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SOUCHE DE CHAMPIGNON AYANT UNE VISCOSITE DIMINUEE.

@ Linvention concerne une souche de champignon
ayant une viscosité diminuée, dans laquelle le gene ID
78713 (GEL3) a été invalidé. L’invention concerne égale-
ment les différentes utilisations de cette souche, ainsi que le
procédé de modification génétique.
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Description

Titre de l'invention : SOUCHE DE CHAMPIGNON AYANT UNE

[0001]

[0002]

[0003]

[0004]

[0005]

[0006]

[0007]

VISCOSITE DIMINUEE

La présente invention concerne une souche de champignon, notamment filamenteux,
ayant une viscosité diminuée, dans laquelle le gene ID78713 (GEL3) a été invalidé.
L’invention concerne également les différentes utilisations de cette souche, ainsi que le
procédé de modification génétique permettant d’obtenir une souche selon I’invention.
Contexte de ’invention

Les souches de champignon, notamment filamenteux, tel que le champignon Tri-
choderma reesei, sont aujourd’hui majoritairement utilisées pour la production
d’enzymes. Ces enzymes, par exemple les cellulases, sont en effet utilisées pour hy-
drolyser la biomasse cellulosique ou lignocellulosique en sucres simples. Les enzymes
produites par les champignons filamenteux sont donc utiles dans les filicres de
production de biocarburants de seconde génération ou encore des produits biosourcés
issus de sucres provenant de biomasse (ligno)cellulosique.

Afin d’améliorer la production de biocarburants de seconde génération ou encore des
produits biosourcés, il a ainsi été€ envisagé d’améliorer la production de cellulases.

Par exemple, le brevet EP 448 430 B1 décrit une production industrielle optimisée de
cellulases par Trichoderma reesei. Cette production est réalisée en protocole fed-batch
(alimentation sans soutirage) en utilisant une solution d'alimentation contenant du
lactose comme sucre inducteur de la production de cellulases. Ce procédé de fer-
mentation comprend deux étapes : une premiere étape de croissance du champignon en
présence d’un exces de source carbonée et une deuxi¢me étape de production
d’enzymes grace a I’ajout d’un inducteur dans le milieu avec un débit optimisé. Ces
étapes sont réalisées en milieu liquide dans des bioréacteurs sous une agitation et en
présence d’oxygene car le champignon est aérobie stricte. Un autre exemple de
procédé optimisé de production de cellulases est décrit dans le brevet EP 2 744 899 B1.

En plus de I’optimisation des procédés de production de cellulases, il a également été
envisagé de modifier génétiquement les souches de champignons afin de modifier leur
capacité de production. Ainsi, la demande de brevet EP 18 197 010.4 décrit une souche
de Trichoderma reesei hyperproductrice d’enzymes cellulolytiques.

Des procédés de fermentation et souches utiles pour améliorer la production
d’enzymes cellulolytiques par des champignons filamenteux, et ce faisant de produits
biosourcés mais également des biocarburants de seconde génération, sont donc déja
décrits dans I’art antérieur.

Néanmoins, la morphologie des champignons filamenteux industriels a des
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conséquences non négligeables sur la conception et la conduite des procédés de fer-
mentation car elle augmente la viscosité du milieu de culture. La viscosité a ainsi un
effet négatif sur le transfert en oxygene et limite la concentration maximale en
champignon qui peut étre visée a la fin de I’étape de croissance (et donc par
conséquence, cecl limite la quantité d’enzymes cellulolytiques pouvant €tre produites).

Afin de pallier ce probleme, il a dans un premier temps été envisagé d’agiter les fer-
menteurs a des vitesses plus importantes. Cependant, I’augmentation de 1’agitation
n’est pas une solution idéale car cela engendre une dépense énergétique accrue et une
augmentation du cisaillement sur le mycélium, ce qui a également un impact négatif
sur la production d’enzymes cellulolytiques.

Il a également été envisagé d’altérer la viscosité de champignons filamenteux en
modifiant leur génome. Ces modifications consistent principalement a invalider des
genes, 1’absence des protéines ou enzymes produites par ces génes entrainant un
changement dans le fonctionnement des cellules (Bodie et Pratt 2012; Dodge, Virag et
Ward 2012).

Ainsi, Bodie et Pratt ont envisagé dans la demande PCT/US2012/034379 d’invalider
le gene mpgl afin d’altérer la viscosité d’une souche de champignon. Des invalidations
supplémentaires ont €galement été envisagées (parmi les genes sfb3, sebl, gasl, crzl ou
encore 1ps2).

De leur coté, Dodge, Virag et Ward ont envisagé dans la demande PCT/
US2011/049164 d’invalider le geéne sfb3.

Des souches de champignons modifiées génétiquement dans le but d’altérer leur
viscosité par rapport a des souches non mutées (i.e. les souches parentes) sont donc
déja décrites dans 1’art antérieur. Il est cependant a noter que 1’art antérieur est muet
quant a des valeurs spécifiques d’amélioration de la viscosité par rapport aux souches
parentes.

Par ailleurs, il existe toujours un besoin pour de nouvelles souches moins visqueuses.
De plus, il existe toujours un besoin pour de nouvelles souches plus performantes,
permettant une meilleure croissance du champignon par rapport aux souches parentes.
Bref exposé de ’invention

La présente invention repose ainsi sur les résultats inattendus des inventeurs qui ont
mis en évidence que I'invalidation du géne ID78713 (GEL3), dans une souche de
champignon (appartenant notamment a la classe des sordariomycetes), permettait
d’obtenir une souche ayant une viscosité drastiquement diminuée par rapport a une
souche parente dans laquelle ledit gene ID78713 (GEL3) n’a pas €t€ invalidé. Les in-
venteurs ont en effet mis en évidence que 1’invalidation du gene ID78713 (GEL3)
altérait la viscosité desdits champignons, notamment les champignons filamenteux.

L’utilisation d’une telle souche permet ainsi de réduire la viscosité d’un mofit de fer-
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mentation a iso concentration de champignons (c’est-a-dire pour une méme
concentration de champignons dans le moft), ce qui permet ainsi de réduire les cofits
des procédés de fermentation des champignons filamenteux. Cela permet en outre
d’augmenter la productivité du procédé¢ en obtenant des concentrations en champignon
plus €élevées. En effet la productivité volumique en enzymes est proportionnelle a la
concentration en champignon et a la vitesse spécifique de production d’enzymes.
Ainsi, le fait d’avoir une souche moins visqueuse permet de monter a des concen-
trations en champignon plus élevées et d’augmenter la productivité du procédé en
enzymes.

Les inventeurs de la présente invention sont ainsi les premiers a avoir mis en
évidence que le gene ID78713 (GEL3) pouvait influencer le phénotype viscosité des
souches de champignons. En effet, le géne ID78713 (GEL3) code pour une protéine de
la famille 72 des glycosides hydrolases, notamment une 1,3-f3-glucanosyltransferase.
Le document Mouyna et al., Microbiology (1998), 144,3171-3180, décrit I’obtention
d’un mutant d’Aspergillus fumigatus (un champignon appartenant a la classe des Euro-
tiomycetes), dans lequel le géne codant pour une 1,3-f-glucanosyltransferase BGT1 est
invalidé, néanmoins les auteurs en concluent que la souche variante ne présentent pas
de phénotype différent pas rapport a la souche parente.

La présente invention concerne donc une souche de champignon dans laquelle le
gene ID78713 (GEL3) a ét€ invalidé.

La présente invention concerne aussi un procédé de modification génétique d’une
souche de champignon selon I’'invention, comprenant une étape d’invalidation du gene
ID78713 (GEL3).

La présente invention concerne aussi un procédé de production de biomasse de
champignon, comprenant une étape de culture d'une souche de champignon selon
I’invention, dans un milieu de culture comprenant un substrat approprié.

La présente invention concerne également un procédé de production de protéines
d’intérét, notamment des enzymes, comprenant une étape de culture d'une souche de
champignon selon I’invention, dans un milieu de culture comprenant un substrat
approprié.

La présente invention concerne en outre un procédé de production de produits
biosourcés a partir de substrats cellulosiques ou lignocellulosiques, comprenant une
étape d’utilisation de la souche de champignon selon I’invention, pour produire des
enzymes cellulolytiques.

La présente invention concerne aussi un procédé de production d'un biocarburant a
partir de substrats cellulosiques ou lignocellulosiques, comprenant une étape
d’utilisation de la souche de champignon selon I’invention, pour produire des enzymes

cellulolytiques.
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La présente invention concerne é¢galement différentes utilisations de la souche selon
I’invention, pour la production de protéines d’intérét, pour I'hydrolyse de la cellulose
ou de la lignocellulose en glucose, pour la production de produits biosourcés a partir de
substrats cellulosiques ou lignocellulosiques, ou encore pour la production de bio-

carburant.
Enfin, la présente invention concerne 1’utilisation d'une souche de champignon selon

I’invention, pour améliorer les propriétés d’une souche compatible, notamment in-
dustrielle.
Exposé de l'invention

Dans un premier aspect, la présente invention concerne ainsi une souche de
champignon dans laquelle le géne ID78713 (GEL3) a été invalidé. Ainsi, dans la
souche selon I'invention, le géne ID78713 (GEL3) n’est plus fonctionnel. Cela signifie
également que dans la souche selon I’invention le gene ID78713 (GEL3) est invalidé.
La présente invention concerne ainsi une souche variante de champignon, dans laquelle
le gene ID78713 (GEL3) a été invalidé.

Selon I’invention, le terme « souche variante » s’entend d’une souche modifiée géné-
tiquement par rapport a une souche parente. Selon I’invention, le terme « souche
parente » s’entend ainsi d’une souche dont est issue ou dérivée la souche variante, et
dans laquelle le gene ID78713 (GEL3) n’a pas ét€ invalidé. La souche selon
I’invention correspond ainsi a une souche variante dérivée d’une souche parente, ladite
souche variante possédant une viscosité diminuée par rapport a la souche parente et
ladite souche variante comprenant au moins une modification génétique correspondant
a ’invalidation du gene ID78713 (GEL3).

L’expression « une viscosité diminuée par rapport a la souche parente » signifie que
la souche variante a une viscosité inférieure a celle de la souche parente. L”homme du
métier sait que la viscosité de la souche variante selon 1’invention et celle de la souche
parente doivent &tre comparée pour une méme concentration en champignon dans le
moflt de fermentation.

Selon I’invention la viscosité est préférentiellement mesurée par la méthode décrite
dans I’Exemple 2, également décrite dans la publication Hardy ef al., Rhéologie, Vol.
27, 43-48 (2015), ou encore a I’aide des parametres suivants :

- le mobile (rotor) utilisé€ est une hélice d’un diametre de 38 mm, d’une hauteur de 32
mm, d’un pas de 29 mm et avec un ruban de 8 mm de largeur ;

- un godet (stator) de 45 mm de diameétre intérieur ;

- un espace vertical entre le rotor et le stator de 500 um ; et du protocole suivant :

- remplissage du godet avec 70 mL d’un milieu dont on souhaite mesurer la

viscosité ;
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- mesures de viscosité par un balayage logarithmique de taux de cisaillements compris
entre 4 s et 100 s, puis de 100 s' a 4 s'1, a une température de 27°C ;
- optionnellement, réalisation des mesures en duplicate.

Préférentiellement, la viscosité selon 1’invention est mesurée a 1’aide d’un rhéometre
AR2000 de TA Instruments, notamment par un balayage logarithmique de taux de ci-
saillements compris entre 4 et 100 s a une température de 27°C, encore plus préféren-
tiellement a 1’aide d’un balayage réalisé en un aller-retour (de 4 s a 100 s-! puis de 100
s1a4s1). Selon un mode de réalisation, la souche selon I’invention a une viscosité
d’environ 1.5 Pa.s, telle que mesurée a 27°C, a I’aide d’un rhéometre AR2000 de TA
Instruments par balayage logarithmique a un taux de cisaillements de 5 s, lorsque la
concentration en champignon est d’environ 35 g/L. La « concentration en
champignon » s’entend de la concentration dans le milieu dans lequel la viscosité est
mesurée. Typiquement le milieu correspond a un mofit de fermentation. Selon
I’invention le terme « environ » signifie que les valeurs ne doivent pas €tre comprises
comme des valeurs strictes. Ainsi, « environ 1.5 Pa.s » s’entend des valeurs comprises
entre 1.45 Pa.s a 1.55 Pa.s, et « environ 35 g/L. » s’entend des valeurs comprises entre
345 g/L a35.5 g/L.

Selon I’invention, et dans un autre mode de réalisation particulier, la souche selon
I’invention a une viscosité diminuée d’au moins 50% par rapport a une souche parente.
Selon I’invention le terme « au moins 50% » signifie toutes les valeurs comprises entre
50% et 100%, notamment les valeurs de 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%,
63%, 64%., 65%, 66%, 67%, 68%., 69%, 10%, T1%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 77%,
78%, 19%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%. 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% et 100%. Préférentiellement, la souche selon
I’invention a une viscosité diminuée d’au moins 65% par rapport a une souche parente.
L homme du métier sait calculer un pourcentage de diminution. Un tel taux de di-
minution peut par exemple se calculer selon la formule suivante : ((valeur finale —
valeur initiale)/valeur initiale)*100.

Le géne GEL3 (également nommé ID 78713 dans le génome de référence de 7Tri-
choderma reesei, voir https://www .uniprot.org/uniprot/GORL27) code pour une
protéine qui appartient a la famille 72 des glycosides hydrolases. Ces enzymes sont par
exemple des -1,3-glucanosyltransglycosylases qui interviennent dans la biogénéese de
la paroi cellulaire chez les champignons. Selon I’invention le terme ID 78713 est
préféré au terme GEL3.

Selon I’invention, le gene ID78713 (GEL3) est représenté par la SEQ ID NO : 2,
mais peut €galement correspondre a un variant de ce gene ou a un gene orthologue.
Préférentiellement, le gene ID78713 (GEL3) est uniquement représenté par la SEQ ID
NO: 2.
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Selon I’invention, « un variant de géne ou un gene orthologue » s’entend d’un gene
qui code également pour une protéine qui appartient a la famille 72 des glycosides hy-
drolases. Le variant du gene ID78713 (GEL3) ou un gene orthologue du gene ID78713
(GELD3) est typiquement représenté par une séquence ayant au moins 80% d’identité
avec le géne de SEQ ID NO : 2. Le variant du gene ID78713 (GEL3) ou un geéne or-
thologue du gene ID78713 (GEL3) correspond ainsi a un gene dérivé de la séquence
représentée par SEQ ID NO : 2. Plus particulierement, le variant du gene ID78713 (
GEL3) ou un gene orthologue du gene ID78713 (GELS3) est représenté par une
séquence ayant au moins 90% d’identité avec le gene de SEQ ID NO : 2, notamment
au moins 95%, de préférence au moins 98% ou 99%.

Le gene ID78713 (GEL3) est représenté par la SEQ ID NO : 2, et la protéine codée
par le gene ID78713 (GEL3) est représentée par la SEQ ID NO : 3. Ainsi, le variant du
gene ID78713 (GEL3) ou un gene orthologue du gene ID78713 (GEL3) code soit pour
la protéine de SEQ ID NO : 3, soit pour une séquence ayant au moins 80% d’identité
avec ladite SEQ ID NO : 3, notamment au moins 90%, plus particulicrement au moins
95%, 98% ou 99%.

Selon I'invention le terme « au moins 80% » signifie toutes les valeurs comprises
entre 80% et 100%, notamment les valeurs de 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%., 96%, 97%, 98%, 99% et 100%.

L homme du métier sait calculer un pourcentage d’identité entre deux séquences. Par
exemple, selon I’invention, le pourcentage d'identité d'une séquence donnée par
rapport 2 SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3 s’entend du pourcentage d’identité sur la
longueur totale des séquences. Le pourcentage correspond ainsi au nombre de nu-
cléotides/résidus identiques entre cette séquence donnée et SEQ ID NO : 2 ou 3 divisé
par le nombre de nucléotides ou résidus dans la plus longue des deux séquences.

Ainsi, dans un mode de réalisation, dans ladite souche selon I’invention, le gene
ID78713 (GEL3) invalidé correspond a un gene représenté par la SEQID NO : 2 ou a
un gene ayant au moins 80% d’identité avec le gene de SEQ ID NO : 2, notamment au
moins 90% et plus particulierement au moins 95%. Dans un mode de réalisation encore
plus préféré, dans ladite souche selon I’invention, le gene ID78713 (GEL3) invalidé
correspond a un gene représenté par la SEQ ID NO : 2. Selon ce dernier mode de réa-
lisation, la souche selon I’'invention comprend ainsi une délétion du géne codant pour
la protéine représentée par la SEQ ID NO : 3.

Dans un aspect préféré, dans la souche selon I’invention, le gene ID78713 (GEL3) a
été invalidé par mutagénese ou par recombinaison homologue. Selon I’invention,
I’invalidation consiste en une délétion de tout ou partie du gene ID78713 (GEL3). Pré-
férentiellement, dans la souche selon I’invention, le gene ID78713 (GEL3) a été

invalidé a I’aide d’une cassette d’invalidation. Encore plus préférentiellement, ladite
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cassette d’invalidation est représentée par la SEQ ID NO : 1, et est notamment utilisée
chez un champignon appartenant a I’espece Trichoderma reesei.

La mutagénese est une technique communément utilisée en génie génétique. Elle vise
a introduire volontairement des mutations dans I’ADN afin de créer des genes géné-
tiquement modifiés. Selon I’invention, la mutagénése s’entend plus particulierement de
la mutagénese dirigée. La mutagénese dirigée permet en effet d’introduire des
mutations identifiées dans un gene précis. Pour ce faire, I’ADN d’intérét (ici le gene
ID78713 (GEL3)) contenant les mutations est synthétisé puis introduit dans la cellule a
muter, typiquement a 1’aide d’un vecteur, ol le mécanisme de réparation de I’ADN
s’occupe de I'intégrer dans le génome.

La recombinaison homologue est une technique communément utilisée en génie
génétique qui consiste a un échange entre molécules d’ADN, typiquement a I’aide d’un
vecteur.

Le terme « vecteur » s’entend de toute s€quence d’ADN dans laquelle il est possible
d’insérer des fragments d’acide nucléique étranger, les vecteurs permettant d’introduire
de I’ADN étranger dans une cellule hote. Des exemples de vecteurs sont les plasmides,
les cosmides, les chromosomes artificiels de levures (YAC), les chromosomes ar-
tificiels de bactéries (BAC) et les chromosomes artificiels dérivés du bactériophage P1
(PAC), les vecteurs dérivés de virus. Le vecteur selon l'invention permet l'introduction
d'une mutation ou d'une délétion.

Dans un mode de réalisation préféré, ladite cassette d’invalidation comprend trois
fragments d'ADN :

(1) une région en amont du gene cible,

(2) un marqueur de sélection, et

(3) une région en aval du gene cible.

Dans le cas de la présente invention, le « géne cible » s’entend du gene ID78713 (
GEL3). Les régions en amont et en aval du géne cible sont deux éléments de recom-
binaison, un a chaque extrémité du gene, et sont nécessaires pour cibler de facon
précise la séquence a invalider.

Selon I’invention, la région en amont du gene cible (c’est-a-dire la séquence 5° en
amont du gene ID78713 (GEL3)) est notamment représentée par la s€équence de SEQ
ID NO : 10.

Selon I’invention, la région en aval du geéne cible (c’est-a-dire la s€équence 3’ en aval
du gene ID78713 (GEL3)) est notamment représentée par la s€quence de SEQ ID NO :
12.

L’expression « marqueur de sélection » s’entend d’un géne dont I’expression confere
aux cellules qui le contiennent une caractéristique permettant de les sélectionner.

L’utilisation d’un marqueur de sélection permet en effet d’identifier les cellules ayant
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intégré une modification génétique par rapport a celles qui ne 1’ont pas intégrée. 11
s’agit par exemple d’un gene de résistance aux antibiotiques, notamment le gene de ré-
sistance a I’antibiotique hygromycine Aph, tel que représenté par la SEQ ID NO : 11.

Plus précisément, selon I’invention, la cassette d’invalidation est préférentiellement
constituée d’un gene de résistance placé sous le contréle d’un promoteur et d’un ter-
minateur, avec en amont et en aval les régions flanquantes 5 et 3° du géne ID78713 (
GEL3). Encore plus préférenticllement, selon 1’invention, la cassette d’invalidation est
constituée d’un gene de résistance a 1’antibiotique hygromycine Aph placé sous le
contrdle du promoteur GPDa et du terminateur TRPc (Punt et van den Hondel, 1992)
avec en amont et en aval les régions flanquantes 5° et 3 du gene ID78713 (GEL3).
Selon I’invention, ladite cassette d’invalidation pourra étre liée opérationnellement a
un promoteur, un terminateur ou toute autre séquence nécessaire a son expression dans
une cellule hote.

La cassette d’invalidation peut €tre amplifiée selon les techniques classiques bien
connues de 'homme du métier, typiquement par une méthode choisie parmi le clonage
classique, la fusion PCR, ou encore le clonage in vivo par PCR. Préférentiellement,
cette cassette d’invalidation est amplifiée par PCR, notamment a I’aide des s€quences
représentée par les SEQ ID NO : 4 et SEQ ID NO : 5. Le cassette d’invalidation est
ensuite introduite par recombinaison dans une souche, notamment de Trichoderma
reesei, qui n'exprime pas un gene du marqueur de sé€lection. L'homme du métier peut
aisément identifier les genes de marqueur de sélection pertinents pour la mise en ceuvre
de l'invention. Apres culture, les souches variantes/mutantes ayant incorporé la cassette
d’invalidation sont sélectionnées en fonction de I'expression ou non du marqueur de
sélection; les clones ayant été transformés exprimant ledit marqueur de sélection. I1
s’agit des souches selon I’invention. Préférentiellement, les souches mutantes sont
identifiées a I’aide des amorces de SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8 et
SEQ ID NO : 9. Ces techniques de recombinaison génétiques sont bien connues de
I’homme du métier. Dans un aspect préféré, selon I’invention, le champignon est un
champignon filamenteux. Encore plus préférentiellement, le champignon filamenteux
est choisi parmi les classes des orbiliomycetes, des pézizomycetes, des dothi-
deomycetes, des eurotiomycetes, des lecanoromycetes, des 1éotiomycetes, des sorda-
riomycetes et des saccharomycetes. De fagon avantageuse, le champignon filamenteux
selon I’invention appartient a la classe des sordariomycetes, notamment au genre 77ri-
choderma, et plus particulierement a 1’espece Trichoderma reesei.

Lorsque le champignon appartient a I’espéce Trichoderma reesei, selon I’invention,
la souche parente de Trichoderma reesei peut €tre la souche QM6a (déposée sous le
numéro ATCC 13631), ou encore une souche issue de 1’isolat naturel QM6a

(notamment obtenue par mutagénese aléatoire ou dirigée), telle que la souche Rut-
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C30 (déposée sous le numéro ATCC 56765), la souche déposée sous le numéro CNCM
1-5221 (déposée le 03 aohit 2017 aupres de la CNCM, Collection Nationale de Cultures
de Microorganismes de I’ Institut Pasteur, située 25 rue du Docteur Roux, F-75724
Paris cedex 15), la souche NG14 (déposée sous le numéro ATCC 56767) ou encore la
souche QM9414 (déposée sous le numéro ATCC 26921). Typiquement, les souches
selon I’invention présentent un phénotype de faible viscosité tout en conservant leur
capacité a produire des protéines d’intérét.

Dans un deuxieme aspect, I’invention concerne également un procédé de modi-
fication génétique d’une souche de champignon selon I’invention, telle que mentionné
ci-dessus, comprenant une étape d’invalidation du gene ID78713 (GEL3). Le procédé
de modification génétique d’une souche selon I’invention permet ainsi d’obtenir des
souches de champignon moins visqueuses par rapport a la souche de champignon
parent. C’est pourquoi la souche selon I’invention peut étre considérée comme un
variant de la souche de champignon parent. Ainsi, durant sa croissance, la souche de
champignon selon I’invention génere une viscosité moins élevée par rapport a la
souche parente pour un taux de cisaillement donné, a8 méme concentration en biomasse,
et a méme température.

Préférentiellement, dans ledit procédé de modification génétique selon 1’invention,
I’étape d’invalidation du gene ID78713 (GEL3) est réalisée a I’aide d’une étape de mu-
tagénese ou de recombinaison homologue. Encore plus préférentiellement, dans ledit
procédé de modification génétique selon I’invention, I’étape d’invalidation du gene
ID78713 (GEL3) est réalisée a 1’aide d’une cassette d’invalidation telle que
mentionnée ci-dessus, notamment représentée par la SEQ ID NO : 1, chez un
champignon appartenant a I’espece Trichoderma reesei.

Dans un troisieme aspect, la présente invention concerne aussi un procédé de
production de biomasse de champignon, comprenant une étape de culture d'une souche
de champignon selon I’invention, dans un milieu de culture comprenant un substrat
approprié. Cette étape permet ainsi la croissance de la souche de champignon selon
I’invention. L’homme du métier connait les substrats appropri€s a la croissance des
souches de champignon.

Dans un quatricme aspect, la présente invention concerne également un procédé de
production de protéines d’intérét, notamment des enzymes, comprenant une étape de
culture d'une souche de champignon selon I’invention, dans un milieu de culture
comprenant un substrat approprié. L’invention concerne ainsi 1’utilisation d’une
souche de champignon selon I’invention, pour la production de proté€ines d’intérét.

De facon avantageuse, ledit procédé comprend ainsi une phase de croissance d’une
souche de champignon selon I’'invention, puis une phase de croissance et de production

de protéines d’intérét par ladite souche. Encore plus préférentiellement, ladite phase de
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croissance est réalisée en présence d’un substrat de croissance et ladite phase de
croissance et de production de protéines d’intérét est réalisée en présence d’un susbtrat
inducteur. Le substrat de croissance et le substrat inducteur sont de préférence des
substrats carbonés.

Ainsi, le substrat carboné de croissance est choisi de préférence parmi le lactose, le
glucose, le xylose, les résidus obtenus apres fermentation éthanolique des sucres
monomeres des hydrolysats enzymatiques de biomasse cellulosique, et/ou un extrait
brut de pentoses hydrosolubles provenant du prétraitement d’une biomasse cel-
lulosique.

Le substrat carboné inducteur est ainsi choisi de préférence parmi le lactose, le
cellobiose, le sophorose, les résidus obtenus apres fermentation éthanolique des sucres
monomeres des hydrolysats enzymatiques de biomasse cellulosique, et/ou un extrait
brut de pentoses hydrosolubles provenant du prétraitement d’une biomasse cel-
lulosique.

Selon I’invention, les protéines d’intérét sont toutes les protéines pouvant étre
produites par un champignon, de facon naturelle ou bien par modification génétique
(par exemple apres transformation a I’aide d’un vecteur approprié).

De facon avantageuse, les protéines d’intérét selon 1’invention sont des enzymes,
notamment des enzymes cellulolytiques telles que des cellulases ou des hémicellulases.
De facon préférée, les enzymes sont des cellulases. Selon I’invention, le terme
« cellulases » s’entend plus particulierement des enzymes choisies parmi les endo-
glucanases, les exoglucanases et les glucosidases, et plus particulierement la [3-
glucosidase. Le terme « cellulase » fait plus particulicrement référence a une enzyme
adaptée a I'hydrolyse de la cellulose et permettant aux microorganismes (tels que 7ri-
choderma reesei) qui les produisent d'utiliser la cellulose comme source de carbone, en
hydrolysant ce polymere en sucres simples (glucose). La production de cellulases par
une souche selon I’invention, notamment Trichoderma reesei, peut €tre déterminée par
toutes techniques usuelles pour ’homme du métier, ou encore par les techniques
décrites dans les brevets EP 448 430 B1 ou EP 2 744 899 B1.

Une corrélation entre protéines totales sécrétées et cellulases peut Etre faite car chez
T. reesei, les exoglucanases (CBHI, CBHII) et les endoglucanases (EGI, EGII)
principales peuvent représenter jusqu’a 90% de la quantité totale de protéines sécrétées
(voir par exemple Markov, A.V., Gusakov, A.V., Kondratyeva, E.G., Okunev, O.N.,
Bekkarevich, A.O., and Sinitsyn, A.P. (2005). New Effective Method for Analysis of
the Component Composition of Enzyme Complexes from Trichoderma reesei. Bio-
chemistry (Moscow) 70, 657-663).

Dans un cinquiéme aspect, la présente invention concerne ¢galement un procédé de

production de produits biosourcés a partir de substrats cellulosiques ou lignocellu-



[0059]

[0060]

[0061]

11

losiques, comprenant une étape d’utilisation de la souche de champignon selon
I’invention, pour produire des enzymes cellulolytiques. L’ invention concerne donc
également I’ utilisation d’une souche de champignon selon I’invention, pour la
production de produits biosourcés a partir de de substrats cellulosiques ou lignocellu-
losiques.

Dans un sixieme aspect, la présente invention concerne un procédé de production
d'un biocarburant a partir de substrats cellulosiques ou lignocellulosiques, comprenant
une étape d’utilisation de la souche de champignon selon I’invention pour produire des
enzymes cellulolytiques. L’ invention concerne ainsi I’ utilisation d’une souche de
champignon selon I’invention, pour la production de biocarburant a partir de substrats
cellulosiques ou lignocellulosiques.

Selon I’invention, le terme « biocarburant » s’entend plus particulierement d’un bio-
carburant de seconde génération, c’est-a-dire issu de ressources non alimentaires.
Selon I’invention, le terme « biocarburant » peut également &tre défini comme étant
tout produit issu de la transformation de la biomasse et pouvant &tre utilisé a des fins
énergétiques. D’une part et sans vouloir se limiter, on peut citer a titre d’exemple des
biogaz, des produits pouvant étre incorporés (éventuellement apres transformation ul-
térieure) a un carburant ou &tre un carburant a part enticre, tels que des alcools
(I’éthanol, le butanol et/ou I’isopropanol selon le type d’organisme fermentaire utilis€),
des solvants (acétone), des acides (butyrique), des lipides et leurs dérivés (acides gras a
courtes ou longues chaines, esters d’acides gras), ainsi que 1’hydrogeéne. De maniere
préférée, le biocarburant selon 1’invention est un alcool, par exemple 1’éthanol, le
butanol et/ou I’isopropanol. Plus préférentiellement, le biocarburant selon 1’'invention
est I’éthanol. Dans un autre mode de réalisation, le biocarburant est du biogaz. Dans un
autre mode de réalisation, le produit est une molécule intéressant I'industrie chimique,
comme par exemple, un autre alcool tel que le 1,2-propane diol, le 1,3-propane diol, le
1,4-butane diol, le 2,3-butane diol, des acides organiques comme l'acide acétique, pro-
pionique, acrylique, butyrique, succinique, malique, fumarique, citrique, itaconique, ou
des hydroxyacides comme 1'acide glycolique, hydroxypropionique, ou lactique.

Dans un aspect préféré, le procédé de production d'un biocarburant a partir de
substrats cellulosiques ou lignocellulosiques selon 1’invention, comprend :

1) une étape de prétraitement d'un substrat cellulosique ou lignocellulosique afin
d’obtenir un substrat prétraité,

i) une étape d’utilisation de la souche selon I’invention pour produire des enzymes
cellulolytiques,

iii) une étape d'hydrolyse enzymatique du substrat prétraité obtenu a 1’étape i), en
présence des enzymes cellulolytiques obtenues a 1’étape ii), afin d’obtenir un hy-

drolysat,
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iv) une étape de fermentation alcoolique de I'hydrolysat obtenu,
v) une étape de séparation, notamment par distillation.

Dans un aspect encore plus préféré, le procédé de production d'un biocarburant a
partir de substrats cellulosiques ou lignocellulosiques selon 1’invention, comprend :

1) une étape de prétraitement d'un substrat cellulosique ou lignocellulosique afin
d’obtenir un substrat prétraité,

i) une étape d’utilisation de la souche selon I’invention pour produire des enzymes
cellulolytiques,

iii) une étape d'hydrolyse enzymatique du substrat prétraité obtenu a 1’étape i), en
présence des enzymes cellulolytiques obtenues a 1’étape ii), afin d’obtenir un hy-
drolysat,

iv) une étape de fermentation alcoolique de I'hydrolysat obtenu,

v) une étape de séparation, notamment par distillation,

lesdites étapes iii) et iv) étant réalis€es simultanément. Cela est typiquement le cas
dans les procédés de production dits « SSF » (Simultaneous Saccharification and Fer-
mentation).

Selon un mode de réalisation particulier, 1’étape de prétraitement d'un substrat cel-
lulosique ou lignocellulosique est une étape de mise en suspension en phase aqueuse
dudit substrat cellulosique ou lignocellulosique.

Selon un mode de réalisation particulier, I’hydrolysat obtenu a 1’étape iii) est un hy-
drolysat contenant du glucose.

Selon un mode de réalisation particulier, 1’étape de fermentation alcoolique de
I'hydrolysat obtenu est une étape de fermentation, en présence d'un organisme fer-
mentaire, du glucose issu de I'hydrolysat de manicre a produire un mofit de fer-
mentation. Un organisme fermentaire est par exemple une levure.

Selon un mode de réalisation particulier, 1’étape de séparation est une séparation du
biocarburant et du mofit de fermentation, notamment par distillation.

Selon un mode de réalisation encore plus préféré, le substrat cellulosique ou lignocel-
lulosique a hydrolyser est mis en suspension en phase aqueuse a raison de 6 a 40% de
matiere seche, de préférence 20 a 30%. Le pH est ajusté entre 4 et 5,5, de préférence
entre 4,8 et 5,2 et la température entre 40°C et 60°C, de préférence entre 45°C et S0°C.
La réaction d'hydrolyse est démarrée par I'ajout des enzymes agissant sur le substrat
prétraité. La quantité d’enzymes habituellement utilisée est de 10 a 30 mg de protéines
excrétées par gramme de substrat prétrait€ ou moins. La réaction dure généralement de
15 a 48 heures. La réaction est suivie par dosage des sucres libérés, notamment le
glucose. La solution de sucres est séparée de la fraction solide non hydrolysée, essen-
tiellement constituée de lignine, par filtration ou centrifugation et ensuite traitée dans

une unité de fermentation.
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Selon un autre mode de réalisation encore plus préféré, lorsque 1’étape d’hydrolyse et
de fermentation sont réalisées conjointement, les enzymes et 1'organisme fermentaire
sont ajoutés simultanément puis incubés a une température comprise entre 30°C et
35°C pour produire un mofit de fermentation. Selon ce mode de réalisation, la cellulose
présente dans le substrat pré-traité est convertie en glucose, et en méme temps, dans le
méme réacteur, 'organisme fermentaire (par exemple une levure) convertit le glucose
en produit final selon un procédé de SSF (Simultaneous Saccharification and Fer-
mentation) connu de 'homme du métier. Selon les capacités métaboliques et hydro-
lytiques de l'organisme fermentaire, le bon déroulement de 1'opération peut nécessiter

l'addition d'une quantité plus ou moins importante de mélange cellulolytique exogene.
Dans un septicme aspect, I’'invention concerne également 1’utilisation d’une souche

de champignon selon I’invention, pour I'hydrolyse de la cellulose ou de la ligno-
cellulose en glucose.

Dans un huitieéme aspect, 1’invention concerne également I’ utilisation d'une souche
de champignon selon I’invention, pour améliorer les propriétés d’une souche
compatible, notamment industrielle.

Dans la présente description, les définitions et préférences indiquées dans un aspect
s’appliquent mutatis mutandis aux autres aspects. Par exemples, toutes les définitions
et préférences indiquées dans le premier aspect de I’invention ci-dessus s’appliquent
également aux deuxi¢me, troisicme, quatricme, cinquieme, sixiéme, septieéme et
huitieme aspect.

Breve description des Figures

D’autres caractéristiques, détails et avantages de I’invention apparaitront a la lecture
des Figures annexées.
Fig. 1

[fig.1] représente les viscosités apparentes mesurées a un cisaillement de 5 s-1 pour
différentes souches cultivées en fioles agitées
Fig. 2

[fig.2] représente les viscosités apparentes mesurées a un cisaillement de 5s-1 pour
différentes souches cultivées en bioréacteur

Séquences de la présente invention
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[Tableaux1]

Nom de
la

séquence

Séquence

SEQ ID
NO:1

gactaagaga gagagagagg gagcattggc ctctatcgtg atgectcggt gaatagagag
agtgagtgtg tgtgtggtat ttcccactge tgecgagettc aattgagage aatggecatg atattacaca
aggttcctac ctaggtaagg taatgcaagg tactacagcg aggtacagta atactageac
gcaaacaaac atgggccgcea acacgagagt cgtaaatcce atcgtcetace tactgectac
gagtacatgt agcctegtga ccaactcece teceecectt gtectacgag getctttgtg
cctggacage acaggtttce aaccgtcgea cetcgageca agaaatccga geegtttagt
agccaattga tgecggatcec tettcatect cgtetggggce actttccacce caccectgtt tetttttete
ttetettett tgegagetac tgetagtcge attctggeag ctaacggcaa agatggggaa attgaaaggce
tagacaggac gatatccttg attttccctg ttcgtatcgt atctggcttg aaaagatggg ggggeotctga
agcggaacta gtaggacagg gcaggacggg acaggacagg acagggtcaa ggecaaggec
gaggtcgtgg tgcatgctgg tgtacaagta cgatgecata acaatctcat catcgegctt ctettgetgg
tggacgggat ctgcaggttt cctectettt tetettacca ttcttttgac teteteggtg cctetgeage
cgctetttet tgeattcgee ggcttcaate geggttgetg ggettattca ctgttggate caatcactcg
ctctttagat aaaacccact ggettgecag ctgtcgaggce cegtecgtee accgeteteg cttecteteg
tctetetcaa cectegeteg ctegeteget ctetetetgg gtcacgttge getcacttte ttggttttee
ccectttecg cetetgggge acaatetgtg geccaaacaat tettgggttg gogacgagaaa
aaaatccgcec ttgtgetegg tteectettt cttttacett tetetcagtt teggttttga acccattgac
gagcttctet tettggttgg tttggatetg ctcgaccaca tegegagecc ttcattcate ccatcetttet
teeeteeeet ctettgticg ccaagagttt tggaacagtg aacagaattc gatttaccge cgetteectt tg-
gaaccaac agcttacctg catttcgact gtgtgacaca cgcaagtgta cctgtgcatt ctgggtaaac
gactcatagg agagttgtaa aaaagtttcg gccggegtat tgggtgttac ggagcattca
ctaggcaacc atgcatcctt actattgtat accatcttag taggaatgat ttcgaggttt atacctacga
tgaatgtgtg tcctgtagge ttgagagttc aaggaagaaa catgcaatta tetttgcgaa cc-
cagggctg gtgacggaat tttcatagtc aagctatcag agtaaagaag aggagcatgt caaagtacaa
ttagagacaa atatatagtc gcgtggagec aagageggat tcctcagtet cgtaggtete tt-
gacgaccg ttgatctgct tgatctegte tcccgaaaat gaaaatagcet ctgetaagct attcttctet
tcgeecggage ctgaaggcegt tactaggttg cagtcaatge attaatgeat tgcagatgag
ctgtatctgg aagaggtaaa cccgaaaacg cgttttattc ttgttgacat ggagcetatta aatcactaga
aggcactctt tgetgettgg acaaatgaac gtatcttatc gagatcctga acaccatttg tctcaactce
ggctagcgaa ttctcgacte attectttge ccteggacga gtgetgggge gtecggttice ac-
tatcggcg agtacttcta cacagecate ggtccagacg gecgegettc tgecgggcgat ttgtgtacge
ccgacagtee cggeteegga teggacgatt gegtecgeate gacectgege ccaagetgea
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tcatcgaaat tgecgtcaac caagcetctga tagagttggt caagaccaat gecggageata
tacgeccgga gtegtggega tectgecaage tecggatgec tecgetegaa gtagegegte
tgctgeteca tacaagecaa ccacggectc cagaagaaga tgttggegac ctegtattgg
gaatcceega acatcgecte getccagtea atgaccgetg ttatgeggec attgtcegte ag-
gacattgt tggagccgaa atccgegtge acgaggtgec ggacttcggg geagtecteg
gcccaaagea tcageteate gagagectge gegacggacg cactgacggt gtegtecate
acagtttgce agtgatacac atggggatca gcaatcgegce atatgaaatc acgecatgta
gtgtattgac cgattccttg cggtecgaat gggecgaacce cgetegtetg getaagateg
gcegeagega tegeatecat agectecgeg accggttgta gaacageggg cagttcggtt
tcaggcaggt cttgcaacgt gacaccetgt gcacggeggg agatgcaata ggtcaggcete
tcgctaaact ccccaatgtc aagcacttce ggaatcggga gegeggecega tgcaaagtge
cgataaacat aacgatcttt gtagaaacca tcggcgceagc tatttacccg caggacatat
ccacgeccte ctacatcgaa getgaaagea cgagattett cgeecteega gagetgeate
aggtcggaga cgetgtcgaa cttttcgatc agaaacttct cgacagacgt cgeggtgagt
tcaggctttt tcatgatggc cctectaccg gtgatctcag ctgtaggaaa gagaagaagg
ttagtagtcg acatggtggc cctectatag tgagtcgtat tatactatge cgatatacta tgecgatgat
taattgtcaa cactaggcgce cggtcacaac tagtagatat cacttacgtg ttgagaggeg
gcatgcgata agaggtgtaa ttacctgaga acatcttgtt geecetgettt ccgtgcgaaa tactaccggt

acttttggga aacaagggaa caggagggcg ctgetgtgcg cggtitctgag tgttcaggat
tgaagctgaa gaaggtgctg aggaagegta gaactgttge ggacgcgagt tctgagaaga
gctgtaccga ttggtgaaag ccgaagaagt gagttggtgc cetgttgeet ggataatgtt tg-
caactcgc tggttctgca gagacggaga caaatgctgg ctacgatgtt getgattcag gttgatacct
cggtcgagac actgttitgg tttgataggg tggatttggt tgcagagaag agaaaggaag gt-
caaagagg gaaaactggg cggagggaag gattttgtat caggcagcaa actgecactg
cagtggcect ggecagtgeeg ggegaggeac ccacgeacgg ccgegeaace ggttggtect
tgcccaccac gaaacccttc tgaaaggtca gatggaagtg tgcgacagtg cgegteecea
agccaatgea ggcgecatge actccccace cgecaagatte actgtgegtt cttattggtt
gcegcaagge cagecaaagg gggaagtatg agtcacagea ccgatacaag aaaattgeag
aactaacata tggatgcgcg cgetattctg tagagetctg ggcaaagceac caatectgeg
ggtcggtaca cacactagca ctgecattct ggecgtcaag accgaaactg tcagegtgge
caccgagacc ggtaccagea cggeggagag caccgeagac ageacctetg gecgacageac
gggtoctgec acgacttcta ccccgaaate atcatcttce accacctcta gecgecgaaag
cacggagacg tccaacggcea gececttgga caagegcegte actgegtttg gtgecggect
ggttggcgtc gttttggetg ctgcggtctt gttgtaagat ggattcaagt tggttcgttg gatttgtate
gtcaaatcag tatcagatac ccatctactt ctcgecatge ttttctgete tttgtttctt ttttttgatg
ttaccaaggg gcttgagctt gttggectaa attcccecct aatgetettt gtatgatgge tgaacgtttg
gagagggeat ggttttgttc tatgacattt gccgegtaac gaggeatgac tttattatat taatgcatga
ggatatgttg tacatgaggt gtgaagagec cttgettatt tatggtgteg tgtggtctga cgecgaccaa
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ccetgteate gtgttettgt tattatgeca cgegetatee tagetgaaat acgggaaccg ataattgece
tcgegttgtg aaccctegeg ttgtgaacce ttgegttgtg aaccetcgaa aaccgtgttt ceecctttte
atatatgctt tttcatcttc tttctatcca atatctgegg ttttggtttc atctagtgga actgtaatcg
taggtgagag tagtgttttt aggccagtaa tggttatagt tgtgattgtt tctgaagtat tctgattcag
cctggtggca ctgatattcg tcgtcgacaa aggtatctcg gtcgacaaag gtatgetggt
cgaggeggtt gtatcgtcgt cgtcagagga ggaagaggac gagtaggtee tgacggeega
gttgccgacg aagacgaggc tgacggtgaa gatggegagg acggaggcac agaggaggce
catggecagg tageggalge geggglegla gegglggggg gaagagecee aggggglecy
ggtotgogtt tggcattgga ggttgtcgat catttatacg gtttttttte tettgtettg attttgtagg
ttgtttgage ttgattgatg ttgctgaagt atgtggttga gaatt

SEQ ID
NO:2

ATGCGTTGGTCTTCGGTTGCCGTTGCGCTGGCGAGCGCCAAATCC
TTTGCCGTGGCGCTGGATCCCGTCTCCGTCGTGGGAAACAAGTTC
TTCAACAAGGACGGCTCGCAGTTCTTTATCAAGGGCATTGCGTA
CCAGCTTGTTCCGCAGGACCCCCTCGTGGACACTGACCAGTGCA
AACGCGATGCTAAGCTCATGGCCGAGCTCGGAACAAACACCATC
CGCGTCTATCACGTCGACCCGGACGCCGACCATGACGGCTGCAT
GAGTGCGTTTGACGACGCCGGCATCTACGTCCTTGCTGATCTGG
ATACCTTTGATACCTACATTATTCCCCAAAATAACTACTGGAATA
AGACAAAGTTCGACAGGTATGCCGAGGTCCTGGACACGTTCCAA
AAGTACGACAACCTCCTGGGCGTCTTCGTCGGAAACGAGAACAT
CGCTACTAAAGATGACTCGCCCACGGCGCCCTACCTCAAGGCTG
CTGCCCGCGACATGAAGGCGTACCGCGACGCCCAGGGCTACCGC
GAGATCCCCGTCGGCTACTCGGCCGCCGATATCTTGCAGCTTCGC
CCCATGCTCCAGGACTACCTGACCTGCGGCGGCAACTCGTCCGA
GACAGTCGACTTCTTCGCCCTCAACTCGTACTCGTGGTGCGACCC
CAGCACGTACAAGGAGTCCACCTACGACCAGCTTGAGGCCTACG
CCAAGAAATTCCCCGTGCCCATCTTCCTCTCCGAGACAGGCTGC
ATCGTTCCCGGCCCTCGCCAGTTCGACGACCAGGACGCCATCTTT
GGCCCTGAGATGGTCAATGACTGGAGCGGCGCCATCATCTACGA
GTGGATTCAGGAGGAAAACGGCTACGGAATTATAACATATGCCC
CAGCCGGCCAAGCTGCTGGACCCAACGTCGAGGGTGGCTTCCTT
CGCAAGGGCACTCCCACGCCAAAGCTGCCCGACTTCACCGCGCT
CAAGTCCAAGTGGGCGACCAACACCCCTACCGGCGTCAGCCGAG
ACGACTACGACGCAAAGGACGTGTCGACCCGTGCGTGTCCTTCG
TCCACTGCCGGCGGCTGGTGGCAGGTGGATGGCGATGCCAAATT
GCCCACCCTGGGCCAG

SEQ ID

MRWSSVAVALASAKSFAVALDPVSVVGNKFFNKDGSQFFIKGIAY
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NO:3

QLVPQDPLVDTDQCKRDAKLMAELGTNTIRVYHVDPDADHDGCM

SAFDDAGIYVLADLDTFDTYIIPQNNYWNKTKFDRYAEVLDTFQKY
DNLLGVFVGNENIATKDDSPTAPYLKAAARDMKAYRDAQGYREIP

VGYSAADILQLRPMLQDYLTCGGNSSETVDFFALNSYSWCDPSTYK
ESTYDQLEAYAKKFPVPIFLSETGCIVPGPRQFDDQDAIFGPEMVND

WSGAITYEWIQEENGYGITYAPAGQAAGPNVEGGFLRKGTPTPKLP
DFTALKSKWATNTPTGVSRDDYDAKDVSTRACPSSTAGGWWQVD

GDAKLPTLGQ

SEQ ID
NO: 4

GACTAAGAGAGAGAGAGAGGGAGC

SEQ ID
NO:5

AATTCTCAACCACATACTTCAGCA

SEQ ID
NO:6

AACACCCAATACGCCGGC

SEQ ID
NO:7

GCTCTGGGCAAAGCACCAA

SEQ ID
NO:8

GTGCGGGATGCATGAAGACG

SEQ ID
NO:9

CCACCCTACGATTCTGCAACC

SEQ ID
NO: 10

gactaagaga gagagagagg gagcattggc ctctatcgtg atgectcggt gaatagagag
agtgagtgtg tgtgtggtat ttcccactge tgecgagettc aattgagage aatggecatg atattacaca
aggttcctac ctaggtaagg taatgcaagg tactacagcg aggtacagta atactageac
gcaaacaaac atgggccgcea acacgagagt cgtaaatcce atcgtcetace tactgectac
gagtacatgt agcctegtga ccaactcece teceecectt gtectacgag getctttgtg
cctggacage acaggtttce aaccgtcgea cetcgageca agaaatccga geegtttagt
agccaattga tgecggatcec tettcatect cgtetggggce actttccacce caccectgtt tetttttete
ttetettett tgegagetac tgetagtcge attctggeag ctaacggcaa agatggggaa attgaaaggce
tagacaggac gatatccttg attttccctg ttcgtatcgt atctggcttg aaaagatggg ggggeotctga
agcggaacta gtaggacagg gcaggacggg acaggacagg acagggtcaa ggecaaggec
gaggtcgtgg tgcatgctgg tgtacaagta cgatgecata acaatctcat catcgegctt ctettgetgg
tggacgggat ctgcaggttt cctectettt tetettacca ttcttttgac teteteggtg cctetgeage
cgctetttet tgeattcgee ggcttcaate geggttgetg ggettattca ctgttggate caatcactcg
ctctttagat aaaacccact ggettgecag ctgtcgaggce cegtecgtee accgeteteg cttecteteg
tctetetcaa cectegeteg ctegeteget ctetetetgg gtcacgttge getcacttte ttggttttee
ccectttecg cetetgggge acaatetgtg geccaaacaat tettgggttg gogacgagaaa
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aaaatccgcec ttgtgetegg tteectettt cttttacett tetetcagtt teggttttga acccattgac
gagcttctet tettggttgg tttggatetg ctcgaccaca tegegagecc ttcattcate ccatcetttet
teeeteeeet ctettgticg ccaagagttt tggaacagtg aacagaattc gatttaccge cgetteectt tg-

gaaccaac agcttacctg catttcgact gtgtgacaca cg

SEQ ID
NO: 11

caagtgta cctgtgcatt ctgggtaaac gactcatagg agagttgtaa aaaagtttcg gccggegtat
tgggtgttac ggagcattca ctaggcaacc atgcatcctt actattgtat accatcttag taggaatgat
ttcgaggttt atacctacga tgaatgtgtg tcctgtaggc ttgagagtic aaggaagaaa catgcaatta
tctttgegaa cccagggcetg gtgacggaat tttcatagtc aagctatcag agtaaagaag ag-
gagcatgt caaagtacaa ttagagacaa atatatagtc gcgtggagcce aagagcggat tcctcagtct
cgtaggtcte ttgacgaccg ttgatctget tgatctecgte tcccgaaaat gaaaataget ctgetaaget
attcttctet tcgecggage ctgaaggegt tactaggttg cagtcaatge attaatgeat tgcagatgag
ctgtatctgg aagaggtaaa cccgaaaacg cgttttattc ttgttgacat ggagcetatta aatcactaga
aggcactctt tgetgettgg acaaatgaac gtatcttatc gagatcctga acaccatttg tctcaactce
ggctagcgaa ttctcgacte attectttge ccteggacga gtgetgggge gtecggttice ac-
tatcggcg agtacttcta cacagecate ggtccagacg gecgegettc tgecgggcgat ttgtgtacge
ccgacagtee cggeteegga teggacgatt gegtecgeate gacectgege ccaagetgea
tcatcgaaat tgecgtcaac caagcetctga tagagttggt caagaccaat gecggageata
tacgeccgga gtegtggega tectgecaage tecggatgec tecgetegaa gtagegegte
tgctgeteca tacaagecaa ccacggectc cagaagaaga tgttggegac ctegtattgg
gaatcceega acatcgecte getccagtea atgaccgetg ttatgeggec attgtcegte ag-
gacattgt tggagccgaa atccgegtge acgaggtgec ggacttcggg geagtecteg
gcccaaagea tcageteate gagagectge gegacggacg cactgacggt gtegtecate
acagtttgce agtgatacac atggggatca gcaatcgegce atatgaaatc acgecatgta
gtgtattgac cgattccttg cggtecgaat gggecgaacce cgetegtetg getaagateg
gcegeagega tegeatecat agectecgeg accggttgta gaacageggg cagttcggtt
tcaggcaggt cttgcaacgt gacaccetgt gcacggeggg agatgcaata ggtcaggcete
tcgctaaact ccccaatgtc aagcacttce ggaatcggga gegeggecega tgcaaagtge
cgataaacat aacgatcttt gtagaaacca tcggcgceagc tatttacccg caggacatat
ccacgeccte ctacatcgaa getgaaagea cgagattett cgeecteega gagetgeate
aggtcggaga cgetgtcgaa cttttcgatc agaaacttct cgacagacgt cgeggtgagt
tcaggctttt tcatgatggc cctectaccg gtgatctcag ctgtaggaaa gagaagaagg
ttagtagtcg acatggtggc cctectatag tgagtcgtat tatactatge cgatatacta tgecgatgat
taattgtcaa cactaggcgce cggtcacaac tagtagatat cacttacgtg ttgagaggeg
gcatgcgata agaggtgtaa ttacctgaga acatcttgtt geecetgettt ccgtgcgaaa tactaccggt

acttttggga aacaagggaa caggagggcg ctgetgtgcg cggtitctgag tgttcaggat
tgaagctgaa gaaggtgctg aggaagegta gaactgttge ggacgcgagt tctgagaaga
gctgtaccga ttggtgaaag ccgaagaagt gagttggtgc cetgttgeet ggataatgtt tg-
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caactcgc tggttctgca gagacggaga caaatgctgg ctacgatgtt getgattcag gttgatacct
cggtcgagac actgttitgg tttgataggg tggatttggt tgcagagaag agaaaggaag gt-
caaagagg gaaaactggg cggagggaag gattttgtat caggcagcaa actgecactg
cagtggcect ggecagtgeeg ggegaggeac ccacgeacgg ccgegeaace ggttggtect
tgcccaccac gaaacccttc tgaaaggtca gatggaagtg tgcgacagtg cgegteecea
agccaatgea ggcgecatge actccccace cgecaagatte actgtgegtt cttattggtt
gcegcaagge cagecaaagg gggaagtatg agtcacagea ccgatacaag aaaattgeag
aactaacata tggatgcgcg cgetattctg tagagetctg ggcaaagceac caatectgeg

ggtcggtaca cacactagcea ctgec

SEQ ID
NO: 12

attct ggccgtcaag accgaaactg tcagegtggce caccgagacce ggtaccagea cggeggagag
caccgcagac ageacctctg gecgacageac gggtgcetgee acgacttcta ccccgaaate at-
catcttce accacctcta gecgecgaaag cacggagacg tccaacggcea gececttgga
caagcgcegtc actgegtttg gtegccggect ggttggcgtc gttttggetg ctgcggtett gttgtaagat
ggattcaagt tggttcgttg gatttgtatc gtcaaatcag tatcagatac ccatctactt ctcgecatge
ttttctgete tetgtetett tettttgatg ttaccaaggg gettgagctt gttggectaa attececect
aatgctcttt gtatgatgge tgaacgtttg gagaggggat gottttgttc tatgacattt gccgegtaac
gaggcatgac tttattatat taatgcatga ggatatgttg tacatgaggt gtgaagagec cttgcttatt
tatggtgtgg tgtggtctga cgecgaccaa ccctgteate gtgttettgt tattatgeca

cgegctatece tagetgaaat acgggaaccg ataattgeec tcgegttgtg aacectcgeg
ttgtgaaccc ttgegttgtg aaccctcgaa aaccgtgttt cceectttte atatatgett titcatctte
tttctatcca atatctgegg ttttggtttc atctagtgga actgtaatcg taggtgagag tagtgttett
aggccagtaa tggttatagt tgtgattgtt tctgaagtat tctgattcag cctggtggca ctgatattcg
tcgtcgacaa aggtatctcg gtcgacaaag gtatgetggt cgaggeggtt gtatcgtegt
cgtcagagga ggaagaggac gagtaggtce tgacggecga gttgccgacg aagacgaggce
tgacggtgaa gatggcgage acggaggeac agaggaggce catggecagg tageggatge
geggglegla gegglggggg gaagageece aggggglgeg gglglggglt tggeattgga
ggttgtcgat catttatacg gttttetttc tettgtettg attttgtagg ttgtttgage ttgattgatg
ttgctgaagt atgtggttga gaatt
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Exemples

Exemple 1 : Invalidation du gene ID78713 ( GEL3 ) dans une souche hyperpro-
ductrice

La cassette d’invalidation pour ID78713 (GEL3) est constituée du géne de résistance
a ’antibiotique hygromycine hph placé sous le contréle du promoteur GPDa et du ter-
minateur 7RPc (Punt et van den Hondel, 1992) avec en amont et en aval les régions
flanquantes 5’ et 3> du gene ID78713 (GEL3). Cette s€équence est représentée en SEQ
ID NO: 1. La cassette d’ADN a été synthétisée et la cassette est insérée dans un
plasmide pEX-A (disponible par exemple aupres d’ Addgene). Apres amplification et
extraction du plasmide, la cassette d’invalidation a ét€ amplifiée par PCR (Polymerase
Chain Reaction) a I’aide des amorces p61 et p62 (voir le Tableau 2 ci-apres).
[Tableaux2]

Nom des amorces Séquences correspond a I’amorce
P61 SEQID NO: 4
P62 SEQIDNO:5
P78 SEQIDNO:6
P79 SEQIDNO : 7
P91 SEQIDNO: 8
P92 SEQIDNO:9

Séquences des amorces de la présente invention

La souche utilisée pour la transformation est la souche hyperproductrice RutC30
(Montenecourt et Eveleigh, 1977) dont le géne KU70 (ID 63200) a ét€ invalidé en
remplacant la séquence codante par le gene codant pour le marqueur de sélection
AmdS (Pentilld et al., 1987). L’invalidation de ce gene favorise la recombinaison
homologue (Guangtao et al., 2009). Cette souche est appelée TR3126.

Les transformations de la souche TR3126 avec la cassette représentée par la SEQ ID
NO : 1 ont été effectuées par Biolistique (Te'o ef al., 2002) en utilisant 5 pg de cassette

purifiée. L’ intégration au locus de la cassette d’invalidation a été vérifiée par PCR avec
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une amorce (p91) en amont de la cassette et une amorce (p78) dans le gene hph
(vérification 5°) et une amorce (p92) en aval de la cassette et une amorce (p79) dans le
gene hph (vérification 3”). Les souches invalidées pour le gene ID78713 (GELS3) ainsi
obtenues sont nommées TR3126-AGELS3.

Exemple 2 : Méthode de mesure de la viscosité

Pour la mesure de rhéologie, le mobile (rotor) utilisé est une hélice large en acier in-
oxydable d’un diametre de 38 mm, d’une hauteur de 32 mm, d’un pas de 29 mm et
avec un ruban de 8 mm de largeur. Cette hélice est utilis€ée avec un godet (stator) de 45
mm de diametre intérieur et un espace vertical entre le rotor et le stator de 500 um.
Apres calibration, 1’hélice est assimilée a un cylindre de Couette d’un rayon de 14 mm.

Le godet est rempli avec 70mL d’un mofit de fermentation prélevé dans un réacteur
(fiole agitée, par exemple comme indiqué dans I’Exemple 3, ou bioréacteur). Les
mesures de viscosité sont réalisées par un balayage logarithmique de taux de ci-
saillements compris entre 4 s et 100 s, & une température de 27°C. Cette gamme
correspond au taux de cisaillement moyen attendu a I’échelle industrielle. Le balayage
est réalisé en un aller-retour (de 4 s a 100 s puis de 100 st a 4 s!). Les mesures de
rhéologie ont été effectuées en duplicate.

Toutes les mesures ont été effectu€es sur le théometre AR2000 de TA Instruments.

Exemple 3 : Protocole de culture en fioles agitées

Les cultures en fioles agitées sont réalisées dans des fioles de Fernbach de 19 cm de
diametre, contenant 400mL de milieu de culture, ensemencées avec des spores de dif-
férentes souches a partir de cryotubes, et mises en incubation a 150 rpm et 30°C dans
un incubateur Infors Multitron.

Le milieu de culture possede la composition finale suivante :

- 5,6 g/L. de (NH,),SO,

- 4,4 g/l de K,HPO4

- 0,3 g/L de MgSO,,7H,0

- 0,15 g/L de CaCl,,2H,0

- 1 mL/L de solution d’oligo éléments (FeSO, : 5 g/L, MnSO, : 1,4 g/L, ZnSO, : 1,4
g/L, CoCl, : 3,7 g/l)

- 5,85 g/L de BTCA (butane tetracarboxylic acid)

- 3,0 g/ de KOH en cristaux

- 1,5 g/L. de cornsteep (par exemple Roquette Solulys®)

- 30 g/L. de glucose

Le pH du milieu de culture est ajusté a 6.0 avec de la soude 30%.

Les composants sont stérilis€s durant 20 minutes a 121°C (le glucose est stérilisé sé-
parément des autres compos€s).

Des prélevements réguliers de 2 mL sont effectués pour suivre le glucose résiduel.
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Puis quand le glucose résiduel est inférieur a 5 g/L (ce qui correspond a une
concentration en champignon de I’ordre de 10g/L), un prélevement de 100mL est
effectué pour mesurer précisément la concentration en champignon (par filtration puis
séchage sur filtres de 1,2um) et la viscosité du mofit (selon la méthode décrite dans
I’exemple 2).

Exemple 4 : comparaison des viscosités dans des cultures en fiole agitées

Deux souches ont été cultivées en duplicate selon la méthode décrite dans 1’Exemple
3, puis la viscosité du mofit de fermentation a €t€ caractérisée selon la méthode décrite
dans I’Exemple 2 :

Les deux souches testées sont :

- La souche TR3126-AGEL3 présentant I’invalidation du gene ID78713 (GEL3) ;

- La souche parente TR3126 utilisée comme contréle de viscosité forte

Les mesures de concentration en champignons montrent que les concentrations sont
du méme ordre dans toutes les cultures réalisées, autour de 10g/L. de champignon en

suspension (voir le Tableau 3 ci-dessous).

[Tableaux3]
Souches Concentration en champignon
(g/L)
Réplicat 1 Réplicat 2
TR3126 9,4 8,7
TR3126-AGEL3 (8,6 11,6

Concentration en champignon pour les souches testées (expériences réalisées en
duplicate)

Les mesures de viscosité (présentées en Figure 1) montrent que 1’invalidation du
gene ID78713 (GEL3) a entrainé une baisse drastique de la viscosité. A un cisaillement
de 5 s, la viscosité obtenue pour la souche TR3126-AGEL3 est environ 8 a 10 fois
plus faible que celle du témoin visqueux (TR3126).

Exemple 5 : Protocole de culture en bioréacteur

Les cultures en bioréacteurs sont réalisées dans des fermenteurs de 16 cm de
diametre, contenant 2L de milieu de culture, ensemencés a 10%v/v a partir d’une pré-
culture réalis€e selon le protocole décrit dans I’Exemple 3. L’agitation est effectuée par
une turbine Rayneri de 8cm de diametre, a une vitesse fixe de 1000 rpm. La tem-
pérature est controlée a 27°C, et le pH est contrdlé a 4,8 par ajout automatique d’une
solution d’ammoniaque a 5N.

Le milieu de culture possede la composition finale suivante :

- 3 mL/L d’acide orthophosphorique a 85%
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- 0,25 mL/L d’acide sulfurique a 96%

- 1,66 g/L de potasse KOH en cristaux

- 2,8 g/l de (NH,4)250,

0,6 g/L. de MgS0O,,7H,O

- 0,6 g/ de CaCl,,2H,0

- 0,12 g/LL de Na,HPO,,12H,0

- 1 mL/L de solution d’oligos éléments (FeSO, : 5 g/L, MnSO, : 1,4 g/L, ZnSO, : 1,4
g/L, CoCl, : 3,7 g/l)

- 1 g/LL de cornsteep (par exemple Roquette Solulys®)

- 80 g/L. de glucose

Les composés sont stérilisés durant 20 minutes a 121°C (le glucose est stérilis€ sé-
parément des autres composés)

Le pH du milieu de culture est ajusté puis controlé a 4,8 avec la solution
d’ammoniaque servant au contrdle du pH

Des prélevements réguliers d’environ 100 mL sont effectués pour : (1) suivre le
glucose résiduel, (ii) mesurer précisément la concentration en champignon (par
filtration puis séchage sur filtres de 1,2um) et (iii) mesurer la viscosité du modt (selon
la méthode décrite dans I’Exemple 2).

Exemple 6 : Comparaison des viscosités dans des cultures en bioréacteur

Deux souches ont été cultivées en duplicate selon la méthode décrite dans 1’Exemple
5, et la viscosité du mofit de fermentation a été caractérisée (pour différentes concen-
trations en champignon dans le mofit) selon la méthode décrite dans I’Exemple 2 :

- La souche TR3126-AGEL3 présentant I’invalidation du gene ID78713 (GELS3)

- La souche de référence Rut-C30 (utilis€ée comme contréle de viscosité forte)

La caractérisation de la viscosité a différentes concentrations en champignon montre
un réel avantage apporté par I’invalidation du gene ID78713 (GEL3) (voir la Figure 2)
avec :

- comme en fioles agitées, une viscosité environ 10 fois plus faible quand la
concentration en champignon est de ’ordre de 10 g/L ;

- une viscosité environ 3 fois plus faible quand la concentration est de 1’ordre de 25
g/l

- la viscosité de la souche invalidée pour ID78713 (GEL3) (TR3126-AGEL3) a
35g/L. du méme ordre que la viscosité de la souche sauvage (Rut-C30) a 15 g/L.

Ainsi, une culture de la souche invalidée pour ID78713 (GEL3) a 35g/L. ne demande
pas plus d’énergie pour I’agitation qu’une culture de la souche sauvage a 15g/L, ce qui

permet d’augmenter la productivité de la culture a méme dépense €nergétique.
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Revendications

Souche de champignon dans laquelle le gene ID78713 a ét€ invalidé.
Souche de champignon selon la revendication 1, dans laquelle le gene
ID78713 a été invalidé par mutagénese ou par recombinaison
homologue, notamment a 1’aide d’une cassette d’invalidation telle que
représentée par la SEQ ID NO : 1.

Souche de champignon selon 1’une quelconque des revendications 1 ou
2, dans laquelle le champignon est un champignon filamenteux,
notamment appartenant a la classe des sordariomycetes plus particu-
lierement appartenant au genre 7richoderma, et encore plus particu-
lierement a ’espece Trichoderma reesei.

Souche de champignon selon 1’'une quelconque des revendications 1 a 3,
dans laquelle le gene ID78713 correspond a un gene représenté par la
SEQ ID NO : 2 ou un gene ayant au moins 80% d’identité avec le gene
de SEQ ID NO : 2, notamment au moins 90% et plus particulierement
au moins 95%.

Procédé de modification génétique d’une souche de champignon selon
I’une quelconque des revendications 1 a 4, comprenant une étape
d’invalidation du gene ID78713.

Procédé de modification génétique d’une souche de champignon selon
la revendication 5, dans lequel I’étape d’invalidation du gene ID78713
est réalisée par mutagénese, par recombinaison homologue ou plus pré-
férentiellement a I’aide d’une cassette d’invalidation représentée par la
SEQIDNO: 1.

Procédé de production de biomasse de champignon, comprenant une
étape de culture d'une souche de champignon selon 1’une quelconque
des revendications 1 a 4 dans un milieu de culture comprenant un
substrat approprié.

Procédé de production de protéines d’intérét, notamment des enzymes,
comprenant une étape de culture d'une souche de champignon selon
I’une quelconque des revendications 1 & 4 dans un milieu de culture
comprenant un substrat approprié.

Procédé de production de produits biosourcés a partir de substrats cellu-
losiques ou lignocellulosiques, comprenant une étape d’utilisation de la
souche de champignon selon 1’une quelconque des revendications 1 a 4
pour produire des enzymes cellulolytiques.

Procédé de production d'un biocarburant a partir de substrats cellu-
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losiques ou lignocellulosiques, comprenant une étape d’utilisation de la
souche de champignon selon 1’une quelconque des revendications 1 a 4
pour produire des enzymes cellulolytiques.

Procédé de production d'un biocarburant a partir de substrats cellu-
losiques ou lignocellulosiques selon la revendication 10, comprenant :

- 1) une étape de prétraitement d'un substrat cellulosique ou lignocel-
lulosique afin d’obtenir un substrat prétraité,

- i1) une étape d’utilisation de la souche selon I’une quelconque des re-
vendications 1 & 4 pour produire des enzymes cellulolytiques,

- ii1) une étape d'hydrolyse enzymatique du substrat prétraité, en
présence des enzymes cellulolytiques obtenues a 1’étape ii) et d'un
substrat approprié, afin d’obtenir un hydrolysat,

- iv) une étape de fermentation alcoolique de I'hydrolysat obtenu, 1’étape
iv) étant optionnellement réalis€e en simultané avec 1’étape iii).

- v) une étape de séparation, notamment par distillation.

Utilisation d’une souche de champignon selon 1’'une quelconque des re-
vendications 1 a 4, pour la production de protéines d’intérét, plus parti-
culierement des enzymes, notamment des enzymes cellulolytiques telles
que des cellulases.

Utilisation d’une souche de champignon selon 1’'une quelconque des re-
vendications 1 & 4, pour I'hydrolyse de la cellulose ou de la ligno-
cellulose en glucose.

Utilisation d’une souche de champignon selon 1’'une quelconque des re-
vendications 1 a 4, pour la production de produits biosourcés a partir de
substrats cellulosiques ou lignocellulosiques.

Utilisation d’une souche de champignon selon 1’'une quelconque des re-
vendications 1 a 4, pour la production de biocarburant a partir de

substrats cellulosiques ou lignocellulosiques.
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SEQUENCE LISTING

<110> IFP Energies nouvelles

<120> SOUCHE DE CHAMPIGNON AYANT UNE VISCOSITE DIMINUEE
<130> BFF190412

<160> 12

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 5105

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Cassette d'invalidation

<400> 1
gactaagaga gagagagagg gagcattggc ctctatcgtg atgcctcggt gaatagagag 60

agtgagtgtg tgtgtggtat ttcccactgc tgcgagcttc aattgagagc aatggccatg 120
atattacaca aggttcctac ctaggtaagg taatgcaagg tactacagcg aggtacagta 180
atactagcac gcaaacaaac atgggccgca acacgagagt cgtaaatccc atcgtctacc 240
tactgcctac gagtacatgt agcctcgtga ccaactcecece tecececctt gtcctacgag 300
gctetttgtg cctggacagce acaggtttcc aaccgtcgea cctcgageca agaaatccga 360
gccgtttagt agccaattga tgccggatcc tcttcatect cgtetgggge actttccacce 420
cacccctgtt tttttttcte ttttcttttt tgcgagcetac tgctagtcge attctggcag 480
ctaacggcaa agatggggaa attgaaaggc tagacaggac gatatccttg attttccctg 540
ttcgtatcgt atctggcettg aaaagatggg gggggtctga agcggaacta gtaggacagg 600
gcaggacggg acaggacagg acagggtcaa ggccaaggcc gaggtegtgg tgcatgetgg 660
tgtacaagta cgatgccata acaatctcat catcgcgctt ctcttgetgg tggacgggat 720
ctgcaggttt cctcctcttt tctcttacca ttcttttgac tetcteggtg cetetgecage 780
cgctctttct tgcattcgee ggcttcaatc geggttgetg gggttattca ctgttggatc 840
caatcactcg ctctttagat aaaacccact ggcttgccag ctgtcgagge ccgtcegtce 900
accgctctcg cttectcteg tetetctcaa cectegeteg ctegeteget ctetetetgg 960

gtcacgttgc gctcacttte ttggttttce ceectttceg cetetggggg acaatctgtg 1020
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gccaaacaat tcttgggttg ggacgagaaa aaaatccgcec ttgtgetegg tteectettt 1080
cttttacctt tctctcagtt tcggttttga acccattgac gagcttctct tcttggttgg 1140
tttggatctg ctcgaccaca tcgcgagccc ttcattcate ccatctttct tttttttttt 1200

ctcttgttcg ccaagagttt tggaacagtg aacagaattc gatttaccge cgcttcectt 1260
tggaaccaac agcttacctg catttcgact gtgtgacaca cgcaagtgta cctgtgcatt 1320
ctgggtaaac gactcatagg agagttgtaa aaaagtttcg gccggcegtat tgggtgttac 1380
ggagcattca ctaggcaacc atgcatcctt actattgtat accatcttag taggaatgat 1440
ttcgaggttt atacctacga tgaatgtgtg tcctgtaggce ttgagagttc aaggaagaaa 1500
catgcaatta tctttgcgaa cccagggcetg gtgacggaat tttcatagtc aagctatcag 1560
agtaaagaag aggagcatgt caaagtacaa ttagagacaa atatatagtc gcgtggagcc 1620
aagagcggat tcctcagtct cgtaggtctc ttgacgaccg ttgatctgct tgatctcgtc 1680
tcccgaaaat gaaaatagct ctgctaagct attcttctct tcgcecggage ctgaaggegt 1740
tactaggttg cagtcaatgc attaatgcat tgcagatgag ctgtatctgg aagaggtaaa 1800
cccgaaaacg cgttttattc ttgttgacat ggagctatta aatcactaga aggcactctt 1860
tgctgcttgg acaaatgaac gtatcttatc gagatcctga acaccatttg tctcaactcc 1920
ggctagcgaa ttctcgactce attectttge cctcggacga gtgetgggge gteggtttce 1980
actatcggcg agtacttcta cacagccatc ggtccagacg gececgegctte tgegggegat 2040
ttgtgtacgc ccgacagtcc cggcetcecgga tcggacgatt gegtecgceate gaccctgege 2100
ccaagctgca tcatcgaaat tgccgtcaac caagctctga tagagttggt caagaccaat 2160
gcggagcata tacgcccgga gtegtggega tectgcaage tccggatgec tecegetcgaa 2220
gtagcgcgtc tgctgctcca tacaagccaa ccacggcectc cagaagaaga tgttggegac 2280
ctcgtattgg gaatcccecga acatcgectce getccagtca atgaccgetg ttatgeggec 2340
attgtccgtc aggacattgt tggagccgaa atccgegtge acgaggtgec ggacttcggg 2400
gcagtcctcg geccaaagcea tcagctcatc gagagectge gecgacggacg cactgacggt 2460
gtcgtccatc acagtttgcc agtgatacac atggggatca gcaatcgegc atatgaaatc 2520
acgccatgta gtgtattgac cgattccttg cggtccgaat gggccgaacc cgcetegtetg 2580
gctaagatcg gecgecagcega tegeatccat agectcegeg accggttgta gaacageggg 2640

cagttcggtt tcaggcaggt cttgcaacgt gacaccctgt gcacggeggg agatgcaata 2700

2/ 1



ggtcaggctc tcgctaaact ccccaatgtc aagcacttcc ggaatcggga gegeggecga 2760
tgcaaagtgc cgataaacat aacgatcttt gtagaaacca tcggcgcagc tatttacccg 2820
caggacatat ccacgccctc ctacatcgaa gectgaaagca cgagattctt cgccctccga 2880
gagctgcatc aggtcggaga cgctgtcgaa cttttcgatc agaaacttct cgacagacgt 2940
cgcggtgagt tcaggctttt tcatgatggce cctectaceg gtgatctcag ctgtaggaaa 3000
gagaagaagg ttagtagtcg acatggtggc cctcctatag tgagtcgtat tatactatge 3060
cgatatacta tgccgatgat taattgtcaa cactaggcgce cggtcacaac tagtagatat 3120
cacttacgtg ttgagaggcg gcatgcgata agaggtgtaa ttacctgaga acatcttgtt 3180
gccctgcttt cecgtgegaaa tactaccggt acttttggga aacaagggaa caggagggeg 3240
ctgctgtgeg cggttctgag tgttcaggat tgaagctgaa gaaggtgcetg aggaagegta 3300
gaactgttgc ggacgcgagt tctgagaaga getgtaccga ttggtgaaag ccgaagaagt 3360
gagttggtgc cctgttgect ggataatgtt tgcaactcgce tggttctgca gagacggaga 3420
caaatgctgg ctacgatgtt gctgattcag gttgatacct cggtcgagac actgttttgg 3480
tttgataggg tggatttggt tgcagagaag agaaaggaag gtcaaagagg gaaaactggg 3540
cggagggaag gattttgtat caggcagcaa actgccactg cagtggecct ggcagtgecg 3600
ggcgaggcac ccacgcacgg ccgegcaacce ggttggtect tgeccaccac gaaacccttc 3660
tgaaaggtca gatggaagtg tgcgacagtg cgcgtccecca ageccaatgca ggecgecatge 3720
actccccacc cgcaagattc actgtgegtt cttattggtt gccgcaagge cagccaaagg 3780
gggaagtatg agtcacagca ccgatacaag aaaattgcag aactaacata tggatgcgeg 3840
cgctattctg tagagctctg ggcaaagcac caatcctgeg ggtcggtaca cacactagca 3900

ctgccattct ggecgtcaag accgaaactg tcagegtgge caccgagacc ggtaccagca 3960

cggcggagag caccgcagac agcacctctg gcgacagcac gggtgctgec acgacttcta 4020

ccccgaaatce atcatcttce accacctcta gecgecgaaag cacggagacg tccaacggea 4080
gccccttgga caagegegtce actgegtttg gtgeeggect ggttggegte gttttgggtg 4140
ctgcggtctt gttgtaagat ggattcaagt tggttcgttg gatttgtatc gtcaaatcag 4200
tatcagatac ccatctactt ctcgccatgc ttttctgctc tttgtttctt ttttttgatg 4260
ttaccaaggg gcttgagctt gttggcctaa attccecect aatgctcttt gtatgatgge 4320

tgaacgtttg gagaggggat ggttttgttc tatgacattt gccgcgtaac gaggcatgac 4380
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tttattatat taatgcatga ggatatgttg tacatgaggt gtgaagagcc cttgcttatt 4440
tatggtgtgg tgtggtctga cgccgaccaa ccctgtcate gtgttcttgt tattatgcca 4500
cgcgctatec tagctgaaat acgggaaccg ataattgccc tcgegttgtg aaccctcgeg 4560
ttgtgaaccc ttgcgttgtg aaccctcgaa aaccgtgttt cceccttttc atatatgctt 4620
tttcatcttc tttctatcca atatctgegg ttttggtttc atctagtgga actgtaatcg 4680
taggtgagag tagtgttttt aggccagtaa tggttatagt tgtgattgtt tctgaagtat 4740
tctgattcag cctggtggcea ctgatattcg tcgtcgacaa aggtatctcg gtcgacaaag 4800
gtatgctggt cgaggeggtt gtatcgtegt cgtcagagga ggaagaggac gagtaggtcc 4860
tgacggccga gttgccgacg aagacgaggce tgacggtgaa gatggcgagg acggaggcac 4920
agaggaggcc catggccagg tagcggatgce gegggtegta geggtggggg gaagagecce 4980
agggggtgcg ggtgtgggtt tggcattgga ggttgtcgat catttatacg gttttttttc 5040

tcttgttttg attttgtagg ttgtttgagce ttgattgatg ttgctgaagt atgtggttga 5100

gaatt 5105

<210> 2

<211> 1122

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 2
atgcgttggt cttcggttge cgttgegetg gecgagegeca aatcctttge cgtggegetg 60

gatcccgtcet ccgtegtggg aaacaagttc ttcaacaagg acggcetcegea gttctttatc 120
aagggcattg cgtaccagct tgttccgcag gaccccectcg tggacactga ccagtgcaaa 180
cgcgatgcta agctcatgge cgagectcgga acaaacacca tccgegtcta tcacgtcgac 240
ccggacgccg accatgacgg ctgcatgagt gegtttgacg acgcecggceat ctacgtectt 300
gctgatctgg atacctttga tacctacatt attccccaaa ataactactg gaataagaca 360
aagttcgaca ggtatgccga ggtcctggac acgttccaaa agtacgacaa cctectggge 420
gtcttcgtcg gaaacgagaa catcgctact aaagatgact cgcccacggce gecctaccte 480
aaggctgctg ccecgegacat gaaggcegtac cgegacgcecc agggctaccg cgagatecece 540
gtcggctact cggecgecga tatcttgcag cttcgeccca tgctccagga ctacctgace 600

tgcggeggcea actcgtcecga gacagtcgac ttettcgecce tcaactegta ctegtggtge 660
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gaccccagca cgtacaagga gtccacctac gaccagcettg aggcectacge caagaaattc 720
ccegtgecca tcttectete cgagacaggce tgcategttc ccggeccteg ccagttcgac 780
gaccaggacg ccatctttgg ccctgagatg gtcaatgact ggagcggegce catcatctac 840
gagtggattc aggaggaaaa cggctacgga attataacat atgccccage cggccaaget 900
gctggaccca acgtcgaggg tggcttectt cgcaagggcea ctecccacgcec aaagcetgece 960
gacttcaccg cgctcaagtc caagtgggeg accaacaccc ctaccggegt cageccgagac 1020
gactacgacg caaaggacgt gtcgacccgt gegtgtectt cgtccactge cggeggetgg 1080
tggcaggtgg atggcgatgc caaattgccc accctgggec ag 1122

<210> 3

<211> 374

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 3

|1\/Igt1,°(\)rg1 ;’rp Ser Ser Val Ala Val Ala Leu Ala Ser Ala Lys Ser Phe

Ala Val Ala Leu Asp Pro Val Ser Val Val Gly Asn Lys Phe Phe Asn
20 25 30

Lys Asp Gly Ser GIn Phe Phe lle Lys Gly lle Ala Tyr Gin Leu Val
3540 45

Pro Gln Asp Pro Leu Val Asp Thr Asp GIn Cys Lys Arg Asp Ala Lys
50 55 60

Leu Met Ala Glu Leu Gly Thr Asn Thr lle Arg Val Tyr His Val Asp
657075 80

Pro Asp Ala Asp His Asp Gly Cys Met Ser Ala Phe Asp Asp Ala Gly
85 90 95

lle Tyr Val Leu Ala Asp Leu Asp Thr Phe Asp Thr Tyr lle lle Pro
100 105 110

GIn Asn Asn Tyr Trp Asn Lys Thr Lys Phe Asp Arg Tyr Ala Glu Val
115120 125
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Leu Asp Thr Phe Gin Lys Tyr Asp Asn Leu Leu Gly Val Phe Val Gly
130 135 140

Asn Glu Asn lle Ala Thr Lys Asp Asp Ser Pro Thr Ala Pro Tyr Leu
145 150 155 160

Lys Ala Ala Ala Arg Asp Met Lys Ala Tyr Arg Asp Ala GiIn Gly Tyr
165170 175

Arg Glu lle Pro Val Gly Tyr Ser Ala Ala Asp lle Leu GIn Leu Arg
180 185 190

Pro Met Leu GIn Asp Tyr Leu Thr Cys Gly Gly Asn Ser Ser Glu Thr
195 200 205

Val Asp Phe Phe Ala Leu Asn Ser Tyr Ser Trp Cys Asp Pro Ser Thr
210 215 220

Tyr Lys Glu Ser Thr Tyr Asp GIn Leu Glu Ala Tyr Ala Lys Lys Phe
225 230 235 240

Pro Val Pro lle Phe Leu Ser Glu Thr Gly Cys lle Val Pro Gly Pro
245 250 255

Arg GIn Phe Asp Asp GIn Asp Ala lle Phe Gly Pro Glu Met Val Asn
260 265 270

Asp Trp Ser Gly Ala lle lle Tyr Glu Trp lle GIn Glu Glu Asn Gly
275 280 285

Tyr Gly lle lle Thr Tyr Ala Pro Ala Gly Gin Ala Ala Gly Pro Asn
290 295 300

Val Glu Gly Gly Phe Leu Arg Lys Gly Thr Pro Thr Pro Lys Leu Pro
305 310 315 320

Asp Phe Thr Ala Leu Lys Ser Lys Trp Ala Thr Asn Thr Pro Thr Gly
325 330 335

Val Ser Arg Asp Asp Tyr Asp Ala Lys Asp Val Ser Thr Arg Ala Cys
340 345 350
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Pro Ser Ser Thr Ala Gly Gly Trp Trp GIn Val Asp Gly Asp Ala Lys
355 360 365

Leu Pro Thr Leu Gly GIn
370

<210> 4

<211> 24

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Amorce

<400> 4
gactaagaga gagagagagg gagc 24

<210> 5

<211> 24

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Amorce

<400> 5
aattctcaac cacatacttc agca 24

<210> 6

<211> 18

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Amorce

<400> 6
aacacccaat acgccggce 18

<210>7

<211> 19

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Amorce

<400> 7
gctctgggca aagcaccaa 19

71



<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Amorce

<400> 8
gtgcgggatg catgaagacg 20

<210> 9

<211> 21

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Amorce

<400> 9

ccaccctacg attctgcaac ¢ 21

<210> 10

<211> 1302

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Séquence 5' en amont du géne ID78713 (GEL3)

<400> 10
gactaagaga gagagagagg gagcattggc ctctatcgtg atgcctcggt gaatagagag 60

agtgagtgtg tgtgtggtat ttcccactgc tgcgagcttc aattgagagc aatggccatg 120
atattacaca aggttcctac ctaggtaagg taatgcaagg tactacagcg aggtacagta 180
atactagcac gcaaacaaac atgggccgca acacgagagt cgtaaatccc atcgtctacc 240
tactgcctac gagtacatgt agcctcgtga ccaactcecece tecececctt gtcctacgag 300
gctetttgtg cctggacagce acaggtttcc aaccgtcgea cctcgageca agaaatccga 360
gccgtttagt agccaattga tgccggatcc tcttcatect cgtetgggge actttccacce 420
cacccctgtt tttttttcte ttttcttttt tgcgagcetac tgctagtcge attctggcag 480
ctaacggcaa agatggggaa attgaaaggc tagacaggac gatatccttg attttccctg 540
ttcgtatcgt atctggcettg aaaagatggg gggggtctga agcggaacta gtaggacagg 600

gcaggacggg acaggacagg acagggtcaa ggccaaggcc gaggtegtgg tgcatgetgg 660

tgtacaagta cgatgccata acaatctcat catcgcgctt ctcttgetgg tggacgggat 720
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ctgcaggttt cctcctcttt tctcttacca ttcttttgac tetcteggtg cetetgecage 780
cgctctttct tgcattcgee ggcttcaatc geggttgetg gggttattca ctgttggatc 840
caatcactcg ctctttagat aaaacccact ggcttgccag ctgtcgagge ccgtcegtce 900
accgctctcg cttectcteg tetetctcaa cectegeteg ctegeteget ctetetetgg 960
gtcacgttgc gctcacttte ttggttttce ceectttceg cetetggggg acaatctgtg 1020
gccaaacaat tcttgggttg ggacgagaaa aaaatccgcec ttgtgctcgg ttecctcttt 1080
cttttacctt tctctcagtt tcggttttga acccattgac gagcttctct tcttggttgg 1140
tttggatctg ctcgaccaca tcgcgagccc ttcattcate ccatctttct tttttttttt 1200
ctcttgttcg ccaagagttt tggaacagtg aacagaattc gatttaccge cgctteectt 1260
tggaaccaac agcttacctg catttcgact gtgtgacaca cg 1302

<210> 11

<211> 2603

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 11
caagtgtacc tgtgcattct gggtaaacga ctcataggag agttgtaaaa aagtttcgge 60

cggcgtattg ggtgttacgg agcattcact aggcaaccat gcatccttac tattgtatac 120
catcttagta ggaatgattt cgaggtttat acctacgatg aatgtgtgtc ctgtaggctt 180
gagagttcaa ggaagaaaca tgcaattatc tttgcgaacc cagggctggt gacggaattt 240
tcatagtcaa gctatcagag taaagaagag gagcatgtca aagtacaatt agagacaaat 300
atatagtcgc gtggagccaa gagcggattc ctcagtctcg taggtetcett gacgaccgtt 360
gatctgcttg atctcgtctc ccgaaaatga aaatagctct gctaagctat tcttctcttc 420
gccggagect gaaggcegtta ctaggttgca gtcaatgcat taatgcattg cagatgagct 480
gtatctggaa gaggtaaacc cgaaaacgcg ttttattctt gttgacatgg agctattaaa 540
tcactagaag gcactctttg ctgcttggac aaatgaacgt atcttatcga gatcctgaac 600
accatttgtc tcaactccgg ctagcgaatt ctcgactcat tectttgece tcggacgagt 660
gctggggegt cggtticcac tatcggegag tacttctaca cagccategg tccagacgge 720
cgcgcttctg cgggcegattt gtgtacgece gacagtcecg getccggate ggacgattge 780

gtcgcatcga ccctgegecc aagetgeate atcgaaattg ccgtcaacca agctctgata 840

9/ 1



gagttggtca agaccaatgc ggagcatata cgcccggagt cgtggcgate ctgcaagcetc 900
cggatgcctc cgctcgaagt agegegtetg ctgctccata caagccaacc acggectcca 960
gaagaagatg ttggcgacct cgtattggga atccccgaac atcgcctege tccagtcaat 1020
gaccgctgtt atgcggcecat tgtccgtcag gacattgttg gagccgaaat ccgegtgcac 1080
gaggtgcegg acttcggggce agtcctcgge ccaaagcatc agetcatcga gagectgege 1140
gacggacgca ctgacggtgt cgtccatcac agtttgccag tgatacacat ggggatcage 1200
aatcgcgcat atgaaatcac gccatgtagt gtattgaccg attccttgeg gtccgaatgg 1260
gccgaacccg ctegtetgge taagatcgge cgcagcegatc geatccatag cctcecgegac 1320
cggttgtaga acagcgggca gttcggtttc aggcaggtct tgcaacgtga caccctgtge 1380
acggcgggag atgcaatagg tcaggctctc gctaaactcc ccaatgtcaa gcacttccgg 1440
aatcgggagc gcggecgatg caaagtgccg ataaacataa cgatctttgt agaaaccatc 1500
ggcgcagcta tttacccgca ggacatatcc acgcecctcect acatcgaage tgaaagcacg 1560
agattcttcg ccctccgaga getgecatcag gtcggagacg ctgtcgaact tttcgatcag 1620
aaacttctcg acagacgtcg cggtgagttc aggctttttc atgatggccc tcctaccggt 1680
gatctcagct gtaggaaaga gaagaaggtt agtagtcgac atggtggccc tcctatagtg 1740
agtcgtatta tactatgccg atatactatg ccgatgatta attgtcaaca ctaggcgeceg 1800
gtcacaacta gtagatatca cttacgtgtt gagaggcggc atgcgataag aggtgtaatt 1860
acctgagaac atcttgttgc cctgctticc gtgcgaaata ctaccggtac ttttgggaaa 1920
caagggaaca ggagggcgct getgtgegeg gttctgagtg ttcaggattg aagctgaaga 1980
aggtgctgag gaagcgtaga actgttgcgg acgcgagttc tgagaagagc tgtaccgatt 2040
ggtgaaagcc gaagaagtga gttggtgccc tgttgectgg ataatgtttg caactcgetg 2100
gttctgcaga gacggagaca aatgctggct acgatgttge tgattcaggt tgatacctcg 2160
gtcgagacac tgttttggtt tgatagggtg gatttggttg cagagaagag aaaggaaggt 2220
caaagaggga aaactgggcg gagggaagga ttttgtatca ggcagcaaac tgccactgeca 2280
gtggccectgg cagtgecggg cgaggcacce acgcacggcec gecgcaaccgg ttggtecttg 2340
cccaccacga aacccttctg aaaggtcaga tggaagtgtg cgacagtgceg cgtccccaag 2400
ccaatgcagg cgccatgcac tccccacceg caagattcac tgtgegttct tattggttge 2460

cgcaaggcca gccaaagggg gaagtatgag tcacagcacc gatacaagaa aattgcagaa 2520
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ctaacatatg gatgcgcgceg ctattctgta gagcetctggg caaagcacca atcctgeggg 2580
tcggtacaca cactagcact gcc 2603

<210> 12

<211> 1200

<212> DNA

<213> Atrtificial sequence

<220>
<223> Séquence 3' en aval du gene 1ID78713 (GEL3)

<400> 12
attctggccg tcaagaccga aactgtcage gtggccaccg agaccggtac cagcacggceg 60

gagagcaccg cagacagcac ctctggcgac agcacgggtg ctgccacgac ttctacceceg 120
aaatcatcat cttccaccac ctctagcgcc gaaagcacgg agacgtccaa cggcageccc 180
ttggacaagc gcgtcactgce gtttggtgec ggectggttg gegtegtttt gggtgetgeg 240
gtcttgttgt aagatggatt caagttggtt cgttggattt gtatcgtcaa atcagtatca 300
gatacccatc tacttctcgce catgcttttc tgctcttigt ttcttttttt tgatgttacc 360

aaggggcttg agcttgttgg cctaaattcc ccectaatge tetttgtatg atggetgaac 420
gtttggagag gggatggttt tgttctatga catttgccge gtaacgaggc atgactttat 480
tatattaatg catgaggata tgttgtacat gaggtgtgaa gagcccttgc ttatttatgg 540
tgtggtgtgg tctgacgccg accaaccctg tcatcgtgtt cttgttatta tgccacgege 600
tatcctagct gaaatacggg aaccgataat tgccctcgeg ttgtgaacce tcgegttgtg 660
aacccttgcg ttgtgaaccc tcgaaaaccg tgtttccccc ttttcatata tgctttttca 720

tcttctttct atccaatatc tgeggttttg gtttcatcta gtggaactgt aatcgtaggt 780

gagagtagtg tttttaggcc agtaatggtt atagttgtga ttgtttctga agtattctga 840
ttcagcctgg tggcactgat attcgtcgtc gacaaaggta tctcggtcga caaaggtatg 900
ctggtcgagg cggttgtatc gtcgtcgtca gaggaggaag aggacgagta ggtcctgacg 960
gccgagttge cgacgaagac gaggctgacg gtgaagatgg cgaggacgga ggcacagagg 1020
aggcccatgg ccaggtageg gatgegeggg tegtageggt ggggggaaga gecccagggg 1080
gtgcgggtgt gggtttggca ttggaggttg tcgatcattt atacggtttt ttttctcttg 1140

ttttgatttt gtaggttgtt tgagcttgat tgatgttgct gaagtatgtg gttgagaatt 1200
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