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ES 2 813684 T3

DESCRIPCION
Enzimas con actividad acido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa

[0001] Se describen enzimas que tienen actividad acido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa, es
decir, que tienen actividad de hidrdlisis y sintesis de acido clorogénico y ésteres de acido hidroxicinamico, obtenidas
de los basidiomicetos Ustilago maydis (UmChIE), Rhizoctonia solani (RsChIE), Schizophyllum commune (ScFael y
ScFae3) y derivados de los mismos, respectivamente. Se describen acidos nucleicos, vectores de expresion y células
hospedadoras que comprenden las secuencias de acidos nucleicos, asi como procedimientos para preparar y usar la
enzima, p. €j., sobre sustratos sintéticos, asi como naturales complejos, tales como pectina de remolacha azucarera,
salvado de trigo desalmidonado y pulpa de café. Se describe el uso de enzimas que tienen actividad acido clorogénico
esterasa y/o actividad feruloil esterasa, en particular, enzimas con tales actividades obtenidas de basidiomicetos, para
el reblandecimiento de masas, asi como productos alimenticios que comprenden dichas enzimas.

[0002] Las paredes celulares de las plantas consisten en un conjunto complejo de polisacaridos que incluyen
celulosa, hemicelulosa y pectina. Esta red de polisacéridos forma estructuras tridimensionales que contienen
hidroxicinamatos con enlaces éster (1). Estos &cidos fendlicos (acido cafeico, ferilico y p-cumarico) afectan no solo a
la rigidez y las propiedades mecénicas de la pared celular, sino que también juegan un papel en la defensa de las
plantas (2). Estan enlazados de manera diferente a residuos de azucares en las plantas: (A) en gramineas tales como
trigo, cebada o maiz, los ferulatos y p-cumaratos se encuentran principalmente esterificados a la posicion O-5 de los
residuos de arabinosa, mientras que (B) en la pectina de las dicotiledéneas, tales como espinaca o remolacha
azucarera, el &cido ferulico esta esterificado a la posicion O-2 de los residuos de arabinosa y a la posicion O-6 de los
residuos de galactosa (3). Asimismo, los hidroxicinamatos también existen como conjugados de ésteres solubles de
acido quinico, siendo el ejemplo méas conocido el &cido clorogénico (4). Hay presentes concentraciones
particularmente altas de &cido clorogénico en el café, la manzana, la peray el tubérculo de patata (4). Especialmente
las industrias sanitaria, cosmética y farmacéutica estan interesadas en los hidroxicinamatos debido a sus propiedades
anticarcinogénicas, antinflamatorias y antioxidantes (5). Por consiguiente, las enzimas capaces de liberar estos
compuestos fendlicos son de especial interés para su posible uso industrial y médico.

[0003] Un grupo de estas enzimas son las feruloil esterasas (FAE; EC 3.1.1.73), una subclase de las hidrolasas
de éster carboxilico (EC 3.1.1). Estas hidrolizan el enlace éster entre el &cido ferulico o acidos cindmicos relacionados
y los polisacaridos complejos de la pared celular de las plantas (6). A lo largo de los afios, se aisl6 y caracteriz6 un
gran numero de FAE, principalmente a partir de bacterias, levaduras y hongos (7-10). Crepin y col. (10) desarrollaron
un sistema de clasificacion para las FAE dividiéndolas en cuatro tipos (A-D) en base a su especificidad de sustrato
soportada por la identidad de secuencia primaria. Las FAE de Tipo A son activas sobre ferulato de metilo (MFA), p-
cumarato de metilo (MpCA), sinapato de metilo (MSA), pero no sobre cafeato de metilo (MCA). Por el contrario, las
FAE de Tipo B hidrolizan MFA, MpCA y MCA, mientras que las Tipo C y D actian sobre los cuatro sustratos. Solo el
Tipo Ay D son capaces de liberar diferulatos de sustratos complejos.

[0004] Sin embargo, habia tan solo unos cuantos estudios que se centraron en la &cido clorogénico hidrolasa
(EC 3.1.1.42). Hasta la fecha, se ha publicado un niumero pequefio de acido clorogénico esterasas, todas de
Aspergillus sp. Schobel y Pollmann (11, 12) aislaron y caracterizaron parcialmente un acido clorogénico esterasa
especifica a partir de una preparacion de enzima pectinolitica de Aspergillus niger. Mas recientemente, Asther y col.
(13) demostraron la eficacia de otra enzima de A. niger para liberar &cido cafeico a partir de subproductos industriales
tales como pulpa de café y orujo de manzana. El gen correspondiente fue sobreexpresado homogéneamente por
Benoit y col. (14), y se compararon las propiedades de la enzima recombinante y natural. Adachi y col. indujeron un
acido clorogénico esterasa en micelios de Aspergillus sojae indistintamente con café en polvo o pulpa de café (15).
Un éster de acido hidroxicinamico hidrolasa de Aspergillus japonicus (16) y una cinamato esterasa de A. niger (17)
también hidrolizaban el acido clorogénico. Adicionalmente, se demostrd actividad frente al acido clorogénico para la
feruloil esterasa FAEB de A. niger (18), AoFaeB y AoFaeC de Aspergillus oryzae (19), TsFaeC de Talaromyces
stipitatus (20) y FaelA de Anaeromyces mucronatus (21). Couteau y col. (22) aislaron y caracterizaron bacterias
coldnicas humanas que actiian sobre el acido clorogénico.

[0005] A la vista de esto, los inventores solucionaron el problema de proporcionar una nueva enzima que tenga
actividad acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa con caracteristicas y especificidad de sustrato
alternativas que se pueda usar , p. €j., para generar los productos correspondientes. Por ejemplo, el hidroxicinamato
puede ser liberado de subproductos industriales. Asimismo, sorprendentemente encontraron nuevas aplicaciones de
las enzimas que tienen actividad acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, en particular, actividad
acido clorogénico esterasa, en la el horneado.

[0006] Este problema se soluciona, p. ej., con la materia de las reivindicaciones.
[0007] La presente descripcion proporciona usos especificos de una enzima que tiene actividad fenilpropanoide

esterasa, asi como enzimas fenilpropanoide esterasas especificas. En particular, la descripcion proporciona usos
especificos de una enzima con actividad acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa que comprende una

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 813684 T3

secuencia que tiene al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %,
0 al menos 99 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1.

[0008] La descripcién proporciona una enzima con actividad acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil
esterasa que comprende

a. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1 y que no comprende
la SEQID NO: 3,0

b. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1 y que no comprende
la SEQ ID NO: 19, 0

C. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoéacidos con la SEQ ID NO: 22, o

d. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 26, o

€. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 30.

[0009] La enzima comprende preferentemente una secuencia que tiene la SEQ ID NO: 1, y se designa UmChIE.
También puede consistir en la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la enzima que comprende la SEQ ID NO: 1
no comprende la secuencia de sefializacién enddgena de SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, es la secuencia de
longitud completa de UmChIE proporcionada por los inventores (SEQ ID NO: 17), que incluye la secuencia sefial. En
una realizacién, la presente descripcion no cubre una enzima que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19
(Um00182.1, n.° de entrada de GenBank XP_756329.1). Una enzima con actividad &cido clorogénico esterasa y/o
actividad feruloil esterasa que comprende una secuencia que tiene al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad de amino&cidos con la SEQ ID NO: 1
puede comprender también una leucina en la posicién 492 de la secuencia (calculada con respecto a las posiciones
en la SEQ ID NO: 19).

[0010] Preferentemente, la enzima tiene actividad &cido clorogénico esterasa, mas preferentemente, la enzima
tiene actividad &cido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa, en particular actividad feruloil esterasa de tipo
B (Crepin y col., 2004). Preferentemente, la actividad de la enzima es comparable (p. ej., al menos 70 % de actividad,
al menos 80 % de actividad o al menos 90 % de actividad) a la actividad sobre al menos un sustrato diferente como
se muestra para UmChIE, preferentemente, sobre todos los sustratos investigados en el Ejemplo 1.

[0011] Sorprendentemente, los inventores detectaron actividad acido clorogénico esterasa en un
basidiomiceto, Ustilago maydis, y fueron capaces de aislar la enzima responsable, UmChIE, a pesar de los problemas
con la produccién de melanina cuando se usaba medio de nutricién estandar. Solo ciertas condiciones de cultivo
especificas, que inducian actividades esterasa superiores y evitaban la produccién de melanina, permitieron la
purificacion de la enzima. Se encontré que la enzima tiene una especificidad de sustancia excepcionalmente amplia,
ya que tiene actividad feruloil esterasa ademas de actividad acido clorogénico esterasa. La enzima se secuencid y
caracterizé por completo.

[0012] La masa molecular de la enzima novedosa, como se determina mediante SDS-PAGE desnaturalizante,
es preferentemente 71 kDA, como se muestra para el acido clorogénico esterasa aislada de U. maydis (Fig.1, carril
2). La masa aparente de la enzima natural estimada mediante cromatografia de exclusién molecular demuestra que
UmChIE es un monémero. UmChIE difiere, por tanto, de las otras enzimas acido clorogénico esterasas descritas en
la bibliografia. Mientras que Asther y col. (13) y Adachi y col. (15) identificaron las acido clorogénico hidrolasas
naturales como homodimeros de aproximadamente 2 x 80 kDa, Benoit y col. (14) sugirié que la enzima de A. niger
recombinante existe como una forma tetramérica. Schobel y Pollmann (12) caracterizaron la segunda acido
clorogénico esterasa conocida de A. niger también como un tetramero (4 x 60 kDa), mientras que Okamura y
Watanabe (16) describieron la éster de acido hidroxicinamico hidrolasa de A. japonicus como un monémero de
145 kDa.

[0013] La secuencia corresponde en gran medida a la proteina hipotética Um00182.1 (SEQ ID NO: 19) de U.
maydis 521 (n.° de entrada de GenBank XP_756329.1), que fue comentada mediante un proyecto genémico y
clasificada aproximadamente como un miembro de la superfamilia de esterasas-lipasas que contiene una region
especifica para las carboxilesterasas. No se disponia de informacién adicional sobre esta secuencia antes de la
presente invencion, p. ej., no hay indicios de que la proteina se hubiera preparado y aislado nunca, y no habia
informacidon sobre su glicosilacion o sobre su actividad enzimatica real.

[0014] La secuencia codificante completa de UmChIE, como la proporcionan los inventores, tiene una longitud
de 1758 pb, lo que corresponde a una proteina de 585 aminoacidos (aa). La secuencia de aa completa de UmChIE
(SEQ ID NO: 17) purificada a partir de U. maydis por los inventores posee tres diferencias a nivel de nucledtidos que
conducen a un cambio a nivel de nucleétidos en la posicion 492 (prolina a leucina) en comparacién con la secuencia
de UmO00182. La secuencia de UmChIE presentd la similitud (89 %) e identidad (81 %) méaximas con una
caboxilesterasa dePseudozyma hubeiensis SY62 (n.° de entrada de GenBank GAC96757). Por el contrario, solo se
obtuvo 29 % de identidad con una secuencia de aa del acido clorogénico hidrolasa CHIE de A. niger (n.° de entrada
de GenBank DQ993161). Se identifico un péptido sefial de 21 aa en el extremo amino de la secuencia de UmChIE en
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base a la prediccion usando el programa en red SignalP 4.01. Se calculd que la masa molecular prevista de la proteina
madura es 63,7 kD usando la herramienta Compute p//Mw de ExPASy. La discrepancia con la masa molecular
deducida a partir de SDS-PAGE desnaturalizante (71 KD) indicé una proteina glicosilada. Se identificaron nueve
posibles sitios de N-glicosilacién en las posiciones 5, 109, 151, 298, 308, 370, 387, 487 y 558
(http://mwww.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). El tratamiento con endoglicosilasa H da como resultado una proteina
desglicosilada de aproximadamente 63 kDa (Fig. 1, carril 3), lo que sugiere que la UmChIE contiene oligosacaridos
con alto contenido de manosa enlazado a Asn. Se describieron resultados similares para la acido clorogénico hidrolasa
CHIE de A. niger (14). Para CHIE, la glicosilacion provoc6 una diferencia de masa de 25 kD. Por consiguiente, UmChIE
tiene un grado de N-glicosilacion inferior a ChlE Esto también explica la termolabilidad de UmChIE mostrada mas
adelante, ya que se ha descrito que la N-glicosilacién es importante no solo para el plegamiento proteico, sino también
para la termoestabilidad (55).

[0015] La secuencia de la UmChIE contiene un motivo G-X-S-X-G (Fig. 3) caracteristico de la familia de las
serina esterasas (56, 57). Aqui, el motivo G-Q-S-A-G es el mismo que en la secuencia de CHIE. Este motivo también
se encontrd en las feruloil esterasas de P. eryngii PeFaeA (29) y P. sapidus Estl (25), mientras que otra feruloil
esterasa a menudo posee G-H-S-L-G y G-C-S-T-G como motivos conservados (19, 58). La triada catalitca de UmChIE
esté previsto que consista en Ser228, Glu360 e His497 (http://pfam.sanger.ac.uk/). Asimismo, ChlE contiene una triada
catalitica de Ser-Glu-His, mientras que el &cido clorogénico esterasa de N. crassa (n.° de entrada de GenBank
EAA32507.3) comentada presentaba el acido glutamico sustituido por acido aspéartico (Fig. 3). Udatha y col. (48)
describieron una triada catalitica de Ser-Asp-His para 324 secuencias de feruloil esterasas analizadas.

No obstante, también se conocian dos feruloil esterasas que contenian una triada catalitica de Ser-Glu-His (25, 29).
Por consiguiente, en base a la secuencia, no se podria haber previsto que la UmChIE es una é&cido clorogénico
esterasa.

[0016] La enzima puede tener una o mas de las caracteristicas siguientes, preferentemente, todas las
caracteristicas enumeradas en a) a j), opcionalmente, todas ellas:

a) no glicosilada o glicosilada en los sitios de N-glicosilacion 1,2, 3, 4,5,6,7,809;

b) monomérica;

¢) actividad &acido clorogénico esterasa a aproximadamente pH 3-10;

d) pH 6ptimo de actividad &cido clorogénico esterasa a aproximadamente pH 5,5-9,5, lo mas preferentemente a
aproximadamente pH 7,5;

e) estabilidad a pH 4-10;

f) actividad feruloil esterasa sobre los sustratos p-cumarato de metilo, ferulato de metilo y cafeato de metilo, pero
no sinapato de metilo;

g) pi de aproximadamente 3,0;

h) estabilidad térmica hasta aproximadamente 40 °C;

i) actividad 6ptima a aproximadamente 37 C;

j) actividad éptima a aproximadamente NaCl 0,1-3 M, preferentemente, NaCl 1-3 M o aproximadamente NaCl 3 M;
y/o

k) gue comprende una cola de afinidad adecuada para la purificacion, tal como una cola de His, preferentemente,
en el extremo carboxilo.

[0017] En el contexto de la invencidn, el término “aproximadamente” esta destinado a ser entendido como “+/-
10 %”. Si “aproximadamente” se refiere a un intervalo, se refiere tanto al limite inferior como superior del intervalo.
“Un/a” esta destinado a significar “uno/a o mas”, si no se menciona explicitamente de otro modo.

[0018] En otra realizacion, opcion c anterior, la enzima comprende preferentemente una secuencia que tiene
al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de
identidad de aminoé&cidos con la SEQ ID NO: 22 o, preferentemente, que tiene la SEQ ID NO: 22. La enzima que tiene
la SEQ ID NO: 22 se designa RsChIE. También puede consistir en la SEQ ID NO: 22. En algunas realizaciones, la
enzima que comprende la SEQ ID NO: 22 no comprende la secuencia de sefializacion endogena que esta
comprendida adicionalmente en la SEQ ID NO: 23. En otras realizaciones, comprende la secuencia de longitud
completa de RsChIE proporcionada por los inventores (SEQ ID NO: 23), que incluye la secuencia sefial.

[0019] Preferentemente, la enzima tiene actividad acido clorogénico esterasa, mas preferentemente, la enzima
tiene actividad acido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa, en particular, actividad feruloil esterasa de tipo
B. Preferentemente, la actividad de la enzima es comparable (p. €j., al menos 70 % de actividad, al menos 80 % de
actividad o al menos 90 % de actividad) a la actividad sobre al menos un sustrato como se muestra para RsChlIE,
preferentemente, sobre todos los sustratos investigados en el Ejemplo 2.

[0020] Tras haber encontrado actividad &cido clorogénico esterasa en el basidiomiceto Ustilago maydis, y ser
capaces de aislar la enzima responsable, UmChIE, investigaron un basidiomiceto adicional, Rhizoctonia solani, para
determinar la presencia de un acido clorogénico esterasa y amplificar satisfactoriamente su secuencia. Se encontré
gue la enzima, RsChIE, tiene una especificidad de sustancia excepcionalmente amplia, comparable a UmChIE, ya que
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tiene actividad feruloil esterasa ademas de actividad acido clorogénico esterasa. La enzima se secuencio y caracterizé
por completo.

[0021] La masa molecular de la enzima novedosa obtenida de RsChIE, como se determina mediante SDS-
PAGE desnaturalizante, es preferentemente aproximadamente 70 kDA.

[0022] La secuencia codificante completa de RsChIE, como la proporcionan los inventores, tiene una longitud
de 1692 pb, lo que corresponde a una proteina de 563 aminoéacidos (aa). Se identificé un péptido sefial de 38 aa en
el extremo amino de la secuencia de RsChIE. Se calculd que la masa molecular prevista de la proteina madura es
56,9 kD usando la herramienta Compute p//Mw de ExPASy. La discrepancia con la masa molecular deducida a partir
de SDS-PAGE desnaturalizante (70 KD) indic6 una proteina glicosilada.

[0023] La enzima que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoéacidos con la
SEQ ID NO: 22 puede tener una o mas de las caracteristicas siguientes, preferentemente, todas las caracteristicas
enumeradas en a) a g):

a) glicosilacion;

b) actividad acido clorogénico esterasa a aproximadamente pH 3-7,5;

¢) pH 6ptimo de actividad acido clorogénico esterasa a aproximadamente pH 5,5-6,5, lo mas preferentemente a
aproximadamente pH 6;

d) actividad feruloil esterasa sobre los sustratos p-cumarato de metilo, ferulato de metilo y cafeato de metilo, pero
no sinapato de metilo;

e) estabilidad térmica hasta aproximadamente 40 °C;

f) actividad 6ptima a aproximadamente 30 °C; y/o

g) que comprende una cola de afinidad adecuada para la purificacién, tal como una cola de His, preferentemente,
en el extremo carboxilo.

[0024] Los inventores identificaron y prepararon enzimas adicionales de S. commune. Sorprendentemente,
encontraron que estas enzimas, ScFael y ScFae3, también tenian ambas actividad feruloil esterasa y actividad acido
clorogénico esterasa. Por tanto, en otra realizacién, opciones d y e anteriores, la enzima comprende preferentemente
una secuencia que tiene al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, o0 al menos 99 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 26 o 30. Preferentemente, tiene la SEQ ID
NO: 26 0 30. La enzima que tiene la SEQ ID NO: 26 se designa ScFael. También puede consistir en la SEQ ID NO:
26. La enzima que tiene la SEQ ID NO: 30 se designa ScFae3. También puede consistir en la SEQ ID NO: 30. En
algunas realizaciones, la enzima que comprende la SEQ ID NO: 26 o 30 no comprende la secuencia de sefializacion
enddgena que esta comprendida adicionalmente en la SEQ ID NO: 27 o 31. En otras realizaciones, comprende la
secuencia de longitud completa de ScFael y ScFae3 proporcionada por los inventores (SEQ ID NO: 27 o 31), que
incluye la secuencia sefial.

[0025] Preferentemente, estas enzimas tienen actividad feruloil esterasa, en particular, actividad feruloil
esterasa de tipo C y D. Mas preferentemente, la enzima tiene actividad acido clorogénico esterasa y actividad feruloil
esterasa. Preferentemente, la actividad enzimatica es comparable (p. €j., al menos 70 % de actividad, al menos 80 %
de actividad o al menos 90 % de actividad) a la actividad sobre al menos un sustrato como se muestra para ScFael y
ScFae3.

[0026] La secuencia codificante completa de ScFael, como la proporcionan los inventores, tiene una longitud
de 1572 pb, lo que corresponde a una proteina de 523 aminoacidos (aa). Se identificé un péptido sefial de 24 aa en
el extremo amino de la secuencia de ScFael.

[0027] La secuencia codificante completa de ScFae3, como la proporcionan los inventores, tiene una longitud
de 1569 pb, lo que corresponde a una proteina de 522 aminoacidos (aa). Se identificé un péptido sefial de 23 aa en
el extremo amino de la secuencia de ScFae3.

[0028] La enzima que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la
SEQ ID NO: 26 o 30 puede tener una o mas de las caracteristicas siguientes, preferentemente, todas las
caracteristicas enumeradas en a) a f):

a) glicosilacion;

b) actividad feruloil esterasa a aproximadamente pH 3-9,5;

c) pH optimo de actividad feruloil esterasa a aproximadamente pH 4,5-9,5, lo mas preferentemente a
aproximadamente pH 5-8,5;

d) actividad feruloil esterasa sobre los sustratos p-cumarato de metilo, ferulato de metilo, cafeato de metilo y
sinapato de metilo;

e) estabilidad térmica hasta aproximadamente 50 °C;

f) actividad optima a aproximadamente 30-50 °C, preferentemente aproximadamente 39-43 °C; y/o
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gue comprende una cola de afinidad adecuada para la purificacién, tal como una cola de His, preferentemente, en el
extremo carboxilo.

[0029] La enzima que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoéacidos con la
SEQ ID NO: 26 o 30 tiene la actividad maxima para reaccionar con p-cumarato de metilo (100 %). La actividad en el
acido clorogénico esterasa es aproximadamente 10 % de la actividad sobre éster metilico de acido cumarico. Las
enzimas son preferentemente FAE de tipo C o D, ya que también pueden reaccionar con sinapato de metilo. Las
actividades enzimaticas preferidas de las enzimas que tienen al memos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ
ID NO: 26 0 30 se presentan en los ejemplos mas adelante.

[0030] En algunas realizaciones, la enzima se puede obtener de un basidiomiceto y, si tiene al menos 85 % de
identidad de secuencia con UmChIE, preferentemente del género Ustilago, lo mas preferentemente de Ustilago
maydis, 0, si tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con RsChIE, se puede obtener preferentemente de un
basidiomiceto del género Rhitoctonia, mas preferentemente R. solani. Alternativamente, se puede obtener de un
basidiomiceto, preferentemente del género Schizophyllum, lo méas preferentemente de Schizophyllum commune, y
tener al menos 85 % de identidad de secuencia con ScFael o ScFae3. Los homologos de otros basidiomicetos pueden
ser obtenidos rutinariamente por el experto en la materia, p. €j., usando una sonda de la secuencia de nucle6tidos que
codifica la enzima de la invencion para cribar un banco de ADNc del basidiomiceto en condiciones de severidad baja,
severidad media o severidad alta, aislando asi un acido nucleico homologo y expresando el mismo en una célula
hospedadora adecuada. Alternativamente, se pueden emplear procedimientos de purificacion, tales como una
combinacién de etapas cromatograficas, p. ej., cromatografia de intercambio aniénico sobre Q Sepharose FF, IEF
preparativo, y una combinacién de cromatografia de interaccion hidrofébica y cromatografia de afinidad, tal como
cromatografia de afinidad en poliamida, para purificar enzimas homadlogas de otros basidiomicetos. Los procedimientos
adecuados se describen pormenorizadamente en los ejemplos.

[0031] En otras realizaciones, la enzima se puede obtener mediante expresion recombinante en una célula
hospedadora adecuada, p. €j., en levadura, preferentemente en los géneros Saccharomyces, Pichia, Kluyveromyces,
Hansenula y Yarrowia, mas preferentemente en Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae o0
Schizosaccharomyces pombe, y lo méas preferentemente en Pichia Pastoris, p. ej., GS115 de Pichia pastoris. La
produccién satisfactoria de heter6logos de la enzima activa de la invencion en P. pastoris, como se describe
pormenorizadamente mas adelante, abre un abanico de oportunidades para diversas aplicaciones y la modificacion
genética de enzimas. La identificacion de los centros cataliticos y la comparacion con enzimas conocidas simplifica
adicionalmente la modificacion genética de enzimas, p. €j., la generacion de mutantes que solo tienen actividad acido
clorogénico esterasa o actividad feruloil esterasa, que tienen una especificidad de sustrato modificada, o aun mejor,
tolerancia a, p. ej., pH alto o bajo, sales, iones metalicos o temperaturas elevadas. En general, para los mutantes
modificados genéticamente que conservan la actividad enzimatica de la UmChE, RsChIE, ScFael o ScFae3,
respectivamente, se deben conservar los centros cataliticos y, preferentemente, los residuos que también entran en
contacto con los sustratos, p. €j., residuos adyacentes a los residuos cataliticos, o los residuos que forman la cavidad
catalitica.

[0032] La presente descripcion también se refiere a un acido nucleico que codifica la enzima de la invencién,
es decir, una enzima con actividad acido clorogénico esterasa y/o feruloil esterasa que tiene al menos 85 %,
preferentemente, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de amino&cidos con la SEQ ID NO: 1.
En particular, la descripcion se refiere a un acido nucleico que codifica una enzima con actividad acido clorogénico
esterasa y/o feruloil esterasa que tiene al menos 85 %, preferentemente, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %
de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1 que no comprende la SEQ ID NO: 4, o que no codifica una enzima
gue comprende la SEQ ID NO: 19.

[0033] Sorprendentemente, los inventores encontraron que era ventajoso usar una secuencia sefial heteréloga
para la expresion. Por consiguiente, el &cido nucleico de la invencion preferentemente no comprende la SEQ ID NO:
4, la secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia sefial natural. El acido nucleico de la invencién puede
comprender la secuencia de U. maydis de SEQ ID NO: 2 que codifica la enzima de SEQ ID NO: 1 sin el péptido sefial,
o consistir en la misma, o puede comprender la secuencia de nucleétidos de longitud completa de U. maydis SEQ ID
NO: 18. Preferentemente, no comprende una secuencia que codifica la proteina hipotética de la genoteca Um00182.1
que tiene la SEQ ID NO: 19.

[0034] El &cido nucleico de la invencién también puede codificar una proteina de SEQ ID NO: 1 con una
secuencia diferente de SEQ ID NO: 2 como consecuencia de la degeneracion del cédigo genético.
[0035] La presente descripcion también se refiere a un acido nucleico que codifica la enzima adicional de la

invencion, es decir, una enzima con actividad acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa que tiene al
menos 85 %, preferentemente, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % de identidad de amino4cidos con la SEQ
ID NO: 22.
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[0036] Sorprendentemente, los inventores encontraron que era ventajoso usar una secuencia sefial heteréloga
para la expresion. Por consiguiente, en una opcién, el acido nucleico de la invencién no comprende la secuencia de
acidos nucleicos que codifica la secuencia sefial natural. El acido nucleico de la invencion puede comprender la
secuencia de R. solani de SEQ ID NO: 20 que codifica la enzima de SEQ ID NO: 22 sin el péptido sefial, o consistir
en la misma, o puede comprender la secuencia de nucleétidos de longitud completa de U. maydis SEQ ID NO: 21. El
acido nucleico de la invencion también puede codificar una proteina de SEQ ID NO: 22 con una secuencia diferente
de SEQ ID NO: 20 o la SEQ ID NO: 21 como consecuencia de la degeneracion del codigo genético.

[0037] La presente descripcion también se refiere a un acido nucleico que codifica la enzima adicional de la
invencién, es decir, una enzima con actividad acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa que tiene al
menos 85 %, preferentemente, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad de aminoéacidos con la SEQ
ID NO: 26 o la SEQ ID NO: 30.

[0038] Sorprendentemente, los inventores encontraron que era ventajoso usar una secuencia sefial heteréloga
para la expresion. Por consiguiente, en una opcion, el &cido nucleico de la invencion no comprende la secuencia de
acidos nucleicos que codifica la secuencia sefial natural. El acido nucleico de la invencion puede comprender la
secuencia de S. commune de SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 28 que codifica la enzima de SEQ ID NO: 26 o SEQ ID
NO: 30, respectivamente, sin el péptido sefial, o consistir en las mismas, o puede comprender la secuencia de
nucledtidos de longitud completa de U. maydis SEQ ID NO: 25 o 29. El 4cido nucleico de la invencién también puede
codificar una proteina de SEQ ID NO: 26 o0 30 con una secuencia diferente de la SEQ ID NO: 24 0 28 o la SEQ ID NO:
25 0 29 como consecuencia de la degeneracion del cddigo genético.

[0039] El &cido nucleico de la invencién puede ser un vector de expresion que comprende el acido nucleico
que codifica la enzima de la invencion, que esté enlazado funcionalmente a un promotor heterélogo, p. €j., un promotor
de alcohol oxidasa (AOX1), promotor de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAP), promotor de alcohol
deshidrogenasa (ADH), o promotor de galactosa (GAL), preferentemente un promotor de alcohol oxidasa (AOX1). El
acido nucleico que codifica la enzima esté preferentemente enlazado funcionalmente a un &cido nucleico que codifica
la secuencia sefial heter6loga, p. ej., una sefial de secrecion de factor a tal como la sefial de secrecién de factor a de
Saccharomyces cerevisiae, una sefial de secrecion de invertasa o una sefial de secrecién de lisozima.

[0040] El enlace funcional requiere que las secuencias estén, ya que codifican aminoécidos, dentro del marco
de lectura y, en general, que estén posicionadas de una manera que les permita realizar sus funciones previstas
correspondientes. Por consiguiente, un promotor debe estar posicionado de manera que conduzca a la expresion de
la proteina codificada por el acido nucleico enlazado funcionalmente, y una secuencia sefial debe conducir a la
secrecion de la proteina enlazada en la célula hospedadora seleccionada. Opcionalmente, la secuencia sefial se
puede cortar después de la secrecion.

[0041] Si el acido nucleico no esta enlazado a una secuencia sefial, la proteina expresada se puede purificar a
partir de las células hospedadoras, p. €j., después de lisar dichas células. Alternativamente, si la proteina expresada
es secretada en el sobrenadante de cultivo, se puede purificar a partir del sobrenadante.

[0042] Se puede incorporar una secuencia de nucleétidos que codifica una cola de afinidad, tal como una cola
de hexahistidina, al extremo carboxilo o al extremo amino. Esto permite la purificacion facil de la enzima de la invencion,
p. €j., a partir de sobrenadante de cultivo, con una columna de afinidad adecuada, p. €j., una Ni-NTA. Alternativamente,
se pueden emplear otros procedimientos de purificacion, tales como cromatografia de intercambio anionico sobre Q
Sepharose FF, IEF preparativo y/o una combinacion interaccion hidrofébica y cromatografia de afinidad, tal como
cromatografia de afinidad en poliamida, o se pueden emplear los cultivos o sobrenadantes de cultivo como tales.

[0043] La descripcion también se refiere a una célula hospedadora adecuada, p. ej.,, como se menciond
anteriormente, que comprende el vector de expresion de la invencién. Preferentemente, la célula hospedadora no es
U. maydis, S. commune o R. solani, es decir, la célula hospedadora es heteréloga.

[0044] Una caracteristica sorprendente de la enzima de la descripcién es su amplia especificidad de sustrato
para ésteres de acido clorogénico y/o ésteres de acido ferulico, que se describe pormenorizadamente en los ejemplos
mas adelante. La actividad acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa se puede determinar como se
describe en los ejemplos que se presentan mas adelante. En particular, la actividad acido clorogénico esterasa se
determina mediante la capacidad de hidrolizar acido clorogénico. La actividad feruloil esterasa se determina mediante
la capacidad de hidrolizar el grupo 4-hidroxi-3-metoxicinamoilo (feruloilo) de un azucar esterificado, que normalmente
es arabinosa. Una enzima que tiene la actividad enzimatica correspondiente puede tener al menos 10 %, al menos
20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 33,3 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos
70 %, al menos 80 %, al menos 90 % o al menos 100 % de la actividad correspondiente determinada para cualquiera
de las enzimas descritas en los ejemplos que se presentan mas adelante. También puede tener actividad superior.

[0045] La descripcion también proporciona el uso de una enzima con actividad acido clorogénico esterasa y/o
actividad feruloil esterasa que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad con la SEQ ID NO: 1
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para hidrolizar un sustrato y/o generar un producto seleccionado del grupo que comprende:

(a) un acido clorogénico, es decir, un éster de acido quinico con un acido fenilpropanoico seleccionado del grupo
gue consiste en acido cafeico, acido ferulico y acido p-cumarico, preferentemente, acido cafeico; y/o

(b) un éster de un sacarido o alcohol C1 o C2 con un &cido fenilpropanoico que opcionalmente comprende
exactamente un metoxi en el anillo benzoico, donde el acido fenilpropanoico es preferentemente acido cafeico,
acido fertlico o acido p-cumarico, lo mas preferentemente, acido cafeico.

[0046] La descripcion también proporciona el uso de una enzima con actividad acido clorogénico esterasa y/o
actividad feruloil esterasa, donde la enzima se selecciona del grupo que comprende una enzima que tiene al menos
85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 22, una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de
aminoacidos con la SEQ ID NO: 26 y una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ
ID NO: 30, para hidrolizar un sustrato y/o generar un producto seleccionado del grupo que comprende:

(a) un &cido clorogénico, es decir, un éster de acido quinico con un acido fenilpropanoico seleccionado del grupo
que consiste en &cido cafeico, &cido ferulico y acido p-cumérico, preferentemente, acido cafeico; y/o

(b) un éster de un sacarido o alcohol C1 o C2 con un &cido fenilpropanoico que opcionalmente comprende
exactamente un metoxi en el anillo benzoico, donde el acido fenilpropanoico es preferentemente acido cafeico,
acido ferulico o &cido p-cumaérico, lo méas preferentemente, acido cafeico.

[0047] Preferentemente, la enzima se usa para hidrolizar uno 0 mas de dichos sustratos, pero los inventores
encontraron que, en condiciones adecuadas, la enzima también se puede usar para la reaccién de sintesis.

[0048] La descripcién proporciona ademas un procedimiento para hidrolizar un sustrato seleccionado del grupo
que comprende:

(a) un éster de acido quinico con un acido fenilpropanoico seleccionado del grupo que consiste en &cido cafeico,
acido ferulico y acido p-cumarico, preferentemente, acido cafeico; y/o

(b) un éster de un sacéarido o alcohol C1 o C2 con un acido fenilpropanoico que opcionalmente comprende
exactamente un metoxi en el anillo benzoico, donde el acido fenilpropanoico es preferentemente acido cafeico,
acido ferulico o acido p-cumaérico, lo mas preferentemente, acido cafeico.

[0049] Dicho procedimiento comprende una etapa donde una enzima con actividad &cido clorogénico esterasa
ylo actividad feruloil esterasa que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de secuencia de
aminoacidos con la SEQ ID NO: 1 se pone en contacto con dicho sustrato en condiciones adecuadas, tales como
37 °C, pH 7,5.

[0050] La descripcién proporciona ademas un procedimiento para hidrolizar un sustrato seleccionado del grupo
que comprende:

(a) un éster de acido quinico con un acido fenilpropanoico seleccionado del grupo que consiste en acido cafeico,
acido ferulico y acido p-cumarico, preferentemente, acido cafeico; y/o

(b) un éster de un sacarido o alcohol C1 o C2 con un &cido fenilpropanoico que opcionalmente comprende
exactamente un metoxi en el anillo benzoico, donde el acido fenilpropanoico es preferentemente acido cafeico,
acido ferulico o acido p-cumaérico, lo mas preferentemente, acido cafeico.

[0051] Dicho procedimiento también comprende una etapa donde una enzima con actividad acido clorogénico
esterasa y/o actividad feruloil esterasa, donde la enzima se selecciona del grupo que comprende una enzima que tiene
al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 22, una enzima que tiene al menos 85 % de identidad
de aminoéacidos con la SEQ ID NO: 26 y una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoéacidos con la
SEQ ID NO: 30, se pone en contacto con dicho sustrato en condiciones adecuadas, tales como 30 °C, pH 6, para una
enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 22.

[0052] Los procedimientos relativos a los compuestos en (a) son de especial interés en el contexto de la
invencion.
[0053] El sustrato puede ser un componente de un material natural. Si el sustrato es un componente de un

material natural, el éster de (b) normalmente es un éster con un sacarido, tal como un polisacarido, p. €j., di- o
trisacarido. El éster puede ser, p. ej., un mono-, di- y trisacarido feruloilado (F-A, F-AX, F-AXG). Los sustratos
preferidos adicionales se describen en la parte experimental mas adelante.

[0054] La presente descripcion proporciona ademas un procedimiento para preparar un producto seleccionado
del grupo que comprende:
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a) acido quinico y/o

b) un &acido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente un metoxi en el anillo benzoico,
preferentemente, acido cafeico, acido ferulico y/o acido p-cumarico, lo mas preferentemente, acido cafeico y/o

) un sacarido tal como un mono- o polisacarido.

[0055] Los productos del grupo a), b) y ¢) son productos de las reacciones de hidrélisis catalizadas por la
enzima de la invencién. Las condiciones adecuadas pueden ser determinadas por el experto en la materia o se
describen en los ejemplos que se presentan mas adelante, p. gj., 37 °C, pH 7,5. Como la enzima también puede, en
ciertas condiciones, p. €j., descritas en los ejemplos que se presentan mas adelante o en la bibliografia citada en esta
memoria, sintetizar ésteres, la presente descripcion proporciona ademas un procedimiento para preparar un producto
seleccionado del grupo que comprende

d) un éster de acido quinico con un acido fenilpropanoico seleccionado del grupo que consiste en acido cafeico,
acido ferulico y &acido p-cumarico, preferentemente, acido cafeico; y/o

e) un éster de un sacarido o alcohol C1 o C2 con &cido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente
un metoxi en el anillo benzoico, p. €j., acido cafeico, &cido ferulico o &cido p-cumarico, preferentemente, acido
cafeico.

[0056] Dichos procedimientos comprenden una etapa donde una enzima con actividad acido fenilpropanoico
esterasa, preferentemente, actividad clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, que comprende una
secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoécidos con la SEQ ID NO: 1 se pone en contacto con los
eductos de la reaccion catalizada, lo que genera el producto correspondiente en condiciones adecuadas.

[0057] Alternativamente, dichos procedimientos comprenden una etapa donde una enzima con actividad &cido
fenilpropanoico esterasa, preferentemente, actividad clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, donde la
enzima se selecciona del grupo que comprende una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos
con la SEQ ID NO: 22, una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoéacidos con la SEQ ID NO: 26 y una
enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 30, se pone en contacto con los
eductos de la reaccion catalizada, lo que genera el producto correspondiente en condiciones adecuadas.

[0058] Dichos procedimientos comprenden opcionalmente una etapa adicional donde el producto se aisla.
También se puede formular, p.ej., en una composicién para aplicacion cosmética o, preferentemente, en una
composicion farmacéutica para aplicacion médica, p. €j., a un paciente humano.

[0059] Se purific6 hasta homogeneidad y se caracterizd una &cido clorogénico esterasa halotolerante
extracelular de U. maydis, UmChIE. Se obtuvo una é&cido clorogénico esterasa adicional, RsChlE, de R. solani, y se
obtuvieron enzimas que estan principalmente caracterizadas como feruloil esterasas, ScFael y ScFae3, de S.
commune. Esto permitié el suministro de las enzimas de la invencion. En comparacion con las &cido clorogénico
hidrolasas descritas anteriormente, dichas enzimas parecen presentar un perfil de sustratos mas amplio.
Especialmente, la capacidad para liberar no solo acido cafeico, sino también acido p-cumarico y ferulico, de material
de desecho agroindustrial, tal como pulpa de café, convierte a estas enzimas en candidatas atractivas para
aplicaciones industriales. Los acidos fendlicos liberados se pueden usar como precursores de aromas naturales o
antioxidantes en alimentos y cosméticos.

[0060] Un estudio reciente en ratones no confirmé algunos de los supuestos efectos beneficiosos del acido
clorogénico dietético; se encontr6 todo lo contrario a los indicios positivos anteriores (59). En funcion del resultado de
este debate, la enzima de la invencién podria proporcionar una herramienta general y eficaz para reducir los riesgos
dietéticos implicados en el consumo de concentraciones superiores de acido clorogénico.

[0061] Una enzima de la invencién se puede poner en contacto con un material natural, p. €j., alimentos, que
puede ser para consumo humano o animal, tal como manzanas, peras y tubérculos de patata, o0 con material de
desecho agroindustrial, tal como pulpa de café, salvado de trigo desalmidonado y remolacha azucarera. Por tanto, la
invencion proporciona un procedimiento para preparar un material natural tal como un alimento que comprende una
cantidad reducida de un éster de acido quinico con un &cido fenilpropanoico seleccionado del grupo que consiste en
acido cafeico, acido ferulico y acido p-cumarico, preferentemente, acido cafeico. La presente invenciéon también
proporciona un procedimiento para reducir los riesgo dietéticos que implica el consumo de acido clorogénico, en
particular, concentraciones altas del mismo, que comprende poner en contacto un producto alimenticio con una enzima
con actividad clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa que comprende una secuencia que tiene al menos
85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26 o0 SEQ ID NO: 30.

[0062] La descripcion también se refiere a un producto alimenticio, p. ej., un producto para horneado, tal como
un producto alimenticio horneado o un producto alimenticio destinado al horneado, que comprende una enzima de la
invencién, donde dicha enzima puede comprender una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de
aminoécidos con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26 0 SEQ ID NO: 30.
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[0063] Sorprendentemente, los inventores encontraron que las enzimas de la descripcion, asi como otras
enzimas que tienen actividad acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, preferentemente al menos
actividad acido clorogénico esterasa, se pueden usar para el reblandecimiento de masas (es decir, la reduccién de la
resistencia de la masa). La enzima usada para el reblandecimiento de masas es preferentemente una enzima que
tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1 o una enzima que tiene al menos 85 % de
identidad de secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 22. Lo mas preferentemente, es una enzima de la invencion
como se describié anteriormente, p. ej., UmChIE o RsChiE.

[0064] Los inventores también encontraron otras enzimas que tiene actividad acido clorogénico esterasa y/o
actividad feruloil esterasa, estas enzimas se obtienen preferentemente de un basidiomiceto, tal como Schizophyllum
commune. ScFael y ScFae también se pueden usar para el reblandecimiento de masas. Una enzima que tiene al
menos 85 % de identidad de secuencia con ScFAEL o ScFae3, y que tiene preferentemente una actividad enzimatica
comparable al &cido clorogénico esterasa y/o feruloil esterasa también se puede usar para el reblandecimiento de
masas.

[0065] Por consiguiente, la descripcion también proporciona un procedimiento para preparar un producto para
horneado, que comprende poner en contacto masa del producto para horneado con una enzima que tiene actividad
acido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, preferentemente al menos actividad &cido clorogénico
esterasa, donde la enzima se selecciona del grupo que comprende una enzima que tiene al menos 85 % de identidad
de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 30. Lo més preferentemente, es
una enzima de la descripcion como se describio anteriormente, p. ej., UmChIE o RsChIE.

[0066] Las enzimas usadas para el reblandecimiento de masas en el contexto de la descripcion estan
caracterizadas, por tanto, por su actividad &cido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, y se seleccionan
del grupo que comprende UmChIE, RsChIE, ScFael y ScFae3 y enzimas con al menos 85 % de identidad de
secuencia con cualquiera de dichas enzimas y que tienen una actividad enziméatica comparable.

[0067] Esta propiedad de reblandecimiento de masas se puede usar ventajosamente en varias aplicaciones de
horneado, p. €j., para la reduccién de la contraccion de la masa. Preferentemente, las enzimas se usan para la
preparacién de galletas duras y galletitas saladas, donde pueden contribuir a la reduccién de la contraccion de la masa
y de la deformacion del producto horneado, para la preparacién de masas de pizza, donde pueden mejorar las
propiedades de moldeo y reducir la contraccién de la masa. En la preparacion de masa laminada (en laminas), p. €j.,
para cruasanes o bolleria, las enzimas pueden mejorar las propiedades de extension y laminado.

[0068] Sin desear cefiirnos a la teoria, el efecto tecnoldgico puede estar basado en la capacidad reducida de
la masa para retraer y adoptar la forma antes del moldeo, debido a la tension reducida de la red de gluten-pentosano.

[0069] Las enzimas se pueden usar en la preparacién de masas junto con otras enzimas, p. €j., xilanasa y/o
amilasa, o sin otras enzimas.

[0070] Asimismo, la estabilidad significativa al pH de UmChIE en condiciones alcalinas hace que la enzima sea
particularmente adecuada para el tratamiento de pulpa en la industria papelera (pulpa de papel). Se puede usar sola
0 en combinacién con una o mas enzimas diferentes, p. €j., una hemicelulasa, una xilanasa, una B-xilosidasa, una o-
arabinofuranosidasa o una pectinasa. Los inventores encontraron que la incubacion simultdnea de UmChIE con
xilanasa de T. viride (0,025 U) aumentaba la cantidad de &cido ferdlico liberado de DSWB més de doces veces. Este
resultado se puede explicar mediante la accién de endoxilanasas que producen xilooligosacaridos de cadena mas
corta que son sustratos mas accesibles para las esterasas.

[0071] En los procedimientos y usos de la descripcidn se pueden usar todas las enzimas especificas descritas
anteriormente, lo que incluye una enzima que tiene la SEQ ID NO: 19.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0072]

La FIG. 1 muestra un analisis mediante SDS-PAGE del acido clorogénico esterasa purificada (UmChIE) de U.
maydis y la enzima tratada con endoglicosidasa H. Precision Plus Protein™ Standard (1), UmChIE purificada
después de la columna de poliamida (2), UmChIE desglicosilada después del tratamiento con endoglicosilasa H
durante 1 h a 37 °C (3), endoglicosidasa H (4).

La FIG. 2 ilustra el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de UmChIE. (A) El pH 6ptimo se determina
usando tampon glicina (circulo sélido), tampon acetato (circulo hueco), tampén Bis-Tris (triangulo sélido) y tampén
Tris (triangulo invertido hueco); (B) estabilidad al pH; (C) temperatura 6ptima (circulo sélido) y termoestabilidad
(circulo hueco). Para las mediciones de pH y termoestabilidad se determinan las actividades residuales después
de preincubar la enzima durante 1 h en los sistemas de tampén anteriores (pH 2-10) y a temperaturas en el intervalo
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de 20-60 °C, respectivamente. La actividad enzimatica restante se determina después de la incubacion adicional
(1 h, 37 °C) con ferulato de metilo 1 mM. La actividad enzimatica relativa [%] se define como el porcentaje de
actividad detectada con respecto a la actividad esterasa maxima observada en cada experimento. Los valores son
el promedio de experimentos por triplicado, con la desviacion estandar mostrada como barras de error.

La FIG. 3 ilustra la alineacién de la secuencia de aminoacidos de UmChIE de Ustilago maydis (n.° de entrada de
GenBank HG970190) con &acido clorogénico esterasa de Aspergillus niger CHIE (n.° de entrada de GenBank
DQ993161), acido clorogénico esterasa de Neurospora crassa (NcChIE, n.° de entrada de GenBank EAA32507.3)
y feruloil esterasa de Pleurotus eryngii PeFaeA (n.° de entrada de GenBank CDI44666.1). Los fragmentos
peptidicos identificados mediante andlisis por IES-EM/EM estan subrayados. La triada catalitica de serina, acido
glutamico/aspartico e histidina esta resaltada ,mediante cuadros.

La FIG. 4 ilustra el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de RsChIE. (A) El pH 6ptimo se determina
usando tamp6n glicina (circulo sélido), tampon acetato (circulo hueco), tampén Bis-Tris (triangulo sélido) y tampén
Tris (tridngulo invertido hueco); (B) temperatura éptima (circulo soélido). Los valores son el promedio de
experimentos por triplicado, con la desviacién estdndar mostrada como barras de error.

EJEMPLOS
Materiales y procedimientos
Productos quimicos y sustratos

[0073] Todos los productos quimicos usados fueron de grado de pureza maximo y fueron adquiridos de Carl
Roth (Karlsruhe, Alemania), Merck (Darmstadt, Alemania), Fluka (Buchs, Suiza) o Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Alemania), a menos que se indique de otro modo. El ferulato de metilo y etilo se obtuvieron de Alfa Aesar (Karlsruhe,
Alemania). El cafeato, p-cumarato y sinapato de metilo se sintetizaron segin Borneman y col. (23). Los sacaridos
feruloilados (5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa (F-A); B-D-xilopiranosil-(1—2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa
(F-AX); a-L-galactopiranosil-(1—2)-B-D-xilopiranosil-(1—2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa (F-AXG)) preparados
a partir de salvado de maiz desalmidonado fueron amablemente suministrados por M. Bunzel (KIT, Karlsruhe,
Alemania). Estos sustratos de esterasas se purificaron e identificaron como se describié (24, 25). La pectina de
remolacha azucarera fue de Herbstreith & Fox (Neuenburg, Alemania), el café fue de Tchibo (Hamburg, Alemania) y
el salvado de trigo fue de Alnatura (Lorsch, Alemania). Los cebadores para PCR fueron sintetizados por Eurofins MWG
Operon (Ebersberg, Alemania).

Cultivo de Ustilago maydis (Uma)

[0074] El basidiomiceto U. maydis se adquirié de la Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMz, Braunschweig, Alemania; n.° 17144). La cepa se hizo crecer en liquido de nutricién estandar (SNL)-agar y se
mantuvo a 4 °C. El medio SNL fue 30,0g L' de D-(+)-glucosa monohidratada, 4,5g L' de L-asparagina
monohidratada, 3,0 g L'* de extracto de levadura, 1,5 g L** de KH2POa4, 0,5 g L't de MgSOa; 1,0 mL L de solucién de
oligoelementos (0,08 g L de FeClz x 6 H20, 0,09 g L** de ZnSQO4 x 7 H20, 0,03 g L't de MnSO4 x H20, 0,005 g L de
CuSO04 x5 H20, 0,4 g L' de EDTA); el pH se ajusté a 6,0 con NaOH 1 M antes de la esterilizacién en autoclave. Para
las placas de SNL-agar, se afiadieron 15 g L de agar al SNL.

[0075] Los cultivos iniciadores se hicieron crecer en 10 % (v/v) de SNL con 5 % (p/v) de salvado de trigo. Los
cultivos principales de U. maydis se cultivaron en 10 % (v/v) de SNL con 1 % (p/v) de salvado de trigo como inductor
para la produccion de esterasa (26). Después de trece dias de cultivo a 24 °C y 150 rpm en un agitador rotatorio
(Infors, Bottmingen, Suiza), los cultivos se recogieron y almacenaron hasta el procesamiento adicional a -20 °C.

Purificacion de enzimas

[0076] El sobrenadante de cultivo de U. maydis se separ6 de las células congeladas mediante centrifugacion
(9,600 x g, 30 min, 4 °C), seguida de filtracién a presién reducida usando una membrana de polietersulfona (PES) de
0,45 um (Merck Millipore, Billerica, EE. UU.). 0,75 L del sobrenadante filtrado se diluyeron una vez con tampén A (Bis-
Tris 50 mM pH 6,5) y se aplicaron a una columna de Q Sepharose FF autodepositada de 25 mL (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Inglaterra) preequilibrada con tampoén A. Se recogieron fracciones de 6,0 mL a un caudal de 4 mL
mint y se monitorizaron para detectar la actividad esterasa. Las fracciones activas eluidas con 50 % de tamp6n B
(tampodn A con NaCl 1 M) se agruparon, concentraron y desalaron usando un médulo de ultrafiltracion (corte de 30 kDa,
PES, Sartorius, Gottingen, Alemania). Posteriormente, se realizd un electroenfoque isoeléctrico (IEF) con una celda
de IEF preparativo Rotofor (Biorad, Hercules, EE. UU.). La muestra concentrada y desalada se mezcl6 con 2 % de
anfolito (pH 2 a 4, Serva, Heidelberg, Alemania). Se afiadié dos por ciento de Chaps y prolina a la muestra para reducir
la precipitacion de proteina durante el ciclo. La solucion se enfocé a potencia constante de 12 W durante cuatro horas
a 4 °C. Se recogieron las fracciones y se determind el pH y la actividad enterasa. Las fracciones activas del IEF
preparativo se agruparon y lavaron con un médulo de ultrafiltracién (corte de 30 kDa, PES, Sartorius, Gottingen,
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Alemania), para retirar los aditivos. La purificacién final de la enzima se consiguid con una combinaciéon de
cromatografia de afinidad e interaccién hidrofébica usando una columna de poliamida autodepositada de 15 mL (MP
Biomedicals, Eschwege, Alemania). La muestra activa se diluyé una vez con tampon (acetato 50 mM pH 6,5 con
(NH4)2S04 4 M) y se cargd en la columna. La UmChIE se eluy6 con 65 % de tampdn acetato 50 mM pH 6,5.

Ensayo de enzimas

[0077] La actividad acido clorogénico esterasa se determing a 37 °C en tampén Tris 50 mM a pH 7,5 usando
acido clorogénico y ferulato de metilo como sustratos estandar, a menos que se indique de otro modo. La liberacion
de los acidos libres correspondientes se analizé mediante CLAR-UV. En caso necesario, se midié la hidroélisis de otros
derivados de éster de acido benzoico y cinamico, asi como de sacaridos feruloilados, con el mismo procedimiento.
Después de la incubacién durante una hora, se finaliz6 la reaccion doblando el volumen de reaccién con acetonitrilo.
Las muestras se centrifugaron (15 min, 15,000 x g) antes de la inyeccion a la CLAR (columna de fase inversa
Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm, Merck, Darmstadt, Alemania). Los sustratos y productos se separaron
usando un gradiente escalonado a una velocidad de flujo de 1,5 mL min't: 10 uL de muestra se cargaron en 90 % de
tampdn A (0,1 % de &cido férmico), 10 % de tampdn B (acetonitrilo); 10-36 % de tampdn B en 8 min; 36-50 % de
tampon B en 1,5 min; 55-96 % de tampo6n B en 0,5 min; 96-99 % de tampdn B en 2,5 min; 99-15 % de tamp6n B en
0,5 min; 15-10 % de tamp6n B en 1 min; reequilibrar con 10 % de tampo6n B durante 1 min; tiempo total de ciclo 14 min.
La elucion de sustancias de detect6 a 232 nm (acido benzoico y 3-hidroxibenzoico), 254 nm (acido 4-hidroxibenzoico
y vanilico), 275 nm (4cido cindmico y galico), 306 nm (acido p-cumérico) y 323 nm (écido ferdlico, cafeico, clorogénico
y sinapico) usando un detector UV-Vis de Shimadzu (SPD-10A VP, Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg,
Alemania). Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que libera un pmol de acido
libre por minuto en las condiciones especificadas. Todas las mediciones se realizaron al menos dos veces.

Caracterizaciéon bioquimica de UmChIE
i. Determinacion de la temperatura y el pH éptimos

[0078] El pH 6ptimo se determin6 midiendo la actividad enterasa a 37 °C con pH en el intervalo de 2-10 usando
los tampones siguientes: soluciones 50 mM de glicina (pH 2-3,5; pH 9-10), acetato (pH 3,5-5,5), Bis-Tris (pH 5,5-7) y
Tris (pH 7-9). Para la determinacion de la temperatura 6ptima, se realiz6 el ensayo de actividad durante 60 min a
diversas temperaturas (20 °C-90 °C).

ii. Estabilidad a la temperaturay el pH

[0079] Para la determinacion de la estabilidad a la temperatura, se incubd la solucién de enzima durante 60 min
a diferentes temperaturas (20 °C-60 °C). Posteriormente, se afiadio el sustrato y tampdén Tris 50 mM pH 7,5y se realizd
el ensayo de actividad durante 60 min a 37 °C. La estabilidad al pH se determind usando los sistemas de tampon
descritos anteriormente (30 mM, pH 2-10) con incubacion durante 60 min a 37 °C. La actividad enzimatica residual se
analizé después de la incubacién adicional (60 min, 37 °C) en presencia de sustrato y tampon Tris 125 mM pH 7,5.

iii. Efecto de los disolventes, iones metdlicos e inhibidores sobre la actividad enziméatica

[0080] La tolerancia de las enzimas a diferentes disolventes se investigo en presencia de 50 % (v/v) de acetona,
acetonitrilo, dietil éter, DMF, DMSO, etanol, alcohol isoamilico, alcohol isobutilico, isopropanol, metanol, n-hexano, n-
heptano, metil terc-butil éter o tolueno, respectivamente, en tampén Tris 50 mM pH 7,5 que contenia sustrato 0,7 mM.
En un experimento adicional se usé sustrato 0,84 mM. Después de la incubacién (60 min, 37 °C, 900 rpm), la mezcla
se aplicéd para el andlisis mediante CLAR como se describié anteriormente. El efecto de los inhibidores sobre la
actividad enzimatica se ensay6 con los siguientes: bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), EDTA, yodoacetamida,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), SDS y diversos iones metalicos, tales como Cs*, K*, Li+, Sr+, Ca?+, Co%+, Cu?+,
Fe2+, Hg?+, Mg?+, Mn2+, Ni2+, Zn?+, Al*+, Fe3+y Cr3+. Aparte del PMFS (1 mM), todos los demas posibles inhibidores
se afiadieron en concentraciones de 5 mM. También se investigé el efecto de concentraciones salinas altas (NaCl 0,1-
3 M) sobre la actividad enzimatica.

iv. Especificidad de sustrato y parametros cinéticos

[0081] La especificidad de sustrato de la UmChIE se determiné frente a diferentes ésteres de cinamato y
benzoato, asi como frente a sustratos naturales, tales como F-A, F-AX y F-AXG, con ensayos de actividad como se
describieron anteriormente. Se prepararon soluciones madre tres mM de todos los sustratos en agua.

[0082] Los parametros cinéticos se determinaron a partir de la velocidad de hidrdlisis inicial de acido
clorogénico, ferulato de metilo y p-cumarato de metilo 0,005-1 mM (60 min, 37 °C, pH 7,5). Los valores de Km Y Vmax
se calcularon con regresion no lineal usando SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., Chicago, EE. UU.). Se llevaron a
cabo blancos para todos los ensayos usando agua en lugar de enzima. Para el calculo de kcat, Se determiné la masa
molecular usando SDS-PAGE desnaturalizante.
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v. Hidrdélisis enzimatica de sustratos naturales

[0083] Se preparé salvado de trigo desalmidonado (DSWB) como describieron Johnsony col. (27). El contenido
total de &cido ferdlico, p-cumérico y cafeico en DSWB, pectina de remolacha azucarera (SBP) y pulpa de café se
determiné después de la hidrdlisis alcalina con NaOH 2 M (4 h, 50 °C, 220 rpm). El contenido de acido fendlico de
cada muestra se analizd6 mediante CLAR después de la acidificacion con acido acético. La concentracion de acido
clorogénico en el café se determin6 después de la incubacién con 80 % de metanol. Las muestras (20 mg) de DSWB
y pulpa de café, asi como 0,5 % de SBP, se incubaron (37 °C, 20 h, 650 rpm) con UmChIE purificada (0,02 U) en un
volumen final de 400 uL que contenia tampo6n Tris 125 mM pH 7,5. Para investigar la sinergia con otras carbohidrasas,
también se analiz6 la liberacion de acido ferdlico después de la incubacién en paralelo de UmChIE con indistintamente
xilanasa de Trichoderma viride (DSWB, 0,025 U, Fluka, Buchs, Suiza), pectina de tomate esterasa (SBP, Sigma,
Taufkirchen, Alemania) o preparaciones de pectinasa (SBP, SternEnzym, Ahrensburg, Alemania). La cantidad de
acidos fenodlicos liberados de los sustratos naturales se cuantificé usando CLAR.

SDS-PAGE desnaturalizante

[0084] La purezay la masa molecular de las enzimas se determind usando andlisis mediante SDS-PAGE (12 %
de gel de resolucion, 4 % de gel concentrador) segin Laemmli (28). Las muestras se prepararon mezclando 1:1 con
tampon de muestra (Tris-HCI 0,1 M pH 6,8, DTT 0,2 M, 4 % de SDS, 20 % de glicerol, 0,2 % de azul de bromofenol)
e hirviendo durante 10 min. Después de la electroforesis a 15 mA por gel, los geles se tifieron con InstantBlue
(Expedeon, Cambridgeshire, Gran Bretafia).

Huella peptidica

[0085] Las secuencias de aminoacidos de péptidos tripticos de la UmChIE se dedujeron a partir de IES-EM/EM
usando un espectrometro de masas QTOF maXis (Bruker, Bremen, Alemania). El procedimiento se describe
pormenorizadamente en otra parte de esta memoria (25). Se realizaron busquedas en BLAST del NCBI (programa
blastp) con las secuencias de aminoacidos obtenidas.

Amplificacion de la secuencia de &cido clorogénico esterasa

[0086] El aislamiento de ARN total a partir de micelio de U. maydis, que se hizo crecer durante trece dias en
10 % (v/v) de SNL enriquecido con 1 % (p/v) de salvado de trigo, asi como la sintesis de ADNc, se realizaron como
describen Linke y col. (25). La amplificacién de la secuencia completa de CHLE se consiguié usando los cebadores
de la region no traducida (UTR) Uma_fw_UTR (TCCGTTCTTAGAAGCCAAACA (SEQ ID NO: 5)) y Uma_rev_UTR
(GAAAGCCAAGCAACAAGGTT (SEQ ID NO: 6)), que se dedujeron en base a la secuencia genética de Um00182.1
disponible (n.° de entrada de GenBank XP_756329.1). Las PCR se realizaron mezclando 10 L 5x de tampd6n de ADN
polimerasa de alta fidelidad Phusion, 0,4 uL de mezcla de dNTP (10 mM cada uno), 25 pmol de cebador directo,
25 pmol de cebador inverso, 0,02 U de ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion (Fermentas, St. Leon-Roth,
Alemania), 100 ng de ADNc monocatenario, y ddH20 hasta 50 uL. La PCR se realiz6 en un gradiente de MasterCycler
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) incubando la mezcla de reaccién a 98 °C durante 2 min, a continuacion durante 35
ciclos a 98 °C durante 30 s, 60 °C durante 30 s y 72 °C durante 60 s. La elongacion final se realiz6 a 72 °C durante
10 min. Todas las etapas adicionales, que incluyen el andlisis de los productos de la PCR, la ligacidn, la transformacion
en E. coliy la PCR de las colonias, se realizaron como se describié anteriormente (29).

Expresion heter6loga en Pichia pastoris

[0087] El gen CHLE, con y sin la secuencia del péptido sefial natural de 21 aminoacidos, se amplifico usando
los cebadores UmChIE_Sfw (TTT TTC TCG AGA AAA GAG AGG CTA GGC TGC CTA ATC TG (SEQ ID NO: 7)),
UmChIE_Ofw (TTT TTC TCG AGA AAA GAG AGG CTG AAG CTC TTC CAC AAG TCT C (SEQ ID NO: 8)) y
UmChIE_rv (TTT TTG CGG CCG CTT AAT GAT GAT GAT GAT GAT GGA AGC CAA ACA C (SEQ ID NO: 9)) (las
bases subrayadas son los sitios de restriccién Xhol y Notl, respectivamente) y se inserté en el sitio Xhol-Notl del vector
de expresion de P. pastoris pPIC9 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). La GS115 de P. pastoris se transformé con la
construccion de expresion linearizada de Pmel pPIC9-HIS-CHLE para conseguir la insercién del gen CHLE en el locus
de AOX1 mediante electroporacion (electroporador MicroPulser, Bio-Rad, Muanich, Alemania) (30). Después de la
seleccion de transformantes de P. pastoris con capacidad para crecer en placas de agar deficientes en histidina, se
cribaron 48 transformantes de cada construccién de expresion para determinar la actividad acido clorogénico esterasa.
Los transformantes se cultivaron en placas de 96 pocillos como describen Sygmund y col. (31). Los sobrenadantes de
cultivo se analizaron para determinar la actividad enzimatica después de 24, 48, 72, 96 y 120 h con el ensayo descrito
anteriormente. Para mantener las condiciones de expresion estable, se afiadi6 diariamente 0,5 % (v/v) de metanol.

Resultados y conclusiones

Purificacion y propiedades generales de UmChIE
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[0088] Cuando se cultivé U. maydis en medio SNL, se detecto actividad esterasa, pero los cultivos se volvieron
de color negro intenso, lo que impidi6 la purificacion cromatografica. La composicion del medio SNL parecia favorecer
la sintesis de melaninas. Se ha descrito la produccion de melaninas para U. maydis (32, 33). La produccién se evito
reduciendo el SNL a 10 % (v/v) y afiadiendo 1 % (p/v) de salvado de trigo. Estas condiciones indujeron la produccién
de esterasas con actividades incluso superiores a los cultivos con SNL negros. Después de la optimizacién del medio
de cultivo, la purificacién de la acido clorogénico esterasa UmChIE a partir de sobrenadante de cultivo de U. maydis
se logré mediante tres etapas de separacion complementarias que incluyeron cromatografia de intercambio aniénico
sobre Q Sepharose FF, IEF preparativo y, por ultimo, una combinacion de cromatografia de afinidad e interaccion
hidrofébica en poliamida.

[0089] La masa molecular de la acido clorogénico esterasa, como se determiné mediante SDS-PAGE
desnaturalizante, fue 71 kDa (Fig.1, carril 2). La masa aparente de la enzima natural estimada mediante cromatografia
de exclusion molecular sugirié que la UmChIE era un monémero. Estos resultados demostraron que UmChIE diferia
de las otras enzimas descritas en la bibliografia. Mientras que Asther y col. (13) y Adachi y col. (15) identificaron el
acido clorogénico hidrolasas naturales como homodimeros de aproximadamente 2 x 80 kDa, Benoit y col. (14) sugirié
que la enzima de A. niger recombinante existe como una forma tetramérica. Schobel y Pollmann (12) caracterizaron
la segunda acido clorogénico esterasa conocida de A. niger también como un tetramero (4 x 60 kDa), mientras que
Okamura y Watanabe (16) describieron la éster de acido hidroxicindmico hidrolasa de A. japonicus como un monémero
de 145 kDa. El IEF preparativo, usado como segunda etapa de purificacion, produjo un pi de aproximadamente 3,0
para la UmChIE.

Caracterizaciéon del acido clorogénico esterasa purificada

[0090] Hasta la fecha, solo estan bien caracterizadas un cuanto &cido clorogénico hidrolasas (EC 3.1.1.42) (11-
15), mientras que se han purificado y caracterizado numerosas feruloil esterasas (FAE; EC 3.1.1.73), una subclase
del éster carboxilico hidrolasas, a partir de una amplia gama de bacterias y hongos.(7-10). Algunas feruloil esterasas
presentaron la capacidad de hidrolizar acido clorogénico, tales como FAEB de A. niger (34) y una feruloil esterasa de
tipo B de Neurospora crassa (35). Como UmChIE aceptaba el acido clorogénico como el sustrato mas preferido, pero
también hidrolizaba sustratos de las feruloil esterasas eficazmente, la enzima se compar6 tanto con acido clorogénico
esterasas como con feruloil esterasas en términos de sus propiedades.

[0091] Como se muestra en la Fig. 2, la influencia del pH sobre la actividad esterasay la estabilidad se investigd
en el intervalo de pH de 2-10. La actividad maxima para la hidrélisis de ferulato de metilo se observé a pH 7,5, y se
detectd mas de 50 % de actividad residual en el intervalo de pH de 5,5-9,5 (Fig. 2A). Después de una hora de
incubacién a 37 °C, la enzima fue mas estable en condiciones de neutras a alcalinas que en condiciones acidas (Fig.
2B). UmChIE retuvo més de 80 % de su actividad maxima entre pH 4,5-10. Los pH 6ptimos determinados de los dos
acidos clorogénicos hidrolasas de A. niger publicadas (11, 13) y de las FAE de tipo B enumeradas por Koseki y col.
(36) se encontraron entre pH 6 y 7. Especialmente, la estabilidad al pH de UmChIE fue diferente del acido clorogénico
hidrolasas de A. nigercaracterizadas, que fueron mas estables en condiciones acidas que en condiciones alcalinas.
La acido clorogénico esterasa asilada por Schobel y Pollmann (12) fue estable en un intervalo de pH de 3-8,5 después
de 10 min de incubacion a una temperatura indefinida. Por tanto, UmChIE tiene una estabilidad al pH significativa en
condiciones alcalinas, lo que hace que la enzima resulte una candidata atractiva para aplicaciones biotecnologicas,
por ejemplo, para el tratamiento de pulpa en la industria papelera (37).

[0092] La temperatura de reaccion éptima de la UmChIE se registré a 37 °C (Fig. 2C). La actividad enzimética
comenzd a reducirse rapidamente a 45 °C para volverse practicamente inactiva a 60 °C. Después de la preincubacion
a pH 7,5y 37 °C durante una hora, la enzima perdié 28 % de su actividad. La termoestabilidad de UmChIE se redujo
rapidamente por encima de 40 °C. La temperatura éptima determinada fue inferior a las descritas para el acido
clorogénico esterasas y la mayoria de las feruloil esterasas (36). Asimismo, la enzima purificada fue menos
termoestable que las descritas anteriormente (12-14).

[0093] La aplicabilidad de la UmChIE para la sintesis de ésteres se examind en emulsiones 1:1 (v/v) de tamp6n
con diferentes disolventes (véase la Tabla 1). Las actividades enziméticas relativas se calcularon en base a una
muestra incubada en tampodn sin disolvente organico (37 °C; una hora, pH 7,5, 900 rpm). Algunos de los disolventes
ensayados son inmiscibles en agua, pero se garantizé un area interfasica grande entre la fase organica y la polar
agitando enérgicamente la mezcla de reaccion. UmChIE presentd buena estabilidad en n-hexano y n-heptano, con
actividades relativas de 87 %y 84 %. Se detectd actividad de moderada a ligera en alcohol isoamilico (64 %) y alcohol
isobutilico (23 %). En todos los demas sistemas, la actividad enzimatica residual fue inferior a 7 %. La buena
estabilidad de la UmChIE en n-hexano y n-heptano indicd el potencial de la enzima para la actividad sintética inversa.
De hecho, Topakas y col. demostraron la sintesis de ésteres de &cido fendlico con una feruloil esterasa deFusarium
oxysporum (38) y Sporotrichum thermophile (39) usando una microemulsion exenta de tensioactivo formada en una
mezcla de agua-disolvente organico que consistia en n-hexano, 1-propanol/1-butanol y agua como sistema de
reaccion.
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Tabla 1 Efecto de los disolventes organicos sobre la actividad de UmChIE.

Disolvente organico Actividad esterasa relativa [%)]

n-hexano 87 (2,12)
n-heptano 84 (0,89)
Alcohol isoamilico 64 (2,43)
Alcohol isobutilico 23 (6,53)
Tolueno 7 (1,67)
Isopropanol 6 (0,37)
Metanol 5 (0,23)
Acetona 3 (2,59)
Acetonitrilo 3 (3,18)
DMF 1 (0,76)
Dietil éter ND

DMSO ND

Etanol ND

Metil terc-butil éter ND

Actividades residuales de UmChIE para la hidrélisis de ferulato de metilo 0,7 mM (1 h, 37 °C, 900 rpm) en un sistema
binario compuesto por tampén Tris pH 7,5 y disolventes organicos en la relacién 1:1 (v/v). La actividad esterasa
determinada sin disolvente organico se establecié en 100 %. Los nimeros entre paréntesis son las estimaciones del
error estandar. ND: actividad no detectable.

Estudios de inhibicién

[0094] Se examinaron diversos iones metéalicos e inhibidores enzimaticos para determinar su efecto sobre la
actividad &cido clorogénico esterasa (Tabla 2). La actividad enzimética residual se midié usando el ensayo de actividad
estandar en presencia de iones metalicos/inhibidores 5 mM (excepto PMSF, 1 mM). La adicion de Hg?* dio como
resultado la pérdida completa de actividad enzimatica. Hg?* reacciona con los grupos tiol y también puede reducir los
enlaces disulfuro (40). Entre los iones metalicos ensayados, se detectd una inhibicion significativa de la actividad de
UmChIE, a actividades residuales de 50-76 %, en presencia de A%+, Co?+, Cr3+, Fe3+ y Zn?+, mientras que Mn?+
redujo ligeramente la actividad enzimatica a 90 %. Por consiguiente, la enzima de la invencion se puede usar en
presencia de todos los iones metélicos ensayados excepto Hg?+ con una actividad residual significativa. La inhibicién
de la actividad de UmChIE por Zn?+, Hg?+ y AlI*+ fue coherente con las propiedades de una feruloil esterasa de Russula
virescens (41). Esta feruloil esterasa también fue inhibida por Fe?+, mientras que UmChIE no lo fue, sino que solo fue
inhibida por Fe3+. El efecto negativo de Fe3+ sobre la actividad esterasa también fue demostrado por Donaghy y
McKay (42) y Yao y col. (43). Algunas esterasas también fueron inhibidas por Cu?+ (42, 43) y Cd?+ (41).

Tabla 2 Efecto de los iones metdlicos, los inhibidores y el NaCl sobre la actividad de UmChIE.

Concentracién [mM] Sustancia Actividad esterasa relativa [%]
5 KCI 108 (0,57)
5 NiSOa4 108 (0,87)
5 MgClz 106 (0,53)
5 LiCl 106 (1,39)
5 CsCl 105 (1,22)
5 SrNOs 104 (0,18)
5 CaClz 103 (2,76)
5 FeSO4 102 (0,50)
5 Cu(NOs3)2 96 (0,53)
5 MnSO4 90 (0,09)
5 ZnS04 76 (1,26)
5 Cr(NO3)3 69 (3,54)
5 CoCL2 67 (0,11)
5 FeCls 66 (0,65)
5 Alz(SO4)s 53 (0,12)
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(continuacién)

Concentracion [mM] Sustancia Actividad esterasa relativa [%)]
5 HgAc2 ND

5 EDTA 105 (1,14)
5 CTAB 104 (0,70)
5 Yodoacetamida 102 (0,81)
5 SDS 59 (0,83)
1 PMSF 36 (2,01)
100 NacCl 105 (0,02)
500 NaCl 121 (0,01)
1000 NaCl 125 (0,02)
2000 NaCl 142 (0,06)
3000 NaCl 150 (0,04)

La actividad enzimética restante se midid después de 1 h de incubacién con ferulato de metilo 1 mM o, en un
experimento adicional, 1,95 mM, y diferentes iones metalicos, asi como inhibidores, en las concentraciones
enumeradas anteriormente (a 37 °C, tampon Tris 50 mM pH 7,5). Los niUmeros entre paréntesis son las estimaciones
del error estandar. Se usé una muestra sin aditivo para el célculo de las actividades enziméticas relativas.

ND: actividad no detectable.

[0095] La actividad enziméatica fue inhibida 41 % por SDS y 64 % por PMSF, mientras que la incubacion con
CTAB, EDTA y yodoacetamida no presentod ningun efecto (Tabla 2). La pérdida de actividad practicamente completa
en presencia de PMSF, un inhibidor de esterasas conocido, sugirié que la triada catalitica de UmChIE contenia un
residuo de serina (44). Por el contrario, la actividad enzimatica no se vio afectada por CTAB, que reacciona con el
triptéfano y los grupos SH de la cisteina, lo que indicaba que estos residuos de aminoécido no estaban implicados en
la catalisis enzimatica (45).

[0096] Asimismo, se investig6 la tolerancia de UmChIE frente a diversas concentraciones de NaCl (0,1-3 M).
Se demostré que la actividad enzimatica aumentaba con la concentracion salina hasta 150 % en presencia de NaCl
3 M (Tabla 2). Un efecto simulador del efecto del NaCl sobre la actividad esterasa fue descrito anteriormente por Nieter
y col. (29) y Kumar y col. (46).

Especificidad hidrolitica y propiedades cinéticas de UmChIE

[0097] Se examind un conjunto integral de sustratos para determinar la hidrélisis por UmChIE. Los sustratos
incluyeron ésteres de acido cindmico y benzoico, asi como sustratos naturales, tales como F-A, F-AX, F-AXG y acido
clorogénico (Tabla 3). Se encontr6 que el &cido clorogénico era el mas eficazmente hidrolizado. La actividad especifica
determinada de 2,8 U mg! para el &cido clorogénico se establecié en 100 % y se us6 para el calculo de las actividades
relativas para todos los demas sustratos. UmChIE hidrolizé p-cumarato de metilo (MpCA, 52 %), ferulato de metilo
(MFA, 46 %) y cafeato de metilo (MCA, 18 %), pero no sinapato de metilo (MSA). Estos cuatro sustratos sintéticos
tipicos de las feruloil esterasas se usaban habitualmente para clasificar las FAE. Crepin y col. (10) dividieron las FAE
en cuatro tipos (A-D) en base a su especificidad de sustrato, homologia de secuencia y andlisis bioquimico. La
ausencia de hidrolisis de MSA daria como resultado FAE de tipo B segun Crepin y col. (10). Mientras tanto, el sistema
de clasificacion fue ampliado mediante andlisis filogenético de FAE fungicas por Benoit y col. (47), mientras que un
analisis computacional basado en descriptores con modelado de farmacéforos (48) ofrecié un intento alternativo de
clasificacion.

Tabla 3 Especificidad de sustrato de UmChIE purificada.

Sustancia Actividad esterasa relativa [%)] Actividad esterasa especifica [U mg"?]
acido clorogénico 100 2,76
F-A 75 (0,16) 2,06
F-AX 59 (0,36) 1,63
p-cumarato de metilo 52 (0,06) 1,43
ferulato de metilo 46 (0,16) 1,27
F-AXG 33 (0,09) 0,92
ferulato de etilo 28 (0,45) 0,78
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(continuacién)

Sustancia Actividad esterasa relativa [%)] Actividad esterasa especifica [U mg"?]
cafeato de metilo 18 (0,03) 0,49
benzoato de metilo ND ND
benzoato de etilo ND ND
3-hidroxibenzoato de metilo  ND ND
4-hidroxibenzoato de metilo ND ND
4-hidroxibenzoato de etilo ND ND
4-hidroxibenzoato de propilo ND ND
4-hidroxibenzoato de butilo  ND ND
cinamato de metilo ND ND
cinamato de etilo ND ND
galato de metilo ND ND
sinapato de metilo ND ND
vanilato de metilo ND ND
vanilato de etilo ND ND

La UmChIE purificada se incubé con 1 mM o, en un experimento diferente, 1,95 mM de diferentes sustratos durante
1 h (a 37 °C, tamp6n Tris 50 mM pH 7,5). Las actividades enzimaticas relativas se calcularon en base a la sustancia
mas preferida de la UmChIE: &cido clorogénico, que se establecié en 100 %. Los niumeros entre paréntesis son las
estimaciones del error estandar. Abreviaturas: F-A: 5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AX: B-o-xilopiranosil-
(1—2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AXG: a-L-galactopiranosil-(1—2)-B-D-xilopiranosil-(1—2)-5-O-trans-
feruloil-L-arabinofuranosa y ND: actividad no detectable.

[0098] UmChIE también fue capaz de liberar acido feralico del ferulato de etilo, pero aproximadamente 50 %
menos que de MFA. Por consiguiente, la elongacién de la cadena de alquilo con enlaces éster dio como resultado la
reduccion de la actividad enzimatica (49). Mientras que la presencia de un grupo metoxi en la posicion meta del anillo
benzoico redujo la actividad enzimética marginalmente (MpCA 52 % frente a MFA 46 %), un segundo grupo metoxi
provoco la pérdida total de actividad (MSA). Asimismo, UmChIE no hidrolizé ningln sustrato sin grupo hidroxilo o
metoxi en el anillo benzoico (cinamato de metilo/etilo). El hecho de que UmChIE no presentara actividad hidrolitica
contra ningun derivado de benzoato indica la necesidad de una cierta distancia entre el anillo aromatico y el enlace
éster. Este requisito para la actividad catalitica de las feruloil esterasas también fue descrito por Topakas y col. (50) y
Kroon y col. (51).

[0099] UmChIE también hidroliz6 sustratos naturales pequefios tales como mono-, di- y trisacaridos feruloilados
(F-A, FAX, F-AXG). F-A fue el hidrolizado mas eficazmente (2,0 U mg), seguido de FAX (1,6 U mg?) y F-AXG (0,9 U
mg?). Asimismo, la FAEA de A. niger (34) prefirié los sustratos naturales de FAE en el mismo orden, mientras que
PeFaeA de Pleurotus eryngii (29) y Estl de Pleurotus sapidus (25) prefirieron el sustrato natural F-A menos que F-AX.
Por el contrario, la FAE de Penicillium expansum presento actividades especificas superiores para el ferulato de metilo
(14,4 U mg?) que para F-AX (5,3 U mg™?) (42).

[0100] Las propiedades cinéticas se determinaron a partir de las velocidades de hidrdlisis iniciales para los
sustratos mas preferidos acido clorogénico, MFA y MpCA. La UmChIE purificada poseia las constantes cinéticas
siguientes (Km; kcat; keat/Km): MFA (101,8 mM; 0,38 s; 3,75 mM1st), MpCA (64,1 uM; 0,49 s%; 7,63 mM1s?) y acido
clorogénico (19,6 mM; 0,51 s1; 25,83 mM-1s?). La determinacién de los valores de Km demostré que la enzima tenia
una afinidad de tres a cinco veces superior por el &cido clorogénico que por MpCA y MFA. Asimismo, los valores de
kcat/Km revelaron que la UmChIE hidrolizaba el acido clorogénico de tres a siete veces mas eficazmente que MpCA 'y
MFA. Por consiguiente, la eficacia catalitica (kcat/Km), un buen indicador de la eficacia y especificidad enzimatica, fue
mejor para el acido clorogénico que para los dos sustratos sintéticos.

[0101] Mientras que la UmChIE se podria seguir clasificando como una feruloil esterasa en base a su perfil de
sustratos, las constantes cinéticas demostraron claramente la afiliacién a la familia del acido clorogénico esterasas.
Aqui, los valores de Km descritos anteriormente para el acido clorogénico como sustrato fueron 6,5-10 mM (13, 14) y
0,7 mM (11) para las segundas acido clorogénico hidrolasas de A. niger publicadas. Hay alguna otra bibliografia
disponible que trata de una actividad enzimatica sobre el &cido clorogénico. Por el contrario, los valores de Km se
determinaron para tres feruloil esterasas de tipo B para el sustrato acido clorogénico como se indica a continuacion:
245 mM para FAEB de A. niger (34), 180 mM para feruloil esterasa de tipo B de N. crassa (35) y 630 mM para AoFaeB
de A. oryzae(19). Las feruloil esterasas mencionadas anteriormente no solo presentaron una afinidad mas de diez
veces inferior por el acido clorogénico que UmChIE, sino que poseian una Km tres veces inferior para MpCA (20 mM)
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gue para UmChIE (64 mM). También presentaron especificidad superior por MCA que por MFA.

[0102] Por dltimo, la UMChIE se distinguié claramente de las otras dos enzimas publicadas por su amplio perfil
de sustratos. El acido clorogénico hidrolasas identificadas anteriormente Unicamente eran activas sobre acido
clorogénico. Asther y col. (13) ensayaron la actividad del acido clorogénico hidrolasa natural para el éster metilico de
hidroxicinamatos, mientras que Benoit y col. (14) investigaron FA y F-AX como sustratos para la enzima recombinante,
pero ninguno de estos sustratos fue hidrolizado.

Liberacion de acidos fenélicos de sustratos naturales

[0103] Para la determinacion de la especificidad de UmChIE, se usaron SBP y DSWB como sustratos debido
al enlace diferente del acido ferulico a los residuos de arabinosa (3). Se selecciond el subproducto agroindustrial pulpa
de café debido a su alto contenido de acido clorogénico. Las cantidades totales de acido cafeico, acido ferdlico y p-
cumarico se cuantificaron mediante CLAR después de la hidrélisis alcalina para pulpa de café (1,65 mg g, 0,53 mg
gl 0,07 mg g'), DSWB (-; 4,45 mg g%; 0,18 mg g*) y SBP (-; 6,78 mg g%; -;). Ademas, la pulpa de café contenia
2,66 mg g* de acido clorogénico en total.

[0104] Después de la incubacion de pulpa de café con UmChIE (0,02 U; 20 h, 37 °C y 650 min't en un
termoagitador), se hidrolizd 68 % de la cantidad inicial de acido clorogénico. Por el contrario, la acido clorogénico
hidrolasa nativa, asi como la recombinante, de A. niger liberaron después de la incubacién durante la noche 100 %
del contenido inicial de acido clorogénico de la pulpa de café, pero las enzimas se usaron con concentraciones de dos
a seis veces superiores que UmChIE (13, 14). UmChIE también liber6 cantidades significativas de acidos fendlicos de
la pulpa de café. Por tanto, se liberé 18 %, 15 % y 26 % de la concentracion de acido cafeico, ferulico y p-cumaérico,
respectivamente, extraible en alcalis. El contenido de acido cafeico extraible en &lcalis superior a la cantidad total de
acido clorogénico se puede explicar por la existencia de conjugados de acido cafeico distintos del acido clorogénico,
tales como &cido dicafeoilquinico o ésteres de acido feruloil-cafeoilquinico (4).

[0105] UmChIE (0.02 U) liberé cantidades pequefias de &cido ferulico del DSWB. La incubacion simultanea
con xilanasa de T. viride (0.025 U) aumentd la cantidad de &cido ferulico liberado del DSWB més de doce veces,
mientras que la incubacion con xilanasa de T. viride no liberé nada de acido ferulico. Por el contrario, la UmChIE fue
menos activa sobre SBP, incluso en presencia de diferentes preparaciones de pectinasa, se liberé 3 veces menos del
acido ferulico extraible en &lcalis de SBP que de DSWB. La interaccion sinérgica observada de UmChIE tanto con
xilanasa como con pectinasas se puede explicar por la accion de las carbohidrasas que producen oligosacéaridos
feruloilados de cadena mas corta, que son sustratos mas accesibles para la enzima. Una accién sinérgica de las
xilanasas y feruloil esterasas se describi6 anteriormente (26, 52-54).

Amplificacion y caracterizacion genética de la secuencia de UmChIE

[0106] Se obtuvieron siete péptidos tripticos de la acido clorogénico esterasa purificada mediante IES-EM/EM:
ADATASAPTVK (P1, SEQ ID NO: 10), FAKPQPLGPASSHK (P2, SEQ ID NO: 11), HPTVEQSFKR (P3, SEQ ID NO:
12), LANGVGCT- GGSLLR (P4, SEQ ID NO: 13), VWSYEFQQNDK (P5, SEQ ID NO: 14), EAMDALTNR (P6, SEQ ID
NO: 15) y AKPPVGSLR (P7, SEQ ID NO: 16). La bisqueda de homologias con Blastp (BLAST del NCBI) los identificd
(P1-P7) como parte de la proteina hipotética Um00182.1 de U. maydis 521 (n.° de entrada de GenBank XP_756329.1).
Después del aislamiento de ARN de cultivos de U. maydis que se hicieron crecer trece dias en 10 % (v/v) de medio
SNL enriquecido con 1 % (p/v) de salvado de trigo, se sintetizo el ADNc y se amplifico satisfactoriamente la secuencia
de UmChIE (n.° de entrada de GenBank HG970190) usando cebadores de la UTR. La secuencia codificante completa
de UmChIE tiene una longitud de 1758 pb, lo que corresponde a una proteina de 585 aminoacidos (aa). La secuencia
de acidos nucleicos completa de UmChIE (SEQ ID NO: 18) poseia tres diferencias a nivel de nucleétidos que
condujeron a un cambio a nivel de aminoéacidos (SEQ ID NO: 17) en la posicion 492 (prolina a leucina) en comparacion
con la secuencia de Um00182.1 (SEQ ID NO: 19).

Expresion heterdloga de UmChIE en P. pastoris

[0107] Para confirmar que la secuencia comentada (n.° de entrada de GenBank HG970190) codifica la &cido
clorogénico esterasa UmChIE de U. maydis caracterizada, se clond la secuencia putativa dentro del marco de lectura
con la secuencia sefial se secrecién de factor a de Saccharomyces cerevisiae bajo el control transcripcional del
promotor de alcohol oxidasa (AOX1) y se integré en GS115 de P. pastoris. Se generaron construcciones de expresion
con y sin la secuencia sefial natural. Se incorporé una cola de hexahistidina en el extremo carboxilo. Unicamente los
transformantes que llevaban la construccién de expresion sin la secuencia sefial natural presentaron actividad acido
clorogénico esterasa. Después de la induccion con 0,5 % (v/v) de metanol, estos transformantes de P. pastoris
expresaron satisfactoriamente el gen recombinante y secretaron la enzima activa al medio de cultivo. Después de la
induccion con metanol durante 96 h, la actividad acido clorogénico esterasa del medio de cultivo (0,8 U L) fue ocho
veces superior a los cultivos de control de GS115 de P. pastoris.

Ejemplo 2: 4cido clorogénico esterasa deRhizoctonia solani (RsChlE)
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[0108] Se amplificé una secuencia que codifica un acido clorogénico esterasa de Rhizoctonia solani, RsChlIE,
a partir de Rhizoctonia solani y se expres6 en Pichia pastoris. La secuencia codificante se cloné en el vector de
expresion, p. €j., pPIC9, sin la secuencia sefial natural (SEQ ID NO: 20). Se afiadioé una cola de afinidad, p. ej., una

5 cola de His en el extremo carboxilo, a la secuencia codificante como una opcién para la purificacion. Las secuencias
de nucledtidos y aminoacidos de RsChIE son las siguientes:

ATGGGCTGCGATCGACCTCGACAAGCTCTTCAtTCCCTTCAAGAGTTCACGGTCATGTTICTCT
AAGTGGCTACCTATCTCGGCGaTTTTaCTATATgGTGCTTCCGCAAAAGCACTGGACTGTGCG
GGgTTATTCAAGAAATCGCAGACGCTTATCAAAGGGATTaATCCATITGTTGCTGaGgTCCACCC
aGCAAATGTAACCTTTGTTCCGGTGGGGAACATAGCTTACCCTGACCCGGTACCCGACCTaCC
GGAGTTTTGCCGTTTCGGTGCAGaATACAACACATCAICTAAATCCAAGTTTAGATTIGAAGTAT
GGCTACCAACGTCAAAAAAGTGGAACGGTCGTTTTGCATTCATTGGCAACGGTGGGGATGCT

GGCGGTGTGAATTATGCTGATATGGCCATTCCATTGGCGAAATATGGGTTTGTGGTCGCGAG

CACCAACACCGGTCACGATGGAACCCACGGIGACGGAACATTTGCGATTTCTAATCCCGAGTC

ACAGATTGATTTCGGGCaCCGAGCTGTACATCTCAGTACCGTGTTCGCAAAGACAATCGCAAA
ATCATACTATGGAAAGCCATCTACGTATAAITACTGGATTGGATGCTCTAGCGGAGGAAAACAA
GGACTgAAATCGGCCCAAGCATATCCCGCGGACTTTGATGGGGTTATCGCAGGTGCACCGGC
TCAATGGTGGCCTCATCTTAATGGCTTCACTACCCATGTGAATATGTTGAAIGCCAAAGCTACC
ACTCCGGGGGCGACGATTCCTACCTCATTTTTTACGGCGTTGAATCAGGAGGTAGTTGCCCAA
TGTGGaAAGCTGGATGGAGTCGACGATGGGATTATCACAAACCCTAGGTTGTGCAAGCCCGAT
CTTACTCGTGTTGCATGCGGATCAACCAATGCCTCTCCATATGTCAATTCAAGTAATTGTTTAT

CGAAACITCAGCTCGTAACGCTCAAAGCTATITACACCAACTGGACATCGAGCAATGGAGAGTT
CCTGTTCCCTACCTTCGAGCCCGGAAGCGAATTTGGGTGGCCAAATACCGTCAATGGGGTTC

CATATGGACCTGGACCCGACTACTTCTTATATCAGGTATACAACAAGACATCCGTTCAGAAGT

TGCAAATCAATGAGGCCGAGCTTCAAAGACTGGTCGCAATAGCGGATGTAACCAACCCTGGT

CAAAGCAGAGCTATCGACCCCAACTTGAATCCATTCTTCAAACGTGGTGGAAAACTGTTGCAG
TATCATGGGTTCGCAGATCCTCTTATCCCGTCTGGGAGCTCCCTGTGGTACTACGAACACGTT
CGGAGTTACTTCAAGAACGCAGACTTAAGCGAICGATACCGTTTGTTCATGATCCCAGGTGTTG
CTCATTGCTCtGGAGGGCCAGGTGCAGATGCGTTCGGACGACCCGGCCAACGTAGCGTTTCC

CTAGGCGGCGCAGGCCAATCCCTATCATTTACTCCGCAGTACGACATGATCCTTGCTACTATC
AACTGGGTAGAGAAGGGAGTGGCCCCGAAGTCACTCATTGGGACGAAGTACAAAAATAACAA
TATTAGAGAAGGCGCAAAATTCACCCGGCTATTCTGTCCTTACCCGCAAGAAGCAATCTACCG

CGGCGGGAACGTGAATGTAGCTAGCAGTTATTCGTGCGGTGTCCGCGCTTGA (SEQ ID
NO: 21)

MGCDRPRQALHSLQEFTVMFSKWLPISAILLYGASAKAL DCAGLFKKSQTLIKGINPFVAEVHPA

NVTFVPVGNIAYPDPVPDLPEFCRFGAEYNTSSKSKFRFEVWLPTSKKWNGRFAFIGNGGDAGG

VNYADMAIPLAKY GFVVASTNTGHDGTHGDGTFAISNPESQIDFGHRAVHLSTVFAKTIAKSYYGK
PSTYNYWIGCSSGGKQGLKSAQAYPADFDGVIAGAPAQWWPHLNGFTTHVNMLNAKATTPGATI
PTSFFTALNQEVVAQCGKLDGVDDGIITNPRLCKPDLTRVACGSTNASPYVNSSNCLSKLQLVTLK
AIYTNWTSSNGEFLFPTFEPGSEFGWPNTVNGVPYGPGPDYFLYQVYNKTSVQKLQINEAELQRL
VAIADVTNPGQSRAIDPNLNPFFKRGGKLLQYHGFADPLIPSGSSLWYYEHVRSYFKNADLSDRY

RLFMIPGVAHCSGGPGADAFGRPGQRSVSLGGAGQSLSFTPQYDMILATINWVEKGVAPKSLIGT
KYKNNNIREGAKFTRLFCPYPQEAIYRGGNVNVASSYSCGVRA (SEQ ID NO: 23)

10 [0109] La secuencia sefal natural se presenta en cursiva, negrita y subrayada. Las secuencias sin las
secuencias sefial se designan SEQ ID NO: 22 (aminoé&cidos) y SEQ ID NO: 20 (acidos nucleicos).

[0110] Después de la purificacion de la RsChIE recombinante a partir del sobrenadante de cultivo de Pichia
pastoris con Ni-NTA, se caracteriz6 bioguimicamente la enzima. Los experimentos se realizaron como para UmChIE.

15 Se analizaron el pH y la temperatura optimos. La actividad esterasa maxima se consigui6 a pH 6,0 (Fig. 4A) y a 30 °C
(Fig. 4b).
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Tabla 4 especificidad de sustrato de RsChIE purificada.

Sustancia Actividad esterasa relativa [%)] (ES) Actividad especifica [U/mg]
cumarato de metilo 100 (0,11) 6,19
acido clorogénico 83 (0,12) 5,15
F-AX 80 (0,05) 4,97
cafeato de metilo 74 (0,13) 4,61
F-A 72 (0,13) 4,48
F-AXG 59 (0,08) 3,66
ferulato de etilo 58 (0,07) 3,60
ferulato de metilo 51 (0,02) 3,19
cinamato de metilo 34 (0,09) 2,10
cinamato de etilo 15 (0,05) 0,91
sinapato de metilo -

La RsChIE purificada se incub6 con 1 mM o, en un experimento diferente, 1,95 mM de diferentes sustratos durante
1 h (a 30 °C, tampo6n Bis-Tris 50 mM pH 6,0). Las actividades enzimaticas relativas se calcularon en base a la sustancia
mas preferida de la RsChlIE: p-cumarato de metilo, que se establecié en 100 %. Los nimeros entre paréntesis son las
estimaciones del error estandar.

Abreviaturas: F-A:  5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AX:  B-D-xilopiranosil-(1—2)-5-O-trans-feruloil-L-
arabinofuranosa, F-AXG: a-L-galactopiranosil-(1—2)-B-D-xilopiranosil-(1—2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa |
ND: actividad no detectable.

[0111] La actividad mas alta de RsChIE se detectd para el cumarato de metilo, seguido de los sustratos
naturales &cido clorogénico y F-AX. Asimismo, la ausencia de hidrdlisis de sinapato de metilo demuestra que RsChiE,
al igual que UmChIE, también tiene actividad feruloil esterasa de tipo B. Asimismo, al igual que UmChIE, tampoco
presenta actividad sobre derivados del &cido benzoico.

[0112] A continuacion, se determinaron las constantes cinéticas para decidir si la enzima tiene principalmente
actividad acido clorogénico esterasa o feruloil esterasa.

Tabla 5: andlisis cinético de RsChIE

Km[iM]  vmax [U/mg]  |keat[s1]  |kcat/Km [mM x s3]
cafeato de metilo (28,5 16 20,00 70,18
cumarato de metilo 35,8 26,5 33,13 925,28
acido clorogénico (18,3 23,4 29,25 1598,36
F-AX 38,4 23,3 29,13 758,46
[0113] En base a los valores de Km y a la eficacia catalitica, (kca/Km), se podria demostrar que la nueva esterasa

de Rhizoctonia solani es principalmente una acido clorogénico esterasa (por comparacion (Km de UmChIE = 19,6 uM).
Ejemplo 3

[0114] Se amplificaron ScFael y ScFae3 a partir de S. commune. Las secuencias de &cidos nucleicos
correspondientes se presentan como SEQ ID NO: 24 y 28 (sin secuencia sefial) y SEQ ID NO: 25y 29 (con secuencia
sefial enddégena). Las secuencias de aminoacidos correspondientes se presentan como SEQ ID NO: 26 y 30 (sin
secuencia sefial) y SEQ ID NO: 27 y 31 (con secuencia sefial enddgena).

[0115] Las enzimas se caracterizaron en lo que respecta a la actividad a diferentes temperaturas: las enzimas
se incubaron con ferulato de metilo durante 30 min a 20-90 °C, tamp6n Tris 50 mM pH 7,5 (n = 3). La reaccién se
finalizé con 50 % de acetonitrilo y se analiz6 la liberacion de acido ferilico del sustrato usando CLAR-UV. Se determind
una temperatura 6ptima de aproximadamente 39-45 °C.

20



10

15

ES 2 813684 T3

[0116] Las enzimas se caracterizaron en lo que respecta a la actividad a diferentes pH: las enzimas se
incubaron con ferulato de metilo durante 30 min a 37 °C, pH 2-10 (n = 3). Se usaron los sistemas de tampdn siguientes:
50 mM de glicina (2,0-3,5; 9,0-10,0), acetato (3,5-5,5), Bis-Tris (5,5-7,0) o Tris (7,0-9,0). La reaccién se finaliz6 con
50 % de acetonitrilo y se analizé la liberaciéon de acido ferdlico del sustrato usando CLAR-UV. Se determind una

estabilidad al pH alta a pH 3-9,5 y una estabilidad 6ptima amplia a aproximadamente pH 5-8,5.
[0117] En SDS-PAGE, para ambas ScFAE, hubo una banda proteica principal en las muestras con una masa
molecular de aproximadamente 100 kDa. La banda proteica que se elimin6 después de la purificacién parcial de las
enzimas nativas solo presentaba una masa molecular de 65 kDa. Para determinar si la diferencia de masa molecular
era consecuencia de la hiperglicosilaciéon de las enzimas recombinantes o si la Unica banda proteica en el gel una
proteina hospedadora, las muestras purificadas se trataron con Endo H para retirar la N-glicosilacién, que es una
modificacion postraduccional tipica realizada por la Pichia. Después del tratamiento con endo H, en el gel de SDS-
PAGE, ambas enzimas presentaban una masa molecular inferior. Mientras que la ScFae3 desglicosilada 60993 tenia
una masa molecular de aproximadamente 85 kDA, la ScFael poseia una masa molecular de aproximadamente
70 kDA. Las bandas proteicas marcadas se eliminaron para verificar la produccion de ambas enzimas recombinantes.
La secuenciacion verific estas bandas proteicas como las enzimas correspondientes.
Tabla 6

Actividad FEA relativa de ScFael [%)] Actividad FEA relativa de ScoFae3 [%)]
Galato de metilo 4,36 5,13
Cinamato de metilo 8,76 8,71
Cinamato de etilo 4,31 3,60
Cafeato de metilo 49,56 47,25
Acido clorogénico 14,15 11,50
Ferulato de metilo 72,16 64,58
Ferulato de etilo 69,88 62,31
F-A 86,16 83,99
F-AX 96,87 105,70
F-AXG 92,93 83,32
Sinapato de metilo 3,12 2,89
Benzoato de metilo 1,98 2,32
Benzoato de etilo 1,26 1,32
Benzoato de 3-OH-metilo 6,68 6,65
Benzoato de 4-OH-metilo 26,69 +31,42
Benzoato de 4-OH-etilo 23,02 21,27
Benzoato de 4-OH-propilo 20,58 23,05
Benzoato de 4-OH-butilo 22,15 20,52
Salicilato de metilo 0,00 0,00
'Vanilato de metilo 11,14 10,40
'Vanilato de etilo 10,30 10,18
Cumarato de metilo 100,00 100,00

Las enzimas purificadas se incubaron con 1 mM de diferentes sustratos durante 30 min a 37 °C en tampén Tris 50 mM
pH 7,5. Las actividades enzimaticas relativas se calcularon en base a la sustancia mas preferida de la enzima: p-
cumarato de metilo, que se establecié en 100 %. Abreviaturas: F-A: 5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AX: -D-
xilopiranosil-(1—2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AXG: a-L-galactopiranosil-(1—2)-3-D-xilopiranosil-(1—2)-
5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa.
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[0118] Se examind un conjunto integral se sustratos para determinar la actividad hidrolitica de las ScFAE
recombinantes purificadas. Los sustratos incluyeron diferentes ésteres de acido cinamico y benzoico, asi como
sustratos naturales, tales como F-A, F-AX, F-AXG y acido clorogénico. Ambas enzimas poseian un perfile de sustratos
muy comparable, aunque las secuencias de ambas enzimas tienen solo 90 % de homologia a nivel de aminoacidos.
Se encontré que el cumarato de metilo era el mas eficazmente hidrolizado, seguido directamente por los sacaridos
feruloilados. Las actividades determinadas para el cumarato de metilo se establecieron en 100 % y se usaron para el
calculo de las actividades relativas para todos los demds sustratos. Esta enzima es la primera enzima analizada con
actividad feruloil esterasa y/o &cido clorogénico esterasa que hidroliza un sustrato sintético el méas eficazmente. Las
nuevas ScFAE poseen un perfil de sustratos exclusivo. Asimismo, la hidrélisis de p-cumarato de metilo, ferulato de
metilo y cafeato de metilo verific6 estas nuevas enzimas como FAE de tipo C o D segun el sistema de clasificacién de
FAE flingicas. La diferencia entre las FAE de tipo C y D es la capacidad para liberar acido diferdlico de sustratos
naturales, la cual no fue investigada. Adicionalmente, el perfil de sustratos demostré que el alargamiento de la cadena
de alquilo con enlaces éster no afectaba a la actividad hidrolitica significativamente. Por lo que las actividades esterasa
relativas determinadas para el éster metilico, etilico, propilico y butilico de los sustratos correspondientes difieren solo
ligeramente. Estas son las primeras FAE de basidiomicetos analizadas que fueron ligeramente activas sobre derivados
de benzoato.

Ejemplo 4
Aplicacion de las acido clorogénico esterasas y/o feruloil esterasas en productos para horneado
A Uso de UmChIE en procedimientos de horneado

[0119] La enzima UmChIE purificada se uso ejemplarmente para la demostracion del impacto de las enzimas
en los productos para horneado. Mas precisamente, se produjeron panecillos y barras de pan en un estudio de
horneado.

[0120] Para los estudios de horneado, las masa basicas se prepararon como se indica a continuacién: 1000 g
de harina de trigo (T 550), 1,5 % de levadura, 1,8 % de NacCl, 2 % de azlcar, 2 % de Biskin (grasa de palma), 40 ppm
de &cido ascorbico y 600 mL de agua. El efecto de UmChIE (1 U) sobre el volumen del pan se estudié en combinacién
con una xilanasa (25 ppm) y amilasa (15 ppm). La masa tratada solo con amilasa o con xilanasa y amilasa sirvi6 como
referencia. La masa se amasé con una amasadora Diosna SP 12 con convertidor de frecuencia a 25 Hz (2 min) y
50 Hz (6 min). Después de 10 min de la primera prueba, la masa se dividié en piezas de 50 g. Después de la prueba
adicional durante 30 min a temperatura ambiente, las piezas de masa se colocaron en una camara de fermentacion a
32 °C durante 40/60 min. Por ultimo, las piezas de masa se hornearon a 230 °C durante 18 min.

[0121] El volumen de los productos de horneado frios se monitoriz6 segin el principio de represion. Los
resultados para los panecillos (masa de 50 g) se compararon y se presentan en la tabla siguiente.

Tabla 7: Volumen de horneado de los panecillos (50 g), calculado en volumen especifico

(ml/100 g):
amilasa amilasa, xilanasa amilasa, xilanasa, UmChIE 1 U
fermentacion normal 664,7 732,7 718
fermentacion excesiva 685,8 725,1 710,2
[0122] Sorprendentemente, la presencia de la enzima UmChIE da como resultado una reduccién del volumen

especifico durante un estudio de horneado. Este fendmeno se puede explicar por el reblandecimiento de la masa.
Estos resultados demuestran que la &cido clorogénico esterasa/feruloil esterasa UmChIE se puede usar para el
reblandecimiento de la masa.

B Propiedades reoldgicas de masa tratada con acido clorogénico esterasa y/o feruloil esterasa

[0123] Con este experimento, se investigaron el acido clorogénico esterasas y/o feruloil esterasas producidas
recombinantemente de Ustilago mayidis UmChIE, Rhizoctonia solani RsChIE y Schizophyllum commune ScFael y
ScFae3 para determinar su impacto sobre el reblandecimiento de la masa. El reblandecimiento de la masa se demostré
mediante ensayo con el equipo de extensibilidad de masa de Kieffer (Kieffer y col., 1998) usando un equipo
SMS/Kieffer y un analizador de texturas TA TX2 (Stable Micro Systems Ltd., Reino Unido). Las masas tratadas con
enzima se prepararon segun el protocolo siguiente:

1. Se ajustan 42 g de harina a 60 % de capacidad de absorcién de agua

2. Anadir 25 ml de agua corriente que contiene 3,4 % de cloruro de sodio

3. Anadir preparacién de acido clorogénico esterasa (1 U/ml)

4. Amasar durante 1 min usando una amasadora de horquilla de laboratorio Y1-ETK
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5. Pesar 50 g de masay redondear durante 30 s, asi como laminar durante 30 s, usando una estacion de redondeo
y laminado

6. Colocar la masa en desecador a 90 % de humedad y dejar reposar durante 3 min

7. Preparar el equipo Kieffer segun el manual del sistema Descartar las hebras 1-4 y 14-17

8. Colocar el equipo durante tres minutos en desecadores (90 % de humedad) y comenzar las mediciones

9. Monitorizar al menos nueve mediciones con el fin de minimizar los errores de medicion

[0124] Las dosificaciones de enzima se eligieron empiricamente con 0,1, 1y 10 unidades. La evaluacion de los
datos se realizé usando las medidas promediadas en comparacién con medidas de referencia. Se us6 una masa no

10 tratada como referencia.

Tabla 8: ensayo con el equipo Kieffer para UmChIE

UmChIE
dosificacion [U] 0 0,1 1 10
fuerza max. [a] 51,0 | 515 | 446 | 414
recorrido [mm] | -23,4 | -22,7 | -21,8 -25
fuerza max. rel.  [%] 0,8 | -12,6 | -19,0
recorrido rel. [%0] -2,8 -6,8 6,9

Tabla 9: ensayo con el equipo Kieffer para ScFae de transformantes de P.
pastoris seleccionados

ScFael ScFae3
dosificacion [U] 0 0,1 1 10 0,1 1 10
fuerza max. o] | 51,0 | 52,1 | 525 | 454 | 59,2 | 48,1 | 46,5
recorrido [mm] -23,4 | -23,9 | -22,1 | -24,2 | -24,2 | -22,4 | -23,2
fuerza max. rel.  [%] 2,1 2,9 -11,1 | 15,9 -5,8 -8,9
recorrido rel. [%] -2,1 2,1 -5,5 -3,2 -4,5 -0,7

Tabla 10: equipo de Kieffer para RsChlE de diferentes muestras

RsChIE (muestra 1) | RsChIE (muestra 2)
dosificacion [U] 0 0,1 1 4 0,1 1 4
fuerza max. [o] 51,0 - 45,4 29,2 - 41,9 26,3
recorrido [mm] | -23,4 - -23,3 | -25,7 - -24,6 | -23,5
fuerza max. rel.  [%] - -11,0 | -42,7 - -17,8 | -48,5
recorrido rel. [%] - -0,3 9,8 - -5,3 -0,4
15 [0125] La fuerza méaxima relativa es una medida del reblandecimiento de la masa. Se describe mediante las
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diferencias entre el valor de referencia y el valor medido. Los resultados demuestran que todas las acido clorogénico
esterasas y/o feruloil esterasas conducen al reblandecimiento de la masa. El efecto fue dependiente de la
concentracion de enzima usada. El uso de enzimas que tienen actividad acido clorogénico esterasa y/o feruloil
esterasa para el reblandecimiento de la masa se demuestra por primera vez en la presente invencién.
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Leu
Val
Gly
Ser
Lys
65

Val
Asn
Leu
Tyr
Ile
145
Gly
Leu
Lys
Gly
His
225
Gly
Arg
Leu
Thr
Leu
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Leu

Leu
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Lys
Leu
Leu
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Thr
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Val
Val
Asn
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Val
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Tyr
Phe
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Leu
Arg
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Leu
Glu
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Val
Pro
Val
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Phe
Ser
Asp
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195
Met
Leu
Leu
Ala
Lys
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Gln
Leu

Gln
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Ile
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Arg
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Ile
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Glu
Gln
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Gly
Ser
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Asn
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Gly
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Gln
Phe
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Tyr
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Ile
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Arg
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Ile
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Thr
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Asn
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Tyr
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Phe
Lys
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Lys
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Leu
Ile
150
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Leu
Lys
Ala
Ala
230
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Val
Ala
Gly
Tyr
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Leu
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Lys
Thr
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Tyr
Gly
Gly
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Asn
Leu
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Thr
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Thr
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Tyr
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Arg
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Ile
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Phe
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Phe
Met
Thr
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Phe
Lys
Arg
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Lys
185
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Asn
Met
Pro
Thr
265
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Ile

Gln
345

27
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Gly
Tyr
Leu
Gly
Ser
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Arg
Ser
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Ser
170
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Thr
Phe
Asn
Thr
250
Gly
Gln
Ile
Thr
Pro

330
Lys
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Leu
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Gly
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Gln
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Ile
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Gly
Thr
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Glu
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Ser
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Gly
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Ser
Gln
Asn
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Ser
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Phe
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Ser
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Tyr
Gly
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Thr
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Ile
Pro
Ile
160
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Gly
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Asn
Pro
240
Lys
Cys
Leu
Trp
Asn
320
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Arg
Gln
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Leu
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cttccacaag tctcttacaa agctgacgcecce accgectcectg ctcecccacagt caaactccac 60
caaggtactg tgcgcggcett ggccgacgac aattatggcc tggaacaatt ctttggcecatt 120
ccctatgeca agccaccegt cggectcgetce cgatttgeca agccacagcc tctceggecca 180
gcctegtcecece acaaaacggt catcgacgcet actcgattcg gcgacatctg tatgcagact 240
gttgcaccct cgcecctcectecta taacatgage gaagactgtc tcaatctcaa tgtcecgttcegt 300
cccaaaggaa caacggccaa ggacaagctt ccggtgetgg tttggatcta tggtggggeg 360
ttcaggcaag gctcaacgcce catttacaac gccagcgaat tggtgcagaa gagcgtcgag 420
attggcaagc cgattgtatt tgttgcgatc agctatcgag tgggtccatt cggcettcatc 480
ggtggatccg agattgctga cagtgactcg gctaccagca acgcagggct gtatgatcag 540
agattgggac tcaagtggat tcgccacaac attggcaagt ttggaggtga caagaacagg 600
gtcactctgt tcggtcagag tgcgggcgceg atgagcattg ctctgcagaa ctttgectat 660
gatggtaaca accacgggct ttggcatgcc gcgatcatga actcgggcgg aattgcectcecg 720
ggtccactgt taacgcccaa acaccctacg gtggaacaga gcttcaagag gctggccaat 780
ggcgttggat gtacaggagg atcactgctc cggtgtctge gtaaagcaaa cgcgagtgag 840
gttcagaccg tggccagtaa tctgactgcet caagccggeg gaacatttcce cattcecctgga 900
gcgettgegt ggttgccact ggtcgactac gagctcatca ccaactatcce cagtgtcaac 960
cttccgecaag gtaaactgge cgacatcccg gtgatccaag gaaacgctcect ggacgaagga 1020
acatcttttg cccagaaaca gctcaacagc agcgceccgatt tcgaacggtg ggtcagaage 1080
gctgectgtca tccacaacac ttcgtacacc gagcaagcege ttcaaaaggt ctttgaactce 1140
tacccagatg ttcctgaaca gggctcgcecca ttctacaatg cggagacggce cacttetget 1200
gctaccacgt cggacctcaa ttcgcgccag tatccacctt tgaccagcaa tcagtacaag 1260
cgttcagegg cgttetttgg cgacttcact ttccaggege agcgacgaac ttatctcaag 1320
gcggcaacct tgggctggaa gaagaacaag gccaaagtat ggtcctacga gttccagecag 1380
aacgacaagt ttgctaatgg tactggatcg ctgttgggcc cataccatgg tgctgatgtce 1440
aagtactatt ttattcgacc tgatggaagg cagaaggacc ccgtcecttggce cgatagaatg 1500
cctagggcegt atatcagttt cgtgtatcac catgatccca cggtgectcgg tggtttcgaa 1560
tggccgeccecct acggaaaagg caagaagctg ctgcagatga aaggtgacaa cacgacagtg 1620
atcgaggatg cctataggaa ggaggcgatg gatgcgctga ccaacaggaa agctgccaag 1680
gtgtttgget tctaa 1695
<210>3
<211>21
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<213> Secuencia artificial
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<400> 5

tcegtictta gaagecaaac a 21

<210>6

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

gaaagccaag caacaaggtt 20

<210>7

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400>7
tttttctcga gaaaagagag getaggcetge ctaatctg 38

<210> 8
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<212> ADN
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<400> 8
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<210>9

<211> 46

<212> ADN
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<220>
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<400>9

tttttgcgge cgcttaatga tgatgatgat gatggaagcec aaacac

<210> 10

<211>11

<212> PRT

<213> Ustilago maydis

<220>

<223> Péptido triptico obtenido mediante IES-EM/EM

<400> 10

Ala Asp Ala Thr Ala Ser Ala Pro Thr Val Lys

<210>11

<211>14
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<213> Ustilago maydis

<220>

<223> Péptido triptico obtenido mediante IES-EM/EM

<400> 11

Phe Ala Lys Pro Gln Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser His Lys

1 5

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Ustilago maydis

<220>

<223> Péptido triptico obtenido mediante IES-EM/EM

<400> 12

His Pro Thr Val Glu Gin Ser Phe Lys Arg 15 10
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<212> PRT
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<220>
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<400> 13

Leu Ala Asn Gly Val Gly Cys Thr Gly Gly Ser Leu Leu Arg
1 5 10

<210> 14

<211>11

<212> PRT

<213> Ustilago maydis

<220>
<223> Péptido triptico obtenido mediante IES-EM/EM

<400> 14

Val Trp Ser Tyr Glu Phe Gln Gln Asn Asp Lys
1 5 10

<210> 15

<211>9

<212> PRT

<213> Ustilago maydis

<220>
<223> Péptido triptico obtenido mediante IES-EM/EM

<400> 15

Glu Ala Met Asp Ala Leu Thr Asn Arg
1 5

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Ustilago maydis

<220>
<223> Péptido triptico obtenido mediante IES-EM/EM

<400> 16

Ala Lys Pro Pro Val Gly Ser Leu Arg
1 5

<210> 17
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<212> PRT
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Gly
Ala
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Lys
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Pro
Ile
Asp
Asp
Gly
145
Glu
Pro
Thr
Arg
Phe
225
Tyr
Gly
Glu
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305
Gly

Tyr

Arg
Leu
Ser
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Cys
Lys
130
Ser
Ile
Phe
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210
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Gly
Gln
Leu
290
Ala

Ala

Pro

Leu
Val
Ala
35

Asp
Pro
Ser
Met
Leu
115
Leu
Thr
Gly
Gly
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195
Asn
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Ile
Ser
275
Leu
Ser

Leu
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Pro
Ser
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Pro
Asn
Val
Ser
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Pro
Pro
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Phe
180
Ala
Ile
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260
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Arg
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Ala

Val
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Thr
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85

Thr
Leu
Val
Ile
Pro
165
Ile
Gly
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245
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Leu
Trp

325
Asn
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Leu
Leu
Val
Gly
Ser
70

Lys
Val
Asn
Leu
Tyr
150
Ile
Gly
Leu
Lys
Gly
230
His
Gly
Arg
Leu
Thr
310

Leu

Leu

Thr
Pro
Lys
Leu
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Leu
Thr
Ala
Val
Val
135
Asn
Val
Gly
Tyr
Phe
215
Ala
Gly
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Leu
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295
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Pro

Pro

Leu
Gln
Leu
40

Glu
Arg
Val
Pro
Val
120
Trp
Ala
Phe
Ser
Asp
200
Gly
Met
Leu
Leu
Ala
280
Lys
Gln

Leu

Gln

Leu
Val
25

His
Gln
Phe
Ile
Ser
105
Arg
Ile
Ser
Val
Glu
185
Gln
Gly
Ser
Trp
Leu
265
Asn
Ala
Ala

Val

Gly

33

Val
10

Ser
Gln
Phe
Ala
Asp
Pro
Pro
Tyr
Glu
Ala
170
Ile
Arg
Asp
Ile
His
250
Thr
Gly
Asn
Gly
Asp

330
Lys

Trp
Tyr
Gly
Phe
Lys
75

Ala
Leu
Lys
Gly
Leu
155
Ile
Ala
Leu
Lys
Ala
235
Ala
Pro
Val
Ala
Gly
315

Tyr

Leu

Ala
Lys
Thr
Gly
Pro
Thr
Tyr
Gly
Gly
140
Val
Ser
Asp
Gly
Asn
220
Leu
Ala
Lys
Gly
Ser
300
Thr

Glu

Ala

Ala
Ala
Val
45

Ile
Gln
Arg
Asn
Thr
125
Ala
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Tyr
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Arg
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285
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Leu
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Thr
Asp
Arg
Pro
Pro
Phe
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110
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Lys
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Lys
Val
Asn
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Val
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175
Ser
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Thr
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255
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Ile
Thr

335
Pro

Val
Thr
Leu
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80

Asp
Glu
Lys
Gln
Val
160
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Ala
Ile
Leu
Ala
240
Ser
Val
Gly
Thr
Pro
320
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545

Val
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His
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Leu
Asp
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Leu
Asp
Tyr
390
Pro
Ala
Asn
Ala
Asn
470
Ala
Lys
Ala
Pro
Lys
550

Tyr

Val

Asp
Phe
375
Thr
Glu
Thr
Gln
Gln
455
Lys
Asn
Tyr
Asp
Thr
535
Leu

Arg

Phe

Glu
360
Glu
Glu
Gln
Thr
Tyr
440
Arg
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Tyr
Arg
520
Val
Leu

Lys

Gly

345
Gly

Arg
Gln
Gly
Ser
425
Lys
Arg
Lys
Thr
Phe
505
Met
Leu
Gln
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Phe
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Thr
Trp
Ala
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410
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Arg
Thr
Val
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490
Ile
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Ser
Val
Leu
395
Pro
Leu
Ser
Tyr
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475
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Arg
Arg
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Lys
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Arg
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460
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540
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34

Ala
365
Ser
Lys
Tyr
Ser
Ala
445
Lys
Tyr
Leu
Asp
Tyr
525
Glu
Asp

Ala

350
Gln

Ala
Val
Asn
Arg
430
Phe
Ala
Glu
Gly
Gly
510
Ile
Trp

Asn

Leu

Lys
Ala
Phe
Ala
415
Gln
Phe
Ala
Phe
Pro
495
Arg
Ser
Pro

Thr

Thr
575

Gln
Val
Glu
400
Glu
Tyr
Gly
Thr
Gln
480
Tyr
Gln
Phe
Pro
Thr

560
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atgaggctgce
gctcttccac
caccaaggta
attccctatg
ccagcctegt
actgttgcac
cgtcccaaag
gcgttcagge
gagattggca
atcggtggat

cagagattgg

agggtcactc
tatgatggta
ccgggtceccac
aatggegttg
gaggttcaga
ggagcgcettg
aaccttccge
ggaacatctt
agcgctgcetg
ctctacccag
gctgctacca
aagcgttcag
aaggcggcaa
cagaacgaca
gtcaagtact
atgcctaggg
gaatggccge
gtgatcgagg

aaggtgtttg

ctaatctgac
aagtctctta
ctgtgegegyg
ccaagccacce
cccacaaaac
cctegectcet
gaacaacggc
aaggctcaac
agccgattgt
ccgagattgce

gactcaagtg

tgttcggtca
acaaccacgg
tgttaacgce
gatgtacagg
ccgtggeccag
cgtggttgece
aaggtaaact
ttgcccagaa
tcatccacaa
atgttcctga
cgtcggacct
cggcgttett
ccttgggcetg
agtttgctaa
attttattcg
cgtatatcag
cctacggaaa
atgcctatag

gcttctaa
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actgctcgta
caaagctgac
cttggeccgac
cgtecggeteg
ggtcatcgac
ctataacatg
caaggacaag
gcccatttac
atttgttgeg
tgacagtgac

gattcgccac

gagtgcggge
gctttggcat
caaacaccct
aggatcactg
taatctgact
actggtcgac
ggccgacatc
acagctcaac
cacttcgtac
acagggctcg
caattcgcge
tggcgacttce
gaagaagaac
tggtactgga
acctgatgga
tttcgtgtat
aggcaagaag

gaaggaggcg

tgggcagcca
gccaccgcect
gacaattatg
ctccgatttg
gctactcgat
agcgaagact
cttceggtge
aacgccagcg
atcagctatc
tcggctacca

aacattggca

gcgatgagca
gccgcgatca
acggtggaac
ctcecggtgte
gctcaagccg
tacgagctca
ccggtgatce
agcagcgccg
accgagcaag
ccattctaca
cagtatccac
actttccagg
aaggccaaag
tcgetgttgg
aggcagaagg
caccatgatc
ctgctgcaga

atggatgcge

35

catccgtcgg
ctgctceccac
gcctggaaca
ccaagccaca
tcggcgacat
gtctcaatct
tggtttggat
aattggtgca
gagtgggtcc
gcaacgcagg

agtttggagg

ttgctectgea
tgaactcggg
agagcttcaa
tgcgtaaage
gcggaacatt
tcaccaacta
aaggaaacgc
atttcgaacg
cgcttcaaaa
atgcggagac
ctttgaccag
cgcagcgacg
tatggtccta
gcccatacca
accccgtett
ccacggtgct
tgaaaggtga

tgaccaacag

cttggtgtcg
agtcaaactc
attctttgge
gcctectegge
ctgtatgcag
caatgtcgtt
ctatggtggg
gaagagcgtc
attcggettce
gctgtatgat

tgacaagaac

gaactttgcc
cggaattgct
gaggctggee
aaacgcgagt
tcccattcct
tcccagtgte
tctggacgaa
gtgggtcaga
ggtctttgaa
ggccacttct
caatcagtac
aacttatctc
cgagttccag
tggtgctgat
ggccgataga
cggtggtttce
caacacgaca

gaaagctgcc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1758



10

<210>19
<211> 585
<212> PRT

<213> Ustilago maydis

<220>

ES 2 813684 T3

<223> Secuencia de referencia del NCBI: XM_751236.1

<400> 19

Met
Gly
Ala
Ala
Lys
65

Pro

Ile

Asp

Arg
Leu
Ser
Asp
50

Pro
Ala

Cys

Cys

Leu
Val
Ala
35

Asp
Pro
Ser

Met

Leu

Pro
Ser
20

Pro
Asn
Val
Ser
Gln

100
Asn

Asn
Ala
Thr
Tyr
Gly
His
85

Thr

Leu

Leu
Leu
Val
Gly
Ser
70

Lys

Val

Asn

Thr
Pro
Lys
Leu
55

Leu
Thr

Ala

Val

Leu
Gln
Leu
40

Glu
Arg
Val

Pro

Val

Leu
Val
25

His
Gln
Phe
Ile
Ser

105
Arg

36

Val
10

Ser
Gln
Phe
Ala
Asp
90

Pro

Pro

Trp
Tyr
Gly
Phe
Lys
75

Ala

Leu

Lys

Ala
Lys
Thr
Gly
60

Pro
Thr

Tyr

Gly

Ala
Ala
Val
45

Ile
Gln
Arg

Asn

Thr

Thr
Asp
30

Arg
Pro
Pro
Phe
Met

110
Thr

Ser
15

Ala
Gly
Tyr
Leu
Gly
95

Ser

Ala

Val
Thr
Leu
Ala
Gly
Asp
Glu

Lys



<210> 20

Asp
Gly
145
Glu
Pro
Thr
Arg
Phe
225
Tyr
Gly
Glu
Ser
Val
305
Gly
Tyr
Ile
Leu
Ile
385
Leu
Thr
Pro
Asp
Leu
465
Gln
His
Lys
Val
Tyr
545

Val

Arg

Lys
130
Ser
Ile
Phe
Ser
His
210
Gly
Asp
Gly
Gln
Leu
290
Ala
Ala
Pro
Gln
Asn
370
His
Tyr
Ala
Pro
Phe
450
Gly
Asn
Gly
Asp
Tyr
530
Gly

Ile

Lys

115
Leu

Thr
Gly
Gly
Asn
195
Asn
Gln
Gly
Ile
Ser
275
Leu
Ser
Leu
Ser
Gly
355
Ser
Asn
Pro
Thr
Leu
435
Thr
Trp
Asp
Ala
Pro
515
His
Lys

Glu

Ala

Pro
Pro
Lys
Phe
180
Ala
Ile
Ser
Asn
Ala
260
Phe
Arg
Asn
Ala
Val
340
Asn
Ser
Thr
Asp
Ser
420
Thr
Phe
Lys
Lys
Asp
500
Val
His
Gly

Asp

Ala
580

Val
Ile
Pro
165
Ile
Gly
Gly
Ala
Asn
245
Pro
Lys
Cys
Leu
Trp
325
Asn
Ala
Ala
Ser
Val
405
Ala
Ser
Gln
Lys
Phe
485
Val
Leu
Asp
Lys
Ala

565
Lys

ES 2 813684 T3

Leu
Tyr
150
Ile
Gly
Leu
Lys
Gly
230
His
Gly
Arg
Leu
Thr
310
Leu
Leu
Leu
Asp
Tyr
390
Pro
Ala
Asn
Ala
Asn
470
Ala
Lys
Ala
Pro
Lys
550

Tyr

Val

Val
135
Asn
Val
Gly
Tyr
Phe
215
Ala
Gly
Pro
Leu
Arg
295
Ala
Pro
Pro
Asp
Phe
375
Thr
Glu
Thr
Gln
Gln
455
Lys
Asn
Tyr
Asp
Thr
535
Leu

Arg

Phe

120
Trp

Ala
Phe
Ser
Asp
200
Gly
Met
Leu
Leu
Ala
280
Lys
Gln
Leu
Gln
Glu
360
Glu
Glu
Gln
Thr
Tyr
440
Arg
Ala
Gly
Tyr
Arg
520
Val
Leu

Lys

Gly

Ile
Ser
Val
Glu
185
Gln
Gly
Ser
Trp
Leu
265
Asn
Ala
Ala
Val
Gly
345
Gly
Arg
Gln
Gly
Ser
425
Lys
Arg
Lys
Thr
Phe
505
Met
Leu
Gln
Glu

Phe
585

37

Tyr
Glu
Ala
170
Ile
Arg
Asp
Ile
His
250
Thr
Gly
Asn
Gly
Asp
330
Lys
Thr
Trp
Ala
Ser
410
Asp
Arg
Thr
Val
Gly
490
Ile
Pro
Gly

Met

Ala
570

Gly
Leu
155
Ile
Ala
Leu
Lys
Ala
235
Ala
Pro
Val
Ala
Gly
315
Tyr
Leu
Ser
Val
Leu
395
Pro
Leu
Ser
Tyr
Trp
475
Ser
Arg
Arg
Gly
Lys

555
Met

Gly
140
Val
Ser
Asp
Gly
Asn
220
Leu
Ala
Lys
Gly
Ser
300
Thr
Glu
Ala
Phe
Arg
380
Gln
Phe
Asn
Ala
Leu
460
Ser
Pro
Pro
Ala
Phe
540
Gly

Asp

125
Ala

Gln
Tyr
Ser
Leu
205
Arg
Gln
Ile
His
Cys
285
Glu
Phe
Leu
Asp
Ala
365
Ser
Lys
Tyr
Ser
Ala
445
Lys
Tyr
Leu
Asp
Tyr
525
Glu

Asp

Ala

Phe
Lys
Arg
Asp
190
Lys
Val
Asn
Met
Pro
270
Thr
Val
Pro
Ile
Ile
350
Gln
Ala
Val
Asn
Arg
430
Phe
Ala
Glu
Gly
Gly
510
Ile
Trp

Asn

Leu

Arg
Ser
Val
175
Ser
Trp
Thr
Phe
Asn
255
Thr
Gly
Gln
Ile
Thr
335
Pro
Lys
Ala
Phe
Ala
415
Gln
Phe
Ala
Phe
Pro
495
Arg
Ser
Pro

Thr

Thr
575

Gln
Val
160
Gly
Ala
Ile
Leu
Ala
240
Ser
Val
Gly
Thr
Pro
320
Asn
Val
Gln
Val
Glu
400
Glu
Tyr
Gly
Thr
Gln
480
Tyr
Gln
Phe
Pro
Thr

560
Asn



ES 2 813684 T3

38

<211> 1578

<212> ADN

<213> Rhizoctonia solani

5 <400> 20

ctggactgtg cggggttatt caagaaatcg cagacgctta tcaaagggat taatccattt 60
gttgctgagg tccacccage aaatgtaacc tttgttccgg tggggaacat agcttaccct 120
gacccggtac ccgacctacc ggagttttge cgtttcggtg cagaatacaa cacatcatct 180
aaatccaagt ttagatttga agtatggcta ccaacgtcaa aaaagtggaa cggtcgtttt 240
gcattcattg gcaacggtgg ggatgctggc ggtgtgaatt atgctgatat ggccattcca 300
ttggcgaaat atgggtttgt ggtcgcgagce accaacaccg gtcacgatgg aacccacggt 360
gacggaacat ttgcgatttc taatcccgag tcacagattg atttcgggca ccgagctgta 420
catctcagta ccgtgttcge aaagacaatc gcaaaatcat actatggaaa gccatctacg 480
tataattact ggattggatg ctctagcgga ggaaaacaag gactgaaatc ggcccaagca 540
tatccecgegg actttgatgg ggttatcgca ggtgcaccgg ctcaatggtg gecctcecatcett 600
aatggcttca ctacccatgt gaatatgttg aatgccaaag ctaccactcc gggggcgacg 660
attcctacct cattttttac ggcecgttgaat caggaggtag ttgcccaatg tggaaagcetg 720
gatggagtcg acgatgggat tatcacaaac cctaggttgt gcaagcccga tcttactegt 780
gttgcatgcg gatcaaccaa tgcctctcca tatgtcaatt caagtaattg tttatcgaaa 840
cttcagectcg taacgctcaa agctatttac accaactgga catcgagcaa tggagagttce 900
ctgttceccta ccttecgageec cggaagcgaa tttgggtgge caaataccgt caatggggtt 960
ccatatggac ctggacccga ctacttctta tatcaggtat acaacaagac atccgttcag 1020
aagttgcaaa tcaatgaggc cgagcttcaa agactggtcg caatagcgga tgtaaccaac 1080
cctggtcaaa gcagagctat cgaccccaac ttgaatccat tcttcaaacg tggtggaaaa 1140
ctgttgcagt atcatgggtt cgcagatcct cttatccegt ctgggagctc cctgtggtac 1200
tacgaacacg ttcggagtta cttcaagaac gcagacttaa gcgatcgata ccgtttgttce 1260
atgatcccag gtgttgctca ttgctctgga gggccaggtg cagatgcecgtt cggacgaccce 1320
ggccaacgta gcgtttccct aggecggcgca ggccaatcce tatcatttac tccgcagtac 1380
gacatgatcc ttgctactat caactgggta gagaagggag tggccccgaa gtcactcatt 1440
gggacgaagt acaaaaataa caatattaga gaaggcgcaa aattcacccg gctattctgt 1500
ccttaccecge aagaagcaat ctaccgcecggce gggaacgtga atgtagctag cagttattceg 1560
tgcggtgtce gegettga 1578



<210> 21

<211> 1692

<212> ADN

<213> Rhizoctonia solani

<400> 21

ES 2 813684 T3

39



atgggctgeg
tctaagtgge
tgtgcggggt
gaggtccacc
gtacccgacce
aagtttagat
attggcaacg
aaatatgggt
acatttgcga
agtaccgtgt
tactggattg
gcggactttg
ttcactaccc
acctcatttt
gtcgacgatg
tgcggatcaa
ctcgtaacge
cctacctteg
ggacctggac
caaatcaatg
caaagcagag
cagtatcatg
cacgttcgga
ccaggtgttg
cgtagegttt
atccttgcta
aagtacaaaa
ccgcaagaag

gtcecgegett

<210> 22
<211> 525
5 <212> PRT

atcgacctcg
tacctatctce
tattcaagaa
cagcaaatgt
taccggagtt
ttgaagtatg
gtggggatge
ttgtggtcge
tttctaatcc
tcgcaaagac
gatgctctag
atggggttat
atgtgaatat
ttacggcgtt
ggattatcac
ccaatgcctc
tcaaagctat
agcccggaag
ccgactactt
aggccgagct
ctatcgaccc
ggttcgcaga
gttacttcaa
ctcattgctce
ccctaggegg
ctatcaactg
ataacaatat

caatctaccg

ga

ES 2 813684 T3

acaagctctt
ggcgatttta
atcgcagacg
aacctttgtt
ttgcegttte
gctaccaacg
tggcggtgtg
gagcaccaac
cgagtcacag
aatcgcaaaa
cggaggaaaa
cgcaggtgca
gttgaatgcc
gaatcaggag
aaaccctagg
tccatatgtce
ttacaccaac
cgaatttggg
cttatatcag
tcaaagactg
caacttgaat
tcctcttate
gaacgcagac
tggagggcca
cgcaggccaa
ggtagagaag
tagagaaggc

cggcgggaac

cattccctte
ctatatggtg
cttatcaaag
ccggtgggga
ggtgcagaat
tcaaaaaagt
aattatgctg
accggtcacg
attgatttcg
tcatactatg
caaggactga
ccggctcaat
aaagctacca
gtagttgcce
ttgtgcaagce
aattcaagta
tggacatcga
tggccaaata
gtatacaaca
gtcgcaatag
ccattcttca
ccgtctggga
ttaagcgatc
ggtgcagatg
tccctatcat
ggagtggcce
gcaaaattca

gtgaatgtag

40

aagagttcac
cttccgecaaa
ggattaatcc
acatagctta
acaacacatc
ggaacggtcg
atatggccat
atggaaccca
ggcaccgagce
gaaagccatc
aatcggccca
ggtggcctca
cteceggggge
aatgtggaaa
ccgatcttac
attgtttatc
gcaatggaga
ccgtcaatgg
agacatccgt
cggatgtaac
aacgtggtgg
gctcecectgtg
gataccgttt
cgttcggacg
ttactccgea
cgaagtcact
ccecggcetatt

ctagcagtta

ggtcatgttc
agcactggac
atttgttgcet
ccctgacceeg
atctaaatcc
ttttgecattce
tccattggeg
cggtgacgga
tgtacatctc
tacgtataat
agcatatccc
tcttaatgge
gacgattcct
gctggatgga
tcgtgttgea
gaaacttcag
gttcctgtte
ggttccatat
tcagaagttg
caaccctggt
aaaactgttg
gtactacgaa
gttcatgatc
acccggccaa
gtacgacatg
cattgggacg
ctgtccttac

ttcgtgeggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1692



ES 2 813684 T3

<213> Rhizoctonia solani

<400> 22

41



Leu
Ile
Pro
Phe
Arg
65

Ala
Met
Thr
Pro
Val
145
Tyr
Ser
Pro
Met
Phe
225
Asp
Asp
Asn
Ile
Phe
305
Pro
Thr
Val
Pro
His
385
Tyr
Tyr
Gly
Gly

Ala
465

Asp
Asn
Val
Cys
50

Phe
Phe
Ala
Gly
Glu
130
Phe
Asn
Ala
Ala
Leu
210
Phe
Gly
Leu
Ser
Tyr
290
Glu
Tyr
Ser
Ala
Asn
370
Gly
Glu
Arg
Ala
Ala

450
Thr

Cys
Pro
Gly
35

Arg
Glu
Ile
Ile
His
115
Ser
Ala
Tyr
Gln
Gln
195
Asn
Thr
Val
Thr
Ser
275
Thr
Pro
Gly
Val
Ile
355
Leu
Phe
His
Leu
Asp
435
Gly

Ile

Ala
Phe
20

Asn
Phe
Val
Gly
Pro
100
Asp
Gln
Lys
Trp
Ala
180
Trp
Ala
Ala
Asp
Arg
260
Asn
Asn
Gly
Pro
Gln
340
Ala
Asn
Ala
Val
Phe
420
Ala

Gln

Asn

Gly
Val
Ile
Gly
Trp
Asn
85

Leu
Gly
Ile
Thr
Ile
165
Tyr
Trp
Lys
Leu
Asp
245
Val
Cys
Trp
Ser
Gly
325
Lys
Asp
Pro
Asp
Arg
405
Met
Phe

Ser

Trp

ES 2 813684 T3

Leu
Ala
Ala
Ala
Leu
70

Gly
Ala
Thr
Asp
Ile
150
Gly
Pro
Pro
Ala
Asn
230
Gly
Ala
Leu
Thr
Glu
310
Pro
Leu
Val
Phe
Pro
390
Ser
Ile
Gly

Leu

Val
470

Phe
Glu
Tyr
Glu
55

Pro
Gly
Lys
His
Phe
135
Ala
Cys
Ala
His
Thr
215
Gln
Ile
Cys
Ser
Ser
295
Phe
Asp
Gln
Thr
Phe
375
Leu
Tyr
Pro
Arg
Ser

455
Glu

Lys
Val
Pro
40

Tyr
Thr
Asp
Tyr
Gly
120
Gly
Lys
Ser
Asp
Leu
200
Thr
Glu
Ile
Gly
Lys
280
Ser
Gly
Tyr
Ile
Asn
360
Lys
Ile
Phe
Gly
Pro
440

Phe

Lys

Lys
His
25

Asp
Asn
Ser
Ala
Gly
105
Asp
His
Ser
Ser
Phe
185
Asn
Pro
Val
Thr
Ser
265
Leu
Asn
Trp
Phe
Asn
345
Pro
Arg
Pro
Lys
Val
425
Gly

Thr

Gly

42

Ser
10

Pro
Pro
Thr
Lys
Gly
90

Phe
Gly
Arg
Tyr
Gly
170
Asp
Gly
Gly
Val
Asn
250
Thr
Gln
Gly
Pro
Leu
330
Glu
Gly
Gly
Ser
Asn
410
Ala
Gln

Pro

Val

Gln
Ala
Val
Ser
Lys
75

Gly
Val
Thr
Ala
Tyr
155
Gly
Gly
Phe
Ala
Ala
235
Pro
Asn
Leu
Glu
Asn
315
Tyr
Ala
Gln
Gly
Gly
395
Ala
His
Arg

Gln

Ala
475

Thr
Asn
Pro
Ser
60

Trp
Val
Val
Phe
Val
140
Gly
Lys
Val
Thr
Thr
220
Gln
Arg
Ala
Val
Phe
300
Thr
Gln
Glu
Ser
Lys
380
Ser
Asp
Cys
Ser
Tyr

460
Pro

Leu
Val
Asp
45

Lys
Asn
Asn
Ala
Ala
125
His
Lys
Gln
Ile
Thr
205
Ile
Cys
Leu
Ser
Thr
285
Leu
Val
Val
Leu
Arg
365
Leu
Ser
Leu
Ser
Val
445

Asp

Lys

Ile
Thr
30

Leu
Ser
Gly
Tyr
Ser
110
Ile
Leu
Pro
Gly
Ala
190
His
Pro
Gly
Cys
Pro
270
Leu
Phe
Asn
Tyr
Gln
350
Ala
Leu
Leu
Ser
Gly
430
Ser

Met

Ser

Lys
15

Phe
Pro
Lys
Arg
Ala
95

Thr
Ser
Ser
Ser
Leu
175
Gly
Val
Thr
Lys
Lys
255
Tyr
Lys
Pro
Gly
Asn
335
Arg
Ile
Gln
Trp
Asp
415
Gly
Leu

Ile

Leu

Gly
Val
Glu
Phe
Phe
80

Asp
Asn
Asn
Thr
Thr
160
Lys
Ala
Asn
Ser
Leu
240
Pro
Val
Ala
Thr
Val
320
Lys
Leu
Asp
Tyr
Tyr
400
Arg
Pro
Gly

Leu

Ile
480



<210> 23

ES 2 813684 T3

Gly Thr Lys Tyr Lys Asn Asn Asn Ile Arg Glu Gly Ala Lys Phe Thr
485 490 495
Arg Leu Phe Cys Pro Tyr Pro Gln Glu Ala Ile Tyr Arg Gly Gly Asn
500 505 510
Val Asn Val Ala Ser Ser Tyr Ser Cys Gly Val Arg Ala
515 520 525

<211> 563
<212> PRT
<213> Rhizoctonia solani

<400> 23

43



Met
Thr
Gly
Gln
Ala
65

Val
Ser
Lys
Gly
Val
145
Thr
Ala
Tyr
Gly
Gly
225
Phe
Ala
Ala
Pro
Asn
305
Leu
Glu
Asn
Tyr

Ala
385

Gly
Val
Ala
Thr
50

Asn
Pro
Ser
Trp
Val
130
Val
Phe
Val
Gly
Lys
210
Val
Thr
Thr
Gln
Arg
290
Ala
Val
Phe
Thr
Gln

370
Glu

Cys
Met
Ser
35

Leu
Val
Asp
Lys
Asn
115
Asn
Ala
Ala
His
Lys
195
Gln
Ile
Thr
Ile
Cys
275
Leu
Ser
Thr
Leu
Val
355

Val

Leu

Asp
Phe
20

Ala
Ile
Thr
Leu
Ser
100
Gly
Tyr
Ser
Ile
Leu
180
Pro
Gly
Ala
His
Pro
260
Gly
Cys
Pro
Leu
Phe
340
Asn

Tyr

Gln

Arg
Ser
Lys
Lys
Phe
Pro
85

Lys
Arg
Ala
Thr
Ser
165
Ser
Ser
Leu
Gly
Val
245
Thr
Lys
Lys
Tyr
Lys
325
Pro
Gly

Asn

Arg

ES 2 813684 T3

Pro
Lys
Ala
Gly
Val
70

Glu
Phe
Phe
Asp
Asn
150
Asn
Thr
Thr
Lys
Ala
230
Asn
Ser
Leu
Pro
Val
310
Ala
Thr
Val
Lys

Leu
390

Arg
Trp
Leu
Ile
55

Pro
Phe
Arg
Ala
Met
135
Thr
Pro
Val
Tyr
Ser
215
Pro
Met
Phe
Asp
Asp
295
Asn
Ile
Phe
Pro
Thr

375
Val

Gln
Leu
Asp
40

Asn
Val
Cys
Phe
Phe
120
Ala
Gly
Glu
Phe
Asn
200
Ala
Ala
Leu
Phe
Gly
280
Leu
Ser
Tyr
Glu
Tyr
360

Ser

Ala

Ala
Pro
25

Cys
Pro
Gly
Arg
Glu
105
Ile
Ile
His
Ser
Ala
185
Tyr
Gln
Gln
Asn
Thr
265
Val
Thr
Ser
Thr
Pro
345
Gly

Val

Ile

44

Leu
10

Ile
Ala
Phe
Asn
Phe
90

Val
Gly
Pro
Asp
Gln
170
Lys
Trp
Ala
Trp
Ala
250
Ala
Asp
Arg
Asn
Asn
330
Gly
Pro

Gln

Ala

His
Ser
Gly
Val
Ile
75

Gly
Trp
Asn
Leu
Gly
155
Ile
Thr
Ile
Tyr
Trp
235
Lys
Leu
Asp
Val
Cys
315
Trp
Ser
Gly
Lys

Asp
395

Ser
Ala
Leu
Ala
60

Ala
Ala
Leu
Gly
Ala
140
Thr
Asp
Ile
Gly
Pro
220
Pro
Ala
Asn
Gly
Ala
300
Leu
Thr
Glu
Pro
Leu

380
Val

Leu
Ile
Phe
45

Glu
Tyr
Glu
Pro
Gly
125
Lys
His
Phe
Ala
Cys
205
Ala
His
Thr
Gln
Ile
285
Cys
Ser
Ser
Phe
Asp
365
Gln

Thr

Gln
Leu
30

Lys
Val
Pro
Tyr
Thr
110
Asp
Tyr
Gly
Gly
Lys
190
Ser
Asp
Leu
Thr
Glu
270
Ile
Gly
Lys
Ser
Gly
350
Tyr

Ile

Asn

Glu
15

Leu
Lys
His
Asp
Asn
95

Ser
Ala
Gly
Asp
His
175
Ser
Ser
Phe
Asn
Pro
255
Val
Thr
Ser
Leu
Asn
335
Trp
Phe

Asn

Pro

Phe
Tyr
Ser
Pro
Pro
80

Thr
Lys
Gly
Phe
Gly
160
Arg
Tyr
Gly
Asp
Gly
240
Gly
Val
Asn
Thr
Gln
320
Gly
Pro
Leu

Glu

Gly
400



Gln
Gly
Gly
Ala
His
465
Arg
Gln
Ala
Glu
Ile
545
Val
<210> 24

<211> 1500
<212> ADN

Ser
Lys
Ser
Asp
450
Cys
Ser
Tyr
Pro
Gly
530

Tyr

Arg

Arg
Leu
Ser
435
Leu
Ser
Val
Asp
Lys
515
Ala

Arg

Ala

Ala
Leu
420
Leu
Ser
Gly
Ser
Met
500
Ser

Lys

Gly

<213> Schizophyllum commune

<400> 24

Ile
405
Gln
Trp
Asp
Gly
Leu
485
Ile
Leu

Phe

Gly

ES 2 813684 T3

Asp
Tyr
Tyr
Arg
Pro
470
Gly
Leu
Ile

Thr

Asn
550

Pro
His
Tyr
Tyr
455
Gly
Gly
Ala
Gly
Arg

535
Val

Asn
Gly
Glu
440
Arg
Ala
Ala
Thr
Thr
520

Leu

Asn

Leu
Phe
425
His
Leu
Asp
Gly
Ile
505
Lys
Phe

Val

45

Asn
410
Ala
Val
Phe
Ala
Gln
490
Asn
Tyr
Cys

Ala

Pro
Asp
Arg
Met
Phe
475
Ser
Trp
Lys
Pro

Ser
555

Phe
Pro
Ser
Ile
460
Gly
Leu
Val
Asn
Tyr

540
Ser

Phe
Leu
Tyr
445
Pro
Arg
Ser
Glu
Asn
525

Pro

Tyr

Lys
Ile
430
Phe
Gly
Pro
Phe
Lys
510
Asn

Gln

Ser

Arg
415
Pro
Lys
Val
Gly
Thr
495
Gly
Ile
Glu

Cys

Gly
Ser
Asn
Ala
Gln
480
Pro
Val
Arg

Ala

Gly
560



ES 2 813684 T3

caaggcgact tctccgceccaa ctgetcecctcece ttegtcecgatg cgatcaccct cgagaacgtce 60
accgtgcagt cgacggagtt cgtcgegget ggcacgaacg tcagegtgta cgttcecccgag 120
tcgtgcatgt cggcctegta ccaggtcgtce agecgcectgacce tttgecgege cacgatgaac 180
gtctcgactt cggaccgcag cggtatccge ctcgaggegt ggttcccgca gaactatacce 240
ggtcggttct tgagcacggg caacggcgga attggaggat gcatccagta cagcgacctce 300
gactacgccg cctecectegg cttegecgee gtcggecgecca acaacggcca cgacggeatg 360
accggcgagce ccttcecctcaa caaccccgac gtcatcaccg acttegectg gegetcececte 420
cataccggceg tcgtegtegg caagcagetc gtcgagacct tctacggcecge cccgcacage 480
aagtcgtact acctcggetg ctcgaccgge gggcggcagg ggtggaagat ggtgcaggac 540
ttcececggagg actttgatgg cgtagtggceg ggcecgegecgg cgatggegtt caatgegetg 600
ttgtattgga gcgggtcecgtt ctatacggtc actgggacct cggacgaccc aaccttegtg 660
ccggtcgact tttgggcgaa caatatccac caggceggtcc ttgatcagtg cgacgegetce 720
gacggggcga ccgacggtgt attggagaat ccggatctct gcgacttcga cgtgacgect 780
ctcaactgecg cggacggcaa cacgaccgac tgcttgaccg agacgcaggc ggagaccgtg 840
cgcacggtct tgagcgctat ctatgacgcg aacggcacgce tcgtgtaccce gcegectgeag 900
ccgggegegg aggtcecttgge ggggcagcag cagttcaacg gccagecttt cgacatcact 960
caggattggt accgctacgt catctacaac gactcgacct gggatcctge gacgctgaac 1020
ctcggecgact acgcagtcge cctecgegcag aatcccgeca acatcgagac atttaacgge 1080
gacatctccg ctttcgagge cgcaggaggce aaggtcctge actaccacgg cctcatggac 1140
ggtctcatct cgtccgacaa ctccaagcegg tactacaage ttgtgcagga gacgatggge 1200
aaggactcgt ccgagctcga cgacttctac cgecttettece cgatcagecgg catgtcegeac 1260
tgcagcgggg gcgacggggce gtataggatt gggaatgttg atggcggage ggggacgagt 1320
gcggatgaca atgtgctgat gtcgatggtg cggtgggtgg aggagggcgt ggcgccggaa 1380
gtcgtgegeg gggcgaatge taacgtgacce tactggegtt cgcattgcaa gtggcccectg 1440
acgaacaagt acgttggacc tggatcgtat gaggatgagt ctgcatggca gtgcagctga 1500

<210> 25

<211> 1572

<212> ADN

<213> Schizophyllum commune

<400> 25

46



atggctccta
ttcacgaatg
ctcgagaacg
tacgttcceceg
gccacgatga
cagaactata
tacagcgacc
cacgacggca
tggcgectcce
gccccgcaca
atggtgcagg
ttcaatgecge
ccaaccttcg
tgcgacgege
gacgtgacgce
gcggagaccg
ccgegectge
ttcgacatca
gcgacgctga

acatttaacg

ggcctcatgg
gagacgatgg
ggcatgtcge
gcggggacga
gtggcgecegg
aagtggcccce

cagtgcagct

<210> 26
<211> 499
5 <212> PRT

cagtgcgcectce
cccaaggcga
tcaccgtgca
agtcgtgcat
acgtctcgac
ccggteggtt
tcgactacge
tgaccggcga
tccataccgg
gcaagtcgta
acttccecgga
tgttgtattg
tgccggtcecga
tcgacgggge
ctctcaactg
tgcgcacggt
agccgggcegce
ctcaggattg
acctcggcga

gcgacatctce

acggtctcat
gcaaggactc
actgcagcgg
gtgcggatga
aagtcgtgeg
tgacgaacaa

ga

<213> Schizophyllum commune

ES 2 813684 T3

tctcectcage
cttecteegee
gtcgacggag
gtcggecteg
ttcggaccge
cttgagcacg
cgectcececte
gcccttecte
cgtegtegte
ctacctecgge
ggactttgat
gagcgggtceg
cttttgggeg
gaccgacggt
cgcggacggce
cttgagcgcet
ggaggtcttg
gtaccgctac
ctacgcagtc

cgctttegag

ctecgtecgac
gtccgagcete
gggcgacggg
caatgtgctg

cggggcgaat

gtacgttgga

gcgctecggea
aactgctcct
ttegtegegg
taccaggtcg
agcggtatcce
ggcaacggcg
ggcttecgeeg
aacaaccccg
ggcaagcagc
tgctcgaccg
ggcgtagtgg
ttctatacgg
aacaatatcc
gtattggaga
aacacgaccg
atctatgacg
gcggggcagce
gtcatctaca
gccctegege

gccgcaggag

aactccaagc
gacgacttct
gcgtatagga
atgtcgatgg
gctaacgtga

cctggatcgt

47

gcgtgetege
ccttecgtcega
ctggcacgaa
tcagcgctga
gcctcgagge
gaattggagg
ccgtcggege
acgtcatcac
tcgtcgagac
gcgggcggcea
cgggcgcgec
tcactgggac
accaggcggt
atccggatct
actgcttgac
cgaacggcac
agcagttcaa
acgactcgac
agaatcccge

gcaaggtcct

ggtactacaa
accgcttett
ttgggaatgt
tgcggtgggt
cctactggeg

atgaggatga

actcgegege
tgcgatcacce
cgtcagegtg
cctttgeege
gtggttcceg
atgcatccag
caacaacggc
cgacttcgece
cttctacgge
ggggtggaag
ggcgatggeg
ctcggacgac
ccttgatcag
ctgcgacttce
cgagacgcag
gctcgtgtac
cggccagcect
ctgggatcct
caacatcgag

gcactaccac

gcttgtgecag
cccgatcage
tgatggcgga
ggaggagggc
ttcgecattge

gtctgcatgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1572



<400> 26

Gln
Leu
Asn
Val
Asp
65

Gly
Tyr
Ala
Pro
Val
145
Lys
Met
Pro
Thr
Trp
225
Asp
Asp
Thr
Asp
Val

305
Gln

Gly
Glu
Val
Val
50

Arg
Arg
Ser
Asn
Asp
130
Val
Ser
Val
Ala
Val
210
Ala
Gly
Val
Glu
Ala
290

Leu

Asp

Asp
Asn
Ser
35

Ser
Ser
Phe
Asp
Asn
115
Val
Gly
Tyr
Gln
Met
195
Thr
Asn
Ala
Thr
Thr
275
Asn

Ala

Trp

Phe
Val
20

Val
Ala
Gly
Leu
Leu
100
Gly
Ile
Lys
Tyr
Asp
180
Ala
Gly
Asn
Thr
Pro
260
Gln
Gly
Gly

Tyr

Ser
Thr
Tyr
Asp
Ile
Ser
85

Asp
His
Thr
Gln
Leu
165
Phe
Phe
Thr
Ile
Asp
245
Leu
Ala
Thr

Gln

Arg
325

ES 2 813684 T3

Ala
Val
Val
Leu
Arg
70

Thr
Tyr
Asp
Asp
Leu
150
Gly
Pro
Asn
Ser
His
230
Gly
Asn
Glu
Leu
Gln

310
Tyr

Asn
Gln
Pro
Cys
55

Leu
Gly
Ala
Gly
Phe
135
Val
Cys
Glu
Ala
Asp
215
Gln
Val
Cys
Thr
Val
295
Gln

Val

Cys
Ser
Glu
40

Arg
Glu
Asn
Ala
Met
120
Ala
Glu
Ser
Asp
Leu
200
Asp
Ala
Leu
Ala
Val
280
Tyr

Phe

Ile

Ser
Thr
25

Ser
Ala
Ala
Gly
Ser
105
Thr
Trp
Thr
Thr
Phe
185
Leu
Pro
Val
Glu
Asp
265
Arg
Pro

Asn

Tyr

48

Ser
10

Glu
Cys
Thr
Trp
Gly
90

Leu
Gly
Arg
Phe
Gly
170
Asp
Tyr
Thr
Leu
Asn
250
Gly
Thr
Arg

Gly

Asn
330

Phe
Phe
Met
Met
Phe
75

Ile
Gly
Glu
Ser
Tyr
155
Gly
Gly
Trp
Phe
Asp
235
Pro
Asn
Val
Leu
Gln

315
Asp

Val
Val
Ser
Asn
60

Pro
Gly
Phe
Pro
Leu
140
Gly
Arg
Val
Ser
Val
220
Gln
Asp
Thr
Leu
Gln
300

Pro

Ser

Asp
Ala
Ala
45

Val
Gln
Gly
Ala
Phe
125
His
Ala
Gln
Val
Gly
205
Pro
Cys
Leu
Thr
Ser
285
Pro

Phe

Thr

Ala
Ala
30

Ser
Ser
Asn
Cys
Ala
110
Leu
Thr
Pro
Gly
Ala
190
Ser
Val
Asp
Cys
Asp
270
Ala
Gly

Asp

Trp

Ile
15

Gly
Tyr
Thr
Tyr
Ile
95

Val
Asn
Gly
His
Trp
175
Gly
Phe
Asp
Ala
Asp
255
Cys
Ile
Ala

Ile

Asp
335

Thr
Thr
Gln
Ser
Thr
80

Gln
Gly
Asn
Val
Ser
160
Lys
Ala
Tyr
Phe
Leu
240
Phe
Leu
Tyr
Glu
Thr

320
Pro



<210> 27
<211> 523

Ala
Ala
Gly
Ser
385
Lys
Gly
Val
Met
Ala
465

Thr

Gln

<212> PRT
<213> Schizophyllum commune

<400> 27

Thr
Asn
Gly
370
Asp
Asp
Met
Asp
Val
450
Asn

Asn

Cys

Leu
Ile
355
Lys
Asn
Ser
Ser
Gly
435
Arg
Ala

Lys

Ser

Asn
340
Glu
Val
Ser
Ser
His
420
Gly
Trp

Asn

Tyr

Leu
Thr
Leu
Lys
Glu
405
Cys
Ala
Val

Val

Val
485

ES 2 813684 T3

Gly
Phe
His
Arg
390
Leu
Ser
Gly
Glu
Thr

470
Gly

Asp
Asn
Tyr
375
Tyr
Asp
Gly
Thr
Glu
455
Tyr

Pro

Tyr
Gly
360
His
Tyr
Asp
Gly
Ser
440
Gly
Trp

Gly

Ala
345
Asp
Gly
Lys
Phe
Asp
425
Ala
Val
Arg

Ser

49

Val
Ile
Leu
Leu
Tyr
410
Gly
Asp
Ala

Ser

Tyr
490

Ala
Ser
Met
Val
395
Arg
Ala
Asp
Pro
His

475
Glu

Leu
Ala
Asp
380
Gln
Phe
Tyr
Asn
Glu
460
Cys

Asp

Ala
Phe
365
Gly
Glu
Phe
Arg
Val
445
Val
Lys

Glu

Gln
350
Glu
Leu
Thr
Pro
Ile
430
Leu
Val
Trp

Ser

Asn
Ala
Ile
Met
Ile
415
Gly
Met
Arg

Pro

Ala
495

Pro
Ala
Ser
Gly
400
Ser
Asn
Ser
Gly
Leu

480
Trp



Met
Ala
Ser
Thr
Ser
65

Ala
Ala
Gly
Ser
Thr
145
Trp
Thr
Thr
Phe
Leu
225

Pro

Val

Ala
Leu
Ser
Glu
50

Cys
Thr
Trp
Gly
Leu
130
Gly
Arg
Phe
Gly
Asp
210
Tyr

Thr

Leu

Pro
Ala
Phe
35

Phe
Met
Met
Phe
Ile
115
Gly
Glu
Ser
Tyr
Gly
195
Gly
Trp

Phe

Asp

Thr
Arg
20

Val
Val
Ser
Asn
Pro
100
Gly
Phe
Pro
Leu
Gly
180
Arg
Val
Ser

Val

Gln
260

Val
Phe
Asp
Ala
Ala
Val
85

Gln
Gly
Ala
Phe
His
165
Ala
Gln
Val
Gly
Pro

245
Cys

ES 2 813684 T3

Arg
Thr
Ala
Ala
Ser
70

Ser
Asn
Cys
Ala
Leu
150
Thr
Pro
Gly
Ala
Ser
230

Val

Asp

Ser
Asn
Ile
Gly
Tyr
Thr
Tyr
Ile
Val
135
Asn
Gly
His
Trp
Gly
215
Phe

Asp

Ala

Leu
Ala
Thr
40

Thr
Gln
Ser
Thr
Gln
120
Gly
Asn
Val
Ser
Lys
200
Ala
Tyr

Phe

Leu

Leu
Gln
25

Leu
Asn
Val
Asp
Gly
105
Tyr
Ala
Pro
Val
Lys
185
Met
Pro
Thr

Trp

Asp
265

50

Ser
10

Gly
Glu
Val
Val
Arg
90

Arg
Ser
Asn
Asp
Val
170
Ser
Val
Ala
Val
Ala

250
Gly

Ala
Asp
Asn
Ser
Ser
75

Ser
Phe
Asp
Asn
Val
155
Gly
Tyr
Gln
Met
Thr
235

Asn

Ala

Leu
Phe
Val
Val
60

Ala
Gly
Leu
Leu
Gly
140
Ile
Lys
Tyr
Asp
Ala
220
Gly

Asn

Thr

Gly
Ser
Thr
45

Tyr
Asp
Ile
Ser
Asp
125
His
Thr
Gln
Leu
Phe
205
Phe
Thr

Ile

Asp

Ser
Ala
30

Val
Val
Leu
Arg
Thr
110
Tyr
Asp
Asp
Leu
Gly
190
Pro
Asn
Ser
His

Gly
270

Val
15

Asn
Gln
Pro
Cys
Leu
95

Gly
Ala
Gly
Phe
Val
175
Cys
Glu
Ala
Asp
Gln

255
Val

Leu
Cys
Ser
Glu
Arg
80

Glu
Asn
Ala
Met
Ala
160
Glu
Ser
Asp
Leu
Asp
240

Ala

Leu



<210> 28

Glu
Asp
Arg
305
Pro
Asn
Tyr
Ala
Asp
385
Gly
Lys
Phe
Asp
Ala
465
Val

Arg

Ser

<211> 1500
<212> ADN
<213> Schizophyllum commune

<400> 28

Asn
Gly
290
Thr
Arg
Gly
Asn
Val
370
Ile
Leu
Leu
Tyr
Gly
450
Asp
Ala

Ser

Tyr

Pro
275
Asn
Val
Leu
Gln
Asp
355
Ala
Ser
Met
Val
Arg
435
Ala
Asp
Pro
His

Glu
515

Asp
Thr
Leu
Gln
Pro
340
Ser
Leu
Ala
Asp
Gln
420
Phe
Tyr
Asn
Glu
Cys

500
Asp

Leu
Thr
Ser
Pro
325
Phe
Thr
Ala
Phe
Gly
405
Glu
Phe
Arg
Val
Val
485

Lys

Glu

ES 2 813684 T3

Cys
Asp
Ala
310
Gly
Asp
Trp
Gln
Glu
390
Leu
Thr
Pro
Ile
Leu
470
Val

Trp

Ser

Asp
Cys
295
Ile
Ala
Ile
Asp
Asn
375
Ala
Ile
Met
Ile
Gly
455
Met
Arg

Pro

Ala

Phe
280
Leu
Tyr
Glu
Thr
Pro
360
Pro
Ala
Ser
Gly
Ser
440
Asn
Ser
Gly

Leu

Trp
520

Asp
Thr
Asp
Val
Gln
345
Ala
Ala
Gly
Ser
Lys
425
Gly
Val
Met
Ala
Thr

505
Gln

51

Val
Glu
Ala
Leu
330
Asp
Thr
Asn
Gly
Asp
410
Asp
Met
Asp
Val
Asn
490

Asn

Cys

Thr
Thr
Asn
315
Ala
Trp
Leu
Ile
Lys
395
Asn
Ser
Ser
Gly
Arg
475
Ala

Lys

Ser

Pro
Gln
300
Gly
Gly
Tyr
Asn
Glu
380
Val
Ser
Ser
His
Gly
460
Trp

Asn

Tyr

Leu
285
Ala
Thr
Gln
Arg
Leu
365
Thr
Leu
Lys
Glu
Cys
445
Ala
Val

Val

Val

Asn
Glu
Leu
Gln
Tyr
350
Gly
Phe
His
Arg
Leu
430
Ser
Gly
Glu

Thr

Gly
510

Cys
Thr
Val
Gln
335
Val
Asp
Asn
Tyr
Tyr
415
Asp
Gly
Thr
Glu
Tyr

495
Pro

Ala
Val
Tyr
320
Phe
Ile
Tyr
Gly
His
400
Tyr
Asp
Gly
Ser
Gly
480

Trp

Gly



ES 2 813684 T3

caagacgact tcgcctcaga ctgctcecggeg tttatcgaca agataatcct cgacaatgtce 60
actgtcacct cgacggagtt tgtggcagcg ggtacgaact tgactgtgta cgtccccaac 120
tcgtgegggt cgecegtegta tcaggtcgtce agcaccgacce tctgecgege gactatgaac 180
gtcacgacct ctgagcgcag cggcatacgc ctcgaggcct ggttcccgca gaactacacce 240
ggccgcttet tgagcactgg taacggtggt atcggaggat gcattcagta tagcgacatce 300
gactatgccg cctecectegg tttegetgee gtcggecgecca acaacggcca cgacggeatg 360
accggcgagce ccttcecctcaa caacccggac gttgtcacecg acttegecctg gegetegetg 420
cacaccggcg tcgtegtegg caagcaactc accgagacct tctacggcgce gccccacaac 480
aagtcgtact acctcggetg ctctactgge ggtcggcagg gettcaagge ggtgcaggac 540
tttcecggacg acttcgacgg cgtcgtecgeg ggecgegecgg ccttegettt caatgggetg 600
ctgtactgga gcggctcgtt cctgeccecgte accggaacct cggaggaccce gaccttcegte 660
cccacggatt tctgggcgca gaatatccac gecggaggtcc tccagcaatg tgacgegetce 720
gacggcgcga cggatggggt cctggagaac ccggacctct gcecgacttcga cgtgacgecg 780
ctcatctgca cggacggcaa cacgacgggc tgcctgaccg agacgcaggc ggagaccgtg 840
cgcacggtgc tcagccccat ctacgacaag aacggcaccce tcgtgtaccce gegtcectgeag 900
cctggtgcag aggtcctecge cgggtttgece cagttcggeg geccagceccett cectttattet 960
acggactggt accgctacgt cgtctacaac gactcgaatt gggaccccat gacgcectctcece 1020
attgacgact acgccgecege ccgcecgeccag aaccccgceca atgtcgagac gttcgaggge 1080
gacatctccg ccttegegte ctececggtgge aaggtcctge actaccacgg cctgatggac 1140
ggcctgatct cctccgacaa ctccaagegg tactacgcce tcegttcagca aaccctcaac 1200
caagagcccg ccgagctcga cgagttctac cgettettecec ccatcagegg gatgtcegeac 1260
tgcagcggecg gcgacggcge gtaccgcatc gggaacgtcg agggcggcgce gggcacgagt 1320
gcggacgaca acgtgctgat gtccatggtg cggtgggtgg aggagggcgt ggcgccggag 1380
gttgtgcgeg gggcggacge gaatgcgact tattggegeg cgcattgcaa gtggccgaag 1440
acgaacaagt acgtcggacc gggggattat gaggatgaga gtgcatggga gtgttcttga 1500

<210> 29

<211> 1569

<212> ADN

<213> Schizophyllum commune

<400> 29

52



ES 2 813684 T3

atggcgcccce tccegetcagt ttctagegtg ctggtgggtg cgetcecgeget cctgegegece 60
gcgcacgcge aagacgactt cgcctcagac tgctcecggegt ttatcgacaa gataatcctce 120
gacaatgtca ctgtcacctc gacggagttt gtggcagecgg gtacgaactt gactgtgtac 180
gtccccaact cgtgegggte gecgtegtat caggtcgtca gcaccgacct ctgeegegeg 240
actatgaacg tcacgacctc tgagcgcagc ggcatacgcec tcgaggectg gttccegecag 300
aactacaccg gccgcecttcett gagcactggt aacggtggta tcggaggatg cattcagtat 360
agcgacatcg actatgcege ctcecteggt ttegetgeecg tecggegeccaa caacggceccac 420
gacggcatga ccggcgagcce cttcecctcaac aacccggacg ttgtcaccga cttcgectgg 480
cgctcecgetge acaccggegt cgtcegtcecgge aagcaactca ccgagacctt ctacggegeg 540
ccccacaaca agtcgtacta ccteggetge tctactggeg gtecggcaggg cttcaaggeg 600
gtgcaggact ttccggacga cttcgacggce gtcgtcgegg gegegecggce cttcegettte 660
aatgggctgc tgtactggag cggctcgttc ctgcececgtca ccggaacctc ggaggacccg 720
accttcgtecce ccacggattt ctgggcecgcag aatatccacg cggaggtcct ccagcaatgt 780
gacgcgctcg acggcgcgac ggatggggtc ctggagaacc cggacctctg cgacttcgac 840
gtgacgccge tcatctgcac ggacggcaac acgacgggct gcctgaccga gacgcaggcg 900
gagaccgtge gcacggtgcet cagccccatc tacgacaaga acggcaccct cgtgtaccceg 960
cgtectgecage ctggtgcaga ggtcctcecgec gggtttgece agttcecggegg ccagecectte 1020
ctttattcta cggactggta ccgctacgtc gtctacaacg actcgaattg ggaccccatg 1080
acgctctcca ttgacgacta cgccgecgec cgecgeccaga accccgceccaa tgtcgagacg 1140
ttcgagggecg acatctcege cttegegtee tcecggtggeca aggtcctgceca ctaccacgge 1200
ctgatggacg gcctgatctc ctccgacaac tccaageggt actacgcccect cgttcagcaa 1260
accctcaacc aagagcccgce cgagctcgac gagttctace gettettcececce catcageggg 1320
atgtcgcact gcagcggecgg cgacggcgceg taccgcatcg ggaacgtcga gggcggcgceg 1380
ggcacgagtg cggacgacaa cgtgctgatg tccatggtge ggtgggtgga ggagggcgtg 1440
gcgecggagg ttgtgecgegg ggecggacgceg aatgcgactt attggegege gcattgcaag 1500
tggccgaaga cgaacaagta cgtcggaccg ggggattatg aggatgagag tgcatgggag 1560
tgttcttga 1569

<210> 30

<211> 499

<212> PRT

<213> Schizophyllum commune

<400> 30

53



Gln
Leu
Asn
Val
Glu
65

Gly
Tyr
Ala
Pro
Val
145
Lys
Ala
Pro
Pro
Trp

225
Asp

Asp
Asp
Leu
Val
50

Arg
Arg
Ser
Asn
Asp
130
Val
Ser
Val
Ala
Val
210

Ala

Gly

Asp
Asn
Thr
35

Ser
Ser
Phe
Asp
Asn
115
Val
Gly
Tyr
Gln
Phe
195
Thr

Gln

Ala

Phe
Val
20

Val
Thr
Gly
Leu
Ile
100
Gly
Val
Lys
Tyr
Asp
180
Ala
Gly

Asn

Thr

Ala
Thr
Tyr
Asp
Ile
Ser
85

Asp
His
Thr
Gln
Leu
165
Phe
Phe
Thr

Ile

Asp
245
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Ser
Val
Val
Leu
Arg
70

Thr
Tyr
Asp
Asp
Leu
150
Gly
Pro
Asn
Ser
His

230
Gly

Asp
Thr
Pro
Cys
55

Leu
Gly
Ala
Gly
Phe
135
Thr
Cys
Asp
Gly
Glu
215

Ala

Val

Cys
Ser
Asn
40

Arg
Glu
Asn
Ala
Met
120
Ala
Glu
Ser
Asp
Leu
200
Asp
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Met
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Ser
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Pro
Gly
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Leu
140
Gly
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Val
Ser
Val
220
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Asp
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Pro
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Val
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His
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Ser
Thr
Asn
Cys
Ala
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Thr
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Ala

Asp
255
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Gln
Ser
Thr
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Gln
Gly
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Val
Asn
160
Lys
Ala
Leu
Phe
Leu
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Asp
Thr
Asp
Val
305
Thr
Met
Ala
Gly
Ser
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Gln
Gly
Val
Met
Ala
465

Thr

Glu
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Val
Glu
Lys
290
Leu
Asp
Thr
Asn
Gly
370
Asp
Glu
Met
Glu
Val
450
Asp

Asn

Cys

Thr
Thr
275
Asn
Ala
Trp
Leu
Val
355
Lys
Asn
Pro
Ser
Gly
435
Arg
Ala

Lys

Ser

Pro
260
Gln
Gly
Gly
Tyr
Ser
340
Glu
Val
Ser
Ala
His
420
Gly
Trp
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Tyr

Leu
Ala
Thr
Phe
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325
Ile
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Leu
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Glu
405
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Ala
Val

Ala

Val
485
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Ile
Glu
Leu
Ala
310
Tyr
Asp
Phe
His
Arg
390
Leu
Ser
Gly
Glu
Thr

470
Gly

Cys
Thr
Val
295
Gln
Val
Asp
Glu
Tyr
375
Tyr
Asp
Gly
Thr
Glu
455
Tyr

Pro

Thr
Val
280
Tyr
Phe
Val
Tyr
Gly
360
His
Tyr
Glu
Gly
Ser
440
Gly

Trp

Gly

Asp
265
Arg
Pro
Gly
Tyr
Ala
345
Asp
Gly
Ala
Phe
Asp
425
Ala
Val

Arg

Asp
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Gly
Thr
Arg
Gly
Asn
330
Ala
Ile
Leu
Leu
Tyr
410
Gly
Asp
Ala

Ala

Tyr
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Asn
Val
Leu
Gln
315
Asp
Ala
Ser
Met
Val
395
Arg
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Asp
Pro
His

475
Glu

Thr
Leu
Gln
300
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Ala
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380
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Phe
Tyr
Asn
Glu
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Cys
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Thr
Ser
285
Pro
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Ala
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365
Gly
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Val
445
Val

Lys

Glu
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270
Pro
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Leu
Trp
Gln
350
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Leu
Thr
Pro
Ile
430
Leu
Val

Trp

Ser
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335
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Ser
Ile
Leu
Ile
415
Gly
Met
Arg

Pro

Ala
495

Leu
Tyr
Glu
Ser
320
Pro
Pro
Ser
Ser
Asn
400
Ser
Asn
Ser
Gly
Lys
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Trp



Met
Leu
Ala
Glu
Cys
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Thr
Trp
Gly
Leu
Gly
145
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Phe
Phe
50

Gly
Met
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Ile
Gly
130
Glu
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Ser
His
Ile
Gly
Tyr
70

Thr
Tyr
Ile
Val
Asn
150
Gly

His

Val
Ala
Ile
Thr
55

Gln
Ser
Thr
Gln
Gly
135
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Val

Asn
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40

Asn
Val
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Tyr
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Ala
Pro

Val

Lys
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25

Asp
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Val
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Arg
105
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Asp

Val

Ser
185

56

Val
10

Asp
Asn
Thr
Ser
Ser
90

Phe
Asp
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Val
Gly

170
Tyr
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Phe
Val
Val
Thr
75

Gly
Leu
Ile
Gly
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155

Lys

Tyr

Val
Ala
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Tyr
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Asp
Ile
Ser
Asp
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45

Val
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Tyr
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Asp
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Asp
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110
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Gly
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Ala
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Gly
Asp
Tyr
225
Thr
Leu
Asn
Gly
Thr
305
Arg
Gly
Asn
Ala
Ile
385
Leu
Leu
Tyr
Gly
Asp
465
Ala

Ala
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Gly
210
Trp
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Pro
Asn
290
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Asp
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370
Ser
Met
Val
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450
Asp
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Glu

Arg
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Val
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355
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435
Tyr
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Glu
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Gln
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Leu
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Pro
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340
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Ala
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420
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Val
Val
Lys
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Trp
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405
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Leu
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Phe
Gly
Phe
230
Asp
Ala
Asp
Cys
Ile
310
Ala
Tyr
Asp
Asn
Ser
390
Ile
Leu
Ile
Gly
Met
470
Arg

Pro

Ala

Lys
Ala
215
Leu
Phe
Leu
Phe
Leu
295
Tyr
Glu
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Pro
375
Ser
Ser
Asn
Ser
Asn
455
Ser
Gly

Lys

Trp
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Pro
Pro
Trp
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280
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Asp
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Thr
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360
Ala
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440
Val
Met
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Val
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265
Val
Glu
Lys
Leu
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345
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425
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Phe
Thr
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Trp
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380
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Pro
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Tyr
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415
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Trp
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Gly
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Leu
Pro
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Pro
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400
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Phe
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Ala
Val
480

Arg
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REIVINDICACIONES

1. Una enzima con actividad acido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa que comprende una
secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1 y que no comprende la SEQ ID

NO: 3.

2. La enzima de la reivindicacién 1, donde la enzima tiene una masa molecular de aproximadamente
71 kDa.

3. La enzima de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende una secuencia que tiene la
SEQ ID NO: 1.

4. La enzima de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enzima se puede obtener a partir

de un basidiomiceto.

5. La enzima de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enzima se puede obtener mediante
expresion en levadura, preferentemente, en Pichia pastoris.

6. Un &cido nucleico que codifica la enzima de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que no
comprende la SEQ ID NO. 4.

7. El &cido nucleico de la reivindicacion 6, donde el &cido nucleico es un vector de expresion que
comprende el acido nucleico de la reivindicacion 6 enlazado funcionalmente a un promotor heterélogo, donde el &cido
nucleico que codifica la enzima esta preferentemente enlazado funcionalmente a una secuencia sefial heteréloga.

8. Un procedimiento para preparar una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 que comprende
transformar una célula hospedadora adecuada con el 4cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 6 o0 7 vy,
opcionalmente, aislar la enzima.

9. Una célula hospedadora heter6loga que comprende el acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 6 0 7.

10. Uso de una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para el reblandecimiento de masa.

11. Un procedimiento para preparar un producto para horneado, que comprende poner en contacto masa
del producto para horneado con una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

12. Uso de una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para hidrolizar un sustrato y/o generar un
producto seleccionado del grupo que comprende

a. un acido clorogénico, es decir, un éster de acido quinico con un acido fenilpropanoico, preferentemente, acido
cafeico; y/o

b. un éster de un sacéarido o alcohol C1 o C2 con acido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente
un metoxi en el anillo benzoico, preferentemente, acido cafeico.

13. Un procedimiento para hidrolizar un sustrato seleccionado del grupo que comprende

a. un éster de acido quinico con un acido fenilpropanoico, preferentemente, acido cafeico; y/o

b. un éster de un sacérido o alcohol C1 o C2 con acido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente
un metoxi en el anillo benzoico, preferentemente, acido cafeico,

comprendiendo el procedimiento una etapa donde una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 se pone
en contacto con dicho sustrato en condiciones adecuadas.

14. Un procedimiento para preparar un producto seleccionado del grupo que comprende

a. acido quinico;

b. &cido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente un metoxi en el anillo benzoico,
preferentemente, acido cafeico;

C. un sacarido;

d. un éster de acido quinico con un acido fenilpropanoico, preferentemente, acido cafeico;

e. un éster de un sacérido o alcohol C1 o C2 con acido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente
un metoxi en el anillo benzoico, preferentemente, acido cafeico; y/o

f. un material natural tal como un alimento que comprende una cantidad reducida de un éster de acido quinico con
un &cido fenilpropanoico, preferentemente, acido cafeico;

comprendiendo el procedimiento una etapa donde una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 se pone
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en contacto con los eductos de la reaccién catalizada, lo que genera el producto correspondiente en condiciones
adecuadas, donde la enzima se pone en contacto preferentemente con un material natural tal como material de
desecho agroindustrial, tal como pulpa de café, salvado de trigo desalmidonado y pectina de remolacha azucarera
o pulpa de papel;

5 donde, opcionalmente, el producto se aisla.

15. Un procedimiento para reducir los riesgos dietéticos que implica el consumo de &cido clorogénico, que
comprende poner en contacto un producto alimenticio con una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

10 16. Un producto alimenticio que comprende una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el

producto alimenticio es opcionalmente un producto para horneado seleccionado del grupo que comprende producto
prehorneado y un producto horneado.
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FIG. 2B:
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Fig. 4A
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