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METODO DE DEGRADAGAO DE PLANTA, COQUETEL DE DEGRADAGAO DE
PLANTAS, MATERIAL DE PLANTA HOMOGENEIZADO E COQUETEL DE ENZIMAS

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A composigdo e a diversidade de biomassa para a produgao

5 de etanol celuldsico exigem miltiplos sistemas enzimaticos,

em concentragdes muito elevadas, para liberar aglcares

constituintes dos quais o etanol celuldsico é feito. Todas as

enzimas atualmente disponiveis para etanol celuldsico sado

produzidas em sistemas de fermentagdo caros e sao purificadas

10 em um processo muito similar as substancias biofarmacéuticas

como insulina. Portanto, enzimas de grau de reagente para a

produgdo de etanol sdo extremamente caras. Por exemplo, B-

glicosidase, pectoliase e celulase sdo vendidas atualmente

por Novozyme através do catalogo Sigma por US$ 124.000, TUS

15 412.000 e US 40.490 por kg, respectivamente. Essas enzimas

sdo vendidas como formulagdes para biorrefinarias sem a

revelagdo dos reais componentes enzimaticos. Portanto, o

custo real ©para cada enzima, vendida em quantidades

volumosas, ndo é disponivel publicamente. A maioria das

20 estimativas industriais para enzimas para a produgdao de

etanol celuldsico estd na faixa de U$S 2 a U$ 3 por cerca de

3,78 litros, o que torna o custo do uso em grande escala

proibitivo. A capacidade atual de sistemas de fermentagao

tampbém constitui uma limitag¢do importante. Com o aumento da

25 demanda por enzimas e pela capacidade de produ¢do limitada, o
custo da enzima provavelmente aumentara ainda mais.

Uma limitagdo importante para a conversdao dessa

biomassa em etanol & o alto custo e as grandes quantidades

de enzimas necessarias para a hidrdélise. B-glicosidase,

30 pectoliase e celulase sdo vendidas atualmente por Novozyme
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ou outras indGstrias através do catdlogo de Sigma por U$
124.000, US$ 412.000 e US 40.490 por kg, respectivamente.
Portanto, o Departamento de Energia dos Estados Unidos
(DOE) h& muito identificou o custo das enzimas e seus altos
niveis de carga necessdrios para a maioria das matérias-
primas lignoceluldsicas como uma das barreiras principais a
produgdo de etanol celulésico. Atualmente, todas as enzimas
disponiveis comercialmente sdo produzidas através de um
processo de fermentagdo. Infelizmente, a construgdo e a
manutengdo do processo de produgdo de fermentagdo sdo muito
caras, custando 500-900 milhdes de dbélares em investimentos
prévios. Ainda ndo surgiu uma alternativa viavel a
tecnologia de fermentagdo para as enzimas industriais
cruciais para a produgdo em massa, ainda proibitivamente
caras. Esse vazio no mercado por um processo alternativo é
preenchido diretamente por essa proposta.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

Figura 1 (a) Representagdo esquemdtica da regido
trnI/trnA 16S do cloroplasto. Os transgenes foram inseridos
na regido espagadora trnI/trnA no genoma do cloroplasto do
tabaco. (b) Representagdo esquematica dos vetores de
transformagdo do cloroplasto. O gene de interesse (GOT) é
celD, celO, pelA, pelB, pelD, cutinase, 1lipY, egll, egI,

swol, xyn2, axel ou bgll. Prrn, promotor de Operon de rRNA;

aadA, o gene de aminoglicosideo 3’-adeniltransferase
confere resisténcia a espectinomicina; UTR 5’, promotor e
regido 5’ ndo traduzida do gene psbA; UTR 3’, regido ndo

traduzida 3’ do gene psbA. (c) Avaliagdo da integragdo do
transgene e homoplasmia por Southern-blot de 1linhagens

transplastémicas pelB, (d) pelD e (e) celD hibridizadas com
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a sonda da sequéncia flanqueadora (1, ndo transformadas; 2
a 4, linhagens transplastdmicas). (£) Fenétipos de
linhagens ndo transformadas (UT) e transplastémicas
desenvolvidas em estufa que mostram crescimento normal.

Figura 2 Andlise Western blot e quantificagdo de
linhagens transplastémicas. Western blot de linhagens
transplastémicas que expressam (a) PelB ou (b) PelD. UT:
nido transformadas, folhas maduras colhidas ds 10 da manh&,
2 da tarde, 6 da tarde e 10 da tarde; 5 ng, 10 ng e 25 ng:
proteina PelA purificada, folhas jovens, maduras e velhas.
(c) Unidades de enzima de PelB e PelD (c¢) ou CelD (d) de um
g ou 100 mg de folha de idades ou momentos de colheita
diferentes.

Figura 3 Efeito de substrato, pH, temperatura e
cofatores sobre a atividade enzimatica de ‘cpPelB, rPelB,
cpPelD, rPelD, rCelD e cpCelD. (a) Efeito de concentragdes
crescentes de PGA sobre a atividade de pectato liases. (b)
Efeito do pH sobre a atividade de pectato 1liases na
auséncia de CaCl, e (c¢) na presenga de CaCl,. Os tampdes
foram os seguintes: 50 mM de tampdo fosfato (pH 6-7),
tampdo de Tris-HCl (pH 8), tampdo de glicina/NaOH (pH 9) e
tampdo CAPS (pH 10,0) com 4 png de TSP de PelB e PelD de
planta e de E. coli. O pH 6timo foi determinado a 40°C
usando 2,5 mg/ml de PGA como substrato. (d) Efeito da
temperatura (30-70°C) sobre a atividade enzimdtica em pH
8,0 na auséncia de CaCl, e (e) na presenga de CaCl,. (f)
Otimizagdo do pH para atividade de cpCelD e rCelD usando
CMC (2%) a 60°C por 30 minutos. A atividade relativa (%)
foi medida com referéncia a atividade méxima obtida com 25

ng/ml para cpCelD e 10 pg/ml para rCelD. (g) Efeito de
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temperaturas crescentes sobre a atividade relativa de
cpCelD e rCelD usando CMC (2%) por 30 minutos em pH 6,0. A
atividade relativa (%) foi medida com referéncia a
atividade maxima obtida com 25 pg/ml para cpCelD e 10 pg/ml
para rCelD. (h) Aumento da atividade de cpCelD (reagdo de
25 pg de TSP/ml) usando 10 mM de CaCl, e 20 pg/ml de BSA
individualmente ou em combinagdo com 50 mM de acetato de
s6dio durante a hidrdélise enzimatica prolongada. A
hidrbélise foi realizada até 36 horas a 60°C, pH 6,0, na
presenga de CMC (2%).

Figura 4 Enzimas derivadas de E. coli vs. cloroplasto
em diferentes concentrag¢des de proteina de extratos brutos.
(a) Cinética enzimdtica de cpCelD e rCelD usando substrato
de carboximetil celulose (2%). A mistura de reagdo continha
concentragdes crescentes de cpCelD e rCelD TSP (ug/ml) com
10 mM de CaCl, e 50 mM de tampdo de acetato de sbédio, pH
6,0. A hidrélise enzimdtica foi realizada por 30 minutos'a
60°C. O detalhe da Figura mostra o ponto de saturagdo da
cinética enzimatica para quantidade TSP de cpCelD (pg/ml)
em diregdo a CMC (2%). Os tubos de Eppendorf com mistura de
reagdo mostrados no detalhe representam, 1 planta ndo
transformada, 2 e 3 TSP de 10 ng de rCelD e cpCelD. (b)
Efeito de cpPelB, cpPelD, rPelB e rPelD sobre a hidrdélise
de substrato de 5,0 mg/ml de poligalacturonato de sédio. A
mistura de reagdo continha concentra¢des crescentes de
cpPelB, cpPelD, rPelB e rPelD (pg/ml) em 20 mM de tampdo de
Tris-HC1l (pH 8,0). Poligalacturonato de sdédio (Sigma) foi
medido usando o método de DNS e medido a partir do grafico-
padrdo de acido D-galacturdnico. A hidrdlise enzimatica foi

realizada por 2 horas a 40°C em um misturador rotatdrio a
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150 rpm.

Figura 5 Coquetéis de enzimas para papel de filtro,
madeira processada e casca de citricos. (a) A atividade no
papel de filtro foi determinada usando uma tira de papel de
filtro Whatman N° 1 (ensaio de 50 mg/ml) em pH 5,5 e 50°C.
Diferentes combinag¢des de extratos brutos contendo rEgl
(100 pg/ml), rBgll (200 pg/ml), rSwol (120 pg/ml), rCelO
(100 pg/ml) e cpCelD (100 pg/ml) foram usadas no coquetel.
As amostras foram incubadas com 10 mM de CaCl,, 20 pg de
BSA em um misturador rotatdrio a 150 rpm por 24 horas. (b)
A hidrdlise da amostra de madeira processada (reagdao de 200
mg/5 ml) foi feita pela utilizagdo de um coquetel de
extratos brutos de cpPelB (250 pg/ml), cpPelD (250 ng/ml)
(em pH 8,0,), cpCelD (200 pg/ml), cpXyn2 (200 pg/ml), rEgl
(100 pg/ml), rBgll (200 pg/ml), rSwol (120 pg/ml), rCelO
(100 pg/ml), rAxel (100 pg/ml), rPelA (200 pg/ml),
rCutinase (50 pg/ml), rLipY (100 ng/ml). A mistura de
reacdo contendo 10 mM de CaCl,, 20 pg/ml de BSA foi
incubada por 36 horas em um misturador rotatdrio a 150 rpm;
pH (5,5-8,0) e temperatura (40°C-50°C) foram ajustados com
base nas condig¢des 6timas. A andlise do ponto final da
liberagdo de equivalentes de glicose foi determinada usando
o método de DNS. (c¢) A hidrdélise de casca de laranja
Valéncia (reagdo de 200 mg/5 ml) foi feita usando um
coquetel de extratos brutos de cpPelB (250 pg/ml) , cpPelD
(250 pg/ml) cpCelD (100 pg/ml) e cpXyn2 (100 pg/ml), rEgl
(100 pg/ml), rBgll(200 pg/ml), rSwol (120 pg/ml), rCelO (100
ng/ml) e cpCelD (100 pg/ml), rAxe2 (100 pg/ml), rCutinase
(50 pg/ml), rLipY (100 pg/ml), rPelA (200 pg/ml). A andlise

do produto final de aglGcar redutor foi determinada usando
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31 e D-glicose e &cido D-galacturdnico como

reagente de DNS
padrdes. Ampicilina e canamicina a 100 upg/ml foram
adicionadas para evitar qualquer crescimento microbiano
durante hidrdélise. As amostras foram incubadas com 10 mM de
CaCl,, 20 pg/ml de BSA em um misturador rotatdrio a 150 rpm
por 24 horas; o pH (5,5-8,0) e a temperatura (40°C-50°C)
foram ajustados com base em condigdes o6timas. Em todos os
experimentos, ensaios de controle continham substrato sem
enzima ou enzima sem substrato. Todos os experimentos e
ensaios foram realizados em triplicata.

Figura 6 Geragado de cultivares comerciais
transplastémicos de tabaco (A) Enraizamento de broto de
CelD LAMD (B) plantas transplastdmicas de CelD LAMD gue
crescem na estufa (C) plantas transplastdmicas de CelD LAMD
que mostram floragdo normal (D) transformante primdrio de
CelD TN90 (E) Segunda rodada de regeneragdo para CelD TN90
(F) Enraizamento de PelB TN90 (G-I) Primeira, segunda e
terceira rodada de regeneragdo para PelB LAMD (J)
Enraizamento de broto de PelD LAMD (K) plantas
transplastémicas PelD LAMD que crescem em estufa (L) planta
transplastémica PelD LAMD que mostra floragdo normal (M)
Enraizamento de broto egl LAMD (N) planta transplastémica
egl LAMD que cresce em potes.

Figura 7 Confirmagdo de homoplasmia por southern-blots
usando sonda flanqueadora de tabaco (A) CelD LAMD (B) PelB
LAMD (C) PelB TN90 (D) PelD LAMD e (E) egl LAMD (UT: Planta
ndo transformada; NGmeros: Linhagens transplastdmicas e B:
Branco) .

Figura 8 Atividade enzimadtica de pectato liase B e D

em cultivares de tabaco Petit Havana, TN90 e LAMD (A) PelB
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(B) PelD. Observacgdo: o material de folha usado para a
andlise da atividade enzimdtica para cultivares de tabaco
TN90 e LAMD foi colhido de plantas in vitro, enquanto o

Py

material de folha para Petit Havana &€ da estufa. Na medida
em que o transgene é controlado por psbA, com a luz e
elementos reguladores do desenvolvimento, espera-se que oS
niveis de expressdo em cultivares comerciais sejam maiores
quando transferidos para a estufa.

A Figura 9 mostra informagdo de sequéncia de alguns

exemplos de genes de composto de degradagdo de plantas.

DESCRICAO GERAL

Algumas modalidades da invengdo abordam os problemas
principais discutidos acima por produgdo de todas as
enzimas necessdrias em plantas ou bactérias ou uma
combinagdo de ambas, aliviando dramaticamente, dessa forma,
o custo da fermentag¢do e purificag¢do. De acordo com uma
modalidade, a invengdo pertence a um método de degradagdo
de uma amostra de biomassa de planta de modo a liberar
agucares fermentaveis nessa amostra. O método envolve a
obtengdo de um coquetel de degradagdo de plantas que
compreende pelo menos dois extratos celulares, cada extrato
celular possuindo um composto ativo de degradag¢do de
plantas que foi recombinantemente expresso em células das
quais cada um dos referidos extratos celulares é derivado.
Os (pelo menos) dois extratos celulares s3o extratos de
planta ou extratos bacterianos, ou uma combinac¢do de ambos.
O coquetel de degradagdo de plantas €& misturado com a
amostra de Dbiomassa para a liberagdo de acglcares
fermentaveis. Em uma modalidade mais especifica, o coquetel

de degradagcdo de plantas inclui extratos celulares que
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incluem enzimas de degradagdo de plantas como, por exemplo,
celulase, ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase,
xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase, pectato 1liase,
lipase, alfa-amilase maltogénica, pectoliase, ou compostos
que facilitam o acesso dessas enzimas, ou os denominados
compostos de degradagdo de plantas acessdrios, que incluem,
sem limitagdo, cutinase ou expansina (por exemplo,
swolenina). Os inventores verificaram que esses compostos
de degradagdo de plantas acessdrios servem para facilitar a
agdo de enzimas de degradagdo de plantas gque elevam
sinergicamente a quantidade de aglcares fermentaveis
produzida para certa amostra de biomassa.

Extratos de células de planta incluirdo, na maioria
dos casos, uma quantidade de ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase oxigenase (rubisco) das células de plantas das
quais os extratos de células de planta sdo derivados.
Rubisco é a enzima mais prevalente no planeta, sendo
responsavel por 30-50% da proteina solaGvel total no
cloroplasto; ela fixa didéxido de carbono, mas a atividade
de oxigenase limita severamente a fotossintese e
produtividade do cultivo (Ogren, W.L. (2003) Photosynth.
Res. 76, 53-63, 2. Spreitzer, R.J. e Salvucci, M.E. (2002)
Annu. Rev. Plant Biol. 53, 449-475). Rubisco consiste em
oito subunidades grandes (LSUs) e oito subunidades pequenas
(SSUs). A SSU é& importada do citosol, e ambas as
subunidades passam por varias modifica¢des péds-tradugdo
antes da montagem em holoenzima funcional (Houtz, R.L. e
Portis, A.R. (2003) Arch. Biochem. Biophys. 414, 150-158).

O uso de transformagdo genética de plantas geralmente

ndo é considerado uma alternativa viavel aos processos
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convencionais de fermentagdo para a produgdo de enzimas de
degradagdo de plantas a luz do fato de que as proteinas
expressas seriam deletérias a vida e ao crescimento da
planta. Os inventores esforgaram-se para criar um método de
expressdo de enzimas de degradagdo de plantas de tal forma
que n3do rompa a célula da planta. Os inventores acreditam
que a presente invengdo seja a primeira demonstragdo da
expressdo viavel de uma enzima de degradagdo de plantas em
plantas. Os inventores perceberam que a expressdo de muitas
enzimas de degradagiao de plantas pode ser expressa em
cloroplastos, sem efeitos adversos na planta. Os
cloroplastos parecem isolar a célula da planta de danos
decorrentes das enzimas. Embora a expressdo em cloroplastos
seja aqui exemplificada, a menos que especificamente
definido, as modalidades da presente inveng¢do ndo devem ser
consideradas como estando limitadas & expressdo em
cloroplasto de enzimas de degradagdo de plantas. Algumas
modalidades estdo relacionadas a uma combinagdo de extratos
de plantas e bacterianos de células criadas geneticamente
para expressar recombinantemente um composto de degradacdo
de plantas(s).

O termo “expresso recombinantemente”, como aqui usado,
refere-se a produgdo de um polipeptideo a partir de um
polinucleotideo que & heterdlogo & célula na qual o
polinucleotideo foi transfectado. A expressdo recombinante
pode resultar de polinucleotideos heterdlogos que sdo
transformados estavelmente no genoma da c¢élula, ou no
genoma da organela da célula, ou que simplesmente estdo
presentes na célula por meio de um evento de transfeccdo.

P

O termo “cloroplasto” é interpretado de forma ampla
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para cobrir todos os plastidios, incluindo proplastidios,
etioplastos, cloroplastos maduros e cromoplastos.

Um sistema de celulase abrangente consiste em
endoglucanases, celobiohidrolases e beta-glicosidases. As
celobiohidrolases e endoglucanases funcionam sinergicamente
para degradar a celulose em celobiose, gque & entdo
hidrolisada em glicose pelas beta-glicosidases. A atividade
de celobiase, ou beta-glicosidase, €& responsdvel pela
formagdo de glicose a partir de celobiose e tem um papel
importante na degradagdo de celulose por 1liberagdo da
inibigdo do produto final (celobiose). As sequéncias
génicas para a maioria dessas enzimas, de diferentes
microorganismos, foram depositadas em bases de dados
piblicas.

Pectinas, ou substdncias pécticas, sdo nomes coletivos
para uma mistura de polissacarideos heterogéneos,
ramificados e altamente hidratados presentes como um dos
componentes principais nas paredes de células de plantas.
Esses polissacarideos compreendem principalmente aglcares
neutros, por exemplo, arabinano, galactano, andarabino
galactano. Prepara¢des de enzimas pectoliticas ativas
possuem as seguintes enzimas: duas alfa-L-ramnohidrolases,
poligalacturonase, pectina metilesterase, endo-pectato
liase (pectina-transeliminase), pectina liase e um pequeno
percentual de xilanase. A sequéncia de nucleotideos para
enzimas de degradagdo de pectina, xilanases, celulases,
estdo disponiveis em bases de dados piblicas. Veja o
Exemplo 9 dessa especificagdo para uma discussdo sobre
sequéncias.

O inventor percebeu que as necessidades de enzima sdo
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muito diferentes para cada tipo de biomassa wusada na
produgdo de etanol celuldsico. Consequentemente, certas
modalidades da presente invengdo estdo relacionadas aos
coquetéis de enzimas obtidos a partir da expressdo em
plantas e/ou expressdo em bactérias que os inventores
desenvolveram como sendo particularmente eficazes para o
material de biomassa visado.

As fontes de biomassa que podem ser degradadas para a
produgcdo de etanol de acordo com oOs ensinamentos aqui
apresentados incluem, sem 1limitagdo, grdos como, por
exemplo, milho, trigo, centeio, cevada e os residuos de
grdos obtidos a partir destes (primariamente material
residual como, por exemplo, talos, folhas e <cascas),
beterraba, cana de aglcar, gramas como, por exemplo, capim-
elefante e Miscanthus, madeiras como, por exemplo, arvores
de 4&lamo, eucalipto, salgueiro, 1liquidadmbar e robinia,
entre outras, e residuos florestais (por exemplo, lascas e
serragem de serrarias). Outras biomassas podem incluir, sem
limitagdo, frutas, incluindo citricos, e residuos destes,
por exemplo, casca de citricos.

Ao longo deste documento, tabaco & citado como uma
planta exemplar para a expressdo de enzimas de degradagédo
de plantas. No entanto, a menos que especificamente
definido, as modalidades da invengdo ndo devem ser
consideradas como limitadas & expressdo em tabaco. Os
ensinamentos sobre expressdo génica aqui apresentados podem
ser aplicados em uma ampla gama de plantas, que incluem,
sem limitacgao, tabaco; alface, espinafre; girassol;
cultivos de leguminosas como, por exemplo, soja, feijéo,

ervilhas e alfafa; tomate; batata; cenoura; beterraba;
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cultivos de cruciferas; cultivos de fibras como, por
exemplo, algoddo; cultivos horticolas como, por exemplo,
gérbera e crisdntemo; colza; e linhaga.

Em uma modalidade, genes de Aspergillus niger,
Aspergillus aculeatus, Trichoderma reesei e/ou Clostridium
thermocellum que codificam classes diferentes de enzimas
sdo isolados usando iniciadores gene-especificos. A fim de
expressar classes diferentes de genes em um cloroplasto de
interesse, as estratégias seguintes sdo usadas. O vetor de
cloroplasto contém sequéncias flanqueadoras do genoma do
cloroplasto para facilitar a recombinagdo homdéloga. Em uma
modalidade, genes estranhos sdo integrados individualmente
na regido espagadora do genoma do cloroplasto. A sequéncia
codificadora de diferentes enzimas pode ser regulada por
sequéncias reguladoras apropriadas. Plasmideos
recombinantes serdo bombardeados em tabaco para obter
plantas transplastdmicas.

Em uma modalidade especifica, folhas de tabaco em pd
sdo usadas como fontes de enzima para avaliag¢do comercial
de produgdo de etanol a partir de uma fonte de biomassa. Em
uma modalidade mais especifica, a fonte de biomassa é um
grdao como, por exemplo, milho, uma grama ou residuos de
citricos.

Para cloroplastos que sdo transformados, percebeu-se
que a obtengdo de homoplasmia com relagdo aos cloroplastos
transgénicos é desejada. A integragdo do transgene e
homoplasmia sdo confirmadas por PCR e andlise Southern-
blot, respectivamente. A Expressdo dos transgenes &
confirmada por andlise western blot e quantificada por

ELISA. O extrato de proteina de plantas transplastdmicas de
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tabaco é testado quanto a sua habilidade para degradar
biomassa de residuos de citricos. Com base nos resultados,
mais classes de enzimas sdo adicionadas para aumentar a
degradagdo da biomassa de planta em aglcares para
fermentagdo em etanol. Cada planta de tabaco, criada
geneticamente para produzir uma enzima, sera capaz de
produzir um milhdo de sementes, para facilitar o aumento de
escala até 100 acres, se necessario. Material homogeneizado
de planta, por exemplo, folhas de tabaco em pd ou extratos
de planta, ou enzimas purificadas de material de planta, &
usado como a fonte de enzima para a avaliagdo comercial da
produgdo de etanol a partir de residuos de citricos.

Embora os métodos atuais envolvam a colocagdo de um
gene estranho no nucleo da célula de planta, CT transforma
o genoma dos aproximadamente 100 cloroplastos que estdo
dentro de cada tabaco célula de planta. Cada cloroplasto da
planta de tabaco contém cerca de 100 cdpias do material
genético do cloroplasto e, portanto, a quantidade de
proteina (nesse caso, proteinas de enzima usadas para
degradar a biomassa em ag¢lcar para a produgdo de etanol) é
aumentada exponencialmente. Esta & a razdo primaria pela
qual a produgdo em volume macigo de enzimas de degradagdo
da parede celular para a produgao de etanol celuldsico tem
o custo tdo compensador. Em segundo, o tabaco possui grande
volume de biomassa (40 toneladas métricas de folhas por
acre) e pode ser colhido varias vezes durante certa estacdo
estival de crescimento na Flérida. E, como mencionado
previamente, é facil plantar 100 acres a partir de uma
Gnica planta de tabaco. Por dltimo, como os cloroplastos

sdo herdados pela mde, eles ndo sdo funcionais no pdlen da
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planta de tabaco.

De acordo com uma modalidade, a invengdo pertence a um
método de degradagdo de uma amostra de biomassa de planta
para a liberacdo de aglcares fermentédveis. O método inclui
a obtengdo de um coquetel de degradagido de plantas dque
possui pelo menos um genoma do cloroplasto ou segmento do
genoma que possul um gene heterdlogo que codifica celulase,
ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa-
amilase, amiloglicosidase, pectato liase, cutinase, lipase
ou pectoliase, ou uma combinagdo destas; e em que o
referido material de planta possui celulase, 1ligninase,
beta-glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa-amilase,
amiloglicosidase, pectato 1liase, cutinase, lipase, alfa-
amilase maltogénica, pectoliase ou expansina, ou uma
combinagdo destas, que foi expressa em uma planta da qual o
referido material de planta é derivado; e mistura do
referido material de degradagdo de planta com a referida
amostra de biomassa. Em uma modalidade mais especifica, a
enzima ou combina¢do de enzimas pertence a mais de 0,1 por
cento da proteina total no material de planta.

De acordo com outra modalidade, a inveng¢do pertence a
um método de produgdo de um material de degradagdo de
biomassa de planta suficiente para a liberagdo de agicares
fermentéaveis, o método incluindo a produgdo de pelo menos
uma planta que compreende cloroplastos que expressam
celulase, ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase,
xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase, pectato 1liase,
cutinase, lipase, alfa-amilase maltogénica, pectoliase ou
expansina, ou uma combinagdo destas; a colheita da referida

planta; e o processamento da referida planta para produzir



10

15

20

25

30

15/85

uma fonte de enzima adequada para mistura e degradag¢do de
uma amostra de biomassa. Em uma modalidade especifica, a
planta & tabaco; alface, espinafre; girassol; cultivos de
fibras como, por exemplo, algoddo; cultivos horticolas
como, por exemplo, gérbera e crisdntemo; cultivos de
leguminosas como, por exemplo, soja, feijdo, ervilhas, e
alfafa; tomate; batata; beterraba; cultivos de cruciferas,
incluindo colza; e linhaga. Em uma modalidade mais
especifica, a planta é tabaco.

Um aspecto da invengdo é o fornecimento de uma fonte
abundante barata de enzima para a degradagdo de biomassa.
Consequentemente, o material de planta ou bacteriano no
qual os compostos de degradagdo de plantas foram expressos
pode ser processado por secagem e pulverizagdo da planta ou
uma porgao desta. Em outra modalidade, extratos liquidos
brutos sdo produzidos a partir do material de planta e/ou
bacteriano. Em modalidades alternativas, o material de
degradagdo de planta pode ser enzimas que foram purificadas
total ou parcialmente da planta e/ou bactérias nas quais
sdo expressas. No entanto, o fornecimento do material de
degradagdo de planta como uma forma seca ou como extrato
bruto do material de planta e/ou bacteriano evita a
necessidade de etapas de purificacgdo demoradas e
potencialmente caras. Dessa forma, o material de planta
possui uma vida 4til mais longa e pode facilmente ser
misturado com a amostra de biomassa de planta de acordo com
processos convencionais de degradagdo e fermentagdo de
plantas.

Em uma modalidade especifica, o método de produg¢do de

a planta envolve a produgdo de uma primeira planta com
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cloroplastos transformada para expressar uma primeira
enzima e uma segunda planta com cloroplastos transformada
para expressar uma segunda enzima. O material de planta da
primeira e da segunda plantas pode ser combinado para
produzir uma amostra de degradagdo de planta que inclui
mais de uma enzima de degradagdo de plantas. Em uma
modalidade mais especifica, a invengdo pertence a um método
de produgdo de uma planta que envolve pelo menos dois dos
seguintes: produgdo de uma primeira planta que compreende
cloroplastos gque expressam celulase, produgdo de uma
segunda planta que compreende cloroplastos gque expressam
ligninase, produgdo de uma terceira planta que compreende
cloroplastos que expressam beta-glicosidase; produgdo de
uma quarta planta que compreende cloroplastos que expressam
hemicelulase; produgdo de uma quinta planta que compreende
cloroplastos que expressam xilanase; produg¢do de uma sexta
planta que compreende cloroplastos que expressam alfa-
amilase; produgdo de uma sétima planta que compreende
cloroplastos que expressam amiloglicosidase; producdo de
uma oitava planta que compreende cloroplastos que expressam
pectato liase; produgdo de uma nona planta que compreende
cloroplastos que expressam cutinase; produg¢do de uma décima
planta que compreende cloroplastos que expressam lipase;
producdo de uma décima primeira planta que compreende
cloroplastos que expressam alfa-amilase maltogénica,
produgdo de uma décima segunda planta que compreende
cloroplastos que expressam pectoliase e/ou uma décima
terceira planta que compreende cloroplastos que expressam
expansina (por exemplo, swolenina).

Como citado acima, os inventores reconheceram que, de
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acordo com certas modalidades, enzimas derivadas de plantas
sdo aumentadas com enzimas de degradagdo de plantas
expressas recombinantemente em bactérias. Dessa forma, um
coquetel de degradagdo de plantas pode incluir enzimas
expressas recombinantemente em plantas e enzimas que sdo
expressas recombinantemente em bactérias, como, por
exemplo, sem limitag¢do, E. coli.

De acordo com uma modalidade adicional, a invengédo
pertence a um material de planta Gtil para a degradagdo de
uma biomassa de planta, o material incluindo pelo menos um
genoma do cloroplasto ou segmento do genoma gque possui um
gene heterdlogo que codifica celulase, ligninase, beta-
glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa-amilase,
amiloglicosidase, pectato 1liase, cutinase, 1lipase, alfa-
amilase maltogénica, pectoliase ou expansina, ou uma
combinagdo destas; e em que o referido material de planta
compreende celulase, ligninase, beta-glicosidase,
hemicelulase, xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase,
pectato liase, cutinase, lipase, alfa-amilase maltogénica,
pectoliase ou expansina, ou uma combinagdo destas. Em uma
modalidade mais especifica, o material de planta inclui
pelo menos dois dos seguintes: um primeiro genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene
heterélogo que codifica celulase, um segundo genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma gque possui um gene
heterdlogo que codifica ligninase, um terceiro genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma gque possui um gene
heterdlogo que codifica beta-glicosidase; um quarto genoma
do cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene

heterdlogo que codifica hemicelulase; um quinto genoma do
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cloroplasto ou segmento do genoma gque possui um gene
heterdlogo que codifica xilanase; um sexto genoma do
cloroplasto ou segmento do gdgenoma gque possui um gene
heterdlogo que codifica alfa-amilase; um sétimo genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma gque possui um gene
heterdlogo que codifica amiloglicosidase; um oitavo genoma
do cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene
heterdlogo que codifica pectato liase; um nono genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma da planta que possui um
gene heterdlogo que codifica cutinase; um décimo genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma gque possui um gene
heterdlogo que codifica lipase; um décimo primeiro genoma
do cloroplasto ou segmento do genoma que codifica alfa-
amilase maltogénica, um décimo segundo genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma gque possui um gene
heterdlogo que codifica pectoliase e um décimo terceiro
genoma do cloroplasto ou segmento do genoma gque possui um
gene heterdlogo que codifica expansina (por exemplo,
swolenina) .

De acordo com outra modalidade, a invengdo pertence a
uma planta que possui uma célula de planta que possui uma
quantidade acima da quantidade natural de celulase,
ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa-
amilase, amiloglicosidase, pectato liase, cutinase, lipase
pectoliase ou expansina, ou uma combinagdo destas; e em que
o referido material de planta compreende uma enzima
celulase, ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase,
xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase, pectato 1liase,
cutinase, lipase, pectoliase ou expansina ativa, ou uma

combinagdo destas. Em uma modalidade mais especifica, a
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enzima ou combina¢do de enzimas representa mais de 0,1 por
cento da proteina total da célula. Em uma modalidade ainda
mais especifica, a enzima ou combinagdo de enzimas
representa mais de 1,0 por cento da proteina total na
célula.

Em uma modalidade adicional, a inveng¢do pertence a uma
composigdo derivada de planta que compreende celulase,
ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa-
amilase, amiloglicosidase, pectato liase, cutinase, lipase,
alfa-amilase maltogénica, pectoliase e/ou swolenina, e uma
quantidade de rubisco. Em uma modalidade especifica, a
proporgdo de rubisco para enzima varia de 99:1 a 1:99.

Em uma modalidade adicional, a inveng¢do pertence a
cultivares comerciais que expressam recombinantemente um ou
mais compostos de degradagdo de plantas. Cultivares
comerciais de tabaco como, por exemplo, sem limitag¢do, LAMD
e TN90, produzem substancialmente mais material de folha do
que cultivares experimentais. No entanto, cultivares
comerciais sdo mais sensiveis & introdugdo de genes
estranhos. Surpreendentemente, o inventor, através de
experimentagdo e erro significativos, foi capaz de
transfectar com sucesso células e induzir a expressdo de
compostos de degradagdo de plantas em cultivares
comerciais.

Exemplos

Exemplo 1: Montagem de constru¢des de expressdo em

cloroplasto

Para a integragdo de transgenes, foi usada uma regido
espagadora ativa em termos de transcrigdo entre os genes

trnI e trnA (Fig. 1la). PCR resultou na amplificag¢do de
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varios genes de interesse (GOI), incluindo endoglucanase
(celD), exoglucanase (celO) de DNA gendmico de Clostridium
thermocellum, lipase (1ipY) de DNA gendmico de
Mycobacterium tuberculosis, pectato liases (pelA, pelB,
pelD) e cutinase de Fusarium solani. Usando um novo método

baseado em PCR, as sequéncias codificadoras de GOI,

incluindo endoglucanases (egll e egI), swolenina (swol
similar &as expansinas), xilanase (xyn2), acetil xilana
esterase (axel) e beta-glicosidase (bgll), foram clonadas

sem iIntrons (que variam de 1-5) de DNA gendmico de
Trichoderma ressei. Vetores de transformagdo do cloroplasto
de tabaco foram feitos com cada GOI (Fig. 1b). Todos os
vetores de cloroplasto incluiam as sequéncias flanqueadoras
16S trnI/trnA para recombinagdo homdéloga nas regides de
repetigdo invertidas do genoma do cloroplasto e o gene aadA
que confere resisténcia a espectinomicina. O gene aadA foi
dirigido pelo promotor constitutivo de &peron de rRNA com
sitio de ligagdo de ribossomo GGAGG. O GOI foi dirigido
pelo promotor psbA e UTR 5’ a fim de obter niveis elevados
de expressdo. A UTR 3’ localizada na extremidade 3’ do GOI

conferia estabilidade ao transcrito.

Exemplo 2: Geragdo e caracterizagdo de tabaco

transplastémico que expressa pectato liases (PelB & PelD) e

endoglucanase (CelD)

Plantas transplastémicas de tabaco foram obtidas como
descrito previamente %2, Andlise Southern-blot foi
realizada para confirmar a integragdo sitio-especifica dos
cassetes pLD-pelB, pLD-pelD e pLD-celD no genoma do
cloroplasto e para determinar homoplasmia. A digestdo do

DNA total da planta com Smal de linhagens ndo transformadas
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e transplastdmicas gerou um fragmento de 4,014 kb ndo
transformado (UT) ou um fragmento de 6,410 kb em pelB,
6,377 kb em pelD ou 7,498 kb em celD quando hibridizado com
a sonda trnlI-trnA marcada com [*?p], confirmando a
integragdo sitio-especifica dos transgenes na regido
espacadora entre os genes trnl e trnA (Fig. 1lc-e). Além
disso, a auséncia de um fragmento de 4,014 kb nas linhagens
transplastémicas confirmou que a homoplasmia foi obtida
(dentro dos niveis de detecg¢do). Os fendtipos de linhagens
transplastémicas pareciam normais quando comparados com
plantas ndo transformadas e eram férteis (produziram
flores, sementes, Fig. 1f).

Imunoblots com anticorpos despertados contra PelA
mostraram que PelB e PelD estéo imunologicamente
relacionados a PelA®®. Portanto, anticorpo de PelA foi
usado para detectar a expressdao de PelB e PelD, embora sua
afinidade fosse variavel em linhagens transplastémicas.
Todas as linhagens transplastémicas mostraram expressdo da
proteina PelB ou PelD. Os niveis de expressdo ndo se
alteraram significativamente, correspondendo a sua
atividade enzimatica, dependendo do tempo de colheita,
muito embora PelB e PelD sejam regulados pela luz (Fig.
2a,b). Isso pode ser por causa da afinidade variavel entre
epitopos antigénicos do anticorpo de PelB, PelD e PelA. A
concentragdo da enzima se alterou ligeiramente com a idade
da folha e diminuia em folhas mais velhas (Fig. 2a,b).

Exemplo 3: Quantificagdo de pectato liases (PelB, PelD), e

endoglucanase (CelD) em momentos diferentes da colheita e

idade da folha

A atividade da enzima variou significativamente,
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dependendo dos estdgios do desenvolvimento e do momento da
colheita da folha. A atividade enzimdtica maxima foi
observada em folhas maduras de PelB, PelD e CelD, com
atividade reduzida em folhas mais velhas (Fig. 2¢,d). As
folhas maduras colhidas as 6 da tarde mostraram atividade
maxima tanto em PelB quanto em PelD, enquanto CelD mostrou
atividade méxima as 10 da noite (Fig. 2¢,d). Isso pode ser
causado pela estabilidade aumentada da endoglucanase contra
proteases em extratos de planta. A atividade de cpCelD nao
diminuiu significativamente em extratos brutos de plantas
armazenados em temperatura ambiente, por mais de trinta
dias (dados ndo mostrados) .

A atividade enzimdtica de CelD foi calculada usando o
reagente de DNS *' de acordo com o protocolo de IUPAC *?. A
atividade especifica de cpCelD usando substrato de CMC 2%
era de 493 unidades/mg de proteina solivel total (TSP) ou
100 mg de tecido de folha, em extratos brutos preparados a
partir de folhas maduras colhidas as 10 da tarde. Usando o
ensaio de glicose hexoquinase, que & altamente especifico
para glicose, a atividade especifica foi de 4,5 unidades/mg
de TSP e 6,28 unidades/mg de TSP, quando avicel 5% e
solugdo sigmacell, <respectivamente, eram usados como
substrato (em pH 6,0, 60°C). A enzima celulase comercial
(Trichoderma  reesei, EC 3.2.1.4, Sigma) gerou 4,2
unidades/mg e 3,43 unidades/mg de sélido para o mesmo
substrato. As Figuras 2c e 2d mostram que aproximadamente
26 unidades, 32 unidades e 4.930 unidades de PelB, PelD e
CelD foram obtidas por grama de peso fresco de folhas
maduras colhidas as 6 da tarde ou 10 da tarde. Dessa forma,

2.048, 2.679 e 447.938 unidades de PelB, PelD e CelD podem
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ser colhidas a partir de cada planta de tabaco (cultivar
experimental, Petit Havana). Com 8.000 plantas de tabaco
desenvolvidas em um acre de terra, 16, 21 e 3.584 milhdes
de unidades de PelB, PelD ou CelD podem ser obtidas por
corte Gnico (Tabela 1). Com base em trés cortes de tabaco
em um ano, até 49, 64 e 10.751 milhdes de unidades de PelBR,
PelD ou CelD podem ser colhidas a cada ano. O cultivar
comercial gera 40 toneladas métricas biomassa de folhas
frescas, em contraste com 2,2 tons no cultivar experimental
Petit Havana. Portanto, espera-se que o cultivar comercial
gere rendimentos 18 vezes maiores do que o cultivar
experimental.

Exemplo 4: Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade

enzimatica de pectato liases (PelB e PelD) e endoglucanase

(CelD)

Tanto extratos de planta quanto de E. coli mostraram
atividade 6tima a 2,5 mg/ml de PGA (Fig. 3a). Portanto,
todos os estudos de caracterizagdo de enzima foram
realizados nessa concentragdo de substrato. Estudos de
cinética realizados pela utilizagdo de 4 pg de TSP, com
concentragdes crescentes de PGA (0-2,5 mg), sob condicdes
de ensaio padronizadas, geraram valores de Km de 0,39 e
1,19 npg/ml em PelB de cloroplasto (cp) e E. coli (r),
respectivamente, enquanto os valores para PelD de
cloroplasto e E. coli foram de 0,50 e 1,29 pg/ml,
respectivamente. Os valores de Vmax obtidos foram de 2,75,
3,19, 2,75 e 3,14 unidades/mg para cpPelB, rPelB, cpPelD e
rPelD, respectivamente (Fig. 3a).

O extrato bruto (4-5 pg de TSP) de planta ou E. coli

foi usado para estudar o efeito do pH e da temperatura
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sobre a atividade das enzimas. A temperatura 6tima para a
pectato liase de E. coli e cloroplasto derivada sob as
condig¢des de ensaio padronizadas foi de 40°C, e o pH 6timo
foi de 8,0. As pectato 1liases derivadas de plantas
mostraram um pH 6timo de 6,0 na presenga de 1 mM de CaCl,.
Os extratos brutos de E. coli mostraram um pH 6timo de 8,0,
independentemente da presenga ou auséncia de CaCl, na
reagdo (Fig. 3b,c). O aumento da temperatura teve um efeito
minimo sobre a atividade de pectato liases derivadas de
plantas, enquanto a enzima de E. coli mostrou atividade
comparativamente menor em temperaturas mais elevadas (Fig.
3 d,e). Essas diferengas nas propriedades da enzima de dois
hospedeiros diferentes podem ser causadas por seu
enovelamento. Essa possibilidade era apoiada pela
observagdo de que foi possivel detectar a enzima de E. coli
com anticorpo com tag HIS, mas ndo a enzima do cloroplasto
(dados n3o mostrados). E sabido que proteinas estranhas
formam ligag¢des dissulfeto em cloroplastos 33;.35, mas ndo em
E. coli, quando expressas no citoplasma. As enzimas PelB e
PelD possuem um numero semelhante (12 ou 14) de cisteinas
que poderiam formar ligagdes dissulfeto *°.

A atividade de CpCelD com CMC 2% foi medida em pHs e
temperaturas diferentes. A cpCelD mostrou pH 6timo entre pH
5,0 e pH 7,0 (Fig. 3f), enquanto a enzima de E. coli teve
um pH 6timo de 6,5. A temperatura o6tima foi entre 50-60°C
para E. coli e 50-70°C para enzima de planta (Fig. 3g).
CelD de Clostridium thermocellum & estruturalmente
conhecida por ter afinidade por 1ions CaCl, e também
fornecia termoestabilidade 3°. Embora 10 mM de CaCl,

aumentassem a atividade de CelD em CMC 2% até 2 vezes no
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extrato bruto de E. coli, isso ndo era evidente na CelD do
extrato bruto de cloroplasto durante periodo inicial de
incubag¢do. Isso pode ser causado pela concentragdo o6tima de
ion c&lcio presente em células de plantas. No entanto,
CaCl, com 20 pg de BSA gerou uma atividade aumentada em 5
vezes ao final da incubag¢do de 24 horas para extrato bruto
de cpCelD (Fig. 3h).

Exemplo 5: CelD, PelB e PelD de E. coli vs. de cloroplasto

O extrato bruto de E. coli contendo enzima CelD
mostrou diminuigdo da atividade enzimdtica quando a mistura
de reagdo continha mais de 10 pg de TSP, em que os extratos
brutos de plantas contendo CelD 1liberaram mais agticar
redutor com concentragdes crescentes de proteina (Fig. 4a).
A atividade de CelD expressa em cloroplasto foi saturada
(em CMC 2%) a 150 pg de TSP (Fig. 4a, detalhe) e ndo houve
diminuig¢do da atividade enzimatica de CelD do cloroplasto
em até 500 png de TSP, como determinado pelo ensaio do ponto
final. Esses resultados mostram que extratos de plantas
brutos contendo cpCelD podem ser usados diretamente para
degradagao de Dbiomassa, sem qualquer necessidade de
purificagdo, enquanto extratos de E. coli provavelmente
contém inibidores de endoglucanase. Similarmente, em
concentragdes maiores de proteina, rPelB e rPelD expressas
por E. coli mostraram atividade de pectato liase reduzida,
enquanto cpPelB ou c¢pPelD continuaram a aumentar a
atividade até 600 pg de TSP (Fig. 4b). Podem existir
inibidores de pectato liase em extratos de E. coli, que ndo
estdo presentes em extratos brutos de plantas. Esse achado
é potencialmente de alto significado pratico, pois o uso de

extratos brutos elimina a necessidade de purificagdo de
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enzimas. Grandes quantidades de enzima bruta de planta
podem ser utilizadas no coquetel, como mostrado abaixo, sem
causar efeitos prejudiciais sobre a atividade enzimatica,
hidrdlise ou rendimento dos produtos finais.

Exemplo 6: Coquetel de enzimas para hidrélise de papel de

filtro

Antes da avaliagcdo dos coquetéis de enzimas, a
atividade de cada enzima foi testada independentemente com
um substrato apropriado. Endoglucanase expressa no
cloroplasto ou em E. coli (cpCelD ou rEgl) isoladamente ndo
liberou nenhuma glicose detectdvel do papel de filtro, mas
quando misturadas juntas, foi observada até 19% da
hidrélise total (Fig. 5a, barra 1). 1Isso poderia ser
causado por diferentes dominios de ligagdo de carboidrato
de endoglucanases em diregdo ao papel de filtro. A
atividade sinérgica ainda era aumentada em até 47 ou 48%
quando as endoglucanases (cpCelD e rEgl) foram misturadas
com swolenina (rSwol) ou beta-glicosidase (rBgll, Fig. 5a,
barras 2 e 3). A adigdo de celobiohidrolase (rCelO) a esse
coquetel duplicou a hidrélise de papel de filtro, liberando
uma quantidade maxima de aglcar redutor (Fig. 5a, barra 4).
Esses sinergismo observado era provavelmente causado pelo

*7 pelas extremidades

modo de agdo exo da celobiohidrolase
redutoras que eram formadas por cortes aleatdrios nas
cadeias de celulose por meio das endoglucanases (cpCelD e
rEgl), Jjuntamente com a agdo de expansina e Dbeta-

glicosidase.

Exemplo 7: Coquetel de enzimas para hidrdlise de amostra de

madeira processada

O coquetel de enzimas que 1liberou os maiores
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equivalentes de glicose com papel de filtro (exceto rEgl)
foi testado em substrato de madeira processada. Apds
hidrdélise por 24 horas, 31% da hidrdélise total foram
observadas com esse coquetel (Fig. 5b, barra 1). Um
coquetel de enzimas de endoxilanase e acetil xilana
esterase mostrou 41% de hidrdlise total (Fig. 5b, barra 2).
Quando esses dois coquetéis foram combinados Jjuntos, a
hidrélise aumentou até 88% (Fig. 5b, barra 3). Quando o
substrato de madeira processada primeiro foi tratado com
pectato liases, seguido pela adigdo do coquetel de enzimas
na barra 3, a hidrélise global foi aumentada ainda mais,
com liberagdo de até 275 pg de glicose apds incubagdo por
36 horas (Fig. 5b, barra 4). A adig¢do de extratos de enzima
de cutinase e lipase (ambos com atividade de 1lipase) ndo
teve um efeito significativo sobre a liberacdo de aclcares
fermentédveis (dados ndo mostrados). O coquetel de enzimas
Novozyme 188 ndo gerou quaisquer equivalentes de glicose
detectaveis a partir da madeira processada, enquanto
Celluclast 1.5L gerou 10% mais do que o coquetel de extrato
bruto, com unidades equivalentes de enzima com base na
hidrdélise de CMC.

De acordo com uma modalidade, a invengdo pertence a um
método para a digestdo de uma amostra de biomassa & base de
madeira que compreende a obtengdo de um material de planta
que compreende endoxilanase ou acetil xilana esterase, ou
uma combinagdo destas, que foi expressa em uma planta da
qual todo ou uma porgao do referido material de planta é
derivada; e mistura do referido material de planta com a
referida amostra de biomassa & base de madeira. O método

dessa modalidade pode ainda incluir a mistura com a amostra
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de biomassa & base de madeira, antes ou simultédnea a
mistura com o material de planta de endoxilanase e/ou
acetil xilana esterase, um material de planta que
compreende uma pectato liase que foi expresso em uma planta
da qual todo ou uma porgdo do referido material de planta é
derivada. O material de planta pode compreender rubisco.

Outra modalidade pertence a um coquetel de enzimas de
degradagdo de plantas Util na digestdo de uma amostra de
biomassa a base de madeira que compreende celulase, beta-
glicosidase, xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase,
pectina liase, swolenina ou pectato 1liase, ou uma
combinagdo destas, expressas em uma planta, opcionalmente
com uma quantidade de rubisco.

Exemplo 8: Coquetel de enzimas para hidrélise de residuos

de citricos

O coquetel de enzimas de endoglucanase (cpCelD),
exoglucanase, swolenina e beta-glicosidase liberou até 24%
de hidrélise total com casca de citricos (Fig. 5c¢, barra
1). Quando a casca de citricos foi tratada com pectato
liases (cpPelB, cpPelD e rPelA), a hidrélise foi duplicada
(Fig. 5c, barra 2). Pectato liases contribuirdo para até
47% de hidrdélise total nesse coquetel, por causa do alto

teor de pectina (23%) na casca de citricos *!.

A adigdo de
endoxilanase, acetil xilana esterase, cutinase e lipase a
ambos esses coquetéis liberou até 360 pg/ml de equivalentes
de glicose de 100 mg de casca de citricos moida apds um
periodo de incuba¢do de 24 horas (Fig. 5c, barra 3).
Enzimas como cutinase e lipase podem ter hidrolisado corpos

oleosos presentes na casca de citricos, fornecendo maior

acesso as endoglucanase, endoxilanase e pectato liases para
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uma hidrélise eficiente da casca de citricos. O coquetel de
enzimas Novozyme 188 gerou 11% mais equivalentes de glicose
com casca de citricos, enquanto Celluclast 1.5L gerou 137%
mais do que o coquetel de extrato bruto com unidades de
enzima equivalentes com base na hidrdlise de CMC.

De acordo com uma modalidade, a invengdo pertence a um
método para a digestdo de uma amostra de biomassa de
citricos que compreende a obtengdo de um material de planta
que compreende celulase, beta-glicosidase, xilanase, alfa-
amilase, amiloglicosidase, pectina liase ou pectato liase,
ou uma combinag¢do destas, que foi expressa em uma planta da
qual todo ou uma porgdo do referido material de planta é
derivada; e mistura do referido material de planta com a
referida amostra de biomassa de citricos.

Outra modalidade pertence a um coquetel de enzimas de

degradagcdo de plantas Gtil na digestdo de uma amostra de

biomassa de <citricos que compreende celulase, beta-
glicosidase, xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase,
pectina 1liase, swolenina ou pectato 1liase, ou uma

combinagdo destas, expressas em uma planta, opcionalmente
com uma quantidade de rubisco.

Métodos relacionados aos Exemplos 1-8

Isolamento de genes e construgdo de vetores de

transformagdo de plastidio

DNA gendmico de Clostridium thermocellum e Trichoderma
reesei foi obtido de ATCC e usado como modelo para a
amplificagdo de diferentes genes. Foram designados
iniciadores gene-especificos usando um iniciador direto
(forward) contendo um sitio NdeI e um iniciador reverso

contendo um sitio Xbal para clonagem no vetor pLD para os
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genes celD, cel0 e 1lipY. A regido madura de genes de
celulose celD (X04584) e celO (AJ275975) foi amplificada a
partir de DNA gendmico de Clostridium thermocellum. Lip¥Y
(NC_000962) foi amplificado a partir do DNA gendmico de
Mycobacterium tuberculosis. Foram designados iniciadores
superpostos para a amplificagdo de varios éxons de egll
(M15665), egl (AB003694), swol (AJ245918), axel (Z69256),
xyn2 (X69574) e bgll (U09580) a partir do DNA gendmico de
Trichoderma reesei usando um novo método. O CcDNA de
comprimento total desses genes foi amplificado a partir de
éxons diferentes por um novo método baseado em PCR usando o
iniciador direto do primeiro éxon e reverso do Ultimo éxon
contendo um sitio NdeIl e sitio Xbal, respectivamente. Os
genes de pectato liase pelA, pelB e pelD de Fusarium solani
com sitios de restrigdo similares foram amplificados usando
iniciadores gene-especificos de pHILD2A, pHILD2B 3° e
PHILD2D *°, respectivamente. Uma estratégia similar foi

usada para amplificar o gene de cutinase *¢

a partir do
clone recombinante de Fusarium solani. Todos os produtos de
comprimento total amplificados foram ligados ao vetor pCR
Blunt II Topo (Invitrogen) e foram submetidos ao
sequenciamento de DNA (Genewiz). Cada gene clonado no vetor
Topo foi digerido com NdeI/Xbal e inserido no vetor pLD
17.47  para fazer um vetor de expressdo de tabaco em

cloroplasto.

Regenerag¢do de plantas transplastfmicas e avaliagdo da

integrag¢do do transgene por PCR e Southern-blot

Nicotiana tabacum var. Petite Havana foi desenvolvida
assepticamente em meio de &agar de Murashige e Skoog (MS)

sem hormdénios contendo 30 g/l de sacarose. Folhas jovens
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estéreis de plantas nos estdgios de 4-6 folhas foram

bombardeadas usando particulas de ouro revestidas com vetor

plLD-PelB, pLD-PelD e pLD-CelD, e as plantas
transplastdmicas foram regeneradas como descrito
previamente 2%?°. O DNA gendémico da planta foi isolado

usando o mini kit de planta Qiagen DNeasy a partir de
folhas. A andlise por PCR foi realizada para confirmar a
integragdo do transgene nas regides de repetig¢do invertidas
do genoma do <cloroplasto usando dois conjuntos de

17, A reacdo de

iniciadores 3P/3M e 5P/2M, respectivamente
PCR foi realizada como descrito previamente '7'?°. As folhas
dos brotos PCR-positivos foram novamente cortadas em
pequenos pedagos e transferidas em meio RMOP (meio de
regeneragao de plantas) contendo 500 mg/1l de
espectinomicina para outra rodada de selegdo, e
subsequentemente movidas para meio MSO (sais MS sem
vitaminas e horménios de crescimento) contendo 500 mg/l de
espectinomicina para outra rodada de selegdo para gerar
linhagens homopl&asmicas. Analise Southern-blot foi
realizada para confirmar a homoplasmia de acordo com o
protocolo do lab *®. Resumidamente, o DNA gendmico total de
planta (1-2 pg) isolado de folhas foi digerido com Smal e
hibridizado com sonda da sequéncia flanqueadora de
cloroplasto marcada com *?P «[dCTP] (0,81 kb) contendo os
genes trnI-trnA. A  hibridizagdo foi realizada pela
utilizagdo da solugdo e do protocolo de hibridizacido
Stratagene QUICK-HYB.

Andlise imunoblot

Aproximadamente 100 mg de folhas foram moidos em

nitrogénio liquido e usados para andlise imunoblot, como
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descrito previamente **. A concentragdo de proteina foi
determinada pelo kit de reagente de ensaio de proteina de
Bradford (Bio-Rad). Quantidades iguais de proteina solavel
total foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. A expressdo de proteina
transgénica foi detectada usando soro policlonal despertado
contra PelA em coelhos.

Preparagdo enzimidtica de E. coli (bruta)

E. coli cepa (XL-10 gold) que abriga a expressdao em
vetores de cloroplasto que expressam rCelD, rEgl (EC
3.2.1.4), rCelo (EC 3.2.1.91), rXyn2 (EC 3.2.1.8), rAxel
(EC 3.1.1.72), rBgll (EC 3.2.1.21), rCutinase (EC
3.1.1.74), rLipY (lipase, EC 3.1.1.3), rPelA, rPelB, rPelD
(EC 4.2.2.2) ou rSwol foi desenvolvida de um dia para o
outro a 37°C. As células foram coletadas a 4°C e
sonificadas quatro vezes com pulsos de 30 s no tampdo
adequado (50 mM de tampdo de acetato de sbédio com pH 5,5
para CelD, Egl, CelO, Swol, Xyn2, Axel, Bgll, 100 mM de
Tris-Cl com pH 7,0 para cutinase, lipase, PelA, PelB e
PelD) contendo coquetel inibidor de protease (Roche) e
azida de sédio (0,02%). O sobrenadante foi coletado apds
centrifugagdo a 16.000 x g por 10 minutos e a concentragdo
de proteina foi determinada.

Preparagdo enzimatica a partir de material de folha

transplastémica de tabaco

Folhas verdes frescas foram coletadas e moidas em
nitrogénio liquido. A proteina solivel total foi extraida
em 50 mM de tampdo de acetato de sbédio, pH 5,5 para cpCelD,
cpXyn2, ou 100 mM Tris-Cl tampdo, pH 7,0 para PelD e PelB.

Todos os tampdes continham coquetel inibidor de protease
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(Roche) e azida de sbédio (0,02%). A proteina soltvel total
foi filtrada usando um filtro de seringa de 0,22 pym. A
concentracdo de proteina (mg/ml) em TSP foi determinada
usando o método de Bradford.

Ensaios enzimdticos para pectato liase B e pectato

liase D

Pectato liases B e D foram avaliadas
espectrofotometricamente por medida do aumento em Ajxss
30,49.50 © pAg cinéticas das pectato liases B e D foram
estudadas para otimizar a concentragdo de substrato (0-2,5
mg) sob concentrag¢des idénticas de proteina e cofator. As
misturas de reagdo continham 1 ml de 50 mM de tampdo de
Tris-HCl (pH 8,0) com 1 mM de CaCl, (recém-preparado), 1 ml
de 0,0-2,5 mg/ml de poligalacturonato de sdédio (Sigma) e
0,5 ml de solugdo de enzima adequadamente diluida. As
medidas foram realizadas a 40°C. Uma unidade de enzima foi
definida como a quantidade de enzima que forma 1 umol de
produto por min com um coeficiente de exting¢do molar de
4.600 pmol™? cm’'. Os estudos da cinética foram realizados
em 50 mM de tampdo de Tris-HCl, pH 8,0 a 40°C. Os
pardmetros cinéticos (Km e Vmax) foram calculados usando
regressdo ndo linear com o uso do software Graphpad Prism
5.0. As inclinagdes iniciais de cada concentragdo de
substrato foram calculadas, em que a velocidade
(unidades/mg/min) foi definida através da 1liberacdo de
adcido galacturbnico ndo saturado. A otimizagdo da
temperatura para atividade de pectato liase B e D foi
realizada em 50 mM de tampdo de Tris-HCl, pH 8,0, em
diferentes temperaturas que variam de 30°C a 70°C. Em cada

caso, o substrato foi pré-incubado na temperatura desejada
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por min. A fim de estudar a estabilidade térmica da enzima,
amostras tamponadas de enzima foram incubadas por um
periodo de tempo fixo em diferentes temperaturas.

O pH 6timo da pectato liase B e D foi medido a 40°C
usando diferentes tampdes com pH variando de 6 a 10, com a
mesma poténcia idnica. A estabilidade do extrato bruto da
enzima foi otimizada por incubagdo da enzima nos diferentes
pHs. A influéncia do cofator CaCl, sobre a atividade da
pectato liase foi estudada por realizagdo das reagdes em
sua presenga e auséncia em diferentes pHs e temperaturas.

Ensaio enzimdtico para CelD e coquetel comercial

(Celluclast 1.5L e Novozyme 188)

A atividade enzimdtica de celulase de cpCelD foi
determinada por incubagdo do extrato bruto em
carboxilmetilcelulose 2%, avicel e sigmacell (Sigma) como
substrato de acordo com as recomenda¢des IUPAC 3?2 em 50 mM
de tampdo de acetato de sédio pH 6,0, e incubada a 60°C por
30 minutos para CMC e 2 horas para avicel e sigmacell. As
unidades de enzima de coquetéis comerciais Celluclast 1.5L
e Novozyme 188 foram determinadas usando CMC 2%, sob
condigdes de ensaio idénticas. A quantidade de acglcar
redutor foi determinada usando &cido 3,5-dinitrossalicilico
31, D-glicose e &cido D-galacturénico foram usados como
padrdo para medir a liberagdo de equivalentes de glicose e
moléculas de acido galacturdnico ndo saturado. CMC (2%) foi
usado na determinagdo do perfil de atividade de pH e
temperatura de cpCelD. Uma unidade de enzima foi definida
como a quantidade de enzima que 1liberava 1 pmol de
equivalente de glicose por minuto/ml. O cédlculo de unidade

de celulase para avicel e sigmacell foi baseado no método
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de glicose hexoquinase de acordo com o protocolo do
fabricante (Sigma) .

Hidrdlise enzimatica de papel de filtro, madeira

processada e casca de citricos

Ensaios enzimdticos foram realizados com um componente
enzimdtico ou como coquetel em papel de filtro, madeira
processada e casca de laranja e o aglcar redutor liberado
foi determinado usando o método de DNS. Casca de laranja
preparada a partir da fruta laranja Valéncia (Citrus
sinensis cv Valencia) foi seca ao ar de um dia para o outro
e moida em nitrogénio liquido. Casca de laranja Valéncia
moida e biomassa de madeira pré-tratada foram lavadas
varias vezes em Aagua destilada até que nenhum agicar
redutor fosse detectado por reagente de DNS, bem como pelo
método de glicose hexoquinase.

Para digestdo enzimatica, foram usados 50-200 mg de
amostra de madeira processada ou casca de laranja moida.
Extratos brutos contendo enzimas de E. coli e de plantas
foram usados no coquetel para hidrdélise. O aglcar redutor
do produto final foi determinado usando o reagente de DNS °!
e D-glicose como padrdo. Ampicilina e canamicina a 100
pg/ml foram adicionadas para evitar qualquer crescimento
microbiano durante as longas duragdes da hidrdlise
enzimdtica. Coquetéis de enzimas comerciais Celluclast 1.5L
e Novozyme 188 foram testados quanto a hidrdélise de casca
de citricos e madeira processada nas mesmas condig¢des de
ensaio usadas para os coquetéis de enzimas de extratos
brutos. Unidades de enzima de Celluclast 1.5L e Novozyme
188 usadas para os ensaios de hidrdlise eram equivalentes

as unidades de enzima cpCelD (com base na hidrdélise de CMC)
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presentes em coquetéis de extratos brutos. Em todos os
experimentos, os ensaios de controle continham substrato
sem enzima ou enzima sem substrato. Todos os experimentos e
ensaios foram realizados em triplicata.

Os inventores usaram sequéncias codificadoras de
genomas bacterianos ou fungicos para criar vetores de
cloroplasto. Um novo método baseado em PCR foi usado para
clonar ORFs sem introns de DNA gendmico filngico. O sistema
de expressdo de E. coli foi wusado para avaliar a
funcionalidade de cada enzima independentemente ou sua
eficacia em coquetéis de enzimas antes de criar linhagens
transgénicas; enzimas de origem fingica eram ativas sem
qualquer necessidade de modificag¢des pds-tradugdo (ligagdes
dissulfeto ou glicosilagdo). Os fendtipos de 1linhagens
transplastémicas homoplésmicas eram normais e produziram
flores e sementes. Com base em trés cortes de tabaco em um
ano *%, 10.751 milhdes de unidades de atividade de
pectato liase e endoglucanase podem ser obtidas a cada ano
em um cultivar experimental. Esse rendimento poderia ser
aumentado 18 vezes quando essas enzimas sdo produzidas em
cultivares comerciais. Com base no “Economic Research
Service” do USDA, o custo de produgdo de tabaco Burley em
2004 foi de U$ 3.981 por acre. Como a maioria das enzimas
para a hidrdélise de biomassa de planta é ativa em
temperaturas mais elevadas, é factivel colher folhas e
seca-las ao sol, como relatado previamente para xilanase
derivada de cloroplasto 2*. Com base na atividade
enzimdtica observada em extratos brutos de plantas nesse
estudo, nd3o ha& necessidade de purificagdo. Portanto,

excluindo o custo de processamento, as enzimas poderiam ser
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produzidas por apenas U$ 0,008 para PelB, U$ 0,006 para
PelD por unidade de enzima (como definido na fonte
comercial Megazyme). Isso é 925-1.233 vezes mais barato
para pectato liase B e D, quando comparado com os custos
comerciais atuais (Megazyme produzida por C. japonicus).
Embora essa comparagdo de custos ou rendimento possa ndo
ser a mesma para todas as enzimas derivadas de cloroplasto,
esse conceito fornece uma nova plataforma promissora para
coquetéis de enzimas baratos para a produgdo de aglcares
fermentaveis a partir de biomassa lignocelulésica.

Que seja do nosso conhecimento, esse & o primeiro
estudo que wutiliza coquetéis de enzimas expressas em
plantas para hidrélise de biomassa lignoceluldsica para a
produgdo de aglUcares fermentaveis e comparagdo direta das
propriedades da enzima produzidas por meio de fermentagdo
ou em plantas, usando genes e sequéncias reguladoras
idénticas. A maioria dos estudos sobre hidrélise enzimatica
em substratos naturais como, por exemplo, madeira pré-
tratada, forragem de milho ou palha de trigo, utilizou

3,42

enzimas disponiveis comercialmente ou enzimas

recombinantes purificadas reforgadas com enzimas comerciais

purificadas *°*3,

A comparagdo precisa de coquetéis de
enzimas de extratos brutos com coquetéis comerciais n3o é
possivel, ja que suas composigdes de enzimas ndo sdo
conhecidas. Portanto, unidades de enzima equivalentes com
base na hidrélise de CMC foram usadas como uma base para
comparagdo geral. ACCELLERASE TM 1000 (Genencor) ndo estava
disponivel para esse estudo, em fungdo de acordos

institucionais necessarios. (o) coquetel de enzimas

purificadas Novozyme 188 ndo gerou equivalentes de glicose
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detectaveis a partir de madeira processada, e 11% mais
equivalentes de glicose com casca de citricos, engquanto
Celluclast 1.5L gerou 10% e 137% mais com ambos os
substratos de biomassa do que o coquetel de extrato bruto,
com unidades de enzima equivalentes com base na hidrélise
de CMC. Nao é surpreendente que os coquetéis de extrato
bruto tenham tido um desempenho igual ou melhor do que os
coquetéis de enzimas purificadas, pois esses dltimos sdo
produzidos por fermentagdo submersa de cepas fungicas
selecionadas que secretam varias enzimas, simultaneamente.
De acordo com Novozymes, €& necessario um design cuidadoso
de uma combinagdo de enzimas de componente tUnico para
utilizagdo racional desses coquetéis de enzimas **.

Exemplo 9: Expressdo de enzimas de degradagdo de plantas

Os ensinamentos apresentados nos Exemplos 1-8 podem
ser adaptados para a preparagdo de cassetes de expressdo do
gene heterdlogo, construgdo de vetores de transformacgdo;
transformacdo de cloroplastos e expressdo em cloroplasto de
qualquer uma em uma numerosa lista de enzimas que os
inventores identificaram que serdo dteis na degradacido de
biomassa de fontes de plantas. Além disso, os Requerentes
referem-se as Publica¢des de Patente U.S. 20070124830 e
20060117412 para técnicas de transformagdo de cloroplasto e
expressdo de proteinas.

Uma lista nd3o limitante de enzimas exemplares inclui
as seguintes na Tabela I:

Tabela I

GOI (Genes de interesse)
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a)

10.

a)

11.

a)

Endoglucanases

celD (Clostridium thermocellum)
egl (Trichoderma reesei)

egll (Trichoderma reesei)
Exoglucanase

celO (Clostridium thermocellum)
Lipase

1ipY (Mycobacterium tuberculosis)
Pectato liases

pelA (Fusarium solani)

pelB (Fusarium solani)

pelD (Fusarium solani)

Cutinase

cut (Fusarium solani)

Swolenina similar as expansinas
swol (Trichoderma reesei)
Xilanase

xyn2 (Trichoderma reesei)
Acetil xilana esterase

axel (Trichoderma reesei)
Beta-glicosidase

bgll (Trichoderma reesei)
Mananase

manl (Trichoderma reesei)
Arabinofuranosidase

abfl (Trichoderma reesei)

12. Lignina peroxidase

a)

1ipd (Mycobacterium tuberculosis)

Além da lista acima, as tabelas

anexadas

II-VII




10

15

20

25

30

40/85

apresentam uma lista de diferentes enzimas que podem ser
usadas em conjunto com modalidades da invengd3o. Os N°° EC
sdo designag¢des reconhecidas
(http://www.chem.qgmul.ac.uk/iubmb/enzyme/ e NC-IUBMB) que
definem cada uma das enzimas com referéncias cruzadas para
sequéncias de polipeptideos relevantes e sequéncias de
polinucleotideos codificadoras. Os N°° de acesso pertencem
as identificagdes de sequéncias no Genbank (uma letra
seguida por cinco digitos, por exemplo, M12345) ou o
formato RefSeq (duas letras seguidas por uma sub-barra e
seis digitos, por exemplo, NT 123456). Cada uma das
sequéncias e N°° de acesso relacionados est3o armazenados
na divisdo “Corenucleotide” do sistema de base de dados
GenBank. Um N° de acesso listado nas Tabelas II-VII para um
gene especifico pode ser facilmente encontrado por insergdo
do nimero de acesso no campo de pesquisa do sistema Entrez
encontrado em (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery).
Em uma modalidade especifica, as sequéncias dos N°° de
acesso listadas especificamente nas tabelas II-VI incluem
aquelas em seu estado original ou como
revisadas/atualizadas no sistema Genbank em 28 de fevereiro
de 2008. Em outras modalidades, é contemplado que as
sequéncias podem ser revisadas/atualizadas depois de 28 de
fevereiro de 2008, mas de outro modo reconhecidas pela
técnica como a sequéncia mais precisa do N° de acesso
comparada com a sequéncia armazenada antes de 28 de
fevereiro de 2008. Nessas outras modalidades, sequéncias
revisadas, mas reconhecidas como a sequéncia verdadeira e
que possui uma identidade de sequéncia de pelo menos 95%

para a sequéncia armazenada na base de dados antes de 28 de
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fevereiro de 2008, devem ser consideradas como a sequéncia
para o N° de acesso relevante.

Os requerentes também incorporam por referéncia o
arquivo de texto ASCII intitulado 10669-034segid depositado
com o presente pedido. Esse arquivo de texto contém
informacdo de sequéncia do N°° de acesso 1listados nas
Tabelas II-VII.

Além disso, nucleotideos e peptideos que possuem
identidade substancial para as sequéncias de nucleotideos e
aminodcidos com relagdo as enzimas de degradacdo de plantas
(por exemplo, aquelas fornecidas nas tabelas II-VII) usadas
em conjunto com a presente invengdo também podem ser
empregados em modalidades preferidas. Aqui, “identidade
substancial” significa que duas sequéncias, quando
otimamente alinhadas como, por exemplo, pelos programas GAP
ou BESTFIT (peptideos) usando ponderagdes de (gap)
padronizadas, ou como medido pelos algoritmos
computacionais BLASTX ou BLASTP, compartilham pelo menos
50%, ©preferivelmente 75% e, principalmente, 95% de
identidade de sequéncia. De preferéncia, as posig¢des de
residuo que ndo sdo idénticas diferem por substituig¢des de
aminodcidos conservadoras. Por exemplo, €& provavel que a
substituigdo de aminodcidos que possuem propriedades
quimicas similares como, por exemplo, carga ou polaridade,
nido afete as propriedades de uma proteina. Exemplos ndo
limitantes incluem glutamina para asparagina ou &acido
glutdmico para acido aspartico.

O termo “variante”, como aqui usado, refere-se as
sequéncias de nucleotideos e polipeptideos em que a

sequéncia de nucleotideos ou aminodcidos exibe identidade



10

15

20

25

30

42/85

substancial com a sequéncia de nucleotideos ou aminoacidos
do Anexo B, preferivelmente 75% de identidade de sequéncia
e, principalmente, 90-95% de identidade de sequéncia para
as sequéncias da presente invengdo: desde que a referida
variante possua uma atividade bioldégica como aqui definida.
A variante pode surgir por modificag¢do da sequéncia de
nucleotideos ou aminoacidos nativa por modificag¢des como,
por exemplo, insercgdo, substituigdo ou eliminagdo de um ou
mais nucleotideos ou aminoadcidos, ou ela pode ser uma
variante de ocorréncia natural. O termo “variante” também
inclui sequéncias homblogas que hibridizam para as
sequéncias da invengdo sob condi¢des de hibridizagdo
padronizadas ou, preferivelmente, rigorosas, familiares
aqueles habilitados na técnica. Exemplos do procedimento de
hibridiza¢do in situ tipicamente usado s3o descritos em
Tisdall e cols., 1999; Juengel e cols., 2000. Quando for
desejada uma variante desse tipo, a sequéncia de
nucleotideos do DNA nativo sera alterada adequadamente.
Essa alteragdo pode ser feita por meio da sintese eletiva
do DNA ou por modificagdo do DNA nativo, por exemplo, por
mutagénese sitio-especifica ou por cassete. De preferéncia,
quando porgdes de <cDNA ou DNA gendmico exigirem
modificagdes da sequéncia, sera empregada a mutagénese
sitio-especifica dirigida por iniciador, usando
metodologias padronizadas na técnica.

Em modalidades especificas, wuma variante de um
polipeptideo & aquela que possui pelo menos cerca de 80% de
identidade de sequéncia de aminoacidos com a sequéncia de
aminoacidos da sequéncia de comprimento total de uma

sequéncia nativa das enzimas de degradagio de plantas
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fornecidas no arquivo ASCII anexado 10669-034SEDID. Esses
polipeptideos variantes incluem, por exemplo, polipeptideos
nos quais um ou mais ©residuos de aminodcidos sdo
adicionados, ou eliminados, no terminal N e/ou C, bem como
dentro de um ou mais dominios internos, da sequéncia de
aminodcidos de comprimento total. Fragmentos dos peptideos
também sdo contemplados. Normalmente, um polipeptideo
variante terd pelo menos cerca de 80% de identidade de
sequéncia de aminodcidos, mais preferivelmente pelo menos
cerca de 81% de identidade de sequéncia de aminodcidos,
mais preferivelmente pelo menos cerca de 82% de identidade
de sequéncia de aminodcidos, mais preferivelmente pelo
menos cerca de 83% de identidade de sequéncia de
aminodcidos, mais preferivelmente pelo menos cerca de 84%
de identidade de sequéncia de aminodcidos, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 85% de identidade de
sequéncia de aminoacidos, mais preferivelmente pelo menos
cerca de 86% de identidade de sequéncia de aminoacidos,
mais preferivelmente pelo menos cerca de 87% de identidade
de sequéncia de aminodcidos, mais preferivelmente pelo
menos cerca de 88% de identidade de sequéncia de
aminoacidos, mais preferivelmente pelo menos cerca de 89%
de identidade de sequéncia de aminoacidos, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 90% de identidade de
sequéncia de aminodcidos, mais preferivelmente pelo menos
cerca de 91% de identidade de sequéncia de aminoacidos,
mais preferivelmente pelo menos cerca de 92% de identidade
de sequéncia de aminodcidos, mais preferivelmente pelo
menos cerca de 93% de identidade de sequéncia de

aminodcidos, mais preferivelmente pelo menos cerca de 94%
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de identidade de sequéncia de aminoacidos, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 95% de identidade de
sequéncia de aminodcidos, mais preferivelmente pelo menos
cerca de 96% de identidade de sequéncia de aminoacidos,
mais preferivelmente pelo menos cerca de 97% de identidade
de sequéncia de aminodcidos, mais preferivelmente pelo
menos cerca de 98% de identidade de sequéncia de
aminodcidos e ainda mais preferivelmente pelo menos cerca
de 99% de identidade de sequéncia de aminodcidos com um
polipeptideo codificado por uma molécula de &acido nucléico
mostrada no Anexo B ou um fragmento especificado desta.
Normalmente, polipeptideos variantes possuem pelo menos
cerca de 10 aminodcidos de comprimento, frequentemente pelo
menos cerca de 20 aminoacidos de comprimento, mais
frequentemente pelo menos cerca de 30 aminoadcidos de
comprimento, mais frequentemente pelo menos cerca de 40
aminodcidos de comprimento, mais frequentemente pelo menos
cerca de 50 aminodcidos de comprimento, mais frequentemente
pelo menos cerca de 60 aminodcidos de comprimento, mais
frequentemente pelo menos cerca de 70 aminodcidos de
comprimento, mais frequentemente pelo menos cerca de 80
aminodcidos de comprimento, mais frequentemente pelo menos
cerca de 90 aminoadcidos de comprimento, mais frequentemente
pelo menos cerca de 100 aminoadcidos de comprimento, ou
mais.

O ‘“rigor” de rea¢des de hibridizagdo é facilmente
determindvel por aqueles habilitados na técnica, e
geralmente & um cédlculo empirico dependente do comprimento
da sonda, da temperatura de lavagem e da concentrac¢do de

sal. Em geral, sondas mais 1longas exigem temperaturas
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maiores para anelamento adequado, enquanto sondas mais
curtas precisam de temperaturas menores. A hibridizacgéo
geralmente depende da habilidade do DNA desnaturado para
reanelar quando fitas complementares estdo presentes em um
ambiente abaixo de sua temperatura de fusdo. Quanto maior o
grau de identidade desejado entre a sonda e a sequéncia
hibridizadvel, maior a temperatura relativa que pode ser
usada. Como resultado, por conseguinte, temperaturas
relativas maiores tenderiam a tornar as condig¢des de reagdo
mais rigorosas, enquanto temperaturas menores tenderia, a
tornar menos rigorosas. Para detalhes e explicagdes
adicionais sobre o rigor das reagdes de hibridizagdo, veja
Ausubel e cols., “Current Protocols in Molecular Biology”,
Wiley Interscience Publishers, (1995).

“Condigdes rigorosas” ou “condig¢des de alto rigor”,
como aqui definidas, sdo identificadas como aquelas que:
(1) empregam baixa poténcia idnica e alta temperatura para
lavagem, 0,015 M de cloreto de s6dio/0,0015 M de citrato de
sédio/dodecil sulfato de sédio 0,1% a 50°C; (2) empregam
durante a hibridizagdo um agente desnaturante, formamida
50% (v/v) com albumina sérica bovina 0,1%/ Ficoll
0,1%/polivinilpirrolidona 0,1%/50 mM de tampdo de fosfato
de sbédio em pH 6,5 com 750 mM de cloreto de sbédio, 75 mM de
citrato de sédio a 42°C; ou (3) empregam formamida 50%, 5X
SSC (0,75 M de NaCl, 0,075 M de citrato de sbédio), 50 mM de
fosfato de sédio (pH 6,8), pirofosfato de sédio 0,1%,
solugdo de Denhardt 5 vezes, DNA de esperma de salmdo
sonificado (50 pg/ml), SDS 0,1% e sulfato de dextrana 10% a
42°C, com lavagens a 42°C em 0,2X SSC (cloreto de

sédio/citrato de sbédio) e formamida 50% a 55°C, seguidas
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por uma lavagem de alto rigor que consiste em 0.1X SSC
contendo EDTA a 55°C.

“Condi¢des de rigor moderado” sdo identificadas como
descrito por Sambrook e cols., “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, Nova York: Cold Spring Harbor Press,
1989, e incluem o uso de solugdo de lavagem e condigdes de
hibridizagdo (por exemplo, temperatura, poténcia ibnica e %
de SDS) menos rigorosas do que aquelas descritas acima. Um
exemplo de condi¢des moderadamente rigorosas é incubagdo de
um dia para o outro a 37°C em uma solugdo que compreende:
formamida 20%, 5X SSC (150 mM de NaCl, 15 mM citrato
trissddico), 50 mM de fosfato de sédio (pH 7,6), 5x solugdo
de Denhardt, sulfato de dextrana 10% e 20 mg/ml de DNA de
esperma de salmdo desnaturado cisalhado, seguido por
lavagem dos filtros em 1X SSC em torno de 37-50°C. Aqueles
habilitados na técnica reconhecerdo como ajustar a
temperatura, poténcia ibnica etc. como necessario para
acomodar fatores como, por exemplo, o comprimento da sonda,
e semelhantes.

Tipicamente, para condig¢des de hibridizag¢do rigorosas,
deve ser escolhida uma combinagdo de temperatura e
concentragdo de sal que seja aproximadamente 12-20°C abaixo
da T, calculada do hibrido sob estudo. A T, de um hibrido
entre um polinucleotideo gque possui uma sequéncia de
nucleotideos mostrada no ID. DE SEQ. N°: 1, ou o
complemento desta, e um sequéncia de polinucleotideos que é
pelo menos cerca de 50, preferivelmente cerca de 75, 90, 96
ou 98% idéntica a uma daquelas sequéncias de nucleotideos,
que pode ser calculada, por exemplo, com o uso da equagdo

de Bolton e McCarthy, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 48,
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1.390 (1962):
Tn = 81,5°C - 16,6 (logis [Na'l) + 0,41 (% de G+C)-0,63 (%
de formamida)-600/1)
em que 1 = o comprimento do hibrido em pares de bases.
Em uma modalidade especifica, condi¢des de lavagem
rigorosas incluem, por exemplo, 4 X SSC a 65°C, ou
formamida 50%, 4 X SSC a 42°C ou 0,5 X SSC, SDS 0,1% a
65°C. Condig¢des de lavagem altamente rigorosas incluem, por
exemplo, 0,2 X SSC a 65°C.

Exemplo 10: Otimizagdo de coquetéis de enzimas

recombinantes expressas

Tendo sido demonstrado por vérios exemplos que enzimas
de degradagdo de plantas podem ser expressas em plantas e
bactérias, podem ser produzidos coquetéis de enzimas que
sdo especialmente adaptados para a degradagdo de uma classe
visada de biomassa. Os inventores descobriram gque certas
combinagdes de enzimas selecionadas sdo capazes de
hidrolisar materiais de biomassa de forma sinérgica. Por
exemplo, foi descoberto que duas ou mais enzimas de uma
classe em particular funcionam sinergicamente para degradar
material-alvo na biomassa para aumentar o rendimento obtido
de agltcares fermentaveis. Com base na composigdo conhecida
de uma amostra de biomassa-alvo, mais de uma enzima em uma
classe em particular s&8o incluidas no coquetel de
degradagdo de plantas. Além disso, a quantidade de enzima
de uma classe de enzima especifica que sabidamente degrada
um composto especifico em uma amostra de biomassa esta
aumentada em relagdo a outra enzima no coquetel em fungdo
da proporgdo do composto especifico/massa da amostra de

biomassa. Informagdes gerais em relagdo 4as <classes
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exemplares de enzimas sdo discutidas abaixo no
relacionamento como o tipo de substratos sobre os quais
atuam. Equipados com os ensinamentos e técnicas aqui
discutidos, aqueles habilitados na técnica sdo capazes de
determinar coquetéis adequados para certa biomassa, e
métodos pelos quais a sinergia das enzimas nos coquetéis
pode ser determinada.

Ensaios enzimaticos

A maioria dos ensaios enzimaticos foi determinada
espectrofotometricamente por medida do aumento em A,is
30.47.48  As cinéticas enzimadticas foram estudadas para
otimizar a concentragdo de substrato (0-2,5 mg) sob
concentragdes idénticas de proteina e cofator. As misturas
de reagdo continham tampdes, substratos e enzimas-padrio
apropriados, quando comercialmente disponiveis. As medidas
foram feitas em diferentes temperaturas e pHs. Uma unidade
de enzima & definida como a quantidade de enzima que forma
1 pmol de produto por min com coeficiente de extin¢do molar
apropriado. Os pardmetros cinéticos (Km e Vmax) sdo
calculados usando regressdo ndo linear com utilizagdo do
software Graphpad Prism 5.0. As inclina¢des iniciais de
cada concentragdo de substrato sdo calculadas, em que a
velocidade (unidades/mg/min) é definida através da
liberagéao do produto apropriado. A otimizagdo da
temperatura & determinada em tampdes adequados com
cofatores necessirios, substratos em pH 6timo. A fim de
estudar a estabilidade térmica de cada enzima, as amostras
tamponadas de enzima sdo incubadas por periodos de tempo

fixos em diferentes temperaturas. Similarmente, o pH &timo

de cada enzima é medido em temperaturas o&timas usando
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diferente tampdes com pH que varia de 6 a 10, com a mesma
poténcia idénica. A estabilidade do extrato bruto da enzima
é otimizada por incubag¢do da enzima nos diferentes pHs. A
influéncia de varios cofatores para a atividade enzimatica
6tima é estudada realizando-se as reagdes na presenga ou
auséncia de cada cofator, em diferentes pHs e temperaturas.

Endoglucanase, celobiohidrolase e beta-glicosidase:

P

A celulose é a fonte bioldégica renovavel mais
abundante produzida na biosfera através de processo
fotossintético (aproximadamente 100 bilh8es de toneladas

49-31 A biodegradacdo da celulose por celulases

secas/ano)
e celulossomas, produzidas por vVvarios microorganismos,
representa um fluxo de carbono importante de depdbsitos
fixos de <carbono para o CO, atmosférico, e estudos
demonstraram que o uso de produtos de origem bioldgica e
biocenergia podem obter zero de emissdo liquida de diéxido

3253 A celulose é um polimero de condensacdo

de carbono
linear que consiste em D-anidroglicopiranose unidos juntos
por ligagdes 3-1,4-glicosidicas com um grau de
polimerizagdo (DP) de 100 a 20.000. Aproximadamente 30
moléculas individuais de celulose sdo montadas em unidades
maiores conhecidas como fibrilas elementares
(protofibrilas), que sdo compactadas em unidades maiores
denominadas microfibrilas, e essas, por sua vez, sdo

montadas em fibras de celulose grandes °*°%,

A degradagao
da biomassa envolve a 1liberagdo de polissacarideos de
cadeia longa, especificamente celulose e hemicelulose, e a
subsequente hidrdélise desses polissacarideos em seus
aclicares componentes com cadeia de 5 e 6 carbonos °. Um

dos desafios tecnoldégicos mais importantes e dificeis é
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superar a resisténcia de materiais lignocelulésicos
naturais, que devem ser enzimaticamente hidrolisados para a
producdo de aclicares fermentaveis 2/7:8:36:32,

O mecanismo de degradagdo de celulose envolve trés
classes de enzimas de celulase. Essas incluem
endoglucanases ou 1,4-B-D-glucan-4-glicanohidrolases (EC
3.2.1.4), exoglucanase ou 1,4-B-D-glicano celobiohidrolases
(E.C. 3.2.1.91), e B-glicosidase ou B-glicosideo
glicohidrolases (E.C. 3.2.1.21) °*°%*°_ As ag®es combinadas
de endoglucanases e exoglucanases modificam a natureza
cristalina da superficie da celulose ao longo do tempo,
resultando em mudancas rdpidas nas taxas de hidrélise ¢°. ©
inventor percebeu que a agdo simultdnea dessa classe de
enzima no substrato de celulose degrada completamente as
ligagdes 3-1,4-glicosidicas intramoleculares de cadeias de
celulose. Isso resulta na liberag¢do de grandes quantidades
de moléculas fermentaveis de glicose.

Endoglucanases (por exemplo, CelD, Egl) :
Endoglucanases cortam de forma aleatdéria em sitios internos
amorfos na cadeia polissacaridica de celulose, gerando
oligossacarideos de varios comprimentos e,
consequentemente, expdem novas extremidades da cadeia.
Exoglucanases (por exemplo, CelO, Cbh2): Exoglucanases ou
celobiohidrolases atuam no processamento das extremidades
redutoras ou ndo redutoras das cadeias polissacaridicas da
celulose, liberando glicose (glicanohidrolases) ou
celobiose (celobiohidrolase) como produtos principais.
Celobiohidrolases também podem atuar sobre a estrutura de
celulose amorfa e microcristalina que possui extremidades

expostas da cadeia de celulose. fp-Glicosidases (por
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exemplo, BglA, Bgll): hidrolisam celobiose soldvel, além de

moléculas de celodextrinas mais longas em glicose.

CelD, Egll, EG1 (endoglucanases) e CelO
(celobiohidrolase) : Substrato: Carboxilmetilcelulose (2%)
beta D-glicano (10 mg/ml), celulose microcristalina,

Avicel, celulose Sigma (todas 50 mg/ml). Sdo feitas pelo
menos duas diluigdes para cada amostra de enzima
investigada em 50 mM de tampdo de acetato de sbédio contendo
10 mM de CaCl, e 20 pg de BSA. No ensaio, uma diluigdo deve
liberar ligeiramente mais e uma ligeiramente menos do que
0,5 mg (quantidade absoluta) de glicose. A amostra &
incubada em temperatura apropriada por 30 minutos apds
adigdo de 0,5 ml de solugdao de substrato. Apds incubagdo,
0,5 ml de DNS é& adicionado a 0,5 ml da mistura de reagdo,
seguido por fervura por exatamente 5 minutos em um banho-
maria em ebuligdo juntamente com vazios de enzima e padrdes
de glicose. Apbés a fervura, 166 pl de sal de Rochelle 40%
sdo adicionados e transferidos imediatamente para um banho-
maria frio por, no maximo, 30 minutos. O tubo & misturado
por inversdo varias vezes de modo que a solugdo se separa
do fundo do tubo a cada inversdo. A mistura é medida a 575
nm em um espectrbmetro. A absorbdncia é traduzida
(corrigida, se necessdrio, por subtragdo do vazio) em
produgdo de glicose durante a reagdo usando um grafico de
curva de glicose-padrdo. A unidade de enzima é definida
como a quantidade de enzima necessidria para liberar 1,0
pmol por minuto 32,

Bgll (Trichoderma reesei): Ensaios de beta-

glicosidase:

Substrato: celobiose, 2-15 mM em tampdo de acetato de
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sédio pH 4.8.

S3do feitas pelo menos duas dilui¢des de cada amostra
de enzima investigada. Uma diluigao deve liberar
ligeiramente mais e uma ligeiramente menos do que 1,0 mg
(quantidade absoluta) de glicose na condigdes de reagao.
Adicionar 1,0 ml de diluigdo da enzima em tampdao de acetato
de sbdio pH 4,8 a 1,0 ml de substrato de celobiose. Incubar
a 50°C por 30-120 minutos. Interromper o ensaio por fervura
em banho-maria por 5 minutos. Determinar a glicose liberada
usando o método de glicose hexoquinase (Sigma). Uma unidade
de enzima é definida como 1,0 pmol de glicose liberado por
minuto da celobiose. Substrato: 2-15 mM de para-nitrofenil
D-glicosideo em tampdo de acetato de sbédio pH 4,8.
Adicionar 0,3 ml de solugdo de enzima diluida a 0,6 ml de
50 mM de tampdo de acetato de sbédio e 0,3 ml de para-
nitrofenil D-glicosideo. Realizar a reag¢do a 50°C por 10
minutos. Interromper a reagao com 1 M de Na,CO;. Medir por
espectrofotometria o p-nitrofenol liberado a 410 nm usando
p-nitrofenol como padrdo. Construir a curva de calibragao
para p-nitrofenol na faixa de concentrag¢do de 0,02-0,1 mM.
A unidade de enzima é definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 ymol de p-nitrofenol por min
por pPNPG.

Xilanase

Endo-xilanases: A xilana €é um dos componentes
principais da frag¢do de hemicelulose das paredes de células
de plantas e é& responsavel por 20-30% de sua massa seca
total. Diferentemente da celulose, o xilana & um polimero
complexo que consiste em mondmeros de xilose ligados em -

1,4 substituidos com cadeias 1laterais. A hidrélise do
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arcabouco do xilana é catalisada por endob-1,4-xilanases
(EC  3.2.1.8) e Pp-D-xilosidases (EC  3.2.1.37) er,
Endoxilanases s3do capazes de hidrolisar as ligagdes 1,4-p
internas do arcaboug¢o do xilana e, dessa forma, produzir
varios xilo-oligdmeros de comprimento variédvel. A hidrdlise
completa do xilana envolve endo-f-1,4-xilanase, B-
xilosidase, e VvArias enzimas acessdrias, por exemplo, a-L-
arabinofuranosidase, a-glicuronidase, acetilxilana esterase

62,63 para a inddstria de

e 4&acido ferdlico esterase
biocombustiveis, o inventor percebeu que as xilanases podem
ser usadas para auxiliar na conversdo de lignocelulose em
aglcares fermentdveis (por exemplo, xilose). Além disso, a
hidrélise de moléculas de xilana €é uma etapa muito
importante na hidrdélise enzimatica de hemicelulose e de
materiais lignocelulésicos, pois gera uma maior
acessibilidade para que as celulases atuem sobre a celulose

exposta.

Ensaio de xilanase ®* (Baily 1989):

Xyn2 (Trichoderma reesei)

Substrato: xilana oat spelt (1%); xilana birch wood
(1%, ferver por 5 minutos até dissolvida).

O gréafico-padrdo de D-xilose (0,01 a 1 mg/ml de
xilose) serd preparado pela utilizag¢do do método de DNS.

Ensaio: A amostra de enzima & diluida em suspensdo de
xilana 1% com uma reagdo com volume total de até 2 ml. A
seguir, a mistura é incubada por 30-120 minutos a 50°C.
Apbs incubagdo, 2 ml de reagente de DNS sdo adicionados a
mistura de reagdo, seguido por fervura por 5 minutos. A

liberacgédo de concentragao xilose é medida

espectrofotometricamente a 540 nm. A unidade de enzima é
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calculada usando a férmula-padrdo °*.

Cutinase:

Cutinase do fungo fitopatogénico Fusarium solani pisi
€ um exemplo de uma pequena éster carboxilico hidrolase que
liga propriedades funcionais entre lipases e esterases. A
cutina, um poliéster composto por hidréxi e hidrdxi epdxi
dcidos graxos contendo 16 e 18 atomos de carbono, & o
componente estrutural principal da barreira protetora gque
cobre a superficie das partes aéreas de plantas . Aas
cutinases ndo apenas degradam polimeros de cutina, mas
também uma grande variedade de triacilglicerdis de cadeia
curta e longa é rapidamente hidrolisada. A enzima pertence
a familia de serina hidrolases que contém a denominada
dobra o/B-hidrolase 67,68. A hidrdlise de moléculas de
cutina, lipase e triacilglicerdis que estdo presentes em
grande quantidade na casca de residuos de citricos da uma
grande acessibilidade para enzimas como ©pectinases,
celulases e xilanases. Portanto, a cutinase & um componente
enzimdtico importante na hidrdlise enzimatica da casca de
citricos para a produgdo de biocombustivel.

67,69,

Ensaio de cutinase Substrato: p-nitrofenil

butirato e p-nitrofenil palmitato (0,01% ou 10 mM). A
enzima é extraida de plantas transplastémicas em 100 mM de
tampdo de Tris-HC1l (pH 7,0) e Triton X-100 0,03% sera
adicionado no momento do inicio do ensaio enzimatico. As
reagdes sdo realizadas por incubagdo por 10-15 min a 30°C
em um tubo contendo 1 ml de substrato (100 mM Tris-HCl, pH
7, Triton X-100 0,03% e p-nitrofenol butirato 0,01% e
varias quantidades de amostra de enzima (gelada). A

liberagdo de p-nitrofenol & medida a 405 nm usando p-
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P

nitrofenol como padrdo. A atividade de fundo & subtraida da
leitura de absorgao, se necessario. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade que
degrada 1 pmol de substrato por minuto sob condigdes
padronizadas.

Mananase:

A mananase é€ usada na indistria de papel e de polpa,
para o branqueamento enzimdtico de polpa de madeira mole,
na indaGstria de detergente como um reforgo para a remogao
de manchas, na indistria do café para hidrdélise de manana
de café para reduzir a viscosidade de extratos de café, na
indistria de moagem de 6leo para aumentar o fluxo de &6leo
ou gas, na extragdo de 6leo da carne do coco, na indistria
téxtil para o processamento de fibras celuldésicas e na
indiGstria de aves para aumentar o valor nutricional de
ragdes para aves °.

Polissacarideos da parede celular podem ser
convertidos em aglcares fermentdveis por meio de hidrélise
enzimdtica usando enzimas como, por exemplo, celulases e
hemicelulases, e os acglcares fermentdveis assim obtidos
podem ser usados para produzir etanol lignoceluldsico. A
mananase €& uma hemicelulase. A hemicelulose €& um grupo
complexo de polimeros heterogéneos e representa uma das
fontes principais de matéria orgdnica renovavel. Mananas
sdo um dos principais grupos constituintes de hemicelulose
e estdo amplamente distribuidas em madeiras duras e
madeiras mole, sementes de plantas leguminosas e no feijo.
Hemiceluloses constituem até 25-30% do peso seco total da
madeira. As hemiceluloses em madeiras mole sdo

principalmente galactoglucomanana, contendo residuos de
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manose/glicose/galactose em uma proporgdo de 3:1:1 e
glucomanana com residuos de manose/glicose na proporgdo de
3:171. Mananases sdo endohidrolases que clivam
aleatoriamente dentro da cadeia principal de 1,4-f-D manana
de galactomanana, glucomanana, galactoglucomanana e manana.
Mananases hidrolisam as ligag¢des (-D-1,4 manopiranosideo em
f-1,4 mananas. Os produtos principais obtidos durante a
hidrdlise de mananas por f-mananases s3ao manobiose e
manotriose. Enzimas adicionais, por exemplo, R-glicosidases
e o-galactosidases, sdo necessirias para remover aglcares
da cadeia lateral que estdo anexadas em varios pontos em
mananas. Uma grande variedade de bactérias, actinomicetos,
leveduras e fungos sabidamente produzem mananase. Entre as
bactérias, principalmente gram-positivas, incluindo varias
espécies de Bacillus e de Clostridia e algumas cepas de
bactérias gram-negativas, por exemplo, Vibrio e
Bacteroides, também foram relatadas. O grupo de degradagio
de manana mais proeminente entre fungos pertence aos
géneros Aspergillus, Agaricus, Trichoderma e Sclerotium '°.

O procedimento de ensaio para determinacdo da
atividade de mananase envolve a incubacdo do extrato de
enzima bruto com o substrato (galactomanana de goma de
alfarroba como substrato). Apdés a reagdo enzimdtica, os
aglcares redutores 1liberados sdo quantificados, e a
atividade enzimdtica & medida. A goma de alfarroba (0,5%)
serda dissolvida em tampdo de citrato (pH 5,3) e aquecida
até ferver; essa mistura é usada como o substrato. O
extrato de enzima bruto & incubado com o substrato a 50°C
por 5 minutos. Os aglcares redutores liberados na reacdo

enzimdtica s83o testados por adigdo de reagente de A&cido
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dinitro salicilico em ebulig¢do por 5 min, resfriamento e
medida da absorbancia a 540 nm 2.

Outro método ensaio envolve galactomanana de alfarroba
(0,2%) como substrato em tampdo de acetato de sbédio (pH 5).
O extrato de enzima bruto é incubado com o substrato a 40°C
por 10 minutos. Os aglcares redutores liberados sdo medidos
pelo método de Nelson-Somogyi, e a atividade enzimatica &

. Em um ensaio de difusdo em gel, placas de

quantificada
gel sdo preparadas por dissolugdo de goma de alfarroba
0,05% (p/v) em tampdo de citrato fosfato (pH 5,0),
juntamente com Phytagar. O extrato de enzima bruto &
transferido para as placas de gel e incubado por 24 horas.
Os géis serdo corados pela utilizagdo de vermelho Congo. As
zonas clareadas (halos) nas placas indicavam atividade de
74

endo-beta-mananase

Arabinofuranosidase 1 (ABF1)

ABF1 demonstrou ter vAarios usos potenciais. L-
arabinose é encontrada por muitos tecidos de plantas
diferentes em pegquenas quantidades, mas colocada
estrategicamente como grupos laterais. ABFl1 facilita a
degradagdo dessas cadeias laterais e o entrecruzamento
dentro da parede celular para funcionar sinergicamente com
outras enzimas como, por exemplo, hemicelulases. Isso pode
aumentar a disponibilidade de agflicares fermentaveis para a
produgdo de biocombustivel a partir de biomassa ou polpa e
a produgdo de papel. Essa enzima pode aumentar a
digestibilidade de ra¢des para animais de criacdo, tem sido
usada na clarificagdo de sucos de fruta e pode ajudar na

aromatizacgdo de vinhos. Finalmente, ABF1 possui

possibilidades como aditivo alimenticio para diabéticos em
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funcdo do gosto doce e do efeito inibidor da digestdo de
sacarose °.

ABF1 foi isolada do fungo T. reesei e expressa em
Escherichia coli no plasmideo pLD. A atividade dessa enzima
é testada por meio do uso do substrato p-nitrofenil-o-L-
arabinofuranosideo em 0,05 M de tampdo de citrato incubado
a 50°C por 10 minutos com extratos brutos de enzima de
plantas ou E. coli. A reagdo € interrompida com 1 M de
Na,COs;, e o p-nitrofenol <resultante é medido por
espectrofotdémetro a 400 nm e comparado com o padrdo
positivo (p-nitrofenol ou ABF, ambos disponiveis
comercialmente) para determinar a quantidade. Estudos de pH
e temperatura 6timos sdo realizados com o mesmo substrato e

76, Sabidamente, a atividade dessa

medidos da mesma forma
enzima é inibida por certos 1ions metdlicos como, por
exemplo, Cu®*" Hg?*, detergentes e muitos agentes quelantes
e redutores 7.

Lignina peroxidase (LipdJ)

A enzima lignina peroxidase, comumente conhecida como
LipJ, permanece inédita e desejavel para o avango da
produgdo de enzimas para biocombustivel por meio de tabaco
transplastémico. A expressdo de LipJ deve expandir os
espectros de fontes de biomassa exploraveis por hidrdlise
da lignina ndo comestivel e porg¢des ricas em celulose de
biomassa como, por exemplo, milho, cana de ag¢lcar e trigo.
Fontes previamente excluidas como fontes para
biocombustivel em fungdo de seu teor elevado de lignina,
por exemplo, restos de tadbuas de madeira, lascas de
madeira, cascas de frutas e vegetais preparados

comercialmente, poderiam ser hidrolisadas com LipJd. LipJd
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também avanga na produgdo de biocombustiveis por ablagdo
das estruturas intricadas de lignina dentro de materiais de
plantas dando acesso a substratos de biomassa mais valiosos
que fornecem produtos comerciais, quimicos e farmacéuticos
valiosos. Esses produtos ainda possuem rendimento limitado,
por causa da natureza protetora da lignina que os circunda
dentro das fontes de biomassa.

Lipd foi isolada do DNA gendmico de Mycobacterium
tuberculosis, expressa em um plasmideo funcional tanto em
cloroplastos quanto em E. coli. Trés cultivares de tabaco
transplastémico estdo expressando esse vetor na rodada
primaria de selegdo e aguardam confirmagido de expressdo em
cloroplasto. Foram planejados ensaios de proteina em E.
coli para analise qualitativa e quantitativa da expressdo
de LipJ, que & otimizada para cloroplasto derivado de Lipd.

Lipase (LipY)

Lipase Y (LipY), de Mycobacterium tuberculosis, é uma
enzima hidrossolivel que catalisa a hidrélise de ligacgdes
éster e triacilglicerdis de cadeia longa, o que a torna um
candidato ideal para a produgdo de biocombustivel. LipY é&
uma proteina da membrana para Mycobacterium tuberculosis e
estudos ja& demonstraram que ocorre uma resposta humoral
quando LipY & combinada com o soro de pacientes com
tuberculose; portanto, LipY tem o beneficio adicional de
ser uma vacina potencial para tuberculose 7.

Um ensaio simples para determinagdo da atividade do
gene clonado & um ensaio em placa que envolve o corante
fluorescente rodamina B e um extrato bruto de células

lisadas. Se o gene estiver integrado adequadamente e a

proteina dobrada corretamente, o ensaio exibird uma cor
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laranja quando iluminado sob um comprimento de onda de luz

especifico ?°. Outro ensaio mede a liberagio de p-

nitrofenol quando p-nitrofenilestearato é incubado em
varias concentragdes de E. coli ou extrato de célula de
81

planta

Exemplo 11: Expressdo de enzimas de degradagdo de plantas

em cultivares comerciais

Cloroplastos de tabaco foram transformados por
bombardeamento com microprojéteis (transformagdo
biolistica), como descrito anteriormente. A integrag¢do do
transgene foi confirmada por andlise por PCR usando os
iniciadores utilizados em estudos prévios. Analise
southern-blot foi realizada para confirmar homoplasmia.
Sementes de tabaco (Nicotiana tabacum var. Petit
Havana/LAMD/TN90) foram germinadas assepticamente em meio
MSO em placas de Petri. As mudas derminadas foram
transferidas para caixas plrpuras contendo meio MSO. As
folhas no estédgio de 3-7 folhas de crescimento de planta
foram cortadas e colocadas abaxial viradas para cima em um
papel de filtro Whatman em meio RMOP em placas de Petri
(100 x 15 mm) para bombardeamento. Microprojéteis de ouro
(0,6 um) foram revestidos com DNA de plasmideo (vetor de
expressdo de tabaco em cloroplasto) e a transformacgdo
biolistica mediada foi realizada com o dispositivo
biolistico PDS1000/He (Bio-Rad) como publicado. Apds
bombardeamento, as folhas foram incubadas no escuro por 48
horas para se recuperar do dano. Apds 48 horas no escuro,
as folhas bombardeadas de Petit Havana (cultivar
experimental) ou LAMD e TN90 (cultivar comercial) foram

cortadas em pedagos de 5 mm’ e colocadas em placas (com o
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lado bombardeado em contato com o meio) contendo RMOP com
500, 150 e 200 mg/l de espectinomicina, respectivamente,
para a primeira rodada de selegdo. Apds 4-5 semanas,
aparecerdo brotos resistentes, enquanto células ndo
transformadas morrerdo. Os Dbrotos resistentes serdo
transferidos para novas placas com RMOP-Espectinomicina e
submetidos a rodadas subsequentes de selegdo. Os supostos
brotos transplastdmicos foram confirmados por PCR e andlise
Southern. A expressdo de enzimas de degradagdo da parede
celular foi confirmada por seus respectivos ensaios, e para
aquelas para as quais houvesse anticorpo disponivel, a
andlise western-blot foi realizada.

Os cultivares comerciais geraram 40 toneladas métricas
de biomassa de folhas frescas, em contraste com 2,2 tons no
cultivar experimental Petit Havana. Os cultivares
comerciais geraram biomassa 18 vezes mais do que o cultivar
experimental (Cramer e cols., 1999). LAMD-609 é um hibrido
com baixo teor de nicotina produzido por retrocruzamento de
uma variedade do tipo Maryland, MD-609, com uma variedade
burley que produz baixo teor de nicotina, LA Burley 21
(Collins e cols., 1974); Tennessee 90 (TN 90) & um cultivar
comercial usado por Philip Morris (Lancaster Laboratories,
PA) . Ambos os cultivares experimentais LAMD e TN 90 foram
transformados com genes que codificam enzimas de degradagdo
de biomassa. Embora seja mais desafiador transformar esses
cultivares do que o cultivar experimental, tivemos sucesso
na transformagdo de ambos os cultivares comerciais com
diversos genes que codificam enzimas de degradagdo de
biomassa pectato liases, celulases, xilanases e

endoglucanases. As linhagens transplastdémicas de cultivares
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comerciais eram homoplasmicas, férteis, e as atividades das
enzimas expressas eram similares as do cultivar
experimental, exceto que seu rendimento de biomassa foi bem
maior do que Havana. A Tabela 8 mostra enzimas que foram
introduzidas com sucesso em plantas, expressas e testadas
quanto a atividade em cultivares experimentais e
comerciais.

PCR foi feita usando DNA isolado de material de folha
de plantas de controle e supostamente transgénicas a fim de
distinguir transformantes de cloroplasto verdadeiros de
transformantes nucleares ou mutantes. Foram preparadas duas
reagdes de PCR separadas, uma reagdo verificou a integragdo
de gene marcador seleciondvel no genoma do cloroplasto e a
segunda verificou a integragdo do cassete de expressio
transgénica. A fim de testar a integracdo do cloroplasto
dos transgenes, um iniciador (3M) se destinard ao gene aadA
enquanto o outro (3P) se destinard ao genoma nativo do
cloroplasto. Nenhum produto de PCR foi obtido com plantas
transgénicas nucleares ou mutantes usando esse conjunto de
iniciadores. Essa selegdo €& importante para eliminar
mutantes e transformantes nucleares. A fim de realizar a
anidlise por PCR em plantas transgénicas, DNA total de
plantas ndo bombardeadas e transgénicas foi isolado como
descrito pelo mini kit de planta DNeasy (Qiagen). A
integragdo do cassete de expressdo transgénica foi testada
usando o par de iniciadores 5P/2M. O iniciador 5P se
destina ao gene aadA e 2M ao trnA e, portanto, o produto de
PCR mostrou se o gene de interesse havia sido introduzido
no genoma do cloroplasto por meio do processo de

recombinagdo homéloga. Uma estratégia similar foi usada com
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sucesso por PI lab para confirmar a integragdo no
cloroplasto de varios genes estranhos. Os pedagos de folha
de brotos PCR-positivos foram ainda selecionados para uma
segunda rodada a fim de obter homoplasmia.

Foram feitos Southern-blots para testar homoplasmia.
H& véarios milhares de cdpias do genoma do cloroplasto
presentes em cada célula de planta. Quando sdo inseridos
genes estranhos no genoma do cloroplasto, nem todos os
cloroplastos irdo integrar DNA estranho resultando em
heteroplasmia. Para assegurar que somente o genoma
transformado exista em plantas transgénicas (homoplasmia),
o processo de selegdo foi continuado. A fim de confirmar
homoplasmia ao final do ciclo de selegdo, DNA total de
plantas transgénicas foi sondado com as sequéncias
flanqueadoras de cloroplasto marcadas radioativamente (o
fragmento trnI-trnA) usadas para recombinagdo homdloga.
Caso estejam presentes genomas do tipo selvagem
(heteroplasmia), sera observado o tamanho do fragmento
nativo junto com genomas transformados. A presenga de um
fragmento grande em fungdo da insergdo de genes estranhos
dentro das sequéncias flanqueadoras e a auséncia do pequeno
fragmento nativo devem confirmar homoplasmia.

A Figura 6 mostra a geragdo de cultivares comerciais
transplastémicos de tabaco. (A) Enraizamento de broto de
CelD LAMD. (B) plantas transplastémicas de CelD LAMD que
crescem na estufa. (C) plantas transplastdmicas de CelD
LAMD que mostram floragdo normal. (D) transformante
primdrio de CelD TN90. (E) Segunda rodada de regeneragdo
para CelD TN90. (F) Enraizamento de PelB TN90. (G-I)

Primeira, segunda e terceira rodadas de regeneragdo para
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PelB LAMD. (J) Enraizamento de broto de PelD LAMD. (K)
plantas transplastdimicas PelD LAMD que crescem em estufa.
(L) Planta transplastdémica PelD LAMD que mostra floragao
normal. (M) Enraizamento de broto egl LAMD. (N) Planta
transplastémica egl LAMD que cresce em potes.

A Figura 7 mostra confirmagdo de homoplasmia por
southern-blots usando sonda flanqueadora de tabaco. (3)
CelD LAMD. (B) PelB LAMD. (C) PelB TN90. (D) PelD LAMD e
(E) egl LAMD (UT: Planta ndo transformada; NOmeros:
Linhagens transplastémicas e B: Vazio). A Figura 8 mostra
atividade enzimatica de pectato liase B e D em cultivares
de tabaco Petit Havana, TN90 e LAMD. (A) PelB. (B) PelD.
Observagdo: o material de folha usado para a andlise da
atividade enzimdtica para cultivares de tabaco TN90 e LAMD
foi colhido de plantas in vitro, enquanto o material de
folha para Petit Havana é da estufa. Na medida em que o
transgene é controlado por psbA, com a luz e elementos
reguladores do desenvolvimento, espera-se que os niveis de
expressdo em cultivares comerciais sejam maiores quando

transferidos para a estufa.
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As revelag¢des dos documentos de patente, publicagdes e
referéncias citados, incluindo aqueles citados nas Tabelas
II-VII, sd3o aqui incorporados em sua totalidade na medida
em que n3o sejam inconsistentes com os ensinamentos aqui
apresentados. Deve-se entender gque os exemplos e as
modalidades aqui descritas tém finalidade apenas
ilustrativa, e que varias modificag¢des ou alteragdes a luz
destes serdo sugeridas por aqueles habilitados na técnica e
devem ser incluidas no espirito e abrangéncia deste pedido.
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REIVINDICAGOES
1. Método de degradagadao de uma amostra de biomassa de
planta de modo a 1liberar aglcares fermentaveis nessa

amostra, o método caracterizado por compreender as etapas

5 de:

i) obter um coquetel de degradagdo de plantas
preparado a partir de material vegetal moido compreendendo
proteinas recombinantes expressas em plastidios de pelo
menos uma planta transplastdmica, as referidas proteinas

10 recombinantes consistindo em swolenina, endoglucanase CelD,
endoglucanase CelO, beta-glicosidase, xilanase, acetil
xilana esterase, enzimas pectato liase PelA, pectato liase
PelB e pectato liase PelD, o referido coquetel
compreendendo um tampdo e, opcionalmente, um ou mais de um

15 extrato de células bacterianas compreendendo um composto de
degradagao de planta e uma lipase; e

ii) incubar o referido coquetel de degradag¢do de
plantas com a referida amostra de biomassa entre 30°C e
50°C em um pH entre 6 a 10 para liberar 100% de agucares

20 fermentaveis da referida biomassa.

2. Método, de acordo <com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que o referido coquetel

compreende ainda pelo menos um extrato celular bacteriano.
3. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

25 caracterizado pelo fato de que a referida amostra de

biomassa de planta compreende grdos e/ou residuos de graos,
beterraba, cana de aglGcar, gramas, biomassa a base de
madeira, frutas e/ou residuos de frutas, ou uma combinac¢do
destes.

30 4, Método, de acordo com a reivindicacao 3,
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caracterizado pelo fato de que a referida biomassa de

planta é milho, trigo, cevada ou citricos, ou residuos
deles obtidos.
5. Método, de acordo com a reivindicacao 3,

5 caracterizado pelo fato de que a referida biomassa de

planta é capim-elefante.
6. Método, de acordo com a reivindicacao 3,

caracterizado pelo fato de que a referida biomassa de

planta é cana de ag¢ucar.
10 7. Método, de acordo com a reivindicacao 3,

caracterizado pelo fato de que a referida biomassa de

planta é beterraba.
8. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que o referido coquetel de

15 degradagao de plantas ainda compreende rubisco.
9. Coquetel de degradagao de plantas Util para a
degradag¢do de uma biomassa de planta, o referido coquetel

caracterizado por compreender enzima de degradagao de

plantas expressas recombinantemente em plastidios de

20 células de plantas, em que as referidas enzimas consistem
em endonuclease CelD, endonuclease CelO, beta-glicosidase,
xilanase, acetil xilana esterase, pectato 1liase PelA,
pectato liase PelB e pectato 1liase PelD, o referido
coquetel compreendendo ainda swolenina, um tampdo, e

25 opcionalmente inibidores de protease, a referida swolenina
e as referidas enzimas de degrada¢dao de plantas no referido
coquetel de degradagadao de plantas atuando sinergicamente
para liberar 100% de aglUcares fermentaveis produzidos a
partir da referida amostra de biomassa.

30 10. Coquetel, de acordo com a reivindicagao 9,
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caracterizado pelo fato de que o referido tampdo é um

tampdo de acetato de sdédio e/ou um tampdo de Tris-HC1.

11. Material de planta homogeneizado, caracterizado

por compreender enzimas recombinantemente expressas

5 produzidas em plastidios de plantas superiores, em que as

referidas enzimas recombinantemente expressas consistem em

endogluconase CelD, endoglucanase CelO, beta-glicosidase,

acetil xilana esterase, pectato lisase PelA, pectato liase

PelB e pectato liase PelD; o referido material de planta

10 opcionalmente compreendendo rubisco e/ou swolenina, o

referido material compreendendo ainda inibidores de
protease e azida de sédio.

12. Material de planta homogeneizado, de acordo com a

reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de que a enzima

15 compreende mais de 0,1 por cento de proteina total no
referido material de planta em pod.
13. Material de planta homogeneizado, de acordo com a

reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de que o referido

material de planta compreende rubisco.
20 14 . Método, de acordo <com a reivindicag¢ao 1,

caracterizado pelo fato de que o referido material de

planta esta homogeneizado.
15. Material de planta, de acordo com a reivindicagao

11, caracterizado pelo fato de que a proporgao de enzima

25 para rubisco é de 99:1 a 1:99; 50:1 a 1:50; 25:1 a 1:25;
10:1 a 1:10; 5:1 a 1:5; ou 2:1 a 1:2.

16. Coquetel de enzimas de degradac¢do de plantas util

na digestdo de uma amostra de biomassa a base de madeira,

caracterizado por consistir em extratos de proteinas

30 recombinantes expressas em cloroplastos, as referidas
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proteinas recombinantes consistindo em endogluconase CelD,
endoglucanase CelO, beta-glicosidase, xilanase, swolenina,
acetil xilana esterase, pectato lisase PelA, pectato liase
PelB e pectato liase PelD.

5 17. Coquetel, de acordo com a reivindicag¢ao 9,

caracterizado pelo fato de que o referido coquetel

compreende um coquetel de inibidor de protease e azida de
sédio.
18. Método, de acordo <com a reivindicag¢ao 1,

10 caracterizado pelo fato de que o referido tampdo é um

tampao de acetato de sdédio ou um tampdo de Tris-HCL.
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_ Figura 4

a CelD de cloroplasto vs E. coli
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Fiqura 5
‘Coquetéis de enzima para papel de filtro

=

ug/ml de eauivalentes

.2

;

250

g YEgh .
1 Swol |
e Bgn
cpletd; rief0
gt PR
D ] ook

156 4

de glicose

198 ,
' 9%
501 [5G o
o W % T I

1 2 3 4

Coquetéis de enzima para papel de filtro

XXE

cpCeld Byl
A% - mgH ez
+f 1Swort | rinet
-3 - B%yn2 Reons cppen’
o e . m ;

E

de glicose
. 3o A

TS0 |
rgtt |
ronat

ug/ml de ecuivalentes I

o 8 B B8

1 2 3 3
Coquetéis de enzima para madeira preocessada

380 4

de glicose

. et
TSt . s N
: v I .

% 2 2

Coquetéis de enzima para casca de citricos

ug/ml de eauivalentes




6/17

Figura 6



7/17

LT

iy

.
e

e

RO

e
o SR
D3y SR

SRR AR
S S

0%
RERVA

Figura 7

Pectato liase B Pectato liase ‘D
2
s‘)_ 1.5 4
2
o 14
5
0.5

PelBPH  PalBTNOO PelB LAMD PelD PH PeiD LAMD

Figura 8



8/17

Figura 9 - Lista de seqiiéncias exemplares

Gene de celD de Clostridium yhermocellum para endoglucanase D
N° de acesso X04584 '

1 masctaasac tcotatccaa tactttaght cagttccage dtacgtotgt attcaasatg

S1
121
181
241
301
361
421
491
541
601
8§61
721
781
841
301
Q61

1921
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1881
1741
1801
1561
1921
1981
3041
2101
2161
2221
2281

cetgtattta taactgcatt tatasticht dasgcsaata aradttaasd rfqtqqaaga
aaggaggtty caacaggttt taaattatot taattcaggt attttacaat ttttadtaaa
aaggggqatafaaégtaaaaa atgagtagaa-tgaécttgaa aagcagcafq saaaaacgtyg
tgttatéettt gcteattget gtagtgttte taagottgac cggagtattt Settégggat
tgattgagac caaagtgtca getgcasaaa tamcggagaa ttafpaatgtwgattpaCQaa
teoattrada ctoaataggt tLbatacogd dccacagead 4aaggcgact ataqotgcas
athgttcaac chtttatatt gttagadaaq acggsacaat agtgtataCC‘gg§abgq¢aa
uctcaatgtt tgdcaatgat acaasagdaa ¢tgtttatat. tgctgattte teatctgtta
atgazgazgy aacgtactit cttgeegtge ©ggqagtagy aadsagegta -aactttaaaa
ttgcaatgaa. tgtatatgay gatgotttta aaacagcaat gctoggaate tatttgctac
actgeggeac cagtgtgtog accacataca acgdaataca ctattcooat ggaccgtace
atactaatga tgcatatett gattatafaa acggacaaca tactazazas gacdgtacaa
azggctggead. tgatgoaggo gactacaaca aatatgtggt asacgecgge atascegttg
gtkcaatgtt cctggoTtgg aagostttta asgeccagtt ggagectgta goattggaga
ttooegaaga gaacaattca ataccggatt ttottgatga 3ttasdsatat gagatagact
agattettac catgcaatac cchgacggga goggaagggt gactcatasaa gtttogacaa
ggaacrtigy cggctttate atgcctgaga ‘acgaacacya cgaaa@attp ftogtgcect
ggagcagtac cgcaacyyca gactttgtty ccatgacgge catggctgca. agastattca
ggcctratga tococtcaatat getgaasgat gtataaatge. gacaasagta Ageratgagt
ttttqaagaa caatcotgcy aatgthtttg csaaccazag tggattetca scaggagaat
atgccactgt. cagtgatgca gatgacagat,tgtgggcggv ggctgaaaty tgggagacece
tgggagatga. agaatacctl agagatiliy Zaaacagayc ggcacaattc togazaadaa
tagaagecga tttrgactgy gataatgtty caaacttagg Latgtttaca: batcttbcgt
cagaaagace gygcaagaat cetgetligd tgcagtcaat aaaggatagt,ctectttoca
ctycggattc aattgtgagy accagccdaa accatggcta kbggeagaace. cttggtacaa
catattacty gygatgcaac ggcacgotty. taagacagac tatgatactt caggttgega
acasgatttc acccaacaat gattatgtaa atgctactct cgatgcgatt, tcacatgtat
ttggaagdaa ctattacadc agqtcttdty taacaggect tqgtathdat cctoctatga
Atcctcatga cagacgttca qqugetgacy gaatatggga gocgtggece. gattaccktg
taggaugaga atqoectgoa ccgasggatt gugtquatat toaggacagk khatcagacca
Atgaaattgc tataaactgy aatgcggeat tjatttdtge ccttgcegga tttgtcaact
akaattcotoc teaaaatgaa gtactotacy gagatatyaa tgatgacgya’ aaagtasact
ccactgactt,gécctqgtta aaaagatatg ttéttaaage cgtetoaalt ctecctictt
ccasagetga aaayRAcqCa gALGtAsAte gtJacgyaay agttasttos agtgatgtbca
ceataCLLte Aagaratttq ataagggtaa tcgagsaatt accaatdtaa atrctgataa
atattgatas acactastat ataagtattt adatcoggtaas Sgagocctiyt Jgcasasact
gqeegoagget grttttatca attcecggege. agacgaaaat ajcagacgta satattaatt
actgaa

‘Polipeptideo de CelD

MSRMTLKSSMKKRVLSLLIAVVFLSLTGVFPRGLIETKVSAAKL
TENYQFUSRIKLNSIGFI ENBSKKATIAANCSTEYWVKEDGTIVY TGTATSMEDNDTK
ETVIIADFSSVNEEGTYiLAVPCVGKSVNFKIAMNVYEDAFKTAMLGMYLLRLGT‘VS
RT{NbIHYQHbPLHThDAYLBYlNGQHTKKDSTKGWHDAGDEN'fVVNRCITVGbMFL
AWEHFKDQLEEVPLEIPEKNNuIPDFLDELK\EIDWILTMQXPDCSGRVRHKVSTRNF
GGFIMPENEHDERFFVPWubAATADFVAMTAMAAPIFRPYDPQYREKLINAAKVSYEF
LKNNPANVE ANQSGFS TGE YATVSDADDRLWAAREMNETLGDEEY LRDEENRANDFSK.
KIEADEDWONVANLGMETYLLSERPGKNPALVQSIKDSLLSTARSIVRTSONHGYGRT
LGTTY YNGCNGTVVROTIMILQVANKI S ENNDYVNAALDAT SHVFGRNY YNRSTVTGLG
INPPMNPHDRRSGADGIAERPHPGY LY GCGRPGPKDRVEIQDSY CTNEIATNWNAALLY
ALAGFVNYNSPONEVLYGDVNDDGKVNSTDLTLLKRYVLKAVSTLFSSKAEKNADVNR
DGRVNSSDVTILSRYLIRVIEKLPT

cgl (trichoderma reesei)

1 tggccaaatc gtgatcpatt gatactogca tctataagat ggcacagatc: gactctrgat

61
121
181
241
301
361
421

t»acagacat cogtcagece tcaagoegtt. tacaaghoca caracacaag. cacaagcata
gcgtegeaat. qaagttoctt caagtcctes’ ctgccct»at accggesgce ctyggoccaas
CCagetgrya CcCagtgdaca accttcacty geaacggcta cacagtcags ‘aaciaccttn
qgggageate agecggotot gaatttgact. gegtgacgge ggtatogete agcggcagyy
CCLECtagca cycavactyy Cagtdutccy gcggccagaa caacgtcaay Logtaccaga
actcccagat’tgécattccc CagQaagagya Ccgtclacag catcageags atgeccacca
crgccaqgety’. gagctacagc ¢ggagcaica tecgcgotaa CYLLJCgLat Jactigtrca



481
541
601
661
721
741

341

901
361

‘cégcagecaa

ccataagaag
tacggycgats
tggacgetct
aacactacrca
agatacaacg

grttgttgra

ttcacgagca
gaaacgtgag

9/17

cocgamtcat gtcacgtact cgggagacta cgaacteaty atctagtiag
tgaccctoCt tgatagtiic gactaacaac -atgtctigag goettagcaaa
ttgggeogat tggateoctca cagggaacag tcaacgtcgg tIgecagage
actatggcta. cRacggagee atqCaagtet AtLECTLTL ggedcagacc.
Actacagogg agatgtcaag aacttottca attatctecy agacaataaa
ctgcagacca aratgttctt agtaagtoac cetoactgtg actgagctga
acgtttgeta acaaaacctt cgtatsggct -accaatttyg taccyagece
gtggaactct gaacgtcgea tcctggaccq catctatcaa ctaasaccty
atgtggtaag catacgttat tgagegaggg eaaaasagca ttggatcc

Polipeptideo de egl ) ) )
MKFLQVLPAL]EAALAQTSCDQWATFTGNGYIVSNNLWGASAGS

GFGCVTAVSLEGEAS RHADRONSGHONNVKSYONS CTATPQKRTVNS TSSMPTTASHS,
YSGSNIRANVAYDLFTAANPNHVTYSGDYELMIWLGKYGDIGEIGSSQGTVNVGGRSH
TLYYGYNGAMUVY SFVAQTNTTNYSGCVKNEENY LRONKGYNAAGQYYLSYQFGTEEF
TGEGTLNVASWTASIN

€31 1 (Trichoderma reegei)

1

61
121
181
241
301
381
421
481
541
601
661
721
781
841
301
361
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

Polipeptideo

de eglX

ttgtoecsaa
ecggotogte
aazctacaaa
ctggaactac
cascaccacg
cgactacgec
geccageage
‘cggrgagtac
tgctetgecg
cgccaaccas
ccocghceay

-cgagatggat

ggccacggec
gtgagectga
ggtttrocag
tecacccagtt
agtaccagea
cctgccogte
gcatggtyct
gcggcaacgc
accccaacas
agrcgactga
gercgacgas
tLgagtacay
gtkogtatec
actegeaaty

atggegceceet caghttacact gecgttgace acgaecatat tgaecattae
Qeogeceage -aacegggtac gageacceee -gaggtecats ccaagttgas
tgqtacasagt noggggggta cgtggeccay gacacctogg bagtoctiga
cgctggatgo acgacgcaaa <tacaacteg tgeacegtcea acggoggcgt
ctebgocete acgaggogac <¢tghggceaag sactgcttcs tcgagggeqath
QeCtegagey. tcacgacctc gggcageage cteacéatga accagtacar
totggeggot . acageagoat ctotoctegg ctgtatatee tggactctga

Jtgatgstga agctcaacgg ccaggagoty agottegacg tegaschots
tgtggagaga acggctcact ctacotgtct cagatiqacg agadcgqggq
tataacacgs ccggtgccaa chacggyage ggctactgcy atgotcagtg
acatggagia acggeacccet Caacactage caccaggget tetgctgcaa
atectggags graactogag ggcgaatgec ‘ttgaccests actottgoac
tgegactetg coggttgegg cttoasccee tatggcageg gotacaaaag
tgceactact accccittoe tggogetote goggtttrce atgetgacar
ctactacgge cooggagata cegttgacac ctocaagace ttoacdatea:
caacacggac. aacggictcqac cctcgygcas cottgtgage atcacesyca

aaacggcgtc gacatcccca gegoccagee ¢ggoggegac accatcetegt
ogcctcagers tacygegace togccaccat (gggcaaggce ctgageageg
cgtattéage . atttggaacg acaacagcca gtacstgasc tggctcgaca
CgqcCeaClyar ageagnacey 8JJ3Caaccs atccaacatc CLggccaaca
gcacgtogte ttctozaaca teocgotgggy agacattggyg tetacracga
JECCoCgeee . Cegeatycgl ccageacgac. gLtttegact acacagagga
ttcgagage cegagatgca cgcajactca ctgjgagcag tacggtgaca
2g9gtygcaag acgtgcacgt <ggacactac gtaccagtart agcascgact
ceatgcectga cougagtgat tttgagatge taaccgetaa aatacagéact
cctttagage gttgact

MAPSYTLPLTTAI LATARLVAAQOEGTSTPEVHEKLTTYKCTKS

GGCVAQDTSVVLDWNYRAMHOANYNS CTVNGGYNT T LC PDEATCGKNCETEGYDYRAS
GVTTSGSSLTMNOYMPSSSGGYSSVS PRLYLLDSDGE YVMLKLNGOE LSF DVDLSALE
CGENGSLYLSQMDENGGANQYNTAGAN YGSGYC DAQCEVQTWRNGT LNTSE(GFCCNE
MDILEGNSKANALTPHSCTATACDSAGCGENPYGSGYKSYYGEGDIVDTSKTFTIITY
ENTDNGS PSGNLVSI TREYQONGVDI ESAQPGGDT I SSLPSARRYGGLATMGKALSSG
MVLVESTWNONSOYMNKLOSGNAGEC SSTEGNESN I LANNENTHVVESNIRNGDIGST
TNSTAPPPPRASSTTEFSTTRRSSTTSSSPSCTQTHRGCCGGIGY SGCKTCTSGTTLOY
SNDYY2QCL o ' '

celO (Clostridium thennm}lum)

1 gatcttadsg gtataa;&tg gageagaaas aaatttgctg'tcgbagqtac gagtatcata

6l
121
181
241
301
351
421

ttatcttecag
attgeeettg
tqgatagaga
tgtggtacga
CCgIggacgy
coterttgea
ctgaccgecy

daaacggaat cacqgtggaat gccgttgaag ttaatgocat tottcatgac
gcaacggaat atttgeagec gtoggttatg -accggttatc atgtottetg
acattgggas -acaaaadtty aagctttycy ttatgatttg actaakatag
taacaaattt attgccattg gttcaggcag tacaccctec atagthgrat
aaaaas3ytgl gttgcaagag gtccaaaaga tgcctecttac aagtgtgact
taacgtgoaa tqgocgasaaa ctIgrudcay ccggotacga cagtactatt
tgccaaaqga tatagttaaa gtgaaggtga atgacagace catagrattt



431
541
501
661
721
781

341

201

261
1021
1081
1141
1201
i261
1321

1381

1441

1501

1561
1621
1881
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2441
2521

2581

2641
2701
2761
2821
2381
2941
3301
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
2541
3501
3661
3721
3781
3841

gargrggcgc
Jgccergggaa
tcggacaaga
gagcrggatg
tcggaaagct
Acaaacttet
tgctgacaat
aggaeccecatt
atagcacaty
tggggagygt
caartrncags
cttctgaaga
tagaatatea
acatggccga
ttacatgett
tgggatacad
acgggcagct

attattetta-

acaadggtaa
cgecaaacaa
ataccgttta
tteacggent

tcaatattot

gtgtagaaac
ttgaaatact
acatgeacag
ceatggaaga
cggteattge
ceaaatggge
aagagattet
cgatygasgy
gcggaaattt
tatartteegt
togacattaa

aaaatattgc g

ggaagtggct
gggcrtttaa
ttgatgagya
taaraccgct
ttgcegtaaa
8artcccete
ccagrjatgc
aagaaaacca

4actrcciaca o

tttcaaatty
tggceetagaa
ccacgratat
cyaagaagta
cactttctec
gcccaaaces

-agrgrattye

caasgacaay
Jagtttygtas
ctetotatte
3aactegacs
attatccoact

acaaagcage

Proteina de CelO
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caataatcgg tgaaggaaga acactggtge =t Pfcaggﬂa'catcttrgaa
cagaagtada. argggatgca tcaaccagaa cagtaAchgvaatcaaaggc
trdtdctgad .aattgasagc  aaagaagece ttgtasacgg’ tgaaacszaa
taccrgeaart tatagtaaac ggaaggacac Ltgtacchghb' aaggtrratt
tgggcgeega. aghttcatgy gatgataatt caaaaaccgh. catiaatraaa
aatgaaagca acactattat tcatactitg crhttageat. cagacgectt
saatttataa aaaccaaccg <ttcagataa ctcfttrafr'qéaaggttnt
ttegtcotcga - aaatactata ttadcdcaca gtgatiatga tataatraaa
ttLntttatt tacacaattt thgtttttat ttttccataa LrLatggagh
Aagttttaatq ggtcaasaac attttaaaag aagtctqttq tctgtdt;aq
congattatc tectgoccttt tcagttitat LLtcgitiaac gcagatgaca
accegettta ‘gaaggectgt ctatacacta tatggacage acactggacyg
gagcatagcgt cocttacataa ttathcataa Caacagegds atggatgtgy
ccttagggta aggtattact acgassaaga dggtgttacejgaagaagccc
ttatacagca ataggtgegg acaasetatt tgecgadttt cateccgage
tgaaateqgc tttaccagtg atgecggaat tataaaaage ggtggc&apa
g0agetagty ctyaeadaaa tatcgaacay thactdegqas cagageaatyg
tgacccaagt tacactgatt ‘atgeagaata tgatasaataacaectétatt
actgatatgy age@asqaaq gacétootes tocaccggaa Cogatdecte
cgacgactgy ctteatgtyg dgggaaatet aatcaaggat geccagggaa
tettacagaa atcaactagt: thggatttga asctgaggga graaacggtt
taacaaatge aaccttyagy attctottga thtaatqgca aaattaggtt
cagaatcece a atcagtgotg asattattet gceatggaaa -aacggegaac
thoctttata aacacctaty aasalcrgey tottdacydt Steageagts
agactataca ataasatcaca tgasgaagaa cggtatgaaa gecatgattg
ttcaaccaaq gactcatags agganaacaot ctggtataac aaggatataa
atitatcgaa goctggasat ggattgtegs asgatacaag gacgatgata
ggtagatctt -aaaaatigan ¢tcatggaaa gtactecggt ¢claatatey
tgattogaat gacecgaaca -actggaagag agcagctgaa atecattgccg
tyceatoaat ccasstotit teatlgtegt agagagtgtt gagdoatace
gtatgattac.accaactgcg gtgagtttac cacatactgt asctggtggg
aagaggaatt gocgaccats ctgttgteat atcocgctecg gacaagotog
acatgattac ggaccggaca tCCaCutqca Jceatggttt Aadaaagatt
‘caccctttat ‘gaggaatgct ggtacccaaa f;ggtactac attgtcgagc
cctatgtta. atcggecgaat gaggaggcaa gottatcaat gmaaacaace
tgaatgtttg getaccttta ttgcagaada gamactgcat Gatdcchbtcot
tcccaactca gecgacaceg geggtotaat getrgagyat tggaaaaccg
aaaaratgca,acaactqtgc‘gcabéttgtg gaagaaaggtkcthatcatg
Jggaggaitt acggaggata’ cctttaaata tggtgacgtt ascggtgatt
ctccaacgac cttacattga LaaaAacyclta cgtccttaaa. agrattgacy
tcctcatgga ttgaaagcty ccgacgtgga cggasatgas aaaataacct
tgetettata aaaaggtacy thCtaagags cataacatca Ltceoggngy
Aaatgaataa tragaaataa atcattaatc taaasagctg tggaaaatgc
CLTLCLLta CLLALULLLL atacgcatté LOAgQCtica CLcadaartt
cacattactc ttttttatca ctgctgtott tcgttgattt aacaattett
taataatatt gtatggtoge csaagcaatt Jocgagasta taggccadaa
tEgcootgty tgottoctygt ogagttctit tggtocgtoct ctgaagaate
ttgtcegggat tttogacaat cacacatctt gcgecatecyg gtacgttate
agcatcacat tgtogaatya. agctiticsd YLatteaaat taccatares
aaagacactt ttategtcotc tacattctdéa coagttitas tatacaacte

cattcatcaa cagtacCctcol TLAtAatotLil Jaatatgtag Ladcteettc

ttegétoeca aaacategtt geccacattt teagttttaa tecagectga
tatgagttea ggctgaceat. cacttostya. agatatatty catetettys
toaatagtas catagtachy cccg;tttgg Jeacettect ‘gotecacttt
acacegttot Qataattaca facccatgta ctocagecaa caggcatatt
tettcasdaaq-acggattttt taatasattt tecgeegega atécocacty
atactaaaca gcoaragoaga agoeacacad acgtg

MGQKHFKRSLﬂSVLTISALIISCLFSFIEVNADDTSEEPALEGL

STHYMDGTLDOVKYQSMRE YT1THNNSGMDVDMADLRVRYYYEKEGVTEEVLTCFYTAI
GADKIFAEFHPELGYAEIGFTSDAGI IKSGGNSGRLOLVLKK ISNGYYDQSNDYSYDP

'SYTDYAEYUKITLYYKGKLVWGKEGPPPPPEPTPPPNNDDWLHVBGNLIKDAQGNTVY

LTGINNFGFETDGANGFHGLNKCNLEDSLDLMAKLGFNILRIFISAEIILQWKNGHRV
ETSFVNTYENPRLDGLSSLEILDYTINHMKKNGMKANIDMHSSTKDS YOENLWYNKDI
TMEEFIEAWKWIVERYKDDDTVIAVOLKNEPHGKYSGENIAKWDDSNDENNWKRAAE I
IAIEILAINPNLLIVVEQVEKYPMEGXEYTNLCEFTTYLNWWCCNLRQVADHPVVIbh
PDKLVYSVHOYGFDI YMOPWEKKDFDINTLYEECKY PNWY Y IVEQNIAEPMLIGEWGGK.
LINENNRKWLECLATFPIAEKKLHHT FRAFNENSADTGGIMLEDWKTVDEEKYAIIVET
LWKKGLDBVIELGGI TEDTEKYGDVNGDFAVNSNDLT LIKRYVLKNIDEF PSPHGLKA
ADVDGNEKITSSDAALVKRYVLRAITSFEVEENONE



pelA (Fusagivm solani)

1 caatLcaTcat catgaagttc actIctacti-togtecgotge cocLecgttggc accagctety

€1
121
181
221
301
361
421
481
541

§01
661

721
781
841

ctgecgtean
cLytoaagyy
333gtcagga
tetecaacat
ctcteaacsa
acggaaccte
tcaacgygecg
ccegeagetg
ctgLcgcegt
aggrcatcaa
Jeggeaagga
Jeticoasceac,
thtthttgtt
tgcactgatyg

caagactctce
cagetacyat
tgagactgat
tateattggt
tgtetagtag
ttacatcaac
cggaaccate
cggaaactgc
cgatggeagt

.ctertgocag

gcctaccaag
gagetgotaa
acgatatttg
tgatattgca

Polipeptideo de pelA
MKFTAAFVAALVGTESAAVTKTLPKSAGAT SFPTAVEVKGSYDG
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cocazgaqtg
ggtagcatiga
qagaaggatg
aettoceagy
gocgatatcet
ggtggtagta
cacghcaaqq
aaggacaacg
gtoctotacg
gacaagggea
attggotcty
gecacgEgogs;
atgazattog
tgtgaataaa:

ctggtgctac
agcgattega
ccatgttcat

ccgaggatgt

gtgaggatgc
ctLtecacge
acttctacge
gtggcccecey
gcatcaacac
agtastgoga
gccctgatgg
ttgatgggayg
gtttcttcgag
acaagtgeta

ttoottesor
g;gaqagccc
tcttgagaa

toactycaay
tgtcactizt

ctctgacaag
cgaggactic
caacgtcatc
caactacqyuc
Fugcta»gag

‘actgcegthe

aaagtotgea
t ggtgeccacce
ggaacttgea
¢ dageagacca
atcatteagt
ggaaagctet
gtcgagaact
gacacctgca
‘JYCAACLELA

‘actgtrabtq

gatgarta

‘aécatttagc

beRFEREPKVCYFQDETCEKDAMFILENGATL#NVIIGE;QKEGVHCKGT“TLNNVW
,ﬂﬁDVLEDRVTLKQT°GTHYINbbhAFHBSDKI]QFNGRGTVHVKDPYAEDYGKL SROC
GNCKXDNSGPRNVIVENSVAVDGGVLCGINTNYGDTCKVINSCQDKGKYCDRYEGNSSG

KEPTKIGSGPDGKYCTVIGSTTS

pel B (Fubarium aolani)

1
o1
121

131

241
301
361
121
481
541
601
561
721
781
341
Q01
261
1021
19081
1141
1201
1281
1321
1331
1441
1501
1561
1821
1581
1741
1801
1361
1221
1981
241
2101
2161
2221
22981
2341
2401
2461
2521
2531
2641

tctagactca
agatectgecs
atcacttgag
cttactotet
gggtaggtty
Qqastyteayy |
23atecaggy
gggtooegay
cttazggtta
atgtaagaat
cggqgagtata
attttactec
cataaggetg
aatggagetc
cacggcttga
CALLJIgaag
cagaatogcco
ggattgcaty
JLLLgtogay

accaggrata’

acgcacteaa
ccLccgetot
ccgotteega

aCc8ATJALgy:

actgtcataa
accagtatga
coaacqteat

tcdactatete

chgghagace
catcaacyyt

cagtetgaac

cadctygogay
£gatyaegag
ttqocagaac
ceocaagtte
caaskgcetaq
gctteotteac
gtoactteta
atagttethg

gtetrggeea
aggaacaaaq

agtasagaac
tttatttagt
tcaaagaggac
gtogac

trtatcogtas
gtastcatca
acqgceatgt
ageacctogt
tcgecacegg

cgtggatcte
Jteggtteeg
wcattceeit
atacgaggtt
qalaagogac
coaageaaat
cogtetocgt
aacccateae
tgtggacaty
cogactoggat
atggcettot
ccgaataggt
tcactacggc
tagtgaaaca
aaagggtage
toaaacacea

.catcarcgec

cggtgtecocay
catgaagcga

‘raacctogge

gactagtgag
gatogacige
actagectet
qatgtotgeg
gatijgtacct
gtcaacgact
ggcaacggeg
SECtgoegacy
aagggcaaga
Qyeeeogety
atggcektege
Jag3gagag’
tgggatotag
tgtgtacata
cttgggtitt
cetteagtct

acaatatcas

cttttagetg
tctaggotca

adgacahtaga
tttgeatqga
tattatatga
ctaggastag
acatgggacc
gggacatgat
tgatgttact
gggacatate
gtaaagccce
aggcagteag
ceggtagate
garctatact
ceggereocat

aatagcocoty
ttegetecay.
giaatagoac

acacanacet
actacaccygc
ccgagaagey
caagtoctec
ctcagctraa
qocgteacty
agcgaaccea’
ttegrgegea
tgctaacats

acaceacaac
aggacyregs
teayegooca
tctacateca
goooonjay
teazcoacaa
getgecagqo
Qugacaacgy
tagetttgeo
ccagtcacta
ctggatogag
tttagacaga
tcaattacco
tctggetcag
cacateatag
cctacagtta
ccgacctgac

tagcagcttyg
ctekacetygt
tecagotacet
cocataacagt
atcteggacg
oCatygaacdy
acgestggact
tgcttattaa
agtatgttte
tagtagatygt
gagtaatacy
qrtgtiggtt
ctegeetgte
CtgPaacaqt
ctecatceottg
catiataacaq
tgacagtteg
caaggacctyg
gtecaatota
cctaaacaac
chctcaaget
gecgceototys
ctgccateee
aCccoLaagrs
cattteegee
ccttzattet

3 agygtgrtea

taacacatede
caccttcaga
ggacasggte
ggattacggqe
catcaacatc

stacqagcaat
ctacactyyt

«aagtctige

aggeggtgat
attgatgatt
agetagagagy
tagtatataa
atttaautgyt
ttatcccate
catcatatec
aagactcata
aacatcctat

cteacgtatt
aacactages
CRAECIETCT
aaccatgatd

gaccgacces

caaagtysag;

qggcaavﬂta
ccqtattttg
taggactate
tgeagactae
tegateaggy
ctaasaactc

cttgcecagtc.

gacagttgtt
caacggcegya
Cattttgagr
gegacgtagt
JaagCcatccy
tcatcrcasc
tcoctteatte
caactcaate
tgrcatcact

cgttcgeaag
aacceggaas
tttagecasc
cagyacygt
stygtaaggas

atcageacon
cagaagtotyg.

ctceagthtca

aaqetyggto

aagagegtty
gtetgeascsa
aacgaccaga
ctogreaaga

gaatateges

gtgtgtgtta
JQAdRAETAY
aatgtgggtt
4eBaACCLyte
a&agggccagqy
caatgettaa
ccaazgtyIg
catacectgt

cteocttacg
toteteottt
tgatttttag
€ggangancly
ataacaaagg
cacteggaay
crgaaagtaa
aagcatotga
ctagaataag
gottgrtgaa
taccagacgy

‘ggcsaacatt

agtgccggec
ctaratgcet
ataattccte
IGCIAFIEJT
gatrctoegg
gcteocteggce

‘cteogaggaac

catcaccatce
accatgaagg
acegtLcees
ggagacaagt

£RaCaAqLCTy

acttgcaagqg

‘gecactotet
‘agttygtaay

tgaacaacgt
gtacetosac
acQuesgeyy
gcasctycay
tegecdagas
tcagcegacte
agaaggagee
geetecgeas
tteaggagag
tcttsaaget
sataggagtyg
tcaatggaac
atrggagcat
cttcasztag
ACagtgglct
astacatact

‘cgegacargr
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Polipeptideo de pelB
MKASALI IAAVTGASAAVTTVL PASAGVOSEPTAI PVRKGDKYN

GGMKRFVRNPTTCKDQYETGEKDAS FI LEDGATLINVT IDRSSGEGVHCKGTETLNNY
WWADVCEDAATFKQKS GTST INGGGAFSAQDKVLOFNGRGTLNVNDE YVQDY GKLVRN
CGNCEGNGGPRNINIKGVVAKNGGE LEGVNENY GDVCT ITDSCONKGKSCOAYTOND)
KKEPPKEGEAGDNGKSCLVKSLRTNG

pelD (Fusarium solani) ) )
1 aagcttattt ctcacktctag tggtggaast actgtecegg ggetcctzac agsgtaaace
61 agaaacacgy cegtgecacg. aghtcttocy cegtgtedet tigocgagac tggagattge
121 tgcggageaa aggcceaccg ggaggaccga taggoaccdy  acacgatggc tgaacgagga
181 .gocategtyce gatacregaca gtccggagygc tegatataaa gatgtgtgas
241 .atagctttta attcageact. caactcascg cactctoate: aatccathca
301 tEttcaacca CLCAacCAAs aaCCLCATOL CLLCLACAAC CYCCadcaty| Caey :
361 gcatcgtcoac tgtockegcc gecchocoeg <ggecatgye ttgcc;gggf tacaAccggry
421 gtgttcocaa ggbtaptggc agcaagtctc tgagchCCC'angacCCrF aagasggyry
481 aggttttcga tyccggetyg. ghoegatacy accgtogtat: JRAgtastct ggtcaggotg
541 agggtggtaa gutgLcictt ctchgaidac ttcaageags aggttctaar Locacttota
601 ggttccaagg acgccgtctt catoctcgay gagggtycca ctotocoycaa cgtcatcatc
§61 ;ggtgccaace agegtoagay tatccactdc 8agggctect geaacatcga gtreacchdg
721 ttcgaggatg tetgegagda tgcéatctcce atoottggcar goggeacthgc ¢aacatcatc
781 ggtggatgygtg ctraccacgc ctccgacaaq ghtIatccage. acaacggttg oggteacqgte
841 adcatrgtca acttgtacgc caacgactac ggcaaggtct.accgatcttg cggraactgc,
901 aagggcaaca ccaactgoaa gegctecgtq ~auatggaga-gcaccacégn Sgtcaagggt
961 ggtgagctca ttggcatca; caccaactac ggtgacaaqq < ;scctactc yagqaac:qL.
1021 taccccaaga cocagtgoca aggttacaag ggctgcgaca agtotaaggq ogagtgceaag
1081 cecteeaaqa CCgecadgty: ctaaataact Cattgacagy cagtaeaett toagttgtes
1141 ‘g-tetaattc ttétttgata ceghbtgocgg catctatgta totgtitata cactatagag
1201 tggtggatca £tacctatac  dtattacctt agcuasatac ataaagagag ttlyagcagge
1261 ttggtectge ghghgtetaa gattgtttea ctegatattyg castgtgges cagottataa
1321 tegrbotigt tocactauga toaatyacaa dtogacttag agetoteats g 1ECCaTT!
1381 tcegtgetat tgactoccct ctacttgtaa taacgaqat

Polipeptideo de pelD ;
MHAPSIVIVLARL FARMACLGY TGGVPRATGSKSLSAPKTLKKG
EVPDAGRVRYDRGVKC SGQAEGGSKDAVE ILEEGAT LRNVI IGANOREGTHCKGSCNT
EFAWFEDVCEDAISILGSGTANIIGGGAYRASDKVIDHNGCGHVNIVNEYANDYGKVY
RaCGNLKGNTNLKRhVHNEbTTAVKbbELIbINTNY&DKATYSNNCYPKTQLQ&YK“"
DKSKGECEPSKARKC

cutinase (Fusarim solani)
1 agtggaagyry gagecgtgta gaggcacasy a2agctoadas. aaccgaggrc
61 ctgaatagtt tgtcactgag atgagatggy aasggcatga.-datcttggac
121 caccateyce tocttoctgy tacgecttgc atcazaagag -agggrtcrac
et
S

Qi

Ty
\4
181 cacagctega at aaattco. catttgagra gatocmacga tgcrecgtgr
241 tggqotagyca Jottgacced cecatgatga acggcagadt Laggtadgtc
301 ggagoegoty atttgoggat gaacgagtcoo aagettgyca tgatctghtg z :
361 cétccaatca Cogtamagag ucactogtaa aagtocotecq atgectitcee accatcaggh
421 aggtggtgtc tatgegcgct chgacactct tograsgutg taacagaata ggcadagogy
481 cettecegag gtrtcatctc taaaaccaaa ctcacgctlg. Lcaaagtgac agergaacag
541 ccgatattcy crtgatbgggc tettteatgt ttgcgggaac. gttocateta ccggtitagc,
601 gateggeaca qgttgeaact agaageggaa gagettgegy ggaggggcac goggtggtht
661 cctgaagrga ctaggttgco tgasactatc acgactcata gekgogageg catagtocady
721 tatcaagagt tttgacgtcc tttgatgaaa actgeocccte tottgacgot agasaccgag
781 gaazatgdatc gcgageegag:gctegattte agagtttage: coatgatagt trratctatt
841 caagcottaaa tatogttgtt ccagaccact gggaacggaa tcagacaan acacatacct
201 teactteate gacattoact tcaactitte gectitteat tttcactatt tatcatgunb»
461 accatgaaat tcttegetot caccacactt ctegecgeca cggettegge tetgestact
1021 $0£aacCeta DOCAgUAant £UAgEICAt CAICtLagta. JBacaactcd GgacIaALsLy
1081 atcaacggca atagegette ctgegecgat gtcgtcftca;tttatqcbcg agutteaaca
‘1141 gdgacgggea acttqattiy tagaatttiot tctcatgaca acatcacttt tottacacat.
1201 ccakttaggga actctoagts ctageattge ctecdaccett gagteogoct toggcaagyga
1261 nggtgtctgg atbtcagagcg ttgacoatas ctacgeages .actcottggag acsatgctet
1321 cesrogogga acctotagey cogesatcag guagatgote ggtotottes agcaggicaa
1381 caccaaghbgc cctgacgcga ctttgatcge cgatagotac ageeagggty ctggacttgce
1441 ageegectee atcgaglacs togactogus catteatyas -aagatiogesy gasctattoh
1501 Jtbcggetac accaagsact tacagaaccy tggocgaatc.cotaactacs ctgccgacag
1561 'gaccaaggtc tLotbgcaata caggggatot cgtthgtact ggtagottga togttgstys
1621 acctoactty gettatagte staatgeoteg tggccotace ootgagttos toatcgagaa
1681 Qgrrcgggot Jrecgtagtt ctacttaaQy agiatgagas. tthtageagyg ogggoctatt
1741 zattattgca aggtttoaag tttttctttt ggtgaatage catgatagat tggttcaaca
1301 ctcaatgtac tacaatggcc catagtttcd aattaaagaa Jcaatgaatqg gtgatccaca

153

ﬂ(lll
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1861 tatcgctttg cocaagaaat cccaaccagy cttccatace ctgagcecagh tgagcacaaa
1921 tttogtyccc. LCLgetyadc ttgecaggaa Aggtcgatac ataaaccgygs cLtgacagac
1991 agggcgctac ctgcacgaat tggtcccgcc aggtgtygcge tcaaggsgaa ghttcogccgat
2041 ttatagaccad ‘cctoteattc ceatcatgcad ¢atetgtcce tgRCLCgect: totccatcad
2191 taacacogag-attggttaca atccaggata getcygguatc cotottigeh tgatotocgt
2161 garactcetg:.CCAAtcatyc -actagcttca tcaagccaae aatgligttt LLoaggecyg
2221 cgttcaacct ttectogata tecon&cdgy agaccttgat goggaccata tctocetetc
2281 aagatcacag ‘scaggttggt tttcccagtt gttggocegg gotgtgaetd gaatatecge
2341 aacraggtcgy-gagtcaizacg tatggtggat agtcgacacqg cagttctgea. cocttocgttg
2401 ggtetcaget geattgeett titcaaggtd catgadtdic Coctggtccd ttgcagtaga
2461 g3cggrqads -gogcgagcct tettttcagy gacqtagcsa gccrazacat  gotage tga
3521 tocegtgdag ‘aagaceagtt ajagtgytac CAtgetgacy acagycaccd agadatgcqac
2581 asagagetae-atttggatyc taasagaagt fototgggas goakatgacy gagttgaag
2641 aggageecac gtagectttg cogactiqga ggagagtaac ga;ggaccga»aggtatgqc&
2701 tacttgtgas 3dageazacc igagagttat gggogtattty gccascitst cctgaggaay
2761 agggagatic

Polipeptideo de cutinase
MKFFALTTLLAATASALPTSNPAQELEARQLGRTTRDDLINGNS

ASCADVIRIYARGETETSNLGTLGPSTASNLESAPGKDGVWIQGVGGAYAAT LGDNAL

PRGTSSAAIREMLGLFDIANTKCPDATLIAGGY SOGAALAARS EDLDSAIRDKIAGT

VLFGYTKNLONRGRI PNYPADRTKVFCNTGDLVCTGSLIVAAPHLAYGPDARGPAPEF

LIEKVRAVKGSA
swol (Trichodermia reesei) L
1 acatgtccgc gtctagtgat ttatatgtag aatgatcaca attcatgtaa ctgogttttc
§1 gcacatgeaa -aaagecctaa cgtgagacty dgocacttoe tagttttogt atcatgteag
121 ttgcaaggtt acaccacaat geagetcaac gagacsacge tgocagesca taastaatgga
181 tagotogtty tagagagatt dagaagagda toyctunttéa ga@gdsgas. tatatcatag
241 gagetgetac atttoocteot ttocotettt ccatccctta atagatacgt accettgcaa
301 ttggeogttt Cggaagagct tttetgotta toctaaceac ¢Lacgoeaga ataceqatyy
361 dataateagt gotcaatagy gaascecoea -attgcageat ataajedtat tascaagacy
421 toocaacatg cattttectt cagtecgray ¢aggctatag agagtagyca atttacacac
481 cacttttagc. ctctgcacat atctoaccac atttgcatta cggeatccac tattacaace
‘541 acttggeance tgatggettt actctaccea tateggtttt tacattecge tatgttoagt
@01 cgttaaatcc  gtggtgoage agaacgacca geottofegta togggaacts: ogettatesg
681 ataccstcad tegaaccott cgtgatacto agectaiata acatcgeata gtagcagaca
721 acttcaqtas trtttgtggy gtaatggtca gatcacteet cthatatata aagjcagaggt
781 tagtgggcta aggaadttcg tggttogott atagtagage tgtcagttgs cottoscgaa
841 ctgrtagacg gjatggctay taagettatc ctegtggote tagesagoct tgtatcactc
301 tectatteage agsattgegs agoattatty taagagtgit gagcgtgttg agtacoatot
9¢]1 gtatcgttgc. taacgtaggc titbtagtayc caatgrnigad goatagqgrng qteeggcaca
1021 acatgttgeg thgstginge ccagtgoagt tttgtcaaty actggtacte coagtgsctt
1081 gegtcaaccy tatgagetco gatccgggce gtoaatatst tetaactcca: gactgtacag
1141 gggggaasce.coccaaacgd aacaactico totagettgy ttteacqgac gtcgtéagcea
1201 toctearccyg toggctoghe tioaccogyc ggcaactcac caactggcag tgottecace
1261 tacacaaccd cagatacagc taccgLyyct <ctcattcgs agtotochta. ccccageatt
1321 gecegeateca gttgcgaatc gtiygacccotc. gtggataaty tttgoctgceec ‘atcatattgt
1381 gctaatqatg acacatccgd gucatgotea ggotgoggta cotgeactac googoccteg
1441 gcggactgca aatccggaac rcatgtatoca gaggtccate acgtatccag caacgagaye
1501 tggcactaca gtqtaagaty acsamcgotg gygtatctaa teetttgtot tecteggegt
1561 getgacetty gagcatttag agatcadccc actitggest aacazgogds qQgggcctang
1821 gekttgycet gtacqytotC tgescaaagg geagtattad agocagctyy. acggakcaca
1681 tJcttgglge gacgtgtyac getttttgta cagogtatee cetgotttgc azagacocta
1741 eccqgeactac: cottogtage aacttcgeag ctocesacgy cqattactac acecaagttg
1801 qggaccecga gagacaitoa LLLLCLgAty tagtattcad Lgacagtgey atagtictyy
1861 tecetogttqo caggagroect cgataactac ctgtoctgeg gegagtgcat tgageotgata
1921 ca3acaadgc oogatyygac cqattatgcot Jtcggagadd coggctacac ggatccaatt
1981 actctegaga tbgtggacag chtgeregtac dgegegaadt ccaagtgghy ctgtcagaga
2041 geccegtesa tgeegtcoedt tgtactacat gogornaacsd agtygeccty .goraacatet
2101 cqeagotadt cogggogecy atcattgogq agagatcgac ttcoazatacy gotgtoctot
2181 tcctgctgac agcattcatc togacctatec agacattacc atgggccgtt tgoagggcaa
2221 tqggatcacta acceaatggoy tcatcccgac tegatataga agagtccaat  gecccaaagt
2281 tgggaacqec tacstttgge ttcgaaatag cggagggect tactattttg ctetgacgge
2341 agtcaacace 3acggacedd gotcagheac ¢aaaategag atrcaaggIcy £agacacsaIa
2301 caastyggtt gocttggteo atgacccaaa ctatacgagt agccguoccac azgaicqgota
2481 tggoagrtag gtaatcocac aggyatcagy gocctitaac ttyccrattq gagttogtet
2521 gactagecca acgggggaac agattgtdaa tgaacaggec atazagacat tcactoctoo
2581 Qgccacagat gaceee3dtt tttactacat tgasattgar Itgtadgrtta 30cagaatty
2641 atqgcadagc3 ttgggesata ggcttottgo. tgtgggacaa tgatgtagqgc tagattotca
2701 atqottbesag tatgrtagtgt acgtottoat gtgtatagat aggtatgeta tteacttasa
2761 tacacatcct ttggtacgtt g

Polipeptideo de swol
) MAGKLILVALASLVSLSIOQNCAALFGACGGI GNSGTTCCVAGA



mwﬂ(hwhmkmnanusﬂ)

51
121
181
241
301
361

421

481

541°

601
661
721
781

sgacageaag
ggttgecttt
cacaggecte
tottggagct
sactygogga
teaagatgac
cteatcatte
tttggeggct
3CCARCCCAT
F0ogrcaagy

gtcaacgagco

togcecagga
3gcrtgcacc
agttetgect
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QfSFVNDﬂY\Q(LASTG”NPPN”TTJ331V5RT¢DBS”&\GSSSPGGN”PTC“ASTYT
TTDTATVAPHSQSEYPSTAASSCGSWT LVDNVCGES YCANDDTSESCSGCETCTT PPS
ADCKQGTMYPEVHHVSﬁNE“WHYSRSTHFGLTbbGﬁLGIGLYb CTKGSVTASWT DEM
LGRTCDAECTA!PLLCKDETGTTLRGNEAAPNGDYYTQEWSeLPGALDNYLSCGE”IE
LIQTKPDGTDYAVCE&GYTDPITLEIVDQCPF ﬁNbKWCbCPGADHCGEIDFKYFQPL
EADSI HLOLSDIAMGRLQGNGSLTNGVIPTRYRRVOC PKVGNAY IWLRNGGGEY YFAL
TAVNTNGPGEVTKIR IKGANTDNRVALYHDPNY TS SRPOERYGSWVI POGSCPENLEY
GIRLTMETGEQIVNEQAJKTFTEPATGDPNFY!1DIGVQF5uN

ctcaactgea taghatcgac ttceaggaza acacgcacaa ataacatcat
tocagectea tétgegotet caceageats Jecagtaste tggegatgoe
Jagectgags qeagtgteaa egtcacagag ¢gtggeatgt acgactttgt
cdcaatyate atcgcegted tgctageats aactacgase asdactasca
caagtcaget attegoctte caacdctgge thoicagtga actggaacac
thtattgtay gegttggtta gacgactaga. tottctyoat aggdagacte
tgeacttiga aagcatottes tgaccasasg SLtctettayg EGFCatfaac

-rtttfagta+ caacagegaa actgacetas trhCegtota tagetagage

1ggttgagts chacatcatg gaggacasce acasctaces agcacagagt
gaacogtean cagogacgga gecacttaca: fcTatetayga 923tacocyt
cttecateocs gggracageg acctteaacs: agtacatrrv ogtgeggaac
ccagcggaac tgttactgtg cagasccact. heaatgettg ggcctegeht
ttgggcagat gaactaccaq gttgtcgoty togaaggotg gggtggtagt
cacagagtgt. cagcaactag gttctgtiga tgttgacttg gagtagatga

Polipeptideo de xyn2
MVAFSSLICALTS IASTLAMPTGLE PESSVNVTERGMYDFVLGA

axcl(Tnduxknnanxsd)

§1
121
181
241
301
361
421
481
541
601
€61
721
781

41

a1

361

1021

1 nacgagtttc
Jaacacttadc
zgacecgttgt
tgagtlagay
Jaaccacate
tcagctatgg

tecoocctaas
Jaaazattea

grecggctag
accogtacty

gccagcagae:

Jgeggeggece
saactcagac

-aqageggeac

Jaaggergag
cracttatga

HNDHRRRASINYDQR Y OTGGQVSYL S ESNTGE SVNWNTQRDEVVGEVGHTTGESAPINEG
GSFSVVSGTGuL"V}bWaTNPLVBYlIMEDNHNYPACGTVKGTVTSDPATYTIWENTR
VNEPSIJCTATFMQYI1VRNJPRT\GTVTVQNHVNAWASLQLHTGONNYQVV?VECWG
GSGSASQSVEN

cacataa3dta attecteotg ttécaagagc caseatgect Leagtao saaag
totthtacty AgCCaaaett tCCLtaneac taygeaqasaca gtadatagag
gaagcgacas tgcccggcta ttcacgtett caqrgucrqt gaa33acgacayg
atatgyctoy tocaeracey ttotasadtt gutcatocas goecatossy
cgaggesatt gtotaceogg ¢gtgoggtgg tcagqettce tgtggeggcea
taactcagtt Qtgzacogaa caacgccede ggcgacggca abcaacaact
thgegegdac acteagorag tattggregy atagtcgeag ggtdetosaa
tgeactotge ggaggagacy atoctggtga. aggesttace aacdctgehg
LyCgggagea JrLtcogetg ttaaagcage. aatcticatny ggagqaceccta
tggectgccce tataacgtecg gaacctgtac tacceagggt thogacgoae
gttegtetgt gocagegoqt ccaagatcaa -ghottactge gatgoecgcag
ctgcaccgga aatgacdonca acghtcacca sgattacgge <aggaghacy
totegotttc atcaacagec agoLotcete 8ggeggtict Saacceocygd
J2CCAgeace TCCaggocas CCRgCacaag 33crgdaags Lotoctggoe
tcattggggt. cagtgoagay gocaggactg gaccggtoch acgeaatgtg
gacttgocag Jttatcigoc aatggtaste LCagLgcLity taaagagsoat
attatgaggc gtttcgtage cagetgcagt taggactage ttggagaéat
tgaaattgaa aaaaaadsda aaa2dadaaa alaasd

Polipeptideo de axel.
MPSVKETLTLLLSQAFLATGS PVDGETVVKRQCPATHVEGARET

TVSQGYSSSATYVNLVIZAHRPGTT SEAIVY PACGGUASCGGT SYANSVUNGTNAAARA
INNFHNSCEDTQLVLYGYSOGAQL FONALCGGGDPGEGITNTAVPLTAGAVSAVKAAT
EMGDPRNIHGLPYNVGTCTTQGFDARPAGE VO PSASKIKSYCDAALPYCCTGNDPNVH
gFYCQEfCQQALAFINSQchquQPPFGGPT“T“RPTSTRTGSSFGPTQTHW§0CGG
QGWTGPTICESGTTCQVISQWYSGCL

tg11 (Trichoderma reesei)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

901.

a6l
721

781

841
201
961

cggecteasa
Jotycogage
zgttgacgag
cttgtggaca
Jttgagoeea
cotttgetag
agacaccaty
thgracctecs
£aaagctcas
cLtgeqQrLgyg
acggacccct
cggootogac
tyaaggcecte
£gCAgIYcay
tgggrcasac
tecctcaacga
teccatgagcet

tegtasatot coggtgtaayt aggagtacaa ¢gatgggatt tggeogeast
ccgagtgttt ctgcaacgtt atccsggaga tttgogettyg cccaagagag
Jagagtococesa actagttect tcagtaacge saccctggca QBctata;aa
agactctget ttgttgagtt cttoctaccea gtottgacea agaccattet
atcagaaatg cghtacegaa cagcagctge gctggeactt gcdactgggc
ggcagacagt cagtatagct ggtccatact gqgatgtata tgtatbctgg
ctgactctty aatcaagyta gctcaacate ggaygcctey gotgaggcag
tgcagggact ccatggggaa ccgcogtacga caagacgaag gocdcattgg
tctccaagat Aaggrogaca tegtiagcgq Lgtoqycrgq Azcgycggue
3a3acacatcot ccggcctcca agatcagota tocatcgceta tgcctrcaag
Cggtgticga tactcgacag goageacadc ctttacgccg gacyttcaag
gtgggatgtc aatttgatce gcgaacgtgg acagttcate ggtgaggagy
ggggattcat gtcatacttg gtceotgtgae tgggccgcty ggaaagacte
tegoaactgy gaqagctteg gtgtogates atatcteacy ggeattgcca
catcaacgge atccagtcgy taggogtaca ggcyacageg aagcacrata
gcaggagctc aatcgagaaa ccaktttcgag cadcccagat gaccgaactce
Jratacttgy ccatttgecy acgoggttca Jgocaatyte gottetgtca



1421
1081
1141
1201
1291
1321
1381
1441
1501
1561
18621
16381
1741
1201
1381
1921
1981
2041
2101
21861
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

tgrgctogta
cLatgcrgaa
acacgactgt
acggtaacaa
£cacgagecay

aggaccagge

ccaatgtecag
tqacgetcaa
acgecagaaa
gttgyggttc
ccajagegte
gegeatetge
aaggotacat
acggeaatge

asteeattag

Qb (L ieing
atgtcagece
ctegéateqat
a0rtogacas
ctasccetgaa
gocaagttcea
JggISeatty
gacatcgeaa

ocatottcaq

azgectggto
gacasgygctt
2gcagnaggs
Jycagttgac

caacaajgtc
vagaccagrta
ccaaagcgey
teggctergy
agtcgacyat
aggeratacg
ggcaattgce
gaageccgct
cregesctey
cagegeagte
trcgcagage
agcaagaaaa
£acCgLaaag
cetggtecag
cgecatcatt
tottecttet
ttCLgacaaq
ttedageaac
cqecaatate
caatctatta
actactcacg
tgecygIaQa
agtotyggeca
raceoaggac
agagegaasc
Cycagaddty

atatgaggot

ctatgac

Polipeptideo de bgll
Bm!RTAAALALPTGPFARAD“HSTSGA*AEPVVPEAGTPWGTRY
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aataccacct.

ggqrtcccay

aattectagge

gateccagete
atggtgsctc
tegrteaaca
agggacggra
agrattgeoy

tgcaacgaca.

aactatcegt

acccaggtta

aaggacytog
QICBACICYY
gegatgacey
otggageaga

CAYYANAYCG

ctQatytaca
agtgacagot
adgcegnagt

gacaggttaa
cetctengte
cecgagtgat
agtgactgat

gggoctgega
gctatgtcat
ttgacatgte
tcaccaatge
gtatceotegs
tcagcagaaa
tcgttetget
togttggate
aaggctgycga

‘acttegtoge

ccttgagceaa

coategtott
g¢gatcgcaa
gtgccaacag

ttettgotet

gqaatgcgct
ceatLgogas
teagegagyg

‘acgagtteay

ctgacgaaty
ttgtcgaceg
ctgttccaga
gcogagatag
¢agetgegag
aacatgegas
teagggtogt
sEgteggtag

ggatcagtac

ganggacrgg

aatgectgge

ggraaatagc

agcatyarac
tgttcaagga
caagaatgqac

tgzeqeaate”

cyacqaggec
gococtacgat
caccgacaac
catcaceqes
caacctggat
caacqgtceatt
teegeaggte

cgtegaegty”
qagececaat:
actgttecate

cratggasty
adtgtquyaat
ccaagtetgg
atgtegegac
cocagotgta

gctELIcssa

gacgagatct
ttggcatiay
cgtagcocgoga

acgctycaga
dacgcacage
acagacttea
aatcagyeee
ttgacagges

‘asccacaaga

Jccaacatceo
attggtaace
ttaggeatyg
gocatcaata
acgrocteay
gactoggaty
oegLggoaca
gttgttgted
aaggreatty
ctatgaqgag
Jactataaca
gactatsayc
tataagttty
Jatagettac
tcetgogact
agtioacegtt

‘gatcacctac

JCLJACCHS
cagctactgg
SILAUgagey
ggagggtaaa

DXAKAALAK LNLODKVGIV SGYGWNGGPCVGNTSPAJKIEYPwLCLQDGPLFVRYaTF
<TRFTPGJQAASTWDVNLIRERGQFIGEEVKAQCIHVI_MPVACPLGKTPQFGRNWEG
EGVDPYLTGIA@BQTINGIQJVGVQATAKHYILNEQELNRETJ SNPDDRTLEELYTW
FFADAVQKNVﬁSVMFDYNKVNTTWRCEDQ}TLQTVLﬂE@mFFPGYVNTEWNM“HTTV1
SENSGLDWSMDGTDFNGNNRLWGPALTNAVNuNQVPTSRVHDMVTRILARWYLTCQDQ
AGIP“FNIoFNVﬁbNHKTNVFAIARDGIVLLKNDAbILPLKKPAQIRVVGSAAIIGNH
ARNSPSCNDKGCDDGALGMGHGSGAVNYPYFVAPYDAINTRAS SQSTOVTLSNTDNTS
SGPaAARGKDVAIVFITADSGEG!ITVEuNAGDRNNLDPWHNGNALVQAVAGANSNVI
VIVRSYGATILEQILALPOVKAVVWAGLPSQESGNALVIVLWGD VW SPSGKLVY TIAKS
BNDYNTRIVSGGEDSFSEGLEIDYKHFDOANI TPRYEFGYGLS YTKENYSRLSVLSTA
KSGPATGAVVRGGPSDLEQNVATVTVDIANSGOVT GAEVEGL Y ITY PSSAFRTPPKQL
FGFAKLNLTPGQSGTATENIRRRDLS YWD TASQKWVVPSGSFGI SVGASSRDIRLTST
LEVA

Gene de mananase (Trichoderma reesei)

1

61
1z
181
241
301
361
421
481
a4d
601
6§51
721
781
341
a01
461
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1321

gratgatgat g

cgytactgca
acatcgatay
£gaaccasgce
tocgtgtaty
agaagcrgte
actacgtagt

actggagcya,

cetggtacac
Jocgotacge

acggogetta
agtcgettga
Jyggeaatay
tgtttgasga
cotetcteac

ccaacygtge
aatgortagt
tatcatogac
gotgoteges
cgcagggasc
cotggagaan
cggtagsoete

caaagtaggc
cgacgttgat
gggctteaac
CIILazIIY
ccagtcagee
LLacyggcagy
taacamygcc
aaacrogacy

j tactgataty

gaaccatcte
tecgtatact
ctttggtact
ctagatteag
atacggegra
Qactagegge
coagbogaac
caagagceac
Jacgacaace
rttatataac
ttgtatatat
caggtgtate
caccaactct

Polipeptideo de mananase
MMMLSKELLAAATAASALAAVLOPVPRASSFYTISGTQFNI DGK

aq agtoetoettt

cgtgettega
tactttgcay

tccacottta
gacgtcaaca.

rctacgatea

qageageaca:

ataaacgcct
gogeaascte
gocatotity

attgtteagt

gtgacgotty
tatggegagy
tteccacotot
actratgeeq o
cagcaaaaces

atgggtggeg.

agtgacccgt
gttgatacta
tcgtetagaa
cagtgtagaq
tccaactact
agacagarsyy
taagtceigr

ccg@etrgycaac

gotttgtdac o

gcarncaactyg
gecacatcte
cgcagoccte
acacgagage
accteaaget

‘atgtcaacys

agtaccgeaa
cgtgggagct
gggcgacgag
qagacyazgy
geactgatit
atceggacte
cegottgttt a
cctgcaccaa
acatgttttg

-acacegtcty

ttaacgasyy
cctegtegaa
gttctagata
ggtactcgca
agaaggagaa
trgtctaga

rgcageetca

ctactggtgc
cteetotyge
teenqagecagy
£gatggycty

catcateceg

crtegycgge
gtacgtecay
gagcaacgag
tgtgtoccaa
goregygtate
tgccaajaat

ttgggyaaca

agcageagys
cgaggcacoa
geagtaggya

gtacagctca
tacagccast ¢
gectocacog

SECLYGLECT
atgcctgaat
gaccetctta

gcgetygecg
‘accoaartea
Tegttestya
ctcaaggtayg
atctyotbas
caYAcLotog
ttegtcaaca
aatgcgacca
googtogtea
ccrtogetgda
tatgteaant
agtactggyag
gtacasatca
dgctacactt

aaaccttgcyg

tggcsaacaa
gacactttty

cctaagggca
Acgrgetaty
acatgaacqaq
tataygatyt

VGYFAGTNCYWCSFLTNHADVDSTFSHISSSGLKVVRVWGFNDVNTQPSPGQIWFQKL
SATGSTINTGADGLRTLDYVVOSAESHNLKLIT PEVNNWSD Y GGINAYVNAPGGNATT
WLTNTAAQTQYRKYVOAVVSKTANS TAIFAWELGNE PRCNGCE TDVIVOWATSVSQYY



abfl ('l'nchodnruu Teesci)

6]
121
181
241
301
361
421
491
541
§01
Gel
721
781
441
Q01
Q61

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

accngacnac

asgagcctgce
3tcategcaq
tactectegg
gethataceq
tégecectet
acatgcetea
Cegecygaca
g393¢g-caq
ggatatoyga
geggtteteg
42¢aacaget
gtctggagta
ttetcagget
actgcagega
ggctegetgt
3gcaaagaga
acattotaty
caagccaaca
acca*»ggff
gorcatageg
aagcaacigq
gagrecagyy
gccaatgata

.aacygccaga

aataacacgc
ttcaacgacg
artgyggegat
catatggggc
gggattrrct
gactLtoutt
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KSLD%NHLVTLbDBbLGLSTGDGAYPYTYGEGTDFAKNVQIKSLBFGTFHLYPDSWGT
N[TWGNGﬂIQTHAAACLAAGKPCVFEEYGAQQNPETNE&PW&TTSIHTRGMCGHKFWQ
NGDTFAN"AQSNSDPYDVWYN SNNUCLVKNHVDAINGG]TTPPPVSSTQTTSSRT 58
TPPPPGGSCSPLYGOCGGSGYTGPTCCAQGTCIYSNYRYSQTLNT

ICrgetacag Lggotalliga agoULICLE (CCCAAJLLCa JaCLLLLOLT
cttgotttga agttttegec ¢ctggratta caatgotote cadcgctegt
£gggctatat 1gctgeagar tetetcgity Ctoctyquee rtatgacate
goggaacgce trgogttgoe geccacaqea ccactegage totgtteage
gecegttata ccaggtaaag cgcggotceed atggtgccas aaccgceata
caagtagtyt gycraacgot gccqotcaay:atgetttoty kgogggaact
ttaccatcat atacgaccag tcgggtegeg gcasccateot cacecagges
gcttvagcgg CeCggaattc sacyggctaty acaacctgac taatgcaatt
+aacaﬂtcaa cggccagaag grgratggagvtt;tcgtgtc fucaggaarg
dtascuctac cageggcaca gecaaaaqag’ atyecacgga gggeatgtat
atggtacaca ctacaacggc gootgctget. ttgactatdg caacgecdag
gcgatacagy caacggtceat atggaggceca tetattitgg ogacageact
ctggcteagy caagggtceg tggstcatgg ctgatctcga gaacggettyg
20agtoccygy caacaatace ggtgatocyt Ccatgetegta ocgattegre
tcaagggges gocaaaccaa tgggqoaatee gfggeggeosa tgctgogtet
caactttcta cagcggegct cgcccacaag totccggata caatcogatyg
gegecatcat tetoggeatt ggcdgegaca acageaacdg ogcccaggge
a2qggcgteat gacctctgga tatcctteng atgoascaga gaattcagtg
tegtagetygc cagatatgec chdcgcc@c.tgéc@agtgg tcctgoecte
cgtcaatcts totacgagoe aceacagcit gotgoacgac tegotacatce
ggtctacdgt caacaccoaa gtogtotcat catccAgeyc £acdgoccts
ceagétggac ggttegtygce ggoetggcaa ataacgortyg ohtotegtut
acacgtecgaQ cagotacatt cgocactccs-acttogghbcot tgrgttgaat
gcagtaaget ctttgotgag gatgcetacst cttgeacgcea ggcgggcatt
gaagctcecat tagatcttgg agcotacccaa cgegatactt tcgccactac
tctacatcge gaqtaacagy tattcgatge cactgceget
Acgtoadttt tytggttagt g q cttaagtcac ctecrchktice
Jcgaacytac ccgatgtata :agugaatCQ actcettact gtgtgaccta
atrtgeagat agatagotgg totttgatesa gacctgtetg gggugoTagg
£agtggaggr cagacaarcy tttobghTgt Jyctatttgt acctarttca
cgaatacacc taacqtataa azaaaaasaa agaaza

.Polipeptideo de abfl
MLSNARI TAAGC TAAGSLVAAGPCDIYSSGGTPCVARHSTTRAL

FSAYTGPLYQVKRGSDGATTAISPLS 3GVANAARQDAFCAGTTCLITIIYDOSGRGNH
LTQAPPGGFSGPESNGYDNLASAT GAPVTLNGOKAY GVFVSRGTGYRNNAASGTAKGD
AALGMYAVLDGTHYNGA’CFDYGNAETNSRDTGNGHMEAIYFGDSTVWGTGSGKGPWI
MADLENGLESGSSPONNAGDPSTSYREVTARTKGOPNQWATRGGNAASGSLETFY SGA
REQVSEGYNPMSKEGAT I LGIGGDNSNGAQGTEYEGUNTSGY FSDATENSVOANIVAAR.
YAVAPLTSGBALTVGSSISLRATTACC TTRY TAHSGSTYNTOVVSS S SATALKCOASH
TVRAGLANNACFSFRSRDTSGSYIRHSNFGLVLNANLGSKLEAEDAT RCTUAGINGCG
SSIKEWSYPTRYFRHYNNTLYIASNGGVEVEDATAAFNDDVS FYVSGGEA

;Polipeptideo MysYVVALPEVMSARATDVASIGSVVATASQGVAGATTTVLAAL

de 1lipY

EDEVSAAIAALFSGHGODYOALSACLAVERERFVCALTGAAKGY AAAELANASL LOSE
ERSGIGNGEATIHQEIQRAPTELAAEfTQVPPFAAACAGIFTGTFSG&AGEDIASLWB
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‘Polinucleotideo de lipY
1 gtaatgtett atQttattyge Qttyccaraq Qtaatytcty cCgeyyecas Agacatays

61
121
181
241
301
361
421
481
541
§01
661
721
731
741
201
261

tégattogtt
ttagocanty
caggactatce
ttgacaggeg
agtyaatteq
3ocoocangl
qjggatcttea
gtgaaaccec
cttttagege
cogecgttge
374gLCgLyc

ggcgegttta

cagaccggcy
gggacggtag
tccaacgrca
tacatggtga

cggtggtege qacggeqage cagygtgteg cyggtgecas cacgacggta
£0ogagoacyga gatgtiagcs geoatcgegy Ctttatttts oguecatggt
aagctcttaq cgcacagott geagtgttic atgagoeggtt tgtgeaggea
Cyaceaadgsq gtatgocges gocaagetyy ecaacactte getattgcag
ccageggtat cgggaacggt tttgccacga tteoacéagga adttcagegy
cgctggocgc cggattcacg cagghtecge Sthtogogge ggcgoaggca
ccggeacgee gtoaggggot gecggatteg acategetts getgtggeeq
tgctgagttt gtctgeqctic gasactcast ftgoastocc aaacaataca
tcattyccad cgacataccg ccgetgtegt gottteotbtay caactecsca
tgaactcgcot getgggacag acggtecagt acaccaccta tgﬁlagqatg
agatcacgcc quctcatcca accagcgaat aCgLggtrac cattcacggc
teetgeegee gtcaatcztc cactggetea actacteggh gacgacttac:
cgaccgtgca agtgccgatt tacccgitgg tgcaggaagy aggcactgcc
taccggegat ggocggacte atctocacge asatigegea acacggggtco
gegtgategy ggactocgog ggcagoaace. tegractgge ggocacccaa
gcagqgacaa cccagtaceg togtocatgyg tgttgotgte cccatagcte




1021
1081
1141
1201
1261

gargtgggga
ctggtcagtc
tegettgate
gcgecgttes
tggggtetge

Lip]

cctggcagat
cgctgtatgy
cgctegeaca
gcettegtasct
tgtectiygece
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cagccaggca
gtcgetgaac
acaagcggtt
ggccoeetyg
gcagattaac

tgggcaggca
ggtctteege
gtcctcogage
caaatccacqg
cagcaactey

atcttgeggt
cgacgtatgt
acacagcegt
actggatact
gtatcgecge

cascgacccyg
ctattcggge
agtccaagga
gcLcacceec
ctgat

1 ttagcgegtg ¢gggtaacqat Ccgtcgegcat gagcacgcat agecgecatc tgcccggtac

61 gceottgagt
121 tcgeacqgte
181 gatatgcacy
241 gecogceatga
301 gteegegeac
361 catgttcact
421 gtceaacaqy
431 gatgtoggta
541 gatgatgaat
601 atecggotgeny
661 atgtoccacce
721 gtgteccaay
781 gotegyoagt
241 ggccacggta
Q01 wagegocace
461 cgoccatagt

1021 gtcggeggeg
1081 ctcgeatcecg
1141 cgtggttatc
1201 cctactgaat
1261 gtecgatogage
1321 ctggtaggey
1381 ctgcgccac

tcetgetcac
Jagqacacca
Qocacgecqy
ataccoatce
gcgatzgega
tegegacege
tegegeeate
aacatgatgy
tectegattt
ggtagttoga
aggatgtacy
acatctegta
coggeoacaggt
ggagecanga
Jtcaggaacg
g3gegcgceg
agaacaagtc
accgegteca
Jcggegages
qacgcaggan
acgaanggcco
atatecatyat

cacgetogqan
gcaccteact
cgacgteqgt
ggacctcaat
cactieggact
cqaacegcty
ggtcgtegee
tggeaagcat
catcgagcat
ccaagsggaa
togateogac
cgteggecte
tyccgacgaq
tgctecageac
agtcagoteg
agcegttgac
cgttcatgac
tcacegcgat
gtgacgascaq
agcgatygaa
ccggeascac
cgeegeattt

gqaaccoygtge
gagteegges
accgtgegag
acccagegeyg
Jgtgaacgte
qatttegtayg
gagecycggcy
Joegotegacy
&ggeetaaty
tecagegaty
acggtygcaay
ggctatgaco
ateocaccag
gtegaaqgqece
acgaacctgyg
gacyatcaqqg
gtggaazactyg
cacgtectay
gocgaccsca
acggtacaqe
cagcagatac
tgcgtaacgg
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IDDEPSLYRFHRRLASFSKYIRLOHRGVGLSSRLAAITTLGPKFWAQDATAVMDAVGS
EQATIFAPSFHAMNGLVLAADYPERVRSLIVVNGSARPLWAPDY FVGAQVRRADPFLT
VALEFDAVERGFDVLSIVAPTVAGDDVERAWWDLAGNRAGPPST ARAVSKVIARADVK
DVLGHIEAPTLILHRVGSTYIPVGHGRYLAEHIAGSRLVELFPGTDTLYWVGDTGPMLD
EIEEFITGVKGGADAERMLATIMFT DIVGSTQHAAALGDDRWRDLLDNHDTIVCHEIQ
RFGGREVNTAGLGFVATETSPSAATACADDIVDAVAALGIEVRIGIHAGEVEYRDASH
GTDVAGVAVHIGARVCALAGPSEVLYVSSTVRDIVAGSRHRFAERGE 2E LKGY FGRWKL

CVLMRDDATRTR

cytgatecqgy ojacgatqte
agcjycgeaga cgegcegeace
geategegea eotegaceta
gegacegegt ogacgatgtae
gcgacgaaac cgteaceqgge
cacacgatgg tgtcgtgght
geatgctgyg tcgaqccgac
tcagegosge ogcgeacqed
tegelaacee agtacagygt
tgcteggega ggtagegace
atcagtattyg gagectegat
tttgaaacgg cacggygcaat
gctogaaaca ogteatotee
cgotegacgg cateegghbe
gcgcectacey ggtagteggg
ctgogeacce geteggggta
ggcgecgaaaa ttgtegoctg
gcceagaact teggacoocay
cgatgatoga ggcglatcac
gatggotegt ogtegatoga
gtcggacegt cacccageac
Jtectgtyaa tgtggagage
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