia a la
higromicina se flanque6 con sitios loxP. La platina de eliminacién se muestra en la
figura 8. Se analizaron transformantes resistentes a la higromicina pard la-eliminacién
del bgll. Una cepa confirmada para la eliminacion bgll fue Iuego transformada con un
vector telométrico que codifica ere recombinasa y un amdS funcional pata la seleccion
de los transformantes para facilitar la remocién de la higromicina por expresion de la
ere recombinasa y salirse por bucle de los sitios loxP. El vector telomérico que codifica
la ere recombinasa se muestra esqueméticamente en la figura 10. Los transformantes se
obtuvieron primero en un medio de acetamida, luego transferidos a un agar de dextrosa
de papa y transferidos-a platos por réptica-sobre' un medio de hi gromicina: para ‘buscar
sensibilidad a la higromicina. Las ccpas sensibles a la higromicina fueron nucvamente
transferidas al medio de dextrosa de papa y transferido por replicacion a platos con un
medio medio de acetamida. Se seleccion6 una cepa que perdi6 la habilidad de crecer en
la acetamida, lo que indicaba una pérdida del vector telomérico. La secuencia de
nucledtidos de la platina de expulsion del bgll se proporciona como SEQ ID NO 17:
aatggtaggaatgctgggatataggctctgtgctggcaagttgatggatcctcgaatgag
gecgeectgcaagpopaacatcagagat
ctaccattgectoctiggeccaatccactatcatacctacetcatgateattectgegaa
ggtctaccagtaaatatitectegtocegtgttt
catcatgtccagaacctcatctcgccaaaﬁgactttgccacagtgtctggagctgggta
agcagcgtgecaaggaattgtigtcgagtc
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tgtgccaggeattgt geccgacattgtgaacttcagccaggagaactittcgatcgeace
tatgctgageaccgtgggeatgegatgge
ttcaataatgcagttcgagaggpagtptgteatgecctaaagetcattggecacetccac
aggetagetctacetgeatetgtagatgpa
cmccttgtcctcctocttcagaaaacctcttggtcgctcgcaggtaactgttgttgcc
gteatigttigacagtgpatapecaaggeaaaa
cegtetgetiicaacggaageattcggeggttgtitgteategtgtiatcgategaceag
gagaacccagacgagtgtigttcgagagaa
tcatcgacgatgtgaagagpcgacgactagtatctagaagattataatcgaacaaatcag
cgtitgtetgtepgpegtitgaggaceca

gttgeecgecaaageage gicgcaatatataggcagcgagagactgtcaacagecagoecg
ccatgtgatcgategtagecegtettee
cgatcttccctaaacccctttctttggggggcgggggcagcggcgttctaatatttgctg
geigtetggataacgtgaatggtagacatg
gtaatgttcggtctgcgaaacatttgtacaattggagtttacgatcgagatggaaggaaa
cgctecacaaacteggtgactggattocea
tcaggtgctcagggcatagcgttctctgcaaatagaggaaagagaatagcactagtgaaa
gtgtgaatcacaatgaagaggagettot
tgccggaatgctttgagcagcg‘rcaaagttgaacttgaagctatcacaaattgcagggta
aagtacatgftoatoccagtttgacagcac
aglgegeggageggagpatgtcgeggaagaggegegacgetaaccegggecttotictca
gtgageagaactcetgetgeaagagt
tccttctctctgcgagatgacgtgaggcccaamgcagcttccctcgaacaaggtgatt
gaacatctctctteceteacatitcatcatcac
tacctcctcaattcacttctgcttcggccgtcttcatcattcatgttactgctctgatgc
ctatcctgaagattgtattcctgeagtattcacgee

atcccaccttcggtcctcactcacagtcacaggtcaaccgccttcaccctcctcgc gatg

atgtcggceaatetggtggatcaatgtocgg
ttgagggccgccgtagtgaggatgggcatggggaacgaggtcgcccattcgcccacagat
aacttcgtatagcatacattatacgaag
ttatcctgggcttgtgactggtcgcgagctgccactaagtggggcagtaccattttatcg
gacccatccagetatgggacceactegea
aatttttacatcattttctttttgctcagtaacggccaccttttgtaaagcgtaaccagc
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aaacaaattgcaattggcccptagcaaggtagt
cagggcttatcgtgatggaggagaaggctatatcagcctcaaaaatatgttgccagctgg
Cggaageccggaagglaagtegatictt
cgeegtggetggageaaccggtggaticeagegtetecgacttggactgageaatteage
gtcacggattcacgatagacagetcag
accgetecacggctgpeggeattattgettaacceggaaactcagteteettggeccegt
cccgaagggacccgacttaccaggetgg
gaaagecagggatagaatacactgtacgggcticgtacgggaggtteggegtaggettpt
tcccaagttttacacaccecccaagaca
getagegeacganagacgegpagpptitagtsaanaaageecganaatiangegpagac
Statttaggtpctaggeccggtttcct ccccatttiicttcggttccctitctctectggaagactttetctetetetettettete
ttcttecatectcagtecatcticettteccatcatecat
ctcctcacctccatctcaactccatcacatcacaatcgatatgaaaaagcctgaactcac
cgegacgtetgtegagaagttictgatcga
aaagttcgacagcgtctccgacctgatgcagctctcggagggcgaagaatctcgtgcttt
cagcticgatgtapgagpocatopatat.
gtcctgcgggtaaatagctgcgccgatggtttctacaaagatcgtt&tglttatcggcac
ttigcatcggeegegcteccgattecggaa
gtgettgacattggggaaticagegagagectgacctattgeateteee geegtgeacag
ggtateacgttgcaagacctgectgaaac
cgaacigeccgetgtictgeageeggtegeggaggecatggatgegatcgetgeggecga
tettagecagacgageggettcggee
cattcggaccgcaaggaatcggtcaatacactacatggcgtgatttcatatgcgcgattg
cigatccccatgtgtatcactggeaaactgt
gatggacgacaccgteagtgegteegtegegeaggctetegatgagetgatgetttgpee
cgaggactgcecegaagteeggeacet
cgtgcacgcggatttcggctccaacaatgtcctgacggacaatggccgcataacagcggt
catigactggagcgaggcgatgticgg
ggattcccaatacgaggtcgccaacatcttcttctggaggccgtggttggcttgtatgga
geageagacgegctacttcgagegpagg
catccggagcttgcaggatcgccgcggctccgggcgtatatgctccgcattggtcttgac
Caactctatcagagettggttgacggcan
ticgatgatgeagettgggcgeagggtogatgegacgeaategteegatecggagecgg
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gactgtcgggcegtacacaaatcgecc
gcagaagegeggecgiciggacegatggetgtgtagaagtactegecgatagtggaaace
gacgeeccageactegteegaggpc
aaaggaatagagtagatgccgaccgggatccacttaacgttactgaaatcatcaaacagc
ttgacgaatctggatataagatcgttggt
gicgatgicagetecggagttgagacaaatggtgticaggatctcgataagatacgttca
tttgtccaagceageaaagagtgecttetagt
gatitaatagctccatgicaacaagaataaaacgegtitegggtttacctettccagata
cagctcatctgeaatgeattaatgeattggac
ctegeaaccetagtacgeccticaggetecgpegaageapaagantagettageagagte
tattttcattttcgggagacgagatcaag

cagatcaacggtcgtcaagagacctac gagactgagpaatcegetettggetecacgega
ctatatatttgtctctaattgtactttgacat
getcctctictitactetgatagettgactatgaaaatteegteaccageccetgagttc
gcaaagataattgcactgtttcticcttgaactct
caagcctacaggacacacattcatcgtaggtataaacctcgaaaatcattcctactaaga
tgpptatacaatagtaaccatgpttpccta
gtgaatgetceglaacacceaatacgecggecgataacttcgtatageatacattatacg
aagttatacttggcgegectagtggaacac
gagcacataagcttttacctatggttatcgettgeatctacgegecgttgatggtggagg
atggtpgacgtieccgagacecctacgage
tg’(ggcatcgtcaaactgtgcccacagacctngtcttgctttcataacctcgaggag’cg
titccagactcatcatccatacacaagcagta

ftaatcaaagaaactcggtc geaatggeaaaaatggtitgcaaacagaaaactatggect
Cttcctattccatcattaactactctaceept
ttgteataacaacatcattaaaacecttatgegtcaggtgtageatecttgatet gttec
teotccaacggcecagtteteaategttacctett
cicccaccaactcaaactcaageticacagactegteggtgttcaaggctageteatact

tgcegggptatacaatccggtitccgtgag
aatcaacacgggcpagageactgacagggatgggeatgetgagettggaagagtgaceag:
gettgatgtcggeaagteggtcgaat
cogacgagecactigitcgggtacggggctgggccagegttgettgtgcgaacaaacage
atggecgtatatggpeactecptettpe
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cegaglicttgatgtiggectegaaggtgaagacgggaatctgetegetgtaagtgtate
cggegtgaggageagagaggatcgatga
getgtigaactigaggetettggggtggctogegagagtetectigaapgtgptatagaa
gagaccactgecaaactegtagacggst

ttgccggtgtaccagatgtaagtctgtccagggtttgactttccatcgggtcggaggttc
atgteatictggggoaattggtoaacatactc
ageegggtactgagtggtgaccagteggecggeaggageacgettgecagagagaatgte
gaagagggcaacgcctccégactg
gccgggatatccgccccagacgagggagttgaccttcttgttgctcttgagcgaggatga
gtctacetgaccacegeecatitgeage
acgacaaggggtitgccgaccicgetgagetgctigatgagatccagetgattaceggge
caagcaatgtccgtgeggtcagegeect
cctgttcaatggtgttgtcaattccaccgaggtagatgatggcatccgacttcttggcgg
cagcaatggcecttggcaaagecagtgate
ctgttgccggcgatctctgtgccgagttcaaagttgacgtgatagccggccttcttagca
gettecagagpgctgatgagatatggoac
agggecatagtagtigectigeatttggpttptppcattggccoatgytoo gatcagage
aatgctgegcaccticttggacagaggpa
gagtgecatcgttctigageaggacgatgecctcaacageagectcgtacgagatgtt.

[245] La secuencia del vector telomérico, pTTT-cre, se proporciona como SEQ ID NO
18; ftgtacaaagtggtgatcgegeegegegecagetecgtgegaaapectgacgeaceggta
gattcttggtgageccgtatcatgacg geggcgggagcetacatggeccegggtgatitatittittigtatctacttetgaceottt
tcaaatatacggtcaactcatctttcactggaga
tgeggectgettggtattgegatgttoteagettgpcanattgtggctttcgaaaacaca
aaacgattccttagtagecatgcattttaagat
aacggaatagaagaaagaggaaattaanaaaaaaaaaaaaacaaacatecegticataac
ccgtagaatcgeegetettegtgtatee
cagtaccagtttattitgaatagctcgeccgetggagageatectgaatgeaagtaacaa
ccgtagagectgacacggeaggtatigct
agggagcegtegtgtictacaaggecagacgtettegeggttgatatatatgtatgttiga
ctgeaggetgcteagegacgacagtcaagt
tcgccctcgctgcttgtgcaataatcgcagtggggaagccacacc_gtgactcccatcttt
cagtaaagctctgttggtgtttatcagcaat
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acacgtaatttaaactcgttageatggpgctgatagettaattacegtttaccagtgeca

tggttctgeagetttcettggeccgtaaaatte
ggcgaagecagecaatcaccagetaggeaccagetaaaceetataattagtetettatca

-acaccatcegetceccegggatcaatga

ggagaatgaggggpatgeggpectaaagaagectacataaceeteatgecaacteecagt
ttacactcgtcgagccaacatcetgac
lataagctaacacagaatgectcaatcctgggaagaactggecgetgataagegegeceg
cctegeaaaaaccatecctgatgaatg
gaaagtccagacgctgcct_gcggaagacagcgttattgatttcccaaagaaatcggg_gat
cetticagagpeepaactgaagatcaca
gaggoectecgetgcagatctigtgtecaagetggeggecggagagttgaccicggtagaa
gttacgctagcattcigtaaacgggcag
caatcgcccagcagttagtagggtecectetacetetcagggagatgtaacaacgecace
ttatgpgactatcaagetgacgetggett
ctgtgcagacaaactgcgcccacgagttcttccctgacgccgctctcgcgcaggcaaggg
aactcgatgaatactacgcaaagcaca
agagaccegtiggtecactecatggeciceccatetctotcasagaccageticgapgtica
aggtacaccgttgccectaagtegttagat
gtcectitttgtcagetaacatatgecaccagggcetacgaaacatcaatgggctacatet
catggctaaacaagtacgacgaaggggac
Icggtictgacaaccatgetcegeaaagecggtgecgtctictacgtcaagaccictgte
cegeagaccetgatggtetgegagacagt
caacaacatcatcgggcegeaccgtcaacccacgeaacaagaactggicgtgcggeggcag
tietggtggtgagggtgcgategtty
gaattcgtggtggegtcatcggtgtaggaacggatateggtgpctegattegagtgecgg
cegegttcaacttectgtacggtetaagg
cegagteatgggeggctgecgtatgeaaagatggegaacageatggagggteaggagacg
gtgcacagegttgtcggpccgatta cgeactctgttgagggtgagtecttcgecteticettctiticetgetctataccaggee
tecactgtectectttettgetitttatactatatac
gagaccggcagtcactgatgaagtatgttagacctcegecteticaccaaateegtecte
ggtcaggagcecatggaaatacgactcea
aggtcatccccatgccctggcgccag’tccgagtcggacattattgcctccaagatcaaga
acggegggcteaatatcggetactacaa
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cttcgacggcaatgtccttccacaccctcctatcctgcgcggcgtggaaaccaccgtcgc
cgeactcgecaaagecggtecacacegt
gaccecgiggacgecatacaageacgatitcggecacgatcteateteccatatctacge
gectgacggcagegecgacgtaatgeg
cgatatcagigeatceggegagecggcgattccaaatatcaaagacctactgaaccegaa
catcaaagctgttaacatgaacgagcte
tgggacacgceatctccagaagtggaattaccagatggagtaccttgagaaatggegggag
gctgaagaaaaggecgggaaggaac
tggacgecatcategegeegattacgectacegetgeggtacggeatgaccagtticeggt
actatpgptatgectetptgatcaaccte

ctggatttcac gagegtggtigticcggttacctitgeggataagaacatcgataagaag
aatgagagtticaaggcggttagtgagett
gatgecctegtgeaggaagagtatgatcoggaggegtaccatgggpeaccggttgeagtg
caggitatcggacggagactcagtga
agagagpacgttggcgattgeapaggaagtppesaagttpctgppaaatytpgtpactee
atagctaataagtpteapatageaattt
geacaagaaatcaataccagcaactgtanataagegctpaagtgaccatgecatgotacy
aaagagcagaaaaaaacctgeegtag
aaccgaagagatatgacacgcttccatctctcaaaggaagaateccttcagggttgcett
tecagtctagacacgtataacggeacaag
tgtctctcaccaaatgggtiatatctcaaatgtpatctaaggatggaaageccagaatat
cgatcgegegeagatecatatatagggece
gggttataattacctcaggaaatagetitaagtagettattaagtattaaaattatatat
afttitaatataactatattictttaataaataggtatt
ttaagctitatatataaatataataataaaataatatattatatagetitttattaataa
ataaaatagctaaaaatataaaaaaaatagctitaaa
atacttatttttaattagaattttatatatitttaatatataagatctittactttitta
taagcttcctaccttaattaaatttttacttitttttactattita
ctatatcitaaataaaggctttanaaatataaaaaaaatcttcttatatattataagcta
taaggattatatatatattttttittaatttitaaagtaa
glattaaagctagaattaaagtittaattiittaaggctitatitanaaaaaggcagtaa
tagcttataaaagaaatttctttttctittatactaaa

aglactittittitaataaggtiagogttaggatiagggtiagpgtiaggettagggtta

64
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gegttagggitagggttaggpttaggotiage

gttag_ggtta_gggtta_gggtaagggtttaaacaaagccacgttgtgtctcaaaatctctg
atgttacattgcacaagataaaaatatatcat

- catgaacaataaaactgtctgcttacataaacagtaatacaaggggtgttatgagccata

ttcaacgggaaacgtcttgetcgaggecge
gattaaattccaacatggatgctgatttatatgggtataaatgggcicge gataatgtcg
ggcaatcaggtgegacaatctategattgtat
gggragecegatgegecagagttgtitcigaaacatggeaaaggtagegttgecaatgat
gttacagatgagatggtcagactaaact
ggetgacggaatitatgecicitcegaccatcaageattttatecgtactectgatgatg
catggttactcaccactgcgatccecgggaa
aacagcattccaggtattagaagaatatcetgattcagpt gaaaatattgttgatgegcet
ggcagtgttectgegeeggtiscattegatte
ctgtitgtaattgtectittaacagegategegtatitegtotegeteaggegeaateac
gaatgaataacgptitgettgateceaptgattt
tgatgacgagcgtaatggctggcctgttgaacaagtctggaaagaaatgcataagctttt
gecattetcaccggattcagtegteactcat

ggtgatttctcacttgataaccttattttt gacgagggpaaattaataggttgtattgat
gtiggacgagtcggaatcgeagaccgatacca
ggatetigecatcctatggaactgecteggtoagttitctecttcattacagaaacgget
tittcasaaatatggtatigataatcctgatatg

aataaattgcagittcatttgatgctogat gagtttttctaatcagaattggttaattgg
ttgtaacactggcagagcattacgetgacttgac
gegacggeggctitgtigaatanategaacttttgetgagtigaapeateagateacgea
tettecegacaacgeagacegttecgtgg
Caaagcaaaagttcaaaatcaccaactggteoacctacaacaaageteteatcaacegtg
geteecteacttictggetggatgatgpg
gcgattcaggcctggtatgagtcagcaacaccttcttcacgaggcagacctcagcggtﬁ
aaacctaaccctaaccctaaccetaacce
taaccctaaccctaaccetaaceetaaccotaaccctaaccetaacectaacectaacce
{aacctaaccctaatggggtegatctgaac
cgaggatgagggttctatagactaatctacaggccgtacatggtgtgattgcagatgcga
cgggeaaggtgtacagtgtecagaagga
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ggagagcggcataggtattgtaatagaccagctttacataataatcgcctgttgctactg
actgatgaccticticectaaccagtttceta

attaccactgcagtgaggataaccctaactc getctggggttatiattatactgattage
aggtggcttatatagtgetgaagtactataag
agtttctgcgggaggaggtggaaggactataaactggacacagttagggatagagtgatg
acaagacctgaatgttatccteeggtgt
ggtatagcgaattggctgaccttgcagatggtaatggtttaggcagggmttgcagagg
ggpacgagaacgegttctgegatttaacg:
getgetgecgecaagettitacggtictetaatgggeggee gcctcagptegacgteccat
ggccattegaattcgtaatcatgpteatag
ctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagc
ataaagtgtaaagcctgggptacctaatga

gtgagctaactcacattaattge gttgegetcactgeecgetttccagtegggaaacctg
tegtgecagetgeattaatgaateggccaa
cgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcg
ctgegcteggtegtteggetgeggegag
Cggtatcageteactcasaggepptaatacgptiatecacagaatcaggggataacgcag
gaaagaacatgtgagcaaaaggecag
Caaaaggccaggaaccgiaaaaaggecgegttgetggegtttttccata ggcteegeeee
cetgacgagceatcacaaaaatcgacge

tcaagtcagaggtgpce gaaacccgacaggactataaagataccaggegtttceccctgga
ageteectegtgegetctectgttcega

ccctgeegettaccggatacetgtee gectitcteecttcgggaagegtggegctticte
atagctcacgetgtaggtatetcagticggt
gtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccocccgttcagcccgaccgctg
cgecttatceggtaactategtottgagt
ccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagca
gagcgaggtatgtaggeggtactaca
gagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtamggtatctgc
getetgetgaagecagttacctteggaaaa
agagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtt
tgcaagcageagattacgegeagaaaaaa
aggatctcaagaagatccmgatcmtctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaa
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ctcacgttaagggatttipptcatgagattat
caaaaagpatcttcacctagatcctitiaaattaanaatgaagttttaaatcaatctasa
gtatatatgagtaaacttggtctgacagttacea

atgcttaatcagt gaggcacctatetcagegatetgtetatttegttcatecatagttge
ctgactceccgtogtgtagataactacgatacg
Bgagggetiaccatciggecccagtpetgeaatgataccgegagacccacgetcaccgge
tecagatitatcagcaataaaccagoc
agecggaagggccgagegceagaagtggtectgeaactttatcegectecatecagictat
taattgtigccgggaagetagagtaagta
gtiegeeagttaatagtitgcgeaacettgtipeeattgctacaggeategtostgteac
getcgtegtttgatatgpcttcattcagetecg
gttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgrtggcaaaaaagcggttagct
ccttcggtecteegategttgtcagaagta
agittggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtca
tgccatceptaagatacttttctgtpactgpty
agtactcaaccaagtcatictgagaatagtgtatgcggegacegagttgetcttgecegg
cgtcaatacggpataataccgcgccacat
agcagaactttaaaagtgctcatcatiggaaaacgticticggggegaaaactctcaagg
atcttaccgetgttgagatccagttcgatgt
aacccactegtgeacceaactgatetteagcatcttttactticaccagegtttetgggt
gagcaaaaacaggaaggcaaaatgeegeaa
aaaagggaataagppcgacacggaaatgtigaatactcatactettcctttitcaatatt
attgaagcatttatcagggttattgtctcatga

gc ggatacatatttgaatgfatttagaaaaataaacaaatagg_ggttccgc geacatttc
cccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaa
ccattattatcatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecctttegteteg
cgegtitcggtgatgacggtgaaaacctctga
cacatgcagcteceggagacggtcacagetigtctgtaageggatgeegggageagacaa
geccgtcagggegegteagegggtg
ttggcgggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagaﬁgtactgagagtgc
accataaaattgtaaacgttaatattttgtt
aaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatc_gg
caaaatcccttataaatcaaaagaatageccga

\



10

15

20

25

30

gatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactc
caacgtcaaagggcgaaaaaccgictate

agggcgatggcccactacgtgaaccatcacccaaatcaagmtnggggtcgaggtgcc

‘gtaaagcactaaatcggaaccctaaagg

gageececgatttagagetigacggggaaageoggegaacgtggegagaaaggaagggaa
gaaagegaaagpgagepgecacia
gggegetggcaagtgtageggteacgetgegegtaaccaccacaccegecgegettaatg
cgecgetacagggegcgtactatggt
tgctttgacgtatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatca
gacgecattegecattcaggetgegeaa
ctgttgggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagctggcgaaaggggg
atgtgctgeaaggegattaagttgggt
aacgecaggsttitcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagtgcecaagettacta
gatgcatgetegageggecgeeagtat |
gatggatatctgcagaattcgcccttgactagtgctctctatcctggtggcaggcgtcaa
gtacccagaggeagcagegggcttagga
gcggcctgggttgttctccgcaccctctacatgctgggctatattlatagcgacaagccg
aacggcaccggcaggtacaatggttcget
gtacttgettgegeaagegggtetttggggattgagegeatitggtgtigeanaggattt
gatgtaaatgtagtcgacatctiageacaga
gaggagagtigataaaatgtggtetgtitgaatgatagicgggticgtgacctatatteg
tgatagtggagataggtctgegectatcttat
cgggceggageaaaaaticcaccgeageggggtgagttttcgttatacagecatcecact
tccageticaaattgteagtttaatccage
ccaaticaatcattggagaaccgecatcatgtettcgaagteccaccteocctacgeaat
tegegeaaccaaccateecaacceetitaac
atctaaactcttctccatcgccgaggagaagaaaaccaacgtcaccgtctcc geagacgt
tactacticcgecgagetectegatettge
tgaccgtacatcctgcaccaatgcccctccaggataacaaatagctgatgcgtagtgagt
acaggectaggeccctatatcgeagttet
gaaaacccacatcgacatccteaccgatetcacceegtegacectticetegetecaate
cctegegacaaageacaacttecteatettt
gaggaccgeaagticatcgacatcggeaacacegtgeaaaageagtaccacggtgecgcet
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cteegeatctcegaatgggeacacat
catcaactgegecatcetgecgggegaagggategtegaggecctegeacagacaaceaa
gtctcctgactttaaagacpegaatea
acgaggtctcctgattcttgccgagatgacgagtaagggatctcttgcgacaggggagtc
acaggcacgceteggttgagtacgegeg
gaagtataaggeptitgigatgggaticgtgagtacaaggecgttgagtgaggtactgce
cgaacagaaagaggagagcgaggattt
tgtcgtctttacgactggggtgaatctgtcggataagggggataagctggggcagcagta'
tcagacacctgggteggcggtigepeg
aggtgeggactitatcattgegpptagppocatetataagge gpacgatecagtogagec
ggttcagaggtaccgggagpaaggct
ggaaagcttacgagaaaagagitggactitgagigigagtggaaatgtgtaacggtattg
actaaaagggatccatatgtttattgcage
cagcatagtattaccagaaagagcctcactgacggetctagtagtatic gaacagatatt

- attgtgaccagcotetgaacpatatgctecet

aatctggtagacaageactgatctaccecttggaacgeageatctaggetetggetatac
tctaaccctaactagacgattgatcgcaga
ccatccaatactgaaaagtctctatcagaggaaatceccaacattgtagtagtcagpttc
ctitgtggctgggapagaattggttegetec

act gattccagttgagaaagtgggcmgaaaaaagtcttgaagattggagttgggct gtg
gitatctagtactictegagcetctgtacatgt
ceggtegegacgtacgegtategatggegecagetgeagge ggcegeetgeagecacttg
cagtcecgtggaattetcacggtgaat
gtaggccttttgtagggtaggaattgtcactcaagcacccocaacctccattacgcctcc
cccatagagticccaatcagtgagteatgg
cactgtictcaaatagattggggagaagttgactteegeccagagetgaaggtegeacaa
ccgeatgatatagggteggcaacggea
daaaageacglggcteaccgaaaageaagatgtitgegatctaacatecaggaacctgga
tacatccatcatcacgeacgaccacttt

gatctgcet ggtaaactcgtattcgccctaaaccgaagtgcgtggtaaatctacacgtggg
cccctttcggtatactgegtgtgtettcteta
ggtgccattcttttcccttcctctagtgttgaattgtttgtgttggagtccgagctgtaa
ctaccictgaatcictggagaatgptpgactaac
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gactaccgtgcacctgcatcatgtatataatagtgatcctgagaaggggggttt ggagca
atgtgggactitgatgpgtcatcaaacaaag
aacgaagacgcctcttttgcaaagttttgtttcggctacggtgaagaactggatacttgt
tgtatcttctgtgtattittgtgpcaacaagag
gecagagacaatctaticaaacaccaagettgetcttitgagetacaagaacctgtgggg
tatatatctagagttgtgaagtcggtaatce
cgctgtatagtaatacgagtcgcatctaaatactccgaagctgctgcgaacccggagaat
cgagatgtgctggasagetictagegag-
cggctaaattagcatgaaaggctatgagaaattctggagacggcttgtt_gaatcat_ggcg
ticcattettcgacaagcaaageptteegt
cgcaglagcaggeactcattcccgaaaaaactcggagattectaagtagegatggaaces
gaataatataataggcaatacattgagtt
gcctcgacggttgcaatgcaggggtactgagcttggacataactgttccgtaccccacct
cttctcaacctttggegtitccctgattcag
cgtacceptacaagtegtaatcactattaaceea gactgaccppacgtattitgeccttc
atttggagaaataatgteattgegatgtataa
-tttgcctgcttgaccgactggggctgttcgaagcccgaatgtaggattgttatccgaact
ctgctegtagagpcatgttgtgaatetgtgte

gggcaggacacgcctcgaaggttcacggcaagggaaaccaccgatagcagtgtctagtag

caacctgtagagccegeaatgeageat
cactggaaaatacaaaccaatggctaaaagtacataagttaatgcctaaagaagtcatat
accagceggetaataattgtacaatcaagtg
gctaaacgtaccgtaatttgccaacggcttgtggggttgcagaagcaacggcaaagcccc
acttccccacgtttgtticticactcagtc

caatctcagetggtgatcccccaatiggaic gettgtttgttceggtgaagtgaaagaag
acagaggtaagaatgtctgacteggageg

{tttgcatacaaccaagggcagt gatggaagacagtgaaatgtigacaticaaggagtat
ttagccagggatgctigagtgtategtgta
aggaggtugtctgecgatacgacgaatactgtatagteacttctgatgaagtagtecat
attgaaatgtaaagtcggeactgaacagge
aaaagaﬂgagttgaaactgcctaagatctcgggccctcgggccttcggcctttgggtgt
acatgtttgtgctccgggeaaatgcaaagt
gtggtaggatcgaacacactgctgcctttaccaagcagctgagggtatgtgataggcaaa
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tgttcagggoccactgeatggtttcgaat

agaaagagaagcttagccaagaacaatagec gataaagatagcctcattaaacggaatga
getagtaggeaaagtcagegaatgtat
atatataaaggttcgaggtcegtgecteccteatgeteteeceatetactcatcaactea
gatcetccaggagacttgtacaccatcttitga
ggcacagaaacccaatagtcaaccatcacaagtttgtacaaaaaagcaggctcaccatga
geaacctgetcaccgtecaccagaace
tecetgecetcectgtegacgecacctctgacgaggtecgeaagaaccteatggacatgt
tecgegacegecaggectitagegagea

Ccgeaagtggttccecgecgagecgga
ggacgtccgegactacctectctacetgeaggeccgaggectggecgteaagaccateca
geageacctcggecagetcaacatge
tecaccgacgetetggectgectegecctagegactctaacgecgteagectggteatge
geegeatecgcaaggagaacgtegacy
clggegagegagecaageaggecctcgecticgagegeaccgacticgaccaggtecgea
gecteatggagaacagegaccgety
ccaggatatccgcaacctcgcctttctcggcattgcctacaacaccctgctccgcattgc
cgagatcgecegeatcegegtcaagpac
atctctcgcaccgacggcggccgcatgctcattcacatcggccgcaccaagaccctcgtg
tetaccgecggegtcgagaaggeccte
ageeteggegtcaccaagetegtegagegctggatttetgtetecggegtegetgacgac
Cccaacaactacctettetgecgegteeg

aaagaacggegtegeegeeccttetgecaccteteagetcageacee gageectggaggg
catctttgaggccacccaccgectcat
ctacggegecaaggacgactetggecagegetacotegectggtetggecactetgoceg
agtcggcgetgeccgagacatggece
gagccggcgtcagcatccccgagattatgcaggccggcggctggaccaacgtcaacatcg
teatgaactacatcegeaccetegact ctgagaccgge gocatggtecgactectegaggacggegactaaacceagetitc,
[246] Creacion de la-cepa MAD6 a partir de la cepa ASD de T. reesei. La egl3 fue
borrada de la cepa ASD usando el método descrito anteriormente para la eliminacion del
bgil. Un esquema de la platina de eliminacién se muestra en la figura 9. La resistencia a

la Higromicina se empleé como el marcador selectivo para la eliminacién del egl3. El
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marcador de resistencia a la higromicina estaba flanqueado por sitios loxP. Se confirmé
un transformante con la eliminacién del egl3. El marcador de higromicina fue removido

de la cepa como se describe en la creacién de la cepa ASD. La secuencia de nucledtidos

‘de 1a- platina de borrado 'del egl3 se proporciona como SEQ D NO: 19:

gggagglaggegeagatacggtgeatgggaccegaaccegtaaccggaacacgaccttat
cagecectecaactcacaceetctoge
ctatcactatcctagatagttcatcgpecaactcatgtaacctagetacctacetacety
gtaagaatgcggpctatcatgtctcacggeg
cggtacatgteggtatctegetgettcecegeaggttgacgteggaatecatgcaagtac
tecctgaaatcgagacgacagagagaac
aaccaacgcucttaaacgcttcatgticatctaagagpcacatte gaagaactagcttéa
cacactagacctggcttttcgaceccctee
geagaaagoegtttictecteaatecteeegggetipgetittgteagtecptactiget
gegcetaacagagicttggacgeagegtitae
geatcagictigecaggepgttcacgggactaggacaacaggggatgtgacaggecggata
gtaattatgggtiatecggggtaagea
gggaatttacgaggecgoetitacgtggggpaacagecactigegeggggaagaggagtag
tagpcpactcggtepatgagetega
getgtciggttgactiggactgcagagegtaggtaattgagategggeaacattateggt
gUcggcicggiatggecgagtigogact
geltggteattcggepaagctgatgtegtpptatectgaageategatatcggaaaccat
gatggteagtctatctgacgtgtgcggtga

caage gagtccggattttgtgacatgacgttcaacttcagtcaatgccttagggctcgat
aagattaagattggptictggeagegatcta
gaacaccgecacaaatictgtecatigagpageptgatgtetagpcpcatcactaacacy
gagctgtatpaceggeagcetcaacgga
cticicitcpticaacggcagtctatitgepgtacacgaatgpatctticticetggtet
tgaagtgccgeagtggegtgcgaatgtatagat
gtetcgetacctagaaaagetggctttictgacagggteccticcacctetectaccaac
gacaaactgaacaagtatotggegptttcce
aacgccgaataggecagtegecaatactecctecagecctgattgggecectegaaptat
cgecatgtetgtgtottgagattaticgat
ggacgtcacteccccaacctacaggaagagcaaaatgggageagtgtictgcaatgaget
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atataatagatcgctcgatctcatacaaa
tigtatgctcagtcaatacaacgageggttccaagateccttetccaacgaccetegaaa
cattgcaacceggtgeagectgaacttptt
cgtatagectagaaagegacgecatettcatettttacgegattagecteatggetattt
gtgecgaagtaggagtigtatgptageagtg
aggagattgtgpctacgacacaggepggttetetigageggettacatctcegeattagg
cetgegtacgatccagatcatgggaaact
ttacaatggcttactegttitatctcaacactgagettccaaticactctatgcattgat
taacacgtitggtcatgtggticticagetgtaaat _
cticagcticceaagaatigeaacctegetgattgotaatagtettocatecgttaeate
ctggtgcggeagtgcasaggagagtcaaag
tagccggeagattaatttaagettatatcactcaggggtaaacagecegtaaaggaccttt
tgatctaacatgcogatgtgtatgtagatca
cgcaatgcccaccatatcttggcagtcagatttgtccgtggcgcgocaagtataamcg
tataatgtatpctatacgaagttatcggccg
gegtattggptgttacggagceattcactaggeaaccatggttactattgtatacecatet
tagtaggaatgattttcgaggtitatacctacy
atgaatgtgtgtectgtaggctigagagticaaggaagaaacagtgcaattatettigeg
aacccaggggoctgetgacgpaattitcata
Btcaagctatcagagtaaagaagagpagcatgtcaaagtacaattagagacaaatatata
gtegegtggagecaagageggattecte
agtctcgtaggtotetigacgacegttgatetgettgatetegtetecegaaaatgasaa
tagactcigctaagetattettctgettcgecg
gageetgaagggcgtactaggptigegagptceaatgeattaatgeattgeagatgaget
gtatctggaagaggtaaaccegaaacg
cgttttattcttgttgacatggagctattaaatcactagaaggcactctttgctgcttgg
acaaatgaacgtatcttatcgagatectgaacac
cattigtctcaactccggagetgacatcgacaccaacgatettatatecagattcgtcaa
getgtitgatgatttcagtaacgtiaagtggat
cccggteggeatetactetattectitgeccteggacgagtgetggggegteggtitoea
Ctatcggcgaptactictacacagccateg

gtccagacggecgegcettetgeggge gatttgtgtacgeccgacagteceggetecggat
¢ggacgattgegtepeatcgacectge
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geccaagetgeatcalcgaaattgecgtcaaccaagetetgatagagtiggteaagacea
atgeggageatatacgcecggagecge
ggcgatectgeaageteeggatgectecgetegaagtagegegtetactgctecatacaa

-gecaaccacggectccagaagaagatg

ttggcgacctegtattgggaateccegaacate gectegetccagtcaatgacegetptt
atgeggcecattgtecgtcaggacatigttg
gagecgaaatecgegtgeacgaggtgecggacttcggggcagtecteggeccaaageatc
agctcatcgagagcectgegegacgy
acgcactgacggtgtcgtccatcacagtttgccagtgatacacatggggatcagcaatcg
cgeatatgaaatcacgecatgtagtptatt
gaccgattccttgcggtccgaatgggccgaacccgctcgtctggctaagatcggccgcag
cgatcgeatccatggecteegegaccg
gctgcagaacagcgggcagttcggtttcaggcaggtcttgcaacgtgacaccctgtgcac
ggcgggagatgcaataggtcaggctct
cgctgaattocccaatgtcaagcacttccggaatcgggagcgcggccgatgcaaagtgcc
gataaacataacgatctttgtagaaacc
atcggegeagetatitaccegeaggacatatocacgeectoctacatcgaagetyanage
acgagattcttcgeccteegagagetge
atcaggtcggagacgctgtcgaacttttcgatcagaaacttctcgacagac gtcgeggtg
agttcaggctiiticatatcgattgtgatgtg
atggagiigagatggaggtgaggagatggatgatgpgaaaggaagatggactgaggatgg
aagaagagaagaagagagagaga-
gazagleticcaggagagaaagggaaccgaagaaaaatggegaggaaaceggecctagea
cctaaatacgtcteccgettaattttc gcccttttttcaccaaaccctccgcgtctttcgtgcgctagctgtcttgggg_ggtgtgta
aaacttgggaacaaccctacgecgaacctce
cgtacgaagecegtacagtgtattetatcectggetttcecagectggtaagteggatec
cttcgggacggggccaaggagactgagtt
tccgggttaaccaataatgccgccagccgtggagcggtctgagctgtctatcgtgaatcc
gtgacgcetgaatigetcagtecaagtegg
agacgctggaatecaccggttgetecagecacggegaagaatecacttacetteeggpot
tccgecagetggeaacataftttttgagpe
tgatatagccttctcctccatcacgataagccctgactaccttgctacgg_gccaattgca
atttgtitgetggttacgetttacaaaagptpy
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ccgtiactgagcaaaaagaaaatpatgtaaaaatttgegagtgggteccatagetggatg
ggtecgataaaatggtactgecccactta
gtggcagetcgegaccagicacaageccaggataacticgtataatgtatgetatacgaa
gttatctgtegpcpttatgaataatagact

ggaaccgggccctitgattgacgactccatattttgtagatgtagcaactcggeaagage
attatgtgcaatacatttgttaccatacaaa

ggcagetgeeagacgacttgtattgegtacaattctcacggeaagctttcoaggtgtiat
gcattatgcgeaaatgettgatgcttacege
aggattaatctcggaagaagegotgoaagetatatgggtgtagtagatatgtagatgtac
canccaatgaagaacatitatpotetagaa
cgtagtgatgaaggtittpagtaatitgtatcaagtaapgacgatattattgatataatac
caagcatatattcatgataaattacttggaacca
cecttgegtceggectcacgagectteteactgeegggetegaaggagecactggaggee
tgtecacecttggatgegatticctgea
cettttecttgppcctgcacgtepattagacatpattcaaatcgagatctiggaatatct
tacatgetggcgaagecaceggtatggctog
actgteegeeettetgegeaatgetttgaacciceteettggppotgtgtagaaagptit
gttagcaacattactacaactctcaggacteg
gtggtegtaceggtiggegaagtttcoggpgtiatogtigecagacattgtgtgattatt
tggtgtecasatgtatectatgtatatigtiget
gtiggtgatgatgctgaagetgtigaaageaggctggticigigggagagacttgggata
titatatccaaagticggteptgttecttetg
gaagctetictctactcecatacaatcatccaaagttgtegteattgagegttgatcagta
gtagectctgaggtcatcaccatgatecticeg
gecaacagtcggeacteatcaacageaacaatcageegecacaaacataggtacagtaag
gagttagatatcatgtagtcgtegagta
ctcgacatcatgacgtacaagctttgccagtgtcggtaggtgcaagtatgatgatcgtat
ccgecgtigttcgategaacagagtgeggt
cagattcacggttictetcacctigaacattggatgcaattggattgatecacaateetg
gagaatggcltcaagetcactgetccagtege
aagcttcagagectattactaagggtagagetacctatgtcaagagttttcaaggtacct
aagctacatgtgatagtcggcaagecatttt
gaacgeagaccgigaacggigatgtaaatecgpgatagacgeceaagegtgecgtgtcaa
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tgacgctagatacacctogatttacgta
gagtgaatgccagccaatggagtcatgcacataacccgcttagactctgctcggggcgat
acccgatcgecagaggcagapecgetta
aacgegatcgeggtaacetgtaateagagecagegetegatgaattgeatcatggaagec
attgatgtggaatgttgageptataacaa
cacgaattgaagacgacattgacttgcticaagtgagtggagaattgecgggcagacaag
ataggtaggcicttggtgcgetgteacat caatccattccttttcctctgttcaatctctatgttgacattctgatagggatcattgga
tgccaatgcaaagaacatgagagtgtgatotge
attcaagtatcctggtcgtaagctgtggccatgggcgctgcggtcaaggtcaatcgcgat
gactaatcagteteggtgactetgggeeg
gtagaggcagtgtcgigaaccaaagcettgagecgagggcaaaaacaacggegeatcaaac
aatcaacgaaagcatcgtcaacagt gtctettcecagteaattacttcgeaaaaccttctegatagaacceticagacgatgaac
aggecacgeaaccgtcagecgegeceecee

aggacagacteagogeccgggaggcagategteacaccitggtegacgagetc.

EJEMPLO 7
Andlisis de variantes de CBH2 de una sola sustitucién en pruebas de actividad y
estabilidad térmica.
[247}Se transformaron protoplastos de una cepa de T teesei-borrada seis veces (Aegll,
Acgl?, AegB, Acbhl, Acbh2, Abgll) con varinates CNH” SEL seleccionadas
codificadas sobre el vector pTTTpyrG como se describe (WO 2009/048488). Las
esporas se cosccharon, se pusieron nuevamente en platos con agar de acetamida, e
incubaron a 28°C por 7 dias. Luego las variantes CBH2 se produjeron inoculando 25 mi
de un cultivo de YEG (5 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de glucosa) con una cepa
de Trichoderma esporulante sobre agar, seguido por un periodo de incubacién de 2 dias
a 28°C, 200 rpm. S ‘ml del cultivo de YEG 'se emplearon para-inocular 45 ml de un
medio de glicina que contiene una mezcla de glucosa/soforosa al 2%. El cultivo fue
dispensado sobre una placa de microtitulacion de 6 pozos a incubada estacionariamente
por 5 dias a 28°C en una atmosfera enriquecida con oxigeno. Las células fueron
removidas por filtracién a través de un filtro de 2 um. Los sobrenadantes fueron
subsiguientemente concentrados usando celdas de batido de Vivaspin con un corte de 10

kD de peso molecular. Las variantes se probaron en su habilidad para hidrolizar celulosa

‘hinchada-condcido-forsférico (PASC) a 50°C, hojas y tallos de maiz pre tratados con

YA
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acido diluido (PCS}) a 50°C, mazorcas de maiz pre tratadas con amoniaco diluido (CC)a
50°Cy 57°C. Ademés, las variantes se probaron para estabilidad térmica.
[248] PASC a 50°C. La actividad de la enzima sobre celulosa hinchada con 4cido

fosforico se examind esencialmente como-se describe en el ejemplo 1, seccién C, con

los siguientes cambios. A cada cubeta, se le agregaron 10 pul que contenian 4.9 pl de
protcina en sobrenadante de una cepa borrada de CBH2 (Aegll, Aegl2, Acbhl, Acbh2).
La placa fue incubada a 50°C mientras se agitaba a 200 rpm. Después de 2 horas la
placa se puso en hielo por 5 minutos y se agregaron 100 ul de glicina 100 mM y pH de
10.0. Después de mezclar, la placa se centrifugé a 3000 rpm por 5 min. Un volumen de
40 pl de sobrenadante se diluyeron con 160 ul de agua. 10 pl de la solucion diluida

fueron transferidos a una nueva placa de microtitulacién de 96 cubetas (Costar Flat

Bottom PS) que contenia 100 ml de una mezcla de prueba de ABTS glucosa (2.74
mg/ml de 4cido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzo)-tiazolin-6-sulfénico, 1 U/ml de peroxidasa
de rabano tipo VI, 1 U/ml de oxidasa de glucosa) y se registré un incremento en el A42
en un espectrofotémetro de placas de microtitulacion (Spectramax Plus 348, Molecular
Devices). Se incluyd un rango de concentraciones de glucosa como estindar en cada
placa (0; 0.008; 0.016; 0.031; 0.063; 0.125; 0.25; 0.5; 1 mg/ml). Las pruebas se hicieron
por duplicado, se generd-una curva de respuesta a'la dosis para el tipo salvaje de CBH2
ajustando los datos con una ecuacioén de isoterma de Temkin ( y=a+b(In(l+c*x))) v se
dividieron las actividades de las variantes de CBH2 por una actividad calculada del tipo
salvaje de CBH2 del mismo plato para obtener un indice de desempeio.

[249] PCS 50°. Se examiné la actividad de la enzima sobre hojas y tallos de maiz
lavados con 4cido diluido esencialmente como se describe en el ejemplo 1, seccidn D,
con los siguientes cambios. A cada cubeta, se agregan 10 pl que contenian 49 ug de
proteina en un sobrenadante de una cepa borrada de CBH2 (Agi1, Agl2, Acbhl, Acbh2).
La placa se incub6 a 50°C mientras se agitaba a 200 rmp. Después de 2 dias la placa se
puso en hielo por 5 min y se agregaron 100 ul de glicina 100mM con un pH de 10.
Después det mezclado, la placa se centrifugd a 3000 rpm por 5 min. Se diluyé un
volumen de 10 pl de sobrenadante en 190 ul de agua. Diez ul de la solucién diluida
fueron transferidos a una placa de mictotitulado de 96 cubetas (Costar Flat Bottom PS)
que contenian 100 pl de mezcla de ABTS glucosa de prueba y analizada como se
describe en la prueba PASC.

'L
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[250] Mazorca a 50°C. Actividad de la enzima sobre la mazorca a 50°C se llevé a cabo
esencialmente como se describe en el ejemplo 1, seccién E, con los siguientes cambios.
A cada cubeta se le agregaron 10 ul de una solucién gue contenia 46.55 ng de proteina
de sobrenadante de una cepa CBH2 borrada (AG11, Agl2, Acbhl, Acbh2), suplementada
con 4.90 ug de CBHI1 de T. reesei, 6.48 ug de Xyn2 Y2 de T reesei (Xiong y
colaboradores, Extromophiles (:393-400, 2004), 2.28 ug de Fusarium verticillioides
(Fv) 517, 5.32 pg de Fv3A, 0.76 pg de Fv43D, y.2.5 ug de. BGL1.de. T, reesei. Las
enzimas de Fusarium verticilloides han sido descritas en US 61/245269 (incorporado
aqui a modo de referencia para la ensefianza de este método). Se agregaron diferentes

volumenes de sobrenadante de cepa transformada de T. reesei que expresa CBH2 como

‘se describe en el ejemplo 1. Las placas fueron incubadas por 2 dias a 50°C con agitacién

a 200 rpm.

(231} Mazorca STC. Se molié mazorca hasta que pasara por una malia de 0.9 mm y
luego se pre tratd como se describe en el ejemplo 4 de WO 2006/110901 (tncorporado
aqui a modo de referencia para la ensefianza de este método). La mazorca pre tratada se
empled como una solucién de celulosa en suspension al 7% en acetato de sodio 50 mM

con pH de 5.0. Setenta microlitros de suspension fueron agregados a cada cubeta de una

placa-de microtitulacién de 96 cubetas (Nnc Flat Bottom PS). ‘A cada cubeta se le

agrego una solucion que contenia 46.55 pg de proteina de sobrenadante de una cepa de
CBH2 bottada (Aegll, Aegl2, Acbhl, Acbh2), 490 pg de una variante de CBH2
(S8P/T411/N8ID/SI2T/S113N/S196T/P227L/D249K/T255P/S278P/E9SK/T296P/T332
Y/ V403D/S411F/T4621), 6.48 pg de Xyn2 YS de T. reesei (Xiong y colaboradores,
Extremophiles 8:393-400, 2004), 2.28 ug de FvS1A, 5.32 ug de Fv3A, 0.76 ug de
Fv43D, 2.45 g de talaromices emersonii beta glucosidasa fueron adicionados. Hasta
veinte microlitros de sobrenadante de H. jecorina que expresaba ya fuera el tipo salvaje
de CBH2 o una variante de CBH2 fueron agregados. Se agregaron volimenes de
compensacion de buffer de acetato para completar las diferencias en volumen total. La
placa se incubd a 57 °C mientras se agitaba a 200 rpm. Después de 2 dias 1 aplaca se
puso en hielo y se centrifugé a 3000 rpm por 5 min. Un volumen de 10 ul de
sobrenadante se diluyé en 190 ul de agua. Diez pl de la solucién diluida fueron
transferidos a una nueva placa de microtitulacién de 96 cubetas (Costar Flat Bottom PS)

\Lo
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que contenia 100 pl de mezcla de prueba de ABTS glucosa y se probaron y analizaron
como se describe arriba,

[252] Prueba 2 de estabilidad térmica de CBH2. Para probar la estabilidad térmica de
las variantes de CBH2, 50 |il de sobrenadante se incubaron en una maquina PCR a lo
largo de un rango te temperaturas entre 50 — 70°C. La actividad remanente se determing
incubando 20 p! de sobrenadante con 80 ul de 0.625 mg/m! de celotriosa en buffer de
acetato de sodio 50 mM 2 un pH de 5.0 en Tween80 al 0.0025%. Después de una hora,
se agregaron 40 pl de glicina pBIO 100 mM. Se agregaron veinte pl a 80 ul de reactivo
ABTS (ver arriba) y el desarrollo del color en OD420 se registré por 5 min. Se calculé
una pseudo temperatura de fusién (Tm) ajustando la actividad restante a cada

“temperatura con la formula y = V(l+exp(-(a*(I-b/e<In(e/by)+d*((1/c)-(1/b)))e)) en ia cual

a ¢s la capacidad calérica (kcaPmol "K '), b es la temperatura de fusién (K, cesla
temperatura de prueba (K), d es el cambio de entalpia (kcaPmol ~K ), yeesla
constante de los gases (kcaPmol ~K 1),

Como se determind en la prueba 2 de estabilidad térmica. La Tm de la CBH?2 de
referencia de SEQ ID NO:3 fue de 57.5 °C bajo las condiciones de la prueba.

[253] Se ide6 una categoria de mutaciones, o sea mutaciones altamente combinables,
para abarcar las mutaciones que tienen un PI > 0.75 para al menos una propiedad, v <
0.05 para todas las propiedades. Como se ilustra en los ejemplos subsiguientes, algunas
variantes tienen dos mutaciones altamente combinables; tienen actividad y/o estabilidad
que es mayor que la enzima CBH2 de referencia. Una acumulacién de mutaciones
altamente combinables puede emplearse para hacer una vatiante beneficiosa donde cada
mutacion individual no es suficiente para conferir actividad, estabilidad térmica y/o

niveles de expresion superiores.

EJEMPLO 8
Variantes de Ia libreria de CBH2 y actividades de las mismas,
[254] Una libreria de combinaciones de CBH2 sintética fue producida por GeneOracle
(Mountain View, CA). La tabla 8-1 lista las posibles sustituciones de los miembros de la
tibreria de combinaciones CBH2 (numerados de acuerdo con la secunecia de

amino4cidos de 1a CBH2 madura). Esta libreria fue creada combinando sustituciones

w4
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clasificadas como mutaciones y/o mutaciones altamente combinables en base a su Tm y

su desempefio como se listan en la tabla 7-1.

La libreria fue recibida -del ptoveedor mencionade arriba como productos PCR
purificados en los cuales los iniciadores GACCGGACGTGTTTTGCCCTTCAT (SEQ
ID NO:20) y GTGTGACCGGCTTTGGCGAGTG (SEQ ID NO:21) fueron empelados
para amplificar el gen de cbh2 flanqueado corriente arriba por alrededor de 1.1 kb de
promotor cbhl y corriente abajo por alrededor de 1.85 kb de marcador amdS para forzar
la integracién en el sitio pvr2 de la cepa anfitriona de H. jecorina. En la figura 11 se
muestra un esquema de la recombinacién homéloga de la platina expreson en la cepa de
tamizado. La"secuencia de nucledtidos del fragmento PCR (promotor cbh! parcial, gen
cbh2, y gen amdS parcial) amplificado de pTTTpyrG-CBH?2 usando los iniciadores de
SEQ 1D NO:20 y SEQ 1D NO:21, se proporciona a continuaciéon como SEQ 1D NQ:22:
gaccggacgtgttitpcecttcatttggagaaataatgteattgegatgtataatitgee
tgcttgaccgactgggoctgttcgaageccg
aatgtaggattgttatcegaactetgetogtagaggcatgtigtgaatetgtgteggoca
ggacacgectcgaaggtitcacggeaaggg
aaaccaccgatageagtgtetagtagraaccigtaaagecpcaatgeageatcactgpaa
aatacaaaccaatggctaaaagtacata
agttaatgcctaaagaagtcatataccagcggctaawattgtacaatcaagtggctaaa
cgtaccgtaatttgccaacggottgtggest
tgcagaageaacggcaaagececacticeecacgittgtttettcactcagtecaatete
agctggtgatcceccaattgggtegettgtit
gitccggtgaagigaaagaagacagaggtaagaatgtctgactcggagogttitgcatac
aaccaagpgecagtgatyrpaagacapty
aaatgttgacattcaaggagtatttagccagggatgetigagtgtatcgtgtaaggaggt
ttgtetgccgatacgacyaatactgtatapt
cactictgatgaagtgetceatatigaaatgtaaagtcggcactgaacaggcaaaagatt
gagttgaaactgectaagatctegggecct
cgggecticggecttigggtatacatgtitgtoctecgggeanatgcanagtptagtagg
atcgaacacactgetpectttaccaagea
getgagggtatgtgataggcaaatgticaggggecactgoatggtitcgaatagaaagag
aagcttagccaagaacaatagecgataa
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agatagcctcattaaacggaatgagctagtaggcaaagtcagcgaatgtgtatatataaa
ggticgaggtecgtgccteccteatgeotot
¢cccatctactcatcaactcagatectceaggagacttgtacaccatcttttgagpcaca
gaaacccaatagtcaaccatcacaagtttgt
acaaaaaagcaggetcegeggecgeececticacceaccatgattgteggeattetcace
acgctggetacgetggecacactegea
getagigtgecictagaggagepggeaagetigetcaagegtetggtaattatgtgaacce
tctcaagagacceaaatactgagatatgte:
aagggeccaatgiggtggccagaatiggtoggetecgactigetgtgettccggaageac
atgegtetactecaacgactattactcec
agtgtcttcecggegetgeaagetcaagetegtecacgegegeegegicgacgacttote
gagtatcceccacaacatcecggtega
gctccgegacgcetecacctggtictactactaccagagtacctceagteggatcgggaa
cegetacgtattcaggeaacccttitgttg
gggteacteettgggecaatgcatattacgectetpaagtiapcagectcpctattecta:
gettgactggagecatggecactgetgeag
cagctglegoaaagpticoctetittatgtppetgtagptecteocggaaccaaggcaat
ctgttactgaaggctcatcattcactgcaga
gatactcttgacaagacccctctcatggageaaaccttggecgacatecgeaccgecaac
aagaatggcggtaactatgccggacag
tigtgptatatgacttgecggatcgegattgegetgecctigectegaatgge gaatac
totattgecgatggtggegtegecaaatata
agaactatatcgacaccattcgtcaaatigtcgtggaatatteegatatccggacectee
tggttattge TAtgagtttaaacacctgoct
cccecceccetteccttectttceegecggeatettgtegtgtgctaactattgttece
tettecagagectgactctettgecaacctggtg
accaacctcggtactccaaagtgtgecaatgeteagteagectaccttgagtgeatcaac
tacgecgtcacacagcetgaaccttccaaa
tgttgcgatgtatttggacgctggccatgcaggatggcttggctggccggcaaaccaaga
cecggeogetcagetatitgeaaatpttt
acaagaatgcatcgtetccgagagetcticgeggattggeaaccaatgtegecaactaca
acgggtggaacattaccagecccccate

gtacacgcaaggcaac getgtetacaacgagaagcetgtacatceacgetatiggacctct

LG



10

15

20

25

30

tcttgecaatcacggetggtecaacgect
tettcatcactgatcaaggtegategggasageagectaceggacagcaacagt ggggag
actggtpcaatgtgatcggcaccggat
tiggtattcgeccateegeaaacactggggactegtigetggatiegtitgtetgggtea
agccaggepgcgagtgtgacggeaccag
cgacagcagtgegecacgatitgactcccactgtgegetcccagatgecttgeaacegge
gecteaagetggtgettggticcaagee
tactitgtgcagettetcacaaacgcaaacceategticctgtaaAaggatgggc gCece
gacccagctttettgtacaaagtggtgate

gegecgegegecagetecgigegaaagectgacpeaccpptagatictiggtpageeegt

atcatgacggcggcgggagctacatg geecegggtgatttattittittgtatctactictgacccttitcaaatatacgptcaac
tcatctttcactggagatgecggectgettggtattg
cgatgtigtcagettggeaaattgtggetitcganaacacaaaacgattcettagtagee
atgcattttaagataacggaatagaapaaag
aggaaattaaaaaaaaaaaaaaaacaaacatcccgttcataacccgtagaatcgccgctc
ticgtgtatcccagtaccagtttattttgaa
tagetcgeccpctgpagageatectgaatgoaagtaacaaceptagagecigacacggea
getettgctagggagegtogtgticta
caaggccagacgteitcgeggttgatatatatgtatgtttgactgcaggetgetcagega
cgacagtcaagttcgeectogctgetigte
caataatcgcagtggggaagccacaccgtgactcccatctttcagtaaagctctgttggt
gtttatcagcaatacacgtaatttaaactegt
tagcatggggctgatagetiaattacegtttaccagtgecatggttetgeagetitectt
ggcccgtaaaattcggegaagecagecaate
accagctaggcaccagetaaaccetataattagtetcitatcaacaccatcegeteccee
gggatcaatgaggagaatgaggpgpatg
cggggctaaagaagectacataacccteatgecaacteccagtttacacte gicgageea
acatcctgactataggetaacacagaatg
CCteaatcctgggaagaactgpecgetgataagegegeeegecticgeaaaaaceateect
gatgaatggaaagtccagacgetgoct
gcggaagacagcegttattgatticccaaagaaatcggggatecittcagaggeegaactg
aagatcacagaggcctecgetgeagate

ttgtgtccaagctggcggccggagagttgacctcggtggaagttacgctagcattctgta
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aacgggcagcaatcgeccageagttagt
agggtcccctctacctetcaggpagatgtaacaacgecaccttatgggactatcaagetg
acgetggctictgtgecagacaaactgegc
ccacgagttoticeetgacgecgetetegegeaggeaagggaactegatgaatactacge
aaagcacaagagacccgttggtccact
ccatggecteeccatetetetcaaagaccageticgagtcaaggtacacegttgecccta
agtcgttagatgtcccitittgtcagetaaca
tatgccaccagggctacgaaacatcaatgggctacatetcatggcetaaacaagtacgacg
aaggggacteggtictgacaaccatgcet
ccgeaaagecpptgccgtettctacgtcaagacctetgteccgeagacectgatgptetg
cgagacagtcaacaacatcatcgggeg
caccgtcaacccacgeaacaagaactggiegtgcggeggcagtictggtggtgagpgtec
gatcgtigggaticgtggtegogteat
cggtgtaggaacggatatcggtggeiegaticgagtgccggecgegttcaacttectgta
cgglctaagpccgagteatgpgepgpcty
cogtatgcaaagatggegaacageatggagggtcaggagacggtgeacagegtigtegpg
ccgattacgeactctgtigaggpten  gtocticgectettecticttticotgetetataccaggoctecactgtoctectitett
getttttatactatatacgagaccggceagtcactga
tgaagtatgttagacctcegectettcaccaaatecgtocteggtcaggagecatggaaa
tacgactccaaggtcatccecatgecotg
gegccagtccgagteggacattattgectccaagatcaagaacggegggetcaatategg
ctactacaacttcgacggcaatgtectte-
cacaccctectatectgegeggegtggaaaccaccgtegecgeactcgecaaagecggte acace.

[255] Protoplastos de ADS de la cepa de H. jecorina (Aegll, Aegl2, Acbhll, Acbhl2,
Abgl1) descritos en ¢l gjemplo 6 fueron transformados con la libreria de ADN como se
describe (US 2006/0094080) y cultivados en agar selectivo que contiene acetamida a
28°C por 7 dias (0.6 g/L acetamida, 1.68 g/L CsCl, 20 g/L glucosa, 6 g/L KH2PO4, 0.6
&/L. MgSO4.7H20, 0.6 g/L CaC12.2H20, 0.5 g/L uridina, sales de elementos traza, 10
g/L. agarosa con bajo punto de fusién). Después de 24 horas el agar se cubr{ con agar
selectivo suplementado con 1.2 g/L de 4cido fluoroorotico (FOA). Un total de 380
colomias fueron transferidas a placas de dextrosa de papa que contenfan 1.2 g/L de FOA
¢ incubadas a 28°C por 4-5 dias. Las esporas fueron transferidas placas de agar fresco

de dextrosa de papa, los cuales fueron incubados a 28°C por 3 dias. Alternativamente,

(&)
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los protoplastos de la cepa MAD6 descrita en el ejemplo 6 pueden emplearse en lugar
de ADS5 para la expresion de los miembros de la libreria de variantes. Asi mismo, los
derivados de proroplastos de la cepa MAD6 en las cuales se han activado celulasas
adicionales pueden  ser-usadas con este proposito. Tales derivados exhibirian ain metios
actividad de celulasa en el trasfondo.

{256] Para la produccion de proteina variante de CBH2, las esporas fueron transferidas
usando un replicador de 96 clavijas a un 200 pl de medio minimo de glicina
suplementado con una mezcla de glucosa/soforosa al 2% en una placa filtro de PDVF:
6.0 g/L de glicina, 4.7 g/L de (NH.), 8Os ; 5.0 g/l de KH;PO; 1.0 g/L de MgSO, -
7H.0; 33.0 g/l de PIPPS; pH 5.5; con la adicion esterit de una mezcla de
glucosa/soforosa al 2% como-fuente-de carbono, 10 ml/L de 100g/L -de"CaCl,, 2.5 mi/L
de elementos traza de T. reesei (400X): 175g/L 4cido citrico anhidro; 200g/L. FeSO,
-7TH.0; 16g/L de ZnSO. -7H;0; 3.2 g/L de CuS0Q, -SH:0; 1.4 g/, de MnSQ, -H.0; 0.8
g/L de H3 BO; . cada variante de CBH2 fue cultivada por cuadruplicado. Después de
sellar la placa con una membrana permeable al oxigeno, las placas fueron incubadas a
28°C por 6 dias, mientras se agitaban a 200 rpm. Se cosechd el sobrenadante
transfiriendo el medio de cultivo a una placa de microtitulacion en presencia de baja

‘presion,

[257) Se aislaron un total de diez variantes que mostraron actividad mejorada sobre la
mazorca a 57°C. El ADN gendémico de estas cepas fue aislado y se determinaron sus
secuencias genéticas del cbh2. Las variantes de CBH2 se probaron para propiedades de
interés. Las sustituciones y las actividades de los miembros de la libreria de
combinaciones sobre la mazorca y las hojas y tallos del maiz se muestran en la Tabla 8-
2. Las actividades especificas para las hojas y tallos de maiz pre tratados con écido
diluido (PCS-50°C), para-la mazorca a 50°C (CC 50°C) y parala mazorcaa-57°C (CC

57°C) se determinaron como se describe en ¢! ejemplo 7.

EJEMPLO 9
Variantes con sustitucién sencilla y doble y actividad de Ias mismas.
[258] GeneOracle (Mountain View, CA) variantes sintéticas de genes que codifican
CBH2 en el pTTTpyrG. La Tabla 9-1 lista las variables sencillas y dobles que se
contruyeron (numeradas de -acuerdo ton 1a secuencia’ de aminoéacidos de ‘la ‘CBH?2

madura),
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[259] Los genes variantes de cbh2 se recibieron del proveedor arriba mencionado como
productos PCR purificados en los cuales fueron usados los iniciadores
GACCGGACGTGTTTTGCCCTTCAT (SEQ ID NO:20) y

- GTGTGACCGGCTTTGGCGAGTG (SEQ TD NO:21) para amplificar los genes de

cbh2 flanqueados corriente arriba por 1000 bp de! promotor cbhl y corriente abajo por
1000 bp del marcador de amdS para forzar la integracion en el lugar de Ia pyr2 en la
cepa de H. jecorina anfitriona. La secuencia de nuclebtidos del fragmento PCR
(promotor cbhl parcial, el gen cbh2, y el gen parcial de amdS) amplificada del
pTTTpyrG-CBH2 empleando los iniciadores de la SEQ ID NO:20 y la SEQ ID NO: 21,
se proporciona en el ejemplo 8 como SEQ ID NO: 2922.

'{260] ‘Los protoplastos de Ta cepa MADS6 de H, Jecorina (Aegll, Aegl2, Aegl3, Acbhl,

Acbh2, Abgll) descritos en ¢t gjemplo 6, fueron transformados con fragmentos lineales
de ADN como se describe (US 2006/0094080) y cultivados en agar selectivo que
contiene acetamida a 28°C por 7 dias como se describe. Después de 24 horas el agar se
cubri6 con agar selectivo suplementado con 1.2 g/L de 4cido fluoroortico (FOA). Las
colonias fueron transferidas a placas con agar de dextrosa de papa que contienen 1.2 g/L
de FOA e incubados a 28°C por 4-5 dias. Las esporas fueron transferidas a placas con
agar de dextrosa de papa, en donde fueron incubadas a 28°C por 3 dias.

[261] Las variantes fueron cultivadas en placas de microtitulacién como se describe en
el ejemplo 8. Para el crecimiento en frascos de agitacion, se inocularon 25 mi de
cultivo YEG (5 g/1 de extracto de levadura, 20 G/l de glucosa) con una cepa esporulante
de trichoderma sobre agar ¢ incubado a 28°C a 200 rpm por 2 dias. Luego de la
inoculacién, los cultivos fueron incubados en una incubadora actistica resonante
(Applikon) a 28°C por 3 dias. Las células fueron removidas por filtracién a través de un

‘filtro de 0.2 um. Los sobrenadantes se concentraron usando celdas de giro Vivaspin con

un peso molecular de corte de 10 kD.

{262] Las muestras crecidas en la placa de microtitulacién fueron analizadas para los
niveles de producciéon de CBH2 por HPLC como se describe en el ejemplo 1. Tanto las
muestras cultivadas en la placa de microtitulacién como en el frasco de agitacién fuerno
probadas para las propiedades de interés. La tabla 9-2 lista el desempefio de las
variantes de CBH2 para multiples propiedades de interés.

(%0
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La Tm = temperatura del pseudo punto de fusién (°C) se determin6 mediante una
prueba 2 de estabilidad térmica. IR = indice de desempefio para la estabilidasd como se
determina por pruebas de estabilidad térmica.

[263] Prueba 3 ‘de estabilidad térhica de' CBH2.-Para-analizar-1a estabilidad térmica de
las variantes de CBH2, 40 pl de sobrenadante fueron incubados en una maquina PCR a
58°C por triplicado y se retiraron muestras a los 30, 60 y 120 min de incubacién, La
actividad restante se determiné incubando 10 pl de sobrenadante con 50 pl de 1mg/mi
de celotriosa en buffer de acetato de sodio 50 mM con pH de 5.0 y 0.0025% de
Tween20. Después de una hora. Se agregaron 40 pl de glicina 100 mM y pH 10, Se
agregaron cincuenta ul de reactivo ABTS concentrado 3 veces (ver arriba) t se registré
el desarrollo de color a DD420 por '3 minutos. La actividad residual en el tiempo fue
ajustada con una formula de decaimiento exponencial: y = A , *exp(-k*t), donde AQ es
la actividad a t=0, t es el tiempo, y k es la constante de decaimiento. Se calcularon
indices de desempefio (PI= por la siguiente formula: P1 = -log(K v Y-tog(k w).

L
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REIVINDICACIONES
Nosotros reivindicamos:

1. Una variante de celulasa, en donde la variante es una forma madura que tiene
actividad de celulasa y que comprende una sustitucidn en una o mas posiciones
seleccionadas del grupo que consiste de: 5, 18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100,
102, 103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126, 133, 137, 138, 139, 140, 141, 143,
150, 138, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188, 190, 191, 192, 193, 196, 201, 207,
225, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 236, 240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274,
292, 293, 303, 304, 306, 307, 313, 319, 322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363,
364, 365, 371, 384, 394, 396, 400, 406, 407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440,
441, 443, 444, 445 y 447, en donde las posiciones son enumeradas por correspondencia
con la secuencia de aminodcido de una celobiohidrolasa II (CBH2) de referencia
establecida como SEQ 1D NO:3.

2. La variante de celulasa de la reivindicacion 1, en donde la variante comprente una
sustitucién adicional en una o mas posiciones adicionales seleccionadas a partir de:

(1) un primer grupo que consiste de 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194,
197, 203, 204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327,
339, 344, 356, 378, 382 y 405; 0

(i) un segundo grupo que consiste de 94, 98; 107, 120, 134, 144, 154, 178, 179, 206,
210, 214, 231, 232, 266, 272, 275, 291, 312, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386, 399,
410, 413, 416, 426, y 429,

en donde las posiciones adicionales son enumeradas por correspodencia con la
secuencia de aminodcido de la celobiohidrolasa (CBH2) de referencia establecida como
SEQ ID NO:3.

3. Una variante de celulasa, en donde dicha ‘variante es una forma madura que tiene
actividad celulasa y que comprende una sustitucion en una o mas posiciones
seleccionadas del grupo que consiste de: 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189,
194, 197, 203, 204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294,
327, 339, 344, 356, 378, 382 y 405, en donde las posiciones son enumeradas por
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correspondencia con la secuencia de aminodcido de una celobiohidrolasa II (CBH2) de
referencia establecida como SEQ ID NO:3, y en donde cuando la variante de celulasa
consiste de una sustitucién simple, la sustitucién simple no es una sustitucién K/E, R/Q,
N/D, Q/E, D/N 0 E/Q.

4. La variante de celulasa de la reivindicacion 3, en donde la variante comprends una
sustitucion adicional en una o mas posiciones adicionales seleccionada de:

(i) un primer grupo que consiste de 5, 18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102,
103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126, 133, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 150,
158, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188, 190, 191, 192, 193, 196, 201, 207, 225,
226, 228, 229, 230, 233, 234, 236, 240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292,
293, 303, 304, 306, 307, 313, 319, 322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364,
365, 371, 384, 394, 396, 400, 406, 407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440, 441,
443,444,445y 447; 0

(i) un segundo grupo que consiste de 94, 98, 107, 120, 134, 144, 154, 178, 179, 206,
210, 214, 231, 232, 266, 272, 275, 291, 312, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386, 399,
410, 413, 416, 426, y 429,

en donde ‘Tas posiciones adicionales “son: enumeradas por correspondencia con 1a
secuencia de aminodcido de la celobiohidrolasa 11 (CBH2) de referencia establecida
como SEQ ID NQ:3,

5. Una variante de celulasa, en donde la variante es una forma madura que tiene
actividad celulasa y que comprende uma sustitucién en una o mas posiciones
seleccionada del grupo que consiste de: 94, 98, 107, 120, 134, 144, 154, 178, 179, 206,
210, 214, 231, 232, 266, 272, 275, 291, 312, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386, 399,
410, 413, 416, 426, y 429, en donde las posiciones son cnumeradas por correspondencia
con la secuencia de aminodcido de una celobiohidrolasa 1I (CBH2) de referencia
establecida como SEQ 1D NO:3, y en donde cuando la variante de celulasa consiste de
una sustitucién simple, la sustitucién simple no es una del grupo que consiste de VI4E,
PSL, E107Q, MI120L, M134G, M134L, M134V, L144G, L144R, L144S, T154A,
Al78V, L179C, V206L, S210L, S210R, T214M, T214Y, G231P, G2311, G231A,
G231N, G2318, G231T, T232V, H266S, H266A, W272A, W272D, W272Y, N275L,
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S316P, V323L, V323N, V323Y, G360R, S380T, A381T, E399N, E399D, R413Y,
R413P, y A416G.

‘6. La variante de celulasa de la reivindicacion-5, en donde-la variante comprende una

sustitucion adicional en una 0 mds posiciones adicionales seleccionadas de:

(i) wn primer grupo que consiste de S, 18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102,
103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126, 133, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 150,
158, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188, 190, 191, 192, 193, 196, 201, 207, 225,
226, 228, 229, 230, 233, 234, 236, 240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292,
293, 303, 304, 306, 307, 313, 319, 322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364,
365, 371, 384, 394, 396, 400, 406, 407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440, 441,
443, 444, 445y 447; o

(1i) un segundo grupo que consiste de 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189,
194, 197, 203, 204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294,
327, 339, 344, 356, 378, 382 and 405,

en donde las posiciones adicionales son erumeradas por correspondencia con la
secuencia de aminodcido de la celobiohidrolasa 11 (CBH2) de referencia establecida
como SEQ ID NO:3.

7. La variante de celulasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la
sustitucidn en una o més posiciones se selecciona del grupo que consiste de 2, 3, 4, 5, 6,

7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25 posiciones.

8. Una variante de celulasa, en donde la variante es una forma madura que tiene

“actividad ‘celulasa y que comprende una ‘sustitucién de una a seis posiciones

seleccionadas del grupo que consiste de 111, 144, 154, 162, 410 y 413, en donde la
variante de celulasa comprende: leucina o serina en la posicién 111; leucina, giutamina
o triptéfano en la posicién 144; treonina, cisteina o valina en la posicién 154; tirosina o
asparagina en la posicién 162; arginina o serina en la posicién 410; y serina, triptéfano o
tirosina en la posicion 413; en donde las posiciones son enumeradas por

comrespondencia con la secuencia de aminoécido de la celobiohidrolasa 11 (CBH2) de

teferencia establecida como SEQ 1D NO:3, y en donde cuando Ja-variante de celulasa

consiste de una sustitucion simple, la sustitucion simple no es una sustitucion S413Y,
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9. Una variante de celulasa, en donde la variante es una forma madura que tiene
actividad celulasa y que comprende una sustitucién de una a seis posiciones
seleccionadas del grupo que consiste de 98, 194, 313, 316, 384 y 443, en donde la
vanarite de celulasa comprende: prolina 0 leucina enla posicion 98; lisina, cisteina o
acido glutdmico en la posicién 194; serina o treonina en la posicion 313; serina o
prolina en la posicién 316; glicina, cistefna o glutamina en la posicion 384; y asparagina
o isoleuceina en la posicion 443; en donde las posiciones son enumeradas por
correspondencia con la secuencia de amino4cido de la celobiohidrolasa I (CBH2) de
referencia establecida como SEQ ID NO:3, y en donde cuando la variante de celulasa
consiste de una sustitucion simple, la sustitucidn simple no es una de grupo

seleccionado de-una sustitucion PI8L, una sustitucion K194E, y una sustitucion S316P

10. Una variante de celulasa, en donde la variante es una forma madura que tiene
actividad celulasa y que comprende una sustitucién de una a seis posictones
seleccionadas del grupo que consiste de 153, 161, 203, 233, 422 y 444, en donde la
variante de celulasa comprende: arginina o glutamina en la posicion 153: asparagina,

alanina o triptéfano en la posicién 161; arginina o histidina en la posicion 203; prolina o

‘acido aspartico en 1a posicién 233; glutamina o valina en 1a posicién 422: y prolina o

glutamina en la posicién 443; en donde las posiciones son enumeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacido de la celobiohidrolasa [1 (CBH2) de
referencia establecida como SEQ 1D NO:3, y en donde cuando la variante de celulasa

consiste de una sustitucion simple, la sustitucion simple no es una sustitucién R 53Q.

11. Una vanante de celulasa, en donde la variante es una forma madura que tiene

actividad celutasa "y que “comprende "uma sustitucién de 'una - a siete posiciones
seleccionadas del grupo que consiste de 98, 111, 144, 313, 316, 413 y 422, en donde la
variante de celulasa comprende: prolina o leucina en la posicion 98; leucina o serina en
la posicion 111; feucina o triptéfano en la posicién 144; serina o treonina en la posicion
313; serina o prolina en la posicién 316; serina o triptéfano en la posicion 413; y
glutamina o valina en la posicién 422; en donde las posiciones son enumeradas por
correspondencia con la secuencia de aminodcido de la celobiohidrolasa 11 (CBH2) de

referencia establecida como SEQ ID NO:3, y en donde cuando la variante de celulasa
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consiste de una sustitucion simple, la sustitucion simple no es una del grupo
seleccionado de una sustitucion P98L, y una sustitucién S316P.

12. Una-variante- de celulasa ‘que comprende -una -glutamina-en la- posicién 98, y una
sustitucion seleccionada de! grupo que consiste de una T138C, una S316P, una $343Q,
una Q3621, una S386C, una C400S y una S406P, en donde las posiciones son
enumeradas por correspondencia con la secuencia de amino4cido de la celobiohidrolasa
IT (CBH2) de referencia establecida como SEQ ID NO:3.

13. Una variante de celulasa que comprende una cisteina en la posicion 138, y una

‘sustitucion seleccionada del grupo que consiste de una S316P, una 53430, una Q3621

una S386C, una C400S y una S406P, en donde las posiciones son enumeradas por
cotrespondencia con fa secuencia de aminodcido de la celobiohidrolasa 1 (CBH2) de
referencia establecida como SEQ TD NO:3,

14, Una variante de celulasa que comprende una prolina en la posicién 316, y una
sustitucion seleccionada del grupo que consiste de una $343Q, una Q3621, una S386C,
una-C400S-y una S406P, en donde 1as posiciones 'son enumeradas "por correspondencia
con la secuencia de aminoicido de la celobiohidrolasa II {(CBH2) de referencia
establecida como SEQ ID NO:3,

I3. Una variante de celulasa que comprende una glutamina en la posicién 343, y una
sustitucién seleccionada del grupo que consiste de una Q3621 una S386C, una C400S y
una S406P, en donde las posiciones son enumeradas por correspondencia con la
secuencia de aminodcido de la ‘celobiohidrolasa TI (CBH2) ‘de referencia establecida
como SEQ ID NO:3.

16. Una variante de celulasa que comprende una isoleucina en la posicion 362, y una
sustitucién seleccionada del grupo que consiste de una S386C, una C400S y una S406P,
en donde las posiciones son enumeradas por correspondencia con la secuencia de
aminodcido de la celobiohidrolasa 1l (CBH2) de referencia establecida como SEQ ID
NO:3.
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17. Una variante de celulasa que comprende una cisteina en la posicion 386, y una
sustitucién seleccionada del grupo que consiste de una C400S y una S406P, en donde
las posiciones son enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacido de
1acelobiohidrolasa I (CBH2) de referencia estabiecida como SEQ ID'NO:3.

18. La variante de celulasa de la reivindicacion 1, que comprende una serina en la
posicién 400 y una prolina en la posicién 406.

19. Una variante de celulasa, en donde la variante es una forma madura que tiene
actividad celulasa y que comprende una sustitucién de una a siete posiciones
seleccionadas del grupo que consiste de 98, 111, 182, 291, 316, 362 y 400, en donde la

~variante de- celulasa-comprende: ‘prolina, Teucina-o glutaminaen 1a posicién 98; Jeucina

o serina ¢n la posicioén 111; aspargina o triptéfano en la posicion 182; serina o un 4cido
glutamico en la posicion 291; serina o prolina en la posicion 316, glutamina, isoleucina
o leucina en la posicion 362; y cisteina o serina en la posicién 400; en donde las
posiciones son enumeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacido de la
celobiohidrolasa IT (CBH2) de referencia establecida como SEQ ID NO:3, y en donde
cuando la variante de celulasa consiste de una sustitucién simple, la sustitucién simple

o es una del grupo-seleccionado de una sustitucién P98L, y una sustitucion S316P

20. La variante de celulasa de la reivindicacion 19, en donde la variante ademas
comprende una sustitucién L439P o una sustitucién T74S.

21. La variante de cefulasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en donde la
variante se deriva de una celulasa madre seleccionada del grupo que consiste de
Hypocrea jecorina CBH2, Hypocrea koningii CBH2, Humicola insolens CBH?2,
Acremonium cellulolyticus CBH2, Agaricus bisporus CBH2, Fusarium osysporum EG,
Phanerochaete chrysosporium CBH2, Talaromyces emersonii CBH2, Thermobifida
fusca 68/E3 CBH2, Thermobifida fusca 6A/E2 EG, y Celtulononas Jimi CenA £G,.

22. La variante de celulasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, en donde la
variante se deriva de una celulasa madre cuya secuencia de amino4cido es por lo menos
75% 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a un miembro del grupo
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que consiste de SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12,
y SEQ ID NO: 13.

23. La variante de celulasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, en donde la

variante es aislada.

24. Una composicion que comprende la variante de celulasa de' cuaiquiera de tas-

reivindicaciones 1 a 23.

25. La composicion de la reivindicacién 24, en donde la corﬁposicién es enriquecida en

la variante de celulasa.

26. Un #cido nucleico aislado que codifica la variante de celulasa de cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 22-

27. Un vector de expresion que comprende el 4cido nucleico de 1a reivindicacion 26

vinculado operativamente con una secuencia regulatoria.

28. Una célulahuésped que comprende-elvector de expresion dela -'reivindicaci(’)'n' 27.
29. Un método para producir una variante de celulasa, que comprende cultivar la célula
huésped de la reivindicacién 28 en un medio de cultivo, bajo condiciones adecuadas

para producir la variante de celulasa.

30. Una composicién que comprende la cétuta huésped de la reivindicacion 29 y el

medio de cultivo.

31. Una composicién que comprende la variante de celulasa en sobrenadante del medio
de cuitivo de la reivindicacion 29.

32. La comiposicion de fa reivindicacion 24; que-ademas comprende por to menos una-

cnzima adicional seleccionada del grupo que consiste de una subtilisina, una
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metaloproteasa neutral, una lipasa, una cutinasa, una amilasa, una carbohidrasa, una
pectinasa, una mananasa, un arabinasa, un galactanasa, una xilanasa, una oxidasa, y una

peroxidasa.

33. Un método para Iimpiar o cuidar telas que comprende poner en contacto una
superficie o un drticulo que comprende una tela con la composicion de la reivindicacion
24 032.

34. Un método para limpiar o terminar la superficie de una tela que comprende poner en
contacto una superficie o un articulo que comprende una tela con la composicion de las

reivindicaciones 24 o 32.

35. Un método para convertir biomasa en azicares que comprende poner en contact la

biomasa con la composicion de las reivindicaciones 24 o 32.

36. Un método' para producir un combustible que’ comprende:” poner en’ contacto una
composicién de biomasa con una compesicién enzimética que comprende la variante de
celulasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22 para producir una solucion de
azicar, y cultivar 1a solucién de aziicar con un microorganismo de fermentacién bajo

condiciones suficientes para producir un combustible.
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EXTRACTO

La presente invencién se relaciona con enzimas y en particular con variantes
de celulasa con expresifn, actividad yfo estabilidad mejoradas. También
describe los é&cidos nucléicos que codifican las variantes de celulasa, los
métodos para identificar las variantes de celulasa Utiles y los métodos de uso
de los mismos.
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CELLULASE VARIANTS WITH IMPROVED EXPRESSION, ACTIVITY AND/OR
STABILITY, AND USE THEREOF

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATION
[01] This application claims the benefit of U.S. Provisional Application No. 61/183,959,
filed on June 3, 2009, which is hereby incorporated by reference in its entirety.
[02] This invention was made with Government support under conditional award no:
DE- FC36-08GO 18078 awarded by the Department of Energy. The Government has
certain rights in this invention,

L FIELD

[03] The present disclosure relates to enzymes and in particular cellulase variants. Also
described are nucleic acids encoding the cellulase variants, compositions comprising the
cellulase variants, methods of identifying additional useful cellulase variants and
methods of use thereof.

II. BACKGROUND [04] Cellulose and hemicellulose are the most abundant plant
materials produced by photosynthesis. They can be degraded and used as an energy
source by numerous microorganisms (e.g., bacteria, yeast and fungi) that produce
extracellular enzymes capable of hydrolysis ‘of the polymeric substrates to monomeric
sugars (Aro et al, J Biol Chem, 276: 24309-24314, 2001). As the limits of non-
rencwable resources approach, the potential of cellulose to become a major renewable
energy resource is enormous (Krishna et al., Bioresource Tech, 77: 193-196, 2001). The
effective utilization of cellulose through [05] biological processes is one approach to
overcoming the shortage of foods, feeds, and fuels {Ohmiya et al., Biotechnol Gen
Engineer Rev, 14: 365-414, 1997). [06] Cellulases are enzymes that hydrolyze cellulose
{beta-1,4-glucan or beta D-glucosidic linkages) resulting in the formation of glucose,

cellobiose, cellooligosaccharides, and the like. Cellulases have been traditionally
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divided into three major classes: endoglucanases (EC 3.2, 1.4) ("EG"), exoglucanases or
celiobiohydrolases (EC 3.2.1.91) ("CBH") and beta- glucosidases {[beta]-D-glucoside
glucohydrolase; EC 3.2.1.21) ("BG") (Knowles et al., TIRTECH 5 255-261, 1987, and
Schulein, Methods Enzymol, 160: 234-243, 1988). Endoglucanases act mainly on the
amorphous parts of the cellulose fibre, whereas cellobiohydrolases are also able to
degrade crystalline cellulose (Nevalainen and Penttila, Mycota, 303-319, 1995). Thus,
the presence of a cellobiohydrolase in a cellulase system is required for efficient
solubilization of crystalline cellulose (Suurnakki et al., Celiulose 7: 189- 209, 2000).
Beta-glucosidase acts to liberate D-glucose units from celiobiose, cellooligosaccharides,
and other glucosides (Freer, J Biol Chem, 268: 9337-9342, 1993). {07] Celiulases are
known to be produced by a large number of bacteria, yeast and fungi. Certain fungi
produce a complete ceilulase system capable of degrading crystailine forms of cellulose,
such that the cellulases are readily produced in large quantities via fermentation.
Filamentous fungi play a special role since many yeast, such as Saccharomyces
cerevisiae, lack the ability to hydrolyze cellulose (See, e.g., Wood et al., Methods in
Enzymology, 160: 87-116, 1988). [08] The fungal cellulase classifications of CBH, EG
and BG can be further expanded to include multiple components within each
classification. For example, multiple CBHs, EGs and BGs have been isolated from a
variety of fungal sources including Trichoderma reesei (also referred to as Hypocrea
jecorina), which contains known genes for two CBHs, i.e., CBH I ("CBHi") and CBH II
("CBH2"), at least 8 EGs, i.e, EG I, EG 11, EG Ill, EGIV, EGV, EGVI, EGVII and
EGVIIL, and at least 5 BGs, i.e, BGl, BG2, BG3, BG4 and BGS. EGIV, EGVI and
EGVII also have xyloglucanase activity.

[09] In order to efficiently convert crystalline cellulose to glucose the complete cellulase

system comprising components from each of the CBH, EG and BG classifications is
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required, with isolated components less effective in hydrolyzing crystalline cellulose
(Filho et al., Can J Microbiol, 42: 1-5, 1996). A synergistic relationship has been
observed between cellulase components from different classifications. In particular, the
EG-type cellulases and CBH- type cellulases synergistically interact to more efficiently
degrade cellulose. {10] Cellulases are known in the art to be useful in the treatment of
textiles for the purposes of enhancing the cleaning ability of detergent compositions, for
use as a softening

9 agent, for improving the feel and appearance of cotton fabrics, and the like (Kumar et
al., Textile Chemist and Colorist, 29:37-42, 1997). Cellulase-containing detergent
compositions with improved cleaning performance (U.S. Pat. No. 4,435,307; GB App.
Nos. 2,095,275 and 2,094,826) and for use in the treatment of fabric to improve the feel
and appearance of the textile (U.S. Pat. Nos. 5,648,263, 5,691,178, and 5,776,757, and
GB App. No. 1,358,599), have been described. Hence, cellulases produced in fungi and
bacteria have received significant attention. In particular, fermentation of Trichoderma
spp. (e.g., Trichoderma longibrachiatum or Trichoderma reesei) has been shown to
produce a complete cellulase system capable of degrading crystalline forms of celiulose.
{11] Aithough cellulase compositions have been previously described, there remains a
need for new and improved cellulase compositions, Improved cellulose compositions
find used in household detergents, textile treatments, biomass conversion and paper
manufacturing. Cellulases that exhibit improved expression, activity and stability are of
particular interest.

II1. SUMMARY

[12] The present disclosure relates to enzymes and in particular cellulase variants. Also

described are nucleic acids encoding the cellulase variants, compositions comprising the
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cellulase vanants, methods of identifying additional useful cellulase variants and

methods of use thereof.

[13} The present disclosure provides cellulase variants, wherein the variants are mature
forms having cellulase activity and comprising a substitution at one or more positions
selected from the group consisting of’ 5, 18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102,
103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126, 133, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 150,
158, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188, 190, 191, 192, 193, 196, 201, 207, 225,
226, 228, 229, 230, 233, 234, 236, 240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292,
293, 303, 304, 306, 307, 313, 319, 322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364,
365, 371, 384, 394, 396, 400, 406, 407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440, 441,
443, 444, 445 and 447, wherein the positions are numbered by correspondence with the
amino acid sequence of a reference cellobiohydrolase 11 (CBH2) set forth as SEQ ID
NO:3. In some embodiments, the substitution at one or more positions results in a
cellulase variant with improved expression, activity and/or stability in comparison to the
reference CB H2. In some embodiments, the variant comprises a further substitution at
one or more further positions selected from: (i) a first group consisting of 63, 77, 129,
146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194, 197, 203, 204, 208, 211, 237, 239, 244, 247,
254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327, 339, 344, 356, 378, 382 and 405, or (ii) a
second group consisting of 94, 98, 107, 120, 134, 144, 147, 154, 178, 179, 206, 210,
214, 231, 232, 266, 272, 275, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386, 399, 410, 413, 416,
426, and 429, wherein the further positions are numbered by correspondence with the
amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase IT (CBH?2) set forth as SEQ ID
NO:3. In some embodiments, the substitution at one or more positions is selected from
the group consisting of 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10 positions. [14] In another aspect

the disclosure provides cellulase variants, wherein the variants are mature forms having
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cellulase activity and comprising a substitution at one or more positions selected from
the group consisting of: 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194, 197, 203,
204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327, 339, 344,
356, 378, 382 and 405, wherein the positions are numbered by correspondence with the
amino acid sequence of a reference cellobiohydrolase 1T (CB H2) set forth as SEQ ID
NO: 3 and wherein when the cellulase variant consists of a single substitution, the single
substitution is not a K/E, R/Q, N/D, Q/E, D/N or E/Q substitution. In some
embodiments, the substitution at one or more positions results in a cellulase variant with
improved expression, activity and/or stability in comparison to the reference CBH2. In
some embodiments, the isolated cellulase variant comprises a further substitution at one
or more further positions selected from: (i) a first group consisting of 5, 18, 19, 28, 30,
32, 35, 38,79, 80, 89, 100, 102, 103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126, 133, 137,
138, 139, 140, 141, 143, 150, 158, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188, 190, 191,
192, 193, 196, 201, 207, 2285, 226, 228, 229,

230, 233, 234, 236, 240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292, 293, 303, 304,
306, 307, 313, 319, 322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364, 365, 371, 384,
394, 396, 400, 406, 407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440, 441, 443, 444, 445 and
447, or (ii) a second group consisting of 94, 98, 107, 120, 134, 144, 147, 154, 178, 179,
206, 210, 214,

231, 232, 266, 272, 275, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386, 399, 410, 413, 416, 426,
and 429, wherein the further positions are numbered by correspondence with the amino
acid sequence of the reference cellobiohydrolase IT (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3.
In some embodiments, the substitution at one or more positions is selected from the

group consisting of 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10 positions.



[15] In another aspect the disclosure provides cellulase variants, wherein the variants
are mature forms having cellulase activity and comprising a substitution at one or more
positions selected from the group consisting of: 94, 98, 107, 120, 134, 144, 147, 154,
178, 179, 206, 210, 214, 231, 232, 266, 272, 275, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386,
399, 410, 413, 416, 426, and 429, wherein the positions are numbered by
correspondence with the amino acid sequence of a reference cellobiohydrolase II
(CBH2) set forth as SEQ ID NO:3, and wherein when the cellulase variant consists of a
single substitution, the single substitution is not one of the group consisting of V94E,
P98L, E107Q, MI20L, M134G, M134L, M134V, L144G, L144R, L144S, T154A,
A178V, L179C, V2061, S210L, S210R, T214M, T214Y, G231P, G2311, G231A,
G231N, G2318, G231T, T232V, H266S, H266A, W272A, W272D, W272Y, N275L,
S316P, V323L, V323N, V323Y, G360R, S380T, A381T, E399N, E399D, R413Y,
R413P, and A416G. In some embodiments, the substitution at one or more positions
results in a cellulase variant with improved expression, activity and/or stability in
comparison to the reference CB H2. In some embodiments, the variant comprises a
further substitution at one or more further positions selected from: (i) a first group
consisting of 5, 18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102, 103, 104, 105, 111, 117,
119, 121, 125, 126, 133, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 150, 158, 162, 177, 180, 181,
182, 185, 186, 188, 190, 191, 192, 193, 196, 201, 207, 225, 226, 228, 229, 230, 233,
234, 236, 240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292, 293, 303, 304, 306, 307,
313, 319, 322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364, 365, 371, 384, 394, 396,
400, 406, 407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440, 441, 443, 444, 445 and 447; or
(11) a second group consisting of 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194,
197, 203, 204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327,

339, 344, 356, 378, 382 and 405, wherein the further positions are numbered by



correspondence with the amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase IT
(CBH2) set forth as SEQ ID NO:3. In some embodiments, the substitution at one or
more positions is selected from the group consisting of 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10
positions. [16] The present disclosure further provides cellulase variants, wherein the
variants are mature forms having cellulase activity and comprising a substitution at from
one 1o six positions selected from the group consisting of 111, 144, 154, 162, 410 and
413, wherein the cellulase variant comprises: a leucine or a serine at position 111; a
leucine, a glutamine or a tryptophan at position 144; a threonine, a cysteine or a valine
at position 154; a tyrosine or an asparagine at position 162; an arginine or a serine at
position 410; and a serine, a tryptophan or a tyrosine at position 413; wherein the
positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of the
reference cellobiohydrolase I (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3, and wherein when the
cellulase variant consists of a single substitution, the singie substitution is not a $413Y

substitution.

[17] Also provided by the present disclosure are cellulase variants, wherein the variants
are mature forms having cellulase activity and comprising a substitution at from one to
six positions selected from the group consisting of 98, 194, 313, 316, 384 and 443,
wherein the cellulase variant comprises: a proline or a leucine at position 98; a lysine, a
cysteine or a glutamic acid at position 194; a serine or a threonine at position 313; a
serine or a proline at position 316; a glycine, a cysteine or a glutamine at position 384;
and an asparagine or an isoleucine at position 443; wherein the positions are numbered
by correspondence with the amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase II
(CBH2) set forth as SEQ ID NO:3, and wherein when the cellulase variant consists of a
single substitution, the single substitution is not one of the group selected from a P9SL

substitution, a K194E substitution, and a $316P substitution. [18] In addition the present
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disclosure provides cellulase variants, wherein the variants are mature forms having
cellulase activity and comprising a substitution at from one to six positions selected
from the group consisting of 153, 161, 203, 233, 422 and 444, wherein the cellulase
variant comprises: an arginine or a glutamine at position 153; an asparagine, an alanine
or a tryptophan at position 161; an arginine or a histidine at position 203; a proline or an
aspartic acid at position 233; a glutamine or a valine at position 422; and a proline or 2
glutamine at position 443 ; wherein the positions are numbered by correspondence with
the amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase IT (CBH2) set forth as SEQ
ID NO:3, and wherein when the cellulase variant consists of a single substitution, the
single substitution is not a R153Q substitution. {19] Moreover the present disclosure
provides cellulase variants, wherein the variants are mature forms having cellulase
activity and comprising a substitution at from one to seven positions selected from the
group consisting of 98, 111, 144, 313, 316, 413 and 422, wherein the cellulase variant
comprises: a proline or a leucine at position 98; a leucine or a serine at position 111; a
leucine or a tryptophan at position 144; a serine or a threonine at position 313; a serine
or a proline at position 316; a serine or a tryptophan at position 413; and a glutamine or
a valine at position 422; wherein the positions are numbered by correspondence with the
amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase II (CBH2) set forth as SEQ ID
NO:3, and wherein when the cellulase variant consists of a single substitution, the single
substitution is not one of the group selected from a P98L substitution, and a S316P
substitution. [20] In further aspects of the disclosure cellulase variants are provided,
wherein the variants comprise a glutamine at position 98, and a substitution selected
from the group consisting of a T138C, a S316P, a S343Q, a Q3621, a S386C, a C400S
and a S406P, wherein the positions are numbered by correspondence with the amino

acid sequence of the reference cellobiohydrolase I1 (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3.
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[21] Additionally, cellulase variants are provided which comprise a cysteine at position
138, and a substitution selected from the group consisting of a S316P, a S343Q, a
Q362I, a S386C, a C400S and a S406P, wherein the positions are numbered by
correspondence with the amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase I (CB

H2) set forth as SEQ ID NO:3.

{22] In another aspect, cellulase variants are provided which comprise a proline at
position 316, and a substitution selected from the group consisting of a $343Q, a Q3621
a 3386C, a C4008S and a S406P, wherein the positions are numbered by correspondence
with the amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase I (CB H2) set forth as
SEQ ID NO:3. [23] Moreover, the present disclosure provides cellulase variants
comprising a glutamine at position 343, and a substitution selected from the group
consisting of a Q362I, a S386C, a C400S and a S406P, wherein the positions are
numbered by correspondence with the amino acid sequence of the reference
cellobiohydrolase 1l (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3. [24] The present disclosure
also provides cellulase variants comprising an isoleucine at position 362, and a
substitution selected from the group consisting of a S386C, a C400S and a S406P,
wherein the positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of
the reference cellobiohydrolase II (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3. [25] In one
aspect, cellulase vanants are provided comprising a cysteine at position 386, and a
suﬁstitution selected from the group consisting of a C400S and a S406P, wherein the
positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of the
reference cellobiohydrolase II (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3. In some
embodiments, the variants comprise a serine at position 400 and a proline at position

406.



[26) In addition, the present disclosure provides cellulase variants, wherein the variant is
a mature form having cellulase activity and comprising a substitution at from one to
seven positions selected from the group consisting of 98, 111, 182, 291, 316, 362 and
400, wherein the cellulase variant comprises: proline, leucine or glutamine at position
98, leucine or serine at position 111; aspargine or iryptophan at position 182; serine or a
glutamic acid at position 291; serine or proline at position 316; glutamine, isoleucine or
leucine at position 362; and cysteine or serine at position 400; wherein the positions are
numbered by correspondence with the amino acid sequence of the reference
cellobiohydrolase 11 {CBH2) set forth as SEQ ID NO:3, and wherein when the cellulase
variant consists of a single substitution, the single substitution is not a P98L substitution
or a S316P substitution. In some embodiments, the variant further comprises a L439P
substitution or a T74S substitution.

[27] In some preferred embodiments of the disclosure, the cellulase variants of any of
the preceding paragraphs of the summary are derived from a parent cellulase selected
from the group consisting of Hypocrea jecorina CBH2, Hypocrea koningii CBH2,
Humicola insolens CBH2, Acremonium cellulolyticus CBH2, Agaricus bisporus CBH2,
Fusarium osysporum EG, Phanerochaete chrysosporium CBH2, Talaromyces emersonii
CBH2, Thermobifida. fusca 6B/E3 CBH2, Thermobifida fusca 6A/E2 EG, and
Cellulomonas fimi CenA EG. In some embodiments, the cellulase variant is derived
from a parent cellulase whose amino acid sequence is at least 75% 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% or 99% identical to a member of the group consisting of SEQ ID
NG:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8,
SEQ 1D NO:9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, and SEQ ID NO: 13,
In some embodiments, the variants are isolated. Also provided are compositions

comprising a cellulase variant. In some preferred embodiments, the composition is
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enriched in the cellulase variant. [28] In other aspects, the present disclosure provides
an isolated nucleic acid encoding the cellulase variant of any of the preceding
paragraphs of the summary. An expression vector comprising the isolated nucleic acid
operably linked to a regulatory sequence is also provided, as is a host cell comprising
the expression vector. In some embodiments, methods are provided for producing a
cellulase variant, comprising culturing the host cells in a culture medium under suitable
conditions to produce the cellulase variant. [29] Also provided are compositions
comprising the celiulase variant of any of the preceding paragraphs of the summary. In
some preferred embodiments, the compositions further comprising at least one
additional enzyme selected from the group consisting of a subtilisin, a neutral
metalloprotease, a lipase, a cutinase, an amylase, a carbohydrase, a pectinase, a
mannanase, an arabinase, a galactanase, a xylanase, an oxidase, and a peroxidase. The
disclosure further provides methods of cleaning or fabric care comprising contacting a
surface or an article comprising a fabric with the composition. Additionally, methods are
provided for depilling and surface finishing a fabric comprising contacting a surface or
an article comprising a fabric with the composition. [30] In some preferred
embodiments, methods are provided for converting biomass to sugars comprising
contacting the biomass with the cellulase variant of any of the preceding paragraphs of
the summary. In some preferred embodiments methods are provided for producing a
fuel comprising: contacting a biomass composition with an enzymatic composition
comprising the cellulase variant of any of the preceding paragraphs to yield a sugar
solution; and culturing the sugar solution with a fermentative microorganism under
conditions sufficient to produce a fuel.

[31] Other objects, features and advantages of the present disclosure will become

apparent from the following detailed description. It should be understood, however, that
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the detailed description and specific examples, while indicating preferred embodiments
of the disclosure, arc given by way of illustration only, since various changes and
modifications within the scope and spirit of the disclosure will become apparent to one
skilled in the art from reading this detailed description.

IV. BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[32] FIG. 1 provides an alignment of the amino acid sequences of the mature form of
various cellulases: Hypocrea jecorina (also known as T. reesei) CBH2 (SEQ ID NO:3),
Hypocrea koningii CBH2 (SEQ ID NO:4), Humicola insolens CBH2 (SEQ ID NO:5),
Acremonium cellulolyticus CBH2 (SEQ ID NO:6), Agaricus bisporus CBH2 (SEQ ID
NO:7), Fusarium osysporum EG (SEQ ID NO:8), Phanerochaete chrysosporium CBH2
(SEQ ID NO:9), Talaromyces emersonii CBH2 (SEQ ID NO: 10), Thermobifida. fusca
6B/E3 CBH2 (SEQ ID NO: 11), Thermobifida fusca 6A/E2 EG (SEQ ID NO: 12), and
Cellulomonas fimi CenA EG (SEQ ID NO: 13). [33] FIG. 2A provides a graph of the
relative frequency of observed over expected pretreated corn stover (PCS) assay
winners as a product of charge change of the CB H2 SELs. Decreasing CBH2 charge
results in a significantly higher frequency of PCS assay winners. FIG. 2B provides a
graph of the relative frequency of observed over expected phosphoric acid swollen
cellulose (PASC) assay winners as a product of charge change of the CB H2 SELs. A
significantly higher frequency of PASC winners is observed for variants without a
charge change.

[34] FIG. 3 provides a plasmid map for pTTTpyrG-cbh2.

[35] FIG. 4 provides a schematic of the T. reesei ku80 deletion cassette. [36] FIG. 5
illustrates the inactivation of the native ku80 gene as a consequence of its replacement

with an als selectable marker.

[37] FIG. 6 provides a schematic of the T. reesei pyr2 deletion cassette,
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[38] FIG. 7 illustrates the inactivation of the native pyr2 gene as a consequence of its
replacement with a hygR selectable marker and an amd$ fragment.

[391 FIG. 8 provides a schematic of the T. reesei hygR deletion cassette

{40] FIG. 9 iliustrates the inactivation of the heterologous hygR gene as a consequence
of its replacement with a pyr2 selectable marker.

{41] FIG. 10 provides a schematic of the T. reesei bgll deletion cassette [42] FIG. 11
provides a schematic of the T. reesei egl3 deletion cassette

[43] FIG. 12 provides a schematic of the T. reesei telomeric plasmid vector used for
expression of ere recombinase.

[44] FIG. 13 illustrates the inactivation of the pyr2 selectable marker and activation of
the amdS selectable marker as a consequence of introduction of a polynucleotide of a
gene of interest (GOI). In exemplary embodiments, the GOI encodes a CB H2 variant.
[45] FIG. 14 provides a schematic illustrating the derivation of the MAD6 host strain,
from the quad-deleted strain.

V. DETAILED DESCRIPTION OF VARIOUS EMBODIMENTS [46] The present
disclosure relates to enzymes and in particular cellulase variants. Also described are
nucleic acids encoding the cellulase variants, compositions comprising the cellulase
variants, methods of identifying additional useful cellulase variants and methods of
using the compositions. {47] It is to be understood that both the foregoing general
description and the following detailed description are exemplary and explanatory only
and are not restrictive of the compositions and methods described herein. Unless
defined otherwise herein, all technical and scientific terms used herein have the same
meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which this
disclosure belongs. In this application, the use of the singular includes the plural unless

specifically stated otherwise. The use of "or" means "and/or" unless state otherwise.
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Likewise, the terms "comprise,” "comprising,” "comprises,” "include," “including” and
"includes" are not intended to be limiting. All patents and publications, including all
amino acid and nucleotide sequences disclosed within such patents and publications,
referred to herein are expressly incorporated by reference. The headings provided herein
are not limitations of the various aspects or embodiments of the disclosure, which can
be had by reference to the specification as a whole. Accordingly, the terms herein are
more fully defined by reference to the specification as a whole.

[48] Unless defined otherwise herein, all technical and scientific terms used herein have
the same meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which
this disclosure belongs. Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND
MOLECULAR BIOLOGY, 2D ED., John Wiley and Sons, New York (1994), and Hale
& Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper
Perennial, NY (1991) provide one of skill with a general dictionary of many of the
terms used in this disclosure. Although any methods and materials similar or equivalent
to those described herein can be used in the practice or testing of the present disclosure,
the preferred methods and materials are described. Numeric ranges are inclusive of the
numbers defining the range. Unless otherwise indicated, nucleic acids are written left to
night in 5' to 3' orientation; amino acid sequences are written left to right in amino to
carboxy! orientation, respectively. Practitioners are particularly directed to Sambrook et
al., MOLECULAR CLONING: A

LABORATORY MANUAL (Second Edition), Cold Spring Harbor Press, Plainview,
N.Y., 1989, and Ausubel FM et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, New York, N. Y, 1993, for definitions and terms of the art. It is 1o be
understood that this disclosure is not limited to the particular methodology, protocols,

and reagents described, as these may vary.



I. Definitions

{49] The terms below are more fully defined by reference to the specification as a
whole. [50] The term "polypeptide" as used herein refers to a compound made up of a
single chain of amino acid residues linked by peptide bonds. The term "protein” as used
herein may be synonymous with the term "polypeptide".

[51] "Variant" means a protein which is derived from a precursor protein (e.g., the
native protein) by addition of one or more amino acids to either or both the C- and N-
terminal end, substitution of one or more amino acids at one or a number of different
sites in the amino acid sequence, or deletion of one or more amino acids at either or
both ends of the protein or at one or more sites in the amino acid sequence. The
preparation of a cellulase variant may be performed by any means know in the art. In
preferred embodiments, a cellulase variant is prepared by modifying a DNA sequence
which encodes for the native protein, transformation of the modified DNA sequence
into a suitable host, and expression of the modified DNA sequence to form the variant
enzyme. The variant cellulase of the disclosure includes peptides comprising altered
amino acid sequences in comparison with a precursor enzyme amino acid sequence
wherein the variant cellulase retains the characteristic cellulolytic nature of the
precursor enzyme but which may have altered properties in some specific aspect. For
example, a variant cellulase may have an increased pH optimum or increased
temperature or oxidative stability or decreased affinity or binding to non-cellulosic
materials but will retain its characteristic cellulolytic activity. It is contemplated that the
variants according to the present disclosure may be derived from a DNA fragment
encoding a cellulase variant wherein the functional activity of the expressed celtulase
variant is retained. For example, a DNA fragment encoding a cellulase may further

include a DNA sequence or portion thereof encoding a hinge or linker attached to the
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cellulase DNA sequence at either the 5' or 3' end wherein the functional activity of the
encoded cellulase domain is retained. The terms variant and derivative may be used
interchangeably herein. [52] "Equivalent residues” may also be defined by determining
homology at the level of tertiary structure for a precursor cellulase whose tertiary
structure has been determined by x- ray crystallography. Equivalent residues are defined
as those for which the atomic coordinates of two or more of the main chain atoms of a
particular amino acid residue of a cellulase and Hypocrea jecorina CBH2 (N on N, CA
on CA, C on C and O on O) are within 0.13 nm and preferably 0.1 nm after alignment.
Alignment is achieved after the best model has been oriented and positioned to give the
maximum overlap of atomic coordinates of non- hydrogen protein atoms of the
cellulase in question to the H. jecorina CB H2. The best model is the crystallographic
model giving the lowest R factor for experimental diffraction data at the highest
resolution available see for examples US 2006/0205042. [53] Equivalent residues which
are functionally analogous to a specific residue of H. jecorina CB H2 are defined as
those amino acids of a cellulase which may adopt a conformation such that they either
alter, modify or contribute to protein structure, substrate binding or catalysis in a
manner defined and attributed to a specific residue of the H. jecorina CB H2. Further,
they are those residues of the cellulase (for which a tertiary structure has been obtained
by x-ray crystallography) which occupy an analogous position to the extent that,
although the main chain atoms of the given residue may not satisfy the criteria of
equivalence on the basis of occupying a homologous position, the atomic coordinates of
at least two of the side chain atoms of the residue lie with 0.13 nm of the corresponding
side chain atoms of H. jecorina CBH2. The crystal structure of H. jecorina CB H2 is

shown in Zou et al. (1999) (Ref. 5, supra).
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{54] The term "nucleic acid molecule” includes RNA, DNA and ¢DNA molecules. It
will be understood that, as a result of the degeneracy of the genetic code, a multitude of
nucleotide sequences encoding a given protein such as CBH2 and/or variants thereof
may be produced. The present disclosure contemplates every possible variant nucleotide
sequence, encoding variant cellulase such as CB H2, all of which are possible given the
degeneracy of the genetic code. [55] A "heterologous” nucleic acid construct or
sequence has a portion of the sequence which is not native to the cell in which it is
expressed. Heterologous, with respect to a control sequence refers to a control sequence
(i.e. promoter or enhancer) that does not function in nature to regulate the same gene the
expression of which it is currently regulating. Generaily, heterologous nucleic acid
sequences are not endogenous to the cell or part of the genome in which they are
present, and have been added to the cell, by infection, transfection, transformation,
microinjection, electroporation, or the like. A "heterologous" nucleic acid construct may
contain a control sequence/DNA coding sequence combination that is the same as, or
different from a control sequence/DNA coding sequence combination found in the
native cell. [56] As used herein, the term "vector" refers to a nucleic acid construct
designed for transfer between different host cells. An "expression vector" refers to a
vector that has the ability to incorporate and express heterologous DNA fragments in a
foreign cell. Many prokaryotic and eukaryotic expression vectors are commercially
available. Selection of appropriate expression vectors is within the knowledge of those
having skill in the art. [57] Accordingly, an "expression cassette" or "expression vector"
is a nucleic acid construct generated recombinantly or synthetically, with a series of
specified nucleic acid elements that permit transcription of a particular mucleic acid in a
target cell. The recombinant expression cassette can be incorporated into a plasmid,

chromosome, mitochondrial DNA, plastid DNA, virus, or nucleic acid fragment.
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Typically, the recombinant expression cassette portion of an expression vector includes,
among other sequences, a nucleic acid sequence to be transcribed and a promoter.

[58] As used herein, the term "plasmid” refers to a circular double- stranded (ds) DNA
construct used as a cloning vector, and which forms an extrachromosomal self
-replicating genetic element in many bacteria and some eukaryotes. [59] As used herein,
the term "selectable marker-encoding nucleotide sequence” refers to a nucleotide
sequence which is capable of expression in cells and where expression of the selectable
marker confers to cells containing the expressed gene the ability to grow in the presence
of a corresponding selective agent, or under corresponding selective growth conditions.
[60] As used herein, the term "promoter” refers to a nucleic acid sequence that functions
to direct transcription of a downstream gene. The promoter will generally be appropriate
to the host cell in which the target gene is being expressed. The promoter together with
other transcriptional and translational regulatory nucleic acid sequences (also termed
“control sequences") are necessary to express a given gene. In general, the
transcriptional and translational regulatory sequences include, but are not limited to,
promoter sequences, nbosomal binding sites, transcriptional start and stop sequences,
translational start and stop sequences, and enhancer or activator sequences. [61]
"Chimeric gene" or "heterologous nucleic acid construct”, as defined herein refers to a
non- native gene (i.c., one that has been introduced into a host) that may be composed
of parts of different genes, including regulatory elements. A chimeric gene construct for
transformation of a host cell is typically composed of a tré.nscriptional regulatory region
(promoter) operably linked to a heterologous protein coding sequence, or, in a selectable
marker chimeric gene, to a selectable marker gene encoding a protein conferring, for
example, antibiotic resistance to transformed cells. A typical chimeric gene of the

present disclosure, for transformation into a host cell, includes a transcriptional
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regulatory region that is constitutive or inducible, a protein coding sequence, and a
terminator sequence. A chimeric gene construct may also include a second DNA
sequence encoding a signal peptide if secretion of the target protein is desired. [62] A
nucleic acid is "operably linked" when it is placed into a functional relationship with
another nucleic acid sequence. For example, DNA encoding a secretory leader is
operably linked to DNA for a polypeptide if it is expressed as a preprotein that
participates in the secretion of the polypeptide; a promoter or enhancer is operably
linked to a coding sequence if it affects the transcription of the sequence; or a ribosome
binding site is operably linked to a coding sequence if it is positioned so as to facilitate
translation. Generally,

"operably linked” means that the DNA sequences being linked are contiguous, and, in
the case of a secretory leader, contiguous and in reading frame. However, enhancers do
not have to be contiguous. Linking is accomplished by ligation at convenient restriction
sites. If such sites do not exist, the synthetic oligonucleotide adaptors, linkers or primers
for PCR are used in accordance with conventional practice.

[63] As used herein, the term "gene" means the segment of DNA involved in producing
a polypeptide chain, that may or may not include regions preceding and following the
coding region, e.g. 5' untranslated (5' UTR) or "leader" sequences and 3' UTR or
“trailer" sequences, as well as intervening sequences (introns) between individual
coding segments (exons). [64] In general, nucleic acid molecules which encode the
variant celinlase such as CBH2 will hybridize, under moderate to high stringency
conditions to the wild type sequence such as provided herein as SEQ ID NO:l.
However, in some cases a CBH2-encoding nucleotide sequence is employed that
possesses a substantially different codon usage, while the protein encoded by the

CBH2-encoding nucleotide sequence has the same or substantially the same amino acid
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sequence as the native protein. For example, the coding sequence may be modified to
facilitate faster expression of CBH2 in a particular prokaryotic or eukaryotic expression
system, in accordance with the frequency with which a particular codon is utilized by
the host (Te'o et al., FEMS Microbiology Letters, 190: 13-19, 2000, for example,
describes the optimization of genes for expression in filamentous fungi). [65] A nucleic
acid sequence is considered to be "selectively hybridizable" to a reference nucleic acid
sequence if the two sequences specifically hybridize to one another under moderate to
high stringency hybridization and wash conditions. Hybridization conditions are based
on the melting temperature (Tm) of the nucleic acid binding complex or probe. For
example, "maximum stringency" typically occurs at about Tm-5°C. (5° C below the Tm
of the probe). "high stringency" at about 5-10° C below the Tm; "moderate" or
"intermediate stringency" at about 10-20°. C. below the Tm of the probe; and "low
stringency” at about 20- 25° C. below the Tm. Functionatly, maximum stringency
conditions may be used to identify sequences having strict identity or near-strict identity
with the hybridization probe; while high stringency conditions are used to identify
sequences having about 80% or more sequence identity with the probe.

[66] Moderate and high stringency hybridization conditibns are well known in the art
(see, for example, Sambrook, et al, 1989, Chapters 9 and 11, and in Ausubel, F. M., et
al., 1993, expressly incorporated by reference herein). An example of high stringency
conditions includes hybridization at about 42°C. in 50% formamide, 5xSSC,
5.times.Denhardt's solution, 0.5% SDS and 100 ug/ml denatured carrier DNA followed
by washing two times in 2. times. SSC and 0.5% SDS at room temperature and two
additional times in O.1x SSC and 0.5% SDS at 42° degree. C.

{67] The term "recombinant” when used with reference, ¢.g., to a cell, or nucleic acid,

protein, or vector, indicates that the cell, nucleic acid, protein or vector, has been
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modified by the introduction of a heterologous nucleic acid or protein or the alteration
of a native nucleic acid or protein, or that the cell is derived from a cell so modified.
Thus, for example, recombinant cells express genes that are not found within the native
(non-recombinant) form of the cell or express native genes that are otherwise
abnormally expressed, under expressed or not expressed at all. [68] As used herein, the
terms "transformed”, "stably transformed" or "transgenic" with reference to a cell means
the cell has a non-native (heterologous) nucleic acid sequence integrated into its genome
or as an episomal plasmid that is maintained through multiple generations. [69] As used
herein, the term "expression" refers to the process by which a polypeptide is produced
based on the nucleic acid sequence of a gene. The process includes both transcription
and translation.

[70] The term "introduced" in the context of inserting a nucleic acid sequence into a
cell, means "transfection”, or "transformation" or "transduction" and includes reference
to the incorporation of a nucleic acid sequence into a eukaryotic or prokaryotic cell
where the nucleic acid sequence may be incorporated into the genome of the cell (for
example, chromosome, plasmid, plastid, or mitochondrial DNA), converted into an
autonomous replicon, or transiently expressed (for example, transfected mRNA). [71] 1t
follows that the term "CBH2 expression” refers to transcription and translation of the
cbh2 gene or variants thereof, the products of which include precursor RNA, mRNA,
polypeptide, post-translationally processed polypeptides, and derivatives thereof,
including CB H2 from related species such as Trichoderma konfngii, Hypocrea jecorina
(also known as Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei or Trichoderma
viride) and Hypocrea schweinitzii. By way of example, assays for CBH2 expression
include Western blot for CB H2 protein, Northern blot analysis and reverse transcriptase

polymerase chain reaction (RT-PCR) assays for cbh2 mRNA, and Phosphoric Acid
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Swollen Cellulose (PASC) and p- hydroxybenzoic acid hydrazide (PAHBAR) assays as
described in the following: (a) PASC: (Karlsson, J. et al. (2001), Eur. J. Biochem, 268,
6498-6507, Wood, T. (1988) in Methods in Enzymology, Vol.160. Biomass Part a
Cellulose and Hemicellulose (Wood, W. & Kellog, S. Eds.), pp.19-25, Academic Press,
San Diego, Calif., USA) and (b) PAHBAH: (Lever, M. (1972) Analytical Biochemistry,
47, 273, Blakeney, A. B. & Mutton, L. L. (1980) Journal of Science of Food and
Agriculture, 31, 889, Henry, R. J. (1984) Journal of the Institute of Brewing, 90, 37).
[72] The term "alternative splicing" refers to the process whereby multiple polypeptide
isoforms are generated from a single gene, and involves the splicing together of
nonconsecutive exons during the processing of some, but not all, transcripts of the gene.
Thus a particular exon may be connected to any one of several alternative exons to form
messenger RNAs. The alternatively- spliced mRNAs produce polypeptides ("splice
variants”) in which some parts are common while other parts are different.

[73] The term "signal sequence" refers to a sequence of amino acids at the N-terminal
portion of a protein that facilitates the secretion of the mature form of the protein
outside the cell. The mature form of the extraceilular protein lacks the signal sequence
that is cleaved off during the secretion process. [74] By the term "host cell" is meant a
cell that contains a vector and supports the replication, and/or transcription or
transcription and translation (expression) of the expression construct. Host cells for use
in the present disclosure can be prokaryotic cells, such as E. coli, or eukaryotic cells
such as yeast, plant, insect, amphibian, or mammalian cells. In general, host cells are
filamentous fungi. [75] The term "filamentous fungi" means any and all filamentous
fungi recognized by those of skill in the art. A preferred fungus is selected from the
group consisting of Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Chrysosporium, Penicillium,

Humicola, Neurospora, or alternative sexual forms thereof such as Emericella,
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Hypocrea. It has now been demonstrated that the asexual industrial fungus Trichoderma
reesei is a clonal derivative of the ascomycete Hypocrea jecorina (See, Kuhls et al.,
PNAS, 93:7755-7760, 1996).

{76] The term "cellooligosaccharide" refers to oligosaccharide groups containing from
2-8 glucose units and having .beta.-1,4 linkages, e.g., cellobiose.

[77]) The terms "cellulase" “cellulolytic enzymes" or "cellulase enzymes" refer to a
category of enzymes capable of hydrolyzing cellulose polymers to shorter cello-
oligosaccharide oligomers, cellobiose and/or glucose. Numerous examples of cellulases,
such as exoglucanases, exocellobiohydrolases, endoglucanases, and glucosidases have
been obtained from cellulolytic organisms, particularly including fungi, plants and
bacteria. The enzymes made by these microbes are mixtures of proteins with three types
of actions useful in the conversion of cellulose to glucose: endogiucanases (EG),
celiobiohydrolases (CBH), and beta-glucosidase. These three different types of cellulase
enzymes act synergistically to convert cellulose and its derivatives to glucose.

{78] Many micrebes make enzymes that hydrolyze cellulose, including the wood rotting
fungus Trichoderma, the compost bacteria Thermomonospora, Bacillus, and
Cellulomonas; Streptomyces; and the fungi Humicola, Aspergillus and Fusarium. [79]
CBH2 from Hypocrea jecorina is a member of the Glycosyl Hydrolase Family 6 (hence
Cel6) and, specifically, was the first member of that family identified in Hypocrea
jJecorina (hence CeloA). The Glycosyl Hydrolase Family 6 contains both
Endoglucanases and Cellobiohydrolases/exoglucanases, and that CBH2 is the latter.
Thus, the phrases CBH2, CBH2-type protein and Cel6 cellobiohydrolases may be used
interchangeably herein. [80] The term "cellulose binding domain" as used herein refers
to portion of the amino acid sequence of a cellulase or a region of the enzyme that is

involved in the cellulose binding activity of a cellulase or derivative thereof. Cellulose
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binding domains generally function by non-covalently binding the cellulase to cellulose,
a cellulose derivative or other polysaccharide equivalent thereof. Cellulose binding
domains permit or facilitate hydrolysis of cellulose fibers by the structurally distinct
catalytic core region, and typically function independent of the catalytic core. Thus, a
cellulose binding domain will not possess the significant hydrolytic activity attributable
to a catalytic core. In other words, a cellulose binding domain is a structural element of
the cellulase enzyme protein tertiary structure that is distinct from the structural element
which possesses catalytic activity. Cellulose binding domain and cellulose binding
module may be used interchangeably herein. [81] As used herein, the term "surfactant"
refers to any compound generally recognized in the art as having surface active
qualities. Thus, for example, surfactants comprise anionic, cationic and nonionic
surfactants such as those commonly found in detergents. Anionic surfactants include
linear or branched alkylbenzenesulfonates; alky! or alkenyl ether sulfates having linear
or branched alkyl groups or alkenyl groups; alkyl or alkenyl sulfates; olefinsulfonates;
and alkanesulfonates. Ampholytic surfactants include quaternary ammonium salt
sulfonates, and betaine-type ampholytic surfactants. Such ampholytic surfactants have
both the positive and negative charged groups in the same molecule. Nonionic
surfactants may comprise polyoxyalkylene ethers, as well as higher fatty acid
alkanolamides or alkylene oxide adduct thereof, fatty acid glycerine monoesters, and the
like. [82] As used herein, the term "cellulose containing fabric” refers to any sewn or
unsewn fabrics, yarns or fibers made of cotton or non-cotton containing cellulose or
cotton or non- cotion containing cellulose blends including natural cellulosics and
manmade cellulosics (such as jute, flax, ramie, rayon, and lyocell). {83] As used herein,

the term "cotton-containing fabric" refers to sewn or unsewn fabrics, yams or fibers
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made of pure cotton or cotton blends including cotton woven fabrics, cotton knits,

cotton denims, cotton yarns, raw cotton and the like.

[84] As used herein, the term "stonewashing composition” refers to a formulation for
use in stonewashing celiulose containing fabrics. Stonewashing compositions are used
to modify cellulose containing fabrics prior to sale, i.e., during the manufacturing
process. In contrast, detergent compositions are intended for the cleaning of soiled
garments and are not used during the manufacturing process.

[85] As used herein, the term “detergent composition" refers to a mixture which is
intended for use in a wash medium for the laundering of soiled cellulose containing
fabrics. In the context of the present disclosure, such compositions may include, in
addition to cellulases and surfactants, additional hydrolytic enzymes, builders, bleaching
agents, bleach activators, bluing agents and fluorescent dyes, caking inhibitors, masking
agents, cellulase activators, antioxidants, and solubilizers. [86] As used herein, the term
"decrease or elimination in expression of the cbh2 gene" means that either that the cbh2
gene has been deleted from the genome and therefore cannot be expressed by the
recombinant host microorganism; or that the cbh2 gene or transcript has been modified
such that a functional CBH2 enzyme is not produced by the host microorganism or at
levels that are significantly less than the unmodified cbh2 gene or transcript. [87] The
term "variant cbh2 gene" means that the nucleic acid sequence of the cbh2 gene from H.
jecorina has been altered by removing, adding, and/or manipulating the coding
sequence.

[88] As used herein, the term "purifying” generally refers to subjecting transgenic
nucleic acid or protein containing cells to biochemical purification and/or column
chromatography. [89] As used herein, the terms "active” and "biologically active" refer

to a biological activity associated with a particular protein and are used interchangeably
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herein. For example, the enzymatic activity associated with a protease is proteolysis
and, thus, an active protease has proteolytic activity. It follows that the biological
activity of a given protein refers to any biological activity typically attributed to that
protein by those of skill in the art. [90] As used herein, the term "enriched" means that
the cellulase such as CB H2 is found in a concentration that is greater relative to the CB
H2 concentration found in a wild-type, or naturally occurring, fungal celiulase
composition. The terms enriched, elevated and enhanced may be used interchangeably

herein.

[91] A wild type fungal cellulase composition is one produced by a naturally occurring
fungal source and which comprises one or more BGL, CBH and EG components
wherein each of these components is found at the ratio produced by the fungal source.
Thus, an enriched CBH composition would have CBH at an altered ratio wherein the
ratio of CBH to other cellulase components (i.e., EGs, beta-glucosidases and other
endoglucanases) is elevated. This ratio may be increased by either increasing CBH or
decreasing (or eliminating) at least one other component by any means known in the art.
[92] The term "isolated" or "purified” as used herein refers to a nucleic acid or amino
acid that is removed from at least one component with which it is naturally associated.

[93] Thus, to illustrate, a naturally occurring cellulase system may be purified into
substantially pure components by recognized separation techniques well published in
the literature, including ion exchange chromatography at a suitable pH, affinity
chromatography, size exclusion and the like. For example, in ion exchange
chromatography (usually anion exchange chromatography), it is possible to separate the
cellulase components by eluting with a pH gradient, or a salt gradient, or both a pH and
a salt gradient. The purified CBH may then be added to the enzymatic solution resulting

in an enriched CBH solution. It is also possible to elevate the amount of CBH produced
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by a microbe using molecular genetics methods to overexpress the gene encoding CBH,
possibly in conjunction with deletion of one or more genes encoding other cellulases.

[94] Fungal cellulases may contain more than one CBH component. The different
components generally have different isoelectric points which allow for their separation
via ion exchange chromatography and the like. Either a single CBH component or a
combination of CBH components may be employed in an enzymatic solution. [95]
When employed in enzymatic solutions, the homolog or variant CBH2 component is
generally added in an amount sufficient to allow the highest rate of release of soluble
sugars from the biomass. The amount of homolog or variant CB H2 component added
depends, upon the type of biomass to be saccharified, which can be readily determined
by the skilled artisan when employed, the weight percent of the homolog or variant CB
H2 component present in the cellulase composition is from preferably between 1 and
100 with iliustrative examples being about 1, preferably about 5, preferably about 10,
preferably about 15, or preferably about 20 weight percent to preferably about 25,
preferably about 30, preferably about 35, preferably about 40, preferably about 45 or
preferably about 50 weight percent. Furthermore, preferred ranges may be about 0.5 to
about 15 weight percent, about 0.5 to about 20 weight percent, from about 1 to about 10
weight percent, from about 1 to about 15 weight percent, from about 1 to about 20
weight percent, from about 1 to about 25 weight percent, from about 5 to about 20
weight percent, from about 5 to about 25 weight percent, from about 5 to about 30
weight percent, from about 5 to about 35 weight percent, from about 5 to about 40
weight percent, from about 5 to about 45 weight percent, from about 5 to about 50
weight percent, from about 10 to about 20 weight percent, from about 10 to about 25
weight percent, from about 10 to about 30 weight percent, from about 10 to about 35

weight percent, from about 10 to about 40 weight percent, from about 10 to about 45
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weight percent, from about 10 to about 50 weight percent, from about 15 to about 60
weight percent, from about 15 to about 65 weight percent, from about 15 to about 70
weight percent, from about 15 to about 75 weight percent, from about 15 to about 80
weight percent, from about 15 to about 85 weight percent, from about 15 to about 95
weight percent. However, when employed, the weight percent of the homolog or variant
CB H2 component relaﬁve to any EG type components present in the cellulase
composition is from preferably about 1, preferably about 5, preferably about 10,
preferably about 15, or preferably about 20 weight percent to preferably about 25,
preferably about 30, preferably about 35, preferably about 40, preferably about 45 or
preferably about 50 weight percent. Furthermore, preferred ranges may be about 0.5 to
about 15 weight percent, about 0.5 to about 20 weight percent, from about 1 to about 10
weight percent, from about 1 to about 15 weight percent, from about 1 to about 20
weight percent, from about 1 to about 25 weight percent, from about 5 to about 20
weight percent, from about 5 to about 25 weight percent, from about 5 to about 30
weight percent, from about 5 to about 35 weight percent, from about 5 to about 40
weight percent, from about 5 to about 45 weight percent, from about 5 to about 50
weight percent, from about 10 to about 20 weight percent, from about 10 to about 25
weight percent, from about 10 to about 30 weight percent, from about 10 to about 35
weight percent, from about 10 to about 40 weight percent, from about 10 to about 45
weight percent, from about 10 to about 50 weight percent, from about 15 to about 20
weight percent, from about 15 to about 25 weight percent, from about 15 to about 30
weight percent, from about 15 to about 35 weight percent, from about 15 to about 30
weight percent, from about 15 to about 45 weight percent, from about 15 to about 50
weight percent.

II. Cellulases
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[96] Cellulases are known in the art as enzymes that hydrolyze cellulose (beta-1,4-
glucan or beta D-glucosidic linkages) resulting in the formation of glucose, cellobiose,
cellooligosaccharides, and the like. As set forth above, cellulases have been traditionally
divided into three major classes: endoglucanases (EC 3.2.1.4) ("EG"), exoglucanases or
cellobiohydrolases (EC 3.2.1.91) ("CBH") and beta-glucosidases (EC 3.2.1.21) ("BG").
[97] Certain fungi produce complete cellulase systems which include exo-
cellobiohydrolases or CBH-type cellulases, endoglucanases or EG-type cellulases and
beta- glucosidases or BG-type cellulases. However, sometimes these systems lack CBH-
type cellulases and bacterial cellulases also typically include little or no CBH-type
cellulases. In addition, it has been shown that the EG components and CBH components
synergistically interact to more efficiently degrade cellulose. The different components,
i.e., the various endoglucgnases and exocellobiohydrolases in a multi-component or
complete cellulase system, generally have different properties, such as isoelectric point,
molecular weight, degree of glycosylation, substrate specificity and enzymatic action
patterns. [98] It is believed that endoglucanase-type cellulases hydrolyze internal beta-
1,4- glucosidic bonds in regions of low crystallinity of the cellulose and exo-
cellobiohydrolase- type cellulases hydrolyze cellobiose from the reducing or non-
reducing end of cellulose. It follows that the action of endoglucanase components can
greatly facilitate the action of exocellobiohydrolases by creating new chain ends which
are recognized by exo- cellobiohydrolase components. Further, beta-glucosidase-type
cellulases have been shown to catalyze the hydrolysis of alkyl and/or aryl .beta.-D-
glucosides such as methyl beta.-D- glucoside and p-nitrophenyl glucoside as well as
glycosides containing only carbohydrate residues, such as cellobiose. This yields
glucose as the sole product for the microorganism and reduces or eliminates cellobiose

which inhibits cellobiohydrolases and endoglucanases. [99] Cellulases also find a



number of uses in detergent compositions including to enhance cleaning ability, as a
softening agent and to improve the feel of cotton fabrics (Hemmpel, ITB
Dyeing/Printing/Finishing 3:5-14, 1991; Tyndall, Textile Chemist and Colorist 24:23-
26, 1992; and Kumar et al., Textile Chemist and Colorist, 29:37-42, 1997). While the
mechanism is not part of the disclosure, softening and color restoration properties of
cellulase have been attributed to the alkaline endoglucanase components in cellulase
compositions, as exemplified by U.S. Pat. Nos. 5,648,263, 5,691,178, and 5,776,757,
which disclose that detergent compositions containing a cellulase composition enriched
in a specified alkaline endoglucanase component impart color restoration and improved
softening to treated garments as compared to cellulase compositions not enriched in
such a component. In addition, the use of such alkaline endoglucanase components in
detergent compositions has been shown to complement the pH requirements of the
detergent composition (e.g., by exhibiting maximal activity at an alkaline pH of 7.5 to
10, as described in U.S. Pat. Nos. 5,648,263, 5,691,178, and 5,776,757).

[100]) Cellulase compositions have also been shown to degrade cotton-containing
fabrics, resulting in reduced strength loss in the fabric (U.S. Pat. No, 4,822 516),
contributing to reluctance to use cellulase compositions in commercial detergent
applications. Cellulase compositions comprising endoglucanase components have been
suggested to exhibit reduced strength loss for cotton-containing fabrics as compared to
compositions comprising a complete cellulase system.

[101] Cellulases have also been shown to be useful in degradation of celiulase biomass
to ethanol (wherein the cellulase degrades cellulose to glucose and yeast or other
microbes further ferment the glucose into ethanol), in the treatment of mechanical pulp
(Pere et al., In Proc. Tappi Pulping Conf, Nashville, Tenn., 27-31, pp. 693-696, 1996),

for use as a feed additive (WO 91/04673) and in grain wet milling.
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{102] Most CBHs and EGs have a multidomain structure consisting of a core domain
separated from a cellulose binding domain (CBD) by a linker peptide (Suurnakki et al,,
2000). The core domain contains the active site whereas the CBD interacts with
cellulose by binding the enzyme to it (van Tilbeurgh et al., FEBS Lett. 204:223-227,
1986; Tomme et al., Eur. J. Biochem. 170:575-581, 1988). The CBDs are particularly
important in the hydrolysis of crystalline cellulose. It has been shown that the ability of
cetlobiohydrolases to degrade crystalline cellulose clearly decreases when the CBD is
absent (Linder and Teeri, J. Biotechnol. 57:15-28, 1997). However, the exact role and
action mechanism of CBDs is still a matter of speculation. It has been suggested that the
CBD enhances the enzymatic activity merely by increasing the effective enzyme
concentration at the surface of cellulose (Stahlberg et al., Bio/Technol. 9:286-290,
1991), and/or by loosening single cellulose chains from the cellulose surface (Torino et
al,, EMBO J. vol. 15, no. 21, pp. 5739-5751, 1996). Most studies concerning the effects
of cellulase domains on different substrates have been carried out with core proteins of
cellobiohydrolases, as their core proteins can easily be produced by limited proteolysis
with papain (Tomme et al., 1988). Numerous cellulases have been described in the
scientific literature, examples of which include: from Trichoderma reesei: Shoemaker,
S. et al,, Bio/Technology, 1:691-696, 1983, which discloses CBHI; Teer, T. et al., Gene,
51:43- 52, 1987, which discloses CBH2. Cellulases from species other than
Trichoderma have also been described e.g., Ooi et al., Nucleic Acids Research, vol. 18,
no. 19, 1990, which discloses the cDNA sequence coding for endoglucanase FI-CMC
produced by Aspergiilus aculeatus; Kawaguchi T et al., Gene 173(2):287-8, 1996, which
discloses the cloning and sequencing of the cDNA encoding beta-glucosidase 1 from
Aspergillus aculeatus; Sakamoto et al., Curr. Genet. 27:435-439, 1995, which discloses

the cDNA sequence encoding the endoglucanase CMCase-1 from Aspergiltus kawachii
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IFO 4308; Saarilahti et al., Gene 90:9-14, 1990, which discloses an endoglucanase from
Erwinia carotovara; Spilliaert R, et al., Eur J Biochem. 224(3):923-30, 1994, which
discloses the cloning and sequencing of bglA, coding for a thermostable beta-glucanase
from Rhodothermus marinus; and Halldorsdottir S et al., App! Microbiol Biotechnol.
49(3):277-84, 1998, which discloses the cloning, sequencing and overexpression of a
Rhodothermus marinus gene encoding a thermostable celiulase of glycosyl hydrolase
family 12, However, there remains a need for identification and characterization of
novel cellulases, with improved properties, such as improved performance under
conditions of thermal stress or in the presence of surfactants, increased specific activity,
altered substrate cleavage pattern, and/or high level expression in vitro. [103] The
development of new and improved cellulase compositions that comprise varying
amounts CBH-type, EG-type and BG-type cellulases is of interest for use: (1) in
detergent compositions that exhibit enhanced cleaning ability, function as a softening
agent and/or improve the feel of cotton fabrics (e.g., "stone washing" or "biopolishing");
(2) in compositions for degrading wood pulp or other biomass into sugars (e.g., for bio-
fuel production); and/or (3) in feed compositions.

[104] Also provided herein are whole cellulase preparation comprising celiulase
vanants. As used herein, the phrase "whole celiulase preparation” refers to both
naturally occurring and non-naturally occurring cellulase containing compositions. A
"naturally occurring” composition is one produced by a naturally occurring source and
which comprises one or more cellobiohydrolase-type, one or more endoglucanase-type,
and one or more beta- glucosidase components wherein each of these components is
found at the ratio produced by the source. A naturally occurring composition is one that
is produced by an organism unmodified with respect to the ceilulolytic enzymes such

that the ratio of the component enzymes is unaltered from that produced by the native
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organism. A "non-naturally occurring” composition encompasses those compositions
produced by: (1) combining component cellulolytic enzymes either in a naturally
occurring ratio or non-naturally occurring, ie., altered, ratio; or (2) modifying an
organism to overexpress or underexpress one or more cellulolytic enzyme; or (3)
modifying an organism such that at least one cellulolytic enzyme is deleted.
Accordingly, in some embodiments, the whole cellulase preparation can have one or
more of the various EGs and/or CBHs, and/or beta-glucosidase deleted. For example,

EG! may be deleted alone or in combination with other EGs and/or CBHs.

[105) In general, the whole cellulase preparation includes enzymes including, but are
not limited to: (i) endoglucanases (EG) or I,4-B-d-glucan-4-glucanohydrolases (EC
3.2,1.4), (ii) exoglucanases, including 1,4-B-d-glucan glucanohydrolases (also known as
cellodextrinases) (EC 3.2.1.74) and 1,4-B-d-glucan cellobiohydrolases (exo-
cellobiohydrolases, CBH) (EC 3.2.1.91), and (iii) B-glucosfdase (BG) or B-glucoside
glucohydrolases (EC 3.2.1.21). [106) In the present disclosure, the whole cellulase
preparation can be from any microorganism that is useful for the hydrolysis of a
cellulosic material. In some embodiments, the whole cellulase preparation is a
filamentous fungi whole cellulase. "Filamentous fungi" include ali filamentous forms of
the subdivision Eumycota and Oomycota. In some embodiments, the whole cellulase
preparation is a Acremonium, Aspergillus, Emericetla, Fusarium, Humicola, Mucor,
Myceliophthora, Neurospora, Scytalidium, Thielavia, Tolypocladium, or Trichoderma
species, whole cellulase. In some embodiments, the whole cellulase preparation is an
Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, or Aspergillus oryzac whole cellulase. In
another aspect, whole cellulase preparation is a 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, or Fusarium venenatum whole cellulase. In another aspect,
the whole cellulase preparation is a Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor
miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Scytalidium thermophilum, or
Thielavia terrestris whole ceilulase. In another aspect, the whole cellulase preparation a
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum,

Trichoderma reesei e.g., RL-P37 (Sheir-Neiss et al., Appl. Microbiol. Biotechnology, 20

(1984) pp. 46-53; Montenecourt B.S., Can., 1-20, 1987), QM9414 (ATCC No. 26921),

NRRL 15709, ATCC 13631, 56764, 56466, 56767, or Trichoderma viride e.g., ATCC
32098 and 32086, whole cellulase. In some embodiments, the whole cellulase
preparation is a Trichoderma reesei RutC30 whole cellulase, which is available from the
American Type Culture Collection as Trichoderma reesei ATCC 56765. [107] Examples
of commercial cellulase preparations suitable for use in the present disclosure include,
for example, CELLUCLAST™ (available from Novozymes A/S) and LAMINEX™,
IndiAge™ and Primafast™ LAMINEX BG enzyme (available Genencor Division,
Danisco US. Inc.)

[108] In the present disclosure, the whole cellulase preparation can be from any
microorganism cultivation method known in the art resulting in the expression of
enzymes capable of hydrolyzing a cellulosic material. Fermentation can include shake
flask cultivation, small- or large-scale fermentation, such as continuous, baich, fed-
batch, or solid state fermentations in laboratory or industrial fermenters performed in a
suitable medium and under conditions allowing the cellulase to be expressed or isolated.

[109] Generally, the microorganism is cultivated in a cell culture medium suitable for
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production of enzymes capable of hydrolyzing a cellulosic material. The cultivation
takes place in a suitable nutrient medium comprising carbon and nitrogen sources and
inorganic salts, using procedures known in the art. Suitable culture media, temperature
ranges and other conditions suitable for growth and cellulase production are known in
the art. As a non- limiting example, the normal temperature range for the production of
cellulases by Trichoderma reesei is 24°C to 28°C,

{110] Generally, the whole cellulase preparation is used as is produced by fermentation
with no or minimal recovery and/or purification. For example, once cellulases are
secreted by a cell into the cell culture medium, the cell culture medium containing the
celtulases can be used. In some embodiments the whole cellulase preparation comprises
the unfractionated contents of fermentation material, including cell culture medium,
extracellular enzymes and cells. Alternatively, the whole cellulase preparation can be
processed by any convenient method, e.g., by precipitation, centrifugation, affinity,
filtration or any other method known in the art. In some embodiments, the whole
cellulase preparation can be concentrated, for example, and then used without further
purification. In some embodiments the whole cellulase preparation comprises chemical
agents that decrease cell viability or kills the cells. In some embodiments, the cells are
lysed or permeabilized using methods known in the art.

II1. Molecular Biology

[111} In one embodiment this disclosure provides for the expression of variant cbh2
genes under control of a promoter functional in a filamentous fungus. Therefore, this
disclosure relies on routine techniques in the field of recombinant genetics (See, e.g.,
Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd ed., 1989; Kriegler,

Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manua!, 1990; and Ausubel et al., eds.,



CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing and
Wiley-Interscience, New York, 1994).

Methods of Mutating cbh2 Nﬁcleic Acid Sequences

[112] Any method known in the art that can introduce mutations is contemplated by the
present disclosure.

[113] The present disclosure relates to the expression, purification and/or isolation and
use of variant CBH2. These enzymes are preferably prepared by recombinant methods
utilizing the cbh2 gene from H. jecorina. The fermentation broth may be used with or
without purification. [114] After the isolation and cloning of the cbh2 gene from H.
jecorina, other methods known in the art, such as site directed mutagenesis, are used to
make the substitutions, additions or deletions that correspond to substituted amino acids
in the expressed CB H2 variant. Again, site directed mutagenesis and other methods of
incorporating amino acid changes in expressed proteins at the DNA level are known in
the art (Sambrook et al., supra; and Ausubel et al., supra).

[115] DNA encoding an amino acid sequence variant of the H. jecorina CB H2 is
prepared by a variety of methods known in the art. These methods include, but are not
limited to, preparation by site-directed {or oligonucleotide-mediated) mutagenesis, PCR
mutagenesis, and cassette mutagenesis of an earlier prepared DNA encoding the H.
jecorina CB H2. [116] Site-directed mutagenesis is a preferred method for preparing
substitution variaﬁts. This technique is well known in the art (see, e.g., Carter et al.
Nucleic Acids Res. 13:4431- 4443 (1985) and Kunkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:488 (1987)). Briefly, in carrying out site-directed mutagenesis of DNA, the starting
DNA is altered by first hybridizing an oligonucieotide encoding the desired mutation to
a single strand of such starting DNA. After hybridization, a DNA polymerase is used to

synthesize an entire second strand, using the hybridized oligonucieotide as a primer, and



using the single strand of the starting DNA as a template. Thus, the oligonucleotide
encoding the desired mutation is incorporated in the resulting doubie- stranded DNA.

[1171 PCR mutagenesis is also suitable for making amino acid sequence variants of the
starting polypeptide, i.e., H. jecorina CB H2. See Higuchi, in PCR Protocols, pp. 177-
183 (Academic Press, 1990); and Valletta et al., Nuc. Acids Res. 17:723-733 (1989).
See, also, for example Cadwell et al., PCR Methods and Applications, Vol 2, 28-33
(1992). Briefly, when small amounts of template DNA are used as starting material in a
PCR, primers that differ slightly in sequence from the corresponding region in a
template DNA can be used to generate relatively large quantities of a specific DNA
fragment that differs from the template sequence only at thg positions where the primers
differ from the template. [118] Another method for preparing variants, cassette
mutagenesis, is based on the technique described by Wells et al.,, Gene 34:315-323
(1985). The starting material is the plasmid (or other vector) comprising the starting
polypeptide DNA to be mutated. The codon(s) in the starting DNA to be mutated are
identified. There must be a unique restriction endonuclease site on each side of the
identified mutation site(s). If no such restriction sites exist, they may be generated using
the above-described oligonucleotide-mediated mutagenesis method to introduce them at
appropriate locations in the starting polypeptide DNA. The plasmid DNA is cut at these
sites to linearize it. A double-stranded oligonucleotide encoding the sequence of the
DNA between the restriction sites but containing the desired mutation(s) is synthesized
using standard procedures, wherein the two strands of the oligonucleotide are
synthesized separately and then hybridized together using standard techniques. This
double-stranded oligonucleotide is referred to as the cassette. This cassette is designed
to have 5' and 3' ends that are compatible with the ends of the linearized plasmid, such

that it can be directly ligated to the plasmid. This plasmid now contains the mutated
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DNA sequence. [119] Altematively, or additionally, the desired amino acid sequence
encoding a varniant CB H2 can be determined, and a nucleic acid sequence encoding

such amino acid sequence variant can be generated synthetically.

{120] The variant CBH2(s) so prepared may be subjected to further modifications,
oftentimes depending on the intended use of the cellulase. Such modifications may
involve further alteration of the amino acid sequence, fusion to heterologous
polypeptide(s) and/or covalent modifications.

IV. ¢cbh2 Nucleic Acids And CBH2 Polypeptides

A. Vanant cbh2-Type Nucleic acids

[121] The nucleic acid sequence for the wild type cbh2 is shown in SEQ ID NO:1. The
disclosure encompasses a nucleic acid molecule encoding the variant cellulases
described herein. The nucleic acid may be a DNA molecule. [122] After DNA
sequences that encode the CBH2 variants have been cloned into DNA constructs, the
DNA is used to transform microorganisms. The microorganism to be transformed for
the purpose of expressing a variant CBH2 according to the present disclosure may
advantageously comprise a strain derived from Trichoderma sp. Thus, a preferred mode
for preparing variant CBH2 cellulases according to the present disclosure comprises
transforming a Trichoderma sp. host cell with a DNA construct comprising at least a
fragment of DNA encoding a portion or all of the variant CBH2. The DNA construct
will generally be functionally attached to a promoter. The transformed host cell is then
grown under conditions so as to express the desired protein. Subsequently, the desired
protein product may be purified to substantial homc_)geneity. [123] However, it may in
fact be that the best expression vehicle for a given DNA encoding a variant CB H2 may
differ from H. jecorina. Thus, it may be that it will be most advantageous to express a

protein in a transformation host that bears phylogenetic similarity to the source
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organism for the variant CB H2. In an aiternative embodiment, Aspergillus niger can be
used as an expression vehicle. For a description of transformation techniques with A,
niger, see WO 98/31821, the disclosure of which is incorporated by reference in its
entirety. [124] Accordingly, the present description of an Aspergillus spp. expression
system is provided for iliustrative purposes only and as one option for expressing the
variant CB H2 of the disclosure. One of skill in the art, however, may be inclined to
express the DNA encoding variant CBH2 in a different host cell if appropriate and it
should be understood that the source of the variant CBH2 should be considered in
determining the optimal expression host. Additionally, the skilled worker in the field
will be capable of selecting the best expression system for a particular gene through
routine techniques utilizing the tools available in the art. B. Variant CBH2 Polypeptides
(125] The variant CBH2's of this disclosure have amino acid sequences that are derived
from the amino acid sequence of a precursor CBH2. The amino acid sequence of the CB
H2 variant differs from the precursor CBH2 amino acid sequence by the substitution,
deletion or insertion of one or more amino acids of the precursor amino acid sequence.
In a preferred embodiment, the precursor CBH2 is Hypocrea jecorina CBH2. The
mature amino acid sequence of H. jecorina CBH2 is shown in Example 2 (SEQ ID
NO:3). Thus, this disclosure is directed to CBH2 variants which contain amino acid
residues at positions which are equivalent to the particular identified residue in H.
jecorina CB H2. A residue (amino acid) of an CB H2 homolog is equivalent to a residue
of Hypocrea jecorina CB H2 if it is either homologous (i.e., corresponding in position in
either primary or tertiary structure) or is functionally analogous to a specific residue or
portion of that residue in Hypocrea jecorina CB H2 (i.e., having the same or similar

functional capacity to combine, react, or interact chemically or structurally). As used



herein, numbering is intended to correspond to that of the mature CBH2 amino acid
sequence (SEQ ID NO:3).

[126] Alignment of amino acid sequences to determine homology is preferably
determined by using a "sequence comparison algorithm." Optima! alignment of
sequences for comparison can be conducted, e.g., by the local homology algorithm of
Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), by the homology alignment
algorithm of Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), by the search for

similarity method of Pearson &

Lipman, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), by computerized implementations
of these algorithms (GAP, BESTFIT, FASTA, and TFASTA in the Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), or by
visual inspection, Visual inspection may utilize graphics packages such as, for example,
MOE by Chemical Computing Group, Montreal Canada.

(127] An example of an algorithm that is suitable for determining sequence similarity is
the BLAST algorithm, which is described in Altschul, et al., J. Mol. Biol. 215:403410
(1990). Software for performing BLAST analyses is publicly available through the
National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). This algorithm
involves first identifying high scoring sequence pairs (HSPs) by identifying short words
of length W in the query sequence that either match or satisfy some positive-valued
threshold score T when aligned with a word of the same length in a database sequence.
These initial neighborhood word hits act as starting points to find longer HSPs
containing them. The word hits are expanded in both directions along each of the two
sequences being compared for as far as the cumulative alignment score can be
increased. Extension of the word hits is stopped when: the cumulative alignment score

falis off by the quantity X from a maximum achieved value; the cumulative score goes



to zero or below; or the end of either sequence is reached. The BLAST algorithm
parameters W, T, and X determine the sensitivity and speed of the alignment. The
BLAST program uses as defaults a word length (W) of 11, the BLOSUMS62 scoring
matrix (see Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989))
alignments (B) of 50, expectation (E) of 10, M'S, N'-4, and a comparison of both
strands. [128] The BLAST algorithm then performs a statistical analysis of the
similarity between two sequences (see, e.g., Karlin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA 90:5873-5787 (1993)). One measure of similarity provided by the BLAST
algorithm is the smallest sum probability (P(N)), which provides an indication of the
probability by which a match between two nucleotide or amino acid sequences would
occur by chance. For example, an amino acid sequence is considered similar to a
protease if the smallest sum probability in a comparison of the test amino acid sequence
to a protease amino acid sequence is less than about 0.1, more preferably less than about
0.01, and most preferably less than about 0.001. [129] For purposes of the present
disclosure, the degree of identity may be suitably determined by means of computer
programs known in the art, such as GAP provided in the GCG program package
(Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, August 1994, Genetics
Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis., USA 53711)

(Needleman, S. B. and Wunsch, C. D., (1970), Journal of Molecular Biology, 48, 443-
45), using GAP with the following settings for polynucleotide sequence comparison:
GAP creation penalty of 5.0 and GAP extension penalty of 0.3. [130] A structural
alignment between a T. reesei CB H2 and other cellulases may be used to identify
equivalent/corresponding positions in other cellulases having a moderate to high degree
of homology, e.g. , about 50%, 55%, 60 %, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%,

84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
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or even 99%, with T. reesei CB H2 (SEQ ID NO: 3). One method of obtaining the
structural alignment is fo use the Pile Up programme from the GCG package using
default values of gap ]Senalties, i.e., a gap creation penalty of 3.0 and gap extension
penalty of 0.1. Other structural alignment methods include the hydrophobic cluster
analysis (Gaboriaud et al. , FEBS Letters, 224:149-155, 1987) and reverse threading
(Huber and Torda, Protein Science, 7:142-149, 1998). {131] An exemplary alignment of
the mature form of various reference cellulases is provided as Figure 1. The reference
cellulases include: Hypocrea jecorina (also known as T. reesei) CBH2 (SEQ ID NO:3),
Hypocrea koningii CBH2 (SEQ ID NO:4), Humicola insolens CBH2 (SEQ ID NO:5),
Acremonium cellutolyticus CBH2 (SEQ ID NO:6), Agaricus bisporus CBH2 (SEQ ID
NO:7), Fusarium osysporum EG (SEQ 1D NO: 8), Phanerochaete chrysosporium CBH2
(SEQ ID NO:9), Talaromyces emersonii CBH2 (SEQ ID NO: 10), Thermobifida. fusca
6B/E3 CBH2 (SEQ ID NO: 11), Thermobifida fusca 6A/E2 EG (SEQ ID NO: 12), and
Cellulomonas fimi CenA EG (SEQ ID NO: 13). Sequences were aligned using the
Clustal W and MUSCLE multiple sequence alignment algorithms. A matrix showing the
percent identity of cellulases of the sequence alignment of Figure 1 is provided in Table
1.

*Numbers in the top row and left column correspond to the SEQ ID NOS of the aligned
sequences of Figure 1.

{132] Sequence searches are typically carried out using the BLASTN program when
evaluating a given nucleic acid sequence relative to nucleic acid sequences in the
GenBank DNA Sequences and other public databases. The BLASTX program is
preferred for searching nucleic acid sequences that have been translated in all reading
frames against amino acid sequences in the GenBank Protein Sequences and other

public databases. Both BLASTN and BLASTX are run using default parameters of an



open gap penalty of 11.0, and an extended gap penalty of 1.0, and utilize the BLOSUM-
62 matrix. (See, e.g., Altschul, et al., 1997.)

V. Expression Of Recombinant CBH2 Variants [133] The methods of the disclosure rely
on the use cells to express variant CB H2, with no particular method of CBH2
expression required. The variant CB H2 is preferably secreted from the cells. The
disclosure provides host cells which have been transduced, transformed or transfected
with an expression vector comprising a variant CBH2-encoding nucleic acid sequence.
The culture conditions, such as temperature, pH and the like, are those previously used
for the parental host cell prior to transduction, transformation or transfection and will be
apparent to those skilied in the art.

[134] In one approach, a filamentous fungal cell or yeast cell is transfected with an
expression vector having a promoter or biologically active promoter fragment or one or
more {e.g., a series) of enhancers which functions in the host cel! line, operably linked
to a DNA segment encoding variant CB H2, such that variant CBH2 is expressed in the
cell line.

A. Nucleic Acid Constructs/Expression Vectors.

[135] Natural or synthetic polynucieotide fragments encoding variant CBH2 ("CBH2-
encoding nucleic acid sequences") may be incorporated into heterologous nucleic acid
constructs or vectors, capable of introduction into, and replication in, a filamentous
fungal or yeast cell. The vectors and methods disclosed herein are suitable for use in
host cells for the expression of variant CB H2. Any vector may be used as long as it is
replicable and viable in the cells into which it is introduced. Large numbers of suitable
vectors and promoters are known to those of skill in the art, and are commercially
available. Cloning and expression vectors are also described in Sambrook et al., 1989,

Ausubel F M et al., 1989, and Strathern et al., The Molecular Biology of the Yeast
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Saccharomyces, 1981, each of which is expressly incorporated by reference herein.
Appropriate expression vectors for fungi are described in van den Hondel, C. A. M. J. J.
et al. (1991) In: Bennett, J. W. and Lasure, L. L. (eds.) More Gene Manipulations in
Fungi. Academic Press, pp. 396-428. The appropriate DNA sequence may be inserted
into a plasmid or vector (collectively referred to herein as "vectors”) by a variety of
procedures. In general, the DNA sequence is inserted into an appropriate restriction
endonuclease site(s) by standard procedures. Such procedures and related sub-cloning
procedures are deemed to be within the scope of knowledge of those skilled in the art.
[136] Recombinant filamentous fungi comprising the coding sequence for variant CB
H2 may be produced by introducing a heterologous nucleic acid construct comprising
the variant CB H2 coding sequence into the cells of a selected strain of the filamentous
fungi. [137] Once the desired form of a variant cbh2 nucleic acid sequence is obtained,
it may be modified in a variety of ways. Where the sequence involves non-coding
flanking regions, the flanking regions may be subjected to resection, mutagenesis, efc.
Thus, transitions, trans versions, deletions, and insertions may be performed on the
naturally occurring sequence.

[138] A selected variant cbh2 coding sequence may be inserted into a suitable vector
according to well-known recombinant techniques and used to transform filamentous
fungi capable of CBH2 expression. Due to the inherent degeneracy of the genetic code,
other nucleic acid sequences which encode substantially the same or a functionally
equivalent amino acid sequence may be used to clone and express variant CBH2.
Therefore it is appreciated that such substitutions in the coding region fall within the
sequence variants covered by the present disclosure. Any and all of these sequence
variants can be utilized in the same way as described herein for a parent CBH2-

encoding nucleic acid sequence. [139] The present disclosure also includes recombinant
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nucleic acid constructs comprising one or more of the variant CBH2-encoding nucleic
acid sequences as described above. The constructs comprise a vector, such as a plasmid
or viral vector, into which a sequence of the disclosure has been inserted, in a forward
Or reverse orientation.

[140] Heterologous nucleic acid constructs may include the coding sequence for variant
cbh2. (i} in isolation; (ii) in combination with additional coding sequences; such as
fusion protein or signal peptide coding sequences, where the cbh2 coding sequence is
the dominant coding sequence; (iii) in combination with non-coding sequences, such as
introns and control elements, such as promoter and terminator elements or 5' and/or 3'
untranslated regions, effective for expression of the coding sequence in a suitable host:
and/or (iv) in a vector or host environment in which the cbh2 coding sequence is a
heterologous gene. [141) In one aspect of the present disclosure, a heterologous nucleic
acid construct is employed to transfer a variant CBH2-encoding nucleic acid sequence
into a cell in vitro, with established filamentous fungal and yeast lines preferred. For
long-term, production of variant CB H2, stable expression is preferred. It follows that
any method effective to generate stable transformants may be used in practicing the
disciosure. [142] Appropriate vectors are typically equipped with a selectable marker-
encoding nucleic acid sequence, insertion sites, and suitable control elements, such as
promoter and termination sequences. The vector may comprise regulatory sequences,
including, for example, non-coding sequences, such as introns and control elements, ie.,
promoter and terminator elements or 5' and/or 3' untranslated regions, effective for
expression of the coding sequence in host cells (and/or in a vector or host cell
environment in which a modified soluble protein antigen coding sequence is not

normally expressed), operably linked to the coding sequence. Large numbers of suitable
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vectors and promoters are known to those of skill in the art, many of which are

commercially available and/or are described in Sambrook, et al., (supra).

[143] Exemplary promoters include both constitutive promoters and inducible
promoters, examples of which include a CMV promoter, an SV40 early promoter, an
RSV promoter, an EF-I. alpha, promoter, a promoter containing the tet responsive
element (TRE) in the tet-on or tet-off system as described (ClonTech and BASF), the
beta actin promoter and the metallothionine promoter that can upregulated by addition
of certain metal salts. A promoter sequence is a DNA sequence which is recognized by
the particular filamentous fungus for expression purposes. It is operably linked to DNA
sequence encoding a variant CB H2 polypeptide. Such linkage comprises positioning of
the promoter with respect to the initiation codon of the DNA sequence encoding the
variant CBH2 polypeptide in the disclosed expression vectors, The promoter sequence
contains transcription and translation control sequence which mediate the expression of
the variant CBH2 polypeptide. Examples include the promoters from the Aspergillus
niger, A awamori or A. oryzae glucoamylase, alpha- amylase, or alpha-glucosidase
encoding genes; the A. nidulans gpdA or trpC Genes; the Neurospora crassa cbhl or trpl
genes; the A. niger or Rhizomucor miehei aspartic proteinase encoding genes; the H.
Jecorina (T. reesei) cbhl, cbh2, egll, egl2, or other cellulase encoding genes.

[144] The choice of the proper selectable marker will depend on the host cell, and
appropriate markers for different hosts are well known in the art. Typical selectable
marker genes include argB from A. nidulans or T. reesei, amdS from A. nidulans, pyr4
from Neurospora crassa or T. reesei, pyrG from Aspergillus niger or A. nidulans.
Additional exemplary selectable markers include, but are not limited to trpe, trpl,
oliC31, niaD or Ieu2, which are included in heterologous nucleic acid constructs used to

transform a mutant strain such as trp-, pyr-, leu- and the like. [145] Such selectable



markers confer to transformants the ability to utilize a metabolite that is usuaily not
metabolized by the filamentous fungi. For example, the amdS gene from H. jecorina
which encodes the enzyme acctamidase that allows transformant cells to grow on
acetamide as a nitrogen source. The selectable marker (e.g. pyrG) may restore the
ability of an auxotrophic mutant strain to grow on a selective minimal medium or the
selectable marker (e.g. olic31) may confer to transformants the ability to grow in the
presence of an inhibitory drug or antibiotic.

[146] The selectable marker coding sequence is cloned into any suitable plasmid using
methods generally employed in the art. Exemplary plasmids include pUC18, pBR322,
pRAX and pUCIOO. The pRAX plasmid contains AMAL sequences from A. nidulans,
which make it possible to replicate in A. niger.

{147] The practice of the present disclosure will employ, unless otherwise indicated,
conventional techniques of molecular biology, microbiology, recombinant DNA, and
immunology, which are within the skill of the art. Such techniques are explained fully in
the literature. See, for example, Sambrook et al., 1989, Freshney, Animal Cell Culture,
1987; Ausubel, et al., 1993; and Coligan et al., Current Protocols in Immunology, 1991.
B. Host Cells and Culture Conditions For CBH2 Production (i) Filamentous Fungi

[148] Thus, the present disclosure providés filamentous fungi comprising cells which
have been modified, selected and cultured in a manner effective to result in variant
CBH2 production or expression relative to the corresponding non-transformed parental
fungi. [149] Examples of species of parental filamentous fungi that may be treated
and/or modified for variant CBH2 expression include, but are not limited to
Trichoderma, e.g., Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma
viride, Trichoderma koningii; Penicillium sp., Humicola sp., including Humicola

insolens; Aspergillus sp., Chrysosporium sp., Fusarium sp., Hypocrea sp., and



Emericella sp. [150] CB H2 expressing cells are cultured under conditions typically
employed to culture the parental fungal line. Generally, cells are cultured in a standard
medium containing physiological salts and nutrients, such as described in Pourquie, J. et
al,, Biochemistry and Genetics of Cellulose Degradation, eds. Aubert, J. P. et al.,
Academic Press, pp. 71-86, 1988 and Ilmen, M. et al, Appl. Environ. Microbiol.
63:1298-1306, 1997. Culture conditions are also standard, .g., cultures are incubated at
28.degree. C. in shaker cultures or fermenters until desired levels of CB H2 expression
are achieved.

[151] Preferred culture conditions for a given filamentous fungus may be found in the
scientific literature and/or from the source of the fungi such as the American Type
Cuiture Collection (ATCC; www.atcc.org/). After fungal growth has been established,
the cells are exposed to conditions effective to cause or permit the expression of variant
CBH2. [152] In cases where a CBH2 coding sequence is under the control of an
inducible promoter, the inducing agent, e.g., a sugar, metal salt or antibiotics, is added
to the medium at a concentration effective to induce CBH2 expression.

[153] In one embodiment, the strain comprises Aspergillus niger, which is a useful
strain for obtaining overexpressed protein. For example A. niger var awamori dgr246 is
known to secrete elevated amounts of secreted cellulases (Goedegebuur et al., Curr.
Genet (2002) 41: 89-98). Other strains of Aspergillus niger var awamori such as GCD
AP3, GCD AP4 and GAP3-4 are known Ward et al (Ward, M, Wilson, L. J. and
Kodama, K. H., 1993, Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:738-743).

[154] In another embodiment, the strain comprises Trichoderma reesei, which is a
useful strain for obtaining overexpressed protein. For example, RL-P37, described by
Sheir-Neiss, et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 20:46-53 (1984) is known to secrete

elevated amounts of cellulase enzymes. Functional equivalents of RL-P37 include



Trichoderma reesei strain RUT- C30 (ATCC No. 56765) and strain QM9414 (ATCC No.
26921). Tt is contemplated that these strains would also be useful in overexpressing
variant CB H2. [155] Where it is desired to obtain the variant CB H2 in the absence of
potentially detrimental native cellulolytic activity, it is useful to obtain a Trichoderma
host cell strain which has had one or more cellulase genes deleted prior to introduction
of a DNA construct or plasmid containing the DNA fragment encoding the variant CB
H2. Such strains may be prepared by the method disclosed in U.S. Pat. No. 5,246,853
and WO 92/06209, which disclosures are hereby incorporated by reference. By
expressing a variant CBH2 cellulase in a host microorganism that is missing one or
more cellulase genes, the identification and subsequent purification procedures are
simplified. Any gene from Trichoderma sp. which has been cloned can be deleted, for
example, the cbhl, cbh2, egll, and egl2 genes as well as those encoding EG III and/or
EGV protein (see e.g., U.S. Pat. No. 5,475,101 and WO 94/28117, respectively). [156]
Gene deletion may be accomplished by inserting a form of the desired gene to be
deleted or disrupted into a plasmid by methods known in the art. The deletion plasmid is
then cut at an appropriate restriction enzyme site(s), internal to the desired gene coding
region, and the gene coding sequence or part thereof replaced with a selectable marker.
Flanking DNA sequences from the locus of the gene to be deleted or disrupted,
preferably between about 0.5 to 2.0 kb, remain on either side of the selectable marker
gene. An appropriate deletion plasmid will generally have unique restriction enzyme
sites present therein to enable the fragment containing the deleted gene, including
flanking DNA sequences, and the selectable marker gene to be removed as a single
linear piece. [157] A selectable marker must be chosen so as to enable detection of the
transformed microorganism. Any selectable marker gene that is expressed in the

selected microorganism will be suitable. For example, with Aspergillus sp., the
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selectable marker is chosen so that the presence of the selectable marker in the
transformants will not significantly affect the properties thereof Such a selectable
marker may be a gene that encodes an assayable product. For example, a functional
copy of an Aspergillus sp. gene may be used which if lacking in the host strain results in
the host strain displaying an auxotrophic phenotype. Similarly, selectable markers exist
for Trichoderma sp.

[158] In one embodiment, a pyrG- derivative strain of Aspergiltus sp. is transformed
with a functional pyrG gene, which thus provides a selectable marker for
transformation. A pyrG- derivative strain may be obtained by selection of Aspergillus
sp. strains that are resistant to fluoroorotic acid (FOA). The pyrG gene encodes
orotidine-5 '-monophosphate decarboxylase, an enzyme required for the biosynthesis of
uridine. Strains with an intact pyrG gene grow in a medium lacking uridine but are
sensitive to fluoroorotic acid. It is possible to select pyrG- derivative strains that lack a
functional orotidine monophosphate decarboxylase enzyme and require uridine for
growth by selecting for FOA resistance. Using the FOA selection technique it is also
possible to obtain uridine-requiring strains which lack a functional orotate
pyrophosphoribosy! transferase. It is possible to transform these cells with a functional
copy of the gene encoding this enzyme (Berges & Barreau, Curr. Genet, 19:359-365
(1991), and van Hartingsveldt et al, (1986) Development of a homologous
transformation system for Aspergillus niger based on the pyrG gene. Mol. Gen. Genet.
206:71-75). Selection of derivative strains is easily performed using the FOA resistance
technique referred to above, and thus, the pyrG gene is preferably employed as a
selectable marker. {159] In a second embodiment, a pyrd. - derivative strain of
Hyprocrea sp. (Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.)) is transformed with a functional pyrd

gene, which thus provides a selectable marker for transformation. A pyrd.sup.-
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derivative strain may be obtained by selection of Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.)
strains that are resistant to fluoroorotic acid (FOA). The pyr4 gene encodes orotidine-5
-monophosphate decarboxylase, an enzyme required for the biosynthesis of uridine.
Strains with an intact pyr4 gene grow in a medium lacking uridine but are sensitive to
fluoroorotic acid. It is possible to select pyrd.sup.- derivative strains that lack a
functional orotidine monophosphate decarboxylase enzyme and require uridine for
growth by selecting for FOA resistance. Using the FOA selection technique it is also
possible to obtain uridine-requiring strains which lack a functional orotate
pyrophosphoribosyl transferase. It is possible to transform these cells with a functional
copy of the gene encoding this enzyme (Berges & Barreau, 1991). Selection of
derivative strains is easily performed using the FOA resistance technique referred to
above, and thus, the pyr4 gene is preferably employed as a selectable marker. [160] To
transform pyrG.- Aspergillus sp. or pyr4- Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) so as to be
lacking in the ability to express one or more cellulase genes, a single DNA fragment
comprising a disrupted or deleted cellulase gene is then isolated from the deletion
plasmid and used to transform an appropriate pyr- Aspergillus or pyr- Trichoderma host.
Transformants are then identified and selected based on their ability to express the pyrG
or pyr4, respectively, gene product and thus compliment the uridine auxotrophy of the
host strain. Southern blot analysis is then carried out on the resultant transformants to
identify and confirm a double crossover integration event that replaces part or all of the
coding region of the genomic copy of the gene to be deleted with the appropriate pyr
selectable markers. [161] Although the specific plasmid vectors described above relate
to preparation of pyr- transformants, the present disclosure is not limited to these
vectors. Various genes can be deleted and replaced in the Aspergillus sp. or Hyprocrea

sp. (Trichoderma sp.) strain using the above techniques. In addition, any available
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selectable markers can be used, as discussed above. In fact, any host, e.g., Aspergillus
sp. or Hyprocrea sp., gene that has been cloned, and thus identified, can be deleted from
the genome using the above-described strategy. [162] As stated above, the host strains
used may be derivatives of Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) that lack or have a
nonfunctional gene or genes corresponding to the selectable marker chosen. For
example, if the selectable marker of pyrG is chosen for Aspergiilus sp., then a specific
pyrG- derivative strain is used as a recipient in the transformation procedure. Also, for
example, if the selectable marker of pyr4 is chosen for a Hyprocrea sp., then a specific
pyrd- derivative strain is used as a recipient in the transformation procedure. Similarly,
selectable markers comprising Hyprocrea sp.

(Trichoderma sp.) genes equivalent to the Aspergilius nidulans genes amdS, argB, trpC,
niaD may be used. The corresponding recipient strain must therefore be a derivative
strain such as argB-, trpC-, niaD-, respectively. [163] DNA encoding the CBH2 variant
is then prepared for insertion into an appropriate microorganism, According to the
present disclosure, DNA encoding a CBH2 variant comprises the DNA necessary to
encode for a protein that has functional cellulolytic activity. The DNA fragment
encoding the CBH2 variant may be functionally attached to a fungal promoter sequence,
for example, the promoter of the glaA gene in Aspergillus or the promoter of the cbhl or
egll genes in Trichoderma.

[164] 1t is also contemplated that more than one copy of DNA encoding a CBH?2 variant
may be recombined into the strain to facilitate overexpression. The DNA encoding the
CB H2 variant may be prepared by the construction of an expression vector carrying the
DNA encoding the variant. The expression vector carrying the inserted DNA fragment
encoding the CBH2 variant may be any vector which is capable of replicating

autonomously in a given host organism or of integrating into the DNA of the host,
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typically a plasmid. In preferred embodiments two types of expression vectors for
obtaining expression of genes are contemplated. The first contains DNA sequences in
which the promoter, gene-coding region, and terminator sequence all originate from the
gene to be expressed. Gene truncation may be obtained where desired by deleting
undesited DNA sequences (e.g., coding for unwanted domains) to leave the domain to
be expressed under control of its own transcriptional and translational regulatory
sequences. A selectable marker may also be contained on the vector allowing the

selection for integration into the host of multiple copies of the novel gene sequences.

{165] The second type of expression vector is preassembled and contains sequences
required for high-level transcription and a selectable marker. It is contemplated that the
coding region for a gene or part thereof can be inserted into this general-purpose
expression vector such that it is under the transcriptional control of the expression
cassettes promoter and terminator sequences.

[166] For example, in Aspergillus, pRAX is such a general-purpose expression vector.
Genes or part thereof can be inserted downstream of the strong glaa promoter. [167] For
example, in Hypocrea, pTEX is such a general-purpose expression vector. Genes or part
thereof can be inserted downstream of the strong cbhl promoter. [168] In the vector, the
DNA sequence encoding the CBH2 variant of the present disclosure should be operably
linked to transcriptional and translational sequences, i.¢., a suitable promoter sequence
and signal sequence in reading frame to the structural gene. The promoter may be any
DNA sequence that shows transcriptional activity in the host cell and may be derived
from genes encoding proteins either homologous or heterologous to the host cell. An
optional signal peptide provides for extracellular production of the CBH?2 variant. The
DNA encoding the signal sequence is preferably that which is naturally associated with

the gene to be expressed, however the signal sequence from any suitable source, for
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example an exo- cellobiohydrolase or endoglucanase from Trichoderma, is

contemplated in the present disclosure.

[169] The procedures used to ligate the DNA sequences coding for the variant CBH2 of
the present disclosure with the promoter, and insertion into suitable vectors are well
known in the art. [170] The DNA vector or construct described above may be
introduced in the host cell in accordance with known techniques such as transformation,
transfection, microinjection, microporation, biolistic bombardment and the like.

[171] In the preferred transformation technique, it must be taken into account that the
permeability of the cell wall to DNA in Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) is very low.
Accordingly, uptake of the desired DNA sequence, gene or gene fragment is at best
minimal. There are a number of methods to increase the permeability of the Hyprocrea
sp. (Trichoderma sp.) cell wall in the derivative strain (i.e., lacking a functional gene
corresponding to the used selectable marker) prior to the transformation process. [172]
The preferred method in the present disclosure to prepare Aspergillus sp. or Hyprocrea
sp. (Trichoderma sp.) for transformation involves the preparation of protoplasts from
fungal mycelium. See Campbell et al. Improved transformation efficiency of A. niger
using homologous niaD gene for nitrate reductase. Curr. Genet. 16:53-56; 1989. The
mycelium can be obtained from germinated vegetative spores. The mycelium is treated
with an enzyme that digests the cell wall resulting in protoplasts, The protoplasts are
then protected by the presence of an osmotic stabilizer in the suspending medium. These
stabilizers include sorbitol, mannitol, potassium chloride, magnesium sulfate and the
like. Usually the concentration of these stabitizers varies between 0.8 M and 1.2 M. It is
preferable to use about a 1.2 M solution of sorbitol in the suspension medium. [173]
Uptake of the DNA into the host strain, (Aspergillus sp. or Hyprocrea sp. (Trichoderma

sp.), is dependent upon the calcium ion concentration. Generally between about 10 mM
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CaCl.sub.2 and 50 mM CaCl.sub.2 is used in an uptake solution. Besides the need for
the calcium ion in the uptake solution, other items generally included are a buffering
system such as TE buffer (10 Mm Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA) or 10 mM MOPS, pH 6.0
buffer (morpholinepropanesulfonic acid) and polyethylene glycol (PEG). It is believed
that the polyethylene glycol acts to fuse the cell membranes thus permitting the contents
of the medium to be delivered into the cytoplasm of the host cell, by way of example
either Aspergillus sp. or Hyprocrea sp. strain, and the plasmid DNA is transferred to the
nucleus. This fusion frequently leaves multiple copies of the plasmid DNA integrated
into the host chromosome.

[174] Usually a suspension containing the Aspergilius sp. protoplasts or cells that have
been subjected to a permeability treatment at a density of 10. sup.5 to 10.sup.6/mL,
preferably 2.times.1O.sup.5/mL are used in transformation. Similarly, a suspension
containing the Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) protoplasts or cells that have been
subjected to a permeability treatment at a density of 10.sup.8 to 10.sup.9/mL, preferably
2.times.10.sup.8/mL are used in transformation. A volume of 100 .muL of these
protoplasts or cells in an appropriate solution (e.g., 1.2 M sorbitol; 50 mM CaCl.sub.2)
are mixed with the desired DNA. Generally a high concentration of PEG is added to the
uptake solution. From 0.1 to 1 volume of 25% PEG 4000 can be added to the protoplast
suspension. However, it is preferable to add about 0.25 volumes to the protoplast
suspension. Additives such as dimethyl sulfoxide, heparin, spermidine, potassium
chloride and the like may also be added to the uptake solution and zid in transformation.
[175] Generaily, the mixture is then incubated at approximately O.degree. C. for a
period of between 10 to 30 minutes. Additional PEG is then added to the mixture to
further enhance the uptake of the desired gene or DNA sequence. The 25% PEG 4000 is

generally added in volumes of 5 to 15 times the volume of the transformation mixture;
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however, greater and lesser volumes may be suitable. The 25% PEG 4000 is preferably
about 10 times the volume of the transformation mixture. After the PEG is added, the
transformation mixture is then incubated either at room temperature or on ice before the
addition of a sorbitol and

CaCl sub.2 solution. The protoplast suspension is then further added to molten aliquots
of a growth medium. This growth medium permits the growth of transformants only.
Any growfh medium can be used in the present disclosure that is suitable to grow the
desired transformants. However, if Pyr.sup.+ transformants are being selected it is
preferable to use a growth medium that contains no uridine. The subsequent colonies are
transferred and purified on a growth medium depleted of uridine.

[176] At this stage, stable transformants may be distinguished from unstable
transformants by their faster growth rate and, in Trichoderma, for example, the
formation of circular colonies with a smooth, rather than ragged outline on solid culture
medium lacking uridine. Additionally, in some cases a further test of stability may made
by growing the transformants on solid non-selective medium (i.e. containing uridine),
harvesting spores from this culture medium and determining the percentage of these
spores which will subsequently germinate and grow on selective medium lacking
uridine.

[177] In a particular embodiment of the above method, the CB H2 variant(s) are
recovered in active form from the host cell after growth in liquid media as a result of the
appropriate post translational processing of the CB H2 variant.

(1i) Yeast

[178] The present disclosure also contemplates the use of yeast as a host cell for CB H2
production. Several other genes encoding hydrolytic enzymes have been expressed in

various strains of the yeast S. cerevisiae. These include sequences encoding for two
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endoglucanases (Penttila et al., Yeast vol. 3, pp 175-185, 1987), two cellobiohydrolases
(Penttila et al., Gene, 63: 103-112, 1988) and one beta-glucosidase from Trichcderma
reesei (Cummings and

Fowler, Curr. Genet. 29:227-233, 1996), a xylanase from Aureobasidlium pullulans (Li
and Ljungdahl, Appl. Environ. Microbiol. 62, no.l, pp. 209-213, 1996), an alpha-
amylase from wheat (Rothstein et al., Gene 55:353-356, 1987), etc. In addition, a
cellulase gene cassette encoding the Butyrivibrio fibrisolvens endo-[beta]-1,4-glucanase
(ENDI), Phanerochaete chrysosporium cellobiohydrolase (CBHI), the Ruminococcus
flavefaciens cellodextrinase (CEL1) and the Endomyces fibrilizer celiobiase (Bgll) was
successfully expressed in a laboratory strain of S. cerevisiae (Van Rensburg et al., Yeast,
vol. 14, pp. 67-76, 1998).

C. Introduction of a CBH2-Encoding Nucleic Acid Sequence into Host Cells. [179] The
disclosure further provides cells and cell compositions which have been genetically
modified to comprise an exogenously provided variant CBH2-encoding nucleic acid
sequence. A parental cell or cell line may be genetically modified (i.e., transduced,
transformed or transfected) with a cloning vector or an expression vector. The vector
may be, for example, in the form of a plasmid, a viral particle, a phage, etc, as further
described above.

[180] The methods of transformation of the present disclosure may result in the stable
integration of all or part of the transformation vector into the genome of the filamentous
fungus. However, transformation resulting in the maintenance of a self -replicating
extra- chromosomal transformation vector is also contemplated.

[181] Many standard transfection methods can be used to produce Trichoderma reesei
cell lines that express large quantities of the heterologus protein. Some of the published

methods for the introduction of DNA constructs into cellulase-producing strains of
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Trichoderma include Lorito, Hayes, DiPietro and Harman, 1993, Curr. Genet. 24: 349-
356; Goldman, VanMontagu and Herrera-Estrella, 1990, Curr. Genet. 17:169-174,
Penttila, Nevalainen, Ratto, Salminen and Knowles, 1987, Gene 6: 155-164, for
Aspergillus Yelton, Hamer and Timberlake, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1470-
1474, for Fusarium Bajar, Podila and Kolattukudy, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
8202-8212, for Streptomyces Hopwood et al., 1985, The John Innes Foundation,
Norwich, UK and for Bacillus Brigidi, DeRossi, Bertarini, Riccardi and Matteuzzi,
1990, FEMS Microbiol. Lett. 55: 135-138). [182] Other methods for introducing a
heterologous nucleic acid construct (expression vector) into filamentous fungi (e.g., H.
jecorina) include, but are not limited to the use of a particle or gene gun,
permeabilization of filamentous fungi cells walls prior to the transformation process
(e.g., by use of high concentrations of alkali, e.g., 0.05 M to 0.4 M CaCl.sub.2 or
lithium acetate), protoplast fusion or Agrobacterium mediated transformation. An
exemplary method for transformation of filamentous fungi by treatment of protoplasts
or spheroplasts with polyethylene glycol and CaCl.sub.2 is described in Campbell, E. L.
etal, Curr. Genet. 16:53-56, 1989 and Penttila, M. et al., Gene, 63:11-22, 1988.

[183] Any of the well-known procedures for introducing foreign nucleotide sequences
into host cells may be used. These include the use of calcium phosphate transfection,
polybrene, protoplast fusion, electroporation, biolistics, liposomes, microinjection,
plasma vectors, viral vectors and any of the other well known methods for introducing
cloned genomic DNA, cDNA, synthetic DNA or other foreign genetic material into a
host cell (see, e.g., Sambrook et al., supra). Also of use is the Agrobacterium-mediated
transfection method described in U.S. Pat. No. 6,255,115, It is only necessary that the
particular genetic engineering procedure used be capable of successfully introducing at

least one gene into the host cell capable of expressing the heterologous gene. [184] In



addition, heterologous nucleic acid constructs comprising a variant CBH2- encoding
nucleic acid sequence can be transcribed in vitro, and the resulting RNA introduced into
the host cell by well-known methods, e.g., by injection. [185] The disclosure further
includes novel and useful transformants of filamentous fungi such as H. jecorina and A.
niger for use in producing fungal celtulase compositions. The disclosure includes
transformants of filamentous fungi especially fungi comprising the variant CBH2
coding sequence, or deletion of the endogenous cbh coding sequence. [186] Following
introduction of a heterologous nucleic acid construct comprising the coding sequence
for a variant cbh2, the genetically modified cells can be cultured in conventional
nutrient media modified as appropriate for activating promoters, selecting transformants
or amplifying expression of a variant CBH2-encoding nucleic acid sequence. The
culture conditions, such as temperature, pH and the like, are those previously used for
the host cell selected for expression, and will be apparent to those skilled in the art.

[187] The progeny of cells into which such heterologous nucleic acid constructs have
been introduced are generally considered to comprise the variant CBH2-encoding
nucleic acid sequence found in the heterologous nucleic acid construct. [188] The
disclosure further includes novel and useful transformants of filamentous fungi such as
H. jecorina for use in producing fungal cellulase compositions. Aspergillus niger may
also be used in producing the variant CB H2. The disclosure includes transformants of
filamentous fungi especially fungi comprising the variant cbh 2 coding sequence, or
deletion of the endogenous cbh2 coding sequence. [189) Stable transformants of
filamentous fungi can generally be distinguished from unstable transformants by their
faster growth rate and, in Trichoderma, for example, the formation of circular colonies
with a smooth rather than ragged outline on solid culture medium. Additionally, in some

cases, a further test of stability can be made by growing the transformants on solid non-
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selective medium, harvesting the spores from this culture medium and determining the
percentage of these spores which will subsequently germinate and grow on selective
medium.

V1. Isolation And Purification Of Recombinant CBH2 Protein

[190] In general, a variant CBH2 protein produced in celi culture is secreted into the
medium and may be purified or isolated, e.g., by removing unwanted components from
the cell culture medium. However, in some cases, a variant CBH2 protein may be
produced in a cellular form necessitating recovery from a cell lysate. In such cases the
variant CBH2 protein is purified from the cells in which it was produced using
techniques routinely employed by those of skill in the art. Examples include, but are not
limited to, affinity chromatography (Tilbeurgh et al., FEBS Lett. 16:215, 1984), ion-
exchange chromatographic methods (Goyal et al., Bioresource Technol. 36:37-50, 1991;
Fliess et al., Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol. 17:314-318, 1983; Bhikhabhai et al., J.
Appl. Biochem. 6:336-345, 1984; Ellouz et al., J. Chromatography 396:307-317, 1987),
including ion-exchange using materials with high resolution power (Medve et al., J.
Chromatography A 808: 153-165,

1998), hydrophobic interaction chromatography (Tomaz and Queiroz, J.
Chromato graphy- A

865: 123-128, 1999), and two-phase partitioning (Brumbauer, et al., Bioseparation
7:287-295,

1999).

[191] Typically, the variant CBH2 protein is fractionated to segregate proteins having
selected properties, such as binding affinity to particular binding agents, e.g., antibodies
or receptors; or which have a selected molecular weight range, or range of isoelectric

points. [192] Once expression of a given variant CB H2 protein is achieved, the CB H2



protein thereby produced is purified from the cells or cell culture. Exemplary
procedures suitable for such purification include the following: antibody-affinity
column chromatography, ion exchange chromatography; ethanol precipitation; reverse
phase HPLC, chromatography on silica or on a cation-exchange resin such as DEAE;
chromatofocusing; SDS-PAGE; ammonium sulfate precipitation; and gel filtration
using, e.g., Sephadex G-75. Various methods of protein purification may be employed
and such methods are known in the art and described e.g. in Deutscher, Methods in
Enzymology, vol. 182, no. 57, pp. 779, 1990; Scopes, Methods Enzymol. 90: 479-91,
1982. The purification step(s) selected will depend, e.g., on the nature of the production
process used and the particular protein produced.

V1. Utility of cbh2 and CBH2

(193] It can be appreciated that the variant cbh nucleic acids, the variant CBH2 protein
and compositions comprising variant CB H2 protein activity find utility in a wide
variety applications, some of which are described below.

[194] New and improved celtulase compositions that comprise varying amounts BG-
type, EG-type and variant CBH-type cellulases find utility in detergent compositions
that exhibit enhanced cleaning ability, function as a softening agent and/or improve the
feel of cotton fabrics (e.g., "stone washing”" or "biopolishing"), in compositioﬁs for
degrading wood pulp into sugars (e.g., for bio-ethanol production), and/or in feed
compositions. The isolation and characterization of cellulase of each type provides the
ability to control the aspects of such compositions. [195] In one approach, the cellulase
of the disclosure finds utility in detergent compositions or in the treatment of fabrics to
improve the feel and appearance. [196] Since the rate of hydrolysis of cellulosic
products may be increased by using a transformant having at least one additional copy

of the cbh gene inserted into the genome, products that contain cellulose or
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heteroglycans can be degraded at a faster rate and to a greater extent. Products made
from cellulose such as paper, cotton, celiulosic diapers and the like can be degraded
more efficiently in a landfill. Thus, the fermentation product obtainable from the
transformants or the transformants alone may be used in compositions to help degrade
by liquefaction a variety of cellulose products that add to the overcrowded landfills.
(197] Separate saccharification and fermentation is a process whereby cellulose present
in biomass, e.g., comn stover, is converted to glucose and subsequently yeast strains
convert glucose into ethanol. Simultaneous saccharification and fermentation is a
process whereby cellulose present in biomass, e.g., corn stover, is converted to glucose
and, at the same time and in the same reactor, yeast strains convert glucose into ethanol.
Thus, in another approach, the variant CBH type cellulase of the disclosure finds utility
in the degradation of biomass to ethanol. Ethanol production from readily available
sources of cellulose provides a stable, renewable fuel source.

[198] Cellulose-based feedstocks are comprised of agricultural wastes, grasses and
woods and other low- value biomass such as municipal waste (e.g., recycled paper, yard
clippings, etc.). Ethanol may be produced from the fermentation of any of these
cellulosic feedstocks. However, the cellulose must first be converted to sugars before

there can be conversion to ethanol.

[199] A large variety of feedstocks may be used with the inventive variant CBH and the
one selected for use may depend on the region where the conversion is being done. For
example, in the Midwestern United States agricultural wastes such as wheat straw, corn
stover and bagasse may predominate while in Catifornia rice straw may predominate.
However, it should be understood that any available cellulosic biomass may be used in
any region. [200] The methods of the present disclosure can be used in the production of

monosaccharides, disaccharides, and polysaccharides as chemical or fermentation
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feedstocks for microorganism for the production of organic products, chemicals and
fuels, plastics, and other products or intermediates. In particular, the value of processing
residues (dried distillers grain, spent grains from brewing, sugarcane bagasse, etc.) can
be increased by partial or complete solubilization of cellulose or hemicellulose. In
addition to ethanol, some chemicals that can be produced from cellulose and
hemicellulose include, acetone, acetate, glycine, lysine, organic acids {e.g., lactic acid),
1,3-propanediol, butanediol, glycerol, ethylene glycol, furfural, polyhydroxyalkanoates,
cis, cis-muconic acid, animal feed and xylose. [201] A cellulase composition containing
an enhanced amount of cellobiohydrolase finds utility in ethanol production. Ethanol
from this process can be further used as an octane enhancer or directly as a fue! in lieu
of gasoline which is advantageous because ethanol as a fuel source is more
environmentally friendly than petroleum derived products. It is known that the use of
ethanol will improve air quality and possibly reduce local ozone levels and smog.
Moreover, utilization of ethanol in lieu of gasoline can be of strategic importance in
buffering the impact of sudden shifis in non-renewable energy and petrochemical
supplies. [202] Ethanol can be produced via saccharification and fermentation processes
from cellulosic biomass such as trees, herbaceous plants, municipal solid waste and
agricultural and forestry residues. However, the ratio of individual cellulase enzymes
within a naturally occurring cellulase mixture produced by a microbe may not be the
most efficient for rapid conversion of cellulose in biomass to glucose. It is known that
endoglucanases act to produce new cellulose chain ends which themselves are
substrates for the action of cellobiohydrolases and thereby improve the efficiency of
hydrolysis of the entire cellulase system. Therefore, the use of increased or optimized

cellobiohydrolase activity may greatly enhance the production of ethanol.
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[203] Thus, the inventive cellobiohydrolase finds use in the hydrolysis of cellulose to its
sugar components. In one embodiment, a variant cellobichydrolase is added to the
biomass prior to the addition of a fermentative organism. In a second embodiment, a
variant cellobiohydrolase is added to the biomass at the same time as a fermentative
organism. Optionally, there may be other cellulase components present in either
embodiment.

[204] In another embodiment the cellulosic feedstock may be pretreated. Pretreatment
may be by elevated temperature and the addition of either of dilute acid, concentrated
acid or dilute alkali solution. The pretreatment solution is added for a time sufficient to
at least partially hydrolyze the hemicellulose components and then neutralized. [205]
The major product of CBH2 action on cellulose is cellobiose which is available for
conversion to glucose by BG activity (for instance in a fungal cellulase product). Either
by the pretreatment of the cellulosic biomass or by the enzymatic action on the biomass,
other sugars, in addition to glucose and cellobiose, can be made available from the
biomass. The hemi-cellulose content of the biomass can be converted (by hemi-
cellulases) to sugars such as xylose, galactose, mannose and arabinose. Thus, in a
biomass conversion process, enzymatic saccharification can produce sugars that are
made available for biological or chemical conversions to other intermediates or end-
products. Therefore, the sugars generated from biomass find use in a variety of
processes in addition to the generation of ethanol. Examples of such conversions are
fermentation of glucose to ethanol (as reviewed by M. E. Himmel et al. pp 2-45, in
"Fuels and Chemicals from Biomass", ACS Symposium Series 666, ed B. C. Saha and
J. Woodward, 1997) and other biological conversions of glucose to 2,5-diketo-D-
gluconate (U.S. Pat. No. 6,599,722), lactic acid (R. Datta and S-P. Tsai pp 224-236,

ibid), succinate (R. R. Gokarn, M. A. Eiteman and J. Sridhar pp 237-263, ibid), 1,3

1od



-propanediol (A- P. Zheng, H. Biebl and W-D. Deckwer pp 264-279, ibid), 2,3-
butanedio! (C. S. Gong, N. Cao and G. T. Tsao pp 280-293, ibid), and the chemical and
biological conversions of xylose to xylitol (B. C. Saha and R. J. Bothast pp 307-319,
ibid). See also, for example, WO 98/21339. [206] The detergent compositions of this
disclosure may employ besides the cellulase composition (irrespective of the
cellobiohydrolase content, i.e., cellobiohydrolase-free, substantially cellobiohydrolase-
free, or cellobiohydrolase enhanced), a surfactant, including anionic, non-ionic and
ampholytic surfactants, a hydrolase, building agents, bleaching agents, bluing agents
and fluorescent dyes, caking inhibitors, solubilizers, cationic surfactants and the like.
All of these components are known in the detergent art. The cellulase composition as
described above can be added to the detergent composition either in a liquid diluent, in
granules, in emulsions, in gels, in pastes, and the {ike. Such forms are well known to the
skilled artisan. When a solid detergent composition is employed, the cellulase
composition is preferably formulated as granules. Preferably, the granules can be
formulated so as to contain a cellulase protecting agent. For a more thorough discussion,
see U.8. Pat. No. 6,162,782 entitled "Detergent compositions containing cellulase
compositions deficient in CB H2 type components," which is incorporated herein by
reference.

[207] Preferably the cellulase compositions are employed from about 0.00005 weight
percent to about 5 weight percent refative to the total detergent composition. More
preferably, the celluiase compositions are employed from about 0.0002 weight percent
to about 2 weight percent relative to the total detergent composition.

f208] In addition the variant CB H2 nucleic acid sequence finds utility in the
identification and characterization of related nucleic acid sequences. A number of

techniques useful for determining (predicting or confirming) the function of related
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genes or gene products include, but are not limited to, (A) DNA/RNA analysis, such as
(1) overexpression, ectopic expression, and expression in other species; (2) gene knock-
out (reverse genetics, targeted knock-out, viral induced gene silencing (VIGS, see
Bauicombe, 100 Years of Virology, Calisher and Horzinek eds., Springer- Verlag, New
York, N.Y. 15:189-201, 1999); (3) analysis of the methylation status of the gene,
especially flanking regulatory regions; and (4) in situ hybridization; (B) gene product
analysis such as (1) recombinant protein expression; (2) antisera production, (3)
immunolocalization, (4) biochemical assays for catalytic or other activity; (5)
phosphorylation status; and (6) interaction with other proteins via yeast two- hybrid
analysis; (C) pathway analysis, such as placing a gene or gene product within a
particular biochemical or signaling pathway based on its overexpression phenotype or
by sequence homology with related genes; and (D) other analyses which may also be
performed to determine or confirm the participation of the isolated gene and its product
in a particular metabolic or signaling pathway, and help determine gene function.

EXPERIMENTAL

{209} The present disclosure is described in further detail in the following examples,
which are not in any way intended to limit the scope of the disclosure as claimed. The
attached figures are meant to be considered as integral parts of the specification and
description of the disclosure. The following examples are offered to illustrate, but not to
limit the claimed disclosure |

[210] In the experimental disclosure which follows, the following abbreviations apply:
M (molar); mM (millimolar); pM (micromolar); nM (nanomolar); mol (moles); mmol
(millimoles), pmol (micromoles); nmol (nanomoles), gm (grams); mg (milligrams); pg
(micrograms), pg (picograms), L (liters); ml and mL (milliliters); pl and pL

(microliters); cm (centimeters); mm (millimeters), pm (micrometers), nm (nanometers);



U (units); V (volts); MW (molecular weight); sec (seconds);, min(s) (minute/minutes),
h(s) and hr(s) (hour/hours); ° C (degrees Centigrade); QS (quantity sufficient); ND (not
done); NA (not applicable), rpm (revolutions per minute);, H ; O (water); dH . O
(deionized water); HCI (hydrochioric acid); aa (amino acid); bp (base pair); kb (kilobase
pair); kD (kilodaltons);, cDNA (copy or complementary DNA), DNA (deoxyribonucleic
acid), ssDNA (single stranded DNA);, dsDNA (double stranded DNA), dNTP
(deoxyribonucleotide triphosphate); RNA (ribonucleic acid), MgCl . (magnesium
chloride); NaCl (sodium chloride); w/v (weight to volume); v/v (volume to volume); g
(gravity); OD (optical density); CNPG (chloro-nitro- phenyl-beta-D-glucoside); CNP
(2-chloro-4-nitrophenol); APB (acid-pretreated bagasse), PASC (phosphoric acid
swollen cellulose) PCS (acid-pretreated corn stover); Pi or PI (performance index),
HPLC (high pressure liquid chromatography), PAGE (polyacrylamide gel
electrophoresis); PCR (polymerase chain reaction); RT-PCR (reverse transcription
PCR); and SEL (site evaluation library).

EXAMPLE 1

Assays

[211] The following assays were used in the examples described below. Any deviations
from the protocols provided below are indicated in the examples. In these experiments,
a spectrophotometer was used to measure the absorbance of the products formed after
the completion of the reactions. A. Hexokinase Assay For Measurement Of Residual
Glucose

[212] Residual glucose from H. jecorina culture supernatants expressing CBH2 variants
was measured using a hexokinase assay. A volume of 5 pl of supernatant was added to
195 ul glucose hexokinase assay (Instrumentation Laboratory, Breda, Netherlands) in a

96-well microtiterplate (Costar Flat Bottom PS). The plates were incubated at room



temperature for 15 min. Following incubation, the absorbance was measured at 340 nm
OD. Supernatants of cultures expressing residual glucose were excluded from pooling
for further studies.

B. HPLC Assay for Protein Content Determination [213] The concentration of CBH2
variant proteins from pooled culture supernantants was determined using an Agilent
1100 (Hewlett Packard) HPLC equipped with a Proswift RP 2H column (Dionex). Ten
microliters of sample, mixed with 50 pl of 10% acetonitrile in filtered demineralized
water was injected following equilibration of the HPLC column with 10% acetonitrile
containing 0.01% trifluoroacetic acid. Compounds were eluted using a gradient of 10%
to 30% acetonitrile from 0.3 min to 1 min, followed by a gradient of 30% to 65% from
1 min to 4 mins. Protein concentrations of CB H2 variants were determined from a
calibration curve generated using purified wild-type CBH2 (6.25, 12.5, 25, 50 pg/m!).
To calculate performance index (P ; or PI), the ratio of the {average) total protein
produced by a variant and (average) total protein produced by the wild-type at the same
dose were averaged.

C. Specific Activity Determination by Phosphoric Acid Swollen Cellulose (PASC)
Hydrolysis Assay

{214] Cellulose hydrolysis: Phosphoric acid swollen cellulose (PASC) was prepared
from Avicel according to a published method (Walseth, Tappi 35:228, 1971; and Wood,
Biochem J, 121:353-362, 1971). This material was diluted with buffer and water to
achieve a 1% w/v mixture such that the final concentration of sodium acetate was
50mM, pH 5.0. One hundred microliters of a 1% suspension of PASC in 50 mM
sodium acetate buffer (pH5.0) was dispensed in a 96-well microtiterplate (Costar Flat
Bottom PS). Ten microliters of a 5 mg/ml culture supernatant from a CBH2 deleted

strain was added to the PASC, and 5, 10, 15, or 20 yul! of pooled culture supernatants
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from H. jecorina cells expressing either wild-type CBH2 or CB H2 variants were added
to it. Deletion of the CBH2 gene from Hypocrea jecorina (also referred to as
Trichoderma reesei) is described in U. S. Pat. Nos. 5,861,271 and 5,650,322.
Compensating volumes of acetate buffer were added to make up for differences in tota!
volume. The microtiterplate was sealed and incubated in a thermostatted incubator at 50
¢ C under continuous shaking at 900 rpm. After two hours, the hydrolysis reaction was
stopped by the addition of 100 ul glycine buffer, pH 10 to each well. To calculate
performance index (P , or PI), the ratio of the (average) total sugar produced by a variant
and (average) total sugar produced by the wild-type at the same dose were averaged.
The hydrolysis reaction products were analyzed with the PAHBAH assay. PAHBAH
assay: Aliquots of 150 pl of PAHBAH reducing sugar reagent (5% w/v p-
hydroxybenzoic acid hydrazide (PAHBAH, Sigma # H9882, dissolved in 0.5 N HCI),
(Lever, Anal Biochem, 47:273-279, 1972) were added to all wells of an empty
microtiter plate. Ten microliters of the hydrolysis reaction supernatants were added to
the PABAH reaction plate. All plates were sealed and incubated at 69°C under
continuous shaking of 900 rpm. After one hour the plates were placed on ice for five
minutes and centrifuged at 720 x g at room temperature for five minutes. Samples of 80
uL of the developed PAHBAH reaction mixtures were transferred to a fresh (read) plate
and absorbance was measured at 410 nm in a spectrophotometer. A cellobiose standard
was included as control. A dose response curve was generated for wild-type CB H2
protein,

D. Specific Activity Determination By Hydrolysis Of Dilute Acid Pretreated Comn
Stover (PCS)

{215] Pretreated Corn Stover (PCS): Corn stover was pretreated with 2% w/w H , SO

as described (Schell et al., J Appl Biochem Biotechnol, 105:69-86, 2003) and followed
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by multiple washes with deionized water to obtain a paste having a pH of 4.5. Sodium
acetate buffer (pH 5.0) was then added to a final concentration of 50mM sodium
acetate and, if necessary, this mixture was then titrated to pH 5.0 using IN NaOH. The
cellulase concentration in the reaction mixture was approximately 7%. Sixty-five
microliters of this cellulose suspension was added per well to a 96-well microtiterplate
(Nunc Fiat Bottom PS). Ten microliters of a 5 mg/ml culture supernatant from a CBH2
deleted strain was added to the PCS , and 5, 10, 15, or 20 pl of pooled culture
supernatants from H. jecorina cells expressing either wild-type CBH2 or CBH2 variants
were added to it. Compensating volumes of acetate buffer were added to make up for
differences in total volume. After sealing of the plate, the plates were placed in a
thermostatted incubator at 50 ° C under continuous shaking of 1300 rpm for 5 minutes.
The plates were then incubated at 50 ° C while shaking at 220 rpm under 80% humidity
to prevent drying. After 7 days the plates were put on ice for 5 min and the hydrotysis
reaction was stopped by the addition of 100 pl glycine buffer, pH 10 to each well. The
hydrolysis reaction products were analyzed with the PAHBAH assay. To calculate
performance index (P ; or PI), the ratio of the (average) total sugar produced by a variant
and (average) total sugar produced by the wild-type at the same dose were averaged.
PAHBAH assay: Aliquots of 150 pl of PAHBAH reducing sugar reagent (5% w/v p-
hydroxybenzoic acid hydrazide (PAHBAH, Sigma # H9882, dissolved in 0.5 N HCI),
(Lever, Anal Biochem, 47:273-279, 1972) were added to all welis of an empty
microtiter plate. Ten microliters of the hydrolysis reaction supernatants were added to
the PABAH reaction plate. All plates were sealed and incubated at 69°C under
continuous shaking of 900 rpm. Afier one hour the plates were placed on ice for five
minutes and centrifuged at 720 x g at room temperature for five minutes. Samples of 80

uL of the developed PAHBAH reaction mixtures were transferred to a fresh (read) plate
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and absorbance was measured at 410 nm in a spectrophotometer. A cellobiose standard
was included as control. A dose response curve was generated for wild-type CB H2
protein.

E. Specific Activity Determination By Hydrolysis Of Ammonija Pretreated Corncob
(CC)

[216] Corn cob was ground to pass through a 0.9mm screen then pretreated as described
in Example 4 of patent application W02006110901 (herein incorporated by reference
for this method). Pretreated corn cob was used as a 7% cellulose suspension in 50 mM
sodium acetate pH 5.0. Sixty-five microliters of the suspension was added per well to a
96- well microtiterplate (Nunc Flat Bottom PS). To each well, 20 pul of 3.4 mg/m}
supernatant from a strain (Aegll, Aegl2, Acbhi, Acbh2) supplemented with 0.23 mg/ml
purified T. reesei beta- glucosidase 1 (Cel3 A) was added. Twenty or forty microliters of
pooled culture supernatants from H. jecorina cells expressing either wild-type CB H2 or
CB H2 variants were added. Compensating volumes of acetate buffer were added to
make up for differences in total volume. The plate was incubated at 50 °C while shaking
at 220 rpm under 80% humidity to prevent drying. After 3 days the plate was put on ice
for 5 min and 100 pl of 100 mM glycine pH 10.0 was added. After mixing, the plate
was centrifuged at 3000 rpm for 5 min. A volume of 10 pl supernatant was diluted in
190 pl water. Twenty pl of the diluted solution was transferred to a new 96-well
microtiterplate (Costar Flat Bottom PS) containing 100 pl ABTS glucose assay mixture
(274 mg/ml 2,2' azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid, 0.333 U/ml
horseradish peroxidase type VI, 1 U/ml glucose oxidase) and increase in A 40 was
recorded in a microtiterplate spectrophotometer (Spectramax Plus 384, Molecular
Devices). A range of glucose concentrations was included as a standard on each plate

(6.25,12.5, 25, 50, 100, 200, 400 mM). Assays were done in duplicate. A dose response
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curve was generated for the wild-type CBH2 by fitting the data with the Langmuir
equation (y = (x*a)/(x+b)) and the activities of the CB H2 variants were divided by a
calculated activity of wild-type CBH2 of the same plate to yield a performance index.

F. Stability Of CBH2 Variants In Presence Of Ethanol

[217] The stability of wild-type CB H2 and CB H2 variants was tested in the presence
of 4.5% ethanol (EtOH) at 49°C. Pooled culture supernatants (80 pl) of H. jecorina
cells expressing CBH2 variants were added to a 96-well plate (Greiner V-bottom PS)
containing 10 pl of 40.5% EtOH per well. The plates were sealed and incubated in a
thermostated incubator at 49°C for 16 hours with shaking at 900 rpm. Following
incubation, the plates were placed on ice for 5 minutes. Residual CBH2 activity was
determined using the phosphoric acid swollen cellulose (PASC) hydrolysis assay as
described above. [218] To calculate residual activity, the value of the product formed by
the addition of 5, 10, 15 and 20 p! of EtOH-incubated CB H2 to the residual activity
PASC assay was divided by the value of the product formed by the addition of 5, 10, 15
and 20 p! of EtOH-free CB H2 to the PASC assay. The individual values of these four
ratios were then averaged to give the average residual activity. To determine PI value for
the variant, the value of average residual activity for the variants was then divided by
the average of the residual activity values of the wild-type CB H2 controls.

G. Thermostability Of CBH2 Variants

[219] The thermostability of wild-type CB H2 and CBH2 variants was tested at 53°C.
Pooled culture supernatant (80uL) of H. jecorina cells expressing CB H2 variants were
added to a 96-well plate (Greiner V-bottom PS). The plates were sealed and incubated in
2 thermostatted incubator at 53°C for 16 hours with shaking at 900 rpm. Following
incubation, the plates were placed on ice for 5 minutes. Residual CBH2 activity was

determined using the phosphoric acid swollen cellulose (PASC) hydrolysis assay as
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described above. [220] To calculate residual activity, the value of the product formed by
the addition of 5, 10, 15 and 20 pl of heat-treated CBH2 to the residual activity PASC
assay was divided by the value of the product formed by the addition of 5, 10, 15 and 20
p! of unheated CB H2 to the PASC assay. The individual values of these four ratios
were then averaged to give the average residual activity. To determine PI value for the
variant, the value of average residual activity for the variants was then divided by the
average of the residual activity values of the wild-type CB H2 controls.

EXAMPLE 2

Generation of Hypocreajecorina CBH2 Site Evaluation and Combinatorial Libraries
[221] The pTTTpyr-cbh2 plasmid containing the Hypocrea jecorina CB H2 protein
encoding sequence (SEQ ID NO:1) was sent to BASEClear (Leiden, The Netherlands),
Gene Art AG (Regensburg, Germany), and Sloning BioTechnology GmbH (Puchheim,
Germany) for the generation of Site Evaluation Libraries (SELs). A map of pTTTpyr-
cbh2 is provided in Figure 3. A request was made to the vendors for the generation of
positional libraries at each of the sites in Hypocrea jecorina CBH2 mature protein (SEQ
ID NO:3) shown in Table 2-1. The amino acid sequence of CB H2 full length protein is
shown in SEQ ID NO:2. [222] SEQ ID NO : 1 sets forth the reference Hypocrea
jecorina CBH2 coding DNA sequence:
atgattgtcggcattctcaccacgcetggetacgetggecacactegeagetagtgtgect
ctagaggagcggcaagettgeicaagegt
ctggggccaatgtggtgpccagaattggtegpgtecgacttgetgtgcticeggaageac
atgegtetactccaacgactattactece
agtgtcticceggegetgeaagetcaagetegtecacgegegecgegtegacgactictc
gagtatcccccacaacateecggtega

geteegegacgectecacctggtictactactaccagagtacetccagteggatcgggaa
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ccgetacgtaticaggeaacccetitigttg
gegtcactccttgggecaatgeatattacgeetetgaagttageageetegetattecta
gcttgactggagecatggecactgetgeag

cagctgtcgcaaaggticcctettitatgt ggctagatactettgacaagaccecctcetca
tggagcaaacctiggecgacatcegeaccg
Ccaacaagaatggcggtaactatgccggacagtttgtggtatatgacttgecggatcgeg
attgcpetgeecttgectegaatggegaa
tactctattgccpatggtegegicgecaaatataagaactatatcgacaccattcgtcaa
attgtcgtggaatattccgatatccggaccct
cctggttattgagoctgactetettgecaacetggtgaccaaccteggtactccaaagtg
tgccaatgetcagtcagectacettgagtge
atcaactacgccgtcacacagetgaaccticcaaatgttgegatgtatttggacgetgpc
catgcaggatggetiggetggeeggeaaa
ccaagacccggecgeteagetatttgcaaatgtttacaagaatgeategietecgagage
tcttcgeggattggeaaccaatgtegeca
actacaacgggtggaacattaccagecceccatcgtacacgcaaggeaacgetgtctaca
acgagaagctgtacatccacgctattg
gacctettettgecaatcacggetggtccaacgecticttcatcactgatcaagptegat
cgggaaageagcectaccggacageaaca
gtggggagactggtpcaatgtgatcggeaccggatttggtattcgeccatecgeaaacac
tggggactegttgetggaticgtitgtctg
ggtcaagecaggeggegagtgtgacggeaccagegacageagtgegecacgatttgacte
ccactgtgegeteccagatgecttge

aaccggcgcectcaagetggtgcttggticcaagectactttgtgeagetictcacaaacg caaacccatcgttectgtaa.



[223} SEQ ID NO:2 sets forth the Hypocrea jecorina CBH2 full length protein
sequence:
MIVGILTTLATLATLAASVPLEERQACSSVWGQCGGQNWSGPTCCASGSTCVYS
NDY YSQCL
PGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTSRSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVG
VTP WA
NAYYASEVSSLAIPSITGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRT
ANKNGG NY
AGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDT]RQIVVEYSDIRTLL
VIEPDS LA
NLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFA NV
YKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYTHAIGPLLANH
GWSNAF FI
TDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGEC
DGTSDSSA PR FDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL,

[224] SEQ ID NO:3 sets forth the Hypocreajecorina CBH2 mature protein sequence:
QACSSVWGQCGGQNWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCLPGAASSSSSTRAAST
TSRVSPT TS
RSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVGVTPWANAY YASEVSSLAIPSLTG
AMAT AA
AAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDC
AALASNGE YS
IADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLVIEPDSLANLVINLGTPKCANAQSAY

LECI NY
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AVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQLFANVYKNASSPRALRGLA
TNVANYNG WN
ITSPPSYTQGNAVYNEKLYTHAIGPLLANHGWSNAFFITDQGRSGKQPTGQQQW
GDWCNV IG
TGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGECDGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQ
AGAWFQ AY FVQLLTNANPSFL.

[225] For each of the 162 sites listed in Table 2-1, an average of 18 substitution variants
were generated. The libraries were received as purified plasmids encoding CBH2
variant proteins,

Table 2-1: Selected Positions of the Mature CBH2 Protein

58

59 [226] Four synthetic CBH2 combinatorial libraries were also produced by Stoning
Biotechnology GmbH (Puchheim, Germany) and BaseClear (Leiden, The Netherlands).
Tables 2-2 to 2-5 list the substitutions that could be present in members of the synthetic
CBH2 combinatonial libraries (numbered according to the CBH2 mature amino acid
sequence).

Production of CBH2 Variant Proteins {227] Purified pTTTpyr-cbh2 plasmids (p ¢b ni,
Amp ® , Acetamide ® ) containing open reading frames encoding CBH2 variant
sequences were obtained from the vendors specified above. Protoplasts of a quad-
deleted H. jecorina strain (Aegll, Aegl2, Acbhl Acbh2) were transformed with the
pTTTpyrG constructs and grown on selective agar containing acetamide at 28°C for 7
days as described (WO 2009/048488). Genes encoding cellobiohydrolase T (CBHI,
Cel7a), cellobiohydrolase II (CBHII, Cel6a), endoglucanase I (EGI, Cel7b), and
endoglucanase II (EGII, Cel5a) have been inactivated in the quad-deleted strain. Spores

were harvested, replated on acetamide agar, and incubated at 28°C for 7 days. In
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addition, spores were harvested in 15% glycefol and stored at -20 °C for further use. For
CB H2 variant protein production, a volume of 10 ui spore suspension was added to 200
ul glycine minimal medium supplemented with 2% glucose/sophorose mixture in a
PVDF filter plate: 6.0 g/L glycine, 4.7 ¢/ (NH 4) 280 4; 5.0 g/L KH ;PO 4; 1.0 g/L
MgSO 4 -7TH , O; 33.0 g/l PIPPS; pH 5.5; with post sterile addition of -2%
glucose/sophorose mixture as the carbon source, 10 ml/L of 100g/L of CaCl ,, 2.5 ml/L
of T. reesei trace elements (400X): 175g/L Citric acid anhydrous; 200g/1. FeSO 4-7H »
O; 16g/L ZnSO 4-7H , 0; 3.2 g/L CuSO 4-5H ;O; 1.4 g/ MnSO ,-H ;0; 0.8 g/L H 5
BO ;. Each CB H2 variant was grown in quadruplicate. After sealing the plate with an
oxygen permeable membrane, the plates were incubated at 28°C for 6 days, while
shaking at 220 rpm. Supernatant was harvested by transferring the culture medium to a
microtiter plate under low pressure and tested for residual glucose using the hexokinase
assay as described in Example 1.

EXAMPLE 3

Expression, Activity and Stability of CBH2 Variants

[228] H. jecorina CBH2 SEL and combinatorial variant proteins were tested various
properties of interest. In particular, the cellulase varianis were tested for protein
expression using the HPLC assay (HPLC), specific activity using the PASC hydrolysis
assay (Act, PASC) and the PCS hydrolysis assay (Act. PCS), stability in the presence of
ethano! (EtOH ratio) and thermostability (heat ratio) as described in Example 1.
Combinatorial variants were also tested for specific activity by hydrolysis of ammonia
pretreated corncob (Sp. Act. CC) as described in Example 1. Performance data for CB
H2 SEL vanants are shown in Table 3-1, and performance data for the CB H2
combinatorial variants are shown in Table 3-2. Rows of Table 3.2 lacking performance

data correspond to CBH2 combinatorial variants that were not expressed in initial tests.
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[229] Performance index (Pi or PI) is the ratio of performance of the variant to the
parent or reference cellulase. Various terms set forth below are used to describe the
mutation: up mutations have a Pi > 1; neutral mutations have a Pi > 0.5, non-deleterious
mutations have a Pi > 0.05; deleterious mutations have a Pi = 0.05; combinable
mutations are those mutations for which the variant has Pl values = 0.5 for at least one
property, and >0.05 for all properties. Combinable mutations are mutations that can be
combined to deliver proteins with appropriate PIs for one or more desired properties.
Positions at which mutations occur are classed as follows: Non-restrictive positions
have > 20% neutral mutations for at least one property; and Restrictive positions have <
20% neutral mutations for activity and stability. [230] This data may be used to engineer
any CBH. Even if the CBH to be engineered has an amino acid different from that of
CB H2 at a particular position, this data may be used to find a substitution that will alter
the desired properties by identifying the best choice substitution, including substitution
to the CB H2 wild type amino acid [231] Table 3-1 shows performance index values (Pi
or PI) for 2,828 variants of Hypocrea jecorina CBH2 at 162 positions. Performance
indices less than or equal to 0.05 were fixed to 0.05 and indicated in bold italics in the
table.

[232] Non Combinable variants are those for which all Pi values are < 0.05. For
Hypocrea jecorina CBH2, of the 2,828 variants, 6 are non-combinable. They are
A121Q, L243H, A322Q, L328C, L328Y, V436Y. Any CBH2 which has one of the
above substitutions relative to Hypocrea jecorina CBH2 can be improved by mutating
that amino acid to one of the combinable substitutions at that position, or to the amino
acid present in Hypocrea jecorina CBH2 at position 121, 243, 322, 328, or 463.

EXAMPLE 4 Classification of CBH2 Positions
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[233] As described throughout, functionality of cellulase variants was quantified as a
performance index (PI), which is the ratio of performance of a variant to a parent or
reference cellulase. Various terms set forth below are used to describe the mutation: up
mutations have a PI > 1; neutral mutations have a PI > 0.5, non-deleterious mutations
have a PI > 0.05; deleterious mutations have a PI = 0.05; combinable mutations are
those mutations for which the variant has Performance index values = 0.5 for at least
one property, and >0.05 for all properties. Combinable mutations are mutations that can
be combined to deliver proteins with appropriate performance indices for one or more
desired properties. Positions at which mutations occur are classed as follows: Non-
restrictive positions have > 20% neutral mutations for at least one property; and
Restrictive positions have < 20% neutral mutations for activity and stability.

[234] As shown in Table 4-1, for the 162 positions tested in CB H2, all 162 are Non-
restrictive. Non-restrictive positions are the positions that are most suitable for use in
constructing combinatorial libraries, since they have a large number of combinable
mutations.

EXAMPLE 5 Effect of Charge Change on the Activity of CBH2 Variants

{236] In this example, the effect of charge change on the activity of CBH2 in PCS and
PASC assays was assessed. Briefly, the number of PCS and PASC winners in the CBH2
SELs was determined as a property of net charge change. In Tables 5-1 and 5-2, the
ratio of observed to expected (o/c) winners was determined in PCS and PASC assays
respectively. Values in bold italics are significantly different from the average of 10
random distributions plus or minus the number of standard deviations (sd) listed in the
respective columns.

[237] As shown in Table 5-1 and Figure 2A, decreasing charge (e.g., -1, -2) results in a

significantly higher frequency of CB H2 winners in the PCS assay, while increasing
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charge (e.g., +1) results in a significantly lower frequency of CBH2 winners in the PCS
assay. In contrast, as shown in Table 5-2 and Figure 2B, a significantly higher frequency
of CBH2 winners is observed for variants without a charge change (e.g., 0), while a
significantly lower frequency of CBH2 winners is observed for charge changes (e.g., -2,
-1, +2). [238] In conclusion, CBH2 activity on PCS correlates with decrease in charge.
CBH2 activity on PASC however, shows that this trend does not correlate with cellulose
hydrolyzing activity, but is specific for PCS material.

EXAMPLE 6 Creation of Trichoderma reesei Screening Strains {239] Improved
screening strains were created to increase the consistency of CB H2 variant expression
in the presence of factors unrelated to the amino acid sequences of the enzyme variants,
In particular, T. reesei screening strains were developed in combination with a targeting
vector to force integration of cbh2 variant genes (e.g., coding region in operable
combination with a regulatory sequence). The new strains prepared during development
of the present disclosure, combine several mutations that are advantageous for screening
variant libraries. A schematic of the genetic engineering steps is shown in Figure 4.
[240] Deletion of ku80 from the T. reesei quad deleted derivative strain. A single
orthologue of MUS52, the N. crassa orthologue of the human KU80, was identified by
TBLASTN search in the genome sequence of H. jecorina QMé6a (Trichoderma reesei)
and was consequently named T.reesei ku80. protein id 58213; hitp:/genome.jgi-
psf.org/Trire2/Trire2. home htm! The nucleotide sequence of the Treesei ku80 gene is
provided as SEQ ID NO:23 :
ATGGCGGACAAGGAAGCAACCGTCTTCATCATCGACCTCGGCGCGTCCATGG
CA
GCTGTCAATGGGGGTCGAGAAGAATCCGACCTTGATTGGAGCATGAGCTACG
TC
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TGGGACAAGATCAGCAACGTCGTGGCCTCGAATCGCAAGACGCTGTGCGTT
GGC
GTCGTGGGGTTCAGAACCGACGAGACAAACCACACGCTGAGCGAGGATGGG
TAC
GAGAACATCTCCATATTGCAGCCCCTGGGGCCGATGAGCATGTCCAGCCTCA
AG
GCTCTTCAGCCCAAGGTGAAGCCGAGCAGGACGGTGGAAGGCGATGCCATC
TCG
GCGATTGTCATTGCCGTCGACATGATTGACAAGTACACGAAGAAGAACAAAT
GG
AAGCGGCAGATTGTTCTCATTACCGACGGCCAAGGCGAGATTGATCCAGATG
AT
ATTGGCGACATTGCTAGAAAGATGCGCGACTCGAATATTGAATTGACAGTCTT
GT
GAGTTGGCGAGACCGTTTGGCGGACGGTAATGGTGCTGACGGTGATGCAAG
GGG
CGTCGACTTTGATGCTCCCGATTACGGCTTCAAAGAGGAGGACAAACCTTCA
GTC
AAGGTACTCCATATGTTCACTTCTTTTCTTTTTCTTCTITATTTTCTTTTCTTTT
GAA
GCTTTCATTAACCTCTTCGTTAGAAGCAAAACGAAGAGACCCTAAAAAAGCT
CGT
GGATGGCTGTGGCGACGACTCAAGGTTCGCCTCCATGGTCGAGGCCATTGAC
GA

CTTGAATGAGCCACGAGCAAAGTCGGTCAAGCCTTACAAAACGTACGAAGG
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TCT
CTTGACCTTGGGAGATCCGAAAAACGCTCCCGCAGTGGTGGAAATCCGCGTC
GA
GAGATACTTCAAGACCCATCTAGCCAGGCCACCTGCCGCCAGCACCGTGGTG
GTC
AAGGAGGAGCAAGCTGGGCCGTCTCAGGCAGACGAGGACGAACAGATGGA
CGG
AGCGGAACTTACAGCTGTGAGGCAGGCCAGGACATACAAGGTCAATGATCC
AGA
TGCCCCTGGCGGTAAGCGTGACGTTGAGTTTGAGTCTCTGGCCAAAGGGTAC
GAG
TACGGCAGGACGGCAGTCCACATCAGCGAGTCTGATCAAAACGTCACCAAG
CTC
GCGACAGAAAAGAGCTTCAAGATCATCGGCTTCGTCCAGAAAGAAAAGGTA
TTG
GCTTGGCTCTCAGCATTTGACCCGTTGCTCTTGGCTAACCCTTGTTTAGTATG
AAA
TGCTCCTTAATCTTGGCGAAACCTGCGTTACCGTTGCATCCAAGTACGATGAA
AA
GTCTGAGCTGGCTTTTAGCTCTCTGGTGTGGGCGCTCTCGGAGCTCGACGCC
TAC
GCCGTGGCCCGCCTAGTAACTAAGGACCAAAAGGACCCCATGCTGGTGTTAC
TG
ATGCCGTATATGGAGCCTGATTATGTTTGTCTCTATGATGTGCCTCTGCCTTTC

GC



AGAGGACATCAGGACGTACCAGTTTCCTCCCTTGGACAGAGTCGTTACCGTC

AGT

GGCCAAACGCTCACCAACCATCGCCTATTGCCATCCGACGAGCTCAACCAAG
CG

ATGAGCGACTACGTAGATGCCATGGACATTTCAAGTTATGGTATCGATGAAGA
TG

GGTGAGTATAGAAGATGATTGTTCAAATCTTTCACTTCTAAGCATTGCTTCTGA

TC

TAGGCAACCGGCTGAATATGCCACCATCGATGAGTTATACAACCCTGCGATAC
AT

CGCATAGGCCATGCGATCAAACAACGAGCGATCCACCCAGAGAAACCCGTG
CCC

GAGATCCCCCCAGTCTTGCTTAGATTCGCAGCACCCCCGACAGAACTCGTCG
AGA

CTGTGCAGCCTCATATCGATGCACTGATTCACGCTGCAGACGTGAAGAAAGG
TAC

TGATTCCATTACATATGCTTCTCTGCACACTGATGTTTGATTTGTGCTAACGCC
CC

CCTTAGTGCCGCCCAAGGCCAAGGGCAAGCGCCAAAGAGAAACAGTTAAAC
CCA

TCTCGGGACTGGATGTGGATGCCCTTCTGGGAGAAGAGCAGAAAGGTTCCAT
TA

GTCCGGAGAATGCCATTCCGGACTTCAAACGAGCCCTCAACTCGTCCGAAGA

AG

TCGAGCAGATTGCCGACGCCACAAAACAAATGGGGGCCATTGTGCGGTCTCT
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CA
TTACGGACAGCTTCGGGGATAGCAAATATGCCCAGGCAATGGAAGGCATTGG
TG
CGATGCGTGAGGAGCTGATCAACCTGGAAGAGCCTGGCCTGTACAACGACTT
TG
TGCGCGACTTGAAGAAAAGTTTGCTATCTGGAGCCTTGGGTGGTGACAGGCG
AG
ATTTCTGGTTCAAGATGAGGTGGGCGAAGCTGGGCCTGATTGACAAGAAAC
AGT
CGGAGGTGTCTTCGGTCACTCTTGAGGAGGCGGACGAGGTGAGTGGTGCAG
CAT
GCTGTCGGATTATACGGACGTTGTTTGCTAACTTGTGGGATAGTTTTACAAGT
CG
AGGTGAGGTATCTACGTTGACCAAGAATGGGACCATGTATATGAGCGGTGTA

ACAACAGAATCCTGTGCTTTGAGCATTGTATGA

[241] The T. reesei ku80 gene was deleted from the quad deleted derivative strain using
standard methods of the art (WO 2005/001036). Briefly, a ku80 deletion cassette was
utilized that employed a selectable marker flanked between 1.3 kb of 5' ku80 sequence
and 2.3 kb of 3' ku80 sequence, as schematically shown in figure 5. The variant T. reesei
ah, which confers resistance to the herbicide chlorimuron ethyl, was used as selectable
marker as described in WO 2008/039370. The nucleotide sequence of the ku80
knockout cassette is 7685 base pairs in length: bases 1-1271 correspond to the 5' ku80
homologous region; bases 1280-7685 correspond to the a/s-chlorimuron ethyl resistant
variant (A190D); and bases 5381-7685 correspond to the 3' ku80 homologous region.

The nucleotide sequence of the ku80 knockout cassette is provided as SEQ ID NO: 14:



ggcegectcaacacecacactegaggeacacgagttcatcggegpcttcccccacaaget
ctcggecaacctgetaceggetctete
gegagacttcccaaagectacaaacgaggtcgacgtcaaggaggecctegagegecagee
cggcagatggagectecagggeca
gatcaaggccaacaacatgagageccagagegecgeacteeggetcgacgacaaggaggg
caaggcgagagectitgappagg
ccaagcgcgagetactggegtatcaccacagegecctgeggaagecttceggegeaagat
aatgagctigatcgeaatgacgagtic  acgtacgctttgocatatigttgttgetttitgittgptectacatgtacggegeattgg
ttgggaggatatacccacggagagtgtecgagt
gecttctgggatitagagegicatiageaggatagagatggtipgecaggggaatggaat
tgacitticactacaaggaacttgticactc
tggtgtigattcccatigegtgactgptagtagggaggaatgcettttactttgtgccact
agaccgeagagaagegiigptigcaapegg
gptecgtgtatacegaccaagagtgatgggecatacageaacgtitctgaacgacttcatt
ttgtccgagtctactggatgcgagatgeca
gegtgaagceegtacgecaccagggogacgaactcgacaaggitgacgagggaggagatge
cgtgcagcatgecaaacttettgitg  agggeacgeatcteatcegactgtgeatecttgtcataccactectttecgtetegettg
getggtggeagggttcaacaaatccategtc
agccatccggggtetcaaatcaatggegtgeatgeggagtegggcttgaggctaaccttg
tccatggeggtcottcatggtettgacag
tggeggpaageageacggegaggtigacgaggecgetgacgaacatggtigegatgggca
ccaaggagetccactigitgggage
gtcgacgaggecgecgatgecgeectigatgeccaagagggogtitceggggaacgtgag
gecgageagegepgepatgecegt

ctgoatgecaaagtagatggggaacagettgetctggatggcggagaageagggcoggot
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gacggtgcggaacalgacgatgeeg
{tgacgaaggactgcagtagegtagtgtgatgptaagcagetggecggepegectgagac
aatggccggcaatggtaaaanggace
aagatgtactaggtagttgcaatgtggcttattacctacctactacctggtaggeaccta
ctaggtacttgggtagacggacaatgaaattt
gaagtcggogttgcaggaaagcagggegotggacacatigtgcticaggeggtaceegte
gtcatcgicagccaatgicgaggecc
ggcagecegaggagegagacaacciggecggaggageecgeaggtacctgecaaagege
ggcetggtacctctcaaccetetcag
gectgttggatgecctatgacatgeectgggggatgeagetgttgeeccggeccegeact
ttegggtgaccgegaggctgctgatigg
ctggttgccacgggetgggceggtocctgaagtigttgceatetgaactetgtcggegetg
gegteggetgegeecaatgggaggega
gacaactcagggtactagaatcactgacagaagaapagaatcgaaagtagptagacagcc
aattcgttgcatggcaggeaaccgea
caggagaaaaattgactaccccacaatcaggcacagtaagtagggcacagtacgtatgta
cagacaaggcgcaagcgatactgege
gacccggtacctegecggcttgacacgtgegacaggetactitactagtattcgeagegg
cgggtcgegcattattacatgtactgtge
cgecatttgatgactggpctgetgeagtattagtagatctgeccggeategecctteeat
gggecgegaccegggactggacceetctga

ctctacctacatgtacctaggecgggecggecttggtgacttttgtocgatcaggtegtt

cgectggctacctattatitctetttcttettete
catcetgettetggecttgeaaticticticgecactectecctettccecccgegatac

ccttgaattcgtcagagaggaaaagacgaga
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aaaaaaagggcagcagagacgtc ggtctggcteacgtgetgeatetctgegeacteteat
titttttattgtccgaceoeteecteaacctt ctecttegtigacaggetaagecttgettcgacgetetetetttgaatitttctacttet
accttcttttcttgcptgttacccaccatagetegat
tcacgatgetcegaagtcgecaagticacagecagggecgtecgggetetgggecaggege
gegectttacctcgacgaccaagect
gtcatgatccagagcagecagaggaaacaggecaacgeeagegetgetecgtaagtogee
cattgccattgeatcttctgtttgatata
tacticctgetgettgegtggegtegteteteggttatgegtgtcaaggaccaggtgtot
tcgeategtggttitccagegecgattacegg
gggacgaatttitggetgcteaactcgegegegegeattetgattettcgttttcaatet
tgagcgacaactggctaacataatggecattg
gcaattgcticacacagacaagtccgeoctgtacegageectgetticaacgetgaagac
aaagaccgcagecatgtgcagectetgg
tcaaccegtegaageccgacatggatgaategtatgtecacgteecetegtecegeccta
Caaaatgaacacgattacaccagaattttt
gcaacaatcgacacttctataacagaccaattgagctttgttctgaccaatcatgttget
Ctagattcattggcaaaaccggaggcgaaat
cttccacgagatgatgetgegacagpgtptcaageacattigtaggttecgatgeeggec
geccacacgggctccatecttgetecate
tctecagetaggeaaatctcgetaacctigagtcaccatccagteggataceetggegge
getatectgeccgtcttcgacgecatctac
aactcaaaacacttcgacttcatcetgeceegtcatgageagggagetggecatatggec
gagggctatgcecgtgectegggcaaa
cceggigicgtectggtgacticeggecceggtgctaccaatptcatcacgeccatgeag

gatgcoctgtcggacggaacgcccttgg
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tegicttctgeggecaggteccccaccacggocateggeagegatgacticcaagaggecg
acgtcgtgggcatetcgegggectge
accaagtggaacgtcatggtcaagagcgttgctgagctgcc gcggagaatcaacgaggece
tttgagattgccaccageggecgeee
tggeceegtectegtegacctgeccaaggatgtcacggetggtatectgagpagagecat
ccctacggagactgcetetgecgtetetg
cecagtgeegectocegegecgecatggagetgagetccaageagetcaacgectecate
aagepgtgccgecgacctcatcaacat
cgecaagaageccgtcatctacgecggtcagggtgteatecagtcegagggcggegttga
getcctgaageagetggeggacaag
gcetecatececgteaccaccaccetecatggectggatgectttgatgagetggacgag
aagtcgctgcacatgetgggeatgeacg
geteggegtatgecaacatggecatgeageaggecgaccteatcatcgeccteggeagec
gattcgacgaccgtgttactctgaatgt
ctccaaatitgegeetpeagecaggeaagetgctgeegagggecgeggeggeatcattea
clitgagatcatgcccaagaacatcaa
caaggtcatccaggegaccgaggeegtegagggegacgtcgecaccaacctgaageacct
cattccccagattgecgaaaagicca
tggeggaccgaggagagiggitcggectcatcaatgagtggaagaagaagtggeceetgt
caaactaccagegegeggagegggce
tggectcatcaageegeagacggicatggaggagattageaacctgacgpccaaccgaaa
ggacaagacgtacattgccacgggt
gtcggecageaccagatgtgggttgeccageacticegetggaggcacectegatecatg
attacctctggtggtetggecaccatgg

getacggtetccocgeggecattggegecaaggtggeccageoccgacgetotegtaattg
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acgttgatggcgatgectcgtttaacat
gacgetgacggagcetgtcgactgetgcacagticaacattggegtcaaggtggttptoct
caacaacgaggagceagggcatggtgac
geagtggeagaacctetittacgaggaccgatatgeccacacgeaccagaagaaccccga
cttcatgaagctggecgacgecatgg
gegttcageaccagegegtgacggagecggagaagetggtegatgecctgacgtggetga
tcaacaccgatggeccggecctgttg
gaggttgtcacggacaagaaggtgcctgtectgeccatggtgeccgecggateggeoctg
cacgagttcctcgtctttgaacctggte
agtctacttcagacatattgcttgcgeattgcagatactaacacictcacagaaaapggat
aageagegecgtgagetgatgaaggagag
aacaaagggtstgcactoctaaagegatgatgtetgegagggeticticgttgaacecta

~ gttcaggcaccatcttaccctcttattitttce
cgtgggctitcatttigtgtcatccgageatgacgttgtagggttggagtttcticettt
ttatcttgtcatitactggtacccataggcgegag
actaggcticcatgttttgtittgcgactticaaaaagtacttttagtggtitgggacac
gacgagggggggcaacctctictgtcgaaaaa
getegetggatggatgagatgagatgagatgagggtgaagatagatacctgeagtgttit
tgacgegacgggatggcgatcgeagea
cceccgacagaactegtegagactgtgeagecteatatcgatgeactgattcacgetgea
gacgtgaagaaaggtactgaticcattac
atatgcttctctgeacactgatgtttgatttgtgetaacgeeceecttagtgecgeccaa
ggccaaggpcaagegecaaagagaaacag
ttaaacccatctcgggactggatgtggatgeccttctgggagaagageagaaaggticca

ftagtccggagaatgccattccggacttc



aaacgagcccticaactegiccgaagaagtcgagcagattgecgacgecacaaaacaaatg
ggggccattgtgeggtetcteattacg
gacagcttcggggatagcaaatatgeccaggeaatggaaggeatiggtgegatgepteag
gagctgatcaacctggaagagectgg
cctgtacaacgactitgtgegegacttgaagaaaagtttgetatctggagecttgggtog
tgacaggcgagatttctggticaagatgag
gtgggcegaagetgggectgattgacaagaaacagteggaggtgtetteggtcactettga
ggaggeggacgaggtgagipgtecag
catgeigtcggattatacggacgttgittgctaactigiggpatagttttacaagtcgag
gtgaggtatctacgttgaccaagaatgggac
catgtatatgagcggtgtaacaacagaatcctgtgctttgageattgtatgatatgatta
ttgatgaaccggacaaaaggggataggpga
ttgatgccatcacgaccgattgaccagacctggattctcgcacageatggetgetgattt
tgttgaccttgegacgtaacatcectgaaga
acaacctactattaacctatcatttagcagaagctctgtaaccttcttgaftcttgtatt
cagcttctgagtctgtcaaatgtaatcatttcgagg

ttgtgtaattccggecaageaggcggecgtetgecagegectgectaggetgeacegeaa

tetgeecaatcagetgecctteagtitcg  titgaccttgeagetgeccttcatectttatetgeacacaattctttttectetgetotg

cgcattctictctetetegteteectictcaagetcaa
cttcacctcatcegetccactacaageectecegtegtegtetegeatecteatctegac
tgcggecageaaaacaageaaagecgiga
tcgatcetcageatggctaccttcaacctcacegteegectggagatgctcaaagaaatt

ggaatcaccgtccaatacggegageatgt

agcgaaagaagceagecagcaacgaagcagegatggcaticgaagaagaagaagagticec

cgeegttgtgeegeccaaggeaga
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acagcacgcctetgaacacgacgetggecacgatgettgggacgeggctgeccacatete
gacttcggegeaagaacageagaag
ccccaggagatggacgactogtctategtgatgecgetggactactccaagtttgtegtt
ggagagcctgeggacgaatccatcagett
ttgctegtggaagptegtegaggcttatectgaccagtttatcggcaaggeaaacaggee
tcgtgtatgtagegattgctttctctgeatta
tgggaatctcaagagagtatggtagaagataactgacaacttgecaggccaageegtactt
tgacaagattttggaagacagagtctge
gatttgtgagpatcttgattgatgtgcatatggegacatgcectgetaatatcattgtage
ttctatctctacaaccecgagaagecticaga
gaagcctcgeptgetggtgeccactgticagetecgaaggcttictcaaaagceatcaacag
agcgeteggtacttetctcaccattccag
gaggggcaaaccaggaccgitttiatctgaggticggccagggagacaccecaaggectc
gatatctacagaggtcgagagaccag
aaatccctaaagattgaaacgttcoccgatittcaacaggeggactacgacagetitagg
aacgcgcatggegccatccaggaggact
ggtigaagaactggcagatgcetggtaccteggecgagtttcgacaagaagaaaaatgeag
acaaaagagcagccaagagaaggct
cgagcgagagegaatgeticacaatacgeaggaatticticatitggeaggtaagggcaa aggggctgacgtgg.

[242] Creation of the Archy2 strain from the T. reesei Aku80 quad deleted derivative
strain. The pyr2 gene was deleted from the ku80 knockout strain. The pyr2 deletion
cassette contains the T. reesei cbhl promoter, a hygromycin resistance gene and a partial
amdS selectable marker flanked by 5' and 3' pyr2 sequences, schematically shown in
figure 6. Use of this vector permits screening for resistance to hygromycin and

fluoroorotic acid of pyr2 knockout transformants. The partial amdS gene contains the 3'
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portion of the gene, but lacks a promoter and the amino-terminal portion of the coding

region, and is consequently nonfunctional. The nucleotide sequence of the pyr2

knockout cassette is 9259 base pairs in length: bases 1-1994 correspond to the pyr2 3'

homologous region; bases 2002-3497 correspond to the T. reesei cbhl promoter; bases

3563-5449 correspond to the hygromycin resistance selectable marker; bases 5450-7440

correspond to the A. nidulans amdS 3' partial marker; and bases 7441-9259 correspond

to the pyr2 5' homologous region. The nucleotide sequence of the pyr2 knockout

cassette is provided as SEQ ID
atcacgccctegeataaaagaccctcaagagiceatgtgecctatctgectgatettect
aacccttatttaacattggecctatcacaace
tagttcttcttcagectgetttgtcaacacttgtcacggttcaactcaacgtaatcagea
getageaggacgaggatagggagagaaacg
dagagaagaagaggagagaggaagaanaaananagaaaagaaagaaaaageeaanageaa
agaaggagganaagagaagaa
agtcagatgaagaagcaagaagacgecatggtagecaccgettgtcagggcetecttagea
acgaacaactctagcttggggacttgtc
gatgtgtegtticcttcctacccatcageaccaacgatgagttcgatatagacgaggace
tcatggaagtagagaccattgggttcgaca
ggatctctcagtticactictatgaggtctgicgeteggatgactttttgaggagetice
ccttctgettcaaccccaaactctetttcetgaa
accgeageacgttggcacggecgtgitgetggageagtttgctitcgageactctcageg
tggtttcageageccactggtgagtgge
ctectttgacgtccacacctitgetectgtegeatgeptatetggigggaacgactgcetee
aaggaggatigctaacgaggtigtaggeeg

aatatcgeatcagattctccggtaaccttagetacggcctcttcaacatetgtgacatga

NO: 15:
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Ccggagegcaagtactggtggitgecgacca
agatgegeggctggaacatcgacggetgececgaagacgtcaggagactcatgtitgtic
acatcatcgecaccctgggatgeagec
ccgtegtgacggatgaagacatggactaccccaagaactgggeggcaattctccacggta
gagacagatatccgagtgaacctgtggy
gecaccggectecatgggcgeaccatetgectecacteggtggecgtetgecctegtetee
agggctigggteteggtactgegactct
gaagtcgtatgtgcagegeatgaacagecteggegecgeggacegtgttgetetegtitg
ccgeaageccgagacgagattittigaa
agatgegpcttcaggaacageggecggagtagtatcaagactetggteggegaatactac
aacatggtgtgtgcticcacatcgactt ggccagactctatacgattttcaaacctcgetatacgtcatattgacttgtttcittagg
tettcgatitgeccggpeccaaagactttatcga
ctggaatageattgecgacgetgecaagaagatgtgaaccatttgactgatacgatgtgt
getacgeatgtegaccttetttgtitgtttett
tggepgctetttgtatacctigggacacggcagacgeatgtetatgtgaagaaaacgttc
acggcgcetgtttgecatcaggaatatgatca
ttaaacatggagcgtaatpptattaatgatcaactagaaaaatggtatgpaaggecgaga
gggcgatcaacaaagCageecggeac
atagictggaagcagcaggaattggaagggaaaaggaagetgeacaatgaagpeatatcg
tgageggagtggcteacgagagtate
aacagactggcgaaageaagcaatigecaacgecggctattaggecataagatggectgt
tgtgagtcccagttgcacgtatececat
atgactgetetgtegetgactigaaaaaaaatagggaggataaaggagaaagaaagteag
acaacccgtgaggeactiggggtagta

ggagaacacatgggeaaccgggcaatacacgegatgtgagacgagticaacggegaatgg

253



aaaatcttgaaaaacaaaataaaata

actgeectceatacgggtatcaaattcaageagtigtacggaggctagetagagttgtga
agicggtaatcccgetgtatagtaatacga
gtcgeatctaaatactcegaagetgetgegaacccggagaategagatgtgctggaaage
ttctagcgageggctaaattageatgaa
aggctatgagaaattctggagacggetigttgaatcatggegttccattettcgacaage
aaagcgticegicgeagtageaggcacte
attcccgaaaaaactcggagattcctaagtagegatggaaccggaataatataatageca
atacattgagttgcctegacggttgcaat
geaggpgtactgagetiggacataactgttcegtaccecacctcttctcaacctitggeg
titccctgaticagegtaccegtacaagteg
taatcactattaacccagactgaccggacgtgttttgeccitcatitggagaaataatgt
cattgcpatgtptaatttgectgettgacegac
tggggctgticgaageecgaatglaggattgttatccgaactetgetegtagaggeatgt
tgtgaatctgtgicgggcaggacacpectc
gaaggttcacggeaagggaaaccaccgatageagtptetagtagcaacctgtaaageege
aatgcagcatcactggaaaatacaaa
ccaatggctaaaagtacataagttaatgcctaaagaagtcatataccageggcetaataat
tgtacaatcaagtggctaaacgtaccgtaa
ttigccaacggettgtggggttgcagaageaacggeaaageeccacticeccacgtitgt
ticticactcagtccaatctcagetggigat
cceccaattgggtegettgtitgticeggtgaagtgaaagaagacagag gtaagaatgte
tgactcggagegttitgcatacaaccaag
ggcagtgatggaagacagtgaaatgtigacattcaaggagtatitagccagggatgcttg

agtgtatcgtgtaaggaggtitgtctgecg
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atacgacgaatactgtatagtcactictgatgaagtggtccatattgaaatgtaaagtcg
geactgaacaggcaaaagattgagttgaaa
ctgectaagatctcggaccctegggecticggectttgggtatacatgtitgtgctecgg
gcaaatgcaaagtptggtaggatcgaaca
cactgctgectttaccaageagetgaggptatgtgataggcaaatgticaggggccactg
catggtttcgaatagaaagagaagcttag
ccaagaacaatagccgataaagatagcctcattaaacggaatgagctagtaggeaaagtc
agcgaatgtgtatatataaaggticgag
gtcegtgecteccteatgetetceccatetactcatcaacteagatectccaggagactt
gtacaccatctittgaggcacagaaacccaa
tagtcaaccgeggactgegceatcatgtatcggaagttggecpgteateteggecttottgg
ccacacctegtgetagactaggegegeca |
ggaageccggaaggtaagtggaticttcgecgtggetggageaaccggtggaticeageg
tctccgactiggactgageaattcage
gtcacggaticacgatagacagetcagaccgetecacggetggeggcattattggttaac
ccggaaactcagtctecttggecccgtec
cgaagggaccegacttaccaggctgggaaagecagggatagaatacactgtacgggettc
gtacgggaggticggcgtagggtigtt
cccaagttitacacaccccccaagacagetagegeacgaaagacgeggagggtttgetaa
aaaaagggcgaaaattaagegppag  acgtatttaggtoctagggecggtitectecceatttticticggttcecttictetect
ggaagactttctctetetctettctictettcttecate
ctcagtccatcttectttcecatcatccatetecteacctecatetcaactecatcacat
cacaatcgatatgaaaaagcectgaactcaccg
cgacgtetgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacagegtetcegacctgatgeage

fctcggagggcegaagaatetegtgcttte
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ageticgatgtaggaggpcgtggatatgtectgegggtaaatagetgegeegatggitic
tacaaagatcgttatgtttatcggcactttg
catcggecgegetcccgattccggaagtgetigacattgggpaattcagegagagectga
cctattgeatctcocegeogtgeacaggg
tgtcacgttgcaagacctgectgaaaccgaactgeccgetgtictgecageeggtegegpa
ggecatggatgegategetgeggeega
tettagecagacgagegggtteggeccaticggacegeaaggaateggtcaatacactac
atggcgtgatticatatgcgegattgctg
atccccatgtgtatcactggceaaactgtgatgpacgacaccgteagtgegtecgtegegc
aggctctcgatgagetgatgetitgggee
gaggactgeccegaagteeggeacctegtgeacgeggatttcggetccaacaatgtectg
acggacaatggccgcataacageggt
cattgactggagcgaggcgatpttcgggpattcccaatacgagptcgecaacatcttctt
ctggaggeegtgptiggetigtatggage
agcagacgcepctacttcgageggaggeatccggagettgecaggatcgecgeggeteeggg
cgtatatgctccgeattggtettgace
aactctatcagagettgpttgacggcaatttcgatgatgcagettgggegeaggptcgat
gcgacgcaatcgtccgatecggageegg
gactgtcggpcgtacacaaatcgeccgeagaagegeggecgtetggaccgatggetgtgt
agaagtactcgecgatagtggaaace
gacgecccageactegtccgagggcaaaggaatagagtagatgecgacegggatceactt
aacgttactgaaatcatcaaacagett
gacgaatctggatataagatcgtigptotcgatgicagetceggagttpagacaaatggt
gttcaggatctcgataagatacgttcatttg

tccaagcagcaaagagtgcectictagtgatttaatagetcocatgtcaacaagaataaaac
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gegtttegpatttacctottccagatacage
tcatctgcaatgeattaatgeattggacctcgeaaccetagtacgeccticaggcetecgg
cgaagcagaagaatagettagcagagtct
atittcattitcgggagactagceatictgtaracgggceagceaategeecageagtiagta
gggtceectetacctctcagggagatgtaa
caacgccaccttatgggactatcaagetgacgetggettetgtgcagacaaactgegecc
acgagticttcectgacgecpgetetegeg
Caggcaagggaactcgatgaatactacgcaaageacaagagaccegttggtecactecat
ggcetecccatetetctcaaagaccag |
cticgagtcaaggtacaccgtigeccctaagtegttagatgteccttitigtcagetaac
atatgccaccagggetacgaaacatcaatgg
gctacatctcatggetasacaagtacgacgaaggggactcgptictgacaaccatgetee
geaaagecggtgecgtctictacgteaa
gacctctgtccegeagacectgatggtetgegagacagteaacaacatcatcgggegeac
cgtcaacccacgeaacaagaactggte
gtgcggeggcagtictggtgatgaggptocgategitgggattegtgetggcgteategg
tgtaggaacggatatcgptegctegatt
cgagtgceggeegegttcaactteetgtacggtetaaggeegagteatgggaegpctgecg
tatgcaaagatggcgaacageatgga
gegtecaggagacggtgcacagegitgtcgggocgattacgeactetgtigagggtgagte
cttcgectettcetictittcctgetetata
Ccaggectecactgtectectttettgetttitatactatatacgagaccggeagicact
gatgaagtatpttagacctcegectcticacca
aatccgtecteggteaggagecatggaaatacgactccaaggteateeccatgeectgge

gecagtecgagtcggacattattgecte



Caagatcaagaacggcgggctcaatatcggctactacaacticgacggeaatgicettee
acaccetectatectgegeggegtggaa
accaccgtegeegeactcgecaaagecgpteacacegtgaccecgtggacgecatacaag
cacgatttcggccacgatcteatctec
catatctacgeggcetgacggeagegecgacgtaatgegegatatcagtgeateeggegag
ccggcgattccaaatatcaaagaccta
ctgaacccgaacatcaaagetgttaacatgaacgagetetgggacacgcatetccagaag

tggaattaccagatggagtaccttgaga

aatggegggagectgaagaaaaggccgggaaggaactggacgecatcatcgegecgatta

cgectaccgetgeggtacggeatga
ccagttceggtactatgggtatgectetgtgatcaacctgetggatttcacgagegtggt
tgttceggttaccitigeggataagaacatcg
ataagaagaatgagagittcaaggeggttagtgagettgatgeectegtgeaggaagagt
atgatccggaggegtaccatgggpcac
cggligeagtgeaggtiatcggacggagactcagtgaagagaggacgtiggegatigeag
aggaagtggggaagtigetgggaaat
gtggtgactccatagetaataagtgtcagatageaatttgeacaagaaatcaataceage
aactgtaaataagcgetgaagtgaccatg
Cccatgctacgaaagagceagaaaaaaacctgecgtagaaccgaagagatatgacacgettc
catctctcaaaggaagaatcecttcag
ggtigegtitccagtagtgattttaccgetgatgaaatgactggactecctectectget
Cltatacgaaaaattgcctgactctgcaaaggt
tgtitgtettggaagatgatgtgcceccecategetettatetcataccecgecatettt
ctagatictcatcttcaacaagaggggcaatce

atgatctgogatccagatgtectictggecteatactetgecttcaggttgatgttcact



taattggtgacgaattcagctgatttgetgeagt
atgetttgtettgptictttccaggctigtgccagecatgagegettigagageatgttg
tcacttataaactcgagtaacggecacatattg
ttcactacttgaatcacatacctaattitgatagaattgacatgtttaaagagetgaggt
agctitaatgectetgaagtattgtgacacaget
tetcacagagtgagaatgaaaagttggactcccectaatgaagtaaaagtttegtetetg
aacggtgaagapcatagatccggeatcaa
ctacctggetagactacgacgteaattctgeggecttitgacctttatatatgtecatta
atgcaatagattctttttttttttttttticttttttetitt
tittttttitgcecaatttcgcagatcaaagtggacgttatageatcataactaagetea
gttgctgagggaagecgtetactaccttagece
atccatccagetecataccttgatactttagacgtgaageaattcacactgtacgictcg
cagctctecticcegetettgettceccactgg
getecatggtecgtgtategtceectecacaattctatgecatggtacctecagettate
aatgcccegetaacaagtegectetitgectt
gatagcttatcgataaaacttittttccgccagaaaggctccgeccacagacaagaaaaa
aaattcaccgcctagectitggeeecegge
atttggctaaacctcgagcectctctecegtettgggptatcagpgaagaaaagaaaaaaat
ccatcgccaagggctgttttgecatcacca
cccgaaaacagceacttcctcgatcaaaagttgeccgecatgaagaccacgtggaaggaca
fceetccggtgectacgeaccaggagt
ttetggacattgtgetgageaggacccagegeaaactgeecactcagatoegtpecggcet
tcaagattagcagaaticgaggtacgtc
geattgeccatcgeaggatgtctcattatcggeatecttggagaacgatcatgattgeat

ggcgatgetaacacatagacageettctac
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actcgaaaggtcaagitcacccaggagacgitttccgaaaagttcgectecatectegac
agcttcectegectccaggacatccaccee
cttccacaaggacctictcaacacccteiacgatgecgaccacttcaagattgecctigg
ccagatgtccactgccaageacetggteg
agaccatctcgegegactacgteegictettgaaatacgeccagtegetctaccagtgea
agcagctcaagegggecgeteteggteg
catggccacgcetggtcaagegectcaaggacccectgetgtacctggaccaggtcegeea
geatctcggecgtettecctecatcgac
cccaacaccaggacectgeteatctgeggttaccecaatgttggeaagtecagettectg
cgaagtatcacccgegecgatgtggacg
tccagecctatgetitcaccaccaagagtetgtttgtcggecactitgactacaagtace
tgcgattccaggecattgatacccccggtatt
ctggaccaccetcttgaggagatgaacaciatcgaaatgcagaggtatgtpecpegecta .

[243] Creation of the Archy3 strain from the Archy2 T. reesei strain. The Archy 2 strain
was transformed with a vector to integrate at the same pyr2 locus and replace the
hygromycin resistance gene with the coding region of the pyr2 gene. The hygromycin
deletion cassette is shown in figure 7. This re-introduction of the pyr2 gene back into
the pyr2 locus placed it between the T. reesei cbhi promoter and the partial amdS
selectable marker. This strain could be lselected for uridine prototrophy and sensitivity to
hygromycin. The nucleotide sequence of the hygR knockout cassette is 9088 base pairs
in length: bases 1-1994 correspond to the pyr2 3' homologous region; bases 1995-3497
correspond to the T. reesei cbhl promoter; bases 3564-5137 correspond to the pyr2
selectable marker, bases 5280-7270 correspond to the A. nidulans amdS 3' partial
marker; bases 7271-9088 correspond to the pyr2 5' homologous region. The nucleotide

sequence of the hygR knockout cassette is provided as SEQ ID NO: 16:



atcacgccctcgeataaaagaccctcaagagtceatgtgccctatetgectgatettect
aacccttatttaacattggccectatcacaace
tagttcticttcagectgetitgtcaacacttgtcacggttcaactcaacgtaatcagea
ggtageaggacgaggataggpagagaaacy
aagagaagaagaggagagagpaagaaanaaaaaagaaaagaaagaaaaaggeaaaaggaa
dgaaggaggaaaagagaagaa
agtcagatgaagaagcaagaagacgecatggtagccacegettgtcaggectectiagea
acgaacaactctagettggggactigte
gatgigtcptitccttectacccatcageaccaacgatgagttcgatatagacgaggace
tcatggaagtagagaccatigggticgaca
gpatctctcagtttcactictatgaggtetgtegeteggatgactititgaggagettee
cettetgeticaaccecaaactetctitectgaa
accgcagcacgitggeacggecgtgttgctggageagttigetttcgageactetcageg
tggtitcageageccactggtgagtpge

ctcetttgacgtccacaccttgetectgtegeatgegtatetggtpggaacgactgetee

aaggaggattgctaacgaggtigtaggecg
aatatcgcatcagattctceggtaaccttagetacggectcttcaacatetgtgacatga
cggagegeaagtaciggtgetiggcgacca
agatgcgeggcetggaacatcgacggetgececgaagacgtcaggagactcatgtttgttc
acatcatcgecaccctgggatgeagee
ccgtegtgacggatgaapacatggactaccecaagaactgggeggeaattctccacggta
gagacagatatccgagtgaacctgtgg
gccaccggectcatgggegeaccatctgectecacteggtggecgtetgecctegtetee
agggctigpggtctcggtactgegactct

gaagtcgtatgtpcagegeatgaacagecticggegecgeggaccgtgttgcictegtitg



ccgcaageccgagacgagattitttgaa

agatgeggettcaggaacageggecggagtagtatcaagactctggtoggcgaatactac

aacatggtgtgtgcttccacatcgactt ggccagactctatacgattttcaaacctcgetatacgtcatattgacttgtitctttagg

tcttegatttgecogggeccaaagactitatega
ctggaatagcattgccgacgetgeccaagaagatgtgaaccatttgactgatacgatgtgt
gctacgcatgtcgacctictttgtttgttett
tggeggcteittgtataccttgggacacggeagacgceatgtetatgtgaagaaaacgtic
acggegctptttgeatcaggaatatgatea
ttaaacatggagcgtaatggtattaatgatcaactagaaaaatggtalggaagggocgaga
ggecgatcaacaaagcageecgggec
atagtctggaagcageaggaattggaagggaaaaggaagetgcacaatgaagggatatcg
tgageggagtggeteacgagagtate
aacagactggcgaaagcaagcaatigccaacgecggctattaggccataagatggcctgt
tgtgagtcccagtigeacgtatecceat
atgactgetetgtcgetgacttgaaaaaaaatagggaggatanaggagaaagaaagtgag
acaaccegigagggactiggggtagta
ggagaacacatgggcaaccgggcaatacacgegatgtgagacgagitcaacggcgaatgg
asaatcttgaaaaacaaaataaaata
actgecctccatacgggtatcaaattcaagcagtigtacggaggctagatagagttgiga
agtcggtaatccegetgtatagtaatacga
gtcgeatctaaatactecgaagetgetgegaaceeggagaatcgagatgtgciggaaage
tictagcgageggctaaattagcatgaa
aggctatgagaaattctggagacggettgtigaatcatggegticcattcticgacaage
aaagegttecgtcgeagtageaggeacte

attcccgaaaaaactcggagaticctaagtagegatggaaccggaataatataataggea



atacattgagttgcctcgacggtigeaat

gcaggggtactgagettggacataactgttccgtaccecacctotictcaaccetttggeg
tttecctgattcagegtaccegtacaagtcg
taatcactattaacccagactgaccggacgtgttitgeecttcatttggagaaataatgt
cattgcgatgtgtaatitgectgeitgacegac
tgggectgticgaageccgaatgiaggattgtiatcogaactctgetegtagaggeatgt
tgtgaatctgtgtcgggcaggacacgectc
gaaggttcacggcaagggaaaccaccgatageagtgtetagtageaacctgtaaageege
aatgcagcatcactggaaaatacaaa
ccaatggctaaaagtacataagttaatgcctaaagaagtcatataccageggcetaataat
tgtacaatcaagtggctaaacgtaccgtaa
fttgccaacggcttgtggpgttgcagaageaacggeaaagecccacttccecacgtttgt
ticttcactcagtccaatctcagetggtgat
cccccaattgggtegetigtitgticeggtgaagtgaaagaagacagagptaagaatgtc
tgactcggagegttttpcatacaaccaag
gecagtgatggaagacagtgaaatgttgacaticaaggagtatitagecagggatgettg
agtgtatcgtgtaaggagettigtetgecg
atacgacgaatactgtatagtcacttctgatgaagigptccatattgaaatgtaaagtcg
geactgaacaggcaaaagattgagtigaaa
ctgectaagateicgggcectegggecticggectttgggtatacatgtttgtgeteegg
gcaaatgcaaagigtggtaggatcgaaca
cactgetgectttaccaageagetgaggetatgtgataggcaaatgtticagggpgccactg
catggittcgaatagaaagagaagcttag
ccaagaacaatagccgataaagatagecteattaaacggaatgagetagtaggcaaagtc

agcgaatgtgtatatataaaggticgag

47



gtecgtgecteecteatgetctecccatetactcatcaactcagatectecaggagactt
gtacaccatctittgaggcacagaaacccaa
tagtcaaccgeggactgcgcatcatgtatcggaagttggccgteatcteggecticitgg
ccacacctegtgetagactaggegegtca
atatgtggccpttactcgagtitataagtgacaacatgetetcaaagegetcatggetgg
cacaagcciggaaagaaccaacacaaag
catactgcagcaaatcagctgaattcgtcaccaattaagtgaacatcaacctgaaggeag
agtatgagpccagaagcacatetggate
gcagafcatggattgcccctcttgttgaagatgagaatctagaaagatggcggggtatga
gataagagcgatgggogoacacatcatce
ttccaagacaaacaacctttgcagagtcaggeaatitttcgtataagagcaggagpageg
agtccagtcatttcatcageggtaaaatc
actctagacaatcticaagatgagttctgecttgggtgacttatagecatcatcatacct
agacagaagcttgigggatactaagaccaac
gtacaagctegeactgtacgetttgacttccatgtgaaaactegatacggegegecteta
aattttatagctcaaccactccaatccaace
fctgeatccctcteactegtectgatctactgitcaaatcagagaataaggacactatee
asatccaacagaatggctaccaccteecage
tgcctgectacaageaggacticctcaaatcogecatcgacggeggegtectcaagtitg
geagcttcgagcetcaagiccaageggat
atccccctacttettcaacgegggegaattccacacggegegectcgecggegecatege
ctcegectttgcaaagaccatcatcgag
geccaggagaaggecggectagagticgacategtettcggeecggectacaagggeate
ccgetgtacicegecatcaccatcaa

geteggegagetggegecccagaacctggaccgegtetectactegtitgaccgeaagga



ggccaaggaccacgecgageeces
caacatcgtcggegeticgetcaagggeaagagggtcctgattgtcgacgacgicatcac
cgecggeaccgecaagapggacgec
attgagaagatcaccaaggagggcggcatcgtcgecggcategtegtggecctggaccge
atggagaagctccecgetgoggatg
gcgacgactccaagectggaccgagtgecattggcgagetgaggaaggagtacggeatce
ccatctttgecatecteacictggatg
acattatcgatggcatgaagggctitgetacceetgaggatatcaagaacacggaggatt
accgtgccaagtacaaggcgactgactg
attgaggegttcaatgtcagaagggagagaaagactgaaaagpiggaaagaagaggcaaa
ttgttattattattatiattctatctegaat
cttctagatcttgtcgtaaatanacaagegtaactagetageetcegtacaactgettga
atttgatacccgtatggagggcagttatitiatt
tigtttttcaagattticcattcgecgttgaactegtctcacatepegtgtattgecegg
ttgcccatgtgtacgegtttcgggtitacetetice
agatacagctcatctgcaatgeattaatgcattggacetcgeaaccetagtacgecctte
aggctccggegaageagaagaatagetta
gcagagtctattticattitcgggagactageattetgtaaacgggeageaatcgeccag
cagttagtagggtccectetacctctcagg
gagatgtaacaacgccaccttatgggactatcaagetgacgetggettcigtgeagacaa
actgcgeccacgagttcttccctgacgec
getetcgegeaggeaagggaactegatgaatactacgeaaageacaagagaccogttggt
ccactecatggectecceatetctetea
aagaccagcttcgagtcaaggtacaccgtigeccctaagtegtiagatgicecttittgt

cagctaacatatgccaccagggetacgaaa

745



catcaatgggctacatctcatggetaaacaagtacgacgaaggggactcggitctgacaa
ccatgetcegeaaagecggtgeegtett
ctacgtcaagacctetgtcccgeagacceetgatggtetgegagacagteaacaacateat
cgggegcaccgtcaacccacgcaacaa
gaactggicgtpeggeggcagtictggtegtgagggtgegategtigggaticgtgetgg
cgteatcggtgtaggaacggatatoggt
ggctegattcgagtgccggecgegttcaacttcctgtacggtetaaggecgagteatggg
cggetgeegtatgcaaagatggegaac
agcatggapggetcaggagacggtgeacagegtigtcgggecgattacgeactetgtigag
ggtgagtecttcgectettcettettitce  tgetctataccaggeciceactgtectectttettgetttitatactatatacgagaccg
gcagtcactgatgaagtatgttagaccteegect
Cttcaccaaatccgtocteggtcaggagecatggaaatacgactccaaggteatecceat
geectggegecagtecgagicggacatt
attgcctccaagatcaagaacggegggctcaatatcggetactacaacttcgacggeaat
gtcettccacaccetectatectgegegg
cgtggaaaccaccgtegecgeactcgecaaagecggtcacaccgtgacecegtggacgee
atacaagcacgatttcggecacgate
tcatctcecatatctacgeggetgacggeagegecgacgtaatgegegatatcagtgcat
ccggegagecggegatticcaaatatcaa
agacctactgaacccgaacatcaaagetgttaacatgaacgagetetgggacacgeatct
ccagaagtgoaattaccagatggagtac
cttgagaaatggcgggaggcigaagaaaaggecgggaageaactggacgecateatcgeg
ccgattacgectaccgetgeggatac
ggcatgaccagttceggtactatgggtatgectetgtgatcaacctgetggatttcacga

gegtggtigticeggttacctitgeggataa



gaacatcgataapaagaatgagagtttcaaggegpttagtgagettgatgocectegtgea
ggaagagtatgatccggaggcgtaccat
ggggcaccggitgeagtgcaggttatcggacggagactcagtgaagagaggacgtiggeg
attgcagaggaagtggegaagitgct
gggaaatgtggteactccatagetaataagtgtcagatagceaatttgcacaagaaatcaa
taccagcaactgtaaataagcgetgaagt
gaccatgccatgcetacgaaagagcagaaaaaaacctgecgtagaaccgaagagatatgac
acgcttccatctctcaaaggaagaate
cettcagggttgegtitccagtagtgattttaccgetgatpaaatgactggactecctee
tcetgetcttatacgaaaaattgectgactetg
caaaggttgtitgtcttggaagatgatgtgcccceccategeicttatetcataceeege
catctttctagattctcatcttcaacaagaggg
gcaatccatgatctgcgatccagatgtgcttctggectcatactetgecttcaggttgat
gticacttaattggtgacgaattcagetgatttg
ctgcagtatgctitgtptiggtictttccaggettgtgecagecatgagegetitgagag
catgttgtcacttataaactcgagtaacggec
acatattgttcactacttgaatcacatacctaattttgatagaattgacatgtttaaaga
getgaggtagetitaatgectetgaagtattgtga
cacagcttctcacagagtgagaatgaaaagttggactecccetaatgaagtaaaagtttc
gictetgaacggtgaagageatagateeg
gcatcaactacctggctagactacgacgtcaattctgeggecttttgacctttatatatg
tccattaatgcaatagattetttttttttttittitttt
ttrtttettttittttgcccaatttcgeagatcaaagtggacgttatageatcat
aactaagctcagttgctgagggaageegtetactace

ttagcccatccatecagetecataccttgatactttagacgtgaageaattcacactgta

@4“



cgtctegeagetctecttecegotettgettee
ccactggggtecatggtgeptptategtccectecacaatictatgecatggtaccicea
gettatcaatgececgetaacaagtegecte
titgecttgatagettatcgataaaacttttittccgecagaaaggeiccgeecacagac
aagaaaaaaaattcaccgectagectitggc
cecggeatttggetaaacctegagectetetceegtettggegtatcaggaagaaaagaa
aaaaatccatcgecaagggcetgttttgec
atcaccacccgaaaacagcacttcctcgatcaaaagttgccegecatgaagaccacgtgg
aaggacatccetecggtgectacgeac
caggagtttctggacatigtgctgagcaggacccagegeaaactgeccactcagateegt
geeggcttcaagattagcagaattcgag
gtacgtcgcattgeccatcgeaggatgtcicattatcggggtecttggagaacgatcatg
attgcatggcgatgctaacacatagacag
cctictacactcgaaaggtcaagticacccaggagacgttttccgaaaagttcgecteca
tectcgacagettcectegectecaggaca
tccaccecticcacaaggaccttctcaacacecetctacgatgecgaccacttcaagattg
ccettggecagatgtceactgecaageac
ctggtcgagaccatctcgegegactacgteegtetettgaaatacgeccagtegetctac
cagtgcaagcagcetcaagegggecgete

tcégtcgcatggccacgctggtcaagc gectcaaggaccecctgetgtacctggaccagg
tecgecageatcteggeegtetteecte
catcgaccccaacaccaggaccetgeicatetgeggtiaccecaatgtiggeaagtecag
cticctgegaagtatcaccegegecgat

gtggacgtccagecctatgetitcaccaccaagagtetgtitgtcggecactttgactac



aagtacctgcgattccaggecattgatacce
ceggtattctggaccacceicttgaggagatgaacactategaaatgeagaggtatgtag cgegact.

{244] Creation of the ASD strain from the Archy3 T. reesei strain. Native T.reesei bgll
was deleted from the Archy 3 strain using a double recombination vector known in the
art. Hygromycin resistance was used as the selectable marker for bgll deletion. In
addition, the hygromycin resistance marker was flanked by loxP sites. The deletion
cassette is shown in figure 8. Subsequent hygromycin resistant transformants were
analyzed for bgll deletion. A strain confirmed for deletion of bgll was next transformed
with a telomeric vector encoding ere recombinase and a functional amdS for selection
of transformants to facilitate removal of the hygromycin by ere recombinase expression
and loop out of the loxP sites. The telomeric vector encoding the ere recombinase is
schematically shown in figure 10. Transformants were first obtained on acetamide
media, then transfered to potato dextrose agar and replica plated onto hygromycin
media to screen for hygromycin sensitivity. Strains sensitive to hygromycin, were again
transfered to potato dextrose media and replica plated to acetamide media. A strain was
selected which lossed the ability to grow on acetamide, indicative of a loss of the
telomeric vector. The nucleotide sequence of the bglt knockout cassette is provided as
SEQ ID NO: 17 aatgglaggaatgetgggatataggetetgtgetpgeaagtigatggatectcgaatgag
gecgecctgeaaggggaacatcagagat
ctaccattgectecttggeccaateeactateatacctacetcatgateattectgeogaa
ggtctaccagtaaatatttectogtecegtgtit
catcatgtccagaacctcatetcgecaaatigactttgecacagtptetggagetgggta
ageagegtgecaaggaatigtigtcgagte
tagtgeccaggceatigtgcccgacattgtgaacttcagecaggagaacttticgatcgeace

tatgctgagcaccgtgggcatgegatgge



ttcaataatgcagticgagagggagtgtpteatgecctasageteattggecacctecac

aggctagctctacctgeatctgtagatgga
ctttccttgtectectecttcagaaaacctettggtegetcgeaggtaactgttgttgec
gtcattgtttgacagtggatagccaaggcaaaa
ccgtetgetitcaacggaageaticggegpttgtttgtcatcgtgttatcgatcgaccag
gagaacccagacgagtgttgticgagagaa
tcatcgacgatpgtgaagaggcgacgactagtatctagaagattataatcgaacaaatcag
cgttigtetgtegggegtitgagggegca
gttgeccgecaaagcagegtegeaatatataggcagegagagactgtcaacagecagecg
ccatgtgatcgatcgtagecgtctice
cgatcttcectaaaccecttictttggppgecggggacageggegtictaatatttgetg
geteictggataacgtgaatggtagacatg
gtaatgttcggtctpcgaaacatttgtacaattggagtttacgatcgagatggaaggaaa
cgctccacaaactcggtgactggattgeca
tcaggtgctcagggcatagegtictctgcaaatagaggaaagagaatagcactagtgaaa
gtgtgaatcacaatgaagaggaggtipt
tgecggaatgettigageagegtcaaagttgaacttgaagetatcacaaattgeagggta
aagtacatgttggtgccagtttgacagcac,
agtgegeggagegpaggatgicgeggaagaggegegacgetaacccgggecticttetca
gtgagcagaactectgotgeaagagt
tecttetctetgegagatgacgtgaggeccaatttgeagetteccicgaacaaggtgatt
gaacatctctcttcecteacatttcatcatcac
tacctectcaattcacttetgettcggecgtettcateattcatgttactgetetgatge
ctatcctgaagattgtattcctgeagtattcacgee

atcccaccttcggtecteactcacagtcacaggtcaaccgectticacectectegegatg

1Y



atgtcggcaatctggtggoateaatgtgegg

1

ttgagggccgecgtagtgaggatgggcatggggaacgaggtegeccattcgeccacagat

aacttcgtatagcatacattatacgaag
ttatcctgggcttgtgactggtcgegagetgecactaagtggggcagtaccattitateg
gacccatccagcetatgggacccactegea
aatttttacatcattttctttttgctcégtaacggccaccttttgtaaagc gtaaccage
aaacaaattgcaattggccogtagcaaggtagt
cagggcettatcptgatggaggagaaggctatatcagectcaaaaatatgtigecagetgg
cggaageeccggaaggiaagtggattctt
cgecgtggetggageaaccggtggattccagegteteegactiggactgageaatteage
gtcacggattcacgatagacagctcag
accgetccacggetggeggcattattggttaacccggaaactcagtetecttggeceegt

cccgaagggaccegacttaccaggetgg

gaaagccagggatagaatacactgtacgggcticgtacgggaggticggegtagggtgt
{cccaagttttacacaccecccaagaca
getagegeacgaaagacgeggagggtttggtgaaaaaaggpcgaaaattaagegggagac
gtatttaggtgctaggpccggtttect ccecatttttetteggttcecttictetectggaagactttetctctetetettcticte
ttcttccatectcagtecateticctitcecatcatecat
cteetcacctecatctcaactecatcacatcacaategatatgaaaaagectgaacteac
cgegacgtetgtcgagaagtitctgatcga
aaagttcgacagegtctecgacctgatgeagetetcggagggegaagaatctegtgcttt
cagcttcgatgtaggaggpcgtggatat
gtcctgegggtaaatagetgegecgatggttictacaaagatcgttatgtttatcggeac
titgcatcggecgegeteccgatticcggaa

gtgctigacattggggaattcagcgagagectgacctattgeatctccegecgtgeacag

75l



gotgtcacgttgcaagacctgectgaaac
cgaactgeocgetgtictgeageeggtcgeggaggecatggatgegategetge ggecga
tettagecagacgagegggticggee

cattcggace geaaggaatcggtcaatacactacatggegtgatttcatatgegegattg
Ctgatccccatgtgtatcactggeaaactgt
gatggacgacaccgtcagtgcgtccgtcgcgcaggctctcgatgagctgatgctttgggc
cgaggactgccecgaagtecggcacct
cgtgeacgeggatticggetccaacaatgtectgacggacaatggecgeataacageggt
cattgactggagcgaggegatgttcgg
ggattcccaatacgaggicgecaacatcttctictggaggeegtgpttgocttotatgga
gcagcagéc gegcetactte gagcggqgg
catccggagcettgeaggatcgeegeggeteegggegtatatgetcegeattggicttgac
caactctatcagagettggttgacggcaa
titcgatgatgcagetigggegeagggtegatgegacgeaategtocgatceggagecgg
gactgtcgggegtacacaaatcgece
gcagaagegeggecgtctggacegatggetgtotagaagtactcgeegatagtggaaace
gacgcecccageacicgtccgagggc
aaaggaatagagtagatgccgaccggpatccactiaacgttactgaaatcatcaaacage
ttgacgaatctggatataagategttggt
gtegatgtcagetecggagttgagacaaatggteticagpatctegataagatacgttca
tttgtccaageageaaagagtgectictagt
gatttaatagctccatgicaacaagaataaaacgegtttcgggtttacctctticcagata
cagctcatctgcaatgcattaatgeattggac
ctcgeaaccetagtacgeccttcaggetecggepaageagaagaatagettagcagagte

tattttcattttcgggagacgagatcaag

z5C



cagatcaacggicgtcaagagacctacgagactgaggaatcegetettggetecacgega
ctatatatttgtctctaattgtactttgacat
getectetictitactctgatagettgactatgaaaattcegtecaccagecectgggtte
gcaaagataattgcactgtitcttccttgaactet
caagcctacaggacacacaticatcgtagptataaacctcgaaaatcattectactaaga
tgggtatacaatagtaaccatggttgccta
gtgaatgctecptaacacceaatacgecggecgataacticgtatageatacattatacg
aagttatacttggegegectagtggaacac
gagcacataagettitacctatggttatcgettgeatctacgegecgttgatggtggagg
atggtggacgttcccgagacccctacgage
tgtggcategtcaaactgtgeccacagaccetttgtcttgetttcataacetegaggagtg
titccagactcatcatccatacacaagcagta
ttaatcaaagaaactcggtcgcaatggcaaaaatggtttgcaaacagaaaactatggect
Cttcctattccatcattaactactctaccegt
tigtcataacaacatcattaaaacccttatgegtcaggtgtageatectigatetgttge
tectecaacggecagticteaatcgttacctett
ctcccaccaactcaaactcaagettcacagactegteggtgticaaggetagetcatact
tgccgggptatacaatceggtiteegtgag
aatcaacacgggcgagagcactgacagggatggegpatgetgagettggaagagtgaccag
gettgatgtcgecaagtcggtegaat
ccgacgagecactigttcgggtacgggpctgggccagegttoctigtgcgaacaaacage
atggccgtatatggggactecgtettge
ccgagttcttgatgttggectcgaaggtgaagacgggaatetgetegetptaagtgtate
cggpgtgaggagcagagaggatcgatga

getgttgaacttgagpctcttggggtegctggcgagagtctectigaaggtgetgtagaa

287



gagaccactgccaaacicgtagacgggt
ttgccgptptaccagatgtaagtctgtecaggptttgactitccatcgggteggagptte
atgtcattctggppoaattpgoteaacatacte
agecgggtactgagtggigaccagteggecggeaggageacgeitigecagagagaatgte
gaagagggcaacgecteecgactg
gecgggatatecgecccagacgagggagttgaccttettgttgetetigagegappatga
gtctacctgaccaccgeccatttgeagg
acgacaaggggtttgecgacctegetgagetgettgatgagatecagetgattaceggge
caagcaatgtccgtgeggtcagegecct
cctgttcaatggtptigtcaaticcaccgaggtagatgatggeatccgacttetiggegg
cagcaatgpecttggcaaagecagtggte
cigttgeoggegatetetgigecgagticaaagitgacgtgatagecggecttcttagea
gcttccagagggctgatgaggtatgggge
agggccatagtagtigecttgeatitgggitgtggeattggeccatggtecgatcagage
aatgctgegeaccticttggacagaggpa
gagtgecategticttgagcaggacgatgcccteaacageagectegtacgagatgtt.

[245] The nucleotide sequence of the telomeric vector, pTTT-cre, is provided as SEQ ID
NO:18: ttgtacaaagtggtgatcgegecgegegecageteegtgegaaagectgacgeaceggta
gattctiggtgagecogtateatgacg  geggegggagetacatggeceegggtgatttatititittgtatctactictgacecttt
tcaaatatacggtcaactcatctttcactggaga
tgcggectgettggtattpegatgtigtcagettggeaaattgtggetitcgaaaacaca
aaacgattccttagtagccatgcattttaagat
aacggaatagaagaaagaggaaattanaaaaaaaaaaaaaacaaacatcccgttcataac
ccgtagaatcgecgetcttegtgtatee

cagtaccagtitattitgaatagctcgeccgetggagageatcetgaatgcaagtaacaa



ccgtagaggctgacacggcaggtigttgct
agggagcgtogtgttctacaaggecagacgtettcgeggtipatatatatgtatgtttga
ctgecaggetgetcagegacgacagtcaagt
tegecctegetgettgtgcaataategeagtgggpaagecacacegtgacteecatcttt
cagtaaagctctgttgetetitatcageaat
acacgtaatttaaactcgttagcatggggctgatagettaattacegtttaccagtgcca
tggttctgcagctitccttgpeccgtaaaatic
ggcgaagecagecaatcaccagetaggeaccagetaaaccctataattagictettatca
acaccatccgeteccecgggatcaatga
ggagaatgaggggpatgogggpctaaagaagectacataacccteatgecaacteecagt
ttacactcgtcgagecaacatectgac
tataagctaacacagaatgectcaatectgggaagaactggecgetgataagegegeecg
cctegeaaaaaccatecctgatgaatg
gaaagtccagacgcetgectgeggaagacagegttattgatticccaaagaaategggpat
cctttcagaggcecgaactgaagatcaca
gaggcectecgetgeagatetigtgtccaagetggeggecggagagttgaccteggtggaa
gttacgctagcattctgtaaacgggcag
Caatcgeccageagttagtagggtecectetacctetcagggagatgtaacaacgecace
ttatgggactatcaagcetgacgetggett
cigtgcagacaaactgegeccacgagtteticectgacgecgetctegegeaggcaagge
aactcgatgaatactacgcaaagcaca
agagacccgtiggtecactecatggecteeccatetetctcaaagaccagettcgagtca
aggtacaccgttgcccctaagtegttagat
gicecttittgtcagetaacatatgecaccagggetacgaaacatcaatgggctacatet

catggciaaacaagtacgacgaaggggac

755



tepgttctgacaaccatgeteccgeaaageeggtgecgtetictacgicaagacctetgte
ccgeagaccetgatggtctgcgagacagt
caacaacatcatcgggegeaccgtcaacccacgeaacaagaactggtegtgeggeggeag
ttctggtpgtgagggtgcgatogttg
ggaticgtggtggegteatcggtgtaggaacggatateggtggctegattcgagtgeegg
cegegttcaacttcetgtacggtctaagy
ccgagtcatgggeggetgeegtatgcaaagatggegaacageatggagggtcaggagacg
gtgeacagegttgtcgggecgatta  cgeactetgtigagggtgagtecttegectettecttettttcctgetetataccaggee
tccactgtectectticttgettittatactatatac
gagaccggcagtcactgatgaagtatgttagacctccgectcttcaccaaatecgtocte
getcaggagocatggaaatacgacteca
aggtcatccccatgecctggegecagtecgagteggacattattgectccaagatcaaga
acggcgggctcaatatcggetactacaa
cttcgacggcaatgtecttcecacaccetectatectgegeggegtggaaaccaccegtcge
cgeactegecaaagecggtcacaccgt
gacccegtggacgecatacaageacgatticggecacgatcteateteccatatctacge
ggctgacggeagegecgacgtaatgcg
cgatatcagtgcatccggegagecggegattccaaatatcaaagacctactgaacecgaa
catcaaagctgttaacatgaacgagetc
tgggacacgcatctccagaagtggaattaccagatggagtaccitgagaaatggegggag
gcigaagaaaaggecgggaaggaac
tggacgccatcatcgegecgattacgectaccgetgeggtacggeatgaccagttceggt
actatggetatgectctgtgatcaacctg
ctggatttcacgagegtggttgticcggttacctitgcggataagaacatcgataagaag

aatgagagtitcaaggcpgttagtgagctt



gatgeectegtgcaggaagagtatgatceggagpcgtaccatgggacaceggtigcagty

caggttatcggacggagactcagtga

agagaggacgitggepattgcagaggaagtggogaagttgctgpgaaatgtgeteactee

atagctaataagtgtcagatagcaattt

gcacaagaaatcaataccagcaactgtaaataagegetgaagtgaccatgecatgetacg

aaagagcagaaaaaaacctgecgtag
aaccgaagapgatatpacacgcticcatcictcaaaggaagaateceticagggttgegtt
tccagtctagacacgtataacggeacaag
tgtctctcaccaaatgggttatatetcaaatgtgatctaaggatggaaageccagaatat
cgatcgegegcagatceatatatagggece
ggetiataattacctcaggaaatagetitaagtapgettatiaagtattaaaattatatat
atttttaatataactatatttctttaataaataggtatt
ttaagcittatatataaatataataataaaataatatattatatagctttitattaataa
ataaaatagctaaaaatataaaaaaaatagctttaaa
atacttatttttaattagaattitatatatttttaatatataagatcttitactttttta
taagcttcctaccttaaattaaatttttacttititttactatttta
Ctatatcttaaataaaggctttaaaaatataaaaaaaatcttcttatatattataageta
taaggattatatatatattittttttaatttttagagtaa
giattaaagctagaattaaagttttaattttttaaggotttatttaaaaaaaggeagtaa
tagcttataaaagaaatttctttttctittatactaaa
agtactitttitttaataaggtiaggpttagggttagggtiaggpttaggattagggtta
ggettagggtiaggettaggettaggptiagy
gttagggtiaggettaggpetaagggtttaaacaaagecacgttgtgictcaaaatctetg

atgttacattgcacaagataaaaatatatcat

catgaacaataaaactgtctgcttacataaacagtaatacaaggggtgttatgagcecata

51



ticaacgggaaacgtcttgctcgaggeege
gatiaaattccaacatggatgctgatttatatggptataaatgggcicgegataatgicg
ggcaatcaggtgcgacaatctatcgattptat
gggaageccgatgegecagagtigtttctgaaacatggeaaaggtagegttgccaatgat
gttacagatgagatggtcagactaaact
ggctgacggaatttatgectettcegaccatcaageattttatccgtactectgatgatg
catggftactcaccactgcgatececgggaa
aacagcaticcaggtattagaagaatatcctgatticagptgaaaatattgttgatgepet
ggcagtgticctgegecggttgcattegatic
cigtttptaatigtccitttaacagegatcgegtatticgtetcgetcaggegeaateac
gaatgaataacggtitggtigatgcgagtgatit
tgatgacgagegtaatggctggectgtigaacaagtctggaaagaaatgeataagetitt
gecattctcaccggatteagtegteacteat
gatgattictcactigataaccttattittgacgagggoaaattaataggitgtattgat
gtiggacgagtcggaatcgeagaccgatacca
ggatcttgecatcctatggaactgecteggtgagtittcteettcattacagaaacgget
ttttcaaaaatatggtattgataatcctgatatg
aataaattgcagtttcatttgatgctcgatgagttitictaatcagaattggttaattgg
ttgtaacactggcagagcattacgetgactigac
gggacggeggctitgttgaataaatcgaacttigetgagttgaaggatcagatcacgea

tettcccgacaacgeagacegtteegtgg

Caaagcaaaagttcaaaatcaccaactggtccacctacaacaaagetetcatcaacegtg
gcteccteactttctggetggatgatgge
gegattcaggectggtatgagtcagcaacaccttcttcacgaggeagacctcageggattt

aaacctaaccctaaccctaaccctaacce

253



taaccctaaccctaaccctaaccctaacectaaccotaaccctaaccetaaccctaacee
taacctaaccctaatggggtcgatctgaac
cgaggatgagggtictatagactaatctacaggcegtacatggtgtgattgeagatgega
cgggcaaggtgtacagtgtocagaagga
ggapgageggcataggtattgtaatagaccagctitacataataatcgectgttgetactg
actgatgaccticticcctaaccagtttccta

aftaccactgcagtgaggataaccctaactcgetctgggpttattattatactgattage

aggtggcttatatagtgctgaagtactataag
agtiictgegggagpaggtggaaggactatanactggacacagttagggatagagtgatg
acaagacctgaatgttatcctceggtgt
ggtatagegaattggetgaccttgcagatggtaatggtttaggeaggptitttgcagagg
gggacgagaacgegttctgegatttaacg
getgetgecgecaagetitacggtictctaatggecggccgectcaggtegacgtcecat
ggccattcgaattcgtaatcatggtcatag
ctgtticctgtgtgaaattgtiatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaage
ataaagtgtaaagectggpgtgcctaatga
gtgagctaactcacattaattgegttgegetcactgecegetttccagtegggaaacctg
tcgtgecagetgeattaatgaatcggecaa
cgegegpggagaggcggtittgegtattgggcgetcttccgettcctegeteactgacteg
ctgegeteggtegticggetgeggegag
cggtatcagetcactcaaaggceggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgeag
gaaagaacatgtgagcaaaaggccag
caaaaggccaggaaccgtaaaaaggeegegttgetggegtttticcataggetecgecce
cctgacgageatcacaaaaatcgacge

tcaagtcagaggtgscgaaaccegacaggactataaagataccaggegtticeccctgga

z59



agctcecctegtgegctetectgticega
cectgecgettaccggatacctgtecgectttcteccticgggaagegtggegetttete
atagctcacgetgtaggtatctcagtticggt
gtaggtcgttcgetccaagetgggetgtatgeacgaacceccegticageccgacegetg
cgecttatccggtaactategtettgagt
ccaacceggtaagacacgacttategecactggeageagecactggtaacaggattagea
gagcgaggtatgtaggeggtgctaca
gagttcttgaagtgotgpcctaactacggetacactagaagaacagtatttggtatetge
getctgetgaagecagttacettcggaaaa
agagttggtagctettgatccggeaaacaaaccaccgetggtagegptgptittittott
tgcaagcagcagattacgegeagaaaaaa
aggatctcaagaagatcctttgatettttctacggpgtctgacgctcagiggaacgaaaa
ctcacgttaagggattttgptcatgagattat
Caaaaaggatcttcacctagatcctittaaattaaasatgaagttitagatcaatctaaa
gtatatatgagtaaacttggtctgacagttacca
atgcttaatéagtgaggcacctatctcagc gatctgtctatttcgttcatccatagttge
ctga&cmcgtcgtgﬁgaMaﬁacgaﬁcg
ggagggcttaccatetggececagtgetgcaatgataccgegagacceacgetcaccgge
fccagatitatcagcaataaaccagec
agccggaagggeegagegeagaagtgptectgeaactttatcegectceatccagtctat
taattgttgcegggaagctagagtaagta
gttcgecagttaatagtttgegeaacgttgtigecattgetacaggeategtggtoteac
gotegtegtitggtatgpcttcattcageteeg
Bttcccaacgatcaaggegagtiacatgatcecccatgttgtgcaaaaaageggttaget

cctteggtectecgategtigtcagaagta



agttggccgeagtgttatcactcatggttatggcageactgceataattetcttactgtca
tgccatcegtaagatgetttictgigactgats
agtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggegacegagttgetcttgeeegg
cgtcaatacgggataataccgegecacat
agcagaactttaaaagtgcteatcattggaaaacgticticggggcgaaaactetcaagg
afcttaccgetgtigagatecagttegatgt
aacccactcgtgcacccaactgatcticageatcttttactticaccagegtttctggpt
gagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgceaa
aaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactettcctttttcaatatt
attgaagcatttatcagggttattgictcatga
gcggatacatatttgaatgtatitapaaaaataaacaaataggggttecgegeacattte
ccegaaaagtgccacctgacgtetaagaaa
ccattattatcatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecctttegteteg
cgegtitcgptgatgacggtgaaaacctctga
cacatgcagciccecggagacggtcacagettgictgtaageggatgecgggageagacaa
gcccgicagggegegtcageggptyg
tiggegggtgtogggpctggcttaactatgeggeatcagageagattgtactgagagtgc
accataaaattgtaaacgttaatattttgtt
anaaticgcgttaaattittgitaaatcagctcattttttaaccaataggecgaaategg
caaaatccctiataaatcaaaagaatageeega
gatagggattgagtattgticcagtitosaacaagagtccactattaaagaacgtggacte
caacgtcaaagggcgaaaaaccgtctate
agggcgatggcccactacgtgaaccatcacccaaatcaagtittitggggtegaggtgee

gtaaagcactaaatcggaaccctaaagg

gageeccegatttagagctigacggggaaagecggepaacgtggegagaaaggaagggaa

2061



gaaagegaaaggageggecgcta
gggegetggcaagtgtageggtecacgetgegegtaaccaccacaccegecgegettaatg
cgeegetacagggegegtactatggt
tgctitgacgtatgeggtgtpaaataccgeacagatgegtaaggagaaaatacegeatca
ggcgccattcgecattcaggetgegeaa
ctgtigggaaggecgatcggigegggectcticgetattacgecagetggcgaaaggggg
atgtgctgeaaggegattaagttgget
aacgccagggtttticccagtcacgacgtigtanaacgacggecagtgeccaagettacta
gatgcatgectcgageggccgecagtat
gatggatatctgcagaattcgeccttgactagtgctetctatectggtggcaggegtcaa
gtacccagaggcagcagegggctiagga
geggectgggtigtictcegeaccetctacatgetgggctatatttatagegacaagecg
aacggcaccggceaggtacaatggticget
gtacttgettgegcaagegggtctitggpgattgagegeatttggigttgcaaaggattt
gatgtaaatgtagtcgacatcttagcacaga
ggggagagtigataaaatgtggtctgtitgaatgatagtcgggticgtgacctatatteg
tgatagtggagatagptctgegectatettat
cgggcceggagcaaaaattccaccgeagegggptgagtittcgtiatacagecatcecact
tccagcttcaaattgtcagtitaatccage
ccaaticaatcattggagaaccgcecatcatgteticgaagteccaccteccctacgeaat
tcgegeaaccaaccateccaaccetttaac
atctaaactcticiccatcgeegaggagaagaaaaccaacgtcacegtctecgeagacgt
tactacttccgecgagetectegatettge
tgaccgtacatcctgeaccaatgeccetccaggataacaaatagetgatgegtagtgagt

acaggcctaggeccctatatcgeagtict

z0l



gaaaacccacatcgacatcctcaccgatctcaccecgtegaccetttectegetccaate
cctcgegacaaageacaacttecteatettt
gaggaccgcaagttcatcgacatcggeaacaccgtgeaaaageagtaccacggtggegcet
ctccgcatctccgaatgggeacacat
catcaactgegecatcctgeegggcgaagggatcgtegaggecctcgeacagacaaccaa
gtctectgactttaaagacgegaatea
acgaggtctccigatictigecgagatgacgagtaagggatetcttgcgacaggggagtc
acaggcacgcteggttgagtacgegeg
gaagtataagggpitigigatggeaticgtgagtacaagggcgttgagtgaggtgetgce
Cgaacagaaagaggagagcgaggatit
tgtegictitacgactgggptgaatetgtoggataagggggataagetggpgcageagta
tcagacacctgggteggegpttggacg
aggtgcggactttatcattgegggtaggpacatctataaggeggacgatecagtegagpe
geticagaggtaccgggaggaaggct
ggaaagcttacgagaaaagagtiggactitgagtatgagtegaaatgtgtaacggtaitg
actaaaagggatccatatgtitattgecage
Cagcatagtattaccagaaagagectcactgacggetctagtagtaticgaacagatatt
attgtgaccagctctgaacgatatgetecct
aatctggtagacaagcactgatctaccectiggaacgcagcatctaggetetggetgtee
fctaaccctaactagacgattgatcgeaga
ccatccaatactgaaaagictctatcagaggaaatceccaacatigtaptagtcaggtte
ctitgtggetgggagagaattggticpetee
actgattccagttgagaaagtggpctagaaaaaagtctigaagatiggagtiggactgtg
gttatctagtacttctegagetetgtacatgt

ccggtegegacgtacgegtatcgatggegecagetgeaggeggecgectgeageeacttg

2>



cagtccegtggaattetcacggtgaat
gltaggectitigtagggtaggaattgtcactcaagcacecccaacctecattacgectce
cccatagagticccaatcagtgagtcatgg
Cactgttctcaaatagatigggeagaagttgacticcgecccagagetgaaggtcgeacaa
ccgcatgatatagggtcggcaacggea
aaaaagcacgtggetcaccganaagceaagatgtitgegatctaacatccaggaacctgga
tacatccatcatcacgeacgaccacttt

gatctgetggtaaacicgtattcgecctaaaccgaagtgegtagtaaatctacacgtggg

ccectttcggtatactgegtgtgtcticteta

ggtgecatictitteccttcetotagtgtigaattgtitgtottgpagtecgagetgtaa
ctacctctgaatetetggagaatgptgpactaac
gactaccgtgcacctgeatcatgtatataatagtgatectgagaagggpoptitggaoca
atgtgggactttpatggtcatcaaacaaag
aacgaagacgecicttttgeaaagtiitgittcggetacggtgaagaactggatacttgt
tgtgtetictgtgtattttigtogcaacaagag
gccagagacaatctattcaaacaccaagcetigetetttigagetacaagaacctgtggeg
fatatatcfagagttgtgaagtcggtaatcc
cgetgtatagtaatacgagtepcatctaaatactecgaagetgetgegaacceggagaat
cgagatgtoctggaaagctictagegag
cggotaaattagcatgaaaggctatgagaaatictggagacggcettgttgaatcatggeg
ttccattcttcgacaagcaaagegttcegt
cgeagtagcaggcacteattcccgaaaaaactcggagattectaagtagegatggaaceg
gaataatataataggcaatacattgagtt
gectcgacggttgeaatgcaggggtactgagettggacataactgticegtaccccacct

cttctcaacctttggegittceetgatteag



cgtacccgtacaagtcgtaatcactattaacccagactgaccggacgtgttttgeecttc
atttggagaaataatgtcattgegatgtgtaa
tttgectgetigaccgactgggecigitcgaageccgaatgtaggattattatcegaact

ctgctegtagaggcatgtigtgaatetgtgte

gggcaggacacgectcgaaggticacggceaagggaaaccaccgatageagtgtctagtag

caacctgtaaagecgcaatgeageat
cactggaaaatacaaaccaatggctaaaagtacataagttaatgcctaaagaagtcatat
accagcggctaataattgtacaatcaagtg
getaaacgtaccptaatttgecaacggcettgtoggatigcagaageaacggeaaagecce
acttccceacgtttgtttettcactcagte
caatctcagetggtgatccoccaattgggtegettgtttgttccggtgaagtgaaagaag
acagaggtaagaatgtctgactcggageg
tittgcatacaaccaagggcagtgatggaagacagtgaaatgitgacattcaaggagptat
ttagccagggatgetigagtgtateptgta
aggaggtitgictgecgatacgacgaatactgtatagtcacttctgatgaagtggtecat
attgaaatgtaaagtcggcactgaacagge
aaaagattgagttgaaactgectaagatctcgggecctegggectteggecttigggtat
acatgtttgtgctecgggcaaatgcaaagt
gtgptaggatcgaacacactgetgectitaccaageagetgagggtatgtgataggcaaa
tgttcagggeccactgcatgptttcgaat
agaaagagaagcttagccaagaacaatagecgataaagatagecteattaaacggaatga
gctagtaggcaaagtcagegaatgtat
atatataaaggttcgaggtccgtgecteccteatgetctecceatctactcatcaactca
gatcctccaggagacttgtacaccatettttga

ggcacagaaacccaatagicaaccatcacaagtitgtacaaaaaagcaggctcaccatga



geaacctgetcaccgtccaccagaace
tecetgeectecctgtegacgecaccictgacgaggtecgeaagaacetcatggacatgt
tccgegaccgecaggectttagegagea
cacctggaagatoctectcagegtetgeegatettgggecgectggtgcaagetcaacaa
cegeaagtggttccccgeegageegga
ggacgtecgegactacctectetacctgeaggeccgaggectggeegtcaagaccateca
geageacctcggecagetcaacatge
tecaccgacgetctggectgectegecctagegactctaacgecgteagectggteatge
gecgeatecgcaaggagaacgtegacg
ctggegagegagecaageaggeectegecttcgagegeaccgacticgaccaggtecgea
gectcatggagaacagegacegetg
Cccaggatatccgeaaccicgectticteggeatigectacaacaccotgetecgeattge
cgagatcgeecgeatcegegtcaaggac
atctctcgeaccgacggeggeegeatgetcattcacateggecgeaccaagaceetegtg
tctaccgeecggegtegagaaggeccte
agcctcggcgtcaccaagctcgtcgagcgctg§atttctgtctccggcgtcgctgacgac
cccaacaactaccictictgecgegteeg
aaagaacggegtegeegeeccttctgecacctetcagetcageaccegageectggaggg
catctitgaggccacccaccgecteat
ctacggcgecaaggacgactctggocagegetacetegeetggtetggecactotgeeeg
agtcgpegetgeccgagacatggece
gageeggegteageatccecgagattatgcaggecggeggetggaccaacgicaacateg
tcatgaactacatcegeacectcgact ctgagaccggegecatggteegactectegaggacggegactaaacecagettte.,
[246] Creation of the MADG strain from ASD T. reesei strain. Native eg!3 was deleted

from the A5D strain using the method previously described for bgll deletion. A



schematic of the deletion cassette is shown in figure 9. Hygromycin resistance was used
as the selectable marker for egl3 deletion. The hygromycin resistance marker was
flanked by loxP sites. A transformant was confirmed with a deletion of the egl3. The
hygromycin marker was removed from this strain as described for creation of the ASD
strain. The nucleotide sequence of the egl3 deletion cassette is provided as SEQ ID NO:
19: ggpagptaggcgcagatacggtgeatgggacccgaaccegtaaccggaacacgaccttat
cagccetccaactcacacectetege
Ctatcactatcctagatagttcatcggecaactcatgtaacctagetacetacctacctg
gtaagaatgcgggctateatgtetcacggeg
cggtacatgteggtatctcgetgetticcecgeaggttgacgteggaatccatgeaagtac
fccetgaaatcgagacgacagagagaac
aaccaacgcegcettaaacgcticatgitcatctaagaggceacattcgaagaactagettaa
cacactagacctggcttttcgacceectce
gcagaaagcecgttitctccteaatectccegggetiggettttgtcagteegtacttgct
gegctaacagagicttggacgcagegtttge
gcatcagtettgcaggeggttcacgggactaggacaacaggggatgtgacaggecggata
gtaattatgggtiatccggggtaagea
gggaatttacgaggeegetttacgigggggaacagecacttgegpggggaagaggagtag
taggcgactcggtegatgagetega
gatgtetggttgactiggactgeagagegtaggtaattgagatcggocaacattateggt
gticggeteggtatggeegagtigegact
gettggteaticggegaagetgatgtcptggtatcetgaageatcgatatcggaaaccat
gatggtcagtctatctgacgtptgcggtea
caagcgagtceggattttgtgacatgacgttcaacttcagtcaatgecttagggetegat

aagattaagatiggptictggcagegptcta

269



gaacaccgccacaaattctgiccattgaggagegtgatgtetaggegeatcactaacacg
gagetgtatgaccggcageteaacgga
cttcicitcgticaacggeagtctatttgcgetacacgaatggatctticttectggtet
tgaagtgccgeagtggegtgegaatgtatagat
glctcgetacctagaaaagcetggcttttctgacagggteccttccacctctectaccaac
gacaaactgaacaagtatctggeggtttcee
aacgccgaataggecagtegecaatactcectecagecctgattgggeecctegaagtat
cgccatgtetgtgtgtipagattattcgat
ggacgtcactccoccaacctacaggaagagcanaatgggageagtgttctgeaatgaget
atataatagatcgctcgatctcatacaaa
ttgtatgetcagtcaatacaacgageggttccaagateccttctccaacgaccctegaaa
cattgcaacccggtgcagectgaacttgtt
cgtatagcctagaaagcgacgcecatcticatetittacgegattagectcatggetattt
gtgccgaagtgggagtigtatgptageagtg
aggagattgtggctacgacacaggegggtictettgageggettacatctecgeattagg
cetgegtacgatccagatcatgggaaact
ttacaatggcttactegtittatctcaacactgageticcaattcactctatgeattgat
taacacgtttggtcatgtggticttcagetgtaaat
cttcagettcccaagaattgeaacctegetgattgetaatagtgttgcatgegttgeate
ctggtgeggcagigeaaaggagagtcaaag
tagecggeagattaatttaagettatatcactcaggggtaaacagecgtaaaggaccttt
tgatctaacatgecgatgtgtatgtagatca
cgcaatgeccaccatatetiggeagtcagatttgtcegtggegegecaagtataacticg
tataatgtatgctatacgaagttatcggecg

gegtattgggetpttacggapcattcactaggcaaccatggttactattgtatacceatct



tagtaggaatgattticgaggtitatacctacg
atgaatgtgtptectgtaggcttgagagticaaggaagaaacagtgcaattatctitgcg
aacccaggggctgotgacggaattitcata |
gtcaagctatcagagtaaapaagaggagcatgtcaaagtacaattagagacaaatatata
gtcgegiggagecaagageggattecte
agtctegtaggtctettgacgaccegttgatetgettgatetegtetcecgaaaatgaaaa
tagactctgctaagetattetictgettcgeeg
gagectgaagggegtactagggttgcgaggiccaatgeattaatgeattpcagatgaget
gtatctggaagaggtasacccgaaacg
cgttttattctigttgacatggagcetattaaatcactagaaggcactctttgetgctigg
acaaatgaacgtatcttatcgagatcctgaacac
catttgtctcaactccggagcetgacatcgacaccaacgatcttatatceagattcgtcaa
getgtttgatgatticagtaacgttaagtggat
cceggteggcatctactctattectitgecctoggacgagtgetggggegteggtiteca
ctatcggcgagtacttctacacagecateg
gtecagacggocgegettctgegggogatitgtgtacgeccgacagteccggeteeggat
cggacgatigegtcgcatcgaccetge
gcccaagotgeatcatcgaaattgecgtcaaccaagetictgatagagttggtcaagacea
atgcggagcatatacgeecggagecge
ggcgatectgeaagetccggatgecteecgetcgaagtagegeptetgetgetecatacaa
gccaaccacggectccagaagaagatg
ttggegacctegtattgggaatcccegaacategectegetecagteaatgacegetgtt

atgcggccattgtcegtcaggacattgttg

gagccgaaatccgegtgcacgaggtgecggacticgggecagtectcggeccaaageate

agctcatcgagagectgegegacgg

doal



acgcactgacggtgtcgtecatcacagtttgecagtgatacacatggggatcageaateg
cgcatatgaaatcacgccatgtagtgtatt
gaccgattccttgeggtecgaatgggecgaaccegetcgtetggetaagatcggeegeag
cgatcgeatceatggoctecgegaceg
getpeagaacagegggcagticggtticaggcaggtettgeaacgtgacacectgtgeac
gecgggagatgeaataggtcaggetct
cgctgaattccceaatgtcaageacttccggaategggagegeggecgatgeaaagtgee
gataaacataacgatctttgtagaaacc
atcggcgeagetatitacccgeaggacatatccacgeecicctacatcgaagetgaaage
acgagattcticgccctccgagagcetge
atcaggtcggagacgetgtcgaacttticgatcagaaactictcgacagacgtegeggtg

agttcaggctttttcatatcgatigtgatgtg

atggagtigagatggaggtgageagatggatgatgggaaaggaagatggactgaggatgg

aagaagagaagaagagagagaga

gaaagicticcaggagagaaaggeaaccgaagaaaaatggegagoaaaccggecctagea

cctaaatacgtcteccgcettaatittc  geectittttcaccaaaccctecgegtctitcgtgegetagetgtettgggggotgteta

aaacttgggaacaaccctacgeegaacctee

cgtacgaageecgtacagtgtattctatccctggetttcecagectggtaagtegggtee
cttcgggacggggccaaggagactgagtt
iccgggttaaccaataatgecgecagecgtggageggteigagetgtetategtgaatee
gtgacgctgaattgetcagtccaagtegg
agacgcetggaatccaceggttgeteccagecacggegaagaatccacttaccttecggpct
tccgecagetggcaacatatttttgaggc
tgatatagecttctectecatcacgataagecctgactacctigetacgggecaattgea

atttgttigctggttacgctttacaaaaggtgg
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ccgttactgagcaaaaagaaaatgatgtaaaaatttgegagtggeteccatagetggatg
ggtecgataaaatggtactgecceactta
gtggeagcicgegaccagteacaageccaggataacttegtataatgtatgctatacgaa
gttatctgtgggcpttatgaataatagact
ggaaccgggecctitgattgacgactecatattitgtagatgtagcaactcggeaagage
attatgtgcaatacatttgttaccatacaaa
ggeagetgecagacgacttgtattgegtacaattctcacggeaagetitccaggtgttat
gcattatgcgcaaatgettgatgettacege
aggattaatctcggaagaagegctgcaagcetatatgpptotagtagatatgtagatgtac
caaccaatgaagaacatttatggtctagaa
cptagtgatgaaggttttgagtaattigtatcaagtaagacgatattattgatataatac
caagcatatattcatgataaattacttggaacca
cecttgegtecggectcacgagecttcteactgecgggetcgaaggagecactggaggce
tgtccacectiggatgegatttcetgea
cctttteettgggcectgeacgtegattagacatgattcaaatcgagatettggaatatct
tacatgetggcgaagecaccggtgtggetgg
actgtcegecctictgegeaatgetttgaacetectecttggggctgtgtagaaaggttt
gttagcaacattactacaactctcaggactcg
gtggtegtaccgptiggegaagiticcggggttategttgecagacatigtgtgattatt
tggtgtgcanatgtgtactatgtgtatigtiget
gttggtgatgatgctgaagetgitgaaageaggetggitetgtgggagagactigggata
tttatatccaaagttcggtegtattecttety
gaagctetictctactccatacaatcatccaaagttgtegteattgagegttgatcagta
gtagcctctgaggtcatcaccatgatcettccg

gccaacagtcggeactcatcaacageaacaatcagecgecacaaacataggtacagtaag
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gagttagatatcatgtagicgtcgagta
ctcgacatcatgacgtacaagcettigecagigicggtaggtgcaagtatgatgategtat
ccgeegttgitcgatcgaacagagtgegat
cagattcacggtttctctcaccttgaacattggatgeaattggattgatccacaatectg
gagaatgpcttcaagctcactgetccagtege
aagcticagagectattactaagggtagagetacctatgtcaagagttttcaaggtacct
aagctacatgtgatagtcggcaagecatttt
gaacgcagaccgigaacggtgatgtaaatcegggatagacgeccaagegtgecgtgteaa
tgacgctagatacacctegatttacgta
gagtgaatgccagecaatggagtcatgcacataaccegettagactetgeteggggegat
acccgatcgcagaggeagagecgetta
aacgegatcgeggtaacctgtaatcagagecagegetcgatgaattgeatcatggaagec
attgatgtggaatgitgagcgtataacaa
cacgaattgaagacgacattgacttgottcaagtgagtggagaattgccgggcagacaag
atagptaggctettggtgcgctgicacat caatccattcctiticetetgttcaatetetatgttgacattctgatagggatcattigga
tgccaatgcaaagaacatgagagtgtggtetge
attcaagtatcctggtcgtaagetgtgpecatgggegetgeggteaaggtcaatcgegat
gactaatcagtctcggtgactetggggeg
gtagaggcagtgtcgtgaaccaaageitgagecgagggcaaaaacaacggegeatcaaac
aatcaacgaaagcatcgtcaacagt gtetcttcccagtcaattacttcgeaaaaccttctegatagaacecttcagacgatgaac
aggecacgeaaccgicagecgegeccece
aggacagactcagegeecgggagpcagategtcacaccttggtegacgagetc.

EXAMPLE 7 Analysis of Select Singly- Substituted CBH2 Variants in Activity and
Thermostability Assays [247} Protoplasts of a six-fold deleted T. reesei strain (Aegll,

Aegl2, AegB, Acbhl, Acbh2, Abgll} were transformed with selected CB H2 SEL variants
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encoded on the pTTTpyrG vector as descibed (WO 2009/048488). Spores were
harvested, replated on acetamide agar, and incubated at 28°C for 7 days. Next, CBH2
variants were produced by inoculating 25 ml of YEG culture (5 g/L yeast extract, 20 g/L
glucose) with a sporulating Trichoderma strain on agar, followed by a two day
incubation period at 28 °C, 200 rpm. Five ml of the YEG culture was used to inoculate
45 ml of glycine medium containing a 2% glucose sophorose mixture, The culture was
dispensed over a 6- well microtiterplate and incubated stationary for five days at 28°C
in an oxygen-enriched atmosphere. Cells were removed by filtration through a 0.2 um
filter. Supernatants were subsequently concentrated using Vivaspin spin cells with a 10
kD molecular weight cutoff. The variants were tested for their ability to hydrolyze
phosphoric acid swollen cellulose (PASC) at 50 ° C, dilute acid pretreated com stover
(PCS) at 50 °C, dilute ammonia pretreated corncob (CC) at 50 °C and 57°C. In addition,

the variants were tested for thermostability.

{248] PASC 50° C. Enzyme activity on phosphoric acid swollen cellulose was examined
essentially as described in Example 1, Section C, with the following changes. To each
well, 10 pl was added containing 4.9 pg protein in supernatant from a CBH2 deleted
strain (Aegll, Aegl2, Acbhl, Acbh2). The plate was incubated at 50 °C while shaking at
200 rpm. After 2 hours the plate was put on ice for 5 min and 100 pl of 100 mM glycine
pH 10.0 was added. After mixing, the plate was centrifuged at 3000 rpm for 5 min. A
volume of 40 pl supernatant was diluted in 160 pl water. Ten ul of the diluted solution
was transferred to a new 96-well microtiterplate (Costar Flat Bottom PS) containing 100
ul ABTS glucose assay mixture (2.74 mg/ml 2,2' azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-
sulfonic acid, 1 U/ml horseradish peroxidase type VI, 1 U/ml glucose oxidase) and
increase in A 4, 0 was recorded in a microtiterplate spectrophotometer (Spectramax Plus

384, Molecular Devices). A range of glucose concentrations was included as a standard
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on each plate (0; 0.008; 0.016; 0.031; 0.063; 0.125; 0.25; 0.5; 1 mg/ml). Assays were
done in duplicate. A dose response curve was generated for the wild-type CB H2 by
fitting the data with a Temkin isotherm equation (y = a+b(In(l+c*x))) and the activities
of the CB H2 variants were divided by a calculated activity of wild-type CB H2 of the
same plate to yield a performance index.

{249} PCS 50 ° C. Enzyme activity on washed dilute acid pretreated comnstover was
examined essentially as described in Example 1, Section D, with the following changes.
To each well, 10 pl was added containing 49 ug protein in supernatant from a CB H2
deleted strain {Aegll, Aegl2, Acbhl, Acbh2). The plate was incubated at 50 ° C while
shaking at 200 rpm. After 2 days the plate was put on ice for 5 min and 100 pl of 100
mM glycine pH 10.0 was added. After mixing, the plate was centrifuged at 3000 rpm
for 5 min. A volume of 10 ul supernatant was diluted in 190 pl water. Ten pl of the
diluted solution was transferred to a new 96-well microtiter plate {Costar Flat Bottom
PS) containing 100 pl ABTS glucose assay mixture and assayed and analyzed as
described above for the PASC assay. [250] Corncob 50 °C, Enzyme activity on corncob
at 50 ° C was performed essentially as described in Example 1, Section E, with the
following changes. To each well 10 ul solution was added containing 46.55 pg protein
of supernatant from a CB H2 deleted strain (Aegll, Aegl2, Acbhl, Acbh2), supplemented
with 490 pg T. reesei CBHI, 6.84 pug T. reesei Xyn2 Y5 (Xiong et al, Extremophiles
8:393-400, 2004), 2.28 pg Fusarium verticillioides (Fv) 51A, 5.32 pg Fv3A, 0.76 ug
Fv43D, and 2.45 pg T. reesei BGLI. The Fusarium verticillioides enzymes have been
described in US 61/245269 (herein incorporated by reference for the teaching of this
method). Different volumes of supernatant of a transformed T. reesei strain expressing a
CBH2 variant were added as described in Example 1. The plates were incubated for two

days at 50 ° C with shaking at 200 rpm. [251] Corncob 5TC. Com cob was ground to
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pass through a 0.9 mm screen then pretreated as described in Example 4 of WO
2006/110901 (herein incorporated by reference for the teaching of this method).
Pretreated corn cob was used as a 7% cellulose suspension in 50 mM sodium acetate pH
5.0. Seventy microliters of the suspension was added per well to a 96-well
microtiterplate (Nunc Flat Bottom PS). To each well 10 pul solution containing 46.55 pg
protein of supernatant from a CBH2 deleted strain (Aegll, Aegl2, Acbhl, Acbh2), 4.90 pg
CBH] variant

(S8P/T411/N89D/S92T/S113N/S196T/P227L/D249K/T255P/S278P/E
295K/T296P/T332Y/ V403D/S411F/T4621), 6.84 pg T. reesei Xyn2 Y5 (Xiong et al,
Extremophiles 8:393-400, 2004), 2.28 ug Fv51A, 5.32 ug Fv3A, 0.76 pg Fv43D, 2.45
ug Talaromyces emersonii beta- glucosidase were added. Up to twenty microliters of
supernatant from H. jecorina cells expressing either wild-type CB H2 or a CBH2 variant
was added. Compensating voiumes of acetate buffer were added to make up for
differences in total volume. The plate was incubated at 57°C while shaking at 200 rpm.
After 2 days the plate was put on ice for S min and 100 ul of 100 mM glycine pH 10.0
was added. After mixing, the plate was centrifuged at 3000 rpm for 5 min. A volume of
10 pl supernatant was diluted in 190 pl water. Ten pl of the diluted solution was
transferred to a new 96-well microtiterplate (Costar Flat Bottom PS) containing 100 pl
ABTS glucose assay mixture and assayed and analyzed as described above. [252]
CBH2 Thermostability Assay 2. To test the thermostability of the CB H2 variants, S0 ul
of supernatant was incubated in a PCR machine across a temperature range of 50-70 °C.
The remaining activity was determined by incubating 20 pl supernatant with 80 ul 0.625
mg/ml cellotriose in 50 mM sodium acetate buffer pH5.0 with 0.0025% Tween80. After
1 hour, 40 u! of 100 mM glycine pHIO was added. Twenty pl was added to 80 ul ABTS

reagent (see above) and color development at OD420 was recorded for 5 min. A pseudo
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melting temperature (Tm) was calculated by fitting the remaining activity at each
temperature with the formula: y = l/(I+exp(-(a*(I-b/c-In(c/b)y+d*(()/c)-(Lb)))/e)) in
which a is the heat capacity (kcaPmol ~K '), b is the melting temperature (K), c is the
assay temperature (K), d is the enthalpy change (kcaPmol ~K '), and e is the gas
constant (kcaPmol *K !).

As determined by thermostability assay 2. The Tm of the reference CB H2 of SEQ ID
NO:3 was 57.5 °C under the test conditions.

[253] A category of mutations was devised, that is highly combinable mutations, to
encompass mutations that have a PI > 0.75 for at least one property, and >0.05 for all
properties. As iilustrated in the succeeding examples, some variants having two highly
combinable mutations, have activity and/or stability that is greater than the reference
CB H2 enzyme. An accumulation of highly combinable mutations can be used to make
a beneficial variant where each individual mutation is not sufficient to confer superior
activity, thermostability and/or expression levels to a variant enzyme.

EXAMPLE 8 CBH2 Combinatorial Library Variants and Activities Thereof

[254] A synthetic CBH2 combinatorial library was produced by GeneQOracle (Mountain
View, CA). Table 8-1 lists the possible substitutions of members of the CB H2
combinatorial library (numbered according to the CB H2 mature amino acid sequence).
This library was created by combining substitutions classified as up mutations and/or
highly combinable mutations on the basis of their Tm and performance as listed in Table
7-1.

The library was received from the above-mentioned provider as purified PCR products
in which primers GACCGGACGTGTTTTGCCCTTCAT (SEQ ID NO:20) and
GTGTGACCGGCTTTGGCGAGTG (SEQ ID NO:21) were used to amplify the cbh2

gene flanked upstream by about 1.1 kb of the cbhl promoter and downstream by about



1.85 kb of the amdS marker for forced integration in the pyr2 locus in the H. jecorina
host strain. A schematic of the homologous recombination of the expresson cassette into
the screening strain is shown in figure 11. The nucleotide sequence of a PCR fragment
(partial cbhl promoter, cbh2 gene, and partial amdS gene) amplified from pTTTpyrG-
CBH2 using the primers of SEQ ID NO:20 and SEQ ID NO:21, is provided below as
SEQ ID NO:22:  gaccggacgtgttttgeccttcatitggagaaataatgtcattgcgatgtgtaatttgee
tgcttgacegactggggctgitcgaageceg
aatgtagpattgttatccgaactetgetcgtagaggeatgtiptgaatetgtgteggaca
ggacacgecicgaaggttcacggcaaggg
aaaccaccgatagcagtgictagtagcaacctgtaaagecgeaatgcageateactggaa
aatacaaaccaatggctaaaagtacata
agttaatgcctaaagaagtcatataccagegpctaataatigtacaatcaagtggctaaa
cgtaccgtaattigccaacggctigtgggat
tgcagaagcaacggcaaagecccacttceccacgtttgtttcttcactcagtecaatete
agctggtgatcccceaattgggtegettgttt
gttcegptgaagtgaaagaagacagaggtaagaatgtctgactcggagegttitgeatac
aaccaagggcagtgatggaagacagig
aaatgttgacaticaaggagtatitagccagggatgctigagtgtatcgigtaaggaggt
ttgtctgecgatacgacgaatactgtatagt
cacttctgatgaagtggtccatatigaaatgtaaagtcggcactgaacaggceaaaagatt

gagttgaaactgcectaagatctegggecct

cgggecticgpectitggptgtacatgitgtgetccgggcaaatgeaaagtgtagtagg
atcgaacacactgetgectttaccaagea
getgaggptatgtgataggcaaatgttcaggegecactgcatggtitcgaatagasagag

aagcttagccaagaacaatagecgataa
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agatagccicattanacggaatgagetagtagpcaaagicagegaatgtgtatatataaa
gettcgaggteegtgccteccteatgetet
ccecatctactcatcaactcagatecteccaggagacttgtacaccatettttgagpeaca
gaaacccaatagtcaaccatcacaagtitgt
acaaaaaagcaggciccgeggecgeccccttcacccaccatgattgteggcattcteace
acgetggetacgetggecacactegea
getagtgtgectctagaggageggcaagettgetcaagegtetggtaattatgtgaacee
tctcaagagacccaaatactgagatatgtc
aaggggccaatgtggtggecagaattggtegpgtccgacttgetgtgcttceggaageac
atgcgictactccaacgactattactcec
agtgtcttcccggegetgeaagetecaagetegiccacgegegeegegtogacgacticte
gagtatcccccacaacatcceggicga
getccgegacgectccacctggtictactactaccagagtacetccagteggategpgaa
ccgetacgtattcaggeaacccttttgtig
gggtcactccitgggecaatgeatattacgectetgaagttageagectegetattecta
gettgactggagecatggecactgetgeag
cagetgtcgeaaaggttecctetittatgtgpctgtaggtoctecccggaaccaaggeaat
ctgttactgaaggctcatcattcactgeaga
gatactcttgacaagacccctctcatggageaaaccttggecgacatcegeacegecaac
aagaatggcggtaactatgecggacag
fttgtggtatatgacttgecggatcgegattgegetgecettgectcgaatpgegaatac
tctattgccgatggtggegtegecaaatata
agaactatatcgacaccattcgtcaaattgtcgtggaatattccgatatecggaccetee
tgpttattge TAtgagtttaaacacctgect

ccecceeccctteecttectitcccgecggeatcttgtegttatgetaactattgttcce
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tettccagagectgactctettgecaacctggtg
accaacctcggtactccaaagtgtgecaatgetcagtcagectaccttgagtgeatcaac
tacgccgtcacacagetgaaccttceaaa
tgttgcpatgtatttggacgetggecatgeaggatggettggotggecggcaaaccaaga
cccggecgetcagetatttgeaaatgttt
acaagaatgcatcgtetccgagagctettcgeggatiggeaaccaatgtegecaactaca
acgggtggaacattaccagecceecate
gtacacgcaaggcaacgetgtctacaacgagaagetgtacatccacgetattggacctct
tettgccaatcacggetggtecaacgect
tcttcatcactgatcaaggtegatcgggaaageagectaccggacageaacagtggggag
actggtgcaatgtgatcggeaccggat
ttggtattcgeccatcegeaaacactggggactegttgetggattegtitgtctggptea
agccaggeggcgagtgtoacggcaccag
cgacagcagtgcgecacgatitgacteccactgtgcgeteccagatgecttgeaaccgge
gectcaagetggtgctiggttccaagee
tactttgtgcagetictcacaaacgeaaacccatcgttcctgtaaAagggtggecgegec
gacccagctttcttgtacaaagtggtgate
gegeegegegecagetcegtgegaaagectgacgeaceggtagattettggtgageeegt
atcatgacggcggegggagetacatg  gecccgggtgattiattittttigtatetacttctgacecttttcaaatatacggtcaac
tcatctitcactggagatgcggectgetiggtattg
cgatgttgtcagettggcaaattgtggetitcgaaaacacaaaacgattccttagtagee
atgcattttaagataacggaatagaagaaag
aggaaattaaaaaaaaaaaaaaaacaaacatcccgticataaccegtagaategeegete
ttcgtgtatcccagtaccagtitattttgaa

tagetcgeccgetggagagcatectgaatgcaagtaacaaccgtagaggetgacacggea



getgttgetagggagegicgtgticta
caaggccagacgtcticgeggttgatatatatgtatgtttgactgeaggcetgetcagega
cgacagtcaagttcgeectegetgettgtg
caataatcgeagtggggaagecacacegtgacteccatetticagtaaagetetgttggt

gtttatcagcaatacacgtaatttaaactegt

tagcatggggctgatagcettaattacegtttaccagtgecatggttctgeagetttectt
ggccegtaaaattcggegaagecagecaate
accagctaggeaccagetaaaccctataattagtetettatcaacaccateegeteccee
gggatcaatgaggagaatgagegpgatg
cgggectaaagaagectacataaccetcatgecaacteccagtttacactcgtcgageca
acatcctgactataagctaacacagaatg
cctcaatcctgggaagaactggcegetgataagepegeeegectegeaaaaaccatecct
gatgaatggaaagtccagacgetgect
gcggaagacagcgttattgatttcccaaagaaatcggggatcctttéagaggccgaactg
aagatcacagaggcctcegetgeagate
ttgtgtccaagetggeggccggagagttgaceteggtegaagttacgetageattetgta
aacgggcagcaatcgeccageagttagt
agggtccectctacctetcagggagatgtaacaacgecaccttatgggactatcaagetg
acgcetggcttctgtgecagacaaactgege
ccacgagticttccctgacgecgetetegegeaggeaagggaactcgatgaatactacge
aaagcacaagagacccgttggtccact
ccatggeceteeccatetcteicaaagaccagettcgagtcaaggtacaccgttpecceta
agtcgttagatgtcectttttgtcagetaaca
tatgccaccagggctacgaaacatcaatgggctacatctcatggctaaacaagtacgacg

aaggggactcggttctgacaaccatgct



ccgeaaagecggtgecgtettetacgtcaagacetetgtcocgeagaccetgatggtety
cgagacagtcaacaacatcatcgggeg
caccgicaacccacgcaacaagaactggtegtgeggeggcagttctgptpgtgaggptgc
gatcgitgggaticgtggtogcgtcat
cgetataggaacgpatatogptagctogaticgagtgecggcogogticaacttcctgta
cggtctaaggcegagteatgggegectg
ceglatgeaaagatggegaacageatggagggtcaggagacggtgeacagegtigteggg
ccgattacgeactctgttgagggtga  giccticgecteticettettttectgetetataccaggectceactgtectectttett
gettittatactatatacgagaccggeagicactga
tgaagtatgttagacctecgectcticaccaaatecgtecicggtcaggagecatggaaa
tacgactccaaggtcatccccatgecctg
gegecagtecgagtcggacattatigcctccaagatcaagaacgpcgggctcaatatcgg
ctactacaacttcgacggeaatgtcetic
cacaccctectatcotgegeggegtggaaaccaccgtegecgeactegecaaagecggtc acace.

[255] Protoplasts of the ADS H. jecorina strain (Aegll, Aegl2, Acbhl, Acbh2, Abgll)
described in Example 6 were transformed with the linear DNA library as described (US
2006/0094080) and grown on selective agar containing acetamide at 28°C for 7 days
(0.6 g/L acetamide, 168 g/ CsCl, 20 g/l glucose, 6 g/L KH2PO4, 0.6 gL
MgS04.7H20, 0.6 g/L. CaC12.2H20, 0.5 g/L uridine, trace element salts, 10 g/L low
melting point agarose). After 24 hours the agar was overlaid with selective agar
supplemented with 1.2 g/L fluoroorotic acid (FOA). A total of 380 colonies were
transferred to potato dextrose agar plates containing 1.2 g/L. FOA and incubated at 28°C
for 4-5 days. Spores were transferred to fresh potato dexirose agar plates, which were
incubated at 28°C for 3 days. Alternatively, protoplasts of the MADS6 strain described in

Example 6 can be employed instead of AD5 for expression of variant library members.
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Likewise, protoplasts of derivatives of the MADG strain in which additional cellulases
have been inactivated can be used for this purpose. Such derivatives would exhibit even
less background cellulase activity. [256] For CBH2 variant protein production, spores
were transferred using a 96-pin replicator to 200 p! glycine minimal medium
supplemented with 2% glucose/sophorose mixture in a PVDF filter plate: 6.0 g/L
giycine, 4.7 g/L (NH 4) 280 4; 5.0 gL KH ;PO 4; 1.0 g/L MgSO 4- 7H . 0; 33.0 g/L
PIPPS; pH 5.5; with sterile addition of a 2% glucose/sophorose mixture as the carbon
source, 10 ml/L of 100g/L. of CaCl ;, 2.5 ml/L of T. reesei tréce elements (400X):
175g/L Citric acid anhydrous; 200g/L FeSO 4-7H » O; 16g/L. ZnSO 4-7H ; 0; 3.2 g/L
CuSO 4-5H ,0; 1.4 g/ MnSO 4-H , 0; 0.8 ¢/L H ; BO ;. Each CBH2 variant was
grown in quadruplicate. After sealing the plate with an oxygen permeable membrane,
the plates were incubated at 28°C for 6 days, while shaking at 200 rpm. Supernatant was
harvested by transferring the culture medium to a microtiter plate under low pressure.
[257] A total of ten variants that showed improved activity on corn cob at 57°C were
isolated. Genomic DNA of these strains was isolated and their cbh2 gene sequences
determined. The CB H2 variants were tested for properties of interest, The substitutions
and activities of combinatorial library members on comcob and comn stover is shown in
Table 8- 2. The specific activities for washed dilute acid pretreated comstover (PCS 50
®C), for corncob at 50 * C (CC 50 ° C), and for corncob at 57°C (CC 57 ° C) were
determined as described in Example 7.

EXAMPLE 9 CBH2 Singly and Doubly Substituted Variants and Activities Thereof
[258} Synthetic genes encoding CBH2 variants were constructed by GeneOracle
(Mountain View, CA) in pTTTpyrG. Table 9-1 lists the single and double variants that

were constructed (numbered according to the CBH2 mature amino acid sequence).
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[259] The cbh2 variant genes were received from the above-mentioned provider as
purified PCR products in which primers GACCGGACGTGTTTTGCCCTTCAT (SEQ
ID NO:20) and GTGTGACCGGCTTTGGCGAGTG (SEQ ID NO:21) were used to
amplify the cbh2 gene flanked upstream by about 1000 bp of the cbhl promoter and
downstream by about 1000 bp of the amdS marker for forced integration in the pyr2
locus in the H. jecorina host strain. The nucleotide sequence of a PCR fragment (partial
cbhl promoter, cbh2 gene, and partial amdS gene) amplified from pTTTpyrG-CBH2
using the primers of SEQ ID NO:20 and SEQ ID NO:21, is provided above in Example
8 as SEQ ID NO:2q22. {260] Protoplasts of the MAD6 H. jecorina strain (Aeglt, Aegl?2,
Aegl3, Acbhl, Acbh2, Abgll} described in Example 6, were transformed with the linear
DNA fragments as described (US 2006/0094080) and grown on selective agar
containing acetamide at 28°C for 7 days as described. After 24 hours the agar was
overlain with selective agar supplemented with 1.2 g/ fluoro-orotic acid (FOA).
Colonies were transferred to potato dextrose agar plates containing 1.2 g/l FOA and
incubated at 28°C for 4-5 days. Spores were transferred to potato dextrose agar plates,
which were incubated at 28°C for 3 days.

[261] The variants were grown in microtiterplates as described in Example 8. For
growth in shake flasks, 25 ml of YEG culture (5 g/L yeast extract, 20 g/L glucose) was
inoculated with a sporulating Trichoderma strain on agar and incubated at 28°C at 200
rpm for 2 days. Next, 5 mi of the YEG culture was used to inoculate 45 m} of glycine
medium containing a 2% glucose sophorose mixture in a shake flask. Following
inoculation, the cultures were incubated in a resonant acoustic incubator (Applikon) at
28°C for 3 days. Cells were removed by fiitration through a 0.2 pm filter. Supernatants

were concentrated using Vivaspin spin cells with a 10 kD molecular weight cutoff,



[262] Samples grown in microtiter plate were analyzed for CBH2 production levels by
HPLC as described in Example 1. Both microtiter plate and shake flask grown samples
were tested for properties of interest. Table 9-2 lists the performance of the CB H2
varnants for multiple properties of interest.

Tm = pseudo melting point temperature ( ° C) was determined by thermostability assay
2. IR = Performance index for stability as determined by thermostability assay 3. [263]
CBH2 Thermostability Assay 3. To analyze the thermostability of the CBH2 variants,
40 ul of supernatant was incubated in a PCR machine 58°C in triplicate and samples
were removed after 30, 60 and 120 min of incubation. The remaining activity was
determined by incubating 10 pl supernatant with 50 ul of 1 mg/ml cellotriose in 50 mM
sodium acetate buffer pH 5.0 with 0.0025% Tween20. After one hour, 40 ul of 100 mM
glycine pH 10 was added. Fifty pl of 3X concentrated ABTS reagent (see above) was
added and color development at OD420 was recorded for 3 min. The residual activity in
time was fitted with a formula for exponential decay: y = A o *exp(-k*t), where A ¢ is
activity at +=0, t is time, and k is the decay constant. Performance indici (PI) were

calculated by the following formula: PI = -10g(K vaxam Y/-l0g(k w ).

CLAIMS

We claim:
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1. A cellulase vanant, wherein the variant is a mature form having cellulase activity and
comprising a substitution at one or more positions selected from the group consisting of:
5, 18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102, 103, 104, 105, 111, 117, 119, 121,
125, 126, 133, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 150, 158, 162, 177, 180, 181, 182, 185,
186, 188, 190, 191, 192, 193, 196, 201, 207, 225, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 236,
240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292, 293, 303, 304, 306, 307, 313, 319,
322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364, 365, 371, 384, 394, 396, 400, 406,
407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440, 441, 443, 444, 445 and 447, wherein the
positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of a reference
cellobiohydrolase II (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3.

2. The cellulase variant of Claim 1, wherein the variant comprises a further substitution
at one or more further positions selected from:

(1) a first group consisting of 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194, 197,
203, 204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327, 339,
344, 356, 378, 382 and 405; or

(if) a second group consisting of 94, 98, 107, 120, 134, 144, 154, 178, 179, 206, 210,
214, 231, 232, 266, 272, 275, 291, 312, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386, 399, 410,
413, 416, 426, and 429,

wherein the further positions are numbered by correspondence with the amino acid
sequence of the reference cellobiohydrolase I1 (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3.

3. A cellulase variant, wherein said variant is a mature form having cellulase activity
and comprising a substitution at one or more positions selected from the group
consisting of: 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194, 197, 203, 204, 208,
211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327, 339, 344, 356, 378,

382 and 405, wherein the positions are numbered by correspondence with the amino
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acid sequence of a reference cellobiohydrolase II (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3,
and wherein when the cellulase variant consists of a single substitution, the single
substitution is not a K/E, R/Q, N/D, Q/E, D/N or E/Q substitution.

4. The cellulase variant of Claim 3, wherein the variant comprises a further substitution
at one or more further positions selected from:

(1) a first group consisting of 5, 18, 19, 28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102, 103,

104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126, 133, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 150, 158,
162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188, 190, 191, 192, 193, 196, 201, 207, 225, 226,
228, 229, 230, 233, 234, 236, 240, 243, 245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292, 293,
303, 304, 306, 307, 313, 319, 322, 328, 331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364, 365,
371, 384, 394, 396, 400, 406, 407, 414, 417, 422, 427, 431, 433, 436, 440, 441, 443,
444, 445 and 447, or

(ii) a second group consisting of 94, 98, 107, 120, 134, 144, 154, 178, 179, 206, 210,
214, 231, 232, 266, 272, 275, 291, 312, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386, 399, 410,
413, 416, 426, and 429,

wherein the further positions are numbered by correspondence with the amino acid
sequence of the reference cellobiohydrolase II (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3.

5. A cellulase variant, wherein the variant is a mature form having cellulase activity and

comprising a substitution at one or more positions selected from the group consisting of:

94, 98, 107, 120, 134, 144, 154, 178, 179, 206, 210, 214, 231, 232, 266, 272, 275, 291,
312, 316, 323, 343, 360, 380, 381, 386, 399, 410, 413, 416, 426, and 429, wherein the
positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of a referen;;:e
cellobiohydrolase IT (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3, and wherein when the cellulase
variant consists of a single substitution, the single substitution is not one of the group

consisting of VO4E, P9SL, E107Q, M120L, M134G, M134L, M134V, L144G, L.144R,
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L1448, T154A, A178V, L179C, V206L, S210L, S210R, T214M, T214Y, G231P, G2311,
G231A, G231IN, G2318, G231T, T232V, H266S, H266A, W272A, W272D, W272Y,
N275L, S316P, V323L, V323N, V323Y, G360R, S380T, A381T, E399N, E399D,
R413Y, R413P, and A416G.

6. The cellulase variant of Claim 5, wherein the variant comprises a further substitution
at one or more further positions selected from: (i) a first group consisting of 3, 18, 19,
28, 30, 32, 35, 38, 79, 80, 89, 100, 102, 103, 104, 105, 111, 117, 119, 121, 125, 126,
133, 137, 138, 139, 140, 141, 143, 150, 158, 162, 177, 180, 181, 182, 185, 186, 188,
190, 191, 192, 193, 196, 201, 207, 225, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 236, 240, 243,
245, 251, 252, 258, 267, 268, 274, 292, 293, 303, 304, 306, 307, 313, 319, 322, 328,
331, 338, 340, 346, 361, 362, 363, 364, 365, 371, 384, 394, 396, 400, 406, 407, 414,
417,422,427, 431, 433, 436, 440, 441, 443, 444, 445 and 447; or

(ii) a second group consisting of 63, 77, 129, 146, 147, 151, 153, 157, 161, 189, 194,
197, 203, 204, 208, 211, 237, 239, 244, 247, 254, 277, 281, 285, 288, 289, 294, 327,
339, 344, 356, 378, 382 and 405,

wherein the further positions are numbered by correspondence with the amino acid
sequence of the reference cellobiohydrolase II (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3.

7. The cellulase variant of any one of Claims 1-6, wherein the substitution at one or
more positions is selected from the group consisting of 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 and 25 positions.

8. A cellulase variant, wherein the variant is a mature form having cellulase activity and
comprising a substitution at from one to six positions selected from the group consisting
of 111, 144, 154, 162, 410 and 413, wherein the cellulase variant comprises: leucine or
serine at position 111; leucine, glutamine or tryptophan at position 144; threonine,

cysteine or valine at position 154; tyrosine or asparagine at position 162; arginine or

gl



serine at position 410; and serine, tryptophan or tyrosine at position 413; wherein the
positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of the
reference cellobiohydrolase II (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3, and wherein when
the cellulase variant consists of a single substitution, the single substitution is not a
S413Y substitution,

9. A cellulase variant, wherein the variant is a mature form having cellulase activity and
comprising a substitution at from one to six positions selected from the group consisting
of 98, 194, 313, 316, 384 and 443, wherein the cellulase variant comprises: proline or
leucine at position 98; lysine, cysteine or glutamic acid at position 194; serine or
threonine at position 313; serine or proline at position 316; glycine, cysteine or
glutamine at position 384, and asparagine or isoleucine at position 443; wherein the
positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of the
reference cellobiohydrolase II (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3, and wherein when the
cellulase variant consists of a single substitution, the single substitution is not one of the
group selected from a P98L substitution, a KI194E substitution, and a S316P
substitution,

10. A cellulase variant, wherein the variant is a mature form having cellulase activity
and comprising a substitution at from one to six positions selected from the group
consisting of 153, 161, 203, 233, 422 and 444, wherein the cellulase variant comprises:
arginine or glutamine at position 153; asparagine, alanine or tryptophan at position 161;
arginine or histidine at position 203 ; proline or aspartic acid at position 233; glutamine
or valine at position 422; and proline or glutamine at position 443; wherein the positions
are numbered by correspondence with the amino acid sequence of the reference

cellobichydrolase IT (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3, and wherein when the cellulase
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variant consists of a single substitution, the single substitution is not a R153Q
substitution,

11. A cellulase variant, wherein the variant is a mature form having cellulase activity
and comprising a substitution at from one to seven positions selected from the group
consisting of 98, 111, 144, 313, 316, 413 and 422, wherein the cellulase variant
comprises; proline or leucine at position 98; leucine or serine at position 111; leucine or
~ tryptophan at position 144; serine or threonine at position 313; serine or proline at
position 316; serine or tryptophan at position 413; and glutamine or valine at position
422, wherein the positions are numbered by comrespondence with the amino acid
sequence of the reference cellobiohydrolase II (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3, and
wherein when the cellulase variant consists of a single substitution, the single
substitution is not one of the group selected from a P98L substitution, and a $316P
substitution.

12. A cellulase variant comprising a glutamine at position 98, and a substitution selected
from the group consisting of a T138C, a S316P, a $343Q, a Q362I, a $386C, a C400S
and a S406P, wherein the positions are numbered by correspondence with the amino
acid sequence of the reference cellobiohydrolase II (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3,
13. A cellulase variant comprising a cysteine at position 138, and a substitution selected
from the group consisting of a S316P, a S343Q, a Q3621, a S386C, a C400S and a
S406P, wherein the positions are numbered by correspondence with the amino acid
sequence of the reference cellobiohydrolase 11 (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3.

14. A cellulase variant comprising a proline at position 316, and a substitution selected
from the group consisting of a S343Q, a Q362I, a S386C, a C400S and a S406P,
wherein the positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of

the reference cellobiohydrolase I (CB H2) set forth as SEQ ID NO:3.
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15. A cellulase variant comprising 2 glutamine at position 343, and a substitution
selected from the group consisting of a Q3621, a $386C, 2 C400S and a S406P, wherein
the positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of the
reference cellobiohydrolase I (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3.

16. A cellulase variant comprising an isoleucine at position 362, and a substitution
selected from the group consisting of a S386C, a C400S and a S406P, wherein the
positions are numbered by correspondence with the amino acid sequence of the

reference cellobiohydrolase I1 (CBH2) set forth as SEQ ID NO:3.

17. A cellulase variant comprising a cysteine at position 386, and a substitution selected
from the group consisting of a C400S and a S406P, wherein the positions are numbered
by correspondence with the amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase II
(CBH2) set forth as SEQ ID NO:3.

18. The cellulase variant of Claim 1, comprising a serine at position 400 and a proline at
position 406.

19. A cellulase variant, wherein the variant is a mature form having cellulase activity
and comprising a substitution at from one to seven positions selected from the group
consisting of 98, 111, 182, 291 , 316, 362 and 400, wherein the cellulase variant
comprises; proline, leucine or glutamine at position 98; leucine or serine at position 111;
aspargine or tryptophan at position 182; serine or a glutamic acid at position 291; serine
or proline at position 316; glutamine, isoleucine or leucine at position 362; and cysteine
or serine at position 400, wherein the positions are numbered by correspondence with
the amino acid sequence of the reference cellobiohydrolase IT (CBH2) set forth as SEQ
ID NO:3, and wherein when the cellulase variant consists of a single substitution, the
single substitution is not one of the group selected from a P98L substitution, and a

S316P substitution.
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20. The cellulase variant of Claim 19, wherein the variant further comprises a L439P
substitution or a T74S substitution.

21. The cellulase variant of any one of Claims 1-20, wherein the variant is derived from
a parent cellulase selected from the group consisting of Hypocrea jecorina CBH2,
Hypocrea koningii CBH2, Humicofa insolens CBH2, Acremonium cellulolyticus
CBH2, Agaricus bisporus CBH2, Fusarium osysporum EG, Phanerochaete
chrysosporium CBH2, Talaromyces emersonii CBH2, Thermobifida. fusca 6B/E3
CBH2, Thermobifida fusca 6A/E2 EG, and Celtulomonas fimi CenA EG.

22. The cellulase variant of any one of Claims 1-21, wherein the variant is derived from
a parent cellulase whose amino acid sequence is at least 75% 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% or 99% identical to a member of the group consisting of SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NQO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, and SEQ ID NO: 13.

23. The cellulase variant of any one of Claims 1-22, wherein the variant is isolated.

24. A composition comprising the cellulase variant of any one of Claims 1 to 23.

25. The composition of Claim 24, wherein the composition is enriched in the cellulase
variant.

26. An isolated nucleic acid encoding the cellulase variant of any one of Claims 1 to 22.
27. An expression vector comprising the isolated nucleic acid of Claim 26 operably
linked to a regulatory sequence.

28. A host cell comprising the expression vector of Claim 27.

29. A method for producing a cellulase variant, comprising culturing the host cell of
Claim 28 in a culture medium, under suitable conditions to produce the cellulase
variant.

30. A composition comprising the host cell of Claim 29 and culture medium.
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31. A composition comprising the cellulase variant in supernatant of the culture medium
of Claim 29.

32. The composition of Claim 24, further comprising at least one additional enzyme
selected from the group consisting of a subtilisin, a2 neutral metatloprotease, a lipase, a
cutinase, an amylase, a carbohydrase, a pectinase, a mannanase, an arabinase, a
galactanase, a xylanase, an oxidase, and a peroxidase.

33. A method of cleaning or fabric care comprising contacting a surface or an article
comprising a fabric with the composition of Claim 24 or 32.

34. A method for depilling and surface finishing a fabric comprising contacting a
surface or an article comprising a fabric with the composition of Claims 24 or 32.

35. A method for converting biomass to sugars comprising contacting the biomass with
the composition of Claims 24 or 32.

36. A method for producing a fuel comprising: contacting a biomass composition with
an enzymatic composition comprising the cellulase variant of any one of Claims 1 to 22
to yield a sugar solution; and culturing the sugar solution with a fermentative

microorganism under conditions sufficient to produce a fuel.
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