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DESCRIPCION
Polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa y polinucleétidos que codifican los mismos
Referencia a un listado de secuencias
[0001] Esta solicitud contiene un listado de secuencias en formato legible por ordenador.
Referencia a un depdsito de material biolégico

[0002] Esta solicitud contiene una referencia a un depdsito de material biolégico. Para informacion completa véase el
ultimo parrafo de la descripcion.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

[0003] La presente invencion se refiere a polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa y polinucleétidos que
codifican los polipéptidos. La invencion también se refiere a constructos de acidos nucleicos, vectores y células huésped
que comprenden los polinucledtidos al igual que métodos para producir y utilizar los polipéptidos y para usar las
glucoamilasas de la invencion para conversion de almidon para producir productos de fermentacion, tal como etanol y
jarabes, tal como glucosa. La invencién también se refiere a una composicién que comprende una glucoamilasa de la
invencion.

Descripcion de las técnicas relacionadas

[0004] Glucoamilasa (1,4-alfa-D-glucano glucohidrolasa, EC 3.2.1.3) es una enzima que cataliza la liberaciéon de D-
glucosa a partir de las extremidades no-reducidas de las moléculas de oligo o polisacaridos relacionadas o de almidon.
Las glucoamilasas son producidas por diferentes hongos filamentosos y levadura, siendo aquellos de Aspergillus los
mas importantes comercialmente.

[0005] Comercialmente, las glucoamilasas se utilizan para convertir material amilaceo, que ya esta parcialmente
hidrolizado por una alfa-amilasa, en glucosa. La glucosa puede luego ser convertida directa o indirectamente en un
producto de fermentacion utilizando un organismo fermentador. Ejemplos de productos de fermentacién comerciales
incluyen alcoholes (por ejemplo, etanol, metanol, butanol, 1,3-propanediol), acidos organicos (por ejemplo, acido citrico,
acido aceético, acido itaconico, acido lactico, acido glucénico, gluconato, acido lactico, acido succinico, acido 2,5-diketo-
D-gluconico), cetonas (por ejemplo, acetona), aminoacidos (por ejemplo, acido glutamico), gases (por ejemplo, Hy y
CO,) y compuestos mas complejos, incluyendo, por ejemplo, antibiéticos (por ejemplo, penicilina y tetraciclina),
enzimas, vitaminas (por ejemplo, riboflavina, B2, beta-caroteno), hormonas y otros compuestos que son dificiles de
producir sintéticamente. Los procesos de fermentacion se usan también comunmente en las industrias del alcohol
consumible (por ejemplo, cerveza y vino) y de los productos lacteos (por ejemplo, en la produccién de yogur y queso).

[0006] El producto final también puede ser un jarabe. Por ejemplo, el producto final puede ser glucosa, pero también
puede ser convertido, por ejemplo, por una glucosa isomerasa en fructosa o una mezcla compuesta casi igualmente de
glucosa y fructosa. Esta mezcla, o una mezcla mas enriquecida con fructosa, es el jarabe de maiz rico en fructosa
(HFCS) usado mas frecuentemente comercializado en todo el mundo.

[0007] Es un objeto de la presente invencidon proporcionar polipéptidos que tengan actividad de glucoamilasa y
polinucleétidos que codifiquen los polipéptidos y que proporcionen un rendimiento elevado en los procesos de
produccion del producto de fermentacion, tales como los procesos de produccion de etanol, incluyendo procesos de
fermentacion de etanol de una unica fase a partir de almidén crudo no gelatinizado (o no cocinado).

[0008] Uniprot: BOCVJ1 divulga un polipéptido de Laccaria bicolor y la WO 2006/069289 describe una glucoamilasa de
Trametes cingulata.

Resumen de la invencién

[0009] Polipéptidos producidos por el hongo Gloeophyllum y que tienen actividad de glucoamilasa se han identificado y
caracterizado. De forma mas particular la Gloeophillum sp. se selecciona del grupo consistente en G. abietinum, G.
sepiarium, y G. trabeum.

[0010] Por consiguiente, la presente invencion se refiere en un primer aspecto a un polipéptido aislado que tiene
actividad de glucoamilasa, seleccionado del grupo que consiste en: (a) un polipéptido que incluye una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 85%, de forma mas preferible al menos 86%, de forma mas preferible al menos 87%,
de forma mas preferible al menos 88%, de forma mas preferible al menos 89%, de forma mas preferible al menos 90%,
de forma mas preferible al menos 91%, de forma mas preferible al menos 92%, incluso de forma mas preferible al
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menos 93%, de la forma mas preferible al menos 94%, e incluso de la forma mas preferible al menos 95%, tal como al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o incluso 100% de identidad con los aminoacidos 18 a 573
de SEC IDn% 2, SEC ID n°: 4; SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, o aminoacidos
18 a 576 de SEC ID n°: 16, o SEC ID n°: 18, (b) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 85%, de forma mas preferible al menos 86%, de forma mas preferible al menos 87%, de forma mas preferible al
menos 88%, de forma mas preferible al menos 89%, de forma mas preferible al menos 90%, de forma mas preferible al
menos 91%, de forma mas preferible al menos 92%, de forma incluso mas preferible al menos 93%, de la forma mas
preferible al menos 94%, y de la forma incluso mas preferible al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98%, al menos 99% o incluso 100% de identidad con el dominio catalitico mostrado como aminoacidos 19 a 474
de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4; SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14 o aminoacidos
19 a 471 de SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18; (c) un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos con al menos 82%, de forma mas preferible al menos 83%, de forma mas preferible al menos
84%, de forma mas preferible al menos 85%, de forma mas preferible al menos 86%, de forma mas preferible al menos
87%, de forma mas preferible al menos 88%, de forma mas preferible al menos 89%, de forma mas preferible al menos
90%, de forma mas preferible al menos 91%, de forma mas preferible al menos 92%, de forma incluso mas preferible al
menos 93%, de la forma mas preferible al menos 95%, e incluso de la forma mas preferible al menos 95%, tal como al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o incluso 100% de identidad con la secuencia codificante de
SEC IDn° 1, SECID n% 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°:9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°® 13, SEC ID n°: 15, o
SEC ID n° 17 que codifica los aminoacidos 18 a 573 de SEC ID n°; 2, SEC ID n°: 4; SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID
n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14 o0 aminoéacidos 18 a 576 de SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18.

[0011] La presente invencién se refiere en un segundo aspecto a un polinucleétido aislado que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido del primer aspecto.

[0012] En otros aspectos la invencién se refiere a un constructo de acidos nucleicos, un vector de expresion
recombinante, una célula huésped recombinante, una planta transgénica, una parte de planta o célula vegetal que
comprende el polinucleétido del segundo aspecto.

[0013] En otros aspectos, la invencién se refiere a un método para producir el polipéptido, usos del polipéptido y una
composicion que incluye una alfa-amilasa y el polipéptido.

Definiciones

[0014] Glucoamilasa: el término glucoamilasa (1,4-alfa-D-glucano glucohidrolasa, EC 3.2.1.3) se define como una
enzima que cataliza la liberacién de D-glucosa de las extremidades no reducidas de almidén o moléculas relacionadas
de oligo y polisacaridos. Para fines de la presente invencion, la actividad de glucoamilasa se determina segun el
procedimiento descrito en la seccién que aparece mas adelante "Materiales y Métodos".

[0015] Los polipéptidos de la presente invencién tienen al menos 20%, preferiblemente al menos 40%, preferiblemente
al menos 45%, de forma mas preferible al menos 50%, preferiblemente al menos 55%, de forma mas preferible al
menos 60%, preferiblemente al menos 65%, de forma mas preferible al menos 70%, preferiblemente al menos 75%, de
forma mas preferible al menos 80%, de forma mas preferible al menos 85%, incluso de la forma mas preferible al menos
90%, de la forma mas preferible al menos 95%, e incluso de la forma mas preferible al menos 100% de la actividad de
glucoamilasa del polipéptido maduro de SEC ID n° 2 o una secuencia homoéloga del mismo, SEC ID n° 4 o una
secuencia homéloga del mismo, SEC ID n°: 6 o una secuencia homéloga del mismo, SEC ID n°: 8 o una secuencia
homéloga del mismo, SEC ID n° 10 o una secuencia homologa del mismo, SEC ID n°: 12 o una secuencia homdloga
del mismo, SEC ID n°: 14 o una secuencia homodloga del mismo, SEC ID n°: 16 o una secuencia homéloga del mismo, O
SEC ID n°: 18 o una secuencia homdloga del mismo.

[0016] Polipéptido aislado: el término "polipéptido aislado", como se usa aqui, se refiere a un polipéptido que es
aislado a partir de una fuente. Preferiblemente, el polipéptido es al menos 1% puro, preferiblemente al menos 5% puro,
de forma mas preferible al menos 10% puro, de forma mas preferible al menos 20% puro, de forma mas preferible al
menos 40% puro, de forma mas preferible al menos 60%, incluso de forma mas preferible al menos 80% puro y de la
forma mas preferible al menos 90% puro, segun se determina por SDS-PAGE.

[0017] Polipéptido sustancialmente puro: el término "polipéptido sustancialmente puro" denota aqui una preparacion
de polipéptido que contiene como mucho 10%, preferiblemente como mucho 8%, de forma mas preferible como mucho
6%, de forma mas preferible como mucho 5%, de forma mas preferible como mucho 4%, de forma mas preferible como
mucho 3%, incluso de forma mas preferible como mucho 2%, de la forma mas preferible como mucho 1%, e incluso de
la forma mas preferible como mucho 0,5% en peso de otro material de polipéptido con el que esta originalmente o
recombinantemente asociado. Se prefiere, por lo tanto, que el polipéptido sustancialmente puro sea al menos 92% puro,
preferiblemente al menos 94% puro, de forma mas preferible al menos 95% puro, de forma mas preferible al menos
96% puro, de forma mas preferible al menos 96% puro, de forma mas preferible al menos 97% puro, de forma mas
preferible al menos 98%, puro incluso de forma mas preferible al menos 99%, de la forma mas preferible al menos
99.5% puro, e incluso de la forma mas preferible 100% puro en peso del material de polipéptido total presente en la
preparacion. Los polipéptidos de la presente invencion estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura, es
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decir, que la preparacion de polipéptido esta esencialmente libre de otro material de polipéptido con el cual esté
originalmente o de forma recombinante asociado. Esto se puede conseguir, por ejemplo, preparando el polipéptido por
métodos recombinantes bien conocidos o por métodos de purificacién tradicionales.

[0018] Polipéptido maduro: el término "polipéptido maduro” se refiere a un polipéptido en su forma final después de
traduccion y cualquier modificacion post traduccional, tal como tratamiento de N-terminal, truncamiento de C-terminal,
glicosilacion, fosforilacion, etc. En un aspecto, el polipéptido maduro es los aminoacidos 18 a 573 de SEC ID n°: 2, SEC
ID n° 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14 o aminoéacidos 18 a 576 de SEC ID n°®:
16 o de la SEC ID n°: 18 basado en el programa SignalP (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6) que predice
que los aminoacidos 1 a 17 de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12,
SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16 y SEC ID n°: 18 son un péptido sefal. La secuencia definida por los aminoacidos 19 a 474
(en particular 19 a 471) de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC
ID n° 14 o0 aminoacidos 19 a 471 de la SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18 es el dominio catalitico. La secuencia definida por
los aminoacidos 480 a 573 de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12,
SEC ID n° 14 o0 aminoacidos 483 a 576 de SEC ID n° 16 o SEC ID n°: 18 es un dominio de unién al almidén.

[0019] Secuencia codificante del polipéptido maduro: el término "secuencia codificante del polipéptido maduro" se
define aqui como una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido maduro que tiene actividad de glucoamilasa.
Preferiblemente, la secuencia codificante del polipéptido maduro es los nucleétidos 52 a 1719 de SEC ID n°: 1, SEC ID
n% 3, SEC ID n° 5, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, o nucleétidos 52 a 1728 de
SEC ID n°: 150 SEC ID n°: 17.

[0020] Identidad: la relaciéon entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nucledtidos es descrita
por el parametro "identidad".

[0021] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina
utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) segun se
implementa en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software
Suite, Rice et al., 2000, Trends in Genetics 16: 276- 277), preferiblemente la version 3.0.0 o posterior. Los parametros
opcionales usados son penalizacién por apertura de gap de 10, penalizacion por extension de gap de 0,5 y la matriz de
sustitucion EBLOSUMG62 (versién de EMBOSS de BLOSUMG62). La salida de Needle marcada como "identidad mas
larga" (obtenida utilizando la opcién -nobrief) se usa como la identidad en porcentaje y se calcula de la siguiente
manera:

(residuos idénticos x 100)/(longitud de alineamiento - numero total de gaps en el alineamiento).

[0022] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de desoxirribonucleétidos se
determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, supra) segun se implementa en
el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et
al., 2000, supra), preferiblemente versién 3.0.0 o superior. Los parametros opcionales usados son penalizacion por
apertura de gap de 10, penalizacion por extension de gap de 0,5 y la matriz de sustitucion EDNAFULL (versién de
EMBOSS de NCBI NUC4.4). La salida de Needle etiquetada como "identidad mas larga" (obtenida utilizando la opcién -
nobrief) se usa como la identidad en porcentaje y se calcula de la siguiente manera:

(Desoxirribonucledtidos idénticos x 100)/(Longitud de alineamiento — Numero total de gaps en el alineamiento)

[0023] Secuencia homoéloga: el término "secuencia homodloga" se define aqui como una secuencia de
nucledtidos/secuencia de polipéptidos que tiene un grado de identidad con la parte codificante del polipéptido maduro de
SECIDn% 1, SECIDn% 3,SEC IDn° 5, SEC IDn®° 7, SEC ID n° 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15, o
SEC ID n°: 17 o al polipéptido maduro de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID
n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18, respectivamente, de al menos 82%, de forma mas preferible al
menos 83%, de forma mas preferible al menos 84%, de forma mas preferible al menos 85%, de forma mas preferible al
menos 86%, de forma mas preferible al menos 87%, de forma mas preferible al menos 88%, de forma mas preferible al
menos 89%, de forma mas preferible al menos 90%, de forma mas preferible al menos 91%, de forma mas preferible al
menos 92%, incluso de forma mas preferible al menos 93%, de la forma mas preferible al menos 94%, e incluso de la
forma mas preferible al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o incluso al menos 99%.

[0024] Fragmento de polipéptido: el término "fragmento de polipéptido" se define aqui como un polipéptido que tiene
uno o mas aminoacidos (diferentes) eliminados del término amino y/o carboxilo del polipéptido maduro de SEC ID n°: 2,
SEC ID n°: 4; SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16, o SEC ID n°: 18;
0 una secuencia homologa de la misma; donde el fragmento tiene actividad de glucoamilasa. Preferiblemente, un
fragmento contiene al menos 500 residuos de aminoacidos, de forma mas preferible al menos 450 aminoacidos y de la
forma mas preferible al menos 400 residuos de aminoacidos, del polipéptido maduro de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4,
SEC ID n° 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n° 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n° 14, SEC ID n° 16 o SEC ID n°: 18, o una
secuencia homologa de la misma. Un fragmento particular es la secuencia definida por los aminoacidos 19 a 474 de
SEC ID n° 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14 o0 aminoacidos 19 a
471 de la SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18 que comprenden el dominio catalitico del polipéptido de la invencién.
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[0025] Subsecuencia: el término "subsecuencia" se define aqui como una secuencia de nucleétidos que tiene uno o
mas nucleotidos (diferentes) eliminados del extremo 5' y/o 3' de la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC
IDn° 1, SEC IDn° 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID
n°: 17 o una secuencia homdloga de la misma; donde la subsecuencia codifica un fragmento del polipéptido que tiene
actividad de glucoamilasa. Preferiblemente, una subsecuencia contiene al menos 1500 nucleétidos, de forma mas
preferible al menos 1400 nucledtidos y de la forma mas preferible al menos 1200 nucleétidos de la secuencia codificante
del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n° 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID
n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17 o una secuencia homéloga de la misma.

[0026] Variante alélica: el término "variante alélica" denota aqui cualquiera de las dos o mas formas alternativas de un
gen que ocupa el mismo locus cromosomico. La variacion alélica surge naturalmente a través de la mutacion, y puede
dar provocar polimorfismo dentro de poblaciones. Las mutaciones de gen pueden ser silenciosas (sin cambios en el
polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tiene secuencias de aminoacidos alteradas. Una variante
alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.

[0027] Polinucleétido aislado: el término "polinucledtido aislado" como se usa aqui se refiere a un polinucleétido que
es aislado de una fuente. Preferiblemente, el polinucleétido es al menos 1 % puro, preferiblemente al menos 5% puro,
de forma mas preferible al menos 10% puro, de forma mas preferible al menos 20% puro, de forma mas preferible al
menos 40% puro, de forma mas preferible al menos 60% puro, incluso de forma mas preferible al menos 80% puro y de
la forma mas preferible al menos 90% puro, como se determina por electroforesis de agarosa.

[0028] Polinucledtido sustancialmente puro: el término "polinucleétido sustancialmente puro" como se usa aqui se
refiere a una preparacion polinucledétida libre de otros nucledtidos extrafios o indeseados y en una forma adecuada para
su uso dentro de sistemas de produccion de proteina genéticamente modificados. Asi, un polinucleétido
sustancialmente puro contiene como mucho 10%, preferiblemente como mucho 8%, de forma mas preferible como
mucho 6%, de forma mas preferible como mucho 5%, de forma mas preferible como mucho 4%, de forma mas preferible
como mucho 3%, incluso de forma mas preferible como mucho 2%, de la forma mas preferible como mucho 1%, e
incluso de la forma mas preferible como mucho 0,5% en peso de otro material polinucleétido con el cual esté
originalmente o de forma recombinante asociado. Un polinucleétido sustancialmente puro puede, no obstante, incluir
regiones no traducidas 5' y 3' de origen natural, tales como promotores y terminadores. Se prefiere que el polinucleétido
sustancialmente puro sea al menos 90% puro, preferiblemente al menos 92% puro, de forma mas preferible al menos
94% puro, de forma mas preferible al menos 95% puro, de forma mas preferible al menos 96% puro, de forma mas
preferible al menos 97% puro, incluso de forma mas preferible al menos 98% puro, de la forma mas preferible al menos
99% e incluso de la forma mas preferible al menos 99,5% puro en peso. Los polinucleétidos de la presente invencion
estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura, es decir, que la preparacién polinucledtida esta
esencialmente libre de otro material polinucleétido con el cual esta asociado de forma original o recombinante. Los
polinucleétidos pueden ser de origen genémico, de ADNc, ARN, semisintético, sintético o cualquier combinacién de los
mismos.

[0029] Secuencia codificante: cuando se usa aqui, el término "secuencia codificante" se refiere a una secuencia de
nucledtidos que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto proteinico. Los limites de la
secuencia codificante estan generalmente determinados por un marco de lectura abierto, que normalmente empieza con
el coddn de inicio ATG o codones de inicio alternativos tales como GTG y TTG y acaba con un codén de terminacion tal
como, TAA, TAG y TGA. La secuencia codificante puede ser una secuencia de nucleétidos de ADN, ADNCc, sintética o
recombinante.

[0030] ADNc: el término "ADNc" se define aqui como una molécula de ADN que se puede preparar por transcripcion
inversa a partir de una molécula de ARNm madura empalmada obtenida a partir de una célula eucariota. Secuencias de
intrén de defectos de ADNc que son normalmente presentes en el ADN gendémico correspondiente. El transcrito de ARN
primario inicial es un precursor de ARNm que se procesa a través de una serie de pasos antes de aparecer como
ARNm empalmado maduro. Estos pasos incluyen la eliminacién de secuencias de intrones por un proceso llamado
empalme. Al ADNc derivado de ARNm le falta, por lo tanto, cualquier secuencias de intrones.

[0031] Constructo de acidos nucleicos: el término "constructo de acidos nucleicos" como se utiliza en este caso se
refiere a una molécula de acido nucleico, mono o bicatenaria, que es aislada a partir de un gen de origen natural o que
se modifica para que contenga segmentos de acidos nucleicos de manera que no existirian de modo en la naturaleza o
que es sintética. El término constructo de acidos nucleicos es sinébnimos del término "casete de expresioén" cuando el
constructo de acidos nucleicos contiene las secuencias de control requeridas para la expresion de una secuencia
codificante de la presente invencion.

[0032] Secuencias de control: el término "secuencias de control" se define aqui para incluir todos los componentes
necesarios para la expresion de un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencién. Cada secuencia
de control puede ser nativa o foranea de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido o nativo o foraneo entre
si. Tales secuencias de control incluyen, pero de forma no limitativa, una secuencia de poliadenilacion lider, secuencia
de propéptido, promotor, secuencia de péptido sefial y terminador de transcripcion. Como minimo, las secuencias de
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control incluyen un promotor y sefiales de parada transcripcional y traduccionales. Las secuencias de control pueden
estar provistas de enlaces para introducir sitios de restriccion especificos que faciliten el ligamiento de las secuencias de
control con la region de codificacion de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido.

[0033] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" denota aqui una configuracion en la que una
secuencia de control se coloca en una posicién apropiada con respecto a la secuencia de codificacién de la secuencia
polinucleétida de manera que la secuencia de control dirija la expresion de la secuencia codificante de un polipéptido.

[0034] Expresion: el término "expresion” incluye cualquier paso implicado en la produccion del polipéptido incluyendo,
pero no limitado a, transcripcién, modificacién postranscripcional, traduccion, modificacion postraduccional y secrecion.

[0035] Vector de expresion: el término "vector de expresiéon” se define aqui como una molécula de ADN lineal o circular
que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencion y esta operativamente enlazado a
nucleodtidos adicionales que proporcionan su expresion.

[0036] Célula huésped: el término "célula huésped", como se utiliza en este caso, incluye cualquier tipo de célula que
sea susceptible de transformacion, transfeccion, transduccién y similares con un constructo de acidos nucleicos o vector
de expresion que comprenda un polinucleétido de la presente invencion.

[0037] Modificacién: el término "modificacion" se refiere a cualquier modificacion quimica del polipéptido que consista
en el polipéptido maduro de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC
ID n° 14, SEC ID n° 16 o SEC ID n°: 18; o una secuencia homodloga de la misma; al igual que a la manipulacion
genética del ADN que codifica tal polipéptido. La modificacion puede ser una sustitucion, una eliminacién y/o una
insercion de uno o varios aminoacidos (diferentes) al igual que reemplazos de una o varias (diferentes) cadenas
laterales de aminoacidos.

[0038] Variante: cuando se usa aqui, el término "variante" se refiere a un polipéptido que tiene actividad de
glucoamilasa que incluye una alteracion, es decir, una sustitucion, insercion, y/o eliminacion de uno o varios (diferentes)
residuos de aminoacidos en una o varias (diferentes) posiciones. Una sustitucion se refiere a una sustitucion de un
aminoacido que ocupa una posicion con un aminoacido diferente; una eliminaciéon se refiere a la eliminacién de un
aminoacido que ocupa una posicién y una insercion se refiere a la adicion de 1-3 aminoacidos adyacentes a un
aminoacido que ocupa una posicion.

Descripcion detallada de la invencion
Polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa

[0039] En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos aislados que comprenden una secuencia de
aminoacidos que tiene un grado de identidad con el polipéptido maduro de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6,
SEC ID n°: 8, SEC ID n° 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18 de al menos 85%, de forma
mas preferible al menos 86%, de forma mas preferible al menos 87%, de forma mas preferible al menos 88%, de forma
mas preferible al menos 89%, de forma mas preferible al menos 90%, de forma mas preferible al menos 91%, de forma
mas preferible al menos 92%, incluso de forma mas preferible al menos 93%, de la forma mas preferible al menos 94%,
e incluso de la forma mas preferible al menos 95%, tal como incluso al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al
menos 99% o incluso 100% de identidad, que tiene actividad de glucoamilasa (de ahora en adelante "polipéptidos
homoélogos"). Preferiblemente, los polipéptidos homélogos tienen una secuencia de aminoacidos que difiere en diez
aminoacidos, preferiblemente en cinco aminoacidos, de forma mas preferible en cuatro aminoacidos, incluso de forma
mas preferible en tres aminoacidos, de la forma mas preferible en dos aminoacidos, e incluso de la forma mas preferible
en un aminoacido del polipéptido maduro de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4 SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC
ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18.

[0040] Un polipéptido de la presente invencion preferiblemente comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°:
2,SEC ID n®: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16 0 SEC ID n°: 18
o un fragmento de la misma que tiene actividad de glucoamilasa. Preferiblemente, el polipéptido comprende la
secuencia de aminodacidos de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12,
SEC ID n° 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n° 18. En otro aspecto preferido, el polipéptido comprende el polipéptido
maduro de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID
n°: 16 o SEC ID n°: 18; o un fragmento del mismo que tiene actividad de glucoamilasa. En otro aspecto preferido de la
divulgacion, el polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 2 o de SEC ID n°: 4; o un fragmento
de la misma que tiene actividad de glucoamilasa. En otro aspecto preferido, el polipéptido consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14,
SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18.

[0041] La presente divulgacion se refiere a polipéptidos aislados que tienen actividad de glucoamilasa que son
codificados por polinucleétidos que hibridan bajo condiciones de astringencia preferiblemente muy bajas, condiciones de
astringencia de forma mas preferible bajas, de forma mas preferible condiciones de astringencia media, condiciones de
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astringencia de forma mas preferible medio altas, condiciones de astringencia altas incluso de forma mas preferible, y
de la forma mas preferible condiciones de astringencia altisimas con (i) la secuencia codificante del polipéptido maduro
de SECIDn° 1, SEC ID n° 3, SEC ID n° 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n®: 13, SEC ID n®: 15 0
SEC ID n° 17, (ii) la secuencia de ADN gendmico que comprende la secuencia codificante del polipéptido maduro de
SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 150
SEC ID n°: 17, (iii) una subsecuencia de (i) o (ii), o (iv) una cadena complementaria en toda su longitud de (i); (ii), o (iii)
(J. Sambrook, E.F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d edition, Cold Spring
Harbor, New York). Una subsecuencia de la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3,
SEC ID n° 5, SEC ID n° 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 o SEC ID n°: 17 contiene al
menos 100 nucleétidos contiguos o preferiblemente al menos 200 nucledtidos contiguos. Ademas, la subsecuencia
puede codificar un fragmento de polipéptido que tiene actividad de glucoamilasa. Preferiblemente, la cadena
complementaria es la cadena complementaria en toda su longitud de la secuencia codificante del polipéptido maduro de
SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n° 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 150
SEC ID n°: 17.

[0042] La secuencia de nucledtidos de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°®:
11, SEC ID n° 13, SEC ID n° 15 o SEC ID n° 17; o una subsecuencia de la misma; asi como la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14,
SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18; o un fragmento de la misma; se puede usar para designar sondas de acidos nucleicos
de disefo para identificar y clonar ADN que codifica polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa a partir de cepas
de diferentes géneros o especies segun métodos bien conocidos en la técnica. En particular, tales sondas se pueden
usar para hibridacion con el ADNc o gendmico del género o especie de interés, siguiendo procedimientos de
transferencia de Southern estandar, para identificar y aislar el gen correspondiente del mismo. Tales sondas pueden ser
considerablemente mas cortas que la secuencia entera, pero deberian tener al menos 14, preferiblemente al menos 25,
de forma mas preferible al menos 35, y de la forma mas preferible al menos 70 nucleétidos de longitud. Se prefiere, no
obstante, que la sonda de acidos nucleicos tenga al menos 100 nucledétidos de longitud. Por ejemplo, la sonda de acidos
nucleicos puede tener al menos 200 nucleétidos, preferiblemente al menos 300 nucleétidos, de forma mas preferible al
menos 400 nucledtidos o de la forma mas preferible al menos 500 nucleétidos de longitud. Se pueden usar sondas
incluso mas largas, por ejemplo, sondas de acidos nucleicos que tengan preferiblemente al menos 600 nucledtidos, de
forma mas preferible al menos 700 nucleétidos, incluso de forma mas preferible al menos 800 nucledtidos o de la forma
mas preferible al menos 900 nucleétidos de longitud. Se pueden usar sondas de ADNzy de ARN. Las sondas estan
tipicamente marcadas para la deteccion del gen correspondiente (por ejemplo, con 33P, 3 P, 3H, 358, biotina, o avidina).
Tales sondas estan abarcadas por la presente invencion.

[0043] Un ADN gendémico o genoteca de ADNc obtenido a partir de tales otras cepas se puede seleccionar, por lo tanto,
para ADN que hibridiza con las sondas anteriormente descritas y codifica un polipéptido que tiene actividad de
glucoamilasa. ADN gendmico u otro de tales otras cepas se puede separar por electroféresis en gel de poliacrilamida o
agarosa, u otras técnicas de separacion. ADN de las genotecas o el ADN separado se pueden transferir e inmovilizar en
nitrocelulosa u otro material portador adecuado. Para identificar un clon o ADN que sea homélogo con SEC ID n°: 1,
SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 150 SEC ID n°: 17, 0
una subsecuencia de la misma, el material portador se usa preferiblemente en una transferencia de Southern.

[0044] Para fines de la presente divulgacion, la hibridacién indica que la secuencia de nucleétidos hibridiza a una sonda
de acido nucleico marcada que corresponde con la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC
ID n° 3, SEC ID n° 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17, la
secuencia de ADN gendmico que comprende la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID
n% 3, SEC ID n° 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17, su cadena
complementaria en toda su longitud, o una subsecuencia de la misma, bajo condiciones de astringencia de muy bajas a
muy altas. Las moléculas a las que la sonda de acido nucleico hibridiza bajo estas condiciones se pueden detectar
usando, por ejemplo, pelicula radiografica.

[0045] Preferiblemente, la sonda de acidos nucleicos es la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°:
1. En otro aspecto preferido, la sonda de acidos nucleicos es una secuencia de polinucleétidos que codifica el
polipéptido de SEC ID n°: 2, o una subsecuencia de la misma. En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es
SEC ID n°: 1. En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es la secuencia de polinucleétidos contenida en el
plasmido en la cepa de E. coli DSM 23222, donde la secuencia de polinucleétidos de la misma codifica un polipéptido
que tiene actividad de glucoamilasa. En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es la regién de codificacion
del polipéptido maduro contenida en el plasmido en la cepa de E. coli DSM 23222.

[0046] Preferiblemente, la sonda de acidos nucleicos es la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°:
3, SEC ID n% 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 o SEC ID n°: 17. En otro
aspecto preferido, la sonda de acidos nucleicos es una secuencia de polinucleétidos que codifica el polipéptido de SEC
ID n° 4, SEC ID n° 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16, SEC ID n°: 18 o una
subsecuencia de la misma. En otro aspecto preferido, la sonda de acidos nucleicos es SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC
IDn°:7,SEC IDn° 9, SECID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17.
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[0047] Para sondas largas de al menos 100 nucledtidos de longitud, condiciones de astringencia de muy bajas a muy
altas son definidas como prehibridacion e hibridacion a 42°C en 5X SSPE, 0,3% de SDS, 200 microgramos/ml de ADN
esperma de salmon cortado y desnaturalizado, y bien 25% de formamida para astringencias muy bajas y bajas, 35% de
formamida para astringencias medias y medio altas, o 50% de formamida para astringencias altas y muy altas,
siguiendo procedimientos de transferencia de Southern estandar durante 12 a 24 horas 6ptimamente.

[0048] Para sondas largas de al menos 100 nucledétidos de longitud, el material portador se lava finalmente tres veces
cada uno durante 15 minutos usando 2X SSC, 0,2% de SDS preferiblemente a 45°C (astringencia muy baja), de forma
mas preferible a 50°C (astringencia baja), de forma mas preferible a 55°C (astringencia media), de forma mas preferible
a 60°C (astringencia medio alta), incluso de forma mas preferible a 65°C (astringencia alta) y de la forma mas preferible
a 70°C (astringencia muy alta).

[0049] Para sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucleétidos de longitud,
las condiciones de astringencia son definidas como prehibridacion, hibridaciéon y post-hibridaciéon de lavado en
aproximadamente 5°C a aproximadamente 10°C por debajo de la Tn, calculada utilizando el calculo segun Bolton y
McCarthy (11962, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 48:1390) en 0,9 M de NaCl, 0,09 M de Tris-
HCl pH 7,6, 6 mM de EDTA, 0,5% de NP-40, 1X solucién de Denhardt, 1 mM de pirofosfato de sodio, 1 mM de fosfato
monobasico de sodio, 0,1 mM de ATP y 0,2 mg de ARN de levadura por ml siguiendo procedimientos de transferencia
de Southern estandar durante 12 a 24 horas 6ptimamente.

[0050] Para sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucleétidos de longitud,
el material portador se lava una vez en 6X SCC mas 0,1% de SDS durante 15 minutos y dos veces cada uno durante 15
minutos usando 6X SSC a 5°C a 10°C por debajo de la Tr, calculada.

[0051] En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere a polipéptidos aislados que tienen actividad de
glucoamilasa codificados por polinucleétidos que comprenden o consisten en las secuencias de nucleétidos que tienen
un grado de identidad con la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5,
SEC ID n% 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n° 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17 de al menos 85%, de forma
mas preferible al menos 86%, de forma mas preferible al menos 87%, de forma mas preferible al menos 88%, de forma
mas preferible al menos 89%, de forma mas preferible al menos 90%, de forma mas preferible al menos 91%, de forma
mas preferible al menos 92%, incluso de forma mas preferible al menos 93%, de la forma mas preferible al menos 94%,
e incluso de la forma mas preferible al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos
99%, que codifican un polipéptido activo. Véase la seccion de polinucleétidos aqui.

[0052] La presente invencién también se refiere a variantes artificiales que comprenden una sustitucion, eliminacién y/o
insercidon de uno o varios (o diferentes) aminoacidos del polipéptido maduro de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°:
6, SEC ID n° 8, SEC ID n° 10, SEC ID n° 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n° 16 o SEC ID n° 18; o una secuencia
homoéloga de la misma. Preferiblemente, los cambios de aminoacidos son de naturaleza menor, es decir sustituciones
de aminoacidos conservadoras o inserciones que no afectan significativamente al plegado y/o la actividad de la
proteina, deleciones pequefias, tipicamente de uno a aproximadamente 30 aminoacidos, pequefias extensiones amino o
carboxi terminales, tales como un residuo de metionina aminoterminal, un péptido enlazador pequefio de hasta
aproximadamente 20-25 residuos o una extensién pequeiia que facilite la purificacion por cambio de la carga de red u
otra funcioén, tal como un tracto de polihistidina, un epitopo antigénico o un dominio de union.

[0053] Ejemplos de sustituciones conservadoras estan en el grupo de los aminoacidos basicos (arginina, lisina e
histidina), aminoacidos acidos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparagina),
aminoacidos hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) y
aminoacidos pequeios (glicina, alanina, serina, treonina y metionina). Sustituciones de aminoacidos que generalmente
no alteran la actividad especifica se conocen en la técnica y son descritas, por ejemplo, por H. Neurath y R.L. Hill, 1979,
In, The Proteins, Academic Press, Nueva York. Los intercambios que se producen de forma mas frecuente son Ala/Ser,
Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle,
Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly.

[0054] Ademas de los 20 aminoacidos estandar, aminoacidos no estandar (tales como 4-hidroxiprolina, 6-N-metil lisina,
acido 2-aminoisobutirico, isovalina y alfa-metil serina) se pueden sustituir por residuos de aminoacidos de un polipéptido
de tipo salvaje. Un numero limitado de aminoacidos no conservadores, aminoacidos que no son codificados por el
codigo genético y aminoacidos no naturales pueden ser sustituidos por residuos de aminoacidos. "Aminoacidos no
naturales" se han modificado después de sintesis de proteina y/o tienen una estructura quimica en sus cadenas
laterales diferente de la de los aminoacidos de estandar. Aminoacidos no naturales se pueden sintetizar quimicamente
y, preferiblemente, estan disponibles comercialmente e incluyen acido pipecdlico, acido carboxilico de tiazolidina,
dehidroprolina, 3- y 4-metilprolina y 3,3-dimetilprolina.

[0055] Alternativamente, los cambios de aminoacidos son de tal naturaleza que las propiedades fisico quimicas de los
polipéptidos se ven alteradas. Por ejemplo, los cambios de aminoacidos pueden mejorar la termoestabilidad del
polipéptido, alterar la especificidad del sustrato, cambiar el pH 6ptimo y similares.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 534067 T3

[0056] Aminoacidos esenciales en el polipéptido original se pueden identificar segun procedimientos conocidos en la
técnica, tal como mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis de escaneado de alanina (Cunningham y Wells, 1989,
Science 244: 1081-1085). En la ultima técnica, las mutaciones de alanina unicas se introducen en cada residuo de la
molécula, y las moléculas mutantes resultantes se evallan para actividad de glucoamilasa para identificar residuos de
aminoacidos que sean criticos para la actividad de la molécula. Véase también, Hilton et al., 1996, J. Biol. Chem. 271:
4699-4708. El sitio activo de la enzima u otra interaccion biolégica también se puede determinar por analisis fisico de
estructura, como se determina por técnicas tales como resonancia magnética nuclear, cristalografia, difraccion
electronica o marcaje por fotoafinidad, conjuntamente con la mutacion de aminoacidos de sitio de contacto putativo.
Véase, por ejemplo, de Vos et al., 1992, Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, J. Mol. Biol. 224: 899-904; Wlodaver
et al., 1992, FEBS Lett. 309: 59-64. Las identidades de los aminoacidos esenciales también pueden ser inferidas a partir
de analisis de identidades con polipéptidos que estan relacionados con un polipéptido segun la invencion.

[0057] Sustituciones de aminoacidos unicas o multiples, deleciones y/o inserciones se pueden hacer y evaluar usando
métodos conocidos de mutagénesis, recombinacion y/o redistribucion, seguido de un procedimiento de seleccion
pertinente, tal como aquellos descritos por Reidhaar-Olson y Sauer, 1988, Science 241: 53-57; Bowie and Sauer, 1989,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2152-2156; WO 95/17413; o WO 95/22625. Otros métodos que se pueden usar incluyen
PCR con tendencia al error, presentacion en fagos (por ejemplo, Lowman et al,, 1991, Biochem. 30: 10832-10837;
Patente de EE.UU. n°: 5.223.409; WO 92/06204), y mutagénesis dirigida a la region (Derbyshire et al., 1986, Gene 46:
145; Ner et al., 1988, DNA 7: 127).

[0058] Métodos de mutagénesis/redistribucion se pueden combinar con métodos de seleccidon automatizados de alto
rendimiento para detectar actividad de polipéptidos mutagenizados clonados expresados por células huésped (Ness et
al., 1999, Nature Biotechnology 17: 893-896). Moléculas de ADN mutagenizadas que codifican polipéptidos activos se
pueden recuperar de las células huésped y secuenciar rapidamente usando métodos estandar de la técnica. Estos
métodos permiten la determinacién rapida de la importancia de los residuos de aminoacidos individuales en un
polipéptido de interés, y se pueden aplicar a polipéptidos de estructura desconocida.

[0059] El numero total de sustituciones de aminoacidos, deleciones y/o inserciones del polipéptido maduro, tal como los
aminoacidos 18 a 573 de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID
n°: 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18, o el dominio catalitico, tal como los aminoacidos 19 a 474 de SEC ID n°: 2, SEC
ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, o aminoacidos 19 a 471 de SEC ID
n°: 16 o SEC ID n°: 18, o es 10, preferiblemente 9, de forma mas preferible 8, de forma mas preferible 7, de forma mas
preferible como mucho 6, de forma mas preferible 5, de forma mas preferible 4, incluso de forma mas preferible 3, de la
forma mas preferible 2, e incluso de la forma mas preferible 1.

Fuentes de polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa

[0060] Un polipéptido de la presente invencion se puede obtener a partir de microorganismos de cualquier género. Para
fines de la presente invencion, el término "obtenido a partir de" como se utilizan en este caso en relaciéon con una fuente
dada debe referirse a que el polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos es producido por la fuente o por
una cepa donde la secuencia de nucleétidos de la fuente ha sido insertada. Preferiblemente, el polipéptido obtenido a
partir de una fuente dada es secretado extracelularmente.

[0061] Un polipéptido que tiene actividad de glucoamilasa de la presente invencion también puede ser polipéptido
bacteriano, o un polipéptido de levadura, o de forma mas preferible un polipéptido fungico filamentoso tal como un
polipéptido de Acremonium, Agaricus, Alternaria, Artomyces, Aspergillus, Aureobasidium, Botryospaeria, Ceriporiopsis,
Chaetomidium, Chrysosporium, Claviceps, Cochliobolus, Coprinopsis, Coptotermes, Corynascus, Cryphonectria,
Cryptococcus, Diplodia, Exidia, Filibasidium, Fusarium, Gibberella, Holomastigotoides, Humicola, Irpex, Lentinula,
Leptospaeria, Magnaporthe, Melanocarpus, Meripilus, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora,
Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Piromyces, Poitrasia, Pseudoplectania, Pseudotrichonympha, Rhizomucor,
Schizophyllum, Scytalidium, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trichoderma, Trichophaea,
Verticillium, Volvariella o Xylaria que tiene actividad de glucoamilasa.

[0062] En un aspecto preferido, el polipéptido es un polipéptido de Gloeophyllum sp., tal como un polipéptido de
Gloeophyllum sepiarium, Gloeophyllum trabeum, or Gloeophyllum abietinum que tiene actividad de glucoamilasa. Se
entiende que para las especies ya mencionadas la invencion abarca tanto el estado perfecto como el imperfecto, y otros
equivalentes taxonémicos, por ejemplo, anamorfos, independientemente del nombre de especies por el que se
conozcan. Expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de los equivalentes apropiados.

[0063] Cepas de estas especies son de facil acceso para el publico en varias colecciones de cultivo, como la American
Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM),
Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern
Regional Research Center (NRRL).

[0064] Ademas, tales polipéptidos se pueden identificar y obtener a partir de otras fuentes, incluyendo microorganismos
aislados de la naturaleza (por ejemplo, suelo, abonos, agua, etc.) utilizando las sondas anteriormente mencionadas.
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Técnicas para aislar microorganismos de habitats naturales se conocen en la técnica. El polinucleétido se puede
obtener luego de forma similar por seleccidon de una genoteca de ADNc o genémico de tal microorganismo. Una vez que
se ha detectado una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido con la sonda(s), el polinucleétido se puede
aislar o clonar utilizando técnicas que son bien conocidas por los expertos en la materia de la técnica (véase, por
ejemplo, Sambrook et al., 1989, supra).

[0065] Polipéptidos de la presente invencion también incluyen polipéptidos fusionados o polipéptidos de fusion divisibles
donde otro polipéptido se fusiona en el N-término o el C-término del polipéptido o fragmento del mismo. Un polipéptido
fusionado se produce por fusidon de una secuencia de nucleétidos (o una parte de la misma) que codifica otro polipéptido
con una secuencia de nucleétidos (o una parte de la misma) de la presente invencién. Técnicas para producir
polipéptidos de fusiéon se conocen en la técnica, e incluyen la ligadura de las secuencias de codificacion que codifican
los polipéptidos de modo que estén en marco y que la expresion del polipéptido fusionado esté bajo control del mismo
promotor(es) y terminador.

[0066] Un polipéptido de fusién puede ademas comprender un sitio de escisidn. En la secrecion de la proteina de fusion,
el sitio es dividido liberando el polipéptido que tiene actividad de glucoamilasa de la proteina de fusion. Ejemplos de
sitios de escision incluyen, pero de forma no limitativa, un sitio Kex2 que codifica el dipéptido Lys-Arg (Martin et al.,
2003, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 3: 568-76; Svetina et al., 2000, J. Biotechnol. 76: 245-251; Rasmussen-Wilson et al.,
1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-3493; Ward et al., 1995, Biotechnology 13: 498-503; and Contreras et al., 1991,
Biotechnology 9: 378-381), un sitio lle-(Glu o Asp)-Gly-Arg, que es dividido por una proteasa de Factor Xa después del
residuo de arginina (Eaton et al., 1986, Biochem. 25: 505-512), un sitio Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, que es dividido por una
enteroquinasa después de la lisina (Collins-Racie et al., 1995, Biotechnology 13: 982-987), un sitio His- Tyr-Glu o un
sitio His-Tyr-Asp, que se divide por Genenasa | (Carter et al., 1989, proteinas: estructura, funcién, y genética 6: 240-
248); un Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser sitio, que es dividido por una trombina después del Arg (Stevens, 2003, Drug
Discovery World 4: 35-48), un sitio Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly, que es dividido por una proteasa TEV después del
Gin (Stevens, 2003, supra); y un sitio Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn-Gly-Pro, que es dividido por una forma genéticamente
modificada de proteasa 3C de rinovirus humano después del Gin (Stevens, 2003, supra).

Polinucleétidos

[0067] La presente invencion también se refiere a polinucledtidos aislados que comprenden o consisten en las
secuencias de nucledétidos que codifican polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa de la presente invencion.

[0068] Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos comprende o consiste en SEC ID n° 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5,
SEC ID n° 7, SEC ID n° 9, SEC ID n° 11, SEC ID n° 13, SEC ID n° 15 o SEC ID n°: 17. En otro aspecto mas
preferido, la secuencia de nucleétidos comprende o consiste en la secuencia contenida en el plasmido que esta
contenido en E. coli DSM 23222. En otro aspecto preferido, la secuencia de nucleétidos comprende o consiste en la
secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n° 1. En otro aspecto mas preferido, la secuencia de
nucleotidos comprende o consiste en la secuencia codificante del polipéptido maduro contenida en el plasmido
contenido en E. coli DSM 23222. La presente invencidn también abarca las secuencias de nucleétidos que codifican los
polipéptidos que comprenden o consisten en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6,
SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18 o el polipéptido maduro de la
misma, que difiere de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°®:
13, SEC ID n°: 15 o0 SEC ID n° 17 o la secuencia de codificaciéon del polipéptido maduro de la misma en virtud de la
degeneracion del codigo genético. La presente invencion también se refiere a subsecuencias de SEC ID n° 1, SEC ID
n% 3, SEC ID n° 5, SEC ID n° 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17 que
codifican fragmentos de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID
n°: 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18 que tienen actividad de glucoamilasa.

[0069] La presente invencion también se refiere a polinucleétidos mutantes que comprenden o consisten en al menos
una mutacion en la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n° 3, SEC ID n° 5, SEC ID
n° 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 o SEC ID n°: 17, donde la secuencia de nucleétidos
mutante codifica el polipéptido maduro de SEC ID n° 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC
ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18.

[0070] Las técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleétido que codifica un polipéptido se conocen en la técnica e
incluyen aislamiento de ADN gendmico, preparacién de ADNc o una combinacion de los mismos. La clonacién de los
polinucleétidos de la presente invencién de tal ADN gendmico se puede efectuar, por ejemplo, usando la conocida
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) o seleccidon de anticuerpo de bibliotecas de expresién para detectar
fragmentos de ADN clonado con caracteristicas estructurales compartidas. Véase, por ejemplo, Innis et al., 1990, PCR:
A Guide to Methods and Application, Academic Press, Nueva York. Otros procedimientos de amplificacion de acidos
nucleicos tales como reaccion en cadena de ligasa (LCR), transcripcién activada ligada (LAT) y amplificacién basada en
secuencias de nucledtidos (NASBA) se pueden utilizar. Los polinucleétidos se pueden clonar a partir de una cepa de
Penicillium, u otros organismos u organismos relacionados y asi, por ejemplo, pueden ser una variante alélica o de
especies del polipéptido que codifica la region de la secuencia de nucledtidos.
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[0071] La presente invencion también se refiere a polinucleétidos aislados que comprenden o consisten en las
secuencias de nucledtidos que tienen un grado de identidad con la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC
IDn% 1,SECIDn% 3,SECIDn®: 5,SEC IDn% 7, SECID n°: 9, SEC ID n% 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 150 SEC ID
n°: 17 de preferiblemente al menos 85%, de forma mas preferible al menos 86%, de forma mas preferible al menos
87%, de forma mas preferible al menos 88%, de forma mas preferible al menos 89%, de forma mas preferible al menos
90%, de forma mas preferible al menos 91%, de forma mas preferible al menos 92%, de forma mas preferible al menos
93%, de forma mas preferible al menos 94%, e incluso de la forma mas preferible al menos 95%, tal como al menos
96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% o incluso 100% de identidad, que codifica un polipéptido activo.

[0072] La modificaciéon de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invencién puede ser
necesaria para la sintesis de polipéptidos sustancialmente similares al polipéptido. El término "sustancialmente similar"
al polipéptido se refiere a formas que no se producen de forma natural del polipéptido. Estos polipéptidos puede diferir
de alguna manera disefiada del polipéptido aislado en su fuente nativa, por ejemplo, variantes artificiales que difieren en
la actividad especifica, termoestabilidad, pH 6ptimo o similar. La secuencia variante se puede construir basandose en la
secuencia de nucleodtidos presentada como la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n° 1 o de SEC
ID n° 3, por ejemplo, una subsecuencia de la misma, y/o por introduccién de sustituciones de nucleétidos que no den
lugar a otra secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos, pero que corresponda
al uso de coddén del organismo huésped destinado a la produccion de la enzima, o por introduccion de sustituciones de
nucledtidos que pueden dar lugar a una secuencia de aminodcidos diferente. Para una descripcion general de
sustituciéon de nucleétidos, véase, por ejemplo, Ford et al., 1991, Protein Expression and Purification 2: 95-107.

[0073] Sera aparente para los expertos en la técnica que tales sustituciones se pueden hacer fuera de las regiones
criticas de la funcién de la molécula y aun suponer un polipéptido activo. Residuos de aminoacidos esenciales para la
actividad del polipéptido codificado por un polinucleoétido aislado de la invencion, y por lo tanto preferiblemente no sujeto
a sustitucion, se pueden identificar segun procedimientos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al
sitio o mutagénesis de escaneado de alanina (véase, por ejemplo, Cunningham y Wells, 1989, supra). En la ultima
técnica, se introducen mutaciones en cada residuo positivamente cargado de la molécula, y las moléculas mutantes
resultantes se evaluan para actividad de glucoamilasa para identificar los residuos de aminoacidos que son criticos para
la actividad de la molécula. Sitios de interaccion enzima-sustrato también se pueden determinar por analisis de la
estructura tridimensional, tal y como se determina por técnicas tales como analisis de resonancia magnética nuclear,
cristalografia o marcaje por fotoafinidad (véase, por ejemplo, de Vos et al., 1992, supra; Smith et al., 1992, supra;
Wilodaver et al., 1992, supra).

[0074] La presente divulgacion también se refiere a polipéptidos de codificacién de polinucleétidos aislados de la
presente invencion, que hibridan bajo condiciones de astringencia muy bajas, condiciones de astringencia
preferiblemente bajas, de forma mas preferible condiciones de astringencia medias, de forma mas preferible condiciones
de astringencia medio altas, de forma mas preferible incluso condiciones de astringencia altas, y de la forma mas
preferible condiciones de astringencia muy altas con (i) la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1,
SECID n° 3, SEC ID n° 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17, (ii)
la secuencia de ADNc contenida en SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°:
11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 o SEC ID n°: 17, o (iii) una cadena complementaria en toda su longitud de (i) o (ii), o
sus variantes alélicas y subsecuencias (Sambrook et al., 1989, supra), tal y como se define aqui. Preferiblemente, la
cadena complementaria es la cadena complementaria en toda su longitud de la secuencia codificante del polipéptido
maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID
n% 150 SEC ID n°: 17.

[0075] La presente divulgacion también se refiere a polinucledtidos aislados obtenidos por (a) hibridacion de una
poblacién de ADN bajo condiciones de astringencia muy bajas, bajas, medias, medio altas, altas o muy altas con (i) la
secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n° 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n° 9,
SEC ID n° 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n° 15 o SEC ID n°: 17, (ii) la secuencia de ADN gendémico que comprende la
secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n° 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n° 9,
SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17, o (iii) una cadena complementaria en toda su longitud de
(i) o (ii); y (b) aislamiento del polinucleétido de hibridacién, que codifica un polipéptido que tiene actividad de
glucoamilasa. Preferiblemente, la cadena complementaria es la cadena complementaria en toda su longitud de la
secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n° 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n° 9,
SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17.

Enzimas hibridas

[0076] La presente divulgacion también se refiere a enzimas hibridas que comprenden un dominio catalitico que tiene
actividad enzimatica (por ejemplo, actividad enzimatica de degradacion de almidén, tal como actividad de alfa-amilasa,
amilopululanasa, beta-amilasa, CGTasa, glucoamilasa, isoamilasa, amilasa maltogénica o pululanasa), y un médulo de
union a carbohidratos (CBM). La enzima hibrida puede comprender ademas un enlazador.

[0077] El hibrido se puede producir por fusion de una primera secuencia de ADN que codifica un dominio catalitico y una
segunda secuencia de ADN que codifica un médulo de unién a carbohidratos, o el hibrido se puede producir como un
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gen completamente sintético basado en el conocimiento de las secuencias de aminoacidos de CBMs, enlaces y
dominios cataliticos adecuados.

[0078] El término "enzima hibrida" (también denominado, "proteina de fusion", "hibrido", "polipéptido hibrido" o "proteina
hibrida") se utiliza en este caso para caracterizar los polipéptidos hibridos de la invenciéon que comprenden un médulo
catalitico que tiene actividad enzimatica (por ejemplo, actividad de degradacion de almidoén, tal como actividad de alfa-
amilasa, amilopululanasa, beta-amilasa, CGTasa, glucoamilasa, isoamilasa, amilasa maltogénica y pululanasa) y un
modulo de unién a carbohidratos donde el dominio catalitico y el médulo de unién a carbohidratos son derivados de
distintas fuentes. El término "fuente" incluye, pero no esta limitado a, una enzima original o una variante de la misma,
por ejemplo, una amilasa o glucoamilasa, u otra actividad catalitica que comprenda un médulo catalitico adecuado y/o
un CBM adecuado y/o un enlazador adecuado. No obstante el CBM también se puede derivar a partir de un polipéptido
con ninguna actividad catalitica. El dominio catalitico y el médulo de unién a carbohidratos se puede derivar de la misma
cepa microbiana, a partir de cepas en las mismas especies, de especies relacionadas de forma cercana u organismos
menos relacionados. Preferiblemente, el dominio catalitico y el médulo de unién a carbohidratos de los hibridos son
derivados a partir de distintas fuentes, por ejemplo, de distintas enzimas de la misma cepa y/o especies, o por ejemplo,
de cepas dentro de especies diferentes.

[0079] En un aspecto la enzima hibrida comprende el CBM (también conocido como un dominio de unién a carbohidrato
o CBD) segun la invencion y un dominio catalitico. EI dominio catalitico es en una forma de realizacién particular un
dominio catalitico de glucoamilasa.

Constructos de acidos nucleicos

[0080] La presente invencion también se refiere a constructos de acidos nucleicos que incluyen un polinucledétido aislado
de la presente invencién operativamente enlazado a una o varias (diferentes) secuencias de control que dirigen la
expresion de la secuencia codificante en una célula huésped adecuada bajo condiciones compatibles con las
secuencias de control.

[0081] Un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido de la presente invencién se puede manipular de varias
formas para proporcionar expresion del polipéptido. La manipulaciéon de la secuencia del polinucleétidos antes de su
insercion en un vector puede ser deseable o necesaria dependiendo del vector de expresion. Las técnicas para
modificar secuencias de polinucleétidos que utilizan métodos de ADN recombinante se conocen bien en la técnica.

[0082] La secuencia de control puede ser una secuencia promotora apropiada, una secuencia de nucleétidos que es
reconocida por una célula huésped para la expresion de un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente
invencion. La secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcionales que median la expresion del
polipéptido. El promotor puede ser cualquier secuencia de nucleétidos que muestre actividad transcripcional en la célula
huésped de eleccion incluyendo promotores mutantes, truncados e hibridos, y se pueden obtener a partir de genes que
codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares bien homaélogos o heterélogos de la célula huésped.

[0083] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién de los constructos de acidos nucleicos de la
presente invencion en una célula huésped fungica filamentosa son promotores obtenidos a partir de los genes para
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger, alfa-amilasa estable en acido de
Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori (glaA), proteinasa aspartica de Rhizomucor
miehei, lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus
oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans, amiloglucosidasa de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Fusarium
venenatum Daria (WO 00/56900), Fusarium venenatum Quinn (WO 00/56900), proteasa de tipo tripsina de Fusarium
oxysporum (WO 96/00787), beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei,
celobiohidrolasa Il de Trichoderma reesei, endoglucanasa | de Trichoderma reesei, endoglucanasa Il de Trichoderma
reesei, endoglucanasa Ill de Trichoderma reesei, endoglucanasa IV de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de
Trichoderma reesei, xilanasa | de Trichoderma reesei, xilanasa |l de Trichoderma reesei, beta-xilosidasa de Trichoderma
reesei, al igual que el promotor NA2-tpi (un hibrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de
Aspergillus nigery triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae); y sus promotores mutante, truncados e hibridos.

[0084] En un huésped de levadura, promotores Utiles se obtienen a partir de los genes para enolasa de Saccharomyces
cerevisiae (ENO-1), galactoquinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol deshidrogenasa/gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH1, ADH2/GAP), triosa fosfato isomerasa de Saccharomyces
cerevisiae (TPI), metalotioneina de Saccharomyces cerevisiae (CUP1) y 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces
cerevisiae. Otros promotores Utiles para células huésped de levadura son descritos por Romanos et al., 1992, Yeast 8:
423-488.

[0085] La secuencia de control también puede ser una secuencia terminadora de transcripcién adecuada, una secuencia
reconocida por una célula huésped para terminar la transcripcion. La secuencia terminadora esta operativamente
enlazada al término 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador que sea funcional
en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.
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[0086] Terminadores preferidos para células huésped fungicas filamentosas se obtienen de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae, antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, glucoamilasa de Aspergillus niger, alfa-
glucosidasa de Aspergillus nigery proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum.

[0087] Terminadores preferidos para células huésped de levadura se obtienen de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C de Saccharomyces cerevisiae (CYC1) vy gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores utiles para células huésped de levadura son
descritos por Romanos et al., 1992, supra.

[0088] La secuencia de control también puede ser una secuencia lider adecuada, una region no traducida de un ARNm
que sea importante para la traduccién por la célula huésped. La secuencia lider esta operativamente enlazada al
término 5' de la secuencia de nucleodtidos que codifica el polipéptido. Cualquier secuencia lider que sea funcional en la
célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0089] Lideres preferidos para células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans.

[0090] Lideres adecuados para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae (ENO-1), 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces cerevisiae, alfa-factor de
Saccharomyces cerevisiae, y alcohol deshidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces
cerevisiae (ADH2/GAP).

[0091] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilaciéon, una secuencia operativamente
enlazada al 3' terminal de la secuencia de nucleétidos y, cuando se transcribe, es reconocida por la célula huésped
como una sefal para afadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier secuencia de poliadenilacién que
sea funcional en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0092] Secuencias de poliadenilacion preferidas para células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir de los
genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus
nidulans, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger.

[0093] Secuencias de poliadenilacion utiles para células huésped de levadura son descritas por Guo y Sherman, 1995,
Molecular Cellular Biology 15: 5983-5990.

[0094] La secuencia de control también puede ser una secuencia codificante del péptido sefial que codifique para una
secuencia de aminoacidos enlazada con el amino terminal de un polipéptido y que dirija el polipéptido codificado en la
via secretora de la célula. El extremo 5' de la secuencia codificante de la secuencia de nucleétidos puede contener
intrinsecamente una secuencia codificante del péptido sefial naturalmente enlazada en el marco de lectura de
traduccion con el segmento de secuencia codificante que codifica el polipéptido segregado. Alternativamente, el extremo
5' de la secuencia codificante puede contener una secuencia codificante del péptido sefal que sea foranea a la
secuencia codificante. La secuencia codificante del péptido sefal foraneo puede ser necesaria donde la secuencia
codificante no contenga naturalmente una secuencia codificante del péptido sefial. Alternativamente, la secuencia
codificante del péptido sefial foraneo puede simplemente reemplazar la secuencia codificante del péptido sefial natural
para mejorar la secrecion del polipéptido. No obstante, cualquier secuencia codificante del péptido sefial que dirija el
polipéptido expresado en la via secretora de una célula huésped de eleccion, es decir, segregado en un medio de
cultivo, se puede utilizar en la presente invencion.

[0095] Secuencias de codificacion del péptido sefial eficaces para células huésped fungicas filamentosas son las
secuencias de codificacion del péptido sefial obtenidas a partir de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae,
amilasa neutra de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei,
celulasa de Humicola insolens, endoglucanasa V de Humicola insolens y lipasa de Humicola lanuginosa, y proteinasa
aspartica de Rhizomucor miehei.

[0096] También puede ser deseable afadir secuencias reguladoras que permitan la regulacion de la expresion del
polipéptido con respecto al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son aquellos que
provocan la expresion del gen que se va a poner en ON u OFF en respuesta a un estimulo quimico o fisico, incluyendo
la presencia de un compuesto regulador. Sistemas reguladores en sistemas procariéticos incluyen los sistemas
operadores lac, tac, xyl y trp. En la levadura, se pueden usar el sistema ADH2 o el sistema GAL1. En los hongos
filamentosos, se pueden usar el promotor de TAKA alfa-amilasa, promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger y el
promotor de glucoamilasa de Aspergillus oryzae como secuencias reguladoras. Otros ejemplos de secuencias
reguladoras son las que permiten amplificacion génica. En sistemas eucariéticos, estas secuencias reguladoras incluyen
el gen de dihidrofolato reductasa que se amplifica en presencia de metotrexato y los genes de metalotioneina que se
amplifican con metales pesados. En estos casos, la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido estaria
operativamente enlazada con la secuencia reguladora.

Vectores de expresion
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[0097] La presente invencién también se refiere a vectores de expresidon recombinantes que comprenden un
polinucleétido de la presente invencién, un promotor y sefiales de parada transcripcionales y traduccionales. Los
diferentes acidos nucleicos y secuencias de control descritos aqui se pueden unir para producir un vector de expresion
recombinante que puede incluir uno o varios (diferentes) sitios de restriccion convenientes para permitir la insercién o la
sustitucion de la secuencia de nucleotidos que codifica el polipéptido en tales sitios. Alternativamente, una secuencia de
polinucledtidos de la presente invencion se puede expresar por insercion de la secuencia de nucleétidos o un constructo
de acidos nucleicos que comprende la secuencia en un vector apropiado para la expresion. En la creacién del vector de
expresion, la secuencia codificante se localiza en el vector de modo que la secuencia codificante esté operativamente
enlazada con las secuencias de control apropiadas para la expresion.

[0098] El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plasmido o virus) que se pueda
someter convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y que puede provocar la expresion de la secuencia
de nucledtidos. La eleccién del vector dependera tipicamente de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la
que el vector se debe introducir. Los vectores pueden ser plasmidos lineales o circulares cerrados.

[0099] El vector puede ser un vector de replicacion auténoma, es decir, un vector que exista como una entidad
extracromosomica, cuya replicacién sea independiente de la replicacion cromosdmica, por ejemplo, un plasmido, un
elemento extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. ElI vector puede contener cualquier medio
para asegurar la autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduzca en la célula
huésped, se integre en el genoma y se replique con el cromosoma(s) en el que se ha integrado. Ademas, se puede
utilizar un Unico vector o plasmido o dos o mas vectores o plasmidos que juntos contengan el ADN total que se va a
introducir en el genoma de la célula huésped, o un transposén.

[0100] Los vectores de la presente invencion preferiblemente contienen uno o varios (diferentes) marcadores
seleccionables que permiten la facil seleccién de células transformadas, modificadas, transducidas o similares. Una
etiqueta seleccionable es un gen cuyo producto proporciona resistencia biocida o virica, resistencia a los metales
pesados, prototrofia a los auxotrofos y similares.

[0101] Marcadores seleccionables para su uso en una célula huésped fungica filamentosa incluyen, pero de forma no
limitativa, amdS (acetamidasa), argB (ornitina-carbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa), hph
(higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato decarboxilasa), sC (sulfato
adeniltransferasa) y trpC (antranilato sintasa), al igual que equivalentes de los mismos. Se prefieren para su uso en una
célula de Aspergillus los genes amdS 'y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces
hygroscopicus.

[0102] Los vectores de la presente invencion preferiblemente contienen un elemento(s) que permite la integracion del
vector en el genoma de la célula huésped o la replicacion auténoma del vector en la célula independientemente del
genoma.

[0103] Para la integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede contar con la secuencia del polinucleétido
que codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para integracion en el genoma por recombinacion
homéloga o no homdloga. Alternativamente, el vector puede contener secuencias de nucleétidos adicionales para dirigir
la integracion por recombinacién homoéloga en el genoma de la célula huésped en una ubicacidn(es) precisa del
cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integracién en una ubicacion precisa, los elementos integracionales
deberian contener preferiblemente un nimero suficiente de acidos nucleicos, tal como de 100 a 10.000 pares de bases,
preferiblemente de 400 a 10.000 pares de bases y de la forma mas preferible de 800 a 10.000 pares de bases, que
tienen un grado alto de identidad con la secuencia objetivo correspondiente para mejorar la probabilidad de
recombinacién homologa. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea homoéloga de la
secuencia objetivo en el genoma de la célula huésped. Ademas, los elementos integracionales pueden ser secuencias
de nucledtidos no codificantes o codificantes. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma de la célula
huésped por recombinacién no homdloga.

[0104] Para replicacion autdbnoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicacion que permita al vector
replicar de manera auténoma en la célula huésped en cuestion. El origen de replicacion puede ser cualquier replicador
plasmido que medie replicacion auténoma que funcione en una célula. El término "origen de replicacion" o "plasmido
replicador" se define aqui como una secuencia de nucleétidos que permite a un plasmido o vector replicar in vivo.

[0105] Ejemplos de origenes de replicacion utiles en una célula fungica filamentosa son AMA1 y ANS1 (Gems et al.,
1991, Gene 98: 61-67; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175; WO 00/24883). El aislamiento del
gen AMA1 y la construccion de plasmidos o vectores que comprendan el gen se puede realizar segun los métodos
descritos en la WO 00/24883.

[0106] Se puede insertar mas de una copia de un polinucleétido de la presente invencién en una célula huésped para
aumentar la produccion del producto génico. Un aumento en el numero de copias del polinucleétido se puede obtener
integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un gen
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marcador seleccionable amplificable con el polinucleétido donde las células que contienen copias amplificadas del gen
marcador seleccionable, y por lo tanto copias adicionales del polinucleétido, se pueden seleccionar por cultivo de las
células en presencia del agente seleccionable apropiado.

[0107] Los procedimientos usados para enlazar los elementos descritos anteriormente para construir los vectores de
expresion recombinantes de la presente invencion son conocidos por un experto en la materia (véase, por ejemplo,
Sambrook et al., 1989, supra).

Células huésped

[0108] La presente invencion también se refiere a células huésped recombinantes, incluyendo un polinucleétido aislado
de la presente invencioén, que se usan ventajosamente en la produccion recombinante de los polipéptidos. Un vector que
comprende un polinucleétido de la presente invencion se introduce en una célula huésped de modo que el vector se
mantenga como un integrante cromosémico o como un vector extracromosomico autorreplicante como se ha descrito
anteriormente. El término "célula huésped" abarca cualquier descendiente de una célula madre que no sea idéntico a la
célula madre debido a mutaciones que se producen durante replicacion. La elecciéon de una célula huésped dependera
en gran parte del gen que codifique el polipéptido y su fuente.

[0109] La célula huésped puede ser cualquier célula util en la produccion recombinante de un polipéptido de la presente
invencion, por ejemplo, una procariota o una eucariota.

[0110] La célula huésped procaridtica puede ser cualquier bacteria gram-positiva o bacteria gram-negativa. Bacterias
gram-positivas incluyen, pero de forma no limitativa, Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Geobacillus, Lactobacillus,
Lactococcus, Oceanobacillus, Staphylococcus, Streptococcus y Streptomyces. Bacterias gram-negativas incluyen, pero
de forma no limitativa, E. coli, Campylobacter, Flavobacterium, Fusobacterium, Helicobacter, llyobacter, Neisseria,
Pseudomonas, Salmonella'y Ureaplasma.

[0111] La célula huésped también puede ser una eucariota, tal como una célula de mamifero, insecto, planta o fungica.

[0112] Preferiblemente, la célula huésped es una célula fungica. "Hongo", como se utiliza en este caso, incluye el filo
Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota 'y Zygomycota (como se define por Hawksworth et al., en, Ainsworth and
Bisby's Dictionary of The Fungi, 8th edition, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, Reino Unido) al igual
que el Oomycota (como se cita en Hawksworth et al., 1995, supra, pagina 171) y todos los hongos mitospoéricos
(Hawksworth et al., 1995, supra).

[0113] En un aspecto mas preferido, la célula huésped fungica es una célula de levadura. "Levadura", como se utiliza en
este caso, incluye levadura ascoesporogena (Endomycetales), levadura basidioesporogénea y levadura de los Fungi
Imperfecti (Blastomycetes). Dado que la clasificacion de levadura puede cambiar en el futuro, para los fines de esta
invencion, la levadura debe definirse como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A., Passmore,
S.M., and Davenport, R.R., eds, Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No. 9, 1980).

[0114] En un aspecto incluso mas preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Candida, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia.

[0115] En uno de los aspectos mas preferidos, la célula huésped de levadura es una célula de Saccharomyces
carlsbergensis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces
kluyveri, Saccharomyces norbensis o Saccharomyces oviformis. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped de
levadura es una célula de Kluyveromyces lactis. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped de levadura es una
célula de Yarrowia lipolytica.

[0116] En ofro aspecto mas preferido, la célula huésped fungica es una célula fungica filamentosa. "Hongos
filamentosos" incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota (como se define por
Hawksworth et al., 1995, supra). Los hongos filamentosos estan caracterizados generalmente por una pared micelial
compuesta por quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos. El crecimiento vegetativo
es por alargamiento hifal y el catabolismo de carbono es estrictamente aerébico. En cambio, el crecimiento vegetativo
por levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae es por injerto de un talo unicelular y el catabolismo de carbono
puede ser fermentativo.

[0117] En un aspecto incluso mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Acremonium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium,
Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Phanerochaete, Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium,
Trametes o Trichoderma.

[0118] En un aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Aspergillus awamori,
Aspergillus foetidus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus
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oryzae. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Fusarium bactridioides,
Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum,
Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium
sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium
trichothecioides o Fusarium venenatum. En otro aspecto mas preferido, la célula huésped fungica filamentosa es una
célula de Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis gilvescens, Ceriporiopsis
pannocinta, Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora, Chrysosporium inops,
Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium lucknowense, Chrysosporium merdarium, Chrysosporium pannicola,
Chrysosporium queenslandicum, Chrysosporium tropicum, Chrysosporium zonatum, Coprinus cinereus, Coriolus
hirsutus, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa,
Penicillium purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Pleurotus eryngii, Thielavia terrestris,
Trametes versicolor, Trametes villosa, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma reesei o Trichoderma viride.

[0119] Las células fungicas se pueden transformar por un proceso que implica la formaciéon de protoplasto, la
transformacion de los protoplastos y la regeneracion de la pared celular de una forma conocida per se. Procedimientos
adecuados para la transformacion de células huésped de Aspergillus y Trichoderma se describen en la EP 0238023 y
en Yelton et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81: 1470-1474. Métodos adecuados para
transformar especies de Fusarium son descritos por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 y la WO 96/00787. La
levadura se puede transformar utilizando los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson, J.N. and
Simon, M.I., editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, 194: 182-187, Academic
Press, Inc., New York; Ito et al., 1983, Journal of Bacteriology 153: 163; e Hinnen et al., 1978, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 75: 1920.

Métodos de producciéon

[0120] La presente divulgacién también se refiere a métodos de produccién de un polipéptido de la presente invencion,
que comprende: (a) cultivo de una célula, que en su forma de tipo salvaje produce el polipéptido, bajo condiciones
propicias para la produccién del polipéptido y (b) recuperacion del polipéptido. Preferiblemente, la célula es del género
Gloeophyllum. En un aspecto mas preferido, la célula es de la especie Gloeophyllum sepiarium, Gloeophyllum trabeum,
or Gloeophyllum abietinum.

[0121] La presente invencion también se refiere a métodos de produccion de un polipéptido de la presente invencion,
que comprende: (a) cultivo de una célula huésped recombinante, como se describe en este caso, bajo condiciones
propicias para la produccién del polipéptido y (b) recuperacion del polipéptido.

[0122] La presente divulgacién también se refiere a métodos de produccién de un polipéptido de la presente invencion,
que comprenden: (a) cultivo de una célula huésped recombinante bajo condiciones propicias para la produccion del
polipéptido, donde la célula huésped comprende una secuencia de nucleétidos mutante que tiene al menos una
mutacién en la secuencia codificante del polipéptido maduro de SEC ID n°: 1, SEC ID n° 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7,
SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17, donde la secuencia de nucle6tidos mutante
codifica un polipéptido que comprende o consiste en el polipéptido maduro de SEC ID n°: 2, SEC ID n° 4, SEC ID n°: 6,
SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, SEC ID n°: 16 o SEC ID n°: 18, y (b) recuperacioén del
polipéptido.

[0123] En los métodos de produccién de la presente invencion, las células se cultivan en un medio nutritivo adecuado
para la produccion del polipéptido utilizando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede
cultivar por cultivo en matraz de agitaciéon y fermentacion a pequefia escala o gran escala (incluyendo, fermentaciones
continuas de lote, de lote alimentado o de estado sdlido) en laboratorio o fermentadores industriales realizadas en un
medio adecuado y bajo condiciones que permitan al polipéptido ser expresado y/o aislado. El cultivo tiene lugar en un
medio nutritivo adecuado que comprende fuentes de nitrégeno y de carbono y sales inorganicas, utilizando
procedimientos conocidos en la técnica. Medios adecuados estan disponibles de proveedores comerciales o se pueden
preparar segun las composiciones publicadas (por ejemplo, en catalogos de la American Type Culture Collection). Si el
polipéptido se segrega en el medio nutritivo, el polipéptido se puede recuperar directamente del medio. Si el polipéptido
no se segrega en el medio, se puede recuperar de lisados celulares.

[0124] Los polipéptidos se pueden detectar usando métodos conocidos en la técnica que sean especificos para los
polipéptidos. Estos métodos de deteccidn pueden incluir el uso de anticuerpos especificos, formacién de un producto
enzimatico o desaparicion de un sustrato enzimatico. Por ejemplo, un ensayo enzimatico se puede utilizar para
determinar la actividad del polipéptido como se describe en este caso.

[0125] El polipéptido resultante se puede recuperar utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el

polipéptido se puede recuperar del medio nutritivo por procedimientos convencionales incluyendo, pero no limitado a,
centrifugado, filtracion, extraccién, secado por pulverizacion, evaporacion o precipitacion.
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[0126] Los polipéptidos de la presente invencidén se pueden purificar por una variedad de procedimientos conocidos en
la técnica incluyendo, pero no limitado a, cromatografia (por ejemplo, de intercambio i6nico, de afinidad, hidrofébica, de
cromatoenfoque y de exclusion por tamafio), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque
preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitaciéon de sulfato aménico), SDS-PAGE, o extraccion (véase, por
ejemplo, Protein Purification, J.-C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishers, New York, 1989) para obtener
polipéptidos sustancialmente puros.

Plantas

[0127] La presente invencion también se refiere a plantas, por ejemplo, una planta transgénica, parte de una planta o
célula vegetal, que incluye un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene actividad de glucoamilasa de
la presente invencion para expresar y producir el polipéptido en cantidades recuperables. El polipéptido se puede
recuperar de la planta o de la parte de planta. Alternativamente, la planta o parte de planta que contiene el polipéptido
recombinante se puede utilizar como tal para mejorar la calidad de un alimento o pienso, por ejemplo, mejorar el valor
nutricional, la palatabilidad y las propiedades reolégicas, o para destruir un factor antinutritivo.

[0128] La planta transgénica puede ser dicotiledonea (una dicot) o monocotiledénea (una monocot). Ejemplos de plantas
monocotiledéneas son hierbas, tales como poa de los prados (grama azul, Poa), hierba forrajera tal como Festuca,
Lolium, césped templado, tal como Agrostis, y cereales, por ejemplo, trigo, avena, centeno, cebada, arroz, sorgo y maiz.

[0129] Ejemplos de plantas dicotiledéneas son tabaco, legumbres, tales como altramuces, patata, remolacha azucarera,
guisante, judia y semilla de soja, y plantas cruciferas (familia Brassicaceae), tales como coliflor, semilla de colza, y el
organismo modelo cercanamente relacionado Arabidopsis thaliana.

[0130] Ejemplos de partes de planta son tallo, callo, hojas, raiz, frutos, semillas y tubérculos al igual que los tejidos
individuales que comprenden estas partes, por ejemplo, epidermis, mesofilo, parénquima, tejidos vasculares,
meristemas. Compartimentos de células vegetales especificos, tales como cloroplastos, apoplastos, mitocondria,
vacuolas, peroxisomas y citoplasma son también considerado como una parte de una planta. Ademas, cualquier célula
vegetal, independientemente del origen del tejido, se considera parte de planta. Asimismo, partes de planta tales como
tejidos especificos y células aisladas para facilitar la utilizacion de la invenciéon también se consideran partes de planta,
por ejemplo, embriones, endospermas, aleurona y revestimientos de semillas.

[0131] También se incluye dentro del campo de la presente invencion los descendientes de tales plantas, partes de
planta y células vegetales.

[0132] La célula vegetal o planta transgénica que expresa un polipéptido de la presente invencién se puede construir
conforme a métodos conocidos en la técnica. En resumen, la planta o célula vegetal se construye por incorporacion de
uno o varios (diferentes) constructos de expresion que codifican un polipéptido de la presente invencion en el genoma
huésped vegetal o genoma de cloroplasto y que propaga la planta modificada resultante o célula vegetal en una planta
transgénica o célula vegetal.

[0133] EI constructo de expresion es convenientemente un constructo de acidos nucleicos que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencion operativamente enlazado a las secuencias
reguladoras apropiadas necesarias para la expresion de la secuencia de nucleétidos de la planta o parte de planta
elegida. Ademas, el constructo de expresion puede comprender una etiqueta seleccionable util para identificar células
huésped en las que el constructo de expresion se haya integrado y secuencias de ADN necesarias para la introduccion
del constructo en la planta en cuestion (depende del método de introduccion de ADN que se vaya a usar).

[0134] La eleccion de secuencias reguladoras, tales como secuencias promotoras y terminadoras y opcionalmente
secuencias sefial o de transito se determina, por ejemplo, basandose en cuando, déonde y como se desea que sea
expresado el polipéptido. Por ejemplo, la expresion del gen que codifica un polipéptido de la presente invenciéon puede
ser constitutiva o inducible, o puede ser desarrollable, fase o tejido especifica, y el producto génico puede estar dirigido
a un tejido especifico o parte de planta tal como semillas u hojas. Secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en
Tague et al., 1988, Plant Physiology 86: 506.

[0135] Para la expresion constitutiva, el 35S-CaMV, la ubiquitina 1 de maiz, y el promotor de actina 1 de arroz se puede
utilizar (Franck et al., 1980, Cell 21: 285-294, Christensen et al., 1992, Plant Mol. Biol. 18: 675-689; Zhang et al., 1991,
Plant Cell 3: 1155-1165). Promotores especificos de 6rgano pueden ser, por ejemplo, un promotor de tejidos sumidero
de almacenamiento tales como semillas, tubérculos de patata y frutos (Edwards & Coruzzi, 1990, Ann. Rev. Genet. 24:
275-303) o de tejidos sumidero metabdlicos tales como meristemas (lto et al.,, 1994, Plant Mol. Biol. 24: 863-878), un
promotor especifico de semilla como la glutelina, prolamina, globulina o promotor de albumina de arroz (Wu et al., 1998,
Plant and Cell Physiology 39: 885- 889), un promotor de Vicia faba de la legimina B4 y el gen de proteina de semilla
desconocida de Vicia faba (Conrad et al., 1998, Journal of Plant Physiology 152: 708-711), un promotor de una proteina
del cuerpo oleaginoso de semillas (Chen et al., 1998, Plant and Cell Physiology 39: 935-941), el promotor napa de la
proteina de almacenamiento de Brassica napus, o cualquier otro promotor especifico de semilla conocido en la técnica,
por ejemplo, como se describe en la WO 91/14772. Ademas, el promotor puede ser un promotor especifico de hoja tal
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como el promotor rbcs de arroz o tomate (Kyozuka et al., 1993, Plant Physiology 102: 991-1000), el promotor del gen de
adenina metiltransferasa del virus de chlorella (Mitra and Higgins, 1994, Plant Molecular Biology 26: 85-93), o el
promotor del gen aldP de arroz (Kagaya et al., 1995, Molecular and General Genetics 248: 668-674), o un promotor
inducible por dafio como el promotor pin2 de patata (Xu et al., 1993, Plant Molecular Biology 22: 573-588). Asimismo, el
promotor puede ser inducible por tratamientos abibticos tales como temperatura, sequia o alteraciones en la salinidad o
inducido por sustancias exdgenamente aplicadas que activen el promotor, por ejemplo, etanol, estrégenos, hormonas
vegetales tales como etileno, acido abscisico y acido giberélico, y metales pesados.

[0136] Un elemento intensificador del promotor también se puede usar para conseguir expresion mas alta de un
polipéptido de la presente invencion en la planta. Por ejemplo, el elemento potenciador del promotor puede ser un intrén
que se coloca entre el promotor y la secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de la presente invencion. Por
ejemplo, Xu et al., 1993, supra, revelan el uso del primer intréon del gen de actina 1 de arroz para mejorar la expresion.

[0137] El gen marcador seleccionable y cualquiera de las otras partes del constructo de expresion se pueden elegir de lo
disponible en la técnica.

[0138] El constructo de acidos nucleicos se incorpora en el genoma de planta segun técnicas convencionales conocidas
en la técnica, incluyendo transformacion mediada por Agrobacterium, transformacion mediada por virus, microinyeccion,
bombardeo de particula, transformacion biolistica y electroporacion (Gasser et al., 1990, Science 244: 1293; Potrykus,
1990, Bio/Technology 8: 535; Shimamoto et al., 1989, Nature 338: 274).

[0139] Actualmente, la transferencia de gen mediada por Agrobacterium tumefaciens es el método elegido para generar
dicotiledéneas transgénicas (para una revision, véase Hooykas y Schilperoort, 1992, Plant Molecular Biology 19: 15-38)
y también se pueden usar para transformar monocotiledéneas, aunque otros métodos de transformacion se usan
frecuentemente para estas plantas. Actualmente, el método elegido para generar monocotiledéneas transgénicas es el
bombardeo de particula (oro microscopico o particulas de tungsteno recubiertos con el ADN de transformacion) de
callos embrionarios o embriones en desarrollo (Christou, 1992, Plant Journal 2: 275- 281; Shimamoto, 1994, Current
Opinion Biotechnology 5: 158-162; Vasil et al., 1992, Bio/Technology 10: 667-674). Un método alternativo para la
transformacion de monocotiledéneas se basa en la transformacion de protoplasto como describen Omirulleh et al., 1993,
Plant Molecular Biology 21: 415-428.

[0140] Tras la transformacion, los transformantes que han incorporado el constructo de expresion se seleccionan y
regeneran en plantas enteras segun métodos bien conocidos en la técnica. Frecuentemente, el procedimiento de
transformacion se disefia para la eliminaciéon selectiva de genes de seleccidon bien durante la regeneracion o en las
siguientes generaciones usando, por ejemplo, cotransformacion con dos constructos de T-ADN separados o escision
especifica de sitio del gen de seleccién por una recombinasa especifica.

[0141] La presente invencién también se refiere a métodos de produccion de un polipéptido de la presente invencién
que comprende: (a) cultivo de una planta transgénica o una célula vegetal que comprende un polinucleétido que codifica
el polipéptido que tiene actividad de glucoamilasa de la presente invencion bajo condiciones propicias para la
produccion del polipéptido y (b) recuperacion del polipéptido.

Composiciones

[0142] La presente invencidon también se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido de la presente
invencioén. Preferiblemente, las composiciones se enriquecen con tal polipéptido. El término "enriquecido” indica que la
actividad de glucoamilasa de la composicién ha sido aumentada, por ejemplo, con un factor de enriquecimiento de al
menos 1.1.

[0143] La composiciéon puede comprender un polipéptido de la presente invencidn como componente enzimatico
principal, por ejemplo, una composicion monocomponente. Alternativamente, la composicion puede comprender
actividades enzimaticas mudltiples, tal como una aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa,
celulasa, quitinasa, cutinasa, glicosiltransferasa de ciclodextrina, desoxiribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, haloperoxidasa, invertasa, lacasa, lipasa, manosidasa,
oxidasa, enzima pectinolitica, peptidoglutaminasa, peroxidasa, fitasa, polifenoloxidasa, enzima proteolitica,
ribonucleasa, transglutaminasa o xilanasa. La(s) enzima(s) adicional(es) se puede producir, por ejemplo, por un
microorganismo del género Aspergillus, preferiblemente Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae;
Fusarium, preferiblemente Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum,
Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum,
Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sulphureum,
Fusarium toruloseum, Fusarium trichothecioides o Fusarium venenatum; Humicola, preferiblemente Humicola insolens o
Humicola lanuginosa; o Trichoderma, preferiblemente Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride.
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[0144] Las composiciones de polipéptido se pueden preparar conforme a métodos conocidos en la técnica y pueden ser
en forma de liquido o de composicién seca. Por ejemplo, la composicion de polipéptido puede ser en forma de un
granulado o un microgranulado. El polipéptido que se va a incluir en la composicion se puede estabilizar conforme a
métodos conocidos en la técnica.

[0145] Se dan ejemplos mas adelante de usos preferidos de las composiciones de polipéptido de la invencion. La
dosificaciéon de la composicion de polipéptido de la invencion y otras condiciones bajo las que la composicién se usa se
pueden determinar basandose en métodos conocidos en la técnica.

Combinaciéon de glucoamilasa y alfa-amilasa acida

[0146] Segun este aspecto de la invencion, una glucoamilasa de la invenciéon se puede combinar con una alfa-amilasa,
preferiblemente una alfa-amilasa acida en una proporciéon de entre 0,3 y 5,0 AFAU/AGU. De forma mas preferible, la
proporcion entre actividad de alfa-amilasa acida y actividad de glucoamilasa es al menos 0,35, al menos 0,40, al menos
0,50, al menos 0,60, al menos 0,7, al menos 0,8, al menos 0,9, al menos 1,0, al menos 1,1, al menos 1,2, al menos 1,3,
al menos 1,4, al menos 1,5, al menos 1,6, al menos 1,7, al menos 1,8, al menos 1,85, o incluso al menos 1,9
AFAU/AGU. No obstante, la proporcion entre actividad de alfa-amilasa acida y actividad de glucoamilasa deberia
preferiblemente ser menor que 4,5, menor que 4,0, menor que 3,5, menor que 3,0, menor que 2,5, o incluso menor que
2,25 AFAU/AGU. En AUU/AGI las actividades de alfa-amilasa acida y glucoamilasa estan preferiblemente presentes en
una proporcion entre 0,4 y 6,5 AUU/AGI. De forma mas preferible la proporcién entre actividad de alfa-amilasa acida y
actividad de glucoamilasa es al menos 0,45, al menos 0,50, al menos 0,60, al menos 0,7, al menos 0,8, al menos 0,9, al
menos 1,0, al menos 1,1, al menos 1,2, al menos 1,3, al menos 1,4, al menos 1,5, al menos 1,6, al menos 1,7, al menos
1,8, al menos 1,9, al menos 2,0, al menos 2,1, al menos 2,2, al menos 2,3, al menos 2,4, o incluso al menos 2,5
AUU/AGI. No obstante, la proporcion entre actividad de alfa-amilasa acida y actividad de glucoamilasa es
preferiblemente menor que 6,0, menor que 5,5, menor que 4,5, menor que 4,0, menor que 3,5, o incluso menor que 3,0
AUU/AGI.

[0147] La composiciéon anterior es adecuada para su uso en un proceso de conversion de almidén mencionado mas
adelante para producir jarabe y productos de fermentacion, tales como etanol.

[0148] Se dan ejemplos mas adelante de usos preferidos de las composiciones de polipéptido de la invencion. La
dosificacién de la composicion de polipéptido de la invencion y otras condiciones bajo las que la composicién se usa se
pueden determinar basandose en métodos conocidos en la técnica.

Usos

[0149] La presente invencién esta también dirigida a procesos/métodos para el uso de los polipéptidos que tienen
actividad de glucoamilasa de la invencion.

[0150] Usos segun la invencion incluyen conversion amilacea de almidéon en por ejemplo, jarabe y productos de
fermentacion, incluyendo etanol y bebidas. Ejemplos de procesos donde se pueden usar una glucoamilasa de la
invencion incluyen los descritos en la WO 92/20777, WO 03/066816, WO 03/066826, WO 2004/080923, y WO
2004/081193 que son incorporados en la presente todos por referencia.

Produccion de productos de fermentacion

Proceso para producir productos de fermentacién a partir de material que contiene almidén gelatinizado

[0151] En este aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para producir un producto de fermentacion,
especialmente etanol, a partir de material que contiene almidén, cuyo proceso incluye un paso de licuefaccion y pasos
de sacarificacion y fermentacion realizados consecutiva o simultdneamente.

[0152] La invencién se refiere a un procedimiento para producir un producto de fermentacion a partir de material que
contiene almidén que incluye las etapas de:

(a) licuefaccion del material que contiene almidén, preferiblemente utilizando una alfa-amilasa;

(b) sacarificacién del material licuado obtenido en el paso (a) utilizando una glucoamilasa de la invencién; y

(c) fermentacion del material sacarificado utilizando un organismo fermentador.
[0153] El producto de fermentacién, tal como especialmente etanol, se puede recuperar opcionalmente después de la
fermentacion, por ejemplo, por destilacion. Materias primas que contienen almidén adecuadas se enumeran en la
seccion "materiales que contienen almidén" que aparece mas adelante. Las enzimas contempladas se enumeran en la
seccion "enzimas" mas adelante. La licuefaccion se realiza preferiblemente en presencia de una alfa-amilasa. La

fermentacion se lleva a cabo preferiblemente en presencia de levadura, preferiblemente una cepa de Saccharomyces.
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Organismos fermentativos adecuados se enumeran en la seccion "organismos de fermentacion" mas adelante. En
formas de realizacion preferidas, los pasos (b) y (c) se realizan consecutiva o simultaneamente (es decir, como proceso
SSF).

[0154] En una forma de realizacion particular, el proceso de la invencion comprende ademas, antes del paso (a), los
pasos de:

x) reducir el tamafio de particula del material que contiene almidén, preferiblemente por molienda; y
y) formar un lodo que comprende el material que contiene almidén y agua.

[0155] La suspension acuosa puede contener de 10-40% en peso, preferiblemente 25-35% en peso de material que
contiene almidén. El lodo se calienta por encima de la temperatura de gelatinizacién y la alfa-amilasa, preferiblemente
alfa-amilasa bacteriana y/o fungica acida se puede afadir para iniciar licuefacciéon (aclarado). El lodo puede se puede
cocer por chorro en una forma de realizacién para gelatinizar mas el lodo antes de ser sometido a una alfa-amilasa en el
paso (a) de la invencién.

[0156] Mas especificamente, la licuefaccion se puede realizar como un proceso de lodo en caliente de tres pasos. El
lodo se calienta a entre 60-95°C, preferiblemente 80-85°C, y se afiade la alfa-amilasa para iniciar licuefaccion
(aclarado). Luego el lodo se puede cocer por chorro a una temperatura entre 95-140°C, preferiblemente 105-125°C,
durante 1-15 minutos, preferiblemente durante 3-10 minutos, especialmente alrededor de 5 minutos. El lodo se enfria a
60-95°C y se afiade mas alfa-amilasa para finalizar la hidrdlisis (licuefaccion secundaria). El proceso de licuefaccion se
realiza normalmente a pH 4,5-6,5, en particular a un pH entre 5 y 6. Granos enteros molidos y licuados se conocen
como trituracion.

[0157] La sacarificacion del paso (b) se puede realizar utilizando condiciones bien conocidas en la técnica. Por ejemplo,
un proceso de sacarificacion completa puede durar de aproximadamente 24 a aproximadamente 72 horas, no obstante,
es comun hacer solo una pre-sacarificacion de tipicamente 40-90 minutos a una temperatura entre 30-65°C, tipicamente
aproximadamente 60°C, seguida de sacarificacion completa durante la fermentacion en un proceso de sacarificacion
simultanea y de fermentacién (proceso SSF). La sacarificacion se realiza tipicamente a temperaturas de 30-65°C,
tipicamente alrededor de 60°C, y a un pH entre 4 y 5, normalmente alrededor de pH 4,5.

[0158] El proceso mas ampliamente usado en la produccion del producto de fermentacion, especialmente etanol, es el
proceso de sacarificacion simultanea y fermentacion (SSF), donde no hay fase de retencion para la sacarificacion, lo
que significa que el organismo fermentador, tal como la levadura, y la enzima(s) se pueden afadir juntos. La SSF se
puede efectuar tipicamente a una temperatura entre 25°C y 40°C, tal como entre 29°C y 35°C, tal como entre 30°C y
34°C, tal como alrededor de 32°C. Segun la invencién la temperatura se puede subir o bajar durante la fermentacion.

[0159] Conforme a la presente invencion, el paso de fermentacion (c) incluye, sin limitacion, procesos de fermentacion
usados para producir alcoholes (por ejemplo, etanol, metanol, butanol); acidos organicos (por ejemplo, acido citrico,
acido acético, acido itaconico, acido lactico, acido glucénico); cetonas (por ejemplo, acetona); aminoacidos (por ejemplo,
acido glutamico); gases (por ejemplo, Hz y CO»); antibiéticos (por ejemplo, penicilina y tetraciclina); enzimas; vitaminas
(por ejemplo, riboflavina, B12, beta-caroteno); y hormonas. Procesos de fermentacién preferidos incluyen procesos de
fermentacién alcohdlica, como se conocen en la técnica. Procesos de fermentacion preferidos son procesos de
fermentacion anaerébicos, como se conocen bien en la técnica.

Procesos para producir productos de fermentacién a partir de material que contiene almidén no gelatinizado

[0160] En este aspecto, la invencion se refiere a procesos para producir un producto de fermentacién a partir de material
que contiene almidén sin gelatinizacion del material que contiene almidén (es decir, material que contiene almidon
crudo). En una forma de realizacién solo una glucoamilasa de la invencidon se usa durante la sacarificaciéon y la
fermentacion. Segun la invencion, el producto de fermentacién deseado, tal como etanol, se puede producir sin licuar el
lodo acuoso con el material que contiene almidén. En una forma de realizaciéon, un proceso de la invencién incluye
sacarificacion material que contiene almidén (molido), por ejemplo, almidén granulado, por debajo de la temperatura de
gelatinizacion en presencia de una glucoamilasa de la invencion para producir azdcares que pueden ser fermentados en
el producto de fermentacion deseado por un organismo fermentador adecuado.

[0161] Por consiguiente, en este aspecto, la invencidon se refiere a un procedimiento para producir un producto de
fermentacién de material que contiene almidén que comprende:

(a) sacarificacion de material que contiene almidéon con una glucoamilasa madura segun la invencion,
preferiblemente que tiene la secuencia mostrada como los aminoacidos 18 a 573 en SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4,
SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, o aminoacidos 18 a 576 de SEC ID n°: 16
o SEC ID n°: 18, o una glucoamilasa que tiene al menos 85% de identidad con la misma, a una temperatura inferior
a la temperatura de gelatinizacion inicial de dicho material que contiene almidén,
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(b) fermentacién utilizando un organismo fermentador.

[0162] Los pasos (a) y (b) del proceso de la invencion se pueden realizar consecutiva o simultaneamente. En una forma
de realizacion, un lodo que comprende agua y material que contiene almidén se prepara antes del paso (a).

[0163] El proceso de fermentacion se puede llevar a cabo durante un periodo de 1 a 250 horas, preferiblemente es de
25 a 190 horas, de forma mas preferible de 30 a 180 horas, de forma mas preferible de 40 a 170 horas, incluso de forma
mas preferible de 50 a 160 horas, aun de forma mas preferible de 60 a 150 horas, incluso aun de forma mas preferible
de 70 a 140 horas, y de la forma mas preferible de 80 a 130 horas.

[0164] El término "temperatura inicial de gelatinizacion" se refiere a la temperatura minima en la que la gelatinizacion del
almidén comienza. Almidén calentado en agua empieza a gelatinizar entre 50°C y 75°, la temperatura exacta de
gelatinizacion depende del almidén especifico, y puede ser faciimente determinada por el experto en la materia. Asi, la
temperatura de gelatinizacion inicial puede variar segun la especie de planta, la variedad particular de las especies de
planta al igual que con las condiciones de crecimiento. En el contexto de esta invencion, la temperatura de
gelatinizacion inicial de un material que contiene almidén dado es la temperatura en la que birrefringencia se pierde en
5% de los granulos de almidodn utilizando el método descrito por Gorinstein y Lii, 1992, Starch/Starke 44(12): 461-466.

[0165] Antes del paso (a) un lodo de material que contiene almidén, tal como almidén granulado, que tiene 10-55% en
peso de sdlidos secos, preferiblemente 25-40 peso% en peso de sodlidos secos, de forma mas preferible 30-35% en
peso de solidos secos de material que contiene almidon se puede preparar. El lodo puede incluir agua y/o aguas de
proceso, tal como vinaza (contracorriente), agua del depurador, agua del separador lateral condensad o destilada del
evaporador u otra agua de proceso vegetal de producto de fermentacion. Debido a que el proceso de la invencion se
realiza por debajo de la temperatura de gelatinizaciéon y por tanto no se produce ningin aumento de viscosidad
significativo, niveles altos de vinaza se pueden utilizar si se desea. En una forma de realizacion, el lodo acuoso contiene
de aproximadamente 1 a aproximadamente 70 vol. % vinaza, preferiblemente 15-60% vol. % vinaza, especialmente de
aproximadamente 30 a 50 vol. % vinaza.

[0166] El material que contiene almidén se puede preparar reduciendo el tamafo de particula, preferiblemente por
molienda en hiumedo o en seco, a 0,05 a 3,0 mm, preferiblemente 0,1-0,5 mm. Después de ser sometidos a un proceso
de la invencién, al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos
91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o
preferiblemente al menos 99% de los sélidos secos del material que contiene almidén se convierte en un hidrolizado de
almidén soluble.

[0167] El proceso de la invencidon se realiza a una temperatura inferior a la temperatura de gelatinizacion inicial.
Preferiblemente la temperatura en la que se realiza el paso (a) es entre 30- 75°C, preferiblemente entre 45-60°C.

[0168] En una forma de realizacion preferida, el paso (a) y el paso (b) se realizan como una sacarificacion secuencial o
simultanea y un proceso de fermentacion. En tal forma de realizacion preferida, el proceso se lleva a cabo tipicamente a
una temperatura entre 25°C y 40°C, tal como entre 29°C y 35°C, tal como entre 30°C y 34°C, tal como alrededor de
32°C. Segun la invencion, la temperatura se puede subir o bajar durante la fermentacion.

[0169] En una forma de realizacion, la sacarificacion y la fermentacion simultanea se realiza de modo que el nivel de
azucar, tal como el nivel de glucosa, se mantenga en un nivel bajo tal como por debajo de 6% en peso, preferiblemente
por debajo de aproximadamente 3% en peso, preferiblemente por debajo de aproximadamente 2% en peso, mas
preferiblemente por debajo de aproximadamente 1% en peso, mas preferiblemente incluso por debajo de
aproximadamente 0,5% en peso, o mas preferiblemente incluso por debajo de 0,25% en peso, tal como por debajo de
aproximadamente 0,1% en peso. Tales bajos niveles de azicar se pueden conseguir utilizando simplemente cantidades
ajustadas de enzima y organismo fermentador. Un experto en la materia de la técnica puede determinar facilmente qué
cantidades de enzima y organismo fermentador hay que usar. Las cantidades empleadas de enzima y organismo
fermentador también se puede seleccionar para mantener bajas concentraciones de maltosa en el caldo de
fermentacion. Por ejemplo, el nivel de maltosa se puede mantener por debajo de aproximadamente 0,5% en peso o
debajo aproximadamente 0,2% en peso.

[0170] El proceso de la invencion se puede llevar a cabo a un pH en la gama entre 3 y 7, preferiblemente de pH 3,5 a 6,
o de la forma mas preferible de pH 4 a 5.

Materiales que contienen almidén

[0171] Cualquier materia prima que contenga almidén adecuado, incluyendo almidén granulado, se puede utilizar segun
la presente invencién. La materia prima se selecciona generalmente basada en el producto de fermentaciéon deseado.
Ejemplos de materias primas que contienen almidén, adecuadas para su uso en un proceso de la presente invencion,
incluyen tubérculos, raices, tallos, granos enteros, granos, mazorcas, trigo, cebada, centeno, millo, sagu, mandioca,
tapioca, sorgo, arroz, guisantes, alubias o patatas dulces, o mezclas de los mismos, o cereales, materias primas que
contienen azucar, tales como melaza, materiales de fruta, cafia de azucar o remolacha azucarera, patatas, y materiales
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que contienen celulosa, tales como madera o residuos vegetales, o mezclas derivadas. Se contemplan ambos tipos
Cerosos y no cerosos de maiz y cebada.

[0172] EI término "almidén granulado" se refiere a almidén no cocinado crudo, es decir, almidén en su forma natural
como se encuentra en los cereales, tubérculos o granos. El almidén se forma dentro de células vegetales como infimos
granulos insolubles en agua. Cuando se ponen en agua fria, los granulos de almidén pueden absorber una pequefia
cantidad del liquido e hincharse. A temperaturas de hasta 50°C a 75°C la hinchazén pueden ser reversible. No obstante,
con temperaturas mas altas comienza una hinchazén irreversible llamada "gelatinizacion". El almidén granulado que se
va a procesar puede ser una calidad de almidén altamente refinado, preferiblemente al menos 90%, al menos 95%, al
menos 97% o al menos 99,5% puro o puede ser un material que contiene almidéon mas crudo que incluye grano entero
molido incluyendo fracciones no amilaceas tales como residuos de germen y fibras. La materia prima, tal como el grano
entero, se muele para descubrir la estructura y permitir mas tratamiento. Dos procesos de molienda se prefieren segun
la invencion: molienda en seco y en humedo. En la molienda en seco, avellanas enteras se muelen y usan. La molienda
en humedo da una buena separacién de germen y la harina (granulos de almidén y proteina) y frecuentemente se aplica
en lugares donde el hidrolizado de almidén se usa para la produccion de jarabes. Tanto la molienda en himedo como
en seco son bien conocidas en la técnica de tratamiento de almidén y estan igualmente contempladas para el proceso
de la invencién.

[0173] EI material que contiene almidén se reduce en tamafo de particula, preferiblemente por molienda en humedo o
en seco, para exponer mas area de superficie. En una forma de realizacién, el tamaio de particula es entre 0,05 a 3,0
mm, preferiblemente 0,1-0,5 mm, o de modo que al menos 30%, preferiblemente al menos 50%, de forma mas
preferible al menos 70%, incluso de forma mas preferible al menos 90% del material que contiene almidon pase a través
de una criba con una pantalla de 0,05 a 3,0 mm, preferiblemente una pantalla de 0,1-0,5 mm.

Productos de fermentacién

[0174] EI término "producto de fermentacion" se refiere a un producto producido por un proceso que incluye un paso de
fermentacion que utiliza un organismo fermentador. Los productos de fermentacién contemplados segun la invencién
incluyen alcoholes (por ejemplo, etanol, metanol, butanol); acidos organicos (por ejemplo, acido citrico, acido acético,
acido itacénico, acido lactico, acido gluconico); cetonas (por ejemplo, acetona); aminoacidos (por ejemplo, acido
glutamico); gases (por ejemplo, H> y COy); antibidticos (por ejemplo, penicilina y etraciclina); enzimas; vitaminas (por
ejemplo, riboflavina, Biz, beta-caroteno); y hormonas. En una forma de realizacién preferida, el producto de
fermentacion es etanol, por ejemplo, etanol de combustible; etanol potable, es decir, licores neutros potables; o etanol
industrial o productos usados en la industria del alcohol consumible (por ejemplo, cerveza y vino), industria lechera (por
ejemplo, productos lacteos fermentados), industria del cuero e industria del tabaco. Tipos de cerveza preferidos
comprenden cerveza inglesa de malta, cerveza negra, cerveza porters, cerveza rubia, amarga, licores de malta, cerveza
happoushu, cerveza alta en alcohol, cerveza baja en alcohol, cerveza baja en calorias o cerveza ligera. Procesos de
fermentacion preferidos usados incluyen procesos de fermentacion de alcohol, como se conocen en la técnica.
Procesos de fermentacion preferidos son procesos de fermentacién anaerdbicos, como se conocen bien en la técnica.

Organismos de fermentacién

[0175] "Organismo de fermentacion" se refiere a cualquier organismo, incluyendo organismos bacterianos y fungicos,
adecuados para usar en un proceso de fermentacion y capaces de producir un producto de fermentacion deseado. Los
organismos de fermentacion especialmente adecuados se pueden fermentar, es decir, convertir, azucares, tales como
glucosa o maltosa, directa o indirectamente en el producto de fermentacién deseado. Ejemplos de organismos de
fermentacion incluyen organismos fungicos, tal como levadura. La levadura preferida incluye cepas de Saccharomyces
spp., en particular, Saccharomyces cerevisiae. Levadura disponible comercialmente incluye, por ejemplo, Red
Star™/Lesaffre Ethanol Red (disponible de Red Star/Lesaffre, EE.UU.) FALI (disponible de Fleischmann's Yeast, una
divisién de Burns Philp Food Inc., EE.UU.), SUPERSTART (disponible de Alltech), GERT STRAND (disponible de Gert
Strand AB, Suecia) y FERMIOL (disponible de DSM Specialties).

ENZIMAS

Glucoamilasa

[0176] La glucoamilasa es preferiblemente una glucoamilasa de la invencion. No obstante, como se ha mencionado
anteriormente, una glucoamilasa de la invenciéon también se puede combinar con otras glucoamilasas. El término
"glucoamilasa" (1,4-alfa-D-glucano glucohidrolasa, EC 3.2.1.3) es una enzima que cataliza la liberacién de D-glucosa a
partir de las extremidades no reducidas de moléculas de oligosacaridos relacionados o almidoén.

[0177] La glucoamilasa se puede afiadir en una cantidad de 0,001 a 10 AGU/g DS, preferiblemente de 0,01 a 5 AGU/g
DS, tal como alrededor de 0,1, 0,3, 0,5, 1 0 2 AGU/g DS, especialmente 0,1 a 0,5 AGU/g DS o 0,02-20 AGU/g DS,
preferiblemente 0,1-10 AGU/g DS.

Alfa-amilasa
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[0178] La alfa-amilasa puede ser segun la invencién de cualquier origen. Se prefieren las alfa amilasas de origen fungico
o bacteriano.

[0179] En una forma de realizacion preferida, la alfa-amilasa es una alfa-amilasa acida, por ejemplo, alfa-amilasa acida
fungica o alfa-amilasa acida bacteriana. El término "alfa-amilasa acida" se refiere a una alfa amilasa (EC 3.2.1.1) que
afiadida en una cantidad eficaz tiene actividad éptima en un pH en la gama de 3 a 7, preferiblemente de 3,5 a 6, o de la
forma mas preferible de 4-5.

Alfa-amilasas bacterianas

[0180] Segun la invencioén, una alfa-amilasa bacteriana se puede derivar preferiblemente del género Bacillus.

[0181] En una forma de realizacion preferida, la alfa-amilasa de Bacillus se deriva de una cepa de B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens, B. subtilis o B. stearothermophilus, pero también se puede derivar de otra especie de Bacillus sp.
Ejemplos especificos de alfa-amilasas contempladas incluyen la alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (BLA) mostrada
en SEC ID n°: 4 en la WO 99/19467, la alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (BAN) mostrada en SEC ID n°: 5 en la
WO 99/19467, y la alfa-amilasa de Bacillus stearothermophilus (BSG) mostrada en SEC ID n°: 3 en la WO 99/19467. En
una forma de realizacion de la invencion, la alfa-amilasa es una enzima que tiene un grado de identidad de al menos
60%, preferiblemente al menos 70%, mas preferido al menos 80%, mas preferiblemente incluso al menos 90%, tal como
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con cualquiera de las
secuencias mostradas como SEC ID NOS: 1, 2, 3, 4 o 5, respectivamente, en la WO 99/19467.

[0182] La alfa-amilasa de Bacillus también puede ser una variante y/o hibrido, especialmente una descrita en cualquiera
de WO 96/23873, WO 96/23874, WO 97/41213, WO 99/19467, WO 00/60059 y WO 02/10355 (todos los documentos se
incorporan en la presente por referencia). Variantes de alfa-amilasa especificamente contempladas se describen en las
patentes de EE.UU. numeros: 6.093.562, 6.187.576 y 6.297.038 (incorporadas por la presente por referencia) e incluyen
variantes de alfa-amilasa de Bacillus stearothermophilus (alfa-amilasa BSG) que tienen una eliminaciéon de uno o dos
aminoacidos en la posicién 179 a 182, preferiblemente una eliminacién doble descrita en la WO 96/23873 - véase, por
ejemplo, pagina 20, lineas 1-10 (por la presente incorporada por referencia), que corresponde preferiblemente con
delta(181-182) en comparacién con la secuencia de aminoacidos de la alfa-amilasa BSG de tipo salvaje expuesta en
SEC ID n°: 3 descrita en la WO 99/19467 o eliminacién de los aminoacidos 179 y 180 usando SEC ID n°: 3 en la WO
99/19467 para numeracion (cuya referencia es por la presente incorporada por referencia). Mas preferidas incluso son
las alfa-amilasas de Bacillus, especialmente la alfa-amilasa de Bacillus stearothermophilus, que tiene una eliminacion
doble que corresponde con delta(181-182) y ademas comprende una sustitucion N193F (también denominada 1181* +
G182* + N193F) en comparacién con la secuencia de aminoacidos de alfa-amilasa BSG de tipo salvaje expuesta en
SEC ID n°: 3 descrita en la WO 99/19467.

[0183] La alfa-amilasa también puede ser una alfa-amilasa maltogénica. Una "alfa-amilasa maltogénica" (glucano 1,4-
alfa-maltohidrolasa, EC 3.2.1.133) puede hidrolizar amilosa y amilopectina en maltosa en la alfa configuracion. Una alfa-
amilasa maltogénica de la cepa de Bacillus stearothermophilus NCIB 11837 estd comercialmente disponible en
Novozymes A/S, Dinamarca. La alfa-amilasa maltogénica se describe en las patentes de EE.UU. numeros 4.598.048,
4.604.355y 6.162.628, que son por la presente incorporadas por referencia.

Alfa-amilasas hibridas bacterianas

[0184] Una alfa-amilasa hibrida especificamente contemplada comprende 445 residuos de aminoacidos de C-terminal
de la alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (mostrada como SEC ID n° 4 en la WO 99/19467) y los 37 residuos de
aminoacidos de N-terminal de la alfa-amilasa derivada de Bacillus amyloliquefaciens (mostrada como SEC ID n°: 3 en la
WO 99/19467), con uno o varios, especialmente todas, de las siguientes sustituciones:

G48A+T491+G107A+H156Y+A181T+N190F+1201F+A209V+Q264S (utilizando la numeracién de Bacillus
licheniformis). También preferido son variantes que tienen una o varias de las siguientes mutaciones (o mutaciones
correspondientes en otra estructura de alfa-amilasa de Bacillus): H154Y, A181T, N190F, A209V y Q264S y/o
eliminacion de dos residuos entre las posiciones 176 y 179, preferiblemente eliminacién de E178 y G179
(utilizando la numeracion de SEC ID n°: 5 de la WO 99/19467).

[0185] La alfa-amilasa bacteriana se puede anadir en cantidades que son bien conocidas en la técnica. Cuando se
miden en unidades KNU (descritas mas abajo en la seccion "Materiales y métodos") la actividad de alfa-amilasa esta
preferiblemente presente en una cantidad de 0,5-5,000 NU/g de DS, en una cantidad de 1-500 NU/g de DS, o de forma
mas preferible en una cantidad de 5-1,000 NU/g de DS, tal como 10-100 NU/g DS.

Alfa-amilasas fungicas

[0186] Alfa-amilasas acidas fungicas incluyen alfa-amilasas acidas derivadas de una cepa de Aspergillus, tal como alfa-
amilasas de Aspergillus kawachii, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae.
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[0187] Una alfa-amilasa fungica acida preferida es una alfa-amilasa de tipo Fungamyl que se deriva preferiblemente de
una cepa de Aspergillus oryzae. En la presente divulgacion, el término "alfa-amilasa de tipo Fungamyl" indica una alfa-
amilasa que muestra una identidad alta, es decir, mayor de 70%, mayor de 75%, mayor de 80%, mayor de 85%, mayor
de 90%, mayor de 95%, mayor de 96%, mayor de 97%, mayor de 98%, mayor de 99% o incluso 100% de identidad con
la parte madura de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID n°: 10 en la WO 96/23874.

[0188] Otra alfa-amilasa acida preferida se deriva de una cepa de Aspergillus niger. En una forma de realizacion
preferida, la alfa-amilasa fungica acida es la de A. niger descrita como "AMYA_ASPNG" en la base de datos Swiss-
prot/TeEMBL bajo el numero de registro primario P56271 y descrita con mas detalle en la WO 89/01969 (ejemplo 3). La
alfa-amilasa acida de Aspergillus niger acido se muestra también como SEC ID n% 1 en la WO 2004/080923
(Novozymes) que se incorpora en la presente por referencia. También variantes de dicha amilasa fungica acida que
tienen al menos 70% de identidad, tal como al menos 80% o incluso al menos 90% de identidad, tal como al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con la SEC ID n° 1 en la WO
2004/080923 se contemplan. Una alfa-amilasa fungica acida disponible comercialmente adecuada derivada de
Aspergillus niger es SP288 (disponible en Novozymes A/S, Dinamarca).

[0189] En una forma de realizacion preferida, la alfa-amilasa se deriva de Aspergillus kawachii y es descrita por Kaneko
et al., 1996, J. Ferment. Bioeng. 81: 292-298, "Molecular-cloning and determination of the nucleotide-sequence of a
gene encoding an acid-stable alpha-amylase from Aspergillus kawachii"; y ademas como EMBL:#AB008370.

[0190] La alfa-amilasa acida fungica también puede ser una enzima de tipo salvaje que comprende un médulo de unién
a carbohidratos (CBM) y un dominio catalitico de alfa-amilasa (es decir, un no hibrido), o un variante de los mismos. En
una forma de realizacion, la alfa-amilasa acida de tipo salvaje se deriva de una cepa de Aspergillus kawachii.

Alfa-amilasas hibridas fungicas

[0191] En una forma de realizacion preferida, la alfa-amilasa acida fungica es una alfa-amilasa hibrida. Ejemplos
preferidos de alfa-amilasas hibridas fungicas incluyen aquellos descritos en la WO 2005/003311 o la publicacién de
solicitud de EE.UU. n° 2005/0054071 (Novozymes) o solicitud de EE.UU. n°® 60/638,614 (Novozymes) que se incorpora
en la presente por referencia. Una alfa-amilasa hibrida puede comprender un dominio catalitico (CD) de alfa-amilasa y
un dominio/moédulo de union a carbohidratos (CBM) y opcional un enlazador.

[0192] Ejemplos especificos de alfa-amilasas hibridas contempladas incluyen aquellas descritas en la solicitud de
EE.UU. n°® 60/638,614 incluyendo variante de Fungamyl con dominio catalitico JA118 y SBD de Athelia rolfsii (SEC ID
n°: 100 en la solicitud de EE.UU. n°® 60/638,614), alfa-amilasa de Rhizomucor pusillus con enlazador AMG y SBD de
Athelia rolfsii (SEC ID n°: 101 en la solicitud de EE.UU. n° 60/638,614) y alfa-amilasa de Meripilus giganteus con
enlazador y SBD de glucoamilasa de Athelia rolfsii (SEC ID n°: 102 en la solicitud de EE.UU. n°® 60/638.614).

[0193] Otros ejemplos especificos de alfa-amilasas hibridas contempladas incluyen aquellas descritas en la publicacion
de solicitud de EE.UU. n°: 2005/0054071, incluyendo aquellas descritas en la tabla 3 de la pagina 15, tal como alfa-
amilasa de Aspergillus niger con enlazador de Aspergillus kawachii y dominio de unién al almidén.

Productos de alfa-amilasa comerciales

[0194] Composiciones comerciales preferidas que comprenden alfa-amilasa incluyen MYCOLASE de DSM (Gist
Brocades), BAN™, TERMAMYL™ SC, FUNGAMYL™, LIQUOZYME™ X y SAN™ SUPER, SAN™ EXTRA L
(Novozymes A/S) y CLARASE™ L-40,000, DEX-LOT™, SPEZYME™ FRED, SPEZYME™ AA, SPEZYME™ Ethyl,
GC358, GC980, SPEZYME™ RSL, y SPEZYME™ DELTA AA (Genencor Int.), y la alfa-amilasa fungica acida vendida
bajo el nombre comercial SP288 (disponible en Novozymes A/S, Dinamarca).

[0195] Una alfa-amilasa acida se puede afiadir segun la invencién en una cantidad de 0,1 a 10 AFAU/g DS,
preferiblemente 0,10 a 5 AFAU/g DS, especialmente 0,3 a 2 AFAU/g DS.

Produccion de jarabe

[0196] La presente invencion también proporciona un proceso del uso de una glucoamilasa de la invencion para producir
jarabe, tal como glucosa y similares, a partir de material que contiene almidon. Materias primas adecuadas se
ejemplifican en la seccion "materiales que contienen almidén" anterior. Generalmente, el proceso comprende los pasos
de hidrolizacion parcial del material que contiene almidén (licuefaccion) en presencia de alfa-amilasa y luego mas
sacarificacion de la liberacion de glucosa a partir de las extremidades no-reducidas de las moléculas de oligo y
polisacaridos relacionadas o almidon en presencia de glucoamilasa de la invencion.

[0197] La licuefaccion y la sacarificacion se pueden llevar a cabo como se ha descrito anteriormente para la produccion
de producto de fermentacion.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 534067 T3

[0198] La glucoamilasa de la invencidon también se puede usar de forma inmovilizada. Esto es adecuado y
frecuentemente se usa para producir jarabes especiales, tales como jarabes de maltosa, y ademas para la corriente de
refinado de oligosacaridos en relacion con la produccion de jarabes de fructosa, por ejemplo, jarabe rico en fructosa
(HFS).

[0199] Consecuentemente, este aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de produccién de jarabe a partir
de material que contiene almidén, que comprende:

(a) licuefaccion de material que contiene almidén en presencia de una alfa-amilasa, y
(b) sacarificacién del material obtenido en el paso (a) utilizando una glucoamilasa de la invencién.
[0200] Un jarabe se puede recuperar a partir del material sacarificado obtenido en el paso (b).
[0201] Detalles de condiciones adecuadas se pueden encontrar por encima.
Elaboracion de cerveza
[0202] Una glucoamilasa de la invencion también puede usarse en un proceso de elaboraciéon de cerveza. La
glucoamilasa de la invencion se afade en cantidades eficaces que pueden ser faciimente determinadas por el experto
en la materia de la técnica.
[0203] La presente invencion se describe a continuacion por los siguientes ejemplos.
Materiales y métodos

[0204] Levadura: RED STAR™ disponible de Red Star/Lesaffre, EE.UU.

Medios y reactivos:

[0205] Los productos quimicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad
reactiva.
PDA: 39 g/L agar de dextrosa de patata, 20 g/L agar, 50 ml/L glicerol

Métodos

[0206] A menos que se especifique lo contrario, manipulaciones y transformaciones de ADN se realizaron utilizando
métodos estandar de biologia molecular como se describe en Sambrook et al. (1989) Molecular cloning: A laboratory
manual, Cold Spring Harbor lab., Cold Spring Harbor, NY; Ausubel, F. M. et al. (eds.) "Current protocols in Molecular
Biology", John Wiley and Sons, 1995; Harwood, C. R., y Cutting, S. M. (eds.) "Molecular Biological Methods for Bacillus".
John Wiley and Sons, 1990.

Actividad de glucoamilasa

[0207] La actividad de glucoamilasa se puede medir en unidades AGI o en unidades de glucoamilasa (AGU).

Actividad de glucoamilasa (AGI)

[0208] La glucoamilasa (equivalente a amiloglucosidasa) convierte el almidon en glucosa. La cantidad de glucosa es
determinada aqui por el método de glucosa-oxidasa para la determinacién de actividad. El método descrito en la seccion
76-11 Método de almidon-glucoamilasa con medicién posterior de glucosa con glucosa-oxidasa en "Approved methods
of the American Association of Cereal Chemists". Vol.1-2 AACC, from American Association of Cereal Chemists, (2000);
ISBN: 1- 891127-12-8.

[0209] Una unidad de glucoamilasa (AGI) es la cantidad de enzima que formara 1 micro mol de glucosa por minuto bajo
las condiciones estandar del método.

Condiciones estandar/condiciones de reaccion:

[0210]
Sustrato: Almidon soluble, concentracion aprox. 16 g material seco /L.
Tampon: Acetato, aprox. 0,04 M, pH=4,3
pH: 43
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Temperatura de incubacion: 60°C
Tiempo de reaccion: 15 minutos
Terminacion de la reaccion:  NaOH a una concentracion de aproximadamente 0,2 g/L (pH~9)

Concentraciéon enzimatica: 0,15-0,55 AAU/mL.

[0211] EI almidén deberia ser almidén Lintner, que es un almidén de ebullicion fina usado en el laboratorio como
indicador colorimétrico. El almidén Lintner se obtiene por tratamiento de acido clorhidrico diluido de almidén nativo de
modo que retenga la capacidad de colorear de azul con yodo.

Actividad de glucoamilasa (AGU)

[0212] La unidad Novo de glucoamilasa (AGU) se define como la cantidad de enzima, que hidroliza 1 micromol de
maltosa por minuto bajo las condiciones estandar 37°C, pH 4,3, sustrato: maltosa 23,2 mM, tampén: acetato 0,1 M,
tiempo de reaccion 5 minutos.

[0213] Se puede usar un sistema autoanalizador. Se afiade mutarotasa al reactivo de glucosa deshidrogenasa de modo
que cualquier alfa-D-glucosa presente se convierta en beta-D-glucosa. La glucosa deshidrogenasa reacciona
especificamente con beta-D-glucosa en la reaccion mencionada anteriormente, formando NADH que se determina
usando un fotémetro a 340 nm como medida de la concentracion de glucosa original.

Incubacion AMG:

Substrato: maltosa 23,2 mM
[Tampon: acetato 0,1 M
pH: 4,30 £ 0,05
Temperatura de incubacion:  [37°C £ 1

Tiempo de reaccion: 5 minutos

Gama de trabajo de enzima:

0,5-4,0 AGU/mL

Reaccion de color:

GlucDH: 430 U/L

Mutarotasa: 9 U/L

NAD: 0,21 mM

[Tampon: fosfato 0,12 M; 0,15 M NaCl
pH: 7,60 + 0,05

Temperatura de incubacion:  [37°C £ 1

Tiempo de reaccion: 5 minutos

Longitud de onda: 340 nm

[0214] Una carpeta (EB-SM-0131,02/01) que describe este método analitico con mas detalle estd disponible en la
solicitud de Novozymes A/S, Dinamarca, esta carpeta se incluye en la presente por referencia.

Actividad de alfa-amilasa (KNU)

[0215] La actividad de alfa-amilasa se puede determinar usando almidén de patata como sustrato. Este método se basa
en la descomposicion de almidon de patata modificado por la enzima, y la reaccion esta seguida de muestras de mezcla
de la solucién de almidén/enzima con una solucién de yodo. Inicialmente, se forma un color azul negruzco, pero durante
la descomposicion del almidén el color azul se hace mas débil y gradualmente cambia a marrdn rojizo, que se compara
con un vidrio coloreado estandar.

[0216] Una Unidad Kilo Novo (KNU) de alfa-amilasa se define como la cantidad de enzima que, bajo condiciones
estandar (es decir, a 37°C +/- 0,05, 0,0003 M CaZ+; y pH 5,6) dextriniza 5260 mg de sustancia seca de almidéon Merck
Amylum soluble.

[0217] Una carpeta EB-SM-0009.02/01 que describe este método analitico con mas detalle esta disponible bajo pedido
en Novozymes A/S, Dinamarca, esta carpeta se incluye en la presente por referencia.

Actividad de alfa-amilasa acida
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[0218] Cuando se usa segun la presente invencion, la actividad de cualquier alfa-amilasa acida se puede medir en
AFAU (unidades de alfa-amilasa fungica acida). Alternativamente, la actividad de alfa-amilasa acida se puede medir en
AAU (unidades de alfa-amilasa acida).

Unidades de alfa-amilasa acida (AAU)

[0219] La actividad de alfa-amilasa acida se puede medir en AAU (unidades de alfa-amilasa acida), que es un método
absoluto. Una unidad de amilasa acida (AAU) es la cantidad de enzima que convierte 1 g de almidon (100% de
sustancia seca) por hora bajo condiciones estandarizadas en un producto que tiene una transmisién a 620 nm después
de reaccion con una solucion de yodo de fuerza conocida igual a la de una referencia de color.

Condiciones estandar/condiciones de reaccion:

102201 Substrato: Almidén soluble, Concentracion aprox, 20 g DS/L,
Tampon: Citrato, aprox, 0,13 M, pH=4,2
Solucién de yodo: 40,176 g yoduro potasico + 0,088 g yodo /L
Agua de ciudad: 15°-20°dH (dureza de grado aleman)
pH: 4,2
Temperatura de incubacion: 30°C
Tiempo de reaccion: 11 minutos
Longitud de onda: 620 nm
Concentracién enzimatica: 0,13-0,19 AAU/mL

Gama de trabajo de enzima: 0,13-0,19 AAU/mL

[0221] EI almidén deberia ser almidén Lintner, que es un almidén de ebullicion fina usado en el laboratorio como
indicador colorimétrico. El almidén Lintner se obtiene por tratamiento de acido clorhidrico diluido de almidén natural de
modo que éste retenga la capacidad de colorear de azul con yodo. Detalles adicionales se pueden descubrir en la EP
0140410 B2, cuya divulgacion se incluye en la presente por referencia.

Actividad de alfa-amilasa acida (AFAU)

[0224] La actividad de alfa-amilasa acida se puede medir en AFAU (unidades de alfa-amilasa fungica acida), que se
determinan con respecto a un estandar enzimatico. 1 AFAU se define como la cantidad de enzima que degrada 5,260
mg de sustancia seca de almidén por hora bajo las condiciones estandar abajo mencionadas.

[0225] Alfa-amilasa acida, una endo-alfa-amilasa (1,4-alfa-D-glucano-glucanohidrolasa, E.C. 3.2.1.1) hidroliza enlaces
alfa-1,4-glucosidicos en las regiones internas de la molécula de almidén para formar dextrinas y oligosacaridos con
longitudes de cadena diferentes. La intensidad de color formada con yodo es directamente proporcional a la

concentracion de almidén. La actividad de amilasa se determina utilizando colorimetria inversa como una reduccién en
la concentracion de almidén bajo las condiciones analiticas especificas.

ALFA-AMILASA
ALMIDON + YODO »  DEXTRINAS + OLIGOSACARIDOS

) |.|| 5
A =590 nm

azul/violeta t = 23 seg. de decoloracion

Condiciones estandar/condiciones de reaccion:

[0224]
Substrato: Almidén soluble, aprox, 0,17 g/L
Tampon: Citrato, aprox, 0,03 M
Yodo (I2): 0,03 g/L
CaCly: 1,85 mM
pH: 2,50 £0,05
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Temperatura de incubacion:  40°C

Tiempo de reaccion: 23 segundos
Longitud de onda: 590 nm
Concentraciéon enzimatica: 0,025 AFAU/mL

Gama de trabajo de enzima:  0,01-0,04 AFAU/mL

[0225] Una carpeta EB-SM-0259,02/01 que describe este método analitico con mas detalle esta disponible bajo pedido
en Novozymes A/S, Dinamarca, esta carpeta se incluye en la presente por referencia.

Ejemplo 1

Sacarificacion simultanea y fermentacion (SSF) con AMG de Gloeophyllum sepiarium

[0226] El rendimiento de SSF de las glucoamilasas de Gloeophyllum sp se evalud en diferentes dosis de enzima. La
fermentacion se realiz bajo las siguientes condiciones:

Sustrato: maiz molido fue suspendido con contracorriente y su sustancia seca se ajustd a aproximadamente 32%
(p/p). Luego fue licuado a 85°C y pH 5,8. La trituracion licuada tenia una DE de 13,4.

Temperatura: 32°C

pH inicial: 5,0

Dosis enzimatica: AMG de Gloeophyllum sp producida en Aspergillus niger en 30, 40, 55 y 70 microgramos de
proteina de enzima/g DS. Las enzimas se compararon con una muestra purificada de AMG de Talaromyces
emersonii comercial dosificado en las mismas dosificaciones. La maxima dosis de AMG de Talaromyces emersonii
es equivalente a una cantidad pertinente en la industria de 0,56 AGU/g DS. Un control para sacarificaciéon maxima
obtenible se preparé usando cantidades en exceso de AMG comercial y alfa-amilasa.

Fermentacién

[0227] Al sustrato para SSF, se afiadié 1.000 ppm de urea como fuente de nitrégeno y 3 ppm de penicilina para control
bacteriano; el pH fue ajustado a 5,0 con H,SO,4. Partes alicuotas de 5 g de trituracion fueron transferidas a tubos
centrifugadores de 15 ml con un orificio practicado en la parte superior para liberar CO,. Se afadieron enzimas y
levadura y los tubos se colocaron al bafio maria sin agitacién a 32°C durante 54 horas. Se analizaron muestras en
HPLC para determinar el etanol producido durante la fermentacion. Los resultados se muestran en las tablas mas abajo.

Tabla 1. Etanol g/L producido durante SSF con AMG de Gloeophyllum sepiarium en 30, 40, 55 y 70 microgramos de
proteina de enzima/g DS en comparacion con AMG de Talaromyces emersonii. El control resulté en 133,08 g/L etanol.

Dosis enzimatica (microgramos de proteina de enzima/g DS)

30 40 55 70
Talaromyces 110,3 119,8 124,9 126,9
emersonii (SEC ID
n°: 20)
Gloeophyllum 115,5 122,6 130,8 130,7
sepiarium (SEC ID
NO: 2)

Tabla 2. Etanol g/L producido durante SSF con AMG de Gloeophyllum sepiarium en 30, 40, 55 y 70 microgramos de
proteina de enzima/g DS en comparacion con AMG de Talaromyces emersonii. El control resulté en 131,9 g/L etanol.

Dosis enzimatica (microgramos de proteina de enzima/g DS)

30 40 55 70
Talaromyces 110,4 118,9 123,4 125,6
emersonii (SEC ID
n°: 20)
Gloeophyllum 113,0 1211 129,0 129,5
sepiarium (SEC ID
n°: 4)

Tabla 3. Rendimiento de etanol producido durante SSF con AMG de Gloeophyllum sp en 30, 40, 55 y 70 microgramos
de proteina de enzima/g DS en comparacion con AMG de Talaromyces emersonii y AMG de Trametes cingulata. El
control resulté en 100% de rendimiento.

Dosis enzimatica (microgramos de proteina de enzima/g DS)

30 40 55 70

Gloeophyllum sepiarium 87% 92% 98% 98%
(SEC ID NO: 2)
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Gloeophyllum trabeum (SEC | 93% 97% 97% 98%
ID NO: 6)

Gloeophyllum trabeum (SEC | 88% 97% 97% 98%
ID NO: 14)

Trametes cingulata AMG G1 87% 90% 97% 98%
(SEC ID NO: 22)

Talaromyces emersonii, T- 83% 90% 94% 95%
AMG (SEC ID NO: 20)

Ejemplo 2
Actividad especifica de AMG de Gloeophyllum sp comparado con AMG de Trametes cingulata
[0228] La actividad especifica fue calculada dividiendo la actividad de glucoamilasa AGU (segun el procedimiento

descrito antes) y la proteina enzimatica de cada preparacion (analisis AA). La tabla siguiente muestra los resultados
para las diferentes AMG de Gloeophyllum sp comparado con la AMG de Trametes cingulata.

IActividad especifica

[AGU/mg]

Trametes cingulata AMG G1, SEC ID NO: 22 [5,6

Gloeophyllum sepiarium AMG, SEC ID NO: 4 [6,3

Gloeophyllum sepiarium AMG, SEC ID NO: 2 [7,2

Gloeophyllum trabeum, SEC ID NO: 16 6,1
Gloeophyllum trabeum, SEC ID NO: 18 6,0
Gloeophyllum trabeum, SEC ID NO: 14 7,2
Gloeophyllum trabeum, SEC ID NO: 6 6,5

Deposito de material biolégico

[0229] EI siguiente material biolégico se ha depositado segun las condiciones del tratado de Budapest con el Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1 B, D-38124 Braunschweig,
Alemania, y se le ha dado el siguiente numero de registro:

Deposito: cepa de E. coli NN059223 con plasmido que comprende la secuencia D7279 (SEC ID n°: 1)
Numero de registro: DSM 23222. Fecha de depdsito: 13 de enero de 2010

[0230] La cepa se ha depositado en condiciones que aseguran que el acceso al cultivo estara disponible durante la
tramitacion de esta solicitud de patente para que uno determinado por las leyes de patentes extranjeras esté autorizado
a ello. El depdsito representa un cultivo sustancialmente puro de la cepa depositada. El depésito esta disponible segun
sea necesario por las leyes de patentes extranjeras en paises donde equivalentes de la presente solicitud o sus
descendientes sean presentados. No obstante, se debe entender que la disponibilidad de un depdsito no constituye una
licencia para practicar la presente invencién en derogacidon de los derechos de patente concedidos por accion
gubernamental.

Listado de secuencias

[0231]

<110> Landvik, Sara Morant, Marc Dominique Ayabe, Keiichi Coward-Kelly, Guillermo

<120> Polipéptidos con actividad glucoamilasa y polinucleétidos que codifican los mismos

<130> 11647-WO-PCT

<150> US 61/265,526
<151>2009-12-01

<150> US 61/406,741
<151>2010-10-26

<160> 22

<170> Patentln version 3.5
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cacgtacgaa
actgtcaaac
tatcgoctcet
aaacccttgyg
ctgggagtcg
ttcatetgge
gtotgecate
cancgat gy
cttgaagtgg
cgoeaggetgg
gacgaacgta
tettactggt
atoggetast
gtacaagtac

tatoactact

&Q
120
180
240
300
380
420

480
54Q

600Q
660
720
780
840
900
280
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1722



ES 2 534067 T3

<400> 4

36



ES 2 534067 T3

Met Tyr Arg Phe Leu Val Cys Ala Lsu Gly Lau Ala Ala Ser Val Leu
1 5 10 15

ala Gln Ser val Asp Ser Tyr val Sar Ser Glu Gly Pro Ile Ala Lys
20 25 30

Ala 3ly Val Leu Ala Asn Ile Gly Fro Asn Gly Ser lys Ala Ser Gly
35 40 45

Ala Ser Ala Gly Val Val Val Ala Ser Pro Ser Thr Ser Asp Pro Asp
50 55 £0

37



Tyr

&5

Ile

Leu

ASn

aAsn

Agp

1485

Leu

Ile

Thz

Ala

Ile

225

Leu

Thr

Leu

Thr

Val
305

Trp

Asp

Ile

Pro

val

130

Gly

Leu

Ile

Tyr

val

210

Gly

Leu

Aln

Pha
220

Asp

Tyr

Gln

Aszp

Ser

115

Agp

Ser

Ser

Gln

Asp

185

Gln

Gln

Cys

Asn

Ser

275

Gln

Ser

Thr

Tyr

Azp

100

Ely

Glu

Ala

Asn

Agn

180

Leu

Hig

Thr

Phe

Thr

260

Ila

Pro

Phe

Trp

Thr

g5

Phe

Thr

Thr

Lau

Gly

185

Asp

TrP

arg

Ser

Leu

245

Gly

Hig

Cye

Arg

Thr

70

Thr

Yal

Leu

Ala

Leu

Glu

Alm

Gln

230

Gln

Gly

Thr

Ser

Ser
310

Arg

Gly

Thr

Thr

Pha

133

Ser

Thr

Gly

Glu

Leu

215

Val

Ser

Gly

Tyr

Azp

223

Val

Asp

Tle

Ala

Thr

120

Thr

Thr

Ser

Tyr

val
200

arg

Ser

Tyr

Arg

Asp

280

Lys

Tyr

ES 2 534067 T3

Ser

Asp

Glu

105

Gly

Gly

Ala

Tyr

val

185

Asp

Glu

Ser

Trp

Sar

265

Pro

Alm

Ser

Ser

Ser

90

Ala

Gly

Ala

Leu

val

170

val

Saer

Gly

Tyr

Asn

250

Gly

Sar

Leau

Ile

Leu

75

Thr

Asn

Iau

TP

Ils

155

Thr

Ser

Sar

Alm

Thr

235

Pro

Lyse

Ala

Sar

Asn
315

38

val

Ser

Gly

Gly

140

Thr

Ser

Tyr

Ser

Als

220

Thr

Ser

Aegp

Gly

Asn

300

Ser

Phe

Sar

Gln

Glu

125

Arg

Tyx

Lys

Trp

Eha

203

Pha

Gln

Gly

Ala

Cyz

285

Lau

Gly

Lys

Gln

110

Pro

Fro

Gly

Asn

130

Eha

Ala

2la

Gly

Aen

270

Agp

Lys

Ile

Ser

Arg

95

Yal

Lya

Gln

Agn

Trp

173

Gln

Thr

Thr

Aszp

Tyr

255

Thr

Ala

val

Ala

Leu

g0

Thr

Ser

Pha

Ary

TP

160

Pro

Ser

Thr

Als

Asn

240

Ile

Lau

Ala

Tyr

Ser
320



Asn

Gly

Azp

Thr

Thr

385

Lys

Ser

Leu

Phe

Leau

465

Ala

Tyx

Ala

Azn

Asn

545

Pro

Ala

Amn

Sar
370

Tyr

Ser

Ser

Glu

450

Thr

Val

Leu

Lau

Leu

530

Gly

Ala

<210>5

Ala

Bro

Leu

385

Leu

Ser

Phe

Gly

Ala

435

Alan

val

Thr

Thr

Lau

515

Pro

Ala

Ser

val

Trp

340

Asn

Ala

Jer

Ala

Gly

420

val

Pro

Phe

Gly

300

Lau

Ala

val

Gly

aAla

325

Tyr

val

Phea

38r

Asp

405

Leu

Asp

Asn

38r

Asn

485

Sar

Sar

Sar

Thr

Ser
365

Thr

Trp

Pha

Sar

320

Gly

Ala

Aep

gar

470

Val

val

Sar

Thr

550

Thr

Gly

Thr

Glu

Gln

375

Sear

Phe

Glu

Thr

Thzr

4553

Cys

Azn

ASp

Ala

Ala

535

Glu

Thr

Arg

Thr

Sar

360

Gln

Thr

val

Gln

Trp

440

Gln

Sar

Ala

Ala

As&n

520

Ila

Ser

Glu

ES 2 534067 T3

Tyr

Pha

345

Gln

Pha

Tyr

Thr

Tyr

425

Ser

Pha

Gly

Glu

Lau

505

Tyr

Glu

Asp

Asn

Pro

330

Ala

Gly

Sar

Sar

Ile

410

Sar

Tyr

Ala

Agn

Thr

420

Glu

Pro

Tyx

Pro

Asp
570

Glu

Val

Sar

Sar

Thr

385

Asn

lvs

Ala

Gly

Sar

475

Val

ASnD

Thr

Lysa

Asn

555

Thr

39

Asp

Ala

Lau

Aly

380

Lau

Ala

Ser

Ser

Trp

4860

Gly

Trp

Trp

Trp

Tyx

540

Trp

Ser

Glu

Glu

365

val

Thr

Lys

AsSp

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Sar

Sar

525

Ile

Ser

Arqg

Tyr

Gln

as0

val

Thr

Sar

Tyr

Gly

430

Leu

Ala

Fro

Glu

Ala

510

Ila

Arg

Il=

Gln

335

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

418

Ser

Thyr

Ala

Thr

As=n

435

Asp

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ser

Aly

Ile

400

Pro

Pro

Ala

Gly

val

480

Ile

Asn

val

Azn

Thr
560



<211> 1722
<212> ADN

<213> Gloeophyllum trabeum

<400> 5
atgtacoget

gacagetaty
cogaaggget
tcggacceeg
attgaccagt
ttagtaacty
ggtggottgg
cgacaacaaa
ctgttgtoca
gacottggtt
gactegteat
ttogetacoy
cttetgtget
ggoeggaggeaq
cccagcegegg
ctgaaggtct
aacgotgacg
tacatgaacca
cagggttoce
gtcactgoty
asgaactety
ctggecggaac
agctacgett
ggcgetgeag
gatgtoacat
tacgtagatg
taccagaact
atcogoasas

ceguecagey

tcettgtoty
ttageagoga
gcraggecte
actattggta
acaccactgg
dogaggetaa
gagagoocaa
gogaaggaac
acggaaatac
atgtogtgte
cgttettoac
coateggten
tottgoagte
gttegggoaa
getgegacge
acttcgacte
togooacggy
catttgaggt
togaggtcac
goacetacte
cogatggatt
aatacagcaa
cggetttgac
geotgactgt
tocaaagtgaa
atotggagaa
ggagtatcac
ataatgggge

goetogeegac

ES 2 534067 T3

tgogetggyy
sggtoccata
tggegeoatae
cacttggacg
catcgacage
tetarageaa

gttoaaogto
tgocaataage

gagatatgtt
atattggaac
tacegesagta
gacttegeag
ttactggaac
ggatgocaac
tgecgacttte
tttocegeteg
togttatoce
agcagagoaa
ctocacctoe
ttotegetoe
tgtcgetate
gagcgacggt
ggcgtttgaa
gecttectot
agcagagaat
atggtaggac
agtoaaattyg
cgttacctygy

cgageatgac

cttgoggean
gOeCRaggegy
gotggtgttg
cgtgactcat
acgagetctc
gtetotaasn
gaagaaaaotg
tagactgoat
aagagoatta
cagtotacct
cagoacegty
gteagoaget
cegagoegoty
acacttetgg
cagccctget
gtctactcca
gaggatagot
ctatatgatg
cttgoettet
ageacsataca
astgctasagt
tctcoccoecctta
gcaaggaaca
tgetceggea
gtgtggggag
gagaatgaaa
caggogagaoa
gagtcagace
acttggegtt

40

cagttotoge
gogtecttge
tggtogogag
ccctegtttt
tgaggactet
ctagtogtac
catttaoctgg
tgatoaagta
tgtggoagat
acgagcteotg
cteteogtgs
atacgactes
gttacatcac
catoocattaoa
ctgacaaggce
tcaacagtgyg
accagygtgg
atatoaatgt
tocagoagtt
goaceckoas
acaogecate
gogoggtgga
atactcagtt
actotggtgy
agaacatota
tootgetetao
atgatattga
cCcaacastag

aa

ceagteggte
taacatt ooy

coctageagg
caagtcactc
catcgacgat
cetcaccace
tgocatggggt
cggtaactgg
catacagaaa
ggaggaagta
agatgeagos
ggoggacaat
tgotaacact
cacgtacgaa
actgtcgaac
tgtcgectcet
aaagaottgg
ctgggagtag
ctoatengge
gtotgecate
caacggtgge
cttgacgtgyg
cgeocggetygy
gecgacegtt
tattaatggt
atcggaotaat
gtacaagtaa

catcactact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
800
660
720
780
840
200
960

102qQ
1080
1144
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1722



<210> 6

<211> 573

<212> PRT

<213> Gloeophyllum trabeum

<400> 6

ES 2 534067 T3

41



ES 2 534067 T3

Met Tyr Arg Phe Leu Val Cys Ala Lau Gly Lau Ala Ala Thr Val Lsu

Ala Gln Ser Val Asp Ser Tyr Val Ser Ser Glu Gly Pro Ile Ala lys
2Q 25 30

Ala Gly Val Isu Ala Aen Ile Gly Pro Agn Gly Ser Lys Ala Sar Gly
35 40 45

Ala Ser Ala Gly Val Val Val Ala Sar Fro Ser Thr Ser Asp Fro Asp
50 55 60

Tyr Trp Tyr Thr Trp Thr Arg Asp Ser Ser Leu Val Fhe Lye¢ Sar Lau
65 70 75 80

Ile Asp Gln Tyr Thr Thr Gly Ile Asp Ser Thr Ser Ser Leu Arg Thr
85 01| 85

Leu Ile Asp Asp Phe Val Thr Ala Glu ala Asn Leu Gln Gln Val Ser
100 105 110

Asn Pro Ser Gly Thr Leu Thr Thr Gly Gly Lsu Gly Glu Fro Lys Fha
115 120 125

Agn Val Aep Glu Thr Ala Phe Thr Gly Ala Trp Gly Arg Fro Gln Arg
130 135 140

Aep Gly Pro Ala Leu Arg Ser Thr Ala Leu Ile Thr Tyr Gly Asn Trp
145 150 155 160

Ieu Leu Ser Asn Gly Asn Thr Ser Tyr val Thr Ser Ile Leu Trp Pro
185% 170 175

Ile Ile Gln Asn Asp Leu Gly Tyr Val Val Ser Tyr Trp Asn Gln Ser
1g0 185 120

Thr Tyr Asp Leu Trp Glu Glu Val Asp Ser Ser Ser Fhe Fhe Thr Thr
135 200 205

Ala Val Gln His Arg Ala ILeu Arg Glu Gly Ala Ala Fhe Ala Thr Ala
210 215 220

Ile Gly Gln Thr Ser Gln Val Ser Sar Tyr Thr Thr Gln Ala Agp Asgn
225 230 235 240

42



Leu

Thr

Leu

Thr

Phe

305

Azn

Gly

2Asp

Thz

Thr

385

Lys

Ser

Lau

Phe

Leu

465

Ala

Leu

Ala

Ala

Phe

220

Asp

Ala

AsSn

Ala

Sar

370

Tyr

Asn

Asn

8ar

Glu

4590

Thr

Val

Cys

Azn

Ser

275

Gln

Ser

Ala

Pro

Leu

355

Leu

Ser

Phe

Gly

Aln

435

Al

val

Thr

Phe

Thr

260

Ile

Pro

Pha

val

Trp

340

Asn

Ala

Ser

Ala

Gly

420

val

Pro

Phe

Leu

245

Gly

His

Cys

arg

Ala

325

Tyr

val

Pha

38r

Asp

405

Leu

Aep

Asn

Sar

Asn
485

Gln

Gly

Thr

Sar

Sar

310

Thr

Leu

Trp

gar

320

Gly

Ala

Iau

Asn

Sar

470

Val

Ser

Gly

Tyr

AsSp

225

val

Gly

Thr

Glu

Gln

3753

Ser

Phe

Glu

Thr

Thr

455

Cys

Asn

Tyr

Arg

Asp

280

Lys

Tyxr

Arg

Thr

Ser

380

Gln

Thr

Val

Gln

TP

440

Gln

Sar

Ala

ES 2 534067 T3

Trp

Sear

265

Pro

Ala

Sar

Tyr

Phe

345

Gln

Eha

Tyr

Ala

Tyr

425

Sar

FPhae

Gly

Glu

Asn

250

Gly

Ser

Lau

Ila

Pro

330

Ala

Gly

Sar

Sar

Ile

410

Ser

Tyx

Ala

Asn

Thr
480

Pro

Lys

Ala

Sar

Agn

315

Glu

val

Ser

Sar

Thr

385

Asn

Lys

Ala

Gly

Sar

475

Val

43

Sexr

Asp

Gly

Asn

300

Sex

Agp

Leu

CGly

380

Leau

Sexr

Sar

Trp
460

Gly

Trp

Gly

Ala

Cya

285

Lau

Gly

Sar

Glu

Glu

365

val

Thr

Lys

Asp

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Gly

Asn

270

Asp

lys

val

Tyr

Gln

asg

val

Thr

Sar

Tyr

Gly

430

Llau

Pro

Glu

Tyr

255

Thr

Ala

val

Ala

Gln

335

Lau

Thyr

Ala

Ala

Thr

415

Ser

Thr

Ala

Thr

Asn
485

Ile

Leu

Ala

Tyr

Ser

320

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ile

400

Pro

Pro

Ala

Gly

val

480

Ile



Tyr Leu Thr

Ala Lau Leu
515

Asn Leu Pro
530

Asn Gly Ala
543

Pro Ala Sar

<210>7
<211> 1722
<212> ADN

Gly

300

Ala

val

Gly

Sar Val

Ser Ser

Ser Thr

Thr Tzp

550

Sar Thr
565

<213> Gloeophyllum sepiarium

<400> 7

Asp

Ala

Ala

535

Glu

Thr

Asn

520

Ile

Ser

Glu

ES 2 534067 T3

Leu Glu Asn
505

Tyr Pro Thr

Glu Tyr lys

Asp Pro Asn

555

Asn Asp Thr
570

44

Trp Ser Ala Asp Asn
310

Trp Ser Ile Thr val
525

Tyr Ile Arg Lys Asn
5490

Asn Ser Ile Thr Thr
360

Trp Arg



atgtacoget
gacagatatg
cegaacgget
tcggacceeg
attgaccagt
ttcgtaactg
ggtggcttygg
cgacaacaaa
ctgttgtecs
gacettogtt
gactcgtcat
ttcgoccaceg
ctocatgtget
ggtggaggea
CCCRGEGOCy
ctgaaagtet
aacgecgety
tatctcacca
cagggttaca

gtcactgetg
asgagettty

ctggaggaaa
agetaggatt
ggcgctgcaa
goetgteacat
teogtegaty
tacoogaact
atccgcaaaa

ccggocageq

<210> 8
<211> 573
<212> PRT

tcettgtoty
ttagaoagcga
coaaggecte
actattggta
acaccactgyg
ccgaggctaa
gagageocecaa
gogaaggaac
acggasatac
atgtegtgte
cgttottcac
cgatcggtca
ttttgoagte
gttocaggoaa
gotgogatge
acgtoegacte
togeereggy
catttgeggt
tocgaggtcac

gcacctacte
cogatggatt

aatatagcaa
oggetttgac
gectgactgt
tcaacgtgan
ctetggagaa
ggagtatcac
ataatgggge

gectocgacgac

<213> Gloeophyllum sepiarium

ES 2 534067 T3

tgogetegyy
aggtoacata
tggegesatoe
cacttggacg
catcgacage
tctoccagcaa
gttcaacgte
tgocaataage
gagetatgtt
atactggaac
tactgcagtg
gacttcgeocag
ttactggaac
ggatgocaac
tgoescttte
gtteogetog
teggtacece
cgccgagcaa
atcaaaatac

ttctagectce
tgtegetate

gagagaagge
ggegtttgaa
gocttectet
ggoegagact
ctggteggec
agtoaaacttg
agttacctgg

cgagaatgac

cttgoggegt
gaozaggagg
goetgatgtty
cgtgactcat
acgagetctc
gtctctaacc
gacgaaactg
tagactgoat
acgageastn
cagteotacet
cagcatcgtyg
gttagcagct
cagagaggtg
aatottetgg
caacoctget
gtetactota
gaggacaget
ctctatgatg
cttgoattat

agcacataca
astgctasagt

tatococtta
goaaggaacyg
tgctcoggea
gtatgygoay
gacaatgoon
caggogagoa
gagtcagacc

acttggegtt

45

cagttotoge
goegtacttgao
togtegegay
ccctogbttt
tgaggactcet
ctagtggtac
catttactgg
tgatoaagta
tgtggoegat
acgacctety
ctctocgega
ataccacgca
gttacatcaao
catogattoa
ctgacaagge
ttaacagtgy
accagogtey
ctctcaatgt
toocagocagtt

gcaccctcac
acacgocate

gegaggtgga
acagtoagtt
actctggtgy
agaacatcts
toetgokote
atgooattga
ccaacaatag

ceagtegate

taacattgga
cectageacy
caagtcactc
catcgacgat
cctcaccace
tgecatggagt
cggtaactgg
catecagand
agaggaagta
aggtgcggeg
ggcggacaat
tgotaacact
cacgtacgao
actgtecaad
tategectot
aaacecttgg
ctgggagttg

ctegtacggao

gtctgeccatc
cascggtgge

cttgaagtgg
cgeeggetgg
gocgacegte
tettactgot
atoggetanc
gtacaagtao

catcactact

120
180
240
300
380
42q
480
540
600
660
720
780
840
90qQ
o&qQ
1020
1080
1140

1200
1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1722
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<400> 8

46



Ala

Ala

Ala

Tyxr

65

Ile

Asn

aAsn

Asp
143

Tyr

Gln

Gly

Sar

Trp

Asp

Ile

Pro

val

130

Gly

Arg

Ser

val

35

Ala

Tyxr

Gln

Aep

Ser

115

Asp

Pro

Phe

Val

20

Gly

Thr

Tyr

Rep

100

Gly

Glu

Ala

Leu

Asp

Ala

Val

Trp

Thr

85

Phe

Thr

Thr

Leu

val

Ser

Asn

Val

Thz

70

Thr

val

Leu

Ala

Arg
150

Cys

Tyr

Ile

Val

55

Arg

Gly

Thr

Thr

Phe

135

Ser

Ala

val

Gly

Ala

Asp

Ile

Ala

Thr

120

Thr

Thr

ES 2 534067 T3

Leu Gly
10

Sgr Sgr

25

Pro Asn

Sar Fro

Sar Sar

Asp Ser

Glu Ala

105

Gly Gly

Gly ala

Ala Leu

Leu

Glu

Gly

Sar

Lau

75

Thr

Azn

Lau

Trp

Ile
155

47

Ala

Gly

Ser

Thr

€0

val

Ser

Lau

Gly

Gly

149

Thr

Ala

Fro

Lyas

45

Sar

Fhe

Ser

Gln

Glu

125

Arg

Tyr

Ser

Ilg

30

Asp

Ly#

Leu

Gln

110

Pro

Pro

Gly

val

15

Ala

Ser

Fro

Sar

val

Lys

Gln

Asn

Lau

Lys

Gly

Asp

Lau

Thr

Sar

Fha

Arg

Trp
160



Leu

Ile

Thr

Ala

Ila

225

Leu

Thr

Leu

Thz

val

3085

Asn

Gly

Asp

Thx

Thr

385

Lya

Leu

Ile

Tyr

val

210

Gly

Lau

Ala

Ala

Pha

290

Asp

aAla

Asn

Ala

Sar

370

Tyr

Ser

Ser

Gln

Asp

195

Gln

Gln

Cys

Asn

Ser

275

Gln

Ser

Ala

Pro

Leu

355

Leu

Ser

Phe

Asn

Asn

180

Leu

Hig

Thr

Phe

Thr

260

Ila

Pro

Phe

val

Trp

240

Azn

Alm

Ser

Ala

Gly

185

Asp

Trp

Arg

Sar

Leu

245

Gly

His

Cye

Arg

Ala

325

Tyr

val

Phe

Ser

Asp
405

Asn

Leu

Glu

Ala

Gln

230

Gln

Gly

Thr

Sar

Ser

310

Thr

Leu

Trp

Phe

Ser

350

Gly

Thr

Gly

Glu

Leu

215

Val

Jer

Gly

TYr

Agp

285

val

Gly

Thr

Glu

Gln

375

Ser

Fhe

Ser

Tyr

Vval

200

Arg

Sar

Tyr

Arg

Asp

280

Lys$

Tyr

Arg

Thr

Lau

380

Gln

Thr

val

ES 2 534067 T3

Tyr

val

185

Asp

Glu

Sar

Trp

Sar

265

Fro

aAla

Ser

Tyr

Phe

345

Gln

Phe

Tyr

Ala

val

170

val

Ser

Gly

Tyr

Asn

250

aly

Sar

Ile

Pro

330

Ala

Gly

Ser

Sear

Ila
410

Thr

Ser

Ser

Ala

Thr

235

Pro

Lys

Ala

Sar

Asn

215

Glu

Val

Sar

Sar

Thr

385

ASD

48

Sexr

Tyx

Ser

Ala

220

Thx

Sex

AsSp

Gly

ASn

300

Sexr

Asp

Lau

Gly
380

Leu

As=n

Trp

FPhe

205

Phe

Gln

Gly

Ala

Cys

285

Lau

Gly

Sar

Glu

Glu

365

vel

Thr

Lys

Leu

Asn

120

Phe

Ala

Gly

ASD

270

Asp

Lyse

I[l=

Tyxr

Gln

350

Val

Thr

Ser

Tyr

Trp

175

Gln

Thyr

Thr

Asp

Tyx

258

Thr

Ala

val

Ala

Gln

335

Leu

Thr

Alsa

Ala

Thr
415

Pro

Ser

Thr

Ala

Azn

240

Ile

Leu

Ala

Tyzr

Ser

320

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ile

400

Pro



Sar Asn

Leu Ser

Phe Glu
430

Iau Thr
465

Ala Val

Tyr Lau

Ala ILau

Asn Leu
530

Aen Gly
5453

Pro Ala

<210>9
<211> 1722
<212> DNA

Qly

Ala

435

Ala

Val

Thr

Thr

Lau

515

Pro

Ala

Sear

Gly

420

val

Arg

Pro

Phe

Gly

500

ala

val

Gly

Leu

Asp

Asn

Sar

Asn

485

Sar

Sar

Ser

Thr

Ser
5865

Ala

Leu

Asp

Sar

470

val

Val

Sar

Thr

TIp

550

Thr

<213> Gloeophyllum sepiarium

<400> 9

Glu

Thr

Thr

4355

Cys

AsSn

Asp

Ala

ala

535

Glu

Thr

Gln

Trp

440

Gln

Sar

Agn

520

Ile

fSar

Glu

ES 2 534067 T3

Tyr

425

Ser

Phe

Gly

Glu

Lau

505

Tyx

Glu

Asp

Ser

Tyr

Ala

Asn

Thr

490

Glu

rro

Tyr

rro

Asp
570

Lys

Ala

Gly

Sar

475

val

Agn

Thr

Lys

Asn

535

Thr

49

Ser

Ser

Trp

460

Gly

Trp

Trp

Trp

Tyr

540

Agn

Trp

Asp

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

325

Ile

Ser

Gly

430

Leu

Ala

Pro

Glu

Ala

510

Ila

Arg

Ila

Ser

Thr

Ala

Thr

ASD

4585

Agp

Thr

Lys

Thr

Pro

Ala

Ser

Yal

480

Ila

Azn

val

Asn

Thr
360



atgtacoget
gacagetaty
cogaaggget
tccgacceeg
attgaccagt
ttogtaacty
ggtggottgg
cgacaacaaa

ctgttgtcca
gacettggtt

gactegteat
ttcgetaceg
cttectgtget
ggtggcggec
cccagcgeceg
ctgaaggtet
BACPLCYOCy
tacatgaacca
cagggttece
gtcactgetg
aagagctttg
ctggcggaac
agctacgett
ggegotgoag
gogotcacat
tecgtegaty
tacoegacct

atccgcaaaa

ccggecageg

<210>10
<211> 573
<212> PRT

tcettgtoty
ttageagoga
gcraggecte
actattggta
acaccaccgg
cogaggetan
gagagooaaa
gogaaggaac

acggaaatac

atgtegtgte
cgttettoac
coatoggtca
tcttgcagte
gttccggcaa
gectgegacge
acgtaogacte
togoeRegyy
catttgoggt
togaggteac
gcacctacte
ccgatggatt
aatatagcaa
cggotttgac
goaotgaatgt
tcaacgtgas
ctetggagan
gaagtateac

ataatgggge

gctcgacgac

<213> Gloeophyllum sepiarium

ES 2 534067 T3

tgogetegyy
sgggrecgta
tggegegtac
cacttggacg
catcgacage
tetenagena
gttoaaagto
tgocaataagt

gagcoctatgtt
stactggaac

tactgeagta
gacttogeay
atactggaac
ggatgccaac
tgcocactttc
attoocgotoa
tegttacece
agcagagoaa
etocrectee
ttctagectce
tgtegectate
gagegacggc
ggogtttgaa
gacttaatat
cgocgagact
etggteggee
cgteracttg
cgtocacctgg

cgagaatgac

cttgotgean
gOeCRAgQGegy
googgtgttg
cgtgactcgt
acgagetctc
gtetotasaen
gaagaaaaotg
tagactgoat

acgagcaatc
cagtoctacct

cagoaccegty
gtcageaget
ccgagegaty
actcttctgg
cagccctgect
atotactooa
gaggacaget
ctatatgatg
cttgocttet
agcacataca
aatgctaagt
tctcoccoecctta
gCReggRacy
tgatocaggaa
gtatgggoag
gacaatgeee
coggegages
gagtcagacc

acttggcgtt

50

cagttotoge
gogtecttge
tggtagogag
ccctegtttt
tgaggactet
ctagtggtac
catttaotgg
tgatoacata

tgtggecegat
acgacctoty

cteteocgtgs
atacgactes
gttatatcac
catccattca
ctgacaaggc
tcaaocagtgg

sccagygtoy

atotoaatgt
tocageagtt
gcaccctcac
acacgccatc
gegeggtoga
acactoagtt
actatggtgg
agaacatcts
tecetgetete
ctgocattga
ccaacaatag

ccagteggte
taacattgge

cocgageaqqg
caagtcactc
catcgacgat
ceteactace
tgoatggggt
cggtaattgg

catccagaac
guaggaagta

aggtgeggoeg
ggcggacast
tgctaacact
cacatacgat
gectgtogaat
tatagactot
aaacoettgg
ctgggagtag
cteoatecgge
gtctgccate
caacggtggc
cttgacgtygyg
cgocggetgg
gacgaacgta
tcttactgot
atcggetane
gtacaagtae

catcactact

120
180
240
300
360
420
4380

540
600Q

660
720
780
g40
2090
960
1029
1080
1140
1200
1260
1320
1384
1440
1504
1560
1620
1680
1722



ES 2 534067 T3

<400> 10

51



Met Tyr Arg Phe Lau Val Cys
1 5

Ala @ln Ser Val Asp Ser Tyr
20

ala Gly val Leu Ala Asn Ile
35

ala Ber Ala Gly val Val Val
5Q 55

Tyr Trp Tyr Thr Trp Thr Arg

Ala

val

Gly

40

Ala

Asp

ES 2 534067 T3

Lzu Gly Lau
10

Sgr Ser Glu

25

Pro aAsn Gly

Ser Pro Ser

Ser Ser Leu

52

Ala

Gly

Ser

Thr

val

Ala

Pro

Lys

45

Ser

Phe

Thr

val

30

Ala

Azp

Lys

Val Leu

15

Ala Lys

Ser Gly

Pro Asp

Ser Leu



€3

Ile Agp Gln

Lau

Asn

Asn

Asp

145

Ile

Thx

Ala

Ile

228

Thr

Thr

Val
305

Asn

Ila

Pro

val

130

Gly

Leu

Ile

Tyxr

Vval

210

Gly

Leu

Ala

Ala

Phe

290

Asp

Ala

Asp

Ser

115

Asp

Pro

Ser

dln

Aep

135

Gln

Gln

Cys

Asn

T- 14

275

Gln

Sarxr

Ala

Tyx

Asp

100

Gly

Glu

Ala

A=n

AEn

180

Leu

His

Thr

Phe

Thr

260

Ila

Pro

Pha

Val

Thr

BS

Fha

Thr

Thr

Lau

Gly

165

Asp

Trp

Arg

Sar

Ley

245

Gly

Hie

Cys

Arg

Ala
325

70

Thr

val

Lau

Ala

Arg

150

Asn

Leu

@lu

Ala

Gln

230

Gln

Gly

Thr

Ser

Ser

310

Thr

Gly

Thr

Thr

Phe

135

sSaer

Thr

Aly

Glu

Llzu

215

val

Ser

Gly

Tyr

Asp

285

Ila

Gly

ES 2 534067 T3

Ile 2Asp

Ala Glu
105

Thr Gly
120

Thr Gly

Thr Ale

Sexr Tyr

Tyr val

185

Val Asp
200

Arg Glu

Sexr Sar

Tyr Trp

Arg Sar

265

Agp Pro

280

Lys Ala

Tyx EBer

Arg Tyr

Ser

Ala

Gly

Ala

Iau

Yal

170

val

Ser

Gly

Tyr

Aszn

250

Gly

Ser

Lsu

Ile

Pro
230

K-

Thx

A&n

Lau

Trp

Ila

155

Thr

Ser

Sor

aAla

Thr

235

Pro

Ly&

Alm

Segr

Asn

315

Glu

53

Ser

Ieu

Gly

Gly

140

Thr

Ser

Tyr

Sexr

Ala

220

Thz

Ser

Asp

Gly

Asn

300

Sexr

Asp

Sar

Eln

Glu

125

Arg

Tyr

Asn

Irp

Pho

205

Pha

Gln

Gly

Ala

Cys

285

Lau

Gly

Sar

Gln

110

Pro

Pro

Gly

Leu

Asn

120

Phe

Ala

Ala

Gly

Asn

270

Rhep

Lys

Ile

Tyr

Arg

val

Lys

Gln

Asn

175

Gln

Thr

Thr

Azp

Tyr

255

Thr

Ala

val

Ala

Gln
335

a0

Sar

Fha

Arg

160

Pro

Sar

Thr

Ala

Asn

240

Ile

ILau

Als

Sar
320

Gly



Gly Asn

Asp Ala

Thr Sar
370

Thr Tyr
385

Lyg Sar

Ser Asn

Leuy Ser

Phe Glu
450

Leu Thr
465

Ala Vsl

Tyr Leu

Ala ILau

Asn Leu
330

Asn 3ly
545

Pro Ala

<210> 11
<211> 1722
<212> ADN

Pro

Leu

355

Leu

Sar

Phe

Gly

Ala

435

Ala

val

Thr

Thr

Lau

515

Pro

Ala

Sar

Trp

340

Asn

Ala

Sar

Ala

Gly

420

val

Arg

Pro

Phe

Gly

500

Ala

val

Gly

Tyr

val

Phe

Sar

Asp

405

Leu

ASp

Asn

dgr

Agn

485

Ser

Sar

Sar

Thr

Sar
565

Leu

Trp

Phe

Sar

390

Gly

Ala

Leu

Asp

Sgr

470

val

Yal

Sar

Thr

Trp

550

Thr

Thr

Glu

Gln

375

Sar

Phe

Glu

Thr

Thr

455

Cys

Agn

AsSp

Ala

Ala

535

Glu

Thr

Thr

Ser

360

Gln

Thr

val

Gln

Trp

440

Gln

Sgr

Azn

520

Ile

Saer

Glu

ES 2 534067 T3

Fha Ala
345

Gln Gly

Fha Ser

Tyr 8Ser

Ala Ilsa

410

Tyr Ser
425

Ser Tyr

Fha Ala

Gly Asn

Glu Thr

490

Leu Glu

505

Tyr Pro

Glu Tyr

Asp Pro

AsSn Asp
570

val

Ser

Sar

Thr

395

Lys

Ala

Gly

dgr

475

val

Thr

Lys

Asn

555

Thr

54

Ala

Leu

Gly

380

Leu

Ala

Ser

Ser

Trp

460

Gly

Trp

Trp

Trp

Tyr

540

ASn

Trp Arg

Blu

Glu

365

val

Thr

Lye

Asp

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

525

Ila

Ser

Gln

3so

val

Thr

Sar

Tyx

Gly

430

Leu

Ala

Pro

Glu

Ala

510

Ila

Arg

Ile

Leu

Thr

Ala

aAla

Thr

4153

Ser

Thr

Ala

Thr

Agn

495

Asp

Thr

lys

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ila

400

Pro

Bro

Ala

aly

val

480

Ila

Asn

val

Asn

Thr
560



<213> Gloeophyllum sp

<400> 11
atgtacoget

gacagetaty
cegaacgaget
tcggacceeg
attgaccagt
ttogtaaatg
ggtggottgg
cgacaacaaa
ctgttgtocs
gacottggtt
gactegteat
ttcgetaceg

cttetgtget

ggtggaggea
cacagagacg
ctgaaggtct
A2CQOTYACT
taccteaccs
cagggttoce
gtcactgoty
aagagettty
ctggcggaac
agctacgett
ggcgotgcag
gatgtoacat
tacgtagatg
taccegacct
atcogoasas
COGUECRgey

<210> 12

tcettgtoty
ttageagoga
coaaggecte
actattggta
acaccaccgg
acgaggotaa
gagagooaaa
gogaaggaac
acggasatac
atgtogtgte
cgttettoac
ccatcggtca
tottgoagte
gtteocaggoaa
gotgagacge
acgtcgacte
togooacggy
catttgeggt
togaggtcac
goacetacte
degatggatt
aatatagcaa
cggetttgac
gcectgactgt
tocaaagtgaa
atotggagaa
ggagtatcac
ataatgggge

goetogeegac

ES 2 534067 T3

tgoectogyy
sgggrecgta
tggegegtoe
cacttggacg
catcgacage
totoocagoaa
gttoaaogto
tgocaataagt
gagetatgtt
atactggaac
tactgeagta
gacttcgeocag
stactggaac
ggatgocaac
tgocaaattte
cttcegeteg
togttacooe
ggecgageaa
ctocacctoe
ttotegetoe
tgtegatate
gagcocgacggo
ggcgtttgaa
gocttoctet
agcagagaat
atggtaggac
cgteaacttyg
cgtcacctygy

cgageatgac

cttgotgesan
gOeCRaggegy
goegatotty
cgtgactcgt
acgagetctc
gtatctaaaa
gaagaaaaotg
tagactgoat
acgagcaste
cagtotacct
cagoacegty
gtcagecagct
cegagoegoty
aatottetgg
cagacatgat
atctactcca
gaggacagot
ctetatgaty
cttgoettet
ageacsataca
aatgetaagt
tctoccoecctta
gcaaggaacy
tgctocoggoa
gtgtggggag
gacaatgaaa
coggogages
gagtoagate

acttggogtt

55

cagttotoge
gogtecttge
togtagegay
ccctegtttt
tgaggactet
atagtggtaao
catttaoctgg
tgatoacata
tgtggoegat
acgagcteotg
cteteogtgs
atacgactca
gttatatcac
catoocattaoa
atgacaagga
tcaacagtgyg
accagygtgg
¢tetecastgt
tocagoagtt
goaceckoas
acacgecate
gegoggtgga
acactcagtt
actctggtgg
agaacatota
tootgetetao
ctgocattgs
cCcaacastag

aa

ccagteggte
taacattgge

ceogageacy
caagtcactc
catcgacgat
catoactaco
tgocatggggt
cggtaactgg
catecagans
ggaggaagta
aggtgeggoeg
ggcggacaat
tgotaacact
cacatacgat
gatgtagaat
tatcgeoctcet
aaagaottgg
ctgggagtog
ctoatengge
gtotgecate
caacgutgge
cttgacgtgyg
cgeocggetygy
gocgaccgto
tattaatggt
atcggttaaac
gtacaagtac

catcactact

120
180
240
300
380
420
480
540
600
66Q
720
780
840
900
260
1024
1080
114Q
1200
12¢0
1320
1380
1444
1500
1560
162Q
1680

1722



ES 2 534067 T3

<211> 573
<212> PRT
<213> Gloeophyllum sp

<400> 12

56



Ala

Ala

Ala

Tyro

85

Ila

Leu

Agn

Asn

Asp

145

Leu

Ile

Thr

Ala

Ila

225

Leu

Tyr

Gln

Gly

Ser
50

Trp

Agp

Ila

Pro

val

130

Gly

Lau

Ila

Tyxr

val

210

Gly

Leu

Arg

Ber

val

KL]

Ala

Tyr

Gln

Asp

Sar

115

Asp

Pro

Sar

Gln

Asp

135

Gln

Gln

Cys

Fhe

val

20

Lau

Gly

Thr

Tyr

Asp

100

Gly

Glu

Agn

Asn

180

Lau

His

Thr

Fhe

Asp

Ala

val

Trp

Thr

83

Phe

Thr

Thre

Lau

Gly

165

Agp

Trp

Arg

Sar

Leun

val

Ser

Asn

val

Thr

70

Thr

Val

Ala

Arg

150

Agn

Glu

Ala

Gln

230

Gln

Cys

Tyr

Il

val

55

Gly

Thr

Thr

Fha

135

Sar

Thr

Gly

Glu

Leu

215

val

Ser

Ala

val

Gly

40

Ala

Rep

Ila

Ala

Thr

120

Thr

Thr

Ser

Tyr

val

200

Arg

Ber

Tyr

ES 2 534067 T3

Leu

Ber

25

Pro

Ser

Sar

Asp

Glu

103

Gly

Gly

Ala

Tyr

val

185

Aep

Glu

Trp

Gly

10

Ser

Asn

Pro

Sar

Sar

9q

Ala

Gly

Ala

val

170

val

far

Gly

Tyxr

Asn

Leu

Glu

aly

Ser

Ieu

75

Thr

Asn

Leu

Trp

Ila

155

Thr

Sexr

Sear

Ala

Thr

235

Pro

57

Ala

Gly

Ser

Thr

60

val

Ser

Leu

Gly

Gly

140

Thr

Sex

Tyz

Serxr

Ala

220

Thr

Ser

Ala

Pro

Lys

43

Ser

Pha

Sar

Gln

Glu

125

Arg

Tyr

Agn

TZp

Pha

205

Phe

Gln

Gly

Thr

val

30

Ala

Asp

Lya

Lau

Gln

110

Pro

Pro

Gly

Lau

Asn

190

Phe

Ala

Ala

Gly

val

15

Ala

Ser

Pro

Ser

Arg

95

val

Lys

Gln

Asn

Trp

175

Gl

Thr

Thr

Aszp

Tyr

Lys

Gly

Asp

Lau

80

Thr

Sar

Pha

Arg

Trp

150

Pro

Saz

Thr

ala

Asn

240

Il=



Thz

Lau

Thr

Yal

305

Aen

Gly

Asp

Thx

Thr

385

Ly

Ser

Leu

Fhe

Leu

465

Ala

Tyr

Ala

Ala

Pha

290

Asp

Als

Asn

Ala

Sar

370

Tyr

Sar

Asn

Sar

Glu

450

Thr

Val

Leu

Agn

Sar

275

Gln

Ser

Als

Pro

Llgu

355

Lau

Sar

Phe

Gly

Al

435

Als

val

Thr

Thr

Thr

260

Ila

Fro

Phe

val

340

Adn

Ala

Ser

Ala

Gly

420

val

Arg

Fro

Pha

Gly
500

245

Gly

His

Cys

Arg

ala
az2s

Tyr

val

Pha

Ser

asp

405

leu

Asp

Agn

Sar

Asn

485

Ser

Gly

Thr

Sar

Ber

310

Thro

Leu

Trp

Phe

Ser

330

Gly

Ala

Ieu

Aep

Ser

47Q

Val

Val

Gly

Tyr

Asp

295

Ile

Gly

Thr

Glu

Gln

375

S2r

Pha

Glu

Thr

Thr

455

Cys

Aszn

Asp

Arg

Asp

280

Lys

Tyr

Arg

Thr

Ser

360

Gln

Thr

val

Gln

Tzp

44

Gln

Ser

Ala

Ala

ES 2 534067 T3

Sexr

265

PFro

Ala

Ser

Tyx

Phe

345

3ln

Pha

Tyr

aAla

Tyr

425

Sar

Pha

Gly

Glu

Leu
505

250

Gly

Sar

Lau

Ile

330

Ala

Gly

Sar

Sar

Ile

410

Ser

Tyz

Als

AsSn

Thr

450

Glu

Lys

Ala

Sarc

Asn

315

Glu

Val

Ser

Sar

The

385

AzZn

Lys

Ala

Gly

Ser

475

Val

Asn

58

agp

Bly

AEn

300

Ser

Aep

Ala

Leu

Gly

380

Ala

Ser

Ser

Trp

460

Gly

Trp

Trp

Ala

Cya

285

Lau

Gly

Sar

Glu

Glu

365

Val

Thr

Lyg

Asp

Ala

245

Gly

Gly

Gly

Ser

agn

270

Asp

Lya

Ile

Tyr

Gln

350

val

The

Sgr

Tyz

Gly

430

Lgu

Alm

Fro

Glu

Ala
510

255

Thz

Ala

val

Ala

Gln

335

Leu

Thr

Ala

Ala

Thz

415

Ser

Thz

Als

Thr

Azn

495

Asmp

Lay

Ala

Tyr

Ser

320

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ile

400

Pro

Pro

Al

Gly

val

480

Ila

Asn



Ala ILeu Ieu Leu Ser
515

Aen Lou Pro Ala Ser
530

Asn Gly Ala Val Thr
545

Pro Ala Ser Gly Ser
5865

<210> 13

<211> 1722

<212> ADN

<213> Gloeophyllum trabeum

<400> 13

ES 2 534067 T3

Ser Val Asn Tyr Pro Thr
520

Thr aAla Ile Glu Tyr Lyg
535

Trp Glu Ser Asp Pro Asn
550 555

Thr Thr Glu Asn Asp Thr
570

59

Trp Ser Ile Thr val
325

Tyr Ile Arg Lyg Asn
540

Asn Ser Ile Thr Thr
560

Trp Arg



atgtacoget
gacagetaty
cegaacaget
taggaacacg
attgaacagt
ttogtaactg
ggtggettgg
cgaccccaac
ctgttgtcca
gaccttggtt
gactegtagt
ttogetacoy

cttetgtget

ggeggaggeaq
cacagagacg
ctgaaagtet
aacgecgecy
tacgteaccsa
cagggctece
gtcactgotyg

aagagatttg
ctgoeggaad

agctacgett
ggegotgoag
gatgttacat
toagtagatg
tacccgacct
atcogeasaa

ccggctageq

<210> 14
<211> 573
<212> PRT

tcettgtoty
ttageagoga
coaaggecte
actattggta
acacaagcgg
gogaggotaa
gagagccaaa
gtgacggacc
acgggaatac
atgtegtgte
cattettecac
ctateggten
tottgoagte
gttocaggoaa
gotgagacge
acgttgacte
togeeaeggy
catttgeggt
tcgaggtcac
geagcotacte

acgatggatt
aatacageaa

cggetttgac
gootgaoctgt
tocaaagtgaa
atotggagaa
ggagtatcac
ataatggoge

gectocgacgac

<213> Gloeophyllum trabeum

ES 2 534067 T3

tgogetggyy
aggtoccata
tggegesatoe
cacttggaag
catagaagge
tattoagoaa
gttcaacgte
tgcoecteooge
gagcoctatgtt
atactggaac
tactgeagtg
gacttegeag
ttactggaac
ggatgacaac
tgogaattto
tttoagatag
tegttacece
Cgeegageaa
ctcocacctcee
ttotagotae

tgtagatgto
gagegacggt

ggoegtttgaa
gocttootot
agcagagaat
atggtaggac
cgtcaacttg
cgttacetgg

cgagaatgac

cttgoggegt
gOeCRAggegy
goetgacgtty
ogtgactagt
aagagatata
gtatctaaaa
gacgaaactg
tcgactgege
acgagcaatc
cagtccacgt
cageaccgty
gttagcaget
cegagtgoty
aatottetgg
cagocatgot
gtatattaaoa
gaggacaget
ctetatgaty
cttgeecttct
agoacgtaga

aaagectaagt
tetocectta

geanggaace
tgotooggoa
gtgtggggag
gacaatgaaa
ccggcgagca
gagteoagace

acttggegtt

60

cagttotoge
gogtecttge
togtegeaay
acatagtttt
tgaggaataot
atagtggtaao
catttactgg
tgatcacata
tgtggecegat
acgatctctg
ctetecgtgs
atacgactoes
gttacatcac
catagattoa
atgacaaggao
tocaacagtgg
accagogtay
¢teteaatgt
tccagcagtt
geagectean

acaagcaata
gegeggtygs

acactecagtt
actotggtgg
agaacateota
toatgeteota
ctgctattga
ccaacaataqg

ccagteggte
taacattgge

cecasageacy
caagtaoaata
catagacgat
cataaacana
tgecatgyggt
cggtaactgyg
catccagaac
ggaggaagta
L LRefess (v { |
ggoggacaat
tgotaacact
tacgtacgaa
attgtaogaao
tatagactot
aaatcettyg
ctaggagteg
ctcatccggt
gtotgotate

caaaggtgge
cttgacgtay

cgeeggetyy
gocgaoegta
tattaatggt
atcggataat
gtacaagtac

catecactact

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

1020

1080

1140

1200

1260
132Q

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1722



ES 2 534067 T3

<400> 14

61



ala

ala

Ala

Tyr

€5

Ile

asn

Agn

Asp
143

Tyr

Gln

Gly

Sar

Trp

Agp

Ile

Pro

val

130

Gly

Arg

Ser

val

35

Ala

Tyr

Gln

Aep

Sar

115

Agp

Pro

Phe

val

2Q

Gly

Thr

Tyz

Rep

100

Gly

Glu

Ala

Leu

Asp

Ala

Val

Trp

Thr

85

Phe

Thr

Thr

Leu

val

Ser

Asn

Val

Thxr

70

Thz

val

Leu

Ala

Arg
150

Cys

Tyr

Ile

Val

55

Arg

Gly

Thr

Thr

Phe

135

Ser

Ala

val

Gly

Ala

Asp

Ile

Ala

Thr

120

Thr

Thr

ES 2 534067 T3

Leu Gly
10

Ser Ser

25

Pro asn

Sar Fro

Sar Ser

Aep Gly

Glu Ala

105

Gly Gly

Gly Ala

Ala Leu

Leu

Glu

Gly

Sar

Leu

75

Thr

Azn

Leu

Trp

Ile
155

62

Ala

Gly

Ser

Thr

€0

val

Sar

Lau

Gly

Gly

140

Thr

Ala

Pro

1ys

45

Sar

Fhe

Sar

Gln

Glu

125

Arg

Tyr

Ser

Ile

30

Ala

Asp

Lys

Lau

Gln

110

Fro

Pro

Gly

val

15

Ala

Ser

Fro

Ser

val

Lys

Gln

Asn

Lau

Lys

Gly

Asp

Lau

80

Thr

Sar

Phe

Arg

Trp
160



Lau

Ila

Thr

Ala

Ile

22%

Thr

Thr

val

34058

Agn

BGly

Azp

Thr

Thr

3@8

Ser

Lau

Ila

Tyr

val

2190

Gly

Ala

ale

Phe

2%0

Asp

Ala

Azn

Ala

Sar
370

Tyr

Ser

ASD

Sar

Gln

ASp

185

Gln

Gln

Cye

Asn

Ser

215

Gln

Sexr

Ala

Pra

Leu

355

Lau

per

Phe

Gly

Asn

Azn

180

Leu

Big

Thz

Pha

Thr

260

Ilg

Pro

Pha

val

Trp

340

Azn

Ala

Ser

Als

Gly

Gly

165

Asp

Trp

Ary

Ser

leu

245

Gly

Hig

Cys

Arg

Ala

325

Tyr

Yal

Phea

Sar

Asp

405

lau

ASD

Lau

Glu

Ala

Gln

230

Gln

Gly

Thr

Ser

Ser

310

Thr

Leu

Trp

Phe

Sar

3ase

Gly

ala

Thr

Gly

Glu

Laeu

215

val

Ser

Gly

Tyx

&Bp

295

val

Gly

Thr

Glu

Gln

375

Ser

Phe

Glu

Bar

Tyx

Val

200

Azg

Ser

Tyr

Arg

Asp

280

Tyr

Arg

Thr

Ser

360

Gln

Thr

Val

Gln

ES 2 534067 T3

Tyr

Val

185

Asp

Glu

Sar

Trp

Ser

265

Fro

ala

Ser

Tyr

Phe

345

Gln

Phe

Tyr

Ala

Tyr

val

170

val

Ser

Gly

Tyxr

ABD

250

Gly

Ser

Leu

ILle

Pro

330

Ala

Gly

Ser

Ser

Val

410

Ser

Thr

Sar

Sar

Ala

Thr

238

Pro

Lys

Ala

Ser

Asn

3158

Glu

Val

Ser

Sar

Thr

398

Azn

Lys

63

Sar

Tyr

Sar

Ale

220

Thr

Ser

Asp

Gly

Asn

300

Ser

Azp

Ala

Gly

380

Lau

Ala

Ser

ASn

TIE

Phe

205

Phe

Gln

Gly

Ala

Cyé

205

Leu

Gly

Sar

Glu

Glu

3465

val

Thr

Lys

Asp

Lau

Azn

190

FPha

Ala

Ala

Gly

Adn

270

Asp

Lys

Il2

Tyxr

Gln

350

Yal

Thz

Ser

Tyr

Gly

Trp

175

Gln

Thr

Thr

Agp

Tyr

255

Thr

Ala

val

Ala

Gln

335

Thr

Ala

Ala

Thr

415

Sar

Pro

Smar

Thr

Ala

AZn

240

Ile

Leu

Ala

Tyr

Ser

320

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ils

400

Pro

Pro



Leu Ser

Phe Glu
450

Lau Thr
463

ala val

Tyr Lau

Ala Lzu

Asn Leu
530

Asn Gly
545

Pro Ala

<210> 15
<211> 1731
<212> ADN

<213> Gloeophyllum trabeum

<400> 15

Ala

435

Ala

val

Thr

Thr

Leu

515

Pro

Ala

Sear

420

val

aArg

Pro

Phe

Gly

500

Ala

Val

Gly

Asp

Asn

Ser

Asn

485

Sar

Ser

Ser

Thr

Ser
565

Leu

Asn

Ser

470

Yal

val

Ser

Thr

Trp

550

Thr

Thr

Thr

453

Cys

asn

Asp

Ala

Ala

533

Glu

Thr

Trp
440

Gln

Ser

Asn

520

Ile

Ser

Glu

ES 2 534067 T3

425

Ser

Phe

Gly

Glu

Leu

505

Tyr

Glu

Asp

Tyr

Ala

Asn

Thr

4s0

Glu

Pro

Tyr

Pro

Azp
570

Ala

Gly

Ser

4753

val

ASn

Thr

Lys

ASD

855

Thr

64

Ser

Trp
4¢0

Gly

Trp

Trp

Trp

Tyr

540

Asn

Trp Arg

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

525

Ile

Ser

430

Leu

Ala

Pro

Glu

Ala

510

Ile

Arg

Ila

Thr

Ala

Thr

Asn

495

Asp

Thr

lys

Thr

Ala

Gly

val

480

Ile

Asn

val

Asn

Thr
560



atgtacoget
gacagttaty
ccgaatgget
tcggatceeg
attgatcagt
ttogttattg
ggeggettgg
Caceecage
ctcttgtcaa

gateteasct
aactetteoct

ttogetacca
ctactttget
ggcggtogte
cccagcegegg
ctgaaggottt
aacgoagatg
tacatgaata
cagggataca
gtcactgoog
aagagettoy
ctegetgage
agctatgeat
ggogaggtag
tcaactgteg
atcactgget
totgocaact
tataagtata
ataaagtaatao
<210> 16

<211> 576
<212> PRT

tcettgtoty
toggeagoga
caaaggccte
actattggta
acacaaatgg
ccgaggocaa
gagagecaaa
gogacggace
acgggaacac

acgtegttea
cgttettcac

agatoggtea
ttttgoagte
ggtcocggcaa
gectgegatge
acgtegacte
tagcoaotgg
ogttagaogt
tocaatgtcac
goacttatge
cggatggatt
agttengeay
cogeattgac
gtttgaostgt
cecgtgacgtt
cggttgacge
acocgacctyg
toogoaagaa

cagcaagegg

<213> Gloeophyllum trabeum

ES 2 534067 T3

tgotetoegyy
aggenccata
tggtgcagcc
cacttggacg
tatagacage
cattoagoag
attcaatgte
tgogetoegt
gacctgggtt

gtactggaac
cactgeagty

gacctectog
ttactggaac
ggacgccaac
cacgaccttc
ctteegttet
tagotacoag
agocagagoag
atcoatatac
ttogagotoo
cgtegetate
gageRacgye
cgogtttgaa
googagatag
caacgtgaac
tctgagtaac
gagoattaoe
caaaggagat

atcagtgaac

cttotgggga
gaRagQgeey
gocggegtgg
cgtgactcgt
aagagttaga
gtatctaata
gatgaaactg
gogactgett
accagtacgec

cagaccacet
cagoacogty

gteagoaget
cacacttoog
accctettgg
cagccctget
gtetactece
gaagacagaot
ctatatgaag
ctaocattaot
aggacttaca
agegoecagt
totooegten
gogeggasta
tgotocoagoa
gcccaaacgg
tggtctcetyg
gtgaatttac
gtaacotggg

gagaatgaaa

65

cagtectoge
gogtecttge
tggtggctag
cactcgtttt
tgaggtatat
acagaggoaa
cattcacegg
tgatcaccts
tgtggcogat

togacctety
cocttgogoge

acacaaccdr
gatatatcag
catccatcca
ccgacaaagc
tcaacageqy
acocagggegyg
aocotoaatgt
toocagocagtt
ogactotgao
acacgeegte
gogetgttgs
atactoagtt
acagtggtgy
tttggggega
acaacgccet
ocgagagoan
aataagataoo

attggegtta

teagteagte
caacattgyg
ccccagcaag
caagtctctc
gatagacagt
tattagtaoca
tgecatggagt
cggtaactyg
catccagaac

ggaagaagty
aggegeagesa

agoggegaat
cgetaacact
cacttacgac
cctotegaat
tattgectet
gaacaoatgg
ctgggatgat
ctocatatagt
ctoogocatt
caacggt gge
cttgacatyg
cgoeggetyy
aggaggagga
aaacatctac
cttgectcteg
tgooattoag
caacaacago

&Q
120
ie0
240
300
360
42q
480
540

600
660

720
780
B40
200
960

1020

1080

1140

1204

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1520

1680

1731



ES 2 534067 T3

<400> 16

66



Met Tyr Arg Phe Lau Val Cys

1

Ala Gln Ser Val Asp Ser Tyr

Ala Gly Val Leu Ala Asn Ile

Ala Ala Ala Gly val Val Val

Tyr Trp Tyr Thr Trp Thr Arg

65

30

35

2Q

5

70

535

ES 2 534067 T3

Ala 1leu Gly
10

val Gly Ser
25

Gly Pro Asn
40

Ala Ser Pro

Asp Ser Ser

Leu

Glu

Gly

Sar

Leu
75

67

Leu

Gly

Ser

Lys

§0

val

Gly

Pro

Lys

45

Ser

Phe

Thr

Ile

30

Ala

Asp

Lys

val

15

aAla

Ser

Pro

Ser

Leu

Lys

Gly

Asp

Leu
80



Ile

Leu

Asn

ASn

Agp

145

Leu

Ile

Thr

Ala

Ile

225

Leu

Thr

Lau

Thz

val

305

Asn

Asp

Ile

Pro

val

130

Gly

Leu

Ile

Phe

val

210

Gly

Leu

ala

Phe
290

Asp

Ala

Gln

Asp

Ser

118

Asp

Pro

Ser

Gln

Asp

195

Gln

Gln

Cys

Asn

Sar

275

Gln

Ser

Ala

Tyr

Ser

100

Gly

Glu

Ala

Agn

Asn

180

Leu

Hig

Thr

Fhe

Thr

260

Ila

Pro

Pha

val

Thr

85

Pha

Thr

Thr

Lau

Gly

1g5

Asp

Trp

Arg

3ar

Leu

245

Gly

Hig

Cys

arg

Ala
325

Thr Gly

Val Ila

Leu Thr

Ala Pha

135

Arg Ala

Agn Thr

Leu Asn

Glu Glu

Ale Leu
215

Ser val
230

Gln Ser

Gly Gly

Thr Tyr

Ser Azp
283

Ser Val
310

Thr Gly

Ile

Ala

Thr

120

Thr

Thr

Thr

Tyr

val
200

Arg

38r

Tyr

Arg

Aep

280

Lys&

Tyr

Arg

ES 2 534067 T3

Asp

Glu

105

Gly

Gly

Ala

TP

val

185

Asn

Glu

ger

Trp

Ser

285

Pro

Alm

Ser

Tyr

Ser

80

Ala

Gly

Ala

Leu

val

170

val

Ser

Gly

Tyx

Azn

250

Gly

Sar

Leu

Ila

Pro
330

Thr

Asn

Leu

Trp

Ils

153

Thr

Gln

Ser

Ala

Thr

235

Pro

Lys

Ala

Sar

Agn

315

Glu

68

Ser

Ila

Gly

Gly

14Q

Thr

Sar

Tyr

Ser

Ale

220

Thr

Thr

Asp

Gly

Asn

300

Sar

Asp

Sar

Gln

Glu

125

Arg

Tyx

Thr

Trp

Phe

205

Eha

Gln

Sar

Ala

Cys

285

Iau

Gly

Ser

lLeu Arg

Gln

110

Pro

Pro

Gly

Asn

150

Phe

Ala

Ala

Gly

aAsn

270

Aep

Lys&

Ila

Tyr

95

Val

Lys

Gln

Agn

Trp

175

Gln

Thr

Thr

Als

Tyr

255

Thr

Ala

val

Ala

Gln
335

Ser

Sar

Phe

AzTg

TP

160

Pro

Thr

Thr

Lya

Asn

240

Ile

Leu

Thr

Tyx

Sar

320

Gly



Gly aAsn

Asp Ala

Ile 3Ser
370

Thr Tyr
385

Lyg Ser

Sar Asn

val Ser

Phe Glu
450

su Thr
465

Sar Thr

Glu Asn

Pro Asp

Ile Thr
530

Arg Llys
545

Ila Thr

<210> 17
<211> 1731
<212> ADN

Pro

Leu

355

Lau

Ala

Pha

Gly

Ala

435

Ala

Val

Val

Ile

Asn

515

val

AsSn

Thx

Trp

240

Asn

Prao

Sar

Ala

Gly

420

val

Arg

Pro

Ala

Tyr

500

ala

Asn

Asn

Pro

Tyr

val

Phe

Sar

Asp

405

Leu

Asp

Asn

Thz

val

485

Ile

Leu

Leu

Gly

ala
565

Trp

Pha

Sar

380

Gly

Ala

Leu

Asn

Sex

470

Thz

Thr

Leu

Pro

Ala

550

Sax

Thr

Ala

Gln

375

Thr

Phe

Glu

Thr

Thr

455

Cys

Phe

Gly

Ala
535

val

Gly

Thr

aAla

360

Gln

Thr

val

Gln

Trp

440

Gln

Serz

Agn

Ser

Ser

520

Ser

Thr

Sar

ES 2 534067 T3

Phe Ala
345

Gln Gly

Phe Sar

Tyr Thr

Ala Ile

410

Phe Ser
425

Ser Tyr

Phe Ala

Ser Aszn

val Agn

490

Val asp

505

Ser Ala

Thr Ala

Trp Glu

Val Thr
570

val

Ser

Sar

Thr

395

Azn

Arg

ala

Gly

Sor

475

ala

aAsn

Ile

Sar

555

Glu

69

Ala

Leu

Sar

380

Lau

Ala

Ser

Ser

Trp

460

Gly

Gln

Leu

Tyr

Gln

540

Asp

Agn

Glu

Asn

365

val

Thr

Gln

Asn

Ala

445

Gly

Gly

Thr

Ser

Pro

525

Tyxr

Fro

Azp

Gln

350

val

Thr

Sar

Tyxr

Gly

430

Leu

Gly

val

Asn

510

Thr

Lys

Thr

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

415

Ser

Thr

val

Gly

TP

485

Trp

Trp

Tyr

ASD

TP
575

Tyr

Ser

Gly

Ila

400

Fro

Pro

Ala

Gly

Gly

480

Gly

Ser

Ser

Ile

Saer

560

Arg



<213> Gloeophyllum trabeum

<400> 17
atgtacoget

gacagttatg
cogaaggget
tcggatceeg
attgatcagt
ttcgttattg
ggeggottgg
cgacaacaga
ctottgtoaa
gatotoaact
aactettoct
ttegetaccs
ctactttgect
gucggtogte
cccagegegg
ctgaaggttt
aacgcegetg
taccteacta
cagggetaece
gtcactgooy
aagagetteg
ctcgetgage
agctatgecat
ggcgeggtag
tegactgtoy
atcaaotgget
totgecasact
tataagtata
ataactacte

<210> 18

tcettgtoty
toggaagoga
cazaggeocte
actattggta
acaccactgy
ccgaggccaa
gagagooaaa
gogaaggaac
acgggaacac
acgtogttoa
agttettoac
agatoggtea
ttttgcagte
ggteceggeaa
gctgegatge
acgtagacto
tcgeccactgg
cgttegecgt
toaatgtoac
goacttacge
sogatggatt
agttcagcag
ctgcattgac
gtttgactgt
cogtgacgtt
aggttgacge
accogaecty
teageaagaa

CAGCCRYEYy

ES 2 534067 T3

tgotetoegyy
aggaoaaacata
tggtgoagae
cacttggacg
tategacage
cattcagcag
attoaatgto
tgogataagt
gacatgggtt
gtactggaac
cactgeagtyg
gacctectog
ttactggaac
ggacgecaac
cacgaccttc
ottoagttat
tocgetacecag
sgecgageagy
ctoeatotoc
ttogegetoe
cgtegetate
gagcaacggc
cgegtttgaa
gccgaccteg
caacgtgaad
tatgagtaac
gagesttace
caacggaget

etoegtgace

cttotgggga
goazaggaag
googgagtyag
cgtgactcgt
acgagttogt
gtctctaatc
gatgaaaotg
gagactgatt
aacaagtaaga
cagaccaact
cagoacegty
gteagoaget
cccacttecg
acectettgg
cagccctget
gtatactaoa
gaagacagct
ctetatgacy
cteccettet
aceacttaca
aacgaccagt
gctoccegtca
gecgaggaata
tgctcoccagoa
goeCaaacygy
tggtcoteaag
gtgaatttag
gteacetgyy

gagaatgaca

70

cagtectoge
gegtacttgao
tggtggotag
cactcgtttt
tgaggtetet
ccagcggcac
cattoaccgg
tgatoaaccta
tgtggoagat
togaocteotg
cottgogegs
4CacaaccCr
gatatatcac
catccatcea
ccgacaaagc
toaacagegg
accagggcgyg
coceteastgt
tocagoagtt
cgactokgac
acacgeegte
gecgetgttga
atactcagtt
acagtggtgg
tttggggcgs
acaaagacat
Cogogagcac
aatcegatec

cttggogtts

teagteagte
caaacattggg
cqcgageanyg
caagtctcte
gatagacagt
tcttactace
tgocatggggt
cggtaactgg
catacagaaa
ggaagaagtyg
aggcgeagoa
agoggegast
cgctaacact
cacttacgac
cctctocgaat
tattgactat
gaacccatgg
ctgggetget
ctoctetagt
ctoegecatt
caacgutgge
tttgacatgg
cgeocggetygy
aggcggagga
aaacatctad
cttgatotag
tgocatteng
caacaacagc

a

&Q
120
180
240
300
360
420
480
540
600
66Q
720
780
B840
200
960

1020
1080
114Q
1200
12¢0
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1731
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<211> 576
<212> PRT
<213> Gloeophyllum trabeum

<400> 18

71



Ala

Ala

Ala

Tyx

65

Ile

Leu

Asn

Asn

Asp

145

Leu

Ile

Thx

Ala

Ile

225

Leu

Tyr

Gln

Gly

Al
50

Tzp

Asp

Ile

Pro

val

130

Gly

Leu

Ile

Pha

Yal

210

Gly

Leu

Ser

val

as

Ala

Tyr

Gln

Asp

Ser

115

Agp

Pro

Ser

Gln

Asp

185

Gln

Gln

Cys

Phe

val

20

Leu

Gly

Thr

Tyx

Ser

100

Gly

Glu

Ala

Asn

Asn

180

Leu

Hig

Thr

Phe

Leu

Asp

Ala

val

Trp

Thr

85

Phe

Thr

Thr

Leu

Gly

165

Asp

Trp

arg

Ser

Leu
245

val

Ser

Asn

val

Thr

70

Thr

val

Leu

Aln

150

Asn

Leu

Glu

Als

Ser

230

Gln

Cys

Tyr

Ile

val

55

Arg

Gly

Ile

Thr

Pha

135

aAla

Thr

Asn

Glu

Lau

215

val

Ser

Ala

val

Bly

40

Ala

Asp

Ile

Ala

Thr

120

Thr

Thr

Thr

Tyr

val

200

Arg

Ser

Tyr

ES 2 534067 T3

Leu

Gly

25

Pro

Ser

Ser

Agp

Glu

105

Gly

Gly

Ala

Trp

Yal

185

Azn

Glu

Ser

Trp

Gly

10

Ser

Asn

rro

Ser

Ser

20

Ala

aly

Ala

Leu

Val

170

Yal

Ser

Gly

Tyr

Aan
250

Leu

Glu

Gly

Sar

Lau

75

Thr

ASD

Lau

Trp

Ile

155

Thr

Gln

Sar

Alm

Thr

235

Pro

72

Gly

Ser

Lyas

&0

Val

ger

Ila

Gly

Gly

140

Thr

Ser

Tyr

Ser

Als

220

Thr

Thr

Gly

Pro

Lys

45

Sar

Pha

Ser

Gln

Glu

125

Arg

Tyr

Thr

Trp

Pha

203

Pha

Gln

Sar

Thr

Ile

30

Ala

Agp

Lys

Gln

110

Fro

Fro

Gly

Asn

130

Fha

Ala

ala

aly

val

15

Ala

Ser

Pro

Sar

Arg

95

val

Lys

Gln

Asn

Trp

173

Gln

Thr

Thr

Ala

Tyr
255

Leu

Lys

Gly

Asp

Lau

80

Sar

Ser

Phe

Ary

TIp

160

Pro

Thx

Thzr

Lys

Asn

240

ILla



Thr

Leu

Thr

val

305

Azn

Gly

Asp

Ile

Thz

385

Lys

Ser

val

Pha

Leu

465

Sexr

Glu

Ala

Ala

Phe

230

Asp

Ala

Agn

Ser

370

Tyxr

3ar

Asn

Ser

Glu

450

Thr

Thr

Asn

Asn

Ser

275

Gln

Ser

Ala

Pro

Leu

355

Leu

Ale

Pha

Gly

Ala

435

Aln

val

val

Ile

Thr

260

Ila

Pro

Pha

al

Trp

340

ASD

Pro

Ser

Alm

Gly

420

val

Pro

Alm

Tyr
%00

Gly

His

Cys

Arg

Ala

325

Tyr

val

Phe

Sar

Aep

405

Leu

Asp

Aen

Thr

val

483

Ile

Gly

Thr

Ser

Sar

310

Thr

Trp

Phe

Ser

350

Gly

Ala

Aen

Ser

470

Thr

Thr

Gly

Tyr

Asp

295

val

Gly

Thr

Ala

Gln

375

Thr

Pha

Glu

Thr

Thr

455

Cys

Pha

Gly

Arg

Asp

280

Lys

Tyr

Arg

Thr

Ala

360

Gln

Thr

Val

Gln

Trp

440

Gln

Sar

Asn

Ser

ES 2 534067 T3

Ser

265

Pro

Ala

Sar

Tyr

Phe

345

Gln

Phe

Tyr

Als

Phe

425

Ser

Pha

Sar

val

Yal
505

Gly

Sar

Leu

Ila

Pro

330

aAla

Gly

Ser

Thr

Ila

410

Ser

Tyr

Ala

Agn

Asn

430

Asp

Lys

Ala

Ser

A&n

315

Glu

val

Ser

Ser

Thr

323

Asn

Arg

Ala

Gly

Sar

475

Als

Ala

73

Asp

Gly

Asn

300

Ser

Agp

Ala

Leu

Ser

380

Lau

Als

Sexr

Sexr

Trp

460

Gly

Gln

Leu

Rla

Cys

285

Leu

Gly

Sar

Glu

Asn

365

Val

Thr

Gln

Asn

Rla

445

Gly

Gly

Thr

Ser

Asn

270

Asp

lys

Ila

Tyr

Gln

350

val

Thr

Sar

Tyr

Gly

430

Leu

Gly

val

Asn
510

Thr

Ala

Val

Ala

Gln

335

Leu

Thr

Ala

Ala

Thr

415

Ala

Thr

val

Gly

Trp

485

Trp

Leu

Thr

Tyr

Ser

320

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ile

400

Pra

Pro

Ala

Gly

Gly

480

Gly

Ser
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Pro Asp Asn Ala Leu Leu Leu Ser Ser Ala Asn Tyr Pro Thr Trp Sar
515 520 525

Ile Thr Val Asnh Leu Pro Ala Ser Thr Ala Ile Gln Tyr Lys Tyr Ile
530 535 540

Arg Lys Asn Asn Gly Ala Val Thr Trp Glu Ser Asp PFro Asn Asn Sar
545 550 555 560

Ile Thr Thr Pro Ala Ser Gly Ser val Thr Glu Asn Asp Thr Trp Arg
%65 570 575

<210>19

<211> 1857

<212> ADN

<213> Talaromyces emersonii

<400> 19

74



atggegtoce
Cagegeacy
ceasttgece
glaagegocy
tggacacgty
aaggacctay
tccaatoogt
gagacggett
acggccctca
gagatcatct
tccacctteg
caccgogecee
tgogtetete
gttetggeca
agcatccaca
gecegtgect
aactcaggca
cagggaggga
atctaccagt
caggatatct
gacatoatct

actccctcag
gectetgoae

gtegtacatg
acetotgaca
ggcagctcaa
ttogacgaas
gagetgggcs
agcaaacaga
ttcttcaaga

acggtcccag

<210> 20

tegttgetgy
ttgcagegey
tocasggegt
geattgtggt
acgeageget
ageagaccat
coggagattt
ttacegggece
ttgegtatge
gaccgattgt
acctctggga
tggtcgaagy
aggocaetea
actttggtgy
cctttgatce
tggcaaatca
tcgcagaggg
acacatggta
ggaagaagat
acccttctge
oggcocagtcoaa

acggctctet
tgacttggte

atteoatgggg
ogggocgata
caaccaccag
togteageac
actggtecac
totggtacgt
accagacgga

cgtactgtgy

ES 2 534067 T3

cgototetge
sgocaecgyt
getgracaas
tgoesgtecyg
gacggecaaa
ceagoagtas
atccaceoggt
ctogagtegt
gaactatctc
ccagaatgat
agaagtagaa
caatgcactg
ggtectogtgt
cageggtegt
cgccggagge
caaggtggtc

atctgcegtg

aotggacaca
cggoctocgata
cgeggtggoc
gacgtatggt

taccgaacaa
gtacgettot

agaaagatac
fagoaggget
tagogeccca
cagttacgyg
JYCCRGEGoqy
gacaogtoaat
cgggaccatc

gcagactacc

atectgggen
tocotggact
ategageoes
ageaguagey
tacotogteg
ateagagoge
ggettaggotyg
coacagaggy
atcgacaacyg
ctgtoctaca
ggatcctcat
gcaacaaggc
ttectgeagt
teegoeasagy
tgtgacgact
accgactcegt
gcagtcggec
gaageggatg
agtatcacgg
acctataact
gatggatata

ttctcecogta
cteotaaocy

gaaagaagag
AQGAACAQLY
tgcaccactc
gagacsatet
ateccacten
ctgococatg
gtctgggaag

gecoattcttyg

75

tgacgoetge
cotttotoge
atggtgctgr
acgcaasatts
aogaoctteoat
aggcgasgot
agcccaagtt
acguaccage
gegaggette
tcacecaata
tcttcacaac
tgaaccacac
catactggac
acgtgaatte
cgaccttcca
tccggagtat
gctaccctga
qagagcagot
acgttagtect
ctggcecteccac
tgagtattgt

cagacggcac
cttoggoecay

toaatgacgt
tetggecaag
ctacctctgt
acetggccay
gogeggat oo
gocaaoagett
acgacccgaa

acgatagttg

tgcatttgos
aacegaaact
tgtggeagga
tttetactoe
CYCGIYLans
goeaaactate
caatgtgaat
gttgagageg
gactgccgat
ctggaactea
cgecgtgeaa
gtgoctccaac
cggategtat
gattetggge
gecgtgtteg
ctatgcgate
ggatgtctac
ttaacgacgaoa
goccattttte
gactttcaac
cgagaaatat

tccgetttet
cagacagtoe

ctgatatgaoa
ctotggetot
ggctgtgace
ctogatocoe
ttacaccand
cgagtacaag
coggtegtac

gcagtga

&Q
120
180
249
300
360
429
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260

1320
138Q

1440
1500
1560
162Q
168Q
1740
1800
1857
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<211>618
<212> PRT
<213> Talaromyces emersonii

<400> 20

76
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Met Ala Ser Lau Val Ala Gly Ala Lsu Cys Ila Leu Gly Leu Thr Pro

Ala Ala Phe Ala Arg Ala Pro Val Ala Ala Arg Ala Thr @ly Ser ILeu
20 25 30

Asp 8ar Phe Lau Ala Thr Glu Thr Fro Ilae Ala Leu Gln Gly Val Leu
35 40 45

Asn Asn Ila Gly Fro Asn Gly Ala Asp Val Ala Gly Ala Ser Ala Gly
50 55 60

Ile V¥el Val Ala Sar Pro Ser Arg fer Agp Fro Asn Tyr Pha Tyr 3er
65 70 75 80

Trp Thr Arg Asp Ala Ala Leu Thr Ala lLys Tyr leu Val Asp Ala FPhe
85 90 95

Ila Ala Gly Aen Ly Asp Laeu Glu Gln Thr Ila Gln Gln Tyr Ile 3er
100 105 110

Ala Gln Ala Lys Val Gln Thr Ile Ser Asn Pro Ser Gly Asp Leu Ser
115 120 125

Thr Gly Gly Leu Gly Glu Pro lys Phe Asn Val Asn Glu Thr Ala Phe
130 135 149

Thr Gly Pro Trp Gly Arg Pro Gln Arg Asp Gly Pro Ala Leu Arg Ala
1453 150 155 160

77



Thr

Ser

Tyr

val

val

225

Cys

Thr

Lya

Gly

Ala

3085

Asn

Glu

Ala

Ser

Pro

385

Asp

Ala

Thr

Ile

Glu

210

Glu

val

Gly

Asp

Gly

290

Asn

Ser

Asp

Ala

Ile

370

Ser

Ile

Leu

Ala

Thr

195

Gly

Gly

Ser

Ser

val

275

Cye

His

Gly

val

Glu

355

Ser

Ala

Ile

Ile

Asp

180

Gln

Ser

Azn

Gln

TYr

260

ASD

Agp

Lys

Ila

Tyr

240

Gln

Ila

Ala

Ser

aAla

185

Glu

Tyr

Sar

Alms

Ala

245

val

Ser

Agp

val

Ala

325

Gln

Lau

Thr

val

Ala
405

Tyr

Ile

Trp

Fha

Lau

230

Pro

Ila

Sar

val

310

Glu

Gly

Tyr

Asp

Gly

350

val

Ala

Ile

Asn

FPha

215

Ala

Gln

Ala

Leu

Thr

285

Thr

Gly

Gly

Asp

val

375

Thr

Gln

Asn

Trp

Sar

200

Thr

Thr

Val

AsSn

aly

280

Pha

Asp

Sar

Asn

Ala

380

Ser

Tyr

Thr
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Tyr

Pro

185

Ser

Thr

Arg

Leu

Phe

265

Sar

Gln

Ser

Ala

Pro

345

Ila

Leu

Asn

Tyr

Leu

170

Ile

Thr

Ala

Cys

250

aly

Ila

Fro

Phe

val
330

Trp

Tyr

Pro

Sear

Ile

val

Phe

val

Asn

235

Pha

Gly

His

Cy2

Arg

215

Ala

Tvr

Gln

Pha

Gly

385

AsSp

78

Asp

Gln

Asp

Gln

220

Hisz

Lau

Ser

Thx

fax

300

Sexr

Val

Leu

Trp

FPha

380

Ser

Gly

As=n

As=n

Leu

205

Hig

Thr

Gln

aly

Fhe

285

Ala

Ile

Gly

Ala

Lys

365

Gln

Thr

TYr

Gly

Asp

120

Trp

Arg

Cys

gar

Arg

270

Asp

Arg

Tyr

Arg

Thr

350

Lys

Aszp

Thr

Lau

Glu

175

Leu

Glu

Ala

Sar

Tyx

258

Ser

Fro

Ala

Ala

Tyr

335

Ala

Ile

Ila

Phe

Ser
415

Ala

Ser

Glu

Leu

Azn

240

Txp

Gly

Ala

Leu

Ile

320

Pro

Ala

Gly

Tyx

Asn

400

Ile



val Glu

Arg Thr

Ala Sar
450

Ser Trp
465

Thr Ser

Sar Bar

Thr Pro

Tyr Gly
530

Trp Sgr
B45

Sear Asn

Phe Glu

Glu asp

Thr Thr
610

<210> 21
<211> 1725
<212> ADN

Lys

Asp

435

Gly

Ala

Gly

Thr

515

Glu

Thr

Pro

Tyr

Asp

555

Ala

Tyr
420

Gly

Glu

Thz

Sear

500

Sar

Thr

Ala

Lys
S€0

Pro

Ile

Thr

Thr

Thr

Ser

Gly

485

Gly

val

Ile

dgr

Trp

565

Phe

Asn

Lau

<213> Trametes cingulata

<400> 21

Pro

Pro

Ala

Ser

470

PIo

Ser

Ala

Tyx

Ala

550

Tyr

Pha

Arg

Asp

Sar

Sar

455

ala

Tyr

Ser

val

Lau

535

Ile

val

Lys

Sar

Agp
615

Asp

Ser

440

Ser

Sez

Thr

Thr

520

Fro

Thr

Tyxr
6§00

Sar
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Gly Ser
425

Ala Ser

Arg Arg

Ser val

Thr Ala
420

Thr Thr
505

Fha Asp

Gly Ser

leu Arg

val Asn

570

Gln Thr
585

Thr Vval

Trp Gln

Leu

Ala

Gln

Pro

475

Thz

Ser

Glu

Ila

Ala

555

Leu

Asp

Pro

79

Thr

Leu

Ser

460

Ala

Azn

Ser

Ila

Fro

540

Agp

Pro

Gly

Ala

Blu

Thr

445

val

val

Thz

Ala

val

525

Glu

aAla

Pro

Thr

Tyr
605

Gln
430

Top

Val

Cys

val

Pro

510

Ser

Leu

Tyr

Gly

Ile

S80

Cys

Phe

Ser

Pro

Ser

zp

425

Cys

Thr

Gly

Thr

Thr

575

val

Gly

Ser

Tyr

Ala

Ala

480

rPro

Thr

Ser

Agn

aAgn

560

Ser

Trp

Gln



atgogtttes

agtgeggecyg

aacatoggge
cegagoacat

aaggegotes
gagttoaget
acktggagged
ggtogtoete
tggatacteg
ctegacecteg
attaactoct
aatttagota
aacettetet
acguycggcy
gacoeggecy
aacttgaaqgy
tegaatgegy
tggtacctoa
agacttggey
ggogtoacoy
atcaagacct
ggccttgetyg
tggagctatg
toougegeey
gtggccgtea
ggcteggtce
aactacoocs
tacattcgca
acgcccogega
<210> 22

<211> 574
<212> PRT

cgotecteac

acgcgtacgt

ceageggete
coaacaegan

togaccagtt
oggeggagge
toggegages
agegegatgy
acaacaagaa
actacgtege
cgtegttott
atagoateogg
gettectgea
geegetcetgg
ctggatgoga
tgtacgtoga
cogttgetac
coacet.ecge
coctgaacgt
togacaccta
tcgeocgacgg
aacagtacag
ctgetgeoect
cggotttgac
ccttcaacgt
ccgectectcea
cttggageat
agttcaacgg

geggcacgtt

<213> Trametes cingulata

ES 2 534067 T3

cteoctoety

cgcgtccgaa

caagtccaac
ctacctgtac

caccactgge
Qatactocag
caagtboaac
tecegetote
cacgacataa
cagcaactgg
cactacogoe
acaaaacatag
gtegtactag
caaggacgcg
agoetgttacy
tgogttoege
oggecgetas
cgtegoetgag
cacgagoacse
tgoctestoe
cttocctegeg
ccggagcaac
cacgtegttt
tgtecegacy
gcaggegaca
gaactggtcg
cacegtgaac
cgeggtcace

cacccagaac

ggectogece

tcgecccateg

ggageaaagy
acatggacge

gaagatacet
caggtgaoga
ategacygags
cgggegacty
gtgaacaaaa
aaccagtcca
gtocageass
gtggtoagag
ARCCTCACEY
aacaccgtte
ttecageogt
tegatotact
coegaggaca
cagetotacy
taectocaet
tegtecacet
gtcaacgecca
ggctogeeey
getgegeget
acttgetegy
accgtgtteg
cccgacaacy
ctgoeagegs
tgggagteey

gacacctgge

80

toggegegtt
ccaaggceggg

caggcategt
gogactogte

cgeteegasc
ACCOTAGCTY
cogegtteac
ccatcatcac
ctataotggac
cgtttgatet
gtgetetgeg
ggtacaccac
geggetatat
tcacgtcgat
goteggacsaa
coateancaqy
gctacatoyg
atgegetcst
tcktocagea
togagacget
agtacacgece
tcagcecgetgt
caggcaagac
goagtgucyy
gocgagaacat
cgectcatcet
goacgacgat
acccgaacaa

ggtag

cgegeagtey
tgtgectegee

gattgeaagt
cotegtgtte

totgattgae
gacagtoage
ggatgoctyy
ctacgocsad
tatcatoaag
ctgggaggag
Cgagguegcy
coaagoazaa
CRCCQCaand
ccacacctte
ggcgetgtoy
cgggategee
cggaaaceca
tgtgtggaad
gttetagtea

cacttacgoe
ctcgaacgge
ggacctgacyg
gtatgecgage
tgetgggact
ttacatcaca
ctcagecggee
cgagtacaay

ctcgatcacg

60
120

180
240

300
360
420
480
540
§00
660
720
780
840
300
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1725



ES 2 534067 T3

<400> 22
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Mat Arg Pha Thr Leu Leu Thr fer Leu Leu Gly Leu Ala Leu Gly Ala
1 5 10 15

Phe Ala Gln Sar Ser Ala Ala AsSp Ala Tyr val Ala Ser Glu Ser Pro

82



Ile

Sar

Asn

€5

Thr

Pro

Phe

Arg

145

Trp

Pro

Ser

Thr

Arg

225

AsSn

Ile

Val

Ala

A&n

Pro

Ala

Lau

aAsn

Asn

130

Aszp

Lau

Ila

Thr

Ala

210

Ila

Lau

Thr

Leu

Lys

35

adly

Agn

Leu

Ila

Pro

115

Ile

Gly

Lgu

Ile

Phe

135

val

Gly

Lau

Als

Thr
275

2Q

Ala

Ala

Tyxr

Ile

Azp

100

Ser

ASp

RPro

Aap

Lys

1e0

Asp

Gln

Gln

Cys

Asn

260

Ser

Gly

Lys

Lau

Asp

BS

Glu

Gly

Glu

Ala

Asn

165

Lau

Ley

Hig

Thr

Fhe

245

Thr

Ile

val

Ala

Tyr

70

Gln

Pha

Thr

Thr

Lau

150

Lya

ASp

Trp

Azrg

Ser

230

Leu

Gly

His

Leu

dly

Thr

Phe

Thr

Val

hAla

135

Asn

leu

Glu

Ala

215

Val

Gln

Gly

Thr

Ala
40

Ile

Trp

Thr

Sar

Sexr

120

Phe

Ala

Thr

Azp

3Glu

200

Leu

Val

Ser

Gly

Phe
280
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25

Agn

val

Thr

Thr

Al

105

Thr

Thr

Thr

Tyr

195

Ile

Ary

Sar

Tyr

Arg

265

Asp

Ile

Ile

Arg

Gly

30

Glu

Gly

Asp

Ala

Tyr

170

val

Aszn

Glu

Gly

Trp

250

Ser

Pro

Gly

Ala

Asp

Glu

aAlm

Gly

Ala

Ila

155

Vval

aAla

Ser

Gly

Tyr

235

Asn

Gly

83

Pro

Ser

Ser

Asp

Ilea

Leu

Trp

149

Ile

Thr

Ser

Ser

Ala

22(

Thr

Fro

Lys

Ala

Sar

Pro

Sar

Thr

Lau

Gly

125

Gly

Thr

ASn

Ser

205

Thr

Thr

Thr

Asp

Gly
285

39

Gly

Ser

Iau

Ser

Gln

110

Glu

Arg

Tyr

Thr

Tzp

150

Phe

FPhe

Gln

Gly

Ala

270

Cys

gaxr

Thr

Val

Leu

25

Gln

Pro

Pro

Ala

Lau

175

Asn

Phe

Ala

Ala

Gly

255

Aszn

Asp

Lys

Sar

FPha
80

Arg

Vel

Lys

dln

Asn

150

Trp

Gln

Thr

Asn

Aen
240

Tyr

Thr

Ala



val

Tyr

305

Ser

Gly

Tyx

Sexr

aly

385

Ile

Pro

Pro

Ser

Gly

465

val

Ila

Asn

val

Thr
290

val

Gly

Asp

Thr

370

Thr

Lys

Sar

val

Phe

430

Leu

Ala

Tyr

Ala

ASn
530

Phe

Asp

Ala

Asn

Alas

355

Ser

Tyr

Thr

Agn

Ser

435

Ala

Thr

val

Ila

Leu

515

Leu

Gln

aAla

Ala

Pro

340

Leu

Leu

Ala

Phea

Gly

420

aAla

Ala

val

Thr

Thr

500

Ile

Pro

Pro

Phe

val
325

Trp

Ila

Pro

Ser

Ala

403

Gly

val

Arg

Pro

Pha

485

Gly

Leu

Ala

Cys

Arg

310

Ala

Tyr

Val

Phe

Ser

320

Asp

Asp

Sgr

Thr

470

Asn

Ser

Ser

Ser

Ser

295

Ser

Thr

Leu

Trp

Pha

375

Ser

Gly

Ala

Leu

Gly

455

Thr

val

val

Ala

Thr
535

Asp

Ile

Gly

Thr

Asn

360

Gln

Sar

Pha

Glu

Thr

440

Lys

Cys

Gln

Pro

Ala

520

Thr
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Lys

Tyr

Arg

Thr
345

Lys

Gln

Thr

Lau

Gln
425

Irp

Thr

Ser

Ala

Ala

505

Asn

Ila

Ala

Ser

Tyr

330

Sar

Lau

Pha

Phe

Ala

410

Tyx

Ser

Tyr

Gly

Thz

430

Leu

Tyr

Glu

Leu

Ile

315

Pro

Ala

Gly

Sar

Lys

385

val

Sar

Tyr

Ala

Sexr

475

Thr

Gln

Pro

Tyr

84

Sexr

300

Glu

val

Ala

Sex

380

Thx

Arg

Ala

Ser

460

Gly

Val

Asn

Thr

Lys
540

As=n

Ser

Asp

Ala

Lau

365

Gly

Lau

Ala

Sar

Rla

445

Trp

Gly

Phe

Trp

Trp

525

TYr

Leu

Gly

Ser

Glu

350

Aszn

val

Thr

lys

Agn

430

Gly

Gly

Sar

510

Ser

Ila

Llys

Ile

Tyr

33s

Gln

val

Thyr

Ser

TYr

415

Gly

Leu

Ala

Gly

Glu

485

Pro

Ile

Arg

val

Ala

320

Met

Leu

Thr

val

Ala

400

Thr

Sar

Thr

Ala

Thr

480

Aszn

Asp

Thr

Lys
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Fhe Asn Gly Ala Val Thr Trp Glu Sa&r Asp Pro Asn Asn Ser Ile Thr
545 550 555 560

Thr Pro ala Ser Gly Thr Phe Thr Gln Asn Asp Thr Trp Arg
565 570
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa, seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85%, de forma mas preferible al
menos 86%, de forma mas preferible al menos 87%, de forma mas preferible al menos 88%, de forma mas
preferible al menos 89%, de forma mas preferible al menos 90%, de forma mas preferible al menos 91%, de forma
mas preferible al menos 92%, incluso de forma mas preferible al menos 93%, de la forma mas preferible al menos
94%, e incluso de la forma mas preferible al menos 95%, tal como al menos 95%, al menos 97%, al menos 98%, al
menos 99% o incluso 100% de identidad con los aminoacidos 18 a 573 de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°:
6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14 o aminoacidos 18 a 576 de SEC ID n°: 16 o SEC ID
n°: 18;

(b) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 86%, de forma mas preferible al
menos 87%, de forma mas preferible al menos 88%, de forma mas preferible al menos 89%, de forma mas
preferible al menos 90%, de forma mas preferible al menos 91%, de forma mas preferible al menos 92%, incluso
de forma mas preferible al menos 93%, de la forma mas preferible al menos 94%, e incluso de la forma mas
preferible al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o incluso 100% de
identidad con el dominio catalitico mostrado como los aminoéacidos 19 a 474 de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC
ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, o aminoacidos 19 a 471 de SEC ID n°: 16 o
SEC ID n°: 18;

(c) un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al
menos 85%, de forma mas preferible al menos 86%, de forma mas preferible al menos 87%, de forma mas
preferible al menos 88%, de forma mas preferible al menos 89%, de forma mas preferible al menos 90%, de forma
mas preferible al menos 91%, de forma mas preferible al menos 92%, incluso de forma mas preferible al menos
93%, de la forma mas preferible al menos 94%, e incluso de la forma mas preferible al menos 95%, tal como al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o incluso 100% de identidad con la secuencia
codificante de SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 13,
SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17 que codifica los aminoacidos 18 a 573 de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6,
SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, o aminoéacidos 18 a 576 de SEC ID n°: 16 o SEC ID n°:
18.

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1, que comprende o consistente en los aminoacidos 18 a 573 de SEC ID n°: 2,
SEC ID n°: 4, SEC ID n°: 6, SEC ID n°: 8, SEC ID n°: 10, SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 14, o aminoéacidos 18 a 576 de SEC
ID n°: 16 o SEC ID n°: 18; o uno de sus fragmentos que tiene actividad de glucoamilasa.

3. Polipéptido segun la reivindicacion 1 o 2, que es codificado por un polinucleétido que comprende o consistente en la
secuencia de nucledtidos de SEC ID n° 1, SEC ID n°: 3, SEC ID n°: 5, SEC ID n°: 7, SEC ID n°: 9, SEC ID n°: 11, SEC
ID n°: 13, SEC ID n°: 15 0 SEC ID n°: 17; 0 una de sus subsecuencias que codifica un fragmento que tiene actividad de
glucoamilasa.

4. Polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que es codificado por el polinucleétido comprendido en el
plasmido contenido en DSM 23222.

5. Polinucledtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido segun cualquiera de
las reivindicaciones 1-4.

6. Constructo de acidos nucleicos que comprende el polinucleétido segun la reivindicacion 5 operativamente enlazado a
una o varias (diferentes) secuencias de control que dirigen la produccion del polipéptido en un huésped de expresion.

7. Vector de expresion recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 6.

8. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 6.

9. Método para producir el polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende: (a) cultivo de una
célula huésped que comprende un constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica el polipéptido bajo condiciones propicias para la produccién del polipéptido; y (b) recuperacion del polipéptido.
10. Método para producir el polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende: (a) cultivo de una
planta transgénica o una célula vegetal que comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido bajo condiciones
propicias para la produccion del polipéptido; y (b) recuperacion del polipéptido.

11. Planta transgénica, parte de planta o célula vegetal que comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido

segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4.
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12. Uso de un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para la produccion de jarabe y/o un producto de
fermentacion.

13. Uso segun la reivindicacion 12, donde la materia prima es material que contiene almidén gelatinizado o no
gelatinizado.

14. Uso de un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para elaboracion de cerveza.
15. Composicion que incluye una alfa-amilasa y un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

16. Proceso de produccién de un producto de fermentacion a partir de material que contiene almidén que consta de las
siguientes etapas:

(a) licuefaccion del material que contiene almidon;

(b) sacarificaciéon del material licuado; y

(c) fermentacion con un organismo de fermentacion;

donde el paso (b) se realiza usando al menos una glucoamilasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

17. Proceso de produccién de un producto de fermentacion a partir de material que contiene almidén, que incluye las
siguientes etapas:

(a) sacarificacion del material que contiene almidén a una temperatura inferior a la temperatura de gelatinizacion
inicial de dicho material que contiene almidén; y

(b) fermentacién con un organismo de fermentacion,

donde el paso (a) se realiza usando al menos una glucoamilasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4.
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