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DESCRIPCION
Levaduras que expresan celulasas para la sacarificacion y fermentacion simultaneas utilizando celulosa
Antecedentes de la invencion

La biomasa lignoceluldsica es muy reconocida como una fuente prometedora de materia prima para la produccion de
combustibles y productos quimicos renovables. El obstaculo principal que impide la produccién mas generalizada de
energia a partir de materias primas de biomasa es la ausencia general de tecnologia asequible para superar la
recalcitrancia de estos materiales a la conversion en combustibles utiles. La biomasa lignocelulésica contiene
fracciones de hidratos de carbono (por ejemplo, celulosa y hemicelulosa) que pueden convertirse en etanol. Para
convertir estas fracciones, la celulosa y la hemicelulosa deben convertirse o hidrolizarse finalmente en
monosacaridos; esto es, la hidrélisis que ha demostrado ser histéricamente problematica.

Los procesos biolégicamente mediados son prometedores para la conversion de energia, en particular, para la
conversion de biomasa lignocelulésica en combustibles. Los esquemas de procesamiento de biomasa que implican
la hidrdlisis enzimatica o microbiana normalmente implican cuatro transformaciones biolégicamente mediadas: (1) la
produccion de enzimas sacaroliticas (celulasas y hemicelulasas); (2) la hidrélisis de componentes de hidratos de
carbono presentes en biomasa pretratada en azucares; (3) la fermentacion de azucares de hexosa (por ejemplo,
glucosa, manosa y galactosa) y (4) la fermentacion de azicares de pentosa (por ejemplo, xilosa y arabinosa). Estas
cuatro transformaciones se producen en una sola etapa en una configuracion de proceso denominado
bioprocesamiento consolidado (BPC), que se diferencia de otras configuraciones menos altamente integradas y que
no implica una etapa de proceso especializada para la produccién de celulasa y/o hemicelulasa.

El BPC ofrece la posibilidad de reducir costes y de aumentar la eficacia en comparacion con los procesos que
representan una produccién de celulasa especializada. Los beneficios resultan en parte de evitar inversiones de
capital, sustratos y otras materias primas e instalaciones asociadas con la produccién de celulasa. Ademas, diversos
factores apoyan la realizacion de tasas de hidrélisis mas elevadas y por lo tanto un volumen de reactor reducido y
una inversion de capital utilizando el BPC, incluyendo la sinergia entre microbios y enzimas y el uso de organismos
termofilos y/o de sistemas de celulasa formando complejos. Ademas, probablemente los microorganismos
celuloliticos adherentes a celulosa compiten satisfactoriamente para productos de hidrélisis de celulosa con
microbios no adherentes, por ejemplo, contaminantes, lo que podria aumentar la estabilidad de procesos industriales
basandose en la utilizacion de celulosa microbiana. El progreso en el desarrollo de microorganismos que permiten el
BPC se esta realizando a través de dos estrategias: disefiando microorganismos celuloliticos de origen natural para
mejorar las propiedades relacionadas con el producto, tales como produccion vy titulo, y disefiando organismos no
celuloliticos que presenten altos rendimientos del producto y titulos para expresar un sistema de celulasa y
hemicelulasa heterdloga que permita la utilizacion de celulosa y hemicelulosa.

Se requieren tres tipos principales de actividades enzimaticas para la degradacion de celulosa nativa: el primer tipo
son las endoglucanasas (1,4-R-D-glucano 4-glucanohidrolasas; EC 3.2.1.4). Las endoglucanasas cortan al azar en la
cadena polisacaridica de celulosa de la celulosa amorfa, generando oligosacaridos de diversas longitudes y por
consiguiente nuevos extremos de cadena. El segundo tipo son las exoglucanasas, incluyendo celodextrinasas (1,4-
R-D-glucano glucanohidrolasas; EC 3.2.1.74) y celobiohidrolasas (1,4-R-D-glucano celobiohidrolasas; EC 3.2.1.91).
Las exoglucanasas actian de una manera procesiva sobre los extremos reductores o no reductores de cadenas
polisacaridicas de celulosa, liberando bien glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasa) como
productos principales. Las exoglucanasas también pueden actuar sobre celulosa microcristalina, supuestamente
desprendiendo cadenas de celosa de la estructura microcristalina. El tercer tipo son las R-glucosidasas (3-glucésido
glucohidrolasas; EC 3.2.1.21). Las R-Glucosidasas hidrolizan celodextrinas y celobiosa solubles en unidades de
glucosa.

La levadura del panadero (Saccharomyces cerevisiae) sigue siendo el microorganismo preferido para la produccion
de etanol (Hahn-Hagerdal, B., et al., Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 73, 53-84 (2001)). Como atributos favorables de
este microbio se incluyen (i) alta productividad a rendimientos casi tedricos (0,51 g de etanol producido/g de glucosa
utilizada), (ii) alta tolerancia osmotica y al etanol, (iii) fuerza natural en procesos industriales y (iv) es generalmente
reconocido como seguro (GRAS, siglas del inglés being Generally Regarded As Safe) debido a su gran asociacion
con la elaboraciéon de vino y pan, y fabricacion de cerveza. Adicionalmente, S. cerevisiae exhibe tolerancia a
inhibidores normalmente encontrados en hidrolizados resultantes de pretratamiento de biomasa.

Un inconveniente principal de S. cerevisiae es su incapacidad de utilizar polisacaridos complejos, tales como
celulosa, o sus productos de degradacion, tales como celobiosa y celodextrinas. En un intento de abordar este
problema, diversas celulasas heterdlogas de fuentes bacterianas y fungicas se han transferido a S. cerevisiae,
permitiendo la degradacion de derivados celuldsicos (Van Rensburg, P., et al., Yeast 14, 67-76 (1998)), o cultivado
en celobiosa (Van Rooyen, R., et al., J. Biotech. 120, 284-295 (2005)); McBride, J.E., et al., Enzyme Microb. Techol.
37, 93-101 (2005)). Sin embargo, niveles de expresion y de actividad especifica normales de las celulasas
expresadas de manera heteréloga en levaduras, son incluso insuficientes para permitir un crecimiento y una
produccion eficaz de etanol por levaduras en sustratos celuldsicos sin enzimas afadidas externamente. Sigue
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habiendo una necesidad significativa de mejorar la cantidad de actividad celulasa para conseguir el objetivo de
obtener un sistema de bioprocesamiento consolidado (BPC) capaz de convertir, de un modo eficaz y asequible,
sustratos celuldsicos en etanol.

Otro inconveniente principal del uso de S. cerevisiae es que las celulasas que se producen externamente actuan
6ptimamente a una temperatura mas alta que la temperatura a la cual actia éptimamente S. cerevisiae. Por tanto,
cada procesamiento debe realizarse en un proceso de dos etapas a dos temperaturas diferentes o puede
seleccionarse una temperatura en la que ambos procesos actien a algun grado, pero al menos uno de los procesos
no se produzca a una eficiencia 6ptima.

Para abordar estas limitaciones, la presente invencion proporciona la expresion heteréloga de combinaciones de
celulasas heterdlogas, de tipo silvestre y optimizadas con codones, en levaduras que permitan una produccion
eficiente de etanol a partir de fuentes de celulosa. La invenciéon también proporciona la expresién de dichas
celulosas heterdlogas en levaduras termotolerantes y métodos de uso de dichas levaduras transformadas para la
produccién de etanol.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a células hospedadoras celuliticas. Las células hospedadoras de la invencion
expresan celulosas heterélogas y pueden producir etanol a partir de celulosa.

La invencion proporciona una célula hospedadora de levadura termotolerante transformada que comprende (a) al
menos un polinucledtido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una endoglucanasa; (b) al menos
un polinucledtido heterdlogo que comprende un acido nucleico que codifica una B-glucosidasa; (c) al menos un
polinucledtido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una celobiohidrolasa I; y (d) al menos un
polinucleétido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una celobiohidrolasa I, en el que la célula
hospedadora de levadura puede producir etanol cuando crece utilizando celulosa como fuente de carbono.

La invencion también proporciona un cocultivo que comprende al menos dos células hospedadoras de levadura en el
que (a) al menos una de las células hospedadoras comprende un primer oligonucleétido heterélogo que comprende
un acido nucleico que codifica una celulasa que es una endoglucanasa; (b) al menos una de las células
hospedadoras comprende un segundo polinucleétido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una
celulasa que es una B-glucosidasa; (c) al menos una de las células hospedadoras comprende un tercer
polinucledtido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una celulasa que es una celobiohidrolasa I;
(d) al menos una de las células hospedadoras comprende un cuarto polinucleétido heterdlogo que comprende un
acido nucleico que codifica una celulasa que es una celobiohidrolasa Il; en el que el primer polinucleétido, el
segundo polinucledtido, el tercer polinucledtido y el cuarto polinucleétido no estan en la misma célula hospedadora; y
en el que el cocultivo puede producir etanol a partir de celulosa.

En algunas realizaciones particulares de la invencion, la fuente de carbono de celulosa es celulosa insoluble,
celulosa cristalina, celulosa procedente de lignocelulosa, de celulosa de madera dura, de celulosa hinchada con
acido fosférico con o celulosa microcristalina, lodo de papel o forraje de maiz.

En algunas realizaciones, las células hospedadoras de la invencion comprenden un polinucleétido heterélogo que
comprende un acido nucleico que codifica una primera celobiohidrolasa, un polinucleétido que comprende un acido
nucleico que codifica una endoglucanasa, un polinucleétido que comprende un acido nucleico que codifica una B-
glucosidasa y/o un polinucleétido que comprende un acido nucleico que codifica una segunda celobiohidrolasa,
como se reivindica en la reivindicacion 1.

En algunas realizaciones, la celulasa, la endoglucanasa, la B-glucosidasa o la celobiohidrolasa es una celulasa, una
endoglucanasa, una B-glucosidasa o una celobiohidrolasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C.
lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C.
lucknowense, R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui,
Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum,
Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum,
Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus,
Neurospora Crassa, R. flavipes o de Arabidopsis thaliana.

En algunas realizaciones particulares, la celobiohidrolasa es una CBH1 de H. grisea, una CBH1 de T. aurantiacus,
una CBH1 de T. emersonii, una CBH1 de T. reesei, una CBH2 de T. emersonii, una CBH2 de C. lucknowense o una
CBH2 de T. reesei. En algunas realizaciones, el polinucleétido heterélogo comprende un acido nucleico que codifica
una celobiohidrolasa, que codifica una proteina de fusién que comprende una celobiohidrolasa y un médulo de unidn
a celulosa (MUC). En algunas realizaciones particulares, el MUC es el MUC de la CBH2 de T. reesei, el MUC de la
CBH1 de T. reesei, o el MUC de la CBH2b de C. lucknowense o el MUC de la CBH1 de Humicola grisea. En algunas
realizaciones particulares, el MUC esta fusionado a la celobiohidrolasa mediante una secuencia enlazadora. En
algunas realizaciones particulares, la célula hospedadora expresa una primera y una segunda celobiohidrolasa, en la
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que la primera celobiohidrolasa es una fusiéon de la CBH1 de T. emersonii 'y el CBD (Cellulose Binding Domain,
dominio de union a celulosa), y la segunda celobiohidrolasa es una CBH2b de C. lucknowense.

En otras realizaciones particulares, la B-glucosidasa es una B-glucosidasa de S. fibuligera. En otra realizacion
particular, la endoglucanasa es una endoglucanasa de C. formosanus. En oftra realizacion en particular la
endoglucanasa es una endoglucanasa de T. reesei, por ejemplo, EG2 de T. reesei.

En algunas realizaciones de la invencion, al menos una o al menos dos de las celulasas estan ligadas. En otras
realizaciones de la invencién, al menos una de las celulasas esta secretada. En otra realizacién, al menos una de las
celulasas esta ligada y al menos una de las celulasas esta secretada. En otra realizacion, todas las celulasas estan
secretadas.

En algunas realizaciones de la invencion, el acido nucleico que codifica una celulasa tiene codones optimizados.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora puede ser una célula hospedadora termotolerante. En algunas
realizaciones, la célula hospedadora es una célula hospedadora de Issatchenkia orientalis, Pichia mississippiensis,
Pichia mexicana, Pichia farinosa, Clavispora opuntiae, Clavispora lusitaniae, Candida mexicana, Hansenula
polymorpha o Kluveryomyces. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula
hospedadora de K. /actis o de K. marxianus. En algunas realizaciones, la célula hospedadora termotolerante es una
célula hospedadora de S. cerevisiae, en la que la S. cerevisiae se selecciona por ser termotolerante.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora puede ser una célula de levadura oleaginosa. En algunas
realizaciones particulares, la célula de levadura oleaginosa es una célula de Blakeslea, Candida, Cryptococcus,
Cunninghamella, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Phycomces, Pythium, Rhodosporidium, Rhodotorula, Trichosporon
o de Yarrowia.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Saccharomyces cerevisiae.

En algunas realizaciones particulares, la célula hospedadora puede producir etanol a partir de celulosa a
temperaturas por encima de aproximadamente 30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C, 42 °C, 45°C 0 50 °C.

En otra realizacion particular, la célula hospedadora puede producir etanol a una tasa de al menos aproximadamente
10 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 30 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 40 mg por
hora por litro, al menos aproximadamente 50 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 60 mg por hora por
litro, al menos aproximadamente 70 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 80 mg por hora por litro, al
menos aproximadamente 90 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 100 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 200 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 300 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 400 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 500 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 600 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 700 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 800 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 900 mg por hora por litro, o al menos
aproximadamente 1 g por hora por litro.

La presente invencion también proporciona métodos para el uso de las células hospedadoras y cocultivos de la
invencion. La presente invencién también se refiere a un método para hidrolizar un sustrato celulésico, que
comprende poner en contacto dicho sustrato celulésico con una célula hospedadora de la invencién o con el
cocultivo de la invencion de acuerdo con la reivindicacion 22. Los métodos comprenden adicionalmente poner en
contacto el sustrato celulésico con enzimas celulasas producidas externamente.

En algunas métodos particulares de la invencion, el sustrato celuldsico es una biomasa lignocelulésica seleccionada
del grupo que consiste en hierba, pasto varilla, espartina, raigras, alpiste, miscato, residuos de procesamiento del
azucar, bagazo de cafa de azucar, restos agricolas, paja de arroz, cascaras de arroz, paja de cebada, mazorca de
maiz, paja de cereales, paja de trigo, paja de colza, paja de avena, cascaras de avena, fibra de maiz, forraje, forraje
de soja, forraje de maiz, restos forestales, fibra de pulpa de madera reciclada, lodo de papel, serrin, madera dura,
madera blanda, Agave y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones particulares de la invencion, la célula hospedadora o el cocultivo de la invencién producen
etanol. El etanol puede producirse a una tasa de al menos aproximadamente 10 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 30 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 40 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 50 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 60 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 70 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 80 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 90 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 100 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 200 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 300 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 400 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 500 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 600 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 700 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 800 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 900 mg por hora por litro, o al menos
aproximadamente 1 g por hora por litro.
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En otros métodos particulares de la invencién, la célula hospedadora o los cocultivos de la invencién pueden
ponerse en contacto con una sustancia celulésica a una temperatura de al menos aproximadamente 37 °C, de al
menos aproximadamente 42 °C, de aproximadamente 42 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente
42 °C a aproximadamente 50 °C.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra una imagen de un ensayo en placa con CMC (carboximetilcelulosa) para detectar actividad
de endoglucanasa | en cepas de K. lactis (colonias numeradas 1-8) y de K. marxianus (colonias numeradas 9-16)
transformadas con celulasas heterdlogas. Las cepas 8 y 16 son controles negativos no transformados. La placa
de la izquierda muestra el crecimiento de las colonias y la placa de la derecha muestra la actividad CMCasa,
indicada por la presencia de una zona de aclaramiento. Las zonas de aclaramiento aparecen como manchas
blancas en la imagen.

La Figura 2 representa los resultados de un ensayo con MU-lac (4-Metilumbeliferil-B-D-lactdsido) para detectar
actividad de CBH1 en cepas de K. marxianus transformadas con celulasas heterdlogas.

La Figura 3 representa el porcentaje de Avicel convertido por diversas cepas de K. marxianus que expresan
celulasas heterologas.

La Figura 4 representa la produccion/consumo de etanol a partir de Avicel por diversas cepas de K. marxianus
que expresan celulasas heterologas.

La Figura 5 representa el crecimiento de S. cerevisiae que expresa celulasas heterdlogas en celulosa
microcristalina bacteriana (CMCB).

La Figura 6 representa la produccion de etanol a partir de Avicel por una cepa de S. cerevisiae que expresa
celulasas heterdlogas.

La Figura 7 representa la produccion de etanol a partir de madera dura pretratada (5 % en base a un porcentaje
de peso seco) por una cepa de S. cerevisiae que expresa celulasas heterdlogas.

La Figura 8 representa la produccion de etanol a partir de madera dura pretratada (5 % en base a un porcentaje
de peso seco) por una cepa de S. cerevisiae que expresa celulasas heterélogas en presencia de diversas
concentraciones de celulasas afiadidas de manera exégena.

La Figura 9 representa la produccion de etanol a partir de Avicel por MO288 (circulos) y de una cepa de control
(triangulos) en medios tanto YP como YNB.

La Figura 10 representa el rendimiento de etanol a partir de Avicel (15 % en base a un porcentaje de peso seco)
mediante un proceso a pequefia escala de sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS) utilizando S.
cerevisiae complementada con celulasas externas. El rendimiento de una cepa de levadura que expresa
celulasas heterdlogas (MO288) se compara con un rendimiento de una cepa de control (MO249) a diversas
concentraciones de celulasa externa durante 150 horas. (Una carga de celulasa del 100 % indica 25 mg/g de
solidos totales; la concentracion de sélidos inicial fue del 15 %).

La Figura 11 representa el rendimiento tedrico de etanol a partir de un proceso de sacarificacion y fermentacion
simultaneas (SFS) utilizando S. cerevisiae complementada con celulasas externas. El rendimiento de una cepa
de levadura que expresa celulasas heterélogas (MO288) se compard con el de una cepa de control (MO249).

La Figura 12 ilustra los ahorros previstos de la enzima celulasa basandose en el rendimiento de etanol a las 168
horas del proceso de sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS).

La Figura 13 muestra la actividad de una celulasa artificial en el ensayo de conversién de Avicel como se
describe en el Ejemplo 9. La cepa MO429 se transformé en la secuencia consenso de la CBH1 “consCBH1”, y la
cepa MO419 se transformo con el vector pMU451 vacio como control negativo. En la Tabla 8 del Ejemplo 9 se
encuentran descripciones de otras cepas.

La Figura 14 demuestra la actividad de levaduras que expresan diversas combinaciones de enzimas CBH1 y
CBH2 en Avicel como se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 15 demuestra actividad de levaduras que expresan diversas enzimas celulasas en Avicel como se
describe en el Ejemplo 10.

La Figura 16 representa la produccion de etanol a partir de Avicel mediante un cocultivo de cinco cepas de S.
cerevisiae que expresan celulasas heterdlogas.

La Figura 17 representa la produccion de etanol a partir de Avicel mediante un cocultivo de cuatro cepas de S.
cerevisiae que expresan celulasas heterdlogas, asi como la produccion de etanol a partir de la cepa MO288, que
esta expresando cuatro celulasas.

La Figura 18 representa la produccion de etanol a partir de Avicel mediante un cocultivo de cuatro cepas de S.
cerevisiae que expresan celulasas heterélogas en combinacion con celulasa afiadida externamente.

La Figura 19 representa el ahorro calculado de enzima utilizando un cocultivo de cuatro cepas de S. cerevisiae
que expresan celulasas heterélogas o MO288 en comparacion con S. cerevisiae no transformada.

La Figura 20 representa la utilizacion de xilosa y la produccién de etanol de una reserva de refrigerador M0509,
de aislado en YPXy de aislado en YPD.

La Figura 21 representa el crecimiento de M1105 (marcado como “colonia C2") y de MO1046 en presencia del
mismo medio y de 8 g/l de acetato a 40 °C.

La Figura 22 representa la produccion de etanol por M1105 (triangulos) y M1088 (cuadrados) en TS MS419 al
18 %. El experimento con M1105 tuvo una dosis enzimatica mucho mas baja del 10 % y la mitad de la densidad
celular inoculada, pero produjo un titulo de etanol mas alto. El experimento con MO1105 se realiz6 a 40 °C y el
experimento con M1088 se realizd a 35 °C.
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La Figura 23 representa la produccion de etanol de M1105 en el que la fermentacion se inoculé solo con 0,5 g/l
DCW (Dry Cellular Weight, peso seco de células) y produjo alguna acumulacién de azucar y etanol 29 g/l.

La Figura 24 representa la produccion de etanol de M1254 en condiciones con IFM convencional (circulo) y con
IFM amonio bajo (cuadrado).

La Figura 25 representa la tasa de crecimiento especifico de colonias sencillas en comparacion con M1254 y
M1339 en medio de xilosa complejo complementado con una mezcla de inhibidor sintético (que incluia acetato
8 g/l) a 40 °C. Las colonias sencillas se exploraron en las mismas condiciones en las que se produjo la evolucion.
La colonia C1 se renombré como M1360.

La Figura 26 representa el comportamiento de fermentacion de M1360 a 40 °C en un medio de fermentacion
industrialmente relevante complementado con glucosa. La fermentacion se inoculdé con 60 mg/l peso seco de
células de M1360.

La Figura 27 representa la produccion de etanol de ejecuciones de SFS en PHW (pretreated hardwood, madera
dura pretratada) (solidos 18 %, MS149 sin lavar) a 35°C y a 40 °C mediante diversas cepas. Todas las
reacciones se cargaron con “zoomerasa” 4 mg/g (Novozyme 22c).

La Figura 28 representa cultivos aplicados en placas SCURA que contienen 0,2 % de CMC o liquenina o R-
glucano de cebada. Las dos filas superiores de cada placa eran cultivos basados en Y294, y las dos filas
inferiores contenian cepas basadas en MO749. Los numeros indican el plasmido contenido en cada cepa.
pMU471 contenia la EG de C.f. y sirvio como un control positivo. Las placas se incubaron durante 24 horas a
30 °C (ilustrado a la izquierda), después de lo cual las colonias se lavaron y las placas se tifieron con rojo Congo
al 0,1 % y se destifieron con NaCl al 1 % (ilustrado a la derecha).

La Figura 29 representa un analisis SDS-PAGE de los sobrenadantes de cepas productoras de celulasa Cel5.
Una cepa que contenia un plasmido con gen no exdgeno se usé como cepa de referencia (REF). También se
incluyd la cepa que contenia el plasmido pMU471 que expresaba la EG de C.f, la EG mas satisfactoria
previamente encontrada.

La Figura 30 representa la actividad de cepas que expresan las EG en (A) PASC (del inglés Phosphoric acid
swollen cellulose, celulosa hinchada con acido fosférico,) (2 horas) y (B) Avicel 24 horas. Como cepa de
referencia (REF) se us6 una cepa que contenia un plasmido con gen no exdgeno y la cepa que expresaba la EG
de C.f. (pMU471) se incluyé como control positivo.

La Figura 31 representa la distribucion de la capacidad de conversion de Avicel de sobrenadantes de levadura a
partir de la transformacion con EG2Tr y CBH1Te con CBDTr adicional. La conversion de M1088 se presenta
como una linea vertical oscura, y las lineas de puntos que flanquean esta linea representan la desviacion tipica
de la medicion.

La Figura 32 representa la conversion de Avicel en el ensayo de Avicel HTP (momento a 48 horas) por
sobrenadantes de cepas de levadura que expresan celulasa. M0O509 es el control negativo que no expresa
celulasas. La cepa 1088 es la cepa precursora que solo expresa CBH1, CBH2, y BGL, mientras que 1179, 1180,
y 1181 son transformantes de 1088 que también expresan la EG2 de Tr.

La Figura 33 representa la produccién de etanol en lodo de papel por BPC/SFS con la cepa celulolitica M1403 y
con la cepa de fondo no celulolitica M1254 con diversas cantidades de complementacion enzimatica comercial.
Condiciones experimentales: semicontinuo sélidos 30 %, inoculacién celular 10 g/l, pH 5,5 y temperatura 40 °C,
Zoom = preparacion de celulasa Novozymes 22C, BGL = AB Enzymes preparacion BGL EL2008044L, Xil = AB
Enzymes preparacion de xilanasa EL2006020L.

La Figura 34 representa la fermentaciéon de dos tipos de lodos de papel mediante BPC por cepa de levadura
(M1179) y una cepa de control M0509, que no expresan celulasas. Condiciones experimentales: solidos 18 %,
células cargadas a 10 0o a 1 g/l, pH 5,5, Temperatura: 35 °C, 1 mg/g BGL y un 1 mg/g de Xil cargados. BGL = AB
Enzymes preparacion BGL EL2008044L, Xil = Enzymes AB preparacion de xilanasa EL2007020L.

La Figura 35 representa el comportamiento de la cepa de levadura celulolitica M0963 y de la cepa de control no
celulolitica (M0509) en sélidos de madera dura pretratada (PHW, pretreated hardwood) no lavada al 22 % (MS
149) a diversas concentraciones de celulasa externa. Condiciones experimentales: semicontinuo sélidos 22 %,
pH 5,4, temperatura 35 °C, todas las proteinas enzimaticas (PE) eran “zoomerasa” (Novozymes 22C).

La Figura 36 representa el comportamiento de la cepa de levadura celulolitica M1284 en sélidos de madera dura
pretratada lavada al 30 % a diversas cargas celulares iniciales. Condiciones experimentales: semicontinuo
solidos 30 %, pH 5,0, temperatura 35°C, EP 4 mg = BGL 0,25 mg + Xilanasa 0,25 mg + Pectinasa 0,25 mg +
Zoomerasa 3,25mg, EP 20mg = BGL 1mg + Xilanasa 1 mg + Pectinasa 1 mg + Zoomerasa 16,7 mg.
Zoomerasa = Preparacion de celulasa Novozymes 22C, BGL = preparacion de BGL AB Enzymes EL2008044L,
Xil = preparacion de xilanasa AB Enzymes EL2007020L, Pectinasa = FE Pectinasa Genencor Multifect.

La Figura 37 representa la produccion de etanol en forraje de maiz lavado mediante BPC/SFS con la cepa
celulolitica M1284 y la cepa de fondo no celulolitica M0509 con diversas cantidades de complementacion
enzimatica comercial. Condiciones experimentales: semicontinuo sélidos 18 %, inoculacion celular 10 g/l, pH 5,0
y temperatura 35 °C, BGL 1 mg/g y xilanasa 1 mg/g cargada en cada caso. BGL = preparacién de BGL AB
Enzymes EL2008044L, Xil = preparacion de xilanasa AB Enzymes EL2007020L.

La Figura 38 representa la actividad en Avicel (A, B) o en MULac (C, D) de sobrenadantes de cultivo de levadura
que expresan diferentes genes de CBH1, y una concentracién de CBH1 estimada (mg/l, E, F) basandose en
MULac. La cepa hospedadora fue Y294 o M0749. Los genes de CBH1 fueron: Te, Talaromyces emersonii; Ct,
Chaetomium thermophilum; At, Acremonium thermophilum; Tr, Trichoderma reesei; Hg, Humicola grisea; Ta,
Thermoascus aurantiacus. Las levaduras se cultivaron en YPD por triplicado durante 3 dias. Los datos son la
media + desviacion tipica.
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La Figura 39 muestra los genes modificados en la cepa de levadura M0509.

La Figura 40 muestra las cepas de levadura utilizadas para construir M0509 y las modificaciones genéticas
relevantes.

La Figura 41 muestra la genealogia de la cepa de levadura M1105.

La Figura 42 muestra la genealogia de la cepa de levadura M1254.

Descripcion detallada de la invencion

Los métodos y materiales desvelados son generalmente Utiles en el campo de la modificacion de levaduras
mediante ingenieria genética.

Definiciones

Un “vector”, por ejemplo, un “plasmido” o “YAC” (cromosoma artificial de levadura, Yeast Artificial Chromosome) se
refiere a un elemento extracromosémico que a menudo lleva uno o mas agentes que no forman parte del
metabolismo central de la célula, y que normalmente esta en forma de una molécula de ADN bicatenaria circular.
Dichos elementos pueden ser secuencias que se replican de manera auténoma, secuencias que se integran en el
genoma, secuencias de fagos o de nucleétidos, lineares, circulares o superenrolladas de un ADN o ARN mono o
bicatenario, procedentes de cualquier fuente, en la que diversas secuencias de nucleétidos se han unido o
recombinado en una Unica construccion que puede introducir un fragmento promotor y una secuencia de ADN para
un producto génico seleccionado junto con una secuencia 3’ no traducida apropiada en una célula. Preferentemente,
los plasmidos o vectores de la presente invencion son estables y auto-replicantes.

Un “vector de expresion” es un vector que puede dirigir la expresion de genes con los que esta asociado
operativamente.

El término “heterdlogo” como se indica en el presente documento, se refiere a un elemento de un vector, plasmido o
célula hospedadora que procede de una fuente distinta de la fuente endégena. Por tanto, por ejemplo, una
secuencia heterdloga seria una secuencia que procede de un gen o plasmido diferente del mismo hospedador, de
una cepa de célula hospedadora diferente, o de un organismo de un grupo taxondmico diferente (por ejemplo, de
diferente reino, filo, clase, orden, familia, género o especie, o de cualquier subgrupo dentro de estas clasificaciones).
El término “heterdélogo” también se usa en el presente documento de manera sinénima con el término “exégeno”.

El término “dominio”, como se usa en el presente documento, se refiere a una parte de una molécula o estructura
que comparte caracteristicas fisicas o quimicas comunes, por ejemplo, propiedades o dominios hidréfobos, polares,
globulares, helicoidales, por ejemplo, un dominio de unién a ADN o un dominio de ADN a ATP. Los dominios pueden
identificarse por su homologia con motivos estructurales o funcionales conservados. Como ejemplos de dominios de
celobiohidrolasa (CBH) se incluyen el dominio catalitico (DC) y el dominio de unién a celulosa (DBC).

Un “acido nucleico”, “polinucleétido”, o “molécula de acido nucleico” es un compuesto polimérico que consta de
subunidades ligadas por enlace covalente denominadas nucledtidos. Los acidos nucleicos incluyen acido
polirribonucleico (ARN) y acido polidesoxirribonucleico (ADN), pudiendo ser ambos mono o bicatenarios. EI ADN
incluye ADNc, ADN genomico, ADN sintético y ADN semisintético.

Una “molécula de acido nucleico aislada” o un “fragmento de acido nucleico aislado” se refiere a la forma polimérica
de éster fosfato de los ribonucledsidos (adenosina, guanina, uridina o citidina; “moléculas de ARN”) o de los
desoxirribonucleosidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina o desoxicitidina; “moléculas de ADN”), o
cualquiera de sus analogos fosfoéster, tales como fosforotioatos y tioésteres, en forma monocatenaria, o en una
hélice bicatenaria. Son posibles hélices bicatenarias de ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. La expresion molécula
de acido nucleico, y en particular molécula de ADN o de ARN, se refiere Unicamente a la estructura primaria y
secundaria de la molécula, y no se limita a cualquiera de las formas terciarias en particular. Por tanto, esta expresion
incluye ADN bicatenario encontrado, entre otros, en moléculas de ADN lineal o circular (por ejemplo, fragmentos de
restriccion), plasmidos y cromosomas. En el analisis de la estructura de moléculas de ADN bicatenario particular,
pueden describirse secuencias en el presente documento de acuerdo con la convencién normal de proporcionar
Unicamente la secuencia en la direcciéon de 5’ a 3’ a lo largo de la cadena de ADN no transcrita (es decir, la cadena
que tiene una secuencia homologa a la del ARNm).

Un “gen” se refiere a un conjunto de nucledtidos que codifica un polipéptido e incluye acidos nucleicos de ADNc y de
ADN gendmico. Un “gen” también se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica,
incluyendo secuencias intervinientes (intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones), asi como
secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes en 5’) y siguen (secuencias no codificantes en 3’)
la secuencia codificante. Un “gen nativo” se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza con sus propias
secuencias reguladoras.

Una molécula de acido nucleico puede “hibridarse” con otra molécula de acido nucleico, tal como un ADNc, ADN
gendmico o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de acido nucleico puede emparejarse con la otra
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molécula de acido nucleico en condiciones de temperatura y fuerza idnica de la solucién apropiadas. Las
condiciones de hibridacién y de lavado son muy conocidas y se ilustran, por ejemplo, en Sambrook, J., Fritsch, E. F.
y Maniatis, T. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, segunda edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989), particularmente en el Capitulo 11 y en la Tabla 11.1 de este
documento (el no sucesivo en el presente documento "Maniatis"). Las condiciones de temperatura y fuerza iénica
determinan la “rigurosidad” de la hibridacién. Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para explorar
fragmentos moderadamente similares, tales como secuencias homologas de organismos remotamente relacionados,
a fragmentos muy similares, tales como genes que duplican enzimas funcionales a partir de organismos
estrechamente relacionados. Los lavados posteriores a la hibridacion determinan condiciones de rigurosidad. Un
conjunto de condiciones utiliza una serie de lavados que comienza con SSC 6X, SDS al 0,5 % a temperatura
ambiente durante 15 minutos, después se repite con SSC 2X, SDS al 0,5 % a 45 °C durante 30 minutos y después
se repite dos veces con SSC 0,2X, SDS al 0,5 % a 50 °C durante 30 minutos. Para condiciones mas rigurosas, los
lavados se realizan a temperaturas mas altas en las que los lavados son idénticos a los anteriores excepto que la
temperatura de los dos lavados finales de 30 minutos en SSC 0,2X, SDS al 0,5 % se aumenta a 60 °C. Otro conjunto
de condiciones muy rigurosas utiliza dos lavados finales en SSC 0,1X, SDS al 0,1 % a 65 °C. Un conjunto adicional
de condiciones muy rigurosas se define por una hibridacién en SSC 0,1X, SDS al 0,1 %, 65 °C y lavados con SSC
2X, SDS al 0,1 % seguido de SSC 0,1X; SDS al 0,1 %.

La hibridacion requiere que los dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo
de la rigurosidad de la hibridacion, son posibles emparejamientos erréneos entre bases. La rigurosidad apropiada
para la hibridacion de acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y del grado de
complementacion, que son variables muy conocidas en la técnica. Cuanto mayor sea el grado de similitud u
homologia entre dos secuencias de nucleétidos, mayor sera el valor de la Tf (temperatura de fusién) para hibridos de
acidos nucleicos que tienen estas secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a una Tf mas alta) de
hibridaciones de acido nucleico disminuye en el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para hibridos de
mas de 100 nucleétidos de longitud, las ecuaciones para calcular la Tf se han derivado (véase, por ejemplo, Maniatis
en 9.50-9.51). Para hibridaciones con acidos nucleicos mas cortos, es decir, oligonucledtidos, la posicion de los
emparejamientos erréneos llega a ser mas importante y la longitud del oligonucleétido determina su especificidad
(véase, por ejemplo, Maniatis, en 11.7-11.8). En una realizacion, la longitud para un acido nucleico hibridable es de
al menos aproximadamente 10 nucleétidos. Preferentemente, una longitud minima para un acido nucleico hibridable
es de al menos aproximadamente 15 nucleétidos; mas preferentemente de al menos aproximadamente 20
nucledtidos; y lo mas preferentemente la longitud es de al menos 30 nucledtidos. Ademas, el experto en la materia
reconocera que la temperatura y la concentracion salina de la solucién de lavado pueden ajustarse segun sea
necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la sonda.

La expresion “porcentaje de identidad”, como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos o mas secuencias
polipeptidicas o dos 0 mas secuencias polinucleotidicas, determinada comparando las secuencias. En la técnica,
“identidad” también significa el grado de relacion de secuencia entre secuencias polipeptidicas o polinucleotidicas,
segun sea el caso, determinada por la coincidencia entre las cadenas de dichas secuencias.

Como se sabe en la técnica, la “similitud” entre dos polipéptidos se determina comparando la secuencia de
aminoacidos del polipéptido, y los sustitutos de aminoacidos conservados en ella, con la secuencia de un segundo
polipéptido.

La "identidad" y la "similitud" pueden calcularse faciimente por métodos conocidos, incluyendo, pero sin limitacion,
los descritos en: Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford University Press, NY (1988);
Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D. W., ed.) Academic Press, NY (1993); Computer Analysis
of Sequence Data, Part | (Griffin, A. M., and Giriffin, H. G., eds.) Humana Press, NJ (1994); Sequence Analysis in
Molecular Biology (von Heinje, G., ed.) Academic Press (1987); and Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. and
Devereux, J., eds.) Stockton Press, NY (1991). Se disefian métodos preferidos para determinar la identidad para
proporcionar la mejor coincidencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad y
similitud estan codificados en programas informaticos disponibles al publico. Los alineamientos de secuencias y los
calculos del porcentaje de identidad pueden realizarse utilizando el programa Megalign del paquete informatico de
LASERGENE bioinformatics (DNASTAR Inc., Madison, Wis.). Los alineamientos multiples de las secuencias
desveladas en el presente documento se realizaron utilizando el método de alineamiento Clustal (Higgins y Sharp
(1989) CABIOS. 5:151-153) con los parametros por defecto (PENALIZACION POR HUECO=10, PENALIZACION
POR LONGITUD DE HUECO=10). Los parametros por defecto para alineamientos por pares utilizando el método
Clustel fueron KTUPLA 1, PENALIZACION POR HUECO=3, VENTANA=5 y DIAGONALS SAVED=5.

Las secuencias adecuadas de acidos nucleicos, o sus fragmentos (polinucledtidos aislados de la presente
invencion), codifican polipéptidos que son al menos aproximadamente de 70 % a 75 % idénticas a las secuencias de
aminoacidos indicadas en el presente documento, al menos aproximadamente 80 %, 85 % o 90 % idénticas a las
secuencias de aminoacidos indicadas en el presente documento, o al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, o 100 % idénticas a las secuencias de aminoacidos indicadas en el presente documento. Los
fragmentos de acidos nucleicos adecuados son al menos aproximadamente 70 %, 75 % u 80 % idénticos a las
secuencias de acidos nucleicos indicadas en el presente documento, al menos aproximadamente 80 %, 85 % o
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90 % idénticos a las secuencias de acidos nucleicos indicadas en el presente documento, o al menos
aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % idénticos a las secuencias de acidos nucleicos indicadas
en el presente documento. Los fragmentos de acidos nucleicos adecuados no solamente tienen las
identidades/similitudes anteriores, sino que codifican tipicamente un polipéptido que tiene al menos 50 aminoacidos,
al menos 100 aminoacidos, al menos 150 aminoacidos, al menos 200 aminoacidos o al menos 250 aminoacidos.

Una “region codificante” de ADN o ARNA es una molécula de ADN o ARN que se trascribe y/o traduce en un
polipéptido en una célula in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas.
Las ‘“regiones reguladoras adecuadas” se refieren a regiones de acido nucleico localizadas cadena arriba
(secuencias no codificantes en 5’), dentro, o cadena abajo (secuencias no codificantes en 3’) de una region
codificante, y que influyen en la transcripcion, procesamiento o estabilidad del ARN, o en la traduccién de la region
codificante asociada. Las regiones reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de traduccion, sitios de
procesamiento de ARN, sitios de union efectores y estructuras en bucle-tallo. Los limites de la regién codificante se
determinan mediante un codén de inicio en el extremo 5’ (amino) y un codon de terminacion de la traduccion en el
extremo 3’ (carboxilo). Una region codificante puede incluir, pero sin limitacion con, regiones procariotas, ADNc de
ARNmM, moléculas de ADN gendémico, moléculas de ADN sintético, o moléculas de ARN. Si la regién codificante esta
destinada para la expresidon en una célula eucariota, normalmente una sefial de poliadenilacion y la secuencia de
terminacion de la transcripcion estaran localizadas en 3’ con respecto a la region codificante.

Una “isoforma” es una proteina que tiene la misma funcidon que otra proteina, pero que esta codificada por un gen
diferente y puede tener pequefias diferencias en su secuencia.

Un “paralogo” es una proteina codificada con un gen relacionado con duplicaciéon dentro de un genoma.

Un “ortélogo” es un gen de una especie diferente que ha evolucionado de un gen ancestral comun por especiacion.
Normalmente, en el curso de la evolucion, los ortélogos conservan la misma funcion que la del gen ancestral.

“Fase de lectura abierta”, abreviada como ORF (del inglés Open Reading Frame), significa una longitud de acido
nucleico, ya sea ADN, ADNc o bien ARN, que comprende una sefial de inicio o un codén de inicio de la traduccion,
tal como un codon ATG o AUG, y un coddn de terminacion y puede traducirse posiblemente en una secuencia
polipeptidica.

"Promotor" se refiere a un fragmento de ADN capaz de controlar la expresion de una secuencia codificante o ARN
funcional. En general, una regién codificante se localiza en 3’ con respecto a un promotor. Los promotores pueden
proceder en su totalidad de un gen nativo, o pueden estar compuestos por elementos diferentes procedentes de
diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN sintéticos. Los
expertos en la técnica saben que distintos promotores pueden dirigir la expresién de un gen en distintos tipos de
tejidos o células, o a diferentes fases del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales o
fisiolégicas. Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoria de tipos de células en la mayoria de los
casos, reciben comunmente el nombre de “promotores constitutivos”. También se reconoce que, aunque en la
mayoria de los casos los limites exactos de las secuencias reguladoras no se han definido por completo, los
fragmentos de ADN de diferentes longitudes pueden tener la misma actividad promotora. Generalmente un promotor
esta limitado en su extremo 3’ por el sitio de inicio de la transcripcion y se extiende cadena arriba (direccion 5’) para
incluir el numero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la trascripcion a niveles detectables por
encima del fondo. Dentro del promotor se encontrara un sitio de inicio de la transcripcion (definido
convenientemente, por ejemplo, mapeando con nucleasa S1), asi como dominios de unién a proteina (secuencias
consenso) responsables de la union de la ARN polimerasa.

Una region codificante esta “bajo el control” de elementos de control transcripcionales y traduccionales en una célula
cuando la ARN polimerasa transcribe la region codificante en ARNm, que después se corta y empalma en trans-ARN
(si la region codificante contiene intrones) y se traduce en la proteina codificada por la region codificante.

“Las regiones de control transcripcionales y traduccionales” son secuencias reguladoras de ADN, tales como
promotores, potenciadores, terminadores y similares, que proporcionan la expresion de una region codificante en
una célula hospedadora. En las células eucariotas, las sefiales de poliadenilaciéon son regiones de control.

La expresion “asociado operativamente” se refiere a la asociaciéon de secuencias de acido nucleico en un solo
fragmento de acido nucleico de tal manera que la funcién de una esta afectada por la otra. Por ejemplo, un promotor
esta asociado operativamente con una region codificante cuando puede afectar a la expresion de esa region
codificante (es decir, que la region codificante esta bajo el control transcripcionales del promotor). Las regiones
codificantes pueden asociarse operativamente a regiones reguladoras en orientacion sentido o antisentido.

El término “expresion”, como se usa en el presente documento, se refiere a la transcripcion y acumulacion estable de
ARN en sentido (ARNm) o antisentido procedente del fragmento de acido nucleico de la invencion. La expresion
también puede referirse a la traduccion de ARNm en un polipéptido.
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Células hospedadoras que expresan celulasas heterélogas

Para abordar las limitaciones de sistemas previos, la presente invencién proporciona células hospedadoras que
expresan celulasas heterélogas que pueden utilizarse de manera efectiva y eficiente para producir etanol a partir de
celulosa. Las células hospedadoras pueden ser una levadura. De acuerdo con la presente invencioén, la célula
hospedadora de levadura puede ser, por ejemplo, de los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia,
Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia. Las especies de levadura como células
hospedadoras pueden incluir, por ejemplo, S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus,
K. lactis, K. marxianus, o K. fragilis. En algunas realizaciones, la levadura se selecciona del grupo que consiste en
Saccharomyces cerevisiae, Schizzosaccharomyces pombe, Candida albicans, Pichia pastoris, Pichia stipitis,
Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha, Phaffia rhodozyma, Candida utilis, Arxula adeninivorans, Debaryomyces
hansenii, Debaryomyces polymorphus, Schizosaccharomyces pombe y Schwanniomyces occidentalis. En una
realizacion particular, la levadura es Saccharomyces cerevisiae. En otra realizacion, la levadura es una
Saccharomyces cerevisiae termotolerante. Se considera que la seleccidon de un hospedador apropiado se incluye en
el ambito de los expertos en la materia a partir de las ensefianzas del presente documento.

En algunas realizaciones de la presente invencion, la célula hospedadora es una célula oleaginosa. De acuerdo con
la presente invencion, la célula hospedadora oleaginosa puede ser una célula levadura oleaginosa. Por ejemplo, la
célula hospedadora de levadura oleaginosa puede ser de los géneros Blakeslea, Candida, Cryptococcus,
Cunninghamella, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Phycomyces, Pythium, Rhodosporidum, Rhodotorula, Trichosporon
o Yarrowia. De acuerdo con la presente invencion, la célula hospedadora oleaginosa puede ser una célula
hospedadora de microalga oleaginosa. Por ejemplo, la célula hospedadora de microalga oleaginosa puede ser de los
géneros Thraustochytrium o Schizochytrium. Por tanto, el biodiésel puede producirse a partir del triglicérido
producido por los organismos oleaginosos utilizando procesos de transesterificacion de lipidos convencionales. En
algunas realizaciones particulares, las células hospedadoras oleaginosas pueden inducirse para secretar lipidos
sintetizados. Las realizaciones en las que se utilizan células hospedadoras oleaginosas son ventajosas porque
pueden producir biodiésel a partir de materias primas lignoceluldsicas que, en relacion con sustratos de semillas
oleaginosas, son mas asequibles, pueden crecer mas densamente, mostrar emisiones mas bajas de diéxido de
carbono en el ciclo de vida y pueden cultivarse en terrenos marginales.

En algunas realizaciones de la presente invencion, la célula hospedadora es una célula hospedadora termotolerante.
Las células hospedadoras termotolerantes pueden ser particularmente Utiles en procesos de sacarificacion y
fermentacién simultaneas permitiendo que las celulasas se produzcan externamente y que las células hospedadoras
productoras de etanol se comporten éptimamente en intervalos de temperatura similares.

Las células hospedadoras termotolerantes de la invencion pueden incluir, por ejemplo, células hospedadoras de
Issatchenkia orientalis, Pichia mississippiensis, Pichia mexicana, Pichia farinosa, Clavispora opuntiae, Clavispora
lusitaniae, Candida mexicana, Hansenula polymorpha y de Kluyveromyces. En algunas realizaciones, la célula
termotolerante es una cepa de S. cerevisiae, u otra cepa de levadura, que se ha adaptado para crecer a altas
temperaturas, por ejemplo, por seleccion para el crecimiento a altas temperaturas en un citostato.

En algunas realizaciones particulares de la presente invencion, la célula hospedadora es una célula hospedadora de
Kluyveromyces. Por ejemplo, la célula hospedadora de Kluyveromyces puede ser una célula hospedadora de K.
lactis, K. marxianus, K. blattae, K. phaffii, K. yarrowii, K. aestuarii, K. dobzhanskii, K. wickerhamii K. thermotolerans,
o K. walltii. En una realizacion, la célula hospedadora es una célula hospedadora de K. lactis o K. marxianus. En otra
realizacion, la célula hospedadora es una célula hospedadora de K. marxianus.

En algunas realizaciones de la presente invencion la célula hospedadora termotolerante puede crecer a
temperaturas por encima de aproximadamente 30 °C, de aproximadamente 31 °C, de aproximadamente 32 °C, de
aproximadamente 33 °C, de aproximadamente 34 °C, de aproximadamente 35 °C, de aproximadamente 36 °C, de
aproximadamente 37 °C, de aproximadamente 38 °C, de aproximadamente 39 °C, de aproximadamente 40 °C, de
aproximadamente 41 °C o de aproximadamente 42 °C. En algunas realizaciones de la presente invencion la célula
hospedadora termotolerante puede producir etanol a partir de celulosa a temperaturas por encima de
aproximadamente 30 °C, de aproximadamente 31°C, de aproximadamente 32 °C, de aproximadamente 33 °C, de
aproximadamente 34 °C, de aproximadamente 35 °C, de aproximadamente 36 °C, de aproximadamente 37 °C, de
aproximadamente 38 °C, de aproximadamente 39 °C, de aproximadamente 40 °C, de aproximadamente 41 °C, de
aproximadamente 42 °C, de aproximadamente 43 °C, de aproximadamente 44 °C, de aproximadamente 45 °C, o de
aproximadamente 50 °C.

En algunas realizaciones de la presente invencion, la célula hospedadora termotolerante puede crecer a
temperaturas de aproximadamente 30 °C a 60 °C, de aproximadamente 30 °C a 55 °C, de aproximadamente 30 °C a
50 °C, de aproximadamente 40 °C a 60 °C, de aproximadamente 40 °C a 55 °C o, de aproximadamente 40 °C a
50 °C. En algunas realizaciones de la presente invencion, la célula hospedadora termotolerante puede producir
etanol a partir de celulosa a temperaturas de aproximadamente 30 °C a 60 °C, de aproximadamente 30 °C a 55 °C,
de aproximadamente 30 °C a 50° C, de aproximadamente 40 °C a 60 °C, de aproximadamente 40 °C a 55 °C o de
aproximadamente 40 °C a 50 °C.
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En algunos métodos descritos en el presente documento, la célula hospedadora tiene la capacidad de metabolizar
xilosa. En las siguientes publicaciones puede encontrarse informacion detallada en lo que respecta al desarrollo de
tecnologia utilizando xilosa: Kuyper M et al. FEMS Yeast Res. 4: 655-64 (2004), Kuyper M et al. FEMS Yeast Res.
5:399-409 (2005), y Kuyper M et al. FEMS Yeast Res. 5:925-34 (2005).

Por ejemplo, la utilizacion de xilosa puede realizarse en S. cerevisiae expresando de manera heterologa el gen de la
xilosa isomerasa, XilA, por ejemplo, a partir del hongo anaerobio Piromyces sp. E2, sobreexpresando cinco enzimas
de S. cerevisiae implicadas en la conversion de xilulosa a productos intermedios glucoliticos (xiluloquinasa, ribulosa
5-fosfato isomerasa, ribulosa 5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa) y delecionando el gen GRE3 que
codifica la aldosa reductasa para minimizar la produccion de xilitol.

De acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, las células hospedadoras pueden contener
marcadores antibiéticos o pueden contener marcadores no antibiéticos.

Las células hospedadoras se modifican por ingenieria genética (se transducen o se transforman o se transfectan)
con los polinucleétidos que codifican las celulasas de esta invencién que se describen con mas detalle adelante. Los
polinucleétidos que codifican las celulasas pueden introducirse en la célula hospedadora en un vector de la
invencion, que puede ser, por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de expresién que comprende una
secuencia que codifique una celulosa heterdloga. Las células hospedadoras pueden comprender polinucleétidos de
la invencién como copias integradas o copias de plasmidos.

En determinados aspectos, la presente invencion se refiere a células hospedadoras que contienen las
construcciones de polinucleétidos descritas mas adelante. Las células hospedadoras de la presente invencion
pueden expresar uno o mas polipéptidos de celulasas heterdlogas. En algunas realizaciones, la célula hospedadora
comprende una combinacion de polinucledtidos que codifican celulasas heterdlogas o fragmentos, variantes o
derivados de los mismos. La célula hospedadora puede comprender, por ejemplo, copias multiples de la misma
secuencia de acido nucleico, por ejemplo, para aumentar los niveles de expresion, o la célula hospedadora puede
comprender una combinacion de polinucleétidos Unicos. En otras realizaciones, la célula hospedadora comprende
un solo polinucledtido que codifica una celulasa heteréloga o un fragmento, una variante o derivado de los mismos.
En particular, dichas células hospedadoras que expresan una sola celulosa heteréloga pueden utilizarse en cocultivo
con otras células hospedadoras de la invencién que comprenden un polinucleétido que codifica al menos otra
celulasa heterologa distinta, o un fragmento, una variante o derivados de los mismos.

La introduccién de un polinucleétido que codifica una celulosa heterdloga, en una célula hospedadora, puede
realizarse por métodos conocidos en la técnica. La introduccion de polinucleétidos que codifican celulosas
heterdlogas, por ejemplo, en células hospedadoras de levadura pueden verse afectadas por transformacion con
acetato de litio, transformacion con esferoplastos, o transformacién con electroporacién, como se describe en
Current Protocols in Molecular Biology, 13.7.1-13.7.10. La introduccidon de la construccion en otras células
hospedadoras puede efectuarse mediante transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada con DEAE-
Dextrano o electroporacion (Davis, L., et al., Basic Methods in Molecular Biology, (1986)).

Las células hospedadoras transformadas o los cultivos celulares, como se ha descrito anteriormente, pueden
examinarse con respecto al contenido de las proteinas endoglucanasa, celobiohidrolasa y/o B glucosidasa. Para el
uso de las celulasas heterdlogas secretadas, el contenido de las proteinas puede determinarse analizando los
sobrenadantes de las células hospedadoras (por ejemplo, levaduras). En determinadas realizaciones, puede
recuperarse material de alto peso molecular del sobrenadante de las células de levadura, bien mediante
precipitacion con acetona o tamponando las muestras con cartuchos desalinizantes desechables. Las proteinas,
incluyendo las celulosas heterdlogas ligadas, también pueden recuperarse y purificarse de cultivos de células de
levaduras recombinantes por métodos que incluyen preparacion vy lisis de esferoplastos, alteracion celular utilizando
perlas de vidrio y alteracion celular utilizando, por ejemplo, nitrégeno liquido. Como métodos de purificacion de
proteinas adicionales se incluyen precipitacion con etanol o con sulfato de amonio, extracciéon con &cidos,
cromatografia de intercambio anidnico o catiénico, cromatografia con fosfato de celulosa, cromatografia de
interaccion hidrofoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxiapatita, filtracién en gel o cromatografia de
lectina. Las etapas de replegamiento de proteinas pueden utilizarse si fuera necesario, para completar la
configuracion de la proteina madura. Finalmente, para las etapas de purificacion final, puede emplearse
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Los métodos de analisis de proteinas incluyen métodos tales como el método de Lowry tradicional o el método de
ensayo de proteinas de acuerdo con el protocolo del fabricante BioRad. Utilizando dichos métodos, puede estimarse
el contenido proteico de las enzimas sacaroliticas. Adicionalmente, para medir con precisiéon la concentracion
proteica, una celulasa heterdloga puede expresarse con una etiqueta, por ejemplo, una etiqueta de His o una
etiqueta de HA y purificarse por métodos convencionales utilizando, por ejemplo, anticuerpos contra la etiqueta, una
técnica de purificacion con resina de niquel convencional, o una estrategia similar.

Las células hospedadoras transformadas o los cultivos celulares, como se ha descrito anteriormente, pueden
analizarse ademas por hidrdlisis de celulosa (por ejemplo, mediante un ensayo de deteccién de azulcar), para un tipo
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de actividad celulasa particular (por ejemplo, midiendo la actividad de endoglucanasa, celobiohidrolasa o B-
glucosidasa individual) o para la actividad celulasa total. La actividad de endoglucanasa puede determinarse, por
ejemplo, midiendo un aumento de extremos reductores en un sustrato de CMC especifico de endoglucanasa. La
actividad de celobiohidrolasa puede medirse, por ejemplo, utilizando sustratos celulésicos insolubles tales como la
celulosa hinchada con acido fosférico (PASC), un sustrato amorfo, o celulosa microcristalina (Avicel) y determinando
el grado de hidrdlisis del sustrato. La actividad B glucosidasa puede medirse por diversos ensayos, o utilizando, por
ejemplo, celobiosa.

Una actividad celulasa total, que incluye a actividad de endoglucanasa, celobiohidrolasa y B-glucosidasa, puede
hidrolizar sinérgicamente celulosa cristalina. Por tanto, la actividad celulasa total puede medirse utilizando sustratos
insolubles que incluyen sustratos celuldsicos puros tales como papel de filtro Whatman No. 1, borra de algodén,
celulosa microcristalina, celulosa bacteriana, celulosa de algas y sustratos que contienen celulosa tales como
celulosa tefiida, alfa-celulosa o lignocelulosa pretratada. La actividad especifica de las celulasas también puede
detectarse por métodos conocidos por un experto habitual en la técnica, tales como el ensayo con Avicel (descrito
anteriormente) que podria normalizarse por la concentracion de proteina (celulasa) medida para la muestra.

Por tanto, un aspecto de la invencion se refiere a la produccion eficiente de celulasas para ayudar en la digestion de
celulosa y en la generacion de etanol. Una celulasa puede ser cualquier enzima implicada en la digestion, en el
metabolismo y/o en la hidrolisis de celulasa, incluyendo una endoglucanasa, una exoglucanasa o una (-glucosidasa.

En realizaciones adicionales, las células hospedadoras transformadas o cultivos celulares se ensayan con respecto
a la produccion de etanol. La produccién de etanol puede medirse por técnicas conocidas por un experto habitual en
la materia, por ejemplo, mediante un método convencional de indice refractario por HPLC.

Celulasas heterdlogas

De acuerdo con la presente invencion, la expresion de celulasas heterélogas en una célula hospedadora puede
utilizarse, de manera ventajosa, para producir etanol a partir de fuentes celuldsicas. Las celulasas de diversas
fuentes pueden expresarse de manera heterologa para aumentar satisfactoriamente la eficiencia de la produccién de
etanol. Por ejemplo, las celulasas pueden proceder de fuentes tales como hongos, bacterias, plantas, protozoos o
termitas. En algunas realizaciones, la celulasa es una celulasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesel,
C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C.
lucknowens, e R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui,
Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastixpatricarum,
Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum,
Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus,
Neurospora Crassa, o de Arabidopsis thaliana.

En algunas realizaciones de la invencion, celulasas multiples de un solo organismo se coexpresan en la misma
célula hospedadora. En algunas realizaciones de la invencioén, celulasas multiples de diferentes organismos se
coexpresan en la misma célula hospedadora. En particular, celulasas de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve o mas organismos pueden coexpresarse en la misma célula hospedadora. De manera similar, la invencion
puede incluir cocultivos de cepas de levadura, en el que las cepas de levadura expresan diferentes celulasas. Los
cocultivos pueden incluir cepas de levadura que expresan celulasas heterélogas del mismo organismo o de
organismos diferentes. Los cocultivos pueden incluir cepas de levadura que expresen celulasas de dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve o mas organismos.

Las celulasas de la presente invencion incluyen tanto endoglucanasas como exoglucanasas. Las celulasas pueden
ser, por ejemplo, endoglucanasas, B-glucosidasas o celobiohidrolasas.

En determinadas realizaciones de la invencion, la endoglucanasa(s) puede ser endoglucanasa | o una isoforma, un
paralogo u ortélogo de una endoglucanasa Il. En algunas realizaciones, la endoglucanasa expresada por las células
hospedadoras de la presente invencion puede ser una endo-1,4-B-glucanasa recombinante. En realizaciones
particulares, la endoglucanasa es una endoglucanasa de T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C.
acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, R. speratus Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina,
Orpinomycess, Irpex lacteus, C. lucknowense, C. globosum, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Neurospora
crassa o de Acremonium thermophilum. En una realizacion particular, la endoglucanasa comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 30-39 o 52-56, como se muestra en la Tabla 1 a continuacion. En
determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa comprende la secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96,
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 100% idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las SEQ ID NO: 30-39 o 52-56.

En la practica, si cualquier polinucleétido es al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%

idéntico a un polinucledtido de la presente invencion, puede determinarse convencionalmente utilizando programas
informaticos conocidos. Los métodos para determinar el porcentaje de identidad, como se indica con mas detalle
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mas adelante en relacion a la identidad de polinucleétidos, son también relevantes para evaluar la identidad de
secuencia del polipéptido.

En una realizacion particular, la endoglucanasa es una endoglucanasa (‘eg1") de Trichoderma reesei. En
determinadas realizaciones, la endoglucanasa comprende una secuencia de aminoacidos al menos
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96,
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 100% idéntica a SEQ ID NO:39.

En otra realizacion particular, la endoglucanasa es una endoglucanasa de C. formosanus. En determinadas
realizaciones, la endoglucanasa comprende una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97,
aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 100% idéntica a SEQ ID NO:31.

En ofra realizacion particular, la endoglucanasa es una endoglucanasa de H. jecorina. En determinadas
realizaciones, la endoglucanasa comprende una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97,
aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 100% idéntica a SEQ ID NO:54.

En determinadas realizaciones, la R-glucosidasa es una 3-glucosidasa | o una isoforma, un paralogo o un ortélogo
de R-glucosidasa Il. En determinadas realizaciones de la presente invencion, la R-glucosidasa procede de
Saccharomycopsis fibuligera. En realizaciones particulares, la R-glucosidasa comprende una secuencia de
aminoacidos al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95,
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100% idéntica a SEQ ID
NO:40.

En determinadas realizaciones de la invencion, la celobiohidrolasa(s) puede ser una celobiohidrolasa | y/o una
isoforma, un paralogo o un ortdlogo de celobiohidrolasa Il. En una realizacién particular, la celobiohidrolasa
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 21-29 o 46, como se muestra en la
siguiente Tabla 1. En realizaciones particulares de la presente invencion, la celobiohidrolasa es una celobiohidrolasa
| o Il de Trichoderma reesei. En oftra realizacién, una celobiohidrolasa comprende una secuencia de al menos
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96,
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100% idéntica a SEQ ID NO:27 o SEQ ID
NO:28.

En otras realizaciones particulares de la presente invencién la celobiohidrolasa es una celobiohidrolasa | o Il de T.
emersonii. En otra realizacion, la celobiohidrolasa comprende una secuencia de al menos aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97,
aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100% idéntica a SEQ ID NO:23 o SEQ ID NO:24.

En otra realizacion, la celobiohidrolasa de la invencion es una celobiohidrolasa de C. lucknowense. En una
realizacion particular, la celobiohidrolasa es celobiohidrolasa Cbh2b de C. lucknowense. En una realizacion, la
celobiohidrolasa comprende una secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente
90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o
100% idéntica a SEQ ID NO:25.

En algunas realizaciones particulares de la invencion, la celulasa comprende una secuencia seleccionada de las
secuencias indicadas en la Tabla 1 a continuacion. Las celulasas de la invencion también incluyen celulasas que
comprende una secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90,
aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99 o
100% idéntica a las secuencias de la Tabla 1.

Algunas realizaciones de la invencion incluyen un polipéptido que comprende al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,

80, 90, 100, 200, 300, 400, o 500 o mas aminoacidos consecutivos de cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-
56, o dominios, fragmentos, variantes o derivados de las mismas.
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En determinados aspectos de la invencion, los polipéptidos y polinucleétidos de la presente invencion se
proporcionan en una forma aislada, por ejemplo, purificada hasta la homogeneidad.

La presente invencion también incluye polipéptidos que comprenden, o como alternativa consisten en, una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% similar a
la del polinucledtido de cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56 y a partes de dicho polipéptido,
conteniendo dicha parte del polipéptido generalmente al menos 30 aminoacidos y mas preferentemente al menos 50
aminoacidos.

Como se sabe en la técnica, la “similitud” entre dos polipéptidos se determina comparando la secuencia de
aminoacidos del polipéptido, y los sustitutos de aminoacidos conservados en ella, con la secuencia de un segundo
polipéptido.

La presente invencion también se refiere a un dominio, fragmento, variante, derivado, o analogo del polipéptido de
cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56.

Los fragmentos o partes de los polipéptidos de la presente invencion pueden emplearse para la produccion del
polipéptido de longitud completa correspondiente mediante sintesis peptidica. Por lo tanto, los fragmentos pueden
emplearse como productos intermedios para la produccion de polipéptidos de longitud completa.

Los fragmentos de polipéptidos de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa, incluyen dominios,
fragmentos proteoliticos, fragmentos de delecion y, en particular, fragmentos de polipéptidos de celobiohidrolasa,
endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus,
N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus,
Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis,
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii,
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri,
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa,
R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana, que conservan cualquier actividad biolégica especifica de las proteinas de
celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa. Adicionalmente los fragmentos de polipéptidos incluyen
cualquier parte del polipéptido que conserve una actividad catalitica de las proteinas de celobiohidrolasa,
endoglucanasa o beta-glucosidasa.

La variante, el derivado o el analogo del polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56, puede ser
(i) uno en el que uno o mas de los restos de aminoacidos se sustituye con un resto de aminoacido conservado o no
conservado (preferentemente un resto de aminoacido conservado) y dicho resto de aminoacido conservado puede
estar, o no, codificado por el cddigo genético, o (ii) uno en el que uno o mas de los restos de aminoacido incluye un
grupo sustituyente, o (iii) uno en el que el polipéptido maduro se fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto
para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) uno en el que los aminoacidos
adicionales se fusionan con el polipéptido maduro para la purificacion del polipéptido o (v) uno en el que un
fragmento del polipéptido sea soluble, es decir, no esté unido a la membrana, sino que se una a ligandos en el
receptor unido a la membrana. Se considera que, a partir de las ensefanzas del presente documento, dichas
variantes, derivados y analogos, estan al alcance de los expertos en la técnica.

Los polipéptidos de la presente invencion incluyen adicionalmente variantes de los polipéptidos. Una “variante” del
polipéptido puede ser una variante conservativa, o una variante alélica. Como se indica en el presente documento,
una variante conservativa se refiere a alteraciones en la secuencia de aminoacidos que no afectan de manera
adversa a las funciones biolégicas de la proteina. Se dice que una sustitucion, una insercion o una delecion afecta
de un modo adverso a la proteina cuando la secuencia alterada impide o altera una funcién biolégica asociada con la
proteina. Por ejemplo, las propiedades hidrofilas-hidréfobas o estructurales, de carga general de la proteina, pueden
alterarse sin afectar de un modo adverso a una actividad bioldgica. Por consiguiente, la secuencia de aminoacidos
puede alterarse, por ejemplo, para hacer que el péptido sea mas hidréfilo o hidréfobo, sin afectar de un modo
adverso a las actividades bioldgicas de la proteina.

Por una “variante alélica” se entiende formas alternativas de un gen que ocupa un locus determinado en un
cromosoma de un organismo. Genes Il, Lewin, B., ed., John Wiley & Sons, Nueva York (1985). Las variantes de
origen no-natural pueden producirse utilizando técnicas de mutagénesis conocidas en la materia. Las variantes
alélicas, aunque poseen una secuencia de aminoacidos ligeramente diferente a las indicadas anteriormente en el
presente documento, seguiran teniendo las mismas funciones bioldgicas, o similares, asociadas con la proteina
celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus,
C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R.
speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis,
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii,
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri,
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa,
R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana.
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Las variantes alélicas, las variantes de sustitucion conservativa, y miembros de las familias de las proteinas
endoglucanasa, celobiohidrolasa o (-glucosidasa, pueden tener una secuencia de aminoacidos que tenga una
identidad de secuencia de al menos 75%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% con una secuencia de
aminoacidos de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T.
reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C.
lucknowense, R. speratus, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus,
Acremonium thermophilum, R. flavipes, o Neosartorya fischeri, expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO: 21-
40, 46, o 52-56. En el presente documento, la identidad u homologia con respecto a dichas secuencias se define
como el porcentaje de restos de aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos a los péptidos conocidos,
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para obtener un porcentaje de homologia
maximo, y no considerando ninguna de las sustituciones conservativas como parte de la identidad de secuencia. En
la secuencia peptidica, las extensiones, deleciones o inserciones, en N-terminal, C-terminal o internas, no se
interpretara como que afectan a la homologia.

Por tanto, las proteinas y los péptidos de la presente invencion incluyen moléculas que comprenden la secuencia de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 21-40, 46 y 52-56, o fragmentos de las mismas, que tienen una secuencia
consecutiva de al menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 10, 15, 20, 25, 30, 35 o mas restos de aminoacidos de las
secuencias polipeptidicas de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T.
emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S.
fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp.,
Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, R. flavipes, o de Neosartorya fischeri, variantes de las secuencias de
aminoacidos de dichas secuencias en las que al menos un resto de aminoacido se ha insertado en el N o C terminal,
o en el interior de la secuencia desvelada; variantes de secuencias de aminoacidos de las secuencias desveladas, o
sus fragmentos como se ha definido anteriormente, que se han sustituido por otro resto. Las variantes contempladas
incluyen adicionalmente aquellas que contienen mutaciones predeterminadas mediante, por ejemplo, recombinacion
homologa, mutagénesis por PCR o dirigida a sitio y las proteinas correspondientes de otras especies animales,
incluyendo, pero sin limitacion, especies de bacterias, hongos, insecto, conejo, rata, porcino, bovino, ovino, equino y
primates no humanos, los alelos u otras variantes de origen natural de la familia de proteinas; y derivados en los que
la proteina se ha modificado covalentemente por sustitucién, medios quimicos, enzimaticos u otros medios
apropiados con un radical que no sea un aminoacido de origen natural (por ejemplo, un radical detectable tal como
una enzima o un radiois6topo).

Utilizando métodos conocidos de modificacion por ingenieria genética de proteinas y tecnologia de ADN
recombinante, pueden generarse variantes para mejorar o alterar las caracteristicas de los polipéptidos de celulasa.
Por ejemplo, uno o mas aminoacidos puede delecionarse del extremo N o del extremo C de la proteina secretada sin
que haya una pérdida sustancial de funcién bioldgica.

Por tanto, la invencion incluye adicionalmente, variantes polipeptidicas de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-
glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C.
acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum
thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus
degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina,
Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum,
Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes o de
Arabidopsis thaliana, que muestran actividad biolégica sustancial. Dichas variantes incluyen deleciones, inserciones,
inversiones, repeticiones y sustituciones seleccionadas de acuerdo con normas generales conocidas en la técnica de
manera que tengan poco efecto sobre la actividad.

El experto en la técnica es plenamente consciente de las sustituciones de aminoacidos que son menos probables
que afecten, o que no es probable que afecten, significativamente a la funciéon de la proteina (por ejemplo,
reemplazando un aminoacido alifatico con un segundo aminoacido alifatico), como se describe adicionalmente a
continuacion.

Por ejemplo, en Bowie et al.,, "Deciphering the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid
Substitutions," Science 247:1306-1310 (1990), se proporciona orientacion sobre como hacer sustituciones de
aminoacidos fenotipicamente silenciosas, donde los autores indican que hay dos estrategias principales para
estudiar la tolerancia al cambio de una secuencia de aminoacidos.

La primera estrategia aprovecha la tolerancia de las sustituciones de aminoacidos por seleccién natural durante el
proceso de la evolucion. Comparando secuencias de aminoacidos en diferentes especies, pueden identificarse
aminoacidos conservados. Estos aminoacidos conservados son probablemente importantes para el funcionamiento
de las proteinas. En cambio, las posiciones de aminoacidos en las que se han tolerado sustituciones por seleccion
natural indican que estas posiciones no son criticas para el funcionamiento de las proteinas. De este modo, las
posiciones que toleran la sustitucion de aminoacidos podrian modificarse conservando al mismo tiempo la actividad
bioldgica de la proteina.
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La segunda estrategia utiliza modificacion por ingenieria genética para introducir cambios de aminoacidos en
posiciones especificas de un gen clonado para identificar regiones criticas para el funcionamiento de las proteinas.
Por ejemplo, puede utilizarse mutagénesis dirigida a sitio o mutagénesis con alanina (introduccion de mutaciones de
una sola alanina en cada resto en la molécula). (Cunningham y Wells, Science 244:1081-1085 (1989).) La actividad
bioldgica de las moléculas mutantes resultantes puede después someterse a ensayo.

Como indican los autores, estas dos estrategias han revelado que, sorprendentemente, las proteinas a menudo
toleran sustituciones de aminoacidos. Ademas, los autores indican cuales son los cambios de aminoacidos
posiblemente permisivos en determinadas posiciones de aminoacidos en la proteina. Por ejemplo, los restos de
aminoacido mas ocultos (dentro de la estructura terciaria de la proteina) requieren cadenas laterales no polares,
mientras que generalmente se conservan algunas caracteristicas de las cadenas laterales en la superficie. Ademas,
las sustituciones de aminoacidos conservativas toleradas implican el reemplazo de los aminoacidos alifaticos o
hidréfobos Ala, Val, Leu e lle; el reemplazo de los restos de hidroxilo Ser y Thr; el reemplazo de los restos acidos
Asp y Glu; el reemplazo de los restos amida Asn y GIn, el reemplazo de los restos basicos Lys, Arg, e His; el
reemplazo de los restos aromaticos Phe, Tyr, y Trp y el remplazo de los aminoacidos de pequefio tamario Ala, Ser,
Thr, Met y Gly.

Los términos “derivado” y “analogo” se refieren a un polipéptido que difiere del polipéptido de celobiohidrolasa,
endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus,
N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus,
Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis,
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastixpatricarum, Aspergillus kawachii,
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri,
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa,
R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana, pero que conserva sus propiedades esenciales. Generalmente, los derivados
y analogos son en conjunto muy similares, y, en muchas regiones, idénticos a los polipéptidos de celobiohidrolasa,
endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus,
N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus,
Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis,
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii,
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri,
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa,
R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana. Cuando los términos “derivado” y “analogo” se refieren a los polipéptidos de
celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus,
C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R.
speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis,
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii,
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri,
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa,
R. flavipes o de Arabidopsis thaliana incluyen cualquiera de los polipéptidos que conservan al menos algo de la
actividad del polipéptido nativo correspondiente, por ejemplo, la actividad exoglucanasa, o la actividad del dominio
catalitico.

Los derivados de polipéptidos de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus,
T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S.
fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum,
Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix
patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium
thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana, son polipéptidos que se han alterado
de manera que muestran caracteristicas adicionales no encontradas en el polipéptido nativo. Los derivados pueden
modificarse covalentemente por sustitucion, medios enzimaticos, quimicos u otros medios apropiados con un radical
distinto de un aminoacido de origen natural (por ejemplo, un radical detectable, tal como una enzima o un
radiois6topo). Los ejemplos de derivados incluyen proteinas de fusion.

Un analogo es otra forma de un polipéptido de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T.
aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis,
N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium
cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii,
Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus,
Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana de la presente invencion.
Un “analogo” también conserva sustancialmente la misma funcién o actividad biolégica que la del polipéptido de
interés, por ejemplo, funciona como una celobiohidrolasa. Un analogo incluye una proproteina que puede activarse
por escision de la parte proproteina para producir un polipéptido maduro activo.
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El polipéptido de la presente invencidon puede ser un polipéptido recombinante, un polipéptido natural o un
polipéptido sintético. En algunas realizaciones particulares, el polipéptido es un polipéptido recombinante.

En la presente invencion también se proporcionan variantes alélicas, ortdlogos y/u homodlogos de especies.
Utilizando informacién de las secuencias desveladas en el presente documento o los clones depositados en la
ATCC, pueden utilizarse procedimientos conocidos en la técnica para obtener genes de longitud completa, variantes
alélicas, variantes de corte y empalme, partes codificantes de longitud completa, ortélogos y/u homodlogos de
especies de genes correspondientes a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-40. Por ejemplo, construyendo sondas o
cebadores adecuados a partir de las secuencias proporcionadas en el presente documento y explorando una fuente
de acido nucleico adecuada para las variantes alélicas y/o el homdlogo deseado, pueden aislarse e identificarse
variantes alélicas y/u homologos de especies.

Secuencias consenso de celulasas

En algunas realizaciones de la presente invencion, las células hospedadoras expresan al menos una celulasa
heteréloga que no procede de ningin organismo particular, sino que tiene una secuencia de aminoacidos adicional
que es una secuencia celulasa consenso. La secuencia celulasa consenso puede ser una secuencia consenso
endoglucanasa, una secuencia consenso 3-glucosidasa o una secuencia consenso celobiohidrolasa.

En una realizacion particular, la celulasa heteréloga es una secuencia consenso de CBH1. Por lo tanto, en una
realizacion, la invencién se refiere a una secuencia polipeptidica que comprende una secuencia que es al menos
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia consenso de CBH1 de SEQ ID NO: 43. En algunas
realizaciones, la invencién se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 43.

La invencion también se refiere a células hospedadoras que comprende una secuencia polipeptidica que comprende
una secuencia que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 99 % o 100 % idéntica a la secuencia consenso de
CBH1 de SEQ ID NO: 43. La invencién se refiere adicionalmente a células hospedadoras que comprenden un
polinucleétido que codifica una secuencia polipeptidica que comprende una secuencia que es al menos 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 98 % 99 % o 100 % idéntica a la secuencia consenso de CBH1 de SEQ ID NO:43. En algunas
realizaciones, la célula hospedadora comprende al menos un polinucleétido que codifica una secuencia polipeptidica
que comprende una secuencia que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la
secuencia consenso de CBH1 de SEQ ID NO:43 y al menos un segundo polinucleétido que codifica una celulasa
heterdloga. El segundo polinucleétido puede codificar una endoglucanasa, una B-glucosidasa, una celobiohidrolasa,
una secuencia consenso de endoglucanasa, una secuencia consenso de 3-glucosidasa o una secuencia consenso
de celobiohidrolasa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora que comprende el polinucleétido que codifica
una secuencia polipeptidica que comprende una secuencia que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, o
100 % idéntica a la secuencia consenso de CBH1 de SEQ ID NO: 43, puede producir etanol cuando se cultiva
utilizando celulosa como fuente de carbono.

Combinaciones de celulasas

En algunas realizaciones de la presente invencion las células hospedadoras expresan una combinacion de celulasas
heterdlogas. Por ejemplo, la célula hospedadora puede contener al menos dos celulasas heterdlogas, al menos tres
celulasas heterodlogas, al menos cuatro celulasas heterdlogas, al menos cinco celulasas heterélogas, al menos seis
celulasas heteroélogas, al menos siete celulasas heterdlogas, al menos ocho celulasas heterdlogas, al menos nueve
celulasas heterdlogas, al menos diez celulasas heterdlogas, al menos once celulasas heterdlogas, al menos doce
celulasas heterologas, al menos trece celulasas heterdlogas, al menos catorce celulasas heterélogas o al menos
quince celulasas heterdlogas. Las celulasas heterdlogas en la célula hospedadora pueden ser de la misma especie o
de especies diferentes.

En algunas realizaciones de la presente invencion, las células hospedadoras expresan una combinacion de
celulasas heterdlogas que incluye al menos una endoglucanasa, al menos una B-glucosidasa y al menos una
celobiohidrolasa. En otra realizacién de la invencion, las células hospedadoras expresan una combinacién de
celulasas heterdlogas que incluye al menos una endoglucanasa, al menos una B-glucosidasa y al menos dos
celobiohidrolasas. Las al menos dos celobiohidrolasas pueden ser ambas celobiohidrolasa |, ambas celobiohidrolasa
II, o una puede ser celobiohidrolasa | y la otra celobiohidrolasa Il.

En una realizacion particular de la invencion, las células hospedadoras expresan una combinacion de celulasas que
incluye una endoglucanasa | de C. formosanus y una B-glucosidasa | de S. fibuligera. En otra realizacion de la
invencion, las células hospedadoras expresan una combinacion de celulasas que incluye una celobiohidrolasa | de
T. emersoniiy una celobiohidrolasa Il de T. reesei.

En otra realizacion mas, las células hospedadoras expresan una combinacion de celulasas que incluye una
endoglucanasa | de C. formosanus una -glucosidasa | de S. fibuligera, una celobiohidrolasa | de T. emersoniiy una
celobiohidrolasa Il de C. lucknowense. En otra realizacién mas, las células hospedadoras expresan una combinacion
de celulasas que incluye una endoglucanasa | de C. formosanus, una B-glucosidasa | de S. fibuligera, una
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celobiohidrolasa | de T. emersonii y una celobiohidrolasa Il de T. reesei. En otra realizacion adicional las células
hospedadoras expresan una combinacién de celulasas que incluye una endoglucanasa 2 de H. jecorina una (-
glucosidasa | de S. fibuligera, una celobiohidrolasa | de T. emersonii y una celobiohidrolasa Il de T. reesei. En otra
realizacion adicional, las células hospedadoras expresan una combinacion de celulasas que incluye una
endoglucanasa 2 de H. jecorina, una B-glucosidasa | de S. fibuligera, una celobiohidrolasa | de T. emersonii y una
celobiohidrolasa Il de C. lucknowense.

Celulasas ligadas y secretadas

De acuerdo con la presente invencion, las celulasas pueden estar ligadas o secretadas. Como se indica en el
presente documento, una proteina esta “ligada” a la superficie celular de un organismo si al menos un extremo de la
proteina esta unido, por union covalente y/o electroestatica, por ejemplo, a la membrana celular o a la pared celular.
Se apreciara que una proteina ligada puede incluir una o mas regiones enzimaticas que pueden unirse a uno o mas
tipos de regiones distintas a nivel de acido nucleico y de proteina (por ejemplo, un promotor, un terminador, un
dominio de anclaje, un enlazador, una region de sefalizacion, etc.). Sin embargo, aunque la una o mas regiones
enzimaticas pueden no estar directamente unidas a la membrana celular o a la pared celular (por ejemplo, tal como
cuando se produce la unién mediante un dominio de anclaje), la proteina se considera una “enzima ligada” de
acuerdo con la presente memoria descriptiva.

El ligamiento puede realizarse, por ejemplo, incorporando un dominio de anclaje en una proteina recombinante que
se expresa de una manera heteréloga en una célula o por prenilacion, enlace acil graso, anclajes de glicosil fosfatidil
inositol u otros anclajes moleculares adecuados que puedan anclar la proteina ligada a la membrana celular o a la
pared celular de la célula hospedadora. Una proteina ligada puede estar ligada en su extremo amino terminal u
opcionalmente en su extremo carboxilo terminal.

Segun se indica en el presente documento “secretada” significa liberada en el entorno extracelular, por ejemplo, en
el medio. Aunque las proteinas ligadas pueden tener sefiales de secrecion como parte de su secuencia de
aminoacidos inmadura, estas se mantienen unidas a la superficie celular y no se incluyen dentro del ambito de las
proteinas secretadas tal y como se indica en el presente documento.

Como se indica en el presente documento, una “secuencia enlazadora flexible” se refiere a una secuencia de
aminoacidos que enlaza dos secuencias de aminoacidos, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de anclaje a
la pared celular con una secuencia de aminoacidos que contiene la actividad enzimatica deseada. La secuencia
enlazadora flexible permite libertad necesaria a la secuencia de aminoacidos que contiene la actividad enzimatica
deseada que tiene impedimento estérico reducido con respecto a la proximidad a la célula y también puede facilitar
un plegamiento apropiado de la secuencia de aminoacidos que contiene la actividad enzimatica deseada.

En algunas realizaciones de la presente invencion, las enzimas celulasas ligadas estan ligadas mediante una
secuencia enlazadora flexible ligada a un dominio de anclaje. En algunas realizaciones, el dominio de anclaje es de
CWP2 (para el anclaje carboxilo terminal) o de FLO1 (para el anclaje amino terminal) de S. cerevisiae.

En algunas realizaciones, pueden afiadirse sefiales de secrecidon heterdlogas a los vectores de expresion para
facilitar la expresion extracelular de las proteinas celulasas. En algunas realizaciones, la sefial de secrecion
heterdloga es la sefial de secrecion de Xyn2 de T. reesei.

Proteinas de fusién que comprenden celulasas

La presente invencion también incluye proteina de fusion. Por ejemplo, las proteinas de fusion pueden ser una fusion
de una celulasa heterdloga y de un segundo péptido. La celulasa heterdloga y el segundo péptido pueden fusionarse
directa o indirectamente, por ejemplo, a través de una secuencia enlazadora. La proteina de fusidon puede
comprender, por ejemplo, un segundo péptido que esta en posicion N terminal con respecto a la celulasa heteréloga
y/o un segundo péptido que esta en posicion C terminal con respecto a la celulasa heterdloga. Por tanto, en
determinadas realizaciones, el polipéptido de la presente invencion comprende un primer polipéptido y un segundo
polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heterdloga.

De acuerdo con la presente invencion, la proteina de fusion puede comprender un primer y un segundo polipéptido
en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heteréloga y el segundo polipéptido comprende una
secuencia sefal. De acuerdo con otra realizacion, la proteina de fusién puede comprender un primer y un segundo
polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heteréloga y el segundo polipéptido comprende
un polipéptido que se usa para facilitar la purificacién o la identificacién de un péptido indicador. El polipéptido que se
utiliza para facilitar la purificacion o identificacion del péptido indicador puede ser, por ejemplo, una etiqueta de HIS,
una etiqueta de GST, una etiqueta de HA, una etiqueta de FLAG, una etiqueta de MYC o una proteina fluorescente.

De acuerdo con otra realizacion adicional, la proteina de fusion puede comprender un primer y un segundo

polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heteréloga y el segundo polipéptido comprende
un péptido de anclaje. En algunas realizaciones, el dominio de anclaje es de CWP2 (para el anclaje carboxilo
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terminal) o de FLO1 (para el anclaje amino terminal) de S. cerevisiae.

De acuerdo con otra realizacion adicional, la proteina de fusion puede comprender un primer y un segundo
polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heterdloga y el segundo polipéptido comprende
un moédulo de union a celulosa (MUC). En algunas realizaciones, el MUC es, por ejemplo, de Cbh1 o Cbh2 de T.
reesei, de Cbh1 de H. grisea o de Cbh2b de C. lucknowense. En algunas realizaciones particulares, el MUC esta
fusionado a una celobiohidrolasa. En una realizacion particular, la proteina de fusién comprende un primer y un
segundo polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celobiohidrolasa heterdloga y el segundo
polipéptido comprende un MUC. En otra realizacién particular, la celobiohidrolasa es celobiohidrolasa | de T.
emersonii y el MUC es un MUC de celobiohidrolasa de T. reesei. En otra realizacién particular mas, la
celobiohidrolasa es celobiohidrolasa | de T. emersonii y el MUC es un MUC de celobiohidrolasa de H. grisea. En
algunas realizaciones, el MUC de H. grisea comprende los aminoacidos 492-525 e SEQ ID NO: 21.

En determinadas realizaciones, el polipéptido de la presente invencion incluye una proteina de fusién que
comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido, en el que el primer polipéptido es una celobiohidrolasa y
el segundo polipéptido es un dominio o un fragmento de una celobiohidrolasa. En determinadas realizaciones, el
polipéptido de la presente invencion incluye una proteina de fusion que comprende un primer polipéptido, en el que
el primer polipéptido es una Cbh1 de T. emersonii, una Cbh1 de H. grisea, una Cbh1 de T. aurantiacusi, una Cbh2
de T. emersonii, una Cbh1 de T. reesei, una Cbh2 de T. reesei, una Cbh2b de C. lucknowense, o un dominio, un
fragmento, una variante o un derivado de los mismos, y un segundo polipéptido, en el que el segundo polipéptido es
una Cbh1 de T. emersonii, una Cbh1 de H. grisea o una Cbh1 de T. aurantiacusi, una Cbh2 de T. emersonii, una
Cbh1 de T. reesei o una Cbh2 de T. reesei, una Cbh2b de C. lucknowense, o un dominio, un fragmento, una variante
o un derivado de los mismos. En realizaciones particulares el primer polipéptido es la Cbh1 de T. emersonii y el
segundo polipéptido es un MUC de Cbh1 o Cbh2 de T. reesei o de Cbh2b de C. lucknowense. En realizaciones
adicionales, el primer polipéptido esta en posicion N terminal o C terminal con respecto al segundo polipéptido. En
determinadas otras realizaciones, el primer polipéptido y/o el segundo polipéptido estan codificados por
polinucleétidos con codones optimizados, por ejemplo, polinucleétidos con codones optimizados para S. cerevisiae o
Kluveromyces. En realizaciones particulares, el primer polinucleétido es una cbh1 de T. emersonii con codones
optimizados y el segundo polipéptido codifica un MUC con codones optimizados de Cbh1 o Cbh2 de T. reesei. En
otras realizaciones particulares, el primer polinucleétido es una cbh1 de T. emersonii con codones optimizados y el
segundo polinucledtido codifica un MUC con codones optimizados de C. lucknowense o Cbh2b.

En determinadas otras realizaciones, el primer polipéptido y el segundo polipéptido estan fusionados mediante una
secuencia enlazadora. La secuencia enlazadora puede, en algunas realizaciones, estar codificada por un
polinucleétido con codones optimizados. (Los polinucleétidos con codones optimizados se describen mas adelante
con mas detalle). Una secuencia de aminoacidos correspondiente a un enlazador 1 con codones optimizados de
acuerdo con la invencion es una fusién de enlazador flexible - etiqueta de strep - sitio TEV- FLAG - enlazador flexible
fusion y corresponde a la secuencia GGGGSGGGGS AWHPQFGG ENLYFQG DYKDDDK GGGGSGGGGS (SEQ
ID NO:57)

La secuencia de ADN es como se indica a continuacion:

GGAGGAGGTGGTTCAGGAGGTGGTGGGTCTGCTTGGCAT
CCACAATTTGGAGGAGGCGGTGGTGAAAATCTGTATTTC
CAGGGAGGCGGAGGTGATTACAAGGATGACGACAAAGG
AGGTGGTGGATCAGGAGGTGGTGGCTCC (SEQ ID NO:41)

Una secuencia de aminoacidos correspondiente a un enlazador 2 con codones optimizados es un enlazador flexible
- etiqueta de strep — enlazador - sitio TEV - enlazador flexible y corresponde a la secuencia GGGGSGGGGS
WSHPQFEK GG ENLYFQG GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:58). La secuencia de ADN es como se indica a
continuacion:

getggcggtegatctggaggaggeggticttggtctcacccacaatttgaaaagggtggagaaaacttgtactttcaa
geeggtegtgpagettetggcggaggatgpcteceggetea (SEQ 1D NQ:42)
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Cocultivos

La presente invencion también se refiere a cocultivos que comprenden al menos dos células hospedadoras de
levadura, en el que las al menos dos células hospedadoras de levadura comprenden un polinucleétido aislado que
codifica una celulasa heteréloga. Como se indica en el presente documento, un “cocultivo” se refiere al crecimiento
conjunto de dos cepas o especies diferentes de células hospedadoras en el mismo recipiente. En algunas
realizaciones de la invencion, al menos una célula hospedadora del cocultivo comprende un polinucleétido
heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una endoglucanasa, comprendiendo al menos una célula
hospedadora del cocultivo un polinucleétido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una -
glucosidasa y al menos una célula hospedadora comprende un polinucleétido heterélogo que comprende un acido
nucleico que codifica una celobiohidrolasa. En una realizacién adicional, el cocultivo comprende ademas una célula
hospedadora que comprende un polinucleétido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una
segunda celobiohidrolasa.

El cocultivo puede comprender dos o mas cepas de células hospedadoras de levadura y las celulasas heterélogas
pueden expresarse en cualquier combinacion en las dos o mas cepas de células hospedadoras. Por ejemplo, de
acuerdo con la presente invencion, el cocultivo puede comprender dos cepas: una cepa de las células hospedadoras
que expresa una endoglucanasa y una segunda cepa de células hospedadoras que expresa una (-glucosidasa, una
celobiohidrolasa y una segunda celobiohidrolasa. De acuerdo con la presente invencion, el cocultivo también puede
comprender cuatro cepas: una cepa de células hospedadoras que expresa una endoglucanasa, una cepa de células
hospedadoras que expresa una [(-glucosidasa, una cepa de células hospedadoras que expresa una primera
celobiohidrolasa, y una cepa de células hospedadoras que codifica una segunda celobiohidrolasa. De manera
similar, el cocultivo puede comprender una cepa de células hospedadoras que expresa dos celulasas, por ejemplo,
una endoglucanasa y una B-glucosidasa y una segunda cepa de células hospedadoras que expresa dos celulasas,
por ejemplo, una endoglucanasa y una beta-glucosidasa y una segunda cepa de células hospedadoras que expresa
una o mas celulasas, por ejemplo, una o mas celobiohidrolasas. El cocultivo también puede incluir, ademas de las al
menos dos células hospedadoras que comprenden celulasas heterélogas, otras células hospedadoras que no
comprenden celulasas heteroélogas.

En el cocultivo las diversas cepas de células hospedadoras pueden estar presentes en igual nimero, o una cepa o
especie de célula hospedadora puede superar significativamente en nimero a otra segunda cepa o especie de
célula hospedadora. Por ejemplo, en un cocultivo que comprende dos cepas o especies de células hospedadoras la
proporciéon de una célula hospedadora con respecto a otra puede ser de aproximadamente 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5,
1:10, 1:100, 1:500 o 1:1000. De manera similar, en un cocultivo que comprende tres 0 mas cepas o especies de
células hospedadoras, las cepas o especies de células hospedadoras pueden estar presentes en igual o distinto
namero.

Los cocultivos de la presente invencion pueden incluir celulasas ligadas, celulasas secretadas o celulasas tanto
ligadas como secretadas. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la invencion, el cocultivo comprende al menos
una célula hospedadora de levadura que comprende un polinucledtido que codifica una celulasa heterdloga
secretada. En ofra realizacion, el cocultivo comprende al menos una célula hospedadora de levadura que
comprende un polinucledtido que codifica una celulasa heterdloga ligada. En otra realizacion, todas las celulasas
heterdlogas en el cocultivo se secretan y en otra realizacion, todas las celulasas heterdlogas en el cocultivo estan
ligadas. Ademas, en el cocultivo puede haber otras celulasas, tales como células externamente afiadidas.

Polinucledtidos que codifican celulasas heterélogas

La presente invencion también incluye polinucleétidos aislados que codifican celulasas de la presente invencion. Por
tanto, los polinucledtidos de la invencion pueden codificar endoglucanasas o exoglucanasas. Los polinucledtidos
pueden codificar endoglucanasas, B-glucosidasas o celobiohidrolasas.

En algunas realizaciones particulares de la invencion, el polinucleétido codifica una endoglucanasa que es una endo-
1,4-R-glucanasa. En realizaciones particulares, el polinucleétido codifica una endoglucanasa | de Trichoderma
reesei. En determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa esta codificada por un polinucleétido que comprende
la secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95,
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, por 100 % idéntica a la
SEQ ID NO:19. En realizaciones particulares, el polinucleétido codifica una endoglucanasa | de C. formosanus. En
determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa esta codificada por un polinucledtido que comprende una
secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95,
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ
ID NO: 11. En realizaciones particulares, el polinucleétido codifica una endoglucanasa | de Trichoderma reesei. En
determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa esta codificada por un polinucledtido que comprende una
secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95,
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ
ID NO:19. En realizaciones particulares, el polinucleétido codifica una endoglucanasa 2 de H. jecorina. En
determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa esta codificada por un polinucledtido que comprende una
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secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95,
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ
ID NO:54.

En determinadas realizaciones, el polinucleétido codifica una isoforma, un paralogo o un ortdlogo de una B-
glucosidasa | o una B-glucosidasa Il. En determinadas realizaciones de la presente invencion, el polinucledtido
codifica una B-glucosidasa derivada de Saccharomycopsis fibuligera. En realizaciones particulares, la 3-glucosidasa
estd codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia al menos aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97,
aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:20.

En determinadas realizaciones de la invencion, el polinucleétido codifica una isoforma, un paralogo o un ortélogo de
celobiohidrolasa | y/o celobiohidrolasa Il. En realizaciones particulares de la presente invencion, el polinucleétido
codifica una celobiohidrolasa | o Il de Trichoderma reesei. En realizaciones particulares de la presente invencion, el
polinucleétido codifica una celobiohidrolasa | o Il de Trichoderma emersonii. En otra realizacion, a la celobiohidrolasa
estd codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia al menos aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97,
aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:7 o SEQ ID NO:8. En realizaciones
particulares de la presente invencion, el polinucleétido codifica una celobiohidrolasa de C. lucknowense. En otra
realizacion, la celobiohidrolasa esta codificada por un polinucleétido que comprende una secuencia al menos
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96,
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:5.

En realizaciones adicionales el polinucleétido es un polipéptido que comprende una secuencia al menos
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96,
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a una secuencia de nucleétidos
indicada en la Tabla 1. En determinados aspectos el polinucledtido puede codificar una endoglucanasa, una
celobiohidrolasa o B-glucosidasa procedente, por ejemplo, de una fuente fungica, bacteriana, protozoaria o de
termita.

En determinados aspectos, la presente invencién se refiere a un polinucleétido que comprende un acido nucleico
que codifica un dominio funcional o estructural de Cbh1 o Cbh2 de T. emersonii, H. grisea, T. aurantiacus, C.
lucknowense o T. reesei. Por ejemplo, los dominios de Cbh1 de T. reesei incluyen, sin limitacion: (1) una secuencia
sefal, del aminoacido 1 al 33 de SEQ ID NO: 27; (2) un dominio catalitico (DC) desde aproximadamente el
aminoacido 41 a aproximadamente el aminoacido 465 de SEQ ID NO: 27; y (3) un modulo de union a celulosa
(MUC) desde aproximadamente el aminoacido 503 a aproximadamente el aminoacido 535 de SEQ ID NO: 27. Los
dominios de Cbh2 de T. reesei incluyen, sin limitacion: (1) una secuencia sefial, desde el aminoacido 1 al 33 de SEQ
ID NO: 27; (2) un dominio catalitico (DC) desde aproximadamente el aminoacido 141 a aproximadamente el
aminoacido 454 de SEQ ID NO: 27; y (3) un médulo de union a celulosa (MUC) desde aproximadamente el
aminoacido 52 a aproximadamente el aminoacido 83 de SEQ ID NO: 27.

La presente invencion también incluye un polinucledtido aislado que comprende un acido nucleico que es al menos
aproximadamente 70 %, 75 % u 80 % idéntico, al menos de aproximadamente 90 % a aproximadamente 95 %
idéntico, o al menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntico, a un acido nucleico que codifica
un dominio de Cbh1 o Cbh2 de T. emersonii, H. grisea, T. aurantiacus, C. lucknowense o T. reesei, como se ha
descrito anteriormente.

La presente invencion también incluye variantes de los genes de celulasa, como se ha descrito anteriormente. Las
variantes pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, en las regiones no codificantes o en ambas
regiones. Son ejemplos variantes polinucleotidicas que contiene alteraciones que producen sustituciones, adiciones
o deleciones silenciosas, pero que no alteran las propiedades o las actividades del polipéptido codificado. En
determinadas realizaciones, las variantes nucleotidicas se producen por sustituciones silenciosas debido a la
generacion del cédigo genético. En realizaciones adicionales, pueden producirse variantes polinucleotidicas de
celulasas de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C.
acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum
thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridumjosui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus
degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina,
Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum,
Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes, y Arabidopsis
thaliana por diversas razones, por ejemplo, para optimizar con codones la expresion de un hospedador particular.
Mas adelante se analizan adicionalmente polinucleétidos con codones optimizados de la presente invencion.

La presente invencién también incluye un polinucledtido aislado que codifica una proteina de fusion. En
determinadas realizaciones el acido nucleico que codifica una proteina de fusién comprende un primer polinucleétido
que codifica una Cbh1 de T. emersonii, una Cbh1 de H. grisea, una CBH1 de T. aurantiacusi o una Cbh1 de T.
emersonii y un segundo polinucleétido que codifica el dominio del MUC de la cbh1 de T. reesei o de la cbh2 de T.
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reesei o de la cbh2b de C. lucknowense. En realizaciones particulares del acido nucleico que codifica una proteina
de fusion, el primer polinucleétido codifica una cbh1 de T. emersoniiy el segundo polinucleétido codifica un MUC de
la Cbh1 o de la Cbh2 de T. reesei.

En realizaciones adicionales, el primer y segundo polinucleétido estan en la primera orientacion, o el segundo
polinucleétido esta en orientacion inversa con respecto al primer polinucleétido. En realizaciones adicionales, el
primer polinucleétido codifica un polipéptido que esta en posiciéon N terminal o C terminal con respecto al polipéptido
codificado por el segundo polipéptido. En determinadas otras realizaciones, el primer polinucleétido y/o el segundo
polinucledtido estan codificados por polinucleétidos con codones optimizados, por ejemplo, polinucledtidos con
codones optimizados para S. cerevisiae, Kluyveromyces o tanto para S. cerevisiae como para Kluyveromyces. En
realizaciones particulares del acido nucleico que codifica una proteina de fusién, el primer polinucleétido es una cbh1
de T. emersonii con codones optimizados y el segundo polinucleétido codifica un MUC con codones optimizados de
Cbh1 o Cbh2 de T. reesei.

En la presente invencion también se proporcionan variantes alélicas, ortdlogos y/u homdlogos de especies. Para
obtener genes de longitud completa, variantes alélicas, variantes de corte y empalme, partes codificantes de longitud
completa, ortélogos y/u homoélogos de especies de genes correspondientes a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-20,
pueden utilizarse procedimientos conocidos en la técnica utilizando informacién de las secuencias desveladas en el
presente documento o de los clones depositados en la ATCC. Por ejemplo, a partir de las secuencias
proporcionadas en el presente documento, pueden aislarse variantes alélicas y/u homdlogos de especies, y pueden
identificarse para construir sondas o cebadores adecuados y explorar una fuente de acido nucleico que sea
adecuada para las variantes alélicas y/o el homélogo deseado.

Por un acido nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos al menos, por ejemplo, 95 % “idéntica” a una
secuencia de nucleétidos de referencia de la presente invencién, se entiende que la secuencia de nucleétidos del
acido nucleico es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de nucleétidos puede incluir hasta
cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de referencia que codifica el
polipéptido particular. En otras palabras, para obtener un acido nucleico que tenga una secuencia de nucleétidos al
menos 95 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta el 5 % de los nucledtidos en la secuencia
de referencia puede delecionarse o sustituirse por otro nucleétido, o por diversos nucleétidos, hasta el 5 % del total
de nucledtidos en la secuencia de referencia pueden insertarse en la secuencia de referencia. La secuencia
problema puede ser una secuencia entera mostrada de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-20, o cualquier fragmento o
dominio especificado como se describe en el presente documento.

Como un asunto practico, utilizando programas informaticos conocidos puede determinarse de manera convencional
si cualquier molécula de acido nucleico o polipéptido particular es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % o 99 % idéntica a la secuencia de nucleétidos o polipéptido de la presente invencién. Un método para
determinar la mejor coincidencia total entre una secuencia problema (una secuencia de la presente invencion) y una
secuencia objeto, también denominado alineamiento global de secuencias, puede determinarse utilizando el
programa informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al. (Comp. App. Biosci. (1990) 6:237-245.) En un
alineamiento de secuencias, tanto la secuencias problema como la secuencia objeto son secuencias de ADN. Una
secuencia de ARN puede compararse convirtiendo el U en T. El resultado de dicho alineamiento de secuencia global
es un porcentaje de identidad. Los parametros preferidos utilizados en un alineamiento FASTDB de secuencias de
ADN para calcular el porcentaje de identidad son: Matriz=Unitaria, k-tupla=4, Penalizacion por emparejamiento
erroneo=1, Penalizacion por unién=30, Longitud de grupo de aleatorizacion=0, Puntuacion de limite=1, Penalizacion
por hueco=5, Penalizacién por tamafio de hueco 0,05, Tamafio de ventana=500 o la longitud de la secuencia de
nucledtidos objeto, por muy corta que sea.

Si la secuencia objeto es mas corta que la secuencia problema debido a deleciones 5’ 0 3’, no debido a deleciones
internas, puede realizarse una correccién manual en los resultados. Esto es porque el programa FASTDB no explica
los truncamientos 5’ y 3’ de la secuencia objeto cuando se calcula el porcentaje de identidad. Para secuencias objeto
truncadas en los extremos 5 o 3, con respecto a la secuencia problema, el porcentaje de identidad se corrige
calculando el numero de bases de la secuencia problema que estan en 5’ y 3’ de la secuencia objeto, que no estan
emparejadas/alienadas, como un porcentaje del total de bases de la secuencia problema. Si un nucleétido esta
emparejado/alineado se determina por resultados de la secuencia FASTDB del alineamiento de la secuencia
FASTDB. Este porcentaje se resta después del porcentaje de identidad, calculado por el programa FASTDB anterior
utilizando los parametros especificados, para llegar a una puntuacién de porcentaje de identidad final. Esta
puntuacién corregida es la que se utiliza para los fines de la presente invencién. Unicamente las bases que estan
fuera de las bases en 5’ y 3’ de las secuencias objeto, como se muestra en alineamiento FASTDB, que no estan
emparejadas/alineadas con la secuencia problema, se calculan para los fines de ajustar manualmente la puntuacion
del porcentaje de identidad.

Por ejemplo, para determinar el porcentaje de identidad, una secuencia objeto de 90 bases se alinea con una
secuencia problema de 100 bases. Las deleciones se producen en el extremo 5’ de la secuencia objeto y, por lo
tanto, el alineamiento FASTDB no muestra un emparejamiento/alineamiento de las 10 primeras bases en el extremo
5’. Las 10 bases no apareadas representan el 10 % de la secuencia (nUmero de bases en los extremos 5" y 3’ no
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emparejados/numero total de bases en la secuencia problema) de tal manera que el 10 % se resta de la puntuacion
del porcentaje de identidad calculado por el programa FASTDB. Si las 90 bases restantes fuesen perfectamente
coincidentes el porcentaje de identidad final deberia ser 90 %. En otro ejemplo, una secuencia objeto de 90 bases se
compara con una secuencia problema de 100 bases. Esta vez las deleciones son deleciones internas de tal manera
que no hay bases en el 5 o 3’ de la secuencia objeto que no estan emparejadas/alineadas con la secuencia
problema. En este caso, el porcentaje de identidad calculado por FASTDB no se corrige manualmente. De nuevo,
Unicamente las bases en 5 y 3’ de la secuencia objeto que no estan emparejadas/alineadas con la secuencia
problema se corrigen manualmente. Para los fines de la presente invencion no se realiza ninguna otra correccion
manual.

Algunas realizaciones de la invencion incluyen una molécula de acido nucleico que comprende al menos 10, 20, 30,
35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, u 800 nucledtidos consecutivos 0 mas de cualquiera de
las SEQ ID NO: 1-20, o dominios, fragmentos, variantes, o derivados de las mismas.

El polinucledtido de la presente invencion puede estar en forma de ARN o de ADN, cuyo ADN incluye ADNc, ADN
gendmico y ADN sintético. EI ADN puede ser bicatenario o monocatenario, y si es monocatenario, puede ser la
cadena codificante o no codificante (antisentido). La secuencia codificante que codifica el polipéptido maduro puede
ser idéntica a la secuencia codificante que codifica las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-56, o puede ser una secuencia
codificante diferente, cuya secuencia codificante, como resultado de la redundancia o degeneracion del cédigo
genético, codifica el mismo polipéptido maduro que el ADN de una cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-56.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona un polinucleétido aislado que comprende un
fragmento de acido nucleico que codifica al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al
menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 95, o al menos 100 o0 mas aminoacidos contiguos de
las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-56.

El polinucledtido que codifica al polipéptido maduro de las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-56 puede incluir: Unicamente
la secuencia codificante del polipéptido maduro; la secuencia codificante de cualquier dominio del polipéptido
maduro; y la secuencia codificante del polipéptido maduro (o secuencia codificante del dominio) junto con la
secuencia no codificante, tal como intrones o la secuencia no codificante 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante del
polipéptido maduro.

Por tanto, la expresion “polinucledtido que codifica un polipéptido” incluye un polipéptido que incluye solo secuencias
que codifican al polipéptido, asi como un polinucledtido que incluye secuencias codificantes y/o no codificantes
adicionales.

En aspectos adicionales de la invencion, las moléculas de acido nucleico tienen secuencias al menos
aproximadamente 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas a la secuencias de acido nucleico desveladas en
el presente documento, codifican un polipéptido que tiene actividad funcional celobiohidrolasa (“Cbh”),
endoglucanasa ("Eg") o beta-gluconasa ("Bgl"). Por “un polipéptido que tiene actividad funcional Cbh, Eg o Bgl” se
entiende polipéptidos que presentan actividad similar, pero no necesariamente idéntica, a una actividad funcional de
los polipéptidos Cbh, Eg o Bgl de la presente invencién, medida, por ejemplo, en un ensayo bioldgico particular. Por
ejemplo, una actividad funcional Cbh, Eg o Bgl puede medirse habitualmente determinando la capacidad de una
Cbh, Eg o Bgl de hidrolizar celulosa, o midiendo el nivel de actividad de Cbh, Eg o Bgl.

Por supuesto, debido a la degeneracion del coédigo genético, un experto habitual en la técnica reconocera
inmediatamente que una gran parte de las moléculas de acido nucleico que tienen una secuencia al menos 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-20, o
fragmentos de las mismas, codificaran polipéptidos que tienen actividad funcional Cbh, Eg o Bgl. De hecho, dado
que todas las variantes degeneradas de cualquiera de estas secuencias de nucleotidos, codificaran el mismo
polipéptido, en muchos casos, esto estara claro para el experto en la técnica incluso sin realizar el ensayo de
comparacion descrito anteriormente. Adicionalmente se reconocera en la técnica que, para que dichas moléculas de
acido nucleico, que no sean variantes degeneradas, un nimero razonable también codificara un polipeptido que
tenga actividad funcional Cbh, Eg o Bgl.

Los polinucleétidos de la presente invencién también comprenden acidos nucleicos que codifican una celulasa, o
dominio, fragmento, variante, o derivado de los mismos, de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C.
lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense
R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus
pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus
kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya
fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora
Crassa, R. flavipes o de Arabidopsis thaliana, fusionados a un polipéptido que codifica una secuencia marcadora que
permite la deteccion del polinucledtido de la presente invencidon. En una realizaciéon de la invencion, la expresion del
marcador es independiente de la expresidén de la celulasa. La secuencia marcadora puede ser un marcador de
seleccion de levadura seleccionado del grupo que consiste en URA3, HIS3, LEU2, TRP1, LYS2 o ADE2. Casey,
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G.P. et al., "A convenient dominant selection marker for gene transfer in industrial strains of Saccharomyces yeast:
SMR1 encoded resistance to the herbicide sulfometuron methyl," J. Inst. Brew. 94:93-97 (1988).

Polinucleétidos con codones optimizados

De acuerdo con una realizacién de la invencion, los codones de los polinucleétidos que codifican celulasas
heterélogas pueden oprimiizare. Como se usa en el presente documento, la expresion “regién codificante con
codones optimizados” significa una regién codificante de acido nucleico que se ha adaptado para la expresioén en las
células de un organismo determinado, reemplazando al menos uno, o0 mas de uno, o un nuamero significativo de
codones, por uno o mas codones que se utilizan mas frecuentemente en los genes de ese organismo.

En general, los genes altamente expresados en un organismo estan sesgados hacia codones que reconocen la
mayoria de las especies de ARNt abundantes en ese organismo. Una medicion de este sesgo es el “indice de
adaptacion de codones” o “IAC”, que mide el grado al cual los codones utilizados para codificar cada aminoacido en
un gen particular son aquellos que se producen mas frecuentemente en un conjunto de referencia de genes
altamente expresados de un organismo.

El IAC de secuencias con codones optimizados de la presente invencién corresponde a entre aproximadamente 0,8
y 1,0, entre aproximadamente 0,8 y 0,9 o aproximadamente 1,0. Una secuencia con codones optimizados puede
modificarse adicionalmente para la expresion en un organismo particular, dependiendo de las limitaciones biologicas
del organismo. Por ejemplo, pueden retirarse grandes series de “As” o “Ts” (por ejemplo, series mayores de 4, 4, 5,
6,7, 8, 9, 0 10 bases consecutivas) de las secuencias si se sabe que estas efectian negativamente la transcripcion.
Ademas, pueden retirarse sitios de enzimas de restriccion especificos con fines de clonacién molecular. Como
ejemplos de dichos sitios de enzimas de restriccion se incluyen Pacl, Ascl, BamHI, Bglll, EcoRIl y Xhol.
Adicionalmente, la secuencia de ADN puede verificarse con respecto a repeticiones directas, repeticiones invertidas
o repeticiones especulares con lentitudes de diez bases o mas largas, que pueden modificarse manualmente
reemplazando codones con “segundos mejores” codones, es decir, codones que se producen en la segunda
frecuencia mas alta dentro del organismo particular para el que se esta optimizado la secuencia.

Las desviaciones en la secuencia de nucledtidos que comprende los codones que codifican los aminoacidos de
cualquier cadena polipeptidica, permites variaciones en la secuencia codificante para el gen. Dado que cada coddn
consta de tres nucledtidos, y que los nucledtidos que constituyen el ADN estan limitados a cuatro bases especificas,
hay 64 posibles combinaciones de nucleétidos, 61 de las cuales codifican aminoacidos (los tres codones restantes
codifican sefales de finalizacion de la traduccion). El “codigo genético”, que muestra cuales son los codones que
codifican los aminoacidos, se reproduce en el presente documento como Tabla 2. Como resultado, muchos
aminoacidos se designan mediante mas de un codén. Por ejemplo, los aminoacidos alanina y prolina estan
codificados por cuatro tripletes, la serina y arginina por seis, mientras que el triptéfano y la metionina estan
codificados por un solo triplete. Esta degeneracion permite que la composicion de bases del ADN varie sobre un
amplio intervalo sin alterar la secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas por el ADN.

Taba 2: El codigo genético convencional

T C A G
TTT Phe (F) TCT Ser (S) [TAT Tyr(Y) [TGT Cys (C)
TTC" TCC" TAC" TGC
TTA Leu (L) TCA" TAA Ter TGA Ter
TTG" TCG" TAG Ter TGG Trp (W)
CTT Leu (L) CCT Pro (P) |CAT His(H) |CGT Arg (R)
CcTC" CcccC" CAC" cGcC"
CTA" CCA" CAA GIn (Q) |CGA"
CTG" CCG" CAG" CGG"
ATT lle (I) ATC" |ACT Thr (T) |AAT Asn (N) |AGT Ser (S)
ATA" ACC" AAC" AGC"

ACA" AAA Lys (K) |AGA Arg (R)
ATG Met (M)

ACG" AAG" AGG"
GTT Val (V) GCT Ala (A) |GAT Asp (D) |GGT Gly (G)
GTC" GCC" GAC" GGC"
GTA" GCA" GAA Glu (E) |GGA"
GTG" GCG" GAG" GGG"
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Muchos organismos presentan un sesgo para el uso de codones particulares para codificar la insercién de un
aminoacido particular en una cadena peptidica en crecimiento. La degeneracién del cédigo genético permite
establecer diferencias de preferencia codénica o sesgo codonico, en el uso de codones entre organismos, y esta
bien documentada en muchos organismos. El sesgo coddénico a menudo se correlaciona con la eficacia de la
traduccion del ARN mensajero (ARNm) que, a su vez, se piensa que depende, entre otras cosas, de las propiedades
de los codones que se estan traduciendo y de la disponibilidad de moléculas de ARN de transferencia (ARNTt)
particulares. La predominancia de los ARNt seleccionados en una célula es generalmente un reflejo de los codones
mas frecuentemente utilizados en la sintesis peptidica. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para una
expresion génica 6ptima en un organismo determinado basandose en la optimizacién de los codones.

Dado el gran nimero de secuencias génicas disponibles para una amplia variedad de especies de animales, plantas
y microbios, es posible calcular las frecuencias relativas del uso de codones. Las tablas del uso de codones se
encuentran facilimente disponibles, por ejemplo, en la http://phenotype.biosci.umbc.edu/codon/sgd/index.php
(visitada el 7 de mayo de 2008) o en la http://www.kazusa.or.jp/codon/ (visitada el 20 de marzo de 2008) y estas
tablas pueden adaptarse de diversas maneras. Véase nakamura, Y., et al “Codon usage tabulated from the
international DNA sequence databases: status for the year 2000" Nucl. Acids Res. 28:292 (2000). Las tablas del uso
de codones para levaduras, calculadas del GenBank Release 128.0 [15 de febrero de 2002], se reproducen en la
Tabla 3 mas adelante. Esta Tabla utiliza nomenclatura de ARNm, y por tanto en lugar de timina (T) que se encuentra
en el ADN, las tablas utilizan uracilo (U) que se encuentra en el ARN. La Tabla se ha adaptado de manera que estas
frecuencias se calculan para cada aminoacido, en lugar de para los 64 codones.

Tabla 3: Tabla de uso de codones para genes de Saccharomyces cerevisiae

Aminoacido |Codén Numero Frecuencia por ciento
Phe uuu 170666 26,1
Phe uucC 120510 18,4
Total

Leu UUA 170884 26,2
Leu uuG 177573 27,2
Leu Cuu 80076 12,3
Leu cuc 35545 5,4
Leu CUA 87619 13,4
Leu CUG 68494 10,5
Total

lle AUU 196893 30,1
lle AUC 112176 17,2
He AUA 116254 17,8
Total

Met AUG 136805 20,9
Total

Val GuuU 144243 22,1
Val GuC 76947 11,8
Val GUA 76927 11,8
Val GUG 70337 10,8
Total
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Aminoacido |Codén Numero Frecuencia por ciento
Ser ucu 153557 23,5
Ser ucc 92923 14,2
Ser UCA 122028 18,7
Ser UCG 55951 8,6
Ser AGU 92466 14,2
Ser AGC 63726 9,8
Total

Pro CCuU 88263 13,5
Pro CccC 44309 6,8
Pro CCA 119641 18,3
Pro CCG 34597 5,3
Total

Thr ACU 132522 20,3
Thr ACC 83207 12,7
Thr ACA 116084 17,8
Thr ACG 52045 8,0
Total

Ala GCU 138358 21,2
Ala GCC 82357 12,6
Ala GCA 105910 16,2
Ala GCG 40358 6,2
Total

Tyr UAU 122728 18,8
Tyr UAC 96596 14,8
Total

His CAU 89007 13,6
His CAC 50785 7,8
Total

Gln CAA 178251 27,3
Gln CAG 79121 12,1
Total
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Aminoacido |Codén Numero Frecuencia por ciento
Asn AAU 233124 35,7
Asn AAC 162199 24,8
Total

Lys AAA 273618 41,9
Lys AAG 201361 30,8
Total

Asp GAU 245641 37,6
Asp GAC 132048 20,2
Total

Glu GAA 297944 45,6
Glu GAG 125717 19,2
Total

Cys uGu 52903 8,1
Cys uGC 31095 4.8
Total

Trp UGG 67789 10,4
Total

Arg CGU 41791 6,4
Arg CGC 16993 2,6
Arg CGA 19562 3,0
Arg CGG 11351 1,7
Arg AGA 139081 21,3
Arg AGG 60289 9,2
Total

Gly GGU 156109 23,9
Gly GGC 63903 9,8
Gly GGA 71216 10,9
Gly GGG 39359 6,0
Total
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Aminoacido |Codén Numero Frecuencia por ciento
Terminacion |UAA 6913 1,1
Terminacion UAG 3312 0.5
Terminacion UGA 4447 0,7

Utilizando esta tabla, o tablas similares, un experto habitual en la técnica puede aplicar las frecuencias a cualquier
secuencia polipeptidica determinada, y producir un fragmento de acido nucleico de una region codificante con
codones optimizados, que codifica el polipéptido, pero que utiliza codones éptimos para una especie determinada.
Pueden disefarse regiones codificantes con codones optimizados mediante diversos métodos diferentes.

En un método, se utiliza una tabla de uso de codones para encontrar el codén sencillo mas frecuente utilizado para
cualquier aminoacido determinado, y ese coddn se utiliza cada vez que aparece ese aminoacido particular en la
secuencia polipeptidica. Por ejemplo, referente a la Tabla 3 anterior, para la leucina, el codén mas frecuente es
UUG, que se utiliza el 27,2 % de las veces. Por tanto, todos los restos de leucina en una secuencia de aminoacidos
determinada se asignarian al codén UUG.

En otro método, las frecuencias reales de los codones se distribuyen al azar a lo largo de la secuencia codificante.
Por tanto, utilizando este método para la optimizacion, si una secuencia polipeptidica hipotética tuviese 100 restos
de leucina, en referencia a la Tabla 3 para la frecuencia de uso en S. cerevisiae, aproximadamente 5, o el 5 % de los
codones de leucina serian CUC, aproximadamente 11, o el 11 % de los codones de leucina serian CUG,
aproximadamente 12, o el 12 % de los codones de leucina serian CUU, aproximadamente 13, o el 13 % de los
codones de leucina serian CUA, aproximadamente 26, o el 26 % de los codones de leucina serian UUA, y
aproximadamente 27, o el 27 % de los codones de leucina serian UUG.

Estas frecuencias se distribuirian al azar en todos los codones de leucina en la region codificante que codifica el
polipéptido hipotético. Como entenderan los expertos habituales en la técnica, la distribucién de codones en la
secuencia puede variar significativamente utilizando este método; sin embargo, la secuencia siempre codifica el
mismo polipeptido.

Cuando se utilizan los métodos anteriores, el término “aproximadamente” se usa precisamente para representar
porcentajes fraccionados de frecuencias de codones para un aminoacido determinado. Como se usa en el presente
documento, “aproximadamente” se define como un aminoacido mas o un aminoacido menos que el valor
determinado. El valor numérico integro de aminoacidos se redondea al alza si la frecuencia fraccionada de uso es de
0,50 o mayor, y se redondea a la baja si la frecuencia fraccionada de uso es de 0,49 o menor. Utilizando de nuevo el
ejemplo de la frecuencia de uso de leucina en genes humanos para un polipéptido hipotético que tiene 62 restos de
leucina, la frecuencia fraccionada de uso de codones podria calcularse multiplicando 62 por las frecuencias para los
diversos codones. Por tanto, 7,28 % de 62 es igual a 4,51 codones UAA, o “aproximadamente 5”, es decir, 4,50 6
codones UAA, 12,66 % de 62 es igual a 7,85 codones UUG o “aproximadamente 8”, es decir, 7,8 0 9 codones UUG,
12,8 % de 62 es igual a 7,98 codones CUU, o “aproximadamente 8”, es decir, 7, 8 0 9 codones CUU, 19,56 % de 62
es igual a 12, 13 codones CUC o “aproximadamente 12", es decir, 11, 12 0 13 codones CUC, 7,00 % de 62 es igual
a 4,34 codones CUA o “aproximadamente 4”, es decir, 3, 4 o 5 codones CUA, y 42,62 % de 62 es igual a 25,19
codones CUG, o “aproximadamente 25”, es decir, 24, 25 o 26 codones CUG.

La asignacion al azar de codones A una frecuencia optimizada para codificar una secuencia polipeptidica
determinada, puede realizarse manualmente calculando las frecuencias de codones para cada aminoacido, y
después asignando los codones a la secuencia polipeptidica al azar. Adicionalmente, los expertos en la técnica
disponen de diversos algoritmos y programas informaticos. Por ejemplo, la funcién "EditSeq" en el paquete
informatico Lasergene, disponible en DNAstar., Madison, WI, la funcién de retrotraduccién en el conjunto de
programas VectorNTI, disponible en InforMax, Inc., Bethesda, MD, y la funciéon “retrotraductora” en el paquete
informatico CGC Wisconsin, disponible en Accelrys, Inc., San Diego, CA. Ademas, diversas fuentes se encuentran
disponibles al publico para optimizar los codones de secuencias de regiones codificantes, es decir, la funcion
“retrotraductora” en la http://www.entelechon.com/bioinformatics/backtranslation.php?lang=eng (visitada el 15 de
abril de 2008) y la funcion “retrotransec” disponible en la http:/ibioinfo.pbi.nrc.ca:8090/EMBOSS/index.html (visitada
el 9 de julio de 2002). La construccion de un algoritmo rudimentario para asignar codones, basandose en una
frecuencia determinada, también puede realizarla facilmente un experto habitual en la técnica con funciones
matematicas basicas

Se dispone de diversas opciones para sintetizar regiones codificantes con codones optimizados disefiadas por
cualquiera de los métodos descritos anteriormente, utilizado manipulaciones biolégicas moleculares convencionales
y habituales bien conocidas por los expertos habituales en la técnica. En una estrategia, una serie de pares de
oligonucledtidos complementarios, cada uno de 80-90 nucledtidos de longitud y que abarca la longitud de la
secuencia deseada, se sintetiza por métodos convencionales. Estos pares de oligonucledtidos se sintetizan de tal
manera que, después del emparejamiento, forman fragmentos bicatenarios de 80-90 pares de bases, que contienen
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extremos cohesivos, por ejemplo, cada oligonucleétido en el par se sintetiza para extender 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, o
mas bases mas allda de la regidon que es complementaria al otro oligonucleétido en el par. Los extremos
monocatenarios de cada par de oligonucledtidos se disefian para emparejarse con el extremo monocatenario de otro
par de oligonucledtidos. Se permite que los pares de oligonucledtidos se emparejen, y aproximadamente de cinco a
seis de estos fragmentos bicatenarios se deja después que se emparejen entre si mediante los extremos
monocatenarios cohesivos y después se ligan entre si y se clonan en un vector de clonacion bacteriano
convencional, por ejemplo, un vector TOPO® disponible en Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA. Después, la
construccion se secuencia mediante métodos convencionales. Diversas de estas construcciones constan de 5 a 6
fragmentos de 80 a 90 fragmentos de pares de bases ligados entre si, es decir, se preparan fragmentos de
aproximadamente 500 pares de bases, de tal manera que toda la secuencia deseada se representa en una serie de
construcciones plasmidicas. Después, los insertos de estos plasmidos se cortan con enzimas de restriccion
apropiadas y se ligan entre si para formar la construccion final. La construccion final se clona después en un vector
de clonacién bacteriano convencional, y se secuencia. Para el experto habitual en la técnica pueden ser
inmediatamente obvios métodos adicionales. Ademas, en el comercio se dispone facilmente de sintesis de genes.

En determinadas realizaciones, los codones de una secuencia polipeptidica completa, o de un fragmento, o variante,
o sus derivados, se optimizan mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. Diversos
fragmentos, variantes o derivados deseados, se disefian y los codones de cada uno de ellos se optimizan
individualmente. Ademas, las regiones codificantes con codones parcialmente optimizados de la presente invencion
pueden disefarse y construirse. Por ejemplo, la invencion incluye un fragmento de acido nucleico de una region
codificante con codones optimizados que codifica un polipéptido, en la que al menos aproximadamente el 1 %, 2 %,
3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, o 100 % de las posiciones de codones, tiene codones optimizados para una especie determinada. Es
decir, contiene un codon que se usa preferentemente en los genes de una especie deseada, por ejemplo, una
especie de levadura tal como Saccharomyces cerevisiae o Kluveromyces, en lugar de un codén que normalmente se
utiliza en la secuencia nativa de acido nucleico.

En realizaciones adicionales, los codones de una secuencia polipeptidica de longitud completa se optimizan para
una especie determinada, dando como resultado una region codificante con codones optimizados que codifica todo
el polipéptido, y después los fragmentos de acido nucleico de la regiéon codificante con codones optimizados, que
codifica fragmentos, variantes y derivados del polipéptido, se preparan a partir de la region codificante original con
codones optimizados. Como entenderan los expertos habituales en la técnica, si los codones se han asignado al
azar en la region codificante de longitud completa basandose en su frecuencia de uso en una especie determinada,
los fragmentos de acido nucleico que codifican fragmentos, variantes y derivados no estaran necesariamente
completamente optimizados con codones para la especie determinada. Sin embargo, dichas secuencias estan
mucho mas proximas al uso de codones de la especie deseada que al uso de codones nativo. La ventaja de esta
estrategia es que sintetizando fragmentos de acido nucleico con codones optimizados que codifican cada fragmento,
variante y derivado de un polipéptido determinado, aunque rutinaria, llevaria mucho tiempo y daria como resultado
un gasto significativo.

Las regiones codificantes con codones optimizados puede ser, por ejemplo, versiones codificantes de una
celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus,
C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R.
speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis,
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii,
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri,
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa,
R. flavipes, o Arabidopsis thaliana, o de dominios, fragmentos, variantes, o derivados de las mismas.

La optimizacion de codones se realiza para una especie particular mediante métodos descritos en el presente
documento, por ejemplo, en determinadas realizaciones, los polipéptidos que codifican regiones codificantes con
codones optimizados de celulasas, o dominios, fragmentos, variantes o derivados de los mismos, de H. grisea, T.
aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis,
N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium
cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii,
Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus,
Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes, o Arabidopsis thaliana, estan optimizados de acuerdo
con el uso de codones de levaduras, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis ylo
Kluyveromyces marxianus. También se proporcionan polinucleétidos, vectores y otras construcciones de expresion
que comprenden regiones codificantes con codones optimizados que codifican polipéptidos de celulasas o dominios,
fragmentos, variantes o derivados de los mismos de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C.
formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. speratus,
Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis,
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii,
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri,
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Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa,
R. flavipes, o Arabidopsis thaliana, y diversos métodos de uso de dichos polinucledtidos, vectores y ofras
construcciones de expresion.

En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, una region codificante con codones optimizados
que codifica cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56 o un dominio, fragmento, variante o derivado de las
mismas, esta optimizada de acuerdo con el uso de codones en levaduras (Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis o Kluyveromyces marxianus). En algunas realizaciones, los codones de las secuencias estan
optimizados especificamente para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. En algunas realizaciones, los codones
de las secuencias estan optimizados para la expresion en Kluyveromyces. En algunas realizaciones, los codones de
una secuencia estan simultdneamente optimizados para una expresion 6ptima tanto en Saccharomyces cerevisiae
como en Kluyveromyces. Como alternativa, una region codificante con codones optimizados que codifica cualquiera
de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56 puede optimizarse de acuerdo con el uso de codones en cualquier especie
vegetal, animal o microbiana.

Vectores y métodos del uso de vectores en células hospedadoras

La presente invencion también se refiere a vectores que incluyen polinucleétidos de la presente invencion, a células
hospedadoras que estan modificadas genéticamente con vectores de la invencion y a la produccion de polipéptidos
de la invenciéon mediante técnicas recombinantes.

Las células hospedadoras estan modificadas genéticamente (tranducidas o transformadas o transfectadas) con los
vectores de la presente invencion que pueden ser, por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de expresion. El
vector puede estar, por ejemplo, en forma de un plasmido, una particula virica, un fago, etc. Las células
hospedadoras modificadas por ingenieria genética pueden cultivarse en medios con nutrientes convencionales
modificados segun convenga para la activacion de promotores, seleccion de transformantes o amplificacion de los
genes de la presente invencion. Las condiciones del cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las
previamente utilizadas con la célula hospedadora seleccionada para la expresion, y seran obvias para el experto
habitual en la técnica.

Los polinucledtidos de la presente invencién pueden emplearse para la produccién de polipéptidos mediante
técnicas recombinantes. Por tanto, por ejemplo, el polinucleétido puede incluirse en una cualquiera de una
diversidad de vectores de expresion para expresar un polipéptido. Dichos vectores incluyen secuencias de ADN
cromosomico, no cromosomico y sintético, por ejemplo, derivados de SV40; plasmidos bacterianos; y plasmidos de
levaduras. Sin embargo, puede utilizarse cualquier otro vector siempre que este sea pueda replicarse y sea viable en
la célula hospedadora.

La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el vector mediante diversos procedimientos. En general, la
secuencia de ADN se inserta en uno o mas sitios de endoglucanasas de restriccién apropiados por procedimientos
conocidos en la técnica. Se considera que dichos procedimientos y otros estan dentro del ambito del experto en la
técnica.

La secuencia de ADN en el vector de expresion esta asociada operativamente a una o mas secuencias de control de
expresion apropiadas (promotor) para dirigir la sintesis de ARNm. Son ejemplos representativos de dichos
promotores los siguientes:

Gen Organismo Nombre sistematico | Razén de uso/beneficio

PGK1 S. cerevisiae | YCR012W Fuerte promotor constitutivo
ENO1 S. cerevisiae | YGR254W Fuerte promotor constitutivo
TDH3 S. cerevisiae | YGR192C Fuerte promotor constitutivo
TDH2 S. cerevisiae | YJR009C Fuerte promotor constitutivo
TDH1 S. cerevisiae | YJLO52W Fuerte promotor constitutivo
ENO2 S. cerevisiae | YHR174W Fuerte promotor constitutivo
GPM1 S. cerevisiae | YKL152C Fuerte promotor constitutivo
TP S. cerevisiae | YDR050C Fuerte promotor constitutivo

Adicionalmente, las secuencias promotoras de genes de respuesta al estrés y a la inanicidn, son utiles en la
presente invencion. En algunas realizaciones, pueden utilizarse las regiones promotoras de los genes de S.
cerevisiae GAC1, GET3, GLC7, GSH1, GSH2, HSF1, HSP12, LCB5, LRE1, LSP1, NBP2, PIL1, PIM1, SGT2, SLG1,
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WHI2, WSC2, WSC3, WSC4, YAP1, YDC1, HSP104, HSP26, ENA1, MSN2, MSN4, SIP2, SIP4, SIP5, DPL1, IRS4,
KOG1, PEP4, HAP4, PRB1, TAX4, ZPR1, ATG1, ATG2, ATG10. ATG11, ATG12, ATG3, ATG14, ATG15, ATG16,
ATG17, ATG18, y ATG19. Puede utilizarse cualquier promotor adecuado para dirigir la expresion génica de las
células hospedadoras de la invencion. Adicionalmente, puede utilizarse el promotor lac o trp de E. coli, asi como
otros promotores que se sabe que controlan la expresion de genes en células procariotas o eucariotas interiores.

Ademas, para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de células hospedadoras transformadas, los
vectores de expresion pueden contener uno o mas genes marcadores de seleccion, tales como URAS, HIS3, LEU2,
TRP1, LYS2 o ADE2, dihidrofolato, resistencia a neomicina (G418) o resistencia a zeocina, para cultivo de células
eucariotas, o resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.

El vector de expresion también puede contener un sitio de unién a ribosoma para el inicio de la traduccién y/o un
terminador de la transcripcion. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresion, o
puede incluir regiones reguladoras adicionales.

El vector que contiene la secuencia de ADN apropiada como se indica en el presente documento, asi como un
promotor o una secuencia de control apropiada, pueden emplearse para transformar un hospedador apropiado para
permitir que el hospedador exprese la proteina.

Por tanto, en determinados aspectos, la presente invencion se refiere a células hospedadoras que contienen las
construcciones descritas anteriormente. La célula hospedadora puede ser una célula hospedadora como se describe
en cualquier parte en la solicitud. La célula hospedadora puede ser, por ejemplo, una célula eucariota inferior, tal
como una célula de levadura, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae o Kluyveromyces, o la célula hospedadora
puede ser una célula procariota, tal como una célula bacteriana.

Como ejemplos representativos de hospedadores apropiados, pueden mencionarse: células bacterianas, tales como
E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium; bacterias termofilas o mesdfilas; células fungicas, tales como
levaduras; y células vegetales, etc. Se considera que a partir de las ensefianzas del presente documento, la
seleccién de un hospedador apropiado esta dentro del ambito de los expertos en la materia.

Los hospedadores fungicos apropiados incluyen levaduras. En determinados aspectos de la invencion la levadura se
selecciona del grupo que consiste en Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Schizzosaccharomyces
pombe, Candida albicans, Pichia pastoris, Pichia stipitis, Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha, Phaffia
rhodozyma, Candida utilis, Arxula adeninivorans, Debaryomyces hansenii, Debaryomyces polymorphus,
Schwanniomyces occidentalis, Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces marxianus, Blakeslea, Candida, Cryptococcus,
Cunninghamella, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Phycomces, Pythium, Rhodosporidium, Rhodotorula, Trichosporon
y Yarrowia.

Métodos de uso de células hospedadoras para producir etanol

La presente invencion también se refiere al uso de células hospedadoras y a cocultivos para producir etanol a partir
de sustratos celuldsicos. Dichos métodos pueden realizarse, por ejemplo, poniendo en contacto un sustrato
celulésico con una célula hospedadora o con un cocultivo de la presente invencion.

De acuerdo con la presente invencion pueden utlizarse numerosos sustratos celulésicos. Para los ensayos de
actividad de celulosa los sustratos pueden dividirse en dos categorias, sustratos solubles e insolubles, basandose en
su solubilidad en agua. Los sustratos solubles incluyen celodextrinas o derivados, carboximetil celulosa (CMC) o
hidroximetil celulosa (HEC). Los sustratos insolubles incluyen celulosa cristalina, celulosa microcristalina (Avicel),
celulosa amorfa, tal como celulosa hinchada con acido fosférico (PASC), celulosa tefiida o fluorescente y biomasa
lignocelulosica pretratada. Generalmente estos sustratos son material celuldsico altamente organizado y son por
tanto solo moderadamente solubles.

Se apreciara que un material lignoceluldsico apropiado puede ser cualquier materia prima que contenga celulosa
soluble y/o insoluble, pudiendo estar la celulosa insoluble en forma cristalina o no cristalina. En diversas
realizaciones, la biomasa lignocelulésica comprende, por ejemplo, madera, maiz, forraje de maiz, serrin, corteza,
hojas, restos agricolas y forestales, hierba, tal como pasto varilla, productos de la digestion de rumiantes, basura
urbana, aguas residuales de papeleras, periddicos, cartdon o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un método para hidrolizar un sustrato celulésico, por ejemplo, un
sustrato celulésico como se ha descrito anteriormente, poniendo en contacto el sustrato celuldsico con una célula
hospedadora de la invencion. En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un método para hidrolizar un
sustrato celulésico, por ejemplo un sustrato celulésico como se ha descrito anteriormente, poniendo en contacto el
sustrato celulésico con un cocultivo que comprende células de levadura que expresan celulasas heterélogas.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un método para fermentar celulosa. Dichos métodos pueden
realizarse, por ejemplo, cultivando una célula hospedadora o cocultivo en un medio que contenga celulosa insoluble
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para permitir la sacarificacion y fermentacion de la celulosa.

La producciéon de etanol puede realizarse, de acuerdo con la presente invencién, a temperaturas de al menos
aproximadamente 30 °C, aproximadamente 31°C, aproximadamente 32°C, aproximadamente 33°C,
aproximadamente 34 °C, aproximadamente 35°C, aproximadamente 36 °C, aproximadamente 37 °C,
aproximadamente 38 °C, aproximadamente 39°C, aproximadamente 40°C, aproximadamente 41 °C,
aproximadamente 42 °C, aproximadamente 43°C, aproximadamente 44 °C, aproximadamente 45°C,
aproximadamente 46 °C, aproximadamente 47 °C, aproximadamente 48°C, aproximadamente 49°C o
aproximadamente 50 °C. En algunas realizaciones de la presente invencion, la célula hospedadora termotolerante
puede producir etanol a partir de celulosa a temperaturas por encima de aproximadamente 30 °C, aproximadamente
31°C, aproximadamente 32°C, aproximadamente 33 °C, aproximadamente 34 °C, aproximadamente 35 °C,
aproximadamente 36 °C, aproximadamente 37°C, aproximadamente 38°C, aproximadamente 39 °C,
aproximadamente 40 °C, aproximadamente 41°C, aproximadamente 42°C, o aproximadamente 43°C, o
aproximadamente 44 °C o aproximadamente 45 °C, o aproximadamente 50 °C. En algunas realizaciones de la
presente invencion, la célula hospedadora termotolerante puede producir etanol a partir de celulosa a temperaturas
de aproximadamente 30 °C a 60 °C, de aproximadamente 30 °C a 55 °C, de aproximadamente 30 °C a 50 °C, de
aproximadamente 40 °C a 60 °C, de aproximadamente 40 °C C a 55 °C o de aproximadamente 40 °C a 50 °C.

En algunas realizaciones, los métodos de produccion de etanol pueden comprender poner en contacto un sustrato
celulésico con una célula hospedadora o cocultivo de la invencion y adicionalmente poner en contacto el sustrato
celulésico con enzimas celulasas producidas externamente. En el comercio estan disponibles ejemplos de enzimas
celulasas producidas externamente y los expertos en la técnica las conocen.

Por lo tanto, la invencién también se refiere a métodos de reduccion de la cantidad de enzimas celulasas producidas
externamente necesarias para producir una cantidad determinada de etanol a partir de celulosa que comprende
poner en contacto la celulosa con celulasas producidas externamente y con una célula hospedadora o cocultivo de la
invencion. En algunas realizaciones, utilizando al menos aproximadamente un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 % o
50 % menos de celulasas producidas externamente, puede obtenerse la misma cantidad de produccion de etanol.
En algunas realizaciones, no se afiade celulasa externa, o menos de aproximadamente un 5 % de la celulasa es
celulasa afiadida externamente, o menos de aproximadamente un 10 % de la celulasa es celulasa afiadida
externamente, o0 menos de aproximadamente un 15 % de la celulasa es celulasa afadida externamente.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden la producciéon de etanol a una tasa particular. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, el etanol se produce a una tasa de al menos aproximadamente 0,1 mg por hora por litro, al
menos aproximadamente 0,25 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 0,5 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 0,75 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 1,0 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 2,0 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 5,0 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 10 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 15mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 20 mg por hora por litro, por lo menos aproximadamente 30 mg por hora por litro, por lo menos
aproximadamente 30 mg por hora por litro, por lo menos aproximadamente 50 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 100 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 300 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 400 mg por hora por litro, o al menos aproximadamente 500 mg por hora por litro.

En algunas realizaciones, las células hospedadoras de la presente invencion pueden producir etanol a una tasa de al
menos aproximadamente 0,1 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 0,25 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 0,5 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 0,75 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 1,0 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 2,0 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 5,0 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 10 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 15 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 20,0 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 25 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 30 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 50 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 100 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 200 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 300 mg por hora por litro, al menos
aproximadamente 400 mg por hora por litro, o al menos aproximadamente 500 mg por hora por litro mas que una
cepa de control (que carece de celulasas heterdlogas), y cultivada en las mismas condiciones. En algunas
realizaciones, el etanol puede producirse en ausencia de cualquier celulasa afiadida externamente.

La produccion de etanol puede medirse utilizando cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, la cantidad
de etanol en muestras de fermentacion puede evaluarse utilizando andlisis HPLC. En el comercio se dispone de
muchos kits de ensayo de etanol que utilizan, por ejemplo, ensayos basados en la enzima alcohol oxidasa. A partir
de las ensefianzas del presente documento, los métodos para determinar la produccién de etanol estan al alcance
de los expertos en la técnica.

Las siguientes realizaciones de la invencion se describiran ahora con mas detalle a través de estos ejemplos no
limitantes.
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Ejemplos

La presente invencién presenta diversas etapas directas importantes para crear una levadura capaz de realizar un
bioprocesamiento consolidado. La invencion describe levaduras celuloliticas mejoradas creadas expresando
combinaciones de celulasas heterélogas. La presente invencion demuestra por primera vez, la capacidad de
Kluyveromyces transformada para producir etanol a partir de celulosa, la capacidad de cepas de levadura para
expresar solamente celulasas heterdlogas secretadas para producir etanol a partir de celulosa, y la capacidad de
cocultivos de cepas de levadura multiples que expresan diferentes celulasas para producir etanol a partir de
celulosa. Ademas dichas cepas de levaduras y cocultivos de cepas de levaduras pueden aumentar la eficacia de los
procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS).

Protocolos generales
Cultivos de cepas y medios generales

La cepa de Escherichia coli DH5a (Invitrogen), o NEB 5 alfa (New England Biolabs) se us6 para la transformacion y
propagacion de plasmido. Las células se cultivaron en medio LB (extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l, triptona
10 g/l) complementado con ampicilina (100 mg/l), kanamicina (50 mg/l) o zeocina (200 mg/l). Cuando se deseaba la
seleccion con zeocina, el medio LB se ajustaba a un pH de 7,0. Ademas, cuando se deseaban medios sélidos, se
afiadian 15 g/l de agar.

Para la seleccion, las cepas de levadura se cultivaron habitualmente en medios YPD (extracto de levadura 10 g/l,
peptona 20 g/l, glucosa 20 g/l), YPC (extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, celobiosa 20 g/l) o YNB + glucosa
(base de nitrogeno para levadura 6,7 g/l sin aminoacidos, y complementado con aminoacidos apropiados para la
cepa, glucosa 20 g/l) con G418 (250 mg/l a menos que se especifique) o zeocina (20 mg/l a menos que se
especifique). Para medios solidos, se afiadieron 15 g/l de agar.

Métodos moleculares

Después de los protocolos convencionales se realizaron manipulaciones de ADN (Sambrook et al., 1989). La PCR
se realiz6 utilizando polimerasa Phusion (New England Biolabs) para la clonacion, y Taq polimerasa (New England
Biolabs) para la exploracion de transformantes, y en algunos casos polimerasa Advantage (Clontech) para la PCR
de genes para corregir auxotrofias. Se siguieron las pautas proporcionadas por los fabricantes. Las enzimas de
restriccion se adquirieron en New England Biolabs y se prepararon digeridos de acuerdo con las directrices
proporcionadas. Los ligamientos se realizaron utilizando el kit de ligamiento Quick (New England Biolabs) segun lo
especificado por el fabricante. La purificacion en gel se realizé utilizando kits de investigacion de Qiagen o Zymo, las
purificaciones de los productos de la PCR y de los digeridos se realizaron utilizando kits de investigacion Zymo y
para la purificacion de ADN plasmidico se utilizaron kits de Qiagen midi y miniprep. La secuenciacion se realizo en la
Molecular Biology Core Facility en Dartmouth College. Se utilizé ligamiento mediado por levaduras (YML, por las
siglas en inglés Yeast Mediated Ligation) para crear algunas construcciones (Ma et al., Gene 58: 201-216 (1987)).
Esto se realizé creando fragmentos de ADN a clonar con 20-40 pb de homologia con las otras piezas a combinar y/o
con el vector estructural. Un vector estructural (pRS426), capaz de replicarse en levaduras, y con el gen Ura3 para
seleccidn, se transformd después en levadura mediante métodos convencionales con las secuencias diana para
clonacién. La levadura transformada recombina estos fragmentos para formar una construccion completa y el
plasmido resultante permite la seleccién en medios sin uracilo.

Vectores

En la Tabla 4 se resumen vectores de construcciones plasmidicas en los experimentos detallados mas adelante y en
la Tabla 5 se muestran los cebadores utilizados en la construccion de los vectores.

Tabla 4. Plasmidos utilizados

Plasmido Genotipo

pBKD1-BGLI bla KanMX PGK1p-S.f. bgll - PGK11

pBKD2-sEGI bla KanMX ENO1p-sT.r. eg1- ENO1+

pBKD1-BGLI-sEGI bla KanMX ENO1p-sTr. eg1- ENO1t & PGK1p-S.f. bgl1- PGK1r
YEpENO-BBH bla URA3 ENO1pr

pJC1 La Grange et al. (1996) bla URA3 PGKpr

pRDH101 bla URA3 ENO1p-sT.r.cbh1-ENO1+

pRDH103 bla URA3 ENO1p-sH.g.cbh1-ENO1+
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Plasmido Genotipo

pRDH104 bla URA3 ENO1p-sTa.cbh1-ENO1+

pRDH105 bla URA3 ENO1p-sT.e.cbh1-ENO1+

pRDH106 bla URA3 ENO1p-sT.e.cbh2- ENO1¢

pRDH107 bla URA3 PGK1p-sT.r.cbh2- PGK1y

pRDH108 bla URA3 PGK1p-sT.r.cbh2- PGK1r & ENO1p-sT.e.cbh1- ENO1y
pRDH118 bla URA3 PGK1p-sT.r.cbh2- PGK1r & ENO1p-sH.g.cbh1-ENO 1+
pRDH120 bla URA3 PGK1 p-sT.r.cbh2- PGK1r & ENO1p-sTa.cbh1- ENO1my

pDF1 La Grange et al. (1996)

bla furl::LEU2

pCEL5 Den Haan et al. 2007

vector de 2 ym (micrémetros) para la expresion de BGLI S.f. y de EGI T.r.
(secuencia nativa)

pMU185

pUG66 (loxp-zeo-loxp)

pKLAC1 New England Biolabs

Vector de expresion de K. lactis para la integracion en el locus lac4, seleccion
con acetamida

pRS426 Vector de 2 ym para ligamiento mediado por levadura (YML)
MU289 RS426 con parte de pKLAC1 para la insercion de EG1 T.r. (a partir de

p p p p p p
pBKD_11621, como se detalla en el ejemplo 1) en el locus lac4 creado por
YML

pMU291 pRS426 con parte de pKLAC1 para la insercion de CBH2Tr (a partir de
pBZD_20641, como se detalla en el ejemplo 1) en el locus lac4 creado por
YML

pMU398 ENO1p-sTe.cbh1-ENO1r a partir de pRDH105 en pMU289 (clonacion por
YML)

pMU451 pRDH105 con enlazador Pacl/Ascl (formado utilizando cebadores) insertado
en EcoRlI/Xhol

pMU458 construccion sintética para EG N.f. insertada en su interior
pMU451 (Pacl/Ascl digerido de ambas partes)

pMU463 TrEG1 a partir de pBKD1-BGLI-sEGI en pMU451 (Pacl/Ascl digerido de ambas
partes)

pMU465 construccion sintética para EG C.l.(a) insertada en pMU451 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU469 construccion sintética para EG R.f. insertada en pMU451 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pict471 construccion sintética para EG C.f. insertada en pMU451 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU472 construccion sintética para EG N.t. insertada en pMU451 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU473 construccion sintética para EG C.a. insertada en eMu451 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU475 construccion sintética para CBH2 T.r. derivada de pBKD 20641 con contacto
retirado (del ejemplo 1) insertada en pMU451 (Pacl/Ascl digerido de ambas
partes)

pMU499 construccion sintética para EG M.d. insertada en pMU451 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU500 construccion sintética para EG R.s insertada en pMU451 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU503 construccion sintética para EG N.w. insertada en pMU451 (Pacl/Ascl digerido

de ambas partes)
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Plasmido

Genotipo

pMU624/pMI529

vector de 2 ym para la expresion de CBH1 T.e. con CBD (fragmentos de PCR
para enzima quimérica con pRDH105 digerido con Pmil-Xhol)

pMU326

construccion sintética para EG R.s. de Codon Devices

pMU784/pMI574

vector de 2 ym para la expresion de CBH2 C.I.(b) (construccion sintética para)
CBH2 C.1.(b) insertada en pMU624 digerido con Pacl/Ascl)

pMUS562 pBKD_2 con loxp-zeo-loxp insertado (Notl digerido de ambas partes)

pMU576 ENOIp-T.r.cbh1-ENO1+t (a partir de pMU291) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU577 ENOIp- T.e.cbh1-ENO1y en (a partir de pMU398) en pMU562 (Pacl/Ascl
digerido de ambas partes)

emu661 ENOIp- T.r. EG1-ENO1+ (a partir de pMU463) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMUG62 ENO1p- C.1.(a) EG1-ENO1+ (a partir de pMU465) en pMU562 (Pacl/Ascl
digerido de ambas partes)

pMUG6G63 ENOIp- C.f. EG1-ENO1+ (a partir de pMU471) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU6G64 ENO1p- N.t. EG1-ENO1y (a partir de pMU472) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMUG65 ENOIp- C.a. EGI -ENO 1 (a partir de pMU473) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMUG66 ENOIp- T.r.CBH2-ENO1+ (a partir de pMU475) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMUG67 ENOIp- M.d.-EG1-ENO1+ (a partir de pMU499) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMUG68 ENOIp- N.w.-EG1-ENO1+ (a partir de pMU503) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas partes)

pMU755 ENOIp- T.e.CBHI con/CBD-ENO1+ (a partir de pMU624) en pMU562 (Pacl/Ascl
digerido de ambas partes)

pMU750 ENOIp- R.s.-EG2-ENO1+ (a partir de pMU326) en pMU562 (Pacl/Ascl digerido
de ambas piezas)

emu809 ENO1p- C.1.(b) CBH2b-ENO1t (a partir de pMU784) en pMU562 (Pacl/Ascl
digerido de ambas partes)

pMU721 pMU562 con el gen hph (marcador de resistencia a higromicina) reemplazando
el marcador de zeocina (Notl digerido de ambos fragmentos)

pMU760 ENO 1 p- T.e.CBHI 1 con CBD-ENO 1 a partir de pMU624 en pMU721
(Mhel/Ascl digerido de ambos fragmentos)

pMU761 ENO1p- T.r.CBH2-ENO1t a partir de pMU291 en pMU721 (Pacl/Ascl digerido
de ambos fragmentos)

pMI553 vector de 2 ym para la expresion de CBH2 T.r. y de CBH1 T.e.+MUC

pMI568 vector de 2 um para la expresion de EG1 T.r., por favor véase el texto de la
descripcion de como se construyo esta construccion.

pMI574 vector de 2 ym para la expresion de CBH2 C.l.(b)

pMIS77 vector de 2 ym para la expresion de CBH2 T.r y de CBH1 H.g.
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Plasmido Genotipo

pMI578 vector de 2 ym para la expresion de CBH2 T.r. y de CBH1 T.e

pMI579 vector de 2 ym para la expresion de CBH2 T.r. y de CBH1 C.I.(b)
pMI580 vector de 2 ym para la expresion de CBH2 C.I.(b) y de CBH1 T.e. +MUC
pMI581 vector de 2 ym para la expresién de CBH2 C.I.(b) y de CBH1 T.e.
pMI582 vector de 2 ym para la expresion de CBH2 C.I.(b) y de CBH1 H.g.
pMI583 vector de 2 ym para la expresion de CBH2 C.I.(b) y de CBH1 C.t.

Abreviaturas: ENO1p;r = promotor/terminador del gen de enolasa 1; PGK1p;r = promotor y terminador del gen de la
fosfoglicerato quinasa 1; T.r. = Trichoderma reesei; H.g. = Humicola grisea; T.a. = Thermoascus aurantiacus; T.e. =
Talaromyces emersonii, Sf = Saccharomycopsis fibuligera; C.l. (a) = Coptotermes lacteus; C.f. = Coptotermes
formosa-nus; N.t. = Nasutitermes takasagoensis; C.a. = Coptotermes acinaciformis; M.d. = Mastotermes
darwinensis; N.w. = Nasutitermes walkeri; R.s. = Reticulitermes speratus; C.I. (b) = Chrysosporium lucknowense; N.f.
= Neosartorya fischeri; R.f. = Reticulitermes flavipes; C.t. = Chaetomium thermophilum

Tabla 5: cebadores utilizados

sCBHI/2-L GACTGAATTCATAATGGTCTCCTTCACCTCC

sCBHI-R GACTCTCGAGTTACAAACATTGAGAGTAGTATGG

sCBH2-R CAGTCTCGAGTTACAAGAAAGATGGGTTAGC

395 Te cbh1 Sint1 Pacl-ATG | GCGTTGGTACCGTTTAAACGGGGCCCTTAATTAAACAAT
GCTAAGAAGAGCTTTACTATTGAG

398 Te cbh1 nucleo sint Smal | CCTCCCCCGGGTTAGAAGCAGTGAAAGTGGAGTTGATTG
G

399Trpbh1 sint MUC5 (}CG ACGAGTC AACCC

MiyIHincll TCCAGGTGGTAACAG
AGGTACTACCAC

400 Trcbh1 sint MUC GCGACTCGAGGGCGCGCCTACAAACATTGAGAGTAGTA

AsclXhol TGGGTTTA

g?;j: Ifjfgm prom -786 GCGTTGAGCTCGGGCCCTAATTTTITATTTTAGATICCTGA

P CTTCAAC

380 ScPGK1prom EcoRI-Pacl | GCGTTGAATTCTTAATTAAGTAAAAAGTAGATAATTACT
TCCTTG

f\%CB H2 WT EcoRI-Pacl- | GCGTTGAATTCTTAATTAAACAATGATTGTCGGCATTCT
CACCACGC

386 CBH2 WT TAA-Ascl- gcgatgaattcggegegecc TTACAGGAACGATGGGTTTGCGTTTG

EcoRlI

El vector de expresion de levadura YEpENO-BBH se cre6 para facilitar la expresion heteréloga bajo el control del
promotor y terminador del gen de enolasa 1 (ENOT) de S. cerevisiae. El vector también fue util porque el casete de
expresion de este vector pudo escindirse simplemente utilizando una digestion con BamHI, Bglll. YEpENO1 (Den
Haan ef al., Metabolic Engineering, 9: 87- 942007) contiene la estructura YEp352 con las secuencias promotoras y
terminadoras del gen de ENO1 clonadas en los sitios BamHI y Hindlll. Este plasmido se digiri6 con BamHI y el
saliente se cargd con polimerasa Klenow y con los dNTP para retirar el sitio BamHI. El plasmido volvié a ligarse para
generar YEpENO-B. Utilizando el mismo método, los sitios Bglll y después Hindlll se destruyeron posteriormente
para crear el molde YEpENO-BBH. El molde YEpENO-BB se utiliz6 como molde para una reacciéon de PCR con los
cebadores ENOBB-izquierda (5-GATCGGATCCCAATTAATGT-GAGTTACCTCA-3') y ENOBB-derecha (5'-
GTACAAGCTTAGATCTCCTATGCGGTGTTAGATCTCCTATGCGGTGTGAAATA-3) en el que el casete ENO1 se
amplificd junto con una region flanqueante de 150 pb cadena arriba y de 220 pb cadena abajo. Este producto se
digiri6 con BamHI y Hindlll y los salientes se cargaron por tratamiento con polimerasa Klenow y con los dNTP y se
cloné entre los dos sitios Pvull en yENO1 reemplazando de un modo eficaz el casete ENO1 original y generando
YEpENO-BBH.
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Se disefiaron las versiones con codones optimizados de la cbh1 de Humicola grisea (cbh1Hg), de la cbh1 de
Thermoascus aurantiacus (cbh1Ta) y de las cbh1 y cbh2 de Talaromyces emersonii (cbh1Te y cbh2Te) y se
encargaron genes sintetizados en la GenScript Corporation (Piscataway, NJ, USA). Estos cuatro genes codificantes
de cbh sintéticos recibidos de la GenScript Corporation, se clonaron en el plasmido pUC57. Los vectores resultantes
se digirieron con EcoRlI y Xhol para escindir los genes cbh que se clonaron posteriormente en un vector YEpENO-
BBH digerido con EcoRI y Xhol. Esto creé los plasmidos pRDH103 (con cbh1Hg), pRDH104 (con cbh1Ta),
pRDH105 (con cbh1Te) y pRDH106 (con cbh2Te) con los genes codificantes de cbh bajo el control transcripcional
del promotor y terminador de ENO1. Adicionalmente, se cre6 pRDH101 que expresaba la CBH1 de T. reesei de
pBZD_10631_20641. Se utiliz6 la enzima ExTaq de Takara como se indica y para amplificar la cbh1Tr de
pBZD_10631_20641 utilizando los cebadores sCBH1/2L y sCBH1R. Después, el fragmento se aislé y se digirié con
EcoRI y Xhol. YEpENO-BBH también se digirid6 con EcoRI y Xhol y las bandas relevantes se aislaron y ligaron. Se
amplificé un fragmento de 1494 pb que codificaba el gen cbh2 de T. reesei del plasmido pBZD_10631_20641, con
los cebadores sCBH1/2-L y sCBH2R (5'-CAGTCTCGAGTTACAAGAAAGATGGGTTAGC-3'), se digirid con EcoRly
Xhol y se cloné en los sitios EcoRI y Xhol de pJC1 (Crouse et al., Curr. Gen. 28: 467-473 (1995)) colocandolo bajo el
control transcripcional del promotor y terminador del gen de la fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1) de S. cerevisiae. Este
plasmido se denominé pRDH107. Posteriormente, los casetes de expresion de pRDH103, pRDH104 y pRDH105 se
escindieron por digestion con BamHI y Bglll y se clonaron en el sitio BamHI de pRDH107 para dar pRDH118,
pRDH120, pRDH108 y pRDH109, respectivamente. PRDH109 contiene los mismos casetes de expresion que
pRDH108 pero en pRDH108 los casetes de expresion génicos estan en orientacion inversa entre si. Estos plasmidos
y sus genotipos basicos se resumen en la Tabla 4.

También se crearon dos vectores adicionales de 2 micrometros para la expresion de la CBH2b de Chrysosporium
lucknowense y de la CBH1 de T. emersonii con una fusion c terminal del MUC de la CBH1 de T. reesei. La fusion
entre cbh1 de T. emersoniiy el MUC de cbh1 de T. reesei se gener6 por ligamiento de tres fragmentos. En la Tabla
5 se indican los oligonucledtidos utilizados para estas construcciones. Se amplificd un producto de la PCR con los
oligonucledtidos 395 Te cbh1 Sint1 Pacl-ATG y 398 Te cbh1 nucleo sint Smal utilizando como molde pRDH105, se
digiri6 con Pmll y Smal y se aislo el fragmento de 800 pb. Se amplificé un segundo producto de la PCR con los
oligonucleodtidos 399 Trcbh1 sint MUCS M1ylHincll y 400 Trcbh1 sint MUC AsclXhol con pRDH101 como molde, se
digirié con Mlyl y Xhol y se aisl6 el fragmento de 180 pb. Los dos fragmentos de la PCR se ligaron con el fragmento
Pmll-Xhol de 6,9 kb de pRDH105 produciendo pMU624.

La secuencia de ADN gendémico de 3900 pb del gen cbh2b de Chrysosporium lucknowense (descrito en la Solicitud
de Patente de Estados Unidos publicada N.°: 2007/0238155) se analiz6 para supuestos intrones utilizando el
Servidor NetAspGene 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk)/Services/NetAspGene/). La retirada de los intrones citados de la
secuencia genomica dio como resultado una fase de lectura abierta de 482 aminoacidos que se sintetizé6 en Codon
Devices y sus codones se optimizaron para la expresion en S. cerevisiae y se clonaron en el vector pUC57. El
plasmido pAJ401 (Saloheimo et al., Mol. Microbiol., 13: 219-228, 1994), que contenia el promotor y terminador de
PGK1, se modifico para la expresion de cbh2 de T. reesei entre los sitios de restriccion Pacl y Ascl. El promotor de
PGK1 se amplifico con los cebadores 379 ScPGK1prom -786 Sacl + Apal y 380 ScPGK1prom de EcoRI-Pacl y
pAJ410 como molde y se digirieron con Pacl y EcoRI. La ORF de cbh2 de T. reesei se amplificé a partir de pTTc01
(Teeri et al., Gene 51: 43-52, 1987) con los oligonucleotidos 381 CBH2 WT EcoRI-Pacl-ATG y 386 CBH2 WT TAA-
Ascl-EcoRlI, se digirié con Pacl y EcoRlI, y se ligdé con el pAJ401 digerido con Sacl-EcoRI dando como resultado
pMI508. El fragmento Pacl-Ascl en pMI508 se reemplazd por un gen egl/1 de T. reesei de 1,4 kb sintético dando
como resultado pMI522. El fragmento de 1,9 kb de pMI522 se digirié con Pmll y Xhol y se ligd con el fragmento Pmll-
Xhol de 6,4 kb de pRDH107 dando como resultado pMI568. PMI568 se digirid con Pacl y Ascl y el fragmento de 7 kb
se ligé con el fragmento de 1,5 kb de pMI558 produciendo pMU784 para la expresion de cbh2b de C. lucknowense.

También se construyd un conjunto de vectores de 2 micrometros para la expresion de endoglucanasas en S.
cerevisiae, asi como plasmidos relacionados para actuar como controles. Se cre6 PMU451 como un vector de
control y para la clonacion de las celulasas bajo el control del promotor y terminador de ENO1. Esto se realizd
afadiendo un enlazador Pacl/Ascl en el sitio EcoRI/Xhol de pMU451. Los genes sintéticos encargados en Codon
Devices y recibidos en pUC57 se clonaron en este vector como fragmentos Pacl/Ascl. Los vectores creados de este
modo e indicados en la Tabla 4 son: pMU458, pMU463, pMU465, pMU469, pMU471, pMU472, pMU473, pMU475,
pMU499, pMU500 y pMU503.

A partir de las construcciones pBKD_1 y pBKD_2, se crearon vectores para la integracion de versiones de celulasas
secretadas en los sitios de integracion delta en S. cerevisiae, o para la integracion en el genoma de K. marxianus. La
BGL1 de S. fibuligera (BGLISf) se clon6 por PCR a partir de ySFI (van Rooyen et al., J. Biotechnol., 120: 284-95
(2005)). La endoglucanasa (EGITr) utilizada tenia la secuencia dada en la Tabla 1. Los genes que codifican celulasa
se clonaron mediante PCR (utilizando los sitios Pacl y Ascl) en pBKD_1 y pBKD_2 - para crear pBKD1-BGL1 y
pBKD2-seG1. El casete ENO1P-sEG1-ENO1T de pBKD2-seEG1 se subclond posteriormente como un fragmento
Spel, Notl con pBKDI-BGL1 para crear pPBKD1-BGL1-sEG1.

El pMU562, utilizado para la integracion de celulasas en K. marxianus, se generd cortando con pMU185 (pUG66)

con Not1 y aislando un inserto que contenia lox P ZeoR de 1190 pb. Este inserto se ligd en un vector de integracion
delta de 4,5 Kb digerido con Not1 para producir pMU562. pMU576 se generd cortando el plasmido pMU291 que
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contenia la CBH2 de T. reesei con Asc1/Pac1, aislando un gen de CBH2 de 1491 pb y ligandolo en el vector de
integracion delta pMU562 cortado con Asc1/Pac1. pMU577 se generé cortando CBH1 de T. emersonii de pMU398
con Asc1/Pac1, aislando un gen CBH1 de 1380 pb y ligandolo en el vector de integracion delta pMU562 cortado con
Asc1/Pac1. De manera similar, un conjunto de construcciones de celulasas recombinantes (pMU661 a pMUG68 y
pMU750, pMU755, pMU809-véase Tabla 4), incluyendo una variedad de endoglucanasas y celobiohidrolasas, se
incorporé en pMU562 para la cotransformacion. Secuencias sintéticas para estos genes de celulasa se obtuvieron
originalmente en Codon Devices y posteriormente se clonaron en vectores de expresiéon de 2 y para su uso en S.
cerevisiae. Después se transfirieron desde estos vectores a los vectores de integraciéon como se detalla (incluyendo
las digestiones utilizadas) en la Tabla X. En su conjunto estas construcciones formaron una biblioteca que puede
transformarse individualmente o conjuntamente y después explorarse mediante un ensayo de actividad. Las
construcciones se digirieron con enzimas que cortaban dentro o muy cerca de las secuencias delta para la
integracion. También se construyeron construcciones similares para celulasas de integracion utilizando el marcador
higromicina (pMU721, pMU760 y pMU761).

Transformacion en levaduras

Para la transformacion rutinaria de plasmidos completos en S. cerevisiae, se utilizé transformaciéon quimica
convencional (Sambrook et al., Molecular cloning: A laboratory manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989). Para algunas transformaciones, se utilizé un protocolo modificado descrito por Hill et al. (Nucleic Acids
Res. 19: 5791 (1991)).

Se desarrollé un protocolo para la electrotransformacion de levaduras basado en Cho et al. (1999) y en Ausubel et
al. (1994). Se crearon fragmentos lineales de ADN digiriendo pBD1-BGL1-sEG1 con Accl. Accl tenia un unico sitio
en la secuencia 0. Los fragmentos se purificaron por precipitacion con NaAc 3 M y etanol enfriado en hielo,
posteriormente se lavo con etanol al 70 % y se resuspendié en dH20 USB (agua estéril sin ADNasa ni ARNasa)
después de secar en un horno al vacio a 70 °C.

Para la transformacién, se prepararon células de S. cerevisiae cultivando hasta la saturaciéon en cultivos YPD de
5 ml. Se muestrearon 4 ml del cultivo, se lavaron 2X con agua destilada fria y se resuspendieron en agua destilada
fria 640 pl. Se anadieron 80 pl de Tris-HCI 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5 (esterilizado con filtro tampdén TE 10X) y
80 ul de acetato de litio 1 M, pH 7,5 (esterilizado con filtro 10X LiAc), y la suspensién celular se incubé a 30 °C
durante 45 min con agitacion suave. Se afiadieron 20 yl de DTT 1 M vy la incubaciéon continué durante 15 min.
Después, las células se centrifugaron, se lavaron una vez con agua destilada fria y una vez con tampoén de
electroporacion (sorbitol 1 M, HEPES 20 mM) y finalmente se resuspendié en tampdn de electroporacion 267 ul. Se
utilizé el mismo protocolo para la transformacion de las cepas de K. lactis y K. marxianus, excepto que se inocularon
50 ml de YPD con 0,5ml de un cultivo durante una noche, se cultivd durante 4 horas a 37 °C, y después se
centrifugd y se prepard como se ha indicado anteriormente. Adicionalmente, se realizaron etapas de incubacion y de
recuperacion a 37 °C.

Para la electroporacion, 10 ug de ADN linealizado (medido por estimacién en un gel) se combinaron con 50 pl de la
suspension celular en un tubo de microcentrifuga estéril de 1, 5 ml. Después, la mezcla se transfirié a una cubeta de
electroporacion de 0,2 cm, y a la muestra se le aplicé un pulso de 1,4 kV (200 y, 25 pF) utilizando el dispositivo
Gene Pulser de Biorad. En la cubeta se puso 1 ml de YPD con sorbitol 1 M ajustado a pH 7,0 (YPDS) y dej6 que las
células se recuperasen durante ~3 h. En placas de agar YPDS con antibiético apropiado, se diseminaron 100-200 pl
de suspension celular y se incubd a 30 °C durante 3-4 dias hasta que aparecieron las colonias.

Cepas de levadura

Las cepas de levadura indicadas en la Tabla 6 se crearon utilizando los vectores y los protocolos de transformacion
descritos.

Tabla 6: Cepas de levadura.

Nombre Cepa de fondo Genes expresados y/o inactivados Construcciones
M0013 Saccharomyces Genotipo: a, leu2-3,112 ura3-52 Ninguna
cerevisiae Y294 his3 trp1-289
(ATCC 201160)
M0243 MO0013 BGLISf, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI
M0244 MO0013 BGLISf, EGITr (secuencia nativa) pCEL5
M0247 MO0013 TeCBH1; delta FUR1 pRDH105
M0248 MO0013 TrCBH2, TeCBH1; delta FUR1 pRDH108; pDF1
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Nombre Cepa de fondo Genes expresados y/o inactivados Construcciones
M0249 MO0013 Ninguno (control); delta FUR1 pJC1; pDF1
M0265 MO0013 CBHIHg; delta FUR1 pRDH103; pDF1
M0266 MO0013 CBHITa; delta FUR1 pRDH104; pDF1
M0282 M0248 BGLISf, EGITr, CBH2Tr, CBH1Te; | pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH108; pDF1
delta FUR1
M0284 M0243 BGLISf, EGITr, CBH2Tr, CBH1Hg; | pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH118;pDF1
delta FUR1
M0286 M0243 BGLISf, EGITr, CBH2Tr, CBH1Ta; | pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH120; pDF1
delta FUR1
M0288 M0243 BGLISf, EGITr, CBH2Tr, CBH1Te; | pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH108; pDF1
delta FUR1
M0289 MO0013 CBH2Tr, CBH1Hg; delta FUR1 pRDH118; pDF1
M0291 MO0013 CBH2Tr, CBH1Ta; delta FUR1 pRDH120; pDF1
MO0358 M0282 BGLISf, EGITr, TrCBH2, CBH1Te; | pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH108; pDF1
delta FUR1; Trp1; His3
MO0359 M0288 BGLIST, EGITr, TrCBH2, CBH1Te; | pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH108; pDF1
delta FUR1; Trp1; His3
MO0361 M0249 Ninguno (control); delta FUR1; pJC1; pDF1
Trp1; His3
MO0157 Kluyveromyces Ninguno Ninguna
marxianus (ATCC
N.° 10606)
M0158 Kluyveromyces Ninguno Ninguna
lactis (ATCC
N.° 34440)
M0411 MO0158 (colonia N.° 1) BGLIST, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI;
MO0412 MO0158 (colonia N.° 2) BGLIST, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI;
M0413 MO0157 (colonia N.° 1) BGLIST, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI;
M0414 MO0157 (colonia N.° 2) BGLIST, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI;
M0491 MO0414 BGLISf, EGITr, TeCBH1, TrCBH2 pBKD1-BGLI-sEGI;
pMU576andpMU577
M0599 M0414 BGLISf, EGITr, TeCBH1, TrCBH2 pBKD1-BGLI-sEGI; pMU760 and
pMU761
MO0600 M0414 BGLISf, EGITr, TeCBH1, TrCBH2 pBKD1-BGLI-sEGI; pMU760 and
pMU761
de M0601 a M0414 (11 BGLISf, EGITr, C1(a)EG, EGCf, | pBKD1-BGLI-sEGI; pMU663, pMU755,
M0604; de colonias muestran EGNt, EGCa, EGMd, EGNw, pMU809, pMU576, pMUG61, pMUG62,
M0611 a mayor actividad EGRs, CBH1Te, CBH1Te+CBD, pMUG64, pMUG65, pMUG67,
MO0617 avicelasa) CBH2Tr, CBH2 C1(b) pMU6G68, pMU750, pMU577
de M0618 a MO0157(8 colonias C1(a)EG, EGCf, EGNt, EGCa, pMUG63, pMU755, pMUB8Q9, pMU576,
M0625 muestran mayor EGMd, EGNw, EGRs, CBH1Te, pMUG61, pMUG62, pMUG64, pMUG65,
actividad avicelasa) CBH1Te+CBD, CBH2Tr, pMUG67, pMUGB68, pMU750, pMU5S77
CBH2 C1(b)
yENO1 MO0013 ENO1P/T YEpENO-BBH; pDF1
M0419 MO0013 ENO1P/T pMU451
M0420 MO0013 CBH1Te pMU272
M0423 MO0013 EG1Tr pMU463
M0424 MO0013 BGL1Sf pMU464
MO0426 MO0013 EGRf pMU469
M0446 MO0013 EG C1(a) pMU465
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Nombre Cepa de fondo Genes expresados y/o inactivados Construcciones
MO0449 M0013 EGCf pMU471
MO0450 MO0013 EGNt pMU472
MO0460 MO0013 EGMd pMU499
MO0461 M0013 EGRs pMU500
MO0464 M0013 EGNw pMU503
MO0476 M0013 EGNf pMU458
Y294/pMI529 M0013 CBH1Te+MUC pMU6G24
:;JZr;)ﬁ/pMISSS M0013 CBH2Tr, CBH1Te+MUC pMI553
:;JZr;)ﬁ/pMISM M0013 CBH2C1(b) pMI574
furtA

Y294/pMI577 M0013 CBH2Tr, CBH1Hg pMI577
:;JZr;)ﬁ/pMIWB M0013 CBH2Tr, CBH1Te pMI578
:;J;;ﬁ/pMIS?Q M0013 CBH2Tr, CBH1 C1(b) pMI579
:;JZr;)ﬁ/pMI%O M0013 CBH2 C1(b), CBH1Te+MUC pMI580
:;JZr;)ﬁ/pMISm M0013 CBH2 C1(b), CBH1Te pMI581
:;JZr;)ﬁ/le582 M0013 CBH2 C1(b), CBH1Hg pMI582
?Zr%)%pMIS% M0013 CBH2 C1(b), CBH1 C1(b) pMI583
ur

El plasmido pBKD1-BGL1-sEG1 (pMU276) se digiri6 con Accl y se transformé en Y294 de S. cerevisiae por
electrotransformacion para crear una cepa con copias integradas en delta en BGLISf y EGITr, denominada M0243.
Después, plasmidos episomales se transformaron en Y294 y/o M0243 de S. cerevisiae.

Para crear cepas autoselectivas de S. cerevisiae, es decir, cepas que pueden cultivarse en medio sin requerir
presién selectiva para mantener el plasmido episomal, las cepas se transformaron con pDF1 digeridas con Nsil y
Ncol y se seleccionaron en placas con SC-ura-leu. Esto condujo a la alteracién del gen FUR1 de S. cerevisiae. Se
utilizé PCR para confirmar la alteracion de FUR1 con los cebadores FUR1-izquierdo (5'-
ATTTCTTCTTGAACCATGAAC-3’) y FUR1-derecho (5-CTTAATCAAGACTTCTGTAGCC-3’), donde un tramo de
2568 pb indico una alteracion.

MO0282 se cred transformando M0248 con pBKD1-BGLI-sEGI digerido con Accl, como se ha descrito anteriormente,
excepto que la mezcla de transformacion se esparcid sobre la placa que contenia celulosa microcristalina
bacteriana, CMCB, con extracto de levadura 10 g/l y peptona 20 g/l.

La presencia de genes integrados se verificé por PCR para colonias para cepas de Kluyveromyces. Las cepas de
levadura seleccionadas se volvieron prototroficas por transformacén con productos de PCR para genes para
complementar sus auxotrofias.

Sustratos celuldsicos para ensayos enzimaticos

La celulosa microcristalina bacteriana (CMCB) fue un obsequio de la compafiia CP Kelco. La CMCB recibida se agitd
durante una noche a 4 °C en agua. Después de rehidratar el sustrato, se lavo 6 veces con agua y se resuspendio en
agua. El peso seco del sustrato se midié secando las muestras a 105 °C hasta que se obtuvo un peso constante.

Se uso Avicel PH105 (FMC Biopolymers) proporcionado tal cual por el fabricante.

Se generaron maderas duras mixtas pretratadas por autohidrdlisis del sustrato a 160 PSI durante 10 minutos. El
material pretratado se lavo 5 veces para retirar inhibidores y azucares solubles y se resuspendio en agua destilada.

Las muestras se secaron durante una noche a 105 °C para determinar el peso seco. El analisis del contenido de
azucar por sacarificacion cuantitativa mostré un contenido de glucano de 50 %.
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Se prepard celulosa hinchada con acido fosférico (PASC) como desvelan Zhang y Lynd (2006), con algunas
modificaciones. Se hidraté Avicel PH105 (10 g) con 100 ul de agua destilada en un matraz de 4 |. Se anadieron
800 ml de acido fosférico al 86,2 % lentamente al matraz con una primera adicion de 300 ml seguido de mezclado y
posteriores adiciones de partes alicuotas de 50 ml. La solucién transparente se mantuvo a 4 °C durante 1 hora para
permitir la solubilizacion completa de la celulosa, hasta que no quedaran grumos en la mezcla de reaccion. A
continuacion, 2 | de agua destilada enfriada en hielo se afiadieron en partes alicuotas de 500 ml mezclando entre las
adiciones. Las partes alicuotas de 300 ml de la mezcla se centrifugaron a 5.000 rpm durante 20 minutos a2 °C y el
sobrenadante se retird. La adicion de 300 ml de agua destilada enfriada y posterior centrifugacion se repitio 4 veces.
Se afiadieron 4,2 ml de carbonato de sodio 2 M y 300 ml de agua a la celulosa, seguido de 2 o 3 lavados con agua
destilada, hasta que el pH final fue de ~6. Las muestras se secaron hasta obtener un peso constante en un horno a
105 °C para medir el peso seco.

Ensayos enzimaticos

La actividad B-glucosidasa se midié de una manera similar a la de McBride, JE, et al., (Enzyme Microb, Techol. 37:
93-101 (2005)) excepto que el volumen del ensayo se redujo y la reaccion se realizé en una placa de microtitulacion.
En resumen, se cultivaron cepas de levadura hasta saturacién en medio YPD o YPC con o sin antibiéticos
apropiados, se midi6 la densidad éptica a 600 nm (DO (600)) y se tomd una muestra de los cultivos de 0,5 ml. Esta
muestra se centrifugo, el sobrenadante se separé y se guardo y el sedimento celular se lavo 2 veces con tampoén
citrato 50 mM, pH 5,0. Se construyeron reacciones para sobrenadantes de muestra de 50 pl, tampén citrato 50 pl y
50 ul de sustrato p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (PNPG) 20 mM. Las reacciones con las células lavadas consistian
en 25 ul de células, tampodn citrato 75 pl y sustrato PNPG 50 pl. Si la actividad era demasiado alta para el intervalo
de la curva patrén, se usaba una concentracion celular mas baja y el ensayo volvia a ejecutarse. La curva patrén
consistia en una serie de dilucién con factor 2 de patrones de nitrofenol (PNP), comenzando a 500 nM y finalizando
a 7,8 nM y se incluyé un blanco de tampoén. Después se prepararon diluciones apropiadas de sobrenadante o de
células, la placa de microtitulacion se incubd a 37 °C durante 10 minutos junto con el sustrato de reaccion. La
reaccion se realizé afadiendo el sustrato, incubando durante 30 minutos y deteniendo con 150 pl de Na,CO3 2 M.
Después, la placa se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos, y 150 pl de sobrenadante se transfirieron a otra
placa. En cada pocillo, se ley6 la absorbancia a 405 nm.

La actividad endoglucanasa se detectd cualitativamente observando zonas aclaradas en medios completos
sintéticos (como se indicd anteriormente, pero incluyendo glucosa 20 g/l) con carboximetil celulosa (CMC) al 0,1 %
tefiida con rojo Congo (Beguin, Anal. Biochem. 333-6 (1983)). Las células se cultivaron durante 2-3 dias en las
placas y se retiraron por lavado de la placa con tampén Tris-HCI 1 M pH 7,5. Después, las placas se tifieron después
durante 10 minutos con una solucion de rojo Congo al 0,1 %, y posteriormente el colorante extra se retird por lavado
con NaCl 1 M.

La actividad CBH1 se detectd utilizando el sustrato 4-metilumbeliferil-B-D-lactésido (MULac). Los ensayos se
realizaron mezclando 50 ul de sobrenadante de levadura con 50 ul de una soluciéon de sustrato MUlac 4 mM,
preparada en tampén citrato 50 mM, pH 5,5. La reaccion se dej6 continuar durante 30 minutos y después se detuvo
con Na,COs3 1 M. La fluorescencia en cada pocillo se leyé en un lector de placa de microtitulacion (ex. a 355 nm y
em. a 460 nm).

Cuantificacion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica en PASC y Avicel se midio utilizando el protocolo descrito en Den Haan ef al., Enzyme and
Microbial Technology 40: 1291-1299 (2007). En resumen, sobrenadantes de levadura se incubaron con celulosa a
4 °C para unir la celulasa. Después la celulosa se filtrd del sobrenadante de levadura, se resuspendié en tampon
citrato y azida soédica y se incub6 a 37 °C. La acumulacion de azucar se midié en la reaccion muestreando y
realizando un ensayo con fenol y acido sulfarico (véase el Ejemplo 10 y la Tabla 9).

También se generaron niveles de actividad Avicel utilizando un método en placa de 96 pocillos. (Véase el Ejemplo
2). Las cepas a ensayar se cultivaron en YPD en placas de 96 pocillos de pocillo profundo a 35 °C con agitacion a
900 rpm. Después del cultivo, las placas se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. Se afiadié sustrato 300 pl
(avicel al 2 %, tampon acetato sédico 50 mM, azida sdédica 0,02 %, B-glucosidasa 1 yl por ml) a una placa nueva de
96 pocillos de pocillo profundo, sin dejar que el avicel se sedimente. Se afiadieron 300 ul de sobrenadante de
levadura a este sustrato, y se extrajeron 100 pl para una muestra inicial. La placa de ensayo se incubé a 35 °C con
agitacion a 800 rpm y se extrajeron muestras a las 24 y 48 horas. Las muestras se colocaron en placas de PCR de
96 pocillos y se centrifugaron a 2000 rpm durante 2 minutos. Después, se afiadieron 50 pl de sobrenadante a 100 pl
de reactivo DNS previamente colocado en una placa de PCR de 96 pocillos distinta, se mezclé y se calenté a 99 °C
durante 5 minutos en un aparato de PCR, seguido de enfriamiento a 4 °C. Se transfirieron 50 yl a una placa de
microtitulacion y se midié la absorbancia a 565 nm. La conversion de avicel se calculé de la siguiente manera:
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Y= (DO(T=24048)-DO(T=0})) x 100% =ADOx100 = ADOx 100
SxA 01x10

Y - % de Avicel convertido alas 24 0 48 h
S — calibrado de pendiente con DNS/glucosa que es de 0,1 para DNS a 565 nm
A - concentracion de Avicel a T=0 que es de 10 g/l para Avicel al 1 %

Ejemplo 1: produccion Kluyveromyces que expresa B-glucosidasa y endoglucanasa heterdlogas

Para ensayar la capacidad de Kluyveromyces para expresar celulasas heterélogas funcionales, dos cepas de
Kluyveromyces, Kluyveromyces marxianus (cepa ATCC n.° 10606; MO157) y Kluyveromyces lactis (cepa ATCC n.°
34440) se transformaron con vectores que codificaban celulasas heterodlogas.

Los vectores, que contenian secuencias de integracion delta de levadura, el marcador KanMX y las secuencias
codificantes de BGLI S.f. y de EGI T.r. (pBKD-BFLI-sEG1), se transformaron en Kluyveromyces de acuerdo con el
protocolo de transformacion de levaduras como se ha descrito anteriormente y se seleccionaron en G418. Los
transformantes se verificaron por PCR y después se ensayaron evaluando con CMC. En la Figura 1 se muestran los
resultados. La presencia de la actividad de celulasa heterdéloga se indica mediante una zona aclarada en la placa
con CMC. Como se muestra en la Figura 1, ni la cepa de K. lactis no transformada (colonia 8) ni la cepa de K.
marxianus no transformada (colonia 16) mostré actividad endoglucanasa. Sin embargo, 6 de 7 colonias de K. lactis
transformadas mostraron actividad de CMCasa, y las 7 colonias de K. marxianus transformadas mostraron actividad
CMCasa. MO413 y MO414 se identificaron como dos colonias de K. marxianus que mostraban actividad CMCasa.

Ejemplo 2: produccién de Kluyveromyces que expresa CBH1 y CBH2

También se examiné la capacidad de Kluyveromyces para expresar celobiohidrolasas heterélogas funcionales. En
estos experimentos, K. marxianus (MO157) se transformd con construcciones que contenian CBH2 de T. reesei,
CBH1 de T. emersonii o ambas. De manera similar, MO414 (K. marxianus transformada con BGLI S.f. y con EGI
T.r.) se transformo con construcciones que contenian CBH2 de T. reesei, CBH1 de T. emersonii o ambas.

Las transformaciones se realizaron como se ha descrito anteriormente. Después, la actividad CBH1 se detectd
utilizando el sustrato 4-metilumbeliferil-B-D-lactésido (MU-Lac) como se ha descrito anteriormente. El ensayo se
realizdé en ocho colonias de cada transformante y se establecié el promedio de las tres colonias que mostraron la
actividad mas elevada. Los resultados se muestran en la Figura 2 y demuestran que las cepas transformadas con
CBH1 de T. emersonii tenian una actividad MU-lac elevada.

También se evalud la actividad de cepas de Kluveromyces que expresaban celobiohidrolasas heterdlogas en Avicel.
En un experimento, MO413 se transformé con vectores que contenian las secuencias codificantes de CBH2 de T.
reesei y de CBH1 de T. emersonii junto con un marcador de zeocina. Mediante esta transformacion se cre6 una
nueva cepa MO491 y mostré actividad MU-lactésido. En un segundo experimento, MO413 se transformé con
vectores que contenian las secuencias codificantes de CBH2 de T. reesei y de CBH1 de T. emersonii junto con un
marcador de higromicina, y de esta transformacion se aislaron las cepas MO599 y MO600. La actividad en Avicel se
evaluo a las 48 horas como se ha descrito anteriormente, y los resultados, mostrados en la Figura 3, demuestran
que las cepas de Kluyveromyces que expresan celulasas heterdlogas tienen actividad Avicelasa a 35 °C. También
se demostro actividad Avicelasa a 45 °C (datos no mostrados).

Ejemplo 3: produccién de Kluyveromyces que expresa una biblioteca de celulasas

También se crearon cepas de Kluveromyces transformando levadura con una biblioteca de celulasas (la creacion de
bibliotecas se ha descrito anteriormente). Por ejemplo, MO413 se transformé con una biblioteca de celulasas que
contenian un marcador de zeocina para producir nuevas cepas MO601-MO604 y MO611-MO617. Ademas, MO157
(K. marxianus) se transformé con la misma biblioteca y se identificaron nuevas cepas MO618-M0625. La actividad
en Avicel se evalué a las 48 horas como se ha descrito anteriormente, y los resultados, mostrados en la Figura 3,
demuestran que las cepas de Kluveromyces, transformadas con una biblioteca de celulasas heterdlogas, también
tenian actividad Avicelasa a 35 °C. Los transformantes de MO157 con la biblioteca mostraron la actividad mas
elevada. También se demostroé actividad Avicelasa a 45 °C (datos no mostrados).

Ejemplo 4: produccion de etanol por Kluyveromyces transformada

Para determinar si Kluyveromyces, que expresa celulasas heterélogas, podia producir etanol a partir de Avicel, se
cultivaron precultivos durante 24 horas en YPD (YPD como indicado anteriormente, con glucosa 20 g/I; 25 ml en un
matraz agitador de 250 ml) con agitacion a 300 rpm a 35 °C. Después de 24 y 48 horas, se afiadieron 40 g/l de
glucosa adicional. Al cabo de 72 horas, el pH de los cultivos se ajustd a ~5,0 con tampén citrato (el pH inicial del
tampon fue de 5,5 y la concentracion final fue de 50 mM) y el cultivo se afadié a un matraz agitador de plastico
hermético que contenia 5,5 gramos de Avicel (concentracién final 10 % (p/v). Se us6 Avicel PH105 (FMC
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Biopolymers) tal como proporcioné el fabricante. El cultivo se incubé a 35 °C con agitacion a 150 rpm.

La cuantificacion de etanol en muestras de fermentacion se realizé por analisis HPLC, y las concentraciones de
etanol iniciales en frascos (de precultivos) se restaron de todos los puntos de datos posteriores (las concentraciones
de etanol iniciales variaban entre 0 y aproximadamente 6 g/l). La concentracion de glucosa inicial en todas las cepas,
excepto el MO603, fue de 0,000 g/l. Para esta cepa la concentracion fue de 0,069 g/l, lo que produciria un maximo
en 0,035 g/l de etanol a partir del aztcar inicial.

Los resultados, como se muestra en la Figura 4, demuestran que las cepas de K. marxianus modificadas por
ingenieria genética también pudieron producir etanol directamente a partir de Avicel. La cepa MO157, la cepa de
control no transformada, mostré una disminucién constante en la concentracion de etanol durante el experimento.
Esto se debe al consumo de etanol por la cepa debido a la presencia de una pequefia cantidad de oxigeno en los
matraces.

De las dos cepas transformadas con CBH2 de T. reesei y CBH1 de T. emersonii con el marcador de higromicina
(MO599 y M600), una de ellas (MO599) mostré produccion de etanol. Ademas, de las cinco cepas transformadas
con CBH2 de T. reesei y con CBH1 de T. emersonii con el marcador de zeocina, cuatro (MO601, MO602, MO604 y
MO491) mostraron produccion de etanol. Esto demuestra que las cepas de K. marxianus termotolerantes
modificadas por ingenieria genética podian producir etanol directamente a partir de la celulosa cristalina
recalcitrante, Avicel.

Ejemplo: produccion de S. cerevisiae que expresa celulasas heterdlogas

También se produjeron cepas de S. cerevisiae que expresaban celulasas heterélogas y se sometieron a ensayo con
respecto a su capacidad de cultivo en medios que contenian celulosa microcristalina bacteriana (CMCB). En estos
experimentos, las condiciones microaerobias se mantuvieron cultivando las cepas en CMCB en tubos Hungate
herméticos con una atmésfera de aire.

Las cepas que expresaban CBH1 de T. emersonii y CBH2 de T. reesei (MO248) se transformaron con una
construccion que permitia la expresion de EGI de T. reesei y de BGLI de S. fibuligera (pKD-BGLI-sEGI). Esa
transformacion se sembro en una placa con agar sélido y CMCB y, después de 7 dias, aparecieron cinco colonias en
la placa (datos no mostrados). La levadura de la mas grande de las cinco colonias se aislé6 como cepa MO282.
(MO282 se ha descrito con mas detalle anteriormente). Las tres cepas de control se sometieron a ensayo con
respecto al crecimiento en las mismas placas. Una cepa expres6 CBH1 de T. emersonii y CBH2 de T. reesei y dos
cepas expresaron EGI de T. reesei y BGLI de S. fibuligera. No aparecieron colonias en las placas con cepas de
levadura de control (datos no mostrados).

La capacidad de MO282 para crecer en CMCB también se someti6 a ensayo utilizando medios liquidos. La Figura 5
muestra que MO282, que expresa las 4 celulasas secretadas, crecié en CMCB a un grado mucho mas alto que un
plasmido solo de control (MO249), que una cepa que expresaba solo CBH1 de T. emersonii y CBH2 de T. reesei
(MO249) y que una cepa que expresaba 4 celulasas ligadas (MO144).

Estos resultados indican que las levaduras que expresan CBH1 de T. emersonii secretada, CBH2 de T. reesei, EGI
de T. reesei y BGLI de S. fibuligera, secretadas de manera heterologa, pueden crecer en celulosa microcristalina
bacteriana.

Ejemplo 6: S. cerevisiae, que expresa celulasas heterdlogas, puede producir etanol a partir de Avicel y de madera
dura pretratada.

Para determinar si S. cerevisiae transformada podia producir etanol directamente a partir de celulosa sin enzimas
celulasas afadidas de manera exégena, se cultivaron cepas transformadas en Avicel como Unica fuente de carbono.
Se uso Avicel PH105 (FMC Biopolymers) tal como como proporciond el fabricante.

Los medios Avicel se prepararon utilizando componentes no glucosidicos de medio completo sintético para levadura
incluyendo, base de nitr6geno de levadura sin aminoacidos, 6,7 g/l y complementado con una mezcla de
aminoacidos completa (mezcla complementaria completa). En algunos casos, como complemento se utiliz extracto
de levadura (10 g/l) y peptona (20 g/l) (YP) en los experimentos de cultivo. Las condiciones de cultivo fueron
anaerobias y se mantuvieron enjuagando frascos de vidrio herméticos con N2 después de la adicion de la fuente de
carbono y antes esterilizar en autoclave. Después de esterilizar en autoclave, se afiadieron componentes de medios
no carbénicos como diluciones de 10X por esterilizacion con filtro. La inoculacién en cultivos Avicel se realizé al
20 % en volumen. La cuantificacién de etanol en muestras de fermentacioén se realizé mediante analisis HPLC y las
concentraciones de etanol iniciales en frascos (a partir de precultivos) se restaron de todos los puntos de datos
posteriores.

Como se muestra en la Figura 6, cuando se utilizaban los componentes de medios YNB, la cepa M0288 (que
expresaba BGLI de S. fibuligera, EGI de T. reesei, CBH2 de T. reeseiy CBH1 de T. emersonii) pudo producir etanol
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directamente a partir de avicel PH105 en comparacion con la cepa de control (M0249).

La capacidad de MO288 para producir etanol a partir de celulosa también se demostré utilizando maderas duras
pretratadas. Se generaron maderas duras mixtas pretratadas por autohidrdlisis del sustrato a 160 PSI durante 10
minutos. El material previamente tratado se lavé 5 veces para retirar inhibidores y aziucares solubles y se
resuspendidé en agua destilada. Las muestras se secaron durante una noche a 105 °C para determinar el peso seco.
El andlisis del contenido de azucar por sacarificacion cuantitativa mostré un contenido de glucano al 50 %. Los
medios y las condiciones de los cultivos eran como se ha descrito anteriormente para los experimentos con Avicel,
excepto que los cultivos se inocularon al 10 % en volumen.

Los datos presentados en la Figura 7 demuestran que MO288 también podia fabricar etanol a partir de maderas
duras pretratadas sin adicion enzimatica. La cepa fabrico ~0,5 g/l mas que la cepa de control cuando se utilizaba
medio YP y ~0,2 g/l cuando el medio que se utilizaba era YNB.

Estos datos demuestran que las levaduras que expresan CBH1 de T. emersonii secretada, CBH2 de T. reesei, EGI
de T. reesei y BGLI de S. fibuligera heterélogamente pueden producir etanol a partir de celulosa sin la adicion de
celulasas exogenas.

Ejemplo 7: las cepas de levadura transformadas y las celulasas afiadidas externamente actuan sinérgicamente para
producir etanol a partir de maderas duras mixtas pretratadas.

La produccién de etanol a partir de biomasa se realiza normalmente utilizando un tipo de proceso de SFS en el que
las enzimas celulasas se afiaden exdgenamente a una reaccion que contiene biomasa celuldsica pretratada, medios
de crecimiento de levadura y levaduras. Para determinar si la levadura que expresa celulasas recombinantes podria
mejorar este proceso, las levaduras recombinantes que expresan celulasas secretadas se cultivaron en presencia de
una serie de concentraciones de celulasa afiadida exégenamente. Las condiciones y los medios del cultivo fueron
como se ha descrito en los ejemplos anteriores.

En estos experimentos, se comparé una cepa de levadura recombinante que expresaba cuatro celulasas secretadas
(MO288) directamente con la cepa de control (MO249) en las mismas condiciones. Se afiadieron celulasas externas
a concentraciones de 25 mg de celulasa por gramo de celulosa (100 %), 22,5 mg de celulasa por gramo de celulosa
(90 %), 18,75 mg de celulasa por gramo de celulosa (75 %) o 6,25 mg de celulasa por gramo de celulosa (25 %).
También se realizaron experimentos sin afadir celulasas externas (0 %). Como fuente de celulosa se utilizaron
maderas duras mixtas pretratadas (preparadas como se describe en los ejemplos anteriores) a una concentracion de
solidos inicial de 5 %. En la Figura 8 se presentan los datos. A partir de estos datos, esta claro que la cepa
productora de celulasas elabora etanol adicional con respecto a la cepa de control para cada una de las
concentraciones de carga de celulasa ensayadas.

Para examinar este efecto con mas detalle, se evalué la produccién de etanol a diferentes concentraciones de
celulasa externa en dos tipos de medios diferentes utilizando madera dura mixta tratada previamente. En la Figura 9
se muestran los resultados. En medios YP, MO288 elabora 6-9 % mas etanol a las cargas de celulasa mas
elevadas, unicamente 1 % mas a una carga de 25 % y 100 % mas cuando no se carga celulasa. En medios YNB,
MO288 elabora 20-40 % mas etanol a bajas cargas de celulasa, y ~10 % mas de etanol a cargas de celulasa mas
altas. Estos resultados pueden utilizarse para determinar la cantidad de celulasa que puede retirarse del proceso
obteniendo la misma produccion global de etanol. Para medios YP, la carga de celulasa puede reducirse ~15 % en
comparacioén con el control, y para medios YNB, la carga de celulasa puede reducirse ~5 %. A cargas de celulasa
que no sean cero, la productividad del etanol aumentd entre un 5 y un 20 % para cepas que expresaban celulasas
en medios YP en comparacion con el control. Esto aumentod entre 10 y 20 % para cepas cultivadas en medios YNB
en comparacioén con el control.

Estos datos demuestran que los procesos de SFS previos pueden mejorarse en cuanto a la produccion de etanol a
partir de biomasa y productividad de etanol si las cepas que expresan celulasas secretadas se usan en combinacion
con celulasas afiadidas exdgenamente. De manera similar, las cargas de celulasa necesarias para conseguir un
porcentaje particular de rendimiento tedrico de etanol pueden reducirse cuando se afiaden cepas expresan celulasas
recombinantes.

Ejemplo 8: las cepas de levadura transformadas también aumentan la eficacia de las celulasas afadidas
externamente en la produccién de etanol a partir de Avicel.

Para ensayar si esta misma tendencia se mantenia a altas concentraciones de sustrato, estos experimentos se
repitieron utilizando Avicel PH105 al 15 % como substrato en lugar de madera dura mixta pretratada al 5 %. En las
Figuras 10 y 11 se muestran los resultados. La cepa que fabrica celulasas (MO288) produjo habitualmente mas
etanol a partir de Avicel que la cepa de levadura de control (MO249) en las mismas condiciones, incluso a
concentraciones de etanol aumentadas (Figura 10). Por ejemplo, cuando se cargaban 25 mg de celulasa por gramo
de celulosa en la reaccion de SFS, la cepa de ensayo (M0288) produjo 54 g/l, mientras que la de control (M0249)
produjo 50 g/I.
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Para examinar el desplazamiento de celulasa se determind el porcentaje del rendimiento tedrico de etanol
conseguido a diferentes cargas de celulasa. Los resultados presentados en la Figura 12 se repitieron por triplicado
para M0288 y M0249, permitiendo calcular las desviaciones tipicas para los rendimientos de etanol aumentados. En
la Figura 12 se presentan los datos que pueden utilizarse para calcular el desplazamiento de celulasa. La Figura 12
presenta ahorros de enzima celulasa basandose en el rendimiento de etanol tedrico al cabo de 168 horas en un
experimento de SFS. El experimento de sacarificacion y fermentacion simultaneas, SFS, se realizé en 30 ml de YP
purgado nitrégeno mas Avicel al 15 % en frascos a presion. S utilizd la mezcla de celulasa externa a una proporcion
de 5 Spyzme:1 Novozyme-188. El experimento continué durante 168 horas y el muestreo se realizé cada dia para la
estimacion del etanol mediante HPLC. En la figura las flechas representan la carga de celulasa necesaria para
conseguir la misma produccién de etanol a partir de celulosa como control. Esta carga es consistentemente menor
que para el control (es decir, la produccion de etanol es consistentemente mas elevada). Para datos al cabo de 168
horas, el desplazamiento promedio de celulasa (cantidad menor que la necesaria para cargar) es de 13,3 % + 4,9 %.

Ejemplo 9: utilizacion de Cbh1 artificial para producir etanol

Para disefiar una proteina CBH1 con actividad celulasa eficaz, se alinearon 17 secuencias de la proteina CBH1 de la
base de datos del NCBI (Tabla 7).

Tabla 7. Genes de CBH1 fungicos utilizados para el alineamiento.

Organismo Genbank n.°
Neosartorya fischeri XM 001258277
Gibberella zeae AY196784
Penicillium janthinellum X59054
Nectria haematococca AY502070
Fusarium poae AY706934
Chaetomium thermophilum AY861347
Aspergillus terreus XM 001214180
Penicillium chrysogenum AY790330
Neurospora crassa X77778
Trichoderma viride AY368686
Humicola grisea X17258
Thermoascus aurantiacus AF421954
Talaromyces emersonii AAL89553
Trichoderma reesei P62694
Phanerochaete chrysosporium 229653
Aspergillus niger XM 001391971
Aspergillus niger XM 001389539

Se disefd la secuencia de proteina artificial como una secuencia consenso (la mas comun) para estas proteinas. La
secuencia sefal predicha se cambid por la secuencia presefial del factor de apareamiento alfa de S. cerevisiae, y la
secuencia de la proteina CBH1 consenso se muestra a continuacion. Las letras mayusculas indican la secuencia
presefial del factor de apareamiento alfa de S. cerevisiae.
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MRFPSIFTAVLFAASSAI Aqqagtlitacthpsltwgketsggscttvngsvvidanwrwvhatsgst
neytgntwdtticpddvtcagqnealdgadysstygvitsgnslrinfviqgsgknvgsrlylmeddttyqmikllg
geftfdvdvsnlpcgingalyfvamdadggmskypgnkagak ygtgyedsqeprdlkfingganvegweps
sndanagignhgsccaemdiweansistafiphpedtigqtmeegdscggtyssdryggtcdpdgedfnpyr
mgnktfygpgkivditkkvtvvigfitgssgtiseikefyvgngkvipnsestisgvsgnsittdfctagktafgdtd
dfakkgglegmgkalaggmvivmslwddhaanmlwldstyptdatsstpgaargscdtssgvpadveansp
nsyvtfsnikfgpigstftg (SEQ ID NO:43).

Se desarrollé6 una secuencia de S. cerevisiae y K. lactis con codones optimizados para expresar la secuencia
consenso de CBH1 (SEQ ID NO: 44) y se muestra a continuacion.

atgagatitccticaatcticactgetgttitgticgecagectcaagtgetttageacaacaggecggaacattgacag
cagaaactcatccticettaacctggeaaaagtgeactictggaggticatgeactacagtgaatggatetgtegte

afcgatgcaaactggagatgggticacgcaacttcaggtictaccaactgtiataccggaaacacttgggacacca
cattgtgeccagatgacgteacgtgegetcagaactiglgetitggatggagetgattacagticaacctatggtgta

actacatccggaaactctitgagattaaacttegttactcaaggaagtcaaaagaacgttggtictagattgtactiaa
tggagpacgatacaacctatcaaatgttcaaattgttaggtcaggagticacctitgacgtagatgteagtaacttge
catgtgggttaaacggagcetitatactitgtggeaatggatgetgacggtggaatgliccaagtatccaggaaacaa

agccggtgecaaagtacggtacaggatattgtgaticacagtgecctagagattigaagttcattaacggtcaagea

aatgiggagggttgggaaccatctagtaacgatgecaatgegggtatiggtaatcatgggtectgttgegetgaga
tggatatcigggaggecaacicaatatctactgectitaccectcacceatgegatacaattggtcaaactatgtgeg
agggtgattcatgiggiggaacctactectetgatagatacggaggtacatgegatccagatggtigegactttaat

ccatacagaatgggaaacaaaacctittacggtectggaaagacagttgatactaccaagaaagtaacagtegtg

acccagtttatcaceggtagtictggaaccttatcecgaaatcaaaagatictacgticagaacggtaaagtaattcca
aacagtgaatctacaatitcaggagigagtggtaatictattactaccgacttttgtacagctcagaaaacageattig
gtgacaccgatgactiigctaagaagggiggattagaaggtatgggtaaagetitggcccagggaatggtottagt
tatgtetttatgggatgatcacgecgeaaatatgtlatggttggaticaacatatecaactgatgccacaagtagtaca
cetggagetgecagaggticttgtgatacatetteceggigttccagecgatetagaageaaattctectaactectat

sttaccttctceaatataaagtttggtecaateggttcaacatteactggttaa (SEQ ID NO:44)

La secuencia con codones optimizados se insertd en el vector de expresion de levadura episomal (pMU451) bajo el
control del promotor y terminador de ENO1 en sitios Pacl/Ascl. Las construcciones de expresion resultantes
(pPMU505) se transformaron en la cepa hospedadora MO375 que procedia de Y294 (MOO013) en la que las
auxotrofias His3 y Trp1 se rescataron mediante transformacion con los productos PCR His3 y Trp1 de S. cerevisiae.
La cepa resultante que expresaba la secuencia consenso de CBH1 se denominé MO429.

Para determinar si MO429 tenia actividad celulasa, se realizé un ensayo de conversién con Avicel como se describe
anteriormente y se midié a las 24 horas. Como se muestra en la Figura 14, S. cerevisiae que expresaba la secuencia
Cbh1 consenso (MO429) mostré actividad celulasa en comparacion con un control negativo transformado con un
vector vacio (MO419). La actividad celulasa de MO429 también se comparé con la de las cepas de levadura que
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expresaban otras celulasas heterdlogas. En la Tabla 8 siguiente se resumen las cepas ensayadas.

Tabla 8: cepas celuloliticas utilizadas en el ensayo de conversion con Avicel

Cepan.° |Descripcion Celulasa Familia |Organismo Actividad |Senal

M0419 MO375+pM U451 |ninguna ninguna

M0420 MO375+pM U272 |CBH1 Hongo Talaromyces emersonii| exo nativa

M0429 MO375+pM U505 |consenso CBH1 Hongo N/A exo aMFpre de S.c

fungica

M0445 MO375+pM U459 |CBH1 Hongo Neosartorya fischeri  |exo aMFpre de S.c

M0456 MO375+pM U495 |CBH1 Hongo Chaetomium exo aMFpre de S.c
thermophilum

M0457 MO375+pM U496 |CBH1 Hongo Aspergillus terreus exo aMFpre de S.c

M0458 MO375+pM U497 |CBH1 Hongo Penicillium exo aMFpre de S.c
chrysogenum

Todas las cepas de la Tabla 8 procedian de la misma cepa precursora MO375 y se transformaron con un vector de
expresion episomal. MO420, MO429, MO445, MO456, MO457 y MO458 se crearon utilizando vectores de levadura
episomales que contenian los genes de celulasa heterdloga indicados en la tabla, cuyos codones estaban
optimizados para la expresion en S. cerevisiae y K. lactis. Las celulasas en MO429, MO445, MO456, MO457 y
MO458 se expresaron bajo el control del promotor y terminador de ENO1 de S. cerevisiae. La CBH1 de T. emersonii
se expreso con su propia secuencia sefal nativa. Como se muestra en la Figura 14, la actividad secretada en Avicel
de la CBH1 consenso fue comparable con la actividad de otras CBHI fingicas expresadas en el mismo vector y en la
misma cepa hospedadora.

Ejemplo 10: comparacion de la actividad celulasa en S. cerevisiae
Las cepas de S. cerevisiae se transformaron con polinucleétidos que codificaban diversas celobiohidrolasas
heterdlogas diferentes y su actividad en PASC y Avicel se evalué como se ha descrito anteriormente. Los resultados

se muestran en la tabla siguiente.

Tabla 9: actividad celobiohidrolasa en S. cerevisiae.

Plasmido |Casete(s) de Expresion Act. (PASC) (mU/gDCW) | Act. (Avicel) (mU/gDCW)
yENO1 ENO1plt 2,6861,1 2,9960,7
MO0265 ENO1 plt-sH.g.cbh1 32,8266,5 34,8562,0
MO0266 ENO1plt-sT.a.cbh1 38,5665,9 38,1564,1
M0247 ENO1plt-sT.e.cbh1 75,60613,1 21,4266,1
MO0248 PGK1p/t-sT.r.cbh2 & ENO1pl/t-sT.e.cbh1 174,3566,5 40,564,9
M0289 PGK1plt-sT.r.cbh2 & ENO1pl/t-sH.g.cbh1 No medida 106,266,8
M0291 PGK1pl/t-sT.r.cbh2 & ENO1p/t-sTa.cbh1 No medida 32,765,7

Ademas, la actividad en Avicel se ensay6 utilizando un ensayo de 96 placas, y los resultados se muestran en la
Figura 14. En la Figura, para cada cepa, la primera barra indica la liberacién de azucar a las 24 horas y la segunda
barra indica la liberacién de azlcar a las 48 horas. Las CBH1 expresadas individualmente, o en combinacién con
CBH2 de T. reesei, mostraron alguna actividad avicel que alcanzé una conversion de avicel del 10 % al cabo de 48
horas. Las combinaciones de CBH1 con CBH2 de C. lucknowense alcanzaron conversiones de avicel mucho mas
altas de aproximadamente 22 % de conversion a las 48 horas en combinacién con la CBH1 de T. emersonii con
CBD unido.

En la Figura 15 se muestran los datos de actividad avicel para las endoglucanasas ensayadas en S. cerevisiae. Los
datos demuestran que entre las EG ensayadas, la EG de C. formosanus demostré la mayor actividad avicel cuando
se expresaba en S. cerevisiae.

Ejemplo 11: cocultivos de cepas de levadura que expresan diferentes celulasas heterélogas producen etanol a partir
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de Avicel

Un cocultivo de diversas cepas de levadura productoras de celulasa también mostré la capacidad de fabricar etanol
a partir de Avicel PH105 en medios YNB (Figura 16). En este experimento se mezclaron 5 cepas que producian
independientemente CBH1 de T. emersonii (M0247), CBH1 de T. aurantiacus (M0266), CBH1 de H. grisea (M0265),
una combinacion de CBH1 de T. emersoniiy de CBH2 de T. reesei (M0248) y una combinacion de EGI de T. reesei
y de BGLI de S. fibuligera (M0244) en la misma proporcion por volumen y después se inocularon al 20 % en
volumen. Cada una de las celulasas expresadas heteroldgamente en cada una de estas cepas se secretd. Los
medios y las condiciones de cultivo eran como se ha descrito anteriormente para los experimentos con Avicel. Los
datos de la Figura 16 demuestran que las celulasas heterdlogas no requieren expresarse en una cepa de levadura
individual para producir etanol a partir de celulosa. En lugar de esto, las cepas de levadura que expresan diferentes
celulasas heterdlogas secretadas pueden cultivarse conjuntamente para producir etanol a partir de celulosa sin la
adicién de ninguna celulasa exdgena.

También se evalué un cocultivo utilizando una combinacion de celulasas diferente. En este conjunto de
experimentos de cocultivo, se cultivaron cuatro cepas de levadura conjuntamente: M0566 (M0424 con delecion
FUR): BGLISf secretada; M0592 (M0449 con delecion FUR): EGICf secretada; M0563 (igual que fur1A
Y294/pMI574): secretada CBH2b Cl y M0567 (al igual que fur1A Y294/pMI529): secretada CBH1Te + CBD. Estas
cepas se cultivaron en liquido YPD durante 3 dias, hasta que el cultivo se saturé para precultivo. En este momento
se utilizaron para inocular experimentos en los que se utilizé avicel (10 %) como sustrato, y las 4 cepas se mezclaron
al mismo volumen antes de la inoculacion.

La Figura 17 demuestra que las cepas cocultivadas pueden producir etanol directamente a partir de avicel sin que se
afiada ninguna enzima celulasa. El cocultivo produce aproximadamente 4 veces mas etanol después de 168 horas
en comparacion con la cepa de control y aproximadamente 3 veces mas que M0288.

Este cocultivo también se utilizé en experimentos de SFS en los que se utilizé el coctel de enzima celulasa
Zoomerasa a 5 cargas diferentes (10 mg de proteina/g de avicel, 7,5 mg/g, 5mg/g y 2,5 mg/g y 0 mg/g) y las cepas
se inocularon al 10 % en volumen.

La Figura 18 presenta los datos sin procesar para la producciéon de etanol a diversas cargas de celulasa por el
cocultivo, M0288 y M0249. La Figura 18A muestra que a todas las cargas de celulasa ensayadas, las cepas
cocultivadas produjeron significativamente mas etanol que un control no productor de celulasa. La Figura 18B
muestra que a todas las cargas de celulasa ensayadas, el cocultivo produjo mas etanol que la cepa previamente
ensayada M0288. La Figura 19 muestra el porcentaje de rendimiento tedrico de etanol que podria obtenerse con
cada uno de estos cultivos después de 168 horas de SFS utilizando diversas cargas de celulasa. Los datos
demuestran que las cepas cocultivadas conseguirian aproximadamente una reduccion de 2 veces en celulasa con
respecto a la cepa de control y aproximadamente una reduccion del 35 % en comparacion con M0288.

Estos datos demuestran que la combinacion de celulasas en este cocultivo es altamente eficaz en la produccion de
etanol.

Ejemplo 12: construccién de una cepa fuerte que utiliza xilosa

La cepa M0509 (designacion de depdsito ATCC , depositada el 23 de noviembre del 2009) es una cepa de
Saccharomyces cerevisiae que combina la capacidad de metabolizar xilosa con la fuerza requerida para fermentar
azucares en presencia de inhibidores de madera dura pretratada. M0509 se cred en un proceso de tres etapas. En
primer lugar, cepas industriales de S. cerevisiae se evaluaron por comparacion para identificar cepas que poseian un
nivel de fuerzal/vigor suficiente para la sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS) de sustratos de madera dura
mixtos pretratados. La cepa M0086, una cepa diploide de cepas de S. cerevisiae, cumplié este primer requisito. En
segundo lugar, M0086 se modificé genéticamente con la capacidad de utilizar xilosa, dando como resultado la cepa
MO0407. En tercer lugar, M0407 se adapté durante varias semanas en un quimiostato que contenia medios con xilosa
con inhibidores de pretratamiento, generando la cepa M0509.

La cepa M0407 se modificé genéticamente a partir de M0O086 para utilizar xilosa. Esta modificacion genética requirio
siete modificaciones genéticas. La modificacion principal fue la expresion funcional del gen de xilosa isomerasa
heterdlogo, XilA, aislado del hongo anaerobio Piromyces sp. E2. Los genes estructurales de S. cerevisiae que
codifican las cinco enzimas implicadas en la conversién de xilulosa en productos intermedios glucoliticos también se
sobreexpresaron: xiluloquinasa, ribulosa 5-fosfato isomerasa, ribulosa 5-fosfato epimerasa, transcetolasa y
transaldolasa. Ademas, el gen GRE3 que codifica la aldosa reductasa se deleciond para minimizar la produccion de
xilitol. Los siete genes modificados se indican en la Figura 39. Las modificaciones genéticas en los locus GRES3,
RKI1, RPE1, TAL1y TKL1 se disefiaron para dejar atras el ADN del vector minimo y sin marcadores antibioticos.
Cada ADN del locus se secuencié para confirmar los resultados esperados. Cada una de las siete modificaciones
genéticas se introdujo secuencialmente en la cepa M0086. La Figura 40 muestra la progresion de las modificaciones
desde la parte superior a la inferior junto con las designaciones para la cepa en cada etapa en el proceso,
comenzando con M0086 y finalizando con M0407
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La delecion de GRE3y la expresion aumentada de RKI1, RPE1, TAL1y TKL1 implica modificaciones de los locus de
S. cerevisiae enddgenos En el caso de GRE3, ambos alelos se delecionaron. Para los otros cuatro locus, solamente
se modificé un unico alelo. Todas las modificaciones de los locus enddgenos requirid el uso de marcadores
antibiéticos seleccionables incluyendo kan' del transposdn de Escherichia coli Tn903 (que confiere resistencia a
G418), nat1 de Streptomyces noursei (que confiere resistencia a clonNAT/nourseotricina) y dsdA de Escherichia coli
(que confiere resistencia a D-serina). Después de la seleccién para una modificacion gendémica deseada, el
marcador antibiético se escindid del genoma utilizando el sistema loxP/cre recombinasa. La cre recombinasa
mantuvo en el plasmido pMU210 que contenia un marcador de resistencia a zeocina. La pérdida de pMU210 asi
como de todos los marcadores antibidticos se ensayd en los medios selectivos apropiados. El genotipificado por
PCR posterior y la secuenciacion de ADN confirmé la retirada de los marcadores antibiéticos de los locus gendmicos
modificados.

La sobreexpresion de RKI1, RPE1, TAL1y TKL1 se consiguio colocando el promotor de la triosa fosfato isomerasa
TPI, de S. cerevisiae, inmediatamente en 5’ de cada una de las cuatro ORF. Para TAL1 y RKI1, se delecionaron
pequefias partes de sus promotores enddgenos. Para impedir la alteracién de las ORF adyacentes y de posibles
elementos reguladores transcripcionales, la introduccién del promotor de TP/ en los locus RPEIy TKL1 se realiz6 de
tal manera que los locus RPE1 y TKL1 se duplicaron con las copias duplicadas de ambos locus que regulaba el
promotor de TPI.

Para reforzar la utilizacion de xilosa de M0407 y aumentar su tolerancia inhibidora al pretratamiento, la cepa se
mantuvo en un quimiostato durante cuatro semanas con las siguientes condiciones secuenciales descritas en la
Tabla 10

Tabla 10: condiciones para mejorar M0407.

Duracion (dias) | Tiempo de Residencia |Medios
5 (22) YPX, 20 g/l xilosa
5 18 YPX, 20 g/l xilosa
7 24 YPX + 25 % de un washate al 30 % MS129 (21,5 g/l xilosa)
14 24 YPX + 75% de un washate al 30 % MS129 (~22 %
equivalentes solidos)

Una alicuota de cultivo del quimiostato adaptado se sembrd en placas en YPXi50 % y nueve colonias “adaptadas” de
MO0407 se exploraron en medios YPDXi (glucosa 100 g/l, xilosa 50 g/l, MS149 pressate al 25 %). M0407 y M0228
(una cepa que utiliza xilosa creada en Mascoma que contiene XIliA y XKS1 en plasmidos) se incluyeron como
controles. A las 24 horas, todas las cepas habia consumido por completo la glucosa. M0407 y M0228 habian
utilizado 30 y 25 g/l de xilosa respectivamente. Las nueve colonias M0407 “adaptadas” habian utilizado mas de 44
g/l de xilosa. La cantidad mas alta de xilosa consumida fue de 48 g/I. Esta cepa se denominé M0509.

La secuenciacion de ADNr 18S se utilizé para confirmar la cepa M0509 como Saccharomyces cerevisiae (Kurtzman
CP y Robnett, CME, FEMS Yeast Research 3 (2003) 417-432). Un fragmento de 1774 pb que abarcaba el ADNr 18S
se amplificd del ADN genémico de M0509 y se solicité su secuenciacion. La secuencia de 1753 pb del ADNr 18S de
MO0509 presenté una coincidencia del 100 % con la secuencia del NCBI de 18S de S. cerevisiae (registro de
nucleétido n.° Z75578).

Dado que la cepa M0509 se obtuvo cultivando M0407 en un quimiostato durante cuatro semanas, la duracién de la
separacion del cultivo de las dos cepas proporciona un medio para evaluar la estabilidad de las modificaciones
modificadas por ingenieria genética. La comparacion de la secuencia de ADN de M0407 y M0509 en los locus
GRE3, RKI1, RPE1, TAL1y TKL1 no mostré cambios. Esto sugiere que las modificaciones genéticas en estos locus
son genéticamente estables, al menos en las condiciones de cultivo utilizadas.

Se utilizé analisis de PCR en tiempo real para estimar el nimero de copias de integraciones del vector XilA/XKS1.
MO0407 tenia aproximadamente 10 copias del vector, mientras que M0509 tenia aproximadamente 20 copias. Esto
sugiere que el nimero de copias del vector XilA/XKS1 puede aumentarse ampliando el cultivo en medios con xilosa.

Para evaluar adicionalmente la estabilidad de las integraciones de XilA/XKS1, M0509 se cultivé durante ~50
generaciones en medios liquidos con glucosa o xilosa como la Unica fuente de carbono. Después de 50
generaciones, se aislé una colonia individual de cada cultivo y se cuantificé el numero de integraciones de XilA/XKS1
y se comparo con la reserva de refrigerador M0509 original. La colonia aislada del cultivo con xilosa tenia ~20 copias
de XilA/XKS1, las mismas que la reserva de refrigerador. La colonia cultivada con glucosa exhibié un ndmero de
copias ligeramente disminuido, ~16.

La ligera disminucion en el nimero de copias de XilA/XKS1 de la colonia con glucosa genera la cuestion del
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comportamiento de la cepa. Para abordar parcialmente esta cuestion, el consumo de xilosa se comparé entre el
aislado con xilosa, el aislado con glucosa y la reserva de refrigerador. Todos los aislados propagados del
refrigerador y con xilosa utilizaron xilosa en 24 horas y produjeron las mismas cantidades de etanol, pero la cepa
propagada con glucosa consumié Unicamente como mucho la mitad de xilosa. Figura 20.

Ejemplo 13: seleccion de una cepa termotolerante, fuerte, que utiliza xilosa

M1105 es capaz de realizar la fermentacion a temperaturas por encima de 40 °C en presencia de acetato 8 g/l.
M1105 se construyd en un fondo de M0509 y es por lo tanto una cepa industrialmente fuerte capaz de convertir tanto
glucosa como xilosa en etanol.

M1105 se aisl6 siguiendo cuatro rondas de seleccidn/adaptacion en un ciclostato como se indica en la Figura 41 y
como se describe a continuacion. La temperatura se elevé de 38 °C a 41 °C durante el curso del experimento.
M1017 (designacion de deposito ATCC , depositada el 23 de noviembre de 2009) se aislé de este primer
proceso de criostato y se confirmd posteriormente mediante PCR del locus GRE3 que era un descendiente de
M0509. M1017 se utilizé para inocular un segundo proceso citostatico utilizando medios YMX (base de nitrégeno de
levadura, xilosa 2 g/l) a 41 °C. M1046 se aislo de este segundo proceso citostatico. A 42 °C en YPX50, M1046 crecio
lentamente incluso con un tiempo de generacion 36 % mas corto que el de M1017. M1080 se aislé de un citostato
inoculado con M1046 y medios YMX a 40 °C. M1080 creci6é con una tasa de crecimiento especifico de 0,22 h' en
YMX a 40 °C. M1105 se aislo de M1080 basandose en la seleccion del citostato utilizando medio YPD2X10+acetato
(glucosa 2 g/l, xilosa 10 g/l, acetato 8 g/I, pH 5,4) a 39 °C.

M1105 creci6 10-20 % mas rapido que M0509 en medio rico a 35 °C. Ademas, M1105 tenia una tolerancia al acetato
aumentada ya que la cepa podia crecer mas rapidamente que sus cepas ancestrales en presencia de acetato.
Figura 21. Aunque las cepas precursoras requirieron glucosa para la tolerancia a acetato a altas temperaturas,
M1105 no requirié glucosa o componentes de medio complejo para crecer en presencia de acetato 7 g/l a pH 5,4.

Para ensayar el comportamiento de fermentacion, M1105 se inoculd a aproximadamente 0,7 g/l DCW en MS419 al
18 % utilizando Zoomerasa/g de materia prima 3,8 mg a 40 °C. M1105 produjo etanol 3,55 % (p/v) a las 168 horas.
La evolucién se presenta en la Figura 22 junto con un proceso similar realizado con M1088 (descrito mas adelante)
para comparacion. Un proceso similar utilizando solo 0,15 g/l DCW para inéculo dio como resultado etanol 2,9 %
(p/v) y alguna acumulacion de azucar durante el experimento. Figura 23.

Ejemplo 14: Adaptacion de una cepa termotolerante, fuerte, que utiliza xilosa

M1254 puede realizar fermentacion a temperaturas por encima de 40 °C en presencia de 12 g/l de acetato,
mostrando una fuerza aumentada con respecto a la cepa termotolerante M1105.

M1254 se aisl6 después de tres rondas de seleccion/adaptacion en un citostato como se indica en la Tabla 11 y en
la Figura 42 y como se describe a continuacion. El primer proceso en citostato se inoculé con M1105. Se utilizd
medio YMX (base de nitrégeno de levadura sin aminoacidos, 20 g/l de xilosa) mas 8 g/l de acetatose a pH 5,5y a
40 °C. M1155 se aislé de este primer proceso en citostato y se utilizé para inocular un segundo citostato que
contenia medio YPD (extracto de levadura, peptona, 20 g/l de glucosa) mas 12 g/l de acetato, a pH 5,4 y a 41 °C.
M1202 se aislo de este segundo proceso de citostato. M1254 se aisld de un tercer proceso de citostato inoculado
tanto con M1155 como con M1202 en medio de base de nitrdgeno de levadura sin aminoacidos + hidrolizado de
MS419 equivalente a 5 % de solidos, a pH 4,8, a 39 °C.

Tabla 11: Condiciones progresivas para generar M1254 a partir de M1105.

Cepa(s) precursora(s) Condicion progresiva Nueva Cepa
M1105 Xilosa minima + acetato 8 g/l, pH 5,5, 40 °C M1155
M1155 Complejo de Glucosa + acetato 12 p/l, pH 5,4, 41 °C M1202
M1155+M1202 Hidrolizado de MS419 equivalente a 5 % de solidos +base de M1254
nitrégeno de levadura sin aminoacidos, pH 4,8, 39 °C

M1254 crece 7,3 + 0,9 % mas rapido que M1202 y 17 + 2,0 % mas rapido que M1155 en hidrolizado de MS419
equivalente a 5 % de sdlidos que es la condicion en la que se selecciond la cepa M1254 Sin embargo, el medio de
fermentacion convencional limita el comportamiento de la fermentacion. Por consiguiente, el uso de esta cepa seria
con concentraciones de amonio mas bajas, tales como fosfato diamonico (DAP) 1,1 g/l o inferior a DAP 3 g/l. La
Figura 24 demuestra la tasa de fermentacion mas alta utilizando la concentracion de DAP mas baja. Las
fermentaciones se realizaron utilizando MS149 al 18 %, celulasa externa 4 mg/g TS, 40 °C, inoculacion de M1254
0,5g/l DCW y pH 5,4. El pH se controlo utilizando hidroxido de potasio 5 M, y con cada suministro de sdlidos se
proporcionaba carbonato de magnesio 1 g/l. Todas las enzimas se cargaron de frente, mientras que los soélidos se
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suministraron a cinco momentos (0, 3, 6, 24 y 48 horas) en suministros del mismo tamario de TS al 3,6 %.
MO1360 se creo a partir de M1254 utilizando las condiciones progresivas descritas en la Tabla 12 siguiente.

Tabla 12: Condiciones para generar M1360 a partir de M1254.

Cepa(s) precursora(s) Condicion progresiva Nueva Cepa
M1254 Complejo con bajo contenido de xilosa + acetato 8 g/l, pH 5,4, 40 °C M1339
M1339 Complejo de xilosa + mezcla de inhibidor sintético (incluyendo acetato M1360
8 g/l), pH 5,4, 40 °C

M1360, aunque aun sustancialmente inhibida por la mezcla de inhibidor sintético, crecia a 40 °C con un tiempo de
generacion de aproximadamente 5 horas. Figura 25. En un medio industrialmente relevante, M1360 puede generar
mas de 60 g/l de etanol a partir de glucosa junto con 5 g/l de peso seco de células en 48 horas a 40 °C comenzando
solo con 60 mg/l de peso seco de células. Figura 26.

Se sabe que la actividad enzimatica aumenta a medida que aumenta la temperatura, y por eso es deseable tener
cepas de S. cerevisiae termotolerantes. La Figura 27 muestra tres SFS equivalentes con soélidos de madera dura
pretratada, PHW, cargados al 18 %. Las reacciones realizadas a 40 °C muestran aproximadamente un 17 % mas de
etanol producido en comparaciéon con la reacciéon de control realizada a 35 °C, cuando ambas reacciones se
realizaron a la misma carga enzimatica externa (4 mg/g). Este comportamiento aumentado representa un ahorro
sustancial del proceso.

Ejemplo 15: expresion de celulasas en una cepa fuerte que utiliza xilosa

M1088 puede secretar tres enzimas celuloliticas distintas: B glucosidasa de S. fibuligera (BGLSf), celobiohidrolasa
2b de C. lucknowense (CBH2b C1) y celobiohidrolasa | de T. emersonii fusionada al dominio de unién de celulosa de
celobiohidrolasa | de T. reesei (CBH1Te + CBDCBH1Tr). EI genoma de M1088 también contiene genes que
codifican polipéptidos que pueden proporcionar resistencia a los siguientes antibidticos: kanamicina, nourseotricina e
higromicina B. El plasmido pMU624, que también esta presente en M1088, contiene un gen que codifica un
polipéptido que puede proporcionar resistencia a ampicilina. Las etapas que se utilizaron para generar M1088 y
MO0963 a partir de M0509 se resumen en la Tabla 13 siguiente.

Tabla 13: cepas utilizadas para generar las cepas M1088 y M0963

Cepa Genotipo Precursor |Descripcion

MO0509 |gre3::loxP/gre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1
RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1+/loxP-PTPI-RPE1
TKL+/loxP-PTPI-TKL  delta::PTPI-xylA  PADH1-

XKS::delta

M0539 |URA-3/ura-3::kanMX gre3::loxPigre3::loxP| M0509 |Una sola copia del gen URA-3 gendmico
TAL1+/10xP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 se deleciondé y se reemplazé con un
RPE1+/loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL casete kanMX. El casete genico KanMX
delta::PTPI-xylA PADH1-XKS::delta proporciona resistencia a kanamicina (un

antibiotico aminoglucosido).

MO0544 |ura-3::kanMXlura-3::kanMX  gre3:loxPI/gre3::loxP| MO0539 ([La segunda copia del gen URA-3

TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 gendmico se deleciond y se reemplazé
RPE1+/loxP-PTPI-RPE1 con un casete kanMX.
TKL+/loxP-PTPI-TKL  delta::PTPI-xylA  PADH1-

XKS::delta

MO0749 |ura-3::kanMXlura-3::kanMX  gre3:iloxPIgre3::loxP| MO0544 [Una sola copia del gen FUR-1 genémico
TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-RK11 se deleciond y reemplazé con un casete
RPE1  +loxP-PTPI-RPE1  TKL+/loxP-PTPI-TKL nat1 de Streptomyces noursei. El casete
delta::PTPI-xylA PADH1-XKS::delta del gen nat1 proporciona resistencia al
(PMU782)fur1::nat antibiotico nourseotricina/clonNAT  (un

antibiotico aminoglucosido).

MO0867 |FUR-1/fur-1::nat ura-3::kanMXlura-3::kanMX| MO0749 [EI plasmido pMU624 se transformé en la
gre3::loxPlgre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 cepa. pMU624 puede replicarse en S.
RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1 +/loxP-PTPI-RPE1 cerevisiae (ori 2 micrometros y URA-3) y
TKL+/loxP-PTPI-TKL  delta::PTPI-xylA  PADH1- E. coli (ori pBMR y gen de resistencia a
XKS::delta (pMU782)fur1::nat; [pMU624] ampicilina: antibiotico beta lactamico).

pMU624 también lleva el gen CBH1 de
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Cepa Genotipo Precursor |Descripcion
T.emersonii+CBDCBH1Tr regulado por el
promotor y terminador ENO1.

MO759 |fur-1::hyglfur-1::nat ura-3::kanMXlura-3::kanMX| MO0867 (La segunda copia del gen FUR-1
gre3::loxPlgre3::loxP TAL 1+/loxP-PTPI- gendmico se deleciond y se reemplazé
TAL1RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1+/loxP-PTPI- con un casete hygMX. El casete del gen
RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI-xylA hygMX codifica una higromicina B
PADH1-XKS::delta (pMU782) furl::nat; [pMU624]; fosfotransferasa que confiere resistencia
(PMU1037) fur1::hyg a higromicina B (un antibiético

aminoglucosido).

M1088 |fur-1::hyglfur-1::nat ura-3::kanMXlura-3::kanMX| MO0759 |[Dos casetes de integracion distintos se
gre3::loxPlgre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 transformaron en la cepa y se integraron
RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1 +/loxP-PTPI-RPE1 multiples copias en el genoma en el sitio
TKL+/loxP-PTPI-TKL  delta::PTPI-xylA  PADH1- delta. Un casete contenia los genes
XKS::delta [pMU624] (pMU1260) delta::PGKprom- celuloliticos BGL de S. fibuligeria y
SfBGL-PGKterm, ENO1prom-TeCBH+TrCBD- CBH2b de C. Iucknowense. El otro
ENO1term (pMU1169) delta::PGKprom-SfBGL- casete contenia los genes celuloliticos
PGKterm, ENO1prom-CICBH2-ENO1term BGL de S. fibuligeria y CBH1 quimérica

de T. emersonii.

MO0963 |fur-1::hyglfur-1::nat ura-3::kanMXlura-3::kanMX| MO0759 [EI ADN lineal de los 4 plasmidos

TAL1+/loxP-PTPI-TAL1
RPE1+/loxP-PTPI-RPE1
delta::PTPl-xylA  PADH1-

gre3::loxPlgre3::loxP
RKI1+/loxP-PTPI-RKI1
TKL+/loxP-PTPI-TKL

mostrados se transformé en M0759. 24
de las colonias resultantes se cultivaron
después en pases durante una semana

XKS::delta en medio YPD que contenian zeocina a
bajo nivel (50 ug/ml) y se sometid a
ensayo. La cepa resultante M0963 fue la
mejor de las

(pPMU782)  fur1:nat; [pMU624]; (pMU1037) encontradas en el ensayo con avicel.

fur1:hyg; (pMU755) delta:ZeoMX, ENO1prom-

TeCBH1w/TrCBD-ENO1term; (pPMU809)
delta::ZeoMX, ENO1prom-C1CBH2b-ENO1term;
(PMUG63) delta::ZeoMX, ENO1prom-CfEG-
ENO1term; (pMU864) delta::ZeoMX, ENO1prom-
SfBGL-ENO1term

Ejemplo 16: seleccion de una endogluconasa para la expresion en una cepa fuerte que utiliza xilosa

Las endoglucanasas aumentan la actividad de las celobiohidrolasas, y por lo tanto, se investigd la capacidad de
endoglucanasas de 5 familias para complementar la CBH1 y CBH2 previamente identificadas. Se seleccionaron
cinco endoglucanas de cinco familias y se clonaron y clonaron bajo el control del promotor/terminador ENO1
utilizando el plasmido de expresién pRDH122 como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14: endoglucanasas de 5 familias expresadas en S. cerevisiae.

Organismo y gen: Domino del|Plasmido de|Tamafio tedrico de la
Médulo de Unidn|expresion: enzima Da*
a Celulosa, MUC:

Aspergillus kawachii egA MUC1 C terminal |pRDH145 55034,58

Heterodera schachtii eng1 MUC2 C terminal |pRDH146 43739,46

Hypocrea jecorina (anamorfo: Trichoderma|MUC1 N terminal |pRDH147 44226,91

reesei) eg2

Orpinomyces sp.PC-2 celB MUC10 2x C|pRDH148 53103,40
terminal

Irpex lacteus en1 MUC1 N terminal |pRDH149 42357,15

Todos los plasmidos que expresaban las 5 nuevas celulasas de tipo EG2 se transformaron en Y294 (una cepa de
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laboratorio) y en M0749 (una cepa fuerte que utiliza xilosa; descrita anteriormente) y los transformantes se
confirmaron por PCR. La Figura 28 muestra diversas de las cepas M0749 que se aplicaron en placas con Soh
que contenian 0,2 % de cualquera de CMC o liquenina o -glucano de cebada. Como puede observarse en la figura
28, la cepa de referencia M0749 produjo pequefias zonas en las placas que contenian CMC. Las dos cepas basadas
en pMU471 (EG de Coptotermes formosanus) y en pRDH147, produjeron zonas aclaradas muy buenas en todos los
sustratos ensayados.

Junto con la cepa de referencia y una cepa que expresaba la EG de Coptotermes formosanus (pMU471), las cinco
cepas que expresaban eg2 se ensayaron con respecto a la hidrdlisis en avicel y en PASC mientras que las cepas
que expresaban cbh2 se ensayaron con respecto a la actividad en avicel. Las cepas se cultivaron en medio ScURA
de doble fuerza (YNB 3,4 g/I; grupo con pérdida de aminoacidos 3 g/l sin uracilo; sulfato de amonio 10 g/l, glucosa
20 g/l) que se tampond a un pH de 6 (acido succinico 20 g/l, NaOH 12 g/, pH ajustado a 6 con NaOH). Durante 3
dias crecieron cultivos en matraces Erlenmeyer de 125 ml a 30 °C. Se inocularon tres matraces de cada cepa.
Después de la incubacion, se extrajeron muestras para realizar analisis en gel y medir la actividad. Después de la
centrifugacion de las muestras, se extrajeron 12 yl de cada una de ellas, se afiadieron a 5 yl de tampén de carga de
proteina y se hirvieron durante 5 minutos. A continuacion las muestras se cargaron en un SDS-PAGE al 10 % y se
separaron, seguido por tincion de plata. Los resultados se muestran en la Figura 29. No todas las cepas produjeron
bandas visibles en el intervalo de tamario esperado. La EG de C.f. aparecié como una banda de aproximadamente
55 kDa como anteriormente se observa pero la banda producida por M0749 parecia ser ligeramente mas grande que
la producida por Y294. No se observaron bandas para los productos de engl de H. schachtii, celB de Orpinomyces o
en1 de L. lacteus. La EG2 de H. jecorina producida por Y294 y M0749 fue visible como bandas de ~57 kDa. El
aumento de peso comparado con el tamafio previsto de 44 kDa puede representar hiperglicosilacion. La EGA de A.
kawachii producida por Y294 fue visible como una banda de ~42 kDa. Sin embargo, la EGA de A. kawachii
producida por M0749 fue claramente visible como una banda de ~120 kDa. El peso extra puede significar
hiperglucosilacion.

Todas las cepas se ensayaron con respecto a su actividad utilizando el método de conversion de avicel de alto
rendimiento como se ha descrito anteriormente. Las cepas que expresaban endoglucanasas también se ensayaron
con respecto a su actividad en PASC. El DNS utilizado para el procedimiento del ensayo, contenia fenol que, de
acuerdo con la bibliografia, produce mayor sensibilidad. En la Figura 30 pueden observarse datos de actividad.

La cepa M0749, que expresaba la eg2 de H.j. (PRDH147), produjo los niveles mas altos de actividad secretada
medidos en PASC o avicel de las EG2 sometidas a ensayo. La actividad de esta enzima fue mayor en PASC y en
avicel que la EG de C.f. (pMU471). La EGA de A.k. sintética (pPRDH145) también produjo actividad apreciable en
ambos sustratos. Parece que este producto ha sido producido a niveles mas altos en M0749 que en Y294 y rindieron
mayor actividad que la EG de C.f. en avicel y PASC cuando se producia en esta cepa.

Ejemplo 17: expresion de una endogluconasa en levadura fuerte que utiliza xilosa

Se crearon varias cepas para ensayar el impacto de la coexpresion de EG2Tr con las CBH en un fondo de cepa
fuerte que utilizaba xilosa. M1088 se transformd con una construccion para integrar la EG2 Tr en el locus de ADNr
utilizando el gen Sh-ble como marcador (pMU1409). Se realiz6 una transformacioén similar, pero integrando la CBH1
de Te con el CBD de Tr para aumentar el nimero de copias de ese gen. Se cultivaron 43 transformantes de ambas
transformaciones junto con cultivos M1088 por duplicado en YPD que contenia zeocina 20 ug/ml y se realiz6 el
ensayo con avicel. La Figura 31 muestra los resultados de estos ensayos. Los datos muestran que una gran
proporcion de cepas transformadas con la construccion EG2Tr tenian una capacidad de conversion de avicel
significativamente aumentada, mientras que los transformantes con copias adicionales de CBH1Te con CBDTr solo
tenian mejoras insignificantes en hidrdlisis con avicel.

De las cepas ensayadas, se seleccionaron los 9 candidatos superiores y resembraron en estrias para obtener
colonias individuales. Estas colonias individuales se cultivaron después en YPD con 2 transferencias que
correspondian a un total de 18 generaciones. La transferencia final (los datos de los pases se observan en la Figura
32) se comparo6 con el primer cultivo en YPD (los datos originales se observan en la Figura 32). Los datos confirman
que habia un aumento de ~50 % en cuanto a la capacidad del sobrenadante de levadura para convertir avicel
cuando se sobreexpresaba la EG2 de Tr.

Ademas, la cepa M1403, que contenia los genes heterélogos que codifican la BGL de S. fibuligera (BGLSf), la
celobiohidrolasa 2b de C. lucknowense (CBH2BC1), la celobiohidrolasa | de T. emersonii fusionada con el dominio
de unién a celulosa de la celobiohidrolasa | de T. reesei (CBH1Te + CBDCBH1Tr) y la eng?1 de Heterodera schachtii,
se produjo en el fondo M1254. La cepa M1284, que contenia los genes heterélogos que codifican las mismas cuatro
celulasas, se produjo en el fondo M0509. Las cepas M1284 y M1403 se describen con mas detalle en la Tabla 15.
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Tabla 15: cepas de levaduras que expresan endogluconasa.

Cepa Genotipo Precursor |Descripcion

M1403 | (pMU1339) delta::MET3prom-SfBGL-PGKterm, ENO71prom-| M1254 |Casetes de ADN lineales
TeCBH1+TrCBD-ENO1term  (pMU1260)  delta::PGKprom- creados por digestiones de
SfBGL-PGKterm, ENO1prom-TeCBH+TrCBD-ENO1term restriccion de plasmidos se
(pMU1169)  delta::PGKprom-SfBGL-PGKterm, =~ ENO1prom- integraron en multiples copias
CICBH2-ENO1term (pMU1409) rDNA::ZeoMX, ENO1prom- en el genoma en los sitios
HJEG2-ENO1term Ty1 delta y en sitios de ADNr.

M0991 |gre3::loxPigre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-| MO0509 |Una sola copia del gen LEU-2
RKI1 RPE1 +/loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL gendmico se deleciond y se
delta::PTPI-xylA PTPI-XKS LEUZ2/leu2D::hph reemplazé6 con un casete

hygMX.

M0992 |gre3::loxPigre3::loxP  TAL1+/loxP-PTPI-TAL1  RKI1+/loxP-| M0991 |La segunda copia del gen
PTPI-RK11 RPE1 +loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL LEU-2 gendmico se deleciono
delta::PTPI-xylA PTPI-XKS leu2D::hphl leu2D::nat y reemplazé con un casete

nat1 de Streptomyces
noursei.

M1162 |gre3::loxPigre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-| M0992 |Un casete de ADN lineal
RKI1 RPE1+loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI creado por digestiones de
xylA PTPI-XKS leu2D::hphl leu2D::nat (pMU1379) delta::leu2- restriccion  del  plasmido
19, ENO1prom-TeCBH+TrCBD-ENQI term pMU1379 se integr6 en

multiples copias en el
genoma en los sitios Ty1

delta.

M1284 |gre3::loxPigre3::loxP TALI+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-| M1162 |Casetes de ADN lineales
RKI1 RPE1+loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL creados por digestiones de
delta::PTPI-xylA PTPI-XKS leu2D::hphl leu2D::nat (pMU1379) restriccion de los plasmidos
delta::leu2-19, ENO1prom-TeCBH+TrCBD-ENO1term pMLT1169 y pMU1409 se
(pMU1169)  delta::PGKprom-SfBGL-PGKterm, =~ ENO1prom- integraron en multiples copias
CICBH2-ENO1term  (pMU1409)rDNA::ZeoMX, = ENO1prom- en el genoma en los sitios
HJEG2-ENO1term Ty1 delta y en sitios de ADNr.

Ejemplo 18: Conversion de sustratos lignocelulésicos mediante cepas de levadura CBP

La expresion de celulasas en levaduras, particularmente CBH1 (CBH1 de T. emersonii con el CBD de T. reesei
unido), CBH2 (CBH2b de C. lucknowense), EG2 (EG2 de T. reesei) y BGL (BGL de S. fibuligera) reduce
drasticamente la necesidad de afiadir externamente enzimas durante la conversion enzimatica de lignocelulosa a
etanol. Para ensayar el efecto de sobreexpresion de estas enzimas, se construyeron diversas cepas y se ensayaron
en diversos sustratos.

La Figura 33 presenta datos de una fermentacion con BPC (bioprocesamiento consolidado) en lodo de papel
mediante una cepa hospedadora de S. cerevisiae termotolerante modificada por ingenieria genética (cepa
precursora M1254, derivado celulolitico M1403). Los datos para M1254 en solitario demuestran que se requiere la
adicion de celulasa (es decir, zoomerasa) para la produccion de etanol a partir de lodo de papel. Los datos para
M1430 donde no se afiadia celulasa externa (cuadrados color naranja), demuestran que esta cepa puede convertir
una fraccion sustancial (~80 %) del sustrato “convertible” debido a sus celulasas expresadas. Las fermentaciones
con celulasa externa adicional afiadida a la cepa M1403, demuestran el extremo potencial de conversién enzimatica
para el sustrato de lodo de papel. Inspecciones visuales demuestran que la cepa sin BPC no pudo licuar el sustrato,
mientras que si podia la cepa con BPC.

Ademas, la cepa M1179 con BPC, que expresaba CBH1, CBH2, EG2 y BGL, podia convertir lodo de papel a un
mayor grado sin enzima celulasa afiadida. Figura 34. En esta reaccion, la cepa de control M0509, fabrico solamente
una pequeia cantidad de etanol durante esta reaccién. Los datos también muestran que M1179 puede convertir este
material cuando se carga a una densidad celular mas baja (1 g/l) a diferencia de cuando se carga una densidad
celular mas alta (10 g/l) utilizada en otras reacciones. Esto implica que la cepa puede cultivarse y producir celulasa
durante los experimentos de fermentacion.

La madera dura pretratada (PHW) también puede convertirse por cepas mediante BPC. La Figura 35 muestra el
efecto del uso de una cepa que expresa celulasa (M0963) en comparacién con una cepa de control que no expresa
celulasa (M0509) durante la fermentacion de PHW. La comparacién demuestra que la cepa con BPC puede obtener
la misma produccidon de etanol a partir de PHW cuando solamente se cargan 2mg/g de enzima externa en
comparacion con cuando se cargan 4 mg/g de M0509 en el proceso. Esta doble reduccion en cuanto a la necesidad
de enzima externa representa un gran potencial de reduccion de costes en el proceso.

Las cepas de BPC pueden producir también altas cantidades de etanol a partir de PHW. La Figura 36 muestra que
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una fermentacion de sélidos lavados al 30 % puede generar cantidades de etanol de hasta aproximadamente 70 g/l
con carga minima externa de enzima de 4 mg/g y un inéculo celular relativamente bajo (2 g/l). La capacidad del
cultivo de densidad celular baja para alcanzar eventualmente y pasar el cultivo de densidad celular alta indica que la
cepa crece y continda elaborando enzima durante la fermentacion.

Ademas de la PHW, el forraje de maiz se ha implicado como un buen sustrato para la conversién a etanol mediante
una sacarificacion enzimatica. La Figura 37 demuestra que el forraje de maiz pretratado puede convertirse bien
mediante cepas de levadura con BPC. En este experimento, la cepa con BPC pudo convertir aproximadamente el
82 % de lo que podia convertirse con una carga enzimatica alta (15 FPU, o aproximadamente 20 mg/g). La cepa sin
BPC fabrico aproximadamente 60 % de etanol en comparacion con lo que pudo conseguir la cepa con CBP.

Ejemplo 19: comparacion de celulasas CBH1

Para proporcionar datos adicionales sobre los niveles de expresion de diferentes enzimas CBH1, se cultivaron cepas
seleccionadas en medio YPD y se ensayaron las actividades en MULac y Avicel. Se estudiaron los dos
transformantes Y294 y M0749 y los resultados se muestran en la Figura 38.

Adicionalmente la invencion se describe mas adelante en las reivindicaciones.
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<211> 1590

<212> ADN

<213> Humicola grisea

<400> 1
gaattcatga gaacegcectaa gttegotace ttggetgect tggttgecte tgetgetget €0
caacaagect gttocttgac tactgaacgt cacccatett tgtottggaa caagtgtact 120
getggtggte aatgtcaaac tgtecaagee tcoccatcactt tggactetaa ttggagatgg 180
acccaccaag tctctgghtag tactaactgt tacaccggta ataagtggga cacttctatt 240
tgtactgacg ctaagtcttg tgeoctcaaaat tgttgtgttg atggtgetga ttacacctec 300
acttatggta ttaccaccaa cggtgactct ttgtccttga agttcgttac taaaggtcaa 360
cattccacca acgtcggttc tagaacctac ttaatggacg gtgaagacaa gtaccaaacc 420
ttegaattgt tgggtaatga atttaccotte gatgtegaty tgtetaacat cggttgtagt 480
ttgaacgaty ctttatactt cgtitctatyg gacgecgacy gtggtttgte tegttaccea 540
ggtaataagg ctggtgocaa gtatggtace ggttactgtyg atgetcaatg cecaagagac 600
attaagttca tcaacggtga agctaacatt gaaggttgga ctggttctac caacgaccca 660
aacgctggeg ccggtagata cggtacctgt tgttccgaaa tggacatttg ggaagcocaac 720
aacatggcta ctgcttttac tccacaccca tgtaccatca ttggtcaate cagatgtgaa 780
ggtgactect gtggeggtac ctactccaac gaaagatacyg ctggtgtttg tgatccagac 840
ggttgtgact tcaactecta cagacaaggt aacaagactt tetatggtaa gggtatgact 300
gtegatacdea coaagaagat cacegtogte acccaattet tgaaggacge taacggtgat 960
ttaggtgaaa ttaaaagatt ctacgtccaa gatggtaaga tcatcccaaa ctcotgaatet 1020
accattccag gtgttgaagyg taattccatec actcaagact ggtgtgacag acaaaaggtt 1080
gccttecggty atattgacga cttcaacaga aagggtggta tgaagcaaat gggtaagget 11440
ttggeegate caatggtett ggttatgtet atttgggacy ateacgette caacatgttg 1200
tggttggact ceoacctteee agttgatget gotggtaage caggtgecga aagagatgct 1260
tgtecaacta cttecggtgt cocagotgaa gtigaagecyg aagetceaaa ttotaacgtt 1320
gtcttctecta acatcagatt cggtccaatc ggttccacag tegetggttt gecaggtget 1380
ggtaatggtyg gtaataacgg tggtaaccca ccaccaccaa ccactaccac ttecttctgec 14440
ccagctacta ccaccaccge ttotgectggt ccaaaggetg gtagatggca acaatgtggt 1500
ggtattggtt tcaccggtes aacccaatgt gaagaaceat acatetgtae caagttgaac 1560
gactggtact ctcaatgttt ataactcogag 1590

<210>2

<211> 1383

<212> ADN

<213> Thermoascus aurantiacus
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<400> 2

<210>3

gaattcatgt
gaagccggta
ggtggttctt
cacactacct

ccagacgacyg

tacggtgtea
aagaacateg
ttgttgggtce
ggtgectttgt
aaggccggtg
ttcattaacg
ggtgtcggta
tocaccgacy
gattgtggtg
gatttcaacc
acttcttcta
accctaactg
agcaccattt
gcecgectttg
ttggetcaag
tggttggatt
acttgtccaa
gttatctact

gag

<211> 1380
<212> ADN
<213> Talaromyces emersonii

<400> 3

accaaagage
ctgtcaccge
gtactactca
ccggttacac

ttacctgtge

ctacctectgg
gttetagatt
aagagttcac
acttcgttge
ccaagtacgg
gtcaagctaa
atcacggtte
teactecaca
gtacctacte
cataccaacc
agttcactgt
aaattaagag
ceggtgttac
acaacacecgg
gtatggtttt
ctacttacec
ccacttctgg

ctaacatcaa

ES 2621 181 T3

tectattgtte
cgaaaaccac
aaacgggaag
caactgttac

tcaaaactgt

caacgcgttg
gtacttgttg
tttcgacgtt
tatggacgcee
taccggttac
cgtocgaaggt
ctectgtget
tccatgtgat
ttecactaga
aggtaaccac
tgtcactcaa
attctacgte
cggtaactec
tttattecace
ggtcatgtec
aactgacgct

tgttccagct

ggtgggtcca

teecttettet
ccatccttga
gttgttattg
actggtaaca

getttggacg

agattgaact
caagacgata
gatgtttcea
gacggtaact
tgtgattctce
tggcaaccat
gaaatggacg
accecaggte
tacgetggta
tctttctacyg
ttcattaceg
caaaacggta
atcaccactg
catggtggtt
ttgtgggaty
gatccagaca
gacgtcgaat

attaactcca

92

tggeoegecge
cttggcaaca
acgctaactg
cttgggatac

gtgctgacta

tcgteaccea
ctacttacea
acttgecettg
tatccaagta
aatgtccaag
ctgctaacga
tttgggaage
aaaccatgtyg
cctgtgacac
gtccaggtaa
acgatggtac
aagtcattcc
aatactgtac
tgcaaaagat
adecacgetga
coccaggtgt
ctcaaaacce

cctteoactge

tagagetceat
atgttcctect
gagatgggtt
ttccatctgt

cteoeggtact

atcttetggt
aatcttecaag
tggtttgaac
cccaggtaac
agacctaaaa
tccaaacgec
taactetate
tcaaggtgat
cgacggttgt
gattgtcgat
cccatctggt
acaatccgaa
cgctcaaaag
ttetcaagee
taacatgttg
tgctagaggt
taactcttac

taactaacte

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

300

260

1020

1080

1140

1200

12460

1320

1380

1383



<210> 4
<211> 1

gaattcatgce
caacaagceg
goctocaggtt
gtccacgacyg
tgtcecagacg
acttacggtg
gteggtteea
aacagagaat

ctatacttcg

ggtgccaaat
gatggtgaag
ggtgaccacg
gocgtecacte
ggtggtactt
aatccataca
aagccattea
tcecgaaatea
atetetggtg
ttcggtgaca
caacaaggta
ttggactccg
tgtcecaactg

acttacteoca

392

<212> ADN
<213> Talaromyces emersonii

<400> 4

taagaagagce
gtaccgectac
cttgtaccac
tcaacggtta
acgaaacttg
ttaccteocte
gattgtattt
tttetttega

ttgctatgga

acggtactgyg
ctaatgtcga
gttettgetg
cacacccatyg
actctaacga
gaatgggtaa
ctgttgteac
agagatteta
tecactggtaa
ccgacgactt
tggttttggt
attacccaac
actctggtgt

acattaaatt
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tttactattg
tgectgaaaac
ccaaaacggt
cactaactgt
cgctcaaaac
tggttecttee
gttgcaagat
cgtegatgtg

cgctgatggt

ttactgtgac
aggttggcaa
tgccgaaatyg
tgacactcca
tagatacgct
cacttccttt
ccaattettg
catceaaaac
ctecattace
ctctcaacac
catgtctttg
cgatgccgac
tocatcetgac

ecggtecaate

agctcttetyg
cacccteeat
gctgtogtet
tacaccggta
tgtgecttgg
ttgaagttga
gactceactt
tecaacttge

ggtgtttcca

tctecaatgte
ccatctteta
gacgtttggy
ggtcaaacta
ggtacctgty
tacggtccag
accgacgatg
tetaacgtea
accogaatttt
ggtggtttgg
tgggacgact
ccaaccacce
gtegaatece

aactcocactt

93

ctatettgge
tgacctggea
tggacgctaa
acacctggga
acggtgctga
acttegtecac
accaaatctt
cttgtggttt

agtacccaaa

cacgtgactt
acaacgctaa
aagceaacte
tgtgttccgg
atccagacygg
gcaagatcat
gtactgatac
toecacaaee
gtacegecca
ctaagatggg
acgctgctca
ctggtatcgc
aatctcoecaaa

tcactgette

cgttaagget
agaatgtace
ctggagatgg
cccaacttac
ctacgaaggt
tggttctaac
caagttgttg
gaacggtgcet

caacaaggct

gaagtttatt
cactggecatce
catttecaac
cgatgactgt
ttgcgacttc
cgacactact
cggtactttg
aaattecgac
aaagcaaget
tgctgctatg
aatgttgtgg
tagaggtacc
ctectacgte

ttaactegag

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

T80

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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gaattcatgec gtaacttgtt ggecttgget ccagcegett tgttggttgg tgectgecgaa 60
gctcaacaat ccttgtgggg tcaatgcoggt ggttcocteoct ggactggtge aacttcoetgt 120
gccgetggtg ccacctgtte caccattaac ccatactacg ctcaatgtgt tcocagccact 180
gccactccaa ctaccttgac taccaccact aagccaacct ccaccggtgg tgctgotcca 240
accactecac caccaactac taccggtact accacetete cagtegtcac cagacctgee 300
tcegecteoceg gtaatecatt cgaaggttat caattgtacg ctaaccetta ctacgettet 360
gaagtcattt cettggectat cccatctttg agectcegagt tggteccaaa ggectecgaa 420
gttgctaagg tcccttcatt tgtcectggtta gatcaagetg ccaaggttec atctatgggt 480
gattacttga aggatattca atctcaaaac gctgcectggtg ctgatccacc aatcgocceggt 540
attttcgttg tttacgattt gccagataga gactgtgeccg ccgetgettc taacggtgaa 600
ttttetateg cecaacaacgg tgteogettta tacaaacaat atategattce cattagagaa 660
caattaacca cttactcecga cgtccatacce atcttggtta tcgaaccaga ctetttgget 720
aacgttgtea ctaacttgaa cgttecaaaa tgtgctaacg cteaagatge ttacttggaa 780
tgtatcaact acgctattac ccaattggac ttgccaaacyg ttgctatgta cttggacgek 840
ggtcacgceqg gttggttggg ttggcaagee aacttggece cagetgetea attatteget 500
tcetgtttaca agaacgecte ttececagee tetgttagag gtttggetac caacgtgget 960
aactacaacg cetggtceat ttcetagatgt ceatcctaca eteaaggtga cgetaactgt 1020
gatgaagaag attacgttaa cgctttgggt ccattgttcc aagaacaagg tttcccaget 1080
tacttcatca tcgacacttc ccgtaacggt gtcagaccaa ctaagcaatc tcaatggggh 1140
gactggtgta acgttattgg taccggtttc ggtgttagac caaccaccga cactggtaac 1200
ccattggaaqg acgetttegt ttgggtcaag ccaggtggtg aatcegacgg tacctcecaac 1260
actactagec cacgttacga ttaccactgt ggtttgtetg acgetttgea accagetceca 1320
gaagetggta cetggtteca agectactte gaacaattgt tgactaacge caacccattg 1380
ttctaactecg ag 1392

<210>5

<211> 1449

<212> ADN

<213> Chrysosporium lucknowense

<400> 5

94
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atggccaaga
atcgaagaga
ggcccaacat
tgoecttocaa
agatccacaa
accoctceecac
agttattccg
gaggttcaca
gtagcagaag
gtacagactt
gecocaattag
gaattttcca
aaacacatca
gctaatatgg
gagetaacey
geeggtcatg
getggaatet

gcaaattaca

tacgatgaga
gccagattca
ggagattggt
cacgagctag
gacacgagty
cccgaggety

ccattctaa

<210> 6

<211> 1551
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cbh1 de T.emersonni con CBD

<400> 6

agttgttcat
gacaaaattyg
gttgtgette
actoccaggt
gtacctette
ccgtatcaag
gcaatccttt
accttgcaat
tecectagttt
tatetecaggt
tagtctatga
tcgcaaatgy
ttgagtattc
ttaccaacat
tatatgeatt
ceggatggtt
acaacgacge

acgcttggtce

aacattacat
tecgtggatac
gtaacgtcaa
tegacgettt
¢tgeaagata

gacaatggtt
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tacecgotgeeo
cggagecgte
tggetcaacy
gacttettea
tageacaace
toctgtcacyg
ctctggagtg
tecttotatg
ccaatggett
tagagetttyg
cttgecagat
cggagectgea
tgatattaga
gaatgtagcc
aaaacaactg
gggctggect
cggaaagecc

aattgctagt

agaagcattt
cggtagaaac
gggaaccgyge
tgtatgggtt
cgattaccac

ccaggettat

ttagctgceoy
tggacacagt
tgegtggeac
acaaccccca
agaagtgget
agtatcoctg
agattatttg
acgggaacce
gacagaaacg
aataaggeeg
agagactgtg
aactatagat
ataatccttg
aagtgttcta
aatctaccta
gcaaatatce
getgecgtta

gecoccttctt

tcocccattgt
ggcaaacaac
ttocggegtca
aagecaggtyg
tgtggtetgt

tttgaacaat
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cagtgeocttge
gcggaggcaa
agaacgagtg
gctcaacgta
catecteate
gcggagecaac
caaacgacta
tagcegecaaa
ttacaataga
gtgccaacea
ctgeegeage
catacattga
tgattgaacc
acgcagcttc
acgttgetat
aaccegeage
gaggettage

atacctcace

taaactccge
caactggaca
ggcctacgge
gcegaaagbga
ccgacgettt

tgttaacgaa

tgcaccagtyg

cggctggcaa
gtatteceag
tactteacag
tagcagtacyg
ctcaacagcce
ttatagatca
ggecttecgeo
tacacttatg
accttatget
ttctaatggt
tgcaataaga
agactccatg
cacataccat
gtacttagat
tgaattgtte
cacaaatgtt

aaatcctaac

tggattcecct
acaacaatgg
aaacaccgga
cggaacaagt
acageccgec

cgcaaatcca

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

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440

1449
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atgctaagaa gagctttact attgagctct tectgctatct tggccgttaa ggctcaacaa 80
goccggtacceg ctactgcectga aaaccaccct ccattgacct ggcaagaatg taccgctcca 120
ggttcttgta ccacccaaaa cggtgotgte gtottggacg ctaactggag atgggtocac 180
gacgtcaacg gttacactaa ctgttacacce ggtaacacct gggacccaac ttactgtcoca 240
gacgacgaaa c¢ttgegetca aaactgtgee ttggacggtyg ctgactacga aggtacttac 300
ggtgttacet cotetggtte tteocttgaag ttgaactteg tcactggtte taacgteggt 360
tccagattgt atttgttgca agatgactcec acttaccaaa tcttcaagtt gttgaacaga 420
gaattttctt tcgacgtcga tgtgtccaac ttgecttgtg gtttgaacgg tgctctatac 480
ttegttgeota tggacgetga tggtggtgtt tccaagtacc caaacaacaa ggotggtgec 540
aaatacggta ctggttactg tgactcetcaa tgteocacgtyg acttgaagtt tattgatggt 600
gaagctaatg tcgaaggttyg geaaccatet tetaacaacyg ctaacactgg catceggtgac 660
cacggttett getgtgecga aatggacgtt tgggaageca actocattte caacgecegte 720
actccacacc catgtgacac tccaggtcaa actatgtgtt cocggcgatga ctgtggtggt 780
acttactcta acgatagata cgctggtacc tgtgatccag acggttgcga cttcaatcca 840
tacagaatgg gtaacacttc cttttacggt ccaggcaaga tcatcgacac tactaagcca 800
tteactgttg tcacccaatt cttgacegac gatggtactg ataceggtac tttgtecgaa 960
atcaagagat tctacatceca aaactctaac gteatcoccac aaccaaattce cgacatcetet 1020
ggtgtcactyg gtaactccat taccaccgaa ttttgtaceg cccaaaagea agettteggt 1080
gacaccgacg acttctctca acacggtggt ttggctaaga tgggtgetge tatgcaacaa 1140
ggtatggttt tggtcatgtc tttgtgggac gactacgctg ctcaaatgtt gtggttggac 1200
tccgattace caaccgatge cgacccaacc acccctggta togectagagg tacctgtcca 1280
actgactctg gtgttccate tgacgtcgaa tcoccaatctce caaactcocta cgtcacttac 1320
tccaacatta aattcggtcc aatcaactcc actttcactg cttctaaccc tccaggtggt 1380
aacagaggta c¢taccactae tegtaggeca getactacaa ctggttotte cocaggecoca 1440
acccaatcoe actacggtca atgtggtggt ateggttact ctggtecaac egtetgtget 1500
tetggtacta cctgtcaagt tttaaaccca tactactete aatgtttgta g 1551

<210>7

<211> 1608

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 7

96



ES 2621 181 T3

atggtctect teaccteoect geotggeoegge gttgeoegeta teotctggtgt cetageagee 60
cctgecgeag aagttgaace tgtcogragtt gagaaacgtg aggccgaage agaagetcaa 120
tceogettgta coctacaatec cgaaactcac ccaccattga cctggcaaaa gtgttcetage 180
ggtggaactt gtactcaaca aactggttct gttgttatcg acgctaactg gagatggaca 240
cacgecacta actcttctac caactgttac gacggtaaca cttggtcttc cactttatgt 300
ccagataacg aaacttgtge taagaattge tgtttggacg gtgcegecta cgettetace 360
tacggtgtta cecacctcegg taactcettg tetattggtt tegteactea atcegetceaa 420
aagaacgttg gtgctagatt gtacttgatg gettctgaca ctacttatca agaatttact 480
ttgttgggta acgaattttc tttcgatgtt gacgtttccc aattgccatg tggcecttgaac 540
ggtgetttgt actttgteotce tatggatget gacggtggtg tttcoctaagta cccaactaac 600
actgecggtg ctaagtacgg tactggttac tgtgattctce aatgtcecacg tgacttgaag 660
ttecattaacyg gtcaagccaa cgtcgaaggt tgggaaccat cctccaacaa cgectaacace 720
ggtatcggtg gtcacggtte ctgttgttec gaaatggaca tctgggaage taacagtatt 780
tctgaagett tgacaccaca cceatgeacce actgteggte aagaaatttg tgaaggtgat 840
ggatgtggtg gaacctactc tgataacaga tacggbggta cttgtgaccc agacggttgt S00
gactggaacc catacagatt gggtaacact tctttctatg gtccaggttc ttetttcacc S60
ttggatacca ccaagaagtt gactgttgtt acccaattcg aaacttctgg tgctatcaac 1020
agatactacqg ttcaaaacqgqg tgtcacettce caacaaccaa acgotgaatt gggttettac 1080
tetggtaatg aattgaacga cgactactgt accgetgaag aagotgaatt tggtggttee 1140
tetttetecg acaagggtgg tttgacecaa ttcaagaagg ctacetecgg tggtatggtt 1200
ttggttatgt ccttgtggga tgattactac gcaaacatgt tatggttaga cagtacttac 1260
ccaactaacg aaacctcctc tactccaggt gctgtcagag gttcctgtitc tacctctict 1320
ggtgttccag ctcaagttga atctcaatct ccaaacgcta aggtcacttt ctccaacatc 1380
aagttcggtc caatcggttc cactggtaat ccatctggtg gaaaccctcc aggtggtaac 1440
agaggtacta ccactactcg taggccagct actacaactg gticttcoccc aggcccaacc 1500
caatececact acggtecaatg tggtggtate ggttactetg gtecaacegt ctgtgettet 1560
ggtactacet gtcaagtttt aaacecatac tactetcaat gtttgtaa 1608

<210> 8

<211> 1479

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 8

97
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atggtcteoct tcacctocet getggocgge ghtgcoccgota tetetggtgt cctageagec 6Q
cctgeocogeag aagttgaacce tgtogeaghbt gagaaacgtg aggccgaage agaagetgtce 120
ccattagaag aaagacaagc ctgctoctct gtttggggtc aatgtggtgg tcaaaactgg 1840
tetggtecaa cttgttgtge tteceggttet acctghtgttt actecaacga ctactattee 240
caatgttitge caggtgetge ttectetteoe tottecaacta gagetgette tacaacttet 300
agggtoetece caaccactte cagatcctet tetgetacte caccaccagg ttetactace 360
actagagttc caccagtcgg ttcocggtact gectacttact ctggtaacce tttegteggt 420
gttactcecat gggctaacge ttactacgcect tcoctgaagttt cttetttgge tatcccatcet 48Q
ttgactggtg ctatggctac cgctgectget gotgtcgecca aagttccatce cttcatgtgg 540
ttggacacet tggacasaaac tocattaatyg gaacaaacet tggragacat aaggactget 600
aacaagaacg goggtaacta cgetggtcaa tttgttghtgt acgacttges agacagagac 660
tgtgetgett tggettecaa cggtgaatac tecategetg acggtggtgt cgecaagtac 720
aagaactaca ttgataccat tagacaaatc gttgtcgaat actctgacat cagaaccttyg 7840
ttagtcatcg aaccagattc tttagccaat ttagtcacca acttgggtac tccaaagtgt 840
gctaacgete aatctgecta cttagaatgt atcaattatg cagttaccca attgaacttg 300
ccaaacgttyg ctatgtactt ggacgetggt cacgeeggtt ggttgggtty gecagetaac 960
caagacccag ccogctcaatt attegecaae gtttacaaga atgectette tectagagece 1020
ttgegtggtt tggetactaa cgtegetaac tacaacggtt ggaacatcac ttetecacca 1080
tcttacacce aaggtaacge tgtttacaac gaaaagttgt acattcacgce tatcggtcca 1144
ttattggeta accatggttg gtctaacgcc ttcocttcatca cocgaccaagg tagatcoggt 1200
aaacaaccaa ctggtcaaca acaatggggt gattggtgta acgtcatcgg tactggtttc 1260
ggtatcagac catcegetaa cactggtgat tecttgttgg attecttegt ctgggttaag 1320
ccaggtggty aatgtgatgg cacctetgat tectcetgete caagattega tteccactge 1380
gecttgecag acgetttgea accageecea caagetggty catggttcoca agettacttt 1440
gteccaattgt tgaccaacge taacceatet ttettgtaa 1479

<210>9

<211> 1618

<212> ADN

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 9

98



ttaattaaac
ccgctcaaca
gcacgtcagg
gatggaccca
ctttgtgtac
cttctactta
accagtacgg
aaatgttcga
gcggattaaa
attctggtaa
gagatttgaa
acgcaaacgc
ccaataacat
gtgaagccga
ctgacggttyg
tgacegtega
gagtattgte
agagtaagat
aggtagcttt
aggctttage
tgctttggcet
gtgeatgtce
acgttatett
gatctaatce
gaccaacaag

ccactcagaa

caggaaccac

<210>10
<211> 969
<212> ADN
<213> Coptotermes lacteus

<400> 10

aatgatgtac
ggcatgttca
aggttecatge
cactgtgtece
agatggaaag
cggaatcacy
aacaaatgta
gttattagge
cggegeccett
caaagccgga
gtttatcaac
tggattegge
ggcaaccget
cacgtgcggt
cgatttcaat
tactaacaag
tgaaattaaa
accaggtaac
tagcaacacc
cggtccaatyg
tgacagcacc
aaccacgagt
ttccaatata
tggcaacecea
ttcaacgtec

atggggtcaa

ttgtacacag
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aagaaatttg
ttgactgceg
tccactgtaa
ggtagtacaa
tcatgcgecte
acatcaggtg
ggctccagag
aatgagttta
tacttegtgt
gcaaagtacg
ggagaagcca
agatacggta
tttacteccte
ggcacctaca
gettatagac
aagatgactg
agattctacg
cetggaaata
gatgacttca
gtgttggtga
tatecctatcg
ggtgtgoceg
agatteggac
acaaccacgg
agtccagtgt

tgcggtggaa

ttaaaccctt

cagooctage
aaaatcatcc
acggagetgt
actgctacac
agacctgttg
acagtcttaa
tgtacttaat
cctttgacgt
ctatggatgc
gtacaggtta
acgttggtaa
gttgttgete
acccatgtac
gtagcgatag
aaggagacaa
tggttaccca
tocaggatgg
gtatcacaca
atagaaaggqg
tgtctgtttg
accaagccygg
cegagattga
caatceggate
tagtececectece
ctactcectac

ttggctatac

ggtactcaca

99

tgectttagtt
atccttaacg
cacaatagat
cggtaatcaa
cgtggatgga
tttgaaatte
ggagaacgat
agacgttage
tgacggaggt
ttgtgacget
ctggacgeca
agaaatggac
aactgttgga
gtatgcagga
aacgttttat
gtteocacaag
aaagattatt
ggaatactgt
tggaatggct
ggatgatcac
agccccaggt
agctcaagtg
cactgtteca
agctteaact
cggacaacca

aggttgtacyg

atgectataa

geaggagett
tggaagagat
gcaaattgga
tgggatacgt
gcagactact
gtaaccaagc
accaaatatc
aatttgggtt
atgtcaaagt
cagtgcoccta
agtactaacg
gtotgggagg
caatctagat
gtatgtgatc
ggtaaaggta
aactcagetyg
gctaatgeeg
gacgctcaga
caaatgagta
tatgcaaaca
gctgaaaggg
c¢ctaatagta
ggtttggatg
tccacaagta
ggaggcetgta

aattgegttyg

ggcgcegec

&0

120

180

240

300

360

429

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1618
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atgagatttc
tgtactaagg
gacatccaga
gtaaccgtgt
gtcegtgggaa
tttgtcggta
gccgeattat
ggatatggat
caagaagett
ggttgogata
tggggaacaa
ggtagttcct
gccaaatcat
ggtgcateca
agttggatgg
tocagtcage

ccttattaa

cttcecatatt
gtggatgtac
atagagacac
coggtggaac
gtagattgta
aggagttcac
acacagtgga
attgtgatge
ctaacaagge
cotoaggatyg
ctataaacgt
taactgaagt
taaccgacag
tggctagagy
atggaggtaa

caaacttaaa
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cacocgotgtt
taacaagaat
tttggaccet
ccttagtcaa
tattgtggac
ctataccgtt
aatgcctgec
caactgegty
aategtttac
cggttacaac
aaaccagcct
caaaagattg
ttattgtaat
acacgttgtt
cgecggtoect

ggtcacatgg

<210> 11

<211> 1356

<212> ADN

<213> Coptotermes formosanus

<400> 11

atgagattce
tatgactaca
aaattgeoctg
cagaagggag
tttocaatgg

tacagtactg

cttccatttt
agacagtatt
cagaccagaa
aggacttaac
catacacagt

cgggtgoctt

cactgctgtt
gaagaactcce
ggtgacctgyg
tggaggttat
tacegtgttg

ggatgatggt

ttgttegeag
ggatacatag
ccagacttag
agattagtct
gaagocgacy
gatatgtcce
gctggaaaga
gatggagatt
accacccatt
ccttacagag
gtgacaattg
tgcgtgoaag
gccaacgact
gtgttttett
tgtaceteat

tcaaacgtga

ttgttcgecag
ttgttgtteot
agaaaagatt
tacgacgeoeg
gectggggtt

agaaaggcct

100

cotcaagtge
tteatgataa
attatgaaaa
caacttggaa
agaaatatca
agatccaatg
cccctggagy
gttgtatgga
cctgteaaag
acagtggtga
taacacagtt
gtggaaagac
atagaagttt
tgtgggatte
ataatattga

aatacggaga

cctcaagtge
acgaagctca
cegeattaaa
gagactttgt
tagtecgatta

tgaaatgggg

tttagcagaa
geacgteggt
ggacgtggga
cggtaagaaa
attattcaca
tggaatcaat
tgttaagtat
gttcgatate
teaaacttca
caaggeatte
tatcggttct
cttcccteca
gagaactatyg
taatggtatg
atetttggaa

gategattet

tttagcagoc
aagaagtgga
cgacaaggga
gaagttoggt
tgaatctget

tacagattat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

969

60
120
180
240
300

360



ttcttgaaag
gatcatgctt
gatacatcaa
gcaatagett
cagttgtteg
aagaatttet
tatagageta
ggtttaggat
ttattagcca
tacttagtet
accttaagac
aacgetgeta
ggtcgttctt
agttcctgte
aatgcccacg
gattcacgtt

tetgeoagttg

cacataccgc
actggggacyg
aacctggtag
acaagtcage
attttgcaaa
atgeatccgg
caaatgataa
cttggaacgyg
aattgacatc
cctetcaaaa
acgcagcetaa
gttatagaca
acgtggtcgy
ctgacgcacc
tcttgaccgy
ctgattatat

ctggtttgtt

<210> 12

<211> 1356

<212> ADN

<213> Nasutitermes takasagoensis

<400> 12
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tgccaatgag
tocctgaggac
tgacttagct
cgattetace
caattataga
tgattataag
cacttactta
tgcattcaat
caaacaagca
gaaaactcca
tagtgaettg
atacgeaaag
attcggaact
agccgcttge
agccttagta
cagtaacgaa

gaaageegga

ttttacggac
atgactatgt
gcagaaacag
tacagtaaca
ggaaagtact
gacgaattag
accaaagccyg
tgggataaca
tacaaagata
aagggattgg
atagetttac
aagcaaattg
aaccctcoceag
gactggaata
ggtggaccag
gtaegectactg

gtataa
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aggtgggtca

ctagaccagc
cagccgcettt
acttaattac
ctgatagtat
tatgggetge
aatcattgta
agatatcogg
aagttcaggg
tetatattga
aggecgetga
attatgectt
taagacctca
cttacaactc
attccaacga

attacaatge

gggagatgtg
ttacaagatc
agcagcaacc
tocatgeaaag
taccgatgee
agectggttyg
taatgaattt
agttcaggtc
ttatgttgat
¢caatgggga
tttgggtata
aggtgacgga
tcatagatce
tgccggacca
tagttacaca

cggtttacaa

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1356
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atgagattte catctatttt cactgeegte ttatttgeag cctecagtge attageagece 60
tatgattata aacaagtttt gagagattcc ttattgttct acgaagctca gagaagoggt 120
agattaccag cagaccagaa ggtcacttgg agaaaagatt cagccttgaa tgatcaggga 180
gatcaaggtc aagacttaac cggaggttat tttgacgecog gtgattttgt gaaatttggt 240
tteoccaatgg catatactge tacegtettg gectggggatt taategattt tgaggcagga 300
tacagttceg ctggtgoctt ggatgacggt agaaaagcag taaagtggge aactgattac 360
tttataaagg cccacactte acagaatgag ttttacggac aagteggtea gggtgacget 420
gatcacgectt tctggggacyg tcctgaagat atgaccatgg ctagaccagc ctacaagatt 480
gacaccagca gaccaggtag tgacttagcg ggtgaaaccyg cagcggcatt ggcagectgec 540
agtatcgtgt ttagaaatgt tgatggtaca tactctaaca acttacttac tcatgccaga 600
caattatttg actttgeaaa taactacaga ggaaaatact cagattcocat aacegacget 660
agaaactttt acgccagtgc agattaccgt gacgaattgg tttgggctgc cgecatggttyg 720
tacagagcta caaatgacaa cacttacttg aataccgcag aatccttgta tgatgaattt 780
ggattgcaga actggggtgg agggttaaac tgggattcaa aggtgtctgg tgtccaggtce 840
ttgttageaa aattgaccaa caaacagget tacaaagata ctgtgeagte ttacgtgaat 900
tacctgatta ataaccagcea aaagaceocca aaaggattgt tatacattga tatgtggggt 960
acattgagac acgocgceaaa tgotgeatte atcatgttgg aagetgecga gttgggttta 1020
tccgeatcat cttacagaca gtttgctcaa actcagatcg actacgettt gggtgacggt 1080
ggaagaagtt tcgtctgtgg ttttggttca aaccctcecta caagaccaca tcatcegttcet 1140
tccagttgeec cgoctgococcoce agcaacttgt gactggaata cattcaactce acctgaceca 1200
aattaccacg tgttatectgg agetttggta ggaggaccag atcaaaacga taattatgtg 1260
gatgatagat cecgactacgt ccataacgaa gtggcaaccg actacaacge cggattteag 1320
agtgetttgg cagecttagt tgetttgggt tattaa 1356

<210> 13

<211> 1356

<212> ADN

<213> Coptotermes acinaciformis

<400> 13
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atgagattece ctagtatttt cactgecgte ttatttgeag ccagttetge tttagecgea 60
tatgattata ccacagtttt gaaaagttec ttattgttet acgaagetca aagatceggt 120
aagttgcocag ccgaccagaa ggtcacttgyg agaaaagatt cagcattaga cgataaagga 180
aataatggag aggacttaac aggaggttat tatgacgctg gtgattttgt gaagtttggt 240
tttcctttag catacaccge tactgtttta gectggggtt tggtggacta tgaagegggt 300
tactcatcecg ctggagccac agatgacggt agaaaggcag tgaaatggge aaccgactat 360
ttgttgaagyg cacatactge cgetaccegag ttatacggac aggtegggga cggtgacgece 420
gatcacgeat attggggacg tectgaagat atgactatgg ctagaccage atacaagate 480
gacgctagea gaccaggate tgacttageg ggtgaaacceg ctgecgettt ageegetgea 540
tcoccatagttt tcaaaggtgt agattcttca tattctgaca acttgttagec tcacgctaaa 600
cagttatttg atttecgetga caattataga ggaaaataca gtgattccat aacacaagct 660
tcaaaotttt acgcctoccgyg agattacaaa gacgagttag tctgggetgo cacttggttg 720
tacagagcaa ccaacgataa tacatatttg accaaageag aatccttgta caacgagtte 780
ggattaggaa actggaacgg agectttaat tgggacaaca aggtgtocgg tgttcaggtg 840
ttgttageca aattgaccte caageagget tataaagaca ccogttcaagg atacgtegat 900
tatttgatta acaatcagca aaagacccca aagggtttgt tatacataga ccaatggggg 960
accttgagac acgcagctaa tgctgcocctta ataatcttac aggeotgetga tttgggtatt 1020
toctgecogaca gttatagaca attogcocaaag aagcaaatag attacgettt aggtgacgga 1080
ggtagatcat atgtagttgg ttttggagac aatcctccaa cacatcctca tcaccocgttet 1140
tectecatgee ctgacgecee ageagtatge gattggaata ctttcaatte acctgatceca 1200
aactttcatg tettaacegg agetttagtg ggaggtectg atcagaacga taactacgtt 1260
gatgategtt ctgactacgt gteocaacgag gttgoaaceg actataatge aggattecaa 1320
agtgctgtgg ccgcectttagt tactttagga gtttaa 1356

<210> 14

<211> 1356

<212> ADN

<213> Mastotermes darwinensis

<400> 14
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atgagattcc caagtatatt tactgctgtt ttgttcgecag ccagttctge tttagcagcce 60
tatgattaca atgacgtatt aaccaaaagt ttgttgttct acgaagctca aagatecggt 120
aagttacctt ctgatcagaa agtcacctgg agaaaagatt cagcattaaa cgataaggga 180
caaaatggtg aggacttaac tggtggatat tatgacgccg gtgattacgt gaagtttggt 240
tttcecaatgg catatactge taccgttttg geottggoggtt tagtggacca teoctgeoegga 300
tacagttectg cgggtgtett ggatgatggt agaaaagetg tgaagtgggt taccgattac 360
ttaatcaaag cccacgtatc aaagaacgaa ttatacggac aggtcggtga cggtgacgca 4290
gatcacgett attggggacg tccagaggat atgacaatgg caagaccage atacaaaata 480
gacacttcaa gaccaggtte cgacttageg ggtgaaaccg cageggeatt ggetgetgea 540
tctattgtgt ttaagtcaac agattctaat tacgeccaaca ccttattgac ccacgcaaaa 600
caattatteg actttgecaa taactataga ggtaagtata gtgattcocat aacacaggea 660
tctaatttcet acagtagtte cgactataaa gatgaattgg tttgggcage tgtatggttg 720
tacagagcca ctaacgatca gacctatttg acaactgcag agaagttata ctcagacttg 780
ggattacagt cctggaacgg aggtttcaca tgggacacca aaattagtgg agtagaagtg 840
ttattggeta agattactgg taaacaggea tataaggaca aagtaaaggg atattgtgat 900
tatatctcag gatctcageca gaaaacacct aaaggattag tttacataga taagtggggt 960
tceettaagaa tggocgeaaa cgecgcatat atttgogetg tageegeaga cgteggaate 1020
agttcaacag cttacagaca gttcgeocaaa acacagatta attacatatt gggtgatgec 1980
ggacgttctt ttgtggttgg ttacggaaac aacccaccta cacacccaca tcacagatcce 11490
agttcatgtec ctgacgeocce agcaacatge gattggaata actacaacag tgctaaccecet 1200
aatccacatyg ttttatacgg tgcattagtt ggtggaccag attecaacga taattatcaa 1260
gacttaagat cagattatgt cgccaacgaa gtggcaacag actacaatge agecttcecag 1320
tcattgttag cattaatcgt ggacttaggt ttgtaa 1356

<210> 15

<211> 1356

<212> ADN

<213> Nasutitermes walkeri

<400> 15
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atgagatttc catctatttt cactgeoegte ttatttgeag cctcaagtge tttageagee 60
tatgattaca aacaagtatt gagagattcc ttattgttct acgaagctca gagaagcggt 120
agattaccag cagaccagaa ggtcacctgg agaaaagatt ccgecttgaa tgatcaggga 180
gagcaaggtc aagacttaac cggaggttat tttgacgccg gtgattttgt gaagtttgga 240
ttcccaatgg cttatacage aaccgttttg gectggggtt taategactt tgaagecggt 300
tactetteotg ctggtgectt ggacgatggt agaaaageaq taaagtggge tactgattac 360
tttataaaag ceccatactte tcaaaacgag ttttacggac aagteggtea gggtgacgta 420
gatcacgcat attggggacg tcctgaagat atgacaatgg ctagaccagce ctacaagatt 480
gataccagca gaccaggtag tgacttagca ggagaaactg ctgcagcttt ggctgecgca 540
tccateogttt tcaagaatgt agatggtaca tattccaaca acttacttac tcatgctaga 600
cagttgtttg atttcgeccaa caattacaga ggaaaatact ctgatagtat taccgatgea 660
agaaactttt acgctagtge cgactataga gatgagttag tctgggecage tgoetggttg 720
tacagagcaa ccaacgacaa ttettacttg aacactgetg aatcattata caacgagttt 780
ggattgcaaa attggggtgg agggttaaac tgggattcta aagtgagtgg tgttcaagtt g40
ttgttagecca agttgaccaa caaacaagag tataaggaca ctattcaatc atacgtgaat 900
tacttaatca ataaccaaca gaaaactcca aagggattgt tatacattga catgtggggg 940
acettgagac acgecagcetaa cgeagcocettt ataatgttag aagetgecga cttaggttta 1020
tceegettcat cttatagaca gttegeecaa acacaaatag actacgeatt gggggacggt 1080
ggacgttctt ttgtetgtgg ttteggttet aatectecaa ctagacctea tcatagatcee 1140
agttcatgee cgectgctec agctacctgt gattggaata cattcaattc toctgacccea 1200
aactacaatg ttttatccgg tgcocttggtt ggtggtcctg accagaatga taactacgtg 1240
gacgatagaa gtgattatgt ccataatgag gtagcaactg actacaatgc cggtttccaa 1320
teagecttag cegetttagt cgecttaggt tactaa 1356

<210> 16

<211> 1356

<212> ADN

<213> Reticulitermes speratus

<400> 16
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atgagattcc caagtatatt tactgccgtc ttatttgcag ccteccagtge attagcceget 60
tatgactaca aaacagtatt gtccaattcc ttgttgttct acgaagctca aagatccggt 120
aagttacctt ctgaccagaa agktgacctgg agaaaggatt cagcattaaa cgacaaagga 180
caaaagggty aggacttaac cggtggatat tacgacgecy gagactttgt gaaatttggt 240
tttecaatgg cttacacagt taccgtattg geatggggtg ttattgatta cgaatceegece 300
tactetgecg caggagettt agattcaggt agaaaggect tgaaatatgg gacegactat 360
ttcttaaagg cacatacagc agctaacgag ttttacggac aggtgggtca aggtgacgtt 420
gaccacgcat actggggacg tcctgaagat atgaccatga gcagaccagc atacaaaata 480
gacacttcta agecctggttc cgacttaget gocagagactg cagctgcatt agcagccaca 540
getattgeat acaasatctge cgatgeaaca tattecaaca atttgataac acatgeaaaa 600
caattatteg actttgecaa caattacaga ggaaaatatt cogatagtat taccgatgee 660
aagaactttt atgetteotgg tgattacaaa gacgaattgg tatgggecge tgeatggttyg 720
tacagagcaa ccaatgacaa cacatatttg actaaggcag aatccttata caatgaattt 780
ggtttgggaa acttcaatgg tgocttcaat tgggataaca aagtctcogg agtccaggtg 8440
ttattggeoca agttaaccte aaaacaagtg tataaggata aggtacagte ttacgtggac 804Q
tatttgatet cetcacaaaa aaagacaccea aaaggtttag tgtacatoga teaatggggt 960
actttaagac acgeagetaa ttetgetttg ategetttge aggeagetga cttaggaatt 1020
aacgetgeta ettacagage ctacgeaaag aageaaateg actatgettt gggtgatggt 1080
ggaagatoct atgttattgg atttgggace aacceotcocag taagaccaca tcacagaagt 11440
tcatcttgee cagatgeacce agetgtctge gattggaaca cctataacte cgetggteca 1200
aacgcccacg tgttaaccgg tgeattggtt ggaggacctg atagtaatga tagttatacce 1260
gatgetegtt ctgactacat atccaacgaa gtggeaactg attacaatge gggtttecaa 1320
tecgetgteg ctggattatt gaaggegggt ghetaa 1356

<210> 17

<211> 1227

<212> ADN

<213> Neosartorya fischeri

<400> 17
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atgagatttc catctatttt cactgcagtt ttgttcgecag ccagttecge tttggeccaa 60
cagatcgggt ccatcgccega aaatcatcet gagttgacaa cctatagatg ctectetceaa 120
getggatgeg tagecacagag tacttcegte gtgttagata ttaacgeteca ttggattceat 180
caaaacggtg cccaaacaaqg ttgecactace tcaagtggat tggacccttce attgtgeccet 240
gataaagtca cctgttctca gaactgegta gtcgaaggaa taaccgacta ctcecatctttt 300
ggtgtgcaaa actccggaga tgcaatgaca ttaagacagt atcaagttca aaatggacag 360
atcaaaacat tgcgtecctag agtgtacttg ttagetgagg atggaatcaa ttactccaaa 420
ttgecagttgt tgaaccaaga gtttacttte gatgbtggacg cttccaaatt gecttgtggt 480
atgaatggag ctttatattt gtcagaaatg gatgetteotg gtggacgtte tgecttgaac 540
ccagegggtg ccacatatgg aacaggttac tgtgatgoce agtgettcaa cocaggteoca 600
tggataaatg gagaagcaaa tactgctgga gocggtgeat gttgecaaga gatggactta 660
tgggaagcca actcccegttc taccatttte agtcetcacc catgtacaac tgegggtttg 720
tatgcctgta ctggagctga gtgectactca atectgtgacg gttatggbtg cacttacaac 780
ccttatgaat taggagccaa agattactat ggttacggtt tgactattga caccgcaaag 840
ccaataacag tggttacteca gtttatgace getgataata cageaacecgg tacattagea 900
gagatcagaa gattatatgt tcaagatggt aaagtaateqg gaaatacagqe cqgtggecatqg 960
acegaggeat tttgtagtte tagtagaaca tttgaagagt taggtggttt geaaagaatg 1020
ggagaagctt taggtagagg aatggtgeca gttttetcaa tatgggacga tocctggtttg 1080
tggatgcatt ggttagatte tgacggtgeca ggaccttgtg gtaatactga aggtgatcecet 114Q
goccttcatte aggctaacta cccaaatace gcoceogtaacat tcetcecaaggt gagatgggga 1200
gatatceggtt ctacctatag ttettaa 1227

<210> 18

<211>915

<212> ADN

<213> Reticulitermes flavipes

<400> 18
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atgagatttc catctatttt cactgctgtt ttgttcgecag cctcaagtge tttagcacaa 80
tggatgeaga teoggtggtaa geagaaatat cctgocttta ageocaggtge taagtacgga 120
agaggttatt gtgacggaca gtgooctcac gacatgaagg tgtoetagtgg aagagcoaaac 180
gttgacggat ggaagcocaca agacaacgac gaaaatagtg gaaatggaaa attgggtaca 240
tgttgctggg agatggatat atgggaagga aacttagtgt cccaagecta caccgttcac 300
gctggttcca agtccocggaca atatgagtgt actggaacac aatgeggtga caccgacagt 360
ggtgaaagat tcaagggaac atgcgataaa gatggttgtg atttcegcaag ttacagatgg 420
ggagcetacag actattacgg tectggaaag acegtggaca ccaaacagec aatgacagte 480
gtgaccecagt teattggtga ccctttgact gagataaaga gagtttatgt acaaggagga 540
aaagtcataa acaattccaa aacatctaac ttaggtteag tgtacgatte tttgactgag 600
gocttctgeg atgacaccaa acaggttaca ggtgatacaa atgactttaa ggetaaagga 660
ggtatgtctg gattctccaa gaacttagac accccacaag ttttggtgat gtectttatgg 720
gatgaccata cagctaatat gttatggtta gattctactt atcctaccga tagtacaaag 780
ccaggtgeceg caagaggtac ttgtgeegte acctocgggg accctaaaga tgtggaatoe 840
aagcaagoca actcotcaggt agtttacagt gacattaagt ttggtoctat taattcaaca 9200
tacaaagcaa attaa 815

<210>19

<211> 1428

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 19
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atggtctoct tcacctcect geotggocgge gttgoccgeta tototggtgt cctagceageoce &0
cctgecgeag aagttgaace tgtegeagtt gagaaacgtg aggocgaage agaagetcaa 120
caaccaggaa catcaacace agaagtecat ccaaagttaa caacctataa atgtactaag 180
agtggagggt gtgtagegea ggacacaagt gtggtettag actggaatta tegttggatg 240
catgatgcca attataattc ctgtactgtt aacggcggtg ttaacactac gttatgcceoce 300
gatgaagcga cttgtggtaa gaattgtttt attgaagggg ttgactacgc cgctagtggt 360
gttacgacga gtgggtcatc cttgacgatg aatcaataca tgccttcttc tagtggtggg 420
tattectetg tgteteocaag geoetgtattta ttggatteoceg atggggaata tgttatgtta 480
aaattaaatg ggcaagaact gagttttgat gtggatctat ctgeattace ttgtggagaa 540
aatggtagte tttatttate acaaatggac gaaaacggeg gagecaateca gtacaataca 600
gotggtgeta attatggttc aggctattgt gatgctcaat gtccagtgca gacttggagg 660
aatggrcacct taaacacatc acatcaagga ttttgectgta acgaaatgga catattagaa 720
ggtaattcaa gagctaatgc actaactceg cactcttgta ctgocgacege atgtgattet 780
geeggttgtg gtttcaaccee ttatggttet ggttataaga gttactacgg teocgggagac 840
aceghbggata cgtcaaagac cttcactata atcacteagt ttaacacaga taacggatet 900
cogagbggta atttggtgag tattactagg aaatatcage agaacggtgt tgatattecg 960
tcegegeage caggoggtga cactatatcet agetgtecott cocgecagtge ctatggogga 1020
cttgctacaa tgggtaaggce attgtcctca ggtatggtcc tagtattttce tatttggaat 1080
gataattcac aatacatgaa ttggctggat tctggtaatg caggcccttg ctoctctaca 1140
gaaggtaace caagcaatat actagetaat aacecaaata cteatgttgt ctttagtaat 1200
attagatggg gegatatagg tageactacg aacagtaceg cacctectee tecacetget 1260
agetecacga cattttecac tactagaagg tecageacta ccagetcate accatettgt 1320
actcaaaccc attggggaca gtgtggtggt ataggttaca gocggttgcaa aacttgcaca 1380
tctggtacta catgccaata cagtaatgac tattactcac aatgttaa 1428

<210> 20

<211> 2688

<212> ADN

<213> Saccharomycopsis fibuligera

<400> 20
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atggtcteocet
cccgecgocg
caaaactata
tattatccaa
gcaaaagaca
ggttggcaat
aacctttgee
ccatccggteoc
geteteggte
ccacttggtyg
ctocaaggta
tgtgtcaagce
cctgecacca
catgagttgt
tgetettata
ttgettaaag
agtggggttt
ggatggaaca
actgttccga
accaatagtt
tatggcaata
gacccatcaa
cttttaaaaa
ttgtcgggta
acaaatggcg
gtcactccat
attegggagt

atagttgttyg

tcacctecect
aggtcgaatc
cecagtetae
ctecacaagg
tegttggeca
tagatccatg
tacaagatgg
ttgctactgg
atgagtteaa
tcaaagecag
ctgetgetge
actttattgg
accaaactac
acttgtggec
acagagtcaa
aagagttggg
atagegcetat
ccggcacgtc
ttgaaagatt
tcccaacaga
aatattatge
atgactttac
atgaaaacaa
ttgctgcagy
ctttgtttea
ttgaggaaat
cttacgactt

teototgetge
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ccteogoegge
cgtggotgtg
atcccagaga
tggtaggete
gatgactatt
tgttggtaat
gocattgggt
tgcaacgttc
cagcaaaggt
aggtggcaga
tgeaaccate
taacgaacaa
taaagaagct
atttgoccgat
caacacttac
tttteaagge
ctegggetta
tttctggggt
agatgatatg
agatcacctt
tgacaacact
ggaggacaca
cactttgeca
ccectgatoceg
aggttggggt
ttcttatctt
agetcaagtt

aagcggtgag

gtogcegeca
gagaagcgct
gatgagaget
caagacgtct
gttgaaaagg
accggttctg
gttegatteg
aataaggatt
gtacatattg
aatttegaag
aaaggtcotac
gaaaagtaca
attagtgcca
teggttogag
gettgegaaa
tttgttgttt
gatatgtcta
caaaacttga
gcaaccagga
ccaaattttt
acggagattg
goetttgaagg
attteteceg
ataggttatc
tetggeagtg
gcaagaaaaa
actaaagtag

ggttatataa
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totogggegt
cggactcgeg
cccaatgggt
ggcaagaage
tcaatttgac
ttccaagatt
ctgactttgt
tgtttcttca
cgttgggeece
coetttggtte
aagagaataa
gacagccaga
acattcecaga
caggtgttygg
actcttacat
cggactgggyg
tgoctggtga
cgaaagctat
teocttggetge
cttcatggac
tcaaagtcaa
ttgcetgagga
aaaaggctaa
agtgtgaaga
ttggttecteo
acaagatgca
ctteegatge

cogttgacgg

cttggceoget
agtcccaatt
gagccaogeat
atatgctaga
cactggtace
cggcatccca
tactggctat
aagaggtcaa
tgetgttgge
cgacccatat
tgttatgget
tgacataaac
cagagccatg
ttctgttatg
gatgaaceac
tgcacaatta
agtgtatggg
ttacaatgag
tttgtatgcet
aacgaaagaa
ctaccatgtyg
atetattgtyg
aagattacta
tcaatcttge
aaaatatcaa
atttgattat
tcatttgtet

taaccaaggt

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680
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gacagaagaa atctcacttt gtggaacaac ggtgataaat tgattgaaac agttgetgaa 1740
aactgtgeca atactgttgt tgttgttact teotactggte aaattaattt tgaaggettt 1800
getgatcace caaatgttac cgcaattgte tgggceggec cattaggtga cagatceggy 1860
actgctatcg ccaatattct ttttggtaaa gcocgaacccat caggtcatct tccattcact 1520
attgrctaaga ctgacgatga ttacattcca attgaaacct acagteocate gagtggtgaa 1880
cctgaagaca accacttggt tgaaaatgac ttgettgttg actatagata ttttgaagag 2040
aagaatattg agcocaagata cgeatttggt tatggettgt cttacaatga gtatgaagtt 2100
agcaatgoaa aggtetegge agecaaaasa gttgatgagg agttgectga accagetace 2160
tacttategy agtttageta tcaaaatgea asagacagea aaaatccaag tgatgetttt 2220
gctccaacag atttaaacag agttaatgag tacctttatc catatttaga tagcaatgtt 2280
accttaaaag acggaaacta tgagtatccec gatggctaca gcactgagca aagaacaaca 2340
cctatcraac ctgggggeogy cttgggagge aacgatgett tgtgggaggt cgettataaa 2400
gttgaagtgy acgtteaaaa cttgggtaac tocactgata agtttgttec acagttgtat 2460
ttgaaacace ctgaggatgg caagtttgaa acceoctatte aattgagagg gtttgaaaag 2520
gttgagttgt cceecgyggtga gaagaagaca gttgagtttg agettttgag aagagatett 2580
agtgtgtggy ataccaccag acagktcttgyg atcgttgaat ctggtactta tgaggectta 2640
attggtgtty ctgttaatga tatcaagaca tctgtcctgt ttactatt 2688
<210> 21
<211> 525
<212> PRT
<213> Humicola grisea
<400> 21
Met Arg Thr Ala Lys Phe Ala Thr Leu Ala Ala Leu Val Ala Ser Ala
1 5 10 15
Ala Ala Gln Gln Ala Cys Ser Leu Thr Thr Glu Arg His Pro Ser Leu

20 25 30

Ser Trp Asn Lys Cys Thr Ala Gly Gly Gln Cys Gln Thr Val Gln Ala
35 40 45

Ser Ile Thr Leu Asp Ser Asn Trp Arg Trp Thr His Gln Val

50 55 60

Ser Gly

Ser Thr Asn Cys Tyr Thr Gly Asn Lys Trp Asp Thr Ser Ile Cys Thr
85 T0 75 80

111



Asp

Thr

Phe

Leu

Glu

145

Gly

Tyr

Ala

Glu

Tyr

225

Ala

Cys

Gly

Asn

Ile

305

Glu

Ala

Ser

Val

Met

130

Phe

Ala

Pro

Gln

Gly

210

Gly

Thr

Glu

Val

Lys

290

Thr

Ile

Lys

Thr

Thr

115

Asp

Thr

Leu

Gly

Cys

185

Trp

Thr

Ala

Gly

Cys

275

Thr

Val

Lys

Ser

Tyr

100

Lys

Gly

Phe

Tyr

Asn

180

Pro

Thr

Cys

Phe

Asp

260

Asp

Phe

Val

Arg

Cys

85

Gly

Gly

Glu

Asp

Phe

165

Lys

Arg

Gly

Cys

Thr

245

Ser

Pro

Tyr

Thr

Phe
325

ES 2621 181 T3

Ala

Ile

Gln

Asp

val

150

val

Ala

Asp

Ser

Ser

230

Pro

Cys

Asp

Gly

Gln

310

Tyr

Gln

Thr

His

Lys

135

Asp

Ser

Gly

Ile

Thr

215

Glu

His

Gly

Gly

Lys

295

Phe

val

Asn

Thr

Ser

120

Tyr

val

Met

Ala

Lys

200

Asn

Met

Pro

Gly

Cys

280

Gly

Leu

Gln

112

Cys

Asn

105

Thr

Gln

Ser

Asp

Lys

185

Phe

Asp

Asp

Cys

Thr

265

Asp

Met

Lys

Asp

Cys

g0

Gly

Asn

Thr

AgSn

Ala

170

Tyr

Ile

Pro

Ile

Thr

250

Tyr

Phe

Thr

Asp

Gly
330

val

Asp

val

Phe

Ile

155

Asp

Gly

Asn

Asn

Trp

235

Ile

Ser

Asn

val

Ala

315

Lys

Asp

Ser

Gly

Glu

140

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

220

Glu

Ile

Asn

Ser

Asp

300

Asn

Ile

Gly

Leu

Ser

125

Leu

Cys

Gly

Gly

Glu

205

Gly

Ala

Gly

Glu

Tyr

285

Thr

Gly

Ile

Ala

Ser

110

Arg

Leu

Gly

Leu

Tyr

190

Ala

Ala

Asn

Gln

Arg

270

Arg

Thr

Asp

Pro

Asp

95

Leu

Thr

Gly

Leu

Ser

175

Cys

Asn

Gly

Asn

Ser

255

Tyr

Gln

Lys

Leu

Asn
335

Tyr

Lys

Tyr

Asn

Asn

160

Arg

Asp

Ile

Arg

Met

240

Arg

Ala

Gly

Lys

Gly

320

Ser



10

Glu

Cys

Lys

Leu

385

Asp

Gly

Ala

Gly

Gly

465

Thr

Cys

Ile

<210> 22
<211> 456
<212> PRT

<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 22

Ser

Asp

Gly

370

Val

Ser

Ala

Ero

Ser

450

Gly

Thr

Gly

Cys

Thr

Arg

355

Gly

Met

Thr

Cys

Asn

435

Thr

Asn

Thr

Gly

Thr
515

Ile

340

Gln

Met

Ser

FPhe

Pro

420

Ser

Val

Pro

Thr

Ile

500

Lys

Pro

Lys

Lys

Ile

Pro

405

Thr

Asn

Ala

Pro

Ala

485

Gly

Len
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Gly

Val

Gln

Trp

320

Val

Thr

Val

Gly

Pro

470

Ser

Phe

Asn

val

Ala

Met

375

Asp

Asp

Ser

Val

Leu

455

Pro

Ala

Thr

Asp

Glu

Fhe

360

Gly

Asp

Ala

Gly

Phe

440

Pro

Thr

Gly

Gly

Trp
520

Gly

345

Gly

Lys

His

Ala

val

425

Ser

Gly

Thr

Pro

Pro

505

Tyr

Asn

Asp

Ala

Ala

Gly

410

Pro

Asn

Ala

Thr

Lys

430

Thr

Ser

Ser

Ile

Leu

Ser

355

Lys

Ala

Ile

Gly

Thr

475

Ala

Gln

Gln

Ile

Asp

Ala

380

Asn

Pro

Glua

Arg

Asn

460

Ser

Gly

Cys

Cys

Thr

Asp

365

Gly

Met

Gly

val

Phe

445

Gly

Ser

Arg

Glu

Leu
525

Gln

330

Phe

Pro

Leu

Ala

Glu

430

Gly

Gly

Ala

Trp

Glu
510

Asp

aAsn

Met

Trp

Glu

415

Ala

Pro

Asn

Pro

Gln

495

Pro

Trp

Arg

val

Leu

400

Arg

Glu

Ile

Asn

Ala

480

Gln

Tyr

Met Tyr Gln Arg Ala Leu Leu Phe Ser Phe Phe Leu Ala Ala Ala Arg

1

5

10

15

Ala His Glu Ala Gly Thr Val Thr Ala Glu Asn His Pro Ser Leu Thr

20

113

25

30



Trp

Val

Thr

65

Asp

Gly

Val

Gln

Thr

145

Leu

Gly

Cys

Trp

Ser

225

Ala

Gly

Cys

Gln

Val

50

Asn

Val

Thr

Thr

Asp

130

Phe

Tyr

Asn

Pro

Gln

210

Ser

Val

Asp

Asp

Gln Cys
35

Ile Asp

Cys Tyr

Thr Cys

Tyr Gly
100

Gln Ser
115

Asp Thr

Asp Val

Phe Val

Lys Ala
180

Arg Asp
1985

Pro Ser

Cys Ala

Thr Pro

Asp Cys

260

Thr Asp
275

Ser

Ala

Thr

Ala

85

Val

Ser

Thr

Asp

Ala

165

Gly

Leu

Ala

Glu

His

245

Gly

Gly
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Ser

Asn

Gly

70

Gln

Thr

Gly

Tyr

Val

150

Met

Ala

Lys

Asn

Met

230

Pro

Gly

Cys

Gly

Trp

55

Asn

Asn

Thr

Lys

Gln

135

Ser

Asp

Lys

Phe

Asp

215

Asp

Cys

Thr

Asp

Gly

aArg

Thr

Cys

Ser

Asn

120

Ile

Asn

Ala

Tyr

Ile

200

Pro

Val

Asp

Tyr

Phe
280

114

Ser

Trp

Trp

Ala

Gly

105

Ile

Phe

Leu

Asp

Gly

185

Asn

Agn

Trp

Thr

Ser

265

Asn

Cys

val

Asp

Leu

90

Asn

Gly

Lys

Pro

Gly

170

Thr

Gly

Ala

Glu

Pro

250

Ser

Pro

Thr

His

Thr

T3

Asp

Ala

Ser

Leu

Cys

155

Asn

Gly

Gln

Gly

Ala

235

Gly

Thr

Tyr

Thr

Thr

60

Ser

Gly

Leu

Arg

Leu

140

Gly

Leu

Tyr

Ala

Val

220

Asn

Gln

Gln

Gln

45

Thr

Ile

Ala

Arg

Leu

125

Gly

Leu

Ser

Cys

Asn

205

Gly

Ser

Thr

Tyr

Pro
285

Asn

Ser

Cys

Asp

Leu

110

Tyr

Gln

Asn

Lys

Asp

150

Val

Asn

Ile

Met

Ala

270

Gly

Gly

Gly

Pro

Tyr

85

Asn

Leu

Glu

Gly

Tyr

175

Ser

Glu

His

Ser

Cys

255

Gly

AsSn

Lys

Tyr

Asp

80

Ser

Phe

Leu

Phe

Ala

160

Pro

Gln

Gly

Gly

Thr

240

Gln

Thr

His
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Ser Phe Tyr Gly Pro Gly Lys Ile Val Asp Thr Ser Ser Lys Phe Thr
290 295 300

Val Val Thr Gln Phe Ile Thr Asp Asp Gly Thr Pr¢ Ser Gly Thr Leu
305 310 315 320

Thr Glu Tle Lys Arg Phe Tyr Val Gln Asn Gly Lys Val Ile Pro Gln
325 330 335

Ser Glu Ser Thr Ile Ser Gly Val Thr Gly Asn Ser Ile Thr Thr Glu
340 345 350

Tyr Cys Thr Ala Gln Lys Ala Ala Phe Asp Asn Thr Gly Phe Phe Thr
355 360 365

His Gly Gly Leu Gln Lys Ile Ser Gln Ala Leu Ala Gln Gly Met Val
370 375 380

Leu Val Met Ser Leu Trp Asp Asp His Ala Ala Asn Met Leu Trp Leu
385 390 395 400

Asp Ser Thr Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Preo Asp Thr Pro Gly Val Ala
405 410 415

Arg Gly Thr Cys Pro Thr Thr Ser Gly Val Pro Ala Asp Val Glu Ser
420 425 430

Gln Asn Pro Asn Ser Tyr Val Ile Tyr Ser Asn Ile Lys Val Gly Pro
435 440 445

Ile Asn Ser Thr Phe Thr Ala Asn
450 455

<210> 23

<211> 455

<212> PRT

<213> Talaromyces emersonii

<400> 23

Met Leu Arg Arg Ala Leu Leu Leu Ser Ser Ser Ala Ile Leu Ala Val
1 5 10 15

Lys Ala Gln Gln Ala Gly Thr Ala Thr Ala Glu Asn His Pro Pro Leu
20 25 30

Thr Trp Gln Glu Cys Thr Ala Pro Gly Ser Cys Thr Thr Gln Asn Gly
35 40 45

115



Ala

Tyr

63

Asp

Glu

Phe

Asp

Asp

145

Phe

Lys

Arg

Pro

Cys

225

Thr

Asp

Pro

Tyr

Val

50

Thr

Asp

Gly

Val

Ser

130

Val

Val

Ala

Asp

Ser

210

Ala

Pro

Cys

Asp

Gly

Val

Asgn

Glu

Thr

Thr

115

Thr

Asp

Ala

Gly

Leu

195

Ser

Glu

His

Gly

Gly

275

Pro

Leu

Cys

Thr

Tyr

100

Gly

Tyr

Val

Met

Ala

180D

Lys

Asn

Met

Pro

Gly

260

Cys

Gly

Asp

Tyr

Cys

85

Gly

Ser

Gln

Ser

Asp

165

Lys

Phe

Asgn

Asp

Cys

245

Thr

Asp

Lys
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Ala

Thr

70

Ala

Val

Asn

Ile

Asn

150

Ala

Tyr

Ile

Ala

Val

230

Asp

Tyr

Phe

Ile

Asn

55

Gly

Gln

Thr

val

Phe

135

Leu

Asp

Gly

Asp

Asn

215

Trp

Thr

Ser

Asn

Ile

Trp

Agn

Agn

Ser

Gly

120

Lys

Pro

Gly

Thr

Gly

200

Thr

Glu

Pro

Asn

Pro

280

Asp

116

Arg

Thr

Cys

Ser

105

Ser

Leu

Cys

Gly

Gly

185

Glu

Gly

Ala

Gly

Asp

265

Tyr

Thr

Trp

Trp

Ala

g0

Gly

Arg

Leu

Gly

Val

170

Tyr

Ala

Ile

Asn

Gln

250

Arg

Arg

Thr

Val

Asp

75

Leu

Ser

Leu

Asn

Leu

155

Ser

Cys

Asn

Gly

Ser

235

Thr

Tyr

Met

Lys

Hisg

60

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg

140

Asn

Lys

Asp

Val

Asp

220

Ile

Met

Ala

Gly

Pro

Asp

Thr

Gly

Leu

Leu

125

Glu

Gly

Tyr

Ser

Glu

205

His

Ser

Cys

Gly

Asn

285

Phe

Val

Tyr

Ala

Lys

110

Len

Phe

Ala

Pro

Gln

190

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

270

Thr

Thr

AsSn

Cys

Asp

a5

Leu

Gln

Ser

Leu

Asn

175

Cys

Trp

Ser

Ala

Gly

255

Cys

Ser

Val

Gly

Pro

80

Tyr

Asn

Asp

Phe

Tyr

160

Asn

Pro

Gln

Cys

Val

240

Asp

Asp

Phe

Val



Thr
305

Ile

Ser

Thr

Gly

Val

385

Ser

Gly

Ser

Asn

<210> 24
<211> 459
<212> PRT

290

Gln

Lys

Agp

Ala

Gly

370

Met

Asp

Thr

Pro

Ser
450

Phe

Arg

Ile

Gln

355

Leu

Ser

Tyr

Cys

Azn

435

Thr

Phe

Ser

340

Lys

Ala

Pro

Pro

420

Ser

Phe

<213> Talaromyces emersonii

<400> 24

Thr

Tyr

325

Gly

Gln

Lys

Trp

Thr

405

Thr

Tyr

Thr
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Asp

310

Ile

Val

Ala

Met

Asp

390

Asp

Asgp

Val

Ala

295

Asp

Gln

Thr

Phe

Gly

375

Asp

Ala

Ser

Thr

Ser
455

Gly

Azn

Gly

Gly

360

Ala

Tyr

Asp

Gly

Tyr
440

117

Thr

Ser

Azn

345

Asp

Ala

Ala

Pro

Val

425

Ser

Asp

Azn

330

Ser

Thr

Met

Ala

Thr

410

Pro

Azn

Thr

315

Val

Ile

Asp

Gln

Gln

385

Thr

Ser

Ile

300

Gly

Ile

Thr

Asp

Gln

380

Met

Pro

Asgp

Lys

Thr

Pro

Thr

Phe

365

Gly

Leu

Gly

Val

Phe
445

Leu

Gln

Glu

350

Ser

Met

Trp

Ile

Glu

430

Gly

Ser

Pro

335

Phe

Gln

Val

Ala
415

Ser

Pro

Glu

320

Azn

Cys

His

Leu

Asp

400

Arg

Gln

Ile



Met

Ala

Thr

Pro
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Arg Asn Leu Leu Ala Leu Ala Pro Ala
5 10

Glu Ala Gln Gln Ser Leu Trp Gly Gln
20 25

Gly Ala Thr Ser Cys Ala Ala Gly Ala
35 40

Tyr Tyr Ala Gln Cys Val Pro Ala Thr

118

Ala

Cys

Thr

Ala

Leu

Gly

Cys

Thr

Leu Val

Gly Ser
30

Ser Thr
45

Pro Thr

Gly Ala

15

Ser Trp

Ile Asn

Thr Leu



Thr

€5

Pro

Pro

Asn

Ser

Phe

145

Leu

Ala

Ala

Tyr

Asp

225

val

Leu

Ala

Asn

50

Thr

Pro

Ala

Pro

Ser

130

Val

Lys

Gly

Ala

Lys

210

Val

Thr

Glu

Met

Leu
230

Thr

Pro

Ser

Tyr

115

Glu

Trp

Asp

Ile

Ser

195

Gln

His

Asn

Cys

Tyr

275

Ala

Thr

Thr

Ala

100

Tyr

Leu

Leun

Ile

Phe

180

Asn

Tyr

Thr

Leu

Ile

260

Leu

Pro

Lys

Thr

85

Ser

Ala

Val

Asp

Gln

165

Val

Gly

Ile

Ile

Asn

245

Asn

Asp

Ala
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Pro

70

Thr

Gly

Ser

Pro

Gln

150

Ser

val

Glu

Asp

Leu

230

vVal

Tyr

Ala

Ala

55

Thr

Gly

Asn

Glu

Lys

135

Ala

Gln

Tyr

Phe

Ser

215

Val

Pro

Ala

Gly

Gln
295

Ser

Thr

Pro

val

120

Ala

Ala

Asn

Asp

Ser

200

Ile

Ile

Lys

Ile

His

280

Leu

119

Thr

Thr

Phe

105

Ile

Ser

Lys

Ala

Leu

185

Ile

Arg

Glu

Cys

Thr

265

Ala

Phe

Gly

Thr

20

Glu

Ser

Glu

val

Ala

170

Pro

Ala

Glu

Pro

Ala

250

Gln

Gly

Ala

Gly

75

Ser

Gly

Leu

Val

Pro

155

Gly

Asp

Asn

Gln

Asp

235

Asn

Leu

Trp

Ser

60

Ala

Pro

Tyr

Ala

Ala

140

Ser

Ala

Asn

Leu

220

Ser

aAla

Asp

Leu

Val
300

Ala

Val

Gln

Ile

125

Lys

Met

Asp

Asp

Gly

205

Thr

Leu

Gln

Leu

Gly

285

Tyr

Pro

Val

Leu

110

Pro

Val

Gly

Pro

Cys

190

Val

Thr

Ala

Asp

Pro

270

Lys

Thr

Thr

95

Tyr

Ser

Pro

Asp

Pro

175

Ala

Ala

Tyr

Asn

Ala

255

Asn

Gln

Asn

Thr

80

Arg

Ala

Leun

Ser

Tyr

160

Ile

Ala

Leu

Ser

val

240

Tyr

Val

Ala

Ala



10

Ser

305

Asn

Asn

Glu

Val

Gly

385

Glu

Ser

Ala

Glu

<210> 25
<211> 482
<212> PRT

Ser

Ala

Cys

Gln

Arg

370

Thr

Asp

Asn

Leu

Gln
450

Pro aAla Ser

Trp Ser Ile
325

Asp Glu Glu
340

Gly Phe Pro
355

Pr¢o Thr Lys

Gly Phe Gly

Ala Phe Val
405

Thr Thr Ser
420

Gln Pro Ala
435

Leu Leu Thr

<213> Chrysosporium lucknowense

<400> 25

Met

1

Ala

Gln

Ser

Ala

Ala

Cys

Thr
50

Lys Lys Leu
5

Pro val Ile
20

Gly Gly Asn
35

Cys Val Ala
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Val

310

Ser

Asp

Ala

Gln

vVal
390

Trp

Pro

Pro

Asn

Phe

Glu

Gly

Gln

Arg

Arg

Tyr

Tyr

Ser

375

Arg

Val

Arg

Glu

Ala
455

Ile

Glu

Trp

Asn
55

Gly

Cys

vVal

Phe

360

Gln

Pro

Lys

Tyr

Ala

440

Asn

Thr

Arg

Gln

40

Glu

120

Leu

Pro

Asn

345

Ile

Trp

Thr

Pro

Asp

425

Gly

Pro

Ala

Gln

25

Gly

Trp

Ala

Ser

330

Ala

Ile

Gly

Thr

Gly

410

Tyr

Thr

Leu

Ala

10

Asn

Pro

Tyr

Thr

315

Tyr

Leu

Asp

Asp

Asp

395

Gly

Hisg

Trp

Phe

Leu

Cys

Thr

Ser

Asn

Thr

Gly

Thr

Trp

380

Thr

Glu

Cys

Phe

Ala

Gly

Cys

Gln
60

Val

Gln

Pro

Ser

365

Cys

Gly

Ser

Gly

Gln
445

Ala

Ala

Cys

45

Cys

Ala

Gly

Leu

350

Arg

Asn

Asn

Asp

Leu

430

Ala

Ala

val

30

Ala

Len

Asn

Asp

335

Phe

Asn

Val

Pro

Gly

415

Ser

Tyr

val

15

Trp

Ser

Pro

Tyr

320

Ala

Gln

Gly

Ile

Leu

400

Thr

Asp

Phe

Leu

Thr

Gly

Asn



Ser

65

Arg

Ser

Pro

Gly

Leu

143

Val

Asp

Ala

Pro

Ala

225

Lys

Pro

Ser

Gln

Gly
305

Gln

Ser

Ser

Gly

Val

130

Ala

Ala

Thr

Gly

Asp

2190

Asn

Hisg

Asp

Asn

Leu
290

Trp

Val

Thr

Ser

Gly

115

Arg

Ile

Glu

Leu

Ala

195

Arg

Gly

Ile

Ser

Ala

275

Agn

Leu

Thr

Ser

Thr

100

Ala

Leu

Pro

val

Met

180

Asn

Asp

Gly

Ile

Met

260

Ala

Leu

Gly

Ser

Thr

85

Thr

Thr

Phe

Ser

Pro

165

Val

Pro

Cys

Ala

Glu

245

Ala

Ser

Pro

Trp
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Ser

70

Ser

Pro

Ser

Ala

Met

150

Ser

Gln

Pro

Ala

Ala

230

Tyr

Asn

Thr

Agn

Pro
310

Thr

Sar

Pro

Thr

Asn

135

Thr

Phe

Thr

Tyr

Ala

215

Asn

Ser

Met

Tyr

val

295

Ala

Thr

Ser

Pro

Ala

120

Asp

Gly

Gln

Leu

Ala

200

Ala

Tyr

Asp

Val

His

280

Ala

Asn

121

Pro

Thr

val

105

Ser

Tyr

Thr

Trp

Ser

185

Ala

Ala

Arg

Ile

Thr

265

Glu

Ile

Ser

Thr

90

Ser

Tyr

Tyr

Len

Leu

170

Gln

Gln

Ser

Ser

Arg

250

Asn

Leu

Tyr

Gln

Ser

75

arqg

Ser

Ser

aArg

Ala

155

Asp

Val

Leu

Asn

Tyr

235

Ile

Met

Thr

Leu

Pro
315

Thr

Ser

Pro

Gly

Ser

140

Ala

Arg

Arg

Vval

Gly

220

Ile

Ile

Asn

val

Asp

300

Ala

Ser

Gly

val

Asn

125

Glu

Lys

Asn

Ala

val

205

Glu

Asp

Leu

val

Tyr

285

Ala

Ala

Thr

Ser

Thr

110

Pro

val

Ala

Val

Leu

130

Tyr

Phe

Ala

val

Ala

270

Ala

Gly

Glu

Ser

Ser

95

Ser

Phe

His

Ser

Thr

175

Asn

Asp

Ser

Ile

Ile

255

Lys

Leu

Hisg

Leu

Gln

80

Ser

Ile

Ser

Asn

Ala

160

Ile

Lys

Leu

Ile

Arg

240

Glu

Cys

Lys

Ala

FPhe
320
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Ala

Ala

Ser

Ala

Val

385

Gly

Ala

Gly

Tyr

Gln

465

Pro

<210> 26
<211> 516
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cbh1 de T.emersonni con CBD

Gly

Thr

Tyr

Phe

370

Asgp

Asp

Azn

Gly

His

450

Trp

Phe

Ile

Azn

Thr

355

Ser

Thr

Trp

Thr

Glu
435

Cys

Phe

Tyr

Val

340

Ser

Pro

Gly

Cys

Gly

420

Ser

Gly

Gln

Azn

325

Ala

Pro

Leu

Arg

Asn

405

His

Asp

Leu

Ala

ES 2621 181 T3

Asgp

Azn

Asn

Leu

Azn

390

Val

Glu

Gly

Ser

Tyr
470

Ala

Tyr

Pro

Azn

375

Gly

Lys

Leu

Thr

Asp

455

Phe

Met Leu Arg Arg Ala Leu Leu

1

5

Lys Ala Gln Gln Ala Gly Thr

20

Thr Trp Gln Glu Cys Thr Ala

35

Gly

Azn

Asn

360

Ser

Lys

Gly

Val

Ser

440

Ala

Glu

Leu

Ala

Pro
40

122

Lys

Ala

345

Tyr

Ala

Gln

Thr

Asgp

425

Asp

Leu

Gln

Ser

Pro
330

Trp

Asp

Gly

Pro

Gly

410

Ala

Thr

Gln

Leu

Ala

Ser

Glu

Phe

Thr

385

Phe

Phe

Ser

Pro

Leu
475

Ala

Ile

Lys

Pro

380

Gly

Gly

Val

Ala

Ala

460

Thr

Ser Ser Ala

10

Thr Ala Glu Asn

25

Gly Ser Cys Thr

Val Arg

Ala Ser
350

His Tyr
365

Ala Arg

Gln Gln

Val Arg

Trp Val

430

Ala Arg
445

Proc Glu

Azn Ala

Gly

335

Ala

Ile

Phe

Gln

Pro

415

Lys

Tyr

Ala

Azn

Leu

Pro

Glu

Ile

Trp

400

Thr

Pro

Asp

Gly

Pro
4380

Ile Leu Ala Val

15

His Pro Pro Leu

30

Thr Gln Aszn Gly

45



Ala

Tyr

65

Asp

Glu

Phe

Asp

Asp

145

Phe

Lys

Arg

Pro

Cys

225

Thr

Asp

Pro

Tyr

val

50

Thr

Asp

Gly

Val

Ser

130

Val

Val

Ala

Asp

Ser

2190

Ala

Pro

Cys

Asp

Gly

val

Asn

Glu

Thr

Thr

115

Thr

Asp

Ala

Gly

Leu

195

Ser

Glu

His

Gly

Gly

275

Pro

Leu

Cys

Thr

Tyr

100

Gly

Tyr

val

Met

Ala

180

Lys

Asn

Met

Pro

Gly

260

Cys

Gly

Asp

Tyr

Cys

85

Gly

Ser

Gln

Ser

Asp

165

Lys

Phe

Asn

Asp

Cys

245

Thr

Asp

Lys

ES 2621 181 T3

Ala

Thr

70

Ala

Vval

Asn

Ile

Asn

150

Ala

Tyr

Ile

Ala

Val

230

Asp

Tyr

Phe

Ile

Asn

55

Gly

Gln

Thr

Vval

Phe

135

Leu

Asp

Gly

Asp

Asn

215

Trp

Thr

Ser

Asn

Ile

Trp

Asn

Asn

Ser

Gly

120

Lys

Pro

Gly

Thr

Gly

200

Thr

Glu

Pro

Asn

Pro

280

Asp

123

Arg

Thr

Cys

Ser

105

Ser

Leu

Cys

Gly

Gly

185

Glu

Gly

Ala

Gly

Asp

265

Tyr

Thr

Trp

Trp

Ala

90

Gly

Leu

Gly

Val

170

Tyr

Ala

Ile

Asn

Gln

250

Arg

Arg

Thr

Val

Asp

75

Leu

Ser

Len

Asn

Leu

155

Ser

Cys

Asn

Gly

Ser

235

Thr

Tyr

Met

Lys

His

60

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg

140

Agn

Lys

Asp

Val

Asp

220

Tle

Met

Ala

Gly

Pro

Asp

Thr

Gly

Leu

Leu

125

Glu

Gly

Tyr

Sar

Glu

205

His

Sar

Cys

Gly

Asn

285

Phe

Val

Tyr

Ala

Lys

110

Leu

Phe

Ala

Pro

Gln

130

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

270

Thr

Thr

Asn

Cys

Asp

95

Leu

Gln

Ser

Leu

Agn

175

Cys

Trp

Ser

Ala

Gly

255

Cys

Ser

Val

Gly

Pro

80

Tyr

Asn

Asp

Phe

Tyr

160

Asn

Pro

Gln

Cys

Val

240

Asp

Asp

Phe

val



Thr

305

Ile

Ser

Thr

Gly

vVal

385

Ser

Gly

Ser

Asn

Thr

465

Thr

Thr

Ser

<210> 27

<211> 535
<212> PRT

290

Gln

Lys

Asp

Ala

Gly

370

Met

Asp

Thr

Pro

Ser

450

Thr

Gln

Val

Gln

Phe

Arg

Ile

Gln

355

Leu

Ser

Tyr

Cys

Asn

435

Thr

Thr

Ser

Cys

Cys
515

Leu

Phe

Ser

340

Lys

Ala

Leu

Pro

Pro

420

Ser

Phe

Arg

His

Ala

500

Leu

Thr

Tyr

325

Gly

Gln

Lys

Trp

Thr

405

Thr

Tyr

Thr

Arg

Tyr

485

Ser
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Asp

310

Ile

Val

Ala

Met

Asp

390

Asp

Asp

Val

Ala

Pro

470

Gly

Gly

295

Asp

Gln

Thr

Phe

Gly

375

Asp

Ala

Ser

Thr

Ser

455

Ala

Gln

Thr

Gly

Asn

Gly

Gly

360

Ala

Tyr

Asp

Gly

Tyr

440

Asn

Thr

Cys

Thr

124

Thr

Ser

Asn

345

Asp

Ala

Ala

Pro

Val

425

Ser

Pro

Thr

Gly

Cys
505

Asp

Asn

330

Ser

Thr

Met

Ala

Thr

410

Pro

Asn

Pro

Thr

Gly

490

Gln

Thr

315

Val

Ile

Asp

Gln

Gln

395

Thr

Ser

Tle

Gly

Gly

475

Ile

Val

300

Gly

Ile

Thr

Asp

Gln

380

Met

Pro

Asp

Lys

Gly

460

Ser

Gly

Len

Thr

Pro

Thr

Phe

365

Gly

Leu

Gly

Val

Phe

445

Asn

Ser

Tyr

Asn

Leu

Gln

Glu

350

Ser

Met

Trp

Ile

Glu

430

Gly

Arg

Pro

Ser

Pro
510

Ser

Pro

335

Phe

Gln

Val

Leu

Ala

415

Ser

Pro

Gly

Gly

Gly

495

Tyr

Glu

320

Asn

Cys

His

Leu

Asp

400

Arg

Gln

Tle

Thr

Pro

48Q

Pro

Tyr
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<213> Trichoderma reesei

<400> 27

125



Met

Val

Thr

Thr

65

His

Ser

Ser

Ala

145

Cys

Gly

Gly

Gln
225

val

Leu

Glu

His

50

Gln

Ala

Thr

Gly

Leu

130

Arg

Gly

Val

Tyr

210

Ala

Ser

Ala

Ala

35

Pro

Gln

Thr

Leu

Ala

115

Ser

Leu

Gly

Leu

Ser

195

Cys

Asn

Phe

Ala

20

Glu

Pro

Thr

Asn

Cys

100

Ala

Ile

Tyr

Asn

Asn

180

Lys

Asp

Val

Thr

Pro

Ala

Gly

Ser

g5

Pro

Tyr

Gly

Glu

165

Gly

Tyr

Ser

Glu
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Ser

Ala

Glu

Thr

Ser

70

Ser

Asgp

Ala

Phe

Met

150

Phe

Ala

Pro

Gln

Gly
230

Leu

Ala

Ala

Trp

55

Val

Thr

Azn

Ser

Val

135

Ala

Ser

Leu

Thr

Cys
215

Glu

Gln

40

Gln

Val

Asn

Glu

Thr

120

Thr

Ser

Phe

Tyr

Azn

200

Pro

Glu

126

Ala

Val

25

Ser

Lys

Ile

Cys

Thr

105

Tyr

Gln

Asp

Asp

Phe

185

Thr

Arg

Pro

Gly

10

Glu

Ala

Cys

Asp

Tyr

90

Cys

Gly

Ser

Thr

Val

170

Val

Ala

Asp

Ser

val

Pro

Cys

Ser

Ala

75

Asp

Ala

Val

Ala

Thr

155

Asp

Ser

Gly

Ser
235

Ala

Val

Thr

Ser

60

Asn

Gly

Lys

Thr

Gln

140

Tyr

Val

Met

Ala

Lys

220

Asn

Ala

Ala

Leu

45

Gly

Trp

Asn

Azn

Thr

125

Lys

Gln

Ser

Asp

Lys

205

Phe

Asn

Ile

Val

30

Gln

Gly

Arg

Thr

Cys

110

Ser

Asn

Glu

Gln

Ala

190

Tyr

Ile

Ala

Ser

15

Glu

Ser

Thr

Trp

Trp

95

Cys

Gly

Val

Phe

Leu

175

Asp

Gly

Asn

Asn

Gly

Lys

Glu

Cys

Thr

80

Ser

Asn

Gly

Thr

160

Pro

Gly

Thr

Gly

Thr
240



Gly

Ala

Gly

Asn

Tyr

305

Leu

Gly

Pro

Tyr

Lys

385

Leu

Asp

Arg

Gln

Ile
465

Ile

Asn

Gln

Arg

290

Arg

Asp

Ala

Asn

Cys

370

Gly

val

Ser

Gly

Ser

450

Gly

Gly

Gly

Ser

Glu

275

Tyr

Leu

Thr

Ile

Ala

355

Thr

Gly

Met

Thr

Ser

435

Pro

Ser

Thr

Gly

Ile

260

Ile

Gly

Gly

Thr

Asn

340

Glu

Ala

Leu

Ser

Tyr

420

Cys

Asn

Thr

Thr

His

245

Ser

Cys

Gly

Asn

Lys

325

Arg

Leu

Glu

Thr

Leu

405

Pro

Ser

aAla

Gly

Thr
485
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Gly

Glu

Glu

Thr

Thr

310

Lys

Tyr

Gly

Glu

Gln
390

Trp

Thr

Thr

Lys

Asn

470

Thr

Ser

Ala

Gly

Cys

295

Ser

Leu

Tyr

Ser

Ala

375

Phe

Asp

Asn

Ser

Val

455

Pro

Arg

Cys

Leu

Asp

280

Asp

Fhe

Thr

Val

Tyr

360

Glu

Lys

Asp

Glu

Ser

440

Thr

Ser

Arg

127

Cys

Thr

265

Gly

Pro

Tyr

Val

Gln

345

Ser

Phe

Lys

Tyr

Thr

425

Gly

Phe

Gly

Pro

Ser

250

Pro

Cys

Asp

Gly

Val

330

Asn

Gly

Gly

Ala

Tyr

410

Ser

val

Ser

Gly

Ala
490

Glu

His

Gly

Gly

Pro

315

Thr

Gly

Asn

Gly

Thr

395

Ala

Ser

Pro

Asn

Asn

475

Thr

Met

Pro

Gly

Cys

300

Gly

Gln

vVal

Glu

Ser

380

Ser

Asn

Thr

Ala

Ile

460

Pro

Thr

Asp

Cys

Thr

285

Asp

Ser

Phe

Thr

Leu

365

Ser

Gly

Met

Pro

Gln

445

Lys

Pro

Thr

Ile

Thr

270

Tyr

Trp

Ser

Glu

Phe

350

Asn

Phe

Gly

Leu

Gly

430

val

Phe

Gly

Gly

Trp

255

Thr

Ser

Asn

Phe

Thr

335

Gln

Asp

Ser

Mat

415

Ala

Glu

Gly

Gly

Ser
495

Glu

Val

Asp

Pro

Thr

320

Ser

Gln

Asp

Asp

Val

400

Leu

val

Ser

Pro

Asn

480

Ser
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Pro Gly Pro Thr Gln Ser His Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr
500 505 510

Ser Gly Pro Thr Val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn
515 520 525

Pr¢o Tyr Tyr Ser Gln Cysg Leu
530 535

<210> 28

<211> 471

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei
<400> 28

Met Ile Val Gly Ile Leu Thr Thr Leu Ala Thr Leu Ala Thr Leu Ala
1 5 10 15

Ala Ser Val Pro Leu Glu Glu Arg Gln Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly
20 25 30

Gln Cys Gly Gly Gln Asn Trp Ser Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly

Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu Fro Gly
50 55 60

Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg
65 70 75 80

Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly
85 90 95

Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr
100 105 110

Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr
115 120 125

Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala Ile Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met
130 135 140

Ala Thr Ala Ala Ala 3Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
145 150 155 160

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gln Thr Leu Ala Asp Ile
165 170 175

128



Arg

Tyr

Tyr

Thr

225

val

Pro

Ala

Gly

Gln

305

Arg

Ser

Tyr

Ala

Gln

385

Ile

Trp

Thr

Asp

Ser

210

Ile

Ile

Lys

Val

His

2390

Leu

Gly

Pro

Tle

Phe

370

Gln

Arg

Val

Ala

Leu

135

Ile

Arg

Glu

Cys

Thr

275

Ala

Phe

Len

Pro

His

355

Phe

Gln

Pro

Lys

Asn

180

Pro

Ala

Gln

Pro

Ala

260

Gln

Gly

Ala

Ala

Ser

340

Ala

Ile

Trp

Ser

Pro
420

Lys

Asp

Asp

Ile

Asp

245

Asn

Leu

Trp

Asn

Thr

325

Tyr

Ile

Thr

Gly

Ala

405

Gly
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Asn

Arg

Gly

val

230

Ser

Ala

Asn

Leu

val

310

Asn

Thr

Gly

Asp

Asp

390

Asn

Gly

Gly

Asp

Gly

215

val

Leu

Gln

Leu

Gly

295

Tyr

val

Gln

Arg

Gln

375

Trp

Thr

Glu

Gly

Cys

200

vVal

Glu

Ala

Ser

Pro
280

Trp

Lys

Ala

Gly

Leu

360

Gly

Cys

Gly

Cys

129

Asn

185

Ala

Ala

Tyr

Asn

Ala

265

Asn

Pro

Asn

Asn

Asn

345

Leu

Arg

Asn

Asp

Asp
425

Tyr

Ala

Lys

Ser

Leu

250

Tyr

val

Ala

Ala

Tyr

330

Ala

Ala

Ser

val

Ser

410

Gly

Ala

Leu

Tyr

Asp

235

vVal

Leu

Ala

Asn

Sar

315

Asn

Val

Asn

Gly

Ile

395

Leu

Thr

Gly

Ala

Lys

220

Ile

Thr

Glu

Met

Gln

300

Ser

Gly

Tyr

His

Lys

380

Gly

Leu

Ser

Gln

Ser

205

Lsn

Arg

Asn

Cys

Tyr

285

Asp

Pro

Trp

Asn

Gly

365

Gln

Thr

Asp

Asp

Phe

130

Asn

Tyr

Thr

Leu

Ile

270

Len

Pro

Arg

Asn

Glu

350

Trp

Pro

Gly

Ser

Ser
430

Val

Gly

Ile

Leu

Gly

255

Asn

Asp

hla

Ala

Ile

335

Lys

Ser

Thr

Phe

Phe

415

Ser

Val

Glu

Asp

Leun

240

Thr

Tyr

Ala

Ala

Leu

320

Thr

Leu

Asn

Gly

Gly

400

val

Ala
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Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gln Pro Ala
435 440 445

Ala Gln Ala Gly Ala Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Val Gln Leu Leu Thr
450 455 460

Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
465 470

<210> 29

<211> 532

<212> PRT

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 29

Met Met Tyr Lys Lys Phe Ala Ala Leu Ala Ala Leu Val Ala Gly Ala

Ser Ala Gln Gln Ala Cys Ser Leu Thr Ala Glu Asn His Pro Ser Leu
20 25 30

Thr Trp Lys Arg Cys Thr Ser Gly Gly Ser Cys Ser Thr Val Asn Gly
35 40 45

Ala Val Thr Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp Thr His Thr Val Ser Gly
50 55 60

Ser Thr Asn Cys Tyr Thr Gly Asn Gln Trp Asp Thr Ser Leu Cys Thr
65 70 75 80

Asp Gly Lys Ser Cys Ala Gln Thr Cys Cys Val Asp Gly Ala Asp Tyr
85 90 95

Ser Ser Thr Tyr Gly Ile Thr Thr Ser Gly Asp Ser Leu Asn Leu Lys
100 105 110

Phe Val Thr Lys His Gln Tyr Gly Thr Asn Val Gly Ser Arg Val Tyr
115 120 125

Leu Met Glu Asn Asp Thr Lys Tyr Gln Met Phe Glu Leu Leu Gly Asn
130 135 140

Glu Phe Thr Phe Asp Val Asp Val Ser Asn Leu Gly Cys Gly Leu Asn
145 150 155 160

Gly Ala Leu Tyr Phe Val Ser Met Asp Ala Asp Gly Gly Met Ser Lys
165 170 175

130



Tyr

Ala

Gly

Tyr

225

Ala

Cys

Gly

Asp

Met

305

Glu

Glu

Cys

Lys

Leu

385

Asp

Gly

Ser

Gln

Agn

2190

Gly

Thr

Glu

Val

Lys

290

Thr

Ile

Ser

Asp

Gly

370

val

Ser

Ala

Gly

Cys

195

Trp

Ser

Ala

Ala

Cys

275

Thr

val

Lys

Lys

Ala

355

Gly

Thr

Cys

Asn

180

Pro

Thr

Cys

Phe

Asp

260

Asp

Phe

val

Arg

Ile

340

Gln

Met

Ser

Tyr

Pro

Lys

Arg

Pro

Cys

Thr

245

Thr

Pro

Tyr

Thr

Phe

325

Pro

Lys

Ala

val

Pro

405

Thr
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Ala

Asp

Ser

Ser

230

Pro

Cys

Asp

Gly

Gln

310

Tyr

Gly

val

Gln

Trp

3%0

Ile

Thr

Gly

Leu

Thr

215

Glu

His

Gly

Gly

Lys

295

Phe

val

Asn

Ala

Met

375

Asp

Asp

Ser

Ala

Lys

200

Asn

Met

Pro

Gly

Cys

280

Gly

His

Gln

Pro

Phe

360

Ser

Asp

Gln

Gly

131

Lys

185

Phe

Asp

Asp

Cys

Thr

265

Asp

Met

Lys

Asp

Gly

345

Ser

Lys

His

Ala

Val

Tyr

Ile

Ala

Val

Thr

250

Tyr

Phe

Thr

Asn

Gly

330

Asn

Asn

Ala

Tyr

Gly

410

Pro

Gly

Asn

Asn

Tre

235

Thr

Ser

Asn

Val

Ser

315

Lys

Ser

Thr

Leu

Ala

395

Ala

Ala

Thr

Gly

Ala

220

Glu

val

Ser

Ala

Asp

300

Ala

Ile

Ile

Asp

Ala

380

Asn

Pro

Glu

Gly

Glu

205

Gly

Ala

Gly

Asp

Tyr

285

Thr

Gly

Ile

Thr

Asp

365

Gly

Met

Gly

Ile

Tyr

130

Ala

Phe

Asn

Gln

Arg

270

Arg

Asn

Val

Ala

Gln

350

Phe

Pro

Leu

Ala

Glu

Cys

Asn

Gly

Asn

Ser

255

Tyr

Gln

Lys

Leu

Asn

335

Glu

Asn

Trp

Glu
415

Ala

Asp

val

Met

240

Arg

Ala

Gly

Lys

Ser

320

Ala

Tyr

Arg

val

Leu

400

Arg

Gln



Val

Gly

Thr

465

Ser

Thr

Thr

Ser

<210> 30

<211> 322
<212> PRT

Pro

Ser

450

Thr

Thr

Thr

Asn

Gln
530

Asn

435

Thr

Val

Ser

Gln

Cys

515

Cys

420

Ser

Val

Val

Ser

Lys

500

Val

Leu

<213> Coptotermes lacteus

<400> 30

Asn

Pro

Pro

Pro

485

Trp

Ala
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Val

Gly

Pro

470

val

Gly

Gly

Ile

Leu

455

Ala

Ser

Gln

Thr

Phe

440

Asp

Ser

Thr

Cys

Thr
520

132

425

Ser

Gly

Thr

Fro

Gly

505

Cys

Asn

Ser

Ser

Thr

4390

Gly

Thr

Ile

Asn

Thr

475

Gly

Ile

Gln

Pro

460

Ser

Gln

Gly

Leu

Fhe

445

Gly

Arg

Fro

Tyr

Asn
525

430

Gly

Asn

Pro

Gly

Thr

510

Pro

Pro

Pro

Thr

Gly

4385

Gly

Trp

Ile

Thr

Ser

480

Cys

Cys

Tyr



Met

Ala

Ile

Asp

Gly

65

Val

Gln

Arg

Leu

Val

Pro

50

Gly

Val

Leu

Phe

Ala

Hisg

35

Pro

Thr

Gly

Phe

Pro

Glu

20

Asp

Asp

Leu

Ser

Thr

Ser

Cys

Lys

Leu

Ser

Arg

Phe
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Ile

Thr

Hisg

Asp

Gln

70

Leu

vVal

Phe

Lys

Val

Tyr

55

Arg

Tyr

Gly

Thr

Gly

Gly

40

Glu

Leu

Ile

Lys

133

Ala

Gly

25

Asp

Lys

Val

Val

Glu

vVal

10

Cys

Ile

Asp

Ser

Asp

Phe

Leu

Thr

Gln

vVal

Thr

75

Glu

Thr

Phe

Asn

Asn

Gly

60

Trp

Ala

Tyr

Ala

Lys

Arg

45

vVal

Asn

Asp

Thr

Ala

Asn

30

Asp

Thr

Gly

Glu

vVal

Ser

15

Gly

Thr

vVal

Lys

Lys

95

Asp

Ser

Tyr

Leu

Ser

Lys

80

Tyr

Met



Ser

Pro

Cys

145

Gln

Ser

Arg

Gln

Thr

225

Ala

Leu

Ser

Gly

Asn

305

Pro

<210> 31
<211> 451
<212> PRT

Gln

Ala

130

Asp

Glu

Gln

Asp

Pro

210

Glu

Lys

Arg

Leu

Pro

230

Leu

Tyr

Ile

115

Ala

Ala

Ala

Thr

Ser

135

Val

Val

Ser

Thr

Trp

275

Cys

Lys

100

Gln

Gly

Asn

Ser

Ser

180

Gly

Thr

Lys

Leu

Met

260

Asp

Thr

Val

Cys

Lys

Cys

Asn

165

Gly

Asp

Ile

Arg

Thr

245

Gly

Ser

Ser

Thr

<213> Coptotermes formosanus
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Gly

Thr

Val

130

Lys

Cys

Lys

Val

Leu

230

Asp

Ala

Asn

Tyr

Trp
310

Ile

Pro

135

Asp

Ala

Asp

Ala

Thr

215

Cys

Ser

Ser

Gly

Asn

2385

Ser

Asn

120

Gly

Gly

Ile

Thr

Phe

200

Gln

Val

Tyr

Met

Met

280

Ile

Asn

134

105

Ala

Gly

Asp

Val

Ser

185

Trp

Fhe

Gln

Cys

Ala

265

Ser

Glu

Val

Ala

val

Cys

Tyr

170

Gly

Gly

Ile

Gly

Asn

250

Arg

Trp

Ser

Lys

Leu

Lys

Cys

155

Thr

Cys

Thr

Gly

Gly

235

Ala

Gly

Leu

Tyr
315

Tyr

Tyr

140

Met

Thr

Gly

Thr

Ser

220

Lys

Asn

His

Asp

Glu

300

Gly

Thr

125

Gly

Glu

His

Tyr

Ile

205

Gly

Thr

Asp

Val

Gly

285

Ser

Glu

110

Val

Tyr

Phe

Ser

Asn

190

Asn

Ser

Phe

Tyr

Val

270

Gly

Ser

Ile

Glu

Gly

Asp

Cys

175

Pro

val

Ser

Pro

Arg

255

Val

Asn

Gln

Asp

Met

Tyr

Ile

160

Gln

Tyr

Asn

Leu

Pro

240

Ser

Fhe

Ala

Pro

Ser
320



<400> 31

Met

Ala

Pha

Thr

Asp

65

Phe

Tyr

Ala

Asn

Trp

145

Asp

Leu

Asn

Tyr

Ala
225

Arg

Tyr

Trp

50

Pro

Glu

Glu

130

Gly

Thr

Ala

Asn

Arg

2190

Ser

Phe

Ala

Glu

35

Arg

Thr

Met

Ser

Lys

115

Phe

Arg

Ser

Ala

Leu

195

Gly

Gly

Pro

Ala

20

Ala

Lys

Gly

Ala

Ala

100

Trp

Tyr

Pro

Lys

Thr

180

Ile

Lys

Asp

Ser

Tyr

Gln

Asp

Gly

Tyr

85

Tyr

Gly

Gly

Glu

Pro

165

Ala

Thr

Tyr

Tyr
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Ile

Asp

Arg

Ser

Tyr

70

Thr

Ser

Thr

Gln

Asp

150

Gly

Ile

His

Ser

Lys
230

Phe

Tyr

Ser

Ala

55

Tyr

Val

Thr

Asp

Val

135

Met

Ser

Ala

Ala

Asp

215

Asp

Thr

Lys

Gly

40

Leu

Asp

Thr

Ala

Tyr

120

Gly

Thr

Asp

Tyr

Lys

200

Ser

Glu

135

Ala

Thr

25

Lys

Asn

Ala

vVal

Gly

105

Phe

Gln

Met

Leu

Lys

185

Gln

Ile

Leu

val

10

Val

Leu

Asp

Gly

Leu

90

Ala

Gly

Ser

Ala

170

Ser

Leu

Thr

Val

Leu

Pro

Lys

Asp

15

Ala

Leu

Lys

Asp

Arg

155

Ala

Ala

Phe

Asp

Trp
235

Phe

Lys

Ala

Gly

60

Phe

Trp

Asp

Ala

Val

140

Pro

Glu

Asp

Asp

Ala

220

Ala

Ala

Asn

Asp

45

Gln

Val

Gly

Asp

His

125

Asp

Ala

Thr

Ser

Phe

205

Lys

Ala

Ala

Ser

30

Gln

Lys

Lys

Leu

Gly

110

Thr

His

Tyr

Ala

Thr

150

Ala

Asn

Ala

Ser

15

Leu

Lys

Gly

Fhe

Val

95

Arg

Ala

Ala

Lys

Ala

175

Tyr

Asn

Phe

Trp

Ser

Val

Glu

Gly

80

Asp

Lys

Ala

Tyr

Ile

160

Ala

Ser

Asn

Tyr

Leu
240



Tyr

Tyr

Asn

Gln

Ser

305

Thr

Asp

Ile

Gly

Asp

385

Asn

Asp

Thr

Ala

<210> 32

<211> 451
<212> PRT

Arg

Asn

Lys

Ala

290

Gln

Leu

Asp

Thr

370

Ala

Ala

Ser

Asp

Gly
450

Ala

Glu

Ile

275

Tyr

Lys

Arg

Gly

Tyr

355

Asn

Pro

His

Tyr

Tyr

435

Val

Thr

Phe

260

Ser

Lys

Lys

His

Ile

340

Ala

Pro

Ala

Val

Thr

420

Asn

Asn
245

Gly

Gly

Asp

Thr

Ala

325

Asn

Leu

Pro

Ala

Leu

405

Asp

Ala

<213> Nasutitermes takasagoensis

<400> 32
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Asp

Leu

Val

Lys

Pro

310

Ala

Ala

Gly

Val

Cys

390

Thr

Ser

Gly

Asn

Gly

Gln

Val

295

Lys

Asn

Ala

Asp

Arg

375

Asp

Gly

Arg

Phe

Thr

Ser

Val

280

Gln

Gly

Ser

Ser

Gly

360

Pro

Trp

Ala

Ser

Gln
440

136

Tyr

Trp

265

Leu

Gly

Leu

Ala

Tyr

345

Gly

His

Asn

Leu

Asp

425

Ser

Leu

250

Asn

Leu

Tyr

Val

Leu

330

Arg

Arg

His

Thr

Val

410

Tyr

Ala

Thr

Gly

Ala

Val

Tyr

315

Ile

Gln

Ser

Arg

Tyr

395

Gly

Ile

Val

Lys

Ala

Lys

Asp

300

Ile

Ala

Tyr

Tyr

Ser

380

Asn

Gly

Ser

Ala

Ala

Phe

Leu

285

Tyr

Asp

Leu

Ala

Val

365

Ser

Ser

Pro

Asn

Gly
445

Glu

Asn

270

Thr

Leu

Gln

Gln

Lys

350

Val

Ser

Ala

Asp

Glu

430

Leu

Ser
255

Trp

Ser

Val

Trp

Ala

335

Lys

Gly

Cys

Gly

Ser

415

Val

Leu

Asp

Lys

Ser

Gly

320

Ala

Gln

Phe

Pro

Pro

400

Asn

Ala

Lys



Met

Ala

Phe

Thr

Asp

65

Phe

Phe

Ala

Asn

Trp

145

Asp

Leu

Asn

Tyr

Ala

225

Tyr

Arg

Leu

Tyr

Trp

50

Leu

Pro

Glu

Val

Glu

130

Gly

Thr

Ala

Asn

Arg

210

Ser

Arg

Phe

Ala

Glu

35

Arg

Thr

Met

Ala

Lys

115

Phe

Arg

Ser

Ala

Leu

1385

Gly

Ala

Ala

Pro

Ala

290

Ala

Lys

Gly

Ala

Gly
100

Trp

Tyr

Fro

Arg

Ala

180

Leu

Lys

Asp

Thr

Ser

Tyr

Gln

Asp

Gly

Tyr

85

Tyr

Ala

Gly

Glu

Pro

165

Ser

Thr

Tyr

Tyr

Asn
245
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Ile

Asp

Arg

Ser

Tyr

70

Thr

Ser

Thr

Gln

Asp

150

Gly

Ile

His

Ser

Arg

230

Asp

Phe

Tyr

Ser

Ala

55

Phe

Ala

Ser

Asp

Val

135

Met

Ser

Val

Ala

Asp

215

Asp

Asn

Thr

Lys

Gly

40

Leu

Asp

Thr

Ala

Tyr

120

Gly

Thr

Asp

Phe

Arg

200

Ser

Glu

Thr

137

Ala

Gln

25

Arg

Asn

Ala

Val

Gly

105

Phe

Gln

Met

Leu

Arg

185

Gln

Ile

Leu

Tyr

val

10

Val

Len

Asp

Gly

Leu

90

Ala

Ile

Gly

Ala

Ala

170

Agn

Leu

Thr

val

Leu
250

Leu

Leu

Pro

Gln

Asp

75

Ala

Leu

Lys

Asp

Arg

155

Gly

val

Phe

Asp

Trp

235

Asn

Phe

Arg

Ala

Gly

60

Phe

Trp

Asp

Ala

Ala

140

Pro

Glu

Asp

Asp

Ala

220

Ala

Thr

Ala

Asp

Asp

45

Asp

val

Gly

Asp

His

125

Asp

Ala

Thr

Gly

Fhe

205

Arg

Ala

Ala

Ala

Ser

30

Gln

Gln

Lys

Leu

Gly

110

Thr

His

Tyr

Ala

Thr

130

Ala

Asn

Ala

Glu

Ser

15

Leu

Lys

Gly

Phe

Ile

95

Arg

Ser

Ala

Lys

Ala

175

Tyr

Asn

Phe

Trp

Ser
255

Ser

Leu

Val

Gln

Gly

80

Asp

Lys

Gln

Phe

Ile

160

Ala

Ser

Asn

Tyr

Leu

240

Leu



10

<210> 33

Tyr

Ser

Gln

Asn

305

Thr

Glu

Ile

Gly

Pro

385

Asn

Asp

Thr

Leu

<211> 451
<212> PRT
<213> Coptotermes acinaciformis

<400> 33

Asp

Lys

Ala

290

Gln

Leu

Leu

Asp

Ser

370

Ala

Tyr

Asn

Asp

Gly
450

Glu

Val

275

Tyr

Gln

Arg

Gly

Tyr

355

Asn

Pro

Hig

Tyr

Tyr

435

Tyr

Phe

260

Ser

Lys

Lys

Hig

Len

340

Ala

Pro

Ala

Val

Val

420

Asn

Gly

Gly

Asp

Thr

Ala

325

Ser

Leu

Pro

Thr

Leu

405

Asp

Ala
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Leu

Val

Gln

Gln

Thr VvVal

Pro

310

Ala

Ala

Gly

Thr

Cys

390

Ser

Asp

Gly

295

Lys

Asn

Ser

Asp

Arg

375

Asp

Gly

Arg

Phe

Asn

Val

280

Gln

Gly

Ala

Ser

Gly

360

Pro

Trp

Ala

Ser

Gln
440

Trp

265

Leu

Ser

Leu

Ala

Tyr

345

Gly

Hig

Asn

Leu

Asp

425

Ser

Gly

Leu

Tyr

Leu

Phe

330

Arg

Arg

Hig

Thr

Val

410

Tyr

Ala

Gly

Ala

Val

Tyr

315

Ile

Gln

Ser

Arg

Phe

395

Gly

Val

Leun

Gly

Lys

Asn

300

Ile

Met

Phe

Phe

Ser

380

Asn

Gly

Hig

Ala

Leu

Leu

285

Tyr

Asp

Leu

Ala

Val

365

Ser

Ser

Pro

Asn

Ala
445

Asn

270

Thr

Leu

Met

Glu

Gln

350

Cys

Ser

Pro

Asp

Glu

430

Leu

Trp

Asn

Ile

Trp

Ala

335

Thr

Gly

Cys

Asp

Gln

415

Val

Val

Asp

Lys

Asn

Gly

320

Ala

Gln

Phe

Pro

Pro

400

Asn

Ala

Ala

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Fhe Ala Ala Ser Ser

1

5

138

10

15



Ala

Phe

Thr

Asp

65

Phe

Tyr

Ala

Thr

Trp

145

Asp

Leu

Asp

Tyr

Ala

225

Tyr

Tyr

Leu

Tyr

50

Leu

Pro

Glu

val

Glu

130

Gly

Ala

Ala

Asn

Arg

210

Ser

Arg

Asn

Ala

Glu

35

Arg

Thr

Leu

Ala

Lys

115

Leu

Arg

Ser

Ala

Leu

195

Gly

Gly

Ala

Glu

Ala

20

Ala

Lys

Gly

Ala

Gly

100

Trp

Tyr

Pro

Arg

Ala

180

Leu

Lys

Asp

Thr

Fhe
260

Tyr

Gln

Asp

Gly

Tyr

85

Tyr

Ala

Gly

Glu

Pro

165

Ser

Ala

Tyr

Tyr

Asn

245

Gly
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Asp

Arg

Ser

Tyr

70

Thr

Ser

Thr

Gln

Asp

150

Gly

Ile

His

Ser

Lys

230

Asp

Leun

Tyr

Ser

Ala

55

Tyr

Ala

Ser

Asp

val

135

Met

Ser

val

Ala

Asp

215

Asp

Asgn

Gly

Thr

Gly

40

Leu

Asp

Thr

Ala

Tyr

120

Gly

Thr

Asp

Phe

Lys

200

Ser

Glu

Thr

Asn

139

Thr

25

Lys

Asp

Ala

val

Gly

105

Leu

Asp

Met

Leu

Lys

185

Gln

Ile

Leu

Tyr

Trp
265

Val

Leu

Asp

Gly

Leu

90D

Ala

Leu

Gly

Ala

Ala

170

Gly

Leu

Thr

Val

Leu

250

Asn

Leu

Pro

Lys

Asp

75

Ala

Thr

Lys

Asp

Arg

155

Gly

Val

Fhe

Gln

Trp
235

Thr

Gly

Lys

Ala

Gly

60

Phe

T'rp

Asp

Ala

Ala

140

Pro

Glu

Asp

Asp

Ala

220

Ala

Lys

Ala

Ser

Asp

45

Asn

Val

Gly

Asp

His

125

Asp

Ala

Thr

Ser

Fhe

205

Ser

Ala

Ala

Phe

Ser

30

Gln

Asn

Lys

Leu

Gly

110

Thr

His

Tyr

Ala

Ser

190

Ala

Asn

Thr

Glu

Asn
270

Leu

Lys

Gly

Phe

Val

95

Arg

Ala

Ala

Lys

Ala

175

Tyr

Asp

Fhe

Trp

Ser

255

Trp

Leu

vVal

Glu

Gly

80

Asp

Lys

Ala

Tyr

Ile

160

Ala

Ser

AsSn

Tyr

Leu

2490

Leu

Asp
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Asn Lys Val Ser Gly Val Gln Val Leu Leu Ala Lyg Leu Thr Ser Lys
275 280 285

Gln Ala Tyr Lys Asp Thr Val Gln Gly Tyr Val Asp Tyr Leu Ile Asn
290 295 300

Asn Gln Gln Lys Thr Pro Lyg Gly Leu Leu Tyr Ile Asp Gln Trp Gly
305 310 315 320

Thr Leu Arg His Ala Ala Asn Ala Ala Leu Ile Ile lLeu Gln Ala Ala
325 330 335

Asp Leu Gly Ile Ser Ala Asp Ser Tyr Arg Gln Phe Ala Lys Lys Gln
340 345 350

Ile Asp Tyr Ala Leu Gly Asp Gly Gly Arg Ser Tyr Val Val Gly Phe
355 360 365

Gly Asp Asn Pro Pro Thr His Pro His His Arg Ser Ser Ser Cys Pro
370 375 380

Asp Ala Pro Ala Val Cys Asp Trp Asn Thr Phe 2sn Ser Pro Asp Pro
385 390 395 400

Asn Phe His Val Leu Thr Gly Ala Leu Val Gly Gly Pro Asp Gln Asn
405 410 415

Asp Asn Tyr Val Asp Asp Arg Ser Asp Tyr Val Ser Asn Glu Val Ala
420 425 430

Thr Asp Tyr Asn Ala Gly Phe Gln Ser Ala Val Ala Ala Leu Val Thr
435 440 445

Leu Gly Val
450

<210> 34

<211> 451

<212> PRT

<213> Mastotermes darwinensis

<400> 34

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser
1 5 10 15

Ala Leu Ala Ala Tyr Asp Tyr Asn Asp Val Leu Thr Lys Ser Leu Leu
20 25 30

140



Phe

Thr

Asp

Phe

HEis

Ala

Asn

Trp

145

Asp

Leu

Asn

Tyr

Ser

225

Tyr

Tyr

Thr

Tyr

Trp

50

Leun

Pro

Pro

Val

Glu

130

Gly

Thr

Ala

Thr

Arg

210

Ser

Arg

Ser

Lys

Glu

35

Arg

Thr

Met

Ala

Lys

115

Leu

Arg

Ser

Ala

Leu

195

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

Ala

Lys

Gly

Ala

Gly

100

Trp

Tyr

Pro

Arg

Ala

180

Leu

Lys

Asp

Thr

Leu

260

Ser

Gln

Asp

Gly

Tyr

85

Tyr

Val

Gly

Glu

Pro

165

Ser

Thr

Tyr

Tyr

Asn

245

Gly

Gly
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Arg

Ser

Tyr

70

Thr

Ser

Thr

Gln

Asp

150

Gly

Ile

His

Ser

Lys

230

Asp

Leu

Vval

Ser

Ala

55

Tyr

Ala

Ser

Asp

val

135

Met

Ser

Val

Ala

Asp

215

Asp

Gln

Gln

Glu

Gly

40

Leu

Asp

Thr

Ala

Tyr

120

Gly

Thr

Asp

Phe

Lys

200

Ser

Glu

Thr

Ser

Val

141

Lys

Agn

Ala

val

Gly

105

Leu

Asp

Met

Leu

Lys

185

Gln

Ile

Leu

Tyr

Trp

265

Leu

Leu

Asp

Gly

Leu

20

vVal

Ile

Gly

Ala

Ala

170

Ser

Leu

Thr

vVal

Leu

250

Asn

Leu

Pro

Lys

Asp

75

Ala

Leu

Lys

Asp

Arg

155

Gly

Thr

Phe

Gln

Trp

235

Thr

Gly

Ala

Ser

Gly

60

Tyr

Trp

Asp

Ala

Ala

140

Pro

Glu

Asp

Asp

Ala

220

Ala

Thr

Gly

Lys

Asp

45

Gln

val

Gly

Asp

His

125

Asp

Ala

Thr

Ser

Phe

205

Ser

Ala

Ala

Phe

Ile

Gln

Asn

Lys

Leun

Gly

110

Val

His

Tyr

Ala

Asn

190

Ala

Agn

Val

Glu

Thr

270

Thr

Lys

Gly

Phe

Val

a5

Arg

Ser

Ala

Lys

Ala

175

Tyr

Asn

Phe

Trp

Lys

255

Trp

Gly

Val

Glu

Gly

Asp

Lys

Lys

Tyr

Ile

160

Ala

Ala

Asn

Tyr

Leu

240

Leu

Asp

Lys



Gln

Ser

305

Ser

Asp

Ile

Gly

Asp

385

Asn

Asp

Thr

Leu

<210> 35
<211> 451
<212> PRT

Ala

290

Gln

Leu

Val

Asn

Asn

370

Ala

Pro

Asn

Asp

Gly
450

275

Tyr

Gln

Arg

Gly

Tyr

355

Asn

Pro

His

Tyr

Tyr

435

Leu

Lys

Lys

Met

Ile

340

Ile

Pro

Ala

Val

Gln

420

Asn

<213> Nasutitermes walkeri

<400> 35

Asp

Thr

Ala

325

Ser

Leu

Pro

Thr

Leu

405

Asp

Ala
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Lys

Pro

310

Ala

Ser

Gly

Thr

Cys

330

Tyr

Leu

Ala

Val

295

Lys

Asn

Thr

Asp

His

375

Asp

Gly

Arg

Phe

280

Lys

Gly

Ala

Ala

Ala

360

Pro

Trp

Ala

Ser

Gln
440

142

Gly

Leu

Ala

Tyr

345

Gly

His

Asn

Leu

Asp

425

Ser

Tyr

Val

Tyr

330

Arg

Arg

His

Asn

Val

410

Tyr

Leu

Cys

Tyr

315

Ile

Gln

Ser

Arg

Tyr

395

Gly

Val

Leu

Asp

300

Ile

Cys

Phe

Fhe

Ser

380

Asn

Gly

Ala

Ala

285

Tyr

Asp

Ala

Ala

Val

365

Ser

Ser

Pro

Asn

Leu
445

Ile

Lys

Val

Lys

350

Val

Ser

Ala

Asp

Glu

430

Ile

Ser

Trp

Ala

335

Thr

Gly

Cys

Asn

Ser

415

Val

val

Gly

Gly

320

Ala

Gln

Tyr

Pro

Pro

400

Asn

Ala

Asp
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Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser
1 5 10 15

Ala Leu Ala Ala Tyr Asp Tyr Lys Gln Val Leu Arg Asp Ser Leu Leu
20 25 30

Phe Tyr Glu Ala Gln Arg Ser Gly Arg Leu Pro Ala Asp Gln Lys Val

143



Thr

Asp

65

Phe

Phe

Ala

Asn

Trp

145

Asp

Leu

Asn

Tyr

Ala

225

Tyr

Tyr

Ser

Trp

Leu

Pro

Glu

val

Glu

130

Gly

Thr

Ala

Asn

Arg

210

Ser

Arg

Asn

Lys

35

Arg

Thr

Met

Ala

Lys

115

Phe

Arg

Ser

Ala

Leu

195

Gly

Ala

Ala

Glu

vVal
275

Lys

Gly

Ala

Gly

100

Trp

Tyr

Pro

Arg

aAla

180

Leu

Lys

Asp

Thr

Phe

260

Ser

Asp

Gly

Tyr

85

Tyr

Ala

Gly

Glu

Pro

165

Ser

Thr

Tyr

Tyr

Asn

245

Gly

Gly

ES 2621 181 T3

Ser

Tyr

70

Thr

Ser

Thr

Gln

Asp

150

Gly

Ile

His

Ser

Arg

230

Asp

Leu

Val

Ala

55

Phe

Ala

Ser

Asp

Val

135

Met

Ser

Val

Ala

Asp

215

Asp

Asn

Gln

Gln

40

Leu

Asp

Thr

Ala

Tyr

120

Gly

Thr

Asp

Phe

Arg

200

Ser

Glu

Ser

Asn

Val
280

144

Asn

Ala

Val

Gly

105

Phe

Gln

Met

Leu

Lys

185

Gln

Ile

Leu

Tyr

Trp

265

Leu

Asp

Gly

Leu

90

Ala

Ile

Gly

Ala

Ala

170

Asn

Leu

Thr

val

Len

250

Gly

Leu

Gln

Asp

75

Ala

Leu

Lys

Asp

Arg

155

Gly

Val

Phe

Asp

Trp

235

Asn

Gly

Ala

Gly

Phe

Trp

Asp

Ala

Val

140

Pro

Glu

Asp

Asp

Ala

220

Ala

Thr

Gly

Lys

45

Glu

val

Gly

Asp

His

125

Asp

Ala

Thr

Gly

Phe

205

Arg

Ala

Ala

Leu

Leu
285

Gln

Lys

Leu

Gly

110

Thr

His

Tyr

Ala

Thr

190

Ala

Asn

Ala

Glu

Asn

270

Thr

Gly

Phe

Ile

95

Arg

Ser

Ala

Lys

Ala

175

Tyr

Asn

Phe

Trp

Ser
255

Trp

Asn

Gln

Gly

80

Asp

Lys

Gln

Tyr

Ile

160

Ala

Ser

Asn

Tyr

Leu

240

Leu

Asp

Lys
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Gln Glu Tyr Lys Asp Thr Ile Gln Ser Tyr Val Asn Tyr Leu Ile Asn
290 295 300

Asn Gln Gln Lys Thr Pro Lys Gly Leu Leu Tyr Ile Asp Met Trp Gly
3035 310 315 320

Thr Leu Arg His Ala Ala Asn Ala Ala Phe Ile Met Leu Glu Ala Ala
325 330 335

Asp Leu Gly Leu Ser Ala Ser Ser Tyr Arg Gln Phe Ala Gln Thr Gln
340 345 350

Ile Asp Tyr Ala Leu Gly Asp Gly Gly Arg Ser Phe Val Cys Gly Phe
355 360 365

Gly Ser Asn Pro Pro Thr Arg Pro Hisz His Arg Ser Ser Ser Cys Pro
370 375 380

Pro Ala Pro Ala Thr Cys Asp Trp Asn Thr Phe Asn Ser Pro Asp Pro
385 350 3585 400

Asn Tyr Asn Val Leu Ser Gly Ala Leu Val Gly Gly Pro Asp Gln Asn
405 410 415

Asp Asn Tyr Val Asp Asp Arg Ser Asp Tyr Val His Asn Glu Val Ala
420 425 430

Thr Asp Tyr Asn Ala Gly Phe Gln Ser &la Leu Ala Ala Leu Val Ala
435 440 445

Leu Gly Tyr
450

<210> 36

<211> 451

<212> PRT

<213> Reticulitermes speratus

<400> 36

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser
1 5 10 15

Ala Leu Ala Ala Tyr Asp Tyr Lys Thr Val Leu Ser Asn Ser Leu Leu
20 25 30

Phe Tyr Glu Ala Gln Arg Ser Gly Lys Leu Pro Ser Asp Gln Lys Val
35 40 45

145



Thr

Asp

FPhe

Tyr

Ala

Asn

Trp

145

Asp

Leu

Asn

Tyr

Ala

225

Tyr

Tyr

Asn

Gln

Trp

50

Leu

Pro

Glu

Leu

Glu

130

Gly

Thr

Ala

Asn

Arg

2190

Ser

Arg

Asn

Lys

val
290

Arg

Thr

Met

Sear

Lys

115

Phe

Arg

Ser

Ala

Leu

195

Gly

Gly

Ala

Glu

Val

275

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

100

Tyr

Tyr

Pro

Lys

Thr

180

Ile

Lys

Asp

Thr

Phe

260

Ser

Lys

Asp

Gly

Tyr

85

Tyr

Gly

Gly

Glu

Pro

165

Ala

Thr

Tyr

Tyr

Asn

245

Gly

Gly

Asp
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Ser

Tyr

70

Thr

Ser

Thr

Gln

Asp

150

Gly

Ile

His

Ser

Lys

230

Asp

Leu

val

Lys

Ala

35

Tyr

val

Ala

Asp

Val

135

Met

Ser

Ala

Ala

Asp

215

Asp

Asn

Gly

Gln

val
285

Leu

Asp

Thr

Ala

Tyr

120

Gly

Thr

Asp

Tyr

Lys

200

Ser

Glu

Thr

Asn

Val

280

Gln

146

Asn

Ala

val

Gly

105

Phe

Gln

Leu

Lys

185

Gln

Ile

Leu

Tyr

Phe

265

Leu

Ser

Asp

Gly

Leu

90

Ala

Leu

Gly

Ser

Ala

170

Ser

Leu

Thr

Val

Leu

250

Asn

Leu

Tyr

Lys

Asp

Ala

Leu

Lys

Asp

Arg

155

Ala

Ala

Phe

Asp

Trp

235

Thr

Gly

Ala

val

Gly
60

Phe

Trp

Asp

Ala

Val

140

Pro

Glu

Asp

Asp

Ala

220

Ala

Lys

Ala

Lys

Asp
300

Gln

Val

Gly

Ser

His

125

Asp

Ala

Thr

Ala

Phe

205

Lys

Ala

Ala

Phe

Leu

285

Tyr

Lys

Lys

val

Gly

110

Thr

His

Tyr

Ala

Thr

190

Ala

Asn

Ala

Glu

Asn

270

Thr

Leu

Gly

Phe

Ile

95

Arg

Ala

Ala

Lys

Ala

175

Tyr

Asn

Phe

Trp

Ser

255

T'rp

Ser

Ile

Glu

Gly

Asp

Lys

Ala

Tyr

Ile

160

Ala

Ser

Asn

Tyr

Leu

240

Leu

Asp

Lys

Ser
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Ser

305

Thr

Asp

Ile

Gly

Asp

385

Asn

Asp

Thr

Ala

<210> 37
<211> 408
<212> PRT

Gln

Leu

Leu

Asp

Thr

370

Ala

Ala

Ser

Asp

Gly
450

Lys

Arg

Gly

Tyr

355

Asn

Pro

His

Tyr

Tyr

435

val

Lys

His

Ile

340

Ala

Pro

Ala

val

Thr

420

Asn

<213> Neosartorya fischeri

<400> 37

Met Arg Phe Pro

1

Ala Leu Ala Gln

20

Thr

Ala

325

Asn

Leu

Pro

Val

Leu

405

Asp

Ala

Ser

Gln

Thr Thr Tyr Arg Cys

35

Ser Val Val Leu

50

Asp

ES 2621 181 T3

Pro

310

Ala

Ala

Gly

val

Cys

390

Thr

Ala

Gly

Ile

Ile

Ser

Ile

Lys

Asn

Ala

Asp

Arg

375

Asp

Gly

Arg

Phe

Phe

Gly

Ser

Asn
5%

Gly

Ser

Thr

Gly

360

Pro

Trp

Ala

Ser

Gln
440

Thr

Ser

Gln

40

Ala

147

Leu

Ala

Tyr

345

Gly

His

Asn

Leu

Asp

425

Ser

Ala

Ile

25

Ala

His

val

Leu

330

Arg

Arg

His

Thr

val

410

Tyr

Ala

Val

10

Ala

Gly

Trp

Tyr

315

Ile

Ala

Ser

Arg

Tyr

395

Gly

Ile

Val

Leu

Glu

Cys

Ile

Ile

Ala

Tyr

Tyr

Ser

380

Asn

Gly

Ser

Ala

Phe

Asn

Val

His
60

Asp

Leu

Ala

val

365

Ser

Ser

Pro

Asn

Gly
445

Ala

His

Ala

45

Gln

Gln

Gln

Lys

350

Ile

Ser

Ala

Asp

Glu

430

Leu

Ala

Pro

30

Gln

Asn

Trp

Ala

335

Lys

Gly

Cys

Gly

Ser

415

val

Leu

Ser

15

Glu

Ser

Gly

Gly

320

Ala

Gln

Phe

Pro

Pro

400

Asn

Ala

Lys

Ser

Leu

Thr

Ala



Gln

65

Asp

Tyr

Gln

Tyr

Asn

145

Ser

Ala

Ala

Ser

225

Tyr

Cys

Gly

Leu
305

Thr

Lys

Ser

Tyr

Leu

130

Gln

Asn

Ala

Gln

Gly

210

Arg

Ala

Thr

Leu

Thr

290

Tyr

Ser

val

Ser

Gln

115

Leu

Glu

Gly

Leu

Cys

1595

Ala

Ser

Cys

Tyr

Thr

275

Ala

Val

Cys

Thr

Phe

100

Val

Ala

Phe

aAla

Asn

180

Phe

Gly

Thr

Thr

Asn

260

Ile

Asp

Gln

Thr

Cys

85

Gly

Gln

Glu

Thr

Leu

165

Pro

Asn

Ala

Ile

Gly

245

Pro

Asp

Asn

Asp
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Thr

70

Ser

Val

Asn

Asp

Phe

150

Tyr

Ala

Pro

Cys

Phe

230

Ala

Tyr

Thr

Thr

Gly
310

Ser

Gln

Gln

Gly

Gly

135

Asp

Leu

Gly

Gly

Cys

215

Ser

Glu

Glu

Ala

Ala

295

Lys

Ser

Asn

Asn

Gln

120

Ile

Val

Ser

Ala

Pro

200

Gln

Pro

Cys

Leu

Lys

280

Thr

Val

148

Gly

Cys

Ser

105

Ile

Asn

Asp

Glu

Thr

185

Trp

Glu

His

Tyr

Gly

265

Pro

Gly

Ile

Leu

Val

S0

Gly

Lys

Tyr

Ala

Met

170

Tyr

Ile

Met

Pro

Ser

250

Ala

Ile

Thr

Gly

Asp

75

val

Asp

Thr

Ser

Ser

155

Asp

Gly

Asn

Asp

Cys

235

Ile

Lys

Thr

Leu

Asn
315

Pro

Glu

Ala

Leu

Lys

140

Lys

Ala

Thr

Gly

Leu

220

Thr

Cys

Asp

Val

Ala

300

Thr

Ser

Gly

Met

Arg

125

Leu

Leu

Ser

Gly

Glu

205

Trp

Thr

Asp

Tyr

Val

285

Glu

Ala

Leu

Ile

Thr

110

Pro

Gln

Pro

Gly

Tyr

150

Ala

Glu

Ala

Gly

Tyr

270

Thr

Ile

val

Cys

Thr

95

Leu

Arg

Leu

Cys

Gly

175

Cys

Asn

aAla

Gly

Tyr

255

Gly

Gln

Arg

Ala

Pro

80

Asp

Arg

Val

Leu

Gly

160

Arg

Asp

Thr

Asn

Leu

240

Gly

Tyr

Phe

Arg

Met
320



10

Thr Glu

Leu Gln

Ser Ile

Gly Ala

Ala

Arg

Trp

Phe

Met

340

355

370

Ala Asn

385

Asp Ile

<210> 38
<211> 304
<212> PRT

Gly

Tyr

Gly

Asp

Pro

Pro

Ser

<213> Reticulitermes flavipes

<400> 38

Met

Ala

Phe

Pro

Lys

65

Cys

Tyr

Thr

Arg

Leu

Lys

His

50

Pro

Cys

Thr

Gln

Phe

Ala

Pro

35

Asp

Gln

Trp

val

Cys
115

Proc

Gln

20

Gly

Met

Asp

Glu

His

100

Gly

Cys

325

Gly

Asp

Cys

Asn

Thr
405

Ser

Trp

Ala

Lys

Asn

Met

Ala

Asp
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Ser

Glu

Pro

Gly

Thr
390

Tyr

Ile

Met

Lys

Val

Asp

70

Asp

Gly

Thr

Ser

Ala

Gly

Asn
375

Ala

Ser

Phe

Gln

Tyr

Ser

55

Glu

Ile

Ser

Asp

Ser

Leu

Leu
360

Thr

val

Ser

Thr

Ile

Gly

40

Ser

Asn

Trp

Lys

Ser
120

149

Arg

Gly
345

Trp

Glu

Thr

Ala

Gly

25

Arg

Ser

Glu

Ser

105

Gly

Thr
330

Arg

Met

Gly

Phe

Val

10

Gly

Gly

Arg

Gly

Gly

Gly

Glu

Phe

Gly

His

Asp

Ser
395

Leu

Lys

Tyr

Ala

Asn

75

Asn

Gln

Arg

Glu

Met

Trp

Pro
380

Lys

Phe

Gln

Cys

Asn

&l

Gly

Leu

Tyr

Phe

Glu

val

Leu
365

Ala

val

Ala

Lys

Asp

45

val

Lys

val

Glu

Lys
125

Leu

Pro
350

Asp

Phe

Arg

Ala

Tyr

30

Gly

Asp

Leu

Ser

Cys

110

Gly

Gly Gly
335

Val Phe

Ser Asp

Ile Gln

Trp Gly

Ser

15

Fro

Gln

Gly

Gly

Gln

95

Thr

Thr

400

Ser

Ala

Cys

Trp

Thr

80

Ala

Gly

Cys
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Asp Lys Asp Gly Cys Asp Phe Ala Ser Tyr Arg Trp Gly Ala Thr Asp
130 135 140

Tyr Tyr Gly Pro Gly Lys Thr Val Asp Thr Lys Gln Pro Met Thr Val
145 150 155 160

Val Thr Gln Phe Tle Gly Asp Pro Leu Thr Glu Ile Lys Arg Val Tyr
165 170 175

Val Gln Gly Gly Lys Val Ile Asn Asn Ser Lys Thr Ser Asn Leu Gly
180 185 190

Ser Val Tyr Asp Ser Leu Thr Glu Ala Phe Cys Asp Asp Thr Lys Gln
195 200 205

Val Thr Gly Asp Thr Asn Asp Phe Lys Ala Lys Gly Gly Met Ser Gly
210 215 220

Phe Ser Lys Asn Leu Asp Thr Pro Gln Val Leu Val Met Ser Leu Trp
225 230 235 240

Asp Asp His Thr Ala Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser Thr Tyr Pro Thr
245 250 255

Asp Ser Thr Lys Pro Gly Ala Ala Arg Gly Thr Cys Ala Val Thr Ser
260 265 270

Gly Asp Pro Lys Asp Val Glu Ser Lys Gln Ala Asn Ser Gln Val Val
275 280 285

Tyr Ser Asp Ile Lys Phe Gly Pro Ile Asn Ser Thr Tyr Lys Ala Asn
290 295 300

<210> 39

<211> 475

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 39

Met Val Ser Phe Thr Ser Leu Leu Ala Gly Val Ala Ala Ile Ser Gly
1 5 10 15

vVal Leu Ala Ala Pro Ala Ala Glu Val Glu Pro Val Ala Val Glu Lys
20 25 30

Arg Glu Ala Glu Ala Glu Ala Gln Gln Pro Gly Thr Ser Thr Pro Glu
35 40 45

150



Val

Val

65

His

Thr

Gly

Thr

Ser

145

Lys

Pro

Gly

Tyr

Asn

225

Gly

Ala

Lys

Thr

His

50

Ala

Asp

Leu

val

Met

130

Pro

Leu

Cys

Gly

Cys

210

Thr

Asn

Cys

Ser

Ile

Pro

Gln

Ala

Cys

Asp

115

Asn

Arg

Asn

Gly

Ala

195

Asp

Ser

Ser

Asp

Tyr

275

Ile

Lys

Asp

Asn

Pro

100

Tyr

Gln

Leu

Gly

Glu

180D

Asn

Ala

His

Arg

Ser

260

Tyr

Thr

Leu

Thr

Tyr

85

Asp

Ala

Tyr

Tyr

Gln

165

Asn

Gln

Gln

Gln

Ala

245

Ala

Gln
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Thr

Ser

70

Asn

Glu

Ala

Leu

150

Glu

Gly

Tyr

Cys

Gly

230

Asn

Gly

Pro

Phe

Thr

55

val

Ser

Ala

Ser

Pro

135

Leu

Leu

Ser

Asn

Pro

215

Phe

Ala

Cys

Gly

Asn

Tyr

Val

Cys

Thr

Gly

120

Ser

Asp

Ser

Leu

Thr

200

Val

Cys

Leu

Gly

Asp

280

Thr

151

Lys

Leu

Thr

Cys

105

val

Ser

Ser

Phe

Tyr

185

Ala

Gln

Cys

Thr

Phe

265

Thr

Asp

Cys

Asp

Val

90

Gly

Thr

Ser

Asp

Asp

170

Leu

Gly

Thr

Asn

Pro

250

Asn

Val

Asn

Thr

Trp

75

Asn

Lys

Thr

Gly

Gly

155

val

Ser

Ala

Trp

Glu

235

His

Pro

Asp

Gly

Lys

60

Asn

Gly

Asn

Ser

Gly

140

Glu

Asp

Gln

Asn

Arg

220

Met

Ser

Tyr

Thr

Ser

Ser

Tyr

Gly

Cys

Gly

125

Tyr

Tyr

Leu

Met

Tyr

205

Asn

Asp

Cys

Gly

Ser

285

Pro

Gly

Arg

Val

Phe

110

Ser

Ser

Val

Ser

Asp

190

Gly

Gly

Ile

Thr

Ser

270

Lys

Ser

Gly

Trp

AsSn

85

Ile

Ser

Ser

Met

Ala

175

Glu

Ser

Thr

Leu

Ala

255

Gly

Thr

Gly

Cys

Met

80

Thr

Glu

Leu

val

Leu

160

Leu

Asn

Gly

Leu

Glu

240

Thr

Tyr

Phe

Asn



Leu

305

Ser

Ala

Val

Leu

Ser

385

Ile

Pro

Thr

Gly

Cys
465

<210> 40
<211> 896
<212> PRT

290

Val

Ala

Tyr

Leu

Asp

370

Asn

Arg

Pro

Thr

Gly

450

Gln

Ser

Gln

Gly

Val

355

Ser

Ile

Trp

Pro

Ser

435

Ile

Tyr

Ile

Pro

Gly

340

Phe

Gly

Leu

Gly

Ala

420

Ser

Gly

Ser

Thr

Gly

325

Leu

Ser

Asn

Ala

Asp

405

Ser

Ser

Tyr

Asn

<213> Saccharomycopsis fibuligera

<400> 40

ES 2621 181 T3

Arg

310

Gly

Ala

Ile

Ala

Asn

390

Ile

Ser

Pro

Ser

Asp
470

295

Lys

Asp

Thr

Trp

Gly

375

Asn

Gly

Thr

Ser

Gly
455

Tyr

Tyr

Thr

Met

Asn

360

Pro

Pro

Ser

Thr

Cys

440

Cys

Tyr

152

Gln

Ile

Gly

345

Asp

Cys

Asn

Thr

Phe

425

Thr

Lys

Ser

Gln

Ser

330

Lys

Aszn

Ser

Thr

Thr

410

Ser

Gln

Thr

Gln

Aszn

315

Ser

Ala

Ser

Ser

His

395

Aszn

Thr

Thr

Cys

Cys
475

300

Gly

Cys

Leu

Gln

Thr

380

Val

Ser

Thr

His

Thr
460

Val

Pro

Ser

Tyr

365

Glu

Val

Thr

Trp
445

Ser

Asp

Ser

Ser

350

Met

Gly

Phe

Ala

Arg

430

Gly

Gly

Ile

Ala

335

Gly

Aszn

Asn

Ser

Fro

415

Ser

Gln

Thr

Fro

320

Ser

Met

Trp

Pro

Asn

400

Fro

Ser

Cys

Thr
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Met Val Ser Phe Thr Ser Leu Leu Ala Gly Val Ala 2Ala Tle Ser Gly
1 5 10 15

Val Leu Ala Ala Pro¢ Ala Ala Glu Val Glu Ser Val Ala Val Glu Lys
20 25 30

Arg Ser Asp Ser Arg Val Pro Ile Gln Asn Tyr Thr Gln Ser Pro Ser

153



Gln

Pro

65

Ala

Thr

Ser

Leu

Ala

145

Ala

Pro

Glu

Thr

Phe

225

Pro

Asp

Arg

Arg

Gln

Lys

Thr

Val

Gly

130

Thr

Leu

Ala

Ala

Ile

210

Ile

Ala

Arg

Ala

35

Asp

Gly

Ala

Gly

Pro

115

val

Gly

Gly

val

Phe

195

Lys

Gly

Thr

Ala

Gly
275

Glu

Gly

Ile

Thr

100

Arg

Arg

Ala

His

Gly

180

Gly

Gly

Asn

Asn

Met

260

val

Ser

Arg

Val

85

Gly

Phe

Phe

Thr

Glu

165

Pro

Sar

Leu

Glu

Gln

245

His

Gly
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Ser

Leu

70

Gly

Trp

Gly

Ala

Phe

150

Phe

Leu

Asp

Gln

Gln

230

Thr

Glu

Ser

Gln

55

Gln

Gln

Gln

Ile

Asp

135

Asn

Asn

Gly

Pro

Glu

215

Glu

Thr

Leu

val

40

Trp

Asp

Met

Leu

Pro

120

Phe

Lys

Ser

Val

Tyr

200

Asn

Lys

Lys

Tyr

Met
280

154

Val

Val

Thr

Asp

105

Asn

Val

Asp

Lys

Lys

185

Leu

Asn

Tyr

Glu

Leu

265

Cys

Ser

Trp

Ile

Pro

Leu

Thr

Leu

Gly

170

Ala

Gln

Val

Arg

Ala
250

Trp

Ser

Pro

Gln

75

Val

Cys

Cys

Gly

Phe

155

val

Arg

Gly

Met

Gln

235

Ile

Pro

Tyr

His

60

Glu

Glu

val

Leu

Tyr

140

Leu

His

Gly

Thr

Ala

220

Pro

Ser

Phe

Asn

45

Tyr

Ala

Lys

Gly

Gln

125

Pro

Gln

Ile

Gly

Ala

205

Cys

Asp

Ala

Ala

Arg
285

Tyr

Tyr

Val

Asn

110

Asp

Ser

Arg

Ala

Arg

150

Ala

Val

Asp

Asn

Asp

270

val

Pro

Ala

Asn

95

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

175

Asn

Ala

Lys

Ile

Ile

255

Ser

Asn

Thr

Arg

Leu

Gly

Pro

Leu

Gln

160

Gly

Phe

Ala

His

Asn

240

Pro

Val

Asn



Thr

Glu

305

Ser

Glu

Leu

Asp

Pro

385

Tyr

Asn

Lys

Leu

Ala

465

Thr

Pro

Lys

Gln

Tyr

290

Leu

Gly

val

Thr

Met

370

Thr

Gly

Tyr

val

Pro

450

Ala

Asn

Lys

Asn

Val
530

Ala

Gly

Vval

Tyr

Lys

355

Ala

Glu

Asn

His

Ala

435

Ile

Gly

Gly

Tyr

Lys

515

Thr

Cys

Phe

Tyr

Gly

340

Ala

Thr

Asp

Lys

val

420

Glu

Ser

Pro

Ala

Gln

500

Met

Lys

Glu

Gln

Ser

325

Gly

Ile

Arg

His

Tyr

405

Asp

Glu

Pro

Asp

Leu

485

val

Gln

Val
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Asn

Gly

310

Ala

Trp

Tyr

Ile

Leu

390

Tyr

Pro

Ser

Glu

Pro

470

Phe

Thr

Fhe

Ala

Ser

295

Phe

Ile

Asn

Asn

Leu

375

Pro

Ala

Ser

Ile

Lys

455

Ile

Gln

Pro

Asp

Ser
535

Tyr

Val

Ser

Thr

Glu

360

Ala

Asn

Asp

Asn

val

440

Ala

Gly

Gly

Phe

Tyr

520

Asp

155

Met

val

Gly

Gly

345

Thr

Ala

Phe

Asn

Asp

425

Leu

Lys

Tyr

Trp

Glu

505

Ile

Ala

Met

Ser

Leu

330

Thr

Vval

Leu

Ser

Thr

410

Phe

Leu

Arg

Gln

Gly

430

Glu

Arg

His

Asn

Asp

315

Asp

Ser

Pro

Tyr

Ser

385

Thr

Thr

Lys

Leu

Cys

475

Ser

Ile

Glu

Leu

His

300

Trp

Met

Phe

Ile

Ala

380

Trp

Glu

Glu

Asn

Leun

460

Glu

Gly

Ser

Ser

Ser
540

Leu

Gly

Ser

Trp

Glu

365

Thr

Thr

Ile

Asp

Glu

445

Leu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

525

Ile

Leu

Ala

Met

Gly

350

Arg

Asn

Thr

Val

Thr

430

Asn

Ser

Gln

Val

Leu

510

Asp

Val

Lys

Gln

Pro

335

Gln

Leu

Ser

Lys

Lys

415

Ala

Asn

Gly

Ser

Gly

495

Ala

Leu

Val

Glu

Leu

320

Gly

Asn

Asp

Phe

Glu

400

val

Leu

Thr

Ile

Cys

480

Ser

Arg

Ala

val



Ser

345

Asp

Thr

Gly

Ile

Asn

625

Ile

Ser

Val

Phe

Val

705

Tyr

Ser

Tyr

Tyr

Gly
785

Ala

Arg

Val

Gln

val

610

Ile

Ala

Ser

Asp

Gly

690

Ser

Leu

Asp

Pro

Pro

770

Gly

Ala

Arg

Ala

Ile

595

Trp

Leu

Lys

Gly

Tyr

675

Tyr

Ala

Ser

Ala

Tyr

755

Asp

Gly

Ser

Asn

Glu

580

Asn

Ala

Phe

Thr

Glu

660

Arg

Gly

Ala

Glu

Phe

740

Leu

Gly

Leu

Gly

Leu

565

Asn

Phe

Gly

Gly

Asp

645

Pro

Tyr

Leu

Lys

Phe

725

Ala

Asp

Tyr

Gly
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Glu

550

Thr

Cys

Glu

Pro

Lys

630

Asp

Glu

Phe

Ser

Lys

710

Ser

Pro

Ser

Ser

Gly
790

Gly

Leu

Ala

Gly

Leu

615

Ala

Asp

Asp

Glu

Tyr

635

Val

Tyr

Thr

Asn

Thr

775

Asn

Tyr

Trp

Asn

Phe

600

Gly

Asn

Tyr

Asn

Glu

680

Asn

Asp

Gln

Asp

Val

760

Glu

Asp

156

Ile

Asn

Thr

585

Ala

Asp

Pro

Ile

His

665

Lys

Glu

Glu

Asn

Leu

745

Thr

Gln

Ala

Thr

Asn

570

Vval

Asp

Arg

Ser

Pro

650

Leu

Asn

Tyr

Glu

Ala

730

Asn

Leu

Arg

Leu

val

555

Gly

Val

His

Ser

Gly

635

Ile

val

Ile

Glu

Leu

715

Lys

Arg

Lys

Thr

Trp
795

Asp

Asp

Val

Pro

Gly

620

His

Glu

Glu

Glu

Val

700

Pro

Asp

Val

Asp

Thr

780

Glu

Gly

Lys

Val

Asn

605

Thr

Leu

Thr

Asn

Pro

685

Ser

Glu

Ser

Asn

Gly

765

Pro

val

Asn

Leu

Thr

590

Val

Ala

Pro

Tyr

Asp

670

Arg

Asn

Pro

Lys

Glu

750

Asn

Ile

Ala

Gln

Ile

575

Ser

Thr

Ile

Phe

Ser

655

Len

Tyr

Ala

Ala

Asn

735

Tyr

Tyr

Gln

Tyr

Gly

560

Glu

Thr

Ala

Ala

Thr

640

Pro

Leu

Ala

Lys

Thr

720

Pro

Leu

Glu

Pro

Lys
800



10

15

20

25

30

35

val

Pro

Ile

Lys

Thr
865

Ile

<210> 41
<211> 144
<212> ADN

Glu

Gln

Gln

Thr

850

Thr

Gly

Val

Leu

Len

835

val

Arg

Vval

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Tvyr

8§20

Arg

Glu

Gln

Ala

Val

805

Len

Gly

Phe

Ser

Val
885

<223> fusion con enlazador flexible

<400> 41
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Gln

Lys

Phe

Glu

Trp

870

Asn

Asn

His

Glu

Leu

855

Ile

Asp

Leu

Pro

Lys

840

Leu

Val

Ile

Gly

Glu

825

val

Arg

Glu

Lys

Asn

810

Asp

Glu

Arg

Ser

Thr
890

Ser

Gly

Len

Asp

Gly

875

Ser

Thr

Lys

Ser

Leu

860

Thr

Vval

Asp

Phe

Pro

845

Ser

Tyr

Leu

Lys

Glu

830

Gly

val

Glu

Phe

Phe

B15

Thr

Glu

Irp

Ala

Thr
895

Val

Pro

Lys

Asp

Len

880

Ile

ggaggaggtg gttcaggagg tggtgggtct gcttggcatc cacaatttgg aggaggcggt

ggtgaaaatc tgtatttoeca gggaggcgga ggtgattaca aggatgacga caaaggaggt

ggtggatcag gaggtggtgg ctecc

<210> 42
<211> 117
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fusion con enlazador flexible

<400> 42

ggtggcggtyg gatctggagg aggoggttcoct tggtctcacc cacaatttga aaagggtgga

gaaaacttgt actttcaagy cggtggtgga ggttctggeyg gaggtggete cggetca

<210> 43
<211> 455
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia consenso de CBH1

<400> 43

157

60

120

144

60

117



Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

Tyr

Azn

Leu

Glu

145

Gly

Tyr

Ser

Glu

His
225

Arg

Thr

Ser

50

Ser

Asgp

Ser

Phe

Met

130

Phe

Ala

Pro

Gln

Gly

210

Gly

Phe

Ala

Trp

35

Val

Thr

Asgp

Ser

Val

115

Glu

Thr

Leu

Gly

Cys

185

Ser

Pro

Gln

20

Gln

Val

Azn

Val

Thr

100

Thr

Asgp

Phe

Tyr

Azn

180

Pro

Glu

Cys

Ser

Gln

Lys

Ile

Cys

Thr

85

Tyr

Gln

Asgp

Asp

Phe

165

Lys

Arg

Pro

Cys
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Ile

Ala

Cys

Asp

Tyr

70

Cys

Gly

Gly

Thr

Val

150

Val

Ala

Asp

Ser

Ala
230

Phe

Gly

Thr

Ala

55

Thr

Ala

Val

Ser

Thr

135

Asp

Ala

Gly

Leu

Ser

215

Glu

Thr

Thr

Ser

40

Asn

Gly

Gln

Thr

Gln

120

Tyr

Val

Met

Ala

Lys

200

Azn

Met

158

Ala

Leu

25

Gly

Trp

Azn

Azn

Thr

105

Lys

Gln

Ser

Aszp

Lys

185

Phe

Asgp

Aszp

val

10

Thr

Gly

Arg

Thr

Cys

20

Ser

Azn

Met

Asn

Ala

170

Tyr

Ile

Ala

Ile

Leu

Ala

Ser

Trp

Trp

15

Ala

Gly

Val

Phe

Leu

155

Aszp

Gly

Asn

Azn

Trp
235

Phe

Glu

Cys

Val

60

Asgp

Asn

Gly

Lys

140

Pro

Gly

Thr

Gly

Ala

220

Glu

Thr

Thr

45

His

Thr

Asgp

Ser

Ser

125

Leu

Cys

Gly

Gly

Gln

205

Gly

Ala

Ala

His

30

Thr

Ala

Thr

Gly

Leu

110

Arg

Leu

Gly

Met

Tyr

190

Ala

Ile

Azn

Ser

15

Pro

Val

Thr

Leu

Ala

95

Arg

Leu

Gly

Leu

Ser

175

Cys

Asn

Gly

Ser

Ser

Ser

Azn

Ser

Cys

80

Asgp

Leu

Tyr

Gln

Asn

160

Lys

Asgp

val

Azn

Ile
240



Ser

Cys

Gly

Asn

Val

305

Glu

Glu

Cys

Lys

Leu

385

Asp

Arg

Asn

Ile

<210> 44

<211> 1368
<212> ADN

Thr

Glu

Thr

Lys

290

Thr

Ile

Ser

Thr

Gly

370

Val

Ser

Gly

Ser

Gly
450

Ala

Gly

Cys

275

Thr

VvVal

Lys

Thr

Ala

355

Gly

Met

Thr

Ser

Pro

435

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe

Asp

260

Asp

Phe

Val

Arg

Ile

340

Gln

Leu

Ser

Tyr

Cys

420

Asn

Thr

Thr

245

Ser

Pro

Tyr

Thr

Phe

325

Ser

Lys

Glu

Leu

Pro

405

Asp

Ser

Phe
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Pro

Cys

Asp

Gly

Gln

310

Tyr

Gly

Thr

Gly

Trp

390

Thr

Thr

Tyr

Thr

Hisg

Gly

Gly

Pro

295

Phe

Val

Val

Ala

Met

375

Asp

Asp

Ser

Val

Gly
455

Pro

Gly

Cys

280

Gly

Ile

Gln

Ser

Phe

360

Gly

Asp

Ala

Ser

Thr
440

159

Cys

Thr

265

Asp

Lys

Thr

Asn

Gly

345

Gly

Lys

His

Thr

Gly

425

Phe

Asp

250

Tyr

Phe

Thr

Gly

Gly

330

Asn

Asp

Ala

Ala

Ser

410

Val

Ser

Thr

Ser

Asn

Val

Ser

315

Lys

Ser

Thr

Leu

Ala

395

Ser

Pro

Asn

Ile

Ser

Pro

Asp

300

Ser

Val

Ile

Asp

Ala

380

Asn

Thr

Ala

Ile

Gly

Asp

Tyr

285

Thr

Gly

Ile

Thr

Asp

365

Gln

Met

Pro

Asp

Lys
445

Gln

Arg

270

Arg

Thr

Thr

Pro

Thr

350

Phe

Gly

Leu

Gly

Val

430

Phe

Thr

255

Tyr

Met

Lys

Leu

Asn

335

Asp

Ala

Met

Trp

Ala

415

Glu

Gly

Meat

Gly

Gly

Lys

Ser

320

Ser

Phe

Lys

Val

Leu

400

Ala

Ala

Pro
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<223> secuencia consenso de CBH1 con codones optimizados

<400> 44

atgagatttc
caggccggaa
ggaggttcat
cacgcaactt
ccagatgacg
tatggtgtaa
aagaacgttg
ttgttaggtc
ggagetttat
aaageccggtg
ttecattaacg
ggtattggta
tctactgect
tcatgtggty
gactttaate
actaccaaga
gaaatcaaaa
tcaggagtga
ggtgacaccy
cagggaatggy
gattcaacat
gatacatctt

ttetecaata

cttcaatctt
cattgacagc
gcactacagt
caggttctac
tcacgtgege
ctacatcegg
gttctagatt
aggagttcac
actttgtgge
caaagtacgg
gtcaagcaaa
atcatgggtc
ttaccecctea
gaacctactc
catacagaat
aagtaacagt
gattectacgt
gtggtaattc
atgactttgc
tgttagttat
atccaactga
ceggtgttec

taaagtttgg

<210> 45

<211> 1572

<212> ADN

<213> Acremonium thermophilum

<400> 45

cactgctgtt
agaaactcat
gaatggatct
caactgttat
tcagaactgt
aaactctttg
gtacttaatg
ctttgacgta
aatggatgct
tacaggatat
tgtggagggt
ctgttgeget
cccatgogat
ctctgataga
gygaaacaaa
cgtgacccecag
tcagaacggt
tattactacc
taagaagggt
gtctttatgyg
tgccacaagt
agecgatgta

tecaateqggt

ttgttegeag
ccttecettaa
gtcgtgateg
accggaaaca
gctttggatg
agattaaact
gaggacgata
gatgtcagta
gacggtggaa
tgtgattceac
tgggaaccat
gagatggata
acaattggtc
tacggaggta
accttttacyg
tttatcaceg
aaagtaattce
gacttttgta
ggattagaayg
gatgatcacy
agtacacctg
gaagcaaatt

tocaacatteca

160

ccteocaagtgce
cctggcaaaa
atgcaaactg
cttgggacac
gagctgatta
tecgttactca
caacctatca
acttgeccatg
tgtccaagta
agtgecectag
ctagtaacga
tcotgggagge
aaactatgtg
catgcgatce
gtectggaaa
gtagttcetgg
caaacagtga
cagctcagaa
gtatgggtaa
ccgcaaatat
gagetgeecag
ctectaacte

ctggttaa

tttagcacaa
gtgcacttct
gagatgggtt
cacattgtgc
cagttcaacc
aggaagtcaa
aatgttcaaa
tgggttaaac
tccaggaaac
agatttgaag
tgecaatgeg
caactcaata
cgagggtgat
agatggttgc
gacagttgat
aaccttatec
atctacaatt
aacagcattt
agctttggec
gttatggttyg
aggttettgt

ctatgttace

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368



atgtatacca
tgttctctaa
tettgtacaa

actaactett

gatacagact
gttacagect
aatategget
ttgggacaag
gccttgtact
gctggageca
attaacggte
ctaggtaace
gotgectaca
tgtggaggea
ttcaactctt
ggtagtaagt
atcasaagat
ggtgtgtetg
gatacgaatg
ccaatggtat
agcacctace
agtggegtte
atcagatttg
ggcggaggea
actaccaata
acgggteccta

cagtgtttat

aatttgectge
ccgcagaaac
ctgtctoegy

caacgaattg

gegeaacgaa
caggtaatte
ctagaatgta
agtttacatt
tcgtttectat
aatatggtac
aggcaaatat
atggctcatg
cecdececatee
catactcaag
atagaatggg
tcactgttgt
tectacgttea
gtaacagtat
ttttegagga
tagtcctatc
ctactgacag
cagcagatgt
gececcattaa
cecacaactac
ctteoeggace
ccgtgtgtca

aa
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attggcecget
tcacccatct
coaagteace

ttataceggt

atgttgttta
cctazaacett
cttgatggaa
tgatgttgat
ggatcttgat
gggatattgt
tgacggetygg
ttgttcegaa
atgeacgaca
tgataggtac
agatacatcc
tactcagtte
gaatggaaaa
cacgacegac
aaggggeggt
cgtttgggat
caccaagcca
agagagccaa
tagtacctat
cacgadeaca
acagcaaact

atcaccttac

ttagttgcaa
ctacaatggc
attgacgcecta

aacgaatggg

gatggagecag
aagttegtaa
agtgagagea
gtgagtaact
ggaggtgtat
gacagccaat
caaccaagea
atggatatet
ateggtcaga
gcoggtatat
ttttacggece
ttaacaggtt
gtoattecta
ttetgtaceg
cttgetcaaa
gatcatgcag
ggagctgeca
gctccaaact
acaggaacge
acgacttcaa
cactggggte

acatgcaaat

<210> 46

<211> 523

<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 46
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cagtaagagg
agaaatgcac
attggagatg

atacttecat

actatacggyg
cteaaggace
aatatcaggg
taggttgcgg
caaaatacac
gccctagaga
gtaacgacge
gggaagecaa
caatgtgtac
gtgatcctga
ccggtaaaac
cagacggcaa
attecgagag
cccaaaagac
tgggeaagge
tgaatatgct
gaggtgactyg
ccaatgtgat
cctetggtgyg
ageettetgy

agtgtggagg

acagtaatga

tcaagccget
agcccctgga
getteocaccaa

atgtteatce

aacttatggt
atatagtaaqg
ttttacgtta
cctaaacgge
gaccaacaaqg
cttaaagttc
taatgeegga
taaggtgtce
cggtgatgac
cggttgcogat
agttgatacg
tcttagtgaa
taagattget
tgeetttgga
tttggeogaa
ttggcttgat
tcctatcaca
ctattctaac
taaccecteca
ceetacgaca
ccaaggatgy

ctggtactcet

60

120

180

240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1572



ES 2621 181 T3

Met Tyr Thr Lys Phe Ala Ala Leu Ala Ala Leu Val Ala Thr Val Arg
1 5 10 15

Gly Gln Ala Ala Cys Ser Leu Thr Ala Glu Thr His Pro Ser Leu Gln
20 25 30
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Trp

Val

Thr

€5

Asp

Gly

val

Met

Phe

145

Ala

Thr

Gln

Gly

Gly

225

Ala

Thr

Ile

Gln

Thr

50

Asn

Thr

Thr

Thr

Glu

130

Thr

Leu

Thr

Cys

Trp

210

Ser

Ala

Gly

Cys

Lys

35

Ile

Cys

Asp

Tyr

Gln

115

Ser

Phe

Tyr

Asn

Pro

185

Gln

Cys

Tyr

Asp

Asp
275

Cys

Asp

Tyr

Cys

Gly

100

Gly

Glu

Asp

Phe

Lys

180

Arg

Pro

Cys

Thr

Asp

260

Pro

Thr

Ala

Thr

Ala

85

val

Pro

Ser

Vval

Val

165

Ala

Asp

Ser

Ser

Pro

245

Cys

Asp
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Ala

Asn

Gly

70

Thr

Thr

Tyr

Lys

Asp

150

Sear

Gly

Leu

Ser

Glu

230

His

Gly

Gly

Pro

Trp

55

Asn

Lys

Ala

Ser

Tyr

135

Val

Ala

Lys

Asn

215

Met

Prec

Gly

Cys

Gly

40

Arg

Glu

Cys

Ser

Lys

1290

Gln

Ser

Asp

Lys

Phe

200

Asp

Asp

Cys

Thr

Asp
280

163

Ser

Trp

Trp

Cys

Gly

105

Asn

Gly

Asn

Leu

Tyr

185

Ile

Ala

Ile

Thr

Tyr

265

Phe

Cys

Leu

Asp

Leu

90

Asn

Ile

Phe

Leu

Asp

170

Gly

Asn

Asn

Trp

Thr

250

Ser

Asn

Thr

His

Thr

75

Asp

Ser

Gly

Thr

Gly

155

Gly

Thr

Gly

Ala

Glu

235

Ile

Ser

Ser

Thr

Gln

60

Ser

Gly

Leu

Ser

Leu

140

Cys

Gly

Gly

Gln

Gly

220

Ala

Gly

Asp

Tyr

val

45

Thr

Ile

Ala

Asn

Arg

125

Leu

Gly

val

Tyr

Ala

205

Leu

Asn

Gln

Arg

Arg
285

Ser

Asn

Cys

Asp

Leu

110

Met

Gly

Leu

Ser

Cys

130

Asn

Gly

Lys

Thr

Tyr

270

Met

Gly

Ser

Ser

Tyr

95

Lys

Tyr

Gln

Asn

Lys

173

Asp

Ile

Asn

Val

Met

255

Ala

Gly

Gln

Ser

Ser

Thr

Phe

Leu

Glu

Gly

160

Tyr

Ser

Asp

His

Ser

240

Cys

Gly

Asp



Thr

Thr

305

Ile

Ser

Thr

Gly

Val

385

Ser

Cys

Asn

Thr

Thr

465

Thr

Gly

Lys

<210> 47
<211> 1586

Ser

290

Val

Lys

Lys

Ala

Gly

370

Leu

Thr

Pro

Ser

Tyr

450

Thr

Thr

Gln

Tyr

Phe

Val

Arg

Ile

Gln

355

Leu

Ser

Tyr

Ile

Asn

435

Thr

Thr

Asn

Gly

Ser
515

Tyr

Thr

Phe

Ala

340

Lys

Ala

Val

Pro

Thr

420

Val

Gly

Thr

Pro

Trp
500

Asn

Gly

Gln

Tyr

325

Gly

Thr

Gln

Trp

Thr

405

Ser

Ile

Thr

Thr

Ser

485

Thr

Asp
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Pro

Phe

310

Val

Val

Ala

Met

Asp

390

Asp

Gly

Tyr

Pro

Thr

470

Gly

Gly

Trp

Gly

295

Leu

Gln

Ser

Phe

Gly

375

Asp

Ser

Val

Ser

Ser

455

Thr

Pro

Pro

Tyr

Lys

Thr

Asn

Gly

Gly

360

Lys

His

Thr

Pro

Asn

440

Gly

Thr

Gln

Thr

Ser
520

164

Thr

Gly

Gly

Aszn

345

Asp

Ala

Ala

Lys

Ala

425

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

505

Gln

Val

Ser

Lys

330

Ser

Thr

Leu

Val

Fro

410

Asp

Arg

Aszn

Lys

Thr

490

Cys

Cys

Asp

Asp

315

Val

Ile

Aszn

Ala

Aszn

395

Gly

Val

Phe

Fro

Pro

475

His

Gln

Leu

Thr

300

Gly

Ile

Thr

Val

Glu

380

Met

Ala

Glu

Gly

Fro

460

Ser

Trp

Ser

Gly

Aszn

Pro

Thr

Phe

365

Pro

Leu

Ala

Ser

Fro

445

Gly

Gly

Gly

Fro

Ser

Leu

Asn

Asp

350

Glu

Met

Trp

Arg

Gln

430

Ile

Gly

Pro

Gln

Tyr
510

Lys

Ser

Ser

335

Phe

Glu

Val

Leu

Gly

415

Ala

Aszn

Gly

Thr

Cys

495

Thr

Phe

Glu

320

Glu

Cys

Arg

Leu

Asp

400

Asp

Pro

Ser

Thr

Thr

480

Gly

Cys
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<212> ADN

<213> Aspergillus kawachii

<400> 47
ttaattaaaa tgagaatttc taacttgatt gttgctgett ctgectgctac tatggtttct 60
gectttgeocecat ctagacaaat gaaaaagagg gattectggtt ttaaatgggt tggtacttcet 120
gaatctggtg ctgaatttgg ttetgettta ccaggtactt tgggtactga ttatacttgg 180
ccagaaactt ctaazaattca agttttgaga aacaagggta tgaacatttt tagaatacca 244Q
tteottgatgg aaagattaac tccagatggt ttgactggtt cttttgette tacttacttyg 300
tctgatttga agtcaactgt tgaatttgtt actaattctg gtgettatge tgttttagat 360
ccacataatt acggtagatt cgatggttct attattgaat ctacttetga ttttaagact 420
tggtggaaaa atgttgctac tgaatttgct gataacgata aggttatttt cgatacaaac 480
aacgaatatc atgatatgga acaatctttg gttttgaatt tgaaccaage tgctattaat 544
ggtattagag ctgctggtge tactactcaa tacattttcg ttgaaggtaa tgettatact 600
ggtgcttggyg attggactac ttacaatgat gatttgtetg gtttaactga ttctgaagat 660
aagataatat acgaaatgeca tcaatacttg gattotgatt cttetggtac atcotgaaact 720
tgtgtttett ctactattgg taaagaaaga attgaaaagg ctactgaatg gttgaaaact 780
aacaacaagc aaggtattat tggtgaattt gcaggtggtg ttaattctgt ttgtgaagag 840
gctgttgaag gaatgttgge ttatatgtcect gaaaattetg atgtttgggt tggtgettct 200
tggtggtctg ctggtccatg gtggggtact tacatgtatt ctttggaacc aactgatggt 9460
actgettatt ctacttattt gecaattttg gaaaaatact tcccatctgg tgatgettcea 1020
teatetteat etgetteage ttcagttgea geecgeotactt ctgotgttte tactactact 1080
acagetgeat ttgaacaaac tactacteca getactcaag ttgaaattge ttettettea 1140
tcttcatcat cagektgbtge tgcttcacaa actactttght ctaaggttaa gtctaaatct 12Q0
aaatctccat gtaaattgtc atctgctact tcatctgetg tttcatcage tgcectgecagtt 1260
actacacctg cagttgcage tacaactcca gectgetgete caacttette ttetgttget 1320
tttgetacta ecttetgttta cgttecaact actactgetg etgeaccate teaagtttea 1380
tettecagetg cagetteate ttecaggtgtt gttggtgttt ctgatecaca aggtecatcot 1440
getactaatt ctgetggtga agttaatcaa tattaccaat gtggtggtat taattggact 1500
ggtccaactg tttgkbtgectte tccatatact tgtaaggtte aaaacgatta ctactatcaa 1560
tgtgttgetyg aattataagg cgogeco 1586

<210> 48

<211>1280

<212> ADN

<213> Heterodera schachtii

<400> 48
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ttaattaaaa tgecattgggce tgatgttget tgttctagac caccatggcec aagagattet 60
gttaaagett tgaagtgtaa ttggaacget aatgttatta gaggtgetat gggtgttgat 120
gaaggtggtt atttgtctga tgctaatact gcottacaatt tgatggttge tgttattgaa 180
gotgetattt ctaatggtat ctacgttatt gttgattgge atgetcataa tgectcatceca 240
gatgaagctg ttaaattctt tactagaatt gctcaagett atggttctta cttgcatatt 300
ttgtacgaag atttcaatga accattggat gtttcttgga ctgatgtttt ggttocatac 360
cataaaaaag ttattgctge cattagaget attgataaga agaacgttat tatettgggt 420
actccaaaat ggtcacaaga tgttgatgtt gettctcaaa atccaattaa ggattaccaa 480
aacttgatgt acactttgca tttttacgct tcatctcatt ttacatctga tttgggtgct 540
aaattgaaaa ctgctgttaa caatggtttg ccagtttttg ttactgaata tggtacttgt 600
gaagcttctg gtaatggtaa tttgaatact gattctatgt catcttggtg gactttgttg 660
gattectttga aaatttetta cgetaattgg getatttetg ataaatetga agettgttet 720
getttgtete caggtactac tgetgttaat gttggtgttt cttetagatg gacttettet 780
ggtaatatgg ttgettetta ctacaaaaaa aagtccactg gtatttettg ttetggtagt 840
tcttcaggtt cttcaaghbgg ttecatctagt ggtteottcocog gtacatctte tgghbtctagt 900
ggttcatcta gtggtagttc tteococggtagt tctagtggta gttcectggttec aaghbtctggt 960
toctocteotg gttetggtte tgecatctatt totgttgitce catctaatac ttggaatggt 1020
ggtggtagag ttaattttga aattaagaac actggttetg ttecattgtg tggtgttgtt 1080
ttttetgttt ctttgecate tggtactact ttgggtggtt cttggaatat ggaatetget 1140
ggttetggte aatattettt acecatcettgyg gttagaattg aagetggtaa atettetaaa 1200
gatgctggtt tgacttttaa tggtaaagat aagccaactyg ctaaaattgt taccaccaag 1260
aagtgcttat aaggcgcegec 1280

<210> 49

<211>1277

<212> ADN

<213> Hypocrea jecorina

<400> 49
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ttaattaasa tgaacaagte tgttgeteca ttgttgttgg ctgettetat tttgtatggt €0
ggtgctgttyg ctcaacaaac tgtttggggt caatgtggtg gtattggttg gtotggtcca 120
actaattgtg ctccaggkttc tgcttgttct actttgaatc catattatge tcaatgtatt 180
ccaggtgcta ctactattac tacttctact agaccaccat ctggtccaac aactactact 240
agagectactt ctacatette ttetacteca ccaactteat ctggtgttag atttgetggt 300
gttaacattg ctggttttga ttttggttgt actactgatyg gtacttgtgt tacttctaaa 360
gtttacccac cattgaaaaa tttcactggt tctaacaatt atccagatgg tattggtcaa 420
atgeaacatt ttgttaacga agatggtatg actattttta gattgecagt tggttggeaa 480
tatttggtta acaacaattt gggtggtaat ttggattcta cttetattte taagtacgat 540
caattggttc aaggttgbtt gtctttgggt gettactgta ttgttgatat tcataattat 600
getagatgga atggtggtat tattggtcaa ggtggtccaa caaatgectca atttacttet 660
ttgtggtcae aattggette aaaatatget teotcaateta gagtttggtt tggtattatg 720
aatgaaccac atgatgttaa cattaatact tgggctgeta ctgttcaaga agttgttact 780
gctattagaa atgetggtge tacttetcaa ttecatttett tgecaggtaa tgattggeaa 840
tctgetggtg cttttatttec tgatggttct getgetgett tgtctcaagt tactaatccea 500
gatggttcta ctactaattt gatcttcgat gttcataagt acttggatte tgataattet 860
ggtactcatg ctgaatgtac tacaaacaat attgatggtyg ctttttctce attggectact 1020
tggttgagae aaaacaatag acaagetatt ttgactgaaa ctggtggtgg taatgtteaa 1080
tettgtatee aagatatgtg ceaacaaatt caatacttga accaaaatte tgatgtttat 1140
ttgggttacyg ttggttgagg tgctggttet tttgatteta cttacghtttt aactgaaact 1200
ccaacttctt ctggtaattc ttggactgat acttcetttgg tttettcatg tttggetaga 1260
aagttataag gcgcgee 1277

<210> 50

<211> 1436

<212> ADN

<213> Orpinomyces sp.

<400> 50
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ttaattaaaa tgaagttcett gaactetttg tetttgttgg gtttggttat tgetggttgt 60
gaagctatga gaaacatttc ttctaaagaa ttggttaaag aattgactat tggttggtcet 120
ttgggtaata ctttggatgc ttcottgtgtt gaaactttga actactctaa agatcaaact 180
gcttctgaaa cttgttgggg taatgttaaa actactcaag aattgtacta caaattgtcet 240
gatttgggtt tcaatacttt cagaatacca actacttggt ctggtcattt tggtgatget 300
ccagattaca aaatttetga tgtttggatg aaaagagtte acgaagttgt tgattatget 360
ttgaatactg gtggttacge tattttgaac attcecatcatg aaacttggaa ttacgetttt 420
caaaagaatt tggaatctgc taaaaagatt ttggttgcta tttggaaaca aattgetget 480
gaatttggtg attacgatga acatttgatt tttgaaggta tgaatgaacc aagaaaagtt 540
ggtgatccag ctgaatggac tggtggtgat caagaaggtt ggaattttgt taatgaaatg 600
aacgetttgt teogttaaaac tattagaget actggtggta acaatgetaa tagacatttg 660
atgattccaa cttatgctge ttcotgttaat gatggttcota ttaacaattt taagtaccca 720
aatggtgatg ataaagttat tgtttctttg cattcttact ctccatacaa ttttgetttg 780
aacaatggtc caggtgctat ttctaatttc tacgatggta acgaaattga ttgggttatg 840
aacactatta actetteatt catttcetaag ggtattecag ttattattgg tgaatttgtt 500
getatgaaca gagataatga agatgataga gaaagatgge aagaatacta cattaaaaag 960
getactgett tgggtattee atgtgttatt tgggataatg gttattttga aggtgaaggt 1020
gaaagatttg gtattattga tagaaagtct ttgaacgtta ttttcccaaa gttgattaat 1080
ggtttgatga aaggtttggg tgatgaaaaa ccaaaaacta ctattagaag aactactact 1140
actacagttc aagttcaacc aactattaac aacgaatgtt tctctactag attgggttat 1200
tettgttgta atggtttega tgttttgtac actgataatg atggtcaatg gggtgttgaa 1260
aatggtaatt ggtgtggtat taaatcettet tgtggtaaca atcaaagaca atgttggtet 1320
gaaagattag gttatccatg ttgtcaatac actactaatg ctgaatatac agacaacgac 1380
ggtagatggg gtgtagaaaa cggtaactgg tgcggaatat acttgtaagg cgegec 1436

<210> 51

<211>1220

<212> ADN

<213> Irpex lacteus

<400> 51
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ttaattaaaa tgaagtettt gttgttgtet getgetgeta etttggettt atctacteca 60
getttttetg tttotgtttg gggtcaatgt ggtggtattg gttttactgg ttetactact 120
tgtgatgctg gtacttcocttyg tgttcatttg aacgattact actttcaatg tcaaccaggt 180
gctgetactt ctactgttca accaactact actgcttctt ctacttcttc tgectgeaget 240
ccatcttctt caggtaatgc tgtttgttet ggtactagaa acaagtttaa gttcttcoggt 300
gttaatgaat ctggtgetga atttggtaac aatgttatte caggtacttt gggtactgat 360
tatacttgge catctecate ttetattgat tttttegttg gtaagggttt taatacttte 420
agagttcoccat ttttgatgga aagattgtet ccacctgeta ctggtttgac tggtccattt 480
gattctactt atttgcaagg tttgaaaact attgtttctt acattactgg taaaggtggt 540
tatgctttgg ttgatccaca taactttatg atttacaacg gtgetactat ttctgatact 600
aatgcttttc zaacttggty gcaaaatttg gctgctcaat ttaagactga ttoctcatgtt 6860
gttttegatg ttatgaatga accacatgat attecagete aaactgtttt taacttgaac 720
caagetgeta ttaatagaat tagagettet ggtgetactt ctcaatetat tttggttgaa 780
ggtacttett atactggtge ttggacttgg actactactt ctggtaatte tcaagttttt 840
ggtgctattc atgatccaaa caacaatgtt gctattgaaa tgecatcaata cttggattct 900
gatggttetg gtacttetec aacttgtgtt tectecaacta ttggtgetga aagattgeaa 960
getgetacte aatggttgea acaaaacaat ttgaaaggtt tettgggtga aattggtget 1020
ggttctaatg ctgattgtat ttetgetgtt caaggtgett tgtgtgaaat geaacaatet 1080
gatgtttggt tgggtgcttt gtggtggget getggtccat ggtggggtga ttattttcaa 1140
tctattgaac caccatctgg tgttgoctgtt tcttctattt tgecacaage tttggaacca 1200
tttttgttat aaggcgcgec 1220

<210> 52

<211> 521

<212> PRT

<213> Aspergillus kawachii

<400> 52
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Met

Ser

Trp

Gly

val

65

Glu

Leu

Tyr

Ile

Glu

145

His

Arg

Ala

val

Thr

50

Leu

Arg

Ser

Ala

Glu

130

Phe

Asp

Ile

Leu

Gly

35

Leu

Arg

Leu

Asp

Val

115

Ser

Ala

Met

Ser

Proc

20

Thr

Gly

Asn

Thr

Leu

100

Leu

Thr

Asp

Glu

Asn

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

85

Lys

Asp

Ser

Ash

Gln
165
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Leu

Arg

Glu

Asp

Gly

Asp

Ser

Pro

Asp

Asp

150

Ser

Ile

Gln

Ser

Tyr

55

Met

Gly

Thr

His

Phe

135

Lys

Leu

Val

Met

Gly

40

Thr

Asn

Leu

Val

Asn

120

Lys

Val

Val

170

Ala

Lys

25

Ala

Trp

Ile

Thr

Glu

105

Tyr

Thr

Ile

Leu

Ala

10

Lys

Glu

Pro

Phe

Gly

Phe

Gly

Trp

Phe

Asn
170

Ser

Arg

Phe

Glu

Arg

75

Ser

Val

Arg

Trp

Asp

155

Leu

Ala

Asp

Gly

Thr

60

Ile

Phe

Thr

Phe

Lys

140

Thr

Asn

Ala

Ser

Ser

45

Ser

Pro

Ala

Asn

Asp

125

Asn

Asn

Gln

Thr

Gly

Ala

Lys

Phe

Ser

Ser

110

Gly

val

Asn

Ala

Met

15

FPhe

Leu

Ile

Leu

Thr

95

Gly

Ser

Ala

Glu

Ala
175

Val

Lys

Pro

Gln

Met

80

Tyr

Ala

Ile

Thr

Tyr

160

Ile



Asn

Gly

Leu

Gln

225

Ser

Thr

Ser

Asn

Trp

305

Ser

Ser

Val

Thr

Ala

385

Cys

Val

Gly

Asn

Ser

210

Tyr

Thr

Asn

val

Ser

290

Gly

Thr

Ser

Ser

Gln

370

Ser

Lys

Thr

Ile

Rla

185

Gly

Leu

Ile

Asn

Cys

275

Asp

Thr

Tyr

Ser

Thr

355

Val

Gln

Len

Thr

Arg

180

Tyr

Leu

Asp

Gly

Lys

260

Glu

val

Tyr

Leu

Ser

340

Thr

Glu

Thr

Ser

Pro
420

Ala

Thr

Thr

Ser

Lys

245

Gln

Glu

Trp

Met

Pro

325

Ser

Thr

Ile

Thr

Ser

405

Ala

ES 2621 181 T3

Ala

Gly

Asp

Asp

230

Glu

Gly

Ala

val

Tyr

310

Ile

Ala

Thr

Ala

Leu

390

Ala

Val

Gly

Ala

Ser

215

Ser

Arg

Ile

Val

Gly

295

Ser

Leu

Ser

Ala

Ser

375

Ser

Thr

Ala

Ala

Trp

200

Glu

Ser

Ile

Ile

Glu

280

Ala

Leu

Glu

Ala

Ala

360

Ser

Lys

Ser

Ala

171

Thr

185

Asp

Asp

Gly

Glu

Gly

265

Gly

Ser

Glu

Lys

Ser

345

Phe

Ser

Val

Ser

Thr
425

Thr

Trp

Lys

Thr

Lys

250

Glu

Met

Trp

Pro

Tyr

330

Val

Glu

Ser

Lys

Ala

410

Thr

Gln

Thr

Ile

Ser

235

Ala

Phe

Leu

Trp

Thr

315

Phe

Ala

Gln

Ser

Ser

395

vVal

Pro

Tyr

Thr

Ile

220

Glu

Thr

Ala

Ala

Ser

300

Asp

Pro

Ala

Thr

Ser

380

Lys

Ser

Ala

Ile

Tyr

205

Tyr

Thr

Glu

Gly

Tyr

285

Ala

Gly

Ser

Ala

Thr

365

Ser

Ser

Ser

Ala

Phe

130

Asn

Glu

Cys

Trp

Gly

270

Met

Gly

Thr

Gly

Thr

350

Thr

Ala

Lys

Ala

Ala
430

Val

Asp

Met

val

Leu

255

vVal

Ser

Prg

Ala

Asp

335

Ser

Pro

Val

Ser

Ala

415

Pro

Glu

Asp

His

Ser

240

Lys

Asn

Glu

Trp

Tyr

320

Ala

Ala

Ala

Ala

Pro

400

Ala

Thr



10

Ser

Thr

Ser
465

Ser

Thr

Asp

<210> 53
<211> 419
<212> PRT

Ser

Ala

450

Gly

Ala

Gly

Tyr

Ser

435

Ala

Val

Gly

Pro

Tyr
515

val

Ala

Val

Glu

Thr

500

Tyr

<213> Heterodera schachtii

<400> 53

Met

1

Ser

Ala

Tyr

Tyr

65

Val

Ile

Val

His

Val

Met

Asn

50

Val

Lys

Leu

Leu

Trp

Lys

Gly

35

Leu

Ile

Phe

Tyr

Val
115

Ala

Ala

20

Val

Met

Val

Phe

Glu

100

Pro

Ala

Pro

Gly

val

485

Val

Gln

Asp

Leu

Asp

val

Asp

Thr

85

Asp

Tyr
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Phe

Ser

Val

470

Asn

Cys

Cys

val

Lys

Glu

Ala

Trp

70

aArg

Phe

His

Ala

Gln

455

Ser

Gln

Ala

Val

Ala

Cys

Gly

val

55

His

Ile

Asn

Lys

Thr

440

Val

Asp

Tyr

Ser

Ala
520

Cys

Asn

Gly

40

Ile

Ala

Ala

Glu

Lys

120

172

Thr

Ser

Pro

Tyr

Pro

505

Glu

Ser

Trp

25

Tyr

Glu

His

Gln

Pro

105

Val

Ser

Ser

Gln

Gln

490

Tyr

Arg

10

Asn

Leu

Ala

Asn

Ala

90

Leu

Ile

val

Ser

Gly

475

Cys

Thr

Pro

Ala

Ser

Ala

Ala

75

Tyr

Asp

Ala

Tyr

Ala

460

Pro

Gly

Cys

Pro

Asn

Asp

Ile

60

His

Gly

val

Ala

val

445

Ala

Ser

Gly

Lys

Trp

Val

Ala

45

Ser

Pro

Ser

Ser

Ile
125

Pro

Ala

Ala

Ile

Val
510

Pro

Ile

30

Asn

Asn

Asp

Tyr

Trp

110

Arg

Thr

Ser

Thr

Asn

495

Gln

Arg

15

Arg

Thr

Gly

Glu

Leu

95

Thr

Ala

Thr

Ser

Asn

480

Trp

Asn

Asp

Gly

Ala

Ile

Ala

80

His

Asp

Ile



Asp

Val

145

Tyr

Ala

Glu

Ser

Ala

225

Pro

Ser

Ser

Ser

Ser

305

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

130

Asp

Thr

Lys

Tyr

Met

210

Asn

Gly

Gly

Cys

Ser

290

Gly

Ser

Gly

Cys

Gly

Lys

Val

Leu

Leu

Gly

195

Ser

Trp

Thr

Asn

Ser

275

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

355

Ser

AsSn

Ala

His

Lys

180

Thr

Ser

Ala

Thr

Met

260

Gly

Thr

Ser

Ser

Arg

340

val

Trp

Val

Ser

Phe

165

Thr

Cys

Trp

Ile

Ala

245

Val

Ser

Ser

Ser

Ala

325

Val

Val

Asn
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Ile

Gln

150

Tyr

Ala

Glu

Trp

Ser

230

val

Ala

Ser

Ser

Gly

310

Ser

Asn

Phe

Met

Ile

135

Asn

Ala

val

Ala

Thr

215

Asp

Asn

Ser

Ser

Gly

295

Ser

Ile

Phe

Ser

Glu

Leu

Pro

Ser

Agn

Ser

200

Leu

Lys

Val

Tyr

Gly

280

Ser

Ser

Ser

Glu

val

360

Ser

173

Gly

Ile

Ser

Asn

185

Gly

Leu

Ser

Gly

Tyr

265

Ser

Ser

Gly

Val

Ile

345

Ser

Ala

Thr

Lys

His

170

Gly

Asn

Asp

Glu

Val

250

Lys

Ser

Gly

Ser

Val

330

Lys

Leu

Gly

Pro

Asp

155

Phe

Leu

Gly

Ser

Ala

235

Ser

Lys

Ser

Ser

Ser

315

Pro

Asn

Pro

Ser

Lys

140

Tyr

Thr

Pro

Asn

Leu

220

Cys

Ser

Lys

Gly

Ser

300

Ser

Ser

Thr

Ser

Gly

Trp

Gln

Ser

val

Leu

205

Lys

Ser

Arg

Ser

Ser

285

Ser

Gly

Asn

Gly

Gly

365

Gln

Ser

Agn

Asp

Phe

130

Asn

Tle

Ala

Trp

Thr

270

Ser

Gly

Ser

Thr

Ser

350

Thr

Tyr

Gln

Leu

Leu

175

Val

Thr

Ser

Leu

Thr

255

Gly

Ser

Ser

Ser

Trp

335

Val

Thr

Ser

Asp

Met

160

Gly

Thr

Asp

Tyr

Ser

240

Ser

Ile

Gly

Ser

Ser

320

Asn

Pro
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370 375 380

Pro Ser Trp Val Arg Ile Glu Ala Gly Lys Ser Ser Lys Asp Ala Gly
385 390 395 400

Leu Thr Phe Asn Gly Lys Asp Lys Pro Thr Ala Lys Ile Val Thr Thr
405 410 415

Lys Lys Cys
<210> 54
<211> 418
<212> PRT

<213> Hypocrea jecorina

<400> 54

174



Met

Gly

Gly

Leu

Thr

65

Ser

Gly

Cys

Asn

Asp

145

Asn

Asn

Gly

Trp

Asn

50

Ser

Thr

val

Val

Asn

130

Gly

Asn

Lys

Ala

Ser

35

Pro

Thr

Ser

Asn

Thr

115

Tyr

Met

Asn

Ser

Val

20

Gly

Tyr

Arg

Ser

Ile

100

Ser

Pro

Thr

Leu

val

Ala

Pro

Tyr

Pro

Ser

85

Ala

Lys

Asp

Ile

Gly
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Ala

Gln

Thr

Ala

Pro

70

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

150

Gly

Pro

Gln

Asn

Gln

55

Ser

Pro

Phe

Tyr

Ile

135

Arg

Asn

Leu

Thr

Cys

40

Cys

Gly

Pro

Asp

Pro

120

Gly

Leu

Leu

175

Leu

Val

25

Ala

Ile

Pro

Thr

Phe

105

Pro

Gln

Pro

Asp

Leu

10

Trp

Pro

Pro

Thr

Ser

90

Gly

Leu

Met

val

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

75

Ser

Cys

Lys

Gln

Gly

155

Thr

Ala

Gln

Ser

Ala

60

Thr

Gly

Thr

Asn

His

140

Trp

Ser

Ser

Cys

Ala

45

Thr

Thr

val

Thr

Phe

125

Phe

Gln

Ile

Ile

Gly

Cys

Thr

Arg

Arg

Asp

110

Thr

val

Tyr

Ser

Leu

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Phe

95

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

BO

Ala

Thr

Ser

Glu

val

160

Tyr



Asp

Asp

Gly

Lys

225

His

Thr

Gly

Ala

Ile

305

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ala

385

Ser

Gln

Ile

Pro

210

Tyr

Asp

Ala

Asn

Ala

2590

Phe

Glu

Trp

Gly

Leu

370

Gly

Gly

Leu

His

195

Thr

Ala

val

Ile

Asp

275

Leu

Asp

Cys

Leu

Asn

355

Asn

Ser

Asn

Val

180

AsSn

Asn

Ser

Asn

Arg

260

Trp

Ser

val

Thr

Arg

340

val

Gln

Phe

Ser

1e5

Gln

Tyr

Ala

Gln

Ile

245

Asn

Gln

Gln

Hisg

Thr

325

Gln

Gln

Asn

Asp

Trp
405
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Gly

Ala

Gln

Ser

230

Asn

Ala

Ser

val

Lys

310

Asn

Asn

Ser

Ser

Ser

390

Thr

Cys

Arg

Phe

215

Thr

Gly

Ala

Thr

295

Tyr

Asn

Asn

Cys

Asp

375

Thr

Asp

Leu

Trp

200

Thr

Val

Trp

Ala

Gly

280

Asn

Leu

Ile

Arg

Ile

360

Val

Tyr

Thr

176

Ser

185

Asn

Ser

Trp

Ala

Thr

265

Ala

Pro

Asp

Asp

Gln

345

Gln

Tyr

vVal

Ser

170

Leu

Gly

Leu

Phe

Ala

250

Ser

Phe

Asp

Ser

Gly

330

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu
410

Gly

Gly

Trp

Gly

235

Thr

Gln

Ile

Gly

Asp

315

Ala

Ile

Gly

Thr
385

Val

Ala

Ile

Ser

220

Ile

Val

Phe

Ser

Ser

300

AsSn

Phe

Leu

Cys

Tyr

380

Glu

Ser

Tyr

Ile

205

Gln

Met

Gln

Ile

Asp

285

Thr

Ser

Ser

Thr

Gln

365

Val

Thr

Ser

Cys

190

Gly

Leu

Asn

Glu

Ser

270

Gly

Thr

Gly

Pro

Glu

350

Gln

Gly

Pro

Cys

175

Ile

Gln

Ala

Glu

Val

255

Leu

Ser

Asn

Thr

Leu

335

Thr

Ile

Trp

Thr

Leu
415

Val

Gly

Ser

Pro

240

Val

Pro

Ala

Leu

His

320

Ala

Gly

Gln

Gly

Ser

400

Ala



<210> 55
<211> 471
<212> PRT

<213> Orpinomyces sp.

<400> 55

Met

1

Cys

Thr

Thr

Asn

65

Phe

Ala

Val

His

Lys

145

Val

Phe

Lys

Glu

Ile

Leu

Val

Azn

Pro

Val

His

130

Lys

Tyr

Gly

Val

Phe

Ala

Gly

35

Azn

Lys

Thr

Asgp

Asp

115

Glu

Ile

Asp

Asgp

Aszn
195

Met
20

Trp

Tyr

Thr

Phe

Tyr

100

Tyr

Thr

Glu

Pro
130

Glu

Azn

Arg

Ser

Ser

Thr

Arg

Lys

Ala

Trp

Val

His

165

Ala

Met
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Ser

Asn

Leu

Lys

Gln

70

Ile

Ile

Leu

Azn

Ala

150

Leu

Glu

Azn

Leu

Ile

Gly

Asgp

Glu

Pro

Ser

Asn

Tyr

135

Ile

Ile

Trp

Ala

Arg Lys

Ser

Ser

Azn

40

Gln

Leu

Thr

Asgp

Thr

120

Ala

Trp

Phe

Thr

Leu
200

177

Leu

Ser

25

Thr

Thr

Tyr

Thr

Val

105

Gly

Phe

Lys

Glu

Gly

185

Phe

Leu

10

Lys

Leu

Ala

Tyr

Trp

90

Trp

Gly

Gln

Gln

Gly

170

Gly

Val

Gly

Glu

Asgp

Ser

Lys

75

Ser

Met

Tyr

Lys

Ile

155

Met

Asgp

Lys

Leu

Leu

Ala

Gly

Lys

Ala

Azn

140

Ala

Asn

Gln

Thr

Val

Val

Ser

45

Thr

Ser

His

Arg

Ile

125

Leu

Ala

Glu

Glu

Ile
205

Ile

Lys

30

Cys

Cys

Asp

Phe

Val

110

Leu

Glu

Glu

Pro

Gly

190

Arg

Ala
15

Glu

Val

Trp

Gly

His

Asn

Ser

Phe

Arg

175

Trp

Ala

Gly

Leu

Glu

Gly

Gly

80

Asgp

Glu

Ile

Ala

Gly

160

Lys

Azn

Thr



Gly

Ser

225

Asp

Leu

Ile

Ile

Asp

305

Leu

Gly

Pro

Lys

Thr

385

Asn

Glu

Arg

Thr

Gly

210

Val

Lys

Asn

Asp

Pro

230

Asp

Gly

Glu

Lys

Thr

370

Ile

Gly

Asn

Gln

Asn
450

Asn

Asn

Val

Asn

Trp

275

Val

Arg

Ile

Arg

Leu

355

Thr

AsSn

Phe

Gly

Cys

435

Ala

Asn

Asp

Ile

Gly

260

val

Ile

Glu

Pro

Phe

340

Ile

Ile

Asn

Asp

Asn

420

Glu

Ala

Gly

Vval

245

Pro

Met

Ile

Arg

Cys

325

Gly

Asn

Arg

Glu

val

405

Trp

Ser

Tyr
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Asn

Ser

230

Ser

Gly

Asn

Gly

Trp

310

val

Ile

Gly

Arg

Cys

390

Leu

Cys

Glu

Thr

Arg

215

Ile

Leu

Ala

Thr

Glu

295

Gln

Ile

Ile

Leu

Thr

375

Phe

Tyr

Gly

Arg

Asp
455

His

Asn

His

Ile

Ile

280

Phe

Glu

Trp

Asp

Met

360

Thr

Ser

Thr

Ile

Leu

440

Asn

178

Leu

Asn

Ser

Ser

265

Asn

Val

Tyr

Asp

Arg

345

Lys

Thr

Thr

Asp

Lys

425

Gly

Asp

Phe

Tyr

250

Asn

Ser

Ala

Tyr

Asn

330

Lys

Gly

Thr

Arg

Asn

410

Ser

Tyr

Gly

Ile

Lys

235

Ser

Phe

Ser

Met

Ile

315

Gly

Ser

Leu

Thr

Leu

395

Asp

Ser

Pro

Arg

Pro

220

Tyr

Pro

Tyr

Phe

Asn

300

Lys

Tyr

Leu

Gly

val

380

Gly

Gly

Cys

Cys

Trp
460

Thr

Pro

Tyr

Asp

Ile

285

Arg

Lys

Phe

Asn

Asp

365

Gln

Tyr

Gln

Gly

Cys

445

Gly

Tyr

Asn

Asn

Gly

270

Ser

Asp

Ala

Glu

Val

350

Glu

val

Ser

Trp

Asn

430

Gln

Val

Ala

Gly

Phe

255

Asn

Lys

Asn

Thr

Gly

335

Ile

Lys

Gln

Cys

Gly

415

Asn

Tyr

Glu

Ala

Asp

240

Ala

Glu

Gly

Glu

Ala

320

Glu

Phe

Pro

Pro

Cys

400

Val

Gln

Thr

Asn



<210> 56
<211> 399
<212> PRT

<213> Irpex lacteus

<400> 56

Met

1

Pro

Thr

Asp

Pro

65

Ser

Gly

Thr

Phe

aArg

145

Tyr

Gly

Thr

Lys

Ala

Gly

Tyr

50

Thr

Gly

Val

Leu

val

130

Leu

Leu

Tyr

Ile

Ser

Phe

Ser

35

Tyr

Thr

Asn

Asn

Gly

115

Gly

Ser

Gln

Ala

Ser
195

Leu

Ser

20

Thr

Phe

Thr

Ala

Glu

100

Thr

Lys

Pro

Gly

Leu

180

Asp
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Gly Asn Trp Cys Gly Ile Tyr
465

Leu

Val

Thr

Gln

Ala

val

85

Ser

Asp

Gly

Pro

Leu

165

val

Thr

Leu

Ser

Cys

Cys

Ser

70

Cys

Gly

Tyr

Phe

Ala

150

Lys

Asp

Asn

Ser

Val

Asp

Gln

55

Ser

Ser

Ala

Thr

Asn

135

Thr

Thr

Pro

Ala

Ala

Trp

Ala

40

Pro

Thr

Gly

Glu

Trp

120

Thr

Gly

Ile

His

Phe
2Q0

179

Ala

Gly

25

Gly

Gly

Ser

Thr

Phe

105

Pro

Phe

Leu

Val

Asn

185

Gln

470

Ala

10

Gln

Thr

Ala

Ser

Arg

90

Gly

Ser

Arg

Thr

Ser

170

Phe

Thr

Thr

Cys

Ser

Ala

Ala

75

Asn

Asn

Pro

val

Gly

155

Tyr

Met

Trp

Leu

Gly

Cys

Thr

60

Ala

Lys

Asn

Ser

Pro

140

Pro

Ile

Ile

Trp

Ala

Gly

val

45

Ser

Ala

Phe

Val

Ser

125

Phe

Phe

Thr

Tyr

Gln
208

Leu

Ile

30

His

Thr

Pro

Lys

Ile

110

Ile

Leu

Asp

Gly

Asn

190

Asn

Ser

15

Gly

Leu

Val

Ser

Phe

95

Pro

Asp

Met

Ser

Lys

175

Gly

Leu

Thr

Phe

Asn

Gln

Ser

BO

Phe

Gly

Phe

Glu

Thr

160

Gly

Ala

Ala



10

Ala

Pro

225

Ile

Glu

Asn

Ile

Thr

305

Gln

Ala

Glu

Gly

Val
385

<210> 57
<211> 42
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

210

His

Asn

Gly

Ser

Glu

290

Cys

Trp

Gly

Met

Pro

370

Ala

Phe

Asp

Arg

Thr

Gln

275

Met

Val

Leu

Ser

Gln

355

Trp

Val

Lys

Ile

Ile

Ser

260

Val

His

Ser

Gln

Asn

340

Gln

Trp

Ser

Thr

Pro

Arg

245

Tyr

Phe

Gln

Pro

Gln

325

Ala

Ser

Gly

Ser

<223> secuencia enlazadora flexible

<400> 57
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Asp

Ala

230

Ala

Thr

Gly

Tyr

Thr

310

Asn

Asp

Asp

Asp

Ile
390

Ser

215

Gln

Ser

Gly

Ala

Leu

295

Ile

Asn

Cys

Val

Tyr

375

Leu

His

Thr

Gly

Ala

Ile

280

Asp

Gly

Leu

Ile

Trp

360

Phe

Pro

180

val

Val

Ala

Trp

265

His

Ser

Ala

Lys

Ser

345

Leu

Gln

Gln

val

Fhe

Thr

250

Thr

Asp

Asp

Glu

Gly

330

Ala

Gly

Ser

Ala

Phe

Asn

235

Ser

Trp

Pro

Gly

Arg

315

Fhe

val

Ala

Ile

Leu
395

Asp

220

Leu

Gln

Thr

Asn

Ser

300

Leu

Leu

Gln

Leu

Glu

380

Glu

val

Asn

Ser

Thr

Asn

285

Gly

Gln

Gly

Gly

Trp

365

Pro

Pro

Gln

Ile

Thr

270

Asn

Thr

Ala

Glu

Ala

350

Trp

Pro

Phe

Asn

Ala

Leu

255

Ser

Val

Ser

Ala

Ile

335

Leu

Ala

Ser

Leu

Glu

Ala

240

val

Gly

Ala

Pro

Thr

320

Gly

Cys

Ala

Gly



10

ES 2621 181 T3

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Trp Hig Pro Gln Phe
1 5 10 15

Gly Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Lys

20 25 30
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
35 40

<210> 58

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia enlazadora flexible

<400> 58

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Trp Ser His Pro Gln Phe
1 5 10 15

Glu Lys Gly Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Gly Gly Gly Gly Ser
35

181



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2621 181 T3

REIVINDICACIONES
1. Una célula hospedadora de levadura termotolerante transformada que comprende:

(a) al menos un polinucledtido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una endoglucanasa;

(b) al menos un polinucleétido heterdlogo que comprende un acido nucleico que codifica una R-glucosidasa;

(c) al menos un polinucledtido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una celobiohidrolasa I; y
(d) al menos un polinucledtido heterélogo que comprende un acido nucleico que codifica una celobiohidrolasa l;

en la que la célula hospedadora de levadura puede producir etanol cuando se cultiva utilizando celulosa como una
fuente de carbono.

2. La célula hospedadora de la reivindicacion 1, en la que la celulosa es celulosa cristalina, celulosa hinchada con
acido fosforico, celulosa microcristalina, lodo de papel o forraje de maiz.

3. La célula hospedadora de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en la que la B-glucosidasa es una R-glucosidasa
de Saccharomycopsis fibuligera, la celobiohidrolasa | es un celobiohidrolasa | de Talaromyces emersonii y la
celobiohidrolasa Il es una celobiohidrolasa Il de Chrysosporium lucknowense.

4. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que al menos una de, endoglucanasa,
R-glucosidasa, celobiohidrolasa | y celobiohidrolasa Il es secretada por la célula.

5. La célula hospedadora de la reivindicacion 1, que adicionalmente comprende un polinucleétido heterélogo que
comprende un acido nucleico que codifica una segunda endoglucanasa.

6. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la célula hospedadora es una
célula de Saccharomyces cerevisiae.

7. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la célula hospedadora es una
célula de Kluveromyces.

8. La célula hospedadora de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la célula hospedadora termotolerante
puede producir etanol a partir de celulosa a temperaturas por encima de aproximadamente 35 °C, por encima de
aproximadamente 37 °C, por encima de aproximadamente 40 °C, por encima de aproximadamente 45°C o por
encima de aproximadamente 50 °C.

9. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, o 4-8, en la que la endoglucanasa, la -
glucosidasa o la celobiohidrolasa es una endoglucanasa, B-glucosidasa o celobiohidrolasa de H. grisea, T.
aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis,
N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium
cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii,
Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus,
Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes o de Arabidopsis thaliana.

10. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que dicha celobiohidrolasa | esta
fusionada a un médulo de unién a celulosa (MUC).

11. La célula hospedadora de la reivindicacién 10, en la que el MUC es el MUC de la Cbh1 de Trichoderma reesei o
de la Cbh1 de Humicola grisea.

12. La célula hospedadora de la reivindicacién 1, en la que dicha endoglucanasa es una endoglucanasa de T. reesei,
C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, R. speratus, Aspergillus
kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp. o de Irpex lacteus.

13. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en la que la célula hospedadora es una
célula hospedadora que utiliza xilosa.

14. Un cocultivo que comprende al menos dos células hospedadoras de levadura en el que:

(a) al menos una de las células hospedadoras comprende un primer polinucleétido heterélogo que comprende un
acido nucleico que codifica una celulasa que es una endoglucanasa.

(b) al menos una de las células hospedadoras comprende un segundo polinucleétido heterélogo que comprende
un acido nucleico que codifica una celulasa que es una B-glucosidasa;

(c) al menos una de las células hospedadoras comprende un tercer polinucleétido heterélogo que comprende un
acido nucleico que codifica una celulasa que es una celobiohidrolasa I;
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(d) al menos una de las células hospedadoras comprende un cuarto polinucleétido heterdlogo que comprende un
acido nucleico que codifica una celulasa que es una celobiohidrolasa ll;

en el que el primer polinucleétido, el segundo polinucleétido, el tercer polinucleétido y el cuarto polinucleétido no
estan en la misma célula hospedadora; y en el que el cocultivo produce etanol a partir de celulosa.

15. El cocultivo de la reivindicacion 14, en el que al menos una de las células hospedadoras es una célula
hospedadora termotolerante.

16. El cocultivo de la reivindicacion 14 o de la reivindicacion 15, en el que dicho polinucleétido que comprende un
acido nucleico que codifica una celobiohidrolasa | o Il, codifica una proteina de fusién que comprende una
celobiohidrolasa | o Il y un médulo de unién a la celulosa (MUC).

17. El cocultivo de la reivindicacién 16, en el que el MUC es el MUC de la Cbh1 de Trichoderma reesei o de la Cbh1
de Humicola grisea.

18. El cocultivo de una cualquiera de las reivindicaciones 14-17, en el que:
(a) dicha B-glucosidasa es una 3-glucosidasa | de S. fibuligera;
(b) dicha celobiohidrolasa | es una celobiohidrolasa | de T. emersonii; y

(c) dicha celobiohidrolasa Il es una celobiohidrolasa Il de C. lucknowense.

19. El cocultivo de cualquiera de las reivindicaciones 14-18, en el que al menos una célula hospedadora es una
célula hospedadora que utiliza xilosa.

20. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en la que todas las celulasas se secretan.
21. La célula hospedadora de la reivindicacion 13, en la que la célula hospedadora que utiliza la xilosa expresa de
manera heterologa XilA en Piromyces sp. E2, sobreexpresa xiluloquinasa, ribulosa 5-fosfato isomerasa, ribulosa 5-
fosfato epimerasa, transcetolasa, transaldolasa y no expresa el gen GRE3 que codifica la aldosa reductasa.

22. Un método para i) hidrolizar un sustrato celulésico, que comprende poner en contacto dicho sustrato celuldsico

con una célula hospedadora de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, o 20-21 o el cocultivo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14-19.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5

Células nueva/ml

3,50E+07

ES 2621 181 T3

3,00E+07 -
2,50E+07 -
2,00E+07 -
1,50E+07 |
1,00E+07 1
5,00E+06 -

0,00E+00

-5,00E+06

—-— CBH1Te, CBH2Tr, EG1Tr y BGLISf
44— CBH1Te, CBH2Tr
—aA— Control plasmido

—@— En contacto CBH1Tr, CBH2Tr, EG1Tr y BGLISf

20 40 60 80
Horas

188

100



ES 2621 181 T3

Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 13
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 25
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 31
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Figura 32
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Figura 33
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Figura 34
50
Cepa M1179 con BPC
40
=
=
°
f=
S
1]
3 ~>=Lodo Gorham, 10 gl DGW M$179
] = Lodo Gorham, 10 g DCW M0O508
E 20| ~#=Lodo Cloquette, 10 g DCW M1179
E ~ie=Lodo Cloquette, | g DCW WM{179
2
[T
o
10 - — |
_ - T -
e Cepa sin BPC
0 : : . .
0 24 48 72 % 120 144
Tiempo de fermentacién (horas)

217




ES 2621 181 T3

Figura 35

45
40
35 A
30

=E2 25

S 20

3

[1T] 15 i@ Cepa 963 con PE 2 mg

= == =Cepa 963 con PE4 mg
10 A ——@—Cepa 509 con PE 2 mg
5 | = == =Cepa 509 con PE 4 mg
O 1 i 3 b 1
0 25 50 75 100 125 150
Tiempo (horas)

218




Figura 36
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Figura 37
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