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DESCRIPCIÓN

Métodos para controlar la producción de proteasas

Campo de la invención5

La presente descripción se refiere al campo de la producción de proteasas. Más específicamente, desvela un regulador 
novedoso de la expresión de proteasas y su uso en la producción de proteínas de interés en células hospedadoras.

Antecedentes10

Se usan ampliamente microorganismos, tales como hongos y hongos filamentosos, como células hospedadoras para 
la expresión y la secreción extracelular de proteínas de interés, tales como proteínas recombinantes. Una desventaja 
que se encuentra frecuentemente con los microorganismos, cuando se usan como células hospedadoras, es su 
inherente producción y secreción de enzimas proteolíticas que degradan la proteína de interés. Este problema es 15
particularmente difícil cuando se producen proteínas de interés que son sensibles, inestable o ambas cosas. Por tanto, 
las proteasas endógenas de la célula hospedadora al menos reducen el rendimiento de la proteína de interés e incluso 
pueden impedir su producción. Adicionalmente, la actividad proteolítica de las proteasas endógenas puede conducir 
a la formación de proteínas fragmentadas o degradadas, lo que disminuye la calidad de las proteínas producidas en 
las células hospedadoras. La autenticidad de la proteína puede verse afectada por proteólisis debido al recorte de 20
aminoácidos N y/o C terminales por exopeptidasas. Además, la presencia de proteasas endógenas disminuye la 
estabilidad y el período de caducidad de composiciones proteínicas cuando las proteasas endógenas están presentes 
en las composiciones proteínicas. En caso de que se desee un mayor período de caducidad o estabilidad de la 
composición proteínica, las proteasas endógenas deben retirarse de la composición proteínica o debe inhibirse su 
actividad proteasa, por ejemplo, mediante inhibidores de proteasas.25

Se han previsto diversas soluciones para evitar los problemas anteriores. Por ejemplo, se podrían suprimir o inactivar 
los genes que codifican las diversas proteasas endógenas, si las proteasas se identifican y caracterizan 
adecuadamente. El documento WO 90/00192 describe hospedadores hongos filamentosos mutantes que se han 
vuelto incapaces de secretar una aspártico proteasa enzimáticamente activa. Mediante dicha mutación, se demostró 30
que el rendimiento del polipéptido heterólogo, quimosina bovina, podría aumentarse.

El documento WO2013/102674 describe células fúngicas filamentosas que son deficientes en al menos tres proteasas 
endógenas, y en donde las proteasas endógenas se inactivan mediante una mutación en los genes que codifican las 
proteasas endógenas. También se ha hecho intentos de inactivar las proteasas endógenas mediante mutagénesis 35
aleatoria, pero pueden conducir a efectos pleiotrópicos desconocidos y no deseados en el rendimiento de la 
fermentación, tales como problemas en la expresión génica y una tasa de crecimiento escasa de la célula 
hospedadora. La mutagénesis aleatoria produce mutaciones no específicamente en todo el genoma de la célula 
hospedadora. Los genes mutados que producen características deseables o no deseables para la célula hospedadora 
no pueden identificarse fácilmente. Las cepas mutantes resultantes deben usarse tal cual, aunque algunas de las 40
mutaciones puedan conducir a resultados no deseados en cuanto a las características de la cepa y/o sus productos.

Otro enfoque para prevenir los problemas de las proteasas endógenas ha sido optimizar las materias primas y las 
condiciones de cultivo de manera que se redujese o impidiese la producción de proteasas endógenas.

45
Sin embargo, es bien sabido que los hongos producen un gran número de proteasas endógenas. Por tanto, la 
adaptación de cepas mediante inactivación individual de cada proteasa endógena es poco práctica. Además, se ha 
demostrado que la disrupción de un gen de proteasa puede conducir a un aumento compensatorio en la expresión y 
la producción de otro gen o genes de proteinasa. En consecuencia, existe un interés en desarrollar para su uso 
industrial cepas de hongos filamentosos que no presenten, o que presenten niveles muy bajos, de actividad proteolítica 50
originada en proteasas endógenas. Además, sería ventajoso proporcionar métodos que permitan prevenir la 
producción de proteasas endógenas en células hospedadoras. En particular, Trichoderma reesei con baja actividad 
proteasa endógena sería particularmente deseable porque es una célula hospedadora adecuada para muchas 
proteínas recombinantes.

55
Algunas enzimas son excepcionalmente sensibles incluso a cantidades bajas de proteasas y pueden necesitar 
modificaciones adicionales para permanecer estables en productos tales como en composiciones enzimáticas. Por 
ejemplo, muchas proteínas que tienen una estructura multidominio en donde los dominios están unidos por regiones 
enlazadoras flexibles, tales como celulasas con un resto de unión a celulosa, puede ser particularmente susceptible a 
la escisión por proteasas. En consecuencia, dichas enzimas pueden ser difíciles de convertir en productos con un 60
período de caducidad aceptable y con frecuencia requieren una modificación por ingeniería genética cuidadosa de la 
secuencia de unión, además del uso de un hospedador de proteasa baja y la optimización de las condiciones de 
cultivo.

Owen P. Ward, Biotechnology Advances, vol. 30, N.º 5, 1 de septiembre de 2012, páginas 1119-1139, desvela métodos 65
para producir proteínas recombinantes en hongos filamentosos.

E16708433
31-08-2020ES 2 815 628 T3

 



3

Sharma R. et al., World J Microbiol Biotechnol, vol. 25, N.º 12, 2 de agosto de 2009, páginas 2083-2094, desvela 
métodos para producir proteínas heterólogas en hongos filamentosos, así como métodos para optimizar una 
producción de este tipo.

5
La entrada de la base de datos Uniprot A0A024S366_HYPJR (9 de julio de 2014) desvela una proteína no 
caracterizada de Hypocrea jecorina.

El documento WO2006/040312 A2 desvela activadores transcripcionales fúngicos que tienen actividad transcripcional 
en un promotor de proteasa.10

El documento WO01/68864 A1 desvela un activador transcripcional fúncico de Aspergillus niger.

Sumario
15

Es un objetivo resolver, al menos parcialmente, los problemas anteriores de la técnica anterior. Un objetivo relacionado 
es mejorar la producción de proteínas, especialmente dichas proteínas que son sensibles a las proteasas del 
hospedador o son inestables cuando se producen en un sistema de expresión fúngica.

También es un objetivo proporcionar un método para regular la expresión de proteasas endógenas en 20
microorganismos.

Otro objetivo es proporcionar un regulador de proteasas, un gen que lo codifique, y un vector que comprenda dicho 
gen.

25
Es otro objetivo proporcionar una variante de regulador de proteasas, un gen que la codifique, y un vector que 
comprenda dicho gen.

Es otro objetivo proporcionar un método de producción de una proteína de interés en una célula hospedadora.
30

Otro objetivo más es proporcionar un polinucleótido alternativo y un polipéptido que regule la expresión de proteasas 
endógenas en una célula hospedadora.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que la expresión endógena de varias proteasas puede 
suprimirse en una célula hospedadora inactivando un gen que codifica un regulador de proteasas denominado pea135
por los presentes inventores. La supresión de las proteasas endógenas impidiendo la acción de pea1 en una célula 
hospedadora dio como resultado, por ejemplo, a una mejora del rendimiento y la estabilidad de las proteínas 
recombinantes producidas en la célula hospedadora.

De acuerdo con un primer aspecto se proporciona un polinucleótido modificado que comprende una secuencia de 40
nucleótidos que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de 
identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un gen 
cromosómico que comprende el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas 
endógenas de la célula hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico que 
comprende el polinucleótido no está inactivado; y en donde el polinucleótido modificado contiene al menos una 45
modificación que da como resultado la incapacidad, al menos parcial, de un producto génico que puede obtenerse 
mediante transcripción y/o traducción de un gen cromosómico que comprende el polinucleótido modificado para inducir 
la expresión de proteasas endógenas en una célula hospedadora. Los inventores han demostrado que el polinucleótido 
modificado del primer aspecto es responsable de producir un producto génico que regula la expresión de muchas 
proteasas endógenas fúngicas. Por tanto, el gen se denomina en el presente documento un regulador de proteasas, 50
que afecta a la expresión de proteasas 1 (del inglés protease expression affecting 1), o pea1, y se caracteriza al menos 
por la presencia de la secuencia que codifica los restos de la región altamente conservada 402-533 del SEQ ID NO: 
13. El correspondiente producto génico pea1 (cuando es un polipéptido) se denomina en el presente documento Pea1.
La inhibición del pea1 dio como resultado niveles reducidos de expresión de proteasas endógenas, como se muestra 
en los Ejemplos a continuación. Mediante la represión, la regulación negativa, la inactivación o la inhibición de la 55
expresión de pea1 se demostró que era posible suprimir, es decir, regular negativamente, la expresión de varias 
proteasas endógenas de la célula hospedadora fúngica. La disminución drástica de la actividad de proteasas 
endógenas dio como resultado una degradación menor de las proteínas expresadas por la célula hospedadora y, en 
consecuencia, un rendimiento mayor de proteínas de interés, tales como proteínas recombinantes heterólogas 
producidas por la célula hospedadora. Otra ventaja puede ser que pueden producirse menos proteínas inactivas o 60
fragmentadas de interés porque se producen y secretan menos proteasas endógenas. La proteína de interés producida 
por la célula hospedadora también puede ser menos propensa a la degradación, lo que conduce a una autenticidad, 
una estabilidad y un período de caducidad mejorados. Las variantes, los fragmentos y los nucleótidos que son 
hibridables pueden usarse, por ejemplo, para detectar la presencia del regulador de proteasas o una secuencia similar 
al mismo. El polinucleótido de acuerdo con el primer aspecto y el producto génico codificado por el mismo son útiles 65
en la producción industrial de proteínas.
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En el presente documento se desvela un fragmento o una variante del polinucleótido del primer aspecto.
El polinucleótido modificado del primer aspecto codifica una forma inactiva o un fragmento del regulador de proteasas 
codificado por el polinucleótido. Puede usarse para inactivar la función normal del regulador de proteasas y, en 
consecuencia, suprimir la expresión de proteasas endógenas en una célula hospedadora.

5
De acuerdo con un cuarto aspecto se proporciona un vector que comprende el polinucleótido modificado del primer 
aspecto. El polinucleótido puede insertarse en el genoma de una célula hospedadora, por ejemplo, en un vector. En 
determinadas realizaciones, el polinucleótido puede codificar una forma activa o inactiva de Pea1 y puede comprender 
elementos genéticos necesarios para insertar el polinucleótido aislado en la región del genoma (locus) que codifica la 
proteína activa por cruce doble o recombinación de reemplazo. Por tanto, puede usarse un polinucleótido de este tipo 10
en un método para activar o inactivar el gen que codifica el regulador de proteasas del primer aspecto. En una 
realización, el vector es un plásmido o un vector de fago. Dichos polinucleótidos y vectores pueden comprender 
regiones sin traducir 5' y 3', secuencias reguladoras de pea1 para incorporar la construcción genética en el genoma 
del hospedador y, opcionalmente, al menos un marcador.

15
De acuerdo con un quinto aspecto se proporciona una célula hospedadora que comprende al menos un gen 
cromosómico inactivado en donde el gen cromosómico inactivado comprende una secuencia de ácido nucleico que 
codifica un polipéptido que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con los 
aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13.

20
La célula hospedadora del quinto aspecto puede producir menos proteasas endógenas con respecto a las que 
normalmente produciría cuando el gen cromosómico está activo, o no está inactivo. Por tanto, la actividad de 
degradación de proteínas de las proteasas endógenas de las células hospedadoras puede evitarse, al menos 
parcialmente, en la célula hospedadora del quinto aspecto.

25
En el presente documento se desvela una preparación proteínica que comprende la proteína producida en la célula 
hospedadora del quinto aspecto. En determinadas realizaciones, la preparación proteínica comprende células 
hospedadoras de acuerdo con el quinto aspecto.

La preparación proteínica puede tener un contenido mayor de la proteína que una preparación proteínica 30
correspondiente producida usando la misma célula hospedadora con un pea1 intacto. Por tanto, cuando se usa la 
preparación proteínica, puede requerirse una cantidad volumétrica total inferior de la preparación proteínica para 
obtener el mismo efecto con respecto a la que se requeriría cuando se usa una preparación proteínica producida de 
forma correspondiente pero en la que el efecto biológico del regulador de proteasas es el mismo que el de un regulador 
de proteasas nativo. Además, la autenticidad, la estabilidad y el período de caducidad de la preparación proteínica 35
pueden mejorar cuando la preparación proteínica contiene menos proteasas endógenas de la célula hospedadora.

En el presente documento se desvela un uso de la preparación proteínica del sexto aspecto para el procesamiento de 
biomasa o en la industria de biocombustibles, almidón, tejidos, detergentes, pulpa y papel, alimentos, panificación, 
piensos, bebidas o la industria farmacéutica.40

El uso anterior tiene la ventaja de que como la preparación proteínica comprende más proteína, puede obtenerse más 
actividad proteínica a partir de una cantidad dada de la preparación proteínica y puede disminuirse la cantidad total de 
la preparación proteínica utilizada. También pueden evitarse problemas relacionados con la actividad de proteasa 
endógena en dichos procesos industriales.45

De acuerdo con un octavo aspecto se proporciona un método de producción de una proteína que comprende

a. cultivar la célula hospedadora del quinto aspecto en condiciones adecuadas para producir la proteína, en donde
la célula hospedadora comprende al menos un gen cromosómico inactivado que comprende una secuencia de 50
ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad 
de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13;
el gen cromosómico inactivado se inactiva por disrupción;
y la célula hospedadora tiene actividad proteasa reducida en comparación con la célula hospedadora sin dicha 
inactivación; y opcionalmente55

b. recuperar la proteína.

El método del octavo aspecto proporciona un mejor rendimiento y estabilidad de la proteína. Además, el método 
permite producir proteínas que son difíciles o en algunos casos incluso imposibles de producir en una célula 60
hospedadora debido a su sensibilidad a proteasas endógenas de la célula hospedadora. En determinadas 
realizaciones la proteína es una proteína recombinante.

En el presente documento se desvela una composición que comprende al menos una de entre: la preparación 
proteínica del sexto aspecto; y la proteína que puede obtenerse mediante el método del octavo aspecto. En 65
determinados aspectos, la composición puede comprender al menos un componente adicional, tal como un tampón, 
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sal, disolvente, agua o detergente.

La composición es ventajosa en el sentido de que puede tener un mayor contenido de la proteína en comparación con 
una composición producida según corresponda, pero en una célula hospedadora con un pea1 activo capaz de inducir 
la expresión de proteasas endógenas. Además, la composición puede tener un contenido bajo de proteasas 5
endógenas. En determinadas realizaciones, la proteína puede ser sensible a la degradación por proteasas y la 
obtención de una composición estable producida en una célula hospedadora con un pea1 activo requeriría etapas de 
purificación para retirar las proteasas endógenas inducidas por pea1. En un caso de este tipo, la composición puede 
ser más fácil de obtener con el método del octavo aspecto, porque el nivel inicial de proteasas endógenas es bajo. 
Asimismo, la composición puede tener un período de caducidad y una estabilidad mejoradas.10

De acuerdo con un décimo aspecto se proporciona un método para generar una célula hospedadora para la producción 
de proteínas que comprende suprimir la expresión del gen de proteasas endógenas en una célula hospedadora 
inhibiendo al menos parcialmente la transcripción o traducción del polinucleótido de:

15
un polinucleótido que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 
90 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un 
gen cromosómico que comprende el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas 
endógenas de la célula hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico 
que comprende el polinucleótido no está inactivado; o20
un polinucleótido que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 
90 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un 
gen cromosómico que comprende el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas 
endógenas de la célula hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico 
que comprende el polinucleótido no está inactivado, seleccionándose el polinucleótido entre el grupo que consiste 25
en:

a) un polinucleótido que comprende una secuencia que tiene al menos un 55 % de identidad de secuencia con 
los nucleótidos 1141-3889 del SEQ ID NO: 11;
b) el polinucleótido del SEQ ID NO: 12 o la secuencia codificante del mismo;30
c) el polinucleótido del SEQ ID NO: 11 o la secuencia codificante del mismo; y
d) una secuencia de nucleótidos hibridable con una secuencia de nucleótidos que es complementaria con una 
cualquiera de a) a c) en condiciones altamente rigurosas.

El método es ventajoso porque puede usarse para suprimir muchas proteasas endógenas simultáneamente. La célula 35
hospedadora resultante puede usarse para producir rendimientos mayores de cualquier proteína, tal como proteínas 
endógenas, proteínas recombinantes, proteínas heterólogas o cualquier proteína producida y opcionalmente 
secretada por la célula hospedadora. En la Tabla 2 se enumeran ejemplos no limitantes de tipos de proteasas cuya 
expresión puede suprimirse al menos parcialmente. En determinada realización, el método proporciona una célula
hospedadora que tiene un nivel de expresión reducido de al menos una proteasa.40

De acuerdo con un undécimo aspecto se proporciona una célula hospedadora que puede obtenerse usando el método 
del décimo aspecto.

De acuerdo con un duodécimo aspecto se proporciona un regulador de proteasas seleccionado entre el grupo que 45
consiste en

a) un polipéptido o un producto génico codificado por la secuencia codificante del polinucleótido del primer o del 
segundo aspecto;
b) un polipéptido o un producto génico codificado por la secuencia codificante del polinucleótido del tercer aspecto;50
c) un polipéptido codificado por el SEQ ID NO: 11 o 12;
d) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de identidad de 
secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13; y
e) una variante o un fragmento de un polipéptido o un producto génico de uno cualquiera de a) a d).

55
El regulador de proteasas del duodécimo aspecto puede proporcionarse en una célula hospedadora para inducir o 
suprimir la expresión de proteasas endógenas: un regulador de proteasas que tenga el efecto biológico de un regulador 
de proteasas nativo puede inducir la expresión de proteasas endógenas, mientras que un regulador de proteasas 
inactivado puede suprimir la expresión de proteasas endógenas. Además, pueden usarse fragmentos y variantes para 
interactuar con compañeros de unión del producto del gen pea1 nativo, por ejemplo, para unir en una célula 60
hospedadora un fragmento o una variante inactivos de un producto del gen pea1 a un compañero de unión natural de 
un producto del gen pea1. En el presente documento se desvela un anticuerpo que tiene especificidad de unión al 
regulador de proteasas del duodécimo aspecto.
El anticuerpo puede producirse mediante métodos conocidos en la técnica. El anticuerpo puede usarse para unirse 
específicamente al regulador de proteasas. Por tanto, la presencia del regulador de proteasas puede detectarse, por 65
ejemplo, en un inmunoensayo cuando el anticuerpo está directa o indirectamente unido a un marcador detectable. 
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Como alternativa, el anticuerpo puede usarse para unirse al regulador de proteasas para impedir la unión de un 
compañero de unión al regulador de proteasas. En una realización adicional, cuando se usa un anticuerpo que se une 
a una parte del regulador de proteasas que no participa en la unión con su compañero de unión, el regulador de 
proteasas con su compañero de unión pueden unirse en un complejo con el anticuerpo, y el compañero de unión 
puede identificarse con métodos conocidos en la técnica de la química de proteínas. Por tanto, en una realización el 5
anticuerpo puede usarse como una herramienta de investigación para identificar las biomoléculas que participan en la 
regulación de la expresión de proteasas.

En el presente documento se desvela un método para inducir la expresión de proteasas en una célula hospedadora 
proporcionando el regulador de proteasas del punto a), c), d) o el punto e) que se refiere al punto a), c) o d) del 10
duodécimo aspecto dentro o en contacto con la célula hospedadora. En determinadas realizaciones, el método puede 
comprender la expresión del regulador de proteasas en la célula hospedadora bajo el control del promotor.

Las realizaciones de la presente divulgación proporcionan determinados beneficios. Dependiendo de la realización, 
puede conseguirse uno o varios de los siguientes beneficios: producción mejorada de proteínas, posibilidad de producir 15
proteínas que sean sensibles a proteasas o inestables de otro modo, autenticidad, estabilidad y período de caducidad 
mejorados de las composiciones, disminución del consumo de productos químicos, disminución de la necesidad de 
agentes estabilizantes y disminución de las cantidades de consumo de productos químicos, agua y energía cuando 
se usa en procesos industriales.

20
LISTADOS DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1: Secuencia de nucleótidos del genoma QM6a v2.0 ID del gen: 123125

SEQ ID NO: 2: Secuencia de nucleótidos del genoma QM6a v2.0 ID: ADNc 12312525

SEQ ID NO: 3: Secuencia de aminoácidos del genoma QM6a v2.0 ID: 123125

SEQ ID NO: 4: Secuencia de nucleótidos del gen del genoma RutC-30 v1.0 ID: 85889
30

SEQ ID NO: 5: Secuencia de nucleótidos del genoma RutC-30 v1.0 ID: ADNc 85889

SEQ ID NO: 6: Secuencia de aminoácidos del genoma RutC-30 v1.0 ID: 85889

SEQ ID NO: 7: Secuencia de nucleótidos del gen pea1 en la cepa 33SP n.º 935

SEQ ID NO: 8: Secuencia de nucleótidos del gen pea1 en la cepa 31SP n.º 4

SEQ ID NO: 9: Secuencia de nucleótidos del gen pea1 en la cepa 31UV n.º 22
40

SEQ ID NO: 10: Secuencia de nucleótidos del gen pea1 en la cepa A21

SEQ ID NO: 11: Secuencia de nucleótidos del gen pea1 clonado a partir de QM6a (incluyendo secuencias de 
1140 pb corriente arriba y 821 pb corriente abajo)

45
SEQ ID NO: 12: Secuencia de nucleótidos del ADNc de pea1 determinada a partir de QM6a (incluyendo secuencias 
5'UTR de 654 pb y 3'-UTR de 821 pb)

SEQ ID NO: 13: La secuencia de aminoácidos deducida de la proteína Pea1 de longitud completa
50

SEQ ID NO: 14: La secuencia de aminoácidos deducida de la proteína Pea1 en la cepa 33SP n.º 9

SEQ ID NO: 15: La secuencia de aminoácidos deducida de la proteína Pea1 en la cepa 31SP n.º 4

SEQ ID NO: 16: La secuencia de aminoácidos deducida de la proteína Pea1 en la cepa 31UV n.º 2255

SEQ ID NO: 17: La secuencia de aminoácidos deducida de la proteína Pea1 en la cepa A21

SEQ ID NO: 18: La proteína Pea1 truncada codificada por pALK4106
60

Breve descripción de las figuras

La Fig. 1, panel A, muestra el análisis por SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivo de cultivos en matraz de 
agitación de transformantes que producen la proteína 20K+CBD. Calles 1 - 3, muestras que derivan del cultivo de 
un hospedador de proteasa no baja del mismo linaje de la cepa que el hospedador de transformación después de 65
3, 5 y 7 días de cultivo, respectivamente; 4 - 6, muestras de los transformantes de 33SP n.º 9 pALK1769 n.º 2, 
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n.º 6 y n.º 7, respectivamente. Se cargaron cantidades iguales de los sobrenadantes de cultivo en cada calle.

La Fig. 1, panel A, muestra el análisis por SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivo de cultivos por lotes en 
biorreactor de transformantes que producen la proteína 20K+CBD a partir del casete de expresión pALK1769. Calle 
1, muestra que deriva del cultivo de un hospedador de proteasa no baja del mismo linaje de cepa que los 5
hospedadores de transformación; 2 - 6, muestras de los cultivos de cepas transformadas con PALK1769; un 
transformante 33UV n.º 82, dos transformadores paralelos 33SP n.º 9, un transformante 33UV n.º 48 y uno 33SP 
n.º 11, respectivamente. Las muestras se tomaron después de cuatro días de cultivo en biorreactores. Se cargaron 
cantidades iguales de los sobrenadantes de cultivo en cada calle.

10
La Fig. 2 muestra esquemáticamente las anotaciones del QM_ID123125, Rut_ID85889 y la anotación deducida 
del ADNc derivado de QM6a (pea1). La ubicación de las mutaciones en las cepas 33SP n.º 9, 31SP n.º 4, 31UV 
n.º 22 y A21 se muestran con triángulos en el esquema de anotación de pea1.

La Fig. 3 muestra la secuencia de nucleótidos del gen pea1 (nucleótidos 1141-3889 del SEQ ID NO: 11) y la 15
secuencia de aminoácidos deducida. La longitud y la ubicación de los intrones se determinaron a partir del análisis 
de ADNc y se muestran en letras cursivas subrayadas.

La Fig. 4 muestra la alineación de los aminoácidos de la región altamente conservada de Pea1 (aminoácidos 402-
533 del SEQ ID NO: 13) con las correspondientes regiones de secuencias similares de múltiples especies. Debajo 20
de la alineación hay un símbolo que representa restos idénticos (*), restos conservadores (:) y restos no 
conservadores () de acuerdo con una alineación de secuencia realizada con Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

La Fig. 5A muestra el casete pALK4104 para la deleción del gen pea1 de longitud completa, el fragmento EcoRI -25
PstI de 6748 pb se desprendió del plásmido pALK4104. Se muestra una selección de sitios de enzimas de 
restricción. pea1_5' y pea1_3', regiones flanqueantes 5' y 3' del gen pea1, respectivamente, utilizadas para dirigir 
el casete de deleción al locus de pea1 para el reemplazo del gen pea1 con el gen marcador; syn-amdS, gen amdS
sintético que codifica acetamidasa para la selección de transformantes; Rut_ID120107 y Rut_ID10852, la ubicación 
y los números de ID de genes anotados de acuerdo con la secuencia del genoma público RutC-30; QM_ID66437, 30
la ubicación y el número de ID de un gen anotado, de acuerdo con la secuencia del genoma público QM6a.

La Fig. 5B muestra el casete pALK4106 para el truncamiento de pea1, el fragmento EcoRI - PstI de 6595 pb se 
desprendió del plásmido pALK4106. Se muestra una selección de sitios de enzimas de restricción. pea1', un gen 
pea1 truncado; pea1_3', syn-amdS, Rut_ID120107, Rut_ID10852 y QM_ID66437; genes/regiones idénticas a las 35
descritas para el casete pALK4104 (Fig. 5A).

La Fig. 6 muestra el casete pALK4107 para la deleción del gen pea1 de longitud completa usando el gen marcador 
ble, el fragmento EcoRI - PstI de 7615 pb se desprendió del plásmido pALK4107. Se muestra una selección de 
sitios de enzimas de restricción. pea_5', pea_3', Rut_ID120107, Rut_ID10852 y QM_ID66437, idénticas a las 40
descritas para el casete PALK4104 (Fig. 5A); ble, gen originado a partir de Streptoalloteichus hindustanus y que 
codifica ShBle, proporcionando resistencia a antibióticos de la familia de la fleomicina; pgpdA y ttrpC, originados a 
partir de Aspergillus nidulans, el promotor del gen de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y el terminador de 
un gen que codifica el polipéptido que actúa en la biosíntesis de triptófano, respectivamente. El ble con promotor 
y terminador se aislaron del plásmido pAN8-1 (Mattern et al., 1988; NCBI gi: 475899).45

La Fig. 7 muestra una alineación de secuencia de las secuencias de aminoácidos deducidas de las proteínas Pea1 
truncadas en las cepas 33SP n.º 9 (SEQ ID NO: 14), 31SP n.º 4 (SEQ ID NO: 15), 31UV n.º 22 (SEQ ID NO: 16) y 
A21 (SEQ ID NO: 17) y la secuencia de aminoácidos deducida de la proteína Pea1 truncada (SEQ ID NO: 18) 
codificada por el pea1 truncado en pALK4106 (Fig. 5B). Los aminoácidos que no coinciden con la secuencia de 50
aminoácidos de la Pea1 nativa (SEQ ID NO: 13), es decir, los aminoácidos generados mediante un desplazamiento 
de marco, están subrayados.

Fig. 8. Análisis por SDS-PAGE de transformantes Δpea1 y hospedador que produce una proteína celulasa 
recombinante. Las muestras se ejecutaron en un gel de poliacrilamida-SDS al 12 % de sobrenadantes de cultivo 55
de fermentaciones a escala de laboratorio ejecutadas durante cuatro días (la misma cantidad de muestra de cada 
fermentación). El gel se tiñó con Azul Coomassie. 1, marcador de masa molecular; 2, sobrenadante de cultivo de 
cultivo de RF5969; 3 - 7, sobrenadantes de cultivo de cultivos de cinco transformantes RF5969 separados con 
deleción de pea1.

60
Fig. 9. Diseño del enfoque de marcador dividido para inactivar los homólogos de pea1 de especies de 
Fusarium. Ppea1, región promotora del gen pea1 de Fusarium oxysporum; pea1, gen pea1 de F. oxysporum; 
Tpea1, región terminadora del gen pea1 de F. oxysporum, PgpdA, promotor del gen de gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa de Aspergillus; hph, gen que codifica higromicina fosfotransferasa (para la resistencia a la 
higromicina); TtrpC, terminador del gen trpC (triptófano C) de Aspergillus. Las regiones para posibles 65
recombinaciones homólogas se muestran mediante cruces. Los tamaños de los fragmentos no están a escala.
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Fig. 10. Actividades proteasa de los sobrenadantes de cultivo de Fusarium oxysporum, F. fujikuroi y sus 
transformantes con el gen pea1 inactivado. OXY WT y OXY-03, OXY-09, OXY-24, OXY-38, la actividad 
proteasa analizada a partir de los sobrenadantes de cultivo de F. oxysporum Fo47 y sus cuatro transformantes,
respectivamente; FUJI WT y FUJI-01, FUJI-08, FUJI-11 y FUJI-31, la actividad proteasa es resultado de los 5
sobrenadantes de cultivo de F. fujikuroi IMI58289 y sus cuatro transformantes, respectivamente.

DEPÓSITOS

Se realizaron los siguientes depósitos de cepas de acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento 10
Internacional del Depósito de Microorganismos con Fines de Procedimiento de Patente:

La cepa de E. coli RF11697, que incluye el plásmido pALK3535, se depositó en la Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zelkulturen GmbH (DSMZ), Inhoffenstrasse 7 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 4 de 
febrero de 2015 y se le asignó el número de acceso DSM 32007.15

La cepa de E. coli RF11698, que incluye el plásmido pALK3536, se depositó en la Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zelkulturen GmbH (DSMZ), Inhoffenstrasse 7 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 4 de 
febrero de 2015 y se le asignó el número de acceso DSM 32008.

20
Descripción detallada

Los presentes inventores han identificado y caracterizado un regulador de la expresión de proteasas fúngico y han 
modificado satisfactoriamente mediante ingeniería genética una célula hospedadora adecuada para su uso industrial 
que carece del regulador de la expresión de proteasas funcional o en la que el regulador de proteasas está inactivado. 25
Sin quedar ligados a teoría alguna, la presente divulgación muestra que mediante la inactivación del regulador de 
proteasas, los niveles de expresión de varias proteasas endógenas de la célula hospedadora pueden reducirse 
significativamente. Por tanto, cuando el regulador de proteasas endógenas se suprime en una célula hospedadora, la 
producción de una proteína de interés puede potenciarse, dando como resultado un rendimiento mejorado y una 
degradación proteolítica reducida de las proteínas producidas y/o secretadas. Simultáneamente, las capacidades de 30
rendimiento de fermentación, proliferación y producción de proteínas de la célula hospedadora puede mantenerse a 
los niveles requeridos en la producción industrial de proteínas.
Como se usa en el presente documento, "pea1" significa un polinucleótido que comprende la secuencia del SEQ ID 
NO: 11 nucleótidos 1141 - 3889, así como la secuencia de la región codificante en el SEQ ID NO: 12 y las secuencias 
que tienen similitud con dichas SEQ ID NO. El gen pea1 codifica un producto génico cuya supresión da como resultado 35
una expresión reducida de muchas proteasas endógenas fúngicas. Por tanto, el gen se denomina regulador de 
proteasas, que afecta a la expresión de proteasas 1 (del inglés protease expression affecting 1), o pea1. Las regiones 
sin traducir 5' y 3', regiones promotoras, intrones, exones y secuencias reguladoras pueden tener un efecto sobre la 
función de pea1.
En determinadas realizaciones, el polinucleótido o el polipéptido de cualquier aspecto o realización es un polinucleótido 40
aislado o un polipéptido aislado.
Como se usa en el presente documento, "aislado" significa una sustancia en una forma o entorno que no se produce 
en la naturaleza. Los ejemplos no limitantes de sustancias aisladas incluyen (a) cualquier sustancia de origen no 
natural, (2) cualquier sustancia, incluyendo cualquier enzima, variante, ácido nucleico, proteína, péptido o cofactor, 
que se retira al menos parcialmente de uno o más o de todos los componentes naturales a los que se asocia en la 45
naturaleza; (3) cualquier sustancia modificada por la mano del hombre con respecto a esa sustancia hallada en la 
naturaleza; o (4) cualquier sustancia modificada aumentando o disminuyendo la cantidad de la sustancia con respecto 
a otros componentes a los que se asocia de forma natural (por ejemplo, producción recombinante en una célula 
hospedadora; múltiples copias de un gen que codifica la sustancia; y uso de un promotor alternativo al promotor 
asociado de forma natural al gen que codifica la sustancia).50

Como se usa en el presente documento, la expresión "que comprende" incluye los significados más amplios de "que 
incluye", "que contiene" y "que comprehende", así como las expresiones más limitadas "que consistente en" y "que 
consistente solamente en".

55
Como se usa en el presente documento, "fragmento" significa una proteína o un polinucleótido que tiene uno o más 
aminoácidos o nucleótidos suprimidos. En el contexto del ADN, un fragmento incluye ADN tanto monocatenario como 
bicatenario de cualquier longitud. Un fragmento puede ser un fragmento activo que tenga la función biológica, tal como 
la actividad enzimática o la actividad reguladora, de la proteína o el polinucleótido. Un fragmento también puede ser 
un fragmento inactivo, es decir, no tiene uno o más efectos biológicos de la proteína o del polinucleótido nativos.60

Como se usa en el presente documento, "variante" significa un fragmento de secuencia (nucleótido o aminoácido) 
insertado o suprimido por uno o más nucleótidos/aminoácidos o que está modificado químicamente.

Como se usa en el presente documento, un "péptido" y un "polipéptido" son secuencias de aminoácidos que incluyen 65
una pluralidad de restos de aminoácidos polimerizados consecutivos. Para los fines de la presente invención, los 
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péptidos son moléculas que incluyen hasta 20 restos de aminoácidos, y los polipéptidos incluyen más de 20 restos de 
aminoácidos. El péptido o polipéptido puede incluir restos de aminoácidos modificados, restos de aminoácidos de 
origen natural no codificados por un codón, y restos de aminoácidos de origen no natural. Como se usa en el presente 
documento, una "proteína" puede referirse a un péptido o un polipéptido de cualquier tamaño. Una proteína puede ser 
una enzima, una proteína, un anticuerpo, una proteína de membrana, una hormona peptídica, regulador, o cualquier 5
otra proteína.

Como se usa en el presente documento, "modificación", "modificado" y términos similares en el contexto de los 
polinucleótidos se refieren a la modificación en una región codificante o no codificante del polinucleótido, tal como una 
secuencia reguladora, región sin traducir 5', región sin traducir 3', elemento genético de regulación positiva, elemento 10
genético de regulación negativa, región potenciadora, supresora, promotora, exónica o intrónica. En algunas 
realizaciones, la modificación puede ser solamente estructural, que no tiene ningún efecto sobre el efecto biológico, la 
acción o la función del polinucleótido. En otras realizaciones, la modificación es una modificación estructural que 
proporciona un cambio en el efecto biológico, la acción o la función del polinucleótido. Una modificación de este tipo 
puede potenciar, suprimir o cambiar la función biológica del polinucleótido.15

Como se usa en el presente documento, "identidad" significa el porcentaje de coincidencias exactas de restos de 
aminoácidos entre dos secuencias alineadas sobre el número de posiciones donde hay restos presentes en ambas 
secuencias. Cuando una secuencia tiene un resto sin el resto correspondiente en la otra secuencia, el programa de 
alineación permite un hueco en la alineación, y esa posición no se cuenta en el denominador del cálculo de identidad. 20
En este caso, la identidad es un valor determinado con la herramienta de Alineación de Secuencias por Pares 
EMBOSS Needle en el sitio web de EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

Como se usa en el presente documento, "similitud" significa el porcentaje de coincidencias entre dos secuencias sobre 
la región alineada publicada. Además de los aminoácidos que coinciden de forma idéntica (identidad), la similitud 25
permite que las sustituciones conservadoras (cambio a un aminoácido con propiedades físicoquímicas similares) se 
tengan en cuenta en el valor porcentual. En este caso, la similitud es un valor determinado con la herramienta de 
Alineación de Secuencias por Pares EMBOSS Needle en el sitio web de EMBL-EBI 
(www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

30
Como se usa en el presente documento, "célula hospedadora" significa cualquier tipo de célula que sea susceptible 
de transformación, transfección, transducción o similar con una construcción de ácido nucleico o vector de expresión 
que comprende un polinucleótido. La expresión "célula hospedadora" abarca cualquier descendencia que no sea 
idéntica debido a mutaciones que se producen durante la replicación. Son ejemplos no limitantes de una célula 
hospedadora las células fúngicas, las células fúngicas filamentosas de la División Ascomycota, Subdivisión 35
Pezizomycotina; preferentemente del grupo que consiste en miembros de la Clase Sordariomycetes, Subclase 
Hypocreomycetidae, Órdenes Hipocreales y Microascales y Aspergillus, Chrysosporium, Myceliophthora y Humicola;
más preferentemente del grupo que consiste en las Familias Hypocreacea, Nectriaceae, Clavicipitaceae, 
Microascaceae y Géneros Trichoderma (anamorfo de Hypocrea), Fusarium, Gibberella, Nectria, Stachybotrys, 
Claviceps, Metarhizium, Villosiclava, Ophiocordyceps, Cephalosporium y Scedosporium; más preferentemente del 40
grupo que consiste en Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina), T. citrinoviridae, T. longibrachiatum, T. virens, T. 
harzianum, T. asperellum, T. atroviridae, T. parareesei, , Fusarium oxysporum, F. gramineanum, F. 
pseudograminearum, F. venenatum, Gibberella fujikuroi, G. moniliformis, G. zeaea, Nectria (Haematonectria) 
haematococca, Stachybotrys chartarum, S. chlorohalonata, Claviceps purpurea, Metarhizium acridum, M. anisopliae, 
Villosiclava virens, Ophiocordyceps sinensis, Acremonium (Cephalosporium) chrysogenum, y Scedosporium 45
apiospermum y Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus oryzae, Chrysosporium lucknowense, 
Myceliophthora thermophila, Humicola insolens y Humicola grisea, mucho más preferentemente Trichoderma reesei.
En una realización, la célula hospedadora se selecciona entre el siguiente grupo de cepas que pueden obtenerse de 
colecciones públicas: QM6a, ATCC13631; RutC-30, ATCC56765; QM9414, ATCC26921, y derivados de los mismos.

50
Como se usa en el presente documento, condiciones de rigurosidad baja significa sondas de al menos 100 nucleótidos 
en condiciones de longitud correspondientes a la hibridación en la prehibridación y la hibridación a 55 ºC en 5x SSC, 
N-lauroilsarcosina al 0,1 %, SDS al 0,02 %, reactivo bloqueante al 1 % (Roche 11 096 176 001), siguiendo los 
procedimientos convencionales de transferencia Southern durante de 12 a 24 horas. El material de vehículo finalmente 
se lava dos o tres veces cada uno durante 15 minutos usando 2X SSC, SDS al 0,1 % a 55 ºC.55

Como se usa en el presente documento, condiciones de rigurosidad alta significa sondas de al menos 100 nucleótidos 
en condiciones de longitud correspondientes a la hibridación en la prehibridación y la hibridación a 65 ºC en 5x SSC, 
N-lauroilsarcosina al 0,1 %, SDS al 0,02 %, reactivo bloqueante al 1 % (Roche 11 096 176 001), siguiendo los 
procedimientos convencionales de transferencia Southern durante de 12 a 24 horas. El material de vehículo finalmente 60
se lava dos o tres veces cada uno durante 15 minutos usando 0.1X SSC, SDS al 0,1 % a 65 °C.

Como se usa en el presente documento, "expresión" incluye cualquier etapa implicada en la producción de un 
polipéptido en una célula hospedadora incluyendo, pero sin limitación, transcripción, traducción, modificación 
postraduccional y secreción. La expresión puede ir seguida de la recogida, es decir, la recuperación, de las células 65
hospedadoras o el producto expresado.
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Como se usan en el presente documento, inhibir, inactivar, suprimir y regular negativamente significan, al menos 
parcialmente, evitar la acción biológica del gen pea1 o el producto del gen. Como se entiende en la técnica, esto puede 
lograrse a nivel transcripcional, traduccional o proteínico, es decir, evitando la lectura o la expresión del gen pea1, 
evitando la traducción correcta de la proteína Pea1 o evitando que el producto del gen pea1 se una a su compañero 5
o compañeros de unión que en condiciones naturales participan en la acción del producto del gen pea1.

Como se usa en el presente documento, una proteasa inducida por el regulador de proteasas del primer aspecto puede 
ser cualquier proteasa cuya expresión sea inducida por el regulador de proteasas, y cuya expresión y/o actividad 
proteasa se reduzcan cuando el regulador de proteasas esté inactivo. Son ejemplos no limitantes de dichas proteasas 10
las aspártico proteasas, serina proteasas, glutámico proteasas y metaloproteasas (Tabla 2). Por tanto, un efecto 
biológico de pea1 puede ser regular la expresión de proteasas endógenas.

Como se usa en el presente documento, un "producto génico" es el ARN o la proteína resultante de la expresión de 
un polinucleótido. Los ejemplos de productos genéticos incluyen ARNm, ARNip, ADNc, proteína, polipéptido y péptido.15

En una realización de ejemplo del primer aspecto, la célula hospedadora es Trichoderma.

En una realización de ejemplo del primer aspecto, la secuencia de nucleótidos codifica una proteína que comprende 
una secuencia de aminoácidos con un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de 20
identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13. En otra realización, la secuencia de 
nucleótidos codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos con un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de similitud de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 
13.

25
En una realización de ejemplo del primer aspecto, el polinucleótido se selecciona entre el grupo que consiste en la 
secuencia codificante de las SEQ ID NO: 11 y 12.

En una realización de ejemplo del primer aspecto, el polinucleótido se selecciona entre el grupo que consiste en:
30

a) un polinucleótido que comprende una secuencia que tiene al menos un 55 %, 56 %, 57 %, 58 %, 59 %, 60 %, 
61 %, 62 %, 63 %, 64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 
79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 
97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 1141-3889 del SEQ ID NO: 11;

35
b) el polinucleótido del SEQ ID NO: 12 o la secuencia codificante del mismo;

c) el polinucleótido del SEQ ID NO: 11 o la secuencia codificante del mismo; y

d) una secuencia de nucleótidos hibridable con una secuencia de nucleótidos que es complementaria con una 40
cualquiera de a) a c) en condiciones altamente rigurosas.

En una realización de ejemplo del primer aspecto, el polinucleótido o su región no codificante contiene al menos una 
modificación. En determinadas realizaciones del primer aspecto, la modificación lo hace estructuralmente diferente en 
comparación con cualquier regulador de proteasas de origen natural, o la modificación hace que su expresión y/o 45
traducción sea diferente, por ejemplo, en términos de eficiencia o estabilidad en comparación con los de cualquier 
regulador de proteasas de origen natural. La modificación puede tener un efecto sobre una función biológica u otra 
propiedad del regulador de proteasas. En otra realización, la modificación no cambia sustancialmente una función 
biológica u otra propiedad del regulador de proteasas. Por tanto, en determinadas realizaciones la modificación no 
disminuye sustancialmente la capacidad del polinucleótido del primer aspecto para inducir la expresión de proteasas 50
endógenas en una célula hospedadora.

En una realización de ejemplo, el polinucleótido del primer aspecto comprende elementos genéticos para permitir su 
transcripción y/o traducción en una célula hospedadora. En otra realización, el polinucleótido comprende 
adicionalmente elementos genéticos que permiten secretar la proteína fuera de la célula hospedadora.55

En una realización de ejemplo del cuarto aspecto, el vector comprende elementos genéticos para incorporar el 
polinucleótido del segundo aspecto o de la realización anterior en el genoma de una célula hospedadora. En 
determinadas realizaciones, los elementos genéticos comprenden una región 5' sin traducir y/o una región 3' sin 
traducir, opcionalmente en forma de un casete.60

En una realización de ejemplo del quinto aspecto, la célula hospedadora se selecciona entre el grupo que consiste en 
células fúngicas filamentosas de la División Ascomycota, Subdivisión Pezizomycotina; preferentemente del grupo que 
consiste en miembros de la Clase Sordariomycetes, Subclase Hypocreomycetidae, Órdenes Hipocreales y 
Microascales y Aspergillus, Chrysosporium, Myceliophthora y Humicola; más preferentemente del grupo que consiste 65
en las Familias Hypocreacea, Nectriaceae, Clavicipitaceae, Microascaceae y Géneros Trichoderma (anamorfo de 
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Hypocrea), Fusarium, Gibberella, Nectria, Stachybotrys, Claviceps, Metarhizium, Villosiclava, Ophiocordyceps, 
Cephalosporium y Scedosporium; más preferentemente del grupo que consiste en Trichoderma reesei (Hypocrea 
jecorina), T. citrinoviridae, T. longibrachiatum, T. virens, T. harzianum, T. asperellum, T. atroviridae, T. parareesei, 
Fusarium oxysporum, F. gramineanum, F. pseudograminearum, F. venenatum, Gibberella fujikuroi, G. moniliformis, G. 
zeaea, Nectria (Haematonectria) haematococca, Stachybotrys chartarum, S. chlorohalonata, Claviceps purpurea, 5
Metarhizium acridum, M. anisopliae, Villosiclava virens, Ophiocordyceps sinensis, Acremonium (Cephalosporium) 
chrysogenum, y Scedosporium apiospermum y Aspergillus niger, A. awamori, A. oryzae, Chrysosporium lucknowense, 
Myceliohpthora thermophila, Humicola insolens, Humicola grisea, mucho más preferentemente Trichoderma reesei.
En una realización, la célula hospedadora se selecciona entre el siguiente grupo de cepas que pueden obtenerse de 
colecciones públicas: QM6a, ATCC13631; RutC-30, ATCC56765; QM9414, ATCC26921, y derivados de los mismos.10

En una realización de ejemplo del quinto aspecto, el gen cromosómico inactivado comprende el polinucleótido del 
primer aspecto.

En una realización de ejemplo del quinto aspecto el gen cromosómico inactivado se inactiva por disrupción, por 15
ejemplo, con un marcador seleccionable, inhibición de la traducción o transcripción del gen cromosómico, deleción al 
menos parcial, truncamiento, deleción, inserción, mutación o silenciamiento, mediante iARN o mediante tecnología 
CRISPR/Cas9. Cuando se usa iARN, puede usarse ARN bicatenario para silenciar postraduccionalmente los niveles 
de expresión de un gen específico, tal como pea1, debido a la degradación específica de la secuencia mediada por 
ARN bicatenarios pequeños. Por ejemplo, pueden diseñarse y usarse moléculas de ARNbc y ARNip sintetizadas in 20
vitro o ARNbc o ARN de horquilla de tallo-bucle sintetizados in vivo como desencadenantes para el direccionamiento. 
Cuando la tecnología de CRISPR/Cas9 se usa en la inactivación, se entregan en la célula la proteína Cas9 y ARN 
guía apropiados (de acuerdo con la secuencia objetivo, tal como pea1), dando como resultado una escisión en el lugar 
deseado.

25
En una realización de ejemplo del quinto aspecto, la célula hospedadora comprende elementos genéticos para permitir 
la expresión, en condiciones adecuadas para promover la expresión, al menos una proteína de interés codificada por 
un polinucleótido recombinante. Está dentro del nivel de habilidad en la técnica elegir las condiciones adecuadas, 
incluyendo reactivos y condiciones para la expresión de ARN a partir de la construcción de expresión, seguida de la 
traducción del polipéptido codificado. En los ejemplos a continuación se describen reactivos y condiciones de ejemplo. 30
Los métodos de la presente realización también pueden realizarse en un sistema de traducción sin células o in vivo. 
En una realización preferida, la expresión de proteína se realiza en una célula hospedadora recombinante.

En una realización de ejemplo del quinto aspecto, la proteína de interés se selecciona entre la lista que consiste en 
una proteína farmacológicamente activa, anticuerpo, fragmento de anticuerpo, proteína terapéutica, biosimilar, 35
proteína de dominios múltiples, hormona peptídica, péptido antimicrobiano, péptido, módulo de unión a hidratos de 
carbono, enzima tal como celulasa, proteasa, inhibidor de proteasas, aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, 
carboxipeptidasa, catalasa, quitinasa, cutinasa, desoxirribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa, 
glucoamilasa, alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, invertasa, laccasa, lipasa, mananasa, mutanasa, oxidasa, enzima 
pectinolítica, peroxidasa, fosfolipasa, fitasa, fosfatasa, polifenoloxidasa, enzima redox, enzima proteolítica, 40
ribonucleasa, transglutaminasa y xilanasa. La misma célula hospedadora puede expresar una o más proteínas de 
interés.

En una realización de ejemplo del sexto aspecto, la preparación proteínica comprende al menos un componente 
adicional seleccionado entre estabilizante, conservante, fragancia, tampón, sal y colorante.45

En una realización de ejemplo del décimo aspecto, la inhibición se proporciona realizando una modificación 
inactivadora en el gen que comprende la secuencia del polinucleótido del primer aspecto. La modificación puede ser 
deleción, truncamiento o mutación de al menos una parte del regulador de proteasas, incluyendo su secuencia de 
control, que da como resultado la supresión o la inhibición al menos parcial de la capacidad del regulador de proteasas 50
para inducir la expresión de proteasas endógenas en la célula hospedadora. En otra realización, la función del gen 
regulador de proteasas se inactiva postraduccionalmente, por ejemplo, inhibiendo la interacción proteína-proteína o 
inhibiendo la unión del regulador de proteasas a cualquiera de sus compañeros de unión naturales. En otra realización 
más, el regulador de proteasas se inactiva mediante la supresión de un promotor u otra región reguladora del presente 
regulador de proteasas.55

En una realización de ejemplo del décimo aspecto, la inhibición se consigue mediante mutación, deleción, inserción, 
interferencia de ARN, anticuerpo o inhibidor de molécula pequeña.

En una realización de ejemplo del undécimo aspecto, la célula hospedadora comprende adicionalmente un ácido 60
nucleico que codifica una proteína heteróloga.

En una realización de ejemplo del undécimo aspecto, la célula hospedadora es una célula fúngica, preferentemente 
una célula fúngica filamentosa, tal como Trichoderma o Trichoderma reesei.

65
Ejemplos
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Ejemplo 1. Aislamiento de mutantes de proteasa baja de cepas de Trichoderma reesei.

La A21 de Trichoderma reesei es un mutante UV de proteasa baja que deriva del linaje de la cepa QM9414 de T. 
reesei. La cepa A21 se cribó de los mutantes obtenidos después de la irradiación con luz ultravioleta de lotes de 5
esporas parentales usando un ensayo en placa de leche desnatada. Produjo un halo reducido en la placa de selección 
en comparación con su progenitor, indicando una producción reducida de proteasas. Se confirmó que A21 producía 
cantidades claramente reducidas de actividades proteasa en sus sobrenadantes de cultivo en comparación con su 
progenitor, tanto en cultivos en matraz de agitación como en biorreactores a escala de laboratorio en medio inductor 
de celulasa. El análisis por FPLC demostró que A21 carece, por ejemplo, de un pico proteínico que en la cepa parental 10
mostraba actividad proteasa que podía ser inhibida por la pepstatina A, lo que indica que no hay producción o que hay 
una producción menor de al menos un tipo de aspártico de una proteasa o proteasas, en comparación con el 
progenitor.

Para desarrollar mutantes con niveles de producción reducidos de proteasas nativas a partir de un linaje de cepa 15
mutante de T. reesei diferente, se eligieron las cepas industriales patentadas A31 y A33 para un programa de 
desarrollo de cepas. A31 es una cepa mutante de T. reesei con una alta capacidad de producción de proteínas 
(celulasa). A33 es un derivado genéticamente modificado de A31 del cual se han suprimido los cuatro genes 
principales nativos que codifican celulasas cbh1 (cel7A), cbh2 (cel6A), egll (cel7B) y egl2 (cel6A) usando el método 
de contra selección de pyr4 (para obtener información sobre el método, véase Seidl y Seiboth, 2010). Los mutantes 20
A31 y A33 se generaron mediante el uso de mutagénesis UV y mediante selección de mutantes espontáneos de 
proteasa baja mediante el método del suicidio (SUI) (Braaksma y Punt, 2008) desarrollado en TNO (Países Bajos). 
Este método se basa en un producto químico SUI patentado frente al que las cepas que producen cantidades 
reducidas de proteasas son más resistentes que las cepas parentales. Mediante el uso del enfoque SUI, la detección 
de mutantes de proteasa baja (cepas) es rápida y eficiente. Sin embargo, el cribado de dichos mutantes también puede 25
realizarse mediante el cultivo en placa directo de las esporas mutadas (o esporas) en leche desnatada u otras placas 
de detección de proteasa adecuadas.

Las cepas de T. reesei se inocularon y cultivaron en placas PD (agar de dextrosa de patata) para generar esporas 
para la mutagénesis. La mutagénesis por UV se realizó usando la cámara BioRad UV y un tiempo de irradiación de 30
40 - 80 s (con una tasa de supervivencia del 5 - 50 %). Los lotes de esporas no mutadas y tratadas con UV se cultivaron 
en placas de agar a base de medio mínimo de Trichoderma (TMM; Penttilä et al., 1987) que contenían diferentes 
concentraciones del reactivo SUI (50-500 µg/ml) y placas AMMNH4 (Bennet y Lasure, 1991) con 25 - 500 µg/ml de SUI 
para seleccionar los mutantes de proteasa baja.

35
De las dos cepas de T. reesei se cribaron en las placas de SUI aproximadamente 5x107 esporas no mutadas y 1 -
2x107 mutadas. Después de la primera ronda de selección por SUI, se volvieron a cribar 200 - 300 colonias resistentes 
a SUI de cada cepa en placas de SUI. Aproximadamente el 75 % de las cepas aún mostraban un fenotipo resistente 
a SUI. El tipo anterior de cepas después se analizó en placas de TMM-NO3 + leche desnatada (100 ml de leche 
desnatada al 10 % añadida a TMM después del tratamiento en autoclave, (NH4)2SO4 reemplazado por 6 g/l de NaNO3). 40
En las placas de leche desnatada, aproximadamente 20 - 40 cepas (aproximadamente el 15 % tanto de A31 como de 
A33) no mostraron ningún halo o un halo reducido en comparación con las cepas parentales, lo que indica una 
producción de proteasa muy baja o baja. Una selección de cepas se purificó a través de esporas individuales. Estas 
cepas se caracterizaron adicionalmente en placas de celulosa (Walseth al 0,5 %) y xilano (xilano de escanda de avena 
al 0,5 %) (cepas derivadas de A31) o en placas de xilano (cepas derivadas de A33) para confirmar que seguían siendo 45
capaces de producir actividades celulasa y/o xilanasa. Una selección de cepas con producción de proteasa reducida, 
pero producción similar de celulasa y/o xilanasa en las placas en comparación con los progenitores, se eligió para un
análisis y caracterización adicionales. Se analizaron sus niveles de crecimiento y de producción de proteínas y 
proteasas en cultivos en matraces de agitación y biorreactores (Ejemplo 2). También se sometió a ensayo la idoneidad 
de las cepas elegidas como hospedadores para la producción de proteínas sensibles a proteasas (Ejemplo 3).50

Ejemplo 2. Caracterización de las cepas mutantes de proteasa baja.

Se cultivó una selección de mutantes de proteasa baja, basándose en los resultados del ensayo en placa, en matraces 
de agitación usando medio mínimo a base de lactosa inductor de celulasa (Bailey et al., 2002). Las actividades 55
proteasa se midieron a partir de los sobrenadantes de cultivo usando como sustrato caseína dimetilada o BSA 
(albúmina sérica bovina), basándose en el procedimiento descrito por Holm (1980) y usando glicina para la calibración. 
Para el ensayo de caseína, los pH utilizados en las mediciones de actividad fueron 5,5, 7,0 y 8,5 y para el ensayo de 
BSA se usaron los pH 4,0 y 6,0. Se observaron diversos niveles de actividad proteasa en los sobrenadantes de cultivo 
entre las cepas mutantes. Sin embargo, varios mutantes (pero no todos) que habían mostrado una actividad proteasa 60
reducida en el ensayo del halo de leche también mostraron una actividad proteasa reducida en los cultivos líquidos. 
Algunos de los mutantes seleccionados mostraron actividades celulasa y/o xilanasa similares o mejores en 
comparación con el hospedador. Sin embargo, algunos de los mutantes seleccionados mostraron actividades celulasa 
y/o la xilanasa reducidas, lo que indica una deficiencia general en la secreción de proteínas en estas cepas.

65
Basándose en los resultados del ensayo de placa de leche desnatada y el cultivo en medio mínimo, en total se eligieron 
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22 cepas de proteasa baja derivadas de A31 y 23 derivadas de A33 para su cultivo en matraces de agitación usando 
un medio complejo inductor de celulasa a base de lactosa (Joutsjoki et al., 1993) tamponado con KH2PO4 al 5 %. La 
selección de cepas incluyó tanto mutantes espontáneos como de UV. Se cuantificaron las actividades proteasa, así 
como las cantidades de proteínas secretadas y las actividades enzimáticas pertinentes (por ejemplo, celulasa, 
xilanasa) a partir de los sobrenadantes de cultivo para confirmar que las actividades proteasa se habían reducido en 5
comparación con la cepa parental, pero que las cantidades de otras proteínas secretadas no lo estaban. Las cepas se 
inocularon desde medios inclinados de PD en matraces de agitación (50 ml de volumen de medio en un matraz de 
250 ml). Cada una de las cepas se cultivó en dos matraces con el pH del medio ajustado (antes del tratamiento en 
autoclave del medio de cultivo) a 5,5 y 6,0. Los cultivos se realizaron a 30 ºC, 250 rpm durante 7 días. Las muestras 
se tomaron y analizaron después de 3, 5 y 7 días de cultivo. El pH (que representa el crecimiento de la cepa), la 10
cantidad de proteínas secretadas (método BioRad DC), las actividades celulasa (hidroxietilcelulosa y 4-metil 
umbeliferil-β-D-lactósido como sustratos), la actividad xilanasa (xilano de abedul como sustrato; Bailey et al., 1992) y 
las actividades proteasa se midieron a partir de los sobrenadantes de cultivo. Las actividades proteasa se midieron 
usando hemoglobina (4,0 g en 100 ml de agua; a un pH de 4,7, 40 ºC, reacción de 30 min; dando como resultado 
unidades de actividad HUT) y caseína (1,2 g en 100 ml de tampón de fosfato de amonio 30 mM; pH 7,0, 30 ºC, 60 min15
de reacción) como sustratos.

Algunas de las cepas produjeron una actividad proteasa claramente reducida en comparación con sus progenitores 
(Tabla 1). Asimismo, una selección de las cepas produjo cantidades al menos similares de proteínas secretadas, 
actividades celulasa y/o xilanasa como su cepa parental. Algunas de las cepas incluso produjeron cantidades mayores 20
de proteínas y actividades celulasa/xilanasa en comparación con su progenitor. No se detectaron diferencias obvias 
entre el progenitor y las cepas de proteasa baja en los patrones de proteína de los sobrenadantes de cultivo en los 
geles de SDS-PAGE al 12 %. (Criterio XT, Biorad).

Tabla 1. Actividades proteasa relativas (HUT) medidas a partir de los sobrenadantes de cultivo de los mutantes 25
de proteasa baja cultivados en matraces de agitación durante 7 días. A. Mutantes de proteasa baja derivados de 
A31. B. Mutantes de proteasa baja derivados de A33. Se incluyen resultados de una selección de cepas que produjeron 
menos actividades proteasa, pero cantidades al menos similares de proteínas secretadas y actividades enzimáticas 
con respecto a la cepa parental en el cultivo. Las cepas con el código NSP o SP son mutantes espontáneos, las que 
tienen el código UV derivan de esporas tratadas con irradiación UV. TMM y AMM, placa de selección utilizada (véase 30
el Ejemplo 1 para más detalles); SUI50 - SUI500, concentración del reactivo SUI en la placa utilizada en el cribado 
primario. pH 5,5 y pH 6,0, el pH del medio de cultivo, ajustado antes del tratamiento en autoclave.

A.

N.º de cepa Placa de cribado primario
Actividad proteasa (HUT relativa)

pH 5,5 pH 6,0

A31 100 100

31NSP n.º 1 TMM-SUI50 105 35

31SP n.º 4 TMM-SUI100 21 41

31SP n.º 7 TMM-SUI500 37 49

31UV n.º 22 TMM-SUI50 14 95

31NSP n.º 6 TMM-SUI50 36 44

31NSP n.º 7 TMM-SUI50 35 107

31NSP n.º 8 TMM-SUI50 62 42

B.

N.º de cepa Cribado primario
Actividad proteasa (HUT relativa) pH

5,5 pH 6,0

A33 100 100

33SP n.º 9 AMM-SUI25 29 43

33SP n.º 11 AMM-SUI100 27 44

33SP n.º 12 AMM-SUI150 26 34

33UV n.º 48 TMM-SUI50 26 50

33UV n.º 64 AMM-SUI50 27 39

33UV n.º 68 AMM-SUI50 30 37

33UV n.º 82 AMM-SUI50 37 45

Una selección de cepas derivadas de A31 y A33 se cultivó en biorreactores a escala de laboratorio en medio complejo 
inductor de celulasa. Las cantidades de proteínas secretadas, las actividades enzimáticas pertinentes (por ejemplo, 35
actividades celulasa y xilanasa) y las actividades proteasa se analizaron a partir de los medios de cultivo gastados. 
Los resultados obtenidos confirmaron las características de proteasa baja de la mayoría de las cepas. Las muestras 
elegidas de las fermentaciones se usaron además para el análisis y la identificación de las proteasas secretadas en 
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los medios de cultivo mediante el uso de separación de proteínas, IEF y análisis de zimograma y cartografiado de 
masa peptídica (Ejemplo 4). Se recogieron muestras de micelios fúngicos de las fermentaciones para el análisis de 
expresión por transferencia Northern (Ejemplo 4).

Ejemplo 3. Cepas de proteasa baja como hospedadores para la producción de proteínas homólogas y 5
heterólogas.

Se sometieron a ensayo cepas elegidas de proteasa baja derivadas de A31 (31SP n.º 4, 31UV n.º 22 y 31NSP n.º 6) 
y A33 (33SP n.º 11, 33UV n.º 82, 33SP n.º 9 y 33UV n.º 48) como hospedadores para expresar dos genes que 
codifican proteínas heterólogas, que se sabe, por estudios de expresión realizados anteriormente, que son sensibles 10
a proteasas cuando se produce en cepas de T. reesei. Los genes expresados en las cepas de proteasa baja elegidas 
fueron los siguientes: endoglucanasa modificada derivada de Melanocarpus albomyces denominada 20K+CBD (con 
un enlazador sensible a proteasas "WGEI"; expresada a partir del casete PALK1769; documento EP1874927) y 
transglutaminasa de Streptomyces mobaraensis (TGasa; Washizu et al., 1994). Los genes se expresaron a partir del 
promotor nativo cbh1 (cel7A) de T. reesei. El gen que codifica 20K+CBD se fusionó directamente con el promotor 15
cbh1, pero el gen de TGasa (región codificante de proteína pro/madura) se fusionó en 3' con la secuencia codificante 
de polipéptido transportador de T. reesei Man5A (fusionado con el promotor cbh1) de manera similar a como se 
describió para la expresión del gen de xilanasa en Paloheimo et al. (2003). El gen amdS (acetamidasa) se usó como 
marcador en los dos casetes de expresión.

20
Los casetes de expresión lineales se aislaron de las estructuras principales vectoriales y se transformaron en 
protoplastos preparados a partir de las cepas de proteasa baja. Las transformaciones se realizaron como en Penttila 
et al. (1987) con las modificaciones descritas en Karhunen et al. (1993). Los transformantes se purificaron en placas 
de selección de acetamida a través de conidios simples antes de esporularlos en PD. Los transformantes se inocularon 
desde los medios inclinados de PD en matraces de agitación que contenían 50 ml de medio complejo inductor de 25
celulasa a base de lactosa (Joutsjoki et al., 1993) tamponado con un KH2PO4 al 5 % y pH ajustado a 5,5 o 6,0. Se 
analizó la producción de enzimas de los transformantes a partir de los sobrenadantes de cultivo después de haberlos 
cultivado durante 7 días a 30 ºC, 250 rpm. Los transformantes elegidos se cultivaron también en biorreactores a escala 
de laboratorio usando un medio complejo inductor de celulasa y se realizó un análisis de la producción enzimática. La 
producción de proteínas recombinantes y su estabilidad en los caldos de cultivo se analizaron a partir de los 30
sobrenadantes de cultivo mediante ensayos de actividad enzimática y la ejecución de muestras en geles de SDS-
PAGE. Para la detección de TGasa también se realizó un análisis por transferencia Western usando en la detección 
un anticuerpo comercial para la transglutaminasa bacteriana. La estabilidad de la proteína recombinante se analizó 
incubando muestras de los sobrenadantes de cultivo a diferentes temperaturas durante diferentes períodos de tiempo 
y analizándolas usando el método de SDS-PAGE (y/o transferencia Western).35

Varios de los transformantes obtenidos produjeron una mayor cantidad de proteína de 20K+CBD de longitud completa, 
en comparación con la cepa parental (Fig. 1A). En el hospedador de proteasa baja la proteína 20K+CBD no se degradó 
después de 7 días de cultivo, como se demostró cuando se usó un hospedador del mismo linaje de cepa (pero no un 
mutante de proteasa baja) para la producción de la misma proteína. La estabilidad claramente mejor de la 20K+CBD 40
producida en los hospedadores de proteasa baja también se demostró en el análisis de los cultivos de fermentación 
(Fig. 1B). En éstos, la 20K+CBD permaneció en forma de longitud completa mientras que la CBD se escindió en el 
hospedador no de proteasa baja, dando como resultado una forma de proteína 20K. De acuerdo con el análisis por 
SDS-PAGE y transferencia Western, las cantidades de TGasa producidas por los transformantes de las cepas de 
proteasa baja fueron algo mayores que las cantidades producidas por los progenitores A31 y A33. Asimismo, la TGasa 45
producida por las cepas de proteasa baja era más estable, ya que en las muestras de fermentación de estas cepas 
eran visibles menos productos de degradación de la TGasa en comparación con las muestras correspondientes 
producidas por las cepas parentales.

Además de su uso como hospedadores para proteínas heterólogas, las cepas de proteasa baja se han utilizado 50
satisfactoriamente como hospedadores para proteínas homólogas de T. reesei.

Ejemplo 4. Proteasas producidas y expresadas por las cepas mutantes de proteasa baja.

Identificación de proteasas que no se producen o que son menos abundantes en las cepas de proteasa baja55

Varias cepas mutantes de proteasa baja mostraron actividades proteasa muy reducidas en comparación con su 
progenitor (Ejemplos 1 - 3). Se realizó un estudio sobre inhibidores de proteasas para analizar con más detalle qué 
tipo o tipos de proteasas no se producían o eran menos abundantes en los sobrenadantes de cultivo de las cepas de 
proteasa baja en comparación con sus progenitores. Se realizó un análisis de las actividades proteasa de los 60
sobrenadantes de cultivo en ausencia y en presencia de inhibidores de proteasas, E64 0,01 mM, EDTA 10 mM, 
leupeptina 0,04 mg/ml, Pefabloc 1 mM, pepstatina 0,01 mM y 0,02 comprimidos/ml de Complete™ para inhibir cisteína 
proteasa, proteasa dependiente de catión divalente, serina/cisteína proteasa, serina proteasa, aspartil proteasa y 
diversas clases de proteasas, respectivamente. Un efecto reducido de un inhibidor específico de la actividad proteasa 
indicó que la cepa mutante era deficiente para el tipo de proteasa que se sabe que es inhibida por este inhibidor. Los 65
resultados obtenidos indicaron que las principales actividades proteasa en los sobrenadantes de cultivo de T. reesei
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se debían a las proteasas de tipo aspartil y serina proteasa. Estas actividades se redujeron claramente en los 
sobrenadantes de cultivo de varias cepas mutantes. No se observó ninguna inhibición de la actividad proteasa en los 
sobrenadantes de cultivo de varios mutantes por pepstatina (a un pH de 5,6), Pefabloc (a un pH de 4,0) o leupeptina 
(a un pH de 5,6), lo que indica que en estas cepas las aspartil y/o serina proteasas estaban en gran parte ausentes. 
Los resultados obtenidos mostraron que varias de las cepas de proteasa baja se vieron afectadas en múltiples 5
proteasas. Además de los estudios sobre inhibidores de proteasas descritos anteriormente, se realizaron diversos 
enfoques de separación de proteínas para identificar de los progenitores las proteasas que no se producían o que 
eran menos abundantes en los sobrenadantes de cultivo de los mutantes de proteasa baja. Estos métodos incluían 
ejecuciones en gel de SDS-poliacrilamida, PAGE nativa, análisis en gel de IEF (enfoque isoeléctrico) y análisis de 
zimograma usando geles proteínicos a base de caseína. Para reducir el fondo de celulasas y hemicelulasas y permitir 10
una mejor identificación de las bandas de proteínas restantes, las muestras para ejecuciones en gel/IEF y análisis de 
zimograma se prepurificaron (pre-absorción) en primer lugar usando matrices de celulosa. De acuerdo con el análisis 
por SDS-PAGE de la fracción de proteína no unida, se descubrió que varias bandas de proteína estaban ausentes en 
las muestras derivadas de los mutantes de proteasa en comparación con los progenitores. Sin embargo, también 
aparecieron nuevas bandas en las muestras de los cultivos de mutantes de proteasa. Las diferencias en los patrones 15
de proteínas secretadas entre las muestras de los progenitores y las cepas de proteasa baja también se detectaron 
en el análisis por IEF. Para analizar si las bandas diferenciales identificadas en los geles de SDS-PAGE y IEF eran 
proteasas o correspondían, por ejemplo, a proteínas procesadas incorrectamente, o a proteínas que en las muestras 
de tipo silvestre habían experimentado procesamiento proteolítico de dominios proteínicos específicos (por ejemplo, 
módulos de CBM), se realizó un análisis de zimograma basado en la actividad proteasa. Usando este tipo de análisis 20
pudieron identificarse al menos seis bandas de proteínas diferentes con actividad proteolítica. El patrón del zimograma 
del tipo silvestre y de las muestras mutantes reveló varias diferencias entre estas muestras. Para algunas de las 
bandas de proteasa no estaba claro si estaban ausentes de las cepas de proteasa baja o si solo eran menos 
abundantes.

25
Las bandas de proteínas que diferían en las cepas se extrajeron de los geles y se realizó un análisis por EM/EM. En 
la identificación de las proteasas se usaron datos de secuencia de proteínas que pueden obtenerse del genoma QM6a 
versión 2.0 (Trire2) de Trichoderma reesei en http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html (en lo sucesivo en el 
presente documento, los números de ID derivados de este genoma se denominarán con un prefijo QM_). En total se 
identificaron ocho proteasas diferentes, cuatro de las cuales estaban claramente ausentes en una o más de las cepas 30
de proteasa baja.

Para encontrar proteasas adicionales que faltan o que se están produciendo a niveles más bajos por las cepas de 
proteasa baja, también se realizó un análisis por nano-CL-EM (Proxeon nLC2 y Orbitrab Elite, Thermo Fischer) para 
el conjunto completo de proteínas de los sobrenadantes de cultivo de varias cepas de T. reesei, incluyendo, por 35
ejemplo, 31UV n.º 22. Los datos de EM obtenidos se analizaron usando el programa Proteome Discoverer frente a la 
secuencia del genoma público de T. reesei (Trire2). En este análisis se identificaron en total 13 proteasas de T. reesei
secretadas. De éstas, al menos cinco proteasas estaban claramente ausentes o se producían en niveles muy bajos 
en la cepa mutante de proteasa baja en comparación con el progenitor.

40
Expresión de proteasas endógenas en cepas de proteasa baja, análisis por transferencia Northern y 
micromatriz

Para analizar los niveles de expresión de los genes que codifican proteínas elegidos, se aisló ARN de muestras 
recogidas de siete fermentaciones a escala de laboratorio (progenitores y cinco cepas de proteasa baja), de cuatro 45
puntos temporales (incluyendo las fases logarítmica y estacionaria) de los cultivos. Las cepas elegidas para el análisis 
fueron las siguientes: A31, A31SP n.º 4, A31UV n.º 22, A33, A33SP n.º 9, A33UV n.º 48 y A33UV n.º 82. Se estudió 
la expresión de las ocho proteasas, anteriormente identificadas a partir de los sobrenadantes de cultivo de T. reesei. 
Las sondas se prepararon mediante PCR, basándose en secuencias de la base de datos pública de T. Reesei. Las 
sondas tenían aproximadamente 600 pb de longitud, en cada caso, y consistían en fragmentos internos de la 50
secuencia codificante de los 8 genes de proteasa respectivos. Como sonda de referencia, se usó un fragmento de 
PCR gpdl de aproximadamente 600 pb (QM_ID119735).

Los resultados del análisis por transferencia Northern mostraron que la expresión de siete de los ocho genes que 
codifican proteasa se había visto afectada (sin niveles de expresión o con niveles muy bajos) en todos los mutantes 55
sometidos a ensayo. Se realizó un perfil transcripcional adicional de una de las cepas de proteasa baja usando una 
micromatriz de oligonucleótidos (Roche NimbleGen Inc., EE.UU.). Se recogieron micelios en tres puntos temporales 
de tres fermentaciones replicadas a escala de laboratorio de las cepas 33SP n.º 9 y de la cepa de tipo silvestre A33 y 
se extrajo ARN total de las muestras. La síntesis de ADNc, el marcaje, la hibridación, el cribado de micromatrices y la 
detección de señales de las muestras se realizaron de acuerdo con las instrucciones de Roche NimbleGen. Se usaron 60
portaobjetos de micromatrices personalizados que contenían sondas de 60 monómeros diseñadas basándose en la 
secuencia del genoma público de T. reesei de http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html. Los datos de 
micromatrices se analizaron para determinar genes de proteasa expresados diferencialmente con un corte de 
significación estadística en P <0,01 usando los paquetes R Oligo, Limma y Mfuzz (http://www.bioconductor.org/).

65
Basándose en los resultados de las micromatrices, la expresión de varios genes de proteasa estaba regulada 
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negativamente en el mutante de proteasa baja 33SP n.º 9. Además de las proteasas identificadas anteriormente, en 
total se descubrieron al menos 18 proteasas adicionales con una expresión claramente reducida.

Los resultados obtenidos del análisis de proteína y ARN se resumen en la Tabla 2.
5

Tabla 2. Proteasas que están ausentes o son menos abundantes en los sobrenadantes de cultivo y/o que 
tienen un nivel de expresión más bajo en los mutantes de proteasa baja en comparación con sus progenitores. 
Las proteasas se agruparon de acuerdo con la base de datos de péptidos MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/). N.º, 
número de proteasas individuales que pertenecen al grupo.

Grupo de Proteasas (MEROPS) N.º Familias representadas (MEROPS)

Metalo Peptidasa (M) 11 M1, M3, M6, M14, M18, M28

Serina Peptidasa (S) 7 S1, S28, S8/S53

Aspártico Peptidasa (A) 5 A1

Glutámico Peptidasa (G) 2 G1

Peptidasa mixta (P) 1 P1

10
Ejemplo 5. Secuenciación y comparación del genoma.

Se aisló ADN genómico de micelio liofilizado y molido de cepas seleccionadas de proteasa baja con el Mini Kit de ADN 
Fúngico E.Z.N.A® SP (Omega Bio-Tek Inc., EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los genomas se 
secuenciaron usando el método Illumina (Solexa) y los borradores de genomas se ensamblaron frente al genoma 15
público de Trichoderma reesei RutC-30 versión 1.0 (TrireRUTC30_1) disponible en 
http://genome.jgi.doe.gov/TrireRUTC30_1/TrireRUTC30_1.home.html. Los números de ID derivados de este genoma 
se denominarán en lo sucesivo en el presente documento con un prefijo Rut_. Se analizaron todas las diferencias de 
los genomas frente al genoma público y se compararon los perfiles de mutación entre las cepas de proteasa baja. De 
acuerdo con la secuenciación del genoma, tres cepas individuales de proteasa baja tenían mutaciones en la región 20
codificante de un gen previsto Rut_ID85889 (SEQ ID NO: 4-6). El gen correspondiente en la cepa 33SP n.º 9 (SEQ ID 
NO: 7) contenía una inserción de dos nucleótidos dentro de la región codificante del gen previsto 840 pb corriente 
abajo del codón de inicio. En la cepa 31UV n.º 22 (SEQ ID NO: 9), el gen tenía una deleción de un nucleótido de la 
región codificante 968 pb corriente abajo del codón de inicio. De acuerdo con la anotación del gen Rut_ID85889, tanto 
la inserción como la deleción descritas anteriormente dan como resultado un desplazamiento de marco y la formación 25
de un codón de parada precoz corriente abajo de las mutaciones. La mutación en 31SP n.º 4 (SEQ ID NO: 8) es una 
mutación puntual simple 1224 pb corriente abajo del codón de inicio que da como resultado la formación de un codón 
de parada precoz.

Para la cepa A21, el correspondiente gen de longitud completa Rut_ID85889 se amplificó mediante PCR a partir del 30
ADN genómico de A21 y se secuenció directamente a partir del fragmento de PCR usando el analizador genético ABI 
PRISM® 310 de Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific Inc., EE.UU.). Se descubrió que la secuencia de 
nucleótidos del gen correspondiente en la cepa A21 (SEQ ID NO: 10) contenía una mutación puntual simple 952 pb 
corriente abajo del codón de inicio que dio como resultado la formación de un codón de parada precoz.

35
Todas las mutaciones descritas anteriormente inactivan el marco de lectura abierto de longitud completa del gen 
Rut_ID85889 y los genes mutados, cuando se traducen, codifican productos proteínicos truncados. El supuesto 
Rut_ID85889 se denominó gen que afecta a la expresión de proteasas, pea1. El gen pea1 en el genoma de 
TrireRUTC30_1 tiene 2749 pb de largo incluyendo el codón de parada y contiene dos intrones, un intrón de 191 pb de 
largo 1029 pb corriente abajo del codón de inicio y un intrón de 80 pb de largo 1402 pb corriente abajo del codón de 40
inicio. La anotación del gen pea1 de RutC-30 difiere de la anotación del gen en la región del genoma correspondiente 
en el genoma de Trire2, QM_ID123125 (SEQ ID NO: 1-3). La secuencia del hipotético gen de QM6a QM_ID123125 
corresponde a la secuencia de nucleótidos C-terminal del Rut_ID85889. QM_ID123125 tiene 961 pb de largo y tiene 
un intrón de 42 pb de 383 pb corriente abajo del sitio de inicio (Fig. 2). Debido a las discrepancias en la anotación de 
los genes de Rut_ID85889 y QM_ID123125, la síntesis y la secuenciación del ADNc de pea1 ADNc se realizó a partir 45
de una muestra de ARN de QM6a (Ejemplo 6).

Ejemplo 6. La anotación del gen pea1 y comparación de secuencias

Con el fin de confirmar la secuencia de nucleótidos del gen pea1 y su locus, se clonó un fragmento de 4,7 kb mediante 50
PCR usando ADN genómico de QM6a como molde. El fragmento se amplificó usando los cebadores S-ppea1 (cebador 
sentido CGTTGCTCGAGGCAACTGC) y AS-3UTRout16 (cebador antisentido TGTCATCATGTCTTATTCA). Las 
mezclas de reacción de PCR contenían 1 x tampón Phusion HF (Thermo Fisher Scientific Inc., EE.UU.), dNTPs 
0,23 mM, cada cebador 1,3 µM y 1,3 unidades de ADN polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific 
Inc., EE.UU.) por cada 50 µl de volumen de reacción. Las condiciones para las reacciones de PCR fueron las 55
siguientes: 1 min de desnaturalización inicial a 98 ºC, seguido de 29 ciclos de 10 s a 98 ºC, 30 s de hibridación a 63 ºC, 
1 min de extensión a 72 ºC y una extensión final a 72 ºC durante 5 min. El fragmento de PCR de 4,7 kb resultante se 
cortó del gel de agarosa y se aisló usando el kit de extracción de gel QIAquick (Qiagen GmbH, Alemania). El fragmento 
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purificado se clonó en el vector PCR®4 BluntTOPO® usando el kit de clonación de PCR Zero Blunt® TOPO® (Thermo 
Fisher Scientific Inc., EE.UU.). El plásmido resultante se denominó pALK3535 y la cepa de Escherichia coli (TOP10) 
que incluía el plásmido, RF11697, se depositó en la colección DSM con el número de acceso DSM32007. El fragmento 
de PCR en pALK3535 contiene el gen de RutC-30 de longitud completa ID: 85889 y secuencias 1140 pb corriente 
arriba y 821 pb corriente abajo (SEQ ID NO: 11). Este fragmento se secuenció usando la tecnología ABI PRISM® 310 5
como se describe en el Ejemplo 5. La secuencia fue idéntica a la secuencia de nucleótidos de los genomas públicos 
Trire2 y TrireRUTC30_1.

Para el análisis del ADNc, se aisló ARN total del micelio congelado de QM6a cultivado en medio inductor de celulosa 
(Joutsjoki et al., 1993) con el Mini Kit RNeasy® Plant (Qiagen GmbH, Alemania) y la traducción de ARNm a ADNc del 10
ARN aislado se realizó con el Kit de Síntesis de ADNc Transcriptor First Strand ADNc Synthesis Kit (Roche Diagnostics 
GmbH, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ADNc se amplificó mediante PCR usando los 
cebadores específicos S-5UTR26 (cebador sentido CCAGAACAGCTCCGTCCTGG) y AS-3UTRout16. Las mezclas 
de reacción de PCR contenían 1 x Q5 tampón de reacción (New England Biolabs Inc., EE.UU.), dNTPs 0,2 mM, cada 
cebador 0,5 µM y 2 unidades de ADN polimerasa de alta fidelidad Q5® (New England Biolabs Inc., EE.UU.) y 15
aproximadamente 2 µl de ADNc por cada 50 µl de volumen de reacción. Las condiciones para las reacciones de PCR 
fueron las siguientes: 1 min de desnaturalización inicial a 98 ºC, seguido de 31 ciclos de 10 s a 98 ºC, 30 s de 
hibridación a 63 ºC, 1 min 20 s de extensión a 72 ºC y una extensión final a 72 ºC durante 4 min. El fragmento 
resultante de PCR de 4,1 kb se cortó y se aisló del gel de agarosa. El fragmento purificado se clonó en el vector 
PCR®4 BluntTOPO® usando el kit de clonación de PCR Zero Blunt® TOPO® (Thermo Fisher Scientific Inc., EE.UU.). 20
El plásmido resultante se denominó pALK3536 y la cepa de Escherichia coli (TOP10) que incluía el plásmido, 
RF11698, se depositó en la colección DSM con el número de acceso DSM32008. El ADNc en el pALK3536 incluye 
654 pb de la 5'UTR (región no traducida) y 821 pb de la 3'UTR (SEQ ID NO: 12). El fragmento se secuenció y la 
secuencia se comparó con el correspondiente gen pea1 clonado a partir de QM6a (SEQ ID NO: 11). Los resultados 
mostraron que los sitios de inicio y parada del gen pea1 y el segundo intrón eran como se predijo para el Rut_ID85889, 25
pero contrarios a la anotación de Rut_ID85889, el primer intrón de pea1 tiene 62 pb de largo y se ubica 1158 pb 
corriente abajo del codón de inicio (Fig 3).

La secuencia de nucleótidos del gen pea1 de longitud completa (SEQ ID NO: 11, nucleótidos 1141-3889) y la 
secuencia de aminoácidos deducida (SEQ ID NO: 13) se usaron para buscar secuencias similares en fuentes públicas. 30
Las búsquedas se realizaron usando las herramientas de búsqueda FASTA en el sitio web de EMBL-EBI, usando la 
base de datos de secuencias ENA para la búsqueda de nucleótidos (www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/nucleotide.html) y 
la base de conocimientos UniProt para la búsqueda de proteínas (www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/). Las búsquedas se 
hicieron usando los valores por defecto. Además, se hicieron búsquedas a partir de las secuencias genómicas 
disponibles de las cepas pertenecientes al género Trichoderma. Las secuencias genómicas de Trichoderma utilizadas 35
en las búsquedas fueron las siguientes: Trichoderma citrinoviride (http://genome.jgi.doe.gov/Trici1/Trici1.home.html), 
Trichoderma longibrachiatum (http://genome.jgi.doe.gov/Trilo1/Trilo1.home.html), Trichoderma virens
(http://genome.jgi-psf.org/TriviGv29_8_2/TriviGv29_8_2.home.html), Trichoderma harzianum
(http://genome.jgi.doe.gov/Triha1/Triha1.home.html), Trichoderma asperellum
(http://genome.jgi.doe.gov/Trias1/Trias1.home.html), Trichoderma atroviride40
(http://genome.jgi.doe.gov/Triat2/Triat2.home.html). Los valores de identidad (%) con las secuencias más similares 
identificadas en las búsquedas se determinaron usando la Herramienta de Alineación de Secuencias por Pares del 
sitio web de EMBL-EBI (para secuencias de nucleótidos: www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html; 
para las secuencias de proteínas: www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ usando los valores predeterminados 
(Abertura de hueco: 10 y extensión de hueco: 0,5). Los resultados se muestran en las Tablas 3A y 3B. Las identidades 45
más altas eran con las secuencias homólogas de otras especies de Trichoderma. El porcentaje de identidad más alto 
con una secuencia no de Trichoderma se obtuvo con una secuencia hipotética de Ophiocordyceps sinensis
OCS_06053, con un 59,6 % de identidad en el nivel de los nucleótidos y un 58,3 % de identidad en el nivel de las 
proteínas.

50
La secuencia de aminoácidos de Pea1 se alineó con las secuencias homólogas obtenidas de otras especies de 
Trichoderma y con secuencias que tenían más del 50 % de identidad con la proteína Pea1, de acuerdo con los 
resultados de la búsqueda de proteínas FASTA. Se detectó una región altamente conservada a partir de la alineación. 
Se seleccionó una secuencia por género de los resultados de la búsqueda para su análisis adicional. La identidad 
entre las especies de Trichoderma en la región altamente conservada de Pea1, de Arg402 a Pro533 (132 restos), es de 55
al menos un 97 % y una similitud del 99 %, mientras que esta región tenía al menos un 90 % de identidad y un 96 % 
de similitud con las secuencias derivadas de otras especies fúngicas filamentosas, seleccionadas entre los resultados 
de búsqueda FASTA (Tabla 3C). Para determinar el grado de identidad se usaron las regiones de secuencia 
correspondientes, como se muestra en la Fig. 4. Taxonómicamente (http://www.mycobank.org), todas las secuencias 
seleccionadas se originan en especies pertenecientes a los Sordariomycetes, subclase Hypocreomycetidae y orden 60
Hypocreales, lo que indica que esta región está altamente conservada, especialmente en Hypocreales. También se 
encontraron valores altos, un 90,2 % de identidad y un 96,2 % de similitud, por ejemplo, en la secuencia de 
Scedosporium apiospermum (SAPIO_CDS0483). La especie S. apiospermum también pertenece a la subclase 
Hypocreomycetidae, Orden Microascales.

65
La región altamente conservada de Pea1 contiene un dominio pfam previsto Clr5 (PF14420). El dominio Clr5 se ubica 
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en la posición Ala410 a Lys462 (53 restos) en la secuencia de Pea1. Se ha demostrado que el dominio Clr5 está implicado 
en el silenciamiento en levadura de fisión (Hansen et al., 2011).

Tabla 3A. Los valores de identidad (%) obtenidos a partir de la Alineación de Secuencia por Pares de la 
secuencia de nucleótidos del gen pea1 de longitud completa (SEQ ID NO: 11, nucleótidos 1141-3889). Se usó 5
EMBOSS Needle (EMBL-EBI, EMBOSS-Needle - Alineación de Secuencias por Pares, Matriz DNAfull, abertura de 
hueco 10, extensión de hueco 0,5) en www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html para determinar el 
grado de identidad.

Nombre Identidad

Rut_ID85889 100

Trichoderma citrinoviride ID: 7704 (v1.0) 90,0

Trichoderma longibrachiatum ID: 60713 (v1.0) 89,7

Trichoderma virens ID: 58331 (v2.0) 81,2

Trichoderma harzianum ID: 235354 (v1.0) 80,6

Trichoderma asperellum ID: 84188 (v1.0) 76,9

Trichoderma atroviride ID: 280821 (v2.0) 76,7

Ophiocordyceps sinensis OCS_06053 59,6

Tabla 3B. Los valores de identidad y similitud (%) obtenidos a partir de la Alineación de Secuencia por Pares 10
de la secuencia de aminoácidos de Pea1 de longitud completa (SEQ ID NO: 13, aminoácidos 1-868). Se usó 
EMBOSS Needle (EMBL-EBI, EMBOSS-Needle - Alineación de Secuencias por Pares, Matriz BLOSUM62, abertura 
de hueco 10, extensión de hueco 0,5) en www.ebi.ac.uk/Tools/psa/ emboss_needle/ para determinar el grado de 
identidad y similitud.

Nombre Identidad Similitud

Rut_ID85889 95,0 95,0

Trichoderma citrinoviride ID: 7704 (v1.0) 96,0 96,0

Trichoderma longibrachiatum ID: 60713 (v1.0) 91,5 93,9

Trichoderma harzianum ID: 235354 (v1.0) 88,3 93,3

Trichoderma virens ID: 58331 (v2.0) 85,9 90,7

Trichoderma atroviride ID: 280821 (v2.0) 83,0 89,6

Trichoderma asperellum ID: 84188 (v1.0) 82,9 90,1

Ophiocordyceps sinensis OCS_06053 58,3 69,9

15
Tabla 3C. Los valores de identidad y similitud (%) obtenidos a partir de la Alineación de Secuencia por Pares 
de los aminoácidos de la región altamente conservada de Pea1 (SEQ ID NO: 13, aminoácidos 402-533) con la 
región correspondiente en otras secuencias. Se usó EMBOSS Needle (EMBL-EBI, EMBOSS-Needle - Alineación 
de Secuencias por Pares, Matriz BLOSUM62, abertura de hueco 10, extensión de hueco 0,5) en 
www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ para determinar el grado de identidad y similitud.20

Nombre Identidad Similitud

Trichoderma citrinoviride ID: 7704 (v1.0) 100 100

Trichoderma longibrachiatum ID: 60713 (v1.0) 100 100

Trichoderma atroviride ID: 280821 (v2.0) 98,5 100

Trichoderma asperellum ID: 84188 (v1.0) 98,5 100

Trichoderma harzianum ID: 235354 (v1.0) 97,0 100

Trichoderma virens ID: 58331 (v2.0) 97,0 99,2

Fusarium oxysporum FOVG_ 08585 95,5 97,7

Gibberela fujikuroi FFUJ_ 12153 95,5 97,7

Stachybotrys chartarum S40293_07230 94,7 100

Claviceps purpurea CPUR_05697 92,4 97,0

Ophiocordyceps sinensis OCS 06053 91,7 98,5

Nectria haematococca NECHADRAFT 85885 91,7 98,5

Metarhizium acridum MAC 08836 91,7 97,7

Villosiclava virens UV8b 6262 91,7 96,2

Acremonium chrysogenum ACRE 079620 90,2 97,0

Ejemplo 7. Construcción de casetes para suprimir el gen pea1 de longitud completa y parcial de T. reesei.
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En total se planificaron y construyeron tres casetes de deleción, pALK4104 (Fig. 5A), pALK4106 (Fig. 5B) y pALK4107 
(Fig. 6). pALK4104 y pALK4107 se construyeron para suprimir el gen pea1 de longitud completa y pALK4106 para la 
deleción parcial de pea1 (truncamiento) de los genomas de las cepas hospedadoras de T. reesei. La longitud de la 
secuencia de aminoácidos deducida de la Pea1 truncada codificada por el pALK4106 (297 aminoácidos) está en el 5
intervalo de la proteína mutante Pea1 deducida en las cepas A21, 31SP n.º 4, 33SP n.º 9 y 31UV n.º 22 (Fig 7). Todos 
los casetes contienen un marcador de selección rodeado de regiones flanqueantes para dirigir el casete a una 
ubicación prevista en el genoma de T. reesei. Para obtener detalles, véase a continuación.

El vector pUC19 se usó como estructura principal en las construcciones de plásmidos. Los métodos comunes de 10
biología molecular se usaron en los tratamientos enzimáticos del ADN, la PCR (reacción en cadena de la polimerasa), 
las transformaciones de E. coli y el aislamiento de ADN plasmídico y fragmentos de ADN para ligaduras y 
transformaciones. Una preparación de ADN genómico aislado de QM6a se usó como molde en todas las reacciones 
de PCR.

15
El casete de deleción pALK4104 contiene:

- Una región flanqueante 5' de pea1 para dirigir el casete dentro del locus de pea1 para el reemplazo del gen, junto 
con la región flanqueante 3' (véase a continuación). La región flanqueante 5' es el fragmento genómico SalI - XbaI 
de 1578 pb, ubicándose el sitio XbaI 531 pb aguas arriba del inicio del gen pea1 (primer ATG que codifica Met). El 20
fragmento se sintetizó mediante PCR.

- amdS sintética (acetamidasa) que codifica el marcador de selección de acetamidasa. En el casete de deleción se 
usó un ADNc del gen nativo amdS de Aspergillus nidulans con modificaciones adicionales (deleción de los sitios 
de restricción elegidos). El gen codifica la secuencia original de aminoácidos de AmdS.25

- Una región flanqueante 3' de pea1 para dirigir el casete dentro del locus de pea1 para el reemplazo del gen, junto 
con la región flanqueante 5' (véase anteriormente). La región flanqueante 3' es el fragmento genómico KpnI - XbaI 
de 2676 pb, ubicándose el sitio KpnI 60 pb corriente abajo del codón de parada del gen pea1 (TAG). Este fragmento 
se sintetizó mediante PCR. Incluye todos los genes anotados en esta región, de acuerdo con las secuencias 30
genómicas públicas Trire2 o TrireRUTC30_1. El sitio XbaI en el extremo 3' del fragmento no está disponible en la 
construcción final debido al relleno en la reacción (por Klenow) realizado al construir el plásmido.

El casete de deleción pALK4106 contiene:
35

- Una región flanqueante 5' de pea1 para dirigir el casete dentro del locus/gen pea1 para el reemplazo del gen, junto 
con la región flanqueante 3' (véase a continuación). La región flanqueante 5' contiene un promotor parcial de pea1, 
comenzando inmediatamente después del sitio XbaI en la región promotora (526 pb antes del codón de inicio del 
gen, el sitio XbaI no está incluido) y terminando inmediatamente antes del sitio EcoRI interno en el gen pea1
(892 pb desde el inicio del gen, el sitio EcoRI no está incluido). Este fragmento se sintetizó mediante PCR. Codifica 40
un producto truncado de 297 aminoácidos Pea1 (SEQ ID NO: 18).

- amdS sintética (acetamidasa) que codifica el marcador de selección de acetamidasa. En el casete de deleción se 
usó un ADNc del gen nativo amdS de Aspergillus nidulans con modificaciones adicionales (deleción de los sitios 
de restricción elegidos). El gen codifica la secuencia original de aminoácidos de AmdS.45

- Una región flanqueante 3' de pea1 para dirigir el casete dentro del locus de pea1 para el reemplazo del gen, junto 
con la región flanqueante 5' (véase anteriormente) era la misma que el fragmento flanqueante 3' utilizado en el 
PALK4104 (véase anteriormente).

50
El casete de deleción pALK4107 contiene las regiones flanqueantes 5' y 3' idénticas a las incluidas en pALK4104. El 
gen syn-amdS en el pALK4104 (digestión por XbaI de pALK4104, rellenada por Klenow) se reemplazó por el gen 
marcador de selección ble (con un promotor y terminador originarios de Aspergillus nidulans) que deriva del fragmento 
pAN8-1 (fragmento BglII - XbaI de 3313 pb, los extremos rellenados usando Klenow) y que codifica la resistencia a la 
fleomicina (para más detalles, véase la descripción de la Fig. 6). El casete de deleción pALK4107 se usó para suprimir 55
el gen de longitud completa pea1 de dichas cepas de T. reesei que ya incluían el gen marcador amdS, debido, por 
ejemplo, a la transformación previa de un casete de expresión génica en la cepa.

Los casetes de deleción pALK4104 de 6756 pb y pALK4106 de 6595 pb para las transformaciones de T. reesei se 
escindieron de las estructuras principales de los vectores mediante digestiones por PstI - EcoRI, se aislaron de geles 60
de agarosa y se transformaron (como se describe en el Ejemplo 3) en protoplastos de una selección de cepas 
hospedadoras de T. reesei, en concreto, QM6a, RutC-30 y A33. Los transformantes se seleccionaron en placas de 
acetamida y se purificaron a través de esporas individuales antes de cultivarlos en estrías en las placas de PD.

Las transformaciones realizadas usando el casete de deleción pALK4107 se describen en el Ejemplo 9.65
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Ejemplo 8. Caracterización del transformante pALK4104 y pALK4106

La producción de proteasa de una selección de transformantes QM6a, RutC-30 y A33 se analizaron cultivando las 
cepas en placas de leche desnatada. Las cepas hospedadoras se usaron como controles. De cada conjunto de 
transformantes se descubrieron transformantes que producían cantidades menores de proteasa en el ensayo en placa 5
en comparación con su hospedador (Tabla 4). El locus pea1 de los genomas de una selección de estos transformantes 
se analizó mediante el método de transferencia Southern. Se descubrió que el gen pea1 se suprimió de los genomas 
de todos los transformantes de proteasa baja pALK4104 y estaba truncado en los genomas de todos los 
transformantes de proteasa baja pALK4106 analizados mediante transferencia Southern. De cada conjunto de 
transformantes se descubrieron cepas con un reemplazo satisfactorio del gen pea1 con una copia (reemplazo de una 10
sola copia) del marcador de selección syn-amdS (en transformantes pALK4104) y reemplazo del gen pea1 parcial con 
syn-amdS (en transformantes pALK4106, lo que provocó el truncamiento del gen pea1 en estas cepas) (Tabla 4).

Tabla 4. Sumario sobre los transformantes pALK4104 (deleción del pea1 de longitud completa) y pALK4106 
(supresión/truncamiento parcial del pea1) analizados en placas de leche desnatada y mediante transferencia 15
Southern. Se muestran cantidades de cepas de proteasa baja (halo reducido en comparación con el hospedador) y 
cepas de una sola copia (reemplazo correcto) de todos los transformantes analizados.

Cepa 
hospedadora

Casete de deleción
transformado

Transformantes de proteasa 
baja (ensayo de placa de leche 
desnatada)

Cepas de reemplazo de una 
sola copia (análisis por 
transferencia Southern)

QM6a pALK4104 4/18 3/4

RutC-30 " 11/33 6/6

A33 " 14/31 6/6

QM6a pALK4106 4/18 4/4

RutC-30 " 10/29 4/6

A33 " 12/30 6/6

Se eligieron tres cepas de reemplazo de una sola copia de cada transformación y se almacenaron en la colección de 
cultivos Roal. El fenotipo de proteasa baja de estas cepas se analiza adicionalmente cultivando los transformantes y 20
sus hospedadores (para su comparación) en biorreactores a escala de laboratorio. En los cultivos se usa un medio 
complejo inductor de celulasa. Se espera que los resultados se correspondan con los obtenidos anteriormente de los 
cultivos de los mutantes de proteasa baja (Ejemplo 2): los transformantes con supresión y truncamiento del gen pea1
producen actividades proteasa menores en comparación con sus hospedadores. Se espera que las cepas modificadas 
genéticamente con supresión o truncamiento de pea1 produzcan cantidades similares o mejores de proteínas 25
secretadas y/o actividades celulasa en comparación con sus hospedadores, ya que en estas cepas solo se ha 
modificado el locus de pea1.

Ejemplo 9. Deleción de pea1 de cepas que producen en exceso una enzima celulasa y una laccasa.
30

El casete de deleción pALK4107 para las transformaciones de T. reesei se escindió de la estructura principal del vector 
mediante digestión por PstI - EcoRI, se aisló de un gel de agarosa y se transformó en protoplastos de dos cepas 
construidas anteriormente que producen enzimas recombinantes. Las cepas transformadas fueron las siguientes: 
RF5969 que produce la 20K+CBD (expresión del casete pALK1769, Ejemplo 2) y RF5597 que produce una laccasa 
TaLcc1, originada a partir de Thielavia arenaria (expresión del casete pALK1667, documento US7927849). En ambos 35
casos, el gen que codifica la enzima recombinante se expresó usando el promotor nativo fuerte cbh1 de T. reesei 
(cel7A). La transformación del casete de deleción de pALK4107 en los protoplastos RF5969 y RF5597 se hizo como 
se describe en el Ejemplo 3, pero usando la selección de fleomicina para el cribado de los transformantes (Harkki et 
al., 1991). Después de la purificación a través de esporas individuales, los transformantes se cultivaron en estrías en 
medios inclinados de PD.40

La producción de proteasa de los transformantes se analizó usando placas de leche desnatada (como se explica en 
el Ejemplo 1) usando los hospedadores de transformación como controles. De ambas transformaciones se obtuvieron 
transformantes que producían cantidades menores de proteasas en comparación con su hospedador.

45
Los transformantes RF5969 pueden someterse a ensayo adicionalmente en placas indicadoras de celulasa que 
contienen, por ejemplo, Azo-CM-celulosa (Megazyme) y los transformantes RF5597 en placas indicadoras de laccasa 
que contienen ABTS (Roche) para confirmar la producción de 20K+CBD y laccasa, respectivamente, de estas cepas. 
Los hospedadores de transformación se usan como controles en los ensayos en placa.

50
Los transformantes elegidos con producción de proteasa baja y producción confirmada de la enzima recombinante 
pueden cultivarse en matraces de agitación y/o biorreactores usando condiciones de inducción de celulasa. La 
producción de proteasa reducida en comparación con los hospedadores puede demostrarse a partir de los 
sobrenadantes de cultivo mediante ensayo o ensayos de actividad. La producción aumentada y la mejor estabilidad 
de las enzimas recombinantes en las muestras de sobrenadante de cultivo de las cepas de proteasa baja en 55
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comparación con los hospedadores pueden confirmarse mediante métodos conocidos.

Ejemplo 10. Caracterización de las cepas de producción con deleción de pea1

Se caracterizó adicionalmente un conjunto de transformantes RF5597 y RF5969 que produjeron cantidades menores 5
de proteasas en comparación con sus hospedadores en el ensayo en placa (Ejemplo 9). Un análisis por transferencia 
Southern confirmó que en todas estas cepas el gen pea1 se reemplazó por el marcador de selección. Los 
hospedadores y los transformantes elegidos con deleción confirmada del gen pea1 se cultivaron en biorreactores de 
0,5 l usando condiciones de inducción de celulasa. La actividad proteasa y otras actividades enzimáticas pertinentes 
se midieron a partir de los sobrenadantes de cultivo. La actividad proteasa (HUT) se midió usando sustrato de 10
hemoglobina (como en el Ejemplo 2). Se analizó la actividad celulasa (NCU, "unidad de celulasa neutra") a partir de 
RF5969 y sus transformantes. Se usó carboximetilcelulosa (Sigma, CMC de viscosidad baja) como sustrato en este 
análisis. La reacción enzimática se realizó a un pH de 7,0, 50 ºC durante 10 minutos y se usó el método de DNS para 
medir los extremos reductores liberados. Como se usó sustrato soluble en el análisis, no hay grandes diferencias en 
las actividades específicas entre las formas de celulasa 20K con y sin el dominio de unión (CBD/CBM). La actividad 15
laccasa se midió a partir del RF5597 y sus transformantes a pH 4,5 usando ABTS como sustrato (Niku-Paavola et al., 
1988).

Los transformantes RF5597 y RF5969 con deleción de pea1 produjeron una actividad proteasa (HUT) claramente 
menor en comparación con sus hospedadores que tienen el gen pea1 de tipo silvestre. Las actividades proteasa de 20
los sobrenadantes de cultivo de los transformantes RF5597 fueron, en promedio, solo aproximadamente el 50 % y de 
los transformantes RF5969, en promedio, solo aproximadamente el 25 % de la actividad medida a partir de los 
sobrenadantes de cultivo de los hospedadores. La actividad celulasa (NCU) en los sobrenadantes de cultivo de los 
transformantes RF5969 aumentó hasta el 37 % en comparación con la actividad medida a partir del cultivo de RF5969. 
Sin embargo, no se detectaron aumentos de las actividades laccasa producidas por los transformantes RF5597, en 25
comparación con RF5597. Para analizar la integridad y estabilidad de los productos de enzimas recombinantes, las 
muestras de los sobrenadantes de cultivo se ejecutaron en gel de SDS-PAGE. La banda de proteína laccasa TaLcc1 
era similar (en masa y cantidad) a la del RF5597 y sus transformantes. Sin embargo, había diferencias claras en la 
proteína celulasa recombinante producida por RF5969 y sus transformantes con la supresión de pea1 (Fig. 8). La 
proteína principal del sobrenadante de cultivo de RF5969 no era la 20K+CBD de longitud completa sino la forma de 30
núcleo 20K de la que se había escindido CBD. Solo una cantidad muy pequeña de la 20K+CBD de longitud completa 
era detectable en el gel. Los transformantes RF5969 con supresión de pea1 produjeron principalmente la forma 
20K+CBD de longitud completa y solo una cantidad relativa muy baja de la forma 20K. Este resultado confirma que 
las cepas de supresión de pea1 fueron capaces de producir cantidades mayores del producto recombinante y que la 
enzima recombinante en los sobrenadantes de cultivo de las cepas de supresión de pea1 fue más estable que en el 35
sobrenadante de cultivo del hospedador.

Las estabilidades de los productos de TaLcc1 se estudiaron adicionalmente incubando muestras de sobrenadantes 
de cultivo a 30 y 50 ºC (a pH 4) durante hasta tres días. Después de las incubaciones, las muestras se ejecutaron en 
gel de SDS-PAGE. La TaLcc1 recombinante era muy estable en todas las muestras. Sin embargo, después de 3 días 40
de incubación a 50 ºC la banda de proteína TaLcc1 se degradó claramente más en el sobrenadante de cultivo del 
hospedador (RF5597) en comparación con los sobrenadantes de los transformantes Δpea1 de RF5597. Este resultado 
confirma adicionalmente la mayor estabilidad de los productos obtenidos a partir de las cepas con un gen pea1 no 
funcional.

45
Se obtuvieron resultados similares a partir de los transformantes RF5597 y RF5969 de los que se suprimió el gen pea1
usando el casete de supresión pALK4116. En este casete, el gen marcador ble en pALK4107 se reemplazó por el gen 
marcador hph que codificaba la resistencia a la higromicina B (Mach et al., 1994).

Ejemplo 11. Disrupción del homólogo de pea1 de la especie Fusarium.50

Muchas especies fúngicas contienen un homólogo del gen pea1 de T. reesei, como se describe en el Ejemplo 6. Los 
homólogos de Pea1 de T. reesei de longitud completa codificados de Fusarium oxysporum, por ejemplo, FOVG_08585 
y FOZG_02804 (aminoácidos 1 - 887) tienen valores de identidad del 57,2 y el 57,1 % y valores de similitud del 68,8 
y el 68,7 %, respectivamente, con respecto a la Pea1 de T. reesei de longitud completa (SEQ ID NO: 13, aminoácidos 55
1 - 868; alineación realizada usando EMBL-EBI, EMBOSS-Needle - Alineación de Secuencias por Pares, Matriz 
BLOSUM62, abertura de hueco 10, extensión de hueco 0,5 en www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). Los 
correspondientes valores de identidad y similitud entre el Pea1 de T. reesei y el homólogo de Pea1 de Fusarium 
(Gibberela) fujikuroi de longitud completa (por ejemplo, FFUJ_12153, aminoácidos 1 - 882) son del 57,5 y el 68,9 %, 
respectivamente. Las secuencias de aminoácidos deducidas de los homólogos de Pea1 de longitud completa de F. 60
oxysporum y F. fujikuroi son muy similares entre sí, siendo los valores de identidad y similitud entre las secuencias de 
aminoácidos de longitud completa anteriores del 96,6 y el 97,4 %, respectivamente.

Para confirmar que el papel de los homólogos de Pea1 en otros hongos es similar al papel en T. reesei, se diseñó un 
enfoque de marcador dividido (Fig. 9) para inactivar los homólogos de pea1 de dos especies de Fusarium, F. 65
oxysporum y F. fujikuroi. El fragmento 1 del marcador dividido de ~ 3 kb contenía una región promotora del gen pea1
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de Fo47 de F. oxysporum (1468 pb, nucleótidos de -1483 a -16 desde el codón de inicio, para dirigir el fragmento al 
locus de pea1) y la mitad 5' del gen marcador hph (del nucleótido 1 a 615 y el promotor gpdA de Aspergillus). El 
fragmento 2 del marcador dividido de ~ 3 kb contenía la mitad 3' del marcador de selección hph (del nucleótido 166 al 
1026 y la región terminadora de trpC de Aspergillus) y el gen pea1 parcial de F. oxysporum y su región terminadora 
(1358 pb; comenzando por el nucleótido 1667 del gen y terminando 380 nucleótidos después del codón de parada de 5
pea1, para dirigir el fragmento al locus de pea1). Por tanto, ambos fragmentos del marcador dividido incluían la misma 
parte media de 450 pb del gen hph. Cuando los dos fragmentos de marcador dividido se transforman en el mismo 
hospedador, se recombinan con las correspondientes regiones de pea1 en el genoma. Cuando también se recombinan 
entre sí en la región de la parte media común de hph, el marcador de selección se vuelve funcional. Usando el enfoque 
diseñado, se esperaba que un marcador de selección funcional en los transformantes se uniese a un gen pea1 inactivo 10
a una frecuencia alta.

Como las secuencias de los genes pea1 de F. oxysporum y F. fujikuroi y sus regiones 5' y 3' son muy similares (pero 
no idénticas) entre sí, se usaron los mismos fragmentos de marcador dividido para la disrupción de los genes pea1 de 
ambas especies.15

Ejemplo 12. Transformación de Fusarium oxysporum y F. fujikuroi y análisis de los transformantes

Se transformaron cepas Fo47 de Fusarium oxysporum y IMI58289 de F. fujikuroi usando los fragmentos de marcador 
dividido diseñados y sintetizados (Ejemplo 11). El método descrito en Wiemann et al. (PLos Pathog. 2013; 9(6): 20
e1003475 y las referencias del mismo) se usó en las transformaciones fúngicas. En total se obtuvieron 96 
transformantes de F. oxysporum y 46 de F. fujikuroi. La modificación del ADN objetivo (disrupción del homólogo de 
pea1) se analizó a partir de 20 transformantes de F. oxysporum y 10 transformantes de F. fujikuroi usando PCR de 
diagnóstico. Los cebadores en la reacción de PCR se diseñaron a partir del extremo del flanco 5' de pea1 en el 
fragmento de marcador dividido 1 (del promotor de pea1, nucleótidos de -38 a -21 del ATG) y el comienzo del flanco 25
3' en el fragmento marcador dividido 2 (nucleótidos 1716 - 1695 del gen pea1 de F. oxysporum). La reacción PCR de 
diagnóstico diseñada da como resultado un fragmento de 1,6 kb del gen nativo (completo) de pea1 de Fusarium, 
mientras que la longitud del producto de un gen inactivado es de 2,5 kb.

De la mayoría de los transformantes se obtuvo un único producto de PCR de 2,5 kb, lo que indica una integración 30
satisfactoria del marcador de longitud completa en el locus de pea1 y la inactivación del gen pea1. Los fragmentos 
flanqueantes de pea1 de F. oxysporum podrían usarse para la disrupción del pea1 de ambas especies de Fusarium.

Se purificó una selección de transformantes que, según se demostró mediante PCR de diagnóstico, contenían un gen 
pea1 inactivado. Se cultivaron cuatro transformantes de cada especie y sus cepas parentales en matraces de agitación 35
en un medio de inducción a base de caseína (FusP) con y sin complemento de 0,5 g/l de CasAminoácidos. El medio 
FusP contenía (por 1000 ml): 20 ml de sales 50XFusP (26 g/l de KCI, K2HPO4 82 g/l, NaH2PO4xH2O 43 g/l, pH ajustado 
a 7,5 usando NaOH), glucosa 10 g/l, caseína 5 g/l (Sigma C8654), 2 ml de MgSO4 1 M, 1 ml de solución de 1000x 
oligoelementos (contiene, por 100 ml: 2,2 g de ZnSO4x7H2O, 1,1 g de H3BO3, 0,5 g de MnCl2x4H2O, 0,5 g de 
FeSO4x7H2O, 0,17 g de CoCl2x6H2O, 0,16 g de CuSO4x5H2O, 0,15 g de Na2MoO4x2H2O, 5,0 g de Na2EDTAx2H2O, 40
pH ajustado a 6,5 usando KOH). De forma interesante, los transformantes con el gen pea1 inactivado apenas 
mostraron crecimiento en el medio que no se complementó con los CasAminoácidos, lo que indica que estas cepas 
fueron incapaces de usar caseína como fuente de nitrógeno. Todas las cepas, sin embargo, crecieron bien en el medio 
complementado con los CasAminoácidos. Se tomaron muestras de estos cultivos después de 6 días de cultivo a 25 ºC. 
Las actividades proteolíticas extracelulares se midieron a partir de los sobrenadantes de los cultivos basándose en un 45
procedimiento descrito por Holm (1980).

Las actividades proteasa determinadas a partir de los sobrenadantes de cultivo de los ocho transformantes con el gen 
pea1 inactivado fueron muy bajas en comparación con las actividades de los sobrenadantes de cultivo de las cepas 
parentales (Fig. 10). La actividad proteasa en los sobrenadantes de cultivo de los transformantes de F. fujikuroi fue 50
aproximadamente 10 veces inferior a la del sobrenadante de cultivo de la cepa parental. La actividad proteasa medida 
a partir de los sobrenadantes de cultivo de los transformantes de F. oxysporum fue aproximadamente 40 veces inferior 
a la de la cepa parental.

La disrupción del homólogo de pea1 de la especie de Fusarium fue satisfactoria con el método utilizado. Los 55
transformantes de Fusarium con pea1 inactivado muestran un fenotipo deficiente en proteasa distintivo, como el de 
las cepas de Trichoderma con el gen pea1 no funcional.

Los resultados muestran que las cepas de Trichoderma reesei de proteasa baja que carecen de pea1 funcional 
proporcionan beneficios cuando se usan como hospedadores para la producción de proteínas, y especialmente de 60
proteínas sensibles a proteasa. Con estas cepas pueden alcanzarse rendimientos de producción de proteínas al 
menos similares, o en varios casos incluso superiores, en comparación con los rendimientos obtenidos cuando los 
progenitores de estas cepas se usan como hospedadores de los mismos productos enzimáticos. Además, los 
productos enzimáticos obtenidos de las cepas que carecen de un pea1 funcional son más estables en comparación 
con los productos correspondientes de los progenitores de estas cepas.65
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Los homólogos de pea1 pueden encontrarse en el genoma de varias especies de hongos. Los resultados de los 
presentes inventores muestran que la disrupción de los homólogos de pea1 de especies distintas de T. reesei conduce 
a fenotipos deficientes en proteasa similares como los que se muestran para las cepas de T. reesei que carecen de 
un pea1 funcional. Los resultados confirman el papel de pea1 y sus homólogos como factores importantes que afectan 
a la expresión de proteasas. Pueden conseguirse mejoras significativas en el rendimiento de proteínas y la estabilidad 5
de los productos mediante la disrupción del pea1 de las cepas de producción de diferentes especies.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Roal Oy10

<120> MÉTODOS PARA CONTROLAR LA PRODUCCIÓN DE PROTEASAS

<130> 31256FI-1f / 1135 PREGU
15

<160> 18

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 120
<211> 885
<212> ADN
<213> Trichoderma reesei

<400> 125

<210> 2
<211> 134430
<212> ADN
<213> Trichoderma reesei

<400> 2
35
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<210> 35
<211> 280
<212> PRT
<213> Trichoderma reesei

<400> 310
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<210> 4
<211> 2749
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 4
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<210> 5
<211> 2478
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 5

10
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<210> 6
<211> 825
<212> PRT5
<213> Trichoderma reesei

<400> 6
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<210> 7
<211> 2751
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 7

10
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<210> 8
<211> 2749
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 8

10

E16708433
31-08-2020ES 2 815 628 T3

 



35

E16708433
31-08-2020ES 2 815 628 T3

 



36

<210> 9
<211> 2748
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 9
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<210> 10
<211> 2749
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<212> ADN
<213> Trichoderma reesei

<400> 10
5
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<210> 11
<211> 4710
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 11

10
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<210> 12
<211> 4082
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 12

10
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<210> 13
<211> 868
<212> PRT5
<213> Trichoderma reesei

<400> 13
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<210> 14
<211> 288
<212> PRT5
<213> Trichoderma reesei

<400> 14

10

E16708433
31-08-2020ES 2 815 628 T3

 



49

<210> 15
<211> 387
<212> PRT5
<213> Trichoderma reesei

<400> 15

10
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<210> 16
<211> 430
<212> PRT5
<213> Trichoderma reesei

<400> 16

10
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<210> 17
<211> 317
<212> PRT5
<213> Trichoderma reesei

<400> 17
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<210> 18
<211> 297
<212> PRT5
<213> Trichoderma reesei

<400> 18

10
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REIVINDICACIONES

1. Una célula hospedadora que comprende al menos un gen cromosómico inactivado en donde el gen cromosómico 
inactivado comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia que 
tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13;5
el gen cromosómico inactivado se inactiva por disrupción;
y la célula hospedadora tiene actividad proteasa reducida en comparación con la célula hospedadora sin dicha 
inactivación.

2. La célula hospedadora de la reivindicación 1, en donde la célula hospedadora se selecciona entre el grupo que 10
consiste en células de hongos filamentosos de la División Ascomycota, Subdivisión Pezizomycotina; preferentemente 
del grupo que consiste en miembros de la Clase Sordariomycetes, Subclase Hypocreomycetidae, Órdenes 
Hipocreales y Microascales y Aspergillus, Chrysosporium, Myceliophthora y Humicola; más preferentemente del grupo 
que consiste en las Familias Hypocreacea, Nectriaceae, Clavicipitaceae, Microascaceae y Géneros Trichoderma,
Hypocrea, Fusarium, Gibberella, Nectria, Stachybotrys, Claviceps, Metarhizium, Villosiclava, Ophiocordyceps, 15
Cephalosporium y Scedosporium; más preferentemente entre el grupo que consiste en Trichoderma reesei, Hypocrea 
jecorina, T. citrinoviridae, T. longibrachiatum, T. virens, T. harzianum, T. asperellum, T. atroviridae, T. parareesei, 
Fusarium oxysporum, F. gramineanum, F. pseudograminearum, F. venenatum, Gibberella fujikuroi, G. moniliformis, G. 
zeaea, Nectria haematococca, Stachybotrys chartarum, S. chlorohalonata, Claviceps purpurea, Metarhizium acridum, 
M. anisopliae, Villosiclava virens, Ophiocordyceps sinensis, Acremonium chrysogenum, Scedosporium apiospermum, 20
Aspergillus niger, A. awamori, A. oryzae, Chrysosporium lucknowense, Myceliohpthora thermophila, Humicola insolens
y Humicola grisea, mucho más preferentemente Trichoderma reesei.

3. La célula hospedadora de las reivindicaciones 1 o 2, en donde el gen cromosómico inactivado comprende:
25

un polinucleótido que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 
90 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un 
gen cromosómico que comprende el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas 
endógenas de la célula hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico 
que comprende el polinucleótido no está inactivado; o30
un polinucleótido que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 
90 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un 
gen cromosómico que comprende el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas 
endógenas de la célula hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico 
que comprende el polinucleótido no está inactivado, seleccionándose el polinucleótido entre el grupo que consiste 35
en:

a) un polinucleótido que comprende una secuencia que tiene al menos un 55 % de identidad de secuencia con 
los nucleótidos 1141-3889 del SEQ ID NO: 11;
b) el polinucleótido del SEQ ID NO: 12 o la secuencia codificante del mismo;40
c) el polinucleótido del SEQ ID NO: 11 o la secuencia codificante del mismo; y
d) una secuencia de nucleótidos hibridable con una secuencia de nucleótidos que es complementaria con una 
cualquiera de a) a c) en condiciones altamente rigurosas.

4. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 que comprende elementos genéticos para 45
permitir expresar, en condiciones adecuadas para promover la expresión, al menos una proteína de interés codificada 
por un polinucleótido recombinante.

5. La célula hospedadora de la reivindicación 4, en donde la proteína de interés se selecciona entre el grupo que 
consiste en una proteína, anticuerpo, fragmento de anticuerpo, proteína terapéutica, biosimilar, proteína de dominios 50
múltiples, hormona peptídica, péptido antimicrobiano, péptido, módulo de unión a hidratos de carbono, enzima, 
celulasa, proteasa, inhibidor de proteasas, aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa, 
quitinasa, cutinasa, desoxirribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa, glucoamilasa, alfa-
glucosidasa, beta-glucosidasa, invertasa, laccasa, lipasa, mananasa, mutanasa, oxidasa, enzima pectinolítica, 
peroxidasa, fosfolipasa, fitasa, fosfatasa, polifenoloxidasa, enzima redox, enzima proteolítica, ribonucleasa, 55
transglutaminasa y xilanasa farmacológicamente activos.

6. Un método de producción de proteínas que comprende

a. cultivar una célula hospedadora en condiciones adecuadas para producir proteína, en donde60
la célula hospedadora comprende al menos un gen cromosómico inactivado que comprende una secuencia de 
ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad 
de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13;
el gen cromosómico inactivado se inactiva por disrupción;
y la célula hospedadora tiene actividad proteasa reducida en comparación con la célula hospedadora sin dicha 65
inactivación; y opcionalmente
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b. recuperar la proteína producida.

7. El método de producción de proteínas de la reivindicación 6, en donde la célula hospedadora comprende elementos 
genéticos para permitir expresar, en condiciones adecuadas para promover la expresión, al menos una proteína de 
interés codificada por un polinucleótido recombinante, y en donde la proteína de interés se selecciona entre el grupo 5
que consiste en una proteína, anticuerpo, fragmento de anticuerpo, proteína terapéutica, biosimilar, proteína de 
dominios múltiples, hormona peptídica, péptido antimicrobiano, péptido, módulo de unión a hidratos de carbono, 
enzima, celulasa, proteasa, inhibidor de proteasas, aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, 
catalasa, quitinasa, cutinasa, desoxirribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa, glucoamilasa, 
alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, invertasa, laccasa, lipasa, mananasa, mutanasa, oxidasa, enzima pectinolítica, 10
peroxidasa, fosfolipasa, fitasa, fosfatasa, polifenoloxidasa, enzima redox, enzima proteolítica, ribonucleasa, 
transglutaminasa y xilanasa farmacológicamente activos.

8. Un método para generar una célula hospedadora para la producción de proteínas, que comprende suprimir la 
expresión de genes de proteasas endógenas en una célula hospedadora inhibiendo al menos parcialmente la 15
transcripción o la traducción de
un polinucleótido que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 
90 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un gen 
cromosómico que comprende el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas 
endógenas de la célula hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico que 20
comprende el polinucleótido no está inactivado; o
un polinucleótido que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 
90 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un gen 
cromosómico que comprende el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas 
endógenas de la célula hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico que 25
comprende el polinucleótido no está inactivado, seleccionándose el polinucleótido entre el grupo que consiste en:

a) un polinucleótido que comprende una secuencia que tiene al menos un 55 % de identidad de secuencia con los 
nucleótidos 1141-3889 del SEQ ID NO: 11;
b) el polinucleótido del SEQ ID NO: 12 o la secuencia codificante del mismo;30
c) el polinucleótido del SEQ ID NO: 11 o la secuencia codificante del mismo; y
d) una secuencia de nucleótidos hibridable con una secuencia de nucleótidos que es complementaria con una 
cualquiera de a) a c) en condiciones altamente rigurosas.

9. El método de la reivindicación 8, en donde la inhibición es mediante mutación, deleción, inserción, interferencia de 35
ARN, anticuerpo, inhibidor de moléculas pequeñas o CRISPR/Cas9.

10. Una célula hospedadora que puede obtenerse usando el método de las reivindicaciones 8 o 9.

11. La célula hospedadora de la reivindicación 10, en donde la célula hospedadora comprende adicionalmente un 40
ácido nucleico que codifica una proteína heteróloga.

12. Un polinucleótido modificado que codifica una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene 
al menos un 90 % de identidad de secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación 
de un gen cromosómico que comprende el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de 45
proteasas endógenas de la célula hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen 
cromosómico que comprende el polinucleótido no está inactivado; y en donde el polinucleótido modificado contiene al 
menos una modificación que da como resultado la incapacidad, al menos parcial, de un producto génico que puede 
obtenerse mediante transcripción y/o traducción de un gen cromosómico que comprende el polinucleótido modificado 
para inducir la expresión de proteasas endógenas en una célula hospedadora.50

13. El polinucleótido modificado de la reivindicación 12 que comprende elementos genéticos para permitir su 
transcripción y/o traducción en una célula hospedadora.

14. Un vector que comprende el polinucleótido modificado de las reivindicaciones 12 o 13.55

15. El vector de la reivindicación 14 que comprende elementos genéticos para incorporar el polinucleótido modificado 
de la reivindicación 12 en un genoma de una célula hospedadora.

16. Un método para inducir la expresión de proteasas en una célula hospedadora proporcionando un regulador de 60
proteasas dentro de o en contacto con la célula hospedadora; en donde el regulador de proteasas se selecciona entre 
el grupo que consiste en:

a) un polipéptido o un producto génico codificado por la secuencia codificante del polinucleótido que codifica una 
proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia 65
con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un gen cromosómico que comprende 
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el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas endógenas de la célula 
hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico que comprende el 
polinucleótido no está inactivado;
b) un polipéptido o un producto génico codificado por la secuencia codificante del polinucleótido que codifica una 
proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia 5
con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13, en donde la inactivación de un gen cromosómico que comprende 
el polinucleótido da como resultado la supresión de la producción de proteasas endógenas de la célula 
hospedadora en comparación con una célula hospedadora en donde el gen cromosómico que comprende el 
polinucleótido no está inactivado, seleccionándose el polinucleótido entre el grupo que consiste en:

10
i) un polinucleótido que comprende una secuencia que tiene al menos un 55 % de identidad de secuencia con 
los nucleótidos 1141-3889 del SEQ ID NO: 11;
ii) el polinucleótido del SEQ ID NO: 12 o la secuencia codificante del mismo;
iii) el polinucleótido del SEQ ID NO: 11 o la secuencia codificante del mismo; y
iv) una secuencia de nucleótidos hibridable con una secuencia de nucleótidos que es complementaria con una 15
cualquiera de i) a iii) en condiciones altamente rigurosas;

c) un polipéptido o un producto génico codificado por el polinucleótido de los SEQ ID NO: 11 o 12; y
d) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de identidad de 
secuencia con los aminoácidos 402-533 del SEQ ID NO: 13.20
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