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(57) Resumo: NOVO SISTEMA DE PRODUCAO DE FUNGOS A presente invencdo fornece um novo sistema de produgéo de
fungos que compreende uma cepa de fungos hospedeiros de Chrysosporium lucknowense onde a secrecdo endégena de
celulase é inferior a 20% da secrecdo enddgena de celulase de Chrysospori- um lucknowense cepa 18-25 UV. Preferencialmente,
ainda a secrecédo de protease enddge-na, 3-glucanase endogena e celobiohidrolase endégena € inferior a 20% da secrecéo de
Chrysosporium lucknowense cepa 18-25 UV. Além disso, cepas flingicas hospedeiras sdo fornecidas onde vérios genes foram
interrompidos. De acordo com outro aspecto da invencdo um método para producdo homologa e/ou heterdloga de uma proteina
pura com uma pureza superior a 75%, que compreende expressar um gene que codifica dita proteina em uma cepa de acordo
com a invencéao foi descrito. Além disso, um método para a producédo de misturas de proteinas artificiais compreendendo a
expressdo de genes que codificam cada uma de ditas proteinas em uma cepa de acordo com a invencao foi revelado.
Finalmente, um método para triagem simplificada de cepas que funcionalmente expressam uma enzima desejada pela aplicagédo
de ditas cepas foi fornecido.
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“SISTEMA DE PRODUGAO DE FUNGOS”

A presente invengéo se refere a uma cepa de fungos hospedeiros de Chrysospo-
rium lucknowense. A invencéo refere-se ainda a um método para a produgéo de homélogos
efou heterdlogos de uma proteina pura, com uma pureza maior do que 75%, a um méetodo
para a producdo de misturas de proteina artificial e a um método para triagem simplificada
de cepas que expressam funcionalmente uma enzima desejada. A invenc&o refere-se ainda
a uma sequéncia promotora isolada, apropriada para o controle transcricional da expresséo
génica em Chrysosporium lucknowense e a um método para isolar uma cepa de fungos
hospedeiros de Chrysosporium lucknowense onde a secregéo de protease ¢ inferior a 20%
da secregdo de protease de Chrysosporium lucknowense cepa UV 18-25.

Tem sido demonstrado que os fungos sdo excelentes para a producdo de uma vari-
edade de enzimas. Cepas como Aspergillus, Trichoderma, Penicillium e, recentemente, o
fungo Chrysosporium lucknowense C1, foram aplicados na produgéo industrial de uma am-
pla variedade de enzimas. Cepas super-produtoras tém sido desenvolvidas e que secretam
até 100 g/L ou mais de proteina no caldo de fermentaco (vide, por exemplo, Hans Visser et
al. Abstracts, J. of Biotechnology, $211-S241 (2007). A grande capacidade de secretar pro-
teinas destes fungos os tornam hospedeiros preferenciais para a produgéo direcionada de
enzimas especificas ou misturas de enzimas. No entanto, normaimente, estes hospedeiros
secretam uma mistura de varias enzimas diferentes, criando o produto de proteina bruta
indefinida e produzindo, além da atividade da enzima desejada, uma série de atividades
ndo-relevantes ou mesmo contra-produtivas. Isto ainda é verdade para o uso de tais fungos
hospedeiros para a produgéo de atividades de enzimas especificas por super-expresséo de
genes selecionados através de varias abordagens de modificac&o genética. Também nestes
casos a enzima alvo constituira somente uma pequena parte do total de proteinas secreta-
das.

Um sistema de produgéo microbiana capaz de secretar grandes quantidades de
uma enzima especifica, sem a presenga de altos niveis de outras proteinas seria altamente
desejavel. Isto permitiria a triagem simplificada de hospedeiros que expressam funcional-
mente uma enzima desejada. Isto possibilitaria a produgdo da enzima relativamente pura.
Isto também permitiria a purificagéo simplificada em larga escala da enzima desejada. Estas
vantagens contribuiriam enormemente para, por exemplo, a geragéo facil de misturas de
enzimas artificiais adaptadas para diferentes aplicagdes, por exemplo, hidrélise da biomassa
vegetal (biocombustiveis e produtos quimicos), acabamentos téxteis, aplicagGes na industria
de papel e celulose.

A produgao relativamente limpa de enzimas extracelulares especificas a altos niveis
por microorganismos que n&éo secretam intrinsecamente' altos niveis de proteina seria uma
abordagem néo preferencial. A capacidade limitada de secregéo de enzimas de tais orga-
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nismas impediris 8 produgdo de afto nivel da enzima de interesse, O objeto da presents in-
vengdo compreende o isolamento de mutantes de uma cepa de fungos com alta capacidade
de secrsgio que inesperadamente deixou de produzic niveis altos de muitas proteinas nio
desejadas, enquanto mantém boas caracteristicas de crescimento, e receplividade & modifi-
cagdo genética. Estas cepas mutantes poderiam ser capazes de funcionar come um hospe-
deiro para alto nivel de produgdo de enzimas especificas. A fim de alcangar o objeto preten-
dido da invenglo, a invengdc fornece uma cepa de fungo hospedeiro de Chrysosporium
lucknowenss onde a secrecdo de celulase endégens & inferior a 20% da secrecdo endbge-
na de celulase de Chrysosparium lucknowense cepa UV 18-25, preferencialmente menos do
que 15%, mais preferencigimente menos do que 10%, especificaments menos do que 5%,
mais especificamente menos do que 2%, mais especificamente menos do que 1%, mals
especificamente menos do gue 1%, mais especificamente menos do que 0,5% ou menos do
que 0,1%. A cepa Chrysosporium fucknowense cepa UV 18-25 fol deserita no pedido inter-
nacianal de patente WO 0020555, Preferencialmente, a secreclo de um ou mais do grupo
gue consiste de proleass sndogena, B-glucanase endogens e celobichidrolass enddgena da
cepa de fungo hospedeiro de acordo com a invengao € menos do que 20%, mais preferer-
cialmente menos do que 15%, mais preferencialmernte menos do que 10%, especificaments
menos do que 5%, mais especificamente menus do que 1% mals especificaments menos do
que 0.5% ou 0,1% da secrecdo da protease enddgena, B-glucanase enddgens e celobiohi-
drolage endagena respectivaments de Chrysosporium lucknowsnse cepa UV 18-85 Todos
as peroenfuals mencionadoes se aplicam & secregdo de protease, B-glucanase ¢ celobiohi-
drolase mdependentemente. Preferenciaimente as cepas de acordo com & presente inven-
a0 580 ainda caracterizadas de modd gue a secrecio de celobichidrolase enddgeng 1 (Ch-
hl) estela ausente. Mais prefarencialmente, a cepa de acordo com a presente invenglo @
Wi1L, depositado em Centraal Bureaw Schimmeloullures {CBS) sob ndmere de acesso
122189 ou W1LE100.1 depositado no CBS sob o ntmers de acesso 122180, Mais preferen-
cialmente a partic das cepas, de acorde com a presente invencdio, o gene que codifica en-
doguitinase 1 {chi1) fol interrompido. Mais preferencialmente, um ou mais genes seleciona-
dos do grupe gue consiste destes que codificam proteass alealina 1 {alp 1), profeass sloal-
na 2 (alp?), proteinase A {pepd), B-glucanase (Glal), exo-guitinase (Chi2) e laminarinase
{Lami} foram interrompidos. Espscialments, as cepas de acorde com g invengdo sdo
WILET00. 1 AalplApyrS ou WIL#100 1 AalplAchilApyrs. A invanciio ainda refere-se a um més
todo para produgdc homéloga efou heterdloga de uma proteing pura com UMa PUreEa supse-
ror a 75 %, preferencialmente supserior a 80%, mais preferencialmente superior a 85, 90 ou
95%, que compresnde expressar um gene gue codifica dita profeing am uma cepa de acor-
do com a invenclo. Espscialmente g invenglo fornece um métoda para 3 produgdo de mis-
furas de proteinas artificiais compreendendo a sxpressdo de genes que codificam cada uma
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de ditas proteinas da mistura em uma cepa de acordo com a invengao. Desla forma misty-
ras de proteinas podem ser preparadas para diferentes aplicacSes, por examplo, hidrolise
de blomassa vegstal (biocombustiveis e produtos gquimices), acabamentos thxtels, aplica-
ches na industria de papel & celuloss. Alamy dissg, 8 invencdo fornece um método para a
friagem simplificada de cepas que expressam funcionsimenta yma enzima dessiada pela
aplicacdc das cepss de acordo com a presente invencdo. De acordo com oulro aspecto da
invenciie, uma sequénoia promotera isolada & forecida de forma apropriada para o controle

franscricional de expressac génica em Chrysosporium lucknowense, selecionado do grupo

que consiste de:

a. o promotor chit (0.8) compreendende a sequéncia de nucleotideos de SEQ D
NQ 25,

b. 0 promotor chit {1.8) compreendendo 8 sequénoia de nucleotideos de SEQ 1D

NO 26,

o. o promotor hex? compreendendo a sequéncia de nucleotideos de SEQID NO 27,

d. o promator x¥I6 compreandendo a sequéncha de nucleotideos de SEQ 1D NO 28,

e. o promotor gie compreendendo a sequéncia de nucieotidess de SEQ 1D NO 29
ou uma parte ranscricionalmente ativa do mesmo.

Alnda um gene quimarnica compresndendo dita sequéncia promotora e hospedeiro
compreendends dito pramator & o gene quimérico sio fornecidos pela presente Invengdo.
Finalments foi fornesido um metodo para isolar uma vepa de fungos hospedeiras de Chry-
sosporium lucknowense onde a secreclo de celulase e a protease & inferior a 20% da se-
gregdo de celulase & protease r&ﬁpe{;ﬁvawzﬁﬂie;d‘g Chrysosporium fucknowense cepa UV
18-25, compreendendo as elapas de

(i) plaguear Chrysosporium fucknowenss em placas de celidose inchada com acido
(ASCY,

{ii) selecionar pelo menos uma coldnia mostrando Lma zona clarsada ds celuipse
reduida,

(i) plaquear 8 cepa selecionada na etapa (it} em placas de leile desnatade, ©

(v} selecionar palo menos uma coldnia mostrando um halo reduzide de degradagdo
de proteina, Preferencialmente este método compreende ainda as elapas de mutagénese
antes das stapas (1) efou (i}

Se neste pedido de patents os hospedsiros s8o definidos por comparacio do nivel

de producio de varias enzimas com Ghrysosporium lucknowense cepa 18-25 entdo, claro, &

producio de wma e da mesma enzima no hospedeira deve ser comparads com aguels de
Chrysosporium fucknowense cepa UV 18-25,

As proteinas mencionadas neste padide de patente coma, por sxemplo, protease,
S-glucanase, celobichidrolase, proteinase A, f-glucanase, exo-quitinase & laminarinase fo-
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ram definidas conforme descrito no WO 2009/0918637, em nome de Dyadic International
ne.

Para enfatizar as vantagens fornecidas pela presente invengao: esta refere-se ao
secretar allos nivels de variedade de proteinas de fundo, snquanto retém a capacidade de
secretar altos nivels de somente algumas enzimas ativas. A invenclo também diz respeito &
utilizacio destes hospedeiros para produzir enzimas especificas em allos nivels sem a co-
produgdo de altos nivels de proteings ndo-especificas. Além disso, a invencio refere-se &
geracdo de misturas definidas de enzima aﬁg;;i&ﬁas-. para diferentes aplicagbes.

A invengdio agora serd elucidada pelos seguintes exemplos ndo imitantes.

Legendas das figuras mencionadas:

Figura 1: amostras de meio de UV 18-25, Wil tipo selvagem, W1D tipo selvagem o
as proteases mutantes WiILE 1001, WD#50.g & W1D# 100.b em SDS-PAGE. Essas cepas
foram cultivadas em meio #1 {meio de baixa densidade com pelulnss) por 282 horas, exceto
para raia 8, qus € umsg amostra sm meo #2 {de alta densidade). A amostra media na raia 1

Figura 2 Amostras de meio de cultura em frasco de agitagao de U cepa
W1LE100.1 e dervados. Rafa 1, WILJD0.1; rafa 2, WILEI100.1Ach; rafa 3, WIRID0 [8aipl;
rata 4, WLE100AalpiAchil,

Figura 3 Vetor de clonagem de cosmideos pAopyrGoosamnt.

Figura 4. plasmides pCHI4.8. O plasmideo, que fol isclado do clone 85 de E. coli &
mostrado. Este plasmideo fol usado na construgio de velores de expressio génicy de cepa
branca.

Figura § A super-expressdo de chil alravés da introdugao de copias extras do gene
chit emy WILE100.1, Rala 1, WILRI001 cepa selvagem {controlel) raia 3, WILHI0OH
{chi+{pyr5IS; raia 4, WILE100.1 [chi+/pyrSHE9; raia 5, WILS100.1 [chi+ipyrSI#17.

Figura 5; Plasmiden Pebhi-glas (1-Tebhl Este plasmideo foi usado na construcio
de vetores de expressio génica de ceps branca.

Figura 7. O vetor de expressio do gene pPohit (1,8)-Tebhi NOTL.

Figura 8: Um mapa esquemstico do velor de expressdo do gene pCRS-pPchil(1.8)
Tebhl,

Figura 9 Andlise de SDS-PAGE de amostras de cultura sobrenadante de
WIL#100 L Aalp! ApyrS (B2), o cepas transformadas expressande CL10S1S de WILBIDOL
AalpldpyrS (B3, B4). A seta indica a posicdo CL10S13.

Figura 10 Andlise de SDS-PAGE de amostras de sobrenadante de cultura de
WIHB#00 Laalpldpyrs (DY), e de cepas transformantes gue expressan cbh2 de Wi LJ 100, L

Aaiplapyrs (D3-D5). A seta indica a posicic CBHZ.
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Figura 11 Andlise de SDS-PAGE de amostras de sobrenadante de cullura de
W1L# 100.L AalptAchiiApyrS transformado com pyrd somente (C), & de cepas transformas
das que expressdo pgx de WILH100.L Aalpt Achildpyrs (1, 2).

Figura 12: Analise de SDS-PAGE de amostras de sobrenadants de cullura de
WIL#100 LAalptAchitApyrS transformada com xyit {31, 34) e com um xylilchbd, As selas
indicam as bandas de proteinas representands as varianies xilanase raspectivas.

Figura 13 andlise de SDS-PAGE de amosiras de sobrenadante de cultura de

WIL#100.L AalptAchi WApyr5 transformada com melo com marcador de selecdo somente

{71) & com abn2 (68-70), M, marcadar.

Figura 14: Andlise dos transformantes chil. #1, cepa de controle {fransformada com
marcador de selecdo pyrd somente). M, marcador. #65, transformantes chil, A seta indica a
banda de proteina Chil.

Figura 15: gel de proteing de Aspergifius niger PGH heterdloga punificada produzida
por C1. M. proteinas marcadoras. Os pesos moleculares de 8s profeinas marcadoras séo
indicados & ssquerda do gel. Raia 1, PGH purificads.

Exemplos

Exemplo 1: Isclamento de mutantes C1 com atividade de celulase bastante reduzi-

da (cepas brancas)
Cepa Gt UV 18-25 (descrite sm WO/2000/020555) foi mutada usando fuz UV para
produzir a cepa UV26-2 (Apsndice 1 dos Exemplos). UV26-2 exibiu grandes zonas de clare-

amento am placas ASC {celulose inchada com acido), indicando excesso de producédo de
celulgse.

UV26-2 ndo era um mutante estdvel ¢ ssirias sucsssivas de UV2H-2 resultaram na
geragio de mutantes celulase negativa como mostrado pela auséneia de zonas clarsadas
nas placas ASC. Eslas coldnias apresentaram esporulacdo aumentada e cor branca, en-
quante as coldnias normais, produtoras de celutase, foram de cor creme & ndo apresenta-
ram asporulacdo nas placas ASC.

Duas coldnias brancas (UVZE-2W1 e UV28-2W2) foram escolhidas a partir das pla-
cas ASC, junfo com duas coldnias normais ¢ a produgdo de celulass fol avaliada usande um
procedimento de triagem em frasco de agitacdo. As coldnias brancsas produziram 8 & 4 Uiml
de atividade de celulase AzoCMC, enquanto as duss coldnias normais produziram 278 e
284 Uiml de atividade de celulase, Isso confirmou as coldnias brancas como sendo mutan-
tes celulase-negativas.

UVZB-2W1D.
A purificaciio da cepa UV26-2W1 em placas de meio RM-ASP (Apéndice 2 dos E-

xemplos) resultou na identificacdo de dois tipos de coldnias: coldrias com esporos coloridos
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pela luz tipo UV 18-25 (UV26-2W1L também indicadoe comp cepa WiIL), & coldnias com es-
poros coloridos escuros (rosa) (UV2ZE-2W1D também indicado como cepa WD)

Em experimentos adicionals os lotes de ssporos de ambas WL ¢ WID foram irra-
diados com UV (Apéndice 1 dos Exemplos) & usados em um procedimento de selecdo dirsta
para mutantes deficientes de protease (Brasksma et al., 2008). Clones positivos foram ana-
lisados sm placas de leite desnatado para suas atividades de protease.

Apds vérias rodadas de purificacdo e selegdo em placas de leile desnatado, duas
mutantes de WL (WILHS0.c & WIBI00.1) & trds mutantes de WID (W1D#50.0, WID¥E0.n ¢
WIDR1D0.b) com uma halo reduzido em placas de leite desnatado foram selecionados para
o cultivo para snsaios de degradagdo in vitrn, Em um primeiro sxperimento de cultivo estas
cepas mutantes e suas parentes foram cultivadas em meio #2 {Apéndice 1 dos Exemplos)
por 240 horas g 35°C. Aparentements, a alividade baixa de celulass nastas cepas ndo per
mitiu o crescimento am melo a base de celidose de alta densidade.  Nos experimentos de
cultivo & seguir, WILHS0.¢, W00 1, WID#S0.g @ WID#100.b e seus parentes foram cul-
tivadas eny meio de celulosa de baixa ($1) e alta {(#2) densidade por 240 horas a 358°C. Ain-
da UV 18-25 tambem foi considerade coma contrple. As cepas parentes 2WiID, 2Wil e UV
1828 foram ainda cultivadas sm meio #2. Nephuma das cepas W1L oy W1D cresceu em
meio #2 de alta densidade de celulose. No meio #1 pode ser observado um hom crescimen-
o para as cepas ‘brancas e suas muianies deficientes de protease, embora a celuloss ne
meio tenha sido mal usada pelas cepas trancas’ Inesperadamente, observou-se que a ce-
pa parente UV26-2W1D, que mostrou um fendlipo de crescimento instével em placas de
agar, fez uso da celulose ne meio.

As amosiras de meio da cepa parente WIL mostraram menos atividade protease
em placas de lbite desnatado em comparagao com amostras de meio de cepa parente WiD
& UV 18-25 {Tabels 1). Isto é contrario ao qus fol obssrvado guando as cepas foram cultiva-
das diretamente em placas leile desnatado. Nesse caso, um halo grande poderia ser detec-
fado ao redor da coldnia de UV 18-258 o de WL apds 72 horas de crescimento a 30°C, en-
quanto um pequeno halo s6 poderia ser detectado apds 144 horas para W1D. As amostras
de meio de protease mutante W1D#50.g mostraram um pequeno halo em placas de leite até
162 horas de cultivo, Apds 186 horas de cultive, os halos foram semelhantes, como obser-
vado para sua copa parente.

{ Tamanho refativo do halo o1 Atividade
{horas de cultivo} de  pro-
tease
Cepa VM4 THEE VHEZ U8R 210 240 EEZ T Uimi
WAL parente ¥ et $4 e e T ¥ 943

WILHIGG) R T e e e e e T
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Tahela 1. Andlise de meio de cepas parentes WL & WD e suas proteasss mutan-
tes selecionadas: WIL#100.1, WIDH50 g & WIDE100.b. UV 18-25 fol tomado como cantrole.
Atividades de protease de amosiras de meio de WIL WILEI00 1 e WILRIG0 1Aalp! toram
ainds delerminados. Estes cepas foram cullivadas no meio #1 [baixa celulo-
sedactosg/vharmamedial, O pH ol medido e o meio 1o/ cologado em placas para delerminar
sua alividade de prolease. O tamanhy relative do halo & ume medida para. g stividade de
protease no meio; nd = nao determinado.

Analise de amostras de meio de 282 horas destas Cepas em gel de SUS-FAGE
mostrou que 8% ‘::a;:as brancas’ pmduzira?m midito menos gam*:eina do que UV 18-25 { Fi‘g 1)

t:arenaéam,as de _cuitura} Na_s- cepas brancas as prmi&mas principais’ sfo as de-?ﬁ © 45 _.ki:}a:.

Estas proteinas esi@o presentss no melo de UV 1825 como proteinas secundarias,
A partir desta primeira riagem para mutantes sem profeass em um UV2G-2W1 de
fundo as cam&s WID#S0. g & W1L#100.1 foram sslecionados para andlise posterior.

As atividades enzimaticas diferentes rio conteude de proteina extracelular das a-
mosiras de UV 18-25 & W1L#100.1 foram determinadas (Tabela 2). Com base nestes dados
foi concluido que W1LE100.1 secreta muito pouco de alividade de celulase especifica {me-
nos de 1 % de UV 18-25) & tem muito pouca ou nenhuma atividade de protease detectivel
quando comparado g UV 18-25,

Atividades uvigss wiLRIood
CMCase {celu- | 6,20 0.04
lase)}
Beta-glucanase | 10,2 .53
Celibiohidrolase | 0.72 {08
{Protease (pH 5) | 0,06 0.03
Proisase () et T
Protease {pH ‘3} Bod T 0,00

Tabela & Atvidades 9$p'esiﬁ¢as das amostras (Wmg de Qf@fﬁé‘fﬁf}a’}, As alividades de
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protease foram medidas em t8s diferentes valores de pH. Alsm disso, o8 niveis de hidrofa-
ses partando outras especificidades de substrato (por exemplo, hemi-celuioss) foram redu-
zidos também.

pais.

Como descnito acima, a cepa branca & desprovida do especiro de enzimas celuloli-
ticas extracelular quando comparade & sua cepa parental. Assim, » conteudo de proteing
extracelular em culturas de cepa branca, como analisado por S{BS«PA&E}, ¢ baixa. Esia ca-
racteristica da cepa & benéfica em relagdo & produgdo de proteinas e purificasdo, ja que a
quantidade relativa de qualquer proteina-alvo, sxpresso em cada cepa serd alta. Além disso,
a auséncia {quase) de atividade celidase lorna a cepa branca uma cepa hospedeira idesal
para testes de celulases novas ou modificadas. O mesmo € valido para xilanasss como ne-
nhuma atividade xilanase principal fol detectavel.

Para redugir ainda mais o nivel de fundo de proteinas, varias bandas de proteinas
principais presentes am um gel SDS-PAGE de um WILHID0.1 ¢ culturas de cepas deriva-
das foram excisadas e ientificadas por sequenciamento N-terminal efou andlise de MS-MS§.
A proteina mais abundante fol a Chil endoguitinase {identificador de gene: CLOSDSY, pepti-
deos MVYDYAG, MPIYGRS ¢ MFXEASA). Quitras profelnas principais foram identificadas
como glicoamilase (Glal, CLOISO7, peptidecs TGOWSYY WPVLK (SEQ ID No 1) ¢
TIDAMAWSK (SEQ ID No 3), NELPV ADILR {SEQ ID No 4), GAYHPSQTYSPEDVEK (SEQ
1D NO 5), & SWQLVYQHDPTAGLTAEEAK (SEQ ID No €) e uma laminarinase (Lami,
CLOB253, peptidens PQYESAGSVVPSSFLEVR (SEQ 1D No 7) 8 VSGQVELTDFLYSTQGR
{SEQ 1D No 8), Ainda wma protease aloalina Alpt {CL04253) foi Kentificada em caldo de oul-
fura de W1L#100.1, Alpl degrada proteinas exiracelulares, & pode degradar as proteinas de
intaresse,

Exemple 5: Quira redugdo do nivel de

_proteina; Interrupcde dos genes ot chid,

G vetor pChid-4 (vide Examplo 9, Isolamento do gene que codifica endoguitinase 1)
fol utilizado para a construgdo do vetor de interrupgdo de gene. Um fragmento de 1,1-kb
Mscl/Stut foi substituido com o marcador de selecio amdSrep ou o marcador de selegio
pyré-rep, resultando na vetores pAchif-amds & pdchil-pyr8, respectivamente. O fragmento
de intsrrupgdo Achif-amds fol isolado de pAchit-amdS por digestio com EcoRl. O fragmen-
to de interrupgio Achit-pyrS fol isolado de pAchi-pyrs por digestdo com Smal, A transfor-
macdo da cops WILHI00. 1 ApyrS#172-12 usando os fragmentos de interrupc@o resultou em
215 transformantes Achif-pyrd ¢ 32 transformantes Achif-amdS. Todos os transformantes
obtidos foram purificados e analisados com hibridizagio de coldnia. Andlise de Southern
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destes fransformantes confirmou o isolamento de um transformante WILE100. com um
gene chi interrompido (WILH100.1 4p yrSAchiT-pyrS848 (pyrSe)),

Culturas am frasco de agitagio em meio C1 de baixa densidade foram realizadas 8
partir de uma selegdo de cepas mutantes WIL#100. 18pprSAchil. As amostras foram anali-
sadas em SDS-PAGE para avaliar os perfis de profeinas para 2 ausdncia de uma proteina
Chit (Fig. 2, rala 2 versus raia 1) Como mostrado nenhuma proteina de 45 kDa Chil é ob-
servada na cepa mutante Achit,

” Os restantes mais importantes de profeinas extracelulares em cepa branca
WAL$100. 1Aalpldchil e cepas derivadas correspondem a glicoamilase (Glal), exo-quitinase
{Chi2} & faminarinase {Lami). Estas engimas foram purificadas g partir do meio de cullura,
As atividades enzimaticas desias proteinas foram verificadas usando {snire vubros) amido,
quitosana o laminaring, respectivamente, como subsiratos. Além disso, dados de anslises
de espectrometria de massa (vide Exemplo 4) combinados com dados de sequéncia do ge-
noma de Cl revelaram o5 genes correspondentes. A fim de reduzir ainda mais a proteina
extracelular de fundo, genes que codificam Glal, Chi2, @ Lam1 foram interrompidas ¢, as-
sim, inativades. A interrupedo foi baseada na troca do prametor do gene e parte da sequén-
cia de oodificacdo B por tm marcador de selegdo amd$ via recombinagdo homdlogs usando
aproximadamente seguéncias de 1,5 kbp upstream & downstream que lanquelaim estes
genas promciores @ parte da sequéncia de codificacso §. Os vetores de interrupglio gene,
portanto, continham o cassete de expressdo anxdS mais estas sequéneias de genes homo-
logos de Sangueamento de 1,5 kb, Cepas brancas WiL#100. 1 Aalb tAchi! e cepas deriva-
das foram transformadas com os vetores de interrupelio de glat e ohid ¢ fam? a5 transfor-
mantes foram tnadas para o genolipp correto usando PCR, Come 8], 8s cepas brancas com
um gontetdo/composicdo de proteing extracelular sinda mais redugide foram oblidas, Prots-
fnag-alve produzidas por sssas cepas foram mais de 80% puras no liquido de cultura bruto
fivre de células,

Exemplo 6 Quirs reducdo da atividade de protease: interrupedo especifics de ge-

nes gue codificam proteases,

Em geral, o8 ganes que codificam proteass foram interrompidos utilizando fragmien-
tos de DNA gue continham marcadonss de selegio {amds, pyrd ou gyr 8 f:lan-cgrue&ﬁ@s gor
aproximadamente 1,5 kb de fragmentos de DNA grandes homdlogos &s regides up & downs-
tream do gene a ser interrompido. Apés a introdugdio destes fragmentos de DNA de inter-
rugicao no hospedeiro branco, uma recombinacdo homologa trocou o gene g ser inlerrompi-
do para o fragmento marcador de selecdo. Transformantes carraspondentes foram selesio-
nados como tal. Genes que foram intervompidos desta forma codificaram de forma desvan-

tajosa {em relacdo a esiabilidade da proteing alve) atividades de protease, por exemplo,

alpl, alp2, pepd) ou proteina de fundo significativa (chi?) ou deviam ser usados como mar-
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cador de selecdo (pyrd, pyrd). Alraves dests abordagen numerasos cepas brancas Cl faram
s construldos gue poden ser utiizadas cono hospedeirns pars @ expressio da proteina-aie
{Tabela 31

Wik

| | | WILSUF #8268

WILEIGD

WILA1001 Aalpt

WILE100.1 Aalp] Apyrs

WHLH#I0D.1 Apepd Apyrs

[WILH100.1 Aalp! Apeps Apyrs

§ WILEI000 Aalpt Aalp2 Apyrs

WILA1001 Achil

I WILFIO01 Aalp! Achil

"WILF100. Aaip] Achil Aalp2

I WIL#100.1 Aalp] Achil Adlp? ApyTS

WILHIDO Aalpl Achil Apepd

WILHTO0.1 Aalp] Achil Aglal Alam 1 Achi2Apyrs

5 Tabela 3 Cepa WIL o derivados

Exemplo 7. ldentificacio dos promotores fortes pars 2 sxpressde do gene: gene

gus sodifics quitinass {chit),

Varias bandas de proteinas principais foram isoladas de amostras de fermentacdo
de WIL#100. 1 culbvades sm maeio de celuloss de haixs densidade, a fim de identificar o

0 isolar os promolores fortes que podem ser usados para 3 sxpressdo do gens na sepa Wil e

seus devivados, O sequencizments Neerminal de uma mistra de veptideos cbiida spds
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fratamento de CNBr da proteing principal de 45 kDa de W LE100.1 resultou na identificacio
de quatro peptideos diferentes. Trds destes peptideas (MVYAG, MPIYGRS & MFXEASA)
apresentaram homologia com uma endoguitinase de Aphanocladium albumi Trichoderma
hargianum (CHI_APHAL P32470),

Com base am {rés dessas sequéncias de peplidecs, os primers foram desenhados
a fim de obter fragmentos de PCR contendo uma parte do gene que codifica endoquitinase
{Tabela 4). Os primers de PCR foram desenhados com base no uso codon praferencial de
o . s ,
Primer

TRegiao

TMUYDYAG (SEQID
No. 8

TMPIVGRS (8EGQ D
No 11)

Posicio
240aa

| Sequéncia deduzida

CATCGTSTACGACTACGER ™
GO (SEQ 1D No 10)
ATGCCSATCTACOGYCLS

| {(SEQ D No. 12)
CORCCGTAGATSGGBCAT

(SEQ 1D Na 13)

Endochitpepi &

| Endochitpep2C 290aa

! Endochit-
| pep2revC

GCESWVGCCTCCTAGAAC
| | AT (SEQ 1D No 15}

Primer baseado em LMA regiac homaloga consarvada de endoquinase

: Endachitdc DGIDIDWEY (SEQ 1D | 180aa | GAYGGYATCGAYRTSGAY
No 16) | | TGG (SEQ ID No 17)

Tabela 4; Primers desenhados de éﬁdaqa&fnéfse pulativa com base no uso de co-

CEndoehit

MEXEAGA (SEQ 1D | 380aa
| pepdrevl ‘ ’

don CL

As reacbes de PCR com ssses primers foram realizados wlilizando DNA cromos-
somico de UV 18-25 DNA como modelo. Fragmentos de PCR foram clonados e andlise da
sequéncia mostrou que um dos fragmentos de POR clonados oblidos com Endochitpeplc ®
Endochitpep2rave {173 pb) continha uma parte de um gene codificande endoguitinase
{chi?). Andlise de hibridizacdio de DNA cromossdmico de UV 18-28 digerida BamM) e Hindlll
com este fragmenta de ohif como sonda mostrou um sing! claro de hibridizacio, confirman-
do que o fragmento de POR originou DNA de C1. Este fragmento fol usado para clonar o
gens completo da biblioteca de gense de cosmideos Clordenados. A siec;;sént:iade fragmen-~
o {8EQ D No 18) fol como a seguin

ATGOGCTACGACTACGCCOGOTCOTOGAGCACCEUGRUCEGACACCABGLL
AACCTGTACCCGACCGCCGACGLGGGELAGGACGLCCTTCTCCACCGACAAGGLCLTR
TCCGACTACGTOGCCGCCOEUGTCOACCLBGCCAAGATCETGLTCRGCATCCCCATCT
ACGGLCG

Exernplo 8 ConstrugBo de uma biblioleca de cosmideo ordenada de Chrysospor-
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um lucknowsnse UV 18-25 em £ coli,

Para a vonstrugdo da biblioteca de cosmideo de T o vetor de clonagem de cosmi-
deo néo comercial, pAQpyrGoosarpl (Fig, 3) foi uliizado. Este vetor carrega o marcador de
selecdo de Aspergillus oryzae pyrG que permite 2 fransformacdo de uma ampla gama de
cepas fungicas. Além disso, para a transformagdo altamente eficiente de varias espécies de
Aspergilius {para o qual uma grande coleglio de cepas mutanies esta disponivel para clona-
gem de complementagdo do gena Cl correspondente) o replicador AMA1 esta presente nes-
de Sau3A parcialmente digerido de Chrysosporium cepa UV 18-25,

Uma biblioteca de cosmides de UV 18-25 foi construida em E. coli @ armazenada
como estoques de glicerc! em -80'C. O tlamanho médio de insergo fol de 20-35 kb, No total,
B8RO0 clones foram oblidos, o gue represents uma cobertura do genoma de cerca de § ve-
zes. Para ordenar estes clonss em placas de 384 pogos, diluighes dos estoques em glicerol
faram semeadas em placas LB-dgar, contendo ampicilina. 7680 colénias individuals foram
colhidas manualments e inoculadas em vinte placas de 384 pocos. Estas vinte placss de
384 pocos representam & biblicteca ordenada de cosmides de UV 1828 em £, coli,

As colbnias individuais nas vinte placas de 384 pocos foram marcadas em filtras de
natlon {Hybond), usando um Staccato 384-pintonl {Zymarks). A biblioteca de cosmideos of-
denada fol marcada sm octuplicada {(num tolal de 160 filtros). Esles filfros foram colocados
en placas de meio LB-ampiciling & incubados a 37°C para pamitir que as colonias cresces-
sem nos filfros. Posteriormente, gs colbnias foram lisadas & o DNA cosmidea fol ligado aos
filtros usando procedimentos padrdes.

Exemplo 8 Isolamente do gene que codifica endoguitinase 1 {chif).

O fragmento de PCR de 173-bp de chit fol usade comoe uma sonda radivativa mar-
cada para a hibvidizeg8o de Biros duplicados da biblioteca de cosmidec. A hibridizagio da

biblicteca de gene cosmidea usando este fragmento chit resultou em tr8s clones positivos.
O DNA fof isclade a partir desses clones & analise de resirico seguida de analise de Sou-
them fol conduzida. Um fragmento de 4.8 kb Hindill e um fragmento de 3.4 kb Boll mostra-
ram hibridizacao utilizande a sonda ohif. Os fragmentos 4.8 kb Hinolll e 3.4 kb Bgill conten-
do o gene ohif foram isoladas ¢ subclonados em pMTL24, resullando nes velores pCHI48
{Fig. 4) & pChi3-4, respectivaments. Posteriorments, um sub-clone Bgill foi utilizado pars
analise de sequéncia para obter mais dados de segquéneia. A sequéncia completa do gene
chit de 18-25 UV fol obtida. O tamanho do gene chit & 1528bp no qual dois introns de 111

bp & 138bp estio presentes.

Exemplo 10: A superexpresséo do endoquitinase em WIL#100.1,

Para a superexpressdo de endoquitinase ¢ fragmento Bgill 3,4kb contendo o gene
chit fol isolado de pChid-4. Cepas muiti-cdpias de ¢hil putativos em W1LE100. 14pyrs foram
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geradas por co-fransformagdo do fragmento 3,4 kb Bolll de chi? e do fragmento de selegdo
- apyrs e as ransformantes corretas foram confirmadas por hibidagio de coldnia, Culturas
am frasco de agitacio em meio C1 de baixa densidade foram realizadas a partir de uma
- selecdio de cepas multi-copias de WILH100.1. As amostras foram anafisadas em SDS-
5  PAGE para avaliar os perfis de proleinas para a superexpressao de Chit {Fig. 5). Trés das
cepas multi-coplas de chif {ralas 3, 4, §) mostraram uma banda de 45 kDa mais forle com-
parada 3 cepa parente (rala 1) indicando superexpressao de quitinase & 8 utilidade do pro-
motor de chif para alts expressdo génica. S
Porante, um vetor geral de clonagem expressando C1 (pPchil (0.8)-Tcbhl NOTL) fol
10 construide contendo o promotor ohi {Pchi) para dirigis 8 superexpressio de gsnes clonados.
inicialmente, o sitio EcoR1 upstream op Pehil em PCHE 8 fol removido por um digestao
parcial de EcoRl & tratamento do fragmento linear com Klenow gerando #4 84 pCHU EcoR 1.
A partir deste vetor o fragmento 1.8-kb Sack-Sphl fol clonadoe sitio correspondents de pPo-
bhi-glad (i}-Tobhl (Fig. 8). No velor resullante, pPehi-Tcbh1 Noll#7.1, os genes-alvo po-
1§  dam ser inseridos nos sitios Neol-EcoRl, Casseles de expressdo para fransformac@o em
cepas C1 podem ser isolados a partir destas construtes como fragmentos Nofl,
ante para conduzir @ expressdo de chil. No entanto, um promotor chil mals longo tambem
foi gerade, amplificando o fragmento de um Pst-Hindtl (upstream do sitio Hindti na posicio
200 <775 em relagio 30 oodon iniclador ATG), usande um clones cosmidens positivos previa-
mente identificados coma modelo de DNA. O fragmento resultante foi clonado em pGEM-T-
Easy e sequenciados. A partir deste plasmideo o fragmento P_sfﬂ«Hindm foi isclado & slonado
nos sitios correspondentes de pPehil-xyl1-Tebhl gerands pPehit{3,8)xyi1-Tebh1, no qual o
tamanho promotor ¢ de 1,8 kb O fragmento foi também clonado no sitio correspondents de
25 pPohit-Tobh Nofi#7 1, gerande a expressio geral do vetor pPehif(1.8)-Tebh f Nail {?n;?}
Os niveis de expressao de gens direcionados pelo promotor de quitinase estendido
{Pehit (1.8)) e pelo promotor quitinase inicialmente usado (Pchit {{18}}} foram comparados
psla expressdo de dois genes reporteres, xyit e aipl. Transformantes de cepa branca foram
geradas qus expressaram xy/f (que codifica uma xilanase) ou alpT {que codifica uma prote-
30 ase alkalina) (Tabela 5).
| Reparter 0.8 kb Pohit 1.8 kb Pehil
Atividade reporter | Atividade repérter |
TR RIS, T[0T 18(8) 7
SO RG Ty 1175(0)

Tabela 5. Comparagdo dos promotores Pohit curto e estendido em fermos do nivel
de expressdo da proteing repdrter. Alividade reporier, atividade de xilanase ¢ axpresss co-
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mo W mi e atividade oo protease alcalina como W mg de proteina. A
WILRIOO Pohit(0, 8l-alolowrSIHS. B = WILHODIPchi( 8lalplipyrsies. ©
WAHLH100.JAaiplPohil-xviil#95, D = WILHI00. 14alp 1PcHIl( Bi-xyl1JBAT,
Surpreendentemente, 2 expressao do gene reporter fol maior no caso do promotor
chit estendido (1.8 kb), gue indica a necessidade de regites mais upstream, Em conclusdo,

#

um sistema de expressio baseado em Pehit fol dessnvolvido para alto nivel de expressio

de genes in cepas Brancas C1.

 Exemplo 11 identificacio de oufros promotores fortes para s expresséo de gene,
Uma abordagem diferents para pesquisar promotores fortes foi realizada com a de-

tecodio guantitativa dos niveis de RNA mensageiro de WL ou WILI00IRNA. As amostras

de RNA foran isoladas de micélio, gue foram amostradas em momentos diferentes durants
um processa de farmentaciio em batelada alimentada. Um numero de genes fol identificado
comp sende fortements expresso. Para verificar o nivel de exprossdo desses genes, as a-
mosiras de RNA {ambém foram separadas em gel. borradas e hibridizadas para sondas es-
pecificas para esies genes {Tabsla 8}

Cepafalimentago | chil | pepd fisoa hext Thall  [xyi6 [cbhl
Wiliglicose o T

| 0 4 2 21 0 a3 o
 Dia 1dealiment. | 47 5 3 15 8 k| 0
| Dia 2de aliment. | 52 3 17 8 1 0
N [
Lote 0 0.2
| Dia1de aliment. | 40 3

| Dia 2de aliment. | 38 4

L WILS100 Vglicose
| Lote 0 0.1 3 23 0 0,1 0
Dia 1 dealiment. | 61 0.8 2 17 7 0.2 0

b

12 0 g 0
12 3 18 ‘
17 5 21 Q

coes de batelada controladas. Sinals de hibridizacdo da sonda foram quantificados utilizan«
do um densitdmetro. Q sinal da sonda no Northern blol foi correlacionada com o sinal da
sonda de DNA gendmica de Cl em um Southern blot. Portanto, os valares na tabela repre-
sentam o nivel do sinal de hibridizagdo do Northern em relagdo ao nivel do sinal de hibridi-
zacdo do Southern blot (gue fol fixado em B, As sequéncias de gene sdo dadas abaixo.

O promotor ¢bhl, gus § um promotor forle em cepas UV 18,25, ndo é ative nas ce-
pas brancas. O promotor chit fol o mais forte tanto sob condicBes de alimentacdo de glicoss
guante xilose. O promotor hex? & um forte promotor constitutive durante fodas as fases de
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fermentacdo & em ambas as condigles de alimentagdo de aglcar. O promotor 6 & alta-

mente ativo sob a condigdo de alimentag8o apenas de xilose. Os promotores pep4, his2a e
bal1 sdo moderadaments atives. Para a exprassio de genes de alto nivel nas cepas bran-
cas os promotores chif, hex! @ xyi6 sdo muile Glels. Promotores alternativos que fambém
geram alta expressdo sdo as dos genes papd, hisla e bgll. Experiéncias adicionals de Nor
them tambem indicaram que os promotores dos ganes xyi4 e xyi8 podem ser usados para a
expresséo de genes de alto nivel nas cepas brancas quando cultivadas em xilose. Glicoami-

lase (Glal identificador de gene: CLOYS07) demaonstrou ser uma prateina principal em cepas

C1 brancas. O promotor glal &, porfanto, também um bom candidato a ser ulilizado para a
expressdo de allo nivel de genes de interesse em cepas brancas. Fol demonstrado que git-
coamilase fol altamente abundante em uma cepa branca que cresceu na presanca de ami-
do. Isto jndicou que o promotor glal & forte & induzivel por amido ¢ ssus produtos de degra-
dacdo, coma a maltose.

As sequéncias de nucleotideos de Pohi 1 {0.8). Pehi 1 (1.8), Phexl, Pxyit & PGIA 1
s apresentados abaixo, Notar que os cddons de iniciaglo ATG das regides de codificagdo
correspondentes 3o apresentados em negrito & itdlico.
Exsmplo 12 Sistema de expressio de gens de tepa branoa
Daois vetores de sxpressio foram projelados para expressio de genes no Wil e
derivados: pPchil {1,81-Tcbhil Nott fol como desciito acima: Além disss, PCRs Pohil-Tobh
(Fig. 8} foi canstruido, colocando a sequéncis rapstida C1 na frente do promotor Pehil em
pPehil {1,8)-Tebhl Notl, Estes vetores foram projetados de ol forma que sles tambem po-
dent ser combinados, resulfando eny um Unico velor que contém varios cassetss de expres-

sfo. Os cassetes mltiplos podem ser excisados do velor como um tico fragmento de DNA
finear.

Muitos genes foram clonados e expressos em W1L ou derivados. O procediments
geral fof o seguinte:

- Genes foram identificados pela purificagso & caracterizagio dos produtos gene
{genética reversa) efou pela mineragdo genoma. Os genes foram amplificados por PCR ou
sintetizados quimicamente. A amplificago de genes por PCR foi realizada usando polimera-
ses de DNA PCR proofreading (Phusion ou Supertag plus). Os genes amplificados foram
clonados em vetores de clonagem PCR, ou sejs, p&&M»Téﬁlasy {Fromega) ou plell (Fer-
mentas} & sequanciadas para verificar a regularidade da sequéncia. Posteriormente, os ge-
nes foram liberados do velor de clonagem PCR & ligados nos sitios Neol e EcoRl dols) ve-
tor{es) de expressdo.

- Cuidado especial foi fomado na concepcao dos primers POR. O cadon ATG de i
ricio do gene a ser expresso era parte do sitio de restricdo Nool nos vetores de expressdo
da cepa branca. Porfanto, os primers PCR S{ATG) continham sitios de restricdio, que sdo
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compativels ao olle restrito Neol do vetor. Estes sitios foram, ou seja, propric Neol
{CLCATGG), ou sitios compativels que foram cortados dentro do sitio de reconhecimento
(BspHl, TICATGA; Poil, A{CATGT ), ou sitios compativeis gue sdo cortados fora do sitio de
reconthecimento {Bsal, CETCTC1/5): BspMl, ACCTGC{HS); Esp31, CETCTCIUS).

5 - Em alguns casos, sitios adicionals de restriclio para agueles que seriam usados
para clonagem de genes foram enconirados nos genes. Nastes cases,; os genes foram am-
plificados por fusdo em PER, onds a fusdo de dois fragmentos de PCR fol sslecionada para
acorrer no sitio de restriglo adicional ndo desejada. © sitie de restriclo indesejado fol remo-
vido usando primers de fusio contende mutagdes de substituicio na sequéncia do sitio de

18 restricio indessfado. Caso o sitio de restricdo indessiado sstivesse presents dentro de uma
regifice de codificagio de proteing, o nucleotiden substitukie fol selecionado de tal mansira
que o codon mudants que codificasse o mesmo aminpacido que o cddon onginal.

~Os casselas de expressdo foram liberados a partir da estrutura do vetor DNA de
£, ool DNA pela restricio Nofl. O cassele de expressdo fol posteriorments transformado em

18 derivados WL simullaneamente com um marcador de selegdo, ou ssia, pyrd ou amdS em
gxperimentos de co-ransfarmagio.

- Transformantes que produzem positivos ¢ slevados foram sslecionados por SD&-
PAGE ou andlise de engaio de enzimas do meio de crescimento. Methores produtoras foram
apticados ain fermentaghes para a produgdo de grands quantidade do produts do gene de-

20 sejado.

- As seguintes proteinas foram produzidas usando o sistema de expresséo de gene
da cepa branca & o8 genes correspondantes,

No pedido de patente internacional WO 2008/018537 ki descrnitar

Abfl, AbE2, Abnl, Axel, Ball (=Bgi3A), Chhl, Cbh2, Chha, Chil, Eg2, Eg5, FasAl, Fa-

25 eA2, FaeB2 Gall (=Galf3A), Glal (=GlalsA) Pmel, Xyll , Xyllfed), Xyi2, Xyi3, Xyi3-chd

{=xyl3(cal), Xyld, Xyi5, Xyl

No padido de patente intermacional WO 2009/033071 fol descritor

Genes AbO, Abn2. Abn3, Abnd, Abn5, Abn7, Abn®, Agul, Axe2, Axed, BaaZ, Bxil,
Bxi2, AbfS{antigamenie conhecido como Bxi3), GHE1 (identificadores de gene: CLOBTES,

30 CL1D518, CLD5022, CLO4725, CLO4T50, CLOB23D, CLO5366), Gin, Pgx 1, Rgal, Rgxl, Xgh,
X7, Xyi8, Xyig, Xyl10, Xyl11,

Alph A sequéncia de DNA Alpl ¢ dada por SEQ 1D NO 30, A seqliéncia de aminod-
cido Alpl ¢ dada em SEQ 1D NQ 31,
O gene alpl fol expresso e Alpl apresentou atividade de protease (Tabela 5). O kit

35  de detecclio colorimétrica de protease” (Sigma, nimero do produto PCO100) foi usade para
determingr a atividade de protease de Alpl,

Exemplo 13 Expressde de genes que codificam as familias de proteina GHE1 CL
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Ui gens que codifica a profeina GHB1 (identificador CL 10518) foi super exprssso
em cepas O WILEI100L AsiplApyrs o WILRIOU 18alpidchilApyrs. Amostras de sobrena-
dante de cultura foram analisadas por SDS-PAGE ¢ bandas de proteinas foram coradas
com Coomassie asul brithante {(CBB). A proteina CLIOS18 € 26 kDa (Fig. 9). Um padrao
de fermentagdio em batslada alimentada fol realizade, que rendeu 13 g de proteing por litre
de filtrado de fermentagdo, com base em um ensaio de determinaglo de proteinas BCAL

A andlise funcional dests proteina foi descrila no pedide de patente infernacional
wo 2008023071, i
Exemplo 14: Expressao de um gene gue codifica celulas de Gl cbha.

O gene que codifica CBH2 {dentificador CLOBBEY) fol super expresso em (I cepa
WLE100.L AslplApyrs. As amostras de sobrenadants de cultura foram analisadas por SDS-
PAGE 2 as bandas de proteina foram coradas com copmassie azut brithante {CBB) A prote-
jng CBH2 migra am cerca de 85 kDa (Fig. 10}, Um padrdo de fermentagdo em batelada ali
mentada fol realizado, gue rendeu 10 g de proteing por litro de filtrado de fermentacdo, com
base em um ansaio de determinacéo de proteinas BCA,

A analise funcional desta proteina fol descrita no pedido de patente internacional
WO 2000/018537.

Exemplo 15; Expressdo de gens pax gue codifics exo-poligalacturanase de L

WIL#I100.L AaiplAchiApyr5. As amostras de sobrenadante de cultura foram analisadas por
SDS-PAGE & as bandas de proteina foram coradas com coomassie azul brilhante {QES};.A
proteina PGX migra em cerca de 80 kDa (Fig. 11). Um padrio de fermentacao sm batslada
alimentada foi realizado, que rendeu @ g de proteina por itro de itrado de fermantagdo, com
base em um ensaio de determinacio de proteinas BCA.

Q ensaio a seguir Bl usado para medic a atividade da poligalacturonase. Este en-
saio mede a quantidade de agucares redutores liberados do éckdo poligalacturdnico ,{PGA}
pela agé’m de uma poligalasturonass. Uma unidade de atividade foi definida como 1 pmole
de aglicares redutores liberados por minute nas condigdes de reaglo especificadas,

Reagentes

- Tampio acstato de sadio (0.2 M, pH 5.0) ¢ preparado como a seguir. 164 g de
acelato de sddio anidroou 27.2 g de acetato de sédio * 3H,0 ¢ dissolvido em dgua destilada
de modo que ¢ volume final da solugdio seja 1000 mi {Solugdo A} Em um frasco separado,
12,0 g (11,44 mL) de dcido acético glacial & misturado com dgua destilada para gerar o vo-
lume total de 1000 mL (Solugdo B). O tampdo final 0.2 M de ai:-etam de sodio, pH 5.0, & pre-
parado pela nistura da soluglio A com B soluglio até que o pH da soluglo resultante ‘séjja-
iquala 5,0,

- Acido poligalacturénico (PGA} foi adquiride da Sigma (St Louis, EUA)
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- Reagente A: 10 g de scido p-hidroxibenzoico hidrazida (PAHBAH) suspenso em

80 mb de agua. 10 mL de dcido cloridrico concentrado foram adicionados e o volume @ ajus-

tado para 200 mi. Reagenie B: 24,8 g de citrato trissddico foram dissolvidas em 500 mi de
agua. 2.2 g de cloreto de cdldlo foram adicionadas, bam como 40 g de hidrdxido de sédio, O

de reagente B, Esta solugBo ol preparads fodos os dias, e armazenada em gelo entre os
usos. R :

{sando os reagsmas acina, o ensaio & realizada conforme abaixo defathado.
Amosira de Enzima
- 50yl de PGA (10,0 mg/mb em tampdo scelato de sodio 0.2 M pH 5,0) foram mis-

trados com 30 pll de tampdo acetato de sodio 0,2 M pH 5.0 & 20 pl da smostra de snzima

& incubsda a 40°C por 75 minutos. A 25 mi desta mistura de reacao, 125 mb da solugdo de
irabatho foram adicionados. As amostras foram aguecidas por 5 minutos 3 99°C. Apds res-
friamento, as amostras foram analisadas através da medicio da absorbancia a 410 nm {Ah)
como Ag {famostra de enzimal.

Branco do substralo

- 80 pl de PGA {10.0 mg/ml em tampao de scelalo de sadio 2 M pH 50) foram
misturados com 50 b de tlampdo de acelato de s6dio 0.2 M pH 5,0 g incubados a 40°C por
75 minutos. A 25 mb deste mistura de reagdo, 125 mb da soluglo de trabalho foram adicio-
nados.

As amostras foram aguecidas por & minutos @ 88°C. Apds resfriamento, as amos-
tras foram analisadas através da medigio da absorbancia a 410 nm (Aw} como Agg {amos-
tra de branco de substrata)

Caloulo de Atividads

A atividade ¢ calculada como a sequir; determinar a atividade de poligalaciuronase
por referéncia a uma curva padrdo de acido galacturdnico.

Atividade (Uliml) = 8Auu / SC * DF,

onde 8Aqq = Ay {amostra enzima) - Ags (branco de substrate), SC ¢ a inclinaglo da

curva padrdo e DF ¢ o fator de diluicdo da enzima.

O Al de Poxl (CL 10.388) foi encontrado coma sendo 0,78 com uma DF de 1
para enzima produzida em culfuras de placa de microtitulag8o. Nenhuma curva padrio fol
analisada, pordanio, nenhuma atividade de conflanga pode ser calcuada, A dnica concluso
a tirar & que 3 enzima mosirou-se ativa para ¢ 4cido poligalacturdnico e, portanto, sugere-se
que se trata de uma poligalacturonass.

A anslise funcional desla proteing fol descrita no pedido de palents intemacions)
WO 2008/033071.
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Exemplo 18 Expressdo de um qene gue codifica a
dominio de ligacao de carboidratos: Xvit |

Q gene gue codifica Xyll {identificador CTLODG4S) foi super expresso em Cl cepa
WILEI00 L AalplAchilfpyrs. Duas variantes Xyl foram produridas: tanto Xyl de compri-
mento total ou Xyl 2em seu dominio de ligagdo de carboidrate {cbd). Amogsiras de sobrana-
dante de cultura foram analisadas por SUS-PAGE e bandas de proteinas foram coradas
cont Coomassie Azul Brithante (CBB) (Fig. 121 A proteing Xyil migra em cerca de 40 kDg,
anquanto o seu homdloge menos CBD migra em cerca de 30 kDa. Fermentagles em bate-
fada alimentada padrdes foram realizadas, ¢ que rendeu 33g de proteing por litro de filtrado
de fermentacdo, com base em wm ensaio de determinacdo de proteinas Bradiord. Ativida-
des de xilanase destes fittrados alcangaran até 3.500 Wiml.

O ensaio a seguir ¢ usado para medir 3 stividads de xilanase para arabinoxilana de
irigo AZQ. Este substralo € insolive! em solugdes tamponadas, mas rapidamente se hidrala
para formar particulas de gel que sdo faciimente e rapidamenie hidrolisadas por sndo-
xilanases sspecificas liberando fragmenios soluvels marcados por corantes,

Reagenies

- Tamp&a scelato de sddiv (0,2 M, pH 5,0} é preparada como a seguir, 164 g de
acetato de sadiv anidro ou 27 2 g de acelato de sédio * 3H,0 & dissolvido em agua destilada
de modo que o volume final da solugéo seja 1000 mL {Soluglio A). Em um frasco separado,
12,0 g (11,44 mL} de cido acético glacial é misturado com dgus destilada para gerar o vo-
lume total de 1000 mb (Solugds B). O tampdo final 0,2 M de acetato de sédio, pH 8,0, & pre-
parado pela mistura da solucso A com B soluglo até que o pH da solugso resultante seja
igual 8 5.0,

- Arabinoxilano de triga AZO {AZO-WAX) de Megazyme (Bray, Irlanda, Cat, # I-
AWAXP) & usado como substrato do ensaio. 1 g de AZO-WAX 8 suspenso em 3 mi de sla-
nal e ajustado para 100 mi com 0.2 M de tampéo acetalo de sddio pH 5,0 usando sgitador
magneético. Etanol a 86% & usado para teminar a reagdo enziméatica.

Usande os reagentes acima, o ensaio & realizado conforme abaixo detathado.

Exemplo de enzima

~ 0,2 mL de soluglo estogue 10 mg/mi AZO-WAX fol pré-aquecido a 40°C por 10

minutos. Esta solucdo pré-aquecida fol misturada com 0,2 mik da amostra da enzima {(pré-
aguecida a 40°C por 10 min} & incubadas a 407°C por 10 minutos. Depols de exatamente 10
580 nim {Ageo) Tol madida como As {amosira de enzima).

Branco do subsirato

-0,2 mL de solugio estoque 10 mg/mi AZO-WAKX fol pré-aquecida 8 40°C por 10

minutos, Esta solucao estoque pré-aquecida fol misturada com 200 pl de lampdo acsiate
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de s6din 0,2M pH 5,0 (pré-aguecida a 30°C por 10 min) e incubadas 8 40°C por 10 minutos.
Depois de exatamente 10 minutos de incubagdo, 1,0 mi de etancl 958% fof adicionado g, em
sequida, a absarvancia a 580 nim {Aq) fol medida como Agy (branco do substrato),

Caloulo da Atividade

A Atividade & caloulada da seguinte forma: determinar a alividade de endo-xilanase
por referSncia & uma curva padrao, produzida a partir de wma endo-xilanase, com atividads
conthecida para AZO-WAX,

Abhvidade (Ulml) = Als,  8C * OF,

onde Adse = AS amaostra snzima) ~ Ags {(branco de substrale), BC é g inclinagdo da
curva padrio e DF & o fator de diluic8o da enzima.

A analise funcional desta peoteing foi descrita no pedido de patente intermnacional
WO 2008/018837.

Exenplo 17 Expressdo gene abn? que codifics argbingse 2de Ol

0 gene que codifica Abn2 (identificador CLO3B0Z) fol super exprasso am Cl cepa

WLRTOO LAalplApyrd. As amostras de sobrenadante de cultura foram analisadas por S80S~
PAGE e as handas de proteina foram coradas com coamassie azul brithante {CBB). A prote-
ina AbnZ migrs em cerca de 50 kDa (Fig. 131 Um padrdo de fermentacio em balelada al-
mentada fol realizado, que rendeu 7 g de proteina pot irg de filtrade de fermentagas, com
base sm um ensaio de delerminagdo de proteinas BCA

A analise funcional desta profeina foi descrita no pedido de patente intermacional
WO EG@Q!@S&Q??

€} gene gqus cadsfzca cm {zdent&facﬁder CLO&B&?} f@x super expresso em Ol cepa
WILH100 LAalplApyr5. As amostras de sobrenadante de cultura foram analisadas por SDS-
PAGE e as bandas de proteina foram coradas com coomassie azul brilhante (CBB), A prote-
ina Chit migra em cerca de 40 kDa (Fig. 14). Um padrao de fermentagdo em batelada ali-
mentada foi reafizado, que rendeu 12 g de proteina por litre de fittrado de fermentacdo, com
base em um snsaio de determinacdo degroteinas BCA

A analise funcional desta proteina fol descrita no pedido de patente intemacional
WO 2009/018537.

Exemplo 19 Expressiio de um gene heterdlogo: poli-galacturonase il de Aspergi
tus niger,

O gens que codifica poli-galacturonase 1 de Aspergillus niger {ndmero de acesso
X5BRG3) fol expresso em Ol cepa WLK100. 1 AaiplachildpyrS. Apds a fermentagdio a enzima

foi purificada utiizando cromatografia de troca idnica & cromatografia por exclusdo de lama-
nho. A endo-PGH purificada migrou em cerca de 40 kDa em gel de SDS-PAGE (Fig. 153
Esta enzima heterdloga era funcional come foi mostrado peia atividade em dcido
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poli-galacturénics utilizande o seguinte ensaio,

- Substrato: 1% {p/v) de acido poligalacturdnico am H0,

- Reagente A: Acido p-hidroxibenzdico hidrazida {PAHBAM) (10 gramas) & adicio-
nado a 80 mi de agua & misturado. A este & adicionado 10 mi de HC! concentrado & o volu-
me & completado até 200 mi.

- Reagente B: Dissolver o citrato trissodico (24,8 g) em 500 o de dgua, adicionar
clorsto de calcin (2,20 g) e dissolver, adicionar hidrdxido de sodio (40,0 g) e dissolver. Ajus-

tar o volume para 2 hitros. A soluc@o deve ser clara. Ambos os reagentes foram armazena-

dos em temperatura ambients,

- Reagente de Trabalho, Adicionar 10 mi de reagente A em 80 mi de reagenie 8.
Esta solucdo fol preparada lodos us dias, e armazenads em gelo enire 08 usos,

Ensato;

1. 80 ul. de subsirato

2.30mL 8.2 MHACNaOH pH 5.0

3. 20 ul de amostra / enzima {microplaca ndo diluido; fermentader>20 x diluida)

4. Incubar 8 37°C por 10 minutos

5. 25ul de mistura do ensalo + 125 gl de Reagente de Trabatho {em microplacas

de PCR} ou 50yl de mistura do ensaio + 250 pl. de reagents de trabalho (am ubo de 1.5 mil)

8. Aquecer & 89°C por & minutos em Thermal PCR Cycler (microplaca ds PCR) ou
am agua fervente {fubo de 1.5mi)

7. Transferir de 100 pl para microplaca NUNC & medir a extingio a 410nm
“xemplo 20: Geraciio de isturas de enzimas artificiais para sacanficacdo eficients

Uma mistura de snzima artificial foi criada pela mistura de proteina bruta CI UV 18
258alpl com proteina bruta a partir de cepas brancas que expressam Cl-B-glicosidase Bagll,

Clarabinofuranosidase AbI3 © Abn7, Chxilanase Xyi2 e Cl-B-xylosidase Bxll, sendo

WLL#100. LAalplApyrS [Bgllipyrs}, WLLE100 LAalplAchilApyrS [ABO/pYS],
WLL#100 LAalplAchilApyrs  [AbnTipyrSl. WL L#I00LAalplapyrs  [Xyizipyrs], e
WLLE100 LAalplAchil [BxIVAMAS], respectivamente. A relagdio entre os diferentes compo-
nentes sm uma base de proteina foi de 10 (UV18-25Aalpl): 1 (proteinas de cepa brancal.

A eficiéncia de sacarificacdio da proteina bruta da UV18-25Aaipl s6 foi testada no
substrato farelo de trigo e em comparagdoe com a eficiéncia da mistura artificial. 10 mg de
proteina/g de farelo de trigo de malédria seca foram utiizadas. As condigBes s foram as se-
quintes: temperatura 50°C, pH 5,0, o tempo de 72 horas,

Foi demonstrade que a mistura de enzimas g partir UV18-288aipl sozinha liberou
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da arabinose do farelo de trigo.

Exemplo 21 Construcdo de  bibliclecas de genes em cepa Ol branca
WIL#100 14alp
Uma bitfioteca de genes de DNA gendmico de C1 cepa UV 18-25 fol construido em

{achitApyrS s triagem de xilanases,

cepa C1 WIL#100. lAalp1Achi1pyrS pelos métodos descritos anteriormente por Verdoes et
al. (2007}, A bidblioteca fol tiada para atividade de xilanase como deserito no Exemplo 4 no
capitulo 4, que gerou varios clones pasitives que exprassaram diferentes xilanases. Anglise
de SDS-page revelou a presenga de bandas de proteina extras nos clones posttivos. PCR
usando diferentes combinagdes de primers com base na sequéneia de xilanases Cl conhe-

cidas & ¢ vekyr de sequéncia revelou a presenca de trds diferentes Cl-xilanases. Este resul-

tado fol confirmado psela andlise de Southem.

Apéndics 1 dos Exemplos: Procedimento de mutaciio UV para cepas C 1

1. Espathar a cepa parente em placas PDA (agar dextross batata) e incubar 3 38°C
por 14 dias para obler esporos.

2. Raspar os esporos e saling 0,8% e filtrar atraves de algodéo para remover mi-
célios. Diluir 2 suspensdo resuliante de esporos de 1x10° esporosimi, utilizando solugio
saling. Remover umsa pequena alfquota da suspensdo de esporas, dilulr em salina ¢ espa-
thar am placa PDA para delerminar 8 conlagsm de esporos viavels inicial,

3, Adicionar 10 mil de suspensSo de ssporos a uma placa de Pein de vidro estént
confendo um clipe de papel & agitar em uma placa de agitagdo magnstica, Remover o tam-
po de vidro e jrradiar com luz WV para obler 90-89,8% de morte. Usar uma @mpada Pen-
Ray comp a fonie de fuz UV (254 rim) & aquecer par pelp menos 10 minutos antes de iradi-
ar a suspensio de asporos. : :

4. Espathar a placa para placas ssletivas ASC (Apéndice 2 dos Exempios) com lu-
zes da sals apagada, usando um volume para obter menos de 30 colénias em cada placa.

5. Inverter as placas, colocar em sacos de plastico vermetho e incubar a 30°C por
§-7 dias para crescer & permilir que as zonas dareadas se degenvolvam,

8. Determinar o % de morte para a mutagdo como a diferenca entre a contagem de
placa inicial vidvel e uma contagem de placa em PDA apds a iradisgio UV,

Apéndice 2 dos Exemplos: Meio

Placas te Agar ASC Seletivas

Comporents | Quantidade
| Agua deionizada | 800 | M
KHPO, 16 3
e i




NaCl

MaS0, 7TH0

Ajustar o pH para 7,5 com HCJ e esterilizar 30 minutos a 121°C. Ap6s a esteriliza-

Maio RM-ASE

gio adiclonar 20 mi de 25 gt de DOC {scide deoxicdlico), estérl filtrado. Verter carca de 20
mifplaca. Espalhar os espores mutados com UV para as placas ASC e incubar por 7-14 dias
para permitir o crescimento de coldnias o impeza de celulbse.

Qém;mrieﬂte

Quantidade

Bacto Peptona

3 g

Exirato Racto Levedura

1 g

B50x AspA{+N)

20 mb

Glicose

19 g

1000x elementas tragos

MgS0; TH0

0483 g

Agua

Avolumar  para
1L |

Ajustar o pH para 8.5 antes da autoclavagio. Estenlizar glicose separadameante

como uma solugdo a 50%.

- Components

 NaNO,
(0u{NH.1:804)

i Quantidade
| 300 '

{ou
233)

KRG

28

PG,

78

“KOH 10N

i =

“H,BG;
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N1

MAS0, HO 0,427
Fel0,7HO 05
CoCl 8H.0 047
CuSO R0 T 618
Na:MoO. 2H,0 | 0,15
EDTA g
Agua Avolumar para 1 L

wlol oleliw

Meio de celulose e baixa e alts densidade

Componente (g/l) | Meio de celuiose de | Meia de celulose de
baixa densidade (#1) | alta densidade (#2)

BisTris B 18,7 18,7

e v T

KHPO, 1 0,08 ' T

TNH 50, 4 B

NaCiratoH:0 4 12

oS, TH0 503 0.09

Extrato de Levedura | 0,08 0.18

é.--?harmamadia i 8 15

Taclose H;0 1B 18

Calulose | 2080

Ajustar a pH 7,0,

sequéncia chif: Vide WO 2009/018537.

Sequéncia de pepd DNA (SEQ 1D No 18);

1 geiggeteacegttatitgoteccgeaggaagtosaggtosicatogeagiggacaaac

81 ‘tmgcttsgcagccig@aasﬁfgacmaaggagcgmmggccmgicg&itgggtaag
121 .-sc:agt:atgaegtig;gm&gﬁcsaaaigicagect@tagaageaeacicccasmtcgﬁgg
181 saaggticetaccecaageeacaagtaaacciegtosgteggoggtatetegaecticge
241 atagagagigicgicaaticgaatgtigictelateggatcagattegeceigecacaa

301 %c;aa_ccgz:cg-atzca;gcacsa;tg‘g.acgaiga&cgag:agitggcaacgmtégccmac}sgtn

361 cleagoticassaagoggacagestecagegtiticegaatgicggocatitigtectit
421 aglteoogetacectocgoigeaggitcigotceatgaaciggtatifccigoacgoogas

481 cacglalcageogaacgeegiocgicaaggeiggatitcaatetiagcegggagageica
841 agsaatca&atettggaacagacg_c;agcgtcgg@imaa_atﬁgmcgigacgtga‘cafa
801 gtectegacetigtegacgasiggogeatacygaatgecacgaggatigoagaoiatags

661 glocctgtelegtgeagainatcagicagesataacagocagagtoatatgctagaaty
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721 gegecogogguuganggaaagitggtiacctigotigatyaiicciigtotgtgategee

781 atctiggacasaticloscatgiigeagiggaaggatactgoaagogacigitaaceega

841 gesaacgaagtgacgicgagtitggiacetagitaggicaageegiicteaagdigely

801 goecangaalicalggegguategagtyggeagegaggiactectcgtagggageaagaty

961 aagatytggagtageagaggtogacgetacasagtactiigtateeggatigetgtatog

1021 tacgaagegecogigtatiggatyciotelglatgtacggagtacigtacetiteteeat

1081 gegelgecceatictolattiggitgeacatgeticgticgtagigtatgtacageagta

1141 caactatotacgacaccigeacigactagigegtagasticiitagtitelogagtacgg

1201 sgctaacgcmgegaagea:ag.caastiaitctgattgzgiiactgtgcicéaamtcgs'

1261 cagecagetgogglgotccacaagocoggecgtgoccaaccgoatigeatcecggics

1321 catgaatotgiggacgacceatecoictotgtacegegiogoggtateageocagaatga

1381 mgcgggaagaaaaacgcagtgmt{;ggaﬁaagciagcaggaaatgggggga_gtagcﬁ

1441 gatsgoictcracggogaggytotctcaggoigagaigicaactagtiolalgiacacte

1501 aggacgaggeaticlgegtiigaaacaccaateticeastaccggagyigtigtatyca

1561 ggatcactigaatatgtitucaccoatiattacigtacciggatygaticggacagggoga

1821 geatgatigutegoocegtiiigicacegeaticgcagegiegacgguaagoagecacyt

1881 agagracigecaascgiitcasgagacaccocatalggagtanatiggagtasateiglat

1741 cottoagageegicaatcasactatigittcicageaggatggecogiigeioatanagg

1801 atgltacceiggtagaiagitcgtitigatgacticetiggalgagecigelacucatga

1861 agatgccgaggeoccaggigagigeciaaaactaacigtaaacagacycacgglogoga

1921 cgacgtagoogaaceggiglagogagetttccocggocaciacglaalegaggegataca

1981 clgcagyeacacsicacaccigacciacseccticgeatocgoatocgtocsaaocsgel

2041 ecceaacotitccatcaactacticcgagactogacatcaceiittegogtogigicte

2101 slegiegtiateateaccatoggrgatagatiigiicgeticgateglegeategectig

2181 acttecaticgtocitcasgeogacegaceggaccagacagtogeccaaaATCGAAGGATE

2321
CTTITITGCTGACCGCAGCTRTROTECTCOBCTCCGUCCAGGRAGCAGTTCACAAAAT

GA

2281

AGCTGCAGAAGATCCCTCTCTCTCAGCAGT T Totacgictgacecegticaageacgogt

2341
cageggotactgacetiategeglccagBAGGCGETTCOCATCAACACCCAGCTCGAGTA
2401

TCTCGGUCAAAAATACATGGEGTTGCGOCCACGTGAATCTCAAGUCBATGUCATCTTTA

A
2461
COGCCATGOTTOCCBACGTCAAGGGCAACCATCCTATTCCCATCTCCAACTTCATGAACG
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2521 ACAGTglatgtgacgecactgiggtggoatggatggetegtecteaaticggagactgas
2581

‘aclogageaccetagACTTCTCCGAGATCACCATTGGAACACCCCCTCAGTCATTCAAGG

2641
TEETCCTOGATADCGRTAGCTOCAACUTETOOOTTICCATCAGTOGAGTGUGGOTOGAT
TG

CTTGTTACCTGCACTCGAAGTATGACTCATCTGCCTCGTCCACCTACAAGRAAGAACGGA
A

2761

COCTCOTTCGAGATCCOUTACGBGTCAGBCAGCCTCAGCOGRBTTTGTCTCTCAGBACAT

AG

2821
TOTCCATCGGUGATATCACTATCCABGGCCAGBACTTTGCCBAGECGACCAGCBABCC
GG

2881
GTCTTGCCTTTECCTTTORCCGTITCGACGGTATCCTTGGUCTTIGGCTACGACCBGATC

T

2841
CAGTCAACGOCATCGTCCOCBCCTTTTTACAAGATOGTCGAGCAGAAGUTCATCGATGAG

3001

3061

TTGACCACGACAAGTACAAGGECAAGATCACCACCATTICCGTTIGAGECGCAAGGECTA

CT

3121
GOOAGGTTGACTTCGATGCCATTTCTTACGGCGACGACACTGCCBAGCTTGAGAACAC
TG

3181
GUATCATCCTGBACACCGGTACTTICTCTGATCGUTOCTEOCCAGLOAGCTCGLUGAGAT
GG

3241
TCAACGUTCAGATCOGUGCTAAGAAGAGCTACACTGGUCAGTACACCATOGACTGCAA
CA
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3301
AGCBCCACTCCCTCAAGGATETCACGTTCAACCTGGCTGGUTACAATTTCACGLTCGG
oo

3361
CCTACBACTACGTTCTCBAGGTCCAGBGUAGCTECATTITCTACCTITATGBGCATGBAT
T

3421
TCCCBGCTCCTACTGBGCCACTTBCEATCCTGEGCCATECCTTCOTCOGGAGGTATTA
CT

3481
CCATTTATGACCTTGGCGUCBACACCETCOGTCTOGUTGAGGCCAAGIgatigasgaaly

3541 ggeggcaggoaaagacgatgugtaatacgggeagicigggaategggctiiggscigiog

3601 toiglatctagtigoicaagagagtiglegtitgatttigitataggalctgictaggaa

3661 cottageaggagigasatititicgigtacgageateggoggocigaagtggttigataa

3721 czaai;tet‘ggaﬁﬁg;agt’acgcaggf,:_a@ﬁgcacaatetgﬁtmgcsgaggagagcaaagg

3781 cylecleittgaanaagoctacclacgegicacagggoiatastititigagiifgacat

3841 acgecsigiccoataccaacogogtcccasicccagicaaccoligeaatgtcatiaces

3801 glggatulateacgiageagaagecgacateccacacgeiicaaeeticeiatocagaca

3961 algacatggtaageicatitittaaaggtcgecgteciccetcecticacgtyaticatt

4021 flectigegectigiggegeatcoccigacttvalgoegtacggatcaaagggigeaaas

4081 Hgeeeegeacctottiteigeegecateateatcaccateatogrogitiglegeatage

4141 geageatgtageacggacgacgoctigaetgtagicaaacggetesigeloggeategtca

4201 teatggocticstceigitcgocegagatolgticgleggeigecgagaicgeggegyag

4261 geagatgicigoigetgetgotgotgelgotgaticigggetiictiggoggoiogaagt

4321 gocticetggotigagectigagticotiigotecoittaigictoogiitigagocagt

4381 geotctgecaagagetgagcacgetigaacictictegageagecitctiggatigiitc

4441 ttgectgetiggeggectigtcateaccacecicaacticotgetegacactaggagac

4501 tegagtgateitigectgeggaaciatetecaceeatctegatgtcagaascigeticg

456 ?-;Q&t:‘tagg;at gelgactcaacatcaacal coct agacticegetitogaceagecticaga

4621 gtgaaaccﬁeﬁcﬁcgagaacagggagacccttggtgtcﬁgﬁcagacaagmig

Sequéncia de aminoacido Pepd (SEQ 1D No 20):

1 MRDAFLLTAA VLLGSAQGAV HKMKLOKIPL SEQLEAVPIN TOLEHLGGKY
MGLRPRESOA

61 DAIFKGMVAD VKGNHPIPIS NEMNAQYFSE ITIGTPPOSF KWLDTGSSN
LWVPSVECGS

121 IACYLHSKYD SSASSTYKKN GTSFEIRYGS GSLSCGRVSQD TVSIGDITIO
GQDFAEATSE
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181 PGLAFAFGRF DGILGLGYDR ISYNGIVPPF YRKMVEQKLID EPVEAFYLAD
THGOBEVVEG

241 GVDHDKYKGK NMTTIPLRRKA YWEVDFDAIS YODDTAELEN TGHLDTGTS

LIALPSQLAE

301 MLNAQIGAKK SYTGQYTIDC NKRDSLKDVT FNLAGYNFTL GPYDYVLEVQ

GSCISTFMGM
351 DFPARPTGPLA ILGDAFLRRY YSIYDLGADT VOLARAK
Sequéncia de DNA his2a (SEQ 1D No 21}
1 cattcalgoy gaggoce galtttgaac glatatecta ggctatatic guggleagat
81 actogaageg cloguecgoa tgactageta ticaagige coaagagece atoataccta
121 actigtgges taagatotag ceasatcatt catiggitac cocagacteg acgaacciga
181 taticgaate cagggeaagt caaategeey aglaagact! gacaaaccog gaacceaaga
241 acigegeoaat clgggagoag gitlccgace agealggasa cagooegaly gaaaacceac
301 acatacgugg atggggacta acgocggacs astoasaaac colggaggat igogtaacgs
361 tgonggaagly cgacgageac feaacoctic aageghiges guaccligta cagocaagea
421 ganlgacgos ascogaigay casacoogya alclgalgal colggascay aateatelat
481 ctiquutace gacgltggay gagagigly caaattagea guatcaagea actatactac
541 classtcagg ogatoaght atcageectt geasaccaga cligatogag ggeagagglo
601 asagelglga fgaggaagy aagotgagaa toglogloy tgtitget cagecagagt
861 gtaggacgag aagaacgegt egagattic goagageagg clgioclaga goattatttt
721 colggoctiy agesaacits agocagiit Hitfeccoy tegogsngga aglegetilg
781 aattigaage Hgegagoge agagategys teoalaagea oeaalcasa gagecigaa
841 graglegace galtititt tatetgagly taalegeaas catgeacats ascgiitigg
201 gactagetee agcagelecg atcaacsace gagaaagye gogaglgate egtgateces
861 cacceltacy cgaasactac taacioeca celoccccac ogoggatcaa clicttccaa
1021 rlcccactea accaacttor gititcecat caatcacige attcgogegt caagotetic
1081 clogecctta caceaaccac ataactittt tatocittga caaggaceat caatcaaaAY

1141 GACTOGOGEC OGGCAAGTCCG  GTGGCAAGGC  GAGOGETTCC

AAGAACGUGE AATCgtagat

1201 gecctitteg cgteatetac cogegoctic glgeagiing goalggltca gocligaact

1261 ceagatgece giicoggtge toliacaght gootaacttt ﬁgtagmﬁs’i’ TCATCTAAGS

1321 CCGOTCTIGC GTTCCCTGTC OGTCOTGTICC ACCGBCCTICT
CCGGAAGBGC AACTACGCCC

1381 AGUGTGTCGGE  TGCCBGTIGCT  CCCBTTTACC TOGLTGUCGT
TCTCGAGTAT CTTGUCGLTG

1441 AAATTCTGGA  GUTGGCTGHC  AACGUCGCTC GUGACAACAA
BAAGACGCET ATCATCLLBC




28
15801  GTCACTIGCA  ACTCGCTATIC AGGAACGATG  AGCAGTTGAA
” CAAGUTICTO BGERBCACGTCA
1561 CCATOGUCCA GOGGTGGTGTIC CTTCCCAACA TCCACCAGAY tacgtigest
taccagacga
§ 1821  tclotaatge  gezaatolaz  cifigificc agACCTTICTG CCGAAGAAGA
CCGGUAAGAC
1681 COGCAAGAAC TTGTCGTAGS AGCTCigatt Hogogatty gatittitty ctitatitic
1741 tpgteggeac golgggtica igatateaag gleacggtt coggleatig gtigetitt
1801 gegegtattt gogetgtaca taaticeat galgggealy gleatgghta tgastgagea
10 1861 tatoctolga acatccaaat colgacacay ttoctegag tostgioty caltggaage
1921 gacicgiiga caglaccgeg tagagictiy togottacya sattotiges fogeacagat
1981 tacecaglag tgocatagta clctitaaga fgataagiye sitigagooe ggeatogess
2041 sgacttices atgoctigat atatgegaat lectalgtac sagagatiog ogogaaaga
2101 geeeglcaaa acltgagegy goguggaget geaaaaycct gieagotaat togaglvags
15 2161 cgegeaaage aggeoaact! acgatecagy tggggegecy goaggitict clegtatiic
Sequincia de aminbédcido His2A {SEQ 1D No 221
1 MTGGGKSGGR ASGSKNAQSR SSKAGLAFPV GRVHRLLRKG NYAQRVGAGA
PVYLAAVLEY
. 81 LAAEILELAG NAARDNKKTR HPRHLQLAI RNDEELNKLL GHVTIAQGGV
20 LPNIHONLLP
121 KKTGKTGKNL SQEL
Sequénciz de DNA hexd (SEQ D No 23)
1 gleaacttacicegagtctogeatogagticgatastyageasegtactcacaacteogs
81 caltgacoitgcloagygegagtatogigeceglyliccagoocarcoarogoaageaags
5 . 121 ‘tix:cgtagm‘ggtac{:ascgtsaaaggaftf:gt:ggtt@agm:atagccgcaaggﬂaagsag
181 caccacciocaccacaccgacgagtacaceglogatercectagecacegoscegtcta
241 caagasggagioggtigasgtegecygtaceacigtigaceeceetgstectogicgac
301 ctaccacgageaggltyaacatigtigaagagaccgtigacgetcacegttacgetootea
361 acoccaacaacascaacaagATGGGCTACTACGACGAGGACGtaageatottceticess
30 421 tiigatgtigticctiaccogtgacatceatoggicgtatgetttciagecacacacaa
481 glgiiglgavangtacogtgctvacgoogatalcag BCCACTACCACTCTTTCCGCUATG
54
GATTGUACAAGTTGOCTGACCETATTGCGUATCCTGAAGGCCATGACCBCETTGAGGT
GA
35 a1
GCCCAGGTTCGTGAGACCCGLCGCACCCBUBCTCOGTCTTCOGAGGBCGTACACGLCEA
ACA
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681
CGGTCACCATTCCGTGCCACCACATCCGUCTCBGLBACATCCTGATCCTCCAGGGBCLS
ce

Fa1
COTGOCAGBTCATCOGTATCTCGACCTOOGOTOLOACTGRCCAGCACCECTATCTTEG
TG

781

 TOGACCTCTTCACCAAGCAGCTCCATGAGBAGTCETOGTTCGTCTCOAACCCTGOTCOS

A

841
GOGTCGTCOTCCAGACGATGCTTGGLOCTGTTITCAAGCAGTACCGUGTCCTCGACAT
GG

a0
AGGACGBCCACATCGTCOCCATGACCBAGACGRGUBATGTCAAGTCAGAACCTGLCCS
TCA

861
TCGACCAGAGCAACLTCTGOGHBCLGCCTCAAGCAGGUCTTCGAGACTGGLCGLGHBCA
GCG

1021
TCCOTBTCCTGETCOTTITCTCACAACGGCAACGAGATGGCTGTTBACATEAAGBTCGTC
C

1081 ACGGCTOGCGCCTCTAAglcaagecgacaggetticatgoaagetiigggactacgagtc

1141 gggeggeatigggitigogitigatgeatetiggtiacggegigtatgtcatitgaagat

12301 't}gaaa@ctgsgcctiggztcgaﬁteeﬁggagee::‘gg:atgﬁgaiatacaigﬁm%cgggagga

1261 lalyaaggificatglegotagitcacgigiatalgalgaciglaalggatggatait

1321 a*tggccs&amttgcgaﬁgatatﬁ%tgas&camtmtggtggtgi@agt’g‘aacagtga

1381 ttaaglgagagigaggtalgeacegiitatcacaaggtigectigatateccaceticaa

1441 cgggeglggggaatcgaagteccicecctacaglaaglageoicteigaatgateigaa

1501 acgeaacoocicogageeactaccacaccianctacqasacaacoactitcoigitceag

1561 gasgetecagitictecegotacaat cccct"‘mgeegﬁnggﬁgtacg;:t fat ¢t cce

1621 maccteatoiicgagaggtciaatcegtacacaciiaacagigoateotgacatagotaa

1681 c{:at’ca»tcaewtag:ﬁaatiag:ccgztsmgacatcccgtcaattaca‘tmccggdgtt

Sequéncia de amineacide Hex (SEQ 1D No 243

1 MOYYDEDGHY HSFRHGLHKL ADRIAHPEGH DRVEVSEVRE TRRTRAPSSE
AYTENTVTIR

61 CHHIRLGDIL LQGRPCOVI RISTSAATGQ HRYLGVDLFT KOLHEESSFY
SNPAPSYWVO




121 TMLGPVFKQY RVLDMODGH! VAMTETGDVK QNLPVIDQSN LWGRLKQAFE
_ TBRGSVRVLY
181 VSDNGNEMAV DMKVVHGSRL
bgll © vide WO 2008/018837, Notar que bgll = Bgi3A.
5 xyiB: vide WO 2008/018537.
cbhl : vide WO 2008/018537. Notar que cbihl - CBHla |
Pchil{0.8) {(SEQ 1 No 25}
AGCTTGACCCTTTCAGAGCTAGGTTTCATTAGGUCTTCGAAAACAACCCAAGGC
CCCBTC
10 GCAACCATCACAACCGGCCGATAACCAGATCTCOGTAGGTCCGATAAGGATCCAAAATG
G
TGTCOGOTGACGTTGCATGTGCCCABGUAGGAGGATEATOCCCAGGETIGTTGLCEHE
AG
CTCCCGCACBTCGOGGAGGEOCAGGERBGAGGRGAMMGCCCTAACTAACGTTCGTTCT
15 ATC
ACGOGCCBACCOGOCCATGCTITCGGCTTGTGAGCBGTCGEETCAAGGGLAACAAGA
AAT
GOTAAGTGOGOGACGAAGACACBCGBGUATGACGGTCTCAGEGTGACCTGCGCAAAAL
; CAA
20 GTCCCACTCGCCATGUCTCCAGCAGCAACGTTGCOGTAGAAGGGTCAGGGGGTTIGTT
GT
AGACCCACGACCATOCTGCCOGCOAGCOGAGOETTOBCTTEUTACABGUGUTEAAGS
GTC
AACTCOGTGCCCAAAGTGBCTACCAAGCGTGLCATCAAGGEAATGAGATCATEGTGG
%5 oT 13 kW o
COTGHGUAAMGAAAAGACAAGEGAGBTCGACTCTAGABAGATGCTCTCGAGTTCACGBGEG
TA
TAAGAGCACTGTGATCGTTCACAAAGCCGGCBTACTCCTCTAGAGCATCTATCATCAAC
A
30 TCACCAGAAAGGTONTAGACCAGGTGGTTGUCATATCCAGTCGCAAAAGAGCCAAAGA
GC
CAAGGAGCACGAAAGCACAGCCCAATCATTCCOTGCTTTGCTACTTICTICTCCACCATG
Pehil{1.8){SEQIDNo26);
GTCCCTTACCTATGBGUTCCTAGTOTCBTTCCTCTTTTTGATAGATTTGTATITT
35 GCAAC
GTTGCAMAATGAGACATTTCAATCATATOTAGCCGUCAGCTACTGTTAGCGTACTCAGE
o
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CG

CGGAAACCCCCTTAAGTAGCAAGTATGTTACCGCCGAGACCGACAATGLTGTTGGTTAC

TOGCTGGTCCATGATTGCAATCTAGATATCGTGCEBGGCTYTTGCAATCGGTTTTCCCT

A

CCCACTTTCTTCTITTGGACACTT TCTCTTT TEGAAATGUCGAAATGATGUGECTOGET

CACGCCOOGAABTCOCGAGCTGEGEOTAGATCCOTEATTGCAACGLGGTEOGAACGE

GAG

TGEGGCAGACCTCOCTCAGCLTTGGTCGTGCCEGAATGBCGGETACCTTTACCAGGTC

GG
GATCAATTACATAGGATGCCATGTGCGTGGATTTGATTGCATCGCTGTCCOTTTTGTATS
TOTCCGAGAGCGAGACATCAACGCGAAAACCGBAATGCTCCCAACGTCGCTCTCTETT
CA

TAGGGTCTTTTTITITICTICTGETCCATATCATCTOTCTTGAACTAAGBTGATCATCTGRT

GTCACGTCOCGOOCAATGATTGTAAAGAATGATAAGTGATGLTCGCCBGGELTAGECT
Cr
GCTCAAAGTTCCCTCTTTOGTTBACGATCAGETAGCGCCAACGTTGATTGGECCECCOE
TA

ARATCOGACCOTGTCTCOTTTCGTTEOAAGTOTCCBCCAGACCGTGLOAAGBCATGTTOT

&
COGATCCOTCAATTACATAAGGTTTGGCTCCAGGGTAGBTOTGGAAGCTACCCACCTCG
G
CCAAGCAACCAATCACAACCAGACCTCGCGBCATTTCGACCTTCCTEGTITGTCTCAGG
G
CTGGCCAACGTECTCUCGTEHCOGETEGCCTROTGATCGCAGETOBCAGGUBAGTGCS
GGG
CACGOGGAGCCCCCGTCAMMBCTTCACCCTTTCAGAGCTAGGTTTCATTAGGCCTTCGA
A
AACAACCCAAGGCCCOGTCGCAACCATCACAACCBGCOGATAACCAGATCTCGGTAGS
TC
COATAABGATCCAAAATOGTGTCOGCTCACBTTGCATGTGCCCABGCAGGAGGATGAT
co
COAGGGTTOTTBCCEGCAGCTCCCGTALGTCGEGEABCGEGABGREGAGGGGAAAG
ceeT
AACTAACGTTOGTTCTATCACGRGCCGACCEEHCCATECTTTCOGUTTGTCABCGRTG
GG




33

GTCAAGGGCAACAAGAAATGCTAAGTBCEBGACGAAGACACGBCCGBCATGAGGTCTCA
" . GG
GTCACCTGCECAARACCAAGTCCCACTCGCCATECCTCCAGCAGUAACBTTECCETAG
AA
5 GOGTCAGGGGGTTTGTTOTABGACCCACGACCATGCTGCLBGUBAGCGBAGGRTTGEE
716
CTACAGGCGCTGAAGBCTCAACTCGETEOCCAAAGTGECTACCAAGCGTGCUATCAAS
e
AAATCAGATGATGBTOOCTCGTCOGCAABAAMAGACAAGBGAGGTCGACTCTAGABAG
10 AT
| GOTCTCOAGTTCACGGGTATAAGAGCACTETGATCGTTCACAAAGCCBGRBTACTCCTC
T
AGAGCATCTATCATCAACATCACCAGAAAGGTONTAGACCAGGTGGTTGCCATATCCAG
T
18 CGCAAMAGAGCCAAAGAGUBAAGGAGCACGARAGTACAGCCCAATCATTCCCTGETTT
GC TACTTCTTCTCCACCATG
Phaxt (SEQ ID No 271
BATCCTAAGTAAGTAAACGAACCTCTCTCAAGGAGGTTCTGAGACACGCGCEA
. TICTTCTY
20 GTATATAGTTTTATTTITTCACTCTGGAGTGCTTCGCTCCACCAGTACATAAACCTTTTTT
TTCACGTAACAAAATGGUTTCTTITCAGACCATBTGAACCATCTTGATGCCTTGACCTCT
TCAGTTCTCACTTTAACGTANTTCGUGTTAGTCTOTATGTCCCAGTTGCATOTAGTTGAG
ATAAATACCCCTGGAAGTBGETCTOOGCCTTTOTGBOACGBAGCCCTCTITOTGTGET
cT
25  GGAGAGCCCGOTCTCTACCGUCTACCTICTTACCACAGTACACTACTCACACATTGOTS
A
ACTGACCCATCATACCOTACTTTATCOTGTTAATTCG TG TGCTETCGACTATTCTATTT
GCTCAAATGOAGAGCACATTCATCGGCBCAGGGATACACGGTTTATEGACCCCAAGAG
TG
30 TAAGGACTATTATTAGTAATATTATATGCCTCTAGGCGCCTTAACTTICAACAGGLGAGCA
CTACTAATCAACTTTTROTAGACCOAATTACAAALGACCATACGTBCCOGAARTTTTGRG
ATTCCBTCCGCTOTCCCCAACCAAGC TAGAABAGBCAACGAACAGCCAATCCOGGRTGE
TA ATTAAATTATATGGTTCATTTITTTTARAAAAATTTTITTOTTCCCATTTTCCTCTCGOTT

38  COGTGGCTATAATCAGTACAGCTTAGAGAGGUTCGTAAAGGTATCGATACCACAGCAGTAT
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G

COTTAATTGTTCTAAATACTAGAGGCACT TAGAGAAGCTATCTAAATATATATTGACCET
AGCTTATTATCOCTATTAGTAAGTTAGTTAGCTCTAACCTATAGATAGATGCATGCGGECE
GCAGGTACCAGGUAATTCGCCCTATAGTCAGTCGTATTACGCGOGCTCACTGGCCETS
6T
TTTACAACGTCGTGACTGOGAAAACCCTGGOGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCAC
5
TCCOCCTTTCGCCAGCTOGOGTAATAGCCAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTOOCAA
CA
GTTGCGCAGCCTEAATGGCEAATGBGACGCECCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGE
GGG
TGTGGTGETTACGCGCAGCETGACCGCTACACTTGCCAGCGCLCTAGCGCCCBCTCCT
T
COCTTTCTTCOCTTCCTTTCTCGOCACGTTCGO0GGCTTTCOCCETCAAGCTCTAAATC
o
GBGECTCOCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCOCAAAAAACTTG
A
TTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTCATAGACGGTTTITCRCCCTTTGA
GTTGGAGTCCACGTTICTTTAATAGTGGACTCTTOTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCE
TATCTCOGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCOATTTCOGOCTATTGGTTAAA

TTAGGTGGLACTITTICOCGGGAMMTGTGCOUGCAACCCCTATTTOTTTATTTTTCTAAATA
CATTCAAATATGTATCOGCTCATGAGACAATAACCOTGATAAATGCTTOAATAATATTGA
AAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCOTETCOBCCOTTATTCCCTTTTTTGLGGCA
TITTGCCTTCCTRTTTTTGCTCACCCAGAAACGOTOGTCAAAGTAAAAGATGCTBAAGAT
CAGTTGOGTOCACGAGTOGETTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCOTTGA
G
AGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATCAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGEE

CT
CAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAABAGCATCTTACGGATGGCATGAC
A
GTAAGAGAATTATGCAGTGCTBCCATAACCATGAGTGATAACACTGUGGCCAACTTACT
T

CTGACAACGATCGOAGGACCGAAGGAGCTAACCGOUTTTTITEGCACAACATGRGRGATC
AT
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GTAACTCGUCTTGATCOTTGGGAACCHGAGCTGAATGAAGCCATACCAAALGACGAGS
GT
GACACCACGATGCCTGTAGUAATGGOAACAACETTGCGCAAACTATTAACTEGLGAACT
A
CTTACTCTAGCTTCCCHBGUAACTVATTAATAGACTGGATGGAGGCBGATTVTVAGTTGC
AGGA
CCACTTCTRCECTCGRCCCTTCCGRCTRGUTCGETTTATTGCTCGATAAATCTGGAGECG

GT

CAGCGTGGGTOTCOCOGGTATCATTIGCAGCACTGROGUCAGATGGTAAGCLOTCOUGTA
TC
GTAGTTATCTACACGACCGEGAGTCAGGCAACTATGGATCAACGAAATAGACABATCGT
T
GCAGATAGBTOCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTITACTCATATATA
CTTTAGATTCGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATUTAGGTGAAGATCLTTITIT
GATAATCTCATGACCAAAATCCUTTAADGTGAGTTTTCST TCCACTGAGUGTCAGALLCC
GTAGAARAGATCAAAGEGATCTTCTTGAGATCOCTTTTTTTCTGCGOGTAATCTGOTGCTTS
CAAACAARARMACCACCGCTACCAGUGGTGRTTTIGT TTGLCGBATCAAGAGCTACCAAC
-
GWGCS&AGGYM{}TGGQYTS&GCAGAGGGGAGﬁTACGMAT&CTGT{ECTTGTAGT
o

TAG G{}GTAGW&G{SGSA‘BCACTTCM:GAAGTQTGTAGQACCS-QCTAQATACGTG acTCT
&
CTAATCCTOTTACCAGTEGUTECTECCAGTGGUGATAAGTCGTGTCTTACCGRGTTGGRA
C
TCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCOGTCGOGUTOAACGGGORETICETES
ACA
CAGCCCAGCTTCBAGCGAACCACCTACACCGAACTCABATACCTACAGCGTGAGCTAT
GA
GAAAGCGCCACGUTTCCCBAAGGGAGAAAGGCGGACAGBTATCCOGTAAGLBGLAGS
GTC

CT
GTCOGGTTTCCCCACCTCTGACTTCGAGCCTCGATTITTGTGATGCTCGTCAGGEBGGL
GG
AGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGLGGLCTTITTACGGTTCCTGRCCTITTGCTGEOC
T
TTTCCTCACATGTICTTTCCTGCGTTATCCCCTCATTCTGTGGATAACCOTATTACCGCC
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TTTGAGTCAGBCTGATACCECTUBCCOCAGCCBAACGATCRABCRCAGUBAGTCAGTGA
o
GAGGAAGCGGAAGAGCGOCCAATACGCAAACCGUCTCTCCCCECECGTTGGCCGATT
CAT |

TAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCBACTGBAAGCGEGCAGTGAGCGCAACGTAA

7
AATETBAGTTAGUTCACTCATTABGUACCCCAGRCTTITACACTITATGCTTCCBGLTCBT

ATGTTC TG TOGAAT TG TOAGEBGATAACAATTTCACACAGEAATCAGCTATGACTATGA

'
TACGCOAABCGUGOARTTAACCCTCACTAABGBAACAASAGC TBGABCTCCALTRBOS
G
GOCEGLOGLTCTAGAACTAGTACGGOGTGCAAGTASTGTCTTTCTTTGUACTOOCGLS
&Y
COCAGAABACRCCOCAACAABCTCARCTTGOUTEEAAGCOGAACAAAGGCOTTACAGAR
CA
CAAACATAGTGGUABTETAGGAACTCTAACTGOBACCAARACTACGBGRULCGRTAGAA
AL

GTTCOOOGOOCCGAAGUGAAGGUGAACC TCEAAMAGRAABACCBGBACCHCTOATCS
CAB
CATTAGCCACGAAGTTCCABACCAAGTATAGRAGTAAACGBUTOGOTCOTCARAACAATT
TCACCAATCAGCACCACATCOGUACATAACAACCESTTEUEGAALTOGCATGTGAACAA
o)
AAGCBEOTOCGGEGEABTEATCGGCTCOGELGEATGACCCEGACTCTTOOGOBCAGT
ARG :
TOGROETETTETTOACGOUAGTACTCCGTAGTTRCCATGACTVACAGTCAATBGCG TS
T
CACAAGOTOGAGAGUCGAGAAAGCACCTCOBUATGTACGAGTATOTAGATAGTGTATC
AA
GUAGGAAGATCGOGETTACTITATCTCAATCAGATGLU T TAAGCRAGAGLCGASAGS
oY

GUOCTGTTOTTGACACAATTOTGRCCTCATACGAG TGACAAGLGUTOGBACGBLGGOT
GG

GRTCTITTOUTCHCGOCTTOAGCTOAATTOCSATOC TRGBCOBGTEOCCAALGRCODA
AT
COCHBAGLOUCCACGARATCGRAGHRTORAGGAMAGAAGBCTORCLGASACGUGEOGA
CAAG




a7

CTGTGGUAAMATGGCCAATTGAGGTTCTEGETCGGCTOGTBATCAACCATGTATTTCCC
A
GCCCOCABATTCTCITTCTCTCTCOTGCAGCAGCGOCACCAGCAGCAGCAGCAGUCAG
GG

5  GITTGACCAACCTCTCCGCCCAGCCACCGATAGTAAAGATCCTGCCTGCGTATTCTGOG

G
TOCAGGAGTTCCAAGATCTTTCGGTCTGGCCACCAGCTGTCACGTCACCCTCCACCTTT
GACGACGTTOUTGGAAAATTCGAAGCCTTCACTAAGATAACTATGCCGTAGCACTTGCA

G

CCOCGGAAGCTGCAAGTTGATTCTTGBAGGBCTCTCTCCACCACCAATACBGGAGATC
TG
GCCCCGCACTTGAGBAGGCTBEAGTCTCGBATCBCCCACTTCECGTCECCCTGRGLC
CTG

1§ GGCCCTGEGGTGATGGEUCCETTIGCCOTEOTCRATGGCAGGAGCTTTTCAGCTCTCAA

TG
GOOGAATGUTACTOCOTAGGTCGBAGTRGUTGRAAGEBGUGBAACGRACAGBGRGAG
GIT
GGGCAAAATECTCCGCAGCAAGABCAGGBAGTEGBHAGLTEOGRTCERLCCTETGGA

20 Gl

COTGCAGBGCCAGCTAATCCAATTCGGGCCACAATAAACAAGAGAGGBCCCCACATCA
TG
TAAACAGAGGCTCAGAAGCTCCTOCCACACTOGEAGEGTTTCOAAGTCTBACGACTEC
CA

25 ATGGACCCCAGCCATCGOGAGCACACAGCAGTTCBCACGCTCCCATTGGETTCCTCAT

CA
COCAGTOOCTOTOOCCBCCAACCAGCOCCACOTOOGOGAACAGLOGLOCAATGCAT
ATT

TOAGGGOGOCTCBCTCOAGCAACCTOTECOTGACCTTOTOCTCCTCOTTOTGCACTTTG

N ¢

ATCTCBTOGCOTCCACTCGCAGGCAACCACACATCCTCCTCCTCTCCCAARALCCCCOC
G
CTTTTTCTTTCCOCTTOTTGGAATTCOATTRAAMAAGAAGACGOGTCLOTCTAGAGACLEE
CTTCTCACCTTITCTCTCGACTTCTTTCTAGGAAAAGAAGCAAGAGTCATTCTTICTTIGTCS

35 ACCTTCTGGTTCACGGAAGGTCCABGAGAAGATTGCCTCTGCCCCUAAAGTCGCCAAL

cT
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CGABACCGCCACCCAAALCCACTOCCACGAAGAGETTGABGATCAAGCTCCCOCAGETE
GO
COGACCGGAMGETOAACACTCTTCATTOCAAGCCUAABCACATCTTCOTCCOAGCBGA
GA
GHRGTCEOTTCAGAGAAGAABAGBTCOGLATCACTOGTCAAGAGGAACATCACCECLGT
cC :
CGGCATCCOTGAAGAGTTCETTCACCGOGAGGAGRGTCACCBGTAAGTTTAGTTTTTET |
¢
TYGATTCACCACCCATTGTCTTCCCCGCCTTITICTITITCTTCCCTIGUTICTICTIGLCC
CTGTCTAGTOTAGGGCATTGCCAAGBCCATCTTCACACACACACACCCCOOCCLCOCC
cC
ACCCTCABCTGROREGHGHGETCRCCTOGOTICACCAAGGEACGETGAAGACTACTA
CTA
CTTGAGCCACTCARMACCCATGUATGACACABGGTTITTICCTITTTITCTTITCTOTITICOTT
TAACTAACCAACCACTCCAACATTAGCCOTCAGTCAACC TACTCCBAGTCTCGRATCGA
i€
TTCGATACTGAGCACCGCACTCACAACTCCGTCATTGACGTTGCTGAGAGCBAGTATCG
T
GCCCETETCCAGCOCCAACTACCGCAAGGAAGCTTCCGTAGTCEGTACCACCETCGALG
GA
TCCCGCTTCAGCCACABCCGCAAGGLCAGUABCACCACCTCCACCCACACCGACGAGT
AC
ACCGBTOBATCCCCCTABCCACCGCCCUBTOTACAAGAAGGAGTUGGTTGAAGTCGCCG
oT _ ,. . : - _
ACCACTGTTGACCCCCCTBOTCCTCGTTCBACCTACCACGAGCAGGTGAACATTGTTGA
A GAGACCGTTGACGCTCACCETTACGUTCCTCAACCTAACAACAACAACACCATS

Pxyl6 {(SEQ 1D No 28)

GCGECCECTTCCCCATBAATGGCAACCEGECTGATGACCTETETGGBAAGAA
ATGGGGTT
GGGTCOBGUAATHGGAAGAAAACGBARAGAGGGAAGGARCATBCCTGTAGTCBAGS
CTG
AGAGTGTACGTACGTCCGETACATTCCAGTAACCAGGCBAGAATGAGCAATGATACTCCE
C
ATTTCTTGGATAATTAACTCGTTCCAGAGCACGACTTACGCAGCACTACTCCGTACTSTT
GGABCGCTTAGCACGCTGGAAACTTRGCAGCCATCCGAAGCLGCTCOGLOCCATCCT
CTC
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GUTGGTAGCTAGTRTAGTCCCOTGUTTTACAACGUGOCTATACAGCCCOTACAGTTGTA
A
AGTACCTACATACATGCACTACTATTATTATCCTTCTAGAGTGGGTTCCGAATTCCABGG
AAGATCTTCOTATGGCTATCTGGOTCAAACTTGEGBCAGGAGTGCGBAAGEGEGGAGS
tle
AADGAGCCTCCACATTRCATACGACCAOGBAATGUBGGACCUTAAGCGAACCAGGAAC
cC
GGTTATTGCACTCGGAATTGCOGCAGATCCCTGCGTTCCACCOGCTCGAATGOTCAAC
AT
TAACTAATCTGTAGTGGAGTTACTGTTGACTTTCTGACTCBTGTCACTEGTCCTCECCCA
AGTTOGARAACAGAATTGCATTITISTCOTTITGTITCOBAGCTITCGAGBAATAATTCCA

TTGTAGGTATGGAGTAATTATGGAGTATACACGGLCCAGGBOCGUTACACACACCATCE

C
COAGAATOGBAGBTCBAGUTCECEACBCTOAGGATCCCATCGATATTITCCOTTATCOC
= .
GCTCTCACTAGCGCRBCAGAGCLBCCTCCGLEUOEOBATGCLBATTGTTBCLBGUETE
CTT
TTTATOCGUTGCCCTTEGTTBCTCATTTCCOGGTTCTTGBGTCGUTTGLCAAGCAGCTC
o
GGUGGAGAAGAATACCACAGBAGGGAGCATCOGEGCECGAAGRGTATTGCACTATEC
GGA
COAGATGOTTCAACACCATCATOGACCTETCCGGAACTCCCAAGAACAGBCBALGLOA

AG

CACGGAGTAGACCTCCOCGGTCOGTCTTCTOTCTGCCTGGCAATTTAGCCARARATCCG.
A . |
CCOBACTTGOGACGATTCOTACCTCCTAGCGLGTECGCGOTGAAGCAGTCGCGAGAGT
o
CAAGGCATGGGUCCBAGTCTEGCTEGCATCOTCAMMCGTGATCEGGCCCGTCGAGCET
BOG
TGTATAAATGCATCAAGRAGCGACTGOCCCCCCATCAATAACCACCOGETTGOTTGAGT
o
TCTCOLACTCGOGECCOCTTCTTCTOTECTTCGLACBCATCTCGCTGTCTCGCTRTCTC
G
CTGTCTCACTRTOTCGCTGTCTCACTGTCTCGLTGTCTCACTGTCTCGCTGTCTCACTGT
CTCACTCGTCCATCAGAGUAMAACCATG

Pglal (SEQ 1D No 28):
TAGTAGTTGTCAACCTTGBCAGCGAGAGTCCCRAGGCGGTAGATCAGAGAAAA
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GATGTTGACTTCCATGCOATCGATBOCETCSTCTCRGCTAGACGTCGTCGGLGTTATIC
T
GEOGEGAGBCAATCCCOGRTGAGGAGAGARATAGACBCGTOBCCATCTAGCAGCCATE
ACT
CAGTGGCATCACCTOCGCGTTCGACTTGCCTTCBAAGGCTCTCCTGAGCCBAGCATETG
AT

. TACGATGTATAAGACCTGCATTGAGCTCGACGTTCCCOAGLGTCGGCGCGAGCTTCCA

AT
TCGOTTGAGGUTCCOBLEGELTTCCCCCGBTITCCTECTGRACTAGCTRCCBTBECEE
eele
CACGOCAGAGCOACTCCGACGCGUCCCATECGAGCAACGBCCCBATTTTCGATGAGA
TCT
BCGBGECECCGEGABTEGCAGCAGTTCETCAGCTTGGCAGGCACGGLTCCCCACCTTE
TG
CTTCTTCCACACTAGGCCCTCCCACAAGCBACCAGATGCTTGTTAAGTACGCAGTAGTS
T
CTCGGCTOGCCCAGAGAACAATGGCACGCCGATCTRTCTAATGACCAAGAGCCACGGT
TC
GAGACCATCCATTGGACTORAGGGUCTGCGAGOCATCACGCCGAACCCATGTCATGET
AC
TCTTTCTGTTICACCCCUGGAGATGECETGAAACTECECETTTACTCECGBCTCAGCATS
T
BCTCACGTTGGGTAGGTCCCGUAAAGTCAGAGGTAGGGAGGTACTT TG TAGGTAGAAA
e :
ATGTACACGTTCGTACCTGAGGTAGCTATCTCGCCTCAGGCACACGAGGCCCGTTOGA
ole
AGAGAGAGGAAGAGCAACCAAGAATAGTCAAGBATATTATTACTCTTITCOCTBGTATITC
TEGACATTTIGTCCAGGATTITOTTCGCOCTTITAATTTITCAACAATTATGCTCCCOTLREG
CTCCGATCCACGUCTCTTAACTCTCCTTTAGCCTTITCGOCTCTATTTCOTTGAATTTCAA
TTCTCCOAAGBBCCCTECTTTCTACAGCAAAGAATCCGTACCCTACTCTCTTTCGUGCA
C
AGAGTOAGGGAGCAACAGGGATTGUGAAATGCACAGCABAGTTT
ae
TCTTCCCCACATTCAGATGOATETTACTGRAGAATEUGGAGAAGTTATAGTOTEGRGTA
G
TAGGTATAACGCTGOTACTCCOGAGGTAGGBTABCAACCTTGGUTGACCTTGOGAAGES

GTGTAACTTCGGCA
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AG
BGCGCTTGTCACGCTGACGATCCAGAAGCAGUCUGLLGATAGTATACGTGGABACGET
GO
TTCTTGUTATAAGCGCTCAACTCOBCTACCCATETTCACCBTOTTCCCOTTGBALGACS
3
CATCACTCCOATACCCATGTCTCCTEOGTAGCTCCRAGTABTOGUCCRAGCGLCCTIC
O
CCOCCTCCOOOTITCTCCTAATARACGGLOGAGTCGBGOAGCOTCOACGTTGCACOGT
AG
CGTCOCAGCCTGCOTAGAAGCACGCOTAGAAGCACCGAGCTCCAAGCTCCAABALGT
CAA
AABCCGUCGLBAAGTGRCCBTCBGCCCTTCCLOBCATROBCAGCTOCGBCACCAGRT
Ces
ABADGOTCCATCACCOCATATCCCAGTCAGAACAGCGECTGLTTTCOGBATTTOGAAGT
G
TOCAGGTCOCGAATGAAGGCTCRUGTTOGACTATAATAACAGCTCOGBATGGCAGGCE
¢
BITGCCCABCTCCAGBACCACCTCCCATCCOTAAACGGATOTOGOCTOBTCACGLLCG
CCATG

Sequénela de  Alpl DNA  compreende  (SEQ 1D Ne 30x

COGAGACCETCGAD
AAGUGCGCCCCGATCCTRACTGUTCGCEUTGGLCAGGTCGTCCCGGGUAAGTACATC
ATCAAGCTCCGLGAC
GGAGUCAGUGACGATGTCOTTGAGGUOGCCATCOCGUAAGUTCUGLTCCAAGBCCGAL
CACGTOTACCBLGGEE
AAGTTCAGGBGECTTTGCOGGEUAABCTCCAGBATBACGTCCTTGACGCCATCOGTCTTC
TOOCCGAAgtgagt
cogegieosggaanyaasiagagogageougegagagagigsagguoyaaaagageegigittatiaacey
cgtotitiottictolctigoaatagBTCCAGTACGTCCAGGAGGAGHBCCATCTTCACCATCAACECG
TA
CACCTCGCAGTCCAACGCCCCUTERRECCTTOCGUECCTCTCOTCCAABGACCOCRGE
CTCCACCACTTACAC
CTACGACACCAGCOCCEGCOAGGGCACCTGTGUCTATETGATCGACACGGGTCATCTAC
ACTAGCCACTCCg
afgictegeggitaccicecotiteggaagaaguggeatccatatgotgacecciostigateacagGACTTC
GGCGGCCBTECCACTTTCBCCOCCAACTTCGTCGACAGCTCTAACACCGATEGCAACS
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GCCACGGCACCCAT
GTCGUCGGCACCATCGGUBGLACCACGTACGGTGTTGUCAAGAAGACCAAGCTCTALG
CCOTCAAGETTOTC
GGCTOCGACGECTOTEGUACCAGgalgostogtanoogogacecgeacaccegocaggoogtiatotict
gactgacaticotetitctectclotag TTCTGGTOTCATTOCTGGCATCAACTTCGTCGUTBACGACGE
GG
CCAAGCOCAGUTOCCCCAAGGGCOTCOTCOLCAACATETCGOTCHGUBGTAGCTACT
CGGCCTCCATCAACA PRI
ACGCCGCOBCCBCCCTUGTCAGGTCEEECETCTTCCTRGCCOTCECOBCLEBTAALG
AGAACCAGAACGCCG
CCAACTCGTCGCCCOCCTCCOASGUBTCOBUCTGCACCOTCORUBCCACCGACAGGA
ACGACGCCAAGGCCA
GCTACTCCAACTACGGCAGCETCGTCBATATCCAGBCLLCCGBCTCCAACATLCTGAG
CACCTGGATCGGEA
GCASQTQTGCTAQCQ&&&Qccm:ccdtcc{:accact:wmac&agc@tttggagasatt'ccﬁgcaceg‘tatt
{alttclecggyologggusgasacaasacaaaatagelaacalgagatyractclecagAACACCATCTCGE
GTACCTCGATGGCOTCCOCCCACATTOCCGECCTCGBTRCUTACCTCCTGBCOCTCBA
GGGUTCOAAGACCE
CTGCCGAGCTOCTOCAACTACATCAAGTCOACCGCCAACGLEGCCATCACTGRUGTTCC
CAGCGGCACCACCA ACCGCATCGLLTTCAACGRLAACCCCTOTECCge

Sequéneia de aminedcido Alpt {(SEQ 1D No 31):

1 MHESTALLAF LPAALAAPTA ETLRKRAPIL TARAGQWPG KYHKLRDGA
SDOVLEAAIG

81 KLRSKADHVY ROGKFROFAGK LEDDVLDAIR LLPEVEYVEE EAIFTINAYT
SOSNAPWGLA » |

121 RLSSKTAGST TYTYDTSAGE GTCAYVIDTG IYTSHSDFGG RATFAANFVD
SSNTDGNGHG

181 THVAGTIGGT TYGVAKKTKL YAVKVLGSDG SGTTSGVIAG INFVADDAPK
RSCPKGVVAN

241 MSLGOSYSAS INNAAAALVR SGVFLAVAAG NENQNAANSS PASEASACTV
GATDRNDAKA

301 SYSNYGSWD I0APGSNILS TWIGSTSATN TISGTSMASP MHIAGLGAYLL
ALEGSKTPAE

361 LONYIKSTGN AAITGVPSGT TNRIAFNGNP SA
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REIVINDICAGOES
1. Cepa de fungo hospedeiro de Chrysosporium lucknowense, CARACTERIZADA

pelo fato de que a secre¢do endoégena de celulase € menos do que 20% da secregéo de
celulase endégena de Chrysosporium lucknowense cepa UV 18-25.

2. Cepa de fungo hospedeiro, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA
pelo fato de que a secregdo de um ou mais grupo que consiste de protease endogena, B-
glucanase endégena e celobiohidrolase endégena é menos do que 20 % da secregéo de
protease enddgena, B-glucanase enddgena e celobiohidrolase endbgena respectivamente
de Chrysosporium lucknowense cepa UV 18-25.

3. Cepa, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA adicionaimente pelo
fato de que a secregéo de celobiohidrolase endégena 1 (Cbhl) esta ausente.

4. Cepa, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, CARACTERIZADA
pelo fato de que é W1iL depositada no CBS sob o nimero de acesso 122189 de ou
W1L#100.1 depositado na CBS sob o nimero de acesso 122190.

5. Cepa, de qualquer com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4, adicionalmente
CARACTERIZADA pelo fato de que o gene que codifica endoquitinase 1 (chi?) foi interrom-
pido.

6. Cepa, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, CARACTERIZADA
adicionalmente pelo fato de que um ou mais genes selecionados do grupo que consiste des-
tes que codificam protease 1 alcalina 1 (alp 1), protease 2 alcalina (alp2), proteinase A
(pep4), B-glicoamilase (Glal), exo-quitinase (Chi2) e laminarinase (Lam1) foram interrompi-
dos.

7. Cepa, de acordo com a reivindicagdo 6, CARACTERIZADA pelo fato de que é
W1L#100.1AalplApyr5 ou W1L#100.1AalplAchilApyr5.

8. Método para produgio de homologos efou heterdlogos de uma proteina pura,
com uma pureza superior a 75%, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende expres-
sar um gene que codifica dita proteina na cepa conforme definida em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1a 7.

9. Método para a produgdo de misturas de proteinas artificiais, CARACTERIZADO
pelo fato de compreender a expressédo de genes que codificam cada uma de ditas proteinas
da mistura em uma cepa conforme definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7.

10. Método para triagem simplificada de cepas, CARACTERIZADO pelo fato de
que funcionalmente expressam uma enzima desejada pela aplicagdio de cepas, conforme
definida em qualquer uma das reivindicagdes 1a7.

11. Sequéncia de pi'omotor isolado apropriado para o controle transcricional da ex-
pressdo de gene em Chrysosporium lucknowense, CARACTERIZADO pelo fato de ser se-
lecionada do grupo que consiste em:
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o promotor chi 1(0.8) compreendendo a sequéncia de nucleotideos SEQ ID NO 25,

o promotor chi 1(1.8), CARACTERIZADA pelo fato de compreender a sequéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO 26,

o promotor hex1 compreendendo a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO 27,

o promotor xy/6 compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO 28,

o promotor gla compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO 29

ou uma parte transcricionalmente ativa do mesmo.

12. Gene quimérico, CARACTERIZADO pelo fato de compreender a sequéncia de
promotor conforme definida na reivindicagdo 11.

13. Célula hospedeira, CARACTERIZADA pelo fato de compreender a sequéncia
promotora isolada conforme definida na reivindicagdo 1 ou o gene quimérico conforme defi-
nido na reivindicagédo 12.

14. Método para isolar uma cepa de fungos hospedeiros de Chrysosporium luckno-
wense CARACTERIZADO pelo fato de que a secregéo de celulase e de protease ¢ menos
do que 20% da secregdo de celulase e protease respectivamente de Chrysosporium
lucknowense cepa UV 18-25, compreendendo as etapas de

(i) plaquear Chrysosporium lucknowense em placas de celulose inchadas com aci-
do (ASC), (ii) selecionar pelo menos uma coldnia mostrando uma zona de clareamento de
celulose reduzida,

(iii) plaquear a cepa selecionada na etapa (ii) em placas de leite desnatado, e

(iv) selecionar pelo menos uma colfnia mostrando um halo de degradagéo de pro-
teina reduzido.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 14, CARACTERIZADO pelo fato de
compreender adicionalmente as etapas de mutagénese antes das etapas (i) e/ou (iii).
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RESUMO

“SISTEMA DE PRODUGAQ DE FUNGOS"

A presente invengéo fornece um novo sistema de produgdo de fungos que compre-
ende uma cepa de fungos hospedeiros de Chrysosporium lucknowense onde a secregéo
endogena de celulase é inferior a 20% da secregdo enddgena de celulase de Chrysospo-
rium lucknowense cepa 18-25 UV. Preferencialmente, ainda a secrecio de protease endo-
gena, B-glucanase enddgena e celobiohidrolase enddgena é inferior a 20% da secregéo de
Chrysosporium lucknowense cepa 18-256 UV. Além disso, cepas flngicas hospedeiras s&o
fornecidas onde varios genes foram interrompidos. De acordo com outro aspecto da inven-
¢do um método para produgdo homdloga e/ou heterdloga de uma proteina pura com uma
pureza superior a 75%, que compreende expressar um gene que codifica dita proteina em
uma cepa de acordo com a inveng&o foi descrito. Além disso, um método para a produgéo
de misturas de proteinas artificiais compreendendo a expressao de genes que codificam
cada uma de ditas proteinas em uma cepa de acordo com a invengao foi revelado. Final-
mente, um método para triagem simplificada de cepas que funcionalmente expressam uma
enzima desejada pela aplicacdo de ditas cepas foi fornecido.




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

