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MÉTODO DE DEGRADAÇÃO DE PLANTA, COQUETEL DE DEGRADAÇÃO DE 

PLANTAS, MATERIAL DE PLANTA HOMOGENEIZADO E COQUETEL DE ENZIMAS 

FUNDAMENTOS DA INVENÇÃO
A composição e a diversidade de biomassa para a produção 

de etanol celulósico exigem múltiplos sistemas enzimáticos, 
em concentrações muito elevadas, para liberar açúcares 
constituintes dos quais o etanol celulósico é feito. Todas as 
enzimas atualmente disponíveis para etanol celulósico são 
produzidas em sistemas de fermentação caros e são purificadas 
em um processo muito similar às substâncias biofarmacêuticas 
como insulina. Portanto, enzimas de grau de reagente para a 
produção de etanol são extremamente caras. Por exemplo, B- 
glicosidase, pectoliase e celulase são vendidas atualmente 
por Novozyme através do catálogo Sigma por U$ 124.000, U$ 
412.000 e U$ 40.490 por kg, respectivamente. Essas enzimas 
são vendidas como formulações para biorrefinarias sem a 
revelação dos reais componentes enzimáticos. Portanto, o 
custo real para cada enzima, vendida em quantidades 
volumosas, não é disponível publicamente. A maioria das 
estimativas industriais para enzimas para a produção de 
etanol celulósico está na faixa de U$ 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 fermentação 
também constitui uma limitação importante. Com o aumento da 
demanda por enzimas e pela capacidade de produção limitada, o 
custo da enzima provavelmente aumentará ainda mais.

Uma limitação importante para a conversão dessa 
biomassa em etanol é o alto custo e as grandes quantidades 
de enzimas necessárias para a hidrólise. B-glicosidase, 
pectoliase e celulase são vendidas atualmente por Novozyme
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ou outras indústrias através do catálogo de Sigma por U$ 
124.000, U$ 412.000 e U$ 40.490 por kg, respectivamente. 
Portanto, o Departamento de Energia dos Estados Unidos 
(DOE) há muito identificou o custo das enzimas e seus altos 
níveis de carga necessários para a maioria das matérias- 
primas lignocelulósicas como uma das barreiras principais à 
produção de etanol celulósico. Atualmente, todas as enzimas 
disponíveis comercialmente são produzidas através de um 
processo de fermentação. Infelizmente, a construção e a 
manutenção do processo de produção de fermentação são muito 
caras, custando 500-900 milhões de dólares em investimentos 
prévios. Ainda não surgiu uma alternativa viável à 
tecnologia de fermentação para as enzimas industriais 
cruciais para a produção em massa, ainda proibitivamente 
caras. Esse vazio no mercado por um processo alternativo é 
preenchido diretamente por essa proposta.

BREVE DESCRIÇÃO DOS DESENHOS
Figura 1 (a) Representação esquemática da região 

trnl/trnA 16S do cloroplasto. Os transgenes foram inseridos 
na região espaçadora trnl/trnA no genoma do cloroplasto do 
tabaco. (b) Representação esquemática dos vetores de 
transformação do cloroplasto. 0 gene de interesse (GOT) é 
celD, celO, pelA, pelB, pelO, cutinase, lipY, egll, egl, 
swol, xyn2, axel ou bgll. Prrn, promotor de óperon de rRNA; 
aadA, o gene de aminoglicosídeo 3'-adeniltransferase 
confere resistência à espectinomicina; UTR 5', promotor e 
região 5' não traduzida do gene psbA; UTR 3', região não 
traduzida 3' do gene psbk. (c) Avaliação da integração do 
transgene e homoplasmia por Southern-blot de linhagens 
transplastômicas pelB, (d) pelD e (e) celD hibridizadas com
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a sonda da sequência flanqueadora (1, não transformadas; 2
a 4, linhagens transplastômicas). (f) Fenótipos de
linhagens não transformadas (UT) e transplastômicas
desenvolvidas em estufa que mostram crescimento normal.

Figura 2 Análise Western blot e quantificação de 
linhagens transplastômicas. Western blot de linhagens 
transplastômicas que expressam (a) PelB ou (b) PelD. UT: 
não transformadas, folhas maduras colhidas às 10 da manhã,
2 da tarde, 6 da tarde e 10 da tarde; 5 ng, 10 ng e 25 ng: 
proteína 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 enzimática de jcpPelB, rPelB, 
cpPelD, rPelD, rCelD e cpCelD. (a) Efeito de concentrações
crescentes de PGA sobre a atividade de pectato liases. (b)
Efeito do pH sobre a atividade de pectato liases na
ausência de CaCl2 e (c) na presença de CaCl2. Os tampões
foram os seguintes: 50 mM de tampão fosfato (pH 6-7),
tampão de Tris-HCl (pH 8), tampão de glicina/NaOH (pH 9) e 
tampão CAPS (pH 10,0) com 4 pg de TSP de PelB e PelD de 
planta e de E. coli. 0 pH ótimo foi determinado a 40°C 
usando 2,5 mg/ml de PGA como substrato. (d) Efeito da 
temperatura (30-70°C) sobre a atividade enzimática em pH
8,0 na ausência de CaCl2 e (e) na presença de CaCl2. (f)
Otimização do pH para atividade de cpCelD e rCelD usando 
CMC (2%) a 60°C por 30 minutos. A atividade relativa (%) 
foi medida com referência à atividade máxima obtida com 25 
pg/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 referência à 
atividade máxima obtida com 25 pg/ml para cpCelD e 10 pg/ml 
para rCelD. (h) Aumento da atividade de cpCelD (reação de 
25 pg de TSP/ml) usando 10 mM de CaCl2 e 20 pg/ml de BSA 
individualmente ou em combinação com 50 mM de acetato de 
sódio durante a hidrólise enzimática prolongada. A 
hidrólise foi realizada até 36 horas a 60°C, pH 6,0, na 
presença de CMC (2%).

Figura 4 Enzimas derivadas de E. coli vs. cloroplasto 
em diferentes concentrações de proteína de extratos brutos, 
(a) Cinética enzimática de cpCelD e rCelD usando substrato 
de carboximetil celulose (2%). A mistura de reação continha 
concentrações crescentes de cpCelD e rCelD TSP (pg/ml) com 
10 mM de CaCl2 e 50 mM de tampão de acetato de sódio, pH 
6,0. A hidrólise enzimática foi realizada por 30 minutos a 
60°C. O detalhe da Figura mostra o ponto de saturação da 
cinética enzimática para quantidade TSP de cpCelD (pg/ml) 
em direção a CMC (2%). Os tubos de Eppendorf com mistura de 
reação mostrados no detalhe representam, 1 planta não 
transformada, 2 e 3 TSP de 10 pg de rCelD e cpCelD. (b) 
Efeito de cpPelB, cpPelD, rPelB e rPelD sobre a hidrólise 
de substrato de 5,0 mg/ml de poligalacturonato de sódio. A 
mistura de reação continha concentrações crescentes de 
cpPelB, cpPelD, rPelB e rPelD (pg/ml) em 20 mM de tampão de 
Tris-HCl (pH 8,0). Poligalacturonato de sódio (Sigma) foi 
medido usando o método de DNS e medido a partir do gráfico- 
padrão de ácido D-galacturônico. A hidrólise enzimática foi 
realizada por 2 horas a 40°C em um misturador rotatório a
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150 rpm.
Figura 5 Coquetéis de enzimas para papel de filtro, 

madeira processada e casca de cítricos, (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 combinações 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 CaCl2, 20 pg de 
BSA em um misturador rotatório a 150 rpm por 24 horas, (b) 
A hidrólise da amostra de madeira processada (reação de 200 
mg/5 ml) foi feita pela utilização de um coquetel de 
extratos brutos de cpPelB (250 pg/ml) , cpPelD (250 pg/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 pg/ml). A mistura de 
reação contendo 10 mM de CaCl2, 20 pg/ml de BSA foi 
incubada por 36 horas em um misturador rotatório a 150 rpm; 
pH (5,5-8,0) e temperatura (40°C-50°C) foram ajustados com 
base nas condições ótimas. A análise do ponto final da 
liberação de equivalentes de glicose foi determinada usando 
o método de DNS. (c) A hidrólise de casca de laranja 
Valência (reação 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 
pg/ml) e cpCelD (100 pg/ml), rAxe2 (100 pg/ml), rCutinase 
(50 pg/ml), rLipY (100 pg/ml), rPelA (200 pg/ml). A análise 
do produto final de açúcar redutor foi determinada usando 
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reagente de DNS 31 e D-glicose e ácido D-galacturônico como 
padrões. Ampicilina e canamicina a 100 pg/ml foram 
adicionadas para evitar qualquer crescimento microbiano 
durante hidrólise. As amostras foram incubadas com 10 mM de 
CaCl2, 20 pg/ml de BSA em um misturador rotatório a 150 rpm 
por 24 horas; o pH (5,5-8,0) e a temperatura (40°C-50°C) 
foram ajustados com base em condições ótimas. 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 Geração de cultivares comerciais 
transplastômicos de tabaco (A) Enraizamento de broto de 
CelD LAMD (B) plantas transplastômicas de CelD LAMD que 
crescem na estufa (C) plantas transplastômicas de CelD LAMD 
que mostram floração normal (D) transformante primário de 
CelD TN90 (E) Segunda rodada de regeneração para CelD TN90 
(F) Enraizamento de PelB TN90 (G-I) Primeira, segunda e 
terceira rodada de regeneração para PelB LAMD (J) 
Enraizamento de broto de PelD LAMD (K) plantas 
transplastômicas PelD LAMD que crescem em estufa (L) planta 
transplastômica PelD LAMD que mostra floração normal (M) 
Enraizamento de broto egl LAMD (N) planta transplastômica 
egl LAMD que cresce em potes.

Figura 7 Confirmação 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 
não transformada; Números: Linhagens transplastômicas e B: 
Branco).

Figura 8 Atividade enzimática de pectato liase B e D 
em cultivares de tabaco Petit Havana, TN90 e LAMD (A) PelB 
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(B) PelD. Observação: o material de folha usado para a 
análise da atividade enzimática 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 
níveis de expressão em cultivares comerciais sejam maiores 
quando transferidos para a estufa.

A Figura 9 mostra informação de sequência de alguns 
exemplos de genes de composto de degradação de plantas.

DESCRIÇÃO GERAL
Algumas modalidades da invenção abordam os problemas 

principais discutidos acima por produção de todas as 
enzimas necessárias em plantas ou bactérias ou uma 
combinação de ambas, aliviando dramaticamente, dessa forma, 
o custo da fermentação e purificação. De acordo com uma 
modalidade, a invenção pertence a um método de degradação 
de uma amostra de biomassa de planta de modo a liberar 
açúcares fermentáveis nessa amostra. O método envolve a 
obtenção de um coquetel de degradação de plantas que 
compreende pelo menos dois extratos celulares, cada extrato 
celular possuindo um composto ativo de degradação de 
plantas que foi recombinantemente expresso em células das 
quais cada um dos referidos extratos celulares é derivado. 
Os (pelo menos) dois extratos celulares são extratos de 
planta ou extratos bacterianos, ou uma combinação de ambos. 
0 coquetel de degradação de plantas é misturado com a 
amostra de biomassa para a liberação de açúcares 
fermentáveis. Em uma modalidade mais específica, o coquetel 
de degradação de plantas inclui extratos celulares que 
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incluem enzimas de degradação de plantas como, por exemplo, 
celulase, ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase, 
xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase, pectato liase, 
lipase, alfa-amilase maltogênica, pectoliase, ou compostos 
que facilitam o acesso dessas enzimas, ou os denominados 
compostos de degradação de plantas acessórios, que incluem, 
sem limitação, cutinase ou expansina (por exemplo, 
swolenina). Os inventores verificaram que esses compostos 
de degradação de plantas acessórios servem para facilitar a 
ação de enzimas de degradação de plantas que elevam 
sinergicamente a quantidade de açúcares fermentáveis 
produzida para certa amostra de biomassa.

Extratos de células de planta incluirão, 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 são derivados. 
Rubisco é a enzima mais prevalente no planeta, sendo 
responsável por 30-50% da proteína solúvel total no 
cloroplasto; ela fixa dióxido de carbono, mas a atividade 
de oxigenase limita severamente a fotossíntese 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 várias modificações pós-tradução 
antes da montagem em holoenzima funcional (Houtz, R.L. e 
Portis, A.R. (2003) Arch. Biochem. Bíophys. 414, 150-158).

O uso de transformação genética de plantas geralmente 
não é considerado uma alternativa viável aos processos
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convencionais de fermentação para a produção de enzimas de 
degradação de plantas à luz do fato de que as proteínas 
expressas seriam deletérias à vida e ao crescimento da 
planta. Os inventores esforçaram-se para criar um método de 
expressão de enzimas de degradação de plantas de tal forma 
que não rompa a célula da planta. Os inventores acreditam 
que a presente invenção seja a primeira demonstração da 
expressão viável de uma enzima de degradação de plantas em 
plantas. Os inventores perceberam que a expressão de muitas 
enzimas de degradação 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 expressão em cloroplastos 
seja aqui exemplificada, a menos que especificamente 
definido, as modalidades da presente invenção não devem ser 
consideradas como estando limitadas à expressão em 
cloroplasto de enzimas de degradação de plantas. Algumas 
modalidades estão relacionadas a uma combinação de extratos 
de plantas e bacterianos de células criadas geneticamente 
para expressar recombinantemente um composto de degradação 
de plantas(s).

O termo "expresso recombinantemente", como aqui usado, 
refere-se à produção de um polipeptídeo a partir de um 
polinucleotídeo que é heterólogo à célula na qual o 
polinucleotídeo foi transfectado. A expressão recombinante 
pode resultar de polinucleotídeos heterólogos que são 
transformados estavelmente no genoma da célula, ou no 
genoma da organela da célula, ou que simplesmente estão 
presentes na célula por meio de um evento de transfecção.

O termo "cloroplasto" é interpretado de forma ampla
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para cobrir todos os plastídios, incluindo proplastídios,
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, que é então 
hidrolisada em glicose pelas beta-glicosidases. A atividade 
de celobiase, ou beta-glicosidase, é responsável pela 
formação de glicose a partir de celobiose e tem um papel 
importante na degradação de celulose por liberação da 
inibição do produto final (celobiose). As sequências 
gênicas para a maioria dessas enzimas, de diferentes 
microorganismos, foram depositadas em bases de dados 
públicas.

Pectinas, ou substâncias pécticas, são nomes coletivos 
para uma mistura de polissacarídeos heterogêneos, 
ramificados e altamente hidratados presentes como um dos 
componentes principais nas paredes de células de plantas. 
Esses polissacarídeos compreendem principalmente açúcares 
neutros, por exemplo, arabinano, galactano, andarabino 
galactano. Preparações de enzimas pectolíticas 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 sequência de nucleotídeos para 
enzimas de degradação de pectina, xilanases, celulases, 
estão disponíveis em bases de dados públicas. Veja o 
Exemplo 9 dessa especificação para uma discussão sobre 
sequências.

0 inventor percebeu que as necessidades de enzima são
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plantas e/ou expressão 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 
produção de etanol de acordo com os ensinamentos aqui 
apresentados incluem, sem limitação, grãos como, por 
exemplo, milho, trigo, centeio, cevada e os resíduos de 
grãos obtidos a partir destes (primariamente material 
residual como, por exemplo, talos, folhas e cascas), 
beterraba, cana de açúcar, gramas como, por exemplo, capim- 
elefante e Miscanthus, madeiras como, por exemplo, árvores 
de álamo, eucalipto, salgueiro, liquidâmbar e robínia, 
entre outras, e resíduos florestais (por exemplo, lascas e 
serragem de serrarias) . Outras biomassas podem incluir, sem 
limitação, frutas, incluindo cítricos, e resíduos destes, 
por exemplo, casca de cítricos.

Ao longo deste documento, tabaco é citado como uma 
planta exemplar para a expressão de enzimas de degradação 
de plantas. No entanto, a menos que especificamente 
definido, as modalidades da invenção não devem ser 
consideradas como limitadas à expressão em tabaco. Os 
ensinamentos sobre expressão gênica aqui apresentados podem 
ser aplicados em uma ampla gama de plantas, que incluem, 
sem limitação, tabaco; alface, espinafre; girassol; 
cultivos de leguminosas como, por exemplo, soja, feijão, 
ervilhas e alfafa; tomate; batata; cenoura; beterraba;
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cultivos de crucíferas; cultivos de fibras como, por
exemplo, algodão; cultivos hortícolas como, por exemplo,
gérbera e crisântemo; colza; e linhaça.

Em uma modalidade, genes de Aspergillus niger, 
Aspergillus aculeatus, Trichoderma reesei e/ou Clostridium 
thermocellum que codificam classes diferentes de enzimas 
são isolados usando iniciadores gene-específicos. A fim de 
expressar classes diferentes de genes em um cloroplasto de 
interesse, as estratégias seguintes são usadas. O vetor de 
cloroplasto contém sequências flanqueadoras do genoma do 
cloroplasto para facilitar a recombinação homóloga. Em uma 
modalidade, genes estranhos são integrados individualmente 
na região espaçadora do genoma do cloroplasto. A sequência 
codificadora de diferentes enzimas pode ser regulada por 
sequências reguladoras apropriadas. Plasmídeos 
recombinantes serão bombardeados em tabaco para obter 
plantas transplastômicas.

Em uma modalidade específica, folhas de tabaco em pó 
são usadas como fontes de enzima para avaliação comercial 
de produção de etanol a partir de uma fonte de biomassa. Em 
uma modalidade mais específica, a fonte de biomassa é um 
grão como, por exemplo, milho, uma grama ou resíduos de 
cítricos.

Para cloroplastos que são transformados, percebeu-se 
que a obtenção de homoplasmia com relação aos cloroplastos 
transgênicos é desejada. A integração do transgene e 
homoplasmia são confirmadas por PCR e análise Southern- 
blot, respectivamente. A Expressão dos transgenes é 
confirmada por análise western blot e quantificada por 
ELISA. 0 extrato de proteína de plantas transplastômicas de
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tabaco é testado quanto à sua habilidade para degradar
biomassa de resíduos de cítricos. Com base nos resultados,
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mais classes de enzimas são adicionadas para aumentar a
degradação da biomassa de planta em açúcares para
fermentação em etanol. Cada planta de tabaco, criada
geneticamente para produzir uma enzima, será capaz de
produzir um milhão de sementes, para facilitar o aumento de 
escala até 100 acres, se necessário. Material homogeneizado 
de planta, por exemplo, folhas de tabaco em pó ou extratos 
de planta, ou enzimas purificadas de material de planta, é 
usado como a fonte de enzima para a avaliação comercial da 
produção de etanol a partir de resíduos de cítricos.

Embora os métodos atuais envolvam a colocação de um 
gene estranho no núcleo da célula de planta, CT transforma 
o genoma dos aproximadamente 100 cloroplastos que estão 
dentro de cada tabaco célula de planta. Cada cloroplasto da 
planta de tabaco contém cerca de 100 cópias do material 
genético do cloroplasto e, portanto, a quantidade de 
proteína (nesse caso, proteínas de enzima usadas para 
degradar a biomassa em açúcar para a produção de etanol) é 
aumentada exponencialmente. Esta é a razão primária pela 
qual a produção em volume maciço de enzimas de degradação 
da parede celular para a produção de etanol celulósico tem 
o custo tão compensador. Em segundo, o tabaco possui grande 
volume de biomassa (40 toneladas métricas de folhas por 
acre) e pode ser colhido várias vezes durante certa estação 
estivai de crescimento na Flórida. E, como mencionado 
previamente, é fácil plantar 100 acres a partir de uma 
única planta de tabaco. Por último, como os cloroplastos 
são herdados pela mãe, eles não são funcionais no pólen da
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planta de tabaco.
De acordo com uma modalidade, a invenção pertence a um 

método de degradação de uma amostra de biomassa de planta 
para a liberação de açúcares fermentáveis. O método inclui 
a obtenção de um coquetel de degradação de plantas que 
possui pelo menos um genoma do cloroplasto ou segmento do 
genoma que possui um gene heterólogo que codifica celulase, 
ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa- 
amilase, amiloglicosidase, pectato liase, cutinase, lipase 
ou pectoliase, ou uma combinação destas; e em que o 
referido material de planta possui celulase, ligninase, 
beta-glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa-amilase, 
amiloglicosidase, pectato liase, cutinase, lipase, alfa- 
amilase maltogênica, pectoliase ou expansina, ou uma 
combinação destas, que foi expressa em uma planta da qual o 
referido material de planta é derivado; e mistura do 
referido material de degradação de planta com a referida 
amostra de biomassa. Em uma modalidade mais específica, a 
enzima ou combinação de enzimas pertence a mais de 0,1 por 
cento da proteína total no material de planta.

De acordo com outra modalidade, a invenção pertence a 
um método de produção de um material de degradação de 
biomassa de planta suficiente para a liberação de açúcares 
fermentáveis, o método incluindo a produção de pelo menos
uma planta que compreende cloroplastos que expressam
celulase, ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase,
xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase, pectato liase,
cutinase, lipase, alfa-amilase maltogênica, pectoliase ou
expansina, ou uma combinação destas; a colheita da referida
planta; e o processamento da referida planta para produzir
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uma fonte de enzima adequada para mistura e degradação de 
uma amostra de biomassa. Em uma modalidade específica, a 
planta é tabaco; alface, espinafre; girassol; cultivos de 
fibras como, por exemplo, algodão; cultivos hortícolas 
como, por exemplo, gérbera e crisântemo; cultivos de 
leguminosas como, por exemplo, soja, feijão, ervilhas, e 
alfafa; tomate; batata; beterraba; cultivos de crucíferas, 
incluindo colza; e linhaça. Em uma modalidade mais 
específica, a planta é tabaco.

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

Em uma modalidade específica, o método de produção de 
a planta envolve a produção 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
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primeira e da segunda plantas pode ser combinado para
produzir uma amostra de degradação de planta que inclui
mais de uma enzima de degradação de plantas. Em uma
modalidade mais específica, a invenção pertence a um método 
de produção de uma planta que envolve pelo menos dois dos 
seguintes: produção de uma primeira planta que compreende 
cloroplastos que expressam celulase, produção de uma 
segunda planta que compreende cloroplastos que expressam 
ligninase, produção de uma terceira planta que compreende 
cloroplastos que expressam beta-glicosidase; produção de 
uma quarta planta que compreende cloroplastos que expressam 
hemicelulase; produção de uma quinta planta que compreende 
cloroplastos que expressam xilanase; produção de uma sexta 
planta que compreende cloroplastos que expressam alfa- 
amilase; produção de uma sétima planta que compreende 
cloroplastos que expressam amiloglicosidase; produção de 
uma oitava planta que compreende cloroplastos que expressam 
pectato liase; produção de uma nona 
cloroplastos que expressam cutinase;
planta que compreende cloroplastos 

planta que compreende
produção de uma décima
que expressam lipase;

produção de uma décima primeira planta que compreende
cloroplastos que expressam alfa-amilase maltogênica,
produção 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
são aumentadas com enzimas de degradação de plantas
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expressas recombinantemente em bactérias. Dessa forma, um
coquetel de degradação de plantas pode incluir enzimas
expressas recombinantemente em plantas e enzimas que são
expressas recombinantemente em bactérias, como, por 
exemplo, sem limitação, E. coli.

De acordo com uma modalidade adicional, a invenção 
pertence a um material de planta útil para a degradação de 
uma biomassa de planta, o material incluindo pelo menos um 
genoma do cloroplasto ou segmento do genoma que possui um
gene heterólogo que codifica celulase, ligninase, beta-
glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa-amilase,
amiloglicosidase, pectato liase, cutinase, lipase, alfa- 
amilase maltogênica, pectoliase ou expansina, ou uma

compreende celulase,
hemicelulase, xilanase,
pectato liase, cutinase,
pectoliase ou expansina,

que o referido material de planta
ligninase,

alfa-amilase,
beta-glicosidase,
amiloglicosidase,

lipase, alfa-amilase maltogênica,
ou uma combinação destas. Em uma

modalidade mais específica, o material de planta inclui 
pelo menos dois dos seguintes: um primeiro genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene
heterólogo que codifica celulase, um segundo genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene
heterólogo que codifica ligninase, um terceiro genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene
heterólogo que codifica beta-glicosidase; um quarto genoma 
do cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene 
heterólogo que codifica hemicelulase; um quinto genoma do
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cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene
heterólogo que codifica xilanase; um sexto genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene
heterólogo que codifica alfa- amilase; um sétimo genoma do
cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene
heterólogo que codifica amiloglicosidase; um oitavo genoma 
do cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene 
heterólogo que codifica pectato liase; um nono genoma do 
cloroplasto ou segmento do genoma da planta que possui um 
gene heterólogo que codifica cutinase; um décimo genoma do 
cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene 
heterólogo que codifica lipase; um décimo primeiro genoma 
do cloroplasto ou segmento do genoma que codifica alfa- 
amilase maltogênica, um décimo segundo genoma do 
cloroplasto ou segmento do genoma que possui um gene 
heterólogo que codifica pectoliase e um décimo terceiro 
genoma do cloroplasto ou segmento do genoma que possui um 
gene heterólogo que codifica expansina (por exemplo, 
swolenina).

De acordo com outra modalidade, a invenção 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 combinação destas; e em que 
o referido material de planta compreende uma enzima
celulase,
xilanase,
cutinase,

ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase, 
alfa-amilase, amiloglicosidase, pectato liase, 
lipase, pectoliase ou expansina ativa, ou uma

combinação destas. Em uma modalidade mais específica, a
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enzima ou combinação de enzimas representa mais de 0,1 por
cento da proteína total da célula. Em uma modalidade ainda
mais específica, a enzima ou combinação de enzimas
representa mais de 1,0 por cento da proteína total na
célula.

Em uma modalidade adicional, a invenção pertence a uma 
composição derivada de planta que compreende celulase, 
ligninase, beta-glicosidase, hemicelulase, xilanase, alfa- 
amilase, amiloglicosidase, pectato liase, cutinase, lipase, 
alfa-amilase maltogênica, pectoliase e/ou swolenina, e uma 
quantidade de rubisco. Em uma modalidade específica, a 
proporção de rubisco para enzima varia de 99:1 a 1:99.

Em uma modalidade adicional, a invenção pertence a 
cultivares comerciais que expressam recombinantemente um ou 
mais compostos de degradação de plantas. Cultivares 
comerciais de tabaco como, por exemplo, sem limitação, LAMD 
e TN90, produzem substancialmente mais material de folha do 
que cultivares experimentais. No entanto, cultivares 
comerciais são mais sensíveis à introdução de genes 
estranhos. Surpreendentemente, o inventor, através de 
experimentação e erro significativos, foi capaz de 
transfectar com sucesso células e induzir a expressão de 
compostos de degradação de plantas em cultivares 
comerciais.

Exemplos
Exemplo 1: Montagem de construções de expressão em 

cloroplasto
Para a integração de transgenes, foi usada uma região 

espaçadora ativa em termos de transcrição entre os genes 
trnl e trnA (Fig. Ia) . PCR resultou na amplificação de
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vários genes de interesse (GOI), incluindo endoglucanase
(celD), exoglucanase (ceio) de DNA genômico de Clostridium
thermocellum, lipase (lipY) de DNA genômico de
Mycobacterium tuberculosis, pectato liases (pelA, pelB,
pelD) e cutinase de Fusarium solani. Usando um novo método
baseado em PCR, as sequências codificadoras de GOI,
incluindo endoglucanases (egrll e egrl) , swolenina (swol
similar às expansinas), xilanase (xyn2) , acetil xilana
esterase (axel) e beta-glicosidase (bgrll) , foram clonadas
sem íntrons (que variam de 1-5) de DNA genômico de
Trichoderma ressei. Vetores de transformação do cloroplasto 
de tabaco foram feitos com cada GOI (Fig. lb) . Todos os 
vetores de cloroplasto incluíam as sequências flanqueadoras 
16S trnl/trnA para recombinação homóloga nas regiões de 
repetição invertidas do genoma do cloroplasto e o gene aadA 
que confere resistência à espectinomicina. O gene aadA foi 
dirigido pelo promotor constitutivo de óperon de rRNA com 
sítio de ligação de ribossomo GGAGG. 0 GOI foi dirigido 
pelo promotor psbA e UTR 5' a fim de obter níveis elevados 
de expressão. A UTR 3' localizada na extremidade 3' do GOI 
conferia estabilidade ao transcrito.

Exemplo 2: Geração e caracterização de tabaco 
transplastômico que expressa pectato liases (PelB & PelD) e 

endoglucanase (CelD)
Plantas transplastômicas de tabaco foram obtidas como 

descrito previamente 28,29 . Análise Sou thern-blot foi 
realizada para confirmar a integração sítio-específica dos 
cassetes pLD-pelB, pLD-pelD e pLD-celD no genoma do 
cloroplasto e para determinar homoplasmia. A digestão do 
DNA total da planta com SmaT de linhagens não transformadas



21/85

e transplastômicas gerou um fragmento de 4,014 kb não
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
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a sonda trnl - trriA marcada com [32P] , confirmando a
integração sítio-específica dos transgenes na região
espaçadora entre os genes trnl e trnA (Fig. lc-e) . Além
disso, a ausência de um fragmento de 4,014 kb nas linhagens 
transplastômicas confirmou que a homoplasmia foi obtida 
(dentro dos níveis de detecção). Os fenótipos de linhagens 
transplastômicas pareciam normais quando comparados com 
plantas não transformadas e eram férteis (produziram 
flores, sementes, Fig. lf) .

com anticorpos despertados contra
mostraram PelB estão imunologicamente
relacionados a PelA30 Portanto, anticorpo PelA
usado para detectar a expressão de PelB e PelD, embora sua
afinidade fosse variável em linhagens transplastômicas. 
Todas as linhagens transplastômicas mostraram expressão da 
proteína PelB ou PelD. Os níveis de expressão não se 
alteraram significativamente, correspondendo à sua 
atividade enzimática, dependendo do tempo de colheita, 
muito embora PelB e PelD sejam regulados pela luz (Fig. 
2a,b). Isso pode ser por causa da afinidade variável entre 
epítopos antigênicos do anticorpo de PelB, PelD e PelA. A 
concentração da enzima se alterou ligeiramente com a idade 
da folha e diminuía em folhas mais velhas (Fig. 2a,b).
Exemplo 3: Quantificação 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 estágios do desenvolvimento e do momento da 
colheita da folha. A atividade enzimática máxima foi 
observada em folhas maduras de PelB, PelD e CelD, com 
atividade reduzida em folhas mais velhas (Fig. 2c,d). As 
folhas maduras colhidas às 6 da tarde mostraram atividade 
máxima tanto em PelB quanto em PelD, enquanto CelD mostrou 
atividade máxima às 10 da noite (Fig. 2c,d) . Isso pode ser 
causado pela estabilidade aumentada da endoglucanase contra 
proteases em extratos de planta. A atividade de cpCelD não 
diminuiu significativamente em extratos brutos de plantas 
armazenados em temperatura ambiente, por mais de trinta 
dias (dados não mostrados).

A atividade enzimática de CelD foi calculada usando o 
reagente de DNS 31 de acordo com o protocolo de IUPAC 32. A 
atividade específica de cpCelD usando substrato de CMC 2% 
era de 493 unidades/mg de proteína solúvel total (TSP) ou 
100 mg de tecido de folha, em extratos brutos preparados a 
partir de folhas maduras colhidas às 10 da tarde. Usando o 
ensaio de glicose hexoquinase, que é altamente específico 
para glicose, a atividade específica foi de 4,5 unidades/mg 
de TSP e 6,28 unidades/mg de TSP, quando avicel 5% e 
solução 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 sólido 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 às 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 milhões
de unidades de PelB, PelD ou CelD podem ser obtidas por 
corte único (Tabela 1) . Com base em três cortes de tabaco 
em um ano, até 49, 64 e 10.751 milhões de unidades de PelB, 
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 
enzimática de pectato liases (PelB e PelD) e endoglucanase 

(CelD)
Tanto extratos de planta quanto de E. coli mostraram 

atividade ótima a 2,5 mg/ml de PGA (Fig. 3a). Portanto, 
todos os estudos de caracterização de enzima foram 
realizados nessa concentração de substrato. Estudos de 
cinética realizados pela utilização de 4 pg de TSP, com
concentrações crescentes de PGA (0-2,5 mg), sob condições
de ensaio padronizadas, geraram valores de Km de 0,39 e
1,19 pg/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 ótima para a 
pectato liase de E. coli e cloroplasto derivada sob as 
condições de ensaio padronizadas foi de 40°C, e o pH ótimo 
foi de 8,0. As pectato liases derivadas de plantas 
mostraram um pH ótimo de 6,0 na presença de 1 mM de CaCl2. 
Os extratos brutos de E. coli mostraram um pH ótimo de 8,0, 
independentemente da presença ou ausência de CaCl2 na 
reação (Fig. 3b,c). O aumento da temperatura teve um efeito 
mínimo 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 diferenças nas propriedades da enzima de dois 
hospedeiros diferentes podem ser causadas por seu 
enovelamento. Essa possibilidade era apoiada pela 
observação de que foi possível detectar a enzima de E. coli 
com anticorpo com tag HIS, mas não a enzima do cloroplasto 
(dados não mostrados). É sabido que proteínas estranhas 
formam ligações dissulfeto em cloroplastos 33.35, mas não em 
E. coli, quando expressas no citoplasma. As enzimas PelB e 
PelD possuem um número semelhante (12 ou 14) de cisteínas 
que poderíam formar ligações dissulfeto 30.

A atividade de CpCelD com CMC 2% foi medida em pHs e 
temperaturas diferentes. A cpCelD mostrou pH ótimo entre pH 
5,0 e pH 7,0 (Fig. 3f) , enquanto a enzima de E. coli teve 
um pH ótimo de 6,5. A temperatura ótima foi entre 50-60°C 
para E. coli e 50-70°C para enzima de planta (Fig. 3g) . 
CelD de Clostridium thermocellum é estruturalmente 
conhecida por ter afinidade por íons CaCl2 e também 
fornecia termoestabilidade 36. Embora 10 mM de CaCl2 
aumentassem a atividade de CelD em CMC 2% até 2 vezes no 
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extrato bruto de E. coli, isso não era evidente na CelD do 
extrato bruto de cloroplasto durante período inicial de 
incubação. Isso pode ser causado pela concentração ótima de 
íon cálcio presente em células de plantas. No entanto, 
CaCl2 com 20 pg de BSA gerou uma atividade aumentada em 5 
vezes ao final da incubação 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 diminuição da atividade enzimática quando a mistura 
de reação continha mais de 10 pg de TSP, em que os extratos 
brutos de plantas contendo CelD liberaram mais açúcar 
redutor com concentrações crescentes de proteína (Fig. 4a). 
A atividade de CelD expressa em cloroplasto foi saturada 
(em CMC 2%) a 150 pg de TSP (Fig. 4a, detalhe) e não houve 
diminuição da atividade enzimática de CelD do cloroplasto 
em até 500 pg de TSP, como determinado pelo ensaio do ponto 
final. Esses resultados mostram que extratos de plantas 
brutos contendo cpCelD podem ser usados diretamente para 
degradação de biomassa, sem qualquer necessidade de 
purificação, enquanto extratos de E. coli provavelmente 
contêm inibidores de endoglucanase. Similarmente, em 
concentrações maiores de proteína, rPelB e rPelD expressas 
por E. coli mostraram atividade de pectato liase reduzida, 
enquanto cpPelB ou cpPelD continuaram a aumentar a 
atividade até 600 pg de TSP (Fig. 4b) . Podem existir 
inibidores de pectato liase em extratos de E. coli, que não 
estão presentes em extratos brutos de plantas. Esse achado 
é potencialmente de alto significado prático, pois o uso de 
extratos brutos elimina a necessidade de purificação de



26/85

5

10

15

20

25

30

enzimas. Grandes quantidades de enzima bruta de planta
podem ser utilizadas no coquetel, como mostrado abaixo, sem
causar efeitos prejudiciais sobre a atividade enzimática,
hidrólise ou rendimento dos produtos finais.
Exemplo 6: Coquetel de enzimas para hidrólise de papel de 

filtro
Antes da avaliação 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 não 
liberou nenhuma glicose detectável do papel de filtro, mas 
quando misturadas juntas, foi observada até 19% da 
hidrólise total (Fig. 5a, barra 1). Isso poderia ser 
causado por diferentes domínios de ligação de carboidrato 
de endoglucanases em direção 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 adição de celobiohidrolase (rCelO) a esse 
coquetel duplicou a hidrólise de papel de filtro, liberando 
uma quantidade máxima de açúcar redutor (Fig. 5a, barra 4). 
Esses sinergismo observado era provavelmente causado pelo 
modo de ação exo da celobiohidrolase 37 pelas extremidades 
redutoras que eram formadas por cortes aleatórios nas 
cadeias de celulose por meio das endoglucanases (cpCelD e 
rEgl) , juntamente com a ação de expansina e beta- 
glicosidase .
Exemplo 7: Coquetel de enzimas para hidrólise de amostra de 

madeira processada
O coquetel de enzimas que liberou os maiores
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equivalentes de glicose com papel de filtro (exceto rEgl) 
foi testado em substrato de madeira processada. Após 
hidrólise por 24 horas, 31% da hidrólise total foram 
observadas com esse coquetel (Fig. 5b, barra 1). Um 
coquetel de enzimas de endoxilanase e acetil xilana 
esterase mostrou 41% de hidrólise total (Fig. 5b, barra 2). 
Quando esses dois coquetéis foram combinados juntos, a 
hidrólise aumentou até 88% (Fig. 5b, barra 3) . Quando o 
substrato de madeira processada primeiro foi tratado com 
pectato liases, seguido pela adição do coquetel de enzimas 
na barra 3, a hidrólise global foi aumentada ainda mais, 
com liberação de até 275 pg de glicose após incubação por 
36 horas (Fig. 5b, barra 4). A adição de extratos de enzima 
de cutinase e lipase (ambos com atividade de lipase) não 
teve um efeito significativo sobre a liberação de açúcares 
fermentáveis (dados não mostrados). 0 coquetel de enzimas 
Novozyme 188 não gerou quaisquer equivalentes de glicose 
detectáveis 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 
hidrólise de CMC.

De acordo com uma modalidade, a invenção pertence a um 
método para a digestão de uma amostra de biomassa à base de 
madeira que compreende a obtenção de um material de planta 
que compreende endoxilanase ou acetil xilana esterase, ou 
uma combinação destas, que foi expressa em uma planta da 
qual todo ou uma porção do referido material de planta é 
derivada; e mistura do referido material de planta com a 
referida amostra de biomassa à base de madeira. O método 
dessa modalidade pode ainda incluir a mistura com a amostra
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da qual todo ou uma porção do referido material de planta é 
derivada. O material de planta pode compreender rubisco.

Outra modalidade pertence a um coquetel de enzimas de 
degradação de plantas útil na digestão de uma amostra de 
biomassa à base de madeira que compreende celulase, beta- 
glicosidase, xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase, 
pectina liase, swolenina ou pectato liase, ou uma 
combinação destas, expressas em uma planta, opcionalmente 
com uma quantidade de rubisco.
Exemplo 8: Coquetel de enzimas para hidrólise de resíduos 

de cítricos
0 coquetel de enzimas de endoglucanase (cpCelD), 

exoglucanase, swolenina e beta-glicosidase liberou até 24% 
de hidrólise total com casca de cítricos (Fig. 5c, barra 
1) . Quando a casca de cítricos foi tratada com pectato 
liases (cpPelB, cpPelD e rPelA), a hidrólise foi duplicada 
(Fig. 5c, barra 2) . Pectato liases contribuirão para até 
47% de hidrólise total nesse coquetel, por causa do alto 
teor de pectina (23%) na casca de cítricos 41. A adição 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 cítricos moída após um 
período de incubação de 24 horas (Fig. 5c, barra 3) . 
Enzimas como cutinase e lipase podem ter hidrolisado corpos 
oleosos presentes na casca de cítricos, fornecendo maior 
acesso às endoglucanase, endoxilanase e pectato liases para
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uma hidrólise eficiente da casca de cítricos. O coquetel de
enzimas Novozyme 188 gerou 11% mais equivalentes de glicose
com casca de cítricos, enquanto Celluclast 1.5L gerou 137%
mais do que o coquetel de extrato bruto com unidades de
enzima equivalentes com base na hidrólise de CMC.

De acordo com uma modalidade, a invenção pertence a um 
método para a digestão de uma amostra de biomassa de 
cítricos que compreende a obtenção de um material de planta 
que compreende celulase, beta-glicosidase, xilanase, alfa- 
amilase, amiloglicosidase, pectina liase ou pectato liase, 
ou uma combinação destas, que foi expressa em uma planta da 
qual todo ou uma porção do referido material de planta é 
derivada; e mistura do referido material de planta com a 
referida amostra de biomassa de cítricos.

Outra modalidade pertence a um coquetel de enzimas de 
degradação de plantas útil na digestão de uma amostra de 
biomassa de cítricos que compreende celulase, beta- 
glicosidase, xilanase, alfa-amilase, amiloglicosidase, 
pectina liase, swolenina ou pectato liase, ou uma 
combinação destas, expressas em uma planta, opcionalmente 
com uma quantidade de rubisco.

Métodos relacionados aos Exemplos 1-8
Isolamento de genes e construção de vetores de 

transformação de plastídio
DNA genômico de Clostridium thermocellum e Trichoderma

reesei foi obtido de ATCC e usado como modelo para a
amplificação de diferentes genes • Foram designados
iniciadores gene-específicos usando um iniciador direto
(forward) contendo um sítio NdeT e um iniciador reverso
contendo um sítio Xbal para clonagem no vetor pLD para os
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genes celO, celO e lipY. A região madura de genes de 
celulose celD (X04584) e celO (AJ275975) foi amplificada a 
partir de DNA genômico de Clostridium thermocellum. LipY 
(NC_000962) foi amplificado a partir do DNA genômico de 
Mycobacterium tuberculosis. Foram designados iniciadores 
superpostos para a amplificação de vários éxons de egll 
(M15665) , egl (AB003694) , swol (AJ245918) , axel (Z69256) , 
xyn2 (X69574) e bgll (U09580) a partir do DNA genômico de 
Trichoderma reesei usando um novo método. O cDNA 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 último éxon 
contendo um sítio Ndel e sítio XbaT, respectivamente. Os 
genes de pectato liase peíA, pelB e pelO de Fusarium solani 
com sítios de restrição similares foram amplificados usando 
iniciadores gene-específicos de pHILD2A, pHILD2B 30 e 
pHILD2D 45, respectivamente. Uma estratégia similar foi 
usada para amplificar o gene de cutinase 4S 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 NdeT/XbaT e inserido no vetor pLD 
17,47 para fazer um vetor de expressão de tabaco em 
cloroplasto.

Regeneração de plantas transplastômicas e avaliação da 
integração do transgene por PCR e Southern-blot

Nicotiana tabacum var. Petite Havana foi desenvolvida 
assepticamente em meio de ágar de Murashige e Skoog (MS) 
sem hormônios contendo 30 g/l de sacarose. Folhas jovens
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estéreis de plantas nos estágios de 4-6 folhas foram
bombardeadas usando partículas de ouro revestidas com vetor 
pLD-PelB, pLD-PelD e pLD-CelD, e as plantas
transplastômicas foram regeneradas como descrito 
previamente 28,29 . o DNA genômico da planta foi isolado 
usando o mini kit de planta Qiagen DNeasy a partir de 
folhas. A análise por PCR foi realizada para confirmar a 
integração do transgene nas regiões de repetição invertidas 
do genoma do cloroplasto usando dois conjuntos de 
iniciadores 3P/3M e 5P/2M, respectivamente 17. A reação de 
PCR foi realizada como descrito previamente 17,29. As folhas 
dos brotos PCR-positivos foram novamente cortadas em 
pequenos pedaços e transferidas em meio RMOP (meio de 
regeneração de plantas) contendo 500 mg/1 de 
espectinomicina para outra rodada de seleção, e 
subsequentemente movidas para meio MSO (sais MS sem 
vitaminas e hormônios de crescimento) contendo 500 mg/1 de 
espectinomicina para outra rodada de seleção para gerar 
linhagens homoplásmicas. Análise Southern-blot foi 
realizada para confirmar a homoplasmia de acordo com o 
protocolo do lab 48. Resumidamente, o DNA genômico total de 
planta (1-2 pg) isolado de folhas foi digerido com SmaT e 
hibridizado com sonda da sequência flanqueadora de 
cloroplasto marcada com 32P a[dCTP] (0,81 kb) contendo os 
genes trnl-trnA. A hibridização foi realizada pela 
utilização da solução e do protocolo de hibridização 
Stratagene QUICK-HYB.

Análise imunoblot
Aproximadamente 100 mg de folhas foram moídos em 

nitrogênio líquido e usados para análise imunoblot, como
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descrito previamente 48. A concentração de proteína foi 
determinada pelo kit de reagente de ensaio de proteína de 
Bradford (Bio-Rad). Quantidades iguais de proteína solúvel 
total foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose. A expressão de proteína 
transgênica foi detectada usando soro policlonal despertado 
contra PelA em coelhos.

Preparação enzimática de E. coli (bruta)
E. coli cepa (XL-10 gold) que abriga a expressão 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 
sonifiçadas quatro vezes com pulsos de 30 s no tampão 
adequado (50 mM de tampão de acetato de sódio 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 sódio (0,02%). O sobrenadante foi coletado após 
centrifugação a 16.000 x g por 10 minutos e a concentração 
de proteína foi determinada.

Preparação enzimática a partir de material de folha 
transplastômica de tabaco

Folhas verdes frescas foram coletadas e moídas em 
nitrogênio líquido. A proteína solúvel total foi extraída 
em 50 mM de tampão de acetato de sódio, pH 5,5 para cpCelD, 
cpXyn2, ou 100 mM Tris-Cl tampão, pH 7,0 para PelD e PelB. 
Todos os tampões continham coquetel inibidor de protease
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(Roche) e azida de sódio (0,02%). A proteína solúvel total
foi filtrada usando um filtro de seringa de 0,22 pm. A
concentração de proteína (mg/ml) em TSP foi determinada
usando o método de Bradford.

Ensaios enzimáticos para pectato liase B e pectato 
liase D

Pectato liases B e D foram avaliadas 
espectrofotometricamente por medida do aumento em A235 
30,49,50 As cinéticas das pectato liases B e D foram 
estudadas para otimizar a concentração de substrato (0-2,5 
mg) sob concentrações idênticas de proteína e cofator. As 
misturas de reação continham 1 ml de 50 mM de tampão de 
Tris-HCl (pH 8,0) com 1 mM de CaCl2 (recém-preparado) , 1 ml 
de 0,0-2,5 mg/ml de poligalacturonato de sódio (Sigma) e 
0,5 ml de solução de enzima adequadamente diluída. As 
medidas foram realizadas a 40°C. Uma unidade de enzima foi 
definida como a quantidade de enzima que forma 1 pmol de 
produto por min com um coeficiente de extinção molar de 
4.600 pmol'1 cm'1. Os estudos da cinética foram realizados 
em 50 mM de tampão de Tris-HCl, pH 8,0 a 40°C. Os 
parâmetros cinéticos (Km e Vmax) foram calculados usando 
regressão não linear com o uso do software Graphpad Prism 
5.0. As inclinações iniciais de cada concentração de 
substrato foram calculadas, em que a velocidade 
(unidades/mg/min) foi definida através da liberação de 
ácido galacturônico não saturado. A otimização da 
temperatura para atividade de pectato liase B e D foi 
realizada em 50 mM de tampão 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
período de tempo fixo em diferentes temperaturas.

O pH ótimo da pectato liase B e D foi medido a 40°C 
usando diferentes tampões com pH variando de 6 a 10, com a 
mesma potência iônica. A estabilidade do extrato bruto da 
enzima foi otimizada por incubação da enzima nos diferentes 
pHs. A influência do cofator CaCl2 sobre a atividade da 
pectato liase foi estudada por realização das reações em 
sua presença e ausência em diferentes pHs e temperaturas.

Ensaio enzimático para CelD e coquetel comercial 
(Celluclast 1.5L e Novozyme 188)

A atividade enzimática de celulase de cpCelD foi 
determinada por incubação do extrato bruto em 
carboxilmetilcelulose 2%, avicel e sigmacell (Sigma) como 
substrato de acordo com as recomendações IUPAC 32 em 50 mM 
de tampão de acetato de sódio pH 6,0, e incubada a 60°C por 
3 0 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 
condições de ensaio idênticas. A quantidade de açúcar 
redutor foi determinada usando ácido 3,5-dinitrossalicílico 
31. D-glicose e ácido D-galacturônico foram usados como 
padrão para medir a liberação de equivalentes de glicose e 
moléculas de ácido galacturônico não saturado. CMC (2%) foi 
usado na determinação do perfil de atividade de pH e 
temperatura de cpCelD. Uma unidade de enzima foi definida 
como a quantidade de enzima que liberava 1 μτηοΐ de 
equivalente de glicose por minuto/ml. O cálculo 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).

Hidrólise enzimática de papel de filtro, madeira 
processada e casca de cítricos

Ensaios enzimáticos foram realizados com um componente 
enzimático ou como coquetel em papel de filtro, madeira 
processada e casca de laranja e o açúcar redutor liberado 
foi determinado usando o método de DNS. Casca de laranja 
preparada a partir da fruta laranja Valência (Citrus 
sinensis cv Valência) foi seca ao ar de um dia para o outro 
e moída em nitrogênio líquido. Casca de laranja Valência 
moída e biomassa de madeira pré-tratada foram lavadas 
várias vezes em água destilada até que nenhum açúcar 
redutor fosse detectado por reagente de DNS, bem como pelo 
método de glicose hexoquinase.

Para digestão enzimática, foram usados 50-200 mg de 
amostra de madeira processada ou casca de laranja moída. 
Extratos brutos contendo enzimas de E. coli e de plantas 
foram usados no coquetel para hidrólise. O açúcar redutor 
do produto final foi determinado usando o reagente de DNS 31 
e D-glicose como padrão. Ampicilina e canamicina a 100 
pg/ml foram adicionadas para evitar qualquer crescimento 
microbiano durante as longas durações da hidrólise 
enzimática. Coquetéis de enzimas comerciais Celluclast 1.5L 
e Novozyme 188 foram testados quanto à hidrólise de casca 
de cítricos e madeira processada nas mesmas condições 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 hidrólise eram equivalentes 
às unidades de enzima cpCelD (com base na hidrólise 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 sequências codificadoras de 
genomas bacterianos ou fúngicos para criar vetores de 
cloroplasto. Um novo método baseado em PCR foi usado para 
clonar ORFs sem íntrons de DNA genômico fúngico. O sistema 
de expressão de E. coli foi usado para avaliar a 
funcionalidade de cada enzima independentemente ou sua 
eficácia em coquetéis de enzimas antes de criar linhagens 
transgênicas; enzimas de origem fúngica eram ativas sem 
qualquer necessidade de modificações pós-tradução (ligações 
dissulfeto ou glicosilação). Os fenótipos de linhagens 
transplastômicas homoplásmicas eram normais e produziram 
flores e sementes. Com base em três cortes de tabaco em um 
ano 49'64, 10.751 milhões 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 são produzidas em 
cultivares comerciais. Com base no "Economic Research 
Service" do USDA, o custo de produção de tabaco Burley em 
2 004 foi de U$ 3.981 por acre. Como a maioria das enzimas 
para a hidrólise de biomassa de planta é ativa em 
temperaturas mais elevadas, é factível colher folhas e 
secá-las ao sol, como relatado previamente para xilanase 
derivada de cloroplasto 25. Com base na atividade 
enzimática observada em extratos brutos de plantas nesse 
estudo, não há necessidade de purificação. Portanto, 
excluindo o custo de processamento, as enzimas poderíam 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 comparação de custos ou rendimento possa não 
ser a mesma para todas as enzimas derivadas de cloroplasto, 
esse conceito fornece uma nova plataforma promissora para 
coquetéis de enzimas baratos para a produção de açúcares 
fermentáveis a partir de biomassa lignocelulósica.

Que seja do nosso conhecimento, esse é o primeiro 
estudo que utiliza coquetéis de enzimas expressas em 
plantas para hidrólise de biomassa lignocelulósica para a 
produção de açúcares fermentáveis e comparação direta das 
propriedades da enzima produzidas por meio de fermentação 
ou em plantas, usando genes e sequências reguladoras 
idênticas. A maioria dos estudos sobre hidrólise enzimática 
em substratos naturais como, por exemplo, madeira pré- 
tratada, forragem de milho ou palha de trigo, utilizou 
enzimas disponíveis comercialmente 3,42 ou enzimas 
recombinantes purificadas reforçadas com enzimas comerciais 
purificadas 40,43 . a comparação precisa de coquetéis de 
enzimas de extratos brutos com coquetéis comerciais não é 
possível, já que suas composições de enzimas não são 
conhecidas. Portanto, unidades de enzima equivalentes com 
base na hidrólise de CMC foram usadas como uma base para 
comparação geral. ACCELLERASE TM 1000 (Genencor) não estava 
disponível para esse estudo, em função de acordos 
institucionais necessários. O coquetel de enzimas 
purificadas Novozyme 188 não gerou equivalentes de glicose 
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equivalentes de glicose com casca de cítricos, enquanto 
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 hidrólise 
de CMC. Não é surpreendente que os coquetéis de extrato 
bruto tenham tido um desempenho igual ou melhor do que os 
coquetéis de enzimas purificadas, pois esses últimos são 
produzidos por fermentação submersa de cepas fúngicas 
selecionadas que secretam várias enzimas, simultaneamente. 
De acordo com Novozymes, é necessário um design cuidadoso 
de uma combinação de enzimas de componente único para 
utilização racional desses coquetéis de enzimas 44.
Exemplo 9: Expressão de enzimas de degradação de plantas

Os ensinamentos apresentados nos Exemplos 1-8 podem 
ser adaptados para a preparação de cassetes de expressão do 
gene heterólogo, construção de vetores de transformação; 
transformação de cloroplastos e expressão em cloroplasto de 
qualquer uma em uma numerosa lista de enzimas que os 
inventores identificaram que serão úteis na degradação de 
biomassa de fontes de plantas. Além disso, os Requerentes 
referem-se às Publicações de Patente U.S. 20070124830 e 
20060117412 para técnicas de transformação de cloroplasto e 
expressão de proteínas.

Uma lista não limitante de enzimas exemplares inclui 
as seguintes na Tabela I:
Tabela I
GOI (Genes de interesse)
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1. Endoglucanases
a) celD (Clostridium thermocellum)
b) egl (Trichoderma reesei)
c) egll (Trichoderma reesei)
2. Exoglucanase
a) celO (Clostridium thermocellum)
3. Lipase
a) lipY (Mycobacterium tuberculosis)
4. Pectato liases
a) pelA (Fusarium solani)
b) pelB (Fusarium solani)
c) pelO (Fusarium solani)
5. Cutinase
a) cut (Fusarium solani)
6. Swolenina similar ãs expansinas
a) swol (Trichoderma reesei)
7. Xilanase
a) xyn2 (Trichoderma reesei)
8. Acetil xilana esterase
a) axel (Trichoderma reesei)
9. Beta-glicosidase
a) bgll (Trichoderma reesei)
10. Mananase
a) manl (Trichoderma reesei)
11. Arablnofuranosidase
a) abfl (Trichoderma reesei)
12. Lignina peroxidase
a) lipJ (Mycobacterium tuberculosis)

Além da lista acima, as tabelas anexadas II-VII
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apresentam uma lista de diferentes enzimas que podem ser
usadas em conjunto com modalidades da invenção. Os Nos EC
são designações reconhecidas
(http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/ e NC-IUBMB) que 
definem cada uma das enzimas com referências cruzadas para 
sequências de polipeptídeos relevantes e sequências de 
polinucleotídeos codificadoras. Os Nos de acesso pertencem 
às identificações de sequências no Genbank (uma letra 
seguida por cinco dígitos, por exemplo, M12345) ou o 
formato RefSeq (duas letras seguidas por uma sub-barra e 
seis dígitos, por exemplo, NT_123456) . Cada uma das 
sequências e Nos de acesso relacionados estão armazenados 
na divisão "Corenucleotide" do sistema de base de dados
GenBank. Um N° de acesso listado nas Tabelas II-VII para um 
gene específico pode ser facilmente encontrado por inserção 
do número de acesso no campo de pesquisa do sistema Entrez 
encontrado em (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery).
Em uma modalidade específica, as sequências dos Nos 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
sequências podem ser revisadas/atualizadas depois de 28 de
fevereiro de 2008, mas de outro modo reconhecidas pela
técnica como a sequência mais precisa do N° de acesso
comparada com a sequência armazenada antes de 28 de
fevereiro de 2008. Nessas outras modalidades, sequências
revisadas, mas reconhecidas como a sequência verdadeira e
que possui uma identidade de sequência de pelo menos 95% 
para a sequência armazenada na base de dados antes de 28 de

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery
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fevereiro de 2008, devem ser consideradas como a sequência
para o N° de acesso relevante.

Os requerentes também incorporam por referência o 
arquivo de texto ASCII intitulado 10669-034segid depositado 
com o presente pedido. Esse arquivo de texto contém 
informação de sequência do Nos de acesso listados nas 
Tabelas II-VII.

Além disso, nucleotídeos e peptídeos que possuem 
identidade substancial para as sequências de nucleotídeos e 
aminoácidos com relação às enzimas de degradação de plantas 
(por exemplo, aquelas fornecidas nas tabelas II-VII) usadas 
em conjunto com a presente invenção também podem ser 
empregados em modalidades preferidas. Aqui, "identidade 
substancial" significa que duas sequências, quando 
otimamente alinhadas como, por exemplo, pelos programas GAP 
ou BESTFIT (peptídeos) usando ponderações de (gap) 
padronizadas, ou como medido pelos algoritmos 
computacionais BLASTX ou BLASTP, compartilham pelo menos 
50%, preferivelmente 75% e, principalmente, 95% de 
identidade de sequência. De preferência, as posições de 
resíduo que não são idênticas diferem por substituições de 
aminoácidos conservadoras. Por exemplo, é provável que a 
substituição de aminoácidos que possuem propriedades 
químicas similares como, por exemplo, carga ou polaridade, 
não afete as propriedades de uma proteína. Exemplos não 
limitantes incluem glutamina para asparagina ou ácido 
glutâmico para ácido aspártico.

O termo "variante", como aqui usado, refere-se às 
sequências de nucleotídeos e polipeptídeos em que a 
sequência de nucleotídeos ou aminoácidos exibe identidade
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substancial com a sequência de nucleotídeos ou aminoácidos 
do Anexo B, preferivelmente 75% de identidade de sequência 
e, principalmente, 90-95% de identidade de sequência para 
as sequências da presente invenção: desde que a referida 
variante possua uma atividade biológica como aqui definida. 
A variante pode surgir por modificação da sequência de 
nucleotídeos ou aminoácidos nativa por modificações como, 
por exemplo, inserção, substituição ou eliminação de um ou 
mais nucleotídeos ou aminoácidos, ou ela pode ser uma 
variante de ocorrência natural. O termo "variante" também 
inclui sequências homólogas que hibridizam para as 
sequências da invenção sob condições de hibridização 
padronizadas ou, preferivelmente, rigorosas, familiares 
àqueles habilitados na técnica. Exemplos do procedimento de 
hibridização in situ tipicamente usado são descritos em 
Tisdall e cols., 1999; Juengel e cols., 2000. Quando for 
desejada uma variante desse tipo, a sequência de 
nucleotídeos do DNA nativo será alterada adequadamente. 
Essa alteração pode ser feita por meio da síntese eletiva 
do DNA ou por modificação do DNA nativo, por exemplo, por
mutagênese sítio-específica ou por cassete. De preferência, 
quando porções de cDNA ou DNA genômico exigirem
modificações da sequência, será empregada a mutagênese
sítio-específica dirigida por iniciador, usando
metodologias padronizadas na técnica.

Em modalidades específicas, uma variante de um 
polipeptídeo é aquela que possui pelo menos cerca de 80% de 
identidade de sequência de aminoácidos com a sequência de 
aminoácidos da sequência de comprimento total de uma 
sequência nativa das enzimas de degradação de plantas 
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fornecidas no arquivo ASCII anexado 10669-034SEDID. Esses 
polipeptídeos variantes incluem, por exemplo, polipeptídeos 
nos quais um ou mais resíduos de aminoácidos são 
adicionados, ou eliminados, no terminal N e/ou C, bem como 
dentro de um ou mais domínios internos, da sequência de 
aminoácidos de comprimento total. Fragmentos dos peptídeos 
também são contemplados. Normalmente, um polipeptídeo 
variante terá pelo menos cerca de 80% de identidade de 
sequência de aminoácidos, mais preferivelmente pelo menos 
cerca de 81% de identidade de sequência de aminoácidos, 
mais preferivelmente pelo menos cerca de 82% de identidade 
de sequência de aminoácidos, mais preferivelmente pelo 
menos cerca de 83% de identidade de sequência de 
aminoácidos, mais preferivelmente pelo menos cerca de 84% 
de identidade de sequência de aminoácidos, mais 
preferivelmente pelo menos cerca de 85% de identidade de 
sequência de aminoácidos, mais preferivelmente pelo menos 
cerca de 86% de identidade de sequência de aminoácidos, 
mais preferivelmente pelo menos cerca de 87% de identidade 
de sequência de aminoácidos, mais preferivelmente pelo 
menos cerca de 88% de identidade de sequência de 
aminoácidos, mais preferivelmente pelo menos cerca de 89% 
de identidade de sequência de aminoácidos, mais 
preferivelmente pelo menos cerca de 90% de identidade de 
sequência de aminoácidos, mais preferivelmente pelo menos 
cerca de 91% de identidade de sequência de aminoácidos, 
mais preferivelmente pelo menos cerca de 92% de identidade 
de sequência de aminoácidos, mais preferivelmente pelo 
menos cerca de 93% de identidade de sequência de 
aminoácidos, mais preferivelmente pelo menos cerca de 94% 
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de identidade de sequência de aminoácidos, mais 
preferivelmente pelo menos cerca de 95% de identidade de 
sequência de aminoácidos, mais preferivelmente pelo menos 
cerca de 96% de identidade de sequência de aminoácidos, 
mais preferivelmente pelo menos cerca de 97% de identidade 
de sequência de aminoácidos, mais preferivelmente pelo 
menos cerca de 98% de identidade de sequência de 
aminoácidos e ainda mais preferivelmente pelo menos cerca 
de 99% de identidade de sequência de aminoácidos com um 
polipeptideo codificado por uma molécula de ácido nucléico 
mostrada no Anexo B ou um fragmento especificado desta. 
Normalmente, polipeptídeos variantes possuem pelo menos 
cerca de 10 aminoácidos de comprimento, frequentemente pelo 
menos cerca de 20 aminoácidos de comprimento, mais 
frequentemente pelo menos cerca de 30 aminoácidos de 
comprimento, mais frequentemente pelo menos cerca de 40 
aminoácidos de comprimento, mais frequentemente pelo menos 
cerca de 50 aminoácidos de comprimento, mais frequentemente 
pelo menos cerca de 60 aminoácidos de comprimento, mais 
frequentemente pelo menos cerca de 70 aminoácidos de 
comprimento, mais frequentemente pelo menos cerca de 80 
aminoácidos de comprimento, mais frequentemente pelo menos 
cerca de 90 aminoácidos de comprimento, mais frequentemente 
pelo menos cerca de 100 aminoácidos de comprimento, ou 
mais.

O "rigor" de reações de hibridização é facilmente 
determinável por aqueles habilitados na técnica, e 
geralmente é um cálculo empírico dependente do comprimento 
da sonda, da temperatura de lavagem e da concentração de 
sal. Em geral, sondas mais longas exigem temperaturas 
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maiores para anelamento adequado, enquanto sondas mais 
curtas precisam de temperaturas menores. A hibridização 
geralmente depende da habilidade do DNA desnaturado para 
reanelar quando fitas complementares estão presentes em um 
ambiente abaixo de sua temperatura de fusão. Quanto maior o 
grau de identidade desejado entre a sonda e a sequência 
hibridizável, maior a temperatura relativa que pode ser 
usada. Como resultado, por conseguinte, temperaturas 
relativas maiores tenderíam a tornar as condições de reação 
mais rigorosas, enquanto temperaturas menores tendería, a 
tornar menos rigorosas. Para detalhes e explicações 
adicionais sobre o rigor das reações de hibridização, veja 
Ausubel e cols., "Current Protocols in Molecular Biology", 
Wiley Interscience Publishers, (1995) .

"Condições rigorosas" ou "condições de alto rigor", 
como aqui definidas, são identificadas como aquelas que: 
(1) empregam baixa potência iônica e alta temperatura para 
lavagem, 0,015 M de cloreto de sódio/0,0015 M de citrato de 
sódio/dodecil sulfato de sódio 0,1% a 50°C; (2) empregam 
durante a hibridização um agente desnaturante, formamida 
50% (v/v) com albumina sérica bovina 0,1%/ Ficoll 
0,1%/polivinilpirrolidona 0,l%/50 mM de tampão de fosfato 
de sódio em pH 6,5 com 750 mM de cloreto de sódio, 75 mM de 
citrato de sódio a 42°C; ou (3) empregam formamida 50%, 5X 
SSC (0,75 M de NaCl, 0,075 M de citrato de sódio), 50 mM de 
fosfato de sódio (pH 6,8), pirofosfato de sódio 0,1%, 
solução de Denhardt 5 vezes, DNA de esperma de salmão 
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 
sódio/citrato de sódio) e formamida 50% a 55°C, seguidas
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por uma lavagem de alto rigor que consiste em 0. IX SSC
contendo EDTA a 55°C.

"Condições de rigor moderado" são identificadas como 
descrito por Sambrook e cols., "Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual", Nova York: Cold Spring Harbor Press, 
1989, e incluem o uso de solução de lavagem e condições de 
hibridização (por exemplo, temperatura, potência iônica e % 
de SDS) menos rigorosas do que aquelas descritas acima. Um 
exemplo de condições moderadamente rigorosas é incubação de 
um dia para o outro a 37°C em uma solução que compreende: 
formamida 20%, 5X SSC (150 mM de NaCl, 15 mM citrato 
trissódico), 50 mM de fosfato de sódio (pH 7,6), 5x solução 
de Denhardt, sulfato de dextrana 10% e 20 mg/ml de DNA de 
esperma de salmão desnaturado cisalhado, seguido por 
lavagem dos filtros em IX SSC em torno de 37-50°C. Aqueles 
habilitados na técnica reconhecerão como ajustar a 
temperatura, potência iônica etc. como necessário para 
acomodar fatores como, por exemplo, o comprimento da sonda, 
e semelhantes.

Tipicamente, para condições de hibridização rigorosas, 
deve ser escolhida uma combinação de temperatura e 
concentração de sal que seja aproximadamente 12-20°C abaixo
da Tm calculada do híbrido sob estudo. A Tm de um híbrido
entre um polinucleotídeo que possui uma sequência de
nucleotídeos mostrada no ID. DE SEQ. N ° : 1, ou o
complemento desta, e um sequência de polinucleotídeos que é 
pelo menos cerca de 50, preferivelmente cerca de 75, 90, 96 
ou 98% idêntica a uma daquelas sequências de nucleotídeos, 
que pode ser calculada, por exemplo, com o uso da equação 
de Bolton e McCarthy, Proc. Natl. Acad. Sei. U.S. A. 48,
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1.390 (1962) :
Tm = 81,5°C - 16,6 (logio [Na+] ) + 0,41 (% de G+C)-0,63 (% 

de formamida)-600/1)
em que 1 = o comprimento do híbrido em pares de bases.
Em uma modalidade específica, condições 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. Condições de lavagem altamente rigorosas incluem, por 
exemplo, 0,2 X SSC a 65°C.

Exemplo 10: Otimização de coquetéis de enzimas 
recombinantes expressas

Tendo sido demonstrado por vários exemplos que enzimas 
de degradação de plantas podem ser expressas em plantas e 
bactérias, podem ser produzidos coquetéis de enzimas que 
são especialmente adaptados para a degradação de uma classe 
visada de biomassa. Os inventores descobriram que certas 
combinações de enzimas selecionadas são 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 açúcares fermentáveis. Com base na composição conhecida 
de uma amostra de biomassa-alvo, mais de uma enzima em uma 
classe em particular são incluídas no coquetel de 
degradação de plantas. Além disso, a quantidade de enzima 
de uma classe de enzima especifica que sabidamente degrada 
um composto específico em uma amostra de biomassa está 
aumentada em relação à outra enzima no coquetel em função 
da proporção do composto específico/massa da amostra de 
biomassa. Informações gerais em relação às classes 
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exemplares de enzimas são 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 são capazes de 
determinar coquetéis adequados para certa biomassa, e 
métodos pelos quais a sinergia das enzimas nos coquetéis 
pode ser determinada.

Ensaios enzimáticos
A maioria dos ensaios enzimáticos foi determinada 

espectrofotometricamente por medida do aumento em A235 
30,47,48 . As cinéticas enzimáticas foram estudadas para 
otimizar a concentração de substrato (0-2,5 mg) sob 
concentrações idênticas de proteína e cofator. As misturas 
de reação continham tampões, substratos e enzimas-padrão 
apropriados, quando comercialmente disponíveis. As medidas 
foram feitas em diferentes temperaturas e pHs. Uma unidade 
de enzima é definida como a quantidade de enzima que forma 
1 pmol de produto por min com coeficiente de extinção molar 
apropriado. Os parâmetros cinéticos (Km e Vmax) são 
calculados usando regressão não linear com utilização do 
software Graphpad Prism 5.0. As inclinações iniciais de 
cada concentração de substrato são calculadas, em que a 
velocidade (unidades/mg/min) é definida através da 
liberação do produto apropriado. A otimização da 
temperatura é determinada em tampões adequados com 
cofatores necessários, substratos em pH ótimo. A fim de 
estudar a estabilidade térmica de cada enzima, as amostras 
tamponadas de enzima são incubadas por períodos de tempo 
fixos em diferentes temperaturas. Similarmente, o pH ótimo 
de cada enzima é medido em temperaturas ótimas usando 
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diferente tampões com pH que varia de 6 a 10, com a mesma 
potência iônica. A estabilidade do extrato bruto da enzima 
é otimizada por incubação da enzima nos diferentes pHs. A 
influência de vários cofatores para a atividade enzimática 
ótima é estudada realizando-se as reações na presença ou 
ausência de cada cofator, em diferentes pHs e temperaturas.

Endoglucanase, celobiohidrolase e beta-glicosidase:
A celulose é a fonte biológica renovável mais 

abundante produzida na biosfera através de processo 
fotossintético (aproximadamente 100 bilhões de toneladas 
secas/ano) 49-51. A biodegradação da celulose por celulases 
e celulossomas, produzidas por vários microorganismos,
representa um fluxo de carbono importante de depósitos
fixos de carbono para o C02 atmosférico, e estudos
demonstraram que o uso de produtos de origem biológica e 
bioenergia podem obter zero de emissão líquida de dióxido 
de carbono 52'53 . a celulose é um polímero de condensação 
linear que consiste em D-anidroglicopiranose unidos juntos 
por ligações 3-1,4-glicosídicas com um grau de 
polimerização (DP) de 100 a 20.000. Aproximadamente 30 
moléculas individuais de celulose são montadas em unidades 
maiores conhecidas como fibrilas elementares 
(protofibrilas), que são compactadas em unidades maiores 
denominadas microfibrilas, e essas, por sua vez, são 
montadas em fibras de celulose grandes 54,55 . a degradação 
da biomassa envolve a liberação de polissacarídeos de 
cadeia longa, especificamente celulose e hemicelulose, e a 
subsequente hidrólise desses polissacarídeos em seus 
açúcares componentes com cadeia de 5 e 6 carbonos 15. Um 
dos desafios tecnológicos mais importantes e difíceis é



50/85

5

10

15

20

25

30

superar a resistência de materiais lignocelulósicos
naturais, que devem ser enzimaticamente hidrolisados para a
produção de açúcares fermentáveis 2-7-8-56'52.

O mecanismo de degradação de celulose envolve três 
classes de enzimas de celulase. Essas incluem 
endoglucanases ou 1,4-p-D-glucan-4-glicanohidrolases (EC 
3.2.1.4), exoglucanase ou 1,4-3-D-glicano celobiohidrolases 
(E.C. 3.2.1.91), e β-glicosidase ou β-glicosídeo 
glicohidrolases (E.C. 3.2.1.21) 55,58,59. as ações combinadas 
de endoglucanases e exoglucanases modificam a natureza 
cristalina da superfície da celulose ao longo do tempo, 
resultando em mudanças rápidas nas taxas de hidrólise 60. O 
inventor percebeu que a ação simultânea dessa classe de 
enzima no substrato de celulose degrada completamente as 
ligações 3-1,4-glicosídicas intramoleculares de cadeias de 
celulose. Isso resulta na liberação de grandes quantidades 
de moléculas fermentáveis de glicose.

Endoglucanases (por exemplo, CelD, Egl) : 
Endoglucanases cortam de forma aleatória em sítios internos 
amorfos na cadeia polissacarídica de celulose, gerando 
oligossacarídeos de vários comprimentos e, 
consequentemente, expõem novas extremidades da cadeia. 
Exoglucanases (por exemplo, CelO, Cbh2): Exoglucanases ou 
celobiohidrolases atuam no processamento das extremidades 
redutoras ou não redutoras das cadeias polissacarídicas 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. β-Glicosidases (por
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exemplo, BglA, Bgll): hidrolisam celobiose solúvel, 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). São feitas pelo 
menos duas diluições para cada amostra de enzima 
investigada em 50 mM de tampão de acetato de sódio contendo 
10 mM de CaCl2 e 20 pg de BSA. No ensaio, uma diluição deve 
liberar ligeiramente mais e uma ligeiramente menos do que 
0,5 mg (quantidade absoluta) de glicose. A amostra é 
incubada em temperatura apropriada por 30 minutos após 
adição de 0,5 ml de solução de substrato. Após incubação, 
0,5 ml de DNS é adicionado a 0,5 ml da mistura de reação, 
seguido por fervura por exatamente 5 minutos em um banho- 
maria em ebulição juntamente com vazios de enzima e padrões 
de glicose. Após a fervura, 166 μΐ de sal de Rochelle 40% 
são adicionados e transferidos imediatamente para um banho- 
maria frio por, no máximo, 30 minutos. 0 tubo é misturado 
por inversão várias vezes de modo que a solução se separa 
do fundo do tubo a cada inversão. A mistura é medida a 575 
nm em um espectrômetro. A absorbância é traduzida 
(corrigida, se necessário, por subtração do vazio) em 
produção de glicose durante a reação usando um gráfico de 
curva de glicose-padrão. A unidade de enzima é definida 
como a quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 
pmol por minuto 32.

Bgll (Trichodernia reesei) : Ensaios de beta-
glicosidase :

Substrato: celobiose, 2-15 mM em tampão de acetato de
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sódio pH 4.8.
São feitas pelo menos duas diluições de cada amostra 

de enzima investigada. Uma diluição deve liberar 
ligeiramente mais e uma ligeiramente menos do que 1,0 mg 
(quantidade absoluta) de glicose na condições de reação. 
Adicionar 1,0 ml de diluição da enzima em tampão de acetato 
de sódio 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-glicosídeo em tampão de acetato de sódio pH 4,8. 
Adicionar 0,3 ml de solução de enzima diluída a 0,6 ml de 
50 mM de tampão de acetato de sódio e 0,3 ml de para- 
nitrofenil D-glicosídeo. Realizar a reação a 50°C por 10 
minutos. Interromper a reação com 1 M de Na2CO3. Medir por 
espectrofotometria o p-nitrofenol liberado a 410 nm usando 
p-nitrofenol como padrão. Construir a curva de calibração 
para p-nitrofenol na faixa de concentração de 0,02-0,1 mM. 
A unidade de enzima é definida como a quantidade de enzima 
necessária para liberar 1,0 pmol de p-nitrofenol por min 
por pNPG.

Xilanase
Endo-xilanases: A xilana é um dos componentes 

principais da fração de hemicelulose das paredes de células 
de plantas e é responsável por 20-30% de sua massa seca 
total. Diferentemente da celulose, o xilana é um polímero 
complexo que consiste em monômeros de xilose ligados em β- 
1,4 substituídos com cadeias laterais. A hidrólise do
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arcabouço do xilana é catalisada por endob-1,4-xilanases
(EC 3.2.1.8) e β-D-xilosidases (EC 3.2.1.37) 61.
Endoxilanases são capazes de hidrolisar as ligações 1,4-β 
internas do arcabouço do xilana e, dessa forma, produzir 
vários xilo-oligômeros de comprimento variável. A hidrólise 
completa do xilana envolve endo-β-Ι,4-xilanase, β- 
xilosidase, e várias enzimas acessórias, por exemplo, a-L- 
arabinofuranosidase, α-glicuronidase, acetilxilana esterase 
e ácido ferúlico esterase 62,63 . Para a indústria de 
biocombustíveis, o inventor percebeu que as xilanases podem 
ser usadas para auxiliar na conversão de lignocelulose em 
açúcares fermentáveis (por exemplo, xilose). Além disso, a 
hidrólise de moléculas de xilana é uma etapa muito
importante na hidrólise enzimática de hemicelulose e de 
materiais lignocelulósicos, pois gera uma maior
acessibilidade para que as celulases atuem sobre a celulose 
exposta.

Ensaio de xilanase 64 (Baily 1989) :
Xyn2 (Trichoderma reesei)
Substrato: xilana oat spelt (1%); xilana birch wood 

(1%, ferver por 5 minutos até dissolvida).
0 gráfico-padrão de D-xilose (0,01 a 1 mg/ml de 

xilose) será preparado pela utilização do método de DNS.
Ensaio: A amostra de enzima é diluída em suspensão de 

xilana 1% com uma reação com volume total de até 2 ml. A 
seguir, a mistura é incubada por 30-120 minutos a 50°C. 
Após incubação, 2 ml de reagente de DNS são adicionados à 
mistura de reação, seguido por fervura por 5 minutos. A 
liberação de concentração xilose é medida 
espectrofotometricamente a 540 nm. A unidade de enzima é
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calculada usando a fórmula-padrão e4.
Cutinase:
Cutinase do fungo fitopatogênico Fusarium solani pisi 

é um exemplo de uma pequena éster carboxílico hidrolase que 
liga propriedades funcionais entre lipases e esterases. A 
cutina, um poliéster composto por hidróxi e hidróxi epóxi 
ácidos graxos contendo 16 e 18 átomos de carbono, é o 
componente estrutural principal da barreira protetora que 
cobre a superfície das partes aéreas de plantas 65/66 . As 
cutinases não apenas degradam polímeros de cutina, mas 
também uma grande variedade de triacilgliceróis de cadeia 
curta e longa é rapidamente hidrolisada. A enzima pertence 
à família de serina hidrolases que contêm a denominada 
dobra α/β-hidrolase 67,68. A hidrólise de moléculas de 
cutina, lipase e triacilgliceróis que estão presentes em 
grande quantidade na casca de resíduos de cítricos dá uma 
grande acessibilidade para enzimas como pectinases, 
celulases e xilanases. Portanto, a cutinase é um componente 
enzimático importante na hidrólise enzimática da casca de 
cítricos para a produção de biocombustível.

Ensaio de cutinase 67,69: Substrato: p-nitrofenil
butirato e p-nitrofenil palmitato (0,01% ou 10 mM) . A 
enzima é extraída de plantas transplastômicas em 100 mM de 
tampão de Tris-HCl (pH 7,0) e Triton X-100 0,03% será
adicionado no momento do início do ensaio enzimático. As 
reações são realizadas por incubação 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
várias quantidades de amostra de enzima (gelada). A 
liberação de p-nitrofenol é medida a 405 nm usando p-
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nitrofenol como padrão. A atividade de fundo é subtraída da
leitura de absorção, se necessário. Uma unidade de
atividade enzimática foi definida como a quantidade que
degrada 1 pmol de substrato por minuto sob condições
padronizadas.

Mananase:
A mananase é usada na indústria de papel e de polpa, 

para o branqueamento enzimático de polpa de madeira mole, 
na indústria de detergente como um reforço para a remoção 
de manchas, na indústria do café para hidrólise de manana 
de café para reduzir a viscosidade de extratos de café, na 
indústria de moagem de óleo para aumentar o fluxo de óleo 
ou gás, na extração de óleo da carne do coco, na indústria 
têxtil para o processamento de fibras celulósicas e na 
indústria de aves para aumentar o valor nutricional de 
rações para aves 70.

Polissacarídeos da parede celular podem ser 
convertidos em açúcares fermentáveis por meio de hidrólise 
enzimática usando enzimas como, por exemplo, celulases e 
hemícelulases, e os açúcares fermentáveis assim obtidos 
podem ser usados para produzir etanol lignocelulósico. A 
mananase é uma hemicelulase. A hemicelulose é um grupo 
complexo de polímeros heterogêneos e representa uma das 
fontes principais de matéria orgânica renovável. Mananas 
são um dos principais grupos constituintes de hemicelulose 
e estão amplamente distribuídas em madeiras duras e 
madeiras mole, sementes de plantas leguminosas e no feijão. 
Hemiceluloses constituem até 25-30% do peso seco total da 
madeira. As hemiceluloses em madeiras mole são 
principalmente galactoglucomanana, contendo resíduos de



56/85

5

10

15

20

25

30

manose/glicose/galactose em uma proporção de 3:1:1 e 
glucomanana com resíduos de manose/glicose na proporção de 
3:171. Mananases são endohidrolases que clivam 
aleatoriamente dentro da cadeia principal de 1,4-β-Ό manana 
de galactomanana, glucomanana, galactoglucomanana e manana. 
Mananases hidrolisam as ligações β-ϋ-1,4 manopiranosídeo em 
β-1,4 mananas. Os produtos principais obtidos durante a 
hidrólise de mananas por β-mananases são manobiose e 
manotriose. Enzimas adicionais, por exemplo, β-glicosidases 
e α-galactosidases, são necessárias para remover açúcares 
da cadeia lateral que estão anexadas em vários pontos em 
mananas. Uma grande variedade de bactérias, actinomicetos, 
leveduras e fungos sabidamente produzem mananase. Entre as 
bactérias, principalmente gram-positivas, incluindo várias 
espécies de Bacillus e de Clostridia e algumas cepas de 
bactérias gram-negativas, por exemplo, Vibrio e 
Bacteroides, também foram relatadas. O grupo de degradação 
de manana mais proeminente entre fungos pertence aos 
gêneros Aspergillus, Agaricus, Trichoderma e Sclerotium 70.

O procedimento de ensaio para determinação da 
atividade de mananase envolve a incubação do extrato de 
enzima bruto com o substrato (galactomanana de goma de 
alfarroba como substrato). Após a reação enzimática, os 
açúcares redutores liberados são quantificados, e a 
atividade enzimática é medida. A goma de alfarroba (0,5%) 
será dissolvida em tampão de citrato (pH 5,3) e aquecida 
até ferver; essa mistura é usada como o substrato. O 
extrato de enzima bruto é incubado com o substrato a 50°C 
por 5 minutos. Os açúcares redutores liberados na reação 
enzimática são testados por adição de reagente de ácido
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dinitro salicílico em ebulição por 5 min, resfriamento e
medida da absorbância a 54 0 nm 72.

Outro método ensaio envolve galactomanana de alfarroba 
(0,2%) como substrato em tampão de acetato de sódio (pH 5). 
O extrato de enzima bruto é incubado com o substrato a 40°C 
por 10 minutos. Os açúcares redutores liberados são medidos 
pelo método de Nelson-Somogyi, e a atividade enzimática é 
quantificada 73. Em um ensaio de difusão em gel, placas de 
gel são preparadas por dissolução de goma de alfarroba 
0,05% (p/v) em tampão de citrato fosfato (pH 5,0), 
juntamente com Phytagar. 0 extrato de enzima bruto é 
transferido para as placas de gel e incubado por 24 horas. 
Os géis serão corados pela utilização de vermelho Congo. As 
zonas clareadas (halos) nas placas indicavam atividade de 
endo-beta-mananase 74.

Arabinofuranosidase 1 (ABF1)
ABF1 demonstrou ter vários usos potenciais. L- 

arabinose é encontrada por muitos tecidos de plantas 
diferentes em pequenas quantidades, mas colocada 
estrategicamente como grupos laterais. ABF1 facilita a 
degradação 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 açúcares fermentáveis para a 
produção de biocombustível a partir de biomassa ou polpa e 
a produção de papel. Essa enzima pode aumentar a 
digestibilidade de rações para animais de criação, tem sido 
usada na clarificação de sucos de fruta e pode ajudar na 
aromatização de vinhos. Finalmente, ABF1 possui 
possibilidades como aditivo alimentício para diabéticos em
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função do gosto doce e do efeito inibidor da digestão de
sacarose 75.

ABF1 foi isolada do fungo T. reesei e expressa em 
Escherichia coli no plasmídeo pLD. A atividade dessa enzima 
é testada por meio do uso do substrato p-nitrofenil-a-L- 
arabinofuranosídeo em 0,05 M de tampão de citrato incubado
a 50°C por 10 minutos com extratos brutos de enzima de
plantas ou E. coli. A reação é interrompida com 1 M de
Na2CO3, e o p-nitrofenol resultante é medido por
espectrofotômetro a 400 nm e comparado com o padrão
positivo (p-nitrofenol ou ABF, ambos disponíveis
comercialmente) para determinar a quantidade. Estudos de pH 
e temperatura ótimos são realizados com o mesmo substrato e 
medidos da mesma forma 76. Sabidamente, a atividade dessa 
enzima é inibida por certos íons metálicos como, por 
exemplo, Cu2+' Hg2+, detergentes e muitos agentes quelantes 
e redutores 75.

Lignina peroxidase (LipJ)
A enzima lignina peroxidase, comumente conhecida como 

LipJ, permanece inédita e desejável para o avanço da 
produção de enzimas para biocombustível por meio de tabaco 
transplastômico. A expressão de LipJ deve expandir os 
espectros de fontes de biomassa exploráveis por hidrólise 
da lignina não comestível e porções ricas em celulose de 
biomassa como, por exemplo, milho, cana de açúcar e trigo. 
Fontes previamente excluídas como fontes para 
biocombustível em função de seu teor elevado de lignina, 
por exemplo, restos de tábuas de madeira, lascas de 
madeira, cascas de frutas e vegetais preparados 
comercialmente, poderíam ser hidrolisadas com LipJ. LipJ 
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também avança na produção de biocombustíveis por ablação 
das estruturas intricadas de lignina dentro de materiais de 
plantas dando acesso a substratos de biomassa mais valiosos 
que fornecem produtos comerciais, químicos e farmacêuticos 
valiosos. Esses produtos ainda possuem rendimento limitado, 
por causa da natureza protetora da lignina que os circunda 
dentro das fontes de biomassa.

LipJ foi isolada do DNA genômico de Mycobacterium 
tuberculosis, expressa em um plasmídeo funcional tanto em 
cloroplastos quanto em E. coli. Três cultivares de tabaco 
transplastômico estão expressando esse vetor na rodada 
primária de seleção e aguardam confirmação de expressão em 
cloroplasto. Foram planejados ensaios de proteína em E. 
coli para análise qualitativa e quantitativa da expressão 
de LipJ, que é otimizada para cloroplasto derivado de LipJ.

Lipase (LipY)
Lipase Y (LipY), de Mycobacterium tuberculosis, é uma 

enzima hidrossolúvel que catalisa a hidrólise de ligações 
éster e triacilgliceróis de cadeia longa, o que a torna um 
candidato ideal para a produção de biocombustível. LipY é 
uma proteína da membrana para Mycobacterium tuberculosis e 
estudos já demonstraram que ocorre uma resposta humoral 
quando LipY é combinada com o soro de pacientes com 
tuberculose; portanto, LipY tem o benefício adicional de 
ser uma vacina potencial para tuberculose 77.

Um ensaio simples para determinação da atividade do 
gene clonado é 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 
proteína dobrada corretamente, o ensaio exibirá uma cor 
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laranja quando iluminado sob um comprimento de onda de luz
específico 80. Outro ensaio mede a liberação de p-
nitrofenol quando p-nitrofenilestearato é incubado em
várias concentrações de E. coli ou extrato de célula de
planta 81.
Exemplo 11: Expressão de enzimas de degradação de plantas 

em cultivares comerciais
Cloroplastos de tabaco foram transformados por 

bombardeamento com microprojéteis (transformação 
biolística), como descrito anteriormente. A integração do 
transgene foi confirmada por análise por PCR usando os
iniciadores utilizados em estudos prévios. Análise
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 germinadas foram 
transferidas para caixas púrpuras contendo meio MSO. As 
folhas no estágio 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 pm) foram revestidos com DNA de plasmídeo (vetor de 
expressão de tabaco em cloroplasto) e a transformação 
biolística mediada foi realizada com o dispositivo 
biolístico PDSIOOO/He (Bio-Rad) como publicado. Após 
bombardeamento, as folhas foram incubadas no escuro por 48 
horas para se recuperar do dano. Após 48 horas no escuro, 
as folhas bombardeadas de Petit Havana (cultivar 
experimental) ou LAMD e TN90 (cultivar comercial) foram 
cortadas em pedaços de 5 mm2 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/1 de espectinomicina, respectivamente,
para a primeira rodada de seleção. Após 4-5 semanas,
aparecerão brotos resistentes, enquanto células não
transformadas morrerão. Os brotos resistentes serão
transferidos para novas placas com RMOP-Espectinomicina e 
submetidos a rodadas subsequentes de seleção. Os supostos 
brotos transplastômicos foram confirmados por PCR e análise 
Southern. A expressão de enzimas de degradação da parede 
celular foi confirmada por seus respectivos ensaios, e para 
aquelas para as quais houvesse anticorpo disponível, a 
análise 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 híbrido 
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) é 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 degradação 
de biomassa. Embora seja mais desafiador transformar esses
cultivares do que o cultivar experimental, tivemos sucesso
na transformação de ambos os cultivares comerciais com
diversos genes que codificam enzimas de degradação de
biomassa pectato liases, celulases, xilanases e
endoglucanases. As linhagens transplastômicas de cultivares
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comerciais eram homoplásmicas, férteis, e as atividades das 
enzimas expressas eram similares às 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 à atividade em cultivares experimentais e 
comerciais.

PCR foi feita usando DNA isolado de material de folha 
de plantas de controle e supostamente transgênicas a fim de 
distinguir transformantes de cloroplasto verdadeiros de 
transformantes nucleares ou mutantes. Foram preparadas duas 
reações de PCR separadas, uma reação verificou a integração 
de gene marcador selecionável no genoma do cloroplasto e a 
segunda verificou a integração do cassete de expressão 
transgênica. A fim de testar a integração do cloroplasto 
dos transgenes, um iniciador (3M) se destinará ao gene aadA 
enquanto o outro (3P) se destinará ao genoma nativo do 
cloroplasto. Nenhum produto de PCR foi obtido com plantas 
transgênicas nucleares ou mutantes usando esse conjunto de 
iniciadores. Essa seleção é importante para eliminar 
mutantes e transformantes nucleares. A fim de realizar a 
análise por PCR em plantas transgênicas, DNA total de 
plantas não bombardeadas e transgênicas foi isolado como 
descrito pelo mini kit de planta DNeasy (Qiagen). A 
integração do cassete de expressão transgênica 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 
recombinação homóloga. Uma estratégia similar foi usada com
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sucesso por PI lab para confirmar a integração no
cloroplasto de vários genes estranhos. Os pedaços 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. 
Há vários milhares de cópias do genoma do cloroplasto 
presentes em cada célula de planta. Quando são inseridos 
genes estranhos no genoma do cloroplasto, nem todos os 
cloroplastos irão integrar DNA estranho resultando em 
heteroplasmia. Para assegurar que somente o genoma 
transformado exista em plantas transgênicas (homoplasmia), 
o processo de seleção foi continuado. A fim de confirmar 
homoplasmia ao final do ciclo de seleção, DNA total de 
plantas transgênicas foi sondado com as sequências 
flanqueadoras de cloroplasto marcadas radioativamente (o
fragmento trnl-trnA) usadas para recombinação
Caso estejam presentes genomas do tipo

homóloga.
selvagem

(heteroplasmia), será observado o tamanho do fragmento
nativo junto com genomas transformados. A presença de um
fragmento grande 
dentro das sequências flanqueadoras e a ausência do pequeno 
fragmento nativo devem confirmar homoplasmia.

A Figura 6 mostra a geração de cultivares comerciais 
transplastômicos de tabaco. (A) Enraizamento de broto de 
CelD LAMD. (B) plantas transplastômicas de CelD LAMD que 
crescem na estufa. (C) plantas transplastômicas de CelD 
LAMD que mostram floração normal. (D) transformante
primário de CelD TN90 . (E) Segunda rodada de regeneração
para CelD TN90. (F) Enraizamento de PelB TN90. (G-I)
Primeira, segunda e terceira rodadas de regeneração para
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PelB LAMD. (J) Enraizamento de broto de PelD LAMD. (K)
plantas transplastômicas PelD LAMD que crescem em estufa.
(L) Planta transplastômica PelD LAMD que mostra floração
normal. (M) Enraizamento de broto egl LAMD. (N) Planta
transplastômica egl LAMD que cresce em potes.

A Figura 7 mostra confirmação 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 não transformada; Números: 
Linhagens transplastômicas e B: Vazio). A Figura 8 mostra 
atividade enzimática de pectato liase B e D em cultivares 
de tabaco Petit Havana, TN90 e LAMD. (A) PelB. (B) PelD. 
Observação: o material de folha usado para a análise da 
atividade enzimática 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 níveis de 
expressão em cultivares comerciais sejam maiores quando 
transferidos para a estufa.
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As revelações dos documentos de patente, publicações e 
referências citados, incluindo aqueles citados nas Tabelas 
II-VII, são aqui incorporados em sua totalidade na medida 
em que não sejam inconsistentes com os ensinamentos aqui 
apresentados. Deve-se entender que os exemplos e as 
modalidades aqui descritas têm finalidade apenas 
ilustrativa, e que várias modificações ou alterações à luz 
destes serão sugeridas por aqueles habilitados na técnica e 
devem ser incluídas no espírito e abrangência deste pedido.
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REIVINDICAÇÕES

1. Método de degradação de uma amostra de biomassa de 
planta de modo a liberar açúcares fermentáveis nessa 
amostra, o método caracterizado por compreender as etapas

5 de:
i) obter um coquetel de degradação de plantas 

preparado a partir de material vegetal moído compreendendo 
proteínas recombinantes expressas em plastídios de pelo 
menos uma planta transplastômica, as referidas proteínas

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 tampão e, opcionalmente, um ou mais de um 

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

ii) incubar o referido coquetel de degradação 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 açúcares

20 fermentáveis da referida biomassa.
2. Método, de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de que o referido coquetel 
compreende ainda pelo menos um extrato celular bacteriano.

3. Método, de acordo com a reivindicação 1,
25 caracterizado pelo fato de que a referida amostra de 

biomassa de planta compreende grãos e/ou resíduos de grãos, 
beterraba, cana de açúcar, gramas, biomassa à base de 
madeira, frutas e/ou resíduos de frutas, ou uma combinação 
destes.

3 0 4. Método, de acordo com a reivindicação 3,
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5. Método, de acordo com a reivindicação 3,
caracterizado pelo fato de que a referida biomassa de
planta é capim-elefante.

6. Método, de acordo com a reivindicação 3,
caracterizado pelo fato de que a referida biomassa de
planta é cana de açúcar.

7. Método, de acordo com a reivindicação 3,
caracterizado pelo fato de que a referida biomassa de
planta é beterraba.

8. Método, de acordo com a reivindicação 1,
caracterizado pelo fato de que o referido coquetel de
degradação de plantas ainda compreende rubisco.

9. Coquetel de degradação de plantas útil para a
degradação de uma biomassa de planta, o referido coquetel 
caracterizado por compreender enzima de degradação de 
plantas expressas recombinantemente em plastídios de 
células de plantas, em que as referidas enzimas consistem 
em endonuclease CelD, endonuclease CelO, beta-glicosidase, 
xilanase, acetil xilana esterase, pectato liase PelA, 
pectato liase PelB e pectato liase PelD, o referido 
coquetel compreendendo ainda swolenina, um tampão, e 
opcionalmente inibidores de protease, a referida swolenina 
e as referidas enzimas de degradação de plantas no referido 
coquetel de degradação de plantas atuando sinergicamente 
para liberar 100% de açúcares fermentáveis produzidos a 
partir da referida amostra de biomassa.

10. Coquetel, de acordo com a reivindicação 9,
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caracterizado pelo fato de que o referido tampão é um 
tampão de acetato de sódio e/ou um tampão de Tris-HCl.

11. Material de planta homogeneizado, caracterizado 
por compreender enzimas recombinantemente expressas 
produzidas em plastídios 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 
opcionalmente compreendendo rubisco e/ou swolenina, o 
referido material compreendendo ainda inibidores de 
protease e azida de sódio.

12. Material de planta homogeneizado, de acordo com a 
reivindicação 11, caracterizado pelo fato de que a enzima 
compreende mais de 0,1 por cento de proteína total no 
referido material de planta em pó.

13. Material de planta homogeneizado, de acordo com a 
reivindicação 11, caracterizado pelo fato de que o referido 
material de planta compreende rubisco.

14. Método, de acordo com a reivindicação 1, 
caracterizado pelo fato de que o referido material de 
planta está homogeneizado.

15. Material de planta, de acordo com a reivindicação 
11, caracterizado pelo fato de que a proporção de enzima 
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 degradação de plantas útil 
na digestão de uma amostra de biomassa à base de madeira, 
caracterizado por consistir em extratos de proteínas 
recombinantes expressas em cloroplastos, as referidas
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proteínas recombinantes consistindo em endogluconase CelD, 
endoglucanase CelO, beta-glicosidase, xilanase, swolenina, 
acetil xilana esterase, pectato lisase PelA, pectato liase 
PelB e pectato liase PelD.

17. Coquetel, de acordo com a reivindicação 9, 
caracterizado pelo fato de que o referido coquetel 
compreende um coquetel de inibidor de protease e azida de 
sódio.

18. Método, de acordo com a reivindicação 1, 
caracterizado pelo fato de que o referido tampão é um 
tampão de acetato de sódio ou um tampão de Tris-HCl.
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Figura 9 - Lista de seqüências exemplares

Gene de ceJJ) de Clostridium yhermocellum para endoglucanase D N° de acesso X04584
1 aaactaaaae tcctatcaaa tactttagtt 

■61 cctfftattta. taactgcatt tataatacct 
121 aaggagg-ttg eaacaggttt taaattatct 
Í81 aagggggata aaggtaaaaa atgagtagaa 
241 tgttatettt gctcattgct gtagtgtttc 
301 tgattgagac caaagtgtca gctgcaaaaa 
361 tccgtttaaa otcaataggt tttataccga 
421 attgttwaac cttttatgt.t gttaaagaag 
481 .cctcaatgtt tgacaatgat aoaaaagaaa.
541 atgaagaagg aacgtactat cttgccgtgc
601 ttgcaatgaa tgtatatgag gatgctttta
661 gctgcggcac cagtgtgtcg gccacataca 
72i atactaatga tgcatatctt gattatataa 
?S1 aaggctggca tgatgcgggc gactacaaca 
841 gfcfecaatgtt cctggogtgg gagcabttta 
901 ttcccgaaaa gaacáattca atae.c.ggatt 
861 ggattcttac catgcaatac cctgacggga 

1021 ggsactttgg cggctttatc atgcatgaga 
10&1 ggagcagtgc cgcaacggca gactttgttg 
1141 ggccttatgg rcctcaatat gctgaaaaar 
1201 ttttgaagaa caatcctgpg aatqtttrtg 
1261 atgccactgt cagtgatgca gatgacagat 
1321 tgggagatga agaatacctt agagattttg 
1381 tagaagccga ttttgactçrg gataatgvtg 
1441 cagaaagacc gggcaagaat cctgcttrgg· 
1501 ctgcggactc aattgtgagg accagccaaa 
1561 catactactg gggatgcaac ggcacggttg 
1'621 acaagatttc acccaacaat gattatgraa 
1681 ttggaagaaa ctattacaaa aggtcttatg 
1741 atcctcatga cagacgttca ggggctgacg 
1801 taggaggagg atggccagga ccgaaggatt 
1861 atgaaattgc tataaactgg aatgcggcat 
1921 ataattctcc tcaaaatgaa gtaotgtacg 
1981 acacCgaatt gactttgtta aaaagatatg 
2041 ccaaagctga aaagaacgca gatgtaaatc 
2101 caatactttc aagatatttg ataagggtaa 
2161 atattgataa acactaatat ataagtgttt 
2221 gccgcaggct gtttttatca attccggcgc 
2281 aatgaa

cag ttccagc,a tacgtqtgt a+tcaaaatg 
gaagcsaata ataattaaac ttgtggaaga 
taatt eaggt att ttacaat t-tttaataaa 
tgaccttgaa aagcagcatg saaaaacgtg 
taagcttgac cggagtattt sc-ttcgggat 
taacggagaa ttatcaattt gattcacgaa 
accacagcaà aaaggcgact atagotgcaa 
acggaacaat agtgtetacc ggaacggcaa 
ctgtttatat tgctgatttt. teatctgtta 
cgggagtagg aaáaagcgta -aacüttaaaa 
aaaeageaa-t gctgggaatg tatttgotgc 
acggaataca ctattcccat ggaccgtgcc 
acggacagca tactaaaaaa gacagtaeaa 
aatatgtggt aaacgccggc ataaçcgttg 
aageccagtt ggagcctgtg gcattggaga 
tt-cttgatga attaaaatat gagatagact 
gcggaagggt ggctcataaa gtttcgacaa 
acgaacacga. cgaaagattt ttcgtgccct 
ccatgacggc catggctgca agaatattca 
gtataaatgc. ggcaaaagta agcratgagt 
caaaccagag tggattctca acaggagaat 
tgtgggcggc, ggctgaaatg tgggagaccc 
aaaacagggc g.gcgcaattc tcgaaaaaaa 
caaacttagg tatgtttaca tatcttttgt 
tgcagtcaat aaaggatagt-,ctcctttcoa 
accatggcta tggcagaacc cttggtacaa 
taagacagac tatgatactt caggttgcga 
atgctgcict çgatgcgatt tcacatgtat 
taacaggcct tggcataaat cctoctatga 
gaatatggga gccgtggccc ggttaccttg 
gggtggatat. tcaggaaagt tatcagacca 
tgatttatgc ccttgccgga cttgtcaact 
gagatgtgaa tgatgacgga aaagtaaact 
ttcttaaagc cgtctcaact ctcccttctx 
gtgacggaag agttaattco agtgatgtoa 
tcgagaaatt accaatataa attctgataa 
aatcggtaaa agagccctgt ggcaaaaact 
agacgaaaat agcagacgta aatattaatt

Polipeptídeo de CelD
MS RMT LKS-SMKKRVLSLLTAWELSLTGVFPSGLIETKVaAAKI 

TENYQFDSRIRLNSIGFIPNBSKKATIAANCSTFYWKEDGTIVYTGTATSMFDNDTK 
ETVriADFSSVNEEGTYYIAVPGVGKSVNFKIAMHVYEDAFKTAMIjGMYr,I,RCGTSVS 
ΑΓΥΝΕΙΗ YS HGPCHTNDA Y1D YINGQH TKKDSTKGWHDAGDY NKYWNAGI TVGâMFL 
AWEHFKDQLEPVALEIPEKNN5IPDFLDE1KYEIDWILTMQYPDGSGRVAHKVSTRNF 
&3FIMPE HE H DERFF VPW S SAATADFVAMTAMAAR.I FRPYD PQ YAEKC IN AAKVS Y E F 
LKNNPAMVBAKQSGFSTGEYATVSDADDRIWAAABMKETLGDEEYLRDEENRAAQFSK 
KIEADEDHDNVANLGMET¥LlSERPCKNPALVQSIKDSU,STAD£IVRTSQSfflG'fGRT 
1GTT YYWGCNGTVVRQTMILQVAWKIS ENNDYVNAALDAISHVFGRN YYSRSYVTGIG 
IN PPMNP HDRRSG ADGIÍÍEPWPGYLVGGGW PGPKOWVOIQDS ΪΟΤΝΕ I Al NWNAALIY 
ΑΙΛβΓνΝΪΝδΡαΚΕνΤ.ΥεπνΒΒϋσκνΝδΤβΙΤϋΕΚΗΥνίΚΑνδΤΙ,ΡδεΚΑΕΚΝΑΟνΝΚ 
DGRVNSSOVTILSRYLIRVIEKLPI

egj (tríchaderma ressà}

1 tggccaa-atc gtgatcgatt gatactcgca tctataagat ggcacagatc· gactcttgat
61 tcacagacat ccgtcagccc tcaagccgtt tgcaagicca caaacacaag cacaagcata

121 gcgtcgcaat gaagttcctt caagtcctcc ctgccctcat accggccgcc ctggcccaaa
181 ccagctgtga ccagtgggca accttcactg gcaacggcta cacagtcagc aacaaccttt
241 ggggagcatc. agccggctct ggatttggct; gcgtgacggc ggtatcgrctc agcggcgggg
301 cctcctggca cgcagactgg aagtggtccg gcggccagaa caacgtcaag. txgtaccaga
361 actctcagat tgccattccc cagaagagga ccgtcaacag catcagcagc atgcccacca
421 ctgccagctg gagctacagc gggagoaaea tccgcgctaa cgttgcgtat gacttgtEca
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4SI ccgcagccaa cccgaatcax gtaacgtact
541 ccataágáag tgaccctcct tgatagtttc
601 tacggcgata ttgggccgat tgggtcctca
661 tggacgctct actatggcta caacggagcc
721 aacactacca actacagcgg agatgtcaag
781 qgatacaacg ctgcaggcca atatgttctt
841 gtttgttgca acgtttgcta acaaaacctt
901 ttcacgggca gtggaactct gaacgtcgca
361 gaaacgtgag atgtggtggg.catacgttat

cgggagacta cgsacttatg atctggtàag 
gactaacaac atgtcttgag gcttggcaaa 
cagggaacag tcaacgtegg tggccagagc 
atgcaagtct attcctttgt ggcccagacc 
aacttcttca attatctccg agacaataaa 
agtaaçrtcac cctüactgtg. actgggctga 
cgtataggct accaatttgg caccgagccc 
tcctggaccg catctatcaa ctaaaaoctg 
tgagcgaggg aaaaaaagca ttggatcc

Polipeptideo de egl
MKFLQVLPA1.1 PAALAOTSCDSWAITTGNGY TVSNNLWGASAGS

GFGCVTAVSLSGGASWHADWGWâGGONNVKSYQNSOIAIPQKRTVNSISSMPTTASKS 
Y5G5NrRANVAYDLFTBANPNHVTy5GDYElMlWi:.GKYGDIGEIGS5QSTVNVO3<Q5W 
TLYYGYNGAMflVYSEVAOTNTTNYS GDVKNFFNyLRDNKSYNAAGCYVLS Y QFGTE PE 
TGSGTLNVASWTASIK

egi i (Trícnotfenna reesei)

ι ttgtcecaaa atggcgccct eagttacact
61 ccggctcgtc gcegcccagc aaccgggxac

121 aacctacaag tgtacaaagt ccggggggtg
181 ctggaactac cgctggatgc acgacgaaaa
241 caacaccacg ctctgccctg acgaggcgac
301 cgactacgcc gcctcgggcg. tcacgacctc
361 gcccagca.gc tctggoggct .acagcagcgt
421 ;cggtgagtac gtgatgctga agctcaacgg
481 tgctctgccg tgtggagaga acggctcgct
541 cgccaaccag tataacacgg ccggtgccaa
601 ccccgiccag acatggagga acggcaccct
661 cgagatggat atcctggagg gcaactcgag
721 ggccacggcc tgcgactctg ccggttgcgg
781 gtgagcctga tgccactaet acccctrtcc
841 ggttttccag ctactacggc cccggagata
901 tcacccagtt caacaoggac.aacggctcgc
361 agtaccagca aaacggcgtc gacatcccca 

1021 .cctgcccgtc cgcctcagcc tacggcggcc 
1081 gcatggfcgct cgtgttcagc.atttggaacg 
1141 gcggcaacgc cggcccctgc agcagcaccg 
L201 accccaacac gcacgtcgtc ttctccaaca 
1261 actcgactga gcccocgccc ccgaacgcgt 
L321 gctcgacgac ttcgagcagc:ccgagctgca 
L381 ttgggtacag cgggtgcaag acgtgcacgt 
1441 gttcgtatcc ccatgcotga cgggagtgat 
1501 actcgcaatg cqtttagagc gttgact

gccgttgacc acggccatcc tggccattgc 
cagcacccec gaggtceatc ccaagttgac 
cgtggcccaçr gacacctcgg. tggtccttga 
etacaactcg tgcaccgtca acggoggcgt 
ctgtggcaag aactgcttca tcgagggcgt 
gggcagcagc ctcaccatga accagtacat 
ctctcctcgg .ctgtatctcc tggactctga 
ccaggagotg agcttcgacg tcgacctctc 
ctacctgtct cagatggacg agaacggggg 
ctacgggagc ggctactgcg atgctcagtg 
caacactagc caccagggcb tctgctgcaa 
ggcgaatgcc ttgacccctc actcttgcac 
cttcaacccc .tatggcagcg gctacãaaag 
tggcgctctc gcggttttcc atgctgacat 
■ccgctgacac ctccaagacc ctcaacataa 
cctcgggcaa ccttgtgagc atcacccgca 
gcgcccagcc cggcggcgac accatcxcgt 
tcgccaccat gggcaaggcc ctgagcagcg 
acaacagcca gtacstgaac tggctcgaca 
agggcaaccc atccaacatc ctggccaaca 
tcegctgggg agacatrggg tctactacga 
ccagcacgac gttttcgact acagggagga 
cgcagaetca ctgggggcag bgeggtggca- 
cgggcacrac gtgccagtat agcaacgact 
tttgagatgc taaccgctaa aatacagact

Polipeptideo de egll MAPSVTLP1TTAI LAIAREVAAQ3FGT3TFEVH FKLTT YKCTKSGGCVAQDTSWLDWSYRWMHDANYNSCTVISGGVNITTIjCFDEATCGKNCFIE^/DYAAS 
GVTTSGS StTMNQ YMF3 S SGG YSS VS PRLYliDSDGE YVMLKLNGOELSFDVDLSALE 
CGEtüGSLYlSqbiDEMG&ANQYKTAGANYGSGYCDAQCFVClTWRNGTLNTSHQGECCNE 
MDILEGNSRMlALTFHSCTATACDSAGCGFNPYGSGYKSYYGPGmVOTSKTFTIITQ 
FNTDNG3P3GNLVSITRKY2QNGVDIF3AQPGGDTT3$CPSASA’ZGGIATMGKAL63G 
M«ZLVF5IWNDA\SQYMNKLD3GNAí;pt;SS‘TEGNPSNrLANWPNTHVVFSN3RWGDIG31 
TNSTAPP P P PASSTT FSTTRR3ST T 3 S S PSCTQTHWGQCGGIGY&GCKTCTSGTTCOY 
SNDYY3QCL

cclO (C7<M/™?zwn ttermoceliiim)

1 gatcttaaag çrtataacatg gagcggaaaa
61 ttatcttcag aaaacggaat cacgtggaat 

121 attgcttttg gcaacggaat atttgcagcc 
181 tggatggaga acattgggaa-acaaaagttg 
241 tgtggtacga taacaaattt attgccattg 
301 ccggggacgg aaaaaogtgg gttgcáagag 
361 cctctttgca taacgtggaa tggcgaaaaa 
421 ctgagcggcg tgccaaagga tatagttaaa

aaatttgctg' tcgcaggtac gaatatcata 
gccgttgaag ttaatgccac tcttcatgac 
gtcggttatg accggttacc atgtcttc.tg 
aagctttgcg tnatgatttg actaatatag 
gttcaggcag tacaccctcc atagttgtat 
çrtccaaaaga tgcctcttac aagtgtgact 
ctggttgcag ccggctacga cagtactatt 
gtgaaggtga atgacagacc catagtattc
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481 
541 
601 
661 
721 
781 
841 
901
961 

1021 
1081 
1141 
1201 
1261 
1321 
1381 
1441 
1501 
1561 
1621 
1681 
1741 
1801 
1861 
1921 
1981- 
2041 
2101 
2161 
2221 
2281 
2341 
2401 
2461 
3521 
2581 
2641 
2701 
2761 
2821 
2881 
2941 
3001 
3061 
3121 
3181 
3241 
3301 
3361 
3421 
3481 
3541 
3601 
3661 
3721 
3781 
3841

gatgtggcgc 
gccctgggag 
tcggacaaga 
gagctggatg 
tcggaaagct 
■acaaacttct 
tgctgacaat 
aggacccatt 
atagcacatg 
tggggagggt 
caatttcagc 
cttatgaaga 
taaaatatca 
acatggecga 
ttaoatgctt 
tgggatacgc 
gcgggcagct 
attattctta 
acaaaggtaa 
cgccaaacaa 
ataccgttta 
ttoacggcet 
tcaatattct 
gtgtagaaao 
ttgaaatact 
acatgoagag 
cca tggaaga 
cggtoattgc 
ccaaatggga 
aagaaattct 
cgatggaagg 
gcggaaattt. 
tatactccgt 
tcgacattaa 
aaaatattgc. 
ggaagtggct 
gggcttttaa 
ttgatgagga 
taataccgct 
ttgccgtaaa 
aattcccctc 
ccagtgatgc 
aagaaaacca 
aacttccaca 
tctcaaattg 
tggcctggaa 
ccacgtatat 
cgaagaagta 
cactttctcc 
goccaaaccc 
agtgtattgc 
eaaagacaag 
aagtttgtaa 
ctctctattc 
aaactcgaca 
at.tateca.et 
acaa.agcagç

caataatcgg 
cagaagtaaa 
txatactgaa 
tacctgcaac 
tgggcgccga 
aatgaaagca 
aaatttataa 
ttcgtctcga 
tttttttatt 
agttttaatg 
cctgattatc. 
acccgctttg 
gagcatgcgt 
ccttagggta 
ttatacagca 
tgaaatcggc 
gçagctggta 
tgacccaagt 
■actggtatgg 
cgacgactgg 
tcttacsgga 
taacaaatgc 
cagaateccc 
ttcctttgta 
ggactataca 
ttcaaccaag 
atttatcgaa 
ggtagatctt 
tgattcgaat 
tgcaatcaat 
gtatgattac 
aagaggagtt- 
acatgattac 
caccctttat 
gcctatgtta 
tgaatgtttg 
tcccaactca 
aaaatatgca 
gggaggaatt 
ctccaacgac 
tcctcatgga 
tgctcttgta 
aaatgaataa 
gcttttttta 
cacattactc 
taataatatt 
ttgccctgtg 
ttgtcgggat 
agcatcacat 
aaagacactt 
.oattcatcaa 
ttcgctccca 
tatgagttcg 
tcaatagtaa 
acaccgttct 
tettcaaaag 
atactaaaca

tgaaggaaga 
. atgggatgca 
aattgacagc 
tatagtaaac 
agtttcatgg 
acactattat 
aaaccaaccg 
aaatactata 
tacacaattt 
ggtcaaaaac 
tçctgccttt 
gaaggcctgt 
ccttacataa 
aggtattact 
ataggtgcgg 
tttaccagtg 
ctgaaaáaaa 
tacaetgatt 
ggaaaagaag 
cttcatgtgg 
atcaactggt 
aaccttgagg 
atcagtgctg 
aacacctatg 
ataaatcaca 
gactcataoc 
gcctggaaat 
aaaaatgaac 
gacccgaaca 
ccaaatcttt 
accaactgcg 
gccgaccatc. 
ggaccggaca 
gaqgaatgct 
atcggcgaat 
gctaccttta 
gccgacaccg 
ataattgtgc 
acggaggara 
cttacattga 
ttgaaagctg 
aaaaggrtacg 
ttagaaataa 
cttatttttt 
ttttttatca 
gtatggtcgc 
tgcttcctgt 
tttcgacaat 
tgtcgaaxga 
ttategtctc. 
cagtacctGt 
aaacatcgtt 
ggctgaccgt 
catagtactg 
gataattcca 
acggattttt 
gcaaagcaga

acactggtgc 
tcaaccagaa 
aaagaagccc 
ggaaggacac 
gatgataatt 
tcatactttg 
cttcagataa 
ttaacacaea 
xtgtttttat 
attttaaaag 
tcagttttat 
ctatacacta 
ttattcataa 
acgaaaaaga 
acaaaatatt 
atgccggaat 
tatcgaacgg 
atgcagaata 
gacótcctec 
agggaaatet 
ttggatttga 
attctcttga 
aaattattct 
aaaacccgcg 
tgaagaaaaa 
aggaaaacct 
gqattgtcga 
ctcatggaaa 
actggaagag 
tsatcgtcgi 
gtgagtttac 
ctgttgtcat 
tctatatgca 
ggtacccaaa 
ggggaggcaa 
ttgcagaaaa 
gcggtctaat 
ccacattgtgr 
cctttaaata 
xaaaacgcta 
ccgacgtgga 
ttctaagagc 
atcattaatc 
ataogcatta 
ctgctgrtctt 
caaagcaatt 
cgagttcttt 
cacacatctt 
agcttctccg 
tacattctca 
tatatctttt 
gcccacàttt 
cacttc&tg.Bv 
cccgctttga 
aacccatgta 
taataaattt 
agcaaçacag

ctctcaggca 
cagtaaccgg 
ttgtaaacgg 
ttgtacctgt 
caaaaaccgt 
ctt.ttagcat 
ctctttcatt 
gtgataatga 
ttttccataa 
aagtctgttg 
tttcgrtaac 
tatggacggc 
caacâgcggo 
gggtgttacc 
tgccgaattt 
tataaaaagc 
ttactaogao 
tgataaaata 
tccaccggaa 
aatcaaggat 
aactgacgga 
tttaatggea 
gcaatggaaa 
tcttgacggt 
cggtatgaaa 
ctggtataac 
aagatacaag 
gtactocggt 
agcagctgaa 
agagggtgtt 
cacatactgt 
at.ccgctccg 
gccgtggttt 
ctggtactac 
gcttatcaat 
gaaactgcat 
gcttgaggat 
gaagaaaggt 
fcggtgacgtt 
cgtccttaaa 
cggaaatgaa 
cataacatca 
taaaaagctg 
tcaggcttca 
tcgttgattt 
gccgagaeta 
tggtcgtcct 
gcg.ccat.ccg 
gtattcaaat 
ccagttttaa 
gaataxgtag 
tcagttttaa 
agetatettg 
gcaccttcct 
ctccagccaa 
tccgccgcga 
acgtg

catcttcgaai 
aatcaaaggt 
tgaaacaaáa: 
aaggtttatt 
cãtaattaaa 
cagacgcctt 
gcaaggtttt 
tataattaaa 
tttatggagt 
tc.tgtattaa, 
gcagatgaca, 
acactggacg 
atggatgtgg 
gaagaagtüc 
catcccgagc 
ggtggeaaca 
caaagcaatg 
acactetatt 
ccgaca.cctc 
gcccagggaa 
gcaaacggtt 
aaattaggtt 
•aacggcgaac. 
otcagcagtç 
gccatgattg 
aaggatataa 
gacgatgata 
ccgaatatcg 
atcattgccg. 
gaggcatacc 
aactggtggg. 
gacaagctcg 
aaaaaagatt 
atcgtcgag.c' 
gaaaacaacc 
cataccbtct' 
tggaaaaccg 
ctggatcatg 
aacggtgatt 
aatattgacg 
aaaataacct 
ttccoggtgg 
tggaaaatgc 
ttcaaaattt 
aacaattctt 
taggccaaaa 
ctgaagaatc 
gtacgttatc 
ca ceatatsc 
tatacaactc 
taactccttc 
tccagcctga 
oatctcttgc 
■gctccacttt 
c&ggcatatt 
atüGüeaetg.

Proteína de CelO
MGQKHFKRSLLSVLTISALIISCLFSF1FVNADDTSE E PALEG1

SrHYMD&TLDVKYQSMRPϊ111HNNS GMDVDMADLRVRYYYEKEGVTEEVLTCFYTAI
GAbKIFAEFHPÈLGYAEIGFTSrÃGIIKSGGNSGQLèLVLKKISNGYYDQSNDySYDP
SYTDYAEY.DKITLYYKGKLWIGKEGPFPPPEPTPPFNN&DWLHVEGNI.IKDAQGNTVY 
LTGINWFGFETDGANGFHG1NKCNLEDSI.D1MAKLGFNII.RIPI5AEIILQWKW3ERV
ErSFVWYENPRLDGbSSlEIipYTIJffi^SGMKáMItMHSSTKDSYQENLWYNKDI 
TMEEFIEAWKWIVERYKDDDTVIAVDLKNEFHGKYSGFNIAKWDDSNDeiSNWKRAAEI 
IAEEI LAI N PMLIWEGVE AY PME G Y DYTNCGEFT T YCNWWGGNLRÔVADHPWISA 
PDKLVYSVHDYGFDIYMaeWFKKDFDIflTlYEECWYPNWYYIVEQNIAPtlL.rGEWGGK 
1ΙΝΕΝΝΚΚΗ1ΕαΛΪΕΙΑΕΚΚ1ΗΗΤΓΚΑΓΝΡΝ5Α0Τ6ΟΙΑ1ΕΕβ&?ΚΤνθΕΕΚΥΑΙΐνΡ·Τ 
ΙΜΚΚεί,ΟΗνίΡΙΟβΙΤΕβΤΕΚΥσονΝάΒΓΑ^ΝΟΙΙΤΕΙΚΚΥνΕΚΝΙΟΕΓΡεΡΗΘΙΚΑ 
ADVDGNEKIT SSDAALVKRYVIRAT T SFPVEENQNE
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pciA (Fusinum solani) 

1 caatcarcat catgaagttc actgctgctt tcgtcgctgc cctcgttggc accagctctxj
61 ctgccgtcac caagactctc cccaagagtg ctggtgctac ttccttcccc actgccgttc

121 ctgtoaaggg cagctacgat ggtggcatga agcgattcga gcgagagoeo.aaaatctgça
181 agggtcagga tgagactggt gagaaggatg ccatgtt-cat tcttgagaat ggtgccaccc
241 tctccaacgt ■tatcafrt-ggr acttcecagg ccgagggrtgt tcactgcaag ggaacttgca
301 ctctcaacaa tgtctggtgg gcçgatgtct gtgaggatgc tgtcactctc aagcagacca
361 gçggaacctc ttacatcaac ggtggtggtg ctttccacgc ct-ctgacaag atcattGagt
421 tcaacggccg cggaaccgtc cacgtc.aagq acctxtacgc cgaggactac ggaaagctct
481 cccgcagctg cggaaactgc aaggacaacg gtggcccccg caacgtcatc gtcgagaact
541 ctgtcgccgt cgatggcggt gtcctctgcg gcatcaacac caactacggc gacacctgca
■602 aggtcatcaã ctcttgccag gacaagggca agtactgcga ccgctacgag ggc-aactcca
661 gcggcaagga gcctaccaag attggctctg gccctgatgg caagtactgc actgttactg
721 gctccaccac gagctgctaa gcacgtgcgo ttgatgggag atgagatgag atgatgatta
781 tcttcttgtt acgatatttg atgaaattcg gtttetcgag tttagcaact agc.att.tagc
841 tgcactgatg tgatattgca tgtgaataaa acaagtgcta tagg

Polipeptídeo de pelA
ΜΚΓΤΑΑΕνΑΜ>νβΤδάΑΑνΤΚΤΒΡΚ3Α0ΑΤ5ΡΡΤΑνΡνΚ60Υ00 

5ΜΚΚΚΕΚΕΡΚνίΐ:<0ζίΟΕΤ0ΕΚηΆΜΓΙΕΕΝ6ΆΤΕ5.ΝνΐΙ6Α-?0ΑΕ6νΗΰΚ6ΤσΤ11.Π4,Λί 
ÍÍADVCEBAVTLKQTS GT S YINGGGAEHASDK11QFNGRGT VHVKDPYAEÕ YGKLÔRSC gnckdbsgprnvi vensvavdggvlcgintkiygdt ckvinscqdkgkycdríeghs SG 
KEPTKIGSGPDGKYCTVTGSTTSC

:pel’ B (Tu
1

'61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
7«1
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1301
1861
1921
1981
2041

■2101
2161
2221
2231
2341
2401
2461
25'21
2581
2641

jai/iwfi aolai 
tctagactca 
agatcctgcc 
atcacttgag 
cttactctct 
gggtgggttg 
gaetgtaagg 
aaatccaggg 
gggtcccgag 
cttaaggtta 
atgtaagaat 
cgggagtatg 
actttactcc 
cacaaggctg 
aatggagctc 
cacggcttga 
cattggggag 
cagaatcgcc 
ggatxgcatg 
gtttgtogag 
accaggtata- 
acgcactcaa 
cctccgctat 
ccgcttccgc 
acaatggtgg 
actgtcataa 
accagtatga 
üoaacgtcat 
tcactatctc 
ctggtgggcc 
catcaacggt 
üactetgaac 
caáetgcgag 
cggtggcgag 
ttgccagaac 
ccccaagttc 
caactgctag 
gcttcttcac 
gteacttcta 
atagttcttg 
gccttggccg 
aggaacaaag 
agtaaagaac 
tttgttcagt 
tcaãagaggc 
qtcqac

lij 
xtatcogtaa 
gtactcatca 
acggcçatgt 
agcacetcgt 
tcgccaccgg 
cgtggatctc 
gtcggttccg 
ccattcccat 
atacgaggtr 
gaaaaggggc 
ccaagcsaaax 
ccgtctccgt 
aacccatcgc 
tgtggacatg 
ccgactcggt 
gtggccttct 
ccgaataggt 
tcactccggc 
tagtgaaaca 
aaagggtagc 
tcaaacacca 
.catcatcgcc 
cggtgtccag 
aatgaagcga 
caacctcggc 
gactggtgag 
catcgactsgc 
actagcctet 
ga-tgtctgcg 
ggtggtgcct 
gtcaaogact 
ggcaaoggcg 
ctctgoggcg 
aagggcaaga 
qgcccogctg 
atggct-t-cgc 
gagggagaga 
tgggata tag 
tgtgtacata 
cttgggtctt 
cccteagtct 
.a.caatatcga 
cttttagctg 
tctaggctca

agacattaga 
tttgeatgga 
tattatatga 
ctaggaataa 
acatgggacc 
gggacatgat 
tgatgttgct 
ggggcgtgtc 
gtaaagcccc 
aggcagtcag 
ccggtagatc 
gatctatact 
ccggctccat 
aatagccctg 
ttcgcxccag 
ggaataggac 
acacacacct 
actaca ccg c 
ccgagaagcg 
caagtcctcc 
ctcagctcaa 
gccgtcactg 
agcgaaccca 
ttcgtgcgca 
tgctaacatc 
aaggacgcct 
tcttccggtg 
aeaccacaac 
aggacgccgc 
teagcgccca 
tctacgtcca 
gcccccggaa- 
tcaaccacaa 
gctgccaggc 
gcgacaacgg 
tagctttgcc 
ccagtcactg 
ctggatcggg 
tttagacaga 
tcaattaccc 
tctggctcag 
cacatcatag 
cctacagtta 
ccgacctgac

taacagcttg 
atcfcacctgt 
xcagctacct 
ccataacggt 
atctcggacg 
«catgaacgg 
acgctggact 
tgcttgttaa 
agtatgtttc 
tagtagatgt 
gagtaatacçr 
gctgttggtt 
ctcgcctgtc 
ctgcagcagt 
ctcatccttg 
catgtaacag 
tgacagttcg 
caaggacctg 
gtccaatcta 
cc taaa caac 
cfcctcaagct 
gcgcctctgc 
ctgccatccc 
accgcaagrc 
catttccgcc 
ccttaattet 
agggtgttüa 
•taacacatcc 
caccttcaaa 
ggacaaggtc 
ggattacggc 
eatcaacata 
ctacggcgat 
ctacactggt 
caagtcttgc 
aggcggtgat 
attgatgatt 
agctagagag 
tagtatataa 
atttaactgt 
■ttaccccatc 
catcatátcc 
aagactcata 
aacatcctgt

ctcac>gtath 
aacactagca 
C93õíC'3-6.<^Cg' 
aaccatgatc 
ggccgacccc 
caaggtgeag 
gggcgaacta: 
ccgtarx-ttg 
taggactatc 
tgaaggctgc 
tcgatcaggg 
ctaaaaactc 
cttgccagtc 
gacagttgtt 
caacggcgga 
tattttgggt 
gcgacgtagt 
gaagcatccg 
tcatcccaac 
tccttcattc 
caa c ücaatc 
tgccgtcact 
cgttcgcaag 
aacccggaaa 
tttagccacc 
cgaggacggt 
ctgc^agggc 
atcagcatsas· 
cagaagtctg 
ctccagttaa 
aagctggtcc· 
aagggcgttg 
gtctgcacca 
aacgaccaga 
etcgtcaaga 
gaatctegea· 
gtgtgtgtta 
ggaaaaagag 
aatgtgggtt 
gaaacctgtc 
aagggccagg 
caargcttaa 
ccaaggtggg 
cataccctgt

ctcccttacg 
tctctccttt 
tgatttttag 
OjgcgaüCCg 
ataacaaagg 
cactcggaag 
ccgaaagtaa 
aagòatctga 
ctagaataag 
gcttgttgaa 
xaccsgacgg· 
ggcaaacatt 
agtgccggcc 
ctacatgcct 
ataattcctc 
ggcaa.ggtgt- 
gattctccgg 
gctcctcggc 
ctcgaggaac 
cataaccatc 
accatgaagg 
accgttctcc 
ggagacaagt 
oaacagtccg 
acttgcaagg 
gcoactctct 
acttggtaag 
tgaacaacgt 
gtacctccac 
acggccgcgg 
gcaactgcgg 
tcgccaagaa 
tcaccgactc 
agaaggagcc 
gccfrccgcac 
ttcaggggag 
tcttaaagtt 
cataggagtg 
tcgatggaac 
attggãgcat 
cttcaactag 
acagtggcot 
aatacatact 
cgcgacatgt



Polipeptideo de peJLB
üIKASALIIAAVTGASAAVTTVLPASAGVÜSEPTAIBVRKGKKYN

GGMKRFVRNPTTCKDQYETGEKDAS FI LEDGATLSNVIIDR5SGEGVHCKGTCTLNNV
TiWADVCEDAATFKQKS GT 5TINGGGAFSAQDKVLQFNGRGTLNVNDF YVQDSGKLVRN
CGNC^GN^GGPRNINIKGWAKNGGELCGVNHKiyGDVCTITOSCQNKGKSCQAYTGNDa
KKEPPKFG ?AGDNGKSCLVKSLRTNC
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pelD (Fusarium solani)
1 aagcttattt ctcactctag tggtggaaar actgtcccgg ggatcGtcac agagtaaacc

61 agaaaeacgg ccgtgccacg agttcttccg ccgtgtccct tcgccgágac Cggagattgc 
121 tgcggagcaa aggcccgccg ggaggaccga taggcaccggr aeacgatggc tgaa-cgagga 
181.gccatcgtgc gataccgaca gtccggaggc tcgatataaa gatgtgtgaa tgtcgçctcg 
241.atagcttttg attcagcact caactcaacg cactctcatc aatccattca cttgcctgct 
301 tcttcaacca ctcaaccaac aacctcatct cttctacaac cgccaacatg cacgctccca 
361 gcatcgtcac tgtcctcgcc gccctccccg cgg.ccatggc ttgcctcggc tacaccggtg 
421 qtgttcccaa ggctactggc agcaagtctc tgagcgcccc-caagacectc aagaagggtg 
481 aggttttcga tgccggctgg gtccggtacg accgtggxgt gaagtgctct ggtcaggctg 
541 agggcggtaa gttg.tcactt ctctgaaaac ttcaagcagc aggttctaac cccacttcta 
601 ggttccaagg acgccgtctt catcctcgag gagggtgcca etctccgcaa egtcatcatc. 
661 ggtgccaacc agcgtgaggg tatacactgc aagggctact gcaacataga gttcgcctgg 
721 ttcgaggatg tctgcgagga tgccatctcc atccttggca gcggcactgc caacatcatc 
781 ggtggtggtg ctüaccacgc ctccgacaag gtcatccaga. acaacggttg oggtcacgtc. 
841 aacattgtca acttctacgc caacgaqtac ggcaaggtct accgatcttg oggtaactgc 
901 aagggcaaca ccaactgcaa gcgctccg-tg cacatggagçr .gcaccaccga ogtcaagggt. 
-961 ggtgagctca ttggcatcaa caccaactac ggtgacaagg ccacctactc caacaactgc.

1021 taccccaaga cceagtgcca gggttacaag ggctgcgaca agtacaaggg egagtgagag iosi ucct'■('■aagj cxxKcaajtj gt-aaatgg· t catteacgjg cagtgcjctt ‘•gagttdti-c 
1141 gttttaattc ttctttgata cpgttgccgg catcta-tgta tctgtttata cactatagag 
1201 tggtggatcg otacetgtac atattacctt agcgaaçrtac ataaaaagag txgagcaggc 
1261 ttggtcctgc gtgtgtctaa gattgtttca ctcgata-ttg eaatgtggcc cagattataa 
1321 -ttgttcttgt tccactggga tgaatggcga ctcg&cttag wstctsate gcccceocet; 
1381 tccgtgctat tgacteccct ctacttqtaa taacggqat

Polipeptideo de pelD
ΜΗΑΡδΐντνΐΑΑΙ,ΡΑ®!ΑαΕ6ϊ'Ταθν?ΚΑ'ΓΒεΚ515ΑΡ1ζΤυίΚδ

EVFDAGWVRYDRGVKCSGQAEGGSKDAVFILEEGATLRNVIIGANQREGIHCKGSCNI
EFAWFEDVCEDAI SI LGSGTANIIGGGAYHASDKVIQHNGCGH VNIVNFYANDYGKVY 
RSCGNCKGNTNÇKRâVHMEGTTÀVKGGELIGINTNYGDKATYSNlWPKTQCQGYKGC 
DKSKGBCÉBSKÀAKG

catinase(Rim
1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

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

irim sólanh 
agtggaaggg 
ctgaatagtt 
caccatcgc c 
cacagctcga 
tgggtaggca 
cgagccgctg 
cctccaatca 
àggtggtgtc 
ccttcccgag 
ccgatattcg 
gatcggcacg 
cetgaagaga 
tatcaagagt 
gaaatggatc 
caagc-ttaaa 
■tcacttcatc 
accatgaaat 
tctaaocctg 
atcaacggca 
gagacgggca 
ccattaggga 
cggtgtctgg 
ccctcgcqga 
cacoaagtgc 
agccgcctcc 
giçtçggcta c 
gaccaaggtc 
acctcacttg 
ggttcgggct 
aattattgcg 
çtcaatgtac 

gagccgtgtg 
tgtcactgag 
xccttcctgg 
atgaaattcc. 
ggttgaccca 
atttgoggat 
ccgtaaagag 
xatgcgcgct 
gtrtcatctc 
ctgattgggc 
ggttgcaact 
etaggttgcc 
tttgaogtcc 
gcgagccgag 
tatcgttgtt 
aacattcact 
tcttcgctct 
cecaggagct 
atagcgcttc 
acttggttcg 
actctoggtc 
attcagggcg 
aectctagcg 
cctgaogcga 
atcgag&acc 
accaagaacç 
ttotgcaata 
gcttatggtc 
gtccgtggtt 
aggtttcaag 
tácaatggcc

gaggcacaag 
atgagatggg 
tacgccttgc 
catttgagra 
cccatgatga 
gaacgagtcc 
gcactcgtaa 
ctgacactct 
t.aaaaccaaa 
tctttcaxgt 
agaagcggaa 
tgaaactatc 
tttgatgaaa 
gctcgatttc 
ccagaccart 
tcaactctta 
caccacactt 
-tgaggegcgc 
ctgcgccgat 
tagaatttct 
otagcattgc 
ttggcggtgc 
ccgcaatcag 
ctttgatcgc 
tcgaçtcggs 
tacagaaccg 
caggggatct 
ctgatgctcg 
ctgcttgagg 
tttttctttt 
catagtttca 

aagctgaaaa 
aaaggcatga 
atcaaaagag 
gatccaacga 
gcggcagggt 
aagcttggca 
aagtcctcag 
tcgcaaggtg 
atcacgcttg 
ttgcgggaac 
gagcttqcgg 
acgactcata 
actgcccctc 
agagcttgga 
gggaacggaa 
gvO-tvücgt 
ctcgccgcca 
cagcttggta. 
gtcatcttüa 
tctcatgaca 
■ütccaacctt 
ctacgcagcc 
ggagatgcte 
cggtggctac 
çattftgtgao. 
tggcggaatct 
cgtttgtact 
tgggcctgcc 
aggatgagaa. 
ggtgaatagc. 
aattaaagaa

aaccgaggtc 
aatcttgggc 
agggttctac 
tgctccgtgt 
caggtaggtc 
tgatctgttg 
atgactcccc 
taac-agaata 
tca aaglgac 
■gttccatcta 
ggaggggcac 
gctgcgagcg 
tcttgacgct 
cgatgatagt 
ccagacaacc 
t-t-t.C5CT.Cvt. 
cggcttcggc 
gaacaactcg 
tttatgcccg 
acatcacttt 
gagtccgact 
■actcttggag 
ggtetcttcc 
agccagggtg 
■aagat.cgccg
.. w,K.- 
ggtagct-tga 
cc ú gagrt t-cc 
ttttagaagg 
catgatagat 
gcaatgáatg 

aaaagacctg 
ctta.ttctga 
cccctaaaag 
ttctctaggt 
ggtaaatatc 
atctcaaaac 
accatcaggt 
ggcaaagcgg 
aga.tgaacag 
ccggtrtagc 
ggggtggttt 
oatggtecag 
agaaaccgag 
ttcatctgtt 
acacataact 
tatcatcctc 
tctgcctact 
ogacgatctg 
agçjttcaaca 
tctt.acâeat, 
tcggoaagga 
acsat-gctct 
agü.aggcüâa 
ctgcacttgc 
gaactgttot. 
cr.gcc.ga “âg 
tcgttgctgc 
tcat-cgàgaa 
ogggcctg.tit 
tggttcaàça 
gtsgatctaca
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1861 tancgctttg cccaagaaat cccaaccagg
1.321 tttcgtgccc.tctgctgagc ttgccaggaa 
1981 agggcgctac ctgcacgaat tgg.tcccgcc 
2041 ttatagacca cctctcattc ccatcatgca 
■21'01 taacacogag attggttaca atccaggata 
2161 gaEactcctg. .ccaatcatgc. actagct.tca 
2221 cgttcaacct ttcctogata tccccacggg 
2281 aagatcacgg acaggttggt tttcccaçtt 
2341 aactaggtcg gagtcaaacg tatggtggat 
2401 ggtctcagct gcattgcctt tttcggggta 
2461 ggcggtgaaa gcgcgggcct tcttttcagg 
2521 tgccgtgaag aagaccagtt agagtggtaa 
2581 aaagaqctgc atttggatgç taaaagaagt 
2641 aggagcccac gtggcctttg ccgacttgga 
2701 tactfcgtgaa. aaagcaaacc cgagagttat 
2761 agggagatú

cttccatacc ctgagccagt ügagcacaaa 
aggtcgatac ataaaccggc cttgacagac 
aggtgtgcgc tcaaggcgaa gttcgccgat 
catctgtccc tgactcgcct tctccatcaa 
gctcgcgatc cctctttgct tgatctccgt 
tcaagccaac aatgttgttt ttcaggccgg· 
agaccttgat gcggaccata tctccctctc 
gttggcccgg gctgtggctc gaatatccgc 
agtcgacacg cagttctgca ccttccgttg 
catgaatctc cgctggtcca ttgcagtaga 
gacgtagcaa gcctaaacat gctagcctga 
catgctgacg acaggcacca agaatgcgac 
T.gtc.tgggaa gcatetgaco oga.gttgaag 
ggagagtaac gatggaccga aggtatgcca 
ggggtgtvtg gccaacxtct. cctgaggaag

Polipeptádeo de cutinase
ΜΚΗΤΑΜΤ1λΑΑ'ΓΑ8ΑΙ,ΡΤ£ΝΡΑΟΕΤΕήΚαΕΕΚ'ΓΤΜΠ1ΙΝΕΝ3

ASCADVIEIYARGST E TGNLGTIG PS IASN1E8AEGKDGVW IOGVGGAYAATLGDNAI 
ΡΚΕΤ33ΑΑΙΚΕΙ4151ΡΟ3ΑΝΤΚαΡβΑΤ L.IAGGYSQGAAIAAAS1 EDLDSAIRDKIAGT. 
νΒΕβΐΤΚ1Ι10ΝΚ6ΜΡΝ¥ΡΑΙιΚΤΚνΓΟΝΤβϋΐνθΤ65ΈΐνΑΑΡΗ1ΑΥΰ?ΟΑΚ6ΡΑΡΕΡ 
LIEKVRAVRGSA 'swol (Trichodímiia recsei)

1 acatgtccgc gtc.tag.tgat
61 gcacatgcaa aaagccctaa

121 ttgcaaggtt acaccacaat
181 tagctggttg tagagagatt
241 cagctgctac atttccctct 
3ôi ttggccgttt cggaagagcr 
361 aataatcagt gctcaatagç 
421 tcccaacatg cattttcctt 
481 cacttttagc.ctctgcacat 
541 acttggcacc tgatggcttt 
601 cgttaaatcc gcggtggagc 
661 ataccctcag.tcgaaccctt 
721 acttcaqtas tttfctgtggg 
701 tagtgggcta: aggaaattcg 
841 ctgttagacg ggatggctgg 
301 tctattcagc. agaattgcgc 

'961 gtaccgttgc taacgtaggc 
1021 acatgttgcg ttgctggcgc 
1081 gcgtcaaccg tatgagctcc 
1141 ggcg.gaaacc. ccccaaacgg 
1201 tcctcatccg tcggctcgtc 
1261 tacacaacca cagatacagc 
1321 gccgcatcca gttgcgçatc 
.1381 gctaatgatç acacatccga 
1441 gcggactgca aatccggaac 
1501 tggcactaca gtgtaagatg 
.1.561 gctgaccCtg gagcatttag 
1621 gctttggcct gtacggtctc 
1681 tgcttggcgc gacgtgtgac 
1741 ccggcactac ccttcgtggc 
1801 gggaccccga gag.gcaatca 
1861 tcctcgttgc caggagccct 
1921 caaacaaagc ccgatgggac 
1981 actctcgaga ttgtggacag 
2041 gccccgtcca tcccgtccat 
2101 cgcaggtggt ccgggcgccg 
2161 tcctgctgac agcattcatc 

■ 2221 tggatcaeta aceaatggcg 
2281 tgggaacsgcc tacatttggc 
2341 agtcaaeacc aacggaccgg 
2401 caactgggtt gccttggtcc 
2461 tggcagttgg gtaatcocac 
2521 gactagccca acgggggaac 
Í581 ãtgccaòaggt gaccccaatt 
2641 atggcãàgca ttgggcaatg 
2701 atgcttcaag tatgtggtgt 
2761 tacacatçct.ttggtacgxt

ttatatgtag aatgat caca 
cgtgagactg agccacttec 
gcagctcaac gagacaacgc 
aagaagagaa tgctgtttca 
ttccctcttt ccatccctta 
tttctgerxa tcctaaccac 
gaaaccccca actgcagcat 
cagtccgcag caggctatag 
atctcaccac atttgcatta 
gctctaccca tatcggtttx 
agaacgacca gcttctcgta 
cgtgatactc agcc.taaata 
gcaatggtca gatcgctcct 
tggttcgçtt atagtagagc 
taagcttatc ctcgtggctc 
agcattattg taagagtgtt 
fcttagxggc. caatgtggag 
ccagtgcagt tttgtcaatg 
gatccgggcc gtcaatatct 
aacaaccrcc xctagcttgg 
ttcacccggc ggcaactcac 
taccgtggct cctcattcgc 
gtggaccctc gtggataatg 
gtcatgctca ggctgcggta 
catgtarcca gaggtccatc 
accaacgctç gggtatctaa 
agat caaccc actttggcct 
tgcacaaagg gcagtgttac 
gctttttgta cagcgtatcc 
aacttcgcag ctccaaacgg 
ttttctggtg tagtattcac 
cgataac-tac ctgtcctgcg 
cgat.tatgct gtcggagaag 
ctgcccgtgc agcgcgaact 
tgtactacat gcgccaaccg 
atcattgcgg agagatcgac 
tcgacctgtc agacattgcc 
tcatcccgac tcgatataga 
txcgasatgg cggagggcct 
gctcagtcac caaaatcgag 
atgacccaaa ctatacgagt 
açrggatçagg gccc.tttaao 
agattgtgaa tgaacaggcc 
tctactacat xgacattggx. 
ggcttcttgc tgtgggacaa 
acgtcttcgt gtgtatagat 
9

attcatgtaa ctgcgttttc. 
tagttttcgt atcatgtcag 
tgccagccca taataatgga 
gaaggaagac taratcatag 
atagatacgt acccttgcaa 
etaugccaga atacaggtgg 
ataagcctat taacaagacg 
agsgtaggca atttacacac 
cggcatccac tatt-acaacc 
tacgttccgc tgtgttcagt 
tcggg3actc cgcttatccq 
acatcgcatc. .gtagcagaca 
cttat-atata - aagcagaggt 
tgtcagt.t.gc ccttcccgaa 
tagcaagcct tgtatcactc 
gagcgtgttg agtaccatct 
gcatagggtg gtccggcacc 
actggtactc ccagtgcctt 
tctaactcca gactgtacag 
tttcacggac gr.cgtcagca 
caactggcag tgcttccacc 
agtctcctta ccccagcatt 
tttgctgccc accatactgt 
cctgcactac gccgocctcg 
acgtatccag caacgagagc 
tcctttgtct tcctcggcgt 
aacgagcggc ggggcctgtg 
agccagctgg âcggatccca 
cctgctttgc - aaagacccta 
cgattactac acccaagttg 
tgacagtgcg aragttctgg 
gegagtgcat tgagctgata 
ccggctacac ggatccaatt 
ccaagtggtg ctgtcagaga 
aatggccctg gctaacatct 
ttcaaatacg -.gctgtcctct 
atgggccgtt tgcagggcaa 
agagtccaat gccccaaagt 
tactartttg ctctcacggc 
atcaagggog cagacaccga 
agccgcccac aagaacgcta 
ttgcctgttg gaittegtct 
atcaagacat tcactcctcc 
•gtgcagxtta. · gccagaattg 
tgatgtaggc tagattctca 
aggtatgstg ttcacttaaa

Polipeptídeo de swol
MAGKtX LVALASLVSLSIQQNCAALK3QCGGIGWSGTTCCVAGA
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QCSFVMWY SQCLAS T GGNP PNGT Tá 381VSRTSSASSSVGSSSP3GNSPTGSAST¥T
TTDTATVAPH SQ5EYP5IAA55CG3WTLVDNVCCF5 YCAHDDTSESCSGCGTCTTFPS
ADCKSGTMÍPEVHHVSSNESWBYSRSTHFGLTSGffACGTGLYGLCTKGSVTASWTDPM
ΐβΑΓεπΒΕστΑϊΡ^αΦρα'σττυκβΚΕΑΑΡΝβΒϊϊταίνβδΕΡβδίΡΝϊΠδοεΒσΐΕ
LI QTKPDGTDYAVGBAGYTD PITLE IVC-SCPCSfiNSKWCCGPGADHCGEl DFKYGCPL
PADSIHLDLSDIAMGRMGHGS1THGVIPTRXRRVQCFKVGNAYIWLRNGGGFYYFAL
TAVNWjPGEVTKIBIKGADTDNtTOLVHDPNyTSSRPQERYGSWVIFQGSGPFNLPV
GIRLTSPTGEQTVNBQAIKTFT PFATGDPNFYϊIDIGVQF5QBxyn2('rrichodernia recsei)

1 agacagcaag ctcaactgca tagtatcgac ttcaaggaaa acacgcacaa ataacatcat
61 ggttgccttt tccagcctca tctgcgotct caccagcato gccagtactc tggcgatgcc

121 cacaggcctcgagcctgaga gcagtgtcaa cgtcacagag cgtggcatgt acgactttgt
181 tattggagct cacaatgatc. atcgccgtcg tgctagcatc aaçtacgacô aaáactaeca
241 aactggogga caagtcagct attcgccttc caacáctggc· Ctctcagtga actggaacac
301 tcaagatgac tttgttgtgg gcgttggttg gacgactgga tcttc-tgcgt aggaggaetc
361 ctcatcattc rgçactttga aaqcatcttc tgaccaaaag cttctcttag tcccatcaac
421 tttggcggct cttttagtgt caacagcgga actggcctgo tttccgteta. tggctggagc
481 accaacccac Lggttgagta ctacat.catg gaggacaacc acaactaccc agcacagggt
541 accgtcaagg gaaccgtcac cagcgacgga gccacttaca ccatctggga gaatacccgt
601 gtcaacgagc cttccatcca gggcacagcg accttcaacc ágtacatttc cgtgcggaac
661 tcgcccagga ccagcggaac tgttactgtg cagaaccact tcaatgcttg ggcctcgctt
721 ggoctgcacc ttgggcagat gaactaccag gttgtcgctg tcgaaggctg gggtggtagt
781 ggttctgcct cacagagrtgt; cagcaactag gttctgttga tgttgacttg gagtggatga

Polipeptxdeo de xyn2
MVAFSSLICAETS IASTLAMPTGLEPESSVNi/TERGMYDFVLGA 

HNDnRRRA5INYDQNYCTGGQVSY3PSHTGF5\rN(ffiTQDDFV\rEVG'rtTTG55APIHEG 
GSFSVNSGTGElSVYGWSTNPLVEYYIMEDNHtSYPACGTVKGTVTSDSATYTIWENTR 
VNEPSMGTATFKQ YI5 VRN 3 PRT S GTVTVQNHFNAKASiGEHE<32MNYQVVAVEGWG
GSGSASQSVSN

axcl (Trichodcnna rccsci)
1 qaçgagtttc cacataaata attcctcc^g

61 aaacáçttac tcttttgotg agccaagctt
121 agaccgttgt gaagcgacaa tgcccggcta
181 tgagtcaggg atatggctcg tccgctaccg
241 gáaccacatc cgaggcaatt gtctacccgg
301 tcagctatgc r.aactGagtt gtgaacggaa
361 ttcacaactc ttgcccg-gac actcagctag
421 tcttcgataa tgccctctgc ggaggaggcg
481 tccccctaac tgcgggagca gtttccgctg
541 gaaacattca xggcctgccc tataacgtcg
601 g&scggctgg cttcgtctgt cccagcgcgt
661 acccgtactg qtgcaccgga aatgacccca
721 gccagcaggc tctcgctttc atcaacagcc
781 gcggcggccc gaccagcacc tccaggccaa
341’ caactcagac tcattggggt cagtgcggag
901 agagcggaac gacttgccag gttatcagcc
961 gaaggctgag attatgaggc gtttcgtagc

1021 ctacttatga tgaaattgaa aaaaaaaaaa

rtacaagaga aaaaatgcct ccagtcaaag 
tccttgccãc tggcàgccca gtag.a-c.ggag 
ttaacgtctt cggcgcccgt q.aaacqacaq 
ttgtasactt .ggtcstccaa gcccatcccg 
cgtgcggtgg tcaggcttca tgtggcggca 
ccaacgccgc: ggcggcggca atcaacaact 
Lgttggtcgg atactcgcag ggtgctcaaa 
atcctggtga aggaattacc aacaccgctg 
ttaaagcagc. aatcttcatg ggagaccctc 
gaacctgtac- tacccagggt ttcgacgccc 
ccaagatcaa gtcttactgc gatgccgcag 
acg.ttcacca. aggttacg.gc eaggagtacg 
agctctcctc aggcggttat caacccccgg 
ccagcacaag aactggaagc tctcctggcc 
gccagggctg gaccggtcct acgcaatgtg 
aatggtactc ccagtgottg taaagagcat 
cagctgcagt taggactagc ttggagaaat 
aaaaaaaaaa aaaaaa

Polipeptxdeo de axel
«PS VKE TITULES qafiatgs PVDGETWKRQCPAI h VFGARET 

WSQGYGSSATWNLVIQAH PGTT SHAIVYPACGGOASCGGI SYMfSVVNGTNAAAAA 
líWHNSGPDTQLVLVGYSQGAQIFDNALCGGGDPGEGITHTAVPLTAGÁVSÂVKAAI 
EMGDPRNIHGLPYNVGTCTTQGFDARPAGFVCPSA8KIKSYCDAADPYCCTGNDPNVH 
•QGYGQEYGQQAEAFINSQISSGGSQPPGGGPTSTSRPTSTRTGSSFGPTQTHWGOCGG 
OGWTGFTÜCESGTTC QVISQWYSÍJC L

bgll (Trichocfarma reesei)
1 cggcctcaaa tcgtaaàtct cggtgtgggt aggagtgcaa cgatgggatt tggccgcaat

61 gctgc.cgagc ccgagtgtt-t ctgcaacgtt atccaggaga tttgcgcttg cccaaga.ggg
121 agttgacggg gagagtççca actggttcct tcagtaacgc caccctg.gca gactatataa
181 cttgtggaca agactctgct ttgttgagvt cttcg.tacca gtcttgacca agaccattct
241 gttgagccca gtcagaaatg cgttacegaa cagcagctgc gctggcactc gccactgggc
301 cctttgctag ggcagácagt çagtatagct ggtccatact gggatgtata tgtatcctgg
361 agacaccatg ctgactcttg aatcaaggta gctcaacatc gggggcctcg gctgaggcag
421 ttgtacctcc tgcagggaçt ccatggggaa ccgcgtacga caaggcgaag gccgcattgg
481 caaagctcaa tctccaagát aaggtcggca tcgtgagcgg tgtcggctgg aacggcggtc
541 cttgcgttgg aaaqacatct ccggcctcca agatcagcta tccatcgcta tgccttcaag
601. acggacccct cggtgttcga tactcgacag gcagcãcagc ctttacgccg gg.cgttcaag
661 cggcctcgac gtgggatgtc aatttgatcc gcgaacgtgg acagttcatc ggtgaggagg
721 tgaaggcctc ggggattcat gtcatacttg gtççtgtggc tg.ggccgctg ggaaagactc
781 cgcagggcgg tggcàastgg .gagggcttcg gtgtcgatcc atsitctcacg ggçattgçca.
841 tgggticaaac catcaacggc atccagtcgg taggcgtgea ggcgacagcg àagcactata
901 tcctçaàc.ga gcaggagctc. aatcgagaaa ccatttcgag caaccçagat gaccgaáçtc
961 tccatgagct gtatacttgg ccatttgccg acgcggttca ggccaatgtc gcttctgtca
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1021
1081
1141
1201
1261

' 1321
1381
1.441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
L981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

tgtgctcgt-a caacaaggtc. 
ccgtgc.tgaa -agaccagctg 
acacgactgt ccaaagcgcg 
acggtaacaa tcggctctgg 
ccacgagcag agtcgacgat 
aggaccaggc aggctatccg 
ccaatgtcag ggcaattgcc 
tgccgctcaa gaagcccgct. 
acgccagaaa ctcgccctcg 
gttggggttc cggcgccgt c 
ccagagogtc ttcgcagggc 
gcgcat-.etgc agcaagagga 
aaggotacôt caccgtggag 
acggcaatgc cctggtccag 
actccgttgg cgccatcatt 
tctgggcggg tcttccttct 
atgtcagccc ttctggcaag 
etcgcatcgt ttccggcggc 
acttcgacga cgccaatatc 
ctaacetgaa caatctatta 
accaagttca actactcacg 
ggggccgttg tgccgggagg 
gacatcgcaa astctggcca 
ccatcttcag cacccaggaa 
acgcctggtc agagcgga-ac 
gaoaoggctt cgcagaaatg 
agcagcoggg atatcaggct 
ggcggttgac ctgtgac

aataccaect gggcctgc.ga 
gggttcccag gctatgtcat 
aattctgggc ttgacatgtc 
ggtccagctc. tcaccaatgc 
atggtgactc gtatcctcgc 
tcgttcaaca tcagcagaaa 
agggacggca tcgttctgct 
agsattgccg tcgttggate 
tgcaacgaca;aaggctgcga 
aaetatccgt ac.ttcgtcgc 
acccaggtta ccttgagcaa 
aaggacgtcg acatcgtctt 
ggçaacgcgg gcgatcgcaa 
gcggtggccg gtgccaacag 
ctggagcaga ttcttgctot 
caggagagcg gcaatgcgat 
ctggtgtaca ccattgcgaa 
agtgacagct tcagcgaggg 
acgccgcggt acgagttcgg· 
gacagg-ttga etgacggatg 
cctctccgtc ttgtcgaccg 
cocgagtgat ctgt tccaga 
agtgsctggt gccgaggtag 
ccctccgaag «agctgcgag 
agcaacgttc aacacccgac 
ggtggtgccg tcggggtcgt 
gacgagcact ctgtcggtag

ggatcagtac.acgctgcaga 
gacggaccgg aacgcacagc 
aatgrcctggc acagacttca 
ggtaaatagc aatcaggtcc 
cgcatggtac ttgacaggcc 
tgttcaagga aaccacaaga 
caagaatgac gccaacatcc 
tgccgcaatc attggtaaac 
cgacggggcc ttgggcatgg 
gccctacgat gccatcàata 
caccgacaac acgtcctcag 
catcacegcc gactagggtg 
çaacctggat ccgtggcaca 
caacgtcatt gttgttgtcc 
tccgcaggtc aaggccgttg 
cgtcgaügtg ctgtggggag 
gagccocaat gactataaca 
actg-ttcatGí gactataagc 
ctatggactg tçrtaagtt-tg 
aetgtggaat gatagcctac 
ccaagtctgg tcctgcgact 
atgtcgcgaoagtcaccgtt 
.cccagctgta-' catcacctac 
gotttgccaa gctgaacctc 
gacgagatct cagctactgg 
ttggcatcag egtgggagcg 
cgtagragcga gçragggtgaa

Polipeptideo de bgll
i>IB.YB.TAAALAE7iTGPr'APjW5H£YSGASAEAWPPAGTPWGT2YY

ΟΚΑΚΑΑ1'ΑΚΙ>Ν1ΟΟΚνθΐν3βν0^ΤΝββΡθν3Ν75ΡΑ3ΚΙ5ΥΡ3ΡαΧίΙΧ5ΡΕθνΚΥ3Τ6
STAFTPGVQAASTWDVNLIREF.GQFIGEEVKASGIHVIlGPVAGPIXíKTPQGGJiNWEG
EGVDPYlTGIAMGQTINGIQSVG’7QATAKHYIEt5EQELKRETJSSNFDDRTLHEI,YTW 
PEADAVQANVASVMCSYNKVNTTÍÍACEEÍiYTLQTVIjKIXHjSFPGYVMTCTÍNAQHTTVQ 
δΑΝΕΕΑηΜδΜΡΕΤΟΓΝβΗΝΚτΗΕΡΑΑΤΝΑνΝΒΗΟνΡΤδΚνϋΒΜνΤΚΙΙΑΑΚΥΕΤΟαΒζ! 
AGY'PSFNIEKNVQGHHKTNVRAIARDGWiI,KNDANIl,PlKKPA3IAWGSAAIIGNH 
ΑΚΝ3Ρ2ίΝΠΚΰεϋ0ΕΑΙΧ;ΜσΗδ5εΑνΝΥΡΥΡνΑΡΐ0ΑΙΝΤΗΑ5£ς<ί’Τς!νΤΑ5ΝΤ0Ν75 
SGASAARGKDVAIVFITAD SGEGYITVEGNAGDRNNLDPWHÍSIGNALVQAVAGARSNVI
WZHSVGAIILEQILALPQVKAWWAGLPSQESGNALVWLWGWSFSGKLVYTIAKS
PNDYWTRIVS6SSD3 FSEGLEID YKH FCOAN1T PR YE ΕΟΥβΕ5ΪΤΚΕΝΥ5ΗΕ5νΕ3ΤΑ 
KSGPMGAWPGGPS DLFQNVATVT VDIANSGQVTGAEVAQL ΪΙTY PS SAPRTPPKOL 
R3FAKLNLT PGQSGT ATFNIRKRDLS YWDTASQKWWPSGSFGISVGAS5RDIRLT ST 
LSVA

Gene de mananase (Trichoderma reesei)
1 gaatgatgat gctctcaaag agtctccttt

61 cggtactgca gcctgttcca cgtgcttcqa
121 acatcgatgg caaagtaggc tactttgcgg
181 çcaaccacgc cgacgrttgat tccaccttta
241 tocgtgtatg gggcttaaaa gacgtcaaca
301 agaagctgtc cgctacgggg tctacgatca
361 actacgtagt ccagtcagcc gagcagcaca
421 actggagcga ctacggcggq ataaacgcct
481 cctggtacac taacacggcc gcgcaaactc
541 gccgctacgc aaactogacg gccatctttg
601 acgggtgcag tactgatgtg attgttcagt
661 cacttgattc gaaccatctc gtgacgcttg
721 acggcgctta tccgbatact tatggcgagg
781 agtcgcttga ctttggtact ttccacctat
841 ggggcaatgg gtggattcag actcatgccg
901 tgtttgaaga. atacggcgca cagcaaaacc
961 cctctctcac gactcgcggc atgggtggcg

1021 ccaacggtgc coagtcgaac agtgacccgt
1081 aatgcttggt caagaaccac gttgatgcta
1141 tatcatcgac gacgacaacc tegtctagga
1201 gctgctcgcc: cttgtatggo cagtgtggag
1261 cgcagggaac t.tgtatatat tccaáctact
1321 cetggagaac caggtgtatc agacagacgg
1381 cggtagcttç caccaactct taagtcctgt

ccgctgcaac tgcagccLca gcgctggccg 
gctttgtaac catatccggc acccaattca 
gcaccaactg ctactggtgc tcgttcccga 
gccacatotc ttcctctygc etcaaggtag 
cgcagcccta tcccggccag atctggttac 
aeacgggagc tgatgggctg cagactctcg 
accLcaagct catcatcccg ttcgtcaaca 
atgtcaacgc ctttggcggc aatgcgacca 
agtaccgcaa gtacgtccag gcagtcgtca 
Cgtgggagct gggcaacgag cc-tcgctgca 
gggcgacgag tgtgtcccaa tatgtcaagt 
gagacgaggg gctcggtctc agtactggag 
gcactgat-L-L tgccaagaat gtacaaatca 
atccggactc ttggggaaca aaatacactt 
ecgettgttt agcagcaggc aaaccttgcg 
cctgcaccaa cgaggcaccc tggcaaacaa 
acAtgttttg geagtgggga gaüacttttg 
acaccgtctg gtasaa-ctca tcgaa-tggc 
ttaacggcgg tacaaccaot cctcctcccg 
cctcgtcgac gcctccaccg cctgggggca 
gttctggata cactggtoec acgtgctgtg 
ggtactcgca atgcctgaat acatgaacgg 
agaaggagaa ggc.cctctta tataggatgt 
ttgtctaga

Polipeptideo de mananase
MMML3KS11SAA.T AASMAAVLQPVPÉASSFVTISGTQFNIDGK

VGYFAGTNCYWCSFLTNHADVDSTFSHISSSGLKWR^TKIFNDVMQPSPGQIWFQK.I·
SATGSTINTGADGLQTLD YWQSAB QHNLKil 1 PF/tíWSIiYGGINAYVNAFGGNATT
WYTNTAAQTQYRKYVQAWSRYANSTAIFAWEI.GNEPRCNGC5TDV'IVQWATSVSQYV
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abfl (Trichoderma reesei)
1 actcgactac

61 aâijaçjcctçrc
121 ateategeag
181 tactectcgg
2.41 gcttataccg
301 tcgcccctct
361 acatgcctca
421 ccgecgggcg
481 gggg-egccgg
541 gggtatogga
601 gqggttctcg
661 aeeaaeagoc
721 gtctggggta
731 -ttctiaggct
341 actgcagcga
9'01 ggctcgctgt

Κ2ΕΕ·ΒΝΗΐν'Γ16ϋΕΟ1·υ-ί3ΤβϋβΑΥΡΥΤΥΰΕ0ΤΜ'ΑΚΝναΐΚ51)ΟΠ;ΤΕΉϋ'ίΡΒΗΗδΤ 
NYTWGBSWIQTHAAACLAAGKPCVFFEYGAQQNPCTNEAPWQTrSLTTKGMSGDMFWa 
WGDTFÀNGAQSNSDPYTVWyiifíSNWQCLVKNHVDAIiKSGTTTPPPVSSTTTTSSRTSS 
TPPPPGSSCSPIYGQCGGSGYTGPTCEAQGTCIYSNYWYSQCLNT

tctgctaeag tggctattga 
cttgctttga agttttcgec 
cgggctgtar tgetgcaggc 
gcggaaegcc ttgcgttgcc 
gcccgttata ccaggtaaag 
caagtggtgt ggecaacgct 
ttaccatcat atacgaccag
gctxçagcgg 
taacactcaa 
ataacgctgc 
atggtacaca

961 agcaaagagg 
1021 acattcta-tg 
1081 caagccaaca 
1141 accgtcggt t 
1201 gctcatagcg 
1261 aaqcaacagg 
1321 gagtccaggg 
1331 gccaatgatg 
1441 aacggccagg 
1501 aataacacgc 
1561 ttcaacgacg 
1621 atggggtgat 
1681 catatggggc 
1741 gggattttet 
1301 ggctttcgtt

gcgatacagg 
ctggctcagg 
ccagtcccgg 
tcaaggggca 
caactttcta 
gcgccatcat 
ag.ggcgtcat 
tcgtagctgc 
egtcaatctc 
ggtctacggt 
ccagctggac 
acacgtcggg 
gcagtaagct 
gaagctccat 
tctacatcgc 
acgtgagctt 
gcgaacgtac 
atttgcaggt 
cagtggaggi 
cgaatacacc

cccggaatcc 
cggccagaag 
cagcggcaca 
ctacaacggc 
caacggtcat 
caagggtccg 
caacaatgcc
gccaaaqcaa 
cagcg.gcg.ct 
tctcggcatt 
gacctctgga 
cagatatg.cc 
tctacgagcc 
c&acsoc C/2.6. 
ggttcgtgcc 
cagctacatt 
ctttgctgag 
tagatcttgg 
gagtaacggg 
cgtggttagt 
cegatgtata 
agatagctgg 
cagacaarcg 
taacgtataa

agctttctcg cccaagttca 
ôctggca-tta caatgctetc 
tctctcgttg- ctgctgggcc 
gcceacagea ccactcgagc 
cgcggctccg atggtgccac 
gccg&tcaagatgc-tttGtg 
tcgggtcgcg gcaaccatct 
aacggctatg acaacctggc 
gcgtatggag ttttcgrtgtc 
gccaaaggag atgccgcgga 
gcctgctgct ttgactatgg 
atggaggcca tctat.tttga 
rggatcatgg ctgatctcga 
ggtgatccçrt ccatctcgta 
tgggcaatçc gtgqcggcaa 
cgcccacaag tctccggata 
ggcggcgaca acagcaacgg
tatccttccg 
gtcgcgccgc 
acaacagctt
gtcgtctcat 
ggcctggcaa 
cgccactcca 
gatgctacct 
agctacccaa 
ggcgttcacg 
ggcggttttg 
tagcgaatcc. 
tgtttgatca 
tttctgttgt 
3.aaââ.ââââ3,

atgcsacaga
tgàcaagtg.g 
gctg.c-acgac 
catccagogc 
ataacgcttg
acttcggtct 
cttgcacgca 
cgcgatactt 
tattcgatgc 
cttaagtcac 
actccttact 
gacctgtctg 
ggctatttgt 
aaaaaa

gactxttctt 
caacgctcgt 
ttgtgacatc 
tctgtteage 
aaccgccata 
tgcgggaaet 
C3CCGsggcG 
tagtgcaatt. 
tccaggaacg 
gggsatgtat 
aaacgccgag 
ogacagcact 
gaacqgcttg 
ccggttcgtc 
tgctgcgcct 
caatccgatg 
ogcccagg.gc 
gaattcagtg 
tcctgccctc 
tcgctacatc 
cacagccctc 
cttctcgttt 
tgtgttgaat 
ggcgggcatt 
tcgccactac 
cactgccgct 
ctcccttgcc 
gtgtgaccta 
gggggcgagg 
aectatttca

PoXipeptideo de abflMIiSNARIIAAGGIAAGSLVAAGPCDIYSSGGTPCVAAHSTTRAL·
Ε3ΑΥΤ6Ρ1ϊ0νΚΒ.ε5Ο0ΑΊΤΑΙ5ΡΙ13 S GVANAAAQDATCAGTTCLIT11Ϊ DQSGRÇNH
ITQAPPGGFSGPESNGYDNLASAIGAPVTINGQKAYGVFZSPGTGYRNWAASGTAKGD 
AAEGMYAVlüGTHYNGACCFDyGNAETNSRDTGNGHMEAIYFGDSTVWTGSGKGPWI
MADLEMG1F SGSSPGNNAGDPSISYRFVTAAIKGQPNQWA1RGGNAASGSLSTFYSGA
RPQVSGYNPMSKEGAIILGIGGDNSNGAQGTFYEGVMTSGypSDATENSVQANIVAAR
YAVAPLT SGP A1TVGS SISLRATTACCTTRYIAHS G ST VNTQWSS S S AT ALKQ^ASB
TVRAGLAOACFSFBSRDTSGSYIRHSNFGlVTjNANDGSKEFABDATFCTQAGINGQG
SSIKSWSYPTRYFRHYNNTLYIASNGGVHVFDATAAFNBDVSFWâGGFA

;PoXipéptxdeo de XiyY MVS YWALPEVMSAAATDVASIGSWÃTASOGVASATTT  VLAAA
EDEVSAMMLFSGBGQDYQMSAQIAVFRERFVGALTGAAKGYAAAELANASLLíOaE
FA5GIGNGFATIHQBIQRAPTAIAASFTQVPPFAAAGAGIFTGTPSGAAGFBIASLWP
νΚΡΕΕ£16Α1Ε'ΤΙΙΡΜΡΝΚΡ11Α1ΙΑ3ΜΡΡΙι5ΚΡΕΕΝ8ΡΡΡΰΕΚ0ΕΙΖ3ΰΤνί2ϊΤΤΥ0
SMSWQIT PAH PTGE Ϊ WAIHGGAFI XiFPSl FHWLNYSVT AYQTGAT VQVPIYPLVQE
GGTAGTVVPAMAGLIâTQIAOHevsWSWGDSAGGNLALAAAQffitVSOGNPVPSSMV'
LLSPWLDVGT-rfQI 3®ΚΑΰΒ1Α«®ΡΕνΞΡ1Υε&Ι^ΕΕΡΡΤϊνϊ&3 S LDPLAQQAWl
ΕΗΤΑννΟδΑΡΡδΡνΕΑΡΗαΐΗϋΜΙΕΕ'ΓΡΗΟΐ,ΙβΚΡΟΙΝααΕβΊ’ιΑ

PoXinucXeotxdeo de XipY
i gtggtgtctt. atgt.tgttgc' gttgccggag gcgatgtccg· ocgcggccao. agacgtggct

61 tcgattijgtt eggtggtcoL: gacggcgagc cagggtg-teg egggtgcaac cacgacggta
121 jttagccgctg oogagga^ga ggtgt-eagcp g^gatcgrgg ■•tttgfrttxc oggccatggt
181 caggactatc aàgctcttag cgcacagett gcggtgttxc atgagcggtt tgtgcaggca
241 ttgaeaggcg cggççaaggg gtatgccgcc gccgagctgg ccaacgcttc gctgttgcag
301 agtgaattcg ccagcgg-tat cgggaacggt 'tttgccaega ttcaccagga aattcagcgg
361 gcccccacgg cgctggccgc cggattcacg caggttccgc ctttcgcggc ggcgcaggca
421 gggatcttca ccggcacgcc gtcaggggct gccggatteg acatcgcttc gctgtggccq
481 gtgaàaçccc tgctgagtt.t gtctgcgctc gaaactcact ttgcsatccc aaacaatcca
541 cttttagcgc tcattgccag cgacataccg ccgctgtcgt ggtttcttgg caactcccca
601 pcgccgttgc tgaactcgct gctgggacag acggteccagt acaccaccta tgacgggatg
661 agcgtcgtgc agatcacgcc ggrctcatcca accggcgaat acgtggttgc cattcacggc
721 ggcgcgttLa tcctgrccgcc gtcaatcttc caetggctca. actactcggt gacggcttac:
781 cagacçggég cgàccgtgca agtgccgatt tacccgttgg tgcaggaagg aggcactgcc
841 gggacggtag taccggcgat ggccgggctc atctccacgc aaatcgcgca acacggggtc
901 tccaacgt.ca gcgtggtçgg· ggactccgcg ggcggcaacc tcgcactggc ggccgcccaa
961 tacatggtga gçcagggcaa cccagtaccg tcgtccatgg cgttgctgcc cccgtggctc
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1Q21 gatgtgggga cctggcagat cagccaggcg 
1081 ctggtcagtc cgctgtatgg gtcgctgaac 
1141 tcgcttgatc cgctcgcaca acaagcggtt 
1201 gcgccgttca gcttcgtact ggccccctgg
1261 tggggtttgc tgtcctggcc gcagattaac

tgggcaggca 
ggtcttccgc 
gtcctcgagc 
caaatccacg 
cagcaactcg

atcttg^ggt 
cgacgtatgt 
acacagccgt 
actggatact 
gtatcgccgc

caacgacccg 
ctattcgggc 
agtccaagga 
gctcaccccc 
ctgat

LipJ
1 ttagcgcgtg cgggtggcgt cgtcgcgcat gagcacgcat agccgccatc tgcccggtac 

cgtgatccgg 
agcgcgcaga 
gcatcgcgca 
gcgaccgcgt 
gcgacgaaac 
cacacgatgg 
gcgtgctggg 
tcagcgccgc 
tcgccaaccc 
tgctcggcga 
atcagtgttg 
tttgaaaagg 
gctcgaaaca 
cgctcgaagg 
gcgcctaccg 
ctgcgcaccc 
ggcgcgraaaa 
gcccagaact 
cgatggtcga 
gatggctcgt 
gtcggaccgt 
gtcctgtgaa

61
121
181
241
301
361
421
481
541
€01
661
721
781
841
901
961 

1021 
1081 
1141 
1201 
1261 
1321 
1381

gcccttgagt 
tagcacggtc 
gatatgcacg 
gcccgcatga 
gtccgcgcac 
cgtgttcact 
gtccaacagg 
gatgtcggta 
ggtgatgaat 
atcggtgccg 
atgtcccacc 
gtgtcccaag 
gctcggcggt 
ggccacggta 
cagcgccacc 
cgcccatagt 
gtcggcggcg 
ctcgcatccg 
cgtggttatc 
cctgctgaat 
gtcgatoggc 
ctggtaggcg 

cgccac

cacgctsggc 
gcacctaact 
cgacgtcgg-t 
ggacctcaat 
cactcggact 
cgaaccgctg 
■ggtcgtcgcc 
tggcaagcat 
catcgagcat 
ccaagsggga 
tcgatccgac 
cgtcggcctc 
tgccggcgag 
tgctcagcac 

gt/t cg 
agccgttgac 
cgttcatggc 
tcaccgcgat 
gtgacgacag 
ggcgatggaã 
ccggcaacac 
cgccgcattt

gaaccggtge 
gggtccggcc 
accgtgcgag 
acccagcgcg 
ggtgaacgtc 
gatttcgtgg 
gagcgcggcg 
gcgctcggcg 
cggcccggtg 
tcoagegatg 
acggtgcaag 
ggctatgacc 
atcccaccag 
gtcgaagcoa 
acgaacctgg 
gacgatcagg 
gtggaaactg 
cgcgtcctgg 
gccgacccca 
acggtacagc 
cagcagatcc 
tgcgtagcgg

ogacgatgtc 
cgcgcgcacc 
cctcgacctc 
ogacgatgtc 
cgt c.accggc 
tgtcgtggtt 
tcgagccgac 
cgcgcacgcc 
agtacagggt 
ggtagcgacc 
gagcctcgat 
cacgggcaat 
cgtcatctcc 
catccggttc 
ggtagtcggg 
gctcggggta 
ttgtcgcctg 
tcggccccag 
ggcggatcac 
ogtcgatega 
cacccagcac 
tgtggggagc

MAQAPHIHRTRYAKCGraíDIAYQVLGDGPTDLlVLPGPFVPIDS
IDDEPSL YRFHRRLA3 FSRVIRLDHRGVGISSRLAAITITIG PKFWAQDAIAVMDAVGC 
EQATIFAP SFHAMKGLVLAADYPERVRS1IWNGSARPLWAPDY  FVGAQVRRADPF.LT 
VALEPEWERGFDVLSIVAPTVAGDDVtPAWWDLAGNtóGPPSITiRAVSKVIAEADVR 
DVLGHIEAPTLILHRVGSTYIPVGH GRYLAEH1AGSRLVELPGTDTLYWVGDTGPMLD 
EIEEFITGVRGGADAERMLATIMFTDIVGSTQHAAADGDDRWRDLWNHDTIVCHEIQ 
KFGGREVNTAGDGFVATFTS  PSAAIACADDlVDAVAALGIEVRIGIHAGEVEVRDA5H 
GTDVAGVAVHIGARVCALAGP5EVLV5  5TVRD1VAG5RHRFAERGEQE LKGVPGRWRL 
CVLMRDDATRTR

FVGAQVRRADPF.LT

