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COCTELES DE ENZIMAS PREPARADOS DE CULTIVOS MIXTOS
PRIORIDAD

La presente solicitud reclama prioridad a la Solicitud Provisional de los
Estados Unidos Serie nro. 61/570,243, presentada el 13 de diciembre de 2011, la

cual se incorpora aqui por referencia en su totalidad.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los cocteles de enzimas se emplean en muchos procesos industriales. Los
cocteles de enzimas pueden prepararse mediante la produccion individual de
enzimas en estirpes celulares separadas, seguida por combinacién. La produccién
individualizada y la combinacién se asocian a fnenudo con costos sustanciales. Los
cocteles de enzimas pueden prepararse igualmente manipulando por ingenieria
genética todas las enzimas deseadas para un céctel particular en una estirpe celular
de produccién Unica. Este método carece de flexibilidad porque en este caso: las
enzimas expresadas por una estirpe celular particular se producen siempre en la
misma o practicamente en la misma proporcion. Esta falta de flexibilidad es una
desventaja, especialmente cuando los cécteles de enzimas producidos por este
meétodo son para aplicaciones en procesos tales como hidrélisis de biomasa y
procesamiento de granos. En estas aplicaciones, la seleccion y rendimiento de los
cocteles de enzimas dependen a menudo del tipo de sustratos y/o los métodos de
pretratamiento. Puede ser necesaria una combinacion diferente para sustratos
diferentes o pretratamientos. Puede requerirse construir un hospedero de
produccién nuevo cada vez que se desea una combinacién nueva o incluso

minuciosamente modificada.

El desarrollo de co-cultivos bacterianos de estirpes celulares se ha
reportado como tedioso, debido a diferentes requisitos de crecimiento (Dasl‘itban et
al,, Int. J. of Biol. Sci., 5:578-595, 2009) para diferentes estirpes celulares. Se ha
informado que el co-establecimiento de un co-cultivo estable depende de medios y
requisitos de crecimiento, tales como temperatura, atmoésfera y fuente de carbono,
(Maki et al., Int. J. of Biol. Sciences, 5:500-516, 2009). Se ha informado que los
co-cultivos se ven afectados por interacciones metabdlicas (es decir relaciones
sintréficas o, alternativamente, competicion por los sustratos) y otras interacciones
(es decir, que promueven el crecimiento o inhiben el crecimiento, tales como
antibidticos) (véase, v.g., Maki et al., Int. J. of Biol. Sciences, 5:500-516, 2009).

Se ha reportado la co-fermentacion de estado sélido (v.g., usando
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bandejas de fermentacion) de dos cepas flingicas (véase, v.g., Sun et al., Electronic
J. of Biotechnology, 12: 1-13, 2008; Pandey et al., Curr. Sci., 77:149-162, 1999; Hu
et al., International Biodeterioration & Biodegradation 65:248-252, 2011; Wang et
al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 73:533-540, 2006). No obstante, las
co-fermentaciones de estado sélido son dificiles y no siempre apropiadas para la
produccién recombinante de enzimas a escalas industriales. Las fermentaciones
sumergidas son con frecuencia mas flexibles y se consideran mas deseables, las
cuales se han usado, por ejemplo, en CH-TE-001 de Penicillium sp. y CH-TE-013 de
Aspergillus terreus para producir una mezcla de enzimas (Garcia-Kirchner, et al.,
Applied Biochem & Biotechnol. 98:1105-1114, 2002). Ademas, cultivos mixtos de
microorganismos se han fermentado bajo condiciones diferentes para obtener
microorganismos cultivados, enriquecidos con respecto a ciertas caracteristicas, los
cuales se combinan luego para obtener un cultivo compiejo formulado (véase, v.g.,
EP 2292731).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Un vector pENTR/D-TOPO con el marco abierto de
lectura Fv3C.

Figura 2: Un mapa de la fusiéon del plasmido de expresion
pTTT-pyr13-Fv3C/Bgl3.

Figura 3: Un mapa de pENTR-TOPO-Bgl1 (943/942).
Figura 4. Un mapa de TOPO Blunt/Pegl1-Fv43D.

Figura 5. Analisis de electroforesis. sobre gel SDS de la expresion de
Fv43D y (quimera Fv3C/Te3A/Bg13).

Figura 6: Cromatograma HPLC de Fv43D y (quimera Fv3C/Te3A/Bg13)
producidos co-fermentando dos cepas de T. reesei.

Figura 7. Analisis de electroforesis sobre gel SDS de la expresion de
celulasa por RL-P37 de T. reesei y expresion de beta-glucosidasa 1 (Bgl1, o Tr3A)
por RL-P37-d/Tr3A de T. reesei. '

Figura 8: Cromatograma HPLC de Bgl1 (Tr3A) y celulasa producidas
co-fermentando RL-P37 de T. reeseiy RL-P37-d/Tr3A de T. reesei.
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Figura 9: Cromatograma HPLC de las variantes 1 y 2 de amilasa

producidas co-fermentando dos cepas de B. licheniformis.

Figura 10: Cromatograma HPLC de las variantes 1 y 2 de amilasa

producidas co-fermentando dos cepas de B. licheniformis.

Figura 11: Cromatograma HPLC de (quimera Fv3C/Te3A/Bg13), Bgi1

(Tr3A), y glucoamilasa producidas co-fermentando tres cepas de T. reesei.
RESUMEN

La invencién proporciona métodos de producir una mezcla de enzimas que
catalizan un proceso de conversion. Tales métodos incluyen combinar estirpes
celulares primera y segunda en un medio liquido y cultivar las estirpes celulares
combinadas. Las estirpes celulares secretan las enzimas en el medio, o se lisan
liberando las enzimas, proporcionando en esa forma una mezcla de enzimas en
proporciones efectivas para mejorar el proceso de conversion. La primera estirpe
celular codifica y esta dispuesta para expresar un primer conjunto de una o mas
enzimas. La segunda estirpe celular codifica y esta dispuesta para expresar un
segundo conjunto de una o mas enzimas. Los conjuntos primero y segundo de
enzimas tienen actividades cataliticas que mejoran el proceso de conversion. Una o
mas del primer conjunto de enzimas son exégenas a la primera estirpe celular. Una
o més del segundo conjunto de enzimas son exdégenas a la segunda estirpe celular,
0 no se codifican por la primera estirpe celular o se expresan en un nivel menor por
la primera estirpe celular. En algunos métodos, una o mas del segundo conjunto de
enzimas son exdégenas a la segunda estirpe celular o no se codifican por la primera
estirpe celular. En algunos métodos, una o mas del segundo conjunto de enzimas
se expresan en un nivel menor por la primera estirpe celular. Ciertos métodos
pueden incluir asimismo una tercera, cuarta o incluso quinta o sexta estirpes
celulares, cada una de las cuales puede secretar las enzimas en el medio o se lisan
liberando las enzimas, codifica y esta dispuesta para expresar un tercer, cuarto,
quinto, o sexto, respectivamente, conjunto de una o0 mas enzimas. Estos conjuntos
adicionales de enzimas tienen también actividades cataliticas que mejoran el
proceso de conversion, en donde una o mas de estas enzimas son exdgenas a las
respectivas estirpes celulares. Una 0 mas enzimas de estos conjuntos adicionales
de enzimas pueden ser exdgenas a una 0 mas de las estirpes celulares distintas de

la que expresa las enzimas.

Algunos métodos incluyen ademas identificar una pluralidad de enzimas

que catalizan el proceso de conversion, e identificar o construir (1) una estirpe
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celular codificante y dispuesta para expresar un primer conjunto de una o mas de
las enzimas identificadas, y (2) una segunda estirpe celular codificante y dispuesta .
para expresar un segundo conjunto de la una o mas enzimas para proporcionar las
estirpes celulares primera y segunda. Las estirpes celulares se han cultivado bajo
presion selectiva o bajo condiciones que permiten el crecimiento auxétrofo para
retener su disposicion a expresar las enzimas para formar un banco de estirpes
celulares. Algunos métodos incluyen ademas identificar o construir estirpes
celulares codificantes y dispuestas para expresar diferentes conjuntos de enzimas
que catalizan un proceso de conversion, y seleccionar las estirpes celulares primera
y segunda del banco. Algunos métodos de la invencién pueden incluir ademas una
tercera, una cuarta, una quinta o incluso una sexta estirpes celulares. La pluralidad
de estirpes celulares comprende la primera estirpe celular codificante y dispuesta
para expresar un primer conjunto de una o mas enzimas, y la segunda estirpe
celular codificante y dispuesta para expresar un segundo conjunto de una o mas
enzimas. En casos en los que se contemplan mas de dos estirpes celulares, la
tercera, cuarta, quinta o sexta estirpes celulares codifican y estan dispuestas para
expresar un tercer, cuarto, quinto y sexto conjunto de una o mas enzimas. Los
fenotipos de cada una de la pluralidad de estirpes celulares pueden mantenerse
cultivandolas bajo presién selectiva o bajo condiciones que permiten el crecimiento
auxétrofo. En algunos métodos, las estirpes celulares se cultivan bajo diferentes
presiones selectivas en el paso de identificar y sin presion selectiva en el paso de
cultivar.

La invencién proporciona ademas métodos de preparar un banco de
células. Tales métodos incluyen (1) identificar una pluralidad de enzimas que
catalizan un proceso de conversioén, (2) identificar o construir una pluralidad de
estirpes celulares codificantes y dispuestas para expresar diferentes conjuntos de la
pluralidad de enzimas, (3) propagar las estirpes celulares bajo diferentes presiones
selectivas o bajo condiciones que permiten el crecimiento auxétrofo para retener la
disposiciéon a expresar el conjunto de enzimas codificadas por estirpes celulares,
para proporcionar un banco de células; y (4) combinar diferentes combinaciones de
las estirpes celulares, cultivando las estirpes celulares combinadas en un medio
liquido, y comparando la capacidad de las enzimas para mejorar el proceso de
conversion. Las enzimas se secretan o las células se lisan y las enzimas se liberan

al medio para proporcionar una mezcla diferente de enzimas.

En algunos métodos, las estirpes celulares primera y segunda, o una o mas
de otras estirpes celulares, son la misma estirpe celular manipulada por ingenieria
genética para codificar los conjuntos primero y segundo, o uno o mas de otros

conjuntos, de una o mas enzimas respectivamente. En algunos métodos, el
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segundo conjunto de una o mas enzimas se expresan endégenamente por la
segunda estirpe celular. El tercero, cuarto, quinto o sexto conjunto de una o mas
enzimas se expresan endoégenamente por las estirpes celulares respectivas. En
algunos métodos, por lo menos uno del primer conjunto de una o mas enzimas no
se codifica por la segunda estirpe celular y por lo menos uno del segundo conjunto
de una o mas enzimas no se codifica por la primera estirpe celular. En algunos
métodos, por lo menos uno de cualquier conjunto de una o mas enzimas no se
codifica por lo menos por una de las estirpes celulares distinta de la que codifica esa
enzima. En algunos métodos, por lo menos una enzima del segundo conjunto se
codifica y esta dispuesta para expresarse por la primera estirpe celular. En algunos
métodos, el paso de combinar comprende combinar las estirpes celulares primera,
segunda y tercera, la tercera estirpe celular codificando y estando dispuesta para
expresar un tercer conjunto de una o mas enzimas. En algunos métodos, el paso de
combinar comprende combinar las estirpes celulares primera, segunda, tercera,
cuarta, quinta o sexta, en donde las ultimas (es decir, después de la primera y
segunda) estirpes celulares codifican y estan dispuestas para expresar el tercero,
cuarto quinto y sexto conjunto de una o mas enzimas. En algunos métodos, el
primer conjunto de enzimas comprende dos 0 mas enzimas diferentes, cada una
teniendo una actividad que mejora el proceso de conversién. En algunos métodos,
cada conjunto de enzimas comprende dos o mas enzimas diferentes, cada una

teniendo una actividad que mejora el proceso de conversion.

Algunos métodos incluyen ademas separar la mezcla de enzimas de las
células en el cultivo. Algunos métodos comprenden ademas combinar la mezcla de
enzimas con un sustrato, en donde la mezcla de enzimas mejora la conversion del
sustrato en un producto. En algunos métodos, el sustrato es celulosa y/o
hemicelulosa y el producto es glucosa. En algunos métodos, el sustrato es almidén

y el producto es azucar.

Algunos métodos comprenden asimismo determinar las proporciones de
las enzimas en la mezcla. En algunos métodos, la relacién molar de una enzima del
primer conjunto de enzimas y una enzima del segundo conjunto de enzimas en la
mezcla es por lo menos dos veces diferente de una relacion molar de las enzimas
expresadas por una cualquiera de la primera o segunda estirpe celular sola. En
algunos métodos, la enzima del segundo conjunto de enzimas es exégena a la
segunda estirpe celular. En algunos métodos, la relacién molar del primer conjunto
de enzimas que se secretan y el segundo conjunto de enzimas que se secretan es
por lo menos dos veces diferente de una relacion molar de las enzimas expresadas
por una cualquiera de la primera o segunda estirpe celular sola. En algunos

métodos, la relacion molar del primer conjunto de enzimas que son exégenas a la
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primera estirpe celular y el segundo conjunto de enzimas que son exdgenas a la
segunda estirpe celular es por lo menos dos veces diferente de una relacion molar
de las enzimas expresadas por una cualquiera de la primera o segunda estirpe
celular sola. En algunos métodos, la relacion molar de la enzima mas altamente
expresada del primer conjunto y la enzima mas altamente expresada del segundd
conjunto en la mezcla es por lo menos dos veces diferente de una relacién molar de
las enzimas expresadas por una cualquiera de la primera o segunda estirpe celular
sola. En algunos métodos, la relacién molar es por'lo menos cinco veces diferente.
En algunos métodos, la relacidbn molar varia desde 1:20 a 20:1. En algunos
métodos, la relacion molar varia desde 1:5 a 5:1. En algunos métodos, la relacién
molar varia desde 1.2 a 2:1. En algunas modalidades, la relacion molar de una
enzima de cada conjunto de enzimas puede determinarse cuitivando cada estirpe
celular, y combinando los conjuntos de enzimas para formar una mezcla que tiene la

proporcién deseada de cada enzima.

En algunos métodos, las estirpes celulares primera y segunda son la
misma cepa. En algunos métodos, dos 0 mas de la pluralidad de estirpes celulares
pueden ser la misma cepa. En algunos métodos, las estirpes celulares primera y
segunda son la misma cepa modificada para expresar diferentes conjuntos de una o
mas enzimas exogenas. En algunos métodos, dos o mas de la pluralidad de las
estirpes celulares, que son la misma cepa, pueden modificarse para expresar
diferentes conjuntos de una o mas enzimas exdgenas. En algunos métodos, las
estirpes celulares primera y segunda son estirpes celulares microbianas. En
algunos métodos, una o mas estirpes celulares de la pluralidad de estirpes celulares
son estirpes celulares microbianas. En algunos métodos, las estirpes celulares
primera y segunda son las estirpes celulares de estirpes celulares flingicas. En
algunos métodos, una o mas estirpes celulares de la pluralidad de estirpes celulares
son estirpes celulares fangicas. En algunos métodos, las estirpes celulares primera
y segunda son estirpes celulares fungicas filamentosas o estirpes celulares
bacterianas. En algunos métodos, una o mas, o dos o mas estirpes celulares de la
pluralidad de estirpes celulares son estirpes celulares flngicas filamentosas o
estirpes celulares bacterianas. En algunos métodos, las estirpes celulares primera'y
segunda son de estirpes celulares fungicas de los mismos géneros. En algunos
métodos, dos 0 mas estirpes celulares de la pluralidad de estirpes celulares son
estirpes celulares flngicas de los mismos géneros. En algunos métodos, las
estirpes celulares primera y segunda son estirpes celulares flngicas de diferentes
géneros. En algunos métodos, dos o mas de la pluralidad de estirpes celulares son
estirpes celulares fungicas de diferentes géneros. En algunos métodos, las estirpes
celulares primera y segunda son estirpes celulares flngicas de diferentes especies

de los mismos géneros. En algunos métodos, dos 0 mas estirpes celulares de la
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pluralidad de estirpes celulares son estirpes celulares fungicas de diferentes
especies de los mismos géneros. En algunos métodos, las estirpes celulares
primera y segunda son estirpes celulares fungicas de diferentes cepas de la misma
especie. En algunos métodos, dos o mas estirpes celulares de la pluralidad de
estirpes celulares son estirpes celulares fungicas de diferentes cepas de la misma
especie. En algunos métodos, las estirpes celulares primera y segunda son estirpes
celulares fungicas de diferentes especies de los mismos géneros. En algunos
métodos, dos 0 mas estirpes celulares de la pluralidad de estirpes celulares son
estirpes celulares flingicas o diferentes especies de los mismos géneros. En
algunos métodos, la primera estirpe celular es una estirpe celular fungica y la
segunda estirpe celular es una estirpe celular bacteriana. En algunos métodos, por
lo menos una de la pluralidad de estirpes celulares es una estirpe celular fungica y
por lo menos una de la pluralidad de estirpes celulares es una estirpe celular
bacteriana. En algunos métodos, las estirpes celulares primera y/o segunda son
estirpes celulares fangicas. En algunos métodos, una o mas estirpes celulares de la
pluralidad de estirpes celulares son estirpes celulares fangicas. En algunos
métodos, las estirpes celulares primera y/o segunda son estirpes celulares de
Trichoderma reesei. En algunos métodos, una o mas estirpes celulares de la
pluralidad de estirpes celulares son estirpes celulares de Trichoderma reesei. En
algunos métodos, las estirpes celulares primera y/o segunda son estirpes celulares
bacterianas. En algunos métodos, una o mas estirpes celulares de la pluralidad de
estirpes celulares son estirpes celulares bacterianas. En algunos métodos, las
estirpes celulares primera y/o segunda son estirpes celulares de Bacillus. En
algunos métodos, una o mas estirpes celulares de la pluralidad de estirpes celulares

son estirpes celulares de Bacillus.

Algunos métodos comprenden ademas determinar perfiles de crecimiento
de las estirpes celulares antes del paso de combinar, v.g., determinar una relacién
con la cual mezclar las estirpes celulares basandose en los perfiles de crecimiento.
En algunos métodos, los perfiles de crecimiento de las estirpes celulares se
determinan en diferentes medios liquidos. Algunos métodos incluyen también
seleccionar el medio liquido para cultivar las estirpes celulares combinadas
basandose en los perfiles de crecimiento de las estirpes celulares en los diferentes
medios liquidos. En algunos métodos, los perfiles de crecimiento de las estirpes
celulares se determinan en los mismos medios liquidos. Algunos métodos
comprenden asimismo seleccionar el medio liquido para cultivar las estirpes
celulares combinadas basandose en los perfiles de crecimiento de las estirpes
celulares en los mismos medios liquidos. En algunos métodos, los indices de
crecimiento de las estirpes celulares estan dentro de un factor de dos, uno con

respecto al otro, en el medio liquido seleccionado.
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DEFINICIONES

Las células usadas en los presentes métodos pueden ser de cualquier tipo
"de organismo, v.g., organismos eucariotas, organismos procariotas Yy
arqueobacterias. Preferiblemente las células son de un microorganismo (es decir,
estirpes celulares microbianas), significando que las células son procariotas,
arqueobacterias, 0 de un eucariota capaz de crecimiento unicelular, tal como
hongos (v.g., hongos filamentosos o levaduras), y algas. Diferentes organismos
pueden clasificarse por dominio (v.g., eucariotas y procariotas). Los dominios se
subdividen en reinos, v.g., bacterias (v.g., eubacterias); arqueobacterias; protista;
hongos; plantas; y animales. Los reinos se dividen a su vez en filos, clases,
subclases, 6rdenes, familias, y géneros. Por ejemplo, los géneros de hongos
incluyen Trichoderma, Aspergillus, Dermatophytes, FusariUm, Penicillum, 'y
Saccharomyces. Los géneros se dividen a su vez en especies. Por ejemplo, las
especies de Trichoderma incluyen Trichoderma reesei, Trichoderma viride,

Trichoderma harzianum, y Trichoderma koningii. L.as especies se dividen en cepas.

Diferentes cepas son aislados independientes de la misma especie.

Diferentes cepas tienen diferentes genotipos y/o fenotipos.

Una estirpe celular se utiliza en el sentido convencional para indicar una
poblacién de células sustancialmente iségenas, capaces de crecimiento continuo
(preferiblemente indefinido) y division in vitro, sin otro cambio que las mutaciones
aleatorias ocasionales inherentes de la replicacién del ADN. Una estirpe celular se

propaga tipicamente de una sola colonia.

La fermentacién sumergida es un proceso en el cual las células crecen por

lo menos predominantemente bajo la superficie del medio liquido.

La fermentacién de estado sélido es un proceso en el cual las células

crecen sobre un medio sélido y dentro del mismo.

Una enzima exégena significa una enzima que no se expresa normalmente
por una célula (v.g., una enzima heteréloga de otra cepa, especie, géneros o reino)
0 una enzima que se expresa normalmente por una célula, pero que se expresa en
un nivel creciente en virtud de estar bajo el control de material genético no presente
normalmente en una célula. Tal expresioén puede resultar de la introduccién de un
gen que codifica tal enzima en una localizacién en donde no esta normalmente

presente, o mediante manipulaciéon genética de la célula para mejorar la expresion
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de una enzima. Tal manipulacién genética puede cambiar un elemento regulador
que controla la expresion de la enzima, o puede introducir material genético que

codifica una proteina que actla in frans para mejorar la expresiéon de la enzima.

Un acido nucleico exdégeno (v.g., ADN) significa un acido nucleico no
presente normalmente en una célula (es decir, introducido por ingenieria genética).
Un &cido nucleico exdégeno puede ser de una cepa, especie, géneros o reino
diferente (es decir, heterélogo) o puede estar presente normalmente en una célula

pero introducido en una localizacion diferente que la presente normalmente.

Una enzima es endégena a una célula si la enzima se expresa
normalmente por la célula, y ni el acido nucleico que codifica la enzima o cualquier
otro acido nucleico que regula la expresion de la enzima se han introducido en la
célula. Un gen endégeno significa un gen presente normalmente en una célula en
su localizaciébn genémica normal. Una enzima o acido nucleico que codifica la
enzima son heterélogos a una célula si no son codificados normalmente por la

célula y se introducens en la célula por ingenieria genética.

El término "hongos filamentosos" se refiere a todas las formas filamentosas
de la subdivision Eumycotina (véase, Alexopoulos, C. J. (1962), Introductory
Mycology, Wiley, New York). Estos hongos se caracterizan por un micelio vegetativo
con una pared celular compuesta de quitina, celulosa, y otros polisacaridos
complejos. Los hongos filamentosos son morfologica, fisiologica, y genéticamente
distintos de las levaduras. El crecimiento vegetativo por hongos filamentosos se
produce por alargamiento de la hifa y el catabolismo de carbono es obligatoriamente

aerobio.

Una célula esta dispuesta para expresar una enzima si la célula incluye
ADN, que codifica la enzima, conectado operacionalmente a uno o mas elementos
reguladores que permiten la expresion del ADN. La enzima puede ser enddgena o
exdgena. La expresion puede ser constitutiva o inducible. EIl ADN que codifica la
enzima puede estar en una localizacién genémica o episémica dentro de la célula.
Cuando se dice que dos enzimas se expresan en diferentes niveles por diferentes
estirpes celulares, los intervalos representados por el error estandar de la media
(SEM - standard error of the mean) para los respectivos niveles de expresion en el
nivel de proteina no se traslapan. Los niveles de expresion se comparan entre
cultivos respectivos de la misma densidad y etapa de crecimiento del cultivo de las
estirpes celulares respectivas. Los niveles de expresion se determinan
preferiblemente a partir de la concentracion de proteina secretada en los medios de

cultivo. Los niveles de expresion pueden determinarse en unidades de moles,
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unidades de actividad, OD (densidad dptica) u otras unidades.
DESCRIPCION DETALLADA
. Introduccidn

La invencion ofrece métodos de preparar cocteles de enzimas
co-cultivando diferentes estirpes celulares que expresan diferentes conjuntos de
enzimas que catalizan el mismo proceso de conversion. El co-cultivo aporta una
mayor flexibilidad y menores costos que los métodos convencionales. Permite
elaborar varias mezclas, segun se necesite, sin tener que construir una nueva cepa
de producciéon para cada tipo individual de sustratos y métodos de pretratamiento.
Permite asimismo crear las mezclas de la enzima deseada en un solo lote, obviando
la necesidad de combinar el producto de varias fermentaciones separadas. La
preparacién de una mezcla de enzimas de acuerdo con los presentes métodos no
requiere un proceso de recuperacion completa para cada fermentacion, y/o
almacenamiento separado de cada componente de la enzima. Ademas, permite el
mantenimiento de cada cepa de produccion separadamente, impidiendo asi la
pérdida de todo el coctel (introducido genéticamente en una estirpe celular de

produccién Unica) todo a la vez.
Il Proceso de Conversion

Un proceso de conversion es un proceso en el cual un sustrato se convierte
en un producto catalizable por dos enzimas como minimo. El sustrato puede ser una
sustancia compleja tal como material vegetal que contiene mdltiples tipos de
moléculas. El producto puede ser un producto Unico o mudiltiples productos. El
proceso de conversién puede ser un proceso de un paso Unico o incluir multiples
pasos. El proceso puéde implicar multiples pasos secuenciales y/o paralelos.
Diferentes enzimas pueden actuar en pasos secuenciales, pasos paralelos o en
combinacién en el mismo paso. Procesos de conversion ejemplares incluyen la
conversion de biomasa celuldsica, glucégeno, almidon y varias formas de los
anteriores en azucares (v.g., glucosa, xilosa, maltosa) y/o alcoholes (v.g., metanol,
etanol, propanol, butanol).

Algunos procesos de conversion convierten almidén, v.g., almidén de maiz,
almidén de trigo, o almidén de cebada, sélidos de maiz, sélidos de trigo, y almidones
de granos y tubérculos (v.g., almidon de batata, papa, arroz y yuca) en etanol, o un
jarabe rico en sacaridos utiles para fermentacion, particularmente maltotriosa,

glucosa, y/o maltosa, o simplemente en una o mas formas de azlcares, los cuales
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son en si mismos productos Uutiles.

Algunos procesos de conversion actuan sobre material celulésico o
lignoceluldsico tales como materiales que contienen celulosa y/o hemicelulosa y, a
veces, lignina, almidén, oligosacaridos, y/o monosacaridos. El material celulésico o
lignocelulésico puede contener opcionalmente ademas componentes adicionales,
tales como proteinas y/o lipidos. El material celulésico o lignoceluldsico incluye
cultivos bioenergéticos, residuos agricolas, desechos sélidos municipales,
desechos soélidos industriales, lodo de la fabricacion de papel, desechos de jardines,
desechos de madera y silvicultura, corazones de mazorcas secas de maiz (corn
cobs), residuos de cultivos tales como envolturas de mazorca de maiz (corn husks),
rastrojo de maiz (com stover), pastos, trigo, paja de trigo, paja de cebada, heno,
paja de arroz, pasto varilla, papel usado, bagazo de cana de azdcar, sorgo,
cafnabrava, pasto elefante, miscanthus, cedro japonés, componentes obtenidos de
la molienda de granos, arboles, ramas, raices, hojas, astillas de madera, aserrin,
matas y arbustos, vegetales, frutas, flores y estiércol animal. El material celulésico o
lignocelulésico puede derivarse de una fuente Unica, o puede comprender una
mezcla derivada de mas de una fuente. Por ejemplo, el material celulésico o
lignoceluldsico puede incluir una rhezcla de corazones de mazorcas secas de maiz
y rastrojo de maiz, o una mezcla de pasto y hojas. Productos ejemplares de
conversién enzimatica del sustrato de material celulésico o lignocelulésico son

glucosa y etanol.

En otros procesos de conversion, el sustrato es glucosa, fructosa, dextrosa,
y sacarosa, y/o azucares C5 tales como xilosa y arabinosa, y mezclas de las
anteriores. Sacarosa puede derivarse de fuentes tales como cafa de azucar,
remolachas de azucar, yuca, sorgo dulce, y mezclas de los anteriores. Glucosa y
dextrosa pueden derivarse de fuentes de granos renovables mediante
sacarificacion de materias primas a base de almidén, incluyendo granos tales como
maiz, trigo, centeno, cebada, avena, y mezclas de los anteriores. Azucares
fermentables pueden derivarse igualmente de biomasa celulésica o lignocelulésica
mediante procesos de pretratamiento y sacarificacion. El producto de tales

procesos de conversiéon pueden ser alcoholes tales como etanol o butanol.

En algunos procesos de conversién, los sustratos se someten a
pretratamiento. Los pretratamientos pueden ser procesos mecanicos, quimicos, o
bioquimicos o combinaciones de los anteriores. El pretratamiento puede
comprender una o mas técnicas, incluyendo autohidrolisis, explosién con vapor,
molienda, picado, molienda con bolas, molienda por compresién, radiacion,

tratamiento liquido con agua caliente de flujo continuo, tratamiento con acido
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diluido, tratamiento con acido concentrédo, tratamiento con acido peracético,
tratamiento con diéxido de carbono supercritico, tratamiento con élcalis, tratamiento
con solventes organicos, y tratamiento con un microorganismo, tal como, por
ejemplo un hongo o una bacteria. El tratamiento con alcalis puede incluir tratamiento
con hidréxido de sodio, tratamiento con cal, oxidacidon himeda, tratamiento con
amoniaco, y tratamiento con alcalis oxidativos. El pretratamiento puede implicar
eliminar o alterar lignina, eliminar hemicelulosa, descristalizar celulosa, extraer
grupos acetilo de la hemicelulosa, reducir el grado de polimerizacién de la celulosa,
aumentar el volumen de poro de la biomasa de lignocelulosa, incrementar el area

superficial de la lignocelulosa, o cualquier combinacién de los anteriores.
lil. Enzimas

Pueden elaborarse cécteles de cualquier combinacién de enzimas,
seleccionadas de enzimas que incluyen, pero no se limitan a, las seis principales
clasificaciones de enzimas de hidrolasa, oxidorreductasa, transferasa, liasa,
isomerasa o ligasa (Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB - Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology), Enzyme Nomenclature,
Academic Press, San Diego, California, 1992). Ejemplos de enzimas apropiadas
incluyen una celulasa, una hemicelulasa, una xilanasa, una amilasa, una
glucoamilasa, una proteasa, una fitasa, una cutinasa, una fitasa, una laccasa, una
lipasa, una isomerasa, una glucosa isomerasa, una esterasa, una peroxidasa, una
fosfolipasa, una pectinasa, una queratinasa, una reductasa, una oxidasa, una
peroxidasa, una fenol oxidasa, una lipoxigenasa, una ligninasa, una pululanasa, una
tannasa, una pentosanasa, una maltasa, una mannanasa, una glucuronidasa, una
galactanasa, una -glucanasa, una arabinosidasa, una hialuronidasa, una lactasa,

una poligalacturonasa, una B-galactosidasa, y una condroitinasa, o cualquier

enzima para la cual existen homologos estrechamente relacionados y menos -

estables.

Las enzimas pueden ser de cualquier origen, v.g., bacterias u hongos. Las
enzimas pueden ser una enzima hibrida, es decir, una proteina de fusién que es una
enzima funcional, en donde por lo menos una parte o porcion es de una primera
especie y otra parte o porcién es de una segunda especie. Las enzimas pueden ser
un mutante, una forma hibrida o truncada de enzimas nativas. Las enzimas
apropiadas para los presentes métodos pueden ser una proteina secretada,
citoplasmatica, nuclear, o proteina de membrana. Enzimas extracelulares, v.g., una
celulasa, hemicelulasa, proteasa, o0 enzima que degrada almidén tal como amilasa,

tienen usualmente una secuencia sefial conectada a la porcidon N-terminal de su
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secuencia codificante.

Ejemplos de sustratos de enzimas incluyen materiales lignocelulésicos,
celulosa, hemicelulosa, almidén, o una combinacion de los anteriores. Un grupo
ejemplar de enzimas para catalizar la conversion de materiales lignocelulésicos
incluye endoglucanasas, exoglucanasas o celobiohidrolasas y $-glucosidasas. Un
grupo ejemplar de enzimas para catalizar la conversiéon de hemicelulosa incluye por
lo menos xilanasa, mannanasa, xilosidasa, mannosidasa, glucosidasa,
arabinosidasa, glucuronidasa, y galactosidasa. Un grupo ejemplar de enzimas para
catalizar la hidrélisis de almidén incluye por lo menos a-amilasa, a-amilasa
sacarificante, B-amilasa, glucoamilasa, y pululanasas. Dependiendo de las materias
primas y los métodos de pretratamiento, pueden seleccionarse enzimas

adicionales, v.g., proteasas y fitasas.

Las celulasas son enzimas que hidrolizan los enlaces B-D-glucosidicos en
celulosas. Las enzimas celuloliticas se han dividido tradicionalmente en tres clases
principales: endoglucanasas, exoglucanasas o celobiohidrolasas y B-glucosidasas
(Knowles, J. et al, TIBTECH 5:255-261 (1987)). Las enzimas celulasas
comprenden también enzimas accesorias, incluyendo los miembros GH61, tales
como EG4, swollenina, expansina, y CIP1. Numerosas celulasas se han descrito en
la literatura cientifica, ejemplos de las cuales incluyen: de Trichoderma reesei:
Shoemaker,'S. et al., Bio/Technology, 1:691-696, 1983, que divuilga CBHI; Teeri, T.
et al., Gene, 51:43-52, 1987, que divulga CBHII; Penttila, M. et al., Gene,
45:253-263, 1986, que divulga EGI; Saloheimo, M. et al., Gene, 63:11-22, 1988, que
divulga EGIl; Okada, M. et al.,, Appl. Environ. Microbiol., 64:555-563, 1988, que
divulga EGIII; Saloheimo, M. et al., Eur. J. Biochem., 249:584-591, 1997, que
divulga EGIV; y Saloheimo, A. et al., Molecular Microbiology, 13:219-228, 1994, que
divulga EGV. Exo-celobiohidrolasas y endoglucanasas de especies distintas de
Trichoderma se han descrito igualmente v.g., Ooi et al., 1990, que divulga la
secuencia de ADNc que codifica para endoglucanasa F1-CMC producida por
Aspergillus aculeatus; Kawaguchi T et al.,, 1996, que divulga la clonacion y la
secuenciacion del ADNc que codifica B-glucosidasa 1 de Aspergillus aculeatus;
Sakamoto et al., 1995, que divulga la secuencia de ADNc que codifica la
endoglucanasa CMCasa-1 de Aspergillus kawachii IFO 4308; y Saarilahti et al.,

1990 que divulga una endoglucanasa de Erwinia carotovara.

Las hemicelulasas son enzimas que catalizan la degradacion y/o
modificacién de hemicelulosas, incluyendo xilanasa, mannanasa, Xxilosidasa,
mannosidasa, glucosidasa, arabinosidasa, glucuronidasa, y galactosidasa. Por

ejemplo, la hemicelulasa puede ser una xilanasa, es decir, cualquier enzima que
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degrada xilana, la cual se produce ya sea naturalmente o ya sea
recombinantemente. Generalmente, las enzimas que degradan xilana son endo- y
exo-xilanasas que hidrolizan xilana en una forma endo o exo. Enzimas ejemplares
que degradan xilana incluyen endo-1,3-B-xilosidasa, endo-$1,4-xilanasas
(1,4-B-xilana xilanohidrolasa; EC 3.2.1.8), 1,3-3-D-xilana xilohidrolasa vy
B-1-4-xilosidasas (1,4-B-xilana xilohidrolasa; EC 3.2.1.37) (EC Nos. 3.2.1.32,
3.2.1.72, 3.2.1.8, 3.2.1.37). Xilanasas preferidas son aquellas que se derivan de un
hongo filamentoso (v.g., los hongos de los géneros Aspergillus, Disportrichum,
Penicillium, Humicola, Neurospora, Fusarium, Trichoderma y Gliocladium) o una
fuente bacteriana (v.g., Bacillus, thermotoga, Streptomyces, Microtetraspora,

Actinmadura, Thermomonospora, Actinomyctes y Cepholosporum).

Las amilasas son enzimas que degradan almidén, clasificadas como
hidrolasas, las cuales escinden los enlaces a-D-(1->4) O-glucosidicos en el
almidén. Generalmente, las a-amilasas (E.C. 3.2.1.1, a-D-(1->4)-glucano
glucanohidrolasa) se definen como enzimas endo-actuantes que escinden enlaces
a-D-(1->4) O-glucosidicos en la molécula de almidén en una forma aleatoria. Las
enzimas amiloliticas exo-actuantes, tales como f-amilasas (E.C. 3.2.1.2,
a-D-(1->4)-glucano maltohidrolasa), y algunas amilasas especificas del producto;,
como alfa-amilasa maltogénica (E.C. 3.2.1.133), escinden la molécula de almidén
del extremo no reductor del sustrato. B-Amilasas, a-glucosidasas (E.C. 3.2.1.20,
a-D-glucésido glucohidrolasa), glucoamilasa (E.C. 3.2.1.3, a-D-(1->4)-glucano
glucohidrolasa), y amilasas especificas del producto pueden producir

malto-oligosacaridos de una longitud especifica del almidén.

Preferiblemente, las a-amilasas son las derivadas de Bacillus sp.,
particularmente las de Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens o Bacillus
stearothermophilus, asi como Geobacillus stearothermophilus, y a-amilasas
fangicas tales como las derivadas de Aspergillus (es decir, A. oryzae y A. niger).
Opcionalmente, las a-amilasas pueden derivarse de una a-amilasa precursora. La
a-amilasa precursora se produce por cualquier fuente capaz de producir a-amilasa.
Fuentes apropiadas de a-amilasas son organismos procariotas o eucariotas,
incluyendo hongos, bacterias, plantas o animales. Preferiblemente, la a-amilasa
precursora se produce por Geobacillus stearothermophilus o un Bacillus; mas
preferiblemente, por Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens o Bacillus
stearothermophilus, muy preferiblemente, la a-amilasa precursora se deriva de

Bacillus licheniformis. Las a-amilasas pueden ser también de Bacillus subtilis.

Las glucoamilasas son enzimas de la clase amiloglucosidasa (E.C.
3.2.1.3, glucoamilasa, 1,4-alfa-D-glucano glucohidrolasa). Estas enzimas liberan

\q
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residuos glucosilo de los extremos no reductores de moléculas de amilosa y

amilopectina.

Las pululanasas son enzimas que desramifican almidén. Las pululanasas
son enzimas clasificadas en EC 3.2.1.41 y tales enzimas se caracterizan por su
capacidad de hidrolizar los enlaces a-1,6-glucosidicos, por ejemplo, en amilopectina

y pululana.

Otras enzimas incluyen proteasas, tales como una serina, metalo, tiol o
acido proteasa. Las serina proteasas (v.g., subtilisina) se describen por v.g.,
Honne-Seyler's Z Physiol. Chem 364:1537-1540, 1983; Drenth, J. et al., Eur. J.
Biochem. 26:177-181, 1972; Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,760,025 (RE
34,606), 5,182,204 y 6,312,936 y EP 0 323,299). La actividad proteolitica puede
cuantificarse como se divulga en K. M. Kalisz, "Microbial Proteinases" Advances in

Biochemical Engineering and Biotechnology, A. Fiecht Ed. 1988.

Las fitasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de fitato en (1)
mio-inositol y/o (2) mono-, di-, tri-, tetra- y/o penta-fosfatos de los anteriores y (3)
fosfato inorganico. Por ejemplo, las fitasas incluyen enzimas definidas por el
numero EC 3.1.3.8, o el niimero EC 3.1.3.26.

Iv. Estirpes Celulares

Habiendo seleccionado un proceso de cdnversién e identificado de la
literatura publicada y/o mediante experimentacién una o mas combinaciones de
enzimas, de las que se espera que mejoren el proceso de conversion, se identifican
o construyen estirpes celulares para expresar diferentes conjuntos de las enzimas.
Las enzimas expresadas endégenamente por algunas estirpes celulares son bien
conocidas. Por ejemplo, T. reesei es una fuente de varias enzimas que procesan
celulosa y Bacillus es una fuente de un sinnimero de amilasas. Tales estirpes
celulares se usan a veces sin modificacién. A menudo, sin embargo, una o mas
enzimas deseadas para aumentar el proceso enzimatico de conversién no se
expresan endégenamente en niveles suficientes por una estirpe celular existente
conocida. En este caso, una estirpe celular existente puede manipularse
genéticamente para expresar una enzima exégenamente. Si varias enzimas
deseadas para aumentar el proceso de conversién no se expresan en niveles
suficientes por una estirpe celular existente conocida, una estirpe(s) celular(es)
existente(s) puede(n) manipularse genéticamente para expresar cada una de las
enzimas exdégenamente. Para una modularidad maxima, cada enzima tal puede

expresarse exdgenamente en su propia estirpe celular. Preferiblemente, las
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estirpes celulares, en las cuales se transfieren genéticamente diferentes enzimas,

representan modificaciones de la misma estirpe celular base.

Como resultado de la exprésién endoégena, la expresion exdégena, o ambas,
las estirpes celulares a co-cultivarse pueden expresar diferentes conjuntos o
paneles de enzimas, todas las cuales contribuyen al mejoramiento de la conversion
enzimatica. Para una estirpe celular, que no expresa una enzima enddgena que
mejora el proceso de conversion, y que se ha manipulado genéticamente para
expresar una o mas enzimas exagenas, se dice que el conjunto o panel de enzimas
producidas por la estirpe celular incluyen una enzima(s) exégena(s). En una estirpe
celular que expresa endégenamente una enzima(s) que mejora(n) el proceso de
conversién, y que se ha(n) manipulado genéticamente para expresar una o0 mas
enzimas exodgenas, se dice que el conjunto o panel de enzimas producidas por la
estirpe celular incluyen enzimas endégenas y exégenas. En una estirpe celular que
no se ha manipulado genéticamente para expresar una enzima exégena, se dice
que el conjunto o panel de enzimas producidas por la estirpe celular incluyen
Unicamente enzimas endégenas. Aunque las enzimas exdgenas de un conjunto se
conocen y reconocen facilmente, tal no es necesariamente el caso para las enzimas
endbgenas expresadas en niveles vestigiales (af trace levels). Por esta razén, el
conjunto o panel de enzimas se definen como incluyendo Unicamente enzimas
expresadas en niveles detectables, como se pueden determinar por HPLC, de
acuerdo con las condiciones y/o protocolos usados en los ejemplos.
Preferiblemente cada enzima en un conjunto se expresa y/o secreta en un nivel de
por lo menos 1/100 o 1/10 del nivel de la enzima expresada mas altamente en el
conjunto. No es necesario para la practica de los presentes métodos conocer la
identidad de todas las enzimas que caen dentro de un conjunto. Mas bien, es
suficiente conocer la identidad de por lo menos una enzima en un conjunto

producido por una estirpe celular dada.

El conjunto de enzimas codificadas por una estirpe celular puede no
contener ningln traslapamienfo, 0 un traslapamiento parcial o completa con el
conjunto de enzimas codificadas por una segunda estirpe celular. Enzimas
presentes en el primer conjunto de la primera estirpe celular y enzimas presentes en
el segundo conjunto de la segunda estirpe celular pueden expresarse en diferentes
niveles. Si las identidades de las enzimas en los conjuntos se traslapan
completamente, por lo menos una enzima se expresa en un nivel diferente (es decir,
los errores estandar de las medias (SEMs - standard errors of means) no se
traslapan) entre los conjuntos. Preferiblemente, cada conjunto de enzimas incluye
por lo menos una enzima no expresada o expresada en un nivel menor en otro(s)

conjunto(s) de enzimas de otra(s) estirpe(s) celular(es) incluidas en el co-cultivo.

oy
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Preferiblemente por lo menos una enzima en un conjunto de enzimas (v.g., un
primer conjunto) que cataliza un proceso de conversién es exdgena a esa estirpe
celular que expresa el mismo conjunto de enzimas (v.g., una primera estirpe
celular). Preferiblemente, cualquier estirpe celular incluida en un co-cultivo, que no
expresa una enzima exégena, expresa una enzima endégena, la cual de lo contrario
no se expresa o se expresa en niveles significativamente menores por cada otra
estirpe celular incluida en el co-cultivo. Cuando un conjunto de enzimas incluye una
enzima exdégena y todas las enzimas en otros conjuntos de enzimas son
endogenas, las estirpes celulares que expresan los otros conjuntos pueden ser una
cepa, una especie, o un género diferente del de la primera estirpe celular.
Alternativamente, una estirpe celular puede ser una cepa base o estirpe celular
modificada para expresar una enzima exdgena y otra estirpe celular puede ser la
estirpe celular base o cepa sin la modificacidn. Aunque podria pensarse que la
co-expresion de la estirpe celular modificada con la estirpe celular base diluiria
indeseablemente la concentracion relativa de la enzima exdégena en relacion con las
enzimas endbégenas producidas por la estirpe celular base, de hecho, la
modificacion puede suprimir sustancialmente la expresion de una enzima
endogena, que, de lo contrario, mejoraria el proceso de conversién. En esta
situacién, el co-cultivo de la estirpe celular modificada con la cepa base o estirpe
celular puede proporcionar una combinacion de las enzimas exdgenas y endégenas

en proporciones mas efectivas que el cultivo de una cualquiera estirpe celular sola.

Co-cultivando dos o mas estirpes celulares, pueden expresarse
conjuntamente diferentes conjuntos de enzimas, obteniendo relaciones de enzimas
o actividades enzimaticas diferentes de las de cada estirpe celular sola. Las
relaciones son preferiblemente por moles, pero pueden usarse igualmente unidades
de actividad, unidades de masa u otras unidades.

La relaciobn de cualesquiera enzimas puede compararse evaluando la
diferencia entre 1) un primer conjunto de enzimas y un segundo conjunto de
enzimas en una mezcla de enzimas resultantes del co-cultivo y 2) una o dos estirpes
celulares individuales. Tal comparacion se ilustra mas facilmente sobre una base en
parejas entre la enzima expresada mas altamente en el primer conjunto y la enzima
expresada mas altamente en el segundo conjunto (cuantificandose la expresién en
el nivel de proteina, preferiblemente de una proteina secretada). La relacién de tales
enzimas en una cualquiera de la estirpe celular individual es preferiblemente por lo
menos 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, o 50 veces diferente de en la mezcla
de enzimas. Por ejemplo, si la enzima expresada a nivel maximo en un primer
conjunto y la enzima expresada a nivel maximo en un segundo conjunto se

expresan en una relacion molar 1:1 en una mezcla resultante del co-cultivo y una
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relacion 10:1 en una primera estirpe celular y una relaciéon 1:10 en una segunda
estirpe celular, entonces la relacion molar es 10 veces diferente en la mezcla que
una cualquiera de las estirpes celulares. Las comparaciones en grupos o en parejas
pueden hacerse entre cualesquiera otras enzimas en el primero o segundo
conjunto. Un grupo usado para una comparacion puede definirse como, v.g.,
enzimas secretadas en cada conjunto, enzimas intracelulares en cada conjunto,
enzimas exogenas en cada conjunto, 0o enzimas que tienen una etiqueta

recombinante en cada conjunto.

La relacién de enzimas entre los conjuntos primero y segundo puede
compararse igualmente sumando las cantidades molares de enzimas conocidas en
el primer conjunto y las cantidades molares de enzimas en el segundo conjunto (o
por lo menos las que son conocidas) y calculando una relaciéon. Tales relaciones
varian preferiblemente desde 1:50 a 50:1, 1:45 a 45:1, 1:40 a 40:1, 1:35a 35:1, 1:30
a 30:1, 1:25a25:1,1:20a20:1,1:10a10:1,1:5a 5:1,01:2a 2:1

Estirpes celulares se manipulan genéticamente para expresar una o mas
enzimas exégenas por métodos convencionales. En algunos de tales métodos, un
acido nucleico, que codifica una enzima en enlazamiento operable a secuencias
reguladoras para garantizar su expresion, se transforma en la estirpe celular.
Opcionalmente la enzima puede fusionarse a una etiqueta recombinante (v.g.,
His-tag, FLAG-tag, GST, HA-tag, MBP, Myc-tag) para facilitar la deteccion o
cuantificacion en co-cultivo o en una mezcla de enzimas resultantes del co-cultivo.
El acido nucleico que codifica la enzima se fusiona también preferiblemente a un
péptido sefal para permitir la secrecion. Puede usarse cualquier péptido sefal
apropiado, dependiendo de la enzima que se va a expresar y secretar en un
organismo hospedero. Ejemplos de secuencias sefial incluyen una secuencia sefial
de un gen de celulasa de Streptomyces. Una secuencia sefal preferida es una
celulasa de S. lividans, celA (Bently et al., Nature 417:141-147, 2002). El acido
nucleico se mantiene entonces preferiblemente en forma estable o bien como
resultado de la transformacion en un episoma o bien a través de la integracion en el
cromosoma. Alternativamente, la expresidbn de una enzima puede inducirse

activando en ADN cis o en ADN frans que codifica la enzima en el cromosoma.

Al igual que manipular genéticamente estirpes celulares para expresar un
gen exdgeno, es a veces deseable manipular genéticamente estirpes celulares para
inhibir o inactivar (knockout) la expresién de un gen endbégeno que codifica un
producto que es un inhibidor del proceso de conversion. La estrategia de inhibicion
o inactivacién pueden usarse igualmente para eliminar genes innecesarios o

reemplazar un gen enddégeno y reemplazarlo con una versiébn mejorada, una
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variante, y/o una version heteréloga de ese gen. Tal inhibicién o inactivacién pueden

llevarse a cabo por siRNA, proteinas con dedo de zinc, otras técnicas conocidas de
biologia molecular usadas para inactivar o reducir la expresién de genes endogenos
particulares, o similares.

Las estirpes celulares combinadas para co-cultivo pueden ser de dominios,
reinos, filos, clases, subclases, érdenes, familias, géneros, o especies diferentes, o
idénticos. Pueden proceder asimismo de diferentes cepas de diferentes especies,

diferentes cepas de las mismas especies, o0 de la misma cepa.

Combinaciones ejemplares incluyen estirpes celulares de diferentes cepas
de la misma especie v.g., RL-P37 de T. reesei (Sheir-Neiss and Montenecourt,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 20:46-53, 1984) y QM-9414 de T. reesei (ATCC No.
26921; aislada por el U.S. Army Natick Laboratory). Pueden usarse estirpes
celulares de diferentes cepas de diferentes especies en el mismo reino (v.g.,
hongos) (v.g., RL-P37 de T. reesei y Aspergillus niger). Pueden usarse asimismo
estirpes celulares de diferentes cepas de diferentes especies en diferentes
reinos/dominios (v.g., bacterias, levadura, hongos, algas, y células eucariotas
superiores (células vegetales o animales)). Combinaciones ejemplares incluyen
ademas una bacteria (v.g., B. subtilis o E. coliy y un hongo (v.g., T. reesei o
Aspergillus niger); una bacteria y una levadura (v.g., Saccharomyces o Pichia); una
levadura y un hongo; una bacteria y una alga, una levadura y una alga, un hongo y

una alga, etc.

Cuando dos o mas estirpes celulares se manipulan genéticamente a partir
de una misma cepa base (v.g., RL-P37 de T. reesei o B. subtilis), cada estirpe
celular puede codificar una 0 mas enzimas exdgenas diferentes. Opcionalmente,
algunas estirpes celulares pueden manipularse también genéticamente de manera
que se suprima o inhiba un gen en la cepa base, v.g., en por lo menos 50%, 75%, o
90%, del nivel normal de expresion.

Las estirpes celulares apropiadas para los presentes métodos incluyen
bacterias, levadura, hongos y estirpes celulares eucariotas superiores tales como
estirpes celulares vegetales o animales. Se prefieren las estirpes celulares
microbianas.

Las estirpes celulares pueden ser estirpes celulares de levadura. Ejemplos
de células de levadura incluyen Saccharomyces sp., Schizosaccharomyces sp.,
Pichia sp., Hansenula sp., Kluyveromyces sp., Phaffia sp., o Candida sp., tales

como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans,
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Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, P. canadensis, Kluyveromyces marxianus,

y Phaffia rhodozyma.

Las estirpes celulares pueden ser estirpes celulares flngicas. Ejemplos de
hongos incluyen las especies de Aspergillus tales como A. oryzae y A. niger;
especies de Saccharomyces tales como S. cerevisiae, especies de
Schizosaccharomyces tales como S. pombe, y especies de Trichoderma tales

como T. reesei.

Ejemplos preferidos de hongos incluyen células fangicas filamentosas. La
célula progenitora fungica filamentosa puede ser una célula de una especie de, pero
no limitada a, Trichoderma, (v.g., Trichoderma reesei, €l morfo asexual de Hypocrea
jecorina, clasificado previamente como T. longibrachiatum, Trichoderma viride,
Trichoderma koningii, Trichoderma harzianum) (Sheir-Neiss et al., Appl. Microbiol.
Biotechnol 20: 46-53, 1984; ATCC No. 56765 y ATCC No. 26921); Penicillium sp.,
Humicola sp. (v.g., H. insolens, H. lanuginose, o H. grisea); Chrysosporium sp. (v.g.,
C. lucknowense), Gliocladium sp., Aspergillus sp. (v.g., A. oryzae, A. niger, A. sojae,
A. japonicus, A. nidulans, o A. awamori) (Ward et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:
7380743, 1993 y Goedegebuur et al., Genet 41: 89-98, 2002), Fusarium sp., (v.g., F.
roseum, F. graminum, F. cerealis, F. oxysporum, o F. venenatum), Neurospora sp.,
(v.9., N. crassa), Hypocrea sp., Mucor sp., (v.g., M. miehei), Rhizopus sp. y
Emericella sp. (véase también, Innis et al., ScL 228: 21-26, 1985). El término
"Trichoderma” o "Trichoderma sp." o "Trichoderma spp." se refiere a cualquier
género fungico clasificado previa o actualmente como Trichoderma. El hongo puede
ser A. nidulans, A. awamori, A. oryzae, A. aculeatus, A. niger, A. japonicus, T.
reesei, T. viride, F. oxysporum, o F. solani. Cepas de Aspergillus se divulgan en
Ward et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:738-743, 1993 y Goedegebuur et al.,
Curr Gene 41:89-98, 2002, las cuales se incorporan aqui cada una por referencia en
su totalidad, particulafmente con respecto a hongos. Preferiblemente, el hongo es
una cepa de Trichoderma, tal como las cepas de T. reesei. Se conocen cepas de T.
reesei y ejemplos no limitantes incluyen ATCC No. 13631, ATCC No. 26921, ATCC
No. 56764, ATCC No. 56765, ATCC No. 56767, y NRRL 15709, las cuales se
incorporan aqui cada una por referencia en su totalidad, particularmente con
respecto a cepas de T. reesei. La cepa hospedera puede ser un derivado de RL-P37
(Sheir-Neiss et al., Appl. Microbiol. Biotechnology 20:46-53, 1984).

Las estirpes celulares pueden ser estirpes celulares bacterianas. Ejemplos
de células bacterianas apropiadas para los presentes métodos incluyen una
bacteria gram-positiva (v.g., Streptomyces y Bacillus) y una bacteria gram-negativa
(v.g., Escherichia coliy Pseudomonas sp.). Ejemplos preferidos incluyen cepas de

(o)
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Bacillus tales como B. lichenformis o B. subtilis, cepas de Lactobacillus, cepas de
Streptococcus, cepas de Pantoea tales como P. citrea, cepas de Pseudomonas
tales como P. alcaligenes, cepas de Streptomyces tales como S. albus, S. lividans,
S. murinus, S. rubiginosus, S. coelicolor, o S. griseus, o cepas de Escherichia tales
como E. coli. El género "Bacillus” incluye todas las especies en el género "Bacillus,”
como se conoce por los expertos en el arte, incluyendo, pero no limitadas a B.
subtilis, B. licheniformis, B. lentus, B. brevis, B. stearothermophilus, B. alkalophilus,
B. amyloliquefaciens, B. clausii, B. halodurans, B. megaterium, B. coagulans, B.
circulans, B. lautus, y B. thuringiensis. Se reconoce que el género Bacillus contintia
experimentando reorganizaciéon taxondmica. En consecuencia, el género incluye
especies que se han reclasificado, incluyendo pero no limitadas a, organismos tales
como B. stearothermophilus, el cual se denomina ahora "Geobacillus
stearothermophilus." La produccién de endosporas resistentes en la presencia de
oxigeno se considera el rasgo definitorio del género Bacillus, aunque esta
caracteristica se aplica igualmente a los recientemente denominados
Alicyclobacillus, Amphibacillus, Aneurinibacillus, Anoxybacillus, Brevibacillus,
Filobacillus, Gracilibacillus, Halobacillus, Paenibacillus, Salibacillus,
Thermobacillus, Ureibaéillus, y Virgibacillus.

Las estirpes celulares pueden ser estirpes celulares vegetales. Ejemplos
de celulas vegetales incluyen una célula vegetal de la familia Fabaceae, tal como la
subfamilia Faboideae. Ejemplos de células vegetales apropiadas para los presentes
métodos incluyen una célula vegetal de kudzu, poplar (tal como Populus alba x
tremula CAC35696 o Populus alba) (Sasaki et al., FEBS Letters 579 (11):
2514-2518, 2005), aspen (tal como Populus tremuloides), o Quercus robur.

Las estirpes celulares pueden ser una célula de alga, tal como alga
verde, alga roja, glaucophytes, chlorarachniophytes, euglenids, chromista, o
dinoflagellates. '

Las estirpes celulares pueden ser una célula de cianobacterias, tales como
cianobacterias clasificadas en cualquiera de los siguientes grupos basados en
morfologia: Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales, o
Stigonematales.

Las estirpes celulares pueden ser una célula de mamifero tales como
células de ovario de hamster chino (CHO - chinese hamster ovary), células HelLa,
celulas de rifidn de neonatos de hamster (BHK - baby hamster kidney), células
COS, o cualquier nimero de otras estirpes celulares inmortalizadas disponibles, v.
g., de la American Type Culture Collection.
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En algunos métodos, la primera estirpe celular es una cepa de T. reesei
que codifica una B-xilosidasa exégena y la segunda estirpe celular es una cepa de

T. reesei que codifica una B-glucosidasa exégena.

En algunos métodos, la primera estirpe celular es una cepa de B.
licheniformis que codifica amilasa de Bacilllus licheniformis y la segunda estirpe
celular es una cepa de B. licheniformis que codifica amilasa de Geobacillus

stearothermophilus.

En algunos métodos, por ejemplo, la primera estirpe celular es una cepa de
T. reesei que codifica una enzima GH61 exégena y la segunda estirpe celular es

una cepa de T. reesei que codifica celulasas exégenas o enddgenas.
V. Métodos de Co-Cultivo

En algunas modalidades las estirpes celulares que se van a co-cultivar
pueden cultivarse por separado inicialmente para formar cultivos iniciadores (los
cuales tienen preferiblemente una densidad 6ptica de por lo menos alrededor de
0,1, 0,2, 04, 0,8, 1,0, 0 1,5 a una longitud de onda de 600 nm y una longitud de
trayectoria de 1 cm). Los cultivos iniciadores se mezclan entonces en volimenes
iguales o en otra relacion deseada (como se comenta con mas detalle a
continuacién) en medios de cultivo frescos para formar un co-cultivo de partida.
Opcionalmente, los aislados pueden inocularse directamente en medios de cultivo

para produccion de proteina (v.g., sin el uso de cultivos iniciadores).

Problemas potenciales de una estirpe celular que rebasa a otra en
crecimiento pueden reducirse seleccionando estirpes celulares, v.g., estirpes
celulares estrechamente relacionadas, con caracteristicas de crecimiento
inherentemente similares, selecciéon de medios de cultivo que no son 6ptimos para
por lo menos una de las estirpes celulares, pero que reducen diferencias en
crecimiento cuando cada estirpe celular se cultiva en medios de cultivo separados
y/o ajustando la relaciéon en volumen, o mas exactamente por OD o conteo de
células, con los cuales se combinan los cultivos con el fin de compensar diferentes
caracteristicas de crecimiento.

Una fuente de estirpes celulares estrechamente relacionadas son estirpes
celulares de la misma especie (v.g., T. reesei) o la misma cepa, 0 mas
preferiblemente la misma cepa base o estirpe celular modificada en diferentes

modos para expresar diferentes enzimas exdégenas. Por ejemplo, una primera
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estirpe celular es una estirpe celular base manipulada genéticamente para expresar
la enzima A y una segunda estirpe celular es la estirpe celular base manipulada

genéticamente para expresar la enzima B.

Antes de combinar las estirpes celulares para co-cultivo, puede
determinarse el perfil de crecimiento de cada estirpe celular. Basandose en los
perfiles de crecimiento determinados, puede determinarse entonces una relaciéon o
un intervalo de relaciones, con las cuales mezclar las estirpes celulares para
co-expresion 6ptima del primer conjunto de enzimas y el segundo conjunto de
enzimas (0 mas conjuntos de enzimas), para compensar por o menos en parte las

diferencias en perfiles de crecimiento.

En cualquier sistema de cultivo celular, existe un patrén de crecimiento
caracteristico luego de la inoculacién que incluye una fase de retraso, una fase de
crecimiento acelerado, una fase exponencial o fase "log", una fase de aceleracién
de crecimiento negativo y una estabilizacién o fase estacionaria. Las fases log y de
estabilizacién proporcionan informacion éobre la estirpe celular, el tiempo de
doblaje de la poblacién durante el crecimiento log, el indice de crecimiento, y la
densidad celular maxima alcanzada en la estabilizacion. Por ejemplo, en la fase log,
a medida que continta el crecimiento, las células alcanzan su indice maximo de
division celular, y los nimeros de células aumentan en relacion logaritmica con el
tiempo. Realizando un primer conteo en un momento especificado y un segundo
conteo después de un intervalo durante la fase log y conociendo el nimero de
unidades de tiempo transcurridas, se puede calcular el nimero total de divisiones
celulares o doblajes, el indice de crecimiento y el tiempo de generacién.

La cuantificacién del tiempo de doblaje de la poblacién puede usarse para
monitorear el cultivo durante el pasaje serial y calcular los rendimientos de las
células y el factor de dilucién requerido en el sub-cultivo. El tiempo de doblaje de la
poblacién es una cifra promedio y describe el resultado neto de una amplia gama de
indices de division celular en el cultivo. El tiempo de doblaje difiere con varios tipos
de células, recipientes y condiciones de cultivo. Perfiles de crecimiento
pre-determinados pueden usarse para determinar el tiempo de doblaje de la
poblacién para cada estirpe celular usada en el co-cultivo. Preferiblemente, los
tiempos de doblaje de la poblacion en el crecimiento exponencial de estirpes
celulares, que se van a co-cultivar, estan dentro de un factor de 2 o 5, uno con
respecto al otro. Por ejemplo, el tiempo de doblaje de la poblacién en el crecimiento
exponencial de estirpes celulares seleccionadas para co-cultivarse estan dentro de
un factor de 2, 3, 4, 0 5, uno con respecto al otro. Si los indices de crecimiento

difieren mas ampliamente, entonces los medios de cultivo se varian preferiblemente
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para identificar un medio de cultivo en el cual los tiempos de doblaje de poblacién
son mas similares, preferiblemente dentro de un factor de 2 o 5, uno con respecto al
otro. Por ejemplo, los componentes y condiciones proporcionados por los medios de
cultivo pueden ajustarse y usarse para reducir las diferencias en el tiempo de
doblaje de la poblacién en crecimiento exponencial de estirpes celulares, tales que
los tiempos de doblaje de la poblacidn para cada una de las estirpes celulares estén
dentro de un factor de 2 o 5, uno con respecto al otro. Por lo demas, pueden
seleccionarse primeramente estirpes celulares basandose en sus pequefias
diferencias en perfiles de crecimiento usando medios de cultivo convencionales,
seguidos por ajuste de los medios/condiciones de cultivo, de tal manera que las

diferencias de los perfiles de crecimiento se hagan ain mas pequenas.

La relacién optima de los conjuntos de enzimas codificadas por una
primera estirpe celular con relaciéon a una segunda estirpe celular no se conoce
necesariamente a priori. La combinacién de estirpes celulares en diferentes
relaciones por volumen, OD o nimero de células permite comparar empiricamente
diferentes relaciones a una escala pequefia, con una relacién 6ptima identificada

por un analisis que se esta usando para un cultivo subsiguiente a mayor escala.

Para garantizar que ninguna estirpe celular supere inaceptablemente a una
0 mas de otras estirpes celulares, v.g., creciendo mas rapidamente y suprimiendo el
crecimiento de otras estirpes celulares, las estirpes celulares pueden estar en
relaciones que tengan como resultado que cada estirpe celular alcance un punto
definido en la curva de crecimiento a alrededor del mismo tiempo. Por ejemplo, la
relacién puede ajustarse se manera que cada estirpe celular alcance una fase
semi-logaritmica (mid-log phase) a alrededor del mismo tiempo. Alternativamente,
cada estirpe celular alcanza una fase de estabilizacién (fase de semi-estabilizacion)
a alrededor del mismo tiempo. Preferiblemente, cada estirpe celular alcanza tanto la
fase semi-logaritmica como la fase de estabilizacion a alrededor del mismo tiempo.
Opcionalmente, cada estirpe celular alcanza la fase estacionaria a alrededor del
mismo tiempo.

Los perfiles de crecimiento pueden usarse igualmente para determinar el
tiempo de recoleccién y/o las densidades de siembra requeridas para alcanzar
ciertas relaciones de densidades celulares de recolecciéon entre las estirpes
celulares. Por ejemplo, puede desearse una relacion molar igual de diferentes
conjuntos de enzimas para un tipo de sustratos/métodos de pretratamiento. Pueden
obtenerse diferentes relaciones de enzimas, deseadas para otros tipos de
sustratos/métodos de pretratamiento variando las densidades de siembra de una o

mas estirpes celulares, asi como el tiempo de recoleccién.
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Cada estirpe celular puede tener un requerimiento diferente para
crecimiento éptimo en medios de cultivo, particularmente para estirpes celulares de
diferentes organismos (v.g., dominios, reinos, géneros, o especies diferentes), o
diferentes cepas. No obstante, un medio de cultivo, aunque no éptimo para alguna
estirpe celular unica, puede ser 6ptimo para co-fermentacion de todas las estirpes
celulares, si todas las estirpes celulares tienen perfiles de crecimiento similares en
tal medio. En consecuencia, puede determinarse el perfil de crecimiento de cada
estirpe celular en mlltiples medios de cultivo. Estos perfiles de crecimiento se
comparan entonces para identificar un medio de cultivo en el cual los perfiles de
crecimiento de las estirpes celulares son los mas similares. Por ejemplo, en tal
medio cada estirpe celular alcanza la fase de estabilizacion (fase de
semi-estabilizacion), fase semi-logaritmica, y/o fase estacionaria a alrededor del
mismo tiempo. Los medios de cultivo seleccionados se usan entonces para
co-cultivo. '

Como una alternativa al perfilado del crecimiento, o en combinacién con él,
basado en la densidad celular, las cantidades de las enzimas y/o las actividades de
las enzimas expresadas pueden cuantificarse junto con la curva de crecimiento.
Estas variaciones, junto con la curva de crecimiento, brindan orientacion para
determinar la relacién con la cual mezclar las estirpes celulares para co-expresién
optima de las enzimas. Por ejemplo, los niveles de expresion de algunas enzimas
pueden ser menores que otras enzimas. Para estas enzimas, se prefiere una
densidad de siembra mas alta de las estirpes celulares que expresan las enzimas
para alcanzar una cantidad deseada de estas enzimas con bajos niveles de
expresion.

Usualmente, las estirpes celulares de la misma cepa tienen perfiles de
crecimiento similares y requieren medios de cultivo similares. Por otro lado, estirpes
celulares de diferentes cepas de diferentes organismos tienen a menudo diferentes
perfiles de crecimiento y requieren diferentes medios de cultivo. Como se comentd
mas arriba, perfiles de crecimiento de diferentes estirpes celulares pueden
cuantificarse para determinar la densidad de siembra para cada estirpe celular.
Opcionalmente, para determinar un medio apropiado para co-cultivo se cuantifican

perfiles de crecimiento en varios medios de cultivo para cada estirpe celular.

Las enzimas pueden liberarse directamente al medio de -cultivo.
Alternativamente, las células pueden lisarse liberando enzimas intracelulares. Por lo
demas, algunas enzimas expresadas por una estirpe celular dada pueden liberarse
directamente, mientras que otras enzimas pueden liberarse mediante lisis celular.

Las enzimas, liberadas como resultado de secrecion o lisis, pueden recolectarse de
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los medios de cultivo, o el medio de cultivo puede usarse tal como esta, con
procesamiento posterior minimo, si lo hubiere, como un caldo entero.
Opcionalmente, los residuos celulares (v.g., células hospederas, fragmentos
lisados) puede eliminarse, v.g., mediante centrifugacion o ultrafiltracion, si se desea.
Opcionalmente, la mezcla de enzimas puede concentrarse, v.g., con un fiitro de
concentracion de proteina disponible en el comercio. La mezcla de enzimas puede
separarse ademas de otras impurezas por uno o mas pasos de purificacion, v.g.,
cromatografia de inmunoafinidad, fraccionamiento en columna de intercambio
ionico (v.g., en dietilaminoetilo (DEAE) o matrices que contienen grupos
carboximetilo o sulfopropilo), cromatografia en Blue-Sefarosa, CM Blue-Sefarosa,
MONO-Q, MONO-S, lentil lectina-Sefarosa, WGA-Sefarosa, Con A-Sefarosa, Eter
Toyopearl, Butil Toyopearl, Fenil Toyopearl, o proteina A Sefarosa, cromatografia
SDS-PAGE, cromatografia en gel de silice, cromatoenfocado, HPLC de fase
inversa (RP-HPLC), filtraciéon en gel usando, v.g., mallas moleculares Sephadex o
cromatografia con exclusion de tamaro, cromatografia en columnas que unen
selectivamente el péptido, y etanol, pH o precipitac':ién de sulfato de amonio,
filtracion en membrana y varias técnicas. En algunos métodos, la mezcla de
enzimas se usa en una aplicacion corriente abajo con procesamiento posterior

minimo, si lo hubiere.

Las cantidades de las enzimas secretadas o lisadas de las células o en un
producto terminado pueden medirse usando técnicas convencionales, v.g., por
cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC - reverse
phase high performance liquid chromatography), o electroforesis sobre gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE - sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). De igual manera, las actividades de las

enzimas pueden cuantificarse usando métodos bien conocidos en el arte.
VL Bancos de Células

Estirpes celulares que expresan diferentes conjuntos de enzimas pueden
almacenarse en un banco de células y co-cultivarse en diferentes combinaciones.
Un banco de celulas puede construirse con un proceso de conversion particular o un
conjunto particular de conversiones en mente. Enzimas que mejoran el proceso de
conversion se identifican de fuentes conocidas o publicadas, de experimentos, o de
ambos. Estirpes celulares se identifican o construyen entonces para que codifiquen
y dispuestas para expresar diferentes conjuntos de las enzimas. Estirpes celulares
que expresan una o mas de las enzimas endégena o exégenamente pueden ser ya
conocidas. Pueden construirse también estirpes celulares que expresan una o mas

de las enzimas exégenamente, en especial si ya no esta disponible una estirpe
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celular que exprese una enzima particular o o una combinacion particular o panel de

enzimas en niveles suficientes.

Las estirpes celulares en un banco pueden almacenarse en medios
liquidos o sélidos frios o congelados. Antes del uso, se propaga tipicamente por
separado un vial de células para formar un cultivo iniciador, el cual puede tener
también lugar en un medio liquido o sélido. Las estirpes celulares pueden
propagarse y almacenarse bajo diferentes presiones selectivas para retener la
expresion de los respectivos conjuntos de enzimas y evitar la posibilidad de
contaminacion cruzada. Alternativamente, las estirpes celulares pueden propagarse
y almacenarse bajo condiciones que permitan el crecimiento de los auxétrofos,

manteniendo asi los genotipos.

Las estirpes celulares pueden co-cultivarse y usarse para preparar una
mezcla de enzimas usando los métodos descritos mas arriba. Luego de la
combinacion, las estirpes celulares se propagan en medios en los cuales se usan
las estirpes celulares combinadas, de manera que condiciones selectivas o
condiciones que permiten el crecimiento auxétrofo, las cuales pueden haberse
usado para propagacién separada y almacenamiento de las estirpes celulares,

no se emplean necesariamente en el paso de co-cultivo.

Ei banco de células puede permitir la seleccion de diferentes
permutaciones de estirpes celulares que proporcionan enzimas que mejoran el
_proceso de conversion en diferentes combinaciones o niveles de expresion
relativos. Las diferentes combinaciones pueden compararse para determinar cual
mezcla de enzimas dada tiene la mejor actividad para mejorar el proceso de
conversion. Tal comparacion puede indicar la mejor combinacion de estirpes
celulares en un banco sin conocer necesariamente a priori exactamente cuales
enzimas o qué relacion de enzimas es 6ptima. En ese sentido, esto permite el
disefio del panel de enzimas expresadas de un co-cultivo a la medida de los

requisitos particulares de un proceso de conversién particular.

Pueden incorporarse variaciones en los sustratos o pretratamiento de los
sustratos para un proceso diferente variando la relacion en la cual se combinan los
cultivos iniciadores de estirpes celulares procedentes del banco de células. Por
ejemplo, la cantidad de hemicelulosa puede variar en la preparacién de celulosa.
Cocteles de enzimas para tratar cantidades elevadas de hemicelulosa pueden
contener un mayor nivel de actividad xilanasa. Algunas preparaciones de almidén
pueden contener una sustancia (v.g., una materia prima o metabolito) conocida por

ser inhibidora de la actividad amilasa, caso en el cual es deseable una cantidad de
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amilasa mas elevada. Dependiendo de las composiciones (v.g., diferente perfil de
glucano/xilana) en los sustratos pretratados, pueden prepararse diferentes cocteles
de enzimas mezclando cultivos iniciadores de cepas de produccién de enzimas en
diferentes relaciones, produciendo en esa forma cocteles de enzimas que tienen

diferentes cantidades relativas de las enzimas.

El banco de células puede ser también Util independientemente del proceso
de conversién. Conformando bancos de diferentes estirpes celulares, que codifican
una variedad de enzimas industriales usadas comunmente, las estirpes celulares
pueden combinarse en diferentes combinaciones procedentes del banco para
co-cultivo, dependiendo del proceso de conversion disponible. En consecuencia, el
método de co-fermentacion provisto aqui ofrece no solo la flexibilidad de una
composicion resultante, sino que aporta también varias otras ventajas tales como,
por ejemplo, costos reducidos, comparados con conducir separadamente la
fermentacion de cada componente de enzima deseado, seguida por combinacion;
costos reducidos para el almacenamiento de enzimas porque la co-fermentacion
tiene como resultado una composicidn con relaciones deseadas de enzimas,
mientras que la estrategia de combinacion requerira almacenamiento para cada

enzima individual fermentada o preparada separadamente.
VII. Aplicaciones

Las mezclas de enzimas producidas por los presentes métodos tienen
varias aplicaciones agricolas, industriales, médicas y nutricionales en las que se
utiliza tal proceso de conversion. Los sustratos de tal proceso de conversion pueden

ser, v.g., materiales lignocelulésicos, celulosa, hemicelulosa, almidon.

Por ejemplo, una mezcla de enzimas celulasas y/o enzimas accesorias
celulasas puede usarse para hidrélisis de materiales celuloliticos, v.g., en la
fermentacion de biomasa en biocombustibles. La mezcla es también util para
generar glucosa a partir de granos, o0 como un suplemento en concentrados para
animales para disminuir la produccién de desechos fecales aumentando la
digestibilidad de los concentrados. Las enzimas celulasas pueden usarse también
para incrementar la eficiencia de las fermentaciones alcohélicas (v.g., en la
elaboracidbn de cerveza) convirtiendo biomasa lignocelulésica en azlcares
fermentables. La mezcla de celulasas puede usarse para procesamiento de
alimentos en el café, es decir, hidrolisis de celulosa durante el secamiento de los
granos de café. Se han empleado asimismo en la industria de pulpa y papel para
varios propoésitos. En aplicaciones farmacéuticas, las celulasas son utiles como

tratamiento para fitobezoares, una forma de bezoar de celulosa encontrado en el
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estbmago humano.

Una mezcla de enzimas celulasas, enzimas accesorias celulasas, y/o
enzimas hemicelulasas se usa ampliamente en la industria textii y en
detergentes para lavado de ropa. Las celulasas pueden emplearse asimismo en

hidrolizar materiales celulésicos o lignocelulésicos en azucares fermentables.

Una mezcla de amilasas o una mezcla de a-amilasa, B-amilasa,
glucoamilasa, y/o pululanasas tiene varias aplicaciones en la industria de alimentos.
Por ejemplo, una mezcla de enzimas amilasas es Gtil en la fabricacién de jarabes, la
fabricacion de dextrosa, en panaderia, en s_acarificacién de papillas fermentadas, en
la fabricacion de dextrina para alimentos y productos de azlcar, en la fabricacién de
alimentos secos para el desayuno, en la fabricacion de jarabes de chocolate, y en la
extraccion de almiddn de jugos de frutas. Las amilasas pueden usarse igualmente

en producir glucosa a partir de productos de granos para la produccién de etanol.

Una mezcla de enzimas con contenido de fitasas puede usarse en la
molienda hiumeda de granos y en productos de limpieza. Estas encuentran
asimismo otros usos en productos para el cuidado personal, productos médicos y
productos alimenticios y nutricionales, asi como en varias aplicaciones industriales,

particularmente en las artes de limpieza, la industria textil, litografica y quimica. -
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Co-fermentaciéon de dos cepas de T. reesei para producir una mezcla de
B-xilosidasa y B-glucosidasa.

Expresion de Proteina Analizada por SDS-PAGE:

Geles NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris y solucion amortiguadora MOPS
(Invitrogen) se usaron con el marcador de peso molecular SeeBlue®Plus2 para
analisis por SDS-PAGE. Las muestras se agregaron en un volumen igual de base
de sobrenadante de cultivo.

Expresion de Proteina Analizada por HPLC:

Se realizaron cromatografia liquida (LC) y espectroscopia de masas (MS) para
separar y cuantificar las enzimas contenidas en caldos de fermentacién. En algunos
casos, muestras de enzimas se trataron con una endoH glucosidasa expresada
recombinantemente de S. plicatus (v.g., NEB P0702L) antes del analisis HPLC.
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EndoH se us6 en una cantidad de 0,01-0,03 ug endoH por ug de proteina total en la
muestra. Las mezclas se incubaron durante 3 h a 37°C, pH 4,5-6,0 para eliminar
enzimaticamente la glucosilacién N-enlazada antes del analisis HPLC. Alrededor de
50 ug de proteina se sometieron entonces a cromatografia de interaccion hidréfoba
(Agilent 1100 HPLC) usando una columna HIC-fenilo y un gradiente con contenido
alto a bajo de sal durante 35 minutos. El gradiente se obtuvo usando solucién
amortiguadora con alto contenido de sal A: 4 M de sulfato de amonio que contenia
20 mM de fosfato de potasio, pH 6,75; y una solucién amortiguadora con bajo
contenido de sal B: 20 mM de fosfato de potasio, pH 6,75. Se detectaron picos a UV
222 nm. Se recogieron las fracciones y se analizaron usando espectroscopia de
masas para identificar la(s) proteina(s) en cada pico. Las relaciones de proteina se
reportan como el porcentaje de cada area pico en relaciébn con el area total

integrada de la muestra.

Clonacidén y Expresion de Fv3C:

La secuencia de Fv3C (SEQ ID NOs: 1 y 2) se obtuvo del genoma de Fusarium
verticillioides en la base de datos del Broad Institute (http://www.broadinstitute.org/).
El marco abierto de lectura de Fv3C se amplificé por PCR usando ADN gendmico
purificado de Fusarium verticillioides como la plantilla. El termociclador PCR usado
fue DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories). La ADN
polimerasa usada fue PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase (Stratagene). Los

cebadores usados para amplificar el marco abierto de lectura fueron los siguientes:

Cebador directo MH234 (5-CACCATGAAGCTGAATTGGGTCGC-3))
(SEQ ID NO: 15)

Cebador inverso MH235 (5'-TTACTCCAACTTGGCGCTG-3') (SEQ ID NO:
16).
Los cebadores directos incluian cuatro nucleétidos adicionales (secuencias -
CACC) en el extremo 5' para facilitar la clonaciéon direccional en pENTR/D-TOPO
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Las condiciones de la PCR para amplificar los marcos
abiertos de lectura fueron las siguientes: Paso 1: 94°C durante 2 minutos. Paso 2:
94°C durante 30 segundos. Paso 3: 57°C durante 30 segundos. Paso 4: 72°C
durante 60 segundos. Los Pasos 2, 3 y 4 se repitieron durante 29 ciclos adicionales.
Paso 5: 72°C durante 2 minutos. El producto PCR del marco abierto de lectura de
Fv3C se purific6 usando el Kit de Purificacion Qiaquick PCR (Qiagen). El producto
PCR purificado se cloné inicialmente en el vector pPENTR/D-TOPO, transformado en
células de E. coli competentes quimicamente TOP10 (Invitrogen) y se esparcié en

placas LA que contenian 50 ppm de kanamicina. El plasmido de ADN se obtuvo de

25



WO 2013/090053 PCT/US2012/067717

los transformantes de E. coli usando un kit de preparacion de plasmido QlAspin
(Qiagen). La confirmacion de secuencia para el ADN insertado en el vector
pENTR/D-TOPO se obtuvo usando cebadores directos e inversos M13 y los

siguientes cebadores de secuenciacién adicionales:

MH255 (5'-AAGCCAAGAGCTTTGTGTCC-3') (SEQ ID NO: 17)

MH256 (5'-TATGCACGAGCTCTACGCCT-3") (SEQ ID NO: 18)

MH257 (5'-ATGGTACCCTGGCTATGGCT-3') (SEQ ID NO: 19)

MH258 (5'-CGGTCACGGTCTATCTTGGT-3') (SEQ ID NO: 20)

El vector pENTR/D-TOPO con la secuencia de ADN de marco abierto de

lectura de Fv3C se presenta en Figura 1.

B-GLUCOSIDASA QUIMERICA: Porciones de la secuencia génica
C-terminal (SEQ ID NOs: 1y 2) de Fv3C de Fusarium verticillioides tipo silvestre se

reemplazaron con la secuencia C-terminal de B-glucosidasa de T. reesei, Bgi3 (o
Tr3B) (SEQ ID NOs: 7 y 8). Especificamente, un tramo contiguo que representaba
los residuos 1-691 de Fv3C se fusion6 con un tramo contiguo que representaba los
residuos 668-874 de Bgl3 (SEQ ID NOs: 9 y 10). La molécula quimérica/de fusion se
construyé usando PCR de fusién. Clones pENTR de las secuencias codificantes de
Fv3C genémico (Figura 1) y Bgl3 se usaron como plantillas de PCR. Ambos clones
de entrada se construyeron en el vector pPDONR™221 (Invitrogen). El producto de
fusién se ensamblé en dos pasos. En primer lugar, la parte quimérica de Fv3C se
amplificé en una reaccién PCR usando un ADN pENTR_Fv3C como plantilla y los

siguientes cebadores oligonucleotidicos:

pDonor Directo: 5'-
GCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGC-3' (SEQ ID
NO:21) |

Fv3C/Bgl3 Inverso: 5'-
GGAGGTTGGAGAACTTGAACGTCGACCAAGATAGACCGTGACCGAACTCGTA
G 3' (SEQ ID NO:22)

La parte quimérica de Bgl3 se amplifico de un vector pENTR_Bgl3 usando

los siguientes cebadores oligonucleotidicos:

pDonor Inverso:
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5 -TGCCAGGAAACAGCTATGACCATGTAATACGACTCACTATAGG-3' (SEQ ID
NO:23)

Fv3C/Bgi3 Directo: 5'-
CTACGAGTTCGGTCACGGTCTATCTTGGTCGACGTTCAAGTTCTCCAACCTC
C-3' (SEQ ID NO:24)

En el segundo paso, equimolares de los productos PCR (alrededor de 1 pL
y 0,2 pL de las reacciones PCR iniciales, respectivamente) se agregaron como
plantillas para una subsiguiente reacciéon de PCR de fusién usando un conjunto de

cebadores anidados en la siguiente forma:

Att L1 Directo: 5'
TAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGT 3' (SEQ ID
NO:25) |

AttL2 Inverso.:
5'GGGATATCAGCTGGATGGCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATA 3 (SEQ
ID NO:26)

Las reacciones PCR se llevaron a cabo usando una ADN polimerasa
Phusion de alta fidelidad (Finnzymes QY). El producto PCR fusionado resultante
contenia los sitios de recombinacion attL1, attL2 especificos de Gateway, intactos,
en los extremos, permitiendo la clonacién directa en un vector de destinacion final

mediante una reaccién de recombinacion Gateway LR (Invitrogen).

Luego de la separacion de los fragmentos de ADN en un gel de agarosa al
0,8%, los fragmentos se purificaron usando un kit de limpieza PCR Extract
Nucleospin® (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) y 100 ng de cada fragmento se
recombinaron usando un vector de destinacion pTTT-pyrG13 y la mezcla de
enzimas LR clonase™ Il (Invitrogen). Los productos de recombinacion resultantes
se transformaron en Max Efficiency DH5a de E.coli (Invitrogen), y clones que
incluian la fusiéon pTTT-pyrG13-Fv3C/BgI3 del constructo de expresion (Figura 2)
que contenia la B-glucosidasa quimérica se seleccionaron en placas de agar 2xYT,
preparadas usando 16 g/L de Bacto Tryptone (Difco), 10 g/L de Bacto Yeast Extract
(Difco), 5 g/l de NaCl, 16 g/L de Bacto Agar (Difco), y 100 yg/mL de ampicilina. Las
bacterias se cultivaron en medio 2xYT que contenia 100 pug/mL de ampicilina.
Posteriormente, los plasmidos se aislaron y sometieron a digestos de restriccion por
Bgll o EcoRV. La regién Fv3C/Bgl3 resultante se secuencié usando un analizador
de secuencias ABB 100 (Applied Biosystems) para confirmacion.
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Se construyé una B-glucosidasa quimérica adicional, que incluia la
secuencia N-terminal derivada de Fv3C (SEQ ID NOs: 1y 2), una regién bucle (a
loop regién) derivada de la secuencia de una B-glucosidasa de Te3A de
Talaromyces emersonii (SEQ ID NOs: 5 y 6), y una secuencia parcial C-terminal
derivada de Bgl3 de T. reesei (Tr3B) (SEQ ID NOs: 7 y 8). Esto se realizd
reemplazando una regioén bucle de la quimera Fv3C/Bgl3. Especificamente, los
residuos 665 - 683 Fv3C de la quimera Fv3C/BglI3 (que tiene una secuencia de
RRSPSTDGKSSPNN TAAPL (SEQ ID NO:27) se reemplazaron con los residuos
634 - 640 de Te3A (KYNITPI (SEQ ID NO:28))). Esta molécula hibrida se construyé
usando una metodologia de PCR de fusion.

Dos sitios de N-glucosilacion, a saber S725N y S751N, se introdujeron en el
esqueleto Fv3C/Bgl3. Estas mutaciones de glucosilacion se introdujeron en el
esqueleto Fv3C/BgI3 usando la técnica de amplificacién de PCR de fusién como se
describe mas arriba, empleando el plasmido de fusion pTTT-pyrG13-Fv3C/BgI3
(Figura 2) como una plantilla para generar los fragmentos de PCR iniciales. Las

siguientes parejas de cebadores se usaron en reacciones PCR separadas:

Pr Cbhl Directo: 5 CGGAATGAGCTAGTAGGCAAAGTCAGC 3' (SEQ ID
NO:29) y

725/751 Inverso: 5'-CTCCTTGATGCGGCGAACG'ITCTI'GGGGAAGCCATAGT
CCTTAAGGTTCTTGCTGAAGTTGCCCAGAGAG 3' (SEQ ID NO:30)

725/751 Directo: 5'- _
GGCTTCCCCAAGAACGTTCGCCGCATCAAGGAGTTTATCTACC
CCTACCTGAACACCACTACCTC 3' (SEQID NO:31),y

Ter Cbhl Inverso: 5' GATACACGAAGAGCGGCGATTCTACGG 3' (SEQID
NO:32).

A continuacion, los fragmentos de PCR se fusionaron usando los
cebadores Ter Cbhl y Pr Cbhl directo. El producto de fusion resultante incluia los
dos sitios de glucosilacién deseados, pero contenian igualmente los sitios attB1 y

attB2 intactos, los cuales posibilitaban la recombinacién con el vector pPDONR221

usando la reaccion de recombinacién Gateway BP (Invitrogen). Esto resulté en un.
clon pENTR-Fv3C/Bgl3/S725N S751N, el cual se usd entonces como esqueleto

para construir la molécula hibrida triple Fv3C/Te3A/Bgl3.

Para reemplazar el bucle del hibrido Fv3C/BglI3 en los residuos 665 - 683

o
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con la secuencia del bucle de Te3A (SEQ ID NOs: 5 y 6), se llevaron a cabo

reacciones PCR primarias usando los siguientes conjuntos de cebadores:

Conjunto 1: pDonor Directo: 5'-
GCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAA ACGACGGC 3'(SEQ ID
NO:21)y

Te3A Inverso: 5-GATAGACCGTGACCGAACTCGTAGATAGGCGTGAT
GTTGTACTTGTCGAAGTGACGGTAGTCGATGAAGAC 3' (SEQ ID NO:33);

Conjunto 2 : Te3A2 Directo: 5'-
GTCTTCATCGACTACCGTCACTTCGACAAGTACAACATCAC
GCCTATCTACGAGTTCGGTCACGGTCTATC-3' (SEQ ID NO:34); y

pDonor Inverso: 5'
TGCCAGGAAACAGCTATGACCATGTAATACGACTCACTATAGG 3' (SEQ ID
NO:23)

Fragmentos obtenidos en las reacciones PCR primarias se fusionaron
entonces usando los siguientes cebadores:

Att L1 Directo: &'
TAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGT 3' (SEQ ID NO:25)
y

AttL2 Inverso:

5'GGGATATCAGCTGGATGGCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATA 3' (SEQ ID
NO:26).

El producto PCR resultante contenia los sitios de recombinacién attL1,
attL2 intactos especificos de Gateway en los extremos, permitiendo la clonacién
directa en un vector de destinacion final mediante una reaccion de recombinacién
Gateway LR (Invitrogen).

La secuencia de ADN del gen codificante Fv3C/Te3A/Bgl3 se lista en SEQ
ID NO: 11. La secuencia de aminoacidos del hibrido Fv3C/Te3A/Bgl3 se lista en
SEQ ID NO: 12. La secuencia génica que codifica la quimera Fv3C/Te3A/BgI3 se
cloné en el vector pTTT-pyrG13 y se expresd en una cepa receptora de T. reesei
como se describe mas adelante.

el
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Especificamente, 0,5-1 ug de este fragmento se transformé en la cepa
hexa-delecionada mad6 de T. reesei (genes delecionados cel7B, cel5A, celbA,
cel7A, cel3A, cel12A, WO 2010/141779) usando el método del PEG-protoplasto con
ligeras modificaciones, como se describe a continuacion. Para la preparacion del
protoplasto, se cultivaron esporas durante 16-24 h a 24°C en Medio Minimo MM de
Trichoderma, que contenia 20 g/L de glucosa, 15 g/L. de KH,PO,4, pH 4,5, 5 g/L de
(NH4)2S04, 0,6 g/L de MgSO4x7H,0, 0,6 g/L de CaCl,x2H,0, 1 mL de 1000 X de
solucion de elementos trazadores de T. reesei (que contenia 5 g/L de FeSO4x7H,0,
1,4 g/L de ZnSO4x7H;0, 1,6 g/L de MnSO4x H20, 3,7 g/L de CoCl,x 6H,0) con
agitacion a 150 rpm. Se recolectaron las esporas germinantes mediante
centrifugacién y se trataron con 50 mg/mL de solucién Glucanex G200 (Novozymes
AG) para lisar las paredes de las células fungicas. Se realizé la preparacion
adicional de los protoplastos de acuerdo con un método descrito por Penttila et al.,
Gene 61(1987)155-164. Las mezclas de transformacién, que contenian alrededor
de 1 ug de ADN y 1-5x 107 protoplastos en un volumen total de 200 pL, se trataron
cada una con 2 mL de solucién PEG al 25%, diluidos con 2 volimenes de 1,2 M
sorbitol/10 mM Tris, pH 7,5, 10 mM de CaCl,, mezclados con MM agarosa selectiva
(selective top agarose) al 3% que contenia 5 mM devuridina y 20 mM de acetamida.
Las mezclas resultantes se vertieron sobre una placa de agarosa selectiva al 2%
que contenia uridina y acetamida. Las placas se incubaron posteriormente durante
7-10 dias a 28°C antes de que los transformantes individuales se recogieran en
placas MM nuevas que contenian uridina y acetamida. Esporas de clones
independientes se usaron para inocular un medio de fermentaciéon en placas

microtituladoras de 96 pocillos o frascos de agitacion.

Construccion del vector de expresion de B-gqlucosidasa:

La porciéon N-terminal del gen nativo bg/1 de B-glucosidasa de T. reesei se optimizé
en codones (DNA 2.0, Menlo Park, CA). Esta porciéon sintetizada incluia las
primeras 447 bases de la regién codificante de esta enzima. Este fragmento se
amplificé luego por PCR usando los cebadores SK943 y SK941. La regidn restante
del gen bgl1 nativo se amplificé por PCR a partir de una muestra de ADN genémico
extraida de la cepa RL-P37 de T. reesei (Sheir-Neiss, G et al., Appl. Microbiol.
Biotechnol. 1984, 20:46-53), usando los cebadores SK940 y SK942. Estos dos
fragmentos PCR del gen bgl1 se fusionaron conjuntamente en una reaccién PCR de
fusion, usando los cebadores SK943 y SK942:
Cebador Directo SK943: (5'- CACCATGAGATATAGAACAGCTGCCGCT-3') (SEQ
ID NO:35)

Cebador Inverso SK941: (5'- _
CGACCGCCCTGCGGAGTCTTGCCCAGTGGTCCCGCGACAG-3) (SEQ ID |

9
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NO:36)

Cebador Directo (SK940): (5'-
CTGTCGCGGGACCACTGGGCAAGACTCCGCAGGGCGGTCG-3") (SEQ ID
NO:37)

Cebador Inverso (SK942): (5'- CCTACGCTACCGACAGAGTG-3" (SEQ ID
NO:38)

Los fragmentos PCR de fusién resultantes se clonaron en el vector de
entrada Gateway® pENTR™/D-TOPO®, y se transformaron en células
quimicamente competentes de E. coli One Shot® TOP 10 (Invitrogen) resultantes
en el vector intermedio, pPENTR TOPO-Bgl1 (943/942) (Figura 3). Se determiné la
secuencia nucleotidica del ADN insertado. El vector pENTR-943/942 con la
secuencia bgl/1 correcta se recombin6 con pTrex3g usando una reaccion de LR
clonase® (véase, protocolos descritos por Invitrogen). La mezcla de reaccion de
clonasa LR se transformé en células quimicamente competentes de E. coli One
Shot® TOP10 (Invitrogen), resultantes en el vector de expresion, pTrex3g 943/942.
El vector contenia igualmente el gen amdS de Aspergillus nidulans, que codifica
acetamidasa, como marcador seleccionable para transformacién de T. reesei. El
casete de expresion se amplificd por PCR con los cebadores SK745 y SK771 (mas
adelante) para generar el producto para transformacién de la cepa mad6
hexa-delecionada de T. reesei.

Cebador Directo SK771: (5' - GTCTAGACTGGAAACGCAAC -3') (SEQ ID
NO:39)

Cebador Inverso SK745: (5' - GAGTTGTGAAGTCGGTAATCC -3") (SEQ ID
NO:40) |

Construccion del casete de expresién Fv43D de B-xilosidasa:

Para la construccién del casete de expresién Fv43D de B-xilosidasa (SEQ ID NO:
13), el producto del gen fv43D (SEQ ID NO: 14) se amplificd a partir de una muestra
de ADN gendmico de F.verticillioides usando los cebadores SK1322 y SK1297 (mas
adelante). Una regién. del promotor del gen eg/? de endoglucanasa se amplificd por
PCR a partir de una muestra de ADN gendmico de T. reesei extraida de la cepa
RL-P37, usando los cebadores SK1236 y SK1321 (mas adelante). Estos
fragmentos de ADN amplificados por PCR se fusionaron subsiguientemente en una
reaccion PCR de fusion usando los cebadores SK1236 y SK1297 (mas adelante). El
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fragmento PCR de fusién resultante se cloné en el vector pCR-Blunt [I-TOPO
(Invitrogen) para producir el plasmido TOPO Blunt/Pegl1-Fv43D (véase, Figura 4).
Este plasmido se usd entonces para transformar células quimicamente
competentes de E. coli One Shot® TOP 10 (Invitrogen). El plasmido de ADN se
extrajo de varios clones de E.coli y sus secuencias se confirmaron por digestos de
restriccion. El casete de expresion se amplifico por PCR a partir de TOPO
Blunt/Pegl1-Fv43D usando cebadores SK1236 y SK1297 para generar el producto

para transformacion.

Cebador Directo SK1322: (5-CACCATGCAGCTCAAGTTTCTGTC-3') (SEQ
ID NO:41)

Cebador Inverso SK1297: (5'-GGTTACTAGTCAACTGCCCGTTCTGTAGC
GAG-3') (SEQ ID NO:42)

Cebador Directo SK1236: (5-CATGCGATCGCGACGTTTTGGTCAGGTC
G-3') (SEQ ID NO:43)

Cebador Inverso SK1321:
(5'-GACAGAAACTTGAGCTGCATGGTGTGGGACAACAAGAAGG-3) (SEQ ID

NO:44)

Fermentacion de cepas mixtas para producir un producto proteico de

beta-xilosidasa y beta-glucosidasa:

Dos cepas hexa-delecionadas de T. reesei que expresaban cualquiera de v43D o
fv3C/te3A/bgl3 se inocularon cada una en un frasco de vidrio con 4
compartimientos, de 250 mL, que contenia 30 mL de caldo YEG (5 g/L de extracto
de levadura, 20 g/L de glucosa). Luego de 2 dias de crecimiento a 28°C, con
agitacion, los cultivos se transfirieron, en duplicado, al medio de produccién de
proteina. El medio de produccion fue 36 mL de caldo definido que contenia una
mezcla de glucosa/soforosa y 2 g/L de uridina, tales como medio minimo de glicina
(6,0 g/L de glicina; 4,7 g/L de (NH4).SOs4 5,0 g/L de KH,PO4 1,0 g/L de
MgS0O,4+7H,0; 33,0 g/L de PIPPS; pH 5,5) con adicién estéril posterior de una
mezcla de glucosa/soforosa al ~2% como la fuente de carbono, 10 ml/L de 100g/L
de CaCly, 2,5 ml/L de elementos trazadores de T. reesei (400X)): 175g/L de acido
citrico anhidro; 200g/L de FeSO47H,0; 16g/L de ZnSO47H,0; 3,2 g/L de
CuSO04+5H,0; 1,4 g/L. de MnSO,4+H,0; 0,8 g/L de H3BO; en frascos Thomson Ultra
de 250 ml. Los volimenes de transferencia fueron los siguientes:
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Controles, (Fv3C/Te3A/BgI3) =4 mL; Fv43D =4 mL
Frascos de Prueba, Fv43D/ (Fv3C/Te3A/Bgl3) =2 mL/ 4 mL

Todos los frascos se incubaron a 30°C, 160 rpm durante cuatro dias. Luego
de cuatro dias de incubacién, las células se eliminaron (were spun ouf) por

centrifugacion y los sobrenadantes se almacenaron a 4°C pendiente el analisis.

La expresidn de proteina en los sobrenadantes de los frascos de agitacién
se analiz6 mediante SDS-PAGE (Figura 5) y HPLC (Figura 6).

Tabla 1. La cantidad de cada proteina en el cultivo individual o el caldo de co-cultivo
(expresada como el porcentaje del area integrada total por HPLC).

Porcentaje de area integrada
total

Fv43D Fv3C/Te3A/Bgl3
Producto de cultivo individual de la cepa Fv43D 46 0
Producto de cultivo individual de la cepa 0 64
(Fv3C/Te3A/Bgl3)
Producto de co-cultivo de las cepas Fv43D y 25 16
Fv3C/Te3A/Bgl3)

Fermentacion de cepas mixtas para producir un producto proteico de T.
reesei con contenido mejorado de beta-glucosidasa:

Una cepa mutante de Trichoderma reesei (RL-P37-d), derivada de RL-P37
(Sheir-Neiss, G. et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 1984, 20:46-53) y seleccionada
para produccion elevada de celulasa se inoculé en un frasco de vidrio con 4
compartimientos, de 250 mL, que contenia 30 mL de caldo YEG (5 g/L de extracto
de levadura, 20 g/L de glucosa). Una cepa hexa-delecionada de T. reesei que
expresaba bgl1 (ir3A) de T. reesei (la construccion de la cepa se describi6 mas

arriba, bajo Construccidén del vector de expresion de B-glucosidasa) se inocul6

en un frasco de vidrio con 4 compartimientos, de 250 mL, separado, que contenia
30 mL de caldo YEG. Después de 2 dias de crecimiento a 28°C, con agitacion, los
cultivos se transfirieron al medio de produccion de proteina.

El medio de producciéon era 36 mL de caldo definido que contenia
glucosa/soforosa y uridina, tal como medio minimo glicina (6,0 g/L de glicina; 4,7 g/L
de (NH4)2S0q4; 5,0 g/L de KH2POy4; 1,0 g/L de MgS0,4+7H,0; 33,0 de g/L PIPPS; pH
5,5) con adicion estéril posterior de una mezcla de ~2% glucosa/soforosa como la
fuente de carbono, 10 ml/L de 100g/L de CaCly, 2,5 ml/L de elementos trazadores
de T. reesei (400X)): 175g/L de acido citrico anhidro; 200g/L de FeSQ47H.0;

A\
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16g/L de ZnS0,4°7H,0; 3,2 g/L. de CuS0O,4+5H,0; 1,4 g/L de MnSO4+H;0; 0,8 g/L de
H3:BO3, en frascos Thomson Ultra de 250 mL. Los volimenes de transferencia

fueron los siguientes:

Control, RL-P37-d = 4 mL
Frasco de Prueba, RL-P37-d/Tr3A =4 mL/2 mL

Todos los frascos se incubaron a 30°C, 160 rpm durante cuatro dias. Luego
de cuatro dias de incubacion, las células eliminaron por centrifugacion y los

sobrenadantes se almacenaron a 4°C pendiente el analisis.

La expresion de proteina en los sobrenadantes de los frascos de agitacién
se analiz6 mediante SDS-PAGE (Figura 7) y HPLC (Figura 8).

Tabla 2. La cantidad de cada proteina en el cultivo individual o en caldo de

co-cultivo (expresada como el porcentaje del area integrada total por HPLC).

Porcentaje de area integrada total

RL-P37 derivada | Tr3A (Bgi1)
Producto de cultivo individual de la cepa RL-P37-d 98 2
Producto de cultivo individual de la cepa RL-P37-d y 60 40
Tr3A(Bgl1)

Ejemplo 2: Co-fermentacion de dos cepas de Bacillus para producir una mezcla de

variantes de amilasa.

Materiales y Métodos: Las dos cepas usadas en este ejemplo son cepas de
produccién. La variante de amilasa 1 (Amilasa-1), una amilasa de Bacilllus
licheniformis con cuatro sustituciones, se expresa de acuerdo con US 5,958,739. La
variante de amilasa 2 (Amilasa-2), una amilasa de Geobacillus stearothermophilus
con una sustitucion se expresa de acuerdo con US 20090314286A1. El experimento
se condujo en frascos de agitacion Thomson Ultra de 250 mL. El cultivo de siembra
se desarrollé en un medio de siembra que contenia extracto de levadura, sales de
fosfato, sales de sulfato, y otros componentes nutricionales, y un antiespumante
apropiado. Los frascos de control y de prueba usaron un medio que contenia
lactosa, extracto de levadura, sales de sulfonato y fosfato, otras sales, y Maltrin®
M-1000 y un antiespumante apropiado. Una receta de tal medio se incluye a

continuacion:

Creacion de una Combinacion de Amilasas mediante Fermentacién de Cepas
Mixtas: Se iniciaron dos cultivos de siembra. Viales congelados de Amilasa-1 y

Amilasa-2 se usaron para iniciar cultivos de siembra en 35 mls de medio de siembra
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en frascos de vidrio de 250 ml con compartimientos. Los frascos de siembra se
incubaron a 38°C, 160 rpm durante tres horas. Luego de tres horas, los cultivos de
siembra se usaron para iniciar un frasco de control de cada enzima y frascos de
prueba en duplicado. Cada uno de estos frascos contenia 27 mis de medio. Los
frascos de control se inocularon con 3,0 mis de su respectivo cultivo de siembra. Los
frascos de prueba se inocularon con 1,5 mls de cada cultivo de siembra. Todos los
frascos se incubaron a 40°C y 160 rpm durante 48 horas. Al final de la incubacion de

48 horas, se revis6 el pH para determinar si las fermentaciones habian alcanzado

un punto final. Todos los frascos estaban entre pH 7-8, indicando que se habia -

alcanzado el punto final. Una SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivos de control y
de prueba mostré que la enzima se habia expresado en todos los frascos. Los
cultivos de prueba en duplicado se analizaron por HPLC para confirmar que
contenian una combinacién de las dos Amilasa-1 y Amilasa-2. La HPLC encontré

que las enzimas se habian co-expresado.

Ejemplo 3: Co-fermentacién de dos cepas de Bacillus para producir una mezcla de

variantes de amilasa con una relacion de actividad de 1:3

Experimento de 14L de Amilasa-1/Amilasa-2. Usando las mismas dos
enzimas que el experimento en frascos ya mencionado, se llevd a cabo una
fermentacion de 14L para probar si una cierta relacioén de las dos enzimas podia
prepararse en una manera bien controlada por co-fermentaciéon. Se decidié crear un
producto con una relacién de actividad de 1:3 Amilasa-1: Amilasa-2.

Basandose en los indices de produccion de las dos enzimas a una escala
de 14L, un frasco de siembra (frasco de vidrio de 250 mL, con compartimientos, con
30 mL de un medio de siembra (que contenia extracto de levadura, sales de fosfato,
sales de sulfato, y otros componentes nutricionales, y un antiespumante apropiado)
se inocul6 con 0,2 mL de Amilasa-1y 0,8 mL de Amilasa-2. El frasco de siembra se
incubd durante 3 horas a 37°C, a 160 rpm. Al final de tres horas todo el contenido
del frasco se transfirié a un fermentador de siembra de 14L que operaba con medio
de produccioén.

Cuando la Tasa de Absorcién de Oxigeno (OUR - Oxygen Uptake Rate) del

tanque de siembra alcanzé6 60 mM/Kg/Hr, se usaron 0,6 Kgs para inocular el

fermentador de produccién, el cual se operd bajo condiciones tipicas de lote

alimentado para producir amilasas durante una fermentacién de 100 horas.

Muestras en el transcurso del tiempo, tomadas durante la fermentacién de

produccién, se analizaron con respecto a la actividad amilasa. Las curvas de

43
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crecimiento y produccién de la enzima fueron las de una fermentacién tipica de
amilasa a una escala de 14L. El punto de tiempo final de 100 horas se analizé por
HPLC para determinar la relacion de las dos enzimas. Basandose en el area del
pico, la relacién de proteina fue de 1:2,9 Amilasa-1: Amilasa-2. Enzimas del
esqueleto proteico, que se usé para construir la cepa de produccién de Amilasa-2,
muestran picos dobles por este método HPLC. Las areas de ambos picos se

combinan para determinar el area total de Amilasa-2.

Ejemplo 4: Fermentacién de cepas mixtas para producir un producto proteico de
glucoamilasa y dos beta-glucosidasas

Una primera cepa hexa-delecionada de T. reesei, que expresaba
fv3C/Ae3AMbgI3, una segunda cepa hexa-delecionada de T. reesei, que expresaba
beta-glucosidasa 1 (bgl1) de T. reesei, y una cepa tetra-delecionada (quad-deleted)
de T. reesei (WO 2005/001036), que expresaba glucoamilasa, se inocularon cada
una en un frasco vidrio de 4 compartimientos, de 250 mL, que contenia 30 mL de
caldo YEG (5 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de glucosa) y 2 g/L de uridina. Los
indculos se tomaron de cultivos esporulados que crecian en agar de dextrosa de
papa (PDA - potafo dextrose agar) con uridina. Luego de 2 dias de crecimiento a
28°C, con agitacion, los cultivos se transfirieron, en duplicado, a un medio de
produccién de proteina. Cada uno de los medios de produccién eran 36 mL de caldo
definido que contenia glucosa/soforosa y 2 g/L de uridina, tales como medio minimo
glicina (6,0 g/L de glicina; 4,7 g/L de (NH4)2SOy4; 5,0 g/L de KH,PO4; 1,0 g/L de
MgS04:7H,0; 33,0 g/L de PIPPS; pH 5,5) con adiciéon estéril posterior de una
mezcla de ~2% glucosa/soforosa como fuente de carbono, 10 ml/L de 100 g/L de
CaCly, 2,5 ml/L. de elementos trazadores de T. reesei (400X)): 175 g/L de acido
citrico anhidro; 200 g/L de FeSQ47H,0; 16 g/l. de ZnSO47H.0; 3,2 g/L de
CuSO04+5H,0; 1,4 g/L. de MnSO,4°H,0; 0,8 g/L de H3BO3, puestos en un frasco de
agitacion de vidrio, de 4 compartimientos, de 250 mL. Los voliumenes de

transferencia fueron los siguientes:
Controles, (Fv3C/Te3A/BglI3) = 3 mL; Tr3A = 3 mL,; glucoamilasa = 3 mL

Frasco de Prueba, 1 mL cada uno de (Fv3C/Te3A/Bgi3), Tr3A,

glucoamilasa.

Todos los frascos se incubaron a 28°C, 200 rpm (Innova 4900) durante 4
dias. Después de cuatro dias de incubacién, las células se extrajeron por
centrifugacién y los sobrenadantes se almacenaron a 4°C pendiente el analisis.
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La expresion de proteina en los sobrenadantes de los frascos de agitacion
se analizé6 mediante SDS-PAGE y HPLC (Figura 11).

Tabla 3. La cantidad de cada proteina en el cultivo individual o en el caldo de

co-cultivo (expresada como el porcentaje del area total integrada por HPLC).

Porcentaje de area integrada total
(Fv3C/Te3A/Bgl3) | Tr3A | Glucoamilasa

Producto de cultivo individual de la 69,7
cepa (Fv3C/Te3A/Bgl3)
Producto de cultivo individual de la 65,5
cepa Tr3A(Bgl1)
Producto de cultivo individual de la 96,8
cepa de glucoamilasa
Producto de co-cultivo de 3,2 6,7 86,5
(Fv3C/Te3A/Bgl3), Tr3A(Bgl1), vy
glucoamilasa

Ejemplo 5: Fermentacion de cepas mixtas para producir un producto proteico de T.

reesei con contenido mejorado de B-glucosidasa por inoculacion directa

Una cepa mutante de T. reesei (RL-P37-d), derivada de RL-P37
(Sheir-Neiss, G. et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 1984, 20:46-53) y seleccionada
para produccion elevada de celulasa se incubé con una cepa hexa-delecionada que
expresaba fv3C/Ae3A/bgl3. Cada cepa se inoculé en un frasco de vidrio de 4
compartimientos, de 250 ml, que contenia 30 mis de medio de produccién, con
glucosa/soforosa y uridina, tal como medio minimo glicina (6,0 g/L de glicina; 4,7 g/L
de (NH,)2S0y4; 5,0 g/L de KH2POy4; 1,0 g/l. de MgSQO4°7H,0; 33,0 g/L de PIPPS; pH
5,5) con adicién estéril posterior de una mezcla de ~2% glucosa/soforosa como la
fuente de carbono, 10 ml/L de 100g/L de CaCly, 2,5 ml/L de elementos trazadores
de T. reesei (400X)): 175g/L de acido citrico anhidro; 200g/L de FeSO,*7H.0;
16g/L de ZnSO4+7H,0; 3,2 g/L de CuSO,4°5H,0; 1,4 g/L de MnSO4°H,0; 0,8 g/L de
H3:BO3, de placas PDA esporuladas, maduras, con uridina. Después de 4 dias de
crecimiento a 28°C, con agitacién, los cultivos se recolectaron. Las células se
extrajeron por centrifugacioén y los sobrenadantes se almacenaron a 4°C pendiente
el analisis por HPLC. En el caldo de cultivo mixto, (Fv3C/Te3A/BgI3) representé el
56% de la proteina total, mientras que representé el 70% de la proteina total cuando

la cepa Fv3C/Te3A/Bgl3 se cultivd separadamente como cultivo individual.

Ejemplo 6: Fermentacion de cepas mixtas para producir un producto proteico de T.
reesei con dos f-glucosidasas, glucoamilasa, y contenido de beta-xilosidasa por

inoculacion directa

&5



WO 2013/090053 PCT/US2012/067717

Una primera cepa hexa-delecionada de T. reesei, que expresaba
fv3C/te3A/bgI3, una segunda cepa hexa-delecionada de T. reesei, que expresaba
bgl1 (tr3A), una tercera cepa hexa-delecionada, que expresaba fv43D, y una cepa
tetra-delecionada de T. reesei (WO 2005/001036) que expresaba glucoamilasa de
T. reesei se inocularon cada una en un solo frasco de vidrio de 4 comparﬁmientos,
de 250 mL, que contenia 30 mL de medio de produccién con glucosa/soforosa y
uridina, tal como medio minimo glicina (6,0 g/L de glicina; 4,7 g/L de (NH4)2S04; 5,0
g/L de KH:POy; 1,0 g/L de MgS0,4+7H,0; 33,0 g/L de PIPPS; pH 5,5) con adicion
estéril posterior de una mezcla ~2% de glucosa/soforosa como la fuente de
carbono, 10 ml/L de 100g/L de CaCly, 2,5 ml/L de elementos trazadores de T. reesei
(400X)): 175g/L. de acido citrico anhidro; 200g/L de FeSO47H,O; 16g/L de
ZnS047H;0; 3,2 g/L de CuSO4+5H,0; 1,4 g/L de MnSO4°H;0; 0,8 g/L de H3BO;, de
placas PDA esporuladas, maduras, con uridina. Después de 4 dias de crecimiento a
28°C, con agitacién, los cultivos se recolectaron. Las células se eliminaron por
centrifugacion y los sobrenadantes se almacenaron a 4°C pendiente el analisis por
HPLC.

Tabla 4. La cantidad de cada proteina en el cuItiVo individual o en el caldo de

co-cultivo (expresada como el porcentaje del area total integrada por HPLC). *

Porcentaje del area integrada total
Fv43D | (Fv3C/Te3A/ | Tr3A |Glucoamilasa
Bgl3)
Producto de cultivo individual de la cepa | 30,3
Fv43D
Producto de cultivo individual de la cepa 69,7
(Fv3C/Te3A/Bgl3)
Producto de cultivo individual de la cepa 65,5
Tr3A (Bgl1) '
Producto de cultivo individual de la cepa de 96,8
glucoamilasa
Producto de co-cultvo de Fv43D, | 2,3 2,2 15,8 73,5
(Fv3C/Te3A/Bgl3), Tr3A(Bgl1), y
glucoamilasa

* Los cultivos individuales se cultivaron todos con un paso adicional de un cultivo:
iniciador, mientras que el cultivo mixto (Gitima fila) se inoculd directamente de
almohadillas de agar (agar plugs), sin un paso de cultivo iniciador.

Todas las patentes y publicaciones, incluyendo todas las secuencias
divulgadas en tales patentes y publicaciones, mencionadas aqui, se incorporan
expresamente por referencia en su totalidad para todos los propositos. Aunque se
han descrito métodos y materiales preferidos, cualesquiera métodos y materiales
similares o equivalentes a los descritos aqui pueden usarse en la practica o

experimentacién de la presente invencion. A menos que sea evidente en otra forma

4o
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del contexto, cualquier modalidad, aspecto, paso, caracteristica, elemento o

limitacion pueden usarse en combinacién unos con otros.

41



WO 2013/090053 PCT/US2012/067717

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 Secuencia nucleotidica de Fv3C, una -glucosidasa de la familia
GH3 de Fusarium verticillioides

ATGAAGCTGAATTGGGTCGCCGCAGCCCTGTCTATAGGTGCTGCTGGCACTGACAG
CGCAGTTGCTCTTGCTTCTGCAGTTCCAGACACTTTGGCTGGTGTAAAGGTCAGTTT
TTTTTCACCATTTCCTCGTCTAATCTCAGCCTTGTTGCCATATCGCCCTTGTTCGCTC
GGACGCCACGCACCAGATCGCGATCATTTCCTCCCTTGCAGCCTTGGTTCCTCTTAC
GATCTTCCCTCCGCAATTATCAGCGCCCTTAGTCTACACAAAAACCCCCGAGACAGT
CTTTCATTGAGTTTGTCGACATCAAGTTGCTTCTCAACTGTGCATTTGCGTGGCTGTC
TACTTCTGCCTCTAGACAACCAAATCTGGGCGCAATTGACCGCTCAAACCTTGTTCA
AATAACCTTTTTTATTCGAGACGCACATTTATAAATATGCGCCTTTCAATAATACCG
ACTTTATGCGCGGCGGCTGCTGTGGCGGTTGATCAGAAAGCTGACGCTCAAAAGGT
TGTCACGAGAGATACACTCGCATACTCGCCGCCTCATTATCCTTCACCATGGATGGA
CCCTAATGCTGTTGGCTGGGAGGAAGCTTACGCCAAAGCCAAGAGCTTTGTGTCCC
AACTCACTCTCATGGAAAAGGTCAACTTGACCACTGGTGTTGGGTAAGCAGCTCCTT
GCAAACAGGGTATCTCAATCCCCTCAGCTAACAACTTCTCAGATGGCAAGGCGAAC
GCTGTGTAGGAAACGTGGGATCAATTCCTCGTCTCGGTATGCGAGGTCTCTGTCTCC
AGGATGGTCCTCTTGGAATTCGTCTGTCCGACTACAACAGCGCTTTTCCCGCTGGCA
CCACAGCTGGTGCTTCTTGGAGCAAGTCTCTCTGGTATGAGAGAGGTCTCCTGATGG
GCACTGAGTTCAAGGAGAAGGGTATCGATATCGCTCTTGGTCCTGCTACTGGACCTC
TTGGTCGCACTGCTGCTGGTGGACGAAACTGGGAAGGCTTCACCGTTGATCCTTATA
TGGCTGGCCACGCCATGGCCGAGGCCGTCAAGGGTATTCAAGACGCAGGTGTCATT
GCTTGTGCTAAGCATTACATCGCAAACGAGCAGGGTAAGCCACTTGGACGATTTGA
GGAATTGACAGAGAACTGACCCTCTTGTAGAGCACTTCCGACAGAGTGGCGAGGTC
CAGTCCCGCAAGTACAACATCTCCGAGTCTCTCTCCTCCAACCTGGATGACAAGACT
ATGCACGAGCTCTACGCCTGGCCCTTCGCTGACGCCGTCCGCGCCGGCGTCGGTTCC
GTCATGTGCTCGTACAACCAGATCAACAACTCGTACGGTTGCCAGAACTCCAAGCT
CCTCAACGGTATCCTCAAGGACGAGATGGGCTTCCAGGGTTTCGTCATGAGCGATT
GGGCGGCCCAGCATACCGGTGCCGCTTCTGCCGTCGCTGGTCTCGATATGAGCATGC
CTGGTGACACTGCCTTCGACAGCGGATACAGCTTCTGGGGCGGAAACTTGACTCTG
GCTGTCATCAACGGAACTGTTCCCGCCTGGCGAGTTGATGACATGGCTCTGCGAATC
ATGTCTGCCTTCTTCAAGGTTGGAAAGACGATAGAGGATCTTCCCGACATCAACTTC
TCCTCCTGGACCCGCGACACCTTCGGCTTCGTGCATACATTTGCTCAAGAGAACCGC
GAGCAGGTCAACTTTGGAGTCAACGTCCAGCACGACCACAAGAGCCACATCCGTGA
GGCCGCTGCCAAGGGAAGCGTCGTGCTCAAGAACACCGGGTCCCTTCCCCTCAAGA
ACCCAAAGTTCCTCGCTGTCATTGGTGAGGACGCCGGTCCCAACCCTGCTGGACCCA

ATGGTTGTGGTGACCGTGGTTGCGATAATGGTACCCTGGCTATGGCTTGGGGCTCGG.

GAACTTCCCAATTCCCTTACTTGATCACCCCCGATCAAGGGCTCTCTAATCGAGCTA
CTCAAGACGGAACTCGATATGAGAGCATCTTGACCAACAACGAATGGGCTTCAGTA
CAAGCTCTTGTCAGCCAGCCTAACGTGACCGCTATCGTTTTCGCCAATGCCGACTCT
GGTGAGGGATACATTGAAGTCGACGGAAACTTTGGTGATCGCAAGAACCTCACCCT
CTGGCAGCAGGGAGACGAGCTCATCAAGAACGTGTCGTCCATATGCCCCAACACCA
TTGTAGTTCTGCACACCGTCGGCCCTGTCCTACTCGCCGACTACGAGAAGAACCCCA
ACATCACTGCCATCGTCTGGGCTGGTCTTCCCGGCCAAGAGTCAGGCAATGCCATCG
CTGATCTCCTCTACGGCAAGGTCAGCCCTGGCCGATCTCCCTTCACTTGGGGCCGCA
CCCGCGAGAGCTACGGTACTGAGGTTCTTTATGAGGCGAACAACGGCCGTGGCGCT
CCTCAGGATGACTTCTCTGAGGGTGTCTTCATCGACTACCGTCACTTCGACCGACGA
TCTCCAAGCACCGATGGAAAGAGCTCTCCCAACAACACCGCTGCTCCTCTCTACGA
GTTCGGTCACGGTCTATCTTGGTCCACCTTTGAGTACTCTGACCTCAACATCCAGAA
GAACGTCGAGAACCCCTACTCTCCTCCCGCTGGCCAGACCATCCCCGCCCCAACCTT

ad
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TGGCAACTTCAGCAAGAACCTCAACGACTACGTGTTCCCCAAGGGCGTCCGATACA
TCTACAAGTTCATCTACCCCTTCCTCAACACCTCCTCATCCGCCAGCGAGGCATCCA
ACGATGGTGGCCAGTTTGGTAAGACTGCCGAAGAGTTCCTCCCTCCCAACGCCCTCA
ACGGCTCAGCCCAGCCTCGTCTTCCCGCCTCTGGTGCCCCAGGTGGTAACCCTCAAT
TGTGGGACATCTTGTACACCGTCACAGCCACAATCACCAACACAGGCAACGCCACC
TCCGACGAGATTCCCCAGCTGTATGTCAGCCTCGGTGGCGAGAACGAGCCCATCCG
TGTTCTCCGCGGTTTCGACCGTATCGAGAACATTGCTCCCGGCCAGAGCGCCATCTT
CAACGCTCAATTGACCCGTCGCGATCTGAGTAACTGGGATACAAATGCCCAGAACT
GGGTCATCACTGACCATCCCAAGACTGTCTGGGTTGGAAGCAGCTCTCGCAAGCTG
CCTCTCAGCGCCAAGTTGGAGTAAGAAAGCCAAACAAGGGTTGTTTTTTGGACTGC
AATTTTTTGGGAGGACATAGTAGCCGCGCGCCAGTTACGTC

SEQ ID NO:2 Secuencia de proteina de Fv3C, una B-glucosidasa de la familia

GH3 de Fusarium verticillioides

MKLNWVAAALSIGAAGTDSAVALASAVPDTLAGVKKADAQKVVTRDTLAYSPPHYPS
PWMDPNAVGWEEAYAKAKSFVSQLTLMEKVNLTTGVGWQGERCVGNVGSIPRLGMR
GLCLQDGPLGIRLSDYNSAFPAGTTAGASWSKSLWYERGLLMGTEFKEKGIDIALGPAT
GPLGRTAAGGRNWEGFTVDPYMAGHAMAEAVKGIQDAGVIACAKHYIANEQEHFRQS
GEVQSRKYNISESLSSNLDDKTMHELYAWPFADAVRAGVGSVMCSYNQINNSYGCQN
SKLLNGILKDEMGFQGFVMSDWAAQHTGAASAVAGLDMSMPGDTAFDSGYSFWGGN
LTLAVINGTVPAWRVDDMALRIMSAFFKVGKTIEDLPDINFSSWTRDTFGFVHTFAQEN
REQVNFGVNVQHDHKSHIREAAAKGSVVLKNTGSLPLKNPKFLAVIGEDAGPNPAGPN
GCGDRGCDNGTLAMAWGSGTSQFPYLITPDQGLSNRATQDGTRYESILTNNEWASVQA
LVSQPNVTAIVFANADSGEGYIEVDGNFGDRKNLTLWQQGDELIKNVSSICPNTIVVLH
TVGPVLLADYEKNPNITAIVWAGLPGQESGNAIADLLYGKVSPGRSPFTWGRTRESYGT
EVLYEANNGRGAPQDDFSEGVFIDYRHFDRRSPSTDGKSSPNNTAAPLYEFGHGLSWST
FEYSDLNIQKNVENPYSPPAGQTIPAPTFGNFSKNLNDY VFPKGVRYIYKFIYPFLNTSSS
ASEASNDGGQFGKTAEEFLPPNALNGSAQPRLPASGAPGGNPQLWDILYTVTATITNTG
NATSDEIPQLY VSLGGENEPIRVLRGFDRIENIAPGQSAIFNAQLTRRDLSNWDTNAQNW
VITDHPKTVWVGSSSRKLPLSAKLE

SEQ ID NO:3 Secuencia nucleotidica de Bgl1 (o Tr3A), una B-glucosidasa de la

familia a GH3 de Trichoderma reesei

ATGCGTTACCGAACAGCAGCTGCGCTGGCACTTGCCACTGGGCCCTTTGCTAGGGC
AGACAGTCAGTATAGCTGGTCCCATACTGGGATGTGATATGTATCCTGGAGACACC
ATGCTGACTCTTGAATCAAGGTAGCTCAACATCGGGGGCCTCGGCTGAGGCAGTTG
TACCTCCTGCAGGGACTCCATGGGGAACCGCGTACGACAAGGCGAAGGCCGCATTG
GCAAAGCTCAATCTCCAAGATAAGGTCGGCATCGTGAGCGGTGTCGGCTGGAACGG
CGGTCCTTGCGTTGGAAACACATCTCCGGCCTCCAAGATCAGCTATCCATCGCTATG
CCTTCAAGACGGACCCCTCGGTGTTCGATACTCGACAGGCAGCACAGCCTTTACGCC
GGGCGTTCAAGCGGCCTCGACGTGGGATGTCAATTTGATCCGCGAACGTGGACAGT
TCATCGGTGAGGAGGTGAAGGCCTCGGGGATTCATGTCATACTTGGTCCTGTGGCTG
GGCCGCTGGGAAAGACTCCGCAGGGCGGTCGCAACTGGGAGGGCTTCGGTGTCGAT
CCATATCTCACGGGCATTGCCATGGGTCAAACCATCAACGGCATCCAGTCGGTAGG
CGTGCAGGCGACAGCGAAGCACTATATCCTCAACGAGCAGGAGCTCAATCGAGAA
ACCATTTCGAGCAACCCAGATGACCGAACTCTCCATGAGCTGTATACTTGGCCATTT
GCCGACGCGGTTCAGGCCAATGTCGCTTCTGTCATGTGCTCGTACAACAAGGTCAAT
ACCACCTGGGCCTGCGAGGATCAGTACACGCTGCAGACTGTGCTGAAAGACCAGCT
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GGGGTTCCCAGGCTATGTCATGACGGACTGGAACGCACAGCACACGACTGTCCAAA
GCGCGAATTCTGGGCTTGACATGTCAATGCCTGGCACAGACTTCAACGGTAACAAT
CGGCTCTGGGGTCCAGCTCTCACCAATGCGGTAAATAGCAATCAGGTCCCCACGAG
CAGAGTCGACGATATGGTGACTCGTATCCTCGCCGCATGGTACTTGACAGGCCAGG
ACCAGGCAGGCTATCCGTCGTTCAACATCAGCAGAAATGTTCAAGGAAACCACAAG
ACCAATGTCAGGGCAATTGCCAGGGACGGCATCGTTCTGCTCAAGAATGACGCCAA
CATCCTGCCGCTCAAGAAGCCCGCTAGCATTGCCGTCGTTGGATCTGCCGCAATCAT
TGGTAACCACGCCAGAAACTCGCCCTCGTGCAACGACAAAGGCTGCGACGACGGGG
CCTTGGGCATGGGTTGGGGTTCCGGCGCCGTCAACTATCCGTACTTCGTCGCGCCCT
ACGATGCCATCAATACCAGAGCGTCTTCGCAGGGCACCCAGGTTACCTTGAGCAAC
ACCGACAACACGTCCTCAGGCGCATCTGCAGCAAGAGGAAAGGACGTCGCCATCGT
CTTCATCACCGCCGACTCGGGTGAAGGCTACATCACCGTGGAGGGCAACGCGGGCG
ATCGCAACAACCTGGATCCGTGGCACAACGGCAATGCCCTGGTCCAGGCGGTGGCC
GGTGCCAACAGCAACGTCATTGTTGTTGTCCACTCCGTTGGCGCCATCATTCTGGAG
CAGATTCTTGCTCTTCCGCAGGTCAAGGCCGTTGTCTGGGCGGGTCTTCCTTCTCAG
GAGAGCGGCAATGCGCTCGTCGACGTGCTGTGGGGAGATGTCAGCCCTTCTGGCAA
GCTGGTGTACACCATTGCGAAGAGCCCCAATGACTATAACACTCGCATCGTTTCCGG
CGGCAGTGACAGCTTCAGCGAGGGACTGTTCATCGACTATAAGCACTTCGACGACG
CCAATATCACGCCGCGGTACGAGTTCGGCTATGGACTGTGTAAGTTTGCTAACCTGA
ACAATCTATTAGACAGGTTGACTGACGGATGACTGTGGAATGATAGCTTACACCAA
GTTCAACTACTCACGCCTCTCCGTCTTGTCGACCGCCAAGTCTGGTCCTGCGACTGG
GGCCGTTGTGCCGGGAGGCCCGAGTGATCTGTTCCAGAATGTCGCGACAGTCACCG
TTGACATCGCAAACTCTGGCCAAGTGACTGGTGCCGAGGTAGCCCAGCTGTACATC
ACCTACCCATCTTCAGCACCCAGGACCCCTCCGAAGCAGCTGCGAGGCTTTGCCAA
GCTGAACCTCACGCCTGGTCAGAGCGGAACAGCAACGTTCAACATCCGACGACGAG
ATCTCAGCTACTGGGACACGGCTTCGCAGAAATGGGTGGTGCCGTCGGGGTCGTTT
GGCATCAGCGTGGGAGCGAGCAGCCGGGATATCAGGCTGACGAGCACTCTGTCGGT
AGCGTAG

SEQ ID NO:4 Secuencia de proteina de beta glucosidasa 1 (Bgl1) de T.

reesei, una B-glucosidasa de la familia GH3 de Trichoderma reesei

MRYRTAAALALATGPFARADSHSTSGASAEAVVPPAGTPWGTAYDKAKAALAKLNLQ
DKVGIVSGVGWNGGPCVGNTSPASKISYPSLCLQDGPLGVRYSTGSTAFTPGVQAAST
WDVNLIRERGQFIGEEVKASGIHVILGPVAGPLGKTPQGGRNWEGFGVDPYLTGIAMG
QTINGIQSVGVQATAKHYILNEQELNRETISSNPDDRTLHELYTWPFADAVQANVASVM
CSYNKVNTTWACEDQYTLQTVLKDQLGFPGYVMTDWNAQHTTVQSANSGLDMSMPG
TDFNGNNRLWGPALTNAVNSNQVPTSRVDDMVTRILAAWYLTGQDQAGYPSFNISRN
VQGNHKTNVRAIJARDGIVLLKNDANILPLKKPASIAVVGSAAIIGNHARNSPSCNDKGC
DDGALGMGWGSGAVNYPYFVAPYDAINTRASSQGTQVTLSNTDNTSSGASAARGKDV
AIVFITADSGEGYITVEGNAGDRNNLDPWHNGNALVQAVAGANSNVIVVVHSVGAIILE
QILALPQVKAVVWAGLPSQESGNALVDVLWGDVSPSGKLVYTIAKSPNDYNTRIVSGG
SDSFSEGLFIDYKHFDDANITPRYEFGYGLSYTKFNYSRLSVLSTAKSGPATGAVVPGGP
SDLFQNVATVTVDIANSGQVTGAEVAQLYITYPSSAPRTPPKQLRGFAKLNLTPGQSGT
ATFNIRRRDLSYWDTASQKWVVPSGSFGISVGASSRDIRLTSTLSVA
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SEQ ID NO:5 Secuencia nucleotidica de Te3A, una B-glucosidasa de la familia
GH3 de Talaromyces emersonii, optimizada en codones para expresion en T.
reesei

ATGCGCAACGGCCTCCTCAAGGTCGCCGCCTTAGCCGCTGCCAGCGCCGTCAACGG
CGAGAACCTCGCCTACAGCCCCCCCTTCTACCCCAGCCCCTGGGCCAACGGCCAGG
GCGACTGGGCCGAGGCCTACCAGAAGGCCGTCCAGTTCGTCAGCCAGCTCACCCTC
GCCGAGAAGGTCAACCTCACCACCGGCACCGGCTGGGAGCAGGACCGCTGCGTCGG
CCAGGTCGGCAGCATCCCCCGCTTAGGCTTCCCCGGCCTCTGCATGCAGGACAGCCC
CCTCGGCGTCCGCGACACCGACTACAACAGCGCCTTCCCTGCCGGCGTTAACGTCGC
CGCCACCTGGGACCGCAACTTAGCCTACCGCAGAGGCGTCGCCATGGGCGAGGAAC
ACCGCGGCAAGGGCGTCGACGTCCAGTTAGGCCCCGTCGCCGGCCCCTTAGGCCGC
TCTCCTGATGCCGGCCGCAACTGGGAGGGCTTCGCCCCCGACCCCGTCCTCACCGGC
AACATGATGGCCAGCACCATCCAGGGCATCCAGGATGCTGGCGTCATTGCCTGCGC
CAAGCACTTCATCCTCTACGAGCAGGAACACTTCCGCCAGGGCGCCCAGGACGGCT
ACGACATCAGCGACAGCATCAGCGCCAACGCCGACGACAAGACCATGCACGAGTT
ATACCTCTGGCCCTTCGCCGATGCCGTCCGCGCCGGTGTCGGCAGCGTCATGTGCAG
CTACAACCAGGTCAACAACAGCTACGCCTGCAGCAACAGCTACACCATGAACAAGC
TCCTCAAGAGCGAGTTAGGCTTCCAGGGCTTCGTCATGACCGACTGGGGCGGCCAC
CACAGCGGCGTCGGCTCTGCCCTCGCCGGCCTCGACATGAGCATGCCCGGCGACAT

TGCCTTCGACAGCGGCACGTCTTTCTGGGGCACCAACCTCACCGTTGCCGTCCTCAA

CGGCTCCATCCCCGAGTGGCGCGTCGACGACATGGCCGTCCGCATCATGAGCGCCT
ACTACAAGGTCGGCCGCGACCGCTACAGCGTCCCCATCAACTTCGACAGCTGGACC
CTCGACACCTACGGCCCCGAGCACTACGCCGTCGGCCAGGGCCAGACCAAGATCAA
CGAGCACGTCGACGTCCGCGGCAACCACGCCGAGATCATCCACGAGATCGGCGCCG
CCTCCGCCGTCCTCCTCAAGAACAAGGGCGGCCTCCCCCTCACTGGCACCGAGCGCT
TCGTCGGTGTCTTTGGCAAGGATGCTGGCAGCAACCCCTGGGGCGTCAACGGCTGC
AGCGACCGCGGCTGCGACAACGGCACCCTCGCCATGGGCTGGGGCAGCGGCACCGC
CAACTTTCCCTACCTCGTCACCCCCGAGCAGGCCATCCAGCGCGAGGTCCTCAGCCG
CAACGGCACCTTCACCGGCATCACCGACAACGGCGCCTTAGCCGAGATGGCCGCTG
CCGCCTCTCAGGCCGACACCTGCCTCGTCTTTGCCAACGCCGACTCCGGCGAGGGCT
ACATCACCGTCGATGGCAACGAGGGCGACCGCAAGAACCTCACCCTCTGGCAGGGC
GCCGACCAGGTCATCCACAACGTCAGCGCCAACTGCAACAACACCGTCGTCGTCTT
ACACACCGTCGGCCCCGTCCTCATCGACGACTGGTACGACCACCCCAACGTCACCG
CCATCCTCTGGGCCGGTTTACCCGGTCAGGAAAGCGGCAACAGCCTCGTCGACGTC
CTCTACGGCCGCGTCAACCCCGGCAAGACCCCCTTCACCTGGGGCAGAGCCCGCGA
CGACTATGGCGCCCCTCTCATCGTCAAGCCTAACAACGGCAAGGGCGCCCCCCAGC
AGGACTTCACCGAGGGCATCTTCATCGACTACCGCCGCTTCGACAAGTACAACATC
ACCCCCATCTACGAGTTCGGCTTCGGCCTCAGCTACACCACCTTCGAGTTCAGCCAG
TTAAACGTCCAGCCCATCAACGCCCCTCCCTACACCCCCGCCAGCGGCTTTACGAAG
GCCGCCCAGAGCTTCGGCCAGCCCTCCAATGCCAGCGACAACCTCTACCCTAGCGA
CATCGAGCGCGTCCCCCTCTACATCTACCCCTGGCTCAACAGCACCGACCTCAAGGC
CAGCGCCAACGACCCCGACTACGGCCTCCCCACCGAGAAGTACGTCCCCCCCAACG
CCACCAACGGCGACCCCCAGCCCATTGACCCTGCCGGCGGTGCCCCTGGCGGCAAC
CCCAGCCTCTACGAGCCCGTCGCCCGCGTCACCACCATCATCACCAACACCGGCAA
GGTCACCGGCGACGAGGTCCCCCAGCTCTATGTCAGCTTAGGCGGCCCTGACGACG
CCCCCAAGGTCCTCCGCGGCTTCGACCGCATCACCCTCGCCCCTGGCCAGCAGTACC
TCTGGACCACCACCCTCACTCGCCGCGACATCAGCAACTGGGACCCCGTCACCCAG
AACTGGGTCGTCACCAACTACACCAAGACCATCTACGTCGGCAACAGCAGCCGCAA
CCTCCCCCTCCAGGCCCCCCTCAAGCCCTACCCCGGCATCTGATGA

3\
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SEQ ID NO:6 Secuencia de proteina de Te3A, una B-glucosidasa de la familia
GH3 de Talaromyces emersonii

MRNGLLKVAALAAASAVNGENLAYSPPFYPSPWANGQGDWAEAYQKAVQFVSQLTL
AEKVNLTTGTGWEQDRCVGQVGSIPRLGFPGLCMQDSPLGVRDTDYNSAFPAGVNVA
ATWDRNLAYRRGVAMGEEHRGKGVDVQLGPVAGPLGRSPDAGRNWEGFAPDPVLTG
NMMASTIQGIQDAGVIACAKHFILYEQEHFRQGAQDGYDISDSISANADDKTMHELYL
WPFADAVRAGVGSVMCSYNQVNNSYACSNSYTMNKLLKSELGFQGFVMTDWGGHHS!
GVGSALAGLDMSMPGDIAFDSGTSFWGTNLTVAVLNGSIPEWRVDDMAVRIMSAYYK
VGRDRYSVPINFDSWTLDTYGPEHYAVGQGQTKINEHVDVRGNHAEIIHEIGAASAVLL
KNKGGLPLTGTERFVGVFGKDAGSNPWGVNGCSDRGCDNGTLAMGWGSGTANFPYL
VTPEQAIQREVLSRNGTFTGITDNGALAEMAAAASQADTCLVFANADSGEGYITVDGN
EGDRKNLTLWQGADQVIHNVSANCNNTVVVLHTVGPVLIDDWYDHPNVTAILWAGLP
GQESGNSLVDVLYGRVNPGKTPFTWGRARDDYGAPLIVKPNNGKGAPQQDFTEGIFID
YRRFDKYNITPIYEFGFGLSYTTFEFSQLNVQPINAPPYTPASGFTKAAQSFGQPSNASDN
LYPSDIERVPLYIYPWLNSTDLKASANDPDYGLPTEKY VPPNATNGDPQPIDPAGGAPG
GNPSLYEPVARVTTITNTGKVTGDEVPQLYVSLGGPDDAPKVLRGFDRITLAPGQQYL
WTTTLTRRDISNWDPVTQNWVVTNYTKTIY VGNSSRNLPLQAPLKPYPGI

SEQ ID NO:7 Secuencia nucleotidica de Bgl3 (o Tr3B), una B-glucosidasa de la
familia GH3 de Trichoderma reesei

ATGAAGACGTTGTCAGTGTTTGCTGCCGCCCTTTTGGCGGCCGTAGCTGAGGCCAAT
CCCTACCCGCCTCCTCACTCCAACCAGGCGTACTCGCCTCCTTTCTACCCTTCGCCAT
GGATGGACCCCAGTGCTCCAGGCTGGGAGCAAGCCTATGCCCAAGCTAAGGAGTTC
GTCTCGGGCTTGACTCTCTTGGAGAAGGTCAACCTCACCACCGGTGTTGGCTGGATG
GGTGAGAAGTGCGTTGGAAACGTTGGTACCGTGCCTCGCTTGGGCATGCGAAGTCT

TTGCATGCAGGACGGCCCCCTGGGTCTCCGATTCAACACGTACAACAGCGCTTTCAG -

CGTTGGCTTGACGGCCGCCGCCAGCTGGAGCCGACACCTTTGGGTTGACCGCGGTA
CCGCTCTGGGCTCCGAGGCAAAGGGCAAGGGTGTCGATGTTCTTCTCGGACCCGTG
GCTGGCCCTCTCGGTCGCAACCCCAACGGAGGCCGTAACGTCGAGGGTTTCGGCTC
GGATCCCTATCTGGCGGGTTTGGCTCTGGCCGATACCGTGACCGGAATCCAGAACG
CGGGCACCATCGCCTGTGCCAAGCACTTCCTCCTCAACGAGCAGGAGCATTTCCGCC
AGGTCGGCGAAGCTAACGGTTACGGATACCCCATCACCGAGGCTCTGTCTTCCAAC
GTTGATGACAAGACGATTCACGAGGTGTACGGCTGGCCCTTCCAGGATGCTGTCAA
GGCTGGTGTCGGGTCCTTCATGTGCTCGTACAACCAGGTCAACAACTCGTACGCTTG
CCAAAACTCCAAGCTCATCAACGGCTTGCTCAAGGAGGAGTACGGTTTCCAAGGCT
TTGTCATGAGCGACTGGCAGGCCCAGCACACGGGTGTCGCGTCTGCTGTTGCCGGTC
TCGATATGACCATGCCTGGTGACACCGCCTTCAACACCGGCGCATCCTACTTTGGAA
GCAACCTGACGCTTGCTGTTCTCAACGGCACCGTCCCCGAGTGGCGCATTGACGAC
ATGGTGATGCGTATCATGGCTCCCTTCTTCAAGGTGGGCAAGACGGTTGACAGCCTC
ATTGACACCAACTTTGATTCTTGGACCAATGGCGAGTACGGCTACGTTCAGGCCGCC
GTCAATGAGAACTGGGAGAAGGTCAACTACGGCGTCGATGTCCGCGCCAACCATGC
GAACCACATCCGCGAGGTTGGCGCCAAGGGAACTGTCATCTTCAAGAACAACGGCA
TCCTGCCCCTTAAGAAGCCCAAGTTCCTGACCGTCATTGGTGAGGATGCTGGCGGCA
ACCCTGCCGGCCCCAACGGCTGCGGTGACCGCGGCTGTGACGACGGCACTCTTGCC
ATGGAGTGGGGATCTGGTACTACCAACTTCCCCTACCTCGTCACCCCCGACGCGGCC
CTGCAGAGCCAGGCTCTCCAGGACGGCACCCGCTACGAGAGCATCCTGTCCAACTA

SC
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CGCCATCTCGCAGACCCAGGCGCTCGTCAGCCAGCCCGATGCCATTGCCATTGTCTT
TGCCAACTCGGATAGCGGCGAGGGCTACATCAACGTCGATGGCAACGAGGGCGACC
GCAAGAACCTGACGCTGTGGAAGAACGGCGACGATCTGATCAAGACTGTTGCTGCT
GTCAACCCCAAGACGATTGTCGTCATCCACTCGACCGGCCCCGTGATTCTCAAGGAC
TACGCCAACCACCCCAACATCTCTGCCATTCTGTGGGCCGGTGCTCCTGGCCAGGAG
TCTGGCAACTCGCTGGTCGACATTCTGTACGGCAAGCAGAGCCCGGGCCGCACTCC
CTTCACCTGGGGCCCGTCGCTGGAGAGCTACGGAGTTAGTGTTATGACCACGCCCA
ACAACGGCAACGGCGCTCCCCAGGATAACTTCAACGAGGGCGCCTTCATCGACTAC
CGCTACTTTGACAAGGTGGCTCCCGGCAAGCCTCGCAGCTCGGACAAGGCTCCCAC
GTACGAGTTTGGCTTCGGACTGTCGTGGTCGACGTTCAAGTTCTCCAACCTCCACAT
CCAGAAGAACAATGTCGGCCCCATGAGCCCGCCCAACGGCAAGACGATTGCGGCTC
CCTCTCTGGGCAGCTTCAGCAAGAACCTTAAGGACTATGGCTTCCCCAAGAACGTTC
GCCGCATCAAGGAGTTTATCTACCCCTACCTGAGCACCACTACCTCTGGCAAGGAG
GCGTCGGGTGACGCTCACTACGGCCAGACTGCGAAGGAGTTCCTCCCCGCCGGTGC
CCTGGACGGCAGCCCTCAGCCTCGCTCTGCGGCCTCTGGCGAACCCGGCGGCAACC
GCCAGCTGTACGACATTCTCTACACCGTGACGGCCACCATTACCAACACGGGCTCG
GTCATGGACGACGCCGTTCCCCAGCTGTACCTGAGCCACGGCGGTCCCAACGAGCC
GCCCAAGGTGCTGCGTGGCTTCGACCGCATCGAGCGCATTGCTCCCGGCCAGAGCG
TCACGTTCAAGGCAGACCTGACGCGCCGTGACCTGTCCAACTGGGACACGAAGAAG
CAGCAGTGGGTCATTACCGACTACCCCAAGACTGTGTACGTGGGCAGCTCCTCGCG
CGACCTGCCGCTGAGCGCCCGCCTGCCATGA

SEQ ID NO:8 Secuencia de proteina de Bgl3 (o Tr3B), una B-glucosidasa
de la familia GH3 de Trichoderma reesei

MKTLSVFAAALLAAVAEANPYPPPHSNQAYSPPFYPSPWMDPSAPGWEQAYAQAKEF

VSGLTLLEKVNLTTGVGWMGEKCVGNVGTVPRLGMRSLCMQDGPLGLRFNTYNSAFS
VGLTAAASWSRHLWVDRGTALGSEAKGKGVDVLLGPVAGPLGRNPNGGRNVEGFGS

DPYLAGLALADTVTGIQNAGTIACAKHFLLNEQEHFRQVGEANGYGYPITEALSSNVDD
KTIHEVYGWPFQDAVKAGVGSFMCSYNQVNNSYACQNSKLINGLLKEEYGFQGFVMS
DWQAQHTGVASAVAGLDMTMPGDTAFNTGASYFGSNLTLAVLNGTVPEWRIDDMVM
RIMAPFFKVGKTVDSLIDTNFDSWTNGEYGYVQAAVNENWEKVNYGVDVRANHANHI
REVGAKGTVIFKNNGILPLKKPKFLTVIGEDAGGNPAGPNGCGDRGCDDGTLAMEWGS
GTTNFPYLVTPDAALQSQALQDGTRYESILSNYAISQTQALVSQPDAIAIVFANSDSGEG
YINVDGNEGDRKNLTLWKNGDDLIKTVAAVNPKTIVVIHSTGPVILKDYANHPNISAIL

WAGAPGQESGNSLVDILYGKQSPGRTPFTWGPSLESYGVSVMTTPNNGNGAPQDNFNE
GAFIDYRYFDKVAPGKPRSSDKAPTYEFGFGLSWSTFKFSNLHIQKNNVGPMSPPNGKTI
AAPSLGSFSKNLKDYGFPKNVRRIKEFIYPYLSTTTSGKEASGDAHYGQTAKEFLPAGAL
DGSPQPRSAASGEPGGNRQLYDILYTVTATITNTGSVMDDAVPQLYLSHGGPNEPPKVL
RGFDRIERIAPGQSVTFKADLTRRDLSNWDTKKQQWVITDYPKTVYVGSSSRDLPLSAR
LP '

SEQ ID NO:9 La secuencia nucleotidica que codifica Fv3C/Bgl3

ATGAAGCTGA ATTGGGTCGC CGCAGCCCTG TCTATAGGTG CTGCTGGCAC
TGACAGCGCA GTTGCTCTTG CTTCTGCAGT TCCAGACACT TTGGCTGGTG
TAAAGGTCAG TTTTTTTTCA CCATTTCCTC GTCTAATCTC AGCCTTGTTG
CCATATCGCC CTTGTTCGCT CGGACGCCAC GCACCAGATC GCGATCATTT
CCTCCCTTGC AGCCTTGGTT CCTCTTACGA TCTTCCCTCC GCAATTATCA
GCGCCCTTAG TCTACACAAA AACCCCCGAG ACAGTCTTTC ATTGAGTTTG

50
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TCGACATCAA GTTGCTTCTC AACTGTGCAT TTGCGTGGCT GTCTACTTCT
GCCTCTAGAC AACCAAATCT GGGCGCAATT GACCGCTCAA ACCTTGTTCA
AATAACCTTT TTTATTCGAG ACGCACATTT ATAAATATGC GCCTTTCAAT
AATACCGACT TTATGCGCGG CGGCTGCTGT GGCGGTTGAT CAGAAAGCTG
ACGCTCAAAA GGTTGTCACG AGAGATACAC TCGCATACTC GCCGCCTCAT
TATCCTTCAC CATGGATGGA CCCTAATGCT GTTGGCTGGG AGGAAGCTTA
CGCCAAAGCC AAGAGCTTTG TGTCCCAACT CACTCTCATG GAAAAGGTCA
ACTTGACCAC TGGTGTTGGG TAAGCAGCTC CTTGCAAACA GGGTATCTCA
ATCCCCTCAG CTAACAACTT CTCAGATGGC AAGGCGAACG CTGTGTAGGA
AACGTGGGAT CAATTCCTCG TCTCGGTATG CGAGGTCTCT GTCTCCAGGA
TGGTCCTCTT GGAATTCGTC TGTCCGACTA CAACAGCGCT TTTCCCGCTG
GCACCACAGC TGGTGCTTCT TGGAGCAAGT CTCTCTGGTA TGAGAGAGGT
CTCCTGATGG GCACTGAGTT CAAGGAGAAG GGTATCGATA TCGCTCTTGG
TCCTGCTACT GGACCTCTTG GTCGCACTGC TGCTGGTGGA CGAAACTGGG
AAGGCTTCAC CGTTGATCCT TATATGGCTG GCCACGCCAT GGCCGAGGCC
GTCAAGGGTA TTCAAGACGC AGGTGTCATT GCTTGTGCTA AGCATTACAT
CGCAAACGAG CAGGGTAAGC CACTTGGACG ATTTGAGGAA TTGACAGAGA
ACTGACCCTC TTGTAGAGCA CTTCCGACAG AGTGGCGAGG TCCAGTCCCG
CAAGTACAAC ATCTCCGAGT CTCTCTCCTC CAACCTGGAT GACAAGACTA
TGCACGAGCT CTACGCCTGG CCCTTCGCTG ACGCCGTCCG CGCCGGCGTC
GGTTCCGTCA TGTGCTCGTA CAACCAGATC AACAACTCGT ACGGTTGCCA
GAACTCCAAG CTCCTCAACG GTATCCTCAA GGACGAGATG GGCTTCCAGG
GTTTCGTCAT GAGCGATTGG GCGGCCCAGC ATACCGGTGC CGCTTCTGCC
GTCGCTGGTC TCGATATGAG CATGCCTGGT GACACTGCCT TCGACAGCGG
ATACAGCTTC TGGGGCGGAA ACTTGACTCT GGCTGTCATC AACGGAACTG
TTCCCGCCTG GCGAGTTGAT GACATGGCTC TGCGAATCAT GTCTGCCTTC
TTCAAGGTTG GAAAGACGAT AGAGGATCTT CCCGACATCA ACTTCTCCTC
CTGGACCCGC GACACCTTCG GCTTCGTGCA TACATTTGCT CAAGAGAACC
GCGAGCAGGT CAACTTTGGA GTCAACGTCC AGCACGACCA CAAGAGCCAC
ATCCGTGAGG CCGCTGCCAA GGGAAGCGTC GTGCTCAAGA ACACCGGGTC
CCTTCCCCTC AAGAACCCAA AGTTCCTCGC TGTCATTGGT GAGGACGCCG
GTCCCAACCC TGCTGGACCC AATGGTTGTG GTGACCGTGG TTGCGATAAT
GGTACCCTGG CTATGGCTTG GGGCTCGGGA ACTTCCCAAT TCCCTTACTT
GATCACCCCC GATCAAGGGC TCTCTAATCG AGCTACTCAA GACGGAACTC
GATATGAGAG CATCTTGACC AACAACGAAT GGGCTTCAGT ACAAGCTCTT
GTCAGCCAGC CTAACGTGAC CGCTATCGTT TTCGCCAATG CCGACTCTGG
TGAGGGATAC ATTGAAGTCG ACGGAAACTT TGGTGATCGC AAGAACCTCA
CCCTCTGGCA GCAGGGAGAC GAGCTCATCA AGAACGTGTC GTCCATATGC
CCCAACACCA TTGTAGTTCT GCACACCGTC GGCCCTGTCC TACTCGCCGA
CTACGAGAAG AACCCCAACA TCACTGCCAT CGTCTGGGCT GGTCTTCCCG
GCCAAGAGTC AGGCAATGCC ATCGCTGATC TCCTCTACGG CAAGGTCAGC
- CCTGGCCGAT CTCCCTTCAC TTGGGGCCGC ACCCGCGAGA GCTACGGTAC
TGAGGTTCTT TATGAGGCGA ACAACGGCCG TGGCGCTCCT CAGGATGACT
TCTCTGAGGG TGTCTTCATC GACTACCGTC ACTTCGACCG ACGATCTCCA
AGCACCGATG GAAAGAGCTC TCCCAACAAC ACCGCTGCTC CTCTCTACGA
GTTCGGTCAC GGTCTATCTT GGTCGACGTT CAAGTTCTCC AACCTCCACA
TCCAGAAGAA CAATGTCGGC CCCATGAGCC CGCCCAACGG CAAGACGATT
GCGGCTCCCT CTCTGGGCAG CTTCAGCAAG AACCTTAAGG ACTATGGCTT
CCCCAAGAAC GTTCGCCGCA TCAAGGAGTT TATCTACCCC TACCTGAGCA
CCACTACCTC TGGCAAGGAG GCGTCGGGTG ACGCTCACTA CGGCCAGACT
GCGAAGGAGT TCCTCCCCGC CGGTGCCCTG GACGGCAGCC CTCAGCCTCG
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CTCTGCGGCC TCTGGCGAAC CCGGCGGCAA CCGCCAGCTG TACGACATTC

TCTACACCGT GACGGCCACC ATTACCAACA CGGGCTCGGT CATGGACGAC
GCCGTTCCCC AGCTGTACCT GAGCCACGGC GGTCCCAACG AGCCGCCCAA
GGTGCTGCGT GGCTTCGACC GCATCGAGCG CATTGCTCCC GGCCAGAGCG

TCACGTTCAA GGCAGACCTG ACGCGCCGTG ACCTGTCCAA CTGGGACACG
AAGAAGCAGC AGTGGGTCAT TACCGACTAC CCCAAGACTG TGTACGTGGG
CAGCTCCTCG CGCGACCTGC CGCTGAGCGC CCGCCTGCCA TGA

SEQ ID NO: 10 La secuencia polipeptidica quimérica de Fv3C/BgI3 (la parte
quimérica de Bgl3 esta en negrita y en mayusculas)

MKLNWVAAALSIGAAGTDSAVALASAVPDTLAGVKKADAQKVVTRDTLAYSPPHYPS
PWMDPNAVGWEEAYAKAKSFVSQLTLMEKVNLTTGVGWQGERCVGNVGSIPRLGMR
GLCLQDGPLGIRLSDYNSAFPAGTTAGASWSKSLWYERGLLMGTEFKEKGIDIALGPAT
GPLGRTAAGGRNWEGFTVDPYMAGHAMAEAVKGIQDAGVIACAKHYIANEQEHFRQS
GEVQSRKYNISESLSSNLDDKTMHELYAWPFADAVRAGVGSVMCSYNQINNSYGCQN
SKLLNGILKDEMGFQGFVMSDWAAQHTGAASAVAGLDMSMPGDTAFDSGYSFWGGN
LTLAVINGTVPAWRVDDMALRIMSAFFKVGKTIEDLPDINFSSWTRDTFGFVHTFAQEN
REQVNFGVNVQHDHKSHIREAAAKGSVVLKNTGSLPLKNPKFLAVIGEDAGPNPAGPN
GCGDRGCDNGTLAMAWGSGTSQFPYLITPDQGLSNRATQDGTRYESILTNNEWASVQA
LVSQPNVTAIVFANADSGEGYIEVDGNFGDRKNLTLWQQGDELIKNVSSICPNTIVVLH
TVGPVLLADYEKNPNITAIVWAGLPGQESGNAIADLLYGKVSPGRSPFTWGRTRESYGT
EVLYEANNGRGAPQDDFSEGVFID YRHFDRRSPSTDGKSSPNNTAAPLYEFGHGLSWST
FKFSNLHIQKNNVGPMSPPNGKTIAAPSLGSFSKNLKDYGFPKNVRRIKEFIYPYLSTTTS
GKEASGDAHYGQTAKEFLPAGALDGSPQPRSAASGEPGGNRQLYDILYTVTATITNTGS
VMDDAVPQLYLSHGGPNEPPKVLRGFDRIERIAPGQSVTFKADLTRRDLSNWDTKKQQ
WVITDYPKTVYVGSSSRDLPLSARLP

SEQ ID NO: 11: Secuencia de acidos nucleicos que codifica la quimera
Fv3C/Te3A/Bgl3

ATGAAGCTGAATTGGGTCGCCGCAGCCCTGTCTATAGGTGCTGCTGGCACTGACAG
CGCAGTTGCTCTTGCTTCTGCAGTTCCAGACACTTTGGCTGGTGTAAAGGTCAGTTT
TTTTTCACCATTTCCTCGTCTAATCTCAGCCTTGTTGCCATATCGCCCTTGTTCGCTC
GGACGCCACGCACCAGATCGCGATCATTTCCTCCCTTGCAGCCTTGGTTCCTCTTAC
GATCTTCCCTCCGCAATTATCAGCGCCCTTAGTCTACACAAAAACCCCCGAGACAGT
CTTTCATTGAGTTTGTCGACATCAAGTTGCTTCTCAACTGTGCATTTGCGTGGCTGTC
TACTTCTGCCTCTAGACAACCAAATCTGGGCGCAATTGACCGCTCAAACCTTGTTCA
AATAACCTTTTTTATTCGAGACGCACATTTATAAATATGCGCCTTTCAATAATACCG
ACTTTATGCGCGGCGGCTGCTGTGGCGGTTGATCAGAAAGCTGACGCTCAAAAGGT
TGTCACGAGAGATACACTCGCATACTCGCCGCCTCATTATCCTTCACCATGGATGGA
CCCTAATGCTGTTGGCTGGGAGGAAGCTTACGCCAAAGCCAAGAGCTTTGTGTCCC
AACTCACTCTCATGGAAAAGGTCAACTTGACCACTGGTGTTGGGTAAGCAGCTCCTT
GCAAACAGGGTATCTCAATCCCCTCAGCTAACAACTTCTCAGATGGCAAGGCGAAC
GCTGTGTAGGAAACGTGGGATCAATTCCTCGTCTCGGTATGCGAGGTCTCTGTCTCC
AGGATGGTCCTCTTGGAATTCGTCTGTCCGACTACAACAGCGCTTTTCCCGCTGGCA
CCACAGCTGGTGCTTCTTGGAGCAAGTCTCTCTGGTATGAGAGAGGTCTCCTGATGG
GCACTGAGTTCAAGGAGAAGGGTATCGATATCGCTCTTGGTCCTGCTACTGGACCTC
TTGGTCGCACTGCTGCTGGTGGACGAAACTGGGAAGGCTTCACCGTTGATCCTTATA
TGGCTGGCCACGCCATGGCCGAGGCCGTCAAGGGTATTCAAGACGCAGGTGTCATT
GCTTGTGCTAAGCATTACATCGCAAACGAGCAGGGTAAGCCACTTGGACGATTTGA
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GGAATTGACAGAGAACTGACCCTCTTGTAGAGCACTTCCGACAGAGTGGCGAGGTC
CAGTCCCGCAAGTACAACATCTCCGAGTCTCTCTCCTCCAACCTGGATGACAAGACT
ATGCACGAGCTCTACGCCTGGCCCTTCGCTGACGCCGTCCGCGCCGGCGTCGGTTCC
GTCATGTGCTCGTACAACCAGATCAACAACTCGTACGGTTGCCAGAACTCCAAGCT
CCTCAACGGTATCCTCAAGGACGAGATGGGCTTCCAGGGTTTCGTCATGAGCGATT
GGGCGGCCCAGCATACCGGTGCCGCTTCTGCCGTCGCTGGTCTCGATATGAGCATGC
CTGGTGACACTGCCTTCGACAGCGGATACAGCTTCTGGGGCGGAAACTTGACTCTG
GCTGTCATCAACGGAACTGTTCCCGCCTGGCGAGTTGATGACATGGCTCTGCGAATC
ATGTCTGCCTTCTTCAAGGTTGGAAAGACGATAGAGGATCTTCCCGACATCAACTTC
TCCTCCTGGACCCGCGACACCTTCGGCTTCGTGCATACATTTGCTCAAGAGAACCGC
GAGCAGGTCAACTTTGGAGTCAACGTCCAGCACGACCACAAGAGCCACATCCGTGA
GGCCGCTGCCAAGGGAAGCGTCGTGCTCAAGAACACCGGGTCCCTTCCCCTCAAGA
ACCCAAAGTTCCTCGCTGTCATTGGTGAGGACGCCGGTCCCAACCCTGCTGGACCCA
ATGGTTGTGGTGACCGTGGTTGCGATAATGGTACCCTGGCTATGGCTTGGGGCTCGG
GAACTTCCCAATTCCCTTACTTGATCACCCCCGATCAAGGGCTCTCTAATCGAGCTA
CTCAAGACGGAACTCGATATGAGAGCATCTTGACCAACAACGAATGGGCTTCAGTA
CAAGCTCTTGTCAGCCAGCCTAACGTGACCGCTATCGTTTTCGCCAATGCCGACTCT
GGTGAGGGATACATTGAAGTCGACGGAAACTTTGGTGATCGCAAGAACCTCACCCT
CTGGCAGCAGGGAGACGAGCTCATCAAGAACGTGTCGTCCATATGCCCCAACACCA
TTGTAGTTCTGCACACCGTCGGCCCTGTCCTACTCGCCGACTACGAGAAGAACCCCA
ACATCACTGCCATCGTCTGGGCTGGTCTTCCCGGCCAAGAGTCAGGCAATGCCATCG
CTGATCTCCTCTACGGCAAGGTCAGCCCTGGCCGATCTCCCTTCACTTGGGGCCGCA
CCCGCGAGAGCTACGGTACTGAGGTTCTTTATGAGGCGAACAACGGCCGTGGCGCT
CCTCAGGATGACTTCTCTGAGGGTGTCTTCATCGACTACCGTCACTTCGACAAGTAC
AACATCACGCCTATCTACGAGTTCGGTCACGGTCTATCTTGGTCGACGTTCAAGTTC
TCCAACCTCCACATCCAGAAGAACAATGTCGGCCCCATGAGCCCGCCCAACGGCAA
GACGATTGCGGCTCCCTCTCTGGGCAACTTCAGCAAGAACCTTAAGGACTATGGCTT
CCCCAAGAACGTTCGCCGCATCAAGGAGTTTATCTACCCCTACCTGAACACCACTAC
CTCTGGCAAGGAGGCGTCGGGTGACGCTCACTACGGCCAGACTGCGAAGGAGTTCC
TCCCCGCCGGTGCCCTGGACGGCAGCCCTCAGCCTCGCTCTGCGGCCTCTGGCGAAC
CCGGCGGCAACCGCCAGCTGTACGACATTCTCTACACCGTGACGGCCACCATTACC
AACACGGGCTCGGTCATGGACGACGCCGTTCCCCAGCTGTACCTGAGCCACGGCGG
TCCCAACGAGCCGCCCAAGGTGCTGCGTGGCTTCGACCGCATCGAGCGCATTGCTC
CCGGCCAGAGCGTCACGTTCAAGGCAGACCTGACGCGCCGTGACCTGTCCAACTGG
GACACGAAGAAGCAGCAGTGGGTCATTACCGACTACCCCAAGACTGTGTACGTGGG
CAGCTCCTCGCGCGACCTGCCGCTGAGCGCCCGCCTGCCATGA

SEQ ID NO: 12: Secuencia de aminoacidos de la quimera Fv3C/Te3A/BgI3

MKLNWVAAALSIGAAGTDSAVALASAVPDTLAGVKKADAQKVVTRDTLAYSPPHYPS
PWMDPNAVGWEEAYAKAKSFVSQLTLMEKVNLTTGVGWQGERCVGNVGSIPRLGMR
GLCLQDGPLGIRLSDYNSAFPAGTTAGASWSKSLWYERGLLMGTEFKEKGIDIALGPAT
GPLGRTAAGGRNWEGFTVDPYMAGHAMAEAVKGIQDAGVIACAKHYIANEQEHFRQS
GEVQSRKYNISESLSSNLDDKTMHELY AWPFADAVRAGVGSVMCSYNQINNSYGCQN

SKLLNGILKDEMGFQGFVMSDWAAQHTGAASAVAGLDMSMPGDTAFDSGYSFWGGN
LTLAVINGTVPAWRVDDMALRIMSAFFKVGKTIEDLPDINFSSWTRDTFGFVHTFAQEN
REQVNFGVNVQHDHKSHIREAAAKGSVVLKNTGSLPLKNPKFLAVIGEDAGPNPAGPN
GCGDRGCDNGTLAMAWGSGTSQFPYLITPDQGLSNRATQDGTRYESILTNNEWASVQA
LVSQPNVTAIVFANADSGEGYIEVDGNFGDRKNLTLWQQGDELIKNVSSICPNTIVVLH

TVGPVLLADYEKNPNITAIVWAGLPGQESGNAIADLLYGKVSPGRSPFTWGRTRESYGT
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EVLYEANNGRGAPQDDFSEGVFIDYRHFDKYNITPIYEFGHGLSW STFKESNLHIQKNN
VGPMSPPNGKTIAAPSLGNFSKNLKDYGFPKNVRRIKEFIYPYLNTTTSGKEASGDAHY
GQTAKEFLPAGALDGSPQPRSAASGEPGGNRQLYDILYTVTATITNTGSVMDDAVPQLY
LSHGGPNEPPKVLRGFDRIERIAPGQSVTFKADLTRRDLSNWDTKKQQW VITDYPKTVY
VGSSSRDLPLSARLP

SEQ ID NO: 13: Secuencia nucleotidica para Fv43D, una enzima de la familia
GH43D de Fusarium verticilloides |

ATGCAGCTCAAGTTTCTGTCTTCAGCATTGTTGCTGTCTTTGACCGGCAATTGCGCTG
CGCAAGACACTAATGATATCCCTCCTCTGATCACCGACCTCTGGTCTGCGGATCCCT
CGGCTCATGTTTTCGAGGGCAAACTCTGGGTTTACCCATCTCACGACATCGAAGCCA
ATGTCGTCAACGGCACCGGAGGCGCTCAGTACGCCATGAGAGATTATCACACCTAT
TCCATGAAGACCATCTATGGAAAAGATCCCGTTATCGACCATGGCGTCGCTCTGTCA
GTCGATGATGTCCCATGGGCCAAGCAGCAAATGTGGGCTCCTGACGCAGCTTACAA
GAACGGCAAATATTATCTCTACTTCCCCGCCAAGGATAAAGATGAGATCTTCAGAA
TTGGAGTTGCTGTCTCCAACAAGCCCAGCGGTCCTTTCAAGGCCGACAAGAGCTGG
ATCCCCGGTACTTACAGTATCGATCCTGCTAGCTATGTCGACACTAATGGCGAGGCA
TACCTCATCTGGGGCGGTATCTGGGGCGGCCAGCTTCAGGCCTGGCAGGATCACAA
GACCTTTAATGAGTCGTGGCTCGGCGACAAAGCTGCTCCCAACGGCACCAACGCCC
TATCTCCTCAGATCGCCAAGCTAAGCAAGGACATGCACAAGATCACCGAGACACCC
CGCGATCTCGTCATCCTGGCCCCCGAGACAGGCAAGCCCCTTCAAGCAGAGGACAA
TAAGCGACGATTTTTCGAGGGGCCCTGGGTTCACAAGCGCGGCAAGCTGTACTACC
TCATGTACTCTACCGGCGACACGCACTTCCTCGTCTACGCGACTTCCAAGAACATCT
ACGGTCCTTATACCTATCAGGGCAAGATTCTCGACCCTGTTGATGGGTGGACTACGC
ATGGAAGTATTGTTGAGTACAAGGGACAGTGGTGGTTGTTCTTTGCGGATGCGCAT
ACTTCTGGAAAGGATTATCTGAGACAGGTTAAGGCGAGGAAGATCTGGTATGACAA
GGATGGCAAGATTTTGCTTACTCGTCCTAAGATTTAG

SEQ ID NO: 14 Secuencia de proteina de Fv43D

MQLKFLSSALLLSLTGNCAAQDTNDIPPLITDLWSADPSAHVFEGKLWVYPSHDIEANV
VNGTGGAQYAMRDYHTYSMKTIYGKDPVIDHGVALSVDDVPWAKQQMWAPDAAYK
NGKYYLYFPAKDKDEIFRIGVAVSNKPSGPFKADKSWIPGTYSIDPASYVDTNGEAYLI
WGGIWGGQLQAWQDHKTFNESWLGDKAAPNGTNALSPQIAKLSKDMHKITETPRDLV
ILAPETGKPLQAEDNKRRFFEGPWVHKRGKLYYLMYSTGDTHFLVYATSKNIYGPYTY
QGKILDPVDGWTTHGSIVEYKGQWWLFFADAHTSGKDYLRQVKARKIWYDKDGKILL
TRPKI

SEQ ID NO: 15 Cebador directo MH234
5’-CACCATGAAGCTGAATTGGGTCGC-3’

SEQ ID NO: 16 Cebador inverso MH235
. 5-TTACTCCAACTTGGCGCTG-3’

59
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SEQ ID NO:17 MH255
5’-AAGCCAAGAGCTTTGTGTCC-3

SEQ ID NO:18 MH256
5’-TATGCACGAGCTCTACGCCT-3’

SEQ ID NO:19 MH257
5’-ATGGTACCCTGGCTATGGCT-3’

SEQ ID NO:20 MH258
5’-CGGTCACGGTCTATCTTGGT-3’

SEQ ID NO:21 pDonor Directo
5’- GCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGC- 3’

SEQ ID NO:22 Fv3C/BgI3 Inverso

5’-GGAGGTTGGAGAACTTGAACGTCGACCAAGATAGACCGTGA CCGAAC TCGTAG
37

SEQ ID NO:23 pDonor Inverso
5’-TGCCAGGAAACAGCTATGACCATGTAATACGACTCACTATAGG-3’

SEQ ID NO:24 Fv3C/Bgl3 Directo _
5’- CTACGAGTTCGGTCACGGTCTATCTTGGTCGACGTTCAAGTTC TCCAACCTCC-3’

SEQ ID NO:25 Att L1 Directo
5’ TAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGT 3’

SEQ ID NO:26 AttL2 Inverso
S’GGGATATCAGCTGGATGGCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATA 3’

SEQ ID NO:27 Fv3C residuos 665 - 683 de la quimera Fv3C/BgI3
RRSPSTDGKSSPNN TAAPL

SEQ ID NO:28 Te3A residuos 634 - 640
KYNITPI

SEQ ID NO:29 Pr Cbhl Directo
5’ CGGAATGAGCTAGTAGGCAAAGTCAGC 3’

=
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SEQ ID NO:30 725/751 Inverso

5’-CTCCTTGATGCGGCGAACGTTCTTGGGGAAGCCATAGTCCTTAA
GGTTCTTGCTGAAGTTGCCCAGAGAG 3’

SEQ ID NO:31 725/751 Directo

. 5’- GGCTTCCCCAAGAACGTTCGCCGCATCAAGGAGTTTATCTACC
CCTACCTGAACACCACTACCTC 3

SEQ ID NO:32 Ter Cbhl Inverso
5’ GATACACGAAGAGCGGCGATTCTACGG ¥

SEQ ID NO:33 Te3A Inverso

5’>-GATAGACCGTGACCGAACTCGTAGATAGGCGTGATGTT
GTACTTGTCGAAGTGACGGTAGTCGATGAAGAC 3’

SEQ ID NO:34 Te3A2 Directo

5’-GTCTTCATCGACTACCGTCACTTCGACAAGTACAACATCAC
GCCTATCTACGAGTTCGGTCACGGTCTATC-3’

SEQ ID NO:35 Cebador Directo SK943
5’- CACCATGAGATATAGAACAGCTGCCGCT-3

SEQ ID NO:36 Cebador Inverso SK941
5’-CGACCGCCCTGCGGAGTCTTGCCCAGTGGTCCCGCGACAG-3’

SEQ ID NO:37 Cebador Directo (SK940)
5’-CTGTCGCGGGACCACTGGGCAAGACTCCGCAGGGCGGTCG-3’

SEQ ID NO:38 Cebador Inverso (SK942)
5’- CCTACGCTACCGACAGAGTG-3’

SEQ ID NO:39 Cebador Directo SK771
5’ - GTCTAGACTGGAAACGCAAC -3’

SEQ ID NO:40 Cebador Inverso SK745
5’ - GAGTTGTGAAGTCGGTAATCC -3’

SEQ ID NO:41 Cebador Directo SK1322
S’-CACCATGCAGCTCAAGTTTCTGTC-3’
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SEQ ID NO:42 Cebador Inverso SK1297
5’-GGTTACTAGTCAACTGCCCGTTCTGTAGCGAG-3’

SEQ ID NO:43 Cebador Directo SK1236
S’-CATGCGATCGCGACGTTTTGGTCAGGTCG-3’

SEQ ID NO:44 Cebador Inverso SK1321
5’-GACAGAAACTTGAGCTGCATGGTGTGGGACAACAAGAAGG-3

e,
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LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un método de producir una mezcla de enzimas que catalizan

un proceso de conversion, que incluye los pasos de:

combinar estirpes celulares primera y segunda en un medio liquido, la
primera estirpe celular codificando y dispuesta para expresar un primer conjunto de
una o mas enzimas, la segunda estirpe celular codificando y dispuesta para
expresar un segundo conjunto de una o mas enzimas, los conjuntos primero y
segundo de enzimas teniendo actividades cataliticas que mejoran el proceso de
conversion, una o mas del primer conjunto de enzimas siendo exdgenas a la
primera estirpe celular, y una 0 mas del segundo conjunto de enzimas siendo
exbdgenas a la segunda estirpe celular o no codificadas por la primera estirpe celular

o expresadas en un nivel menor por la primera estirpe celular;

cultivar las estirpes celulares combinadas; con lo cual las estirpes
celulares secretan las enzimas en el medio, o se lisan liberando las enzimas,
proporcionando en esa forma un mezcla de enzimas en proporciones efectivas para

mejorar el proceso de conversion.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde una o mas del
segundo conjunto de enzimas son exdgenas a la segunda estirpe celular o no

codificadas por la primera estirpe celular.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde una o mas del
segundo conjunto de enzimas se expresan en un nivel menor por la primera estirpe
celular.

4. El método de la reivindicacién 1, que incluye ademas:

identificar una pluralidad de enzimas que catalizan el proceso de

conversion;

identificar o construir una primera estirpe celular que codifica, y esta
dispuesta para expresar un primer conjunto de una o mas de las enzimas
identificadas, y una segunda estirpe celular que codifica, y esta dispuesta para
expresar un segundo conjunto de la una o mas enzimas para proporcionar las
estirpes celulares primera y segunda.

5. El método de la reivindicacion 1, que incluye ademas

©\
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identificar o construir estirpes celulares que codifican y estan
dispuestas para expresar diferentes conjuntos de enzimas que catalizan un proceso
de conversion, las estirpes celulares habiéndose cultivado bajo presion selectiva o
bajo condiciones que permiten el crecimiento auxoétrofo para retener su disposicién
a expresar las enzimas para formar un banco de estirpes celulares; en donde la
pluralidad de estirpes celulares comprenden la primera estirpe celular que codifica y
esta dispuesta para expresar un primer conjunto de una o mas enzimas, y la
segunda estirpe celular que codifica y esta dispuesta para expresar un segundo
conjunto de una o méas enzimas; seleccionando las estirpes celulares primera y
segunda del banco.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde las estirpes
celulares se cultivan bajo diferentes presiones selectivas en el paso de identificar y
sin presién selectiva en el paso de cultivar.

7. Un método de preparar un banco de células, que incluye

identificar una pluralidad de enzimas que catalizan un proceso de
conversion;

identificar o construir una pluralidad de estirpes celulares que codifican

y estan dispuestas para expresar diferentes conjuntos de la pluralidad de enzimas;

propagar las estirpes celulares bajo diferentes presiones selectivas o
bajo condiciones que permiten el crecimiento auxétrofo para retener la disposicién
para expresar el conjunto de enzimas codificadas por estirpes celulares, para
proporcionar un banco de células; y

combinar diferentes combinaciones de las estirpes celulares, cultivar
las estirpes celulares combinadas en un medio liquido, en donde las enzimas se
secretan o las células se lisan y las enzimas se liberan al medio para proporcionar
una mezcla diferente de enzimas, y comparar la capacidad de las enzimas de
mejorar el proceso de conversion.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en
donde las estirpes celulares primera y segunda son la misma estirpe celular
manipulada por ingenieria genética para codificar los conjuntos primero y segundo
de una o mas enziAmas respectivamente.

Gl
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9. El método de la reivindicacién 8, en donde el segundo conjunto

de una o mas enzimas se expresan endogenamente por la segunda estirpe celular.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en
donde por lo menos uno del primer conjunto de una o0 mas enzimas no se codifica
por la segunda estirpe celular y por lo menos uno del segundo conjunto de una o
mas enzimas no se codifica por la primera estirpe celular.

11.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en
donde por lo menos una enzima del segundo conjunto se codifica y esta dispuesta

para expresarse por la primera estirpe celular.

12.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en
donde el paso de combinar incluye combinar estirpes celulares primera, segunda y
tercera, la tercera estirpe celular codificando y dispuesta para expresar un tercer
conjunto de una 0 mas enzimas.

13.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en
donde el primer conjunto de enzimas contiene dos o mas enzimas diferentes, cada

una teniendo una actividad que mejora el proceso de conversion.

14.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, que
incluye ademas separar la mezcla de enzimas de células en el cultivo.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, que
incluye ademas combinar la mezcla de enzimas con un sustrato, en donde la mezcla

de enzimas mejora la conversion del sustrato en un producto.

16.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en
donde el sustrato es celulosa y/o hemicelulosa y el producto es glucosa, o en donde
el sustrato es almidén y el producto es aztcar.

17.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, que

incluye ademas determinar las proporciones de las enzimas en la mezcla.

18.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en
donde la relacién molar de una enzima del primer conjunto de enzimas y una enzima
del segundo conjunto de enzimas en la mezcla es por lo menos dos veces diferente
de una relaciéon molar de las enzimas expresadas por una cualquiera de la primera o
segunda estirpe celular sola.
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19. El método de la reivindicacion 18, en donde la enzima del

segundo conjunto de enzimas es exdgena a la segunda estirpe celular.

20. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en
donde la relacién molar del primer conjunto de enzimas que se secretan y. el
segundo conjunto de enzimas que se secretan es por lo menos dos veces diferente
de unarelaciéon molar de las enzimas expresadas por una cualquiera de la primera o
segunda estirpe celular sola.

21.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en
donde la relacion molar del primer conjunto de enzimas que son exégenas a la
primera éstirpe celular y el segundo conjunto de enzimas.que son exégenas a la
segunda estirpe celular es por lo menos dos veces diferente de una relacion molar
de las enzimas expresadas por una cualquiera de la primera o segunda estirpe

celular sola.

22. Elmétodo de la reivindicacion 16, en donde la relacion molar de
la enzima expresada mas altamente del primer conjunto y la enzima expresada mas
altamente del segundo conjunto en la mezcla es por lo menos dos veces diferente
de una relaciéon molar de las enzimas expresadas por una cualquiera de la primera o
segunda estirpe celular sola.

23. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 18-22, en

donde la relacion molar es por lo menos cinco veces diferente.

24. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 18-23, en
donde la relacién molar varia desde 1:20 a 20:1.

25. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 18-23, en
donde la relaciéon molar varia desde 1:5 a 5:1.

26. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 18-23, en
donde la relacién molar varia desde 1:2 a 2:1.

27. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en

donde las estirpes celulares primera y segunda son la misma cepa.

28. El método de la reivindicacién 27, en donde las estirpes

celulares primera y segunda son la misma cepa modificada para expresar diferentes
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conjuntos de una 0 mas enzimas exégenas.

29. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en

donde las estirpes celulares primera y segunda son estirpes celulares microbianas.

30. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y segunda son las estirpes celulares de
estirpes celulares fungicas.

31. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y segunda son estirpes celulares flingicas
filamentosas o estirpes celulares bacterianas.

32. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y segunda son de estirpes celulares fungicas
de los mismos géneros.

33. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y segunda son estirpes celulares flingicas de
diferentes géneros.

34. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y segunda son estirpes celulares flngicas de
diferentes especies de los mismos géneros.

35.  El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y segunda son estirpes celulares flingicas de

diferentes cepas de las mismas especies.

36. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y segunda son estirpes celulares fangicas de

diferentes especies de los mismos géneros.

37. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde la primera estirpe es una estirpe celular flngica y la segunda estirpe celular
es una estirpe celular bacteriana.

38. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en

donde las estirpes celulares primera y/o segunda son estirpes celulares flingicas.
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39. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y/o segunda son estirpes celulares de
Trichoderma reesei.

40. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en
donde las estirpes celulares primera y/o segunda son estirpes celulares
bacterianas.

41. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-26, en

donde las estirpes celulares primera y/o segunda son estirpes celulares de Bacillus.

42. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-41, que
incluye ademas determinar perfiles de crecimiento de las estirpes celulares antes
del paso de combinar.

43. El método de la reivindicacién 42, que incluye ademas
determinar una relacién con la cual mezclar las estirpes celulares basandose en los
perfiles de crecimiento.

44. El método de la reivindicaciéon 42, en donde los perfiles de
crecimiento de las estirpes celulares se determinan en diferentes medios liquidos.

45. El método de la reivindicacion 44, que incluye ademas
seleccionar el medio liquido para cultivar las estirpes celulares combinadas
basandose en los perfiles de crecimiento de las estirpes celulares en los diferentes
medios liquidos.

46. El método de la reivindicacion 42, en donde los perfiles de

crecimiento de las estirpes celulares se determinan en los mismos medios liquidos.

47. El método de la reivindicacién 46, que incluye ademas
seleccionar el medio liquido para cultivar las estirpes celulares combinadas
basandose en los perfiles de crecimiento de las estirpes celulares en los mismos

medios liquidos.

48. El método de la reivindicacion 46, en donde los indices de
crecimiento de las estirpes celulares estan en un factor de dos, uno con respecto al
otro, en el medio liquido seleccionado.
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SEQUENCE LISTING

LANTZ, Suzanne E.

<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160> 44
<170>
<210>
<211>

<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<223>

<400> 1
atgaagctga

gttgctcttg
ccatttcctc
gcaccagatc
gcaattatca
tcgacatcaa
aaccaaatct
acgcacattt
ggcggttgat
gccgectcat
cgccaaagcec
tggtgttggg
ctcagatggc
cgaggtctct
tttccegetg
ctcctgatgg
ggacctcttg
tatatggctg

gcttgtgcta

1
3269

misc_feature _ )
Nucleotide sequence of Fv3C, a GH3 family beta-glucosidase

attgggtcgc
cttctgcagt
gtctaatctc
gcgatcattt
gcgcccttag
gttgcttctc
gggcgcaatt
ataaatatgc
cagaaagctg
tatccttcac
aagagctttg
taagcagctc
aaggcgaacg
gtctccagga
gcaccacagc
gcactgagtt
gtcgcactgc
gccacgccat

agcattacat

PatentIn version 3.5

Fusarium verticillioides

cgcagccctg
tccagacact
agccttgttg
cctcecttge
tctacacaaa
aactgtgcat
gaccgctcaa
gcctttcaat
acgctcaaaa
catggatgga
tgtcccaact
cttgcaaaca
ctgtgtagga
tggtcctctt
tggtgcttct
caaggagaag
tgctggtgga
ggccgaggcc

cgcaaacgag

tctataggtg
ttggctggtg
ccatatcgec
agccttggtt
aacccccgag
ttgcgtggct
accttgttca
aataccgact
ggttgtcacg
ccctaatget
cactctcatg
gggtatctca
aacgtgggat
ggaattcgtc
tggagcaagt
ggtatcgata

cgaaactggg

gtcaagggta

cagggtaagc

ENZYME COCKTAILS PREPARED FROM MIXED CULTURES
104120.00056

PCT/Us2012/067717
2012-12-04

us 61/570,243
2011-12-13

ctgctggcac
taaaggtcag
cttgttcgct
cctcttacga
acagtctttc
gtctacttct
aataaccttt
ttatgcgcgg
agagatacac
gttggctggg
gaaaaggtca
atcccctcag
caattcctcg
tgtccgacta

ctctctggta

‘tecgetettgg

aaggcttcac
ttcaagacgc

cacttggacg

Pagina 1

tgacagcgca
ttttttttca
cggacgccac
tctteccctec
attgagtttg
gcctctagac
tttattcgag
cggctgetgt
tcgcatactc
aggaagctta
acttgaccac
ctaacaactt
tctcggtatg
caacagcgct
tgagagaggt
tcctgctact
cgttgatcct
aggtgtcatt

atttgaggaa

60
120
180
240
300
360
420
480

540 -

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

05



ttgacagaga
caagtacaac
ctacgcctgg
caaccagatc
ggacgagatg
cgcttctgec
atacagcttc
gcgagttgat
agaggatctt
tacatttgct
caagagccac
cctteccctce
tgctggaccc
gggctcggga
agctactcaa
acaagctctt
tgagggatac
gcagggagac
gcacaccgtc
cgtctgggct
caaggtcagc
tgaggttctt
tgtcttcatc
tcccaacaac
tgagtactct
ccagaccatc
ccccaagggce
cgccagcgag
tcccaacgcec
taaccctcaa
cgccacctec
ccgtgttctc
caacgctcaa

catcactgac

actgaccctc
atctccgagt
cccttegetyg
aacaactcgt
ggcttccagg
gtcgctggtc
tggggcggaa
gacatggctc
cccgacatca
caagagaacc
atccgtgagg
aagaacccaa
aatggttgtg
acttcccaat
gacggaactc
gtcagccagc
attgaagtcg
gagctcatca
ggccctgtec
ggtcttcccy
cctggccgat
tatgaggcga
gactaccgtc
accgctgcetc
gacctcaaca
cccgecccaa
gtccgataca
gcatccaacg
ctcaacggct
ttgtgggaca
gacgagattc
cgcggtttcg
ttgacccgtc

catcccaaga

40004w0_104120.00056_5T25

ttgtagagca
ctctctectc
acgccgtecg
acggttgcca
gtttcgtcat
tcgatatgag
acttgactct
tgcgaatcat
acttctecctc
gcgagcaggt
ccgctgecaa
agttcctcgce
gtgaccgtgg
tcccttactt
gatatgagag
ctaacgtgac
acggaaactt
agaacgtgtc
tactcgccga
gccaagagtc
ctcccttcac
acaacggccg
acttcgaccg
ctctctacga
tccagaagaa
cctttggcaa
tctacaagtt
atggtggcca
cagcccagcec
tcttgtacac
cccagctgta
accgtatcga
gcgatctgag

ctgtctgggt

cttccgacag
caacctggat
cgccggegtce
gaactccaag
gagcgattgg
catgcctggt
ggctgtcatc
gtctgecttc
ctggacccgc
caactttgga
gggaagcgtc
tgtcattggt
ttgcgataat
gatcaccccc
catcttgacc
cgctatcgtt
tggtgatcgc
gtccatatgc
ctacgagaag
aggcaatgcc

ttggggccgce
tggcgetect

.acgatctcca

gttcggtcac
cgtcgagaac
cttcagcaag
catctacccc
gtttggtaag
tCQtCttCCC
cgtcacagcec
tgtcagectce
gaacattgct
taactgggat
tggaagcagc

Pagina 2

agtggcgagg
gacaagacta
ggttccgtca
ctcctcaacg
gcggcccagce
gacactgcct
aacggaactg
ttcaaggttg
gacaccttcg
gtcaacgtcc
gtgctcaaga
gaggacgccg
ggtaccctgg
gatcaagggc
aacaacgaat
ttcgccaatg
aagaacctca
cccaacacca
aaccccaaca
atcgctgatc
acccgcgaga
caggatgact
agcaccgatg
ggtctatctt
ccctactcte
aacctcaacg
ttcctcaaca
actgccgaag
gcctctggtg
acaatcacca
ggtggcgaga
cccggccaga
acaaatgccc

tctcgcaagce

tccagtcccg
tgcacgagct
tgtgctcgta
gtatcctcaa
ataccggtgc
tcgacagcgg
ttcccgectg
gaaagacgat
gcttcgtgea
agcacgacca
acaccgggtc
gtcccaaccc
ctatggcttg
tctctaatcg
gggcttcagt
ccgactctgg
ccctctggea
ttgtagttct
tcactgccat
tcctctacgg
gctacggtac
tctctgaggg
gaaagagctc
ggtccacctt
ctceccgetgg
actacgtgtt
cctcctcatc
agttcctccc
ccccaggtgg
acacaggcaa
acgagcccat
gcgccatctt
agaactgggt

tgcctctcag

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

10
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Ccgccaagttg gagtaagaaa gccaaacaag ggttgttttt tggactgcaa ttttttggga 3240
ggacatagta gccgegcgec agttacgtc 3269
<210> 2

<211> 899

<212> PRT

<213> Fusarium verticillioides

<220>
<221> misc_feature ) ]
<223> Protein sequence of Fv3C, a GH3 family beta-glucosidase

<400> 2

Met Lys Leu Asn Trp val Ala Ala Ala Leu Ser Ile Gly Ala Ala Gly
1 5 10 15

Thr Asp Ser Ala val Ala Leu Ala Ser Ala val Pro Asp Thr Leu Ala
20 25 30

Gly val Lys Lys Ala Asp Ala GIn Lys val val Thr Arg Asp Thr Leu
35 40 45

Ala Tyr Ser Pro Pro His Tyr Pro Ser Pro Trp Met Asp Pro Asn Ala
50 55 60

val Gly Trp Glu Glu Ala Tyr Ala Lys Ala Lys Ser Phe val Ser Gln
65 70 75 80

Leu Thr Leu Met Glu Lys val Asn Leu Thr Thr Gly val Gly Trp Gln
85 90 95

Gly Glu Arg Cys val Gly Asn val Gly Ser Ile Pro Arg Leu Gly Met
100 105 110

Arg Gly Leu Cys Leu GIn Asp Gly Pro Leu Gly Ile Arg Leu Ser Asp
115 120 125

Tyr Asn Ser Ala Phe Pro Ala Gly Thr Thr Ala Gly Ala Ser Trp Ser
130 135 140

Lys Ser Leu Trp Tyr Glu Arg Gly Leu Leu Met Gly Thr Glu Phe Lys
145 150 155 160

Glu Lys Gly ITe Asp Ile Ala Leu Gly Pro Ala Thr Gly Pro Leu Gly
165 170 175

Arg Thr Ala Ala Gly Gly Arg Asn Trp Glu Gly Phe Thr val Asp Pro
180 185 190

Tyr Met Ala Gly His Ala Met Ala Glu Ala val Lys Gly Ile GIn Asp
195 200 205 '

Pagina 3



Ala

His

225

Glu

Ala

Cys

Leu

Met

305

Gly

Ser

Pro

Phe

Ser

385

Asn

Ser

Thr

Glu

Gly

Phe

Ser

Trp

ser

Leu

290

ser

Leu

Phe

Ala

Arg

His

Gly

val

Arg

Leu

Pro

Asp

Asp

Trp

Thr

Glu

Ile

ser

435

Ala

Asp

Ile

Gln

Ser

Phe

260

Asn

Gly

Trp

Met

Gly

Arg

Gly

Arg

Gln

Gly

Asn

Ala

Ser

Ser

245

Ala

Gln

Ile

Ala

Ser

325

Gly

val

Lys

Asp

val

405

Glu

Pro

Pro

Gly

Cys

Gly

Asn

Asp

Ile

Leu

Ala

310

Met

Asn

Asp

Thr

Thr

390

Asn

Ala

Leu

Asn

Thr
470

40004w0_104120.00056_ST25

Ala Lys His Tyr Ile Ala Asn Glu

215

Glu val

Leu Asp

Ala val

Asn Asn
280

Lys Asp
295

Gln His

Pro Gly

Leu Thr

Asp Met
360

Ile Glu
375

Phe Gly

Phe Gly

Ala Ala

Lys Asn
440

Pro Ala
455

Leu Ala

Gln

Asp

Arg

Ser

Glu

Thr

Asp

Leu

345

Ala

Asp

Phe

val

Gly

Met

ser

Lys

250

Ala

Tyr

Met

Gly

Thr

330

Ala

Leu

Leu

val

Asn

410

Gly

Lys

Pro

Ala

Arg

235

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

315

Ala

val

Arg

Pro

His

395

val

Ser

Phe

Asn

Trp
475

220

Lys

Met

val

Cys

Phe

300

Ala

Phe

Ile

Ile

Asp

Thr

GlIn

val

Leu

Gly

460

Gly

Pagina 4

Tyr

His

Gly

Gln

285

Gln

ser

Asp

Asn

Met

365

Ile

Phe

His

val

Ala

445

Cys

Ser

Asn
Glu
Ser
270
Asnh
Gly
Ala
Ser
Gly
Ser
Asn
Ala
Asp
Leu
430
val

Gly

Gly

GIn

Ile

Leu

255

val

ser

Phe

val

Gly

Thr

Ala

Phe

Gln

His

415

Lys

Ile

Asp

Thr

Glu

Ser

240

Tyr

Met

Lys

val

Ala

320

Tyr

val

Phe

ser

Glu

400

Lys

Asn

Gly

Arg

ser
480

1o



Gln
Thr
Ala
Phe
Phe
545
Ile
Thr
Thr
Ile
Thr
625
Ala
Phe

Lys
Gly
Asn
705

Pro

Lys

Phe

Gln

Ser

Ala

530

Gly

Lys

val

Ala

Ala

610

Trp

Asn

Ile

Ser

Leu

690

val

Thr

Gly

Pro

Asp

val

515

Asn

Asp

Asn

Gly

Ile

595

Asp

Gly

Asn

Asp

Ser

675

Ser

Glu

Phe

val

Ala

Arg

val

Pro

580

val

Leu

Arg

Gly

Tyr

660

Pro

Trp

Asn

Gly

Leu

485

Thr

Ala

Asp

Lys

Ser

565

val

Trp

Leu

Thr

Asn

ser

Pro

Asn

725

Tyr

Ile

Arg

Leu

Ser

Asn

550

ser

Leu

Ala

Tyr

Arg

Gly

His

Asn

Thr

Tyr
710

Phe:

Ile

40004w0_104120.00056_ST25

Thr Pro Asp GIn Gly Leu Ser Asn
490

Tyr

val

Gly

Leu

Ile

Leu

Gly

Ala

Phe

Thr

Phe

695

Ser

Ser

Tyr

Glu

Ser

520

Glu

Thr

Cys

Ala

Leu

600

Lys

Ser

Pro

Asp

Ala

680

Glu

Pro

Lys

Lys

ser

505

Gln

Gly

Leu

Pro

585

Pro

val

Tyr

GIn

Tyr

Pro

Asn

Phe
745

Ile Leu

Pro Asn

Tyr Ile

Trp GlIn

555

Asn Thr

570

Tyr Glu

Gly GlIn

Ser Pro

Gly Thr

635

Asp Asp

Arg Ser

Pro Leu

Ser Asp

Ala Gly

Leu Asn

730

Ile Tyr

pagina 5

Thr

val

Glu

540

Gln

Ile

Lys

Glu

Gly

Glu

Phe

Pro

Tyr

Asn

Thr

525

val

Gly

val

Asn

Ser

605

Arg

val

Ser

ser

Glu

685

Leu

700

GIn

Asp

Pro

Asn

Thr

Tyr

Phe

Asn

510

Ala

Asp

Asp

val

Pro

590

Gly

Ser

Leu

Glu

Thr

670

Phe

Ile

Ile

val

Leu
750

Arg

Glu

Ile

Gly

Glu

Leu

575

Asn

Asn

Pro

Tyr

Asp

Gly

Gln

Pro

Phe

735

Asn

Trp

val

Asn

Leu
560

Phe
Glu
640

val

Gly

Lys
Ala
720

Pro

Thr



Ser Ser ser
755

Thr Ala Glu
770

Pro Arg Leu
785

Asp Ile Leu

Thr Ser Asp

Glu Pro Ile
835

Pro Gly Gln

ser Asn Trp
865

Lys Thr val

Lys Leu Glu

<210> 3

<211> 2370
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<223>

misc

Ala Ser Glu

40004w0_104120.00056_ST25

760

Glu Phe teu Pro Pro

775

Pro Ala Ser Gly Ala
790

Tyr Thr val Thr Ala

805

Glu ITe Pro Gln Leu

820

Arg val Leu Arg Gly

Ser Ala Ile Phe Asn

855

Asp Thr Asn Ala Gln
870

Trp val Gly Ser Ser

885

_feature

Trichoderma reesei

beta-glucosidase

<400> 3
atgcgttacc

agtcagtata
tcttgaatca
ggactccatg
aagataaggt
catctccggce
ttcgatactc

atgtcaattt

gaacagcagc
gctggtccca
aggtagctca
gggaaccgcg
cggcatcgtg
ctccaagatc
gacaggcagc

gatccgcgaa

tgcgctggcea
tactgggatg
acatcggggg
tacgacaagg
agcggtgtcg
agctatccat
acagccttta

cgtggacagt

Asn Ala Leu

Pro Gly Gly

Thr ITe Thr
810

Tyr val Ser
825

Phe Asp Arg

Ala GIn Leu

Asn Trp val
875

ser Arg Lys

cttgccactg
tgatatgtat
cctcggctga
cgaaggccgc
gctggaacgg
cgctatgect
cgcegggegt
tcatcggtga

Ala ser Asn Asp Gly Gly GIn Phe

765

Asn Gly Ser
780

Ash Pro Gln
Asn Thr Gly
Leu Gly g]y

ITe Glu Asn
845

Thr Arg Arg
860

ITe Thr Asp

Leu Pro Leu

ggccctttge
cctggagaca
ggcagttgta
attggcaaag
cggtccttge
tcaagacgga

tcaagcggcc

ggaggtgaag

Pagina 6

Gly Lys

Ala Gln

Leu Trp

Asn Ala

815

Glu Asn

Ile Ala

Asp Leu

His Pro

880

Ser Ala
895

Nucleotide sequence of Bgll (or Tr3A), a GH3 family

tagggcagac
ccatgctgac
cctcctgeag
ctcaatctcc
gttggaaaca
ccccteggtg
tcgacgtggg
gcctcgggga

60
120
180
240
300
360
420
480



ttcatgtcat
actgggaggg
acggcatcca
agctcaatcg
cttggccatt
aggtcaatac
agctggggtt
gcgcgaattc
tctggggtec
acgatatggt
atccgtcgtt
ttgccaggga
ccgctageat
cctcgtgcaa
ccgtcaacta
agggcaccca
gaggaaagga
tggagggcaa
tccaggeggt
tcattctgga
cttctcagga
gcaagctggt
gcggcagtga
atatcacgcc
tattagacag
tcacgectct
ggaggcccga
ggccaagtga
aggacccctc
ggaacagcaa

aaatgggtgg
aggctgacga

<210> 4
<211> 744

acttggtcct
cttcggtgtc
gtcggtaggc
agaaaccatt
tgccgacgceyg
cacctgggcc
cccaggctat
tgggcttgac
agctctcacc
gactcgtatc
caacatcagc
cggcatcgtt
tgccgtcgtt
cgacaaaggc
tccgtacttc
ggttaccttg
cgtcgcecatc
cgcgggcgat
ggccggtgec
gcagattctt
gagcggcaat
gtacaccatt
cagcttcagc
gcggtacgag
gttgactgac
ccgtcttgtce
gtgatctgtt
ctggtgccga
cgaagcagct
cgttcaacat
tgccgtcggg
gcactctgtc

40004w0_104120.00056_ST25

gtggctgggc
gatccatatc
gtgcaggcga
tcgagcaacc
gttcaggcca
tgcgaggatc
gtcatgacgg
atgtcaatgc
aatgcggtaa
ctcgecgeat
agaaatgttc
ctgctcaaga
ggatctgccg
tgcgacgacg
gtcgegecct
agcaacaccg
gtcttcatca
cgcaacaacc
aacagcaacg
gctettecge
gcgctcgtcg
gcgaagagcc
gagggactgt
ttcggctatg
ggatgactgt
gaccgccaag
ccagaatgtc
ggtagcccag
gcgaggcttt
ccgacgacga
gtcgtttggc

ggtagcgtag

cgctgggaaa
tcacgggcat
cagcgaagca
cagatgaccg
atgtcgcttc
agtacacgct
actggaacgc
ctggcacaga
atagcaatca
ggtacttgac
aaggaaacca
atgacgccaa
caatcattgg
gggccttggg
acgatgccat
acaacacgtc
ccgecgactce
tggatccgtg
tcattgttgt
aggtcaaggc
acgtgctgtg
ccaatgacta
tcatcgacta
gactgtgtaa
ggaatgatag
tctggtcctg
gcgacagtca
ctgtacatca
gccaagctga
gatctcagct

atcagcgtgg

Pagina 7

gactccgcag
tgccatgggt
ctatatcctc
aactctccat
tgtcatgtgc
gcagactgtg
acagcacacg
cttcaacggt
ggtccccacg
aggccaggac
caagaccaat
catcctgccg
taaccacgcc
catgggttgg
caataccaga
ctcaggcgea
gggtgaaggc
gcacaacggc
tgtccactcc
cgttgtctgg
gggagatgtc
taacactcgc
taagcacttc
gtttgctaac
cttacaccaa
cgactggggc
ccgttgacat
cctacccatc
acctcacgcec

actgggacac

gagcgagcag

ggcggtcgea
caaaccatca
aacgagcagg
gagctgtata
tcgtacaaca
ctgaaagacc
actgtccaaa
aacaatcggc
agcagagtcg
caggcaggct
gtcagggcaa
ctcaagaagc
agaaactcgc
ggttccggceg
gcgtcttege
tctgcagcaa
tacatcaccg
aatgccctgg
gttggcgcca
gcgggtcttce
agcccttctg
atcgtttccg
gacgacgcca
ctgaacaatc
gttcaactac
cgttgtgecg
cgcaaactct
ttcagcaccc
tggtcagagc
ggcttcgcag

ccgggatatc

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2370

A\



<212>

<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

PRT

misc_feature

Trichoderma reesei

40004w0_104120.00056_ST25

Protein sequence of T. reesei beta glucosidase 1
family beta-glucosidase

4

Met Arg Tyr
1

Ala

val

Ala

Gly

65

Ser

val

Ala

Gly

Ala

145

Phe

Asn

Leu

Asp

Gln

Arg

Pro

Ala

50

val

Lys

Arg

Ser

Glu

130

Gly

Gly

Gly

Asn

Arg

210

Ala

Ala

Pro

35

Leu

Gly

Ile

Tyr

Thr

115

Glu

Pro

val

Ile

Glu

195

Thr

Asn

Arg

Asp

20

Ala

Ala

Trp

Ser

Ser

100

Trp

val

Leu

Asp

Gln

180

Gln

Leu

val

Thr Ala Ala Ala
5

ser

Gly

Lys

Asn

Tyr

85

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Ser

Glu

His

Ala

His

Thr

Leu

Gly

70

Pro

Gly

val

Ala

Lys

150

Tyr

val

Leu

Glu

Ser

ser

Pro

Asn

55

Gly

Ser

Ser

Asn

Ser

135

Thr

lLeu

Gly

Asn

Leu

215

val

Thr

Trp

40

Leu

Pro

Leu

Thr

Leu

120

Gly

Pro

Thr

val

200

Tyr

Met

Leu

ser

25

Gly

GlIn

Cys

Cys

Ala

10

Gly

Thr

Asp

val

Leu

90

Ala

105

Ile

Ile

GIn

Gly

Gln

185

Glu

Thr

Cys

Phe

Arg

His

Gly

Ile

170

Ala

Thr

Trp

Leu

Ala

Ala

Lys

Gly

75

GlIn

Thr

Glu

val

Thr

Ile

Pro

Ala
Ser
Tyr
val
60

Asn
Asp
Pro
Arg
Ile
140
Arg
Met
Ala

Ser

Phe
220

ser Tyr Ash
pagina 8

Thr

Ala

Asp

45

Gly

Thr

Gly

Gly

Asn

Gly

Lys

Ser

205

Ala

LyS

Gly

Glu

30

Lys

Ile

ser

Pro

val

110

Gln

Gly

Trp

Gln

His

190

Asn

Asp

val

(Bgl1l) , a GH3

Pro

15

Ala

Ala

val

Pro

Leu

95

Gln

Phe

Pro

Glu

Thr

175

Tyr

Pro

Ala

Asn

Phe

val

Lys

ser

Ala

80

Gly

Ala

Ile

val

Gly

Ile

Ile

Asp

val

Thr

Bl



225

Thr

Gln

Thr

Thr

Ala

305

Thr

Tyr

AsSn

Ala

Ser

385

ASp

Ala

Arg

Thr

Phe

465

Ala

val

Trp

Leu

Thr

Asp

val

Arg

Pro

val

Asn

370

Ala

Lys

val

Ala

ser

450

Ile

Gly

Gln

Ala

Gly

val

275

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Ile

Ala

Gly

Asn

Ser

435

Ser

Thr

Asp

Ala

cys

Phe

260

Gln

Asn

Ser

Leu

Phe

340

Ala

Leu

Ile

Cys

TYyr

420

Ser

Gly

Ala

Arg

val

Glu

245

Pro

Ser

Gly

Asn

Ala

325

Asn

Ile

Pro

Ile

Gln

Ala

Asp

Asn

485

Ala

230

Asp

Gly

Ala

Asn

Gln

310

Ala

Ile

Ala

Leu

Gly

Asp

Tyr

Gly

Ser

Ser

470

Asn

Gly

Gln

Tyr

Asn

Asn

295

val

Trp

Ser

Arg

375

Asn

Gly

Phe

Thr

Gly

Leu

Ala

40004w0_104120.00056_ST25

235

Tyr Thr Leu GlIn

val

Ser

280

Arg

Pro

Tyr

Arg

Asp

360

Lys

His

Ala

val

Gln

440

Ala

Glu

Asp

Asn

Met

265

Gly

Leu

Thr

Leu

Asn

345

Gly

Pro

Ala

Leu

Ala

425

val

Arg

Gly

Pro

Ser

250

Thr

Leu

Trp

Ser

Thr

330

val

Ile

Ala

Arg

Gly

410

Pro

Thr

Gly

Tyr

Trp
490

Asp

Asp

Gly

Gln

val

ser

Asn

395

Met

Tyr

Leu

Lys

Ile

475

His

Thr val Leu

Trp

Met

Pro

300

val

Gln

Gly

Leu

Ile

380

Ser

Gly

Asp

Ser

Asp

Thr

Asn

Asn val Ile
Pagina 9

Asn

ser

285

Ala

Asp

Asp

Asn

Leu

365

Ala

Pro

Trp

Ala

Asn

445

val

val

Gly

val

Ala

270

Met

Leu

Asp

Gln

His

350

Lys

val

Ser

Gly

Ile

430

Thr

Ala

Glu

Asn

val

Pro

Thr

Met

Ala

335

Lys

Asn

val

Cys

Ser

415

Asn

Asp

Ile

Gly

Ala

495

val

240

Asp

His

Gly

Asn

val

320

Gly

Thr

Asp

Gly

Asn

400

Gly

Thr

Asn

val

Asn

480

Leu

His

o0



Ser

Lys

Leu

545

Tyr

Gly

Phe

Ser

Leu

Gln

ser

Asn

Leu

val

Ala

530

val

Thr

Gly

Asp

Tyr

610

Ser

Phe

val

Ala

Leu

690

Asp

Gly

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

Asp

Ile

Ser

Asp

595

Thr

Gly

Gln

Thr

Pro

675

Thr

Leu

Ser

Ser

5
2577
DNA

500

Ala

val

val

Ala

580

Ala

Lys

Pro

Asn

Gly

Arg

Pro

ser

Phe

Thr
740

Ile

Trp

Leu

Asn

Phe

Ala

val

645

Ala

Thr

Gly

Tyr

Gly

Leu

Ile

Ala

Phe

Ile

Asn

Thr

630

Ala

Glu

Pro

GIn

Trp

710

Ile

Ser

Leu

Gly

Gly

Pro

Ser

Thr

Tyr

615

Gly

Thr

val

Pro

ser

695

Asp

ser

val

Talaromyces emersonii

40004w0_104120.00056_ST25

Glu

520

Leu

Asp

Asn

Glu

Pro

600

Ser

Ala

val

Ala

Lys

Gly

Thr

val

505

GIn

Pro

val

Asp

Gly

Arg

Arg

val

Thr

Gln

665

GlIn

Thr

Ala

Gly

Ile

Ser

Ser

Tyr

570

Leu

Tyr

Leu

val

val

650

Leu

Leu

Ala

Ser

Ala
730

Leu

GIn

Pro

555

Asn

Phe

Glu

Ser

Pro

635

Asp

Tyr

Arg

Thr

Gln

715

Ser

Ala
Glu
540
Ser
Thr
Ile
Phe
val
620
Gly
Ile
Ile
Gly
Phe
700

Lys

Ser

Pagina 10

Leu

525

Ser

Gly

Arg

Asp

Gly

Ala

Thr

Phe

685

Asn

Trp

Arg

510

Pro

Gly

Lys

Ile

Tyr

590

Tyr

ser

Pro

Asn

Tyr

670

Ala

Ile

val

Asp

Gln

Asn

Leu

val

575

Lys

Gly

Thr

ser

ser

655

Pro

Lys

Arg

val

ITle
735

val

val
560

ser

Leu

Asp

Gly

ser

Leu

Arg

Pro

720

Arg



<220>
<221>
<223>

<400> 5
atgcgcaacg

aacctcgect
gccgaggcect
aacctcacca
cccegettag
gactacaaca
gcctaccgea
ttaggccccg
ttcgeccccg
gatgctggcg
cagggcgccc
accatgcacg
gtcatgtgca
aacaagctcc
caccacagcg
gccttcgaca
tccatccccg
gtcggccgeg
ggccccgagce
cgcggcaacc
aacaagggcg
gctggcagca
ctcgecatgg
gccatccagce
gccttagecg
gccgactccg
accctectggce
gtcgtcgtct
gtcaccgcca
gtcctctacg

gactatggcg

misc_feature ) )
Nucleotide sequence of Te3A, a GH3 family beta-glucosidase

gcctecctcaa
acagcccccc
accagaaggc
ccggeaccgg
gcttccccgg
gcgecttecc
gaggcgtcgc
tcgecggecc
accccgtect
tcattgcctg
aggacggcta
agttatacct
gctacaacca
tcaagagcga
gcgtcggetc
gcggcacgtc
agtggcgcegt
accgctacag
actacgccgt
acgccgagat
gcctecceect
acccctgggg
gctggggcag
gcgaggtcct
agatggccgce
gcgagggcta
dagggcgcocga
tacacaccgt
tcctetgggce
gccgcgtcaa

cccctctcat

40004w0_104120.00056_5T25

ggtcgecgcec
cttctacccc
cgtccagttc
ctgggagcag
cctctgeatg
tgccggegtt
catgggcgag
cttaggccgce
caccggcaac
cgccaagcac
cgacatcagc
ctggcccttce
ggtcaacaac
gttaggcttc
tgccctegec
tttctggggce
cgacgacatg
cgtccccatc
€ggccagggc
catccacgag
cactggcacc
cgtcaacggc
cggcaccgcc
cagccgcaac
tgccgectct
catcaccgtc
ccaggtcatc
cggccccgtce
cggtttaccc
ccccggceaag

cgtcaagcct

ttagccgcetg
agcccctggg
gtcagccagc
gaccgctgcg
caggacagcc
aacgtcgccg
gaacaccgcg
tctcctgatg
atgatggcca
ttcatcctct
gacagcatca
gccgatgecg
agctacgcct
cagggcttcg
ggcctcgaca
accaacctca
gccgtccgea
aacttcgaca
cagaccaaga
atcggcgcecg
gagcgcttcg
tgcagcgacc
aactttccct
ggcaccttca
caggccgaca
gatggcaacg
cacaacgtca
ctcatcgacg
ggtcaggaaa
acccccttca

aacaacggca

ccagcgecgt
ccaacggcca
tcaccctcgce
tcggccaggt
cccteggegt
ccacctggga
gcaagggcgt
ccggecgcaa
gcaccatcca
acgagcagga
gcgccaacgc
tccgegecygg
gcagcaacag
tcatgaccga
tgagcatgcc
ccgttgecgt
tcatgagcgc
gctggaccct
tcaacgagca
cctcegeegt
tcggtgtett
gcggetgcga
acctcgtcac
ccggcatcac
cctgcctegt
agggcgaccg
gcgccaactg
actggtacga
gcggcaacag

cctggggcag

agggcgceccc
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caacggcgag
gggcgactgg
cgagaaggtc
cggcagcatc
ccgcgacacc
ccgcaactta
cgacgtccag
ctgggagggc
gggcatccag
acacttccgc
cgacgacaag
tgtcggcagce
ctacaccatg
ctggggcggc
cggcgacatt
cctcaacggc
ctactacaag
cgacacctac
cgtcgacgtc
cctcctcaag
tggcaaggat
caacggcacc
ccccgageag
cgacaacggc
ctttgccaac
caagaacctc
caacaacacc
ccaccccaac
cctcgtcgac
agcccgegac

ccagcaggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



ttcaccgagg
tacgagttcg
cccatcaacg
ggccagccect
tacatctacc
ggcctcccca
gaccctgecg
accaccatca
agcttaggcg
gccectggec
gaccccgtca
agcagccgca
<210> 6

<211> 857

<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

<400> 6

misc

gcatcttcat
gcttcggect
ccccteccta
ccaatgccag
cctggctcaa
ccgagaagta
gcggtgeccc
tcaccaacac
gccctgacga
agcagtacct
cccagaactg

acctccccect

_feature
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cgactaccgc
cagctacacc
cacceceegec
cgacaacctc
cagcaccgac
cgtccccccc
tggcggcaac
cggcaaggtc
cgcccccaag
ctggaccacc
ggtcgtcacc

ccaggceccce

Talaromyces emersonii

Protein sequence of Te3A,

Met Arg Asnh Gly Leu Leu Lys val
1 5

val Asn Gly

Trp Ala Asn
35

GIn Phe val
50

Gly Thr Gly
65

Pro Arg Leu

val Arg Asp

Ala Ala Thr
115

Glu Asn Le
20

Gly GIn GI

Ser Gln Le

Trp Glu GI
70

Gly pPhe Pr
85

Thr Asp Ty
100

Trp Asp Ar

u Ala Tyr

y Asp Trp
40

u Thr Leu
55

n Asp Arg

o Gly Leu

cgcttcgaca
accttcgagt
agcggcttta
taccctageg
ctcaaggcca
aacgccacca
cccagectct
accggcgacg
gtcctcegeg
accctcactc
aactacacca

ctcaagccct

agtacaacat
tcagccagtt
cgaaggccgce
acatcgagcg
gcgccaacga
acggcgacce
acgagcccgt
aggtccccca
gcttcgaccg
gccgcgacat
agaccatcta

accccggceat

cacccccatc
aaacgtccag
ccagagcttc
cgtcccectce
ccccgactac
ccagcccatt
cgceccgegtce
gctctatgtc
catcaccctc
cagcaactgg
cgtcggcaac

ctgatga

a GH3 family beta-glucosidase

Ala Ala Leu
10

ser Pro Pro
25

Ala Glu Ala

Ala Glu Lys

Cys val Gly

75

Cys Met Gln
90

r Asn Ser Ala Phe Pro

g Asn Leu
120

105

Ala Tyr Arg

Ala Ala Ala

Phe Tyr Pro
30

Tyr Gln Lys
45

val Asn Leu
60

GIn val Gly

Asp Ser Pro
Ala Gly val
110

Arg Gly val

Pagina 12

Ser Ala
15

ser Pro

Ala val

Thr Thr

Ser Ile

80

Leu Gly
95

Asn val

Ala Met

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2577



Gly

Ala

145

Phe

Gln

Leu

Ile

Leu

225

val

ser

Phe

Leu

Ala

Asp

Gln

Ala
385

Glu
130
Gly
Ala
Gly
Tyr
Ser
210
Tyr
Met
Tyr
val
Ala
290
Thr
Ile
Tyr
Ser

Gly

Glu

Glu

Pro

Pro

Ile

Glu

195

Asp

Leu

cys

Thr

Met

275

Gly

Ser

Pro

Tyr

Ile

His

Leu

Asp

Gln

180

Gln

ser

Trp

ser

Met

260

Thr

Leu

Phe

Glu

Thr

Arg

Gly

Pro

165

Asp

Glu

Ile

Pro

Tyr

245

Asn

Asp

Asp

Trp

Trp

val

Leu

Lys

His

Ala

His

Ser

Phe

230

Asn

Lys

Trp

Met

Gly

Arg

Gly

Asp

Ile

Glu
390

Leu

Gly

Phe

Ala

215

Ala

Gln

Leu

Gly

Ser

295

Thr

val

Arg

Thr

Asn

375

Ile

40004w0_104120.00056_5T25

Gly val Asp val

Pro
Thr
val
Arg
Asn
Asp
val
Leu
Gly
2

Met
Asn
Asp
Asp
Tyr
360

Glu

Gly

Asp

Gly

Ile

185

GlIn

Ala

Ala

Asn

Lys

265

His

Pro

Leu

Asp

His

Ala

Ala

Asn

170

Ala

Gly

Asp

val

Asn

250

Ser

His

Gly

Thr

Met

330

Tyr

Pro

val

Ala

Cys

Ala

Asp

Arg

235

Ser

Glu

Ser

Asp

val

315

Ala

Ser

Glu

Asp

ser
395

Gln Leu Gly
140

Arg

Met

Ala

Gln

Lys

Ala

Tyr

Leu

Gly

Ile

300

Ala

val

val

His

val

380

Ala

Pagina 13

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Thr

Gly

Ala

Gly

val

285

Ala

val

Arg

Pro

Tyr

365

Arg

val

Trp

Ser

His

190

Gly

Met

val

Cys

Phe

270

Gly

Phe

Leu

Ile

Ile

350

Ala

Gly

Leu

Pro

Glu

Thr

175

Phe

Tyr

Gly

Ser

255

GlIn

Ser

Asp

Asn

Met

335

Asn

val

Asn

Leu

val

Ile

Asp

Ser
240

Asn

Gly

Ser

Gly

Ser

Phe

Gly

His

Lys

of1



Asn

Phe

Asp

Thr

Glu

465

Ala

val

Asn

val

His

545

val

Ser

Phe

Lys

Ile

625

Tyr

Leu

Lys

Gly

Arg

Ala

450

val

Leu

Phe

Glu

Ile

530

Thr

Thr

Leu

Thr

Pro

610

Phe

Glu

Asn

Gly

Lys

Leu

Ala

Ala

val

Ala

val

Trp

Asn

Ile

Phe

val

Cys

Phe

Ser

Glu

Asn

500

Asp

Asn

Gly

Ile

Asn

Asp

Gly

Gln
660

Leu

405

Ala

Asp

Pro

Arg

Met

485

Ala

Arg

val

Pro

Leu

565

val

Arg

Gly

Tyr

Phe

645

Pro

Pro

Gly

Asn

Tyr

Asn

470

Ala

Asp

Lys

ser

val

550

Trp

Leu

Ala

Lys

Arg

Gly

Ile

Leu

Ser

Gly

Leu

455

Gly

Ala

Ser

Asn

Ala

535

Leu

Ala

Tyr

Arg

Arg

Leu

Asn

40004w0_104120.00056_ST25
Thr Gly Thr Glu Arg Phe val

Asn

Thr

440

val

Thr

Ala

Gly

Leu

520

Asn

Ile

Gly

Gly

Asp

Ala

Phe

Ser

Ala

Pro

425

Leu

Thr

Phe

Ala

Glu

505

Thr

cys

Asp

Leu

Arg

Asp

Pro

Asp

Tyr

Pro
665

410

Trp

Ala

Pro

Thr

ser

490

Gly

Leu

Asn

Asp

Pro

570

val

Tyr

GlIn

Lys

Thr

650

Pro

Gly

Met

Glu

Gly

Gln

Tyr

Trp

Asn

Asn

Gly

Gln

Tyr

val

Gly

Gln

460

Ile

Ala

Ile

Gln

Thr

540

Tyr

Gln

Pro

Ala

Asp

620

Asn

Phe

Thr

Pagina 14

Asn

Thr

Asp

Thr

Gly

val

Asp

Glu

Gly

Pro

605

Phe

Ile

Glu

Pro

Gly

430

Gly

Ile

Asp

Thr

val

510

Ala

val

His

Ser

Lys

590

Leu

Thr

Thr

Phe

Ala
670

Ser

Gln

Asn

Asp

Asp

val

Pro

Ile

Glu

Pro

ser

655

Ser

val

Ser

Gly

Arg

Gly

Leu

Gly

Gln

Leu

Asn

560

Asn

Pro

val

Gly

Ile

640

GIn

Gly
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Phe Thr Lys Ala Ala GIn Ser Phe Gly GIn Pro Ser Asn Ala Ser Asp
675 680 685

Asn Leu Tyr Pro Ser Asp Ile Glu Arg val Pro Leu Tyr Ile Tyr Pro
690 695 700

Trp Leu Asn Ser Thr Asp Leu Lys Ala Ser Ala Asn Asp Pro Asp Tyr
705 710 715 720

Gly Leu Pro Thr Glu Lys Tyr val Pro Pro Asn Ala Thr Asn Gly Asp
725 730 735

Pro GIn Pro Ile Asp Pro Ala Gly Gly Ala Pro Gly Gly Asn Pro Ser
740 | 745 750

Leu Tyr Glu Pro val Ala Arg val Thr Thr 1le Ile Thr Asn Thr Gly
755 760 765

Lys val Thr Gly Asp Glu val Pro GlIn Leu Tyr val Ser Leu Gly Gly
770 775 780

Pro Asp Asp Ala Pro Lys val Leu Arg Gly Phe Asp Arg Ile Thr Leu
785 790 795 800

Ala Pro Gly GIn Gln Tyr Leu Trp Thr Thr Thr Leu Thr Arg Arg Asp
805 810 815

Ile Ser Asn Trp Asp Pro val Thr GIn Asn Trp val val Thr Asn Tyr
820 825 830

Thr Lys Thr Ile Tyr val Gly Asn Ser Ser Arg Ash Leu Pro Leu GIn

835 840 845
Ala Pro Leu Lys Pro Tyr Pro Gly Ile
850 855
<210> 7
<211> 2625
<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<220>

<221> misc_feature

<223> Nucleotide sequence of Bgl13 (or Tr3B), a GH3 family
betaglucosidase

<400> 7
atgaagacgt tgtcagtgtt tgctgccgcc cttttggcgg ccgtagetga ggccaatccc

tacccgectc ctcactccaa ccaggcgtac tcgecctectt tctacccttc gccatggatg
gaccccagtg ctccaggctg ggagcaagcc tatgcccaag ctaaggagtt cgtctcgggce

ttgactctct tggagaaggt caacctcacc accggtgttg gctggatggg tgagaagtgc
Pagina 15

60
120
180
240



gttggaaacg
ccecctgggtc
gccagctgga
ggcaagggtg
ggaggccgta
gataccgtga
aacgagcagg
gaggctctgt
caggatgctg
tcgtacgctt
caaggctttg
ggtctcgata
agcaacctga
gtgatgcgta
accaactttg
aactgggaga
gaggttggcg
cccaagttcc
tgcggtgacc
aacttcccct
acccgctacg
cagcccgatg
gtcgatggca
atcaagactg
gtgattctca
cctggecagg
cgcactccct
cccaacaacg
cgctactttg
gagtttggct
aacaatgtcg
agcttcagca
tttatctacc

tacggccaga

ttggtaccgt
tccgattcaa
gccgacacct
tcgatgttct
acgtcgaggg
ccggaatcca
agcatttccg
cttccaacgt
tcaaggctgg
gccaaaactc
tcatgagcga
tgaccatgcec
cgcttgctgt
tcatggctcec
attcttggac
aggtcaacta
ccaagggaac
tgaccgtcat
gcggctgtga
acctcgtcac
agagcatcct
ccattgccat
acgagggcga
ttgctgctgt
aggactacgc
agtctggcaa
tcacctgggg
gcaacggcgc
acaaggtggc
tcggactgtc
gccccatgag
agaaccttaa
cctacctgag

ctgcgaagga

40004w0_104120.00056_5T25

gcctegetty
cacgtacaac
ttgggttgac
tctcggaccc
tttcggcteg
gaacgcgggc
ccaggtcggce
tgatgacaag
tgtcgggtcec
caagctcatc
ctggcaggcc
tggtgacacc
tctcaacggce
cttcttcaag
caatggcgag
cggcgtcgat
tgtcatcttc
tggtgaggat
cgacggcact
ccccgacgeg
gtccaactac
tgtctttgec
ccgcaagaac
caaccccaag
caaccacccc
ctcgctggtc
ccegtegetg
tccccaggat
tccecggcaag
gtggtcgacg
cccgeccaac
ggactatggc
caccactacc

gttcctecccc

ggcatgcgaa
agcgctttca
cgcggtaccg
gtggctggec
gatccctatc
accatcgect
gaagctaacg
acgattcacg
ttcatgtgct
aacggcttgc
cagcacacgg
gccttcaaca
accgtccccg
gtgggcaaga
tacggctacg
gtccgcgeca
aagaacaacg
gctggcggea
cttgccatgg
gccctgcaga
gccatctcgce
aactcggata
ctgacgctgt
acgattgtcg
aacatctctg
gacattctgt
gagagctacg
aacttcaacg
cctcgeagcet
ttcaagttct
ggcaagacga
ttccccaaga
tctggcaagg

gccggtgecc

gtctttgcat
gcgttggctt
ctctgggctc
ctctcggtcg
tggcgggttt
gtgccaagca
gttacggata
aggtgtacgg
cgtacaacca
tcaaggagga
gtgtcgegtc
ccggcgeatc
agtggcgeat
cggttgacag
ttcaggccgce
accatgcgaa
gcatcctgec
accctgecgg
agtggggatc
gccaggctct
agacccaggc
gcggcgaggg
ggaagaacgg
tcatccactc
ccattctgtg
acggcaagca
gagttagtgt
agggcgcctt
cggacaaggc
ccaacctcca
ttgcggctcc
acgttcgecg
aggcgtcggg
tggacggcag
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gcaggacggc
gacggccgcec
cgaggcaaag
caaccccaac
ggctctggcc
cttcctectc
ccccatcacc
ctggcccttc
ggtcaacaac
gtacggtttc
tgctgttgec
ctactttgga
tgacgacatg
cctcattgac
cgtcaatgag
ccacatccgce
ccttaagaag
ccccaacggce
tggtactacc
ccaggacggc
gctcgtcagce
ctacatcaac
cgacgatctg
gaccggcccc
ggccggtgcet
gagcccgggc
tatgaccacg
catcgactac
tcccacgtac
catccagaag
ctctctgggc
catcaaggag
tgacgctcac

ccctcagcect

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

a0
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cgctctgegg cctctggecga acccggegge
gtgacggcca ccattaccaa cacgggctcg
ctgagccacg gcggtcccaa cgagcecgecc
cgcattgctc ccggccagag cgtcacgttc
aactgggaca cgaagaagca gcagtgggtc
ggcagctcct cgecggcgacct gccgetgage
<210> 8

<211> 874

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<220>

<221> misc_feature

<223> Protein sequence of Bgl3
<400> 8

Met Lys Thr
1
Glu Ala Asn

Pro Phe Tyr
35

Gln Ala Tyr
50

Glu Lys val

65

val Gly Asn

Met GIn Asp

Phe ser val
115

val Asp Arg

Asp val Leu

Gly Gly Arg

Leu Ser va
5

Pro Tyr Pr
20

Pro Ser Pr

Ala GIn Al

Asn Leu Th
70

val Gly Th
85

Gly Pro Le

Gly Leu Th

Gly Thr Al

Leu Gly Pr

15

Asn val G]
165

1 Phe Ala

0 Pro Pro

o Trp Met
40

a Lys Glu

r Thr Gly

r val Pro

u Gly Leu

r Ala Ala
120

a Leu Gly
135

o val Ala

0

u Gly Phe

aaccgccagce
gtcatggacg
aaggtgctgc
aaggcagacc
attaccgact

gceccgectge

tgtacgacat
acgccgttec
gtggcttcga
tgacgcgecg
accccaagac

catga

(or Tr3s), a GH3 family

Ala Ala Leu
10

His Ser Asnhn
25

Asp Pro Ser

Phe val Ser

val Gly Trp
75

Arg Leu Gly
90

Arg Phe Asn

Ala ser Trp

Ser Glu Ala

Gly Pro Leu

155

Gly Ser Asp
170

Leu Ala Ala

GIn Ala Tyr
30

Ala Pro Gly
45

Gly Leu Thr
60

Met Gly Glu
Met Arg Ser
Thr Tyr Asn

110
Sser Arg His
Lys Gly Lys
140

Gly Arg Asn

Pro Tyr Leu

Pagina 17

tctctacacc
ccagctgtac
ccgcatcgag
tgacctgtcc

tgtgtacgtg

2340
2400
2460
2520
2580
2625

beta-glucosidase

val Ala

15

ser Pro

Trp Glu

Leu Leu

Lys Cys

Leu Cys

95

Ser Ala

Leu Trp

Gly val

Pro Asn

160

Ala Gly
175

A\



Leu

Ala

val

Ser

225

GlIn

Gln

Leu

Gln

Thr

305

Ser

Ile

Lys

Gly

val

385

Glu

Pro

Gly

Ala
Cys
Gly
210
Asnh
Asp
val
Leu
Ala
290
Met
Asn
Asp
Thr
Glu
370
Asn
val

Leu

Asn

Leu

Ala

195

Glu

val

Ala

Asn

Pro

Leu

Asp

val

355

Tyr

Tyr

Gly

Lys

Pro
435

Ala

180

Lys

Ala

Asp

val

Asn

260

Glu

His

Gly

Thr

Met

340

Asp

Gly

Gly

Ala

Lys

Ala

Asp

Asn

Asp

Glu

Thr

Asp

Leu

325

val

Ser

Tyr

val

Gly

Thr

Phe

Gly

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Thr

310

Ala

Met

Leu

val

Asp

390

Gly

LYyS

Pro

val

Leu

Tyr

215

Thr

Gly

Ala

Gly

val

295

Ala

val

Arg

Ile

Gln

375

val

Thr

Phe

Asn

40004w0_104120.00056_ST25

Thr Gly I1e GIn Asn Ala Gly

Leu

200

Gly

Ile

val

cys

Phe

280

Ala

Phe

Leu

Ile

Asp

360

Ala

Arg

val

Leu

Gly

185

Asn

Tyr

His

Gly

Gln

265

Gln

Ser

Asn

Asn

Met

345

Thr

Ala

Ala

Ile

Thr

425

Cys

Glu

Pro

Glu

Ser

250

Asn

Gly

Ala

Thr

Asn

val

Asn

Phe

410

val

Gln

Ile

val

235

Phe

ser

Phe

val

Pro

Phe

Asn

His

395

Lys

Ile

Glu

Thr

220

Tyr

Met

Lys

val

Ala

300

Ala

val

Phe

Asp

Glu

380

Ala

Asn

Gly

Gly Asp Arg
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His
205
Glu
Gly
Cys
Leu
Met
285
Gly
Ser
Pro
Phe
ser
365
Asn
Asn

Asn

Glu

190

Phe

Ala

Trp

ser

Ile

270

ser

Leu

Tyr

Glu

Trp

His

Gly

Thr

Arg

Leu

Pro

Tyr

255

Asn

Asp

Asp

Phe

Trp

val

Thr

Glu

Ile

Ile

415

Ala

Asp

Ile

Gln

Ser

Phe

240

Asn

Gly

Trp

Met

Gly

Arg

Gly

Asn

Lys

Arg

Leu

Gly

Asp

AT



“Gly

Leu

465

Thr

Ala

Asp

Lys

Ala

545

val

Trp

Leu

Ser

Asn

625

Arg

Ala

Phe

Pro

Asn
705

Thr

450

val

Arg

Leu

ser

Asn

530

Ala

Ile

Ala

Tyr

Leu

610

Gly

Tyr

Pro

ser

Asn

690

Leu

Leu

Thr

Tyr

val

Leu

val

Leu

Gly

Ala

Phe

Thr

AsSn

675

Gly

Lys

Ala

Pro

‘Glu

Ser

500

Glu

Thr

Asn

Lys

Ala

580

Lys

Ser

Pro

Asp

Tyr

660

Leu

Lys

Asp

Met

Asp

ser

485

Gln

Gly

Leu

Pro

565

Pro

Gln

Tyr

Glin

Lys

645

Glu

His

Thr

Tyr

Glu

Ala

470

Ile

Pro

Tyr

Trp

Lys

Tyr

Gly

ser

Gly

Phe

Ile

Ile

Gly
710

Leu
Asp
Ile
Lys
Thr
Ala
Gln
Pro
val
615
Asn
Ala
Gly
GlIn
Ala

695

Phe

40004w0_104120.00056_5T725

Gly Ser Gly Thr Thr Asn Phe
460

Leu

ser

Ala

Asn

520

Asn

Ile

Asn

Glu

Gly

Ser

Phe

Pro

Phe

Pro

Gln

Asn

Ile

505

val

Gly

val

His

Ser

585

Arg

val

Asn

Gly

Pro

Lys

Ser

Tyr

490

Ala

Asp

Asp

val

Pro

570

Gly

Thr

Met

Glu

Asn

Ser

Asn

GlIn

475

Ala

Ile

Gly

Asp

Ile

555

Asn

Asn

Pro

Thr

Gly

Pro

Ser

val

Leu

val
715

Ala

Ile

val

Asn

Leu

540

His

Ile

Ser

Phe

Thr

620

Ala

Arg

Trp

Gly

Gly

700

Arg
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Leu

ser

Phe

Glu

525

Ile

Ser

Ser

Leu

Thr

605

Pro

Phe

ser

Ser

Pro

685

Ser

Arg

Gln

GlIn

Ala

510

Gly

Lys

Thr

Ala

val

590

Trp

Asn

Ile

ser

Thr

670

Met

Phe

Ile

Pro

Asp

Thr

495

Asn

Asp

Thr

Gly

Ile

575

Asp

Gly

Asn

Asp

ASp

Phe

Ser

Ser

Lys

Tyr

ser

Arg

val

Pro

560

Leu

Ile

Pro

Gly

Tyr

640

Lys

Lys

Pro

Lys

Glu
720

a>



Phe Ile Tyr
Gly Asp Ala
Ala Leu Asp
Gly ?1y Asn

Ile Thr Asn
785

Leu Ser His
Asp Arg Ile

Asp Leu Thr
835

Trp val Ile
850

Arg Asp Leu
865

<210> 9

<211> 3193
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 9
atgaagctga

gttgctcttg
ccatttcctc
gcaccagatc
gcaattatca
tcgacatcaa
aaccaaatct

acgcacattt

ggcggttgat

40004w0_104120.00056_ST25

Pro Tyr Leu Ser Thr Thr Thr Ser Gly Lys Glu

725

His Tyr Gly GIn Thr

740

Gly Ser Pro Gln Pro

760

Arg Gln Leu Tyr Asp

775

Thr Gly Ser val Met
790

Gly Gly Pro Asn Glu

Glu Arg Ile Ala Pro

820

Arg Arg Asp Leu Ser

840

Thr Asp Tyr Pro Lys

855

Pro Leu Ser Ala Arg
870

Synthetic construct:

attgggtcgc
cttctgcagt
gtctaatctc
gcgatcattt
gcgcccttag
gttgcttctc
gggcgcaatt
ataaatatgc

cagaaagctg

Artificial Sequence

cgcagccctg
tccagacact
agccttgttg
cctcecttgce
tctacacaaa
aactgtgcat
gaccgctcaa
gcctttcaat

acgctcaaaa

730

Ala Lys Glu
745

Arg Ser Ala

Ile Leu Tyr

Asp Asp Ala
795

Pro Pro Lys
810

Gly GIn Ser

Asn Trp Asp

Thr val Tyr

Leu Pro

tctataggtg
ttggctggtg
ccatatcgcc
agccttggtt
aacccccgag
ttgcgtggct
accttgttca
aataccgact

ggttgtcacg

Phe Leu Pro
750

Ala Sser Gly
765

Thr val Thr
780

val Pro Gln

val Leu Arg

val Thr Phe
830

Thr Lys Lys

val Gly Ser
860

ctgctggcac
taaaggtcag
cttgttcgct
cctcttacga
acagtctttc
gtctacttct
aataaccttt
ttatgcgcgg

agagatacac

pPagina 20

Ala Ser

735

Ala Gly

Glu Pro

Ala Thr

Leu Tyr

800

Gly Phe

Lys Ala

GIn Gln

Ser Ser

Nucleotide sequence encoding Fv3C/Bgl3

tgacagcgca
ttttttttca
cggacgccac
tcttecectec
attgagtttg
gcctctagac
tttattcgag
cggctgctgt

tcgcatactc

120
180
240
300
360
420
480
540



gccgectcat
cgccaaagcec
tggtgttggg
ctcagatggc
cgaggtctct
tttcccgcetg
ctcctgatgg
ggacctcttg
tatatggctg
gcttgtgcta
ttgacagaga
caagtacaac
ctacgcctgg
caaccagatc
ggacgagatg
cgcttctgec
atacagcttc
gcgagttgat
agaggatctt
tacatttgct
caagagccac
ccttececectce
tgctggaccc
gggctcggga
agctactcaa
acaagctctt
tgagggatac
gcagggagac
gcacaccgtc
cgtctgggcet
caaggtcagc
tgaggttctt
tgtcttcatc

tcccaacaac

tatccttcac
aagagctttg
taagcagctc
aaggcgaacg
gtctccagga
gcaccacagc
gcactgagtt
gtcgcactgc
gccacgccat
agcattacat
actgaccctc
atctccgagt
cccttegetg
aacaactcgt
ggcttccagg
gtcgctggtc
tggggcggaa
gacatggctc
cccgacatca
caagagaacc
atccgtgagg
aagaacccaa
aatggttgtg
acttcccaat
gacggaactc
gtcagccagc
attgaagtcg
gagctcatca
ggccctgtec
ggtcttcccg
cctggccgat
tatgaggcga
gactaccgtc

accgctgetc

40004w0_104120.00056_ST25

catggatgga
tgtcccaact
cttgcaaaca
ctgtgtagga
tggtcctctt
tggtgcttct
caaggagaag
tgctggtgga
ggccgaggcec
cgcaaacgag
ttgtagagca
ctctctcctc
acgccgtcecg
acggttgcca
gtttcgtcat
tcgatatgag
acttgactct
tgcgaatcat
acttctcctc
gcgagcaggt
ccgctgccaa
agttcctcge
gtgaccgtgg
tcccttactt
gatatgagag
ctaacgtgac
acggaaactt
agaacgtgtc
tactcgccga
gccaagagtc
ctcccttcac
acaacggccg
acttcgaccg

ctctctacga

ccctaatgcet
cactctcatg
gggtatctca
aacgtgggat
ggaattcgtc
tggagcaagt
ggtatcgata
cgaaactggg
gtcaagggta
cagggtaagc
cttccgacag
caacctggat
cgeceggegtc
gaactccaag
gagcgattag
catgcctggt
ggctgtcatc
gtctgccttce
ctggacccge
caactttgga
gggaagcgtc
tgtcattggt
ttgcgataat
gatcaccccc
catcttgacc
cgctatcgtt
tggtgatcgc
gtccatatgce
ctacgagaag
aggcaatgcc
ttggggccgce
tggcgctect
acgatctcca

gttcggtcac

gttggctggg

gaaaaggtca
atcccctcag
caattcctcg
tgtccgacta
ctctctggta
tcgctcttgg
aaggcttcac
ttcaagacgc
cacttggacg
agtggcgagg
gacaagacta
ggttccgtca
ctcctcaacg
gcggeccage
gacactgcct
aacggaactg
ttcaaggttg
gacaccttcg
gtcaacgtcc
gtgctcaaga
gaggacgccg
ggtaccctgg
gatcaagggc
aacaacgaat
ttcgccaatg
aagaacctca
cccaacacca
aaccccaaca
atcgctgatc
acccgcgaga
caggatgact
agcaccgatg

ggtctatctt
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aggaagctta
acttgaccac
ctaacaactt
tctcggtatg
caacagcgct
tgagagaggt
tcctgctact
cgttgatcct
aggtgtcatt
atttgaggaa
tccagtcccg
tgcacgagct
tgtgctcgta
gtatcctcaa
ataccggtgc
tcgacagcgg
ttcccgectyg
gaaagacgat
gcttcgtgea
agcacgacca
acaccgggtc
gtcccaaccc
ctatggcttg
tctctaatcg
gggcttcagt
ccgactctgg

ccctetggea

ttgtagttct

tcactgccat
tcctctacgg
gctacggtac
tctctgaggg
gaaagagctc

ggtcgacgtt

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

Gs
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caagttctcc aacctccaca tccagaagaa
caagacgatt gcggctccct ctctgggcag
ccccaagaac gttcgccgca tcaaggagtt
tggcaaggag gcgtcgggtg acgctcacta
cggtgccctg gacggcagcc ctcagcectcg
ccgccagetg tacgacattc tctacaccgt
catggacgac gccgttcccc agctgtacct
ggtgctgecgt ggcttcgacc gcatcgagceg
ggcagacctg acgcgccgtg acctgtccaa
taccgactac cccaagactg tgtacgtggg
ccgecctgeca tga
<210> 10
<211> 898
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> synthetic construct:
<400>" 10
Met Lys Leu Asn Trp val Ala Ala
1 5
Thr Asp Ser Ala val Ala Leu Ala
20
Gly val Lys Lys Ala Asp Ala Gln
35 40
Ala Tyr Ser Pro Pro His Tyr Pro
50 55
val Gly Trp Glu Glu Ala Tyr Ala
65 70
Leu Thr Leu Met Glu Lys val Asn
85
Gly Glu Arg cys val Gly Asn val
100
Arg Gly Leu Cys Leu GIn Asp Gly
115 120
Tyr Asn Ser Ala Phe Pro Ala Gly
130 135

caatgtcggc
cttcagcaag
tatctacccc
cggccagact
ctctgcggec
gacggccacc
gagccacggc
cattgctccc
ctgggacacg

cagctcctcg

Ala Leu Ser
10

Ser Ala val
25

Lys val val

ser Pro Trp

Lys Ala Lys
75

Leu Thr Thr
90
Gly Ser Ile

Pro Leu Gly

Thr Thr Ala

cccatgagec
aaccttaagg
tacctgagca
gcgaaggagt
tctggcegaac
attaccaaca
ggtcccaacg
ggccagageg
aagaagcagc

cgcgacctgc

Ile Gly Ala

Pro Asp Thr
30

Thr Arg Asp
45

Met Asp Pro
60

Ser Phe val

Gly val Gly

Pro Arg Leu
110

Ile Arg Leu

Gly Ala ser
140
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cgcccaacgg
actatggctt
ccactacctc
tccteececge
ccggcggeaa
cgggctcggt
agccgeccaa
tcacgttcaa
agtgggtcat

cgctgagcgce

Fv3C/Bgl13 chimeric polypeptide sequence

Ala Gly
15

Leu Ala

Thr Leu

Asn Ala

Ser Gln

80

Trp GIn
95
Gly Met

ser Asp

Trp Ser

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3193

Ko



Lys

145

Glu

Arg

Tyr

Ala

His

225

Glu

Ala

cys

Leu

Met

305

Gly

Ser

Pro

Phe

Ser

385

Asn

Ser
Lys
Thr
Met
Gly
Phe
Ser
Trp
Sgr
Leu
290
Ser
Leu
Phe
Ala
Lys
Trp

Arg

Leu

Gly

Ala

Ala

195

val

Arg

Leu

Pro

Tyr

275

Asn

AsSp

Asp

Trp

Trp

val

Thr

Glu

Trp
Ile
Ala
180
Gly
Ile
Gln
ser
Phe
260
ASh
Gly
Trp
Met
Gly
3

Arg
Gly

Arg

Gln

His

Ala

Ser

ser

245

Ala

Gln

Ile

Ala

ser

325

val

Lys

Asp

val
405

Glu

150

Ile

Gly

Ala

Cys

Asp

Ile

Leu

Ala

310

Met

Asn

Asp

Thr

Thr

390

Asn

Arg

Ala

Arg

Met

Ala

215

Glu

Leu

Ala

Asn

Pro

Leu

Asp

Ile

375

Phe

Phe

40004w0_104120.00056_ST25

Gly Leu Leu

Leu

Asn

Ala

200

Lys

val

Asp

val

Asn

280

Asp

His

Gly

Thr

Met

360

Glu

Gly

Gly

Gly

His

Gln

Asp

Arg

265

sSer

Glu

Thr

Asp

Leu

345

Ala

Asp

Phe

val

Pro

170

Glu

Ala

Tyr

Ser

Lys

Ala

Tyr

Met

Gly

Thr

330

Ala

Leu

Leu

val

Asn
410

Met Gly Thr Glu

155

Ala

Gly

val

Ile

Arg

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

315

Ala

val

Arg

Pro

His

395

val

Thr

Phe

Lys

Ala

220

Lys

Met

val

Cys

Phe

300

Ala

Phe

Ile

Ile

Asp

380

Thr

Gln
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Gly

Thr

Gly

Asn

Tyr

His

Gly

GlIn

285

Gln

Ser

Asp

Asn

Met

365

Ile

Phe

His

Pro

val

190

Ile

Glu

Asn

Glu

ser

270

Asn

Gly

Ala

Ser

Asn

Ala

Asp

Phe

Leu

175

Asp

Gln

Gln

Ile

Leu

255

val

Ser

Phe

val

Gly

Thr

Ala

Phe

Gln

His
415

Lys

Gly

Pro

Asp

Glu

Ser

240

Tyr

Met

Lys

val

Ala

320

Tyr

val

Phe

Ser

Glu

400

Lys

aq



Ser

Thr

Glu

Gly

Gln

Thr

Ala

Phe

Phe

545

Ile

Thr

Thr

Ile

Thr

625

Ala

Phe

Lys

His

Gly

Asp

Cys

Phe

Gln

Ser

Ala

530

Gly

Lys

val

Ala

Ala

610

Trp

Asn

Ile

Ser

Ile

Ser

435

Ala

Asp

Pro

Asp

val

515

Asn

Asp

Asn

Gly

Ile

595

Asp

Gly

Asn

Asp

ser
675

Arg

Leu

Gly

Asn

Tyr

Ala

Arg

val

Pro

580

val

Leu

Arg

Gly

Tyr

660

Pro

Glu

Pro

Pro

Gly

Leu

485

Thr

Ala

Asp

Lys

Ser

565

val

Trp

Leu

Thr

Asn

Ala

Leu

Asn

Thr

470

Ile

Arg

Leu

ser

Asn

550

Ser

Leu

Ala

Tyr

Arg

Gly

His

Asn

40004w0_104120.00056_ST25

Ala Ala Lys Gly Ser val val Leu

Lys

Pro

455

Leu

Thr

Tyr

val

Gly

Leu

Ile

Leu

Gly

Ala

Phe

Thr

Asn

440

Ala

Ala

Pro

Glu

Ser

520

Glu

Thr

cys

Ala

Leu

600

Lys

Ser

Pro

Asp

Ala
680

425

Pro

Gly

Met

Asp

Ser

505

Gln

Gly

Leu

Pro

585

Pro

val

Tyr

GIn

Lys

Pro

Ala

Gln

490

Ile

Pro

Tyr

Trp

Asn

570

Tyr

Gly

Ser

Gly

Phe

Asn

Trp

Gly

Leu

Asn

Ile

Gln

555

Thr

Glu

Gln

Pro

Thr

635

Asp

Ser

Leu

Gly

460

Gly

Leu

Thr

val

Glu

540

Gln

Ile

Lys

Glu

Gly

Glu

Phe

Pro

Pro Leu Tyr
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Ala

445

Cys

Ser

Ser

Asn

Thr

525

val

Gly

val

Asn

ser

605

Arg

val

Ser

Ser

Glu
685

430

val

Gly

Gly

Asn

Asn

510

Ala

Asp

Asp

val

Pro

590

Gly

Ser

Leu

Glu

Thr

670

Phe

Lys

Ile

Asp

Thr

Arg

Glu

Ile

Gly

Glu

Leu

575

Asn

Asn

Pro

Tyr

Asp

Gly

Asn

Gly

Arg

ser

480

Trp

val

Asn

Leu

560

His

Ile

Ala

Phe

Glu

640

val

Gly

His

ao



Asn

705

Pro

Lys

Thr

Ala

Arg

Ile

Asp

Pro

Gly

Asn

865

Thr

Leu

Leu

690

Asn

Ser

Asn

Thr

Lys

770

ser

Leu

Asp

Pro

Gln

850

Trp

val

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ser

val

Leu

val

Ser

755

Glu

Ala

Tyr

Ala

Lys

Ser

Asp

Tyr

11
3157
DNA

Trp

Gly

Gly

Arg

Gly

Phe

Ala

Thr

val

820

val

val

Thr

val

Ser

Pro

ser

725

Arg

Lys

Leu

Ser

val

805

Pro

Leu

Thr

Lys

Gly

Thr

Met

710

Phe

Ile

Glu

Pro

Gly

Thr

Gln

Arg

Phe

Lys

870

ser

40004w0_104120.00056_ST25

Phe Lys Phe Ser Asn Leu His Ile

695

Ser

Ser

Lys

Ala

Ala

775

Glu

Ala

Leu

Gly

LysS

Gln

Ser

Artificial sequence

Pro

Lys

Glu

ser

760

Gly

Pro

Thr

Tyr

Phe

840

Ala

GIn

Ser

Pro

Asn

Phe

745

Gly

Ala

Gly

Ile

Leu

825

Asp

Asp

Trp

Arg

Asn

Leu

730

Ile

Asp

Leu

Gly

Thr

810

sSer

Arg

Leu

val

Asp

Gly

715

Lys

Tyr

Ala

Asp

Asn

795

Asn

His

Ile

Thr

Ile

875

Leu

700

Lys
Asp
Pro
His
Gly
7

Arg
Thr
Gly
Glu
Arg
Thr

Pro

Thr

Tyr

Tyr

Tyr

765

Ser

Gln

Gly

Gly

Arg

Arg

Asp

Leu

Ile

Gly

Leu

750

Gly

Pro

Leu

Ser

Pro

830

Ile

Asp

Tyr

Ser

Glin

Ala

Phe

735

Ser

GIn

Gln

Tyr

val

815

Asn

Ala

Leu

Pro

Ala
895

Lys
Ala
720
Pro
Thr
Thr
Pro
Asp
800
Met
G]u
Pro
Ser

Lys

Arg

Synthetic construct: Nucleic acid sequence encoding the
Fv3C/Te3A/Bg13 chimera

11
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atgaagctga
gttgctcttg
ccatttcctc
gcaccagatc
gcaattatca
tcgacatcaa
aaccaaatct
acgcacattt
ggcggttgat
gccgecteat
cgccaaagcc
tggtgttggg
ctcagatggc
cgaggtctct
tttcccgetg
ctcctgatgg
ggacctcttg
tatatggctg
gcttgtgcta
ttgacagaga
caagtacaac
ctacgecctgg
caaccagatc
ggacgagatg
cgcttctgec
atacagcttc
gcgagttgat
agaggatctt
tacatttgct
caagagccac
ccttceccctce
tgctggaccce

gggctcggga

agctactcaa

attgggtcgc
cttctgcagt
gtctaatctc
gcgatcattt
gcgcccttag
gttgcttctc
gggcgcaatt
ataaatatgc
cagaaagctg
tatccttcac
aagagctttg
taagcagctc
aaggcgaacg
gtctccagga
gcaccacagc
gcactgagtt
gtcgcactgc
gccacgccat
agcattacat
actgaccctc
atctccgagt
cccttegetg
aacaactcgt
ggcttccagg
gtcgctggtc
tggggcggaa
gacatggctc
cccgacatca
caagagaacc
atccgtgagg
aagaacccaa
aatggttgtg
acttcccaat

gacggaactc
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cgcagccctg
tccagacact
agccttgttg
ccteecttgce
tctacacaaa
aactgtgcat
gaccgctcaa
gcctttcaat
acgctcaaaa
catggatgga
tgtcccaact
cttgcaaaca
ctgtgtagga
tggtcctctt
tggtgcttct
caaggagaag
tgctggtgga
ggccgaggcec
cgcaaacgag
ttgtagagca
ctctctectc
acgccgtecg
acggttgcca
gtttcgtcat
tcgatatgag
acttgactct
tgcgaatcat
acttctcctc
gcgagcaggt
ccgctgecaa
agttcctcgce
gtgaccgtgg
tcccttactt

gatatgagag

tctataggtg
ttggctggtg
ccatatcgcc
agccttggtt
aacccccgag
ttgcgtggct
accttgttca
aataccgact
ggttgtcacg
ccctaatget
cactctcatg
gggtatctca
aacgtgggat
ggaattcgtc
tggagcaagt
ggtatcgata
cgaaactggg
gtcaagggta
cagggtaagc
cttccgacag
caacctggat
cgccggegtce
gaactccaag
gagcgattgg
catgcctggt
ggctgtcatc
gtctgccttc
ctggacccgc
caactttgga
gggaagcgtc
tgtcattggt
ttgcgataat
gatcaccccc

catcttgacc

ctgctggcac
taaaggtcag
cttgftcgct
cctcttacga
acagtctttc
gtctacttct
aataaccttt
ttatgcgegg
agagatacac
gttggctggg
gaaaaggtca
atcccctcag
caattcctcg
tgtccgacta
ctctctggta
tcgctcttgg
aaggcttcac
ttcaagacgc
cacttggacg
agtggcgagg
gacaagacta
ggttccgtca
ctcctcaacg
gcggcccagce
gacactgcct
aacggaactg
ttcaaggttg
gacaccttcg
gtcaacgtcc
gtgctcaaga
gaggacgccg
ggtaccctgg
gatcaagggc

aacaacgaat
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tgacagcgcea
ttttttttca
cggacgccac
tctteectec
attgagtttg
gcctctagac
tttattcgag
cggctgctgt
tcgcatactc
aggaagctta
acttgaccac
ctaacaactt
tctcggtatyg
caacagcgct
tgagagaggt
tcctgctact
cgttgatcct
aggtgtcatt
atttgaggaa
tccagtcccg
tgcacgagct
tgtgctcgta
gtatcctcaa
ataccggtgc
tcgacagcgg
ttcccgectg
gaaagacgat
gcttcgtgea
agcacgacca
acaccgggtc

gtcccaaccc

ctatggcttg -

tctctaatcg

gggcttcagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



acaagctctt
tgagggatac
gcagggagac
gcacaccgtc
cgtctgggcet
caaggtcagc
tgaggttctt
tgtcttcatce
tcacggtcta
cggccccatg
caagaacctt
ccectacctg
gactgcgaag
ggcctctggce
caccattacc
cggcggtecc
tccecggecag
cacgaagaag
ctcgegegac
<210> 12

<211> 886
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

gtcagccagc
attgaagtcg
gagctcatca
ggccctgtcc
ggtcttcccg
cctggccgat
tatgaggcga
gactaccgtc
tcttggtcga
agcccgececa
aaggactatg
aacaccacta
gagttcctcc
gaacccggcg
aacacgggct
aacgagccgce
agcgtcacgt
cagcagtggg
ctgccgctga

Synthetic construct:

chimera

<400> 12

Met Lys Leu Asn Trp

1

Thr Asp Ser Ala val

Gly val Lys Lys Ala
35

Ala Tyr Ser Pro Pro

50

val Gly Trp Glu Glu
65

5

20

40004w0_104120.00056_5T25

ctaacgtgac
acggaaactt
agaacgtgtc
tactcgccga
gccaagagtc
ctcccttcac
acaacggccg
acttcgacaa
cgttcaagtt
acggcaagac
gcttccccaa
cctctggcaa
ccgceggtge
gcaaccgcca
cggtcatgga
ccaaggtgct
tcaaggcaga
tcattaccga

gcgcccgect

Artificial Sequence

Ala Leu Ala

Asp Ala Gln

40

His Tyr Pro

55

Ala Tyr Ala
70

cgctatcgtt
tggtgatcgc
gtccatatgc
ctacgagaag
aggcaatgcc
ttggggccgce
tggcgetect
gtacaacatc
ctccaacctc
gattgcggct
gaacgttcgc
ggaggcgtcg
cctggacggc
gctgtacgac
cgacgccgtt
gcgtggettce
cctgacgegce
ctaccccadg

gccatga

val Ala Ala Ala Leu Ser

10

Ser Ala val
25
Lys val val

Ser Pro Trp

Lys Ala Lys

75

ttcgccaatg
aagaacctca
cccaacacca
aaccccaaca
atcgctgatc
acccgcgaga
caggatgact
acgcctatct
cacatccaga
ccctctctgg
cgcatcaagg
ggtgacgctc
agccctcagce
attctctaca
ccccagetgt
gaccgcatcg
cgtgacctgt

actgtgtacg

Amino acid sequence of the

Ile Gly Ala

Pro Asp Thr
30

Thr Arg Asp

45

Met Asp Pro

60

Ser Phe val

Pagina 27

ccgactctgg
ccctetggcea
ttgtagttct
tcactgccat
tcctctacgg
gctacggtac
tctctgaggg
acgagttcgg
agaacaatgt
gcaacttcag
agtttatcta
actacggcca
ctcgctctgce
ccgtgacggc
acctgagcca
agcgcattge
ccaactggga

tgggcagctc

Fv3C/Te3A/Bgl13

Ala Gly

15

Leu Ala

Thr Leu

Asn Ala

ser Gln
80

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3157

\O\



Leu

Gly

Arg

Tyr

Lys

145

Glu

Arg

Tyr

Ala

His

225

Glu

Ala

Cys

Leu

Met

305

Gly

Ser

Thr
GTu
Gly
AsSn
130
Ser
Lys
Thr
Met
Gly
210
Phe
Ser
Trp
Ser
Leu
290
Ser

Leu

Phe

Leu

Arg

Leu

115

ser

Leu

Gly

Ala

Ala

195

val

Arg

Leu

Pro

Tyr

275

Asn

Asp

Asp

Trp

Met

Ccys

100

Cys

Ala

Trp

Ile

Ala

180

Gly

Ile

Gln

Ser

Phe

260

Asn

Gly

Trp

Met

Glu

85

val

Leu

Phe

Tyr

His

Ala

Ser

Ser

245

Ala

Gln

Ile

Ala

Ser

325

Gly

Lys

Gly

GlIn

Pro

Glu

150

Ile

Gly

Ala

cys

Asp

Ile

Leu

Ala

310

Met

Asn

val

Asn

Asp

Ala

135

Arg

Ala

Arg

Met

Ala

215

Glu

Leu

Ala

Asn

Pro

Leu

40004w0_104120.00056_5T25

Asn Leu Thr Thr Gly val Gly Trp
90

val

Gly

120

Gly

Gly

Leu

Asn

Ala

200

Lys

val

Asp

val

Asn

280

Asp

His

Gly

Thr

Thr

Leu

Gly

Trp

Glu

His

Gln

Asp

Arg

Ser

Glu

Thr

Asp

Leu
345

Ser

Leu

Thr

Leu

Pro

170

Glu

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Met

Gly

Thr
330

Ile

Gly

Pro

Ile

Arg

Arg
125

Leu
110

Leu

Ala Gly Ala Ser

Met

155

Ala

Gly

val

Ile

Arg

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

315

Ala

140

Gly

Thr

Phe

Lys

Ala

220

Lys

Met

val

Cys

Phe

300

Ala

Phe

Ala val Ile

Pagina 28

Thr

Gly

Thr

Gly

Asn

Tyr

His

Gly

Gln

285

Gln

Ser

Asp

Asn

Glu

Pro

val

190

Ile

Glu

Asn

Glu

Ser

270

Asn

Gly

Ala

Ser

Gly

95

Gly

Ser

Trp

Phe

Leu

175

AsSp

GIn

GIn

Ile

Leu

255

val

ser

Phe

val

Gly

Thr

GIn

Met

Asp

Ser

Lys

Gly

Pro

Asp

Glu

ser

240

TYr

Met

Lys

val

Ala

320

Tyr

val

ol



Pro

Phe

Ser

385

Asn

ser

Thr

Glu

Thr

Ala

Phe

Phe

545

Ile

Thr

Thr

Ile

Ala

Trp

Arg

His

Gly

450

Ccys

Phe

Gln

Ser

Ala

530

Gly

Lys

val

Ala

Ala
610

Trp

val

Thr

Glu

Ile

Ser

435

Ala

Asp

Pro

Asp

val

515

Asn

Asp

Asn

Gly

Ile

595

Asp

Arg

Gly

Arg

Gln

Gly

Asn

Tyr

Ala

Arg

val

Pro

580

val

Leu

val

Lys

Asp

val

405

Glu

Pro

Pro

Gly

Leu

485

Thr

Ala

Asp

LyS

ser

565

val

Trp

Leu

Asp

Thr

Thr

390

Asn

Ala

Leu

Asn

Thr

470

Ile

Arg

Leu

ser

Asn

550

ser

Leu

Ala

Tyr

Asp

Ile

375

Phe

Phe

Ala

Lys

Pro

455

Leu

Thr

Tyr

val

Gly

Leu

Ile

Leu

Gly

Gly

40004w0_104120.00056_5T25

Met

360

Glu

Gly

Gly

Ala

Asn

440

Ala

Ala

Pro

Glu

Ser

520

Glu

Thr

cys

Ala

Leu

600

Lys

Ala Leu Arg Ile Met Ser

Asp

Phe

val

Lys

Pro

Gly

Met

Asp

ser

505

Gln

Gly

Leu

Pro

Asp

585

Pro

val

Leu

val

Asn

410

Gly

Lys

Pro

Ala

Gln

490

Ile

Pro

Tyr

Trp

Asn

570

Tyr

Gly

Ser

Pro

His

395

val

Ser

Phe

Asn

Leu

Asn

Ile

GIn

555

Thr

Glu

Glin

Pro

Asp

380

Thr

GlIn

val

Leu

Gly

Gly

Leu

Thr

val

Glu

540

Gln

Ile

Lys

Glu

Gly
620

Pagina 29

365

Ile

Phe

His

val

Ala

445

cys

ser

ser

Asn

Thr

525

val

Gly

val

Asn

Ser

605

Arg

Asn

Ala

AsSp

Leu

430

val

Gly

Gly

Asn

AsSn

510

Ala

Asp

Asp

val

Pro

590

Gly

Ser

Ala

Phe

Gln

His

415

Lys

Ile

Asp

Thr

Ile

Gly

Glu

Leu

575

Asn

Asn

Pro

Phe

Ser

Glu

400

Lys

Asn

Gly

Arg

Ser

480

Ala

Trp

val

Asn

Leu

560

His

Phe

05



Thr

625

Ala

Phe

Glu

His

Thr

705

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

Gln

785

Gly

Gly

Arg

Arg

865

Leu

Trp

Asn

Ile

Phe

Ile

690

Ile

Gly

Leu

Gly

Pro

770

Leu

Ser

Pro

Ile

Ser

Gly

Asn

Asp

Gly

Gln

Ala

Phe

Asn

Gln

755

Gln

Tyr

val

Asn

Ala

835

Leu

Pro

Ala

Arg

Gly

Tyr

660

His

Lys

Ala

Pro

Thr

740

Thr

Pro

Asp

Met

Glu

820

Pro

Ser

Lys

Arg

Thr

Arg

Gly

Asn

Pro

Lys

Thr

Ala

Arg

Ile

805

Pro

Gly

Asn

Thr

Leu
885

Arg

Gly

His

Leu

Asn

Ser

710

Asn

Thr

Lys

Ser

Leu

790

Asp

Pro

Gln

Trp

val

870

Pro

40004w0_104120.00056_ST25

Glu Ser Tyr Gly Thr Glu val Leu

Ala

Phe

ser

val

695

Leu

val

Ser

Glu

Ala

775

Tyr

Ala

Lys

Ser

Asp

855

Tyr

Pro

Asp

Trp

Gly

Gly

Arg

Gly

Phe

760

Ala

Thr

val

val

val

840

Thr

val

Gln

Lys

ser

Pro

Asn

Arg

Lys

Leu

Ser

val

Pro

Leu

825

Thr

Lys

Gly

Asp

650

Tyr

Thr

Met

Phe

Ile

730

Glu

Pro

Gly

Thr

Gln

810

Arg

Phe

Lys

Ser

635

Asp

Asn

Phe

Ser

Ser

715

Lys

Ala

Ala

Glu

Ala

795

Leu

Gly

Lys

Gln

ser
875

Phe

Ile

Lys

Pro

700

Lys

Glu

Ser

Gly

Pro

780

Thr

Tyr

Phe

Ala

Gln

ser

Thr

Phe

685

Pro

Asn

Phe

Gly

Ala

765

Gly

Ile

Leu

Asp

Asp

845

Trp

860

Ser

pagina 30

Arg

Glu

Pro

670

ser

Asn

Leu

Ile

750

Leu

Gly

Thr

Ser

Arg

Leu

val

Asp

Tyr

Gly

Ile

Asn

Gly

Lys

Tyr

735

Ala

Asp

Asn

Asn

His

815

Ile

Thr

Ile

Leu

Glu

640

val

Tyr

Leu

Lys

Asp

720

Pro

His

Gly

Arg

Thr

800

Gly

Arg

Thr

Pro
880

oA



<210> 13

<211> 1053
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<223>

misc
<400> 13

atgcagctca
caagacacta
catgttttcg
aacggcaccg
atctatggaa
tgggccaagc
tacttcceccg
cccagcggtc
gctagctatg
cagcttcagg
gctcccaacg
aagatcaccg
caagcagagg
ctgtactacc
aacatctacg
acgcatggaa
acttctggaa
ggcaagattt
<210> 14

<211> 350

<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

<400> 14

1

_feature )
Nucleotide sequence for Fv43D, a GH43D family enzyme

agtttctgtc
atgatatccc
agggcaaact
gaggcgctca
aagatcccgt
agcaaatgtg
ccaaggataa
ctttcaaggc
tcgacactaa
cctggcagga
gcaccaacgc
agacaccccg
acaataagcg
tcatgtactc
gtccttatac
gtattgttga
aggattatct

tgcttactcg

misc_feature
Protein sequence of Fv43D

40004w0_104120.00056_5T25

Fusarium verticilloides

ttcagcattg
tcctctgatce
ctgggtttac
gtacgccatg
tatcgaccat
ggctcctgac
agatgagatc
cgacaagagc
tggcgaggca
tcacaagacc
cctatctecct
cgatctcgtc
acgatttttc
taccggcgac
ctatcagggc
gtacaaggga
gagacaggtt

tcctaagatt

Fusarium verticilloides

ttgctgtctt
accgacctct
ccatctcacg
agagattatc
ggcgtcgcetc
gcagcttaca
ttcagaattg
tggatccccg
tacctcatct
tttaatgagt
cagatcgcca
atcctggecc
gaggggccct
ac;cacttcc
aagattctcg
cagtggtggt
daaggcgagga
tag

10

tgaccggcaa
ggtctgegga
acatcgaagc
acacctattc
tgtcagtcga
agaacggcaa
gagttgctgt
gtacttacag
ggggcggtat
cgtggctcgg
agctaagcaa
ccgagacagg
gggttcacaa
tcgtctacgce
accctgttga
tgttctttge

agatctggta

ttgcgctgeg
tccectegget
caatgtcgtc
catgaagacc
tgatgtccca
atattatctc
ctccaacaag
tatcgatcct
ctggggcggc
cgacaaagct
ggacatgcac
caagcccctt
gcgcggcaag
gacttccaag
tgggtggact
ggatgcgcat

tgacaaggat

Met GIn Leu Lys Phe Leu Ser Ser Ala Leu Leu Leu Ser Leu Thr Gly
5 15

Asn Cys Ala Ala GIn Asp Thr Asn Asp Ile Pro Pro Leu Ile Thr Asp
2 30

20
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1053

0S5



Leu

val

Gly

65

Ile

Asp

Tyr

Glu

Phe

145

Ala

Ile

Glu

sSer

Thr

225

Gin

Lys

Phe

Gln

Trp

Tyr

50

Ala

Tyr

Asp

Lys

Ile

130

Lys

ser

Trp

ser

Pro

210

Pro

Ala

Arg

Leu

Gly

Ser

35

Pro

Gln

Gly

val

Asn

115

Phe

Ala

Tyr

Gly

Arg

Glu

Gly

val

275

Lys

Ala
Ser
Tyr
Lys
Pro
100
Gly
Arg
Asp
val
Gly
1

Leu
Ile
Asp
Asp
Lys
Tyr

Ile

Asp

His

Ala

Asp

85

Trp

Lys

Ile

Lys

Gly

Ala

Leu

Asn

245

Leu

Ala

Leu

Pro

Asp

Met

70

Pro

Ala

Tyr

Gly

ser

150

Thr

Leu

Asp

Lys

val

230

Lys

Tyr

Thr

Asp

Ser

Ile

55

Arg

val

Lys

Tyr

val
135

Tl"p‘

Asn

Gln

Lys

Leu

215

Ile

Arg

Tyr

ser

Pro
295

40004w0_104120.00056._ST25

Ala His val Phe Glu Gly Lys

40

Glu

Asp

Ile

Gln

Leu

120

Ala

Ile

Gly

Ala

Ala

200

ser

Leu

Arg

Leu

Lys

val

Ala

Tyr

Asp

Gln

105

Tyr

val

Pro

Glu

Trp

Ala

Lys

Ala

Phe

Met

265

Asn

Asp

Asn

His

His

90

Met

Phe

Ser

Gly

Ala

170

Gln

Pro

Asp

Pro

Phe

250

Tyr

Ile

val

Thr

75

Gly

Trp

Pro

Asn

Thr

155

Tyr

Asp

Asn

Met

Glu

235

Glu

ser

Tyr

val

60

Tyr

val

Ala

Ala

Lys

140

Tyr

Leu

His

Gly

His

220

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly Trp Thr

300

Pagina 32

45

Asn

ser

Ala

Pro

Ser

Ile

Lys

Thr

205

Lys

Gly

Pro

Gly

Pro

285

Thr

Gly

Met

Leu

Asp

110

Asp

Ser

Ile

Trp

Thr

190

Asn

Ile

Lys

Trp

Asp

270

Tyr

His

Leu

Thr

Lys

Ser

95

Ala

Lys

Gly

Asp

Ala

Thr

Pro

val

255

Thr

Thr

Gly

Trp

Gly

Thr

80

val

Ala

Asp

Pro

Pro

160

Gly

Asn

Leu

Glu

Leu
240

Tyr

ser

o



ITe val Glu Tyr Lys GI1

305

Thr ser Gly Lys Asp Tyr Leu Arg Gln val Lys Ala Arg Lys ggg Trp
325

40004w0_104120.00056_ST25

310

330

Tyr Asp Lys Asp Gly Lys Ile Leu Leu Thr Arg Pro
340 345

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

24

DNA

Artificial Sequence

synthetic primer: Forward primer MH234
15

caccatgaag ctgaattggg tcgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16
19
DNA
Artificial Sequence

Synthetic primer: Reverse primer MH235

16

ttactccaac ttggcgctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

20

DNA

Artificial Sequence

Synthetic primer: MH255
17

aagccaagag ctttgtgtcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

20

DNA

Artificial Sequence

Synthetic primer: MH256
18

tatgcacgag ctctacgect

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

19

20

DNA .
Artificial Sequence

Pagina 33

y GIn Trp Trp Leu Phe Phe Ala Asp Ala
315

Lys Ile
350

24

19

20

20



<223>
<400>

40004w0_104120.00056_5T25
synthetic primer: MH257

19

atggtaccct ggctatggct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20
20
DNA
Artificial Sequence

synthetic primer: MH258
20

cggtcacggt ctatcttggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

45

DNA

Artificial Sequence

Synthetic primer: pbonor Forward

21

gctagcatgg atgttttccc agtcacgacg ttgtaaaacg acggc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22

53

DNA

Artificial Sequence

Ssynthetic primer: Fv3C/Bgl3 reverse
22

ggaggttgga gaacttgaac gtcgaccaag atagaccgtg accgaactcg tag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23

43

DNA

Artificial Sequence

Synthetic primer: pDonor Reverse

23

tgccaggaaa cagctatgac catgtaatac gactcactat agg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24

53

DNA

Artificial Sequence

Synthetic primer: Fv3C/Bgl13 forward
24

ctacgagttc ggtcacggtc tatcttggtc gacgttcaag ttctccaacc tcc

<210>
<211>

25
42
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20

20

45

53

43

53



40004w0_104120.00056_ST25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> sSynthetic primer: Att L1 forward

<400> 25

taagctcggg ccccaaataa tgattttatt ttgactgata gt 42

<210> 26

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthetic primer: AttL2 reverse

<400> 26

gggatatcag ctggatggca aataatgatt ttattttgac tgata 45

<210> 27

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> SKnthetic peptide: Fv3C residues 665 - 683 of the Fv3C/Bgl3
chimera

<400> 27

Arg Arg Ser Pro Ser Thr Asp Gly Lys Ser Ser Pro Asn Asn Thr Ala
1 5 10

Ala Pro Leu

<210> 28

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic peptide: Te3A residues 634 - 640
<400> 28

Lys Tyr Asn Ile Thr Pro Ile

1 5

<210> 29

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthetic primer: Pr cbhI forward

<400> 29

cggaatgagc tagtaggcaa agtcagc 27
<210> 30
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<211> 70

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> sSynthetic primer: 725/751 reverse
<400> 30

ctccttgatg cggcgaacgt tcttggggaa gccatagtcc ttaaggttct tgctgaagtt
gcccagagag

<210> 31

<211> 65

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthetic primer: 725/751 forward
<400> 31

ggcttcccca agaacgttcg ccgcatcaag gagtttatct acccctacct gaacaccact
acctc

<210> 32

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthetic primer: Ter CbhI reverse
<400> 32

gatacacgaa gagcggcgat tctacgg

<210> 33

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthetic primer: Te3A reverse
<400> 33

gatagaccgt gaccgaactc gtagataggc gtgatgttgt acttgtcgaa gtgacggtag

tcgatgaaga ¢

<210> 34

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic primer: Te3A2 forward
<400> 34

gtcttcatcg actaccgtca cttcgacaag tacaacatca cgcctatcta cgagttcggt

cacggtctat ¢

<210> 35
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40004w0_104120.00056_ST25
28
DNA
Artificial Sequence

Synthetic primer: Forward primer SK943
35

caccatgaga tatagaacag ctgccgct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36
40
DNA
Artificial Sequence

Synthetic primer: Reverse primer SK941

36

cgaccgccct gcggagtctt gcccagtggt cccgcgacag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37

40

DNA

Artificial Sequence

Synthetic primer: Forward primer (SK940)
37

ctgtcgeggg accactgggce aagactccgc agggeggtcg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38

20

DNA

Artificial Sequence

Synthetic primer: Reverse primer (SK942)
38

cctacgctac cgacagagtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39

20

DNA

Artificial Sequence

Synthetic primer: Forward primer SK771

39

gtctagactg gaaacgcaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40
21
DNA
Artificial Sequence

Synthetic primer: Reverse primer SK745

40
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gagttgtgaa gtcggtaatc ¢

<210> 41

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> )

<223> synthetic primer: Forward primer SK1322
<400> 41

caccatgcag ctcaagtttc tgtc

<210> 42

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> '
<223> sSynthetic primer: Reverse primer SK1297
<400> 42

ggttactagt caactgcccg ttctgtagcg ag

<210> 43

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> _

<223> Synthetic primer: Forward primer SK1236
<400> 43

catgcgatcg cgacgttttg gtcaggtcg

<210> 44

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic primer: Reverse primer SK1321

<400> 44
gacagaaact tgagctgcat ggtgtgggac aacaagaagg
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