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DESCRIPCION
Glucoamilasa de Trichoderma reesei y homélogos de la misma
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a composiciones de nuevas enzimas que comprenden una glucoamilasa y
una alfa amilasa Utiles para la produccidon de glucosa y otros productos finales a partir de almidon. Las
composiciones de enzimas son adecuadas para utilizar en varios procesos y son particularmente adecuadas para
utilizar bajo condiciones de procesamiento convencional de almidon a alta temperatura y bajo condiciones de
procesamiento de almidén sin coccion o baja temperatura.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Las enzimas de glucoamilasa (a-1,4-glucano glucohidrolasas, E.C.3.2.1.3.) son carbohidrasas que hidrolizan
el almidén que acttan de forma exdgena. Las glucoamilasas catalizan la eliminaciéon de unidades sucesivas de
glucosa desde los extremos no reductores de almidén u oligomoléculas y polisacaridos relacionados y pueden
hidrolizar enlaces glicosidicos tanto lineales como ramificados de almiddn (amilasa y amilopectina).

[0003] Las glucoamilasas son producidas por numerosas cepas de bacterias, hongos, levadura y plantas. Las
glucoamilasas particularmente interesantes son enzimas flngicas que son producidas extracelularmente, por
ejemplo, de cepas de Aspergillus (Boel et al., (1984) EMBO J. 3:1097-1102; Hayashida et al (1989) Agric. Biol.
Chem. 53:923 - 929; USP 5,024,941; USP 4,794,175; y WO 88/09795), Talaromyces (USP 4,247,637; USP
6,255,084 y USP 6,620,924), Rhizopus (Ashikari et al. (1986) Agric. Biol. Chem. 50:957 - 964; Ashikari et al. (1989)
App. Microbiol. and Biotech. 32:129 - 133 y USP 4,863,864), Humicola (W0O05/052148 y USP 4,618,579) y Mucor
(Houghton-Larsen et al., (2003) Appl. Microbiol. Biotechnol., 62: 210- 217). Muchos de los genes que codifican estas
enzimas se han clonado y expresado en células de levadura y fungicas.

[0004] Las glucoamilasas comerciales son enzimas muy importantes que se han utilizado en una amplia variedad de
aplicaciones que requieren la hidrolisis de almidén. Las glucoamilasas se utilizan para la hidrdlisis de almidon para
producir edulcorantes de maiz con alto contenido de fructosa, y edulcorantes de maiz que comprenden por encima
del 50% del mercado de edulcorantes de Estados Unidos. En general, los procesos que hidrolizan el almidén
implican la utilizacién de alfa amilasas para hidrolizar el almidén en dextrinas y las glucoamilasas para hidrolizar las
dextrinas a glucosa. A continuacién, la glucosa se convierte en fructosa mediante otras enzimas, tales como
glucosas isomerasas. La glucosa producida por glucoamilasas también se puede cristalizar o utilizar en
fermentaciones para producir otros productos finales, tales como acido citrico, acido ascérbico, acido glutamico, 1,3-
propanodiol y otros. Las glucoamilasas se utilizan en la produccién de alcohol, tal como la produccién de cerveza y
la produccion de sake. Las glucoamilasas también se utilizan en la produccion de etanol para combustible y para el
consumo. Recientemente, se han utilizado las glucoamilasas en procesos a baja temperatura para la hidrélisis de
almidén granular (no cocinado). Las glucoamilasas también se utilizan en la preparaciéon de alimentos de animales
como aditivos alimenticios o como componentes de alimentos liquidos para animales de ganado.

[0005] Aunqgue las glucoamilasas se han utilizado de manera satisfactoria durante mucho tiempo, aun existe la
necesidad de nuevas glucoamilasas Utiles. La presente invencion se basa en el descubrimiento de composiciones
de nuevas enzimas adecuadas para utilizar en varias aplicaciones y particularmente procesos de conversion de
almidon.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0006] La presente invencién proporciona composiciones de enzimas y métodos de utilizacion de dichas
composiciones de enzimas, tal como se define en las reivindicaciones.

[0007] La presente invencion se refiere a una enzima que tiene actividad de glucoamilasa que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 4 o secuencias sustancialmente homélogas a la misma y variantes
alélicas y fragmentos biol6gicamente funcionales de las mismas.

[0008] En otra realizacion, la presente invencion se refiere a procesos de conversion de almidén que utilizan
preparaciones de enzimas de la invencién. En algunas realizaciones, la composicién se puede utilizar en un proceso
de conversién de almidén o almidon parcialmente utilizado en un jarabe que contiene dextrosa. La composiciéon se
puede utilizar en un proceso para producir jarabes especializados. En realizaciones adicionales, la composicion se
puede utilizar en una fermentacion para producir productos finales, tales como alcoholes y particularmente etanol.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0009]

Las figuras 1A - B muestran secuencia de ADN gendmico (SEC ID NO: 1) que codifican la glucoamilasa de
Trichoderma reesei de la figura 3.

Las figuras 2A - B muestran la secuencia de ADN sin intrones (SEC ID NO: 2) que codifica la glucoamilasa de
Trichoderma reesei de la figura 3.

La figura 3A muestra la secuencia de aminoacidos deducida (SEC ID NO: 3) de la glucoamilasa de Trichoderma
reesei que tiene 632 aminoacidos, donde

la secuencia sefial (SEC ID NO: 38) esta en negrita y esta representada por las posiciones de residuos 1 - 20;

la prosecuencia (SEC ID NO: 39) esta en negrita y subrayada y representada por las posiciones de residuos 21 - 33;
el dominio catalitico (SEC ID NO: 40) esta representada por las posiciones de residuos 34 - 486;

la region adaptadora (SEC ID NO: 41) esta en cursiva y representada por las posiciones de residuos 487 - 523; y

el dominio de union a almidon (SEC ID NO: 42) esta en cursiva y subrayada y representada por las posiciones de
residuos 524 - 632.

El residuo de aminoacido N-terminal de la proteina madura representada por la posicion de residuo 34 es serina.

La figura 3B muestra la secuencia de proteina madura deducida (SEC ID NO: 4) de la glucoamilasa de Trichoderma
reesei de la figura 3A. La secuencia de la proteina madura incluye el dominio catalitico, que esta subrayado (SEC
ID NO: 40), la region adaptadora (SEC ID NO: 41) y el dominio de unién a almidén (SEC ID NO: 42).

La figura 4 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2154 pb (SEC ID NO: 5) que codifica la glucoamilasa
de Hypocrea citrina var. americana (GA102) (SEC ID. NO: 6).

La figura 5 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2152 pb (SEC ID NO: 7) que codifica la glucoamilasa
de Hypocrea vinosa (GA104) (SEC ID NO: 8).

La figura 6 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2158 pb (SEC ID NO: 9) que codifica una
glucoamilasa de Trichoderma sp. (GA105) (SEC ID NO: 10).

La figura 7 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2144 pb (SEC ID NO: 11) que codifica una
glucoamilasa de Hypocrea gelatinosa (GA107) (SEC ID NO: 12).

La figura 8 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2127 pb (SEC ID NO: 13) que codifica una
glucoamilasa de Hypocrea orientalis (GA108) (SEC ID NO: 14).

La figura 9 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2139 pb (SEC ID NO: 15) que codifica una
glucoamilasa de Trichoderma konilangbra (GA109) (SEC ID NO: 16).

La figura 10 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2088 pb (SEC ID NO: 28) que codifica una
glucoamilasa de Trichoderma sp. (GA113) (SEC ID NO: 29).

La figura 11 muestra la secuencia de ADN genomico que tiene 2141 pb (SEC ID NO: 30) que codifica una
glucoamilasa de Trichoderma harzianum (GA103) (SEC ID NO: 31).

La figura 12 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2131 pb (SEC ID NO: 32) que codifica una
glucoamilasa de Trichoderma longibrachiatum (GA124) (SEC ID NO: 33).

La figura 13 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2151pb (SEC ID NO: 34) que codifica una
glucoamilasa de Trichoderma asperellum (GA127) (SEC ID NO: 35).

La figura 14 muestra la secuencia de ADN gendmico que tiene 2142 pb (SEC ID NO: 36) que codifica una
glucoamilasa de Trichoderma strictipilis (GA128) (SEC ID NO: 37).

La figura 15A - | muestra las posibles secuencias de aminoacidos para las glucoamilasas codificadas por las
secuencias de ADN de SEC ID NOs: 5, 7, 9, 11, 13, 15, 28, 30, 32, 34 y 36, que corresponden a las secuencias de
aminoéacidos de SEC ID NOs: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 29, 31, 33, 35 y 37 respectivamente, donde el péptido lider esta
en negrita y la prosecuencia esta subrayada y en negrita para cada proteina. La secuencia de la proteina madura
que excluye la secuencia lider y prosecuencia para cada proteina también esta representada como la SEC ID NO:
17 para (1) GA102; SEC ID NO: 18 para (2) GA104; SEC ID NO: 19 para (3) GA105; SEC ID NO: 20 para (4)
GA107; SEC ID NO: 21 para (5) GA108; SEC ID NO: 22 para (6) GA109; SEC ID NO: 43 para (7) GA113; SEC ID
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NO: 44 para (8) GA103; SEC ID NO: 45 para (9) GA124; SEC ID NO: 46 para (10) GA127 y SEC ID NO: 47 para
(11) GA128.

La figura 16 ilustra el gel SDS-PAGE utilizado para determinar el PM de la TrGA purificado, donde el carril 1 muestra
la TrGAy el carril 2 muestra el marcador de peso molecular SeeBlue Plus 2 (Invitrogen).

La figura 17A es un mapa del plasmido del vector de expresion de T. reesei, pTrex3g.

La figura 17B es un mapa de plasmido que incluye el vector de expresién de T. reesei pNSP23, donde el gen de
TrGA se clona en pTrex3g.

La figura 18 muestra (A) el % de actividad relativa de GA’ de la TrGA a 37°C desde pH 3 - 8 y (B) el % de actividad
relativa de GA de la TrGA a pH 4,0 de 25°C a 78°C y se hace referencia al ejemplo 4.

La figura 19 ilustra el gel SDS-PAGE utilizado para determinar la secrecion glucoamilasas sustancialmente
homoélogas en la cepa (1A52) del huésped de Trichoderma, donde la banda a aproximadamente 62kDa representa
glucoamilasa y el carril 1 representa GA104, el carril 2 representa GA105; el carril 3 representa GC107; el carril 4
representa GA109; el carril 5 representa TrGA; el carril 6 representa una cepa huésped de control de Trichoderma
reesei (1A52); y el carril 7 representa un marcador de peso molecular estandar.

La figura 20 (A) ilustra la secuencia de aminoacidos (SEC ID NO: 26) para una glucoamilasa de Aspergillus niger
que incluye la secuencia lider. El residuo de aminoacido N-terminal de la proteina madura esté representada por la
posicion de residuo 25, A (alanina); la region adaptadora esta subrayada y el dominio de unién a almidén esta en
cursiva. (B) ilustra la secuencia de aminoacidos para una alfa amilasa de Aspergillus kawachi (SEC ID NO: 27) que
incluye la secuencia lider, donde la secuencia lider esta en negrita y subrayada y esté representada por los residuos
de aminoéacidos 1-21; la region adaptadora esta subrayada y el dominio de unién a almidén esta en cursiva. La
proteina madura incluye el dominio catalitico, el adaptador y el dominio de unién a almidén.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0010] En algunos aspectos, la presente invencion se refiere a técnicas de rutina y métodos utilizados en el campo
de la ingenieria genética y biologia molecular. Los siguientes recursos incluyen descripciones de metodologia
general Utiles de acuerdo con la invencion: Sambrook et al. Eds., MOLECULE CLONING: A LABORATORY
MANUAL (3rd Ed. 2000); Kriegler M. Ed., GENE TRANSFER AND EXPRESSION: A LABORATORY MANUAL
(1990); y Ausubel et al. Eds., SHORT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (5th Ed. 2002). Aunque se puede
utilizar cualquier método y material similar o equivalente a los descritos aqui en la practica o analisis de la invencion,
los métodos y materiales preferidos se describen a continuacion.

[0011] A menos que se defina lo contrario aqui, todos los términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el
mismo significado entendido habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece la invencion. Singleton et
al., et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY 2nd Ed, John Wiley and Sons, NY
(1994) y Hale and Margham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY (1991) Addison Wesley Pub. Co.
proporcionan a un experto diccionarios de muchos de los términos utilizados en la descripcién de esta invencion.

[0012] La presente invencién se describird en detalle a continuacion a modo de referencia sé6lo utilizando las
siguientes definiciones y ejemplos.
[0013] Las formas singulares “un” “una” y “el/la” incluyen las referencias en plural a menos que el contenido
dictamine claramente lo contrario. De este modo, por ejemplo, la referencia a una composicion que contiene “un
compuesto” incluye una mezcla de dos o0 mas compuestos. Cabe indicar que el término “0” se utiliza en general en el
sentido de incluir “y/0” a menos que el contenido dictamine claramente lo contrario.

[0014] Los intervalos numéricos incluyen los nimeros de los intervalos.

[0015] A menos que se indique lo contrario, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en la orientacion
5" a 3’; las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacién de amino a carboxilo,
respectivamente.

[0016] Los encabezamientos proporcionados aqui no son limitaciones de los diversos aspectos o realizaciones de la
invencion que se pueden haber proporcionado por referencia a la memoria en su totalidad.

Definiciones
[0017] EI término "glucoamilasa" se refiere a la clase amiloglucosidasa de enzimas (E.C. 3.2.1.3, glucoamilasa, 1,4-

alfa-D-glucan glucohidrolasa). Estas enzimas liberan residuos glucosilo de los extremos no reductores de las
moléculas de amilasa y amilopectina.
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[0018] La frase “que tiene actividad hidrolizante de almidén granular” significa una enzima que es capaz de hidrolizar
el almidén en forma granular.

[0019] La frase "grupo de la familia de Trichoderma/Hypocrea" significa un miembro de la familia de Hypocreaceae
incluyendo varios anamorfos como Trichoderma y Gliocladium de la orden de Hypocreales, Phylum Ascomycota y se
hace referencia al Capitulo 12, Alexopoulos, C.J., et al., in INTRODUCTORY MYCOLOGY 4th Edition, John Wiley &
Sons, NY 1996.

[0020] Los términos "secuencia de acido nucleico" y "polinucleétido” se pueden utilizar indistintamente en la presente
invencién. El término comprende ADN gendémico, ADN sin intrones, origenes sintéticos o combinaciones de los
mismos.

[0021] EI término "intrén" significa una secuencia de ADN intermedia que se transcribe pero se eliminar del transcrito
mediante corte y empalme de las secuencias codificantes de la proteina madura.

[0022] EI término "secuencia de acido nucleico aislada" significa una secuencia de &cido nucleico que esta
esencialmente libre de otras secuencias de acido nucleico.

[0023] EI término “fragmentos bioldgicamente funcionales de una secuencia” (por ejemplo, fragmentos
bioldgicamente funcionales de la SEC ID NO: 4) significa un polipéptido que tiene actividad glucoamilasa y uno o
mas residuos de aminoéacidos eliminados de los extremos amino y/o carboxilo de la secuencia de aminoéacidos.

[0024] EI término "vector" significa una secuencia de polinucledtidos disefiada para introducir acidos nucleicos en
uno o mas tipos de células.

[0025] EI término "vector de expresion" significa una construccion de ADN que comprende una secuencia de acidos
nucleicos, que esta unida operativamente a una secuencia de control adecuada capaz de realizar la expresion de la
secuencia de acido nucleico en un huésped adecuado. Las secuencias de control adecuadas incluyen promotores
para realizar la transcripciéon, secuencias operadoras, secuencias que codifican sitios de union a ribosoma
adecuados en el ARNm, potenciadores y/o secuencias de terminacion.

[0026] EIl término "promotor" significa una secuencia reguladora implicada en la unién de ARN polimerasa para
iniciar la transcripcion de un gen.

[0027] El término "unido operativamente” se refiere a la yuxtaposicion donde los elementos estan en una disposicion
que les permite estar funcionalmente relacionados. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una
secuencia codificante si controla la transcripcion de la secuencia.

[0028] El término "un polipéptido aislado” significa un polipéptido que estd esencialmente libre de otros polipéptidos
gue no son glucoamilasa. Un polipéptido aislado puede ser por los menos un 20% puro, por lo menos 40% puro, por
lo menos 60% puro, por lo menos 70% puro, por lo menos 80% puro, por lo menos 90% puro, por lo menos 95%
puro determinado mediante SDS-PAGE.

[0029] EI término "secuencia sefial" significa una secuencia de amino&cidos unida a la parte N-terminal de una
proteina, lo cual facilita la secrecion de la forma madura de una proteina fuera de la célula. La definicion de una
secuencia sefial es funcional. La forma madura de la proteina extracelular carece de la secuencia sefial, la cual se
separa durante el proceso de secrecion. Los términos "secuencia sefial", “péptido sefial" y "péptido lider" se pueden
utilizar indistintamente en el presente documento. En general, la secuencia sefial se refiere a la secuencia de

nucledtidos y el término péptido lider se refiere a la secuencia de aminoéacidos.

[0030] Los términos "proteina” y "polipéptido” se utilizan indistintamente en el presente documento. En el presente
documento se utiliza el cédigo convencional de una letra o tres letras para aminoacidos

[0031] El término "dominio catalitico” se refiere a una region estructural de un polipéptido, que contiene el sitio activo
para la hidrdlisis de sustrato.

[0032] EI término "adaptador" se refiere a una secuencia de aminoacidos corta que tiene en general entre 3 y 40
residuos de aminoacidos que se unen covalentemente a una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio
de unién a almidon con una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio catalitico.

[0033] EI término "dominio de unidon a almidén" se refiere a una secuencia de aminoacidos que se une
preferentemente a sustrato de almidon.

[0034] El término "variantes alélicas" significa cualquiera de dos o mas formas alternativas de un gen que ocupa el
mismo locus cromos6mico. La variacion alélica surge de forma natural a través de la mutacion y puede dar lugar al
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polimorfismos entre poblaciones. Una variante alélicas de un polipéptido es un polipéptido codificado por una
variante alélica de un gen.

[0035] El término "célula huésped” o "cepa huésped” significa un huésped adecuado para un vector de expresién o
construccion de ADN que comprende un polipéptido que codifica una glucoamilasa comprendida por la invencion.
Las células huésped adecuadas se utilizan de manera ventajosa en la produccién recombinante de las
glucoamilasas comprendidas por la invencion.

[0036] Tal como se utiliza en la presente invencion, el término "derivado de" utilizado en relacion con un
polinucledtido o polipéptido significa que el polipéptido o polinucleétido es nativo para el microorganismo.

[0037] EI término "heterdlogo” con referencia a un polinucleétido o proteina se refiere a un polinucleétido o proteina
gue no es natural en una célula huésped.

[0038] El término "enddgeno” con referencia a un polinucledtido o proteina se refiere a un polinucledtido o proteina
gue es natural en una célula huésped.

[0039] EI término "expresion" significa el proceso por el que se produce un polipéptido en base a la secuencia de
acidos nucleicos de un gen.

[0040] El término "sobreexpresion” significa el proceso de expresion de un polipéptido en una célula huésped donde
un polinucleétido se ha introducido en la célula huésped.

[0041] EI término "introducido” en el contexto de insertar una secuencia de acido nucleico en una célula significa la
transfeccion, transformacién o transduccion e incluye la referencia a la incorporacién de la secuencia de acido
nucleico en una célula huésped.

[0042] El término "almiddn granular" se refiere a almidon crudo no cocinado (por ejemplo, almidén granular que no
se ha sometido a gelatinizacion).

[0043] El término "almiddn" se refiere a cualquier material comprendido de los carbohidratos de polisacaridos
complejos de planta, comprendidos de amilasa y amilopectina con la féormula (CsH100s)x, donde X puede ser
cualquier nimero.

[0044] EI término "gelatinizacién" significa la solubilizacion de una molécula de almidon mediante coccion para
formar una suspension viscosa. La frase “por debajo de la temperatura de gelatinizacion” se refiere a una
temperatura inferior a la temperatura a la que empieza la gelatinizacion.

[0045] EI término "cultivar" se refiere al crecimiento de una poblacion de células microbianas bajo condiciones
adecuadas en un medio liquido o sélido. En una realizacion, el cultivo se refiere a la bioconversién fermentativa de
un sustrato de almidén a un producto final (habitualmente en un recipiente o reactor). La fermentacion es la rotura
enzimatica y anaerébica de sustancias organicas por microorganismos para producir compuestos organicos mas
simples. Aunque la fermentacién tiene lugar bajo condiciones anaerébicas no se pretende que el término se limite
Unicamente a condiciones anaerébicas estrictas ya que la fermentacidon también tiene lugar en presencia de
oxigeno.

[0046] EI término "producto final" se refiere a cualquier producto molecular derivado de fuentes de carbonos que se
convierte enzimaticamente a partir de un sustrato de almidén.

[0047] El término "conversion enzimatica” se refiere a la modificacion de un sustrato mediante accion enzimatica.
[0048] EI término "actividad especifica" significa una unidad enzimética definida como el nimero de moles de
sustrato convertidos en producto mediante una preparacion de enzimas por unidad de tiempo bajo condiciones

especificas. La actividad especifica se expresa como unidades (U)/mg de proteina.

[0049] EI término "monosacarido” significa una unidad monomérica de un polimero, tal como almidén, donde el
grado de polimerizacion (DP) es 1 (por ejemplo, glucosa, manosa, fructosa y galactosa).

[0050] EIl término "disacéarido" significa un compuesto que comprende dos unidades de monosacaridos unidas
covalentemente (DP2). El término comprende, pero sin limitacion, compuestos, tales como sacarosa, lactosa y
maltosa.

[0051] El término "un DP >3" significa polimeros con un grado de polimerizacion superior a 3.

[0052] EI término "oligosacarido" significa un compuesto que tiene 2-10 unidades de monosacéaridos unidos en
enlaces glicosidicos.
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[0053] EI término "polisacéarido" significa un compuesto que tiene mdultiples unidades de monosacaridos unidas en
una cadena lineal o ramificada. En algunas realizaciones, el término se refiere a cadenas largas con cientos o miles
de unidades de monosacaridos. Ejemplos habituales de polisacaridos son almidon, celulosa y glicégeno.

[0054] Tal como se utiliza en la presente invencion, el término "contenido de sélidos secos (DS o ds)" se refiere a los
solidos totales de una emulsién en % en una base de peso en seco.

[0055] El término "molienda” se refiere a la rotura de granos de cereales en particulas mas pequefias. En algunas
realizaciones, el término se utiliza indistintamente con trituracion.

[0056] EI término "molienda en seco" se refiere a la molienda del grano completo en seco, donde las fracciones del
grano, tales como el germen y salvado, no se han extraido intencionadamente.

[0057] Tal como se utiliza en la presente invencion, los términos "grano seco residual (DDG)" y "grano seco residual
con solubles (DDGS)" se refieren a coproductos Utiles de los procesos de fermentacion del grano.

[0058] EI término "DE" o "equivalente de dextrosa" es un patrén de la industria para medir la concentracion de
azlcares reductores totales, calculado como D-glucosa en una base de peso seco. El almidén granular no
hidrolizado tiene un DE que es esencialmente 0 y la D-glucosa tiene un DE de 100.

[0059] EI término "jarabe de azlcar" se refiere a una composicidon acuosa que contiene carbohidratos solubles. En
una realizacion, el jarabe de azucar es un jarabe que contiene glucosa.

Secuencias de aminoacidos de glucoamilasa de Trichoderma reesei

[0060] Se ha clonado una glucoamilasa derivada de QM6a de Trichoderma reesei (ATCC, No. acceso 13631) tal
como se describe en detalle en el ejemplo 1. La glucoamilasa de longitud completa derivada de Trichoderma reesei
se ilustra en la figura 3 y tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 3. La secuencia de la proteina madura
de la glucoamilasa de Trichoderma reesei, (SEC ID NO: 4) se representa por los residuos de aminoacidos 34 - 632
de la figura 3.

[0061] La presente invencion se refiere a una composicion de enzimas que comprende una glucoamilasa que tiene
una secuencia de amino4cidos idéntica en por lo menos un 90% con la SEC ID NO:4 y una alfa-amilasa que tiene
por lo menos un 90% de identidad con la secuencia de proteina madura de SEC ID NO:27

[0062] También se describe en este documento una glucoamilasa que comprende la secuencia mostrada en la SEC
ID NO: 3 o una enzima con actividad glucoamilasa que es sustancialmente homéloga a la misma. La glucoamilasa
de SEC ID NO: 3 incluye la secuencia sefial de la glucoamilasa obtenida de Trichoderma reesei.

[0063] También se describe en este documento un polipéptido que tiene actividad glucoamilasa que comprende el
dominio catalitico de la glucoamilasa de SEC ID NO: 4, que también esta representada por la SEC ID NO: 40.

Homologia de la Secuencia de Proteinas

[0064] La homologia entre las dos glucoamilasas se puede determinar mediante el grado de identidad entre las
secuencias de aminoacidos de dos secuencias de proteinas. Un polipéptido o polinucleétido que tiene un cierto
porcentaje de identidad con otra secuencia (es decir, 80%, 90% y 95%) significa que cuando se alinean, ese
porcentaje de bases o residuos de aminoacidos son el mismo al comparar las dos secuencias. Este alineamiento y
porcentaje de homologia o identidad se pueden determinar utilizando cualquier programa de software adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, algunos programas adecuados se describen en CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY (Ausubel et al., eds 1995, Capitulo 19). Los programas preferidos incluyen el programa
GCG Pileup (Wisconsin Package, Version 8.1 y 10.0), FASTA, BLAST y TFASTA. Otro programa de alineamiento
preferido es ALIGN o ALIGN Plus (Dayhoff (1978) en ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE AND STRUCTURE 5:
Suppl. 3 (National Biomedical Research Foundation)). También se pueden utilizar algoritmos adicionales como
BLASTP, BLASTN y BLASTX (Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410). Otros métodos utiles incluyen
ClustralW (Thompson et al., (1997) Nucleic Acid Research 25:4.876 -4882) que utilizan software proporcionado por
DNASTAR (Madison WI). También se hace referencia a Needleman et al., (1970) J. Mol. Biol. 48:443, Smith et al.,
(1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, Smith et al., (1997) Meth. Mol. Biol. 70: 173-187 and Pearson et al., (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. 85:24444.

[0065] Segun la presente invencion, una secuencia de aminodacidos “sustancialmente homologa” muestra actividad
glucoamilasa y una identidad de por lo menos un 90%, por lo menos 93%, por lo menos 95%, por lo menos 97%, por
lo menos 98% y por lo menos 99% con la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4. Las secuencias de glucoamilasa
sustancialmente homologas particularmente preferidas son las secuencias de proteina madura mostradas en la
figura 15 y que corresponden con las SEC ID NOs: 17, 18, 19, 20, 21, 22, 43, 44, 45, 46 y 47. Adicionalmente, las
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secuencias de glucoamilasa sustancialmente homologas preferidas son las secuencias mostradas en la figura 15,
que corresponden a las SEC ID NOs: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 29, 31, 33, 35 y 37 e incluyen una secuencia lider.
Polipéptidos sustancialmente homélogos adicionales incluyen variaciones alélicas y mutantes naturales que tienen
actividad de glucoamilasa. En la presente invencion, la actividad especifica de las glucoamilasas analizadas
esencialmente bajo las mismas condiciones tendra por lo menos un 90%, por lo menos 100%, por lo menos 125%,
por lo menos 150%, por lo menos 175% y también por lo menos 200% de la actividad especifica de la proteina
madura derivada de Trichoderma reesei que tiene la secuencia ilustrada en la figura 3 (SEC ID NO: 4). En algunas
realizaciones, la actividad especifica se puede medir en un sustrato de almidén soluble y en otras realizaciones la
actividad especifica se puede medir en un sustrato de almidén granular.

[0066] Tal como se describe en el presente documento, una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos un
90% de identidad en la secuencia con la secuencia de SEC ID NO: 3 o SEC ID NO: 4 puede incluir sustituciones
conservativas de aminoacidos utilizando L-aminoacidos, donde un aminoacido se sustituye por otro aminoacido
biolégicamente similar. Las sustituciones conservativas de aminoacidos son aquellas que conservan la carga
general, la hidrofobicidad/hidrofilicidad y/o el volumen estérico del aminoacido que se sustituye. Ejemplos no
limitantes de sustituciones conservativas incluyen aquellas entre los siguientes grupos: Gly/Ala, Val/lle/Leu, Lys/Arg,
Asn/GIn, Glu/Asp, Ser/Cys/Thr y Phe/Trp/Tyr. Otras sustituciones conservativas se puede extraer de la siguiente
tabla.

Tabla 1 — Sustituciones conservativas de aminoacidos

Para el aminoacido Cédigo | Sustitucién con cualquiera de

Alanina A D-Ala, Gly, beta-Ala, L-Cys, D-Cys

Arginina R D-Arg, Lys, D-Lys, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, lle, D-Met, D-lle, Om, D-Om

Asparagina N D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, GIn, D-GIn

Acido aspértico D D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, Gin, D-GIn

Cisteina C D-Cys, S-Me-Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr

Glutamina Q D-GIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp

Acido Glutamico E D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, GIn, D-GIn

Glicina G Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, b-Ala, Acp

Isoleucina | D-lle, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-Met

Leucina L D-Leu, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-Met

Lisina K D-Lys, Arg, D-Arg, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, D-Met, lle, D-lle, Om, D-Om

Metionina M D-Met, S-Me-Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu, Val, D-Val

Fenilalanina F D-Phe, Tyr, D-Thr, L-Dopa, His, D-His, Trp, D-Trp, Trans-3,4, o 5-fenilprolina,
cis-3,4, 6 5-fenilprolina

Prolina P D-Pro, acido L-I-tioazolidin-4-carboxilico, &cido D-o L-1-oxazolidin-4-carboxilico

Serina S D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met(O), L-Cys, D-Cys

Treonina T D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met(O), Val, D-Val

Tirosina Y D-Tyr, Phe, D-Phe, L-Dopa, His, D-His

Valina \Y% D-Val, Leu, D-Leu, lle, D-lle, Met, D-Met

[0067] Las sustituciones de aminoacidos pueden ser sustituciones no conservativas.

[0068] Una glucoamilasa puede derivar de una cepa flungica filamentosa y particularmente las secuencias
sustancialmente homologas se obtendra de cepas del género Aspergillus spp., Rhizopus spp., Humicola spp.,
Fusarium spp., Mucor spp., Trichoderma spp., y similares. En una realizacién preferida, las secuencias
sustancialmente homdlogas que tiene actividad glucoamilasa derivaran de cepas del grupo de familias
Trichoderma/Hypocrea. Algunas de las especies incluyen T. stromaticum, H. citrina var. americana, H. citrina, H.
lactea, H. hunua, T. fertile, T. tomentosum, H. vinosa, T. harzianum, T. inhamatum, T. oblongisporum, T. cf.
aureoviride, T. cf. harzianum, T. fasciculatum, H. tawa, T. crassum, T. flavovirens, T. virens, T. longipilis, T. spirale, T.
strictipilis, H. pilulifera, T. polysporum, T. croceum, T. minutisporum, T. hamatum, T. asperellum, T. atroviride, T.
koningii, T. viride, H. gelatinosa, T. strigosum, T. pubescens, H. novazelandiae, T. saturnisporum, T. longibrachiatum,
H. orientalis, T. citrinoviride, T. reesei, T. ghanense, T. .pseudokonimgii, H. andinensis y H. aureoviride. Las cepas
particularmente preferidas del género Trichoderma y Hypocrea spp. aliada incluyen H. citrina var. americana, H.
citrina, H. lactea, H. vinosa, T. harzianum, T. atroviride, T. koningii, T. viride, H. gelatinosa, T. saturnisporum, T.
longibrachiatum, H. orientalis, T. citrinoviride, T. reesei, y T. konilangbra.

[0069] Algunas cepas de las especies descritas anteriormente estan accesible al pablico a partir de colecciones de
cultivo, tales como American Type Culture Collection (ATCC) P. O. Box 1549, Manassas, VA 20108; Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM); Agricultural Research Service Plant Culture
Collection, Northern Regional Research Center (NRRL); the Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), P. O. Box
85167, 3508 AD Utrecht, The Netherlands; Plant Research Institute, Department of Agriculture, Mycology, Ottawa,
(DAOM) Canada and International Mycological Institute (IMI), Genetic Resources Collection, Egham, United
Kingdom..
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[0070] Trichoderma reesei clonado y secuencias de ADN sustancialmente homdlogas. En el presente documento se
describe una secuencia de ADN clonada que codifica un polipéptido que muestra actividad de glucoamilasa de la
invencion, comprendiendo dicha secuencia de ADN

a) la secuencia de ADN ilustrada en SEC ID NO: 1;

b) la secuencia de ADN ilustrada en SEC ID NO: 2;

¢) una secuencia de ADN que codifica una glucoamilasa que tiene por lo menos un 80%, por lo menos 83%, por lo
menos 85%, por lo menos 87%, por lo menos 90%, por Io menos 93%, por lo menos 95%, por lo menos 97%, por lo
menos 98% Yy por lo menos 99% de identidad con la secuencia de SEC ID NO: 3;

d) una secuencia de ADN que codifica una glucoamilasa que tiene por lo menos un 80%, por lo menos 83 %, por lo
menos 85%, por lo menos 87%, por lo menos 90%, por lo menos 93%, por lo menos 95%, por lo menos 97%, por lo
menos 98% Yy por lo menos 99% de identidad con la secuencia de SEC ID NO: 4;

e) una secuencia de ADN que codifica una enzima que tiene actividad de glucoamilasa, donde la enzima tiene por lo
menos un 95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98% y por lo menos 99% de identidad en la
secuencia con cualquiera de las secuencias mostradas en las SEC ID NOs: 17, 18, 19, 20, 21, 22, 43, 44, 45, 46 y
47;

f) una secuencia de ADN que codifica un fragmento bioldégicamente funcional de una secuencia que tiene por lo
menos un 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 96%, por Io menos 97% y por lo menos 98% de
identidad con las posiciones de residuos de aminoacidos 1 a 453 de la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4;

g) una secuencia de ADN que codifica una enzima que tiene actividad de glucoamilasa que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos un 90%, por lo menos 95%, por lo menos 97% y por lo menos
98% de identidad en la secuencia con cualquiera de las siguientes secuencias:

a. las posiciones de residuos de aminoacidos 1 a 453 de SEC ID NO: 17,
b. las posiciones de residuos de amino4cidos 1 a 452 de SEC ID NO: 18;
c. las posiciones de residuos de aminoacidos 1 a 454 de SEC ID NO: 19;
d. las posiciones de residuos de aminoacidos 1 a 452 de SEC ID NO: 20;
e. las posiciones de residuos de aminoacidos 1 a 453 de SEC ID NO: 21;
f. las posiciones de residuos de aminoéacidos 1 a 453 de SEC ID NO: 22;
g. las posiciones de residuos de aminoacidos 1 a 452 de SEC ID NO: 43;
h. las posiciones de residuos de aminoacidos 1 a 452 de SEC ID NO: 44;
i. las posiciones de residuos de aminoécidos 1 a 453 de SEC ID NO: 45;
j- las posiciones de residuos de aminoéacidos 1 a 452 de SEC ID NO: 46; y
k. las posiciones de residuos de aminoacidos 1 a 453 de SEC ID NO: 47.

h) un ADN que es por lo menos un 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 93%, por lo menos
95%, por lo menos 97% y por lo menos un 99% idéntico con la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 1 o SEC ID
NO: 2, donde dicha secuencia de ADN codifica una enzima que tiene actividad de glucoamilasa; o

i) una secuencia de ADN, que se hibrida bajo condiciones rigurosas elevadas a una sonda de acido nucleico que
corresponde a la secuencia de ADN de SEC ID NO: 2 o un fragmento de la misma que tiene por lo menos 20, por lo
menos 30 por o menos 40, por lo menos 50 por o menos 60, por lo menos 70 por lo menos 100, por lo menos 150
nucledtidos consecutivos.

[0071] También se describe en este documento una secuencia de ADN clonada que codifica una enzima que tiene
actividad de glucoamilasa y por lo menos un 95%, por lo menos 96%, por lo menos 97% por lo menos 98% y por lo
menos 99% de identidad en la secuencia con las secuencias de aminoacidos de cualquiera de las SEC ID NOs: 6, 8,
10, 12, 14, 16, 29, 31, 33, 35,y 37.

[0072] Debido a la degeneracion del codigo genético, se puede utilizar mas de un codén para codificar un
aminoacido concreto. Por lo tanto, diferentes secuencias de ADN pueden codificar un polipéptido que tiene
exactamente la misma secuencia de aminoacidos que el polipéptido de, por ejemplo, SEC ID NO: 4. También se
describen polinucleétidos que codifican el mismo polipéptido. Las secuencias de ADN que codifican las
glucoamilasas comprendidas por la invencion pueden incluir o no intrones.

[0073] La homologia de las secuencias de ADN se determina por el grado de identidad entre las dos secuencias de
ADN. La homologia se puede determinar utilizando programas informaticos descritos anteriormente para determinar
la homologia de la secuencia de proteinas.

[0074] Un acido nucleico es hibridable con otro acido nucleico cuando una forma de cadena sencilla del &cido
nucleico se puede hibridar con otro acido nucleico bajo condiciones apropiadas de temperatura y fuerza ionica en
solucidn. Las condiciones de hibridacion y lavado son conocidas en la técnica para la hibridacién bajo condiciones
de rigurosidad baja, media, media/alta, alta y muy alta (véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra, particularmente
los capitulos 9 y 11). En general, la hibridacién implica una sonda de nucledtidos y una secuencia de ADN homéloga
gue forman hibridos estables de doble cadena mediante un emparejamiento de bases extenso de polinucleétidos
complementarios (Véase, Capitulo 8, GeneCloning, An Introduction, T.A. Brown, (1995) Chapman and Hall, London).
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[0075] El filtro con la sonda y la secuencia homéloga se lavan en 2 veces de cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC),
SDS al 0,5% a aproximadamente 60°C (rigurosidad media); 65°C (rigurosidad media/elevada) 70°C (rigurosidad
elevada) y aproximadamente 75°C (rigurosidad muy elevada).

Vectores

[0076] En el presente documento se describe el ensamblaje de una construccién de ADN que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica una glucoamilasa comprendida por la invencion e unida operativamente a
una secuencia para transferir a una célula huésped. La construccion de ADN se puede introducir en una célula
huésped utilizando un vector. El vector puede ser cualquier vector que cuando se introduce en una célula huésped
se integra en el genoma de la célula huésped y se replica. Los vectores incluyen vectores de clonacion, vectores de
expresion, vectores lanzadera, plasmidos, particulas de fagos, cassettes y similares. El vector puede ser un vector
de expresion que comprende secuencias reguladoras unidas operativamente a la secuencia codificante de
glucoamilasa.

[0077] Ejemplos de vectores de expresion y/o integracion adecuados se proporcionan en Sambrook et al., (1989)
supra, y Ausubel (1987) supra, y van den Hondel et al. (1991) en Bennett and Lasure (Eds.) MORE GENE
MANIPULATIONS IN FUNGI, Academic Press pp. 396-428 y la Patente de Estados Unidos No. 5,874,276. También
se hace referencia a Fungal Genetics Stock Center Catalogue of Strains (FGSC, < www.fgsc.net>) para una lista de
vectores. Entre los vectores particularmente Utiles se incluyen vectores obtenidos a partir de por ejemplo de
Invitrogen y Promega. Los vectores especificos para utilizar en células huésped fungicas incluyen vectores, tales
como pFB6, pBR322, pUC18, puC100, pDON™201, pDONR™221, pENTR™, pGEM®3Z y pGEM®4Z.

[0078] El promotor, que muestra actividad transcripcional en una célula huésped flingica, puede derivar de genes
que codifican proteinas homélogas o heterélogas a la célula huésped. El promotor puede ser un promotor mutante,
truncado e hibrido. Preferiblemente, el promotor es util en un huésped de Trichoderma o Aspergillus. Entre los
promotores de ejemplos se incluyen los promotores de T. reesei cbhl, cbh2, egll, egl2, eg5, xInl y xIn2. Otros
ejemplos de promotores Utiles incluyen promotores de genes de glucoamilasa de A. awamori y A. niger (glaA)
(véase, Nunberg et al., (1984) Mol. Cell Biol. 4:2306-2315 y Boel et al., (1984) EMBO J. 3:1581-1585), genes de
acetamidasa de Aspergillus nidulans y genes de lipasa de Rhizomucor miehei.

[0079] El promotor puede ser nativo a la célula huésped. Por ejemplo, cuando T. reesei es el huésped, el promotor
es un promotor de T. reesei nativo.

[0080] Alternativamente, el promotor puede ser heterdlogo a la célula huésped fangica.

[0081] El promotor puede ser cbhl de T. reesei, que es un promotor inducible y se ha depositado en el GenBank
bajo el nimero de Acceso D86235.

[0082] Un “"promotor inducible" es un promotor que es activo bajo regulacion del medio o por desarrollo. La
construccion de ADN puede incluir acidos nucleicos que codifican una secuencia sefial que es una secuencia de
aminoacidos unida al extremo terminal amino del polipéptido que dirige el polipéptido codificado en el mecanismo
secretor de la célula. El extremo 5’ de la secuencia codificante de la secuencia de acido nucleico puede incluir de
forma natural una regién codificante de péptido sefial que estd unida de forma natural en el marco de lectura de
traduccion con el segmento de la secuencia codificante de glucoamilasa que codifica la glucoamilasa secretada o el
extremo 5’ de la secuencia codificante de la secuencia de acido nucleico puede incluir un péptido sefial que es
exogena a la secuencia. La construccion de ADN puede incluir una secuencia sefial que esta asociada de forma
natural con el gen de glucoamilasa a expresar. Las secuencias sefial eficaces pueden incluir las secuencias sefial
obtenidas a partir de glucoamilasas de otras células flngicas filamentosas, tales como Humicola, Aspergillus, y
Rhizopus.

[0083] El acido nucleico de la construccion de ADN que codifica una secuencia sefial que tiene por lo menos un
95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98% y por lo menos 99% de identidad en la secuencia con
la secuencia sefial representada en la figura 3.

[0084] La construccion o vector de ADN que comprende una secuencia sefial y una secuencia de promotor a
introducir en una célula huésped fangica pueden derivar de la misma fuente. Por ejemplo, la secuencia sefial puede
ser la secuencia sefial cbhl que estd unida operativamente a un promotor de cbhl. Alternativamente, se puede
utilizar la secuencia sefial de glucoamilasa nativa de un miembro del grupo de familias de Trichoderma/Hypocrea.

[0085] El vector de expresion también puede incluir una secuencia de terminacién. Se puede utilizar cualquier
secuencia de terminacion funcional en la célula huésped. Por ejemplo, la secuencia de terminacion y la secuencia de
promotor pueden derivar de la misma fuente. La secuencia de terminacién puede ser homdloga a la célula huésped.
Una secuencia de terminacion particularmente adecuada es cbhl derivada de la cepa de Trichoderma y
particularmente T. reesei. Otros terminadores flngicos Utiles incluyen el terminador de genes de glucoamilasa de A.
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niger o A. awamori (Nunberg et al. (1984) supra, and Boel et al., (1984) supra), genes de antranilato sintasa de
Aspergillus nidulans, genes de TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, o A. nidulans trpC (Punt et al., (1987)
Gene 56:117 - 124).

[0086] Un vector de expresidn puede incluir un marcador seleccionable. Ejemplos de marcadores seleccionables
preferidos incluyen los que confieren resistencia antimicrobiana (por ejemplo, higromicina y fleomicina). También son
utiles marcadores selectivos nutricionales incluyendo aquellos marcadores conocidos en la técnica, amdS, argB y
pyr4. Los marcadores Utiles en los sistemas de vectores para la transformacion de Trichoderma son conocidos en la
técnica (véase, por ejemplo, Finkelstein, capitulo 6 en BIOTECHNOLOGY OF FILAMENTOUS FUNGI, Finkelstein et
al. Eds. Butterworth-Heinemann, Boston, MA (1992), Chap. 6.; y Kinghorn et al. (1992) APPLIED MOLECULAR
GENETICS OF FILAMENTOUS FUNGI, Blackie Academic and Professional, Chapman and Hall, London). Un
marcador selectivo es el gen amdS, el cual codifica la enzima acetamidasa, permitiendo que las células
transformadas crezcan en acetamida como fuente de nitrégeno. La utilizacion de gen de amdS de A. nidulans como
marcador selectivo se describe en Kelley et al., (1985) EMBO J. 4:475 - 479 y Penttila et al., (1987) Gene 61:155-
164.

[0087] Los métodos utilizados para unir la construccién de ADN que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica una glucoamilasa, un promotor, un terminador y otras secuencias y para insertarlas en un vector
adecuado son conocidos en la técnica. La union se realiza en general mediante la unién en sitios de restriccion
convenientes. Si dichos sitios no existen, se utilizan adaptadores de oligonucledtidos sintéticos segun la practica
convencional. (Véase, Sambrook (1989) supra, y Bennett y Lasure, MORE GENE MANIPULATIONS IN FUNGI,
Academic Press, San Diego (1991) pp 70 - 76.). Adicionalmente, los vectores se pueden construir utilizando técnicas
de recombinacién conocidas (por ejemplo, invitrogen Life Technologies, Gateway Technology).

Células huésped

[0088] En el presente documento se describen células huésped que comprenden una secuencia de acido nucleico
que codifica una enzima de la invencién, que se utilizan en la produccion de las composiciones de la invencién. Las
células huésped preferidas son células fungicas filamentosas y el término célula huésped incluye las células, la
progenie de las células y protoplastos creados a partir de las células de una cepa fungica filamentosa.

[0089] EI 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 estan
caracterizados por un micelio vegetativo con una pared celular compuesta de quitina, celulosa y otros polisacaridos
complejos. Los hongos filamentosos de la presente invencion son morfoldgicamente, fisiologicamente y
genéticamente diferentes de las levaduras. El crecimiento vegetativo por hongos filamentosos es mediante
elongacion hifal y el catabolismo del carbono es obligatoriamente aerdbico. La célula parental fingica filamentosa
puede ser una célula de una especie de, pero sin limitacion, Trichoderma, (por ejemplo, Trichoderma reesei, la forma
asexual de Hypocrea jecorina, T, longibrachiatum, Trichoderma viride, Trichoderma Kkoningii, Trichoderma
harzianum), Penicillium sp., Humicola sp. (por ejemplo, H. insolens, H. lanuginosa y H. grisea); Chrysosporium sp.
(por ejemplo, C. lucknowense), Gliocladium sp., Aspergillus sp. (por ejemplo, A. oryzae, A. niger, A. nidulans, y A.
awamori), Fusarium sp.,(por ejemplo F. graminum y F. venenatum), Neurospora sp., Hypocrea sp., Mucor, y
Emericella sp. (Véase también, Innis et al., (1985) Sci. 228:21 -26). El término "trichoderma" o "Trichoderma sp." Se
refieren a cualquier género flingico previamente o actualmente clasificado como Trichoderma. La célula huésped
puede ser una célula huésped modificada genéticamente donde se han inactivado genes nativos, por ejemplo
mediante delecion. Cuando se desee obtener una célula huésped flngica que tenga uno o mas genes inactivados,
se pueden utilizar métodos conocidos (por ejemplo, métodos descritos en la Patente de Estados Unidos No.
5,246,853, Patente de Estados Unidos No. 5,475,101 y W092/06209). La desactivacion génica se puede realizar
mediante la delecién completa o parcial, mediante desactivacion por insercién o mediante cualquier otro medio que
hace que un gen sea no funcional para su objetivo pretendido (de manera que se evita que el gen exprese una
proteina funcional). Se puede eliminar cualquier gen de una Trichoderma sp. u otro huésped fungico filamentoso que
se ha clonado. Si la célula huésped es una célula de Trichoderma y particularmente células huésped de T. reesei,
los genes cbhl, cbh2, egll y egl2 se pueden desactivar y preferiblemente eliminar. Las células huésped de
Trichoderma reesei particularmente preferidas que tienen proteinas con quad eliminado se establecen y describen
en la Patente de Estados Unidos 5,847,276 y WO 05/001036.

Transformacién de células huésped

[0090] La introduccién de una construccion o vector de ADN en una célula huésped incluye técnicas, tales como la
transformacion; electroporacién; microinyeccidon nuclear; transduccién; transfeccién, (por ejemplo, transfeccion
mediada por lipofeccidén y transfeccién mediada por DEAE-Dextrina); incubacion con precipitado de ADN con fosfato
de calcio; bombardeo a lata velocidad con microproyectiles recubiertos de ADN; y fusion de protoplastos. Las
técnicas generales de transformacion se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel et al., (1987), supra,
capitulo 9; y Sambrook (1989) supra, y Campbell et al., (1989) Curr. Genet. 16:53-56). La expresion de proteina
heter6loga en Trichoderma se describe en la Patente de Estados Unidos 6,022,725; Patente de Estados Unidos
6,268,328; Harkki et al. (1991); Enzyme Microb. Technol. 13:227-233; Harkki et al., (1989) Bio Technol. 7:596-603;
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EP 244,234; EP 215,594; y Nevalainen et al., "The Molecular Biology of Trichoderma and its Application to the
Expression of Both Homologous and Heterologous Genes", en MOLECULAR INDUSTRIAL MYCOLOGY, Eds.
Leong and Berka, Marcel Dekker Inc., NY (1992) pp. 129 -148). También se hace referencia a Cao et al., (2000) Sci.
9:991 - 1001 y EP 238 023 para la transformacion de cepas de Aspergillus y WO96/00787 para la transformacion de
cepas de Fusarium.

[0091] Preferiblemente, se construyen transformantes genéticamente estables con sistemas de vectores mediante
los cuales el acido nucleico que codifica la glucoamilasa esté integrado de manera estable en un cromosoma de la
cepa huésped. A continuacion, los transformantes se purifican mediante técnicas conocidas. En un ejemplo no
limitante, los transformantes estables, incluyendo un marcador amdS, se diferencian de los transformantes
inestables por su mayor velocidad de crecimiento y la formacién de colonias circulares con un perfil liso, en lugar de
irregular, en el medio de cultivo sélido que contiene acetamida. Adicionalmente, en algunos casos, se realiza un test
adicional de estabilidad mediante el crecimiento de los transformantes en un medio sdélido no selectivo (es decir,
NH4(SO4)2 (5 mg/mL) como fuente de nitrégeno), la recogida de esporas de este medio de cultivo y la determinacién
del porcentaje de estas esporas que posteriormente germinan y crecen en un medio selectivo que contiene
acetamida 10 mM como Unica fuente de nitrégeno. Alternativamente, se pueden utilizar otros métodos conocidos en
la técnica para seleccionar transformantes.

[0092] La preparacion de Trichoderma sp. para la transformacion puede implicar la preparaciéon de protoplastos de
micelios fangicos (véase, Campbell et al., (1989) Curr. Genet. 16:53-56). También se conoce la transformacion
mediada por agrobacterium tumefaciens de hongos filamentosos (véase, de Groot et al., (1998) Nat. Biotechnol.
16:839 - 842).

[0093] Los micelios se pueden obtener a partir de esporas vegetativas germinadas. Los micelios se tratan con una
enzima que digiere la pared celular dando lugar a protoplastos. A continuacion, los protoplastos se protegen por la
presencia de un estabilizante osmaético en el medio en suspension. Estos estabilizantes incluyen sorbitol, manitol,
cloruro de potasio, sulfato de magnesio y similares. Normalmente la concentracion de estos estabilizantes varia
entre 0,8 M y 1,2 M. Es preferible utilizar aproximadamente una solucion 1,2 M de sorbitol en el medio en
suspension. La captacion de ADN en la cepa huésped de Trichoderma sp. depende de la concentracion de ion
calcio. En general, se utiliza entre aproximadamente 10 mM de CaCl, y 50 mM de CaCl, en una solucion de
captacion. También se hace referencia a la Patente de Estados Unidos 6,022,725 y la Patente de Estados Unidos
6,268,328 para procedimientos de transformacion utilizados con huéspedes flingicos filamentosos.

[0094] En el presente documento se describen métodos de produccion recombinante de la glucoamilasa que
comprende expresar un polinucleétido que codifica una glucoamilasa de la invencién en una célula huésped flngica
filamentosa y cultivar la célula huésped bajo condiciones adecuadas para la produccion de la glucoamilasa y
opcionalmente recuperar la glucoamilasa.

[0095] Las células fungicas se pueden cultivar bajo condiciones adecuadas en cultivo con matraces de agitacion, en
fermentaciones a pequefia y gran escala (incluyendo fermentacion continua, por lotes y alimentacién por lotes) en
fermentadores de laboratorio o industriales, con un medio adecuado que contiene sales fisioldgicas y nutrientes
(véase, por ejemplo, Pourquie, J. et al., BIOCHEMISTRY AND GENETICS OF CELLULOSE DEGRADATION, eds.
Aubert, J. P. et al., Academic Press, pp. 71-86, 1988 e limen, M. et al., (1997) Appl. Environ Microbiol. 63:1298-
1306). Los medios preparados comercialmente habituales (por ejemplo, caldo de Extracto de Malta de Levadura
(YM), caldo de Luria Bertano (LB) y caldo de Dextrosa Sabouraud (SD)) son Utiles en la presente invencién. Las
condiciones de cultivo preferidas para un hongo filamentoso determinado son conocidas en la técnica y se pueden
hallar en la literatura cientifica y/o a partir de la fuente de los hongos, tales como la American Type Culture Collection
y Fungal Genetics Stock Center. En los casos en los que la secuencia codificante de la glucoamilasa se encuentra
bajo el control de un promotor inducible, se afiade el agente inductor (por ejemplo, un azlcar, una sal metdlica o un
antimicrobiano) al medio en una concentracién efectiva para inducir la expresién de glucoamilasa.

[0096] A efectos de evaluar la expresion de un glucoamilasa por una linea celular que ha sido transformada con un
polinucledtido que codifica una enzima comprendida por la invencién, se pueden realizar ensayos a nivel de
proteina, a nivel de ARN y/o mediante la utilizacion de bioensayos bifuncionales particulares a la actividad y/o
produccién de glucoamilasa. Algunos de estos ensayos incluyen transferencia Northern, transferencia por “puntos”
(“dots™) (andlisis de ADN o ARN), RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa), o
hibridacion in situ, utilizando una sonda marcada apropiadamente (en base a la secuencia codificante de acido
nucleico) y transferencia Southern convencional y autorradiografia.

[0097] Ademas, la produccidn y/o expresion de una glucoamilasa se puede medir en una muestra de manera directa,
por ejemplo, mediante ensayos midiendo directamente azUcares reductores, tales como glucosa, en el medio de
cultivo y mediante ensayos para medir la actividad, expresion y/o produccion de glucoamilasa. En particular, la
actividad de glucoamilasa se puede analizar mediante el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Véase, Goto et
al., (1994) Biosci. Biotechnol. Biochem. 58:49 - 54). La expresion de proteina se puede evaluar mediante métodos
inmunoldgicos, tales como la tinciéon inmunohistoquimica de células, secciones de tejido o inmunoensayo de medio
de cultivo tisular (por ejemplo, mediante transferencia Western o ELISA). Dichos inmunoensayos se pueden utilizar
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para evaluar cualitativa y cuantitativamente la expresion de una glucoamilasa. Los detalles de dichos métodos son
conocidos por los expertos en la materia y muchos reactivos para realizar dichos métodos estan disponibles
comercialmente.

[0098] Las enzimas contenidas en la composicion de la presente invencion se pueden recuperar o purificar a partir
del medio de cultivo mediante una variedad de procedimientos conocidos en la técnica, incluyendo centrifugacion,
filtracién, extraccion, precipitacion y similares.

Usos y composiciones

[0099] La presente invencion también se refiere a composiciones que comprenden glucoamilasas y métodos de
utilizacién de la composicion en aplicacion industrial y comercial tal como se describe en las reivindicaciones.
Ejemplos no limitantes, que incluyen el uso de glucoamilasas comprendidas por la invencion en aplicaciones
industriales y comerciales, se describen brevemente a continuacion.

[0100] Las composiciones de enzimas se pueden utilizar en composiciones hidrolizantes y sacarificantes de almidon,
composiciones de limpieza y detergentes (por ejemplo, detergentes de lavanderia, detergentes para el lavado de
platos, composiciones de limpieza de superficies duras), y en composiciones de alimentacion de animales. Ademas,
las composiciones de enzimas se pueden utilizar en aplicaciones de panaderia, tales como produccién de pan y
pasteles, elaboraciébn de cerveza, asistencia sanitaria, textil, procesos de conversién de desechos
medioambientales, procesado de biopulpa y aplicaciones de conversion de biomasa.

[0101] En particular, las composiciones de enzimas se pueden utilizar para procesos de conversion de almidon, y
particularmente en la produccion de dextrosa para jarabes de fructosa, azlicares especializados y en la produccion
de alcohol y otros productos finales (por ejemplo, acido organico, &cido ascérbico y aminoécidos) a partir de la
fermentacién de sustratos que contienen almidon (G.M.A van Beynum et al., Eds, (1985) STARCH CONVERSION
TECHNOLOGY, Marcel Dekker Inc. NY). Las dextrinas producidas utilizando las composiciones de enzimas de la
invencién pueden dar lugar a rendimientos de glucosa de por lo menos el 80%, por lo menos 85%, por lo menos
90% y por lo menos 95%. La produccién de alcohol a partir de la fermentacion de sustratos de almidon utilizando
composiciones de enzimas de la invencion puede incluir la produccion de alcohol como combustible o alcohol
circulante.

[0102] Las glucoamilasas de la invencion pueden ser Utiles en la hidrélisis de almidon de varios sustratos de base
vegetal que se utilizan para la produccion de alcohol. Los sustratos de base vegetal pueden incluir maiz, trigo,
cebada, centeno, sorgo, arroz, cafia de azlcar y combinaciones de los mismos. El sustrato de base vegetal puede
ser material vegetal fraccionado, por ejemplo, un grano de cereal, tal como maiz, que se fracciona en componentes,
tales como fibra, germen, proteina y almidén (endoesperma) (Patente de Estados Unidos 6,254,914 y Patente de
Estados Unidos 6,899,910). Los métodos de fermentaciones de alcoholes se describen THE ALCOHOL
TEXTBOOK, A REFERENCE FOR THE BEVERAGE, FUSEL AND INDUSTRIAL ALCOHOL INDUSTRIES, 3rd Ed.,
Eds K.A. Jacques et al., 1999, Nottingham University Press, UK. El alcohol puede ser etanol. En particular, los
procesos de produccién de fermentacion de alcohol se caracterizan como procesos de molienda en humedo o en
seco. Las composiciones se pueden utilizar en un proceso de fermentacién de molienda en himedo o un proceso de
molienda en seco.

[0103] La molienda del grano seco implica una serie de etapas basicas, que en general incluyen; molienda, coccion,
licuacion, sacarificacion, fermentacion y separacion de liquidos y soélidos para producir alcohol y otros coproductos.
Se tritura el material vegetal y particularmente los granos de cereales completos, tales como maiz, trigo o centeno.
En algunos casos, el grano se puede fraccionar en primer lugar en partes componentes. El material vegetal triturado
se puede moler para obtener una particula gruesa o fina. El material vegetal triturado se mezcla con un liquido en un
tanque de emulsién. La emulsiéon se somete a temperaturas elevadas en una cocina por inyeccion junto con enzimas
licuantes (por ejemplo, alfa amilasas) para solubilizar e hidrolizar el almidén en el cereal hasta dextrinas. La mezcla
se enfria y posteriormente se trata con enzimas sacarificantes, tales como glucoamilasas comprendidas por la
presente invencion, para producir glucosa. A continuacion, el puré que contiene glucosa se fermenta durante
aproximadamente 24 a 120 horas en presencia de microorganismos de fermentacion, tales como microorganismo
gue produce etanol, y particularmente levadura (Saccharomyces spp). Los sélidos en el puré se separan de la fase
liquida y se obtiene alcohol, tal como etanol y coproductos Utiles, tales como granos residuales.

[0104] La etapa de sacarificacion y la etapa de fermentacion se pueden combinar y el proceso se refiere como
sacarificacion y fermentacion simultaneas o sacarificacion, propagacion de levadura y fermentacion simultaneas.

[0105] En algunas realizaciones, se puede eliminar la etapa de coccion del sustrato que contiene almidén a
temperaturas por encima de la temperatura de gelatinizacion del almidon en el sustrato. Estos procesos de
fermentacion pueden incluir la molienda de un grano de cereal o un grano fraccionado y la combinacion del grano de
cereal triturado con liquido para formar una emulsion que, a continuacién, se mezclan en un Unico recipiente con una
composicién segun la invencién y opcionalmente otras enzimas, tales como, pero sin limitacion, otras alfa amilasas,
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oras glucoamilasas y enzimas que tienen actividad hidrolizante del almidén granular y levadura para producir etanol
y otros coproductos (Patentes de Estados Unidos 4,514,496, WO 04/081193 y WO 04/080923).

[0106]En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a un método de sacarificacién de una solucién de
almidén liquido, que comprende una etapa de sacarificacion enzimética utilizando una composicion de la presente
invencion.

[0107] Se puede obtener una composicion de enzimas comprendidas por la invencion en medios de cultivo o se
pueden recuperar y purificar del medio de cultivo y se pueden utilizar opcionalmente en combinacién con alguna o
una combinacion de las siguientes enzimas - alfa amilasas, proteasas, pululanasas, isoamilasas, celulasas,
hemicelulasas, xilanasas, ciclodextrin glicotransferasas, lipasas, fitasas, lacasas, oxidasas, esterasas, cutinasas,
xilanasas, enzima hidrolizante de almiddn granular y otras glucoamilasas.

[0108] Las composiciones de la presente invencion comprenden glucoamilasas combinadas con alfa amilasas, tales
como alfa amilasas flingicas (por ejemplo Aspergillus sp.) o alfa amilasas bacterianas (por ejemplo, Bacillus sp.,
tales como B. stearothermophilus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis) y variants de las mismas. Tal como se
describe en la reivindicacion 1, la alfa amilasa serd una alfa amilasa que tiene por lo menos un 90%, 93%, 95%,
96%, 97%, 98% y 99% de identidad en la secuencia con la secuencia de la proteina madura de SEC ID NO: 27. Las
alfa amilasas disponibles comercialmente para utilizar en las composiciones de la invencién son conocidas e
incluyen GZYME G997, SPEZYME FRED, SPEZYME EHTYL (Genencor International Inc.) y TERMAMYL 120-L y
SUPRA (Novozymes, Biotech.).

[0109] Las composiciones de la presente invenciéon se puede combinar con otra glucoamilasa, por ejemplo una o
mas glucoamilasas derivadas de cepas de Aspergillus o variants de las mismas, tales como A. oryzae, A. niger (por
ejemplo, la secuencia de proteina madura de la figura 20(A), A kawachi, y A. awamori; glucoamilasas derivadas de
cepas de Humicola o variantes de las mismas, particularmente, particularmente H. grisea, tal como la glucoamilasa
gue tiene por lo menos un 90%, 93%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% de identidad en la secuencia con la SEC ID NO:
3 descrita en WO 05/052148; glucoamilasas derivadas de cepas de Talaromyces o variantes de las mismas,
particularmente T. emersonii; y glucoamilasas derivadas de cepas de Athelia y particularmente A. rolfsii.

MATERIAL Y METODOS
[0110] En la seccién de descripcion y experimental siguiente se aplican las siguientes abreviaturas:

[0111] TrGA (una composicion de glucoamilasas de Trichoderma reesei, la proteina madura que tiene la secuencia
de aminoéacidos de SEC ID NO: 4); AKAA (una composicion de alfa amilasas de Aspergillus kawachi que tiene la
proteina madura de la secuencia SEC ID NO: 27); AnGA (DISTILLASE que comprende una GA de Aspergillus niger
(Genencor International Inc.,)); GA (glucoamilasa); GAU (unidad de glucoamilasa); AAU (unidad de alfa amilasa); %
(porcentaje en peso); °C (grados centigrados); rpm (revoluciones por minuto); H.O (agua); dH.O (agua desionizada);
dIH,0 (agua desionizada, filtracion Milli-Q); aa o AA (aminoéacidos); pb (pares de bases); kb (pares de kilobases); kD
o kDa (kilodaltons); g o gm (gramos); pg (microgramos); mg (miligramos); pL (microlitros); ml y mL (mililitros); mm
(milimetros); um (micrometros); M (molar); mM (milimolar); uM (micromolar); U (unidades); V (voltios); PM (peso
molecular); s (segundos); min(s) (minuto/minutos); hr(s) (hora/horas); DO (oxigeno disuelto); y EtOH (etanol).

[0112] Se utilizan los siguientes ensayos y métodos en los ejemplos proporcionados a continuacion:

1) Ensayo de GA — ensayo de Glucoamilasa: Se midi6 la actividad de glucoamilasa utilizando un ensayo conocido
gue se basa en la capacidad de la glucoamilasa de catalizar la hidrélisis de p-nitrofenil-alfa-D-glucopirandsido
(PNPG) en glucosa y p-nitrofenol. A un pH alcalino, el nitrofenol forma un color Amarillo que es proporcional a la
actividad de glucoamilasa y se monitoriza a 400nm y se compara frente a una enzima estandar medida como GAU
(Elder, M. T. y Montgomery R. S., Glucoamylase activity in industrial enzyme preparations using colorimetric
enzymatic method, Journal of AOAC International, vol. 78(2), 1995). Un GAU se define como la cantidad de enzima
que producira 1 g de azUcar reductor calculada como glucosa por hora a partir de sustrato de almidon soluble (4%
ds) apH 4,2y 60°C.

2) Cebadores y protocolo PCR para la amplificacién de genes de cepas de Trichoderma/Hypocrea:

Trichoderma/Hypocrea Cebador Secuencia especifica del gen SEC ID NO:

GA - gen

Trichoderma reesei NSP231F ATGCCCGCCTTCGCCATGGACC | 23
NSP232R TTACGACTGCCAGGTGTCCTCC |24
NSP233F ATGCACGTCCTGTCGACTGCGG | 25
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Componente

Cebador directo (10 uM)

Cebador inverso (10 uM)

ADN genodmico de plantilla

DNTP (10 m)

Tampoén HiFi

N(O|R (O E

MgSO4 (50mM)

ADN polimerasa - Platinum Tag Polymerase High Fidelity (Invitrogen, cat. No. 11304-029 0.5 0,5

Agua Milli-Q, estéril 34,5

Con respecto al programa de PCR, la desnaturalizacion inicial fue de 2 min, a 94°C durante 1 ciclo;
desnaturalizacién 30 s, a 94°C, hibridacion durante 30 s, a 55°C y extension durante 2 min a 68°C durante 30 ciclos
y una etapa final de extension de 7 min a 68°C.

3) Determinacidn de etanol y carbohidratos

La composicion de etanol y carbohidratos de las muestras se determiné utilizando el método de HPLC tal como se
ha descrito en el presente documento:

a) se llend un tubo de centrifuga Eppendorf de 1,5 mL con fermento o cerveza y se enfrié en hielo durante 10 min;

b) el tubo de muestra se centrifugd durante 1 min en una centrifuga de mesa Eppendorf;

¢) se transfiri6 una muestra de 0,5 mL del sobrenadante a un tubo de ensayo que contenia 0,05 mL de solucion Kill
(H2S04 1,1 N) y se dej6 reposar durante 5 min;

d) se afladen 5,0 mL de agua a la muestra del tubo de ensayo y a continuacion se filtra en un vial de HPLC a través
de un Filtro de Jeringa de Nylon de 0,45 um; y

e) se desarrolla la HPLC.

Condiciones de HPLC

[0113]

a) Sistema de etanol: Columna: Columna de &cido organico Phenomenex Rezex (RHM-Monosacérido) #OOH 0132-
KO (Equivalente a Bio-Rad 87H); Temperatura de columna: 60°C; Fase mévil: H,SO4 0,01 N; Velocidad de flujo: 0,6
mL/min;

Detector: RI; y Volumen de inyeccién: 20 pL.

b) Sistema de carbohidratos: Columna: Carbohidrato Phenomenex Rezex (RCM-Monosacarido) #00H-0130-KO
(Equivalente a Bio-Rad 87H); Temperatura de columna: 70°C ; Fase mavil: H,O DI Nanopura, Velocidad de flujo: 0.8
mL/min;

Detector: RI; Volumen de inyeccién: 10 PL (3% material DS)

[0114] La columna se separa en base al peso molecular de los sacaridos, que se designan como DP-1
(monosacéridos); DP-2 (disacaridos); DP-3 (trisacaridos) y DP > 3 (azlcares oligosacéaridos que tiene un grado de
polimerizacién superior a ).

4) Test de yodo de almiddn residual: se centrifugo una muestra de la cerveza (caldo de fermentacién) en tubos de
centrifuga de plastico de 2 ml. El sobrenadante se decanto y el tubo que contenia el residuo se coloco en un bafio
de hielo. Se afiadieron varias gotas de una solucion de yodo 0,025 N (yodo 0,1 N de VWR Cat. No. VW3207-1
diluido 4 veces) al residuo y se mezclaron. Un almidon positivo (+) muestra una rango de color desde azul a violeta y
la intensidad del color es directamente proporcional a la concentracién de almidéon. Un resultado negativo (-)
permanece amarillento.

5) Determinacién del contenido total de almidén: Se utiliz6 el proceso de licuacion y sacarificacién del almidén
enzima-enzima (método enzimatico dual) para determinar el contenido total de almidon. En un andlisis habitual, se
tomaron 2 g de la muestra seca en un matraz de 100 ml de Kohlraucsh y se afiadieron 45 ml de tampon MOPS, pH
7,0. La mezcla se agité durante 30 minutos. Se afiadié 1,0 ml de SPEZYME FRED (diluido en agua 1:50), y se
calent6 hasta ebullicién durante 3-5 min. El matraz se coloco en un autoclave mantenido a 121°C durante 15 min.
Después del autoclave, el matraz se colocd en un bafio de agua a 95°C y se afiadi6 1 ml de SPEZYME FRED
diluido 1:50 y se incub6 durante 45 min. El pH se ajusté a pH 4,2 y la temperatura se redujo hasta 60°C. A
continuacion, se afiadieron 20 ml de tampén acetato, pH 4,2. La sacarificacion se llevo a cabo afiadiendo 1,0 ml de
OPTIDEX L-400 diluido 1:100 (Glucoamilasa de Genencor International Inc.) y la incubacién continu6é durante 18
horas a 60°C. La reaccién enzimatica se terminé calentando a 95°C durante 10 min. La composicion de azlcares
total se determind mediante analisis HPLC utilizando glucosa como patron. El hidrolizado de almidén soluble de la
extraccion con agua de una muestra a temperatura ambiente sin tratamiento enzimatico se rest6 del azucar total.
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6) Analisis de proteina total: Se determind el nitrdgeno (N) total en las preparaciones de muestras utilizando el
método Kjeldhal (American Assoc. Cereal Chemists (AACC), (1983), Methods 22B60 8th Ed. St Paul, MN). El
contenido de proteina se calcul6 mediante 6,25 X N total.

EJEMPLOS

[0115] Se proporcionan los siguientes ejemplos a efectos de demostrar e ilustrar adicionalmente ciertas
realizaciones preferidas y aspectos de la presente invencion y no debe interpretarse como limitantes del alcance de
la misma.

Ejemplo 1- Aislamiento y clonacidn de la TrGa

[0116] EI ADN cromosémico de QM6a de Trichoderma reesei se aisld6 de masa micelilal de un cultivo liquido en
Caldo de Dextrosa de Patata (Difco™ Cat. No. 254920) utilizando el BIO101 Fast Prep® System segun el método
descrito por el suministrador (Qbiogene). EI ADN se purificd utilizando una columna Quick Spin (Qiagen art No.
28106). El gen de glucoamilasa se aisl6 utilizando cebadores con secuencias especificas de GA, NSP232R (SEC ID
NO: 24) y NSP233F (SEC ID NO: 25) disefiados segun la secuencia de nucleédtidos prevista en la base de datos del
genoma de Trichoderma reesei del Department of Energy (DOE) copropiedad con Genome Institute. Los cebadores
se flanquearon en el extremo 5’ por secuencias attB Gateway® (Invitrogen). EI ADN cromosémico de QM6a de T.
reesei se utilizé como plantilla.

[0117] La mezcla de PCR contenia los siguientes componentes: cebador directo (10 uM) 4 ul; cebador inverso (10
uM) 4 ul; ADN plantilla (500ng/uL) 1 ul; mezcla de dNTP (10 mM) 2 plL; 10 veces tampon Cx 10uL, y ADN
polimerasa Cx Hotstart PfuTurbo® 0,5 uL (Stratagen Cat. No. 600410). Se afiadi6 agua desionizada hasta un
volumen total de 100 pL.

[0118] El protocolo PCR fue el siguiente: desnaturalizacion inicial durante 30 s a 98°C, desnaturalizacién, hibridacion
y extension en 30 ciclos de 10 s a 98°C; 30 s a 68°C; 45 s a 72°C, respectivamente, y una etapa de extension final
de 10 min a 72°C.

[0119] Los fragmentos de PCR se analizaron mediante electroforesis en agarosa al 1%. Los fragmentos del tamafio
esperado se aislaron utilizando el Kit de Purificaciébn por Extraccion en Gel (Qiagene Cat. no. 28706). Los
fragmentos de PCR se clonaron en el vector pPDONR201 de Gateway ® Entry y se transformaron en células Max
Efficiency de E.coli DH5alfa (Invitrogen Cat.No. 18258012). Se determiné la secuencia de nucleétidos del ADN
insertado, a partir de la cual se dedujo la secuencia de ADN gendmico del gen de TrGA (figura 1 (SEC ID NO: 1)).

Ejemplo 2 — Transformacién de T. reesei y fermentacién/expresion de la TrGA

[0120] EI ADN vector que contenia la secuencia del gen de GA correcta se recombiné en el vector de expresion de
T. reesei pTrex3g (figura 17).

[0121] El vector pTrex3g se basa en el vector pSL1180 de E. coli (Pharmacia Inc., Piscataway, NJ) que es un vector
de base fagémido pUC118 (Brosius, J. (1989), DNA 8:759) con un sitio de clonacion mdltiple extendido que contiene
64 secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion en hexameros: se disefio6 como vector de destino
Gateway (Hartley et al., (2000) Genome Research 10:1788 -1795) para permitir la insercién utilizando la tecnologia
Gateway (Invitrogen) de cualquier marco de lectura abierto deseado entre las regiones del promotor y el terminador
del gen cbhl de T. reesei. También contiene el gen amdS de Aspergillus nidulans para utilizar como marcador
selectivo en la transformacién de T. reesei. Los detalles del vector pTrex3g son los siguientes (Figura 17A). El vector
tiene un tamafio de 10,3 kb. Los siguientes fragmentos de ADN se encuentran insertados en la regién
poliadaptadora de pSL1180: a) un segmento de 2,2 pb de ADN de la region de promotor del gen cbhl de T. reesei;
b) el cassette A del marco de lectura de Gateway adquirido de Invitrogen que incluye los sitios de recombinacion
attR1 y attR2 en cualquier extremo que flanquea el gen de resistencia a cloramfenicol (CmR) y el gen ccdB; c) un
segmento de ADN de 336 pb de la region del terminador del gen cbhl de T. reesei; y d) un fragmento de ADN de 2,7
kb de ADN que contiene el gen amdS de Aspergillus nidulans con sus regiones promotor y terminador.

[0122] EI vector de expresion que contiene el gen de GA de T. reesei, pNSP23 (figura 17) se transformé en una
cepa huésped de T. reesei derivada de RL-P37 (IA52) y que tiene varias deleciones en los genes (Acbh1, Acbh2,
Aeal, Aeg?) utilizando bombardeo de pattulas mediante el sistema PDS-1000/Helium System (BioRad Cat. No.
165-02257). EIl protocolo se indica a continuacidon y se hace también referencia a los ejemplos 6 y 11 de WO
05/001036.

[0123] Se prepard una suspension de esporas (aproximadamente 5x10° esporas/ml) de una cepa con quad
eliminado de T. reesei. Se extendieron 100 pl-200 ul de una suspension de esporas sobre el centro de placas de
medio acetamida con Medio Minimo (MM). El medio acetamida con MM tenia las siguientes composiciones:
acetamida 0,6 g/L; CsCl 1,68 g/L; glucosa 20 g/L; KH,PO4 20 g/L; CaCl, 2H,0 0,6 g/L; 1 m1/L 1000X solucién de
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elementos traza; agar Noble 20 g/L; y pH 5,5. La solucion de elementos traza 1000X contenia FeSO4 7H,0 5,0 g/L;
MnSO4 1,6 g/L; ZnSO4 7H,0 1,4 g/L y CoCl, 6H,0 1,0 g/L. La suspension de esporas se dejé secar en la superficie
del medio de acetamida con MM.

[0124] La transformacion siguié las instrucciones de los fabricantes. Brevemente, se colocaron en un tubo de
microcentrifuga particulas de tungsteno M10. Se afiadié 1 mL de etanol y se dejo reposar durante 15 segundos. Las
particulas se centrifugaron a 15.000 rpm durante 15 segundos. Se extrajo el etanol y las particulas se lavaron tres
veces con dH,0 estéril antes de afiadir 250 pL de glicerol estéril (v/v) al 50%. Se colocaron 25 plL de una suspension
de particulas de tungsteno en un tuvo de microcentrifuga. Mientras se agitaba de forma continua, se afadi6 lo
siguiente: 5 pl (100 - 200 ng/ul) de ADN plasmidico, 25 ul de CaCl, 2,5 M y 10 pl de espermidina 0,1M. Las
particulas se centrifugaron durante 3 segundos. Se extrajo el sobrenadante y las particulas se lavaron con 200 pl de
etanol al 100% y se centrifugaron durante 3 segundos. Se extrajo el sobrenadante, se afadieron 24 ul de etanol al
100% y se mezclaron mediante pipeteo, a continuacion se extrajeron alicuotas de particulas de 8 ul y se colocaron
sobre el centro de discos macroportadores que se encontraban en un desecador. Una vez la soluciéon de
tungsteno/ADN se habia secado, el disco macroportador se coloc6 en la camara de bombardeo junto con la placa de
acetamida con MM con esporas y el proceso de bombardeo se realizd segun las instrucciones del fabricante.
Después del bombardeo de las esporas en placas con las particulas de tungsteno/ADN, las palcas se incubaron a
30°C. Las colonias transformadas se transfirieron a placas de medio acetamida con MM recién preparado y se
incubaron a 30°C.

Ejemplo 3 — Demostracién de la actividad de GA a partir de la TrGA expresada en células transformadas

[0125] Después de 5 dias de crecimiento en placas de acetamida con MM los transformantes que muestran una
morfologia estable se inocularon en matraces de agitacion de 250 ml que contenian 30 ml de medio Proflo (medio
Proflo contenia: a-lactosa 30 g/L; (NH4),SO4 6,5 g/L; KH2PO,4 2 g/L; MgSO4 7H,0O 0,3 g/L; CaCl, 0,2 g/L; 1000X
solucion de sales de elementos traza 1 ml/L; 2 ml/L de Tween 80 al 10%; harina de semilla de algodén ProFlo 22,5
g/L (Traders protein, Memphis, TN); CaCOs 0,72 g/L. Después de dos dias de crecimiento a 28°C y 140 rpm, se
transfiri6 un 10% de cultivo Proflo a un matraz de agitacién de 250 ml que contenia 30 ml de Medio Definido de
Lactosa. La composicién del Medio Definido de Lactosa fue la siguiente: (NH4).SO4 5 g/L; tampones PIPPS 33 g/L;
casaminoacidos 9 g/L; KH:PO4 4,5 g/L; MgSOs 7H,O 1,0 g/L; antiespumante Mazu DF60-P 5 ml/L (Mazur
Chemicals, IL); 1000X de solucidn de elementos traza; pH 5,5; se afiadieron 40 ml/L de solucién de lactosa al 40%
(p/v) al medio después de la esterilizacion. Los matraces de agitacion con Medio Definido de Lactosa se incubaron a
28°C, 140 rpm durante 4 - 5 dias.

[0126] Se extrajo el micelio mediante centrifugacion y se analizé el sobrenadante por la proteina total (Kit de Ensayo
de Proteinas BCA, Pierce Cat. No. 23225) y la actividad de GA utilizando pNPG como sustrato (Sigma N-1377).

[0127] Las muestras se sobrenadante de cultivo se mezclaron con un volumen apropiado de 2 veces el tampdn de
carga de muestra con agente reductor y se determind el perfil de proteina mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) utilizando el Gel Bis-Tris al 10% Novex NuPAGE® con
Tampoén de desarrollo MES SDS. Los geles se tifieron con SimplyBlueTm SafeStain (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA).

[0128] En el analisis con SDS-PAGE, una banda de proteina que no se observaba en el sobrenadante de la cepa
con quad eliminada se observé en el sobrenadante de algunos transformantes con el vector pTrex3g que contenia el
marco de lectura abierto de la glucoamilasa (Figura 16). Esta nueva banda de proteina presentaba un peso
molecular aparente de aproximadamente 64 kDa. Este resultado confirma que la TrGA se secreta al medio.

Ejemplo 4 — Caracterizacién bioguimica del producto génico de GA

[0129] Los transformantes productores de GA se desarrollaron en una escala de 4 L. El filtrado de cultivo se
concentré utilizando una unidad de ultra filtracion con un limite de peso molecular nominal de 10.000 Da (Pall
Omega Centramate 0S010c10). La preparacion cruda de enzimas se purificd6 mediante un procedimiento de 2
etapas utilizando un Sistema AKTA explorer 100 FPLC (Amersham Biosciences). Se equilibré una columna HiPrep
16/10 FF Q-Sefarosa (Amersham BioSciences Cat. No. 17-5190-01) con Tris 25 mM pH 8,0 y se eluy0 la proteina de
la columna con NaCl 100 mM en Tris 25 mM pH 8,0. Se realiz6 una segunda etapa de afinidad utilizando una resina
Chbind 200 (Novagen Cat. No. 701212-3) y Tris 50 mM pH 7,0 que contenia NaCl 500 mM como tampén de elucion
(figura 16). El extremo N-terminal del producto génico (Ser-Val-Asp-Asp-Phe-lle) (SEC ID NO: 38) se determiné
mediante la degradacion de Edman (Edman, P. (1956) Acta Chem Scand 10:761-768).

[0130] Los perfiles de pH y temperatura de la actividad de glucoamilasa del producto génico se determinaron
utilizando 4-nitrofenil-a-D-glucopiranésido como sustrato (Elder, M. T. y Montgomery R. S., Glucoamylase activity in
industrial enzyme preparations using colorimetric enzymatic method; Collaborative study Journal of AOAC
International, vol. 78 (2), 1995) (figura 18).
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Ejemplo 5 — Clonacion por aislamiento _de homdlogos de glucoamilasa de cepas en el grupo de familias de
Trichoderma/Hypocrea

[0131] Se aislaron tal como se describe en el ejemplo 1 preparaciones de AND cromosomico de las cepas (GA102) -
Hypocrea citrina var. americana (CBS976.69); (GA104) - Hypocrea vinosa (CBS960.68); (GA105)-Trichoderma sp;
(GA107) - Hypocrea gelatinosa (CBS254.62); GA108 - Hypocrea orientalis (ATCC 90550); (GA109) - Trichoderma
konilangbra; (GA103) - Trichoderma harzianum (CBS433.95); (GA113) - Trichoderma sp.; (GA124) - Trichoderma
longibrachiatum; (GA127) - Trichoderma asperellum (ATCC 28020); y (GA128) - Trichoderma strictipilis (CBS
347.93). Los genes de GA de longitud completa se clonaron tal como se han descrito en el ejemplo 1 utilizando los
cebadores especificos del gen de TrGA NSP231F (SEC ID NO: 23) y NSP232R (SEC ID NO: 24). Las secuencias
de nucledtidos de las cepas se describen en la figura 4 para GA102 (SEC ID NO: 5); la figura 5 para GA104 (SEC ID
NO: 7); la figura 6 para GA105 (SEC ID NO: 9); la figura 7 para GA107 (SEC ID NO: 11); la figura 8 para GA108
(SEC ID NO: 13); la figura 9 para GA109 (SEC ID NO: 15); la figura 10 para GA113 (SEC ID NO: 28); la figura 11
para GA103 (SEC ID NO: 30); la figura 12 para GA124 (SEC ID NO: 32); la figura 13 para GA127 (SEC ID NO: 34) y
la figura 14 para GA128 (SEC ID NO: 36). Las secuencias de aminoacidos correspondientes se muestran en la
figura 15. La tabla 2 establece el porcentaje de identidad de las secuencias de aminoéacidos de la proteina madura
de glucoamilasa de T. reesei glucoamilasa (figura 3B, SEC ID NO: 4) con los homdlogos de glucoamilasa del grupo
HypocrealTrichoderma.

Tabla 2 - % Identidad de homélogos de GA del grupo Hypocrea/Trichoderma

GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA TrGA
102 103 104 105 107 108 109 113 124 127 128

GA102 | 100 86 86 84 87 84 84 83 84 87 85 84
GA103 100 98 90 96 90 91 86 90 98 90 90
GA104 100 91 97 91 90 86 91 99 90 91
GA105 100 90 95 93 83 94 91 94 95
GA107 100 90 90 86 90 98 90 90
GA108 100 94 84 98 91 94 97
GA109 100 83 94 91 94 94
GA113 100 84 86 83 84
GA124 100 91 94 98
GA127 100 91 91
GA128 100 94

TrGA 100

[0132] Las cepas de T. reesei que sobreexpresan GA se obtuvieron tal como se ha descrito en el ejemplo 2. Las
preparaciones crudas de enzimas se obtuvieron tal como se ha descrito en el ejemplo 3 y la figura 19 muestra los
geles obtenidos para algunos de los homologos. La Tabla 3 establece la actividad de glucoamilasa de algunos de los
homdlogos.

Tabla 3

Cepa Gen de: Proteina total mg/mL U GA/mL Actividad especifica

GAl104 H. vinosa 2,76 37 13

GA105 T. sp. 2,77 26 9

GA107 H. gelatinosa 3,61 178 49

GA109 T. konilangbra 2,22 10 5

TrGA T. reesei 3,89 91 23
huésped control T. reesei 0,7 3 4

Ejemplo 6 — Produccién de glucosa utilizando TrGA

[0133] Se produjo una emulsion DS al 32% de almidén de bolsas Cargill con agua de ésmosis inversa. El pH de la
emulsion se ajust6 a pH 5,8. La emulsion se filtré a través de un tamizador de malla 100 y se dosificé a 4,0 AAU/g de
ds utilizando SPEZYME® ETHYL, (Genencor International, Inc.). A continuacion, la emulsién se inyecté a 107,3°C
durante 5 min (licuacién primaria). La actividad de enzimas se determina mediante la velocidad de hidrélisis del
almidén, segun se refleja por la velocidad de disminucién en la capacidad de tincion de yodo. Una unidad de AAU de
actividad de alfa amilasa bacteriana es la cantidad de enzima requerida para hidrolizar 10 mg de almidén por minuto
bajo condiciones especificas. Después de la licuacién primaria, el producto de la licuacién se recogid y se conoci en
un bafio de agua a 95°C durante 120 min (licuacién secundaria). Se tomaron muestras a 30, 60, 90 y 120 min y se
comprobo DE utilizando el método estandar de azlcares reductores Schoorls de la scorn Refiners Association. El
producto de la licuaciéon se puso en alicuotas de 100 g en tarros con tapa de rosca, el pH se ajusté a pH 4,5 y se
equilibré a 60°C durante 15 minutos antes de la dosificacién. La enzima TrGA se diluyé para afiadir 0,2 ml de enzima
diluida al tarro a 0,22 GAU/g ds. Después de la dosificacién, el producto de la licuacién se puso en alicuotas en 7
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tubos de tapa de rosca, cada uno conteniendo aproximadamente 10 ml de material y se volvié a la temperatura
designada. Los tubos se extrajeron en los intervalos de tiempo seleccionados (18, 24, 30, 42, 50 y 55 horas) y se
analizaron mediante HPLC con sistema de Carbohidratos: Columna: Carbohidratos de Phenomenex Rezex (RCM-
Monosacarido) #00H-0130-KO (Equivalente a Bio-Rad 87H); Temperatura de columna: 70°C; Fase movil: H,O DI
Nanopura; Velocidad de flujo: 0,8 mL/min; Detector: RI; Volumen de inyeccién: 10 pL (3% de material DS) para la
composicion de azUcares.

Tabla 4 — Produccién de glucosa a partir de almidén de maiz utilizando TrGA

Tratamiento (horas) %DP1 %DP2 %DP3 %DP>3
18 80,66 2,60 0,66 16,08
24 84,25 2,31 0,46 12,98
30 86,26 2,66 0,47 10,61
42 88,85 3,05 0,40 7,69
50 89,93 3,26 0,42 6,39
55 90,64 3,36 0,37 5,62

Ejemplo 7 — Produccién de etanol utilizando TrGA en un proceso de Sacarificacion y Fermentacién simultaneas

(SSF)

[0134] Se obtuvo una muestra de producto de licuacion de puré de maiz de un productor local de etanol y se diluyd
hasta 29% de DS utilizando un “stillage” delgado. El pH de la emulsién se ajusté a pH 4,3 utilizando &cido sulfarico 6
N. Se colocé una alicuota de 300 g del puré en un bafio de agua a 31°C y se dejo equilibrar. Se afadié TrGA a la
muestra (0,4 GAU/g de ds, que es igual a 1,08 kg/MT de ds). Después de la adicion de enzima, se afiadié a cada
muestra 1 ml de una solucion de 15 g de levadura Red Star Red (Lesaffre yeast Corp. Milwaukee, WI) en 45 ml de
agua DI. Se tomaron muestras a 18, 26, 41 y 53 horas y se analizaron mediante HPLC. Columna: Columna de
acidos organicos Phenomenex Rezex (RHM- Monosacéarido) #00H-0132-KO (Equivalente a Bio-Rad 87H);
Temperatura de columna: 60°C; Fase movil: NH,SO,4 0,01; Velocidad de flujo: 0,6 mL/min; Detector: RI; Volumen de
inyeccion: 20 plL.

Tabla 5 — Produccién de etanol mediante TrGA (0,4 GAU/g) en un proceso SSF

Muestra %pl/v DP>3 | %p/v DP-3 %pl/v DP-2 %p/v DP-1 | %pl/v acido | %p/v glicerol | %v/v EtOH
(horas) lactico
18 6,38 0,61 3,42 2,69 0,31 0,97 7,44
26 4,39 0,76 1,02 1,81 0,30 1,12 10,68
41 1,62 0,47 0,35 0,77 0,31 1,27 13,65
53 1,03 0,37 0,36 0,16 0,32 1,32 14,46

Ejemplo 8 — Proceso sin coccién para la produccién de etanol utilizando TrGA

[0135] En general, se preparé una emulsion al 33% de harina de maiz (Azure Standard Farms) en agua DI a la que
se afiadieron 400 ppm de urea. El pH se ajust6 a 4,5. Las fermentaciones se realizaron en matraces de 125 ml que
contenian un puré de 100 g y varios tratamientos de GAU/g TrGA. Se prepar6 una emulsion al 20% de levadura
seca Fali en agua y se mezclé con un bafio de agua a 32°C una hora antes de inocular los fermentadores mediante
la adicion de 0,2 ml de la emulsién de levadura. Los matraces se colocaron en un bafio de agua a 32°C y se mezcl6
el puré suavemente. Durante las fermentaciones, se extrajeron las muestras para un analisis HPLC. Las
fermentaciones terminaron después de 72 horas. La produccion de compuestos, incluyendo azucares, acido lactico,
glicerol y etanol, en varios intervalos de muestreo, se muestra a continuacion en varias tablas. El puré se sec6 a
60°C para obtener el DDGS, y se determind el contenido en almidéon de el DDGS mediante el método dual de
enzimas.

A. Todas las condiciones fueron tal como se han descrito anteriormente: el tratamiento incluia 1,2 GAU/g TrGA.
[0136]

Tabla 6 — Produccion de etanol

Tratamiento Horas %p/v DP>3 %p/v DP-3 %p/v DP-2 %p/v DP-1 %pl/v acido %plv %v/v EtOH
lactico glicerol
TrGA 17 0,68 0,05 0,04 0,00 0,04 0,41 4,70
TrGA 24 0,67 0,06 0,05 0,02 0,04 0,42 5,44
TrGA 41 0,65 0,07 0,00 0,00 0,05 0,44 6,78
TrGA 48 0,59 0,08 0,08 0,00 0,07 0,43 7,77
TrGA 64 0,61 0,08 0,00 0,00 0,15 0,43 8,42
TrGA 72 0,60 0,08 0,07 0,01 0,17 0,43 8,59
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B. Todas las condiciones son como se describieron anteriormente: los tratamientos incluian 0,75 GAU/g GA107 y
0,75 GAU/g GA104

[0137]
Tabla 7 — Produccién de etanol

GA h %pl/v DP>3 %p/v DP-3 %p/v DP-2 %p/v DP-1 %p/v %plv %viv
Lactico Glicerol EtOH

1,11 0,10 0,29 1,06 0,00 0,15 0,00

104 13 0,84 0,00 0,01 0,01 0,00 0,43 5,03
107 13 0,77 0,00 0,00 0,00 0,00 0,42 4,16
104 21 0,94 0,14 0,03 0,00 0,00 0,46 6,90
107 21 0,88 0,10 0,03 0,01 0,00 0,43 5,24
104 35 0,94 0,18 0,13 0,02 0,02 0,49 9,02
107 35 0,87 0,11 0,02 0,01 0,04 0,44 6,53
104 54 0,91 0,14 0,00 0,00 0,00 0,51 10,93
107 54 0,89 0,13 0,00 0,00 0,30 0,45 7,58
104 62 0,87 0,12 0,00 0,00 0,00 0,53 11,49
107 62 0,88 0,14 0,00 0,00 0,39 0,46 7,74
104 72 0,94 0,14 0,16 0,00 0,00 0,53 12,22
107 72 0,88 0,14 0,05 0,01 0,42 0,47 7,82

C. Todas las condiciones fueron tal como se han descrito anteriormente: los tratamientos incluian a) GA de A. niger
0,75 GAU/g + 2,25 SSU AKAA y b) TrGA 0,75 GAU/g + 2,25 SSU AKAA. Se determind que el almidon residual para
el tratamiento con AnGA + AkAA era 5,26% y se determind que el almidon residual para el tratamiento con TrGA +
AKAA era 8,71%.

[0138] La medicién de la actividad de alfa amilasa para AKAA se basa en el grado de hidrdlisis de sustrato de
almidon de patata soluble (4% de ds) por una alicuota de la muestra de enzimas a pH 4,5, 50°C. El contenido de
azucar reductor se mide utilizando el método DNS descrito en Miller, G. L. (1959) Anal. Chem. 31:426 - 428. Una
unidad de la actividad de la enzima (SSU; unidad de almidén soluble) es equivalente al poder reductor de 1 mg de
glucosa liberada por minuto en las condiciones de incubacién especificas.

Tabla 8 — Produccion de etanol

Tratamiento Horas %p/v DP>3 %pl/v DP-3  %p/v DP-2  %p/v DP-1 %plv %plv %viv
Lactico Glicerol EtOH

AnGA + 15 0,81 0,00 0,04 0,13 0,04 0,63 8,22

AKAA

TrGA + 15 0,94 0,00 0,04 0,03 0,04 0,68 8,35

AKAA

ANnGA + 26,5 0,94 0,06 0,04 0,08 0,06 0,89 12,59

AKAA

TrGA + 26,5 1,00 0,08 0,08 0,00 0,06 0,83 11,81

AkAA

ANGA + 40 0,65 0,10 0,08 0,05 0,06 0,94 14,37

AKAA

TrGA + 40 0,73 0,10 0,14 0,00 0,05 0,91 13,80

AKAA

ANnGA + 49 0,93 0,07 0,06 0,05 0,05 1,08 17,05

AkAA

TrGA + 49 0,98 0,08 0,14 0,00 0,04 0,97 15,52

AKAA

ANGA + 70 0,82 0,04 0,04 0,27 0,00 1,07 17,59

AKAA

TrGA + 70 0,95 0,08 0,04 0,00 0,00 1,01 17,17

AKAA
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D. Todas las condiciones fueron tal como se han descrito anteriormente: los tratamientos incluian a) TrGA 0,695
GAU/g + 2,25 SSU AKAA y b) TrGA 0,695 GAU/g + 2,25 SSU AKAA + 2 ASPU/g pululanasa. Una unidad de
pululanasa estable en acido (ASPU) se define como la cantidad de enzima que libera un potencial reductor
equivalente a la glucosa por minuto de puluano a pH 4,5 y una temperatura de 60°C.

[0139]
Tabla 9 — Produccién de etanol
Tratamiento Horas  %p/v DP>3 %plv %plv %plv %plv %plv %viv %DDGS
DP-3 DP-2 DP-1 Léactico Glicerol Etanol  almidén
TrGA 15 0,92 0,05 0,05 0,04 0,03 0,60 7,69
TrGA + 15 0,91 0,05 0,04 0,04 0,03 0,60 8,00
pululanasa
TrGA 24 0,94 0,08 0,09 0,05 0,04 0,72 10,46
TrGA + 24 0,91 0,12 0,10 0,05 0,04 0,73 10,93
pululanasa
TrGA 41 0,91 0,10 0,17 0,05 0,04 0,86 13,89
TrGA + 41 0,92 0,13 0,16 0,04 0,05 0,87 14,33
pululanasa
TrGA 47 0,87 0,10 0,20 0,05 0,04 0,90 14,51
TrGA + 47 0,94 0,13 0,19 0,04 0,03 0,91 15,32
pululanasa
TrGA 70 0,92 0,11 0,06 0,03 0,00 0,98 17,27 18,5
TrGA + 70 0,95 0,11 0,05 0,02 0,00 0,98 17,77 16,4
pululanasa

E. Todas las condiciones fueron tal como se han descrito anteriormente: los tratamientos incluian TrGA 0,695 GAU/g
y los siguientes tratamientos con AKAA:

a) 3 SSU AKAA; b) 10 SSU AKAA and c) 30 SSU AKAA.

[0140]
Tabla 10
Tratamiento Horas %p/v DP>3 %plv %plv %plv %plv %plv %viv  %DDGS
(AKAA) DP-3 DP-2 DP-1 Léactico Glicerol  Etanol  almidon
3SsuU 17 0,77 0,05 0,00 0,00 0,04 0,59 8,31
10 SsU 17 0,76 0,04 0,03 0,00 0,03 0,62 8,85
30 SSU 17 0,78 0,04 0,05 0,00 0,03 0,06 9,54
3 SSU 30 0,74 0,07 0,05 0,00 0,05 0,73 11,35
10 SSU 30 0,78 0,06 0,05 0,00 0,05 0,81 12,62
30 SSU 30 0,85 0,71 0,05 0,03 0,05 0,84 13,91
3SsuU 41 0,70 0,08 0,02 0,02 0,05 0,90 13,96
10 SsU 41 0,69 0,08 0,02 0,03 0,05 0,91 15,02
30 SsU 41 0,68 0,07 0,03 0,07 0,05 0,92 15,83
3 SSU 51 0,73 0,09 0,09 0,04 0,05 0,98 15,38
10 SSU 51 0,74 0,09 0,05 0,05 0,04 0,99 16,57
30 SSU 51 0,73 0,08 0,04 0,03 0,04 0,96 16,53
3SsuU 70 0,70 0,09 0,02 0,02 0,02 1,04 17,09 15,8
10 SsU 70 0,72 0,08 0,02 0,03 0,04 1,04 17,35 10,7
30 SsU 70 0,71 0,08 0,02 0,07 0,03 1,01 17,42 9,6
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REIVINDICACIONES

1. Composicidn de enzimas que comprende una glucoamilasa que tiene una secuencia de aminoacidos que es
idéntica por lo menos en un 90% con la SEC ID NO: 4 y una alfa amilasa de Aspergillus, en la que la alfa amilasa
tiene por lo menos un 90% de identidad con la secuencia de proteina madura de la SEC ID NO: 27, y en la que la
actividad especifica de dicha glucoamilasa es por lo menos un 90% de la actividad especifica de una glucoamilasa
gue tiene la secuencia de SEC ID NO: 4.

2. Composicién de enzimas segun la reivindicacion 1, en la que la glucoamilasa tiene una identidad de secuencia de
por lo menos un 95% 6 un 97% con la SEC ID NO: 4.

3. Composicién de enzimas segun la reivindicacion 1, en la que la alfa amilasa tiene por lo menos un 93%, 95%,
96%, 97%, 98% 6 99% de identidad con la secuencia de proteina madura de SEC ID NO: 27.

4. Método de hidrolizacién de almidén que comprende tratar un sustrato que contiene almidén con una composicion
de enzimas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Método para producir un producto de fermentacion a partir de un sustrato que contiene almidén granular que
comprende

a) poner en contacto un sustrato que contiene almidén granular con una composicion de enzimas segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3 a una temperatura por debajo de la temperatura de gelatinizacién, a un pH de
aproximadamente 4 a 7,0 durante un periodo de tiempo para producir una composicion que comprende glucosa, y

b) poner en contacto la glucosa con un organismo de fermentacion bajo condiciones de fermentacién adecuadas
para producir un producto de fermentacion.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que el producto de fermentacion es etanol.
7. Método para sacarificar almidén licuado que comprende tratar almidén licuado con una composicion de enzimas

segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y obtener una composicion que incluye por lo menos un 80% de
glucosa.
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Figura 1A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma reesei (Sec ID No: 1)
ATGCACGTCC TOTCGACTGC GGTGCTGOTC GGOTCCGTTG COSTTCARRA GETCOTGGGA
AGACCRGEAT CAAGCGGTCT GTCGACGTCR CCAAGAGGTC TETTGEACEAC TTCATCAGCA
COGAGACEOD TATTOCACTE AACAATCTTC TTTECAATET TEETOCTEAT GEATGCCOETS
CATTOGEOAC ATCAGCTGGT GCGGTGATTE CATCTCCCAG CACAATTGAC CCGGACTGTA
AGTTEECOTT GATGAACDCAT ATCATATATC GUUCACARCT GOACCOCOTG CTGAGACTGA
GACAGACTAT TACATGTGEA CCOGAGATAG CGCTCTTOTC TTCARGAACC TCATCGACCG
CTTCACCOAR ACGTACGATS CGGGCCTECA GOGCCGCATC GAGCAGTACA TTACTGCCCA
GOTCACTOTC CAGGECCTCT CTALCCOCTC GGGCTOCCTC GOGGACGEECT CTGEETCTOSE
COAGCCCARG TTTGAGTTSA COCTGARGCC TTTCACCGGD AMCTGGEETC GACCGCAGCG
GGATGGEOCCA GOTCTECGAG CCATTGOOTT GATTGGATAC TCARRGTESS TCATCAACAR
CARCTATCAS TOIACTGTET CCAACGTCAT CTGECOCTATT GTECECAACE ACCTCARCTA
TETICCCCAG TACTGETCAG TECTTSCTTE CTCTTGAATT ACGTOTTTE. TTETETGTOT
AATGCCTOCA COACRGGAAC CARACCGGCT TTGACCTCTG GGAAGAMGTC AATEEGAGCT
CATTOTTTAC TOTTGOCARC CAGCACCGAG GTATGAAGCA AATCCTCEAC ATTOGCTGCT
ACTGCOACATG AGCATTGTTA CTGACCAGCT CTACAGCACT TETCGAGGEC GCCACTCTTG
CTEOCACTOT TGGCCAGTCS GOARGCGOTT ATTCATCTGT TGCTOCCCAS GTTTTETOCT
TTOTCCAACG ATTOTGEGTG TOGTOTGSTS GATACGTOGA CTCCAACAGT ATGTCTTTTC
ACTGTTTATA TOAGATTGEC CAATACTGAT AGCTCECOTC TAGTCAACAC CAACGRGGEC
AGGACTGGCA RGGATGTCAR CTOCGTCOCTS ACTTCCATCC ACACCTTCGA TCOCAARCCTT
CECTOTEACE CAGECACCTT CCAGCCATSC MGTGACAARG CGCTCTCCAR COTCARGGTT
GTTETCOGACT COTTCCGOTC CATCTADGED GTGARCARGS GCATTCCTGE COGTGCTECC
GTCECCATTE GCCGGTATEC AGAGGATETE TACTACARCS GCARCCOTTG GTATCTTGCT
ACATTTGOTG CTGCOGAGCA GOTGTACGAT GCCATCTACS TCOTGGAAGAR GACGGGCTCC
ATCAOGGTEA COGCOACCTC COTGGCOTIC TTOCAGGAGC TTGTTCCTES CETEACGECC
GEGACCTACT CCAGCAGCTC TTCGACCTTT ACCARCATCA TCARCGCOGT CTCGACATAC
GOCGATGGCT TOCTCAGCORA GGOTGCCAMG TACSTOCCCG COGRCGGTTC GCTGECCGAG
CAGTTTEACC GCAACAGCOS CACTCCGOTE TCTGOECTTC ACCTEACGTE GTCOETACGOC
TEGTTOTTGEA CAGCCACGEC COGTOGGECT GECATOETEC COCCOTCOTG GGCCAMCAGT
AGCOCTAGCA CGATCCOCTC GACGTECTCC GGOGCOTCCG TGGTCGOATD CTACTCGOGT
COCACCEOCA CETCATTCOC TCOCETOSCAG ACGOCCAAGS CTOCCGTOCC TTCCGGTACT
COCTACACGE COCTGCCOTE CGCOGACCOCA ACCTOCOTES CCOTCACCTT CCACGRGCTC
GTGTCCACAC AGTTTEGOCA GACGGTOALE GTGGOGGGCA ACOCCGOGGC COTGGGCAALD
TCEROCACGA GCGCOGCCET SGCTCTGRAC GOCOTCARCT ATGOCGATAR CCACCCCOTE

TEEATTGEGA CGETCAACCT CGAGGCTGGA GACGTCOGTGS ACTACARGTA CATCAATGTG
GEOCARGATS GOTCOGTGAC CTEGERGACGT GATCCCAACC ACACTTACAC GGTTCCTGLG
GTEECOTTETE TGACGCAGGT TOTCAAGGAG GAACCTGECR GTCGTAR

23



ES 2370768 T3

Figura 2A-B Secuencia de ADNc de Trichoderma reesei (Sec ID No: 2)
ATGCACGTCC TGTCGACTGC GGTECTGCTC GGCTCCGTTG CCGTTCAARA GGTCCTGGGA
RAGACCRGGAT CARGOGGTCT GTCCGACGTC ACCAAGAGGT CTGTTGACGA CTTCATCAGE
ACCGAGACGC CTATTGCACT GARCAATCTT CTTTGCAATG TTGGTCCTGA TGEATGCOGT
GCATTOGGCR CATCAGCTGE TGOGGTGATT GCATCTCCCR GCACAATTGA COCGGRCTAC
TATTACATGT GGACGOGAGA TAGOGCTCTT GTCTTCAAGA RCCTCATCGR COGCTTCACC
GARACGTRCE ATGCGEEGOCT GCAGCECCGT ATCGAGCAGT ACATTARCTCEC CCREETCACT
CTCCAGGECC TCTCTAACCC CTCEGGCTCC CTCGCGGACG GCTCTGGTCT CGGOEAGCCC
AAGTTTGAGT TGACCCTGAR GUCTTTCRACC GGCRACTGGGE GTCGRCCGCA GCGEGATGGC
CCAGCTCTGE GAGCCATTGC CTTGATTGGA TACTCARAGT GECTCATCAR CRACAACTAT
CAGTCGACTG TGTCCAACGT CATCTGGCCT ATTSTGCGCA ACGACCTCAR CTATGTTGOC
CAGTACTGGR ACCARACCGS CTTTGACCTC TGGGARGARG TCARTGGGAS CTCATTCTTT
ACTGTTGCCE ACCAGCACCS AGCACTTGTC GRAGGGECGCCA CTCTTGCTGC CACTCTTGGE
CAGTCGGERRA GCGCTTATTC ATCTGETTGOT CCCOCRGESTTT TGTGECTTTOT CCOARCEATTC
TEEETETCGET CTGEETGEEATA CETOGACTCC ARCATCRRCE CCARRCGAGES CAGREACTGGC
AAGGATETCA ACTCCGETCCT GACTTCCATC CACRCCTTCG ATCCCRACCT TEELTGTGAC
GCAGGCACCT TCCRAGCCATG CRGTGACARR GCGCTCTCCR ACCTCAARGGT TGTTGTOGAC
TCCTTOCOGCT CCATCTRCOEE CETEAARCARG GECATTCCTG CCGETEITGE CETCGCCATT
GGUCGETATE CAGAGGATGT GTACTACARC GGCRAACCCTT GGTATCTTEC TACATTTGCT
GCTGCCGAGEC AGCTGTACGA TGCCATCTAC GTCTGGAAGR AGACGGGCTC CATCACGGTG
ACCGCCACCT CCCTGGCCTT CTTCCAGGRAG CTTGTTCCTG GOGTGACGGT CGEGACCTAC
TCCAGCAGCT CTTCGACCTT TACCARCATC ATCRACGCCG TCTCGACATR CGCOGATGGC
TTCCTCAGCG AGGCTECCAR GTACGTOCOC GOOGACGETT CGOTGGOCGR GCAGTTTGAC
CGCARCAGCG GCACTCCGCT GTCTGOGCTT CRCCTGACGET GETOGTACGC CTOGTTCTTG
ACRECCACGGE CCCGTCGEEC TGGCATCGTG CCCCCCTCGT GEGCCAACAG CAGCGCTAGC
ACGATCCCCT CGRCGTGOTC CGGCGCGETCC GTEETCGGAT CCTACTCGLG TCCCRCOGCT
RCGTCATTCC CTCCGTCSCA GACGCCCARG CCTGGCGTGC CTTCCGETAC TCCCTACACS
CCCCTGOCCT GOGCGACCOC ARCCTCCGTG GCOGTCACCT TCCACGRGCT CGTGTCGACR
CAGTTTGGOC RGACGGTCAR GGTEGCGGGC ARCGCCGOGE CCOTGGGCAR CTGGAGCACG
AGCGCOGCCG TGGCTCTGGA CGOCGTCARC TATGCCGATA RCCACCCCCT GTGGATTGGE
ACGGTCARCC TCGRAGGCTGG AGACGTCGTG GASTACAAGT RCATCAATGT GGGCCAAGAT

GGECTCCGTGR COTGGEGRAGAG TGATCCCARC CACACTTACR CGGETTLCTGC GGTGGUTTGT
GTGACGCRGE TTGTCRAGGA GGRACACCTGE CRAGTCGTRA
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Secuencia de aminoacidos de TrGA (SEC ID No: 3)
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Figura 3B

proteina madura TrGA (SEC ID No: 4)

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

SVDDFISTET

ES 2370768 T3

PIALNMNLLCH

VGEPDGCRAFG

TSAGAVIASE

STIDEDYYYM

WIBDSALVFE

NLIDRFTETY

DAGLORRIEQ

YITAQVTLOG

LSNESGSLAD

GSGLGEPKFE

LTLEPFTENW

GRPORDGEAL

RATALIGYSK

WLINMNYQST

VENVIWPIVE

HDLIYWVAQYW

HOTGFODLWEE

VHGSEFFTVA

HOHRALVEGA

TLAATLGQSG

SAYSEVAPOV

LCFLORFWWVS

SGEYVDSNIN

THEGRETGEDWV

HEVLTEIHTF

DPNLGCDAGT

FOPCEDERLE

HLEWWWVDEFR

SIYEVNEGIF

AGARVAIGRY

AEDVYYNGHD

WYLATFAALE

QLYDATYVWE

ETESITVTAT

SLAFFQELVP

GVTAGTYSSS

SSTFTHIINA

VETYADGFLS

EAARYVEADG

SLAEQFDRNS

GTPLEALHLT

WEYASFLTAT

ARRAGIVEES

WANSSASTIE

ETCSGASWVG
FHELVESTQFG
LEAGDVVEYEK

EYSRPTATSF

OTVEVAGHAR
YINVGODGSY

BPESOTEKEGY
ALONWSTSAA
TWESDFNHTY

26

PEGTPYTPLP
VALDAVIYAD
TVPAVACVTO

CATPTSVAVT
NHPLWIGTVH

VVEEDTWOS



ES 2370768 T3

Figura 4A-B Secuencia de ADNg de Hypocrea citrina var. Americana, (GA102) — 2154 pb (SEC ID No: 5)

ATGCACGTCC TETCGACGGC TETETTECTC COOTTOGTES COGTTCAAMYL GGTTCTGOGA
AGGCCAGGEE TEAATGGOGT ACCOGACGTE ACRRARCGGT COGTTGACGA CTTCATCAGC
AATEAGTCTC CTATTGCACT GRACARCCTC CTETGCOAATE TOGGCCOCTGA TOGATECCGEC
GOCTTTEECG CATOGGCAGG CACTGTOGCT GOOTCGOCCA GOACAACCGA COCAGADTGT
ARGTOTATAC GAGACAATCC ATGAGATGAS GCCOTOTACG TOTATTGCAC ACTAACACAG
ATATTEACEC COATTACTAC ATGTESACGC GAGACAGTSC TOTCATCTTC ARGACCOTTC
TCGSACAGETT CACCCAGRAC TACGATGUTA GOOTGOAGAR GUECATTEAG CAGTACATTE
CTGCTCAGGS CACGOTTCAG GGGATTTCCA ACCCATCGGG CTCTCTAGCA GATGGGTCCG
GTCTCGGCGA GOCCAAGTTC GAGCTGACCC TGARTCAGTT CACCGGCCAC TGGGGCCGAC
CACAGOGGGA COOTOCAGOT OTCOGAGOCA TTEOOTTEAT COSOTATTOS ARGTEGCTCA
TOGACAACAR CTACCAGTOS ACTETETCCE ACATCATCTG GOCCATTOTG CGGAATGATOC
TCAACTACGT AGCECAGTAC TESTATSTGT TGOTTACTST TTTECTCOGT TGAGARATGET
COGTTTCTAR COTTTARACT GTAGGAADCA ARCCGATTTT GACTTOTGGE AGGAARGTTGR
BAGGAAGCTCA TTCTTTACCS TTGCTAACCA GUACCGAGOT ACGGAACACG ACTCAGGTCA
ACTGACCAGA GOCGCTECTA ACACCOTTCA CAGCCOTTET COAGSGOGOT ACGOTTGOTE
CTATCOTTEN CCAGTCGOGA AGCAGCTATT CTGOTETTGE TCCCCAGATT CTGTGCTTCC
TCCARAAATT TTGEGTETCT TOCGGOGGAT ACGTGAACTC CAACAGTSCG TCOTATGTGTG
CGEOTCTETGEA GOTOTGATEA AGOEEATECT AACAGTTTAT CTGTAATAGT CARCAGTGAT
ATCAACAGAR CCBEAAAGGA TGCCAACTCT CTTCTCGOCT CTATCCACAS ATTOGATCCT
AGCATTGGCT GTGACCCOGC TACCTTOCAG COCTGCAGTG ATAAGGCCCT TTOCARCOTC
ARGTCOGTOS TCGATTCATT COGCTCCATE TACGGCGTCA ACCAGGGCAT CTCTGCTGGC
TCTGCCETGE CCATCGEC0E ATACTOCGAS GACGTOTACT TCARCGGAAR COCCTGGTAC
CTSGCCACAT TTECCGOCEC COAGCAGOTE TACGACTCCC TGTACCTGTS CAAGCAGACE ~
GECTOGATCA COGTGACGGC CATCCCTCTS GCOTTOTTCS AGGASOTCST GOCCEGOSTE
GOCGOCGECA COTACCTCAG CAGCCAGTCT ACGTTCACCA GCATCGTCAR CGCOCGTOTCR
GOOTACGOGE ACSGCTTOOT ARACGAGGOG GCCAAGTACG TCCOCTCOSA TEGCTCGOTO
GOCGAGCAGT TTGACAAGAR CAACGGCACG CCTOTGTCGE COOTGCACCT GACCTGETCR
TATGCCTOCT TTTTGACGGC GACCGCGOGT CGAGCTESTT CTGTGOCTOC GTCGTGEECC
AATAGCAACE CARCCTCGAT TCOGACGGCC TGOTCTGGAR COTCOGTGET TGGATCATAC
TOGAGTCOOCA CAGCCACGTD ATTOCCTOOC TCCCAGACGT COAMAGTIGE CARGOCARCG
GECACOCCCT TCACGCCCAT TCCCTGCGOC ACGCCAACCT COGTGGUCST CACCTTCCAC
GAGCTCOCAR CGACGCASTT TGGCCAGACC ATCARATTGS CTGOCAGOGT TGEAGECCCOTE

GECAACTGGA GCACCGETEC COCOETEEGC CTCGACGCOG CCAACTATGC GTCCARCCAC
COGTTGETEGT TTGECACGOT CAACCTCOCAG GUOOGGOGATE TCOATCGAGTA CARGTACATC
AACGTGEECA AGGACGEOTE COTGACGTEE GAGAGOGACC CCAACCACAC GTACACCGTT
CCTGOOGTEE CETETGTCAC CGAGGTGETC AAGGAGGACA CCTEGCAGTC GTAR
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Figura 5A-B Secuencia de ADNg de Hypocrea vinosa, (GA104) — 2152 pb (SEC ID No: 7)

ATGCACGTGC TGTCGACTGE TETGOTACTT GGCTCAGTTG CCOTCCARAM GGTTCTGGGA
AGACCAGGAT CARACGGTCT ATCCOGCGTC ACARRACGAT CTGTGGATGA CTTTATCAAC
ACRCAGARCTC CCATTECACT ARRCAACCTT CTTTGCAATE TTEEOCOCTCEA TEEATRCCET
GCOTTTGETA CATCGOCCGG TECCGTGATT GCATCTCCOGA GUACAACTGA CCCAGACTST
ARGTTTGACT TATACGEECT TATCTOCOTGA TATETCAAGT TTCATATGOT ARCACGAGES
TAATTRATCA GACTACTACAE TOTGOACGCG AGATAGTGCT CTTOTCTTCA AGAACATTET
AGRCCECTTC ACTCAGCAGT ATGATGOOGE COTSCASCEC CGCATOGAGS AGTACATTTC
TGECCCAGGETC ACTCTTCAGG GUATCTCAMA CCCOTCTGGC TCTCTOTORE ACGEGTCOCGG
TOTTGETEAR COCAAGTTTG AGTTGACCTT GAGCCAGTTC ACTEGCARCT GOGETCECCC
GCAGCGCGAC GGCOCMECTC TCCGAGCCAT TGCOTTGATT GGTTATTCGA AGTGECTCAT
CAACARCARC TACCAGTCAA COGTGTCARA TATCATCTGE CCCATCGTAC GOAATGACCT
C‘m};‘I’(:"I‘I‘ GOCCARTACT GETAAGTACAE AGCTCGCOCGT CTTTTOGTOT TOTTATGACT
AATTCCAACE COTTCACTTT AGGAACCAMA CCGOTTTCGE COTGTOGGAS GARGTCAATC
GTARGCTCGTT CTTTACCETT GCCARCCAGC ACCGAGGTAT GTATCARCAT CTCATGTGCA
ATTTTTAGTT GGARATARAC ARTGCTGACG AGTTCTCCAG CTCTTGTTGA GEGCGLCACA
CTTECTGOTA COOTCGGOCA GTCGGGARGC ACCTATTCOT CAGTTGOGOC TCAGATCOTS
TECTTOCTOC ARAGATTOTG GETOTOSGET GEATATATTG ACTOTAATAG TAAGTCTACT
ARGTACCATAT GCTTTGATGA AGGGOGATAC TARRCAGCTT GCCATASTCA ATACCARCOA
AGGCASGACT GGARARGATG CCARCTCTCT TCTCGCATCT ATCCACACGT TOGATCOTAG
COTCGOCTGT GACGCCTCTA COTTCCAGCS TTGCAGTGAC AAAGCTCTCT CCAACCTCAR
GETTGTTETA GACTCOTTCC GOTCCATCTA COGTOTCAAC ARGEECATTC CTGOTGSCTC
TGCTGTCGCC ATCGGCAGAT ACCOCGAAGA TETGTACTTT ARCGGAAACC CTTGETACCT
CECCACGTTC GOTOCTOCCG AGCAACTTTA CGACTCOOTC TATGTOTGEA AGAMGACAGG
CTCCATCACA GTEACTTCCA CTTCTICGGC CTTCTTCCAG GAGCTCGTTC COGGOGTCOGC
AGCTGOGACT TACTCCASCA GOCAGTCTAC CTTCACAAGC ATCATCARCS CCATCTCGAC
ATATGCTGAT GEATTCCTCA GUGAGGECTGC CARGTACGTC CCCGCTGATE GTTCGCTCOGC
CEAGCASTTT GATCGCRACA COGGCACACC TCTGTCASCC GTTCACCTGA CCTGGTCTTA
COCCTOGTTT CTCACCGODG CGGCCCGTCS GEOTGGCETT GTOCCOCOCT CGTGGGCCAG
CAGCGECECT AATACAGTTC CTTCARGCTS CTCGEGAGCT TCTSTGETTS GATCCTACTC
GCGTCCTACA GCCACGTCAT TCCCACCATC GCAGACCCCC ARGCCTGGOG TTCCTTCTGE
TACTCCOTTC ACTOOCATTC COTGTOCTAC CCOGACTTOC GTTGOCGTCA CTTTCCACEA
GOTTECOACA ACCCAGTTTG GTCRGACTAT CARGOTCOGCT GETAGCGOTT CCGAGCTGRER

CARCTGGAGC ACGAGCGCGG CCATTGCTCT GGATGCCGTC AACTATGOCA CTARCCACCC
CTTETGGATT GGATCGETCA ATCTGGAAGC CGGAGATGTT ATCGAGTACA AGTACATTAR
COTEGECCAE GATGETTCOG TCACCTGGGA GRAGCGATCCT AACCACACCT ACARCTGTTCC
TGOGETEECA TETGTTACCE AGGTGGETTAR GGAGGACACC TGGCAGTCGT AA
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Figura 6A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma sp., (GA105) — 2158 pb (SEC ID No: 9)

ATGCACGTCC TGTCGACTGC GETGCTGCTT GECTCCGTTG CCGTTCAMAR GGTCCTEGGA
RGACCAGGAT CAAGCGGGCT ATATGACGTC ACCAAGRGAT COGTCGACGA CTTCATCAGC
ACCGARRCTC CTATTGCACT GAACAACCTT CTOTGCAATS TTGETCOTGA TGGATGTOGT
GCOATTTGGCA COGTCAGCTES TGOGGETEATT GUATCTCCCA GCACGACCGA CUCAGACTGT
AAGTTGAAAT TCCAGCGOTA CATCTCACAT ATCOCCGAGC AGTCGACASC GTGOTAATAT
CERGACAGAC TATTACATGT GGACCOGEGR TAGTGCTOTT GTCTTCAAAA ACCTTGTCGA
COGCTTCACC GAAGAGTACS ATGCTGGCCT GOAGCGOCGC ATTEAGCAGT ACATCACTGC
CCAGGTCACT CTCCAGEGOC TCACCAACCC ATCGGGTTCC CTCTCGGACG GUTCTGETCT
CAGCEAGCOC ARGTTTGAGT TGACCOTGCA GOCATTCACT GGCAACTCGS GTOGGCCECA
GOGGEATGEC CCAGCTCTEC GAGCCATTEC CTTGATTGEC TATGCGAAGT GECTTATCAR
CAACARCTAT CAGTCCACTS TGTCCAGCGT CATCTGSCCC ATTGTGOGOA ACGACCTOAR
CTACGTTECT CAATACTGET TAGTGACGEC TTGOOCTOGA ATCACATCTT TGECTTETETS
TCTAACGTCT TCACTTCAGE ARCCAAMCCS GCTTTGACCT CTGGOAGGAA GTCGATGGAR
GOTCATTCTT CACTGTTGCOC AACCAGCACC GAGGTATGAR GCAAACCGTC CACACTCGSCT
GTTACTGTAT GTGACCATTS TTACTGACCA GOTCTOCAGC ACTTGTTGAS GETSCCACEC
TTETTECCAD GUTTGEOCAR TOGEEAGACA CATATTCATC CETTEOTODD CARGTCTTGT
GOTTCOTTCA GOGATTCTEE GTETOGTOCG GTGEATACAT CGACTOCAAD AGTATGTTTT
GCACTEGTCA TEARTOTTGA TAACGACAMNT GGCTAATOGC TCTCOTTTAG TCARCACCAR
CORGEECAGE ACTGGARAGE ATGCCAACTC GATTCTCACT TCCATCCACA CCTTTGACCED
CAANTOTTGGC TGOGATGCAG GOACCTTOCA GOCATGCAGT GACARAGOSC TCTCCAACCT
CAAGGTCOTT GTCGACTCCT TOCGCTCCAT CTACAGCTTG AACAAGGGUA TTCCCGCTGS
TGCTGCOGTC GCCATTGGCA GATATCCAGA GGATGTGTAC TTCAACGGAR ACCCTTGGTA
COTTGOCACE TTTGOTECTS CTGAGCAGCT GTACGATGCC GTCTACGTOT GGARGGAGAC
GBGOTCOATD ACGGTGACCS CCACCTCOCCT GECCTTOTTC CAGGAGCTTS TTCCCGGOGT
GACAGCTGGE ACCTACTCCA GCAGCTCOSTC GTCGACCTTT ACCACCATCA TCARCGCCGT
CTOGACGTAC GCCGATGGCT TCCTCAGOGA GECTGCCRAG TACGTCCCCS CCGACGGTTC
GCTGECAGAG CASTTCOGACC Gr.'._n.a.mtE‘E CACTECGOTS TCOCGCOCCOGTC ACCTGACGTG
GTCGTACGCC TCCTTCTTGA CAGCCACGGEC COGTCGTGCT GGOGTCGTGC COOCTTOGTG
GECARACAGC AGCECCAGCR CEATTOCOTC GACGTEOTCC GACGOGTCCS TGGTCGGOTC
CTACTOGOAT CCOACAGCCA CGTCATTCOC TOOSTOGCAG ACGOCCAAGS CTEECETTCC
GTCCGECACT CCOTACACGC COCTGCCOTG COCTACCCCA ACGTCCGTGS COGTCACCTT

CCTGOGCAMS TGGAGCACGA GCOCOGCTGET GGUCTCTGGAT GCCGTCAACT ACGCOCGATARA
CCATCOOCTS TGGATCGEAR OGGTTARCCT COGAGHCCGGEA GRCGTTGTGE AGTACARGTA
CATCAATGETC GOTCAGGATG GCTCCOGTOAC CTGOCAGAST CGRCCCCAARCC ACRCTTACAC
GETTCCTGOG GTEECTTETE TGACGCAGST TGTCAAGGRG GRCACCTGGC AGTOGTAR
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Figura 7A-B Secuencia de ADNg de Hyprocrea gelatinosa, (GA107) — 2144 pb (SEC ID No: 11)
ATGCACGTCC TGTOCACTGC TETECTACTC GGOTCACTTC COGTCCACAA GOTCCTCCCR
AGACCAGGAT CAARCGGCCT TTOOGGOSTC ACARARCGAT CTGTGGATGA CTTCATCAAD
ACACAGRCTC CCATTGCGCT AAARCAACCTC CTTTGCAATC TTGGECCCTGA TGGATECOOGT
GCOTTTEECA CATOGGECCGE TECTETGATT GCATOTCOGA GUACARCTGA CCCAGATTGT
AAGTTTGACT TATACCGGCA TATTCTTGRG ATGTCAAGTT TCACATACTA ACACGEGEST
AATTGATCAG ACTACTACAT GTSEACGCGA GACAGTGOTC TIGTCTTCAR GAACATTGTC
GACCGTTTCA CTCARCAGTA CGATGCCGOC CTGECACGCGCC GCATCGAGCA GTACATTICT
GOOCAGETCA CTCTOCAGGS GLOCTCAAAD COCTOTEGOT CTOTOTOGGEAR COGESTOCGHET
CTTGGTGAAC CCAAGTTIGA GCTCACTTTG AGTCACTTCA CTGGABACTG GGGTOGTOCG
CAGCGOGATE GOCCAGCTOT TCEAGCTATT GOUTTAATAG GUTATTOGAR GTGECTCATC
AACAACBACT ACCAGTCAAC TETATCARMGT ATCATCTGCC CCATTGTACE ARATGATCOTC
AACTATGTTG CCCAGTACTG GTTAGTACCA ACTCGCTGTC TCOTTOGTCTT GTTTAAGACT
ATCTCTAATA CATTCACTTC ABGAACCAAR CTGGTTTOGA COTGTGGEGAS GAAGTCAATG
GTAGCTCOTT CTTTACTOTT GOCAACCACGC ATCGAGGTAT GTATCAACAL CTCATACATT
AATTGGEARAT AAAMARTGEOT GACAAGTTCC TTAGOTOTTE TTGAGGETECD, CACACTTECC
GOTACCOTCG GCCAGTCAGG ABGCACCTAT TCCTOTCTTG CTCCTCARAT CCTETECTTC
CTCCAGAGAT TTTEEOTOTC COCAGGATAC ATTGACTCCA ACAGTAAGTC TATCAGCACT
ATGOCTGGAT GAAGACCRAT ACTAMACAGT TCGTTATAGT CAACAGCAAC GATGGUAGGAR
CTGECARRGE TGCCARCTCT CTTCTCOGCAT CTATCCACAC CTTCGATCCT AGCCTGGECT
GCGACGCCTE CACCTTCOCAG COTTGCAGTS ACAARGCOTCT CTCCAATCTC AAGGTTETTG
TAGACTCCTT COGCTOCATC TACGGCOGTCA ACRARGGTAT TTCTECTGEC TCTECTETTG
CCATCGECAG ATACCCCGAA GATGTGTACT TTAACGGEAAR CCCCTGETAT CTTGCCACGT
' TCGCTGOTGC TGAGCAACTT TACGACTCCE TCTATETCTG GAAGAAGACA GGCTCCATCA
CEETEACTTC CACCTCTTTG GOCTTOTTOL AGGAGCTTGT COCCGETETC GOGECTGEAR
CTTACTCCAG CAGCCAGTCT ACCTTCACGAE GCATCGTCAA CGCCGTCTCS ACATATGOTG
ATGEATTOCT CAGOSAGSGOT GOCAAGTACG TOCOTGOTGA TOGTTOSOTC GOOGAGCAGT
TOGATCGARA CACCOGARCE COTCTETCAG COGTTCACCT GACCTGETCA TACGCCTOGT
TTTTCACCES TGEOGECCCGT CGGTCTEG06 TTGTOCOCOC ATCGTGEEGOC AGCAGCGECG
CTAACTCAAT CCCTSCARCC TGCTCOGGAC CGTCTETCST TGGATCCTAC TCGAGTCCTA
CAGCCACGTC ATTOCCACCA TOGCAGACCC CCAAGOCOTGS CGTTCCTTCT GGTACTCCOT
TCACTCCCCT TCCCTECGCT ACCCCGACTT CCETTECCGT CACTTTCCAT GAGCTTGOCA
CARCOCAGTT TGGCCAGARAT ATCARGGTCG CCGEGCAGOGE TUCCGAGUTG GGCAACTGGR

GCACGAGCGC GOCCATTGCT CTGGATGCCG TCAACTATGC CACTAACCAT CCOCCTOTGGA
TTEGATCGET CAATCTGGAR GCCGGAGACE TCATTGEAGTA CAAGTACATC AMCGTGGETC
AGGATGETTC COTCACCTOES GAGRAGUGRCC CCAACCACAC CTACACTGTT CCAGCGGTTS
COTETGETCAC TGAGETGGTT AAGGAGGACA CCTEOCAGTC GTAR
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Figura 8A-B Secuencia de ADNg de Hyprocrea orientalis, (GA108) — 2127 pb (SEC ID No: 13)
ATGCACETCC TETOGACTGC GGTGOTGCTC GECTCCOTTG COGTTCAGRA GETCCTGGGA
AGRCCAGGAT CAAGCOGTCT TTCTGACGTA ACCARGAGAT COGTTGACGE CTTCATCAGC
BOCGAGACCC CCATTGCACT GARCARCCTT CTCTGCAATG TTGGTCCTGA TGEATGTOST
GCOATTTGECA CATCAGCCGE TGCGGTGATT GCATCTCCCA GCACAATTGA COCGGACTGT
ARGTTGGATC AATACCGTTE ATCTATGTTT ACCOCATACT GAGACSOAAA CAGACTATTA
CATOTGGACG CGAGACAGCE CTCTTGTTTT CAAGRACCTC GTCOGACCECT TCACCGARRC
GTACGATGCT GGCCTGCAGC GOCGCATTGA GCAGTACATC ACTGCCCAGE TCACTOTCCA
GEECCTOTOC AACCCATCOGE GATCCOTTAC GGACGGETOT GETOTEEGCE AGCCCARGTT
TGAGCTEACC CTGECAGCCCT TCACCGGCAR CTGGGGETCGA COGCAGCGCG ATGGCCCAGE
TOTGCGRGECC ATTGCCTTGA TTGEATACTC CARGTGECTS ATCAACBACA ACTATCAGIC
ARCTGTGTCC AACOTCATCT GGCOSATTOT GOGCAACGAC CTCAACTACG TTGCOTCAATA
CTEETTASTE ACACTTGCCOD TOGAACTACT GUTTGOGETOT AACDCTOTTCA TOSTAGGARRD
CAGRCTGGCT TTAACCTETG GGAGGRAGTS ARAGGTAGCT CETTCTTTAC CATTGOCAAC
CRGCACCGAG GTATGRAGCA CARCGTCCAT ACTCGCOGTC ATTACTITGA GCATTACTGA
COACCTOTCC AGCACTTGTC GAGGSTECTE CTOTTECCGS TACTOTTESC CAGTCGGGAR
GCACTTATTC ATCTOTTGCT CCCCAGATCT TETGCTTCOT CCAACGATTC TGGGTGTCST
CEEGOGEEATA TOETCEACTOD AATARGTATGET CTTOCAAGEC TOGTATGATT GTTAAMIRECH
AGTACTARCA GCTGEOCTCT AGTCAACACC AACGAGGGECA GGACTGGCAR GGATGTCAAC
TCOATCCTGA CCOTCCATCCA CACCTTGGAT CCCARCCTTG GOTGTOATGC AGGCACCTTC
CRECCATGCA GTGACARGGC GCTCTCCAAT CTCARGETTG TTGTCGACTC CTTCCECTCC
ATCTACGGETE TERACARAGGE CATTCOTGECC GOTGCTGUOS TOGCCATTGE COGATATECRA
GRSGATGTCT ACTTCAMIGE TAACCCTTGE TATCTTGOCA CGTTTGCTGE CGCCGRACRG
CTGTACGATS CCOTCTATGT CTGGARGAAG ACGOGCTCCA TCACGOTTAC TGCCACCTOC
CTGECCTTCT TCCAGGAGCT TOTTCCCGEC GTOOCGE000 GGACCTACGC CAGCAGOTCG
TCGACCTTTA OSARCATCAT CAACGOCGTC TCARCATACE CCGATGGCTT COTTAGCGRG
GCTGCOCARGT ACGTTOCCGC CGACGETTCS CTGGCCOAGC AGTTTGACCGE CARCAGOGGC
ACTCCGOTGT CCGCOCTTCA COTSACGTES TCOTACGCCT COTTCCTGAC AGCCACGGCD
CGTCGGECTG GCATCOTECC CCCATCGTGE GCARACAGCA GCGCCAGCAC GATTCCCTCE
ACOTGECTCCG GUGOETCCGT OGTCOGATOD TACTCGCGTC COACAGOCAC GTCATTCOCT
CCOTCGCAGA CGCCCARGOC TEECOTTCOC TCOGGTACSC CCTACACTCC COTGCOCTGS
GOCACTOCAR OGTOCGTGEC CETCACCTTC CACGAGOTCG TOTCGACGCA GOTTGGCCAG
ACGETCARGE TCEOBGEGCAA CGCTCOGGOC CTGGGCAACT GEAGCACGAG CGUCGCOGTE

GOTCTOGATG COGTCARCTA TGCCGACAAC CACCOCGCTGT GGATCGGAAC GGTTGACCTC
GAGCOTGGAG ATGTOGTCGRE GTACARGTAC ATCAATATCS GUCAGGATGE CTCCGTGRCC
TEECAGAGTE ATCCCARTCA CACTTACACE GTTCCTACGEE TGEECTTETET GACGCAGSTT
GTCARGGAGE ACACCTGGECA GTOGTAR
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Figura 9A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma konilangbra, (GA109) — 2139 pb (SEC ID No: 15)
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Figura 10A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma sp., (GA113) — 2088 pb (SEC ID No: 28)
ATGCATGTCT TGTCAACGEC COTCCTGOTL GGUTUGETTG CUGTOCARAR GGTCCUTEGGEA
AGROCTEEOG CATCOGACAT TACRARACGRE GUOGTTACTG ACTTCATCAR CTOGGARADT
COCATTGOCC TOAACANTCT GATTTGCAAT GTTOSTCCTE ACCCATECCS TECTTTTGGS
ACATCGATCG GCGCTOTAGT TGCGTCOGCCA AGCACARCTS ACCCAGACTG TARSCTRGTT
TTTGCATTAT ACTTCCACTA TOGTATATAC AATCTATATA TACAGTGOGC TAMCACGAAT
CTARRCAAAG ACTTTTACAT GTGGACTOGA GATAGTGOTC TTGTTTICAA GACGOTTETT
GATCOSTTCA CACAGAACTA CGATGCAGGC CTGOAGCECC GCATCGAGCA GTACATIGOT
GOCTCAGGTCA CTCTTCAGGG CATCTCAAAC CCATCTGGETT COCTCTCAGA CGGGTCTGEOC
CTTGECGAGS CCAAGTTOGA GOTTACOTTG AGCCAGTTCA CTGGCAACTS GGECOGCCCG
CAGCOTGATE CTCCAGCTCT TCGAGCCATT GCCTTGATTG GOTATTCAAR CTGECTCATT
ACCARARCAACT ACCACTCGAC AGTGTCGAAC ATCATTTGGC CCATTGTGCG AAATGATCTC
AACTACGTTG CCCAGTACTG GTCAGTGATT GOTTGETTTTC TTGCCCOGCTA TTCACTGETT
CTTTGCTARC CTTGACTTTT AGGRACCAAL CTGGATTTGA COTGTGOGAG GAGGTCRACS
GCAGCTCATT CTTCOOTGTA CGCCAACCAGT ACCGAGCACT TGTTGAGSCT GOTACCCTTS
CCACTACTCT TGGCCAGTCG GGAAGCAGCT ATTCCACTGT TGCTCCTCOAG ATTCTCTGOT
TCOTTCAARA GTTCTGGTCE CCATCCGEAT ATGTCATCTC CRACACTAAG CTATCARTGC
AGACCAATTT TGTACATOAR TGOCTATGCT AACACTAGTC GOCGCAGTCA ACAGCAMDGA
CEECAGEACT GGAARGEATT COAACTOCAT TOTTRACATCT ATTCACACTT TOGATCCOCAG
CATTGECTGC GATGCOGCCA CTTTCCAGCC TTECAGTGAC AAGGCTCTTT CABARCCTCAR
GETCTACGTC GACTCCTTCC GCTCCATCTA TGGOGTCARS TOGGGCATTC CTGOTEGCAC
TECTETTECC GTTEGTAGAT ACCCAGAGGA CGTCTACTTT ARCGGARACC COTGGTATCT
TTCTACCTTT GOTGTTOCTE AGCAGCTCETA COACGCCCTE TATGTCTGGA AGAAGACTOR
CTCCATCACC GTCACTTCCA CCTCTCTGGC TTCTTOCAMG AGCTOGTCOOC CAGOSTGACA
GOOBEAACCT ACGCCAGOAG CTCGTCTACC TTCACCAGCR TOSTCAACGD CGTATCCACS
TACGCOGATE GATTCOTCAG COASCGOGGOC AAGTACGTCC COTCTGATGS TTCTOTOTCC
GAGCAGTTCOG ACARGAACAC COGCACTCCT CTCTCOGOCG TTCACCTSAC CTGGTCGTAT
GOCTCCTTOC TGACTGOCAC GACCOGTOGC GUTEGCATTG TCOOTOCTTC ATGEATTAGC
AGOGECGOCA ACACCGTTCC CTOSTOCTSC TOOGGOACGA CAGTGGCTGE TTCCTACTCA
AGTCOCACAG CCACGTCATT CCCTCCGTCA CAGACTCCCA AGACTGCGGC TACTEETACC
AGCTTCACTC CCATTGCCTG COCTACCCCA ACTTCCGTEE CTGTGACCTT CCACGRGCTT
GOTACGACCE TCCCCGGCCA GACARATCAAG GTCOTTOGCA ATGCCCAGGCOCTGEGCARC
TEGAGCACCA GOGOCOGGTGT TGCOOCTGAAC GUCOTCARCT GTGOTTCCAA CCACCCTCTG
TEGATCGGAC COGTCARTCT CARGGCOGGA GACGTCGTCG AGTACARGTA TATCAMCGTG

GOCTCAGACE GOTCCGTGAC TTGGGAGCCC GACCCCAACC ACACTTACAC TGTCCCTGCA
GTGECCTGTE TTACCGCAGT TETTAAGGAG GACACCTGGC AGTCGTAA
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Figura 11A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma harzianum, (GA103) — 2141 pb (SEC ID No: 30)

ATGCATGTCC TGTOGACTEC TETGCTCECTT GOCTCASTTE CCOTOCAARA GGTTCTGGGA
AGGCCAGEAT CORACGOCCT GTCOGEOGTC ACAAAACGAT COGTGGATGA CTCCATCARD
ACACAGACTC COATTGCACT AARCAACCTC CTTTGCAATC TTCGCCCTGA TGGGTGCOGT
GCOTTTEETA CATCGCCCGE TGCTETGATT GCOATCTCCOGA GCACAACTGA CCCAGROTGT
BACTTTGACT TATAGCGGCA TATTCCTGAC ATGTCAANTT TCACATACTA ATACGAGGGT
AATTGATCAG ACTACTACAT GTGGACGOGA GACAGTGECTC TTGTCOTTCAR GAMCATTGSTA
GACCGOTTCA CTGAGCAGTA TEATGCTGGC CTGCAGCGCC GCATOGAGCA GTATATTTCT
GCOCRAGETCA CTOCTTCAGGSE GATCOTCARACD COCTOTEETT CTCTOTOGEA TEESTCTGEET
CTTGOTEAAC CCRASTTTGA GTTGACCTTG AGCCAGTTCA CTGGCARCTS GGGTCGOCCE
CAGCGCGATS GOCCAGCTOT COCGAGCCATT COCTTCATTS GOTATTCAAA GTGECTCATC
AACAACARCT ACCAGTCARD GETETCAARC ATCATCTGEC CCATTETECOG GAATGATOTC
BACTATGTTG CCCAGTACTG GTTAGTACAA GCTCGCTGTC TCTTCGTCTT GTTTATGACT
AATTCTAACK COTTCACCTT AGEZAATOAAA CCCCTTTOGA CCTCTEECAS GARGTCARTGS
GTAGTTCGTT CTTTACCOTT GOCAACCAGT ACCGAGGTAT GTATCAATAT CTCATGTSTT
TTTAGPTGTC ARTGCTGACE ACTCCCCCAG CTCTTOTTGA GGGCGCCACA CTTECCGOTA
COCTOGGEOCA GTCEEGAAGT ACCTATTCOOT CTETTECOTOC TCAGATOCTE THECTTCCOTOC
ARRGATTCTS GOTGTCOGGT GGATACATTG ACTCCAACAG TAAGTACACC AGCACCACAT
COTTTEATEA AGARGCGATAC TAAACAGCTT GTCATAGTCA ACACCARCGA GOGCAGGACT
GEARRRGATG CCRACTOTCT TOTCGCATOT ATCCACACGT TCGATOOCAG CCTTGGCTST
GACGCCTCTR CCTTCCAGCC TTGCAGTGAC AAGGCTCTCT CCARCCTCAA GOTTGTTGTS
GACTCOTTCC GOTCCATCTR CBG'IG'I‘CBAC-AAGGGCATIE COGOTEE0GE TEOTGTTGECC
GTOGGCAGAT ACCCOGAAGA COTGTACTTT AMCGGAAACDT COTGGTATOT CGCCACGTTC
GCTECTGECG AGCAATTGTA CGACTCOCGTC TATGTCTGGA AGAAGACAGE CTOCATCACE .
GTGACTTCCR CTTOTTTGEC CTTOTTOCAG GAGSCTOGTTC COGEOGTORT GEOTGGAACT
TACTCCAGCA GCCAGTCTAC CTTTACGRGC ATCATCAACG CCOTCTCGAC ATATGCTSAT
GEATTOOTCA GUGAEGOTEC CAASTACGTC CUCGOTEATS STTOGCTORD CEAGCAGTTC
GATCGCAACA CCGOCACGCC TCTGTCAGCC GTTCACCTCGA CCTGETCGTA CGCCTCETTT
CTCACCGCCE CGGCCCGTOR GGCOTAGCETT GTCCCCCOCT COTEEECCAC CAGCEECECT
ARCTCAGTCC CTTCARGCTG CTOGGGACCT TCTETEOTTE GATCCTACTC GOGTCCTACA
GLCACGTCAT TOCCACCGTC GUAGACCODC ARGCOTGGEOS CTCOTTOTGS TGCTCCCTTC
ACTCCCATTC CCTGTECTAC CCCGGCCTCC GTTECCOTTA CCTTCCACGA GOTTGCCACHA
ACCCAATTTE GOCAGACART CAAGCTCGCT GOTAGCOGOCC COGAGCTGGEE CARCTGGRGD

ACCAGCECGE CCATTECTOT GGATGCOCGTE AACTATGOCA CTAACCATCC COTGTGGATT
GEATCGGTCA ATCTGEAGGEC COGAGACGTS ATCGAGTACK AGTACATCAS COTGEECCAG
GATGETTCCG TCACCTGGEA GAGUGRCCCC AACCACACCT ACACTGTTOC TGCGETGGOC
TGTETCACCE AGGTGETTAR GGAGGACACC TOGCAGTCGT A
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Figura 12A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma longibrachiatum, (GA124) — 2131 pb (SEC ID No: 32)
ATGCACGTCC TETOGACTGC GGTGOTGCTC GOTTCOGTTG COGTTCAGAM GGTCCTOGEA
AGCCCAGGAT CAASCGGETCT ATCTGACGTA ACCAAGAGAT CTCTTGACGA CTTCATCAGE
ACCGAGACTC CTATTGCACT GAACAACCTT CTCTGCAATG TTGSTCCTGA TGGATGTCGT
GUATTTEECA CATCAGOTES TGUEGTGATT GCATCTLOCCA GCACRATTGR COCCGGEACTGT
ARGTGTATCA ATACCGTTGA TCTATGTTTA TOGCATGECTG AGACGGGEEAC AGACTATTAC
ATGTGEACGE GAGRCAGOGC TCTTGTCTTC AAGAACCTCG TOGACCGOTT CACOGARACG
TACGATGCTG GCCTOCAGCG CCGCATTGAG CAGTACATCA CTGCCCAGOT CACTOTCCRG
BECCTCTCCA ACCCATCGGE TTCCCTTACG GACGGATCTG GOCTEGGCGA GCCCAAGTTT
GRGCTGACCC DEARGCCATT CACCGGCAAC TGGGGTCGAC CGCAGCGUGA CGGCCCAGCT
CTEOGAGCOE TTGCOCTTGAT TEGEATACTOC AAGTGGECTCA TCARCAACAAR CTATCAGTCR
ACTETETOCA ACGTCATOTE GOUEATTETE COCARCGACT TCAACTACGT TGECOTCAGTAC
TGETTAGTGA TTACTTGOTC TTGAATTACT GCTTGCATCT GACCTCTTITA TCETAGGRAC
CAGACYGGCT TTGACCTGTG GGAGGARGTG AATGGARGCT CGTTUTTTAC CATGGOCARC
CAGCACCGAG GTATGAAGCA CARCGTCTAT ACTCGCCGTC ATTACATGTG AGCATTACTG
ACCEGCTATC CAGCACTTOT CGAGGGTGCT ACTOTTGOTS CCACTCTTGG CCAGTUGOGA
AGCACTTATT CATCTGTTSC TCCCCAGATC TTGTGCTTCC TCOCAACGATT CTGGGTGTCG
TCGEGCGEAT ATGTCOACTC CAACAGTATG TCTTCCACGG CTOGTATGAT TGTTGACART
GACAAGTACT AACAGCTCGC TTCTAGTCAA CACCAACGAG GECAGGACTG GCAAGGATGT
CAACTCCETT CTGACTTCCA TCCACACCTT TGATCCCAAC CTTGECTGTG ATGUAGCCAC
CTTCCAGCCA TGCAGTGACA AGECECTCTC CAATCTCAAR GTIGTIGTCG ACTOCTTOCG
CTOCATCTAC GROGTEARCA AGEECATTCC TECCGEETECT GOCATCGOCA TTGEECCGATA
TGCOAGRGGAT GTGTACTTCA ACGGTARCCC TTGGTATCTT GOCACGTTTG CTGOOGCOGH
ACAGCTGTAC GATGCCATCT ATETOTEGEAA GAAGACGGEED TCTATCACGE TTACTGDCAC
CTCCCTEGCC TTCTTCCAGE AGCTTETTOC CGGUETGEOE GUUGEGACCT ACGCCAGCRG
CTCGTCGACT TTTACGAACA TCATCAACGC CETOTCGACR TACGCCGATE GCTTCCTCAG
OCGAGECAGCC ARGTACGTTC COGCCGACGE TTOGCTGECC GAGCAGTTTG ACCOCARCAG
CEECACTCCG CTOTCCGCCC TTCACCTEAC GTOOTCOTAC GOCTOGTTCC TGACAGCCAC
GECOCGTORE GOTGGCATOS TECCCUCCTC GTOGGUARARS AGCAGCGOCA GCACGATOCC
CTCCACGTOC TCOGGOGCGT CCGTGETCGE ATCCTACTOG COTCCCACAG CCACGTCATT
COCTOOGTCE CAGACGOCCA AGCCTGOCGT TCOCTCOGET ACGCCOTACA CTCCOCTGOC
CTGOGCCACT CCAARCGTOOG TOGCCGTOAC CTTCCACGAG CTCGTGTOGA CACAGTTICS
CCAGACGOETC AAGGSTOGCGE GCARCGOTCC GECCCTOREC ARCTGGAGCG CAAGCGCOGC
COTGOCTCTC GATGOCATCR RCTATGCCGA CARCCACCCG CTGTGGATCG GRACGETOGH

COTOGAGGLT GEGGEATGTCG TOGAGTACAR STACATCAAT GTCEICCAGSE ATEGCTCCGT
GACCTGEEGAG AGTGACCCCA ACCACACTTA CARCGGTTCCT GOGGTGECCT GTETGACGCA
GGTTETCAAG GAGGACACCT GGCAGTCOGTA A
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Figura 13A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma asperellum, (GA127) — 2151 pb (SEC ID No: 34)

ATECROGTCD TETOGACTED GETECTACTT GECTCAGTTE COGTOCAMAM GETTCTEEGER
AGRCCAGGAT CAARCGGCCT GTCCGGUGTC ACAMMACGAT CTETGGATGA CTTTATCART
ACACRGRCTC CCATTGCTTT AARCAACCTT CTTTGCAATG TTGECCCTGA TGGEATGCOGT
GCOCTTTEATA CATOGRCCGE TGCTGETGATT GCATCTOCOGA GCACARACTGA CCCAGACTGT
AARGTTTGACT TATACTGGCA TATTCCTGAT ATGTCAAAGT TCATATACTA ACACGAGGGT
AATTAATCAS ACTACTACAT GTEEACECIGA GATAGTECTC TTETCTTCAR GARCATITGETC
GROCGOTTCR CTCAGCAGSTA TEATGECOSGC CTGCAGOGOD GOATOSAGCA GTACATTTCT
GOCCRGETCR CTOTTCAGGE CATOTCAARS COCTOTGECT CTOTOTOGER COSATOOSGET
CTTEETGAAC CCAAGTTTGRA GTTGACCTTG AGCCAGTTCA CTGGCARCTE GGGTCGECCOE
CRGCGCGATGE GCCCAGCTCT CCGAGCCATT GCOCTTGATTG GTTATTCOGAR GTGGCTCATC
ARCAACRACT ACCAGTCAAC GGTGETCAAAT ATCATCTGGC CCATTGTGOE GAATGACCTC
AACTATGTTE CTCAATACTG GTTAGTACAA GCTCGCTGTC TTTTOGTTOS TTTATGATTG
ATTCTARCAT CTTCACTTCA GGRACCAAAC CGGATTCGAT CTGTGGGAGE MAITTAATGG
TAGCTCGTTC TTTACCGTTS CCAACCAGCA CCGAGOTATG TATCAACATC TCATGTGCAA
TTTTTAGTTG GAAATARARCA ATRCTGACGA GTTCTCCAGC TCTTSTTGAG GGCGCCACAC
TTGCTECCAC CCTCGECCAS TCGGGARGCA CCTATTCCTC AGTTGCGCCT CAGATCCTGET
GCTTCCTOCA GAGOTTCTGE GTOTCGGEETE GATACATTGA CTCCAACAGT AMRGTCCACCA
GCACCATATG CTTTGATGAA GGGCOATACT AMACAGCTTG CTATAGTCAR CACCAACGAG
GGCAGGACTG GAARAGATGC CARCTCTCTT CTCGCATCTA TCCACACGTT C‘Gn'I‘CE'I:ﬂGC
CTTGGCTETE ACGOCTCCAC CTTCCAGCCT TGCAGTGACA ARGOCOCTCTC CAACCTCAAG
GTCETTETAS ACTCOTTOOE CTOCATCTAC GETETCARCAE AGGGECATTCOC CECTEGOTCT
GOTETCGCCA TOGGUAGATA CCCCGARGAC GTGTACTTTA ACGEAARCCC CTGETATCTC
GCTACGTTOG CTGCTGCCEA GCRACTTTAC GACTCCGTCT ATGTCTGGAM GAAGRCRAGGCT
TCCATCACGE TGACTTCCAC TTCTTTGGCC TTCTTCOCAGG AGCTCOGTTCC CGGLGTCGLG
GCTEGARCTT ACTCCAGCAG CCRAGTCTACT TTCACGAGCA TCATCAACGT CGTCTCGACA
TATGCTGATG GATTCCTCAG COAGGCTGCC ARGTACGTCC COGCTGATGO TTOGCTOGOC
GAGCACTTCG ATCSCAACAC CGOCACACCT CTSTCAGCCS TTCACCTGAC CTSETOGTAC
GCCTOETTTC TCACCGOCGE GGCOCETCRG GCTGEOGTTE TCCCCCCCTC ATGGGOCAGT
AGOGGEOGCTA ACTCAGTTOC TTCARGCTGC TOGGGAGCTT CTETGETTEG ATCCTACTCS
COTCCTACAS CCACGTCATT COCACCATCG CARGRCCCCCAR AGOCTGGCGT TCCTTCTGGT
ACTCCCTTCA CTCCCATTCC CTGTGCTACC CCGACTTOCG TTGCTETCAC TTTCCACGRG
CTTGCCACAR COGCAGTTTGE TCAGACTATC ARGGTCOGCTG GTAGCGCTOC CGRGCTGGEGC
AACTGGAGCR CGAGCGLGEE CATTGCTCTS GATGCCGTCA ACTATECCAC TARCCACCOT

CTETGGATTG GATCAGTCAG TCTGEAGGOT GGAGACGTTA TCGAGTACAR GTACATCRAC
GTEGEECCAGE ATEGTTOCET CACCTGGGAG AGCGATCCCA ACCACACCTR CACTGTCCCT
GOGEETGECCT GTGTCACTGA GGTEGTTAARG GAGRACACCT GGCAGTOGTA A
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Figura 14A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma strictipilis, (GA128) — 2142 pb (SEC ID No: 36)

ATGCACGTCC TOTCGACTGC GGTECTECTC GGCTCOGTTG COGTTCAAAR GETUCTGEGGER
AGACCHGEAT CARGCEGCTCT ATCTGACATC ACCAAGRAAT COGTOGRCGHE CTTCATCAGC
ACCCAGACTC CTATTGCACT GAACAACCTT CTCTGCARTG TTGETCCCGA TGGEATETOST
GCATTTGGECA CATCCGCTGE TICGETTATT GCATCOCCCA GCACAROTEA CCOCGACTET
AAGTTGGAAC TOTTACCGEC ATAAMACCCAC RGGATGTATA TCOGCATACTG AGATCOGAGAC
AGACTATTAC ATGTGGACGC GRGACAGCGC TCTTETCTTC AAGRACCTTSE TCEACCGOTT
CACCGAARCSE TACGATGCTSE GUCTGCAGCGE CCGCATOGAG CAGTACATTA CTGCCCAGHET
CACTCTCCAS GGCCTCACCA ACCCATCAGG TTCCOCTOGOS GRACGGGTCTG GOCTTGGOGA
GOCCAAGTTT GAGTTEACCC TGAGTOCTTT CACCGEGCARC THEGEGETCGAC CGECAGCGGEGER
TGGELCCAGCT CTGCGAGCCH TTGCCTTGAT TGGCTATTCG AAATGGCTTA TCAACAACAR
CTATCAGTCA RCCOTGTCCA ACGTCATCTG GCCOTATTGTE CGCARCGACC TCAGCTACGC
TGCTCAGTAC TGGTTAGTGA CAGCTTACCC TCGAATTACG GUTCGTGTCT AACGTCTTCA
CTACAGEAAC CAGACCOCCT TTGATCTOTG GOAAGRGGTT AGCCEAAGCT CTTTTTTTAC
TETTEOCAAD CAGCACCEAG GTATGARGCA RAADGTCCAD ACTCACTGTC ACTETATATE
ARCGCTACTG ACCAGCTCCOC CAGCTCTTGT TGAGGGTGCC ACGCTTGCTG CCACGUTOGE
CCAGTOGGGEA AGCACTTATT CATCTGETTGC TCCCCARATC TTGIGCTTTC TCCARCGATT
CTGEGTGTCG TCCEETGEGAT ACGTOGACTC CAACRGTATG TCCTTCGCOTG CTCATGGATT
TGEAAMNGTTT CTGTTACTARA TGCCAGCTCG CCTCTAGTCA ACARCGAATGA GGGTAGGACT
GEARAAGEATE TCAACTCCAT TOTCACTTCOC ATCCACARCCOT TCOATCCCRAA COTTGGCOTET
GRCGCAGGCA COTTCCAGCC ATGCAGTGAC ARRGCCCTCT CCAACTTCARA GETTETTETC
GRCTOCOTTCOC GOTOCATOTA CEECSTGAAC AACGGCATTS CTGCTGETEC TGECOETOGCC
ATTGGCAGAT ATCCAGRGGA TGETGTACTTC AACGGGARCC CTTGGTACCT TGECCACGTTT
GUTGCTECTG AGCAGCTGTA CGACGCCATC TARCGTCTGGA AGAAGACGGE CTCCATCACA
GTEACTSCCE TOTCTCTOGE CTTOTTOCAG GAGCTTGTTC CCOGCOTGEAC AGCTGEGACT
TRCTCCAGCR GOCAGTCERAS TTTOACCART ATCATCARCG CTECCTOSAC ATACGCCGAT
GGCTTCGTCA COGAGGCTGC CAAGTACGTT CCCACCGACG GTTOGCTGGC CGAGCAGTTC
GRCCGCAACR ROGGCACTCC GCTGETCCGOC CTTCACCTGA CGTGETOGETA CGCCTOGTTC
TTEACTGCTT COGCCCGTCE GECTOGCETC GTECCCCOCT COTAGECARAR CRGCAGTGCOC
AGCTCGATTT CTTCGACGTG CTCCGGCGOE TCCGTGGTCG GATCCTACTC GRGTCCCACH
GCCACGTCAT TCOCTCOGTC GUASACGODD AAGCOCGECE TTOCTTCOCGE TACCCCOTRC
ACGOCCCTOC CCTGOECTAC CCCAMCOTCC GTGGLCGTCA CCTTCCACGA GUTCOGTGTCE
ACACRGTTTC GCCAGARCGGT CAAGGCCOGECE GGCAGCGCTC CGGCOCTGESE CAACTGEAGT

ACEAGOGCGE CTETOGGTCT GGRCGCOCIGTC AACTACGCCG ATAACCACCC COTGTGGATT
GEEACEGGETCE AGCTGGRGGC TGGAGACGTC GTTGAGTACA AGTACATCAA TGTGGGTCAG
GATGGCTCCE TGACCTGEER GAGTSACCCC AACCACACTT ACACGGTTCC TEOGETGGECT
TGTETGACGE AGGTCGTCAR GGAGGACACC TGGCAGTCGET AR
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Figura 15A-|

a) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Hypocrea citrina var. americana (CBS976.69), (GA102)
que tiene 632 aminoacidos (SEC ID No: 6), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las
posiciones de los residuos de aminoacidos 34 — 632 (SEC Id No: 17)

MHVLETAVLL GLVAVQEVLG RPGLNGVPDV TERSVDDFIS MESPIALMML LCNWVGPDGCR
AFGASAGTVA ASPSTTDPDY YYMWIRDSAL IFKTVVDRFT QWYDASLOKR IEQYIAAQAT
LOGISHPSGS LADGESGLGEP KFELTLMQOFT GHWGRPORDG PALRATATIC YSHEWLIDNNY
QSTVSDIIWF ILENDLNYVA QYWNQTGFDL WEEVEGSSFF TVANQHRALY EGATLAAILG
QSGSSYSAVE PQILOCFLOKF WWSSGGYVNS NINSDINRTG EDANSLLASI HTFDPSIGCD
PATFQPCSDE ALSNLESWVVD SFRSIYGVNQ GISAGSAVAI GRYSEDVYFN GNITWYLATFA
BAEQLYDSLY VWEQTGSITV TAIPLAFFQE LVPGVARAGTY LSSQSTFTSI VNAVSAYADG
FLNERAKYVE SDGSLAEQFD KMNGTPLSAV HLTWSYASFL TATARRAGSYV PPSWANSNAT
SIPTACSGETS VWESYSSPTA TSFPPSQTPE VGEPTGTEFT PIPCATPTSV AVIFHELPTT
QFGQTIELAG SAEALGNWST GAAVGLDAAN YASNHPLWEG TLNLQAGDVI EYKYINVGED
GEVIWESDPN HTYTVEAVAC VTEVVEKEDTW QS

1b) Secuencia de la proteina madura para GA102 (SEC ID No: 17)

SVDDFISNESPIALNNLLCHVGFDECRAFGASAGTVARSPSTTDPDY YYMWTRDSAL I FETVVDRFTONYDASL
OERIEQYIAAQATLOCT SNPSEELADGESCLGEPEFEL TLNOF TCHWGR PORDEFALRATALIGYSEWL I DN YQ
STVSDI TWPILRNDLNY VA YWHOTGPDLWEEVEGS SFFTVANOHR AL VEGATLAATLEOSESSY SAVAPQTLC
FLOKFWVSSGEYVNSNTNSDINRTGEDANSLLAS IHTFDPSIGCDPATFQPC SDKALSNLK SVVDSFRSTYGVN
QGISAGSAVAIGRY SEDVY FHGHPWY LATF ARAEQLYDSLYVWRE QTGS ITVTAL PLAFFQELVPGVARGTYLSS
OSTFTSIVHNAVSAY ADCFLNERAKYVPESDGSLAEFDENNGT PLSAVHL TWS Y ASFLTATARRAGSVEPSWANS
NATSIPTACSGETSVVGSYSSPTATSFPPSOTRPRVEKPTGTPFTPIPCATRTSY '
AVIFHELPTTOFGOT IKLAGSAEALGNWS TGAAVGLDAANY ASNE PLWFGTLNLOAGDVIEYEY INVGEDGSVT
WESDPNHTY TVPAVACVTEVVKEDTYWOS :

2a) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Hypocrea vinosa (CBS960.68), (GA104) que tiene 631
aminoacidos (SEC ID No: 8), en la que la secuencia de la proteina madura esté representada por las posiciones de
los residuos de aminoéacidos 34 — 631 (SEC Id No: 18)

MHVLETAVLL GSVAVQEVLG RPGENGLEGY TERSVDDFIN TQTPIALNNL LOWNVGFDGCR
AFGTSAGAVI ASPSTTDPDY YYMWTRDSAL VFENIVDRFT QOYDAGLORR IEQYISAOVT
LOGISHPSGES LSDGSGLGEP KEFELTLEQFT GHWGRPURD:E PALRATALIG YSKWLINNNY
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QSTVSNIIWP
QSGESTYSSVA
STFQPCSDEA
AEQLYDSVYV
LSELAKYVER
VPSSCSEASY
FEOTTIKVAGS

IVRNDLIYVA
PQILCFLORF
LENLKVVVDS
WEKTGSITVT
DESLAEQFDR
VGESYSRPTAT
APELGNWSTS
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QYWNQTGFDL
WVSGEYIDSN
FRSIYGVNEG
STSSAFFUEL
NTGTPLSAVH
SFPPSQTPEP
AATATDAVNY

WEEVHGSSFF
INTNEGRTGK
IPAGSAVAIG

VPGVARGTYS
LTWSYASFLT
CVPSGTPFTP

ATNHPLWIGS

TVANOHRALY
DANSLLASIH
RYPEDVYFNG
SSQSTFTSII
AARRRAGVVE
IPCATPTSVA
VHLEAGDVIE

EGATLAATLG
TFDPSLGCDA
NFWYLATFAR
NAISTYADGF
PEWASSGANT
VTFHELATTOQ
YEYTINVGODGE

SVIWESDFNH

TYTVPAVACY

TEVVEEDTWD

s

1b) Secuencia de la proteina madura para GA104 (SEC ID No: 18)

SVDDFINTQTPIALNNLLCNVGPDGCRAFGT SAGAVIASPSTTDPDYYYMWTRDSALVFENIVDRFTQOYDAGL:
QRRIEQYISAQVTLOGILSNESGSLSDGSGLGEPKFELTLEQF TGNWGRPQRDGPALRATALIGY SKWL INNINYQ
STVSNIIWPIVRENDLNYVAQYWNQTGF DLWEEVNGSSFFTVANQHRALVEGATLAATLGOSGSTYSSVAPQILC
FLORFWVSGGEY IDSNINTNEGRTGKDANSLLASIHTFDPSLGCDASTFQPCSDKALSNLEVVVDSFRSIYGVNE
GIPAGSAVATGRY PEDVYFNGNPWYLATFAAARQLYDSVYVWKRTGSITVTSTSSAFFQELVPGVAAGTYSSSQ
STFTSIINAISTYADGFLSEAAKYVPADGSLAEQFDRNTGTPLSAVHLTWSYASFLTAARRRAGVVPPSWASSG
ANTVESSCSGASVVGSYSRPTATSFPPSQTPRPGVPSGTPFTFIPCATPTSVA
VTFHELATTQFGQTIKVAGSAPELGNWSTSAATALDAVNYATNHPLWIGSVNLEAGDVIEYKYINVGODGSVTW
ESDPNHTYTVPAVACVTEVVEEDTWQS

3a) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Trichoderma sp. (GA105) que tiene 633 aminoacidos
(SEC ID No: 10), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las posiciones de los residuos

de aminoacidos 34 — 633 (SEC Id No: 19)

MHVLSTAVLL
AFGTSAGAVI
LQGLTNPSGS
QSTVSSVIWP
QSGDTYSSVA
AGTFQPCSDK
AAEQLYDAVY
GFLSEAAKYV
STIPSTCSGA
TQFGQTVKVA
DGSVTWESDP

GSVAVQKVLG
ASPSTTDPDY
LSDGSGLGEP
IVRNDLNYVA
PQVLCFLQRF
ALSNLEVVVD
VWKETGSITV
PADGSLAEQF
SVVGSYSRPT
GSAQALGNWS
NHTYTVPAVA

RPGSSGLYDV

TKRSVDDFIS

YYMWTRDSAL
KfﬁLTLQPFT
QYWNQTGFDL
WVSSGGYIDS
SFRSIYSLNK
TATSLAFFQE
DRNNGTALSA
ATSFPPSQTF
TSAAVALDAV
CVTQVVKEDT

VFENLVDRFT
GNWGRPQRDG
WEEVDGSSFF
NINTNEGRTG
GIPAGAAVAT
LVPGVTAGTY
RHLTWSYASF
KPGVPSGTPY
NYADNHPLWI

wWos

39

TETPIALNNL
EEYDAGLORR
PALRAIALIG
TVANQHRALV
KDANSILTSI
GRYPEDVYFN
SSSSSSTFTT
LTATARRAGV
TPLPCATETS
GTVNLEAGDV

LCNVGPDGCR
TEQYITAQVT
YAKWLINNNY
EGATLVATLG
HTFDPNLGCD
GNPWYLATFA
IINAVSTYAD
VPPSWANSSA
VAVTFHELVS
VEYKYINVGQ
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3b) Secuencia de la proteina madura para GA105 (SEC ID No: 19)

SVDDFISTETPIALNNLLCHNVGFDGCRAFGTSAGAVIASPSTTDFDY Y YMWTRDSALVFKNLVDRFTEEYDAGL
CRRIEQYITAQVTLOGLTNPSGSLSDGSGLGEPKFELTLOPF TGNWGRPORDGPALRAIALIGYAEWL INNNY(D
STVSSVIWPIVRNDLIYVAQYWNOTGFDLWEEVDGSSFFTVANQHRALVEGATLVATEGOSGDTYSSVAPQVLC
FLORFWVSSGGY IDSNINTNEGRTGKDANSILTSTHTFDPNLGCDAGTFQPCSDEAL SNLKVVVDSFRSIYSLN
KGIPAGAAVAIGRYPEDVYFNGNPWYLATFAAAEDLY DAVYVWRETGSITVIATSLAFFQELVPGVTAGTYSSS
SESTFTTIINAVSTYADGFLSEAAKYVEADGSLAEQF DRNNGTALSARHLTWSYASFLTATARRAGVVEPPSWAN
SSASTIPSTCSGASVVGSY SRPTATSFPPSQTPEPGVPSGTPYTPLPCATPTS
VAVTFHELVSTQFGQTVKVAGSAQALGNWSTSARVALDAVNY ADNHPLWIGTVNLEAGDVVEYKY INVGQDGSV
TWESDPNHTYTVEAVACVTQVVEEDTWQS

4) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Hyprocrea gelatinosa (CBS254.62) (GA107) que tiene
631 aminoacidos (SEC ID No: 12), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las
posiciones de los residuos de aminoacidos 34 — 631 (SEC Id No: 20)

MEVLSTAVLL
AFGTSAGAVI
LQGPSNPSGS
QETVSSIIWP
QSGSTYSSVA
STFQPCSDKR
AEQLYDSVYV
LSEAAKYVPA
IPATCSGASY
FGONIEVAGS
SVTWESDPNH

GEVAVQEVLG
ASPSTTDPDY
LSDGSGLGEP
IVENDLINY VA
POTILCFLORF
LSNLEVVVDS
WEKTGSITVT
DGELAEQFDR
VGSYSSPTAT
APELGNWSTS

TYTVPAVACVY.

RPGSENGLSGV

TERSVDDFIN

YYMWTRDSAL
KFELTLSQFT
OYWNQTGFDL
WVSGGYIDSN
FRSIYGVHEG
STSLAFFQEL
NTGTPLSAVH
SFPPSQTPKP
ARTALDAVNY
TEVVEEDTWQ

VFENIVDRET
GNWGRPQRDG
WEEVNGSSFF
INSNDGRTGK
ISAGSAVAIG
VPGVAAGTYS
LTWSYASFFT
GVPSGTPFTP
ATNHPLWIGS
S

TQTPIALNNL
QQYDAGLORR
PALRATALIG
TVANQHRALV
DANSLLASTH
RYPEDVYFNG
SSQSTFTSIV
AAARRSGVVP
LPCATPTSVA
VNLEAGDVIE

LCNVGPDGCR
IEQYISAQUT
YSKWLINNNY
EGATLAATLG
TFDPSLGCDA
NPWYLATFAA
MAVSTYADGE
PEWASSGANS
VTFHELATTD
YKYINVGQDG

4b) Secuencia de la proteina madura para GA107 (SEC ID No: 20)

SVDDFINTQTPIALNNLLCNVGPDGCRAFGTSAGAVIASPSTTDPDY Y YMWIRDSALVFENIVDRFTOOYDAGL
QRRIEQYISAQVILOGPSNPSGSLSDGSGLGEPKFELTLSQF TGNWGRPORDGPALRATAL IGY SKWLINNNY(Q
STVSSIIWPIVRNDLNYVAQYWNDTGFDLWEEVNGS SFFTVANQHRALVEGATLAATLGOSGESTYSSVAPQILC
FLQRFWVS&GYIDSNINSHDGRTGKDENSLLASIHTFDPSLGCDESTFQPCSDKELSNLKVVVDEFRSIYGVNK
GISAGSAVAIGRYPEDVYFNGNPWYLATFAAAEQLYDSVYVWEEKTGSITVTSTSLAFFQELVPGVAAGTYSSSO
STFTSIVNAVSTYADGFLSEAAKYVPADGSLAEQFDRNTGTPLSAVHLTWSYASFFTAAARRSGVVPPEWASSG
ANSIPATCSGASVVGSYSSPTATSFPPEQTPKPGVPSGTPFTPLPCATPTSVA
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VIFEELATTOFGONIKVAGSAPELGNWSTSAAIALDAVNYATNHPLWIGSVNLEAGDVIEYKYINVGQODG
SVITWESDPNHTYTVPAVACVTEVVKEDTWQS

5a) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Hyprocrea orientalis (ATCC90550) (GA108) que tiene
632 aminoacidos (SEC ID No: 14), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las

posiciones de los residuos de aminoacidos 34 — 632 (SEC Id No: 21)

MHVLSTAVLL
AFGTSAGAVI
LOGLSNPSGS
QSTVSNVIWP
QSGSTYSSVA
AGTFQPCSDK
AAEQLYDAVY
FLSEAAKYVP
TIPSTCSGAS
QLGQTVKVAG
GSVTWESDPN

GEVAVQEVLG
ASPSTIDPDY

LTDGSGLGEP

IVRNDLNYVA
FOILCFLORF
ALSNLEKVVVD
VWEKTGSITV
ADGSLAEQFD
VVGSYSRPTA
NAPATL.GNWST
HTYTVPAVAC

RPGSSGLSDV

TERSVDDFIS

YYMWTRDSAL
KFELTLQPFT
QYWNQTGFDL
WVSSGGYVDS
SFRSIYGVNE
TATSLAFFQE
RNSGTPLSAL
TSFPESQTPK
SAAVALDAVN
VTOVVEEDTW

VFENLVDRFT
GNWGRFQRDG
WEEVKGSSFF
NINTNEGRTG
GIPAGAAVAI
LVPGVAAGTY
HLTWSYASFL
PGVPSGTPYT
YADNHPLWIG
Qs

5b) Secuencia de la proteina madura para GA108 (SEC ID No: 21)
SVDDFISTETPIALNNLLCNVGPDGCRAFGTSAGAVIASPSTIDPDY Y YMWTRDSALVFKNLVDRFTETYDAGL

CRRIEQYITAQVILOGLSNPSGSLTDGSGLGEPKFELTLOPFTGNWGRPOQRDGPALRAIALIGY SKWLINNNYQ
STVSNVIWPIVRNDLNY VAQYWNOTGFDLWEEVKGSSFFTIANQHRALVEGATLAATLGOSGSTYSSVAPQILC
FLORFWVSSGGYVDSNINTNEGRTGEDVNSILTSIHTLDPNLGCDAGTFQPCSDKALSNLKVVVDSFRSIYGVIY
KGIPAGAAVAIGRY AEDVYFNGNPFWYLATFAAAREQLYDAVYVWKKTGSITVTAT SLAFFQELVPGVAAGTYASS
SSTFTNIINAVSTYADGFLSEAAKYVPADGSLAEQFDRNSGTPLSALHLTWSYASFLTATARRAGIVPPSWANS
SASTIPSTCSGASVVGSYSRPTATSFPPSQTPKPGVPSGTPYTPLPCATPTSY - ;
AVTFHELVSTQLGQTVKVA(IEHAPALGNWSTSAAVALDAVNYADNHPLWIGTVDLEAGDVVEYKYINVGQD
GSVTWESDPNHTY TVPAVACVTQVVEEDTWOS

6a) Posible secuencia de aminoéacidos de la glucoamilasa de Trichoderma konilangbra (GA109) que tiene 632
aminoacidos (SEC ID No: 16), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las posiciones de

los residuos de aminoacidos 34 — 632 (SEC Id No: 22)
MHVLSTAVLL GSVAVQKVLG REGSSGLSDV TKRSVDDFIS TQTPIALNNL LCNVGPDGCR
AFGTSAGAVI ASPSTTDEDY YYMWTRDSAL VFENLVDRFT ETYDAGLORR IEQYTAAQVT

41

TETPIALNNL
ETYDAGLQRR
PALRATALIG
TIANQHRALV
KDVNSILTSI
GRYAEDVYFN
ASSSSTFTNI
TATARRAGIV
PLPCATPTSV
TVDLEAGDVV

LCNVGPDGCR
IEQYITAQVT
YSKWLINNNY
EGATLAATLG
HTLDPNLGCD
GNPWYLATFA
INAVSTYADG
PPSWANSSAS
AVTFHELVST
EYKYINVGQD



LOGLTNPSGS
QSTVSSLIWP
QPASTYSSVA
AGTFQPCSDK
AAEQLYDAIY
FISEARKYVP
SIPSTCSGAS
QLGQTVKVAG
GSVTWESDFIN

LSDGSGLGEP
IVRNDLNYVA
PQILCFLQRY
ALSNLEVVVD
VWKKTGSITV
ADGSLAEQFD
VVGSYSRPTA
SAPALGNWST
HTYTVEAVAC
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KFELTLKPFT
QYWNQTGFDL
WVSSGGYVDS
SFRSIYGVNK
TAISLAFFQE
RNNGTPLSAL
TSFPPSQTPK
SAAVALDAVN
VTQVVKEDTW

GNWGRPQORDG
WEEVNGSSFF
NINTNEGRTG
GIPAGAAAAV
LVPGVAAGTY
HLTWSYASFL
PGVPSGTEYT
YADNHPLWIG
Qs

6b) Secuencia de la proteina madura para GA109 (SEC ID No: 22)

PALRATALIG
TTANQHRALV
KDANSILAAI
GRYPEDVYFN
SSSQSTFTNI
TATARRAGIV
PLPCATPASV
SVELEAGDVV

YESKWLINNNY
EGATLAATLS
HTFDPNLGRD
GNPWYLATFA
INAVSTYADG
PPSWANSSAS
AVTFHELVST
EYKYINVGQD

SVDDFISTQTPIALNNLLCNVGEDGCRAFGTSAGAVIASPSTTDPDYYYMWTRDSALVFKNLVDRFTETYDAGL
QRRIEQYIAAQVTLQGLTNPSGSLSDGSGLGEPKFELTLKPFTGNWGRPQRDGPALRAIALIGY SKWLINNNYQ
STVSSLIWPIVRNDLNYVAQYWNQTGFDLWEEVNGSSFFTTANQHRALVEGATLAATLSQPASTYSSVAPQILC
FLORYWVSSGGYVDSNINTNEGRTGKDANSILAAIHTFDPNLGRDAGTFQPCSDKALSNLKVVVDSFRSIYGVN
KGIPAGAAAAVGRYPEDVYFNGNPWYLATFARAEQLYDATYVWKKTGS ITVTAISLAFFQELVPGVAAGTYSSS
QSTFTNIINAVSTYADGFISEAAKYVPADGSLAEQFDRNNGTPLSALHLTHWSYASFLTATARRAGIVPPSWANS
SASSIPSTCSGASVVGSYSRPTATSFPPSQTPKPGVPSGTPYTPLPCATPASY
AVTFHELVSTQLGOTVKVAGSAPALCNWSTSAAVALDAVNYADNHPLWIGSVELEAGDVVEYKY INVGQOD
GSVTWESDPNHTY TVPAVACVTQVVKEDTWQS

7a) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Trichoderma sp. (DAOM177690) (GA113) que tiene
627 aminoéacidos (SEC ID No: 29), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las
posiciones de los residuos de aminoacidos 31 — 627 (SEC Id No: 43)

MHVLSTAVLL
TSIGAVVASP
ISNPSGSLSD
VSNITWPIVR
SSYSTVAPQI
QPCSDKALSN
LYDALYVWKK
AAKYVPSDGS
SCSGTTVAGS
IKVVGNAQAL
EADPNHTYTV

Gsmﬂﬁﬂﬁ?hﬂ
STTDPDYFYM
GSGLGEPKFE
NDLINYVAQYW
LCFLOKFWSP
LEVYVDSFRS
TGSITVTSTS
LSEQFDENTG
YSSPTATSFP
GHNWSTSAGVA
PAVACVTAVV

RPGASDITER
WTRDSALVFEK
LTLSQFTGNW
NQTGFDLWEE
SGYVISNINS
IYGVNSGIPA
LAFFQELVPS
TPLSAVHLTW
PSQTPETAAT
LNAVNCASNH
KEDTWQS

AVTDFINSET
TLVDRFTQKY
GRPQRDGPAL
VNGSSFFAVA
NDGRTGKDSN
GTAVAVGRYP
VTAGTYASSS
SYASFLTATT
GTSFTPIACA
PLWIGPVNLK

42

PTIALNNLICN
DAGLORRIEQ

‘RATALIGYSK

NQHRALVEGA
SILTSIHTFD
EDVYFHNGNPW
STFTSIVHNAV
RRAGIVPPSW
TPTSVAVTFH
AGDVVEYKYI

VGPDGCRAFG
YIARQVTLQG
WLISNNYQST
TLATTLGQSG
PSIGCDAATF
YLSTFAVAEQ
STYADGFVSE
ISSGANTVPS
ELATTVPGQT
NVGSDGSVTW
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7b) Secuencia de la proteina madura para GA113 (SEC ID No: 43)

AVTDFINSETPIALNNLICNVGPDGCRAFGTSIGAVVASPSTTDPDYFYMWTRDSALVFEKTLVDRFTQKY
DAGLORRIEQYIAAQVTLOGISNPSGSLSDGESGLGEPKFELTLSQFTGNWGRPQRDGPALRAIALIGYSK
WLISNNYQSTVSNIIWPIVRNDLNYVAQYWNQTGFDLWEEVNGSSFFAVANOHRALVEGATLATTLGQSG
SSYSTVAPQILCFLOKFWSPSCYVISNINSNDGRTGKDSNSILTSIHTFDPSIGCDAATFQPCSDKALSN
LKVYVDSFRSIYGVNSGIPAGTAVAVGRY PEDVYFNGNPWYLSTFAVAEQLYDALYVWEKKTGSITVTSTS
LAFFQELVPSVTAGTYASSSSTFTSIVNAVSTYADGFVSEAAKYVPSDGSLSEQFDENTGT PLSAVHLTW
SYASFLTATTRRAGIVPPSWISSGANTVPSSCSGTTVAGSYSSPTATSFPPSQTPKTAATGTSFTPIACA
TPTSVAVTFHELATTVPGQT IKVVGNAQALGNWS TSAGVALNAVNCASNH PLWIGPVNLKAGDVVEYKY I
NVGSDGSVTWEADPNHTYTVPAVACVTAVVKEDTWQS

8a) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Trichoderma harzianum (CBS433.95) (GA103) que
tiene 631 aminoacidos (SEC ID No: 31), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las
posiciones de los residuos de aminoacidos 34 — 631 (SEC Id No: 44)

MHVLSTAVLL
AFGTSAGAVI
LOGISNPSGS
QSTVSNIIWP
QSGSTYSSVA
STFQPCSDKA
AEQLYDSVYV
LSEAAKYVPA
VPSSCSGASV
FGQTIKVAGS
SYTWESDPNH

GSVAVQKVLG
ASPSTTDPDY
LSDGSGLGEP
IVRNDLNYVA
PQILCFLQRF
LSNLKVVVDS
WKKTGSITVT
DGSLAEQFDR
VGSYSRPTAT
APELGNWSTS
TYTVPAVACV

RPGSNGLSGV TKRSVDDSIN

YYMWTRDSAL
KFELTLSQFT
QYWNQTGFDL
WVSGGYIDSN
FRSTIYSVNKG
STSLAFFQEL
NTGTPLSAVH
SFPPSQTPKP
AATALDAVNY
TEVVKEDTWQ

VFKNIVDRFT
GNWGRPQRDG
WEEVNGSSFF
INTNEGRTGK
IPAGAAVAVG
VPGVAAGTYS
LTWSYASFLT
GAPSGAPFTP
ATNHPLWIGS
s

TQTPIALNNL
EQYDAGLQRR
PALRATALIG
TVANQHRALV
DANSLLASTH
RYPEDVYFNG
SSQSTFTSITI
AMARRAGVVE
IPCATPASVA
VNLEAGDVIE

LCNVGPDGCR
TEQYISAQVT
Y SKWLINNNY
EGATLAATLG
TFDPSLGCDA
NPWYLATFAA
NAVSTYADGF
PSWASSGANS
VTFHELATTQ
YKYISVGQDG

8b) Secuencia de la proteina madura para GA103 (SEC ID No: 44)
SVDDSINTOTPIALNNLLCNVGPDGCRAFGTSAGAVIASPSTTDPDY Y YMWTRDSALVFENIVDRFTEQYDAGL

QRRIEQYISAQVTLOGISNPSGSLSDGSGLGEPKFELTLSQFTGNWGRPQRDGPALRATALIGY SKWLINNNYQ
STVSNIIWPIVRNDLNYVAQYWNQTGFDLWEEVNGSSFFTVANQHRALVEGATLAATLGOSGSTY SSVAPQILC
FLORFWVSGGYIDSNINTNEGRTGKDANSLLAS IHTFDPSLGCDASTFQPCSDKALSNLKVVVDSFRSIYSVNK
GIPAGAAVAVGRYPEDVYFNGNPWYLATFAAAEQLYDSVYVWKKTGSITVTSTSLAFFQELVPGVAAGTYSSSQ
STFTSIINAVSTYADGI‘:‘LSEAAKYVPRDGSLPLEQFDRNTGTPLSEWHLTWSYASFLTMEAGWPPSWASSG
ANSVPSSCSGASVVGSYSRPTATSFPPSOTPKPGAPSGAPFTPIPCATPASVAVTFHELATTQFGOQTIEVAGSA
PELGNWSTSAAIALDAVNYATNHPLWIGSVNLEAGDVIEYKY ISVGODGSVIWESDPNHTY TVPAVACVTEVVK
EDTWQS

43



ES 2370768 T3

9a) Posible secuencia de aminoéacidos de la glucoamilasa de Trichoderma longibrachiatum (IM192.027) (GA124) que
tiene 632 aminoéacidos (SEC ID No: 33), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las

posiciones de los residuos de aminoacidos 34 — 632 (SEC Id No: 45)

MHVLSTAVLL
AFGTSAGAVT
LOGLSNPSGS
QSTVSNVIWP
QSGSTYSSVA
AATFQPCSDK
AREQLYDATIY
FLSEAAKYVP
TIPSTCSGAS
QFGQTVEVAG
GSVTWESDPN

GSVAVQKVLG
ASPSTIDPDY
LTDGSGLGEP
TVRNDLNYVA
PQILCFLORF
ALSNLKVVVD
VWKKTGSITV
ADGSLAEQFD
VVGSYSRPTA
NAPALGNWSA
HTYTVPAVAC

RPGESGLSDV

TERSVDDFIS

YYMWTRDSAL
KFELTLKPFT
QYWNQTGFDL
WVSSGGYVDS
SFRSIYGVNEK
TATSLAFFQE
RNSGTPLSAL
TSFPPSQTPK
SAAVALDATIN
VTQVVKEDTW

VFENLVDRFT
GNWGRPQRDG
WEEVNGSSFF
NINTNEGRTG
GIPAGAAVAI
LVPGVAAGTY
HLTWSYASFL
PGVPSGTPYT
YADNHPLWIG
Qs

9b) Secuencia de la proteina madura para GA124 (SEC ID No: 45)

TETPTALNNL
ETYDAGLQRR
PALRAVALIG
TMANQHRALV
KDVNSVLTSI
GRYAEDVYFN
ASSSSTFTNI
TATARRAGIV
PLPCATPTSV
TVDLEAGDVV

LCHVGPDGCR
IEQYITAQVT
¥ SEWL INNNY
EGATLAATLG
HTFDENLGCD
GNFWYLATFA
INAVSTYADG
PPSWANSSAS
AVTFHELVST
EYEYTINVGQD

SVDDFISTETPIALNNLLCNVGPDGCRAFGTSAGAVIASPSTIDPDYYYMWTRDSALVFKNLVDRFTETYDAGL
ORRIEQYITAQVTLOGLSNPSGSLTDGSGLGEPKFELTLK PFTGNWGR PQRDGPALRAVAL I GY SKWL TNNNYQ
STVSNVIWPIVRNDLNYVAQYWNQTGFDLWEEVNGS SFFTMANQERALVEGATLAATLGQSGSTYSSVAPQILC
FLORFWVSSGCYVDSNINTNEGRTGKDVNSVLTS THTFDPNLGCDAATFQPC SDKALSNLKVVVDSFRSTYGVN
KGIPAGAAVAIGRYAEDVYFNGNPWYLATFAAAEQLYDATYVWKKTGS I TVTATSLAFFQELVPGVAAGTYASS
SSTFTNIINAVSTYADGFLSEAAKYVPADGSLAEQFDRNSGTPLSALHLTWSYASFLTATARRAGIVPPSWANS
SASTIPSTCSGASVVGSYSRPTATSFPPSQTPKPGVPSGTPYTPLPCATPTSV
AVTFHELVSTOFGOTVKVAGNAPALGNWSASAAVALDATNYADNH PLWIGTVDLEAGDVVEYKY INVGODGSVT -
WESDPNHTYTVPAVACVTQUVKEDTWQS '

10a) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Trichoderma asperellum (ATCC28020) (GA127) que
tiene 631 aminoéacidos (SEC ID No: 35), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las
posiciones de los residuos de aminoacidos 34 — 631 (SEC Id No: 46)

MEVLSTAVLL GSVAVOKVLG RPGSNGLSGV TKRSVDDFIN
AFGTSAGAVI ASPSTTDPDY YYMWTRDSAL VFKNIVDRET
LOGISNPSGS LSDGSGLGEP KFELTLSQFT GNWGRPQRDG
QSTVSNIIWP IVRNDLNYVA QYWNQTGFDL WEEVNGSSFF
QSGSTYSSVA PQILCFLORF WVSGGYIDSN INTNEGRTGK
STFOPCSDKA LSNLKVVVDS FRSIYGUNKG IPAGSAVAIG

TOTPIALNNL LCNVGPDGCR
QOQYDAGLQRR IEQYISAQVT
PALRATALIG YSKWLINNNY
TVANQHRALYV EGATLAATLG
DANSLLASIH TFDPSLGCDA
RYPEDVYFNG NPWYLATFAR
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AEQLYDSVYV WKKTGSITVT STSLAFFQEL VPGVAAGTYS SSQSTFTSII NAVSTYADGF
LSEAAMKYVPA DGSLAEQFDR NTGTPLSAVH LTWSYASFLT AARARRAGVVE PSWASSGANS
VPSSCSGASV VGSYSRPTAT SFPPSQTPEP GVPSGTPFTP IPCATPTSVA VTFHELATTQ
FGQTIEVAGS APELGNWSTS AATALDAVNY ATNHFLWIGS VSLEAGDVIE YEYINVGQDG
SVITWESDPNH TYTVPAVACY TEVVEEDTWQ S |

10b) Secuencia de la proteina madura para GA127 (SEC ID No: 46)

SVDDFINTQTPIALNNLLCNVGPDGCRAFGTSAGAVIASPSTTDPDY Y YMWTRDSALVFKNIVDRFTOQOYDAGL
QRRIEQYISAQVTLQGISNPSGSLSDGSGLGEPKFELTLSOFTGNWGRPORDGPALRATIALIGY SKWL INNNY(
STVSNIIWPIVENDLNYVAQYWNOTGFDLWEEVNGS SFFTVANQHRALVEGATLAATLGOSGSTYSSVAPQILC
FLORFWVSGGYIDSNINTNEGRTGRDANSLLASIHTFDPSLGCDASTFQPCSDKAL SNLEVVVDSFREIYGVNE
GIPAGSAVAIGRYPEDVYFNGNPWYLATFARAEQLYDSVYVIWKKTGSITVTSTSLAFFQELVPGVAAGTYSSS0
STFTSIINAVSTYADGFLSEAAKYVPADGSLAEQFDRNTGTPLSAVHLTWSYASFLTAAARRAGVVPESWASSG
ANSVPSSCSGASVVGESYSRPTATSFPPSOTPRPGVPSGTPFTPIPCATPTSVA
VIFHELATTOFGOTIKVAGSAPELGNWSTSAATALDAVINY ATNHPLWIGSVSLEAGDVIEYRKYINVGQDG
SVIWESDPNHTYTVPAVACVTEVVEKEDTWOS

11a) Posible secuencia de aminoacidos de la glucoamilasa de Trichoderma strictipilis (CBS347.93) (GA128) que
tiene 632 aminoacidos (SEC ID No: 37), en la que la secuencia de la proteina madura esta representada por las
posiciones de los residuos de aminoacidos 34 — 632 (SEC Id No: 47)

MHVLSTAVLL
AFGTSAGAVI
LOGLTNPSGS
QSTVSNVIWP
QSGSTYSSVA
AGTFQPCSDK
AAEQLYDATY
FVTEARKYVP
SISSTCSGAS
QFGQTVKAAG
GSVTWESDPN

GSVAVQRVLG
ASPSTTDPDY
LADGSGLGEP
IVENDLSYARA
POILCFLORF
ALSNFEVVVD
VWEETGSITV
TDGSLAEQFD
VVGSYSSPTA
SEPADGNWQT
HTYTVEPAVAC

RPGSSGLSDI
YYMWTRDSAL
KFELTLSPFT
QYWNQTGFDL
WVSSGGYVDS
SFRSIYGVNN
TATISLAFFQE
RNNGTPLSAL
TSFPPSQTPK
SAAVGLDAVN
VTEVVEEDTW

TERSVDDFIS
VFENLVDEFT
GNWGRPQRDG
WEEVEGSSFF
NINTNEGRTG
GIPAGARVAT
LVBGVTAGTY
HLTWSYASFL
PGVPSGTPYT
YADMNEPLWIG
s

11b) Secuencia de la proteina madura para GA128 (SEC ID No: 47)

TQTPIALNNL
ETYDAGLORR
PATLRATALIG
TVANQHRALV
KDVNSILTSI
GRYPEDVYFN
SSSQSTPTNE
TASARRAGVV
PLPCATPTSV
TVELEAGDVV

LCNVGPDGCR
IEQYITAQVT
Y SKWL INNNY
EGATLAATLG
HTFDPNLGCD
GNPWYLATFA
INAASTYADG
PPSWANSSAS
AVTFHELVST
EYKYINVGQOD

SVDDFISTQTPIALNNLLCNVGPDGCRAFGTSAGAVIASPSTTDPDYYYMWTRDSALVFKNLVDRFTETYDAGL
QRRIEQYITAQVTLOGLTNPSGSLADGSGLGEPKFELTLS PFTGNWGRPQRDGPALRATALIGYSKWLINNNYQ
STVSNVIWPIVRNDLSYAAQYWNQTGFDLWEEVSGSSFFTVANDHRALVEGATLAATLCOSGSTYSSVAPQILC
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FLORFWVSSGGYVDSNINTNEGRTGKDVNSILTSIHTFDPNLGCDAGTFQPC SDKALSNFKVVVDSFRSIYGUN
NGIPAGAAVAIGRYPEDVYFNGNPWYLATFAARAEQLYDATYVWKKTGS ITVTATISLAFFQELVPGVTAGTYSSS
QSTFTNIINAASTYADGFVTEARKYVPTDGSLAEQFDRNNGTPLSALHLTWS Y ASFLTASARRAGVVPPSWANS
SASSISSTCSGASVVGSYSSPTATSFPPSQTPKPGVPSGTPYTPLPCATRPTSY
AVTFHELVSTQFGQTVKAAGSAPALGNWSTSAAVGLDAVNY ADNHPLWIGTVELEAGDVVEYKY INVGODGSVT
WESDPNHTYTVPAVACVTEVVKEDTWQS
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Figura 16. Gel SDS-PAGE utilizado para determinar el PM de la TrGA purificada

1 2 kDa

L5, TR Emr
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Figura 17A Mapa del plasmido del vector de expresion pTrex3g de T. Reesei
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Figura 17B Mapa del plasmido que incluye el vector de expresion pNSP23 de T. Reesei, el gen de GA de T. Reesei
clonado en pTRex3g
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Figura 18

A.
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Figura 19

Carril 1: GA104
Carril 2: GA105
Carril 3: GA107

Carril 4: GA109

Carril 5: TrGA

Carril 6: Huésped T. reesei
Carril 7: Marcador PM
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Figura 20

A. Secuencia de aminoacidos de glucoamilasa de Aspergillus Niger (SEC Id No: 26) que incluye la secuencia
sefal

MSFRSLLALSGLVCTGLANVISKRATLDSWLSNEATVARTAILNNIGADGAWVSGADSG

TVVASPSTDNPDYFYTWTRDSGLVLKTLVDLFRNGDTSLLSTIENYISAQAIVQGISNPSG
DLSSGAGLGEPKFNVDETAYTGSWGRPQRDGPALRATAMIGFGQWLLDNGYTSTATDIVWP
LVRNDLSYVAQYWNQTGYDLWEEVNGSSFFTIAVOQHRALVEGSAFATAVGSSCSWCDSQAP
EILCYLQSFWTGSFILANFDSSRSGKDANTLLGSIHTFDPEAACDDSTFQPCSPRALANHK
EVVDSFRSIYTLNDGLSDSEAVAVGRYPEDTYYNGNPWFLCTLAAAEQLYDALYQWDKQGS
LEVTDVSLDFFKALYSDAATGTYSSSSSTYSSIVDAVKTFADGFVSIVETHAASNGSMSEQ
YDKSDGEQLSARDLTWSYAALLTANNRRNSVVPASWGETSASSVPGTCAATSAIGTYSSVT

VTSWPSIVATGGTTTTATPTGSGSVTSTSKTTATASKTSTSTSSTSCTTPTAVAVTFDLTA
TTTYGENIYLVGSISQLGDWETSDGIALSADKYTSSDPLWYVT
VTLPAGESFEYKFIRIESDDSVEWESDPNREYTVPQACGTSTATVIDTWR

B. Secuencia de aminoacidos de glucoamilasa de alfa amilasa de Aspergillus kawachi (AkAA) (SEC Id No: 27) que
incluye la secuencia sefial

MRVSTSSTALAVSLFGKLALGLSAAEWRTQSIYFLLTDRFGRTDNSTTATCNTGDQIYCGG
SWQGIINHLDYIQGMGFTAIWISPITEQLPQDTSDGEAYHGYWQQKIYNVNSNFGTADDLK
SLSDALHARGMYLMVDVVPNHMGYAGNGNDVDYSVFDPFDSSSYFHPYCLITDWDNLTMVQ

DCWEGDTIVSLPDLNTTETAVRT IWYDWVADLVSNYSVDGLRIDSVEEVEPDFFPGYQEAA
GVYCVGEVDNGNPALDCPYQKYLDGVLNY PIYWQLLYAFESSSGSISNLYNMIKSVASDCS -
DPTLLGNFIENHDNPRFASYTSDY SQAKNVLSYIFLSDGIPIVYAGEEQHYSGGDVPYNRE .
AEWLSGYDTSAELYTWIATTNAIRKL&ISADSDYITYANDPIYTD@NTIAMRKGTSGSQII
TVLSNKGSSGSSYTLTLSGSGYTSGTKLIEAYTCTSVTVDSNGDIPVPMASGLPRVLLPAS
VVDSSSLCGGSGNTTTTTTAATSTSKATTSSSSSSAAATTSSSCTATSTTLPITFEELVTT
TYGEEVYLSGSISQLGEWDTSDAVKLSADDYTSSNPEWSVTVSLPVGTTFEYKFIKVDEGG
SVTWESDPNREYTVPECGSGSGETVVDTWR
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