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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "ORGANISMOS
TERMOFILICOS PARA CONVERSAO DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

'EM ETANOL".

Requerimentos Relacionados

Este requerimento reivindica prioridade para o Requerimento de
Patente U.S. N2 60/731.674, arquivado em 31 de outubro de 2005, e para o
Requerimenfo de Patente U.S. N2 60/796.380, arquivado em 1 de maio de
2006, cada um dos quais € incorporado aqui, por meio de referencua

Interesses do Governo

O Governo dos Estados Unidos podem ter certos direitos na
presente invengdo uma vez que pesquisa relevante para seu desenvolvi-
mento foi financiada pelo National Institute of Standards and Technology sob
o] numero de contrato 60NANB1D0064.

Antecedentes

1. Campo da Invencao

A presente invengao pertence ao campo de processamento de

~ biomassa para produzir etanol. Em particular, sdo descritos novos organls-

mos termofilicos que consomem uma variedade de substratos derivados de
biomassa e produzem etanol em alto rendimento, bem como processos para

a produgao e uso dos organismos.

2. Descricao da Técnica Relacionada

Biomassa representa ‘um substrato celulolitico econémico e
prontamente disponivel a partir do qual podem ser produzidos agucares. Es-
tes agucares poderh ser usados sozinhos ou fermentados para produzir al-
coois e outros produtos. Entre os produtos de bioconversio, o interesse no
etanol € elevado porque este pode 'servusado como um combustivel domés-
tico renovavel. _ ,
o Importante pesquisa tem sido realizada nas areas de design de
reator, protocolos de pré-tratamento e tecnologias de separag¢do, de modo
que os processos de bioconversdao estdo se tornando economicamente
competitivos com as tecnologias de combustiveis de petrdleo. No entanto,
estima-se que podem ser obtidas as maiores economias de custo quando



sdo combinadas duas ou mais etapas do processo. Por exemplo, processos
simultaneos de sacarificagéo e fermentagdo (SSF) e simultaneos de sacarifi--
cacgao e co-fermentagdo (SSCF) combinam uma etapa de sacarificagao en-
zimatica com fermentagcdo em um Unico reator ou equipamento de processo
continuo. Além da economia associada com tempos de reagdo mais curtos e
reduzidos custos de capital, os processos de co-fermentagcdo também po- .
~ dem proporcionar aprimoradas p'rodugées de produtos porque alguns com-
postos que de outro modo se acumulariam em niveis que iniberh metabdlise
ou hidrélise sdo consumidos pelos organismos de co-fermentagdo. Em um
exemplo similar, a B-glucosidase para de hidrolisar celobiose na presenca de
glicose e, por sua vez, o desenvolvimento de celobiose impede a degrada-
¢do da celulose. Um processo de SSCF envolvendo co-fermentagao de celu-
lose e produtos da hidrélise da hemicelulose podem aliviar este problema
convertendo glicose em um ou mais produtos que ndo inibem a atividade
hidrolitica da B-glucosidase. |

O bioprocessamento consolidado (CBP) envolve quatro eventos
mediados biologicamente: (1) produgdo de enzimas, (2) hidrdlise de substra-
to, (3) fermentagéo de hexose e (4) fermentagao de pentosé. Estes eventos
podem ser realizados em uma Unica etapa. Esta estratégia requer um micro-
‘organismo que utiliza celulose e hemicelulose. O desenvolvimento de orga-
nismos de CBP potencialmente pode resultar em redugdes de _custo_muito
grandes comparado com a abordagem mais convencional para produzir en-
zimas sacaroliticas em uma etapa de pArocesso dedicada. Os processos de
CBP que utilizam mais de organismo para realizar os quatro eventos média-
dos biologicamente séo referidos como fermentagdes de co-cultura por bio-
processamento consdlidado. '
| Algumas bactérias tém a capacidade de converter.agucares de
pentose em aglcares de hexose, e de fermentar os agucares de hexose em
uma mistura de acidos organicos e outros produtos por glicolise. O caminho
glicolitico inicia com conversdo de uma moléculas de glicose de seis carbo-
nos em duas molécula de piruvato de trés carbonos. Piruvato pode ser entao

convertido em lactato pela agéo de lactato deidrogenase ("/dh"), ou em acetil



coenzima A ("acetil-CoA") pela agdo de piruvato deidrogenase ou piruvato-
ferredoxina oxidorredutase. Acetil-CoA é adicionalmente convértida'em ace-
tato por fosfotransacetilase e acetato quinase, ou reduzida para etanol por
acetaldeido deidrogenase ("AcDH") e alcool deidrogehase ("adh").

| Especialmente, o desempenho de organismos produtores de
etanol é comprometido pela produgdo de produtos orgénicos diferentes de
etanol, e particularmente por conversdo de piruvato em lactato mediada por
Idh, e por conversao de acetil-CoA em acetato por fosfotransacetilase e ace-
tato qumase | |

A engenharia metabdlica de bactérias recentemente resultou na
criagdo de um nocaute de-lactato deidrogenase na bactéria Gram-positiva
termofilica, anaerdbica T. saccharolyticum. Vide, Desai, S.G.; Guerinot, M.L.;
Lynd, L.R. "Cloning of L-lactate dehydrogenase _énd elimination of Iact.ic acid
production via gene knockout in Thermoanaerobacterium saccharolyticum
JW/SL-YS485" Appl. Microbiol. Biotechnol. 65: 600-605, 2004. .

Embora o nocaute de Idh constitua um avango na técnica, é pro-
blematico para alguns usos deste organismo em que esta cepa de T. saccha- |
rolyticum continua a produzir acido Qrgamco — em particular, acido acético.
Sumaério

- Os presentes meios representam um avango na técnica, e supe-
ram 0s pyroblemas descritos acima em linhas gerais, propdrcionando bacté-
rias tefmofn’licas, anaerdbicas C|ueAc‘onsomem uma variedade de substratos
derivados de biomassa e produzem etanol em produgdes quase tedricas.
Também sdo descritos métodos para produzir etanol usando os organismos.

Os meios reportados aqui, resultam no nocaute de vérios,genes
ou unicamente ou em combinagado, onde os referidos genes no organismo
nativo resultariam de modo diverso na formacao de acidos orgénicos. Por
exemplo, pode haver nocautes de: (a) acetato quinase e/ou fosfotransaceti-
lase e (b) lactato deldrogenase (Idh), acetato quinase (ack) e fosfotransaceti-
lase (pta) em T. saccharolyticum JW/SL-YS485. Embora os resultados reporta-
dos aqui, sejam para T. saccharo/yt/cum, os métodos e materiais tambem se

aplicam a outros membros do género Thermoanaerobacter incluindo Thermoa-



naerobacterium thermosu/furigenes‘, Thermoanaerobacterium aotearoense,
Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum, Thermoanaerobacterium zea--
e, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, e Thermoanaerobacteri-
um xylanolyticum. Os métodos e materiais sdo uUteis de modo geral no cam-
po de bactérias Gram-positivas termofilicas prodUzidas metabolicamente.

Em uma modalidade, um organismo isolado, 0 qual ndo expressa
~ piruvato decarboxilase, fermenta um substrato celulolitico para produzir eta-
nol em uma concentragdo que € no minimo 90%' de uma produgao tedrica.

Em uma modalidade, uma bactéria Gram-positiva, que em um
estado nativo contém no minimo um gene o qual confere a bactéria Grarh{
positiva a capacidade de produzir acido acético como-um produto de fermen-
tacéao, € transformado para eliminar a expressdo do no minimo um gene. A
'bactéria pode ser-um Thermoanaerobacter, tal como Thermoanaerobacteri-
um saccharolyticum. O gene o qual confere a bactéria Gram-positiva uma
capacidade de produzir 4cido acético como um produto de fefmentagéo po-
de codificar para expressao de acetato quinase e/ou fosfotransacetilase.

| Em outra modalidade, a bactéria Gram-positiva pode ser adicio-

nalmente transformada para eliminar a expressao de um ou mais genes que
conferem & bactéria Gram-positiva a habilidade de produzir &cido lactico co-
“'mo um produto de fermentagédo. Por exemplo, o gene que confere a capaci-
“dade de produzir acido lactico pode ser lactato deidrogenase. |

Em uma modalidade, um método para produzir etanol inclui
transformar um organismo nativo para produzir uma bactéria Gram-positiva
que tenha sido transformada para eliminar a expresséo de todos os genes
que confére_m a bactéria Gram-positiva a capacidade de produzir acidos or-
géanicos como produtos de fermentagéao, pafa produzir um hospedeiro bacte-
riano transformado, e cultivar o hospedeiro bacteriano transformado em meio
qgue contém um substrato incluindo um material selecionado entre o grupo
consistindo em glicose, xilose, celobiose, sacarose; xilano, amido, e combi-
néc;(")es dos mesmos sob condigdes adequadas por um periodo de tempo
suficiente para possibilitar a sacarificagéao e fermentagéb do substrato.

Em uma modalidade, é descrita uma cultura biologicamente pura



de um microorganismo designado ALK1 e depositado junto & ATCC sob a
Designagao de Depdsito de Patente N° PTA-7206. - |

_ Em uma modalidade um polinucleotideo isolado compreende (a)
uma sequéncia de SEQ ID NO: 10, ou (b) uma sequenma de SEQ ID NO: 9
e SEQ ID NO: 10, ou (¢) uma seqiiéncia tendo no minimo cerca de 90% de
identidade de sedﬁéncia com a sequéncia de (a) ou (b). E descrito um vetor
compreendehdo o polinucleotideo isolado de (a), (b), ou (c), bem como uma
célula hospedeira produzida por engenharia genética para expressar um
complemento do pollnucleotldeo de (a), (b), ou (c). Em outra modalidade, um
-polinucleotideo isolado compreende uma seqléncia tendo no minimo cerca
de 95% de identidade de seqliéncia com a seqiiéncia de (a) ou (b).

Em uma modalidade, um método para produzir etanol inclui cul-
tivar uma bactéria mutante expressando um complemento do polinucleotideo
isolado de (a), (b),.ou (c) em meio contendo um substrato selecionado entre
o0 grupo consistindo em glicose, xilose, celobiose, sacarose, xilano, amido, e
combinagées dos mesmos sob condigbes adequa’das por um periodo de .
‘tempo suficiente para posSibiIitar fermentac¢ao do substrato para etanol.
Breve DesCficéo dos Desenhos

- A figura 1 mostra reagdes do caminho glicolitico.

A figura 2 mostra produg&o de hidrogénio em T. saccharolyticum

-selvagem comparada com vérias cepas de nocaute de T. saccharolyticum.

| ‘ A figura 3 mostra u'ma éomparagéo de seqtiéncias de polinucleo-
tideos experimentais e esperadas para a regiéo Idh do \)etor'suicida pSGD9
. (SEQ ID NO: 9) intégrado no genomade T. sécchafolyticum.

A figura 4 mostra uma comparacgao de seqiiéncias de polinucleo-
tideos experimentais e e’speradasApa‘ra a regiao pta/ack do Vetor suicida
pSGD8-Erm (SEQ ID NO: 10) intégrado no genoma de T. saccharolyticum.

~ As figuras 5-7 mostram tracos de cromotografia liquida de alta
performancé (HPLC) de um caldo de fermentagdo em varios intervalos de
tempo durante crescimento de ALK1.

A figura 8 mostra as concentracdes de xilose, acido organico e

etanol durante fermentacao por cepa ALK1.



A figura 9 mostra as concentracdes de xilose, acido orgénicd e
etanol durante fefmentagéo por T. saccharolyticum selvagem.’
A figura 10 mostra as concentragdes de xilose, acido orgénico e
etanol durante um estimulo de cultura continua de ALK,
A figura 11 mostra as concentragdes de xilose, acido organico e
etanol durante fermentagéo para cepa ALK2.
- Descricdo Detalhada '

Agora serdo mostrados e descritos métodos para produzir e utili-
zar bactérias Gram-positivas termofilicas, anaerdbicas, na converséo de bi-
omassa em etanol. o | | B

Conforme usado aqui, u'm_brganis_mo estd em "um estado nativo"
se nao tiver sido 'produzido por engenharia genética ou manipulad_b de modo
'diver_so pela m&o do homem em uma maneira que altera intencionalmehte a
constituicdo genética e/ou fenotipica dos organismo. Por exemplo, organis-
mos selvagens podem ser considerados como estando em um estado nati-
Vo. . »
A completa eIirhinagéo da produgéo de acido orgénico de uma T.
saccharolyticum em um estado nativo foi Aobtida usando dois eventos de re-
combinagdao homéloga de DNA sitio-dirigida. A cepa mutante, Thermoanae-
‘robacterium saccharolyticum JW/SL-YS485 ALK1 ("ALK1") produz quantida-
des quase tedricas de etanol em baixas alimentagdes de substrato em cultu-
ra em lotes com uma temperatura em uma faixa de cerca de 30 a 66°C e um
pH em uma faixa de cerca de 3,85 a 6,5. Em uma modalidade,_ a produgao
de etanol é de no minimo cerca de 90% do maximo teédrico. ALK1, e seus
decendentes, tém o potencial de contribuir com significativas economias na
biomassa lignoceluldsica para converséao de etanol devido a suas condigdes
_de crescimento, a_s quais sdo substancialmente otimizadas para a atividade
da celulase em um processo simultaneo de Sacarifit;agéo e co-fermentagéao
(SSCF) . Por exemplo, parametros de 6tima atividade da celulase incluem
um pH entre 4 e 5 e temperatura entre 40 e 50°C. Adicionalmehte, nao é
necessario ajustar o pH do caldo de fermentagdo quando sao usados orga-’

nismos de nocaute, os quais carecem da habilidade de produzir acidos or-



ganicos. ALK1, e organismos similares, também podem ser adequados para
uma fermentacdo de co-cultura de bioprocessamento consolidado onde o
organismo de nocaute converteria pentoses em etanol, e a celulose seria
degradada por ufn organismo celulolitico tal como C. thermocellum.

Operando ou um processo SSCF ou CBP em temperaturas ter-
mofilicas oferece varios beneficios irﬁportantes em relacao as temperaturas
de fermenta¢éo mesofilicas convencionais de 30 a 37°C. Em particular, os
custos para uma etapa de processo dedicada para produgéb de celulase sao
SUb'stanciaI'mente reduzidos (por exemplo, 2 vezes ou mais) para SSCF ter-
-mofilicas e sdo eliminados para CBP. Também se espera que 0s custos as-
sociados com resfriamento do fermentador e também com permuta térmica
antes e depois da fermentacgao sejam reduiidos tanto para SSCF quanto
para CBP termofilicas. Finalmente, processos caracterizando biocatalisado-
rés termofilicos podem ser menos suscetiveis a contaminagéo microbiana
comparados com Pprocessos caractevrizando biocatalisadores mesofilicos
convencionais. ’ B '

Em contraste com microorganismos "de fermentagao de homoe-
tanovl“ conhecidos, tais como Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobi-
lis naturais, e cepas recombinantes de Escherchia coli e Klebsiella oxyioba,
0S organismos presentemente descritos nao dependém da conversao de
piruvato em acetaldeido atravéss da agdo da piruvato decarboxilase (figura
1, 9). De fato, bactérias pertencentes ao género Thermoanaerobacter néo
'expressarh piruvato decarboxilase no estado nativo. A partida das reagbes
~do caminho glicolitico mostrado na figura 1, pode ser observado que o piru-
vato pode ser metabolizado para acetil-CoA, di6xido de carbono, e ferredo-
~ xina reduzida pela enzima piruvato-ferredoxina oxidorredutase, 2. No entan-
to, de modo a produzir etanol como o Unico produto de fermentagéo, os elé-
trons carregados pels ferredoxina reduzida devem ser todos transferidos pa-
ra NAD através da NAD:ferredoxina oxidorredutase, 3, para formar NADH.
NADH é subseqiientemente oxidado dé volta para NAD no curso da redugao
em duas etapas da acetil-CoA em etanol por acetaldeido deidrogenase, 7, e
alcool deidrogenase, 8. Evidéncia da eficiente utilizagdo de NADH pode ser



observada na figura 2 como uma-rédugéo na producao de H, tanto pelo or-
ganismo de nocaute de acetato, o qual é util para expressar ack e pta, quan-
to pelo organismo de duplo nocaute (ALK1), o qual é util para expressar ack,
pta e Idh. Estes organismos proporcionam a primeira demonstracao de
transferéncia de elétrons estequiométrica de ferredoxina reduzida para NAD,
e subsequlientemente para etanol. A
O caminho descrito acima, o qual produz produgdes de etanol
estequiométricas em organismos que ndo possuem a capacidade de vex—
pressar PDC, estd em contraste com o caminho empregado em todas as
cepas de fermentagdo de homoetanol previamente descritas. As cepas pre-
viamente descritas utilizam piruvato decarboxilase (PDC) endogena, ou sdo
produzidas para expressar PDC enddgena. Como a expressdo da PDC é
‘rara no mundo microbiano, a capacidade para redirecionar o fluxo de elé-
trons em virtude de modificagbes para fluxo de carbono tem amplas implica-
cOes. Por exemplo, esta abordagem pode ser usada para produzir altas pro-
dugées de etanol em cepas diferentes de T. saccharolyticum e/ou para pro-
duzir solventes diferentes de etanol. Em particular, bactérias Gram-positivas, -
tais como membros do género Thermoanaerober;. Clostridium thermocellum
e outros Clostridios termofﬂicos e mesbfl'licos; espécies de Bacillus termofili-
cos e mesofilicos; bactérias Gram-negativas, tais como Escherichia coli e
Klebsiella oxytoca; Fibrobacter succinogenes e outras éspécies Fibrobacter;
Thermoga neopolitana e outras espécies Thermotoga; e fungos anaerdbicos
incluindo as espécies Neocallimatix e Piromyces carecem da capacidade
para expressar PDC, e podem se beneficiar dos meios descritos.
| ~ Ser4 reconhecido que o material lignoceluldsico pode ser qual-
que'r matéria-prima que contém um ou mais entre glicose, xilose, manose,
arabinose, galactose, frutose, celobiose, sacarose, maltose, xilano, manano
e amido. Em varias modalidades, a biomassa lignoceluldsica compreende
madeira, palha de milho, serragem, casca de arvore, folhas, residuos agrico-
las e de regides florestais, gramineas tais como "switchgrass” produtos da
digestdo de ruminantes, refugos municipais, efluentes de fabricas de papel,

jornal, papelao, ou combinagbes dos mesmos.



Exemplo 1
Producdo da cepa ALK1

Materiais e Métodos

Thermoanaerobacterium saccharo/yticum cepa JW/SL-YS485
(DSM 8691) é uma bactéria termofilica, anaerobica isolada do West Thumb
Basin in Yellowstone National Park, Wyoming (Lui, S.Y; Gherardini, F.C;
Matuschek, M.; Bahl, H.; Wiegel, J. "Cloning, sequencing, and expression of
the gene encoding a large S-layer-associated endoxylanase from Thermoa-
naerobacterium sp strain JW/SL-YS485 in Escherichia coli" J. Bacteriol. 178:
'1539-1547, 1996; Mai, V.; Wiegel, J. "Advances in development of a genetic
system for Thermoanaerobacterium spp: Expression of genes encoding hy-
~ drolytic enzymes, development of a second shuttle vector, and integration of
genes into the chromosome” Appi. EnViron._Micrbbiol. 66: 4817-4821, 2000). |
Cresce ém uma faixa de temperatura de 30 a 66°C e em uma faixa de pH de
3,85 a 6,5. Consome uma variedade de substratos derivados da biomassa
incluindo os monossacari’deos glicose e inoSe, os dissacarideos celobiose e
.sacarose, € 0S polissécan’deos xilano e amido, mas nao celulose. O Orga-
nismo prod'uz etanol bem como os Acidos organicos, acido lactico e acido -

acético como produtos de fermentagéo primaria.

Clonagem e Sequenciamento o

| Os’ genes de lactato deidrogenasé (L-Idh), fosfotransacetilase
(pta), e acetato quinase (ack)- foram identificadbs e sequenc'iados usando
técnicas p'adronizadas, conforme reportado previament_e para L-Idh (Desai,
-2004). Iniciadores degenerados foram preparados usando o algoritmo CO-
DE-HOP ('Rose, T.; Schultz, E.; Henikoff, J.; Pietrokovski, S.; McCallum, C.;
.Henikoff; S. "Consensus-degeneraté hybrid oligonucleotide primers for ampli-
fication of distantly-related sequences" Nucleic Acids Research, 26(7):1628-
1635, 1 Apr 1998) e reacdes de PCR foram realizadas para obter a seqﬂén- '
cia de DNA entre regides conservadas. Os fragmentos genéticos fora das
regibes conservadas foram seqijenciados diretamente a partir do DNA ge-
némico usando enzima ThermoFidelase (Fidelity Systems, Gaithersburg,
MD) com kit v3.1 de BigDye Terminator (ABI, Foster City CA).
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Construcdo de Vetores Suicidas

Vetor de nocaute de acetato quinase e fosfotransacetilase, pSGD9

| Foram seguidas técnicas de clonagem de rotina (Sambrook). O
vetor suicida de 6,2 kb pSGD9 foi a base de pBLUESCRIPT Il SK (+) (Stra-
tagene) usando uma abordagem de design similar & reportada anteriormente
(Desai, 2004; Mai, 2000). Fragmentos genéticos da sequéncia pta/ack, pta-
~up (~1,2 kb) e ack-down (~0,6 kb), foram amplificados a partir de DNA ge-
ndmico usando os pares de iniciadores SEQ ID NOS: 1-2, e SEQ ID NOS: 3-
4. Foi feita amplificacdo por PCR com pfu DNA polimerase e os fragmentos
foram extraidos de um gel de eletroforese a 1%. Os fragmentos pta-up e
ack-down foram em seguida A-tailed com Taq polimerase e clonados em.
TOPO pCR2.1 ('Ihvitrogen, Carlsbad, CA). Um fragmento de 1,5 kb contendo
o marcador de canamicina‘foi obtido de uma digestao por Pstl/Xba/ de
plKM1 e subclonado em pBLUESCRIPT |l SK (+). TOPO contendo pta-up foi
digerido com Xhol/BsiHKAI e subclonado em pBLUESCRIPT Il SK (+) dige-
rido com Xhol/Pstl, a montante do marcador de canamicina previamente
subclonado. TOPO contendo ack-down foi digerido com Xbal/Sphl e subclo-
nado em pUC19 (Invitrogen). O fragmento Xbal/Afllll contendo ack-down foi
digerido e subclonado a jusante do marcador de canamicina para obter o
constructo final pSGD?. _
Vetor de nocaute de lactato_deidrogenase com resisténcia a eritromibina.

pSGD8-Erm
O vetor suicida de 5,5 kb pSGD8-Erm foi & base do plasmideo

pSGDB conforme produzido por Desai et al. 2004. Ao invés do marcador de
antibiético de canamiéina aph, foram usados}um gene de fusdo a base do
promotor aph do plasmideo plKM1 e o gené de adenina metilase conferindo
resisténcia a eritromicina do plasmideo pCTC1 (Klapatch, T.R.; Guerinot,
M.L.; Lynd, L.R. "Electrotransformation of Clostridium thermosaccharolyti-
cum" J. Ind. Microbiol. 16(6): 342-7, June 1996) foram usadas para selegéo.
Fragmentos genéticos de PCR foram criados usando pfu polimerase (State-
gene) e os iniciadores SEQ ID NOS: 5-6 para o prorhotor aph e SEQ ID
NOS: 7-8 para a fase de leitura éberta de adenina metilase. Os fragmentos
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foram digeridos com Xbal/BamH1 (fragmento aph) e BamHI/EcoRl (adenina
metilase) e ligados no sitio de clonagem multipla de plKM1. Este gene de
fusdo foi em seguida éxbisado com BseRl/EcoRl e ligado em pSGD8 digeri-
do de modo similar. |

Transformacéo de T. saccharolyticum

A transformagao de T. saccharolyticum foi realizada de modo
intercambiavel com dois métodos, o primeiro conforme previamente descrito
(Mai, V.; ALorenz, W, Wéigel, J. "Transformation of Thermoanaerobacterium
sp. strain JW/SL-YS485 with plasmid PIKM1 conferring kanarhycin resistan-
-ce" FEMS Mi'crobio'l. Lett. 148: 163-167, 1997) e o.segundo com vérias modi-
ficagdes depois da coleta celular‘e baseado no método desenvolvido para
Clostridium thermocellum (Tyurin, M. V,; Désai, S. G.; Lynd, L. R. "Electro-
transformation of Clostridium thermocellum" Appl. Environ. Microbiol. 70(2): |
- 883-890, 2004). As células foram cultivadas de um dia para o outro usando
meio pré-reduzido DSMZ 122 em tubos de cultura descartaveis estéreis den-
tro de uma camara anaerdébica em uma incUbadora' mantida a 55°C. Depois
disso, as células forarri subcultivadas com 4 ug/ml de hidrazida de acido iso-
nicotdnico (isoniacina), um agente de enfraquecimento da parede celu'iar
(Hermans, J.; Boschloo, J.G.; de ant, J.A.M. "Transformation of M. aurum
by electroporation: the use of glycine, lysozyme and isonicotinic acid hydra-
-zide in enhancing transformation efficiency" FEMS .Microbiol. Lett. 72, 221-
224, 1990), adicionado ao meio depois da fase /ag inicial. Célulaé da fase
exponencial foram colhidas e lavadas com SOIugéo estéril fria pré-reduzidai
de celobiose a 200 mM, e ressuspendidas na mesma solugdo e mantidas
sobre gelo. Foi tomado cuidado extremo depois da coleta das células para
manté-lés frias (aproximadamente V4°C) o tempo todo inclusive durante o
tempo de centrifugagao. | |

- Amostras compostas de 90 pl da suspensao celulare 2 a 6 pl de
pSGD9 ou _pSGD8-Erm (1 a 3 pg) adicionados logo antes da aplicagédo de
pulso, foram _colocadas dentro de tubos descartaveis de microcentrifuga de
polipropileno estéreis de 2 ml serviram como cuvetas de eletrotransforma-

¢do. Foi aplicada uma onda quadrada com duragao da pulsagao ajustada em
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10 ms usando um sistema gerador de pulso / de eletrodo de titanio persona-
lizado. Um limiar de voltagem correspondente a formagéo de eletroporos em-
uma amostra celular foi avaliado como uma alteragéo de corrente néo linear
quando a voltagem do pulso foi aumentada linearmente em incrementos de
200 V. Foi usada uma voltagem particular que ‘proporcionou a melhor pro-
por¢do de produgdo de transformagéo versus indice de viabilidade celular .
~ em uma dada concentracdo de DNA, a qual neste caso em part_iéular fdi de
25 kV/cm. Células pulsadas foram inicialmente diluidas com 500 pl de meio
DSM 122, mantidas sobre gelo por 10 minutos e em seguida recuperadas
em 55°C por 4 a 6 horas. Depois da recuperagéao, células .transformada's'
com pSGD9 foram misturadas com 2% de meio agar contendo cé_n_amicina
em 75 ug/ml e vertidas sobre placas de petri e incubadas em jarras anaero-
'bicas por 4 dias. Células transformadas com pSGD8-Erm foram deixadas
para recupé'rar em 48°C por 4 a 6 horas e foram ou laminadas em 2% de
meio agar em pH 6,0 contendo eritromicina em 5 pug/ml ou meio liquido simi-
lar e incubadas em jarras anaerdbicas em 48°C por 6 dias. Quaisquer das
Iinhagelns celulares transfdrmadas podem ser usadas sem 'manipula'g‘éo adi-
cional. No entanto, um organismo onde a eliminagédo da expressao de todos
0s gehes que conferem a capacidade de produzir acidos organicos foi obtida
‘realizando uma segunda transformagao (sequencial). A seguhda transforma-
R ¢éo foi realizada conforme descrito acima com o mutante priméario substitui-
do péla suspensdo celular ndo-transformada. O mutante secundario, ALK1,

foi cultivado sobre meio contendo tanto canamicina quanto e’ritrovmicina.

Seauenciamento de Regides de Nocaute

| O seqijenbiamento das regides dé nocaute sitio dirigido foi feito
~por PCR a partir de DNA gendmico usando Taq polymerase (New England
Biolabs) e iniciadores fora das regides de sobreposigdo homdloga entre o
genoma e os vetores suicidas. Iniciadores dentro dos produtos de PCR fo-
ram usados para seqlienciamento com o kit BigDye Terminator v3.1 (ABI,
Foster City, CA). As regides foram dispostas usando o programa de software
CAP3 (Huang, X. "An improved sequence assembly prdgram" Genomics 33:
21-31, 1996) e comparadas com a sequéncia de DNA esperada usando o
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algbritmo CLUSTALW (Higgins, D. G.; Bleasby, A. J.; Fuchs, R. "CLUSTAL
V: improved software for multiple sequence alignment” CompUter Applicati-
“ons in the Biosciences (CABIOS), 8(2): 189-191, 1992). Existiu um alto grau
de homologia (pércentagem de identidade) entre a sequéncia compilada ex-
perimentalmente e a seqiiéncia esperada com base nas seqiéncias conhe-
cidas selvagens e de vetores suicidas (figuras 3 e 4).

~ "Identidade" refere-se a uma comparagao entre pares de molé-
culas de aminoécido ou &cido nucléico. Sdo conhecidos métodos para de-
terminar identidade de sequéncia. Vide, por exemplo, progranias de'compu-
‘tador comumente empregados para este fim, tais como 0 programa Gap
(Wisconsin Sequence Analysis Péckage, Version 8 for Unix, Genetics Com-
puter Group, University Research Park, Madison Wisconsin), que usa o algo-
ritmo de Smith e Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2: 482-489.

~ Verificacdo de Cepa Mutante

_ DNA gendmico da cepa rhutante Thermoanaerobacterium sac-
charolyticum JW/SL-YS485 ALK1 ("ALK1") apresehtou a recombinagao ho-
.méloga si’tio-dirigida ,ésperada nos loci L-Idh e pta/ack através de seqlenci-
~amento de DNA. Ambos os eventos de ihtegragéo foram integragdes duplas,
‘a qual é um gendtipo mais geneticamente estavel. -

Exemplo 2 : _
. Dados Comparativos Mostrando a Producio de Etanol por ALK1 E T. Sac-

charolyticum Selvagem

T saccharolyticum foi cultivado em meio pércialmente definido
MTC contendo 2,5 g/L de extrato de levedura (Zha'ng, Y.; Lynd, L. R. "Quan-
tification of cell and cellulase mass concentrations during anaerobic cellulose
‘fermentation: development of an enZyme-Iinked immunosorbent-assay-based
method with application to Clostridium thermocellum batch cultures" Anal.
Chem. 75: 219-222, 2003). Glicose, xilose, acetato, lactato e etanol foram
analisados :por HPLC sobre uma coluna Aminex 87H (BioRad Laboratories,
Hercules, CA) a 55°C. A fase mével cohsistiu em 5 mM de acido sulfarico em
um indice de fluxo de 0,7 mi/min. A deteccéo foi através de indice refrativo

usando um refractdbmetro Waters 410 (Milford, MA). O nivel de detec¢do mi-
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nimo para acetato foi de 1,0 mM. Um traco padrdo contendo 5 g/L de xilose,
5 g/L de acido Iéético, 5 g/L de acido acético e 5 g/L de etanol é mostrado na:
figura 5.

' A cepa ALK1 produziu somente etanol com até 17 g/L de xilose,
ou com 5 g/L de xilose e 5 g/L de glicose, sem &cidos organicos ou outros
produtos detectados por HPLC. A figura 6 mostra a fermentagao da cepa
~ ALK1 no momento 0O horas e a figura 7 mostra a mesma fermentagdo em 72

horas. Gréaficos de curso de tempo-fermentagdo da cepa ALK1 e selvagem
sobre meio de xilose tamponado com 8 g/L de MES em um pH inicial de 6,0,
55°C e 100 rpm mostram que a cepa ALK1Yé capaz de converter mais de
99% de xilose em etanol (figura 8), enquanto a selvagem sob condigdes si-
milares se torna limitada pelo pH devido a pro’dugéo de‘ acido organico e é
'incapaz de consumir toda a xilose presente (figura 9). O organismo seiva-
gem produiiu 0,15 mM de etanol, ao passo que ALK1 produziu 0,46 mM de
etanol. E
Exemplo 3
Evolucdo de ALK1 »

Conforme ‘mvostrado na figura 10, uma,cfjltUra continua na qual a

concentragdo da alimentagao do substrato foi aumentada com o tempo foi
utilizada para testar ALK1. A figura 10 mostra as concentragoes de xilose,
inqus_e e etanol durante a cultura continua. Depois de mais de 1000 horas
de e.xposigéo'a' este ciclo de stress-evolugdo, uma cepa aprimorada, ALK2,
foi isolada do caldo de fermentacgéo. ALK2 foi capaz de iniciar o crescimento
em 50 g/L de xilose em cultura por lotes. A figura 11 mostra as concentra-
cbes de ’etavnol e densidade 6tica (DO) de xilose, acido organico, e durante
fermentagao pela cepa ALK2. |
Depbsito de ALK1

~ ALK1 foi depositado junto & American Type Culture Collection,
Manassas, VA 20110-2209. O dep(’)sito foi feito em 12 de novembro de 2005
e recebeu o Numero de Designacg@o do Deposito de Patente PTA-7206. Este

depdsito foi feito de acordo com os requisitos do Tratado de BUdapeste de
que-a duracao do depdsito deve ser por trinta (30) anos a partir da data de



15

depdsito ou por cinco (5) anos depois da Ultima solicitagdo para o depésito
no depositario ou pelo tempo vigente de uma Patente U.S. que vence a partir
deste requerimento de pétente, o que for mais longo. ALK1 sera reposto ca-
s0 se torne ndo viavel no depositario. ‘ |

A desérigéo das modalidades especificas revela conceitos gerais
que outros podem modificar e/ou adaptar para varias aplicagdes ou usos que
nao se afasfam dos conceitos gerais. Portanto, as adapta¢des e modifica-
¢Oes referidas devem ser e pretende-se que sejam incluidas dentro do signi-
ficado e da faixa de equivalentes das modalidades descritas. Deve ser en-

“tendido que a fraseologia ou terminologia empregada aqui, neste requeri-
mento de patente, é para os fins de descrigdo e n&o limitagao.

Os exemplos precedentes podem ser modificados conveniente- -
mente para uso em qualquer bactéria Gram-positiva, e especnalmente mem-
bros do género Thermoanaerobacter incluindo Thermoanaerobactenum
thermosulfurlgenes Thermoanaerobacterium aotearoense, Thermoanaero-
bacter/um polysaccharolyt/cum Thermoanaerobacter/um zeae, Thermoanae-
“robacterium thermosaccharolyt/cum, e Thermoanaerobacterium xylanolyti-
cum. o |

- Todas as referéncias mencionadas neste ‘requerimentvo s&0 in-
corporadas por meio de referéncia na mesma extensao como se p‘Ienamente

. reproduzidas aqui, neste requerimento de patente.



16

LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> The Trustees of Dartmouth College
Lynd, Lee R.
Shaw, Arthur Josephus
Desai, Sunil G.
Tyurin, Mikhail V.

<120> ORGANISMOS TERMOFILICOS PARA CONVERSAO DE BIOMASSA LIGNOCELU-
LOSICA EM ETANOL

<130> 454555

<140> Ainda ndo determinado
<141> 2006-10-31

<150> US 60/731,674
<151> 2005-10-31

<150> US 60/796,380
<151> 2006-05-01
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<211> 34
<212> DNA

<213> Seqiéncia Artificial

<220> )
<223> 1Iniciador pta

<400> 1 _

acatgcatgc ccatttgtct ataatagaag gaag : 34
<210> 2

<211> 24

<212> DNA

<213> Seqgfiéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador pta

<400> 2 _
cgtcaacaat atctctatag ctgc 24
<210> 3

<211> 29

<212> DNA

<213> Seqﬁénéia Artificial

<220>

<223> iniciador ack

<400> 3

gctctagage atagaattag ctccactgce ’ ’ 29
<210> 4

<211> 34

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial
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<220>
-<223> 1iniciador ack

<400> 4 : .
acatgcatgc cgacgcctcec catagctgct gcat

<210> 5
<211> 34
<212> DNA

<213> Seqiéncia Artificial

<220> _
<223> 1Iniciador aph

<400> 5.
tggatccgee atttattatt. tccttectcet tttce

' <210> 6

<211> 27
<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>
<223>  Iniciador aph

<400> 6 .
-ttctagatgg ctgcaggtcg ataaacc

<210> 7

-<211> " 34
.<212> DNA

<213> sSeqliéncia Artificial

<220>
<223> "Iniciador adenina metilase

<400> 7

gcggatccca tgaacaaaaa tataaaatat tctc

<210> 8
<211> 31
<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador adenina metilase

- <400> 8
gcgaattcce tttagtaacg tgtaactttce c

<210> 9
<211> 2778
<212> DNA

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Locus L—ldh de termoanaerobacterium Saccharolyticum nocaute

<400> 9

ggaaacgaat agtaaaggaa tggaggcgaa ttaatgagta atgtcgcaat gcaattaata

34

34

27

34

31

60



gaaatttgtc
caagtgcttt
gatatttata
ttgtatattg
gcataataaa
aaatgatatc
caaatcaata
atattattaa
ataggatctg
acagatatcg
agccatégca
aaaggcgcag
cttgaécttg
tacaatéaca
acatacaaga
agctcaaggt
catttgaggt
aattactéta
aggaggcaga
gaagatatcg
atatctatag
aataacctta
'actatgttat
ttttagaatg
atctttaaat
atataaaata
aattgaattt
cgécgaaact
‘tcaacttatc
ttctacagtt
atttaagcac
tgattgttga
tcttgcacac

ctaaaccaaa

ggaaatatgt
atgaacaaaa
tggcttataa
gagaaaatga
ccgctaaggce
tgataaactg
aggacaaaat

aggaaaatac

gttttgtagg:

tgctggtgga
taccgctaat
atgtaatagt
taaaéaaaaa
aggccatata
tttctggact
ttagatacct
gataggtaag
tgaagcgcca
ttgccttgaa
ccgtatgtaa
aatgggcaaa
tagcttgtaa
acgccaactt
caaggaacag
actgtagaaa
ttctcaaaac
aaaagaaacc
ggétaaaata
gtcagaéaaa
tcaattccct
acaaattatt
agaaggattc
tcaagfctcg

agtaaacagt

aaataataat
gcaagattta
atactatgaa
attaagacaa
atgatagcta
cgaaaaagta
aagéttaaaa
atattattta
técaacatcg
tttaaacaag
acagcctgta

tgtgacagca

tacagccata

tttgattgtg
tcéatggggc
tttaagcaag
attétaccga
tatttaéaaa

tatattgaca

ggatttcagg

gcataaaaac
attctatcat
tgaaaacaac
tgaattggag

agaggaagga

‘tttttaacga

gataccgttt
agtaaacagg
ttaaaactga
aacaaacaga
aaaaaagtgg
tacaagcgta
attcagcaat

gtcttaataa
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ttaaacataa
ttgacagatg
caggatgaaa
aaagtgcaaa
aagcggtatt
ttttagaaaa
tttagacaa;
ggaggcgatg
gcatttacgce
gacaaggcta
aatgtgtatg
ggfgctgctc
tttaagtcca
acaaatcccg
agagtttttg
gactgctgca
ggtatgaaaa
gctaccaaga
atactgataa
gggcaaggca

ttgcatggac

aattgtggtt

tttgaaaaag
ttcgtcttgt
aataataaat

gtgaaaaagt

acgaaattgg

taacgtctat

atactcgtgt

ggtataaaat

tttttgaaag.

ccttggatat
tgcttaagct

aacttacccg

atgaatttat
aagaaatgag
atataagaaa
aacttgtaaa
tttatgcaat
taactataaa
ttcatcaaaa
taatgagcaa
tggéattaag
taggcgatgc
caggtgacta
aaaagccggg
tgatacctga
tagatatact
gttctggcac
ggtcgataaa
cgagaattgg
cgaagaggat
gataatatét
taggcagcgé
taatgcttga
tcﬁaaat;gg
ctgttttctg
tataattagg
ggcggatccc
actcaaccaa
aacaggtaaa
tgaattagac
caétttaatt

tgttgggagt

ccatgecgtct

tcaccgaaca

gccagcggaa

ccataccaca

;gaagacttt

cttgtttgat

tgaatatcac

aaagttagcav

taaaaggatg

gataatattt

ctatgttata

ggtagcaata

tgggactgtg

actggacata

caaagatgtg

agagécacgg

gcttttaaag

gacgtacgtt

cgttcttgac
cccagcgaac

acctttacag

gaagaggatg

‘cttttatata

gcttatcaat
aacccaggac
ctccgtegat
gtatttaagg
ttcttggggt
atgaacaaaa
ataataaaac
gggcatttaa

agtcatctat

caccaagata

attccttacc
gacatétatc
ctagggttgc
tgctt;catc

gatgttccag

120
180
240
300
360
420
480

540

- 600

660
720
780
840
900
260
1020
1080

1140

1200

1260
1320
1380
1440

1500

1560 -

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100



ataaatattg
aéctgtttac
Agtachttac
ggaaataatt
tctctagaca
Qtactgcagc
-agtcgtaaat
agttgcagta
atcatctcéa
. cgtaggcagg
gaagtttagg
aaattatgtt
<210>
<211>

<212>
<213>

10
3355
DNA

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

(263
n is

<220>
<221>
- <222>
<223>

(326
n is

<400> 10 .
agcgctgtac

tagacttttt
ctaatacgct
aaaaatatgt
. ataaaaataa
aaaaagctaa
taaaagctgc
aagatgagat
ctgtaaaétc
aaggaatcac

tgatggttaa

gaagctatat
taaaaatcag
ttatgagcaa
ctatgagtcg
gagtttgcag
atatgcggac
gétgcttaca
agaagggttg
ttaaatggac
aatggcgttg
cattcagcaa

gggagget

2)..(2634)
a, ¢, go

2)..(3265)
a, ¢, g,
gaaattgcca
tatgtgatét
cataatatgc
éaaaatgtaé

atattttaaa

aagcgataaa

tgaaatagtt
aagaaatgct
tgéaatgttt
gttggaaaaa

agaaggttat

acgtactttg
tttcatcaag
ggattgtcta
cttttgtaaa
catggagcat
gcgtctgcaa
agataataga
tégagtgcat
agtacggcgt
ccaggatttt

gtgtcatggc

Seqgiiéncia Artificial

propriedades mistas

u t

propriedades mistas

ou t

ctcattacag

acgtgcccat

gcectttctaa:

aatgtgtata
ggaagggacg
aagaaaattg
ttaaaagaag
gcaaaagact
gataggtatg

gccagagaaa

gctgatggat
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tttcaaaatg

caatgaaaca.

tttttaatag
tttggaaagt
aacaaacata
cacaaatttc
caaaaaaggt
cttaagagat
gaaagatgtt
ggacﬁtécct

agatgtcata

ctécgacaaa
tgtgaagtgg
aaaattatta
caatatattt
atcttatgag
ttctgccaga
ggattgcaga
tggacatatc
ctaatgattt
caatéaagga

tggtatctgg

ggtcaatcga
cgccaaagta
ttatctatta
tacacgttéc
tcgggtatat
agaaaggaag
gctacatact
gaaaattcca
tcattaagct
ttatctgacg

aaacaattag

gtctgetttt
attgtattct
attgtactta
cttcttagta
cattattcaa
aggtgcagaa
tttagtgctt
caaagctgaa
ctaﬁgagtta
taatatctat

cgctattcat

gaatatcgﬁc
aacaatttaa
tttaacggga
taaagggaat
catttaatga
tagaagaaga

atgctgtggce

tcctcacagt

tgccatctat

aagaagtgga’

atatataatc

Locus pta/ack de termoanaerobacterium Saccharolyticum nocaute

gtcatttcca

acaa;taaac
ttattttata
agaggaatgt
aacatcatﬁg
cccaggacat
cttggaaatg
atcattgacc
aggaagaaca
tttggatgta

gctactgcag

2160
2220

2280

2340

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2778

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600

660



atttattaég
gcttttttat
ctgattgtgc
ctgctaatac
ctacaaaagg
caaaagaatt
ttaaagaagt
ttatattccce
aggcaaatgc
ccatttgagg
_ gaattactct
gaggaggcag
‘égaagatatc
tatatctata
caataacctt
tactatgtta
gttttagaat
tatctttaaa
ccggaattgé
cctgctaagg
' agccggtata
gaaggaaagc
ctgctcatga
cctgaaaaga
tcggattgte
aataacgatc
ccgegegage
.cacggcgacce
gatcttggga
atcagggagg
aagcctgatt
gatttagatg

tacatccgca

écctgcattt
aatggaagtg
ggtcaaccca
tgcaaagaat
tagtgcatca
gatgccagat

tgcagagcta

tgatttacaa

aattggacct
tgataggtaa
atgaagcgcc
attgccttga
gccgtatgta
gaétgggcaa
atagcttgta
tacgccaact
gcaaggaaca
tactgtagaa
aaaaactgat
tatataagct
aagggaccac
tgcctgttcece
gtgaggccga

ttatcgagct

cctatacgaa

tggacgatgt
tgtatgattt
tgggagacag
gaagcggcég
atatcgggga
gggagaaaat
tctaaaaagc

actgtccaté

cagataatta
cctaattgtg
tcgectaatg
ttgttgggct
catgaattag
gttgctapcg
aaagcgccegyg
gctggtaata
ataacacaag
gattataccg
atatttaaaa
atatattgac
aggatttcag
agcataaaaa
éattctatca

ttgaaaacaa

gtgaattgga

aagaggaagg

cgaaaaatac

-ggtgggagag

ctatgatgtg
aaaggtcctg
tggcétcctt
gtatgcggag
tagcttagac
ggattgcgaa
tttaaagacg
caacatcttt
ggcggacaag
agaacagtat
aaaaaaatat
tttaactaca

ctctgatgtt
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aaécggctcc
aatatggtga
cagaagaact
ttgaaccaaé
tagataaagt
acggtgaatt
gaagcaaagt
taggatataa
gaatgggtgc
aggtatgaaa
agctaccaag
aatactgata
ggggcaaggc
cttgcatgga
taattgtggt
ctttgaaaéa
gttegtcttg
aaataatéaé
cgctgcecgtaa
aatgéaaacc
gaacgggaaa
cactttgaac
tgctcggaag
técatcagéc
agccgcettag
aactgggaag

gaaaagcccg

‘gtgaaagatg

tggtatgaca
gtcgagctat
attttadtgg.
agctttttag

ttatatcttt

aggagcaaag
aaatggtgta
tgcttctaﬁt
agttgccatg
aagaéaagcg
gcaattggat
tgcgggatgt
gcttgtacag

aggtcgataa

acgagaattg

acgaagagga
agataatata
afaggcagcg
ctaatgcttg
ttcaaaatcg
gctgttttct

ttataattag

tggctaaaat

aagatacgga
tatatttaaa
aggacatgat
ggcatgatgg
agtatgaaga
tctttcacte
ccgaattgga
aagacactcc
aagaégaact
gcaaagtaag
ttgccttctg
tttttgactt
atgaattgtt
acatctaatc

tctaaaagtt

atagtatcaa

ttecttgtttg

gccgtacaat

ctatcatttt
acagagatag
gctgctcttg
gcaaatgtgc
agéttagcta
acccagcgaa
gacétttaca
tgaagaégat
tcttttatat
cgcttatcaé
aaacccagga
gctcecgtega
ggtatttaag
cttcﬁtgggg

gagaatatca

aggaétgtct

aatéacggac
gctatggctg
ctggagcaat
tgaacaaagc
éatcgacata
ttacﬁtacté
atttaaagat
tgtcttttcc
tggctttatt
cgtcecggteg
actggggatc

ttagtaccta

ttttctgaag .

cgnctagata

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640
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ggggtcccga
tgcacaatcc
caatggtggce
atccaatacc
catégcataa
tgaaaatcat

aatcaattga

ctggaagcat’

aagaagtagt

gcgattttag

ctttaaatgt

gggaggegtc

gcgcecctacga
tgctaatata
ggtatttgat
ttatgéatac
atatgtttca
aacttgtcat
cacéagcatg
agacccatcc

aaatatatta

agacttagaa

gtttgcatat

gatgtcattg

ggaatttgta

gaaggaatta
acagcctttce
tacacaaagt
aatagggctg
cttggaaaﬁg
ggatttacac
atcatttcgt
aataaaaaat
gatgccgect
cgangtaaag

tatttacagc

21

tcgéctctag
aagcttgcecca
atcagacaat
acaggattag
cagagatttt
gcteccagcat
cattagaagg

atcttatgga

ctggtgttta

ttaaaaatgg

aagacgattg

aggtgtgggt

agcatagaat

gcaaatcatg

gcctgattat

aagatatgga
gaataaacct
tgctgctgte
tttggctatg
aaaagaaaat
cggtatttca
agatgaaaga
gcgcttatge

tggaaaatgg

atagctccac
ccaaacgtte
gcatatcttt
tttcatggca
attgaagatt
aaatatggta
ggtacacgat
ataagcgctg
géaataagca
gctcagttgg
agcagactat

gtcca

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120

3180

3240

3300

3355
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REIVINDICAGOES

1. Organismo isolado que fermenta um substrato Ce|U|O|ll’ICO para
produzir etanol em uma concentragdo que é no mlnlmo 90% de uma produ-
¢ao tedrica, em que 0 organismo nao expressa piruvato decarboxilase.

2. Método para produzir etanol, o referido método compreen-
dendo: - |

transformar um organismo nativo bara produzir o organismo iso-
lado como definido na reivindicagéao 1 para proporcionar .um hospedelro
transformado; e -

cultivar o hospedeiro transformado em méio'que contém um
substrato mclumdo um material selemonado entre 0 grupo consistindo em

glicose, xnose manose, arabinose, -galactose, frutose celoblose sacarose,

maltose, xilano, manano, amido, e combinagdes dos mesmos sob condlgoes

adequadas por um periodo de tempo suficiente para possibilitar a sacarifica-
céo e fermentagao do substrato. _ |

3. Organismo transforrhado' compreendendo, uma bactéria
Gr_am-positiVa que em um estado nativo contém no minimo um gene o qual
confere a bactéria Gram-positiva a capacidade de produzir acido acético

como um produto de fermentagéo, a bactéria Gram-positiva sendo transfor-

_mada para eliminar expressdo do no minimo um gene.

4. Bactéria Gram-positiva como definida na reivindicagdo 3, em
que a bactéria Gram-positiva € um membro do género Thermoanaerobacter.
5. Bactéria Gram-positiva como definida na reivindicagéo 3, em
que a bactena Gram- posmva é um Thermoanaerobacterium saccharolyt/cum
6. Bactéria Gram- posmva como definida na reivindicagdo 3, em
que o no minimo um gene codifica para expressao de acetato quinase.
| 7. Bactéria Gram-positiva como definida na reivindicagdo 3, em
que o no minimo um gene codifica para a expiesséo de fosfotransacetilase.
8. Bactéria Gram-positiva como definida na reivindicagdo 3, em
que o no minimo um gene inclui uma pluralidade de genes.
9. Bactéria Gram-positiva de acordo com a reivindicagao 8, em
que a pluralidade de genes codifica para expressao de acetato quinase e
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fosfotransacetilase.

10. Bactéria Gram -positiva de acordo com a reivindicagéo 9, adi-
cionalmente transformada para eliminar expressdo de um ou mais genes
que conferem a bactéria Gram-positiva a capacidade‘ de produzir &cido lacti-
co como um produto de fermentagao.

11. Bactéria Gram,—positiva como definida na reivindicag:ao 3,

adicionalmente transformada para eliminar expressao de um ou mais genes

que conferem a bactena Gram-positiva a capamdade de produznr acido lacti-
coO como um produto de fermentagao ,

12. Bactéria Gram-positiva de acordo com a reivindicagao 11,
em que 0 no minimo um gene codiﬁca para a expresséo de lactato deidro-
genase. | ‘ R
_ 13.'Método para -produzirf etanol, o‘ referido método compréen-
dendo:. _ _ |

transformar um organismo nativo para produzir a bactéria Gram- -
posmva de acordo com a reivindicagéo 11 para produzir um hospedeiro bac-
teriano transformado; e .

“cultivar o hospedeiro bacteriano transformado em meio que con-
tém um substrato incluindo um material selecionado entre o grupo consistin-
do em glicose, xilose, manose, arabinose, galactose, frutose, celobiose, sa-
carose, maltose, xilano, manano, amido, e combinagbes dos mesmos sob
condicdes adequadas por um periodo de tempo suficiente para possibilitar a
sacarificacdo e fermentagdo do substrato. ' o |

14. Método de acordo com a relvmdlcagao 13, em que o referido
hospedeiro bacteriano é um Thermoanaerobactenum saccharolyticum.

| 15. Método de acordo com a reivindicagdo 13, em que os genes
codificam para a exprésséo de lactato deidrogenase, acetato quinaée, e fos-
fotransacetilase. ' |
| 16. Cultura biologicamente pura de um microorganismo desig-
nado ALK1 e depositado sob a Designagdo de Depdsito de Patente N2 PTA-
7206.

17; Polinucleotideo isolado compreendendo: .
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.(a) uma sequiéncia de SEQ ID NO: 10;
(b) uma seqiéncia de SEQ ID NO: 9 e SEQ ID NO: 10; ou
(c) uma sequéncia tendo no minimo cerca de 90% de identidade

~ de sequiéncia com a seqiiéncia de (a) ou (b).

~18. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 17, tendo -

cerca de 95% de identidade de seqiiéncia com a seqiiéncia de (a) ou (b).

19. Vetor compreendendo o poIinUcleotideo isolado cbmo deﬁni- ‘
do na reivindicagdo 18." | | |

20. Célula hospedeira produzida por engenharia genética para
expressar um complemento do polinucleotideo como definido na reivindica-
¢ao 18. " N ,

21 Célula hospedeira de acordo com a reivindicagao 20 em que

a celula hospedelra é uma célula bacteriana.

22. Método para produzw etanol compreendendo a etapa de:

cultivar uma bactéria mutante como defmlda na reivindicagao 21
em meio contendo um substrato selecionado entre o grupo consistindo em
gllcose xﬂose manose, arabinose, galactose frutose, celobiose, sacarose, -
maltose, xilano, manano, amido, e combinagdes dos mesmos sob condigdes
adequadas por um periodo de tempo suficiente para possibilitar fermentagao

‘do substrato para etanol.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 22, em que a bactena
mutante é Thermoanaerobacterium saccharolyticum.

24. Método de acordo com a reivindicagdo 23, em que a bactéria
mutante é Thermoanaerobacterium saccharolyticum ALK1 (JW/SL-YS485
ALK1). | | |

- 25. Constructo genetlco compreendendo SEQ ID NO: 10 conec-

-tado operavelmente a um promotor expressnvel em uma bactéria.

26. Bactéria recombinante compreendendo 0 constructo genetn-
co como definido na reivindicag&o 25.

27. Bactéria recombinante de acordo com a relvmd|cagao 26, em

que a referida bactéria é Thermoanaerobacterium saccharolyticum. -
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0,6 Xilose ou 0,5 Glucose

NAD / ADP
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1. Lactato deidrogenase

2. Piruvato-ferredoxina oxidorredutase

3. NADH-ferredoxina OX|dorredutase

4. Hidrogenase

5. Fosfotransacetilase

6. Acetato quinase

7. Acetaldeido deidrogenase

8. Alcool deidrogenase

9. Piruvato decarboxilase (NAO PRESENTE)
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Alinhamento de seqiiéncia — l6cus L-ldh

Linha 1: Seqliéncia compilada a partir da cepa ALK1

erm

Consenso chave

Linha 2: Seqiiéncia esperada com basea na sequéncia L-Ildh e vetor suicida pSGD8-

* _ Uinico, residuo totalmente conservado

- nenhum consenso

CLUSTAL W (1.81) multiplo alinhamento de sequéncia ~

11'dh_.'erm_‘_CAPS_seq_compiled
..-1dh_erm_region .

11dh_erm CAP3_seq compiled:

L~1dh_erm region

lvldh,_erm_CAP3_seq_compiled
L-1dh_erm_region -

lldh_erm__,CAP3_s'eq_compiled :

L-1dh_erm region

11dh_exrm CAP3_seq_compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm_CAP3_seq compiled
_ 1L-1dh_exrm_xregion

11dh_erm_CAP3_seq compiled
L-1dh_erm region

> -GGAAACGAATAG
CGATAAAGAACATGGCTGGATAANTACTATAACTCCAAGGAAACGAATAG

khkkkxkkkkdkhk

TAAAGGAATGGAGGCGAATTAATGAGTAATGTCGCAATGCAATTAATAGA
TAAAGGAATGGAGGCGAATTAATGAGTAATGTCCCAATGCAATTAATAGA

N T X 222 X223 XTI S AL R LA S S A A nn

AATTTGTCGGAAATATGTAAATAATAATTTAAACATARATGAATTTATCG -
AATTTGTCGGAAATATGTAAATAATAATTTAAACATARATGAATTTATCG

N T L 2 2 2R AR LSRR R TR A R R L RS S AL L A R A AL o

AAGACTTTCAAG’I‘GCTTTATGAACAAAAGCAAGATTTATTGACAGA’I‘GAA
AAGACTTTCAAGTGCTTTATGAACAAAAGCAAGATTTATTGACAGATGAR

********************************j***********i*****'

GAAA'I‘GAGCT'I‘G’I‘TTGA'I‘GATATTTATATGGCTTGTGAATPAC TATGAACA

GAAATGAGCTTGTTTGATGATATTTATATGGCTTGTGAATACTATGAACA
T T 2T T T ST TS T T2 22T L S L L AL S st

GGATGAAAATATAAGAAATGAATATCACTTGTATATTGGAGAAAATGAAT
GGATGAAARTATARGARATGAATATCACTTGTATATTGGAGARRATGAAT

W e ot o e g Kk e o e ke kS ok ok ok ok e o ol vl o vl ok o ol ke e e ol e e o e e e e e ke e o A ke

TAAGACAAAAAGTGCAAAAACTTGTAAARAAGTTAGCAGCATAATAAACC
TAAGACAAAAAGTGCARAAACTTGTAAAAAAGTTAGCAGCATAATAARCC

**************************************************



11dh_erm CAP3_seq compiled
L-1dh_erm region

11dh_erm CAP3 seq_complled
L-1dh_exm_region

1ldh exm__CAP3 seq_compa.led
L-1dh_erm xregion

1idh_erm CAP3_seq compiled

L-ldh__erm_region

11dh_erm CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm CAP3_seqg compiled

L-1dh_erm_ region

11dh_em_¢AP3_seq_compiled
L-1dh_erm region

11dh_erm_ CAP3_seq compiled
L—ldh__érm_r_egion .

11dh_exrm CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm_CAP3_seq compiled '

L-1dh_erm_region

11dh_erm_CAP3_seq compiled
L-1dh_exrm_region
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Fig. 3 (Continuagéo)

GCTAAGGCATGATAGCTAAAGCGGTATTTITTATGCAATTAAARGGATGAR

GCTAAGGCATGATAGCTAAAGCGGTATTTTTATGCAATTAARAGGATGAA
T ez e et A S22 22 2 2 A A A A R A Al 22 20

ATGATATCTGATAAACTGCGAAAAAGTATTTTAGAAAATAACTATAARGA ’

ATGATATCTGATABACTGCGAAAAAGTATTTTAGAAAATAACTATARRGA
g e 2 2 22 2 TR LI L L L T S S S R L A A AR AL L L LA

TAATATTTCAAATCAATAAGGACAAAATAAGATTAAAATTTAGACAATTT

" PAATATTTCAAATCAATAAGGACAARATAAGATTAAAATTTAGACAATTT

khkkhkhhkhhkxhhkkhhhrkkkrhhkhbdhhhdddhhhkbrkhkdrrhrrrkdnk

CATCAAAACTATGTTATAATATTATTAAAGGAAAATACATATTATTTAGG
CATCAAAACTATGTTATAATATTATTAAAGGAAAATACATATTATTTAGG

KAk RARR IR IR T AR IR hdR R R hdhdhhhhkhdhh bk khhkrhkhrdd

AGGCGATGTAATGAGCAAGGTAGCAATAATAGGATCTGGTTTTGTAGGTG
AGGCGATGTAATGAGCAAGGTAGCAATAATAGGATCTGGTTTTGTAGGTG

**************************************************

CAACATCGGCATTTACGCTGGCATTAAGTGGGACTGTGACAGATATCGTG
CAACATCGGCATTTACGCTGGCATTAAGTGGGACTGTGACAGATATCGTG

R Y 2 222 R 2222 22X XX TE LSRRI SR 2 S22 2 2 a0 hd

CTGGTGGATTTAAACAAGGACAAGGCTATAGGCGATGCACTGGACATARG

CTGGTGGATTTAAACAAGGACARGGCTATAGGCGATGCACTGGACATARG
AAARER R A AR A hkhk bk ke kb d R bk kR fkdrdkhhhkkdedkddhnd

CCATGGCATACCGCTAATACAGCCTGTAAATGTGTATGCAGGTGACTACA
CCATGGCATACTGCTAATACAGCCTGTAAATGTGTATGCAGGTGACTACA

P R R 2 2A T I S S22 2222222222 4 2 22 s & A RS20 h

. AAGATCTGAAAGGCGCAGATGTAATAGTTGTGACAGCAGGTGCTGCTCAA

AAGATGTGAAAGGCGCAGATGTAATAGTTGTGACAGCAGGTGCTGCTCAR

AAREKRAKRR AR ETRIR NI b ATk kA kA kN kb hr kN Rr kA kdk

AAGCCGGGAGAGACACGGCTTGACCTTGTARAGAAAAATACAGCCATATT
AAGCCGGGAGAGACACGGCTTGACCTTGTAAAGAAAAATACAGCCATATT

EY X222 L2222 22222222 XA R XSS A AR R Al hdy

TAAGTCCATGATACCTGAGCTTTTAAAGTACAATGACAAGGCCATATATT
TAAGTCCATGATACCTGAGCTTTTAAAGTACAATGACAAGGCCATATATT

R S X 2 3 12 22 LR R R R R 2T L P L LTS

TGATTGTGACAAATCCCGTAGATATACTGACGTACGTTACATACAAGATT

TGATTGTGACAAATCCCGTAGATATACTGACCTACGTTACATACAAGATT
R R R R e s A 2 L L

TCTGGACTTCCATGGGGCAGAGTTTTTGGTTCTGCGCACCGTTCTTGACAG
TCTGGACTTCCATGGGGCAGACTTTTTCGTTCTGGCACCGTTCTTGACAG

HRKKEAKRARKRRIRTRTIRA R Ak k ke hh A AR AR AR NI TTA ATkt kd
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L-1dh_erm _region

lldh_enn_CAP3_;seq_compiled
L-18h_erm region

11dh_erm CAP3_seq complled
L-1dh_erm region

11dh_erm_CAP3_seq compiled
L-1dh_erm _region i

' lldh__erm_CAPB_séq_compiled
L-1dh_exrm region -

11dh_erm_CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_region

lldh erm_CAP3_. seq__comp:.led
L-1dh_exrm_region

- 11dh_exm_| CAP3 seq_compiled
L-1dh_: erm_reglon .

lldh_em_CAP3_sec_Lcoxu§iled .

L-1dh_erm_region

11dh_exm CAP3_s eq_compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm_CAP3_: seq__comp:.led
L-1dh_erm region

11dh_erm _CAP3_seq compiled
L,~1dh_erm region

11dh_erm_CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_ region
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Fig. 3 (Continuagéo)

CTCAAGGTTTAGATACCTTTTAAGCARGGACTCCTGCAGGTCGATARACT

CTCAAGGTTTAGATACCTTTTAAGCAAGGACTGCTGCAGGTCGATAAACC
ST R I e AR IR AR L A T AL S LR R A A bbbt b

CAGCGAACCATTTGAGGTGATAGGTAAGATTATACCGAGGTATGAAARCG

CAGCGAACCATTTGAGGTGATAGGTAAGATTATACCGAGGTATGARAACG
Y T 2 2R 22 AT P T TR T AL L S SR A SR A A Lk a

AGAATTGGACCTTTACAGAATTACTCTATGAAGCGCCATATTTAAAAAGC
AGAATTGGACCTTTACAGAATTACTCTATGAAGCGCCATATTTAARAAGC

R 2 R R XX 2RSSR LR 2 2 22 A 0 L AR A0 Loty

TACCAAGACGAAGAGGATGAAGAGGATGAGGAGGCAGATTGCCTTGRATA

TACCARGACGAAGAGGATGAAGAGGATGAGCGAGGCAGATTGCCTTGAATA
ERkARIEI NI RAR K IR hhdeh ke ke ke hhdhhhhhorhhdddrhdhkhrrrk

TATTGACAATACTGATAAGATAATATATCTTTTATATAGAAGATATCGCC |

TATTGACAATACTGATAAGATAATATATCTTTTATATAGAAGATATCGCC
O iR i R IR R R e e T T P R R S S T S A A L

GTATGTAAGGATTTCAGGGGGCAAGGCATAGGCAGCGCGCTTATCAATAT
GTATGTAAGGATTTCAGGGGGCAAGGCATAGGCAGCGCGCTTATCARTAT

Rk hkhkhdkhkkh kAR krkhhhhrrhhhkdhdkhrkdkhhhkhbkrrbrrdhrd

ATCTATAGAATGGGCAARGCATAARAACTTGCATGGACTAATGCTTGARA

ATCTATAGAATGGGCAAAGCATAAAAACTTGCATGGACTAATGCTTGAAA
Khdkddxdhhkhkhh kR d Rk hdhhdkhhk kb bk hhhhhrdrhrdrhirk

CCCAGGACAATAACCTTATAGCTTGTAAATTCTATCATAATTGTGGTTTC
CCCAGGACAATAACCTTATAGCTTGTAAATTCTATCATAATTGTGGTTTC

Fhkhkhhhkkhhkhhhhhhhkhhkrdhdrhhdhdhhkddrrhrrhhhrrdrrrrrdd

AAAATCGGCTCCGTCGATACTATGTTATACGCCAACTTTGARAACALCTT
AAAATCGGCTCCGTCGATACTATGTTATACGCCAACTTTCAARACAACTT

AR T AR EARNAAREARRANANAR N ARk kdk khAhhhkhid

TGAAAAAGCTGTTTTCTGGTATTTAAGGTTTTAGAATGCARGGAACAGTG

TGAAAAAGCTGTTTTCTGGTATTTAAGGTTTTAGAATGCAAGGARCAGTG
P Y R R R e R S R LR A L S A L L Lt

AATTGGAGTTCGTCTTGTTATAATTAGCTTCTTGGGGTATCTTTAAATAC
AATTGGAGTTCGTCTTGTTATAATTAGCTTCTTGGGGTATCTTTARATAC

P e R 2 R R R R E TSR 222 RS S 2 2SR AR 2L 2 2L A L A A gt

TGTAGAAAAGAGGAAGGAAATAATAAATGGCGGATCCCATGAACAARAAT
TGTAGAAAAGAGGAAGGARATAATARATGGCGGATCCCATGARACAAAAAT

P2 R R AR R R S RS SRS 2 2 S A2 2 A L A Attt

ATAAAATATTCTCAAAACTTTTTAACGAGTGAARAAGTACTCAACCARAT
ATAAAATATTCTCAAAACTTTTTAACGAGTGAAAAAGTACTCAACCARAT

PR T e YR AT R R S 2 S I L Al Lt
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11dh_exrm_CAP 3_seq_conxpi1ed
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11dh_erm CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm CAP3_seq compiled
L-1ldh_erm_region

11dh_erm CAP3_seq compiled
I-1dh_erm_region

11dh_exrm_ CAP3_seq_compiled
L-1dh_erm region

11dh_erm CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm CAP3_seq_compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm_CAP3_seqg_compiled
I.-1dh_erm _region

1ldh _erm CAP3_seg compiled

-L-1dh_erm_region

11dh_erm_CAP3_seq compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm_CAP3_seq_compiled
L-1dh_erm_region

11dh_erm CAP3_seg_compiled
L-1dh_erm_region
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Fig. 3 (Continuagéo)

AATAAAACAATTGAATTTAAAAGAAACCGATACCGTTTACGARATTGGAA

AATAAAACAATTGAATTTAAAAGAAACCGATACCGTTTACGARATTGGAR
Y L R A E T e T R T T ST T TR S L A A

CAGGTAAAGGGCATTTAACGACGAAACTGGCTAAAATAAGTAAACAGGTA
CAGGTAAAGGGCATTTAACGACGAAACTGGCTARAATAAGTAAACAGGTA

KA AKKRAKRARRITAR A Ak hr kbbb bbb r bbbt dti bkt bhdhd

ACGTCTATTGAATTAGACAGTCATCTATTCAACTTATCGTCAGAAAAATT
ACGTCTATTGAATTAGACAGTCATCTATTCAACTTATCGTCAGAAAAATT

Khkhhhhhkhhhhhkhhkkhkkhkhhkrhrrdhhdbhhhhddhhhkbhhhdrkhhrdd

AAAACTGAATACTCGTGTCACTTTAATTCACCAAGATATTCTACAGTTTC

ARAACTGAATACTCGTGTCACTTTAATTCACCAAGATATTCTACAGTTTC
R R L L L T e LT

AATTCCCTAACAAACAGAGGTATAAMATTGTTGGGAGTATTCCTTACCAT
AATTCCCTAACAAACAGAGGTATAAAATTGTTGGGAGTATTCCTTACCAT

222 X222 SRS SRR 222 2R X2 222 22 2 2 g

TTAAGCACACAAATTATTAAAAAAGTGGTTTTTGAAAGCCATGCGTCTGA
TTAAGCACACAAATTATTAAAAAAGTGCTTTTTGAAAGCCATGCGTCTGA

khkkhkhkhhkhkkhkkdhdkhhrdhrhhhkhkdbhkkhArdhrrhrdrrrrdbd bt rdd

CATCTATCTGATTGTTGAAGAAGGATTCTACAAGCGTACCTTGGATATTC
CATCTATCTGATTGTTGAAGAAGGATTCTACAAGCGTACCTTGGATATTC

Ahkhkhkkdhhhkhhdbhdrbhdhdhhhdehhhrdkddbdhddhbhdbrhdhhbhkrdrd

ACCGAACACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTCAGCAATTG

. ACCGAACACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTCAGCAATTG

kkkhhkhhhdkrrhhhhddhddkhhhbhhbhkbhkrhdkhhhrhkhkhhkdhrdddrk

CTTAAGCTGCCAGCGGAATGCTTTCATCCTAAACCAAAAGTAAACAGTGT
CTTAAGCTGCCAGCGGAATGCTTTCATCCTAAACCAAAAGTAAACAGTGT

LR SRR AR S SRS 22222222 22X R R R s R s gl d

CTTAATAAAACTTACCCGCCATACCACAGATGTTCCAGATAAATATTGGA
CTTAATAAAACTTACCCGCCATACCACAGATGTTCCAGATAAATATTGGA

khkhhkhhhhkkdkkbhdkdkdkhhdkhdkhhhhhhkkhbhhkhhhhrhbhrrdrhkrhrdk

AGCTATATACGTACTTTGTTTCAAAATGGGTCAATCGAGAATATCGTCAR
AGCTATATACGTACTTTGTTTCAAAATGGGTCAATCGAGAATATCGTCAA

khkhkhhdohhkhhkhhhkhkhkdbdkdkhrhhhkdhkkbdxhrhhhhhbhhrhhrhihrih

CTGTTTACTAAAAATCAGTTTCATCAAGCAATGAAACACGCCAAAGTARAA
CTGTTTACTAAAAATCAGTTTCATCAAGCAATGAAACACGCCAAAGTAAA

kN hkhkhhhhkhhkhdrhhkdkdhhhhdkhdkddkrhhhrdhrhhdrrhkhhdhhhdd

CAATTTAAGTACCGTTACTTATGAGCAAGTATTGTCTATTTTTAATAGTT
CAATTTAAGTACCGTTACTTATGAGCAAGTATTGTCTATTTTTAATAGTT

KhkkkhhhkhhhkrkkRkhrhkkkdrdhkbdbhddbdbddbdhdddhhdddhdbhhdd
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Fig. 3 (Continuag&o)

ATCTATTATTTAACGGGAGGAAATAATTCTATGAGTCGCTTTTGTARATT

ATCTATTATTTAACGGGAGGAAATAATTCTATGAGTCGCTTTTGTAARTT
B e E LT S L

TGGAAAGTTACACGTTACTABAGGGAATTCTCTAGACAGAGTTTGCAGCA

TGGAAAGTTACACGTTACTARAGGGAATTCTCTAGACAGAGTTTGCAGCA
****f**********t**********************************

TGGAGCATAACAAACATATCGGGTATATCATTTAATGAGTACTGCAGCAT
TGGAGCATAACAAACATATCGGCTATATCATTTAATGAGTACTGCAGCAT

Ahkdhhhkhkkhhdhdhhdohrhhkrhhdhhdhhdhrrhhhhhkhdkrbrhhrhhrd

ATGCGGACGCGTCTGCAACACAAATTTCAGAAAGGAAGTAGAAGARGAAG -

ATGCGGACGCGTCTGCAACACAAATTTCAGAAAGGAAGTAGARGAAGARG
O L i a L R s e T A R I e s

TCGTAAATGCTGCT TACAAGATAATAGACAAAARAGGTGCTACATACTAT
TCGTAAATGCTGCTTACAAGATAATAGACAARAAAGGTGCTACATACTAT

kkkhhhhhkhdhhkhkhhhhhrhkdhdhdhkhhbhhdkhdkdrrkdhkrrhhddrrkd

GCTGTGGCAGTTGCAGTAAGAAGGATTGTGGAGTGCATCTTAAGAGATGA
GCTGTGGCAGTTGCAGTAAGAAGGATTGTGGAGTGCATCTTAAGAGATGA

dkhkkhkhrdhhhhkdhhhhrhkrhkrhhhrhbhhrhkhhkhrbddrk bbb ridsr

AAATTCCATCCTCACAGTATCATCTCCATTARATGGACAGTACGGCGTGA

AAATTCCATCCTCACAGTATCATCTCCATTAAATGGACAGTACGGCGTGA
O 2 LR LR T R T T T e L e 2

AAGATGTTTCATTAAGCTTGCCATCTATCGTAGGCAGGAATGGCGTTGCC

* AAGATGTTTCATTAAGCTTGCCATCTATCGTAGGCAGGAATGGCGTTGCC

Fhkhk AR KRIKIIRI ARk A dhkhdkhhkdkdkkdkkbdhhdkhdhdhdrthbrrkhdd

AGGATTTTGGACTTGCCTTTATCTGACGAAGAAGTGGAGAAGTTTAGGCA
AGGATTTTGGACTTGCCTTTATCTGACGAAGAAGTGGAGAAGTTTAGGCA

**;***********t****i******************************

TTCAGCAAGTGTCATGGCAGATGTCATAAAACAATTAGATATATAATCAA
TTCAGCAAGTGTCATGGCAGATGTCATAAAACAATTAGATATATAATCAA

KARRKRIKR AR I ARKR KA R TR AT AR h Tk h ke kb khkkrdkhdd

ATTATGTTGGEAGGCT -~~~ === = mm e — e e
ATTATGTTGGGAGGCTTCACATATGTGTGCTGGAGGCCTCTTNNNNNNAT

dhkdkkkhkhhkhkkkhhhkdk
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Alinhamento de seqiiéncia — l6cus pta-ack

Linha 1: Seqiiéncia compilada a partir da cepa ALK1 _ -
Linha 2: Seqiiéncia esperada com basea na seqiéncia pta-ack e vetor suicida pSGD9

Consenso chave

* . (inico, residuo totalmente conservado

- nenhum consenso

CLUSTAL W (1.81) multiplo alinhamento de sequéncia

pta_kan_ack_ CAP3_complied

pta_kan_ack_region
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pta_kan ack _region

pta_kan_ack _CAP3_complied
pta_kan_ack_xregion

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_xegion

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

ATAATAATGCTGCTTCTGTTCTTGACCATTTGTCTATAATAGAAGGAATG

-AGCGCTGTACGAARATTGCCACTCATTACAGCTACGACAAAGTCTGCTTT
CCGCGCTGTACGAAATTGCCACTCATTACAGCTACGACARAGTCTGCTTT

******************i****************'**********i*_*

TGTCATTTCCATAGACTTTTTTATGTGATATACGTGCCCATTGTGAAGTG
TGTCATTTCCATAGACTTTTTTATGTGATATACGTGCCCATTGTGARGTG

L s A T e S I R LI LA RS S R s Ll

GA'i[‘TG'I‘A’I‘TCTACAATTAAACCTAATACGCTCATAA’I‘ATGCGCCTTTCTA
GATTGTATTCTACAATTAAACCTAATACGCTCATAATATGCGCCTTTCTA

IR SRR X222 SR S22 22222222 222 2ttt Ll g

4
.

- AAAAATTATTAATTGTACTTATTATTTTATAAAAAATATGTTAAAATGTA

AAAAATTATTAATTGTACTTATTATTTTATAAAARATATGTTAARATGTA
T T T T T e T P T S L SR R L L

AAATGTG’I‘ATAC‘AATATATTTCTTCT‘I‘AG’I‘AAGAGGAA’I’GTA’I‘AAAAATA

AAATGTGTATACAATATATTTCTTCTTAGTAAGAGGAATGTATAAAAATA
A R LR R L T T R T T T T T L L L

AATATTTTAAAGGAAGGCACGATCTTATGAGCATTATTCAAAACATCATT
AATATTTTAAAGGAAGGGACGATCTTATGAGCATTATTCAAAACATCATT

HEERARKARTR RN N N KA N IR R A AT RN R AR TR I TR N kb hkh Ak
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Fig. 4 (Continuagéo)

GAAAAA@CTAAAAGCGATAAAAAGAAAATTGTTCTGCCAGAAGGTGCAGA
GARAAAGCTAAAAGCGATAAAAAGAAAATTGTTCTGCCAGAAGGTGCAGA

2222282222222 2R L S LSS S AL AL AR LRSS AR Al

ACCCAGGACATTAAAAGCTGCTGAAATAGTTTTAAAAGAAGGGATTGCAG
ACCCAGGACATTAAAAGCTGCTGAAATAGTTTTARAAGRAGGGATTGCAG

******************************************f*******

ATTTAGTGCTTCTTGGAAATGARGATGAGATAAGARATGCTGCAAAAGAC
ATTTAGTGCTTCTTGGAAATGAAGATGAGATARGAAATGCTGCAAAAGAC

KhhkkkkkkkkhhhhrhArRrhrdhkhrdhrhhhhdkdhddrhhddhhdhdirhd

TTGGACATATCCAAAGCTGAAATCATTGACCCTGTAAAGTCTGAAATGTT

TTGGACATATCCAAAGCTGAAATCATTGACCCTGTAAAGTCTGAAATGTT

Y R 2222222 X TR LRSS SRS R A AL AR LA s

‘TGATAGGTATGCTAATGATTTCTATGAGTTAAGGAAGARCAAAGGAATCA
“TGATAGGTATGCTAATGATTTCTATGAGTTAAGGAAGARCAAAGGAATCA

kA khk Ak h kb hhhhkhk bk hddhrhkhhhhdhddhhkwihhhik

CGTTGGAAAAAGCCAGAGAAACAATCARGGATAATATCTATTTTGGATGT
CGTTGGAAARAGCCAGAGAAACAATCAAGGATAATATCTATTTTGGATGT

g e 2 22 2 AR AR R 222 AR LS 28 R L L L4

ATGATGGTTAAAGAAGGTTATGCTGATGGATTGGTATCTGGCGCTATTCA

ATGATGGTTAAAGAAGGTTATGCTGATGGATTGGTATCTGGCGCTATTCA
FRKRRRKRKKARA KR FXRN NI R Rk kkkdkhhdhdhhrhdeddkhirs

TGCTACTGCAGATTTATTAAGACCTGCATTTCAGATAATTAAAACGGCTC

TGCTACTGCAGATTTATTAAGACCTGCATTTCAGATAATTARAACGGCTC
T I I T e T T e L T L A g

CAGGAGCARAGATAGTATCAAGCTTTTTTATAATGGAAGTGCCTAATTGT
CAGGAGCARAGATAGTATCAAGCTTTTTTATAATGGAAGTGCCTAATTGT

AkhAh kA Ak kohhdhkhkhkrhkrdhkdhdbdkddrddodrdrhhhid

GAATATGGTGAAAATGGTGTATTCTTGTTTGCTGATTGTGCGGTCAACCC
GAATATGGTGAAAATGGTGTATTCTTGTTTGCTGATTGTGCGGTCAACCC

***************t******?***************************

ATCGCCTAATGCAGAAGAACTTGCTTCTATTGCCGTACAATCTGCTAATA
ATCGCCTAATGCAGRAGARACTTGCTTCTATTGCCGTACAATCTGCTAATA

hhkhkhkhhhhkhhhkhhkhhhbhhhkhhhhhhrhkhhhhkhhhhhkdhhrddhrdk

CTGCARAGAATTTGTTGGGCTTTGAACCARAAGTTGCCATGCTATCATTT

CTGCAAAGAATTTGTTGGGCTTTGAACCAAAAGTTGCCATGCTATCATTT
O Yt 12 e T T T T e e T T L R T 2

TCTACAAAAGGTAGTGCATCACATGAATTAGTAGATAAAGTAAGARAAGC
TCTACAABAGGTAGTGCATCACATGAAT TAGTAGATAAAGTAAGARARGC

Y 22 2222222222222 222 22 2222 R 2 X222 2 2 2 2 2 222 L L2t s
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Fig. 4 (Continuag&o)

GACAGAGATAGCARAAGAATTGATGCCAGATGTTGCTATCGACGGTGAAT
GACAGAGATAGCAGAAGAATTGATGCCAGATGTTGCTATTGACGGTGAAT

dhkkkkhkhdkdehdhd dddkkkdekhhkhhhhdkhhdkhhhrdhr khvhkikhkdis

' TGCAATTGGATGCTGCTCTTGTTAAAGAAGTTGCAGAGCTAARAGCGCCG

TGCAATTGGATGCTGCTCTTGTTAAAGAAGTTGCAGAGCTAARAGCGCCG
P T T T R e R s L S L e

GGAAGCAAAGTTGCGGGATGTGCAAATGTGCTTATATTCCCTGATTTACA

GGAAGCARAGTTGCGGGATGTGCARAATGTGCTTATATTCCCTGATTTACA
T g e e T e e L

AGCTGGTAATATAGGATATAAGCTTGTACAGAGGTTAGCTAAGGCAAATG
AGCTGGTAATATAGGATATAAGCTTGTACAGAGGTTAGCTAAGGCAAATG

L kkkh AR A A AR RN kA Ak h bk dhhkrrhhhhkkhrhdkhdhdd

CAATTGGACCTATAACACAAGGAATGGGTGCAGGTCGATAARCCCAGCGA
CAATTGGACCTATAACACAAGGAATGGGTGCAGGTCGATARACCCAGCGA

kkdkdkkdhkhddkhrdhrhhhr bk hhhhhhhhrbthbdhhhbhkhkbhkrhiohrddn

ACCATTTGAGGTGATAGGTAAGATTATACCGAGGTATGAAAACGAGAATT
ACCATTTGAGGTGATAGGTAAGATTATACCGAGGTATGAAAACGAGAATT

AR E AR NI A RRAATARAAARARTRAA R Ik khedkhh ke dhdhhridkid

GGACCTTTACAGAATTACTCTATGAAGCGCCATATTTAAAAAGCTACCAA
GGACCTTTACAGAATTACTCTATGAAGCGCCATATTTAARAAAGCTACCAA

dhkhkkhhhhhhkhdd kb bk hhhrrhkhrhwhhArdxrhd kb hhdohhdd

GACGAAGAGGATGAAGAGGATGAGGAGGCAGATTGCCTTGAATATATTGA

GACGAAGAGGATGAAGAGGATGAGGAGGCAGATTGCCTTGAATATATTGA
HRKHKAHIKKRARKRAREKRERIRETERAXER IR AR TSRk sk ek

CAATACTGATAAGATAATATATCTTTTATATAGAAGATATCGCCGTATGT
CAATACTGATAAGATAATATATCTTTTATATAGAAGATATCGCCGTATGT

EERIANKAKRTRKRIAKRA RN RARARKARRRAN T AR AR A AT Ak Ak kgt

AAGGATTTCAGGGGGCAAGGCATAGGCAGCGCGCTTATCAATATATCTAT
AAGGATTTCAGGGGGCAAGGCATAGGCAGCGCGCTTATCAATATATCTAT

Kk EARRINK IR IR IR AN A RARARRAT AR AR F kbbb ke kkdkddkdd

AGAATGGGCARAGCATAAAAACTTGCATGGACTAATGCTTGAAACCCAGG
AGAATGGGCAAAGCATAAAAACTTGCATGGACTAATGCTTGAAACCCAGG

khktrhkhkhkhhokdhhhdohkhrk ARk A rhhkdkThhhhkhhkrhhhkhdddhdx

ACAATAACCTTATAGCTTGTAAATTCTATCATAATTGTGGTTTCAAAATC
ACAATAACCTTATAGCTTGTAAATTCTATCATAATTGTGGTTTCAAAATC

****************ﬁ*********************************

GGCTCCGTCGATACTATGTTATACGCCAACTTTGAAAACAACTTTGAAAA

GGCTCCGTCGATACTATCTTATACGCCAACTTTCAAAACAACTTTGARARA
IR R e R T I e e L



pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_xregion

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied '
pta_kan_ack_region )

pta_kan'_ack_lCAPB__complied

pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

. pta_kan_ack CAP3_complied

pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region :

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region -

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

pta_kan_ack_CAP3_complied
pta_kan_ack_region

11/16

Fig. 4 (Continuac&o)

AGCTGTTTTCTGGTATTTAAGGTTTTAGAATGCAAGGAACAGTGAATTGG
AGCTGTTTTCTGGTATTTAAGGTTTTAGAATGCAAGGAACAGTGAATTGE

EEZ R RS ETTLERTELLZR RS EL R L 2 2 1 2 2 2R R R g gORe g grugge gty pop o ¥ X X 3

AGTTCGTCTTGTTATAATTAGCTTCTTGGGGTATCTTTAAATACTGTAGA
AGTTCGTCTTGTTATAATTAGCTTCTTGGGGTATCTT TAAATACTGTAGA

Tk b hkkkhkkhhkhh kA hhkrdhdhdhdrhdhorhdhdkkrhkbrhhdd

AAAGAGGAAGGAAAfAATAAATGGCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTG
AARGAGGAAGGAAATAATARATGGCTAARATGAGAATATCACCGGAATTG

hhhkhhhkkthhhdehkdhkhbhktkrdrdhhthkdhdhhehkdhhdrrhxdrbhrddid

AAAAAACTGATCGAAAAATACCGCTGCGTAAAAGATACGGAAGGAATGTC
AAAAAACTGATCGAAAAATACCGCTGCGTARAAGATACGGAAGGAATGTC

LA 22222 s R L s R et Y Y X S e R s R R ]

TCCTGCTAAGGTATATAACCTGGTGGGAGAAAATGAAAACCTATATTTAA
TCCTGCTAAGGTATATAAGCTGGTGGGAGAAAATGAAAACCTATATTTAA

Thhhhkhkkhkhhkrhkrhkdkhkhrderdhddhrhhbhrrrbhkhkhkkwrdhhkrdheihr

AAATGACGGACAGCCGGTATAAAGGGACCACCTATGATGTGGAACGGGAA

AAATGACGGACAGCCGGTATAAAGGGACCACCTATGATGTGGAACGGGAA
L R L L T T g S A X S L L. ]

AAGGACATGATGCTATGGCTGGAAGGAAAGCTGCCTGTTCCAAAGGTCCT
ARGGACATGATGCTATGGCTGGAAGGAAAGCTGCCTETTCCAAAGGTCCT

Vekdhdhhdkhhrkhhhhkhrhhhkhddhddhrkhhhbekrkhhrrbdrhdrdrttdhd

GCACTTTGAACGGCATGATGGCTGGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCG
GCACTTTGAACGGCATGATGGCTGGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCG

Tk KRERKAAKRKRIRAAIRE Nk ARk ek kh ko hdhh kb hdrrdhrkhrthkd

ATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAGTATGARGATGAACAAAGCCCTGAAAAG
ATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAGTATGAAGATGAACAAAGCCCTGARAAG

khkhhdhhhhhhhkkhkhdhdhhdhhkhhkhrddbkrhhrhhhhbrhkhhrhdd

ATTATCGAGCTGTATGCGGAGTGCATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACAT
ATTATCGAGCTGTATGCGGAGTGCATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACAT

IhHIRER AR R R I R A A h kR I AR AR R RA KRR I AR AR ARk hh Rk kK

ATCGGATTGTCCCTATACGAATAGCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGE
ATCGGATTGTCCCTATACGAATAGCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGG

ddkkdekhhhhhbhhhbrdrhhhdhddkdhohhkbrrrkhbhhhhhbkhrhk bk khkdk

ATTACTTACTGAATAACGATCTGGACGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAA
ATTACTTACTGAATAACGATCTGGCCGATCTGGATTGCGAAAACTGGGAA

ARk Ak koA Rk hhhhhhhk dhhhhkhrbhkhdhh kAR R hkThr ARt *

GAAGACACTCCATTTAAAGATCCGCGCGAGCTGTATGATTT T TAAAGAC
GAAGACACTCCATTTARAGATCCGCGCGAGCTGTATGATTTTTTARAGAC

AhIARRkAXF A hhhd kA bk hsekkk kA dbdk bk kA hkkkhrhhx
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Fig. 4 (Continuagao)

GGAAAAGCCCGAAGAGGAACTTGTCTTTTCCCACGGCGACCTGGGAGACA

GGARAAGCCCGAAGAGGAACTTGTCTTTTCCCACCGGCGACCTGGGAGACA
A R e e L e T T L L

GCAACATCTTTGTGAAAGATGGCAAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGG
GCAACATCTTTGTGARAGATGGCAAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGG

K h R R AR I INRRRIARI KRR AR A AR R A AR AT Fkddkeddhdord

AGAAGCGGCAGGGCGGACAAGTEGTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGETC
AGAAGCGGCAGGGCGGACAAGTGGTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTC

B Ly X T T R R Ry T R T Ry 1

GATCAGGGAGGATATCGGGGAAGAACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACT
GATCAGGGAGGATATCGGGGAAGAACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACT

khkkhkhkhhkkdkkhkdhdedrbRhwhddbhkhdrrhhhh kA ik ddkddkkt

TACTGGGGATCAAGCCTGATTGGGAGAAAATAARAAAATATATTTTACTG
TACTGGGGATCAAGCCTGATTGGGAGARAATARAATATTATATTTTACTG

khkhkkhkhkdhhherhhbhbhhddrhdtdrdhrhhddbhdbhhAhk & Krxhkhrhrdrhkhdd

GATGAATTGTTTTAGTACCTAGATTTAGATGTCTARAAAGCTTTAACTAC

GATGAATTGTTTTAGTACCTAGATTTAGATGTCTAAAAAGCT-————~—~

KRR I KA RN R A INIRA I RAARARRAR TR KX K

AAGCTTTTTAGACATCTAATCTTTTCTGAAGTACATCCGCAACTGTCCAT
----- TTTTAGACATCTAATCTTTTCTGAAGTACATCCGCAACTGTCCAT

***************************ﬁ*****************

ACTCTGATGTTTTATATCTTTTCTAAAAGTTCGNCTAGATAGGGGTﬁCCG
ACTCTGATGTTTTATATCTTTTCTAARAGTTCGC-TAGATAGGGGTCCCG

Khkdkrhhhdhdkhkkthkdhdrkhdedddhhhdhds kkkhhkkhkhkkkhhktk

AGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGACTCTAGAGCATAGAATATAGCTCCA
AGCGCCTACGAGGAATTTCTATCGACTCTAGAGCATAGAAT-TAGCTCCA

LR R g R R 2 s A s 2222

CTGCACAATCCTGCTAATATAGAAGGAATTAAAGCTTGCCAGCAAATCAT
CTGCACAATCCTGCTAATATAGAAGGAATTAAAGCTTGCCAGCAAATCAT

. *************************j************************

GCCAAACGTTCCAATGGTGGCGCTATTTGATACAGCCTTTCATCAGACAA
GCCAAACGTTCCAATGGTGGCGGTATTTGATACAGCCTTTCATCAGACAA

Fhhkhkdhkkhkhkhrkhhkkhhrrhhkhkhkhkhrhhrthhhhhkhkkhkkhhhkhkhkhkirohhdk

TGCCTGATTATGCATATCTTTATCCAATACCTTATGAATACTACACARAG
TGCCTGATTATGCATATCTTTATCCAATACCTTATGAATACTACACAAAG

dhkkhh XA hhkhhhhkddhhddhhhdhrbrh A A r AR b AATRAR AR Ak hhk

TACAGGATTAGAAGATATGGATTTCATGGCACATCGCATAAATATGTTTC
TACAGGATTAGAAGATATGGATTTCATGGCACATCGCATAAATATGTTTC

dkkkkdkdhhkhkhhhhhhkhdhhhkdbkkhdhhkhkthrhrdhbrbhnhdhdedrbrodkhd
¥
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Fig. 4 (Continuag&o)

AAATAGGGCTGCAGAGATTTTGAATAAACCTATTGAAGATTTGAAAATCA
AAATAGGGCTGCAGAGATTTTGAATAAACCTATTGAAGATTTGAARATCA

**************************************************

TAACTTGTCATCTTGGAAATGGCTCCAGCATTGCTGCTGTCAAATATGGT

TAACTTGTCATCTTGGAAATGGCTCCAGCATTGCTGCTGTCAAATATGGT
AAKKKARK R Ik dhdkhedkdedkkwkkkhhhhdhhdhdkhdhkkhrkhdkrrsk

AAATCAATTGACACAAGCATGGGATTTACAC&ATTAGAAGGTTTGGCTAT

AAATCAATTGACACAAGCATGGGATTTACACCATTAGAAGGTTTGGCTAT
Y i i R R e e e T 2

GGGTACACGATCTGGAAGCATAGACCCATCCATCATTTCGTATCTTATGG
GGGTACACGATCTGGAAGCATAGACCCATCCATCATTTCGTATCTTATGE

AEAKAIKRKARR R AR IA R T A AT A I AR AR b hbhhhkrb b oo krrdbohdk

AAAAAGAAAATATAAGCGbTGAAGAAGTAGTAAATATATTAAATAAAAAA
AAARAGAAAATATAAGCGCTGAAGAAGTAGTAAATATATTAAATAAAAAR

Y R R e T T T e T T X 2 2L

TCTGGTGTTTACCGTATTTCAGGAATAARGCAGCGATTT TAGAGACTTAGA
TCTGGTGTTTACGGTATTTCAGGAATAAGCAGCGATTTTAGAGACTTAGA

KRR Krhkhkhhkhhddhdhkhhbhhrhhhrdhdhhrrthrdhddtkrkdkhdrrkrtd

AGATGCCGCCTTTAARAATGGAGATGAAAGAGCTCAGTTGGCTTTAAATG
AGATGCCGCCTITAAARATGGAGATGAAAGAGCTCAGTTGGCTTTAAATG

R R R R R R R X R L R TSR R A R Sl

TGTTTGCATATCGA~GTAAAGAAGACGATTGGCGCTTATGCAGCAGACTA
TGTTTGCATATCGAAGTAAAGARGACGATTGGCGCTTATGCAGCAG-CTA

AKKKERIKRERAKKELA K TARREKAKRAKR A KK RX RNk ARAA XA hkAk A hXd *X%

TGGGAGGCGTCGATGTCATTGTATTTACAGCAGGTGTGGGTTGGAAAATG
TGGGAGGCGTCGATGTCATTGTATTTACAGCAGGTCTTGGT-~GAAAATG'

khkkkkhkhkhhhhhkhrkhkdrrkhkhkhkkhkhhkhhdkhhhd x¥kk Xkhkkkht

GGTCCA
GTCC--



14/16

14/16

200.00-
150.00]
3 ]
100.00- R <
(=] =] 0 ~
2 - e 0
< - @8 &
50.00 S ' - )
x 8 Iy T
S 2 -]
0.00 3 -3 3 T r: yu— ] r.) X )
0o 5.00 10'00 15,00 20,00 25.00 30.00 3500
Minutos
[ ]
Fig. 5
250.00] i
: 423
200.00 g
b ~
B 4 ~
E b S
> 150.00 2
] =
100.00 x
50,00 < s =
' R AN
] < o
Gca_ D 0 a3 =3 o [:Y
—— —— . —— ——— —t ——r :
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00  25.00 30.00 35.00
Minutos
Fig. 6
g.
250.060
200.007 %
E 150.09
@«
109.007 «
&
& @ 8 ‘
£0.004 [o23 bd ~ ot
8 o © =
I\ 3 s R &
o Do bt o
R o ad a aad v ) a2 -]
T T 7T T T T 71 ¢ TTT 7T Tt 1 T T 1 7 T T 7 T
.00 5.00 | 40.00 $5.06 20.00 28.00 30.00 35.00 -
Minutos

Fig. 7



15/16

—_— —
e —
80 100

tempo (horas)
‘ = xilose M = acido lactico A = acido acético @ = etanol

Fig. 8

0 20 40 60 80 100
tempo (horas)

@ = xilose W= &cido lactico A = &cido acético @ = etanol

Fig. 9



16/16

30.0

30g/L

35g/C

Alimentagdo de xilose

T

25.0

20.0

L

Alimentagao de xilose

T\ Alimentagao de xilose

40 g/L

: 12 hr
indice de diluiga
X

30 g/L

Allmentacao de xilose

o 15.0

Fa¥al 1
20g/t

10 g/l  Alimentagao de xiloke

o

\

Ali%e'(r;tpc;éo de xijose ’A
5.0
003 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
tempo (horas)
-= Xilose ——Etanol —— Xilulose
Fig. 10
60
50 _
Xilose
a 40
O \\
= 30 \
(o))
\ EtOH
20
10
Lactico Acetico
B A g

5

10 15 20

tempo (horas)

Fig. 11



PLOBA]OYY-4

RESUMO
Patente de Invengao: "ORGANISMOS TERMOFILICOS PARA CONVERSAO
DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA EM ETANOL". '

A presente invengéo refere-se a organismos termofilicos mutan-
tes .que consomem uma variedade de substratos derivados de biomassa.
Sao descritas aqui, cepas de Thermoanaerobactenum saccharolyticum com -
expressao ellmlnada de fosfotransacetilase e acetato qqmase. Adicionalmen-
te, a cepa ALK1 foi produzida por recombinagdo homdloga sitio‘-diﬁgida para
arrasar tanto a produgéo de &cido acético quanto a de &cido iéctico. Cultura

_continua envolvendo um estimulo da concentragéo de substrato leva a evo-

lugao de ALK1, e a formagdo de uma cepa mais robusta designada ALK2.
Ambos os orgamsmos produzem rendlmentos de etanol quase teoncos sem
expressar p:ruvato decarboxulase '
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