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(57) Resumo: CELULAS DE LEVEDURA QUE PRODUZEM
ACIDO LATICO TENDO L- OU D-LACTATO NAO FUNCIONAL: GENE
DE FERRICITOCROMOC OXIDOREDUTASE Sé&o descritas células
de levedura tendo um gene lactato desidrogenase exégeno e
modificadas reduzindo-se a atividade L- ou D-lactato:ferricitocromo ¢
oxidoredutase nacélula. Isto leva ao menor consumo de lactato pela
célula e pode aumentar os rendimentos gerais de lactato em um
processo de fermentagao. Células tendo a menor atividade L- ou D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase podem ser selecionadas pela
resisténcia a acidos organicos, tais como acido Ia tico ou glicélico.
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“CELULAS DE LEVEDURA QUE PRODUZEM ACIDO LATICO
TENDO L- OU D-LACTATO NAO FUNCIONAL: GENE DE FERRICITOCROMO
C OXIDOREDUTASE”

Esta invencdo foi feita com suporte do governo pe-

~la Cooperative Agreement DE-FC36- 03G0O13145 outorgado pelo

United States Department of Energy. O governo tem certos di-

reitos nesta invencéo.

Este pedido reivindica beneficio para pedido pro-
visbério dos :Estados jUnidos‘ 60/739.458 e 60/739.824, ambos
depositados em 23 de novembro de 2005.

Esta invencdo diz respeito a certa.levedura gene-
ticamente modificada, métodos para preparar esta levedura e
prbcessos de fermentacdo para produzir &acido latico' usando
esta ievedura geneticamente modificada.

| Acido latico é fabricado por um processo de fer-

mentacdo industrial. A fermentagdo & conduzida usando varios

tipos de espécies bacterianas, que consomem acucares (prin-

cipalmente glicose) e convertem estes acucares no Aacido de-

- sejado. A medida que &cido latico é produzido, o meio de

fermentacdo torna-se cada vez mais &cido. A maioria das bac-

térias que produz estes acidos orgdnicos ndo tem bom desem-

penho em ambientes fortemente acidos - elas tanto ndo sobre-

vivem nestas condi¢des como de outra maneira geram o produto
tdo lentamente a ponto de ser economicamente inviaveis.

Por este motivo, processos de fermentacdo do acido
comercial sdo tamponados pela adigcdo de um agente que neu-
traliza a medida que ele é formado. Isto mantém o caldo no

pH neutro ou préximo dele e permite que a bactéria cresca e
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produza de maneira eficiente. Entretanto, isto converte o a-

cido em um. sal, que subseqientemente pode ser dividido para

obter o produto na sua forma de acido desejado..

O agente de tamponamento mais comum é um composto
de cdlcio, que neutraliza o acido orgénico para formar o sal
de calcio correspondente. Apdés o sal de célcio ser recupera-
do do caldo de fermentacdo, ele é dividido pela adicdo de um
dcido mineral, tipicamente &cido sulfurico, para gerar o a-
cido orgédnico e formar um sal de calcio insoluvel do &cido
mineral. Este processo entdo envolve despesa direta para o
agente de tamponamento e acido mineral, bem como custos para
o manuseio e disposicdo do subproduto de sal de cédlcio inde-
sejavel. Estes custos podem ser reduzidos ou eliminados se o
biocatalisador puder crescer e produzir de maneira eficiente
em condicdes de pH baixo.

Espécies'de levedura foram consideradas candidatas
para tais fermentagdes de baixo pH. Muitas espécies de leve-
dura fermentam naturalmente aclcares de hexose em etanol,
mas poucas, talvez nenhuma, produzem naturalmente acidos or-
gdnicos desejados tal como Aacido latico. Conseqglentemente,
foram feitos esforcos para modificar geneticamente varias
espécies de levedura para inserir um ou mais genes que per-
mitirdo & célula produzir &acido latico. A fim de desviar o
metabolismo do acgicar da producdo de etanol para a produgdo
de &cido 1léatico, estas células também foram geneticamente
modificadas para interromber ou deietar 0 gene piruvato des-
carboxilase nativo (PDC). Este trabalho é.descrito, por e-

xemplo, em WO 99/14335, WO 00/71738 Al, WO 02/42471 A2, WO



Ng

10

15

20

25

03/049525 A2, WO 03/102152 A2 e WO 03/102201A2.

Continua a existir um desejo de fornecer biocata-
lisadores ainda melhores para processos de fermentagdo do
dcido orgénico. De um modo particular, é deéejével melhorar
as produti?idades e rendiﬁéntos destes processos de fermen-
tacao, partiéularmente em processos de fermentagéo de baixo
pH nao tamponado.

Em um aspecto, esta invencdo é uma célula de leve-
dura geneticamente modificada tendo pelo menos um gene de
lactato deidrogenase (LDH) funcional exdégeno cuja célula de
levedura ¢é incapaz de crescer em D-lactato, L-lactato éu
tanto em D- quanto em L-lactato como uma uUnica fonte de car-
bono.

Esta invencdo é também uma célula de levedura ge-
neticamente modificada tendo (a) pelo menos um gene de lac-
tato deidrogenase (LDH) funcional exdégeno integrado em seu
genoma e (b) uma delecao ou ruptura de pelo menos um gene de
L- ou D-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase nativo. Em
modalidades preferidas, pelo  menos um gene L-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase é deletado e inter-
rompido, quando o dito geﬁé LDH é um gene L-LDH, e pelo me;
nos um gene D-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase nativo
é deletado ou interrompido se o gene LDH for um gene D-LDH.

Esta invencdo é também um processo de fermentagéo
em que uma célula de levedura geneticamente modificada da
invencdo é cultivada em condig¢des de fermentacdo em um caldo
de fermentacdo que inclui um aclUcar fermentdvel para produ-

zir acido latico ou um sal deste.
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Esta invengdo é também um método para produzir uma
célula de levedura geneticamente modificada da maneira des-
crita anteriormente, compreendendo (a) interromper ou dele-
tar um gene de L- ou D-lactato:ferricitocromo ¢ oxidoreduta-
se nativo em uma célula de levedura e (b) transformar a cé-
lula de leVedqra tendo o gene L- ou D-lactato:ferricitocromo
c oxidoredutase deletado ou interrompido com um vétor con-
tendo um cassete do gene LDH exdgeno funcional para integrar
o cassete do gene LDH no genoma da célula de levedura. Pre-
fere-se que'o cassete do gene LDH inclua um gene L-LDH fun-
cional no caso de um ruptura ou delecédo de um gene L-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase e inclui um gene DLDH
no caso de uma ruptura ou delecado de um gene
D-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase.

Esta invencdo é um método para produzir uma célulé
de levedura geneticamente modificada da maneira descrita an-
teriormente, compreéndendo a) transformar uma célula de le-
vedura tendo um gene L-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoreduta-
se nativo com uma construgéo.contendo um L-Cassete do gene
LDH eXégeno para produzir um mutante tendo um gene L-LDH e-
x6geno funcional integrado em seu genoma e em seguida (b)
interromper ou deletar o gene L-lactato:ferricitocromo ¢ o-
xidoredutase nativo.

Esta invencdo é um método para produzir uma célula
de levedura geneticamente modificada da maneira descrita an-
teriormente, compreendendo transformar uma célula de levedu-
ra tendo um gene L—lactato:ferricitocromo c oxidoredutase

nativo com uma construgdo contendo (a) uma regido flanquea-
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dora 5' gene L—lactato:ferriéitocromo ¢ oxidoredutase nati-
vO; (b) uma regiao flanqueadora 3! gene L-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase nativo e (c) um cas-
sete do gene L-LDH exdgeno residindo no construgcdo a jusante
da regido flanqueadora 5' gene L-lactato:ferricitocromo c
oxidoredutase nativo e a montante da regido flanqueadora 3'
do gene L-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase nativo, a
construcdo sendo desprovida de um cassete do gene L-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase funcional.

Esta invengdo € ainda um método adicional para
produzir uma éélula de levedura geneticamente modificada do
primeiro aspecto, compreendendd a) transformar uma célula de
levedura tendo um gene D-lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredu-
tase nativo com uma construg¢do contendo um cassete do gene
D-LDH exdgeno para produzir um mutante tendo um gene D-LDH
exdbgeno funcional integrado em seu genoma e em seguida (b)
interromper ou deletar O gene D—lactato:ferricitocromé c o-
xidoredutase nativo.

Esta invencdo é, além disso, um'método para produ-
zir uma célula de levedura geneticamente modificada do pri-
meiro aspecto, compreendendo transformar uma célula de leve-
dura tendo um'gene D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase
nativo com um vetor contendo (a) uma regido flanqueadora 5'
do gene D—lactato:ferricitdéromo c oxidoredutase nativo; (b)
uma regido flanqueadora 3' do gene D-lactato:ferricitocromo
c oxidoredutase nativo e (c) um cassete do gene D-LDH exbdge-
no residindo no construgdo a jusante da regido flangqueadora

5' do gene D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase nativo e
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a montante da regiao flanqueadora 3! do gene D-
lactato:ferricitocromo c bxidoredutase nativo, o vetor sendo
desprovido de um cassete do gene D-lactato:ferricitocromo c
oxidoredutase funcional.

Observou-se que a célula geneticamente modifi-
cada da invengdo produz lactato em produtividades maiores e
tituladores de lactato maiores,'especialmente em condicdes
de baixo pH, do que célula similar contendo o mesmo cassete
do gene LDH exdégeno, mas tendo um gene L-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase funcional (no caso de
um cassete do gene L—LDH) ou gene D-lactato:ferricitocromo ¢
oxidoredutase (no caso de um caséete do gene D-LDH). A célu-
la transformada ndo tem a capacidade de crescer em um meio
contendo lactato como sua unica fonte de carbono, e assim a
deiegéo do gene L- ou D—lactato:ferricitocromo_c'oxidoredu—
tase permite que a célula transformada seja identificada, se
desejado, baseado na incapacidade dos transformantes de cres-
cer no lactato como uma Unica fonte de carbono. Além disso,
observou-se que a delecdo do gene L—léctato:ferricitocromo c
oxidoredutase de acordo com a invencéo melhora a resisténcia
do acido da célulé transformada, e em particular melhora sua
resisténcia a acido glicélico. Isto permite que transforman-
tes bem sucedidos sejam selecionados usando um meio acido
tal como um meio contendo acido glicdélico. A capacidade de
usar écidos tal como &cido glicdélico como um agente seletivo
torna possivel evitar o uso de antibidético ou outros marca-

dores de gene de resisténcia durante a transformacdo das ce-

' pas para deletar ou interromper o} gene L-
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lactato:ferricitocromo c oxidoredutase.
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pMM45!

Figura 15 é um diagrama que descreve o plasmideo
pCM149.

A levedura geneticamente modificada da invencgdo é
preparada realizando certas modificagdes genéticas em uma
célula de levedura hospedeira. A célula de levedura hospe-
deira é uma que, como uma cepa tipo selvagem, é capaz de me-
tabolizar de forma nativa pelo menos um agucar em piruvato.
Ela pode ser incapaz de crescer de forma nativa no lactato
como uma uUnica fonte de carbono. S. bulderi é um exemplo de
uma célula de levedura como essa. Em outras modalidades da
invencdo, a célula é geneticamente modificada para tornéa-la
incapaz de crescer no lactato como uma unica fonte de carbo-
no. Qﬁando transformada para introduzir um gene L-LDH exdbge-
no da maneira aqui descrita, a célula de levedura hospedeira
preferivelmente é uma gque como uma cepa tipo selvagem tem um
gene L- lactato:ferricitocromo c_dxidoredutase funcional na-
tivo. A célula de levedura hospedeira preferivelmente é uma
gue, como uma cepa tipo selvagem, contém pélo menos um gene
D-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase funcional nativo,
se ela tiver que ser transformada com um gene D-LDH exdgeno
da maneira descrita a seguir.v

Um L-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase é um
gene que codifica para uma enzima I-lactato: ferricitocromo c
oxidoredutase funcional, que catalisa a metabdélise de L-
lactato em piruvato. Embora uma enzima como essa possa aju-
dar a célula a metabolizar a reagdo reversa de piruvato com

L-lactato, ela é muito mais eficiente na catalisacdo da rea-
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cao reversa de lactato de volta para piruvato, e assim as
células tipo selvagem ndo produzem essencialmente nenhum L-
lactato, a despeito da presenga deste gene funcional. A en-
zima L-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase é também co-
nhecida pelo nome sistematico (S)—lactato:ferricitocromo;c
2-oxidoredutase ou como L-lactato deidrogenase (citocromo).
O gene L-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase ¢é adequada-
mente um que tem uma regido de codificacéo identificada como
SEQ. ID. NO. 1 (o gene L-lactato:ferricitocromo c oxidéredu—
tase CYBZ de uma cepa K. marxianus tipo selvagem ), SEQ. ID.
NO. 79 (o gene CYB2A de uma cepa I. orientalis tipo selva-
gem) ou SEQ. ID. NO.‘81 (0 gene CYB2B de uma cepa I. orien-
talis tipo selvagem), ou é um gene que é pelo menos 40 %,
preferivelmente pelo menos 75 %, mais preferivelmente pelo
menos 90 % e ainda mais preferivelmente pelo menos 95 % ho-
méloga a pelo menos um de SEQ. ID. NOs. 1, 79 ou 81. O gene
L-lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase ¢é adequadamente um

que codifica um proteina com uma seqliéncia de aminodcidos

identificada como SEQ. ID. NO. 2, SEQ. ID. NO. 80 ou SEQ.

ID. NO. 82, ou codifica para uma proteina que é pelo menos
40 %, preferivelmente pelo menos 75 %, mais preferivelmente
pelo menos 90 % e ainda mais preferivelmente pelo menos 95 %
homdéloga a pelo menos uma de SEQ. ID. NOs. 2, 80 ou 82.

Um D—laétato:ferricitocromo c oxidoredutase ¢é um
gene que codifica para uma enzima D-lactato:ferricitocromo c
oxidoredutase funcional, gque catalisa o metabolismo de D-
lactato com pirgvato muito mais fortemente do que ele cata-

lisa a reacdo reversa. O enzima D-lactato:ferricitocromo ¢
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oxidoredutase é também conhécida pelo nome sistematico (R)-
lactato:ferricitocromo-c 2-oxidoredutase ou como D-lactato
deidrogenase (citocromo). O gene D-lactato:ferricitocromo c
oxidoredutase é adequadamente um que tem uma regido de codi-
ficacdo identificada como SEQ. ID. NO. 83 (o gene D-
lactato:ferricitocromo c okidoredutase (DLD1) de uma cepa
K. marxianus tipo selvagem)( 0 gene DLDI de S. cerevisiae,
o gene DLDI1 de I. orientalis, ou é um gene que é pelo menos
40 %, preferivelmente pelo menos 75 %, mais preferivelmente
pelo menos 90 % e ainda mais preferivelmente pelo menos 95 %
homélogo a pelo menos um de tais ‘genes. O gene D-
lactato:fefricitocromo ¢ oxidoredutase é adequadamente um
que codifica uma proteina com uma seqliéncia de aminoacidos
identificada como SEQ. ID. NO. 84, uma proteina tendo a se-
qliéncia de aminodcidos de uma proteina codificada pelo gene
DLD1 de S. cerevisiae, uma proteina tendo a seqgiéncia de a-
minodcido de uma proteina codificada pelo gene DLD1 de I.
orientalis, ou uma proteina que é pelo menos 40 %, preferi-
velmente pelo menos 75.%, mais preferivelmente pelo menos 90
% e ainda mais preferivelmente pelo menos 95 % homdéloga a um
desses.

Uma "construcdo" é uma seqléncia de DNA que & usa-
da para transformar uma célula. A construcdo pode ser, por
exemplo, na forma de um plasmideo ou vetor circular, na forma
de um plasmideo ou vetor linearizado, pode ser uma porcdo de
um plasmideo ou vetor circular (tal como é obtido digerindo

o plasmideo ou vetor com uma ou mais enzimas de restricédo),

ou pode ser um produto PCR preparado usando um plasmideo,
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vetor ou DNA gendmico como um gabarito.

O termo "nativo", quando usado aqui com relacdo a
materiais genéticos (por exemplo, um gene, promotor, termi-
nador ou outra seqiiéncia de DNA), refere-se a materiais ge-
néticos gque sdo encontrados (exceto de mutacdes individuo
para individuo que ndo afetam a funcdo) no genoma de células
tipo selvagem desta espécie de levedura. "Capacidade nativa"
(e suas variacdes tal como "nativamente capaz') indica a ca-
pacidade de células tipo selvagem realizarem a fungéo indi-
cada. Por exemplo, uma célula & nativamente capaz de metabo-
lizar um agucar em piruvato, se células tipo selvagem dessa
espécie possuirem esta capacidade antes de quaisquer modifi-
cagées genéticas. Um gene é considerado "funcional" dentro
da célula se suas funcdes dentro da célula produzirem uma
proteina ativa.

Nesta invengdo, "exdégeno" com relagdo a qualquer
material genético significa que o material genético nao ¢é
nativo para a célula hospedeira.

Células de levedura adequadas incluem aquelas de
genera Candida, Saccharomyces, Shizosaccharomyes, Kluyve-
romyces, Pichia, Issachenkia e Hansenula. Célgla-de genera
Candida, Kluyveromyces, Saccharomyces e Issachenkia sdo par-
ticularmente preferidas. Células especialmente preferidas
sdo C. sonorensis, K marxianus, K. thermotolerans, C. metha-
nesorbosa, S. bulderi e I. orientalis. Células mais preferi-
das sdo K marxianus, S. cerevisiae, C. sénorensis e I. ori-
entalis. I. orientalis é referida aléumaé vezes como Candida

krusei ou Pichia kudriavzevii. Cepas adequadas de K. marxia-
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nus e C. sonorensis incluem aguelas descritas em WO 00/71738
Al, WO 02/42471 A2, WO 03/049525 A2, WO 03/102152 A2 e WO
03/102201A2. Uma cepa adequada de I. orientalis é cepa ATCC
32196.

A célula da invencdo também contém pelo menos um
funcional, gene lactato deidrogenase (LDH) exdgeno integrado
em seu genoma. Um gene LDH é um gene que codifica para uma
enzima de lactato deidrogenase funcional. Genes LDH sdo es-
pecificos para a produgdao tanto de L-LDH quanto de D-LDH,
que respectivamente permitem a célula produzir tanto o enan-
tidmero L- quanto D— dcido latico (ou seus sais). E possivel
que o célula modificada da invengao contenha tanto os genes
L- quanto D-LDH, e assim é capaz de produzir ambos enantid-
meros de acido latico. Entretanto, prefere-se que apenas ge-
nes L- ou apenas D-LDH estejam presentes, assim a célula
produz um produto de &cido lé&tico oticamente mais puro.

Genes LDH adequados incluem aqueles obtidos a par-
tir de fontes bacterianas, fingicas, de levedura ou mamife-
ras. Exemplos de genes L-LDH especificos s&o aqueles obtidos
a partir'de L. helveticus, L. casei, B. megateriuni, P. aci-
dilactici, e fontes bovinas. Exémplos de espécificds genes
D-LDH s&o aqueles obtidos a partir de L. helveticus, L.
johnsonii, L. bulgaricﬁs, L. delbrueckii, L. plantarum‘e L.
pentosus. Genes funcionais que sdo idénticos ou pelo menos
80 % homélogos a qualquer desses genes L-LDH ou D-LDH sao
adequados. Os genes nativos obtidos a partir de qualquer
dessas fontes podem ser submetidos a mutagénese, se necessa-

rio, para fornecer uma seqiéncia de codificagdo comegando
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com o usual cbédon de partida eucaridtico (ATG), ou com ou-
tros propdésitos. Um gene L-LDH preferido é aquele obtido a
partir de L. helveticus ou um que é pelo menos 80 %, 85 %,
90 % ou 95‘% homélogo a tal gene. Um outro gene L-LDH prefe-
rido é aquele obtido a partir de B. megaterium ou um que €&
pelo menos 80 %, 85 %, 90 % ou 95 % hombéblogo a tal gene. Um
gene D-LDH preferido é aquele obtido a partir de L. helveti-
cus ou um que é pelo menos 80 %, 85 %, 90 % ou 95 % homdloga
to tal gene.

Porcentagem de homologia de DNA, RNA ou de outro
material genético e de seqliéncias de aminodcidos de proteina
pode ser computado convenientemente usando suporte 1ldégico
BLAST versdo 2.2.1 com parémétros padrdes. Seqgliéncias tendo
uma pontuacdo de identidades de pelo menos XX %, usando o
algoritmo BLAST verséo 2.2.1 com pardmetros padrdes, sao
consideradas pelo menos XX % homdblogas.

Particularmente, genes LDH adequados incluem aque-

les que codificam para uma enzima com uma seqiéncia de ami-

nodcidos que tem uma pontuagdo de identidades de pelo menos

oe

60 %, especialmente pelo menos 80 %, 85 ou 95 %, comparado
com SEQ. ID. NO. 45 de WO 03/049525 ou comparado com SEQ.
ID. NO. 49 de WO 031049525. Genes LDH particularmente ade-

quados também incluem aqueles que codificam uma enzima tendo

o

uma seqiéncia de proteina que é pelq menos 60 %, 80 %, 85
ou 95 % hombloga a SEQ ID. NO. 46 ou 50 de WO 03/049525.

A célula transformada pode conter um uUnico gene
LDH ou multiplos genes LDH, tal como de 1—10'genes LDH, es-

pecialmente de 1-5 genes LDH. Quando a célula transformada
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contém maltiplos genes LDH, o0s genes individuails podem ser
cépias do mesmo gene, ou incluir cépias de dois ou mais di-
ferentes genes .LDH. Maltiplas cépias do gene LDH exdgeno
podem ser integradas em um locus uUnico (assim, eles ficam
adjacentes um ao outro), ou em diversos loci dentro do geno-
ma da célula hospedeira.

O gene LDH exdgeno esta sob o controle transcri-
cional de um ou mais promotores e um ou mais terminadores,
ambos os quais sdo funcionais na célula de levedura modifi-
cada. Da maneira agui usada, o termo "promotor" refere-se a
uma seqliéncia ndo transcrita localizada a montante (isto &,
5") do cbdbdon de4inicio de traducgdo de um géne estrutural
(geralmente em cerca de 1 a 1.000 bp, preferivelmente 1-500
bp, especialmente 1-100 bp) e gque controla o inicio de
transcricdo do gene estrutural. Similarmente, o termo “ter-
minador refere-se a uma seqiéncia ndo transcrita localizada
a jusante (isto &, 3') para o cddon final de tradugdo de um
gene estrutural (geralmente em cerca de 1 a 1.000 bp, mais
tipicamente 1-500 pares base e especialmente 1-100 pares ba-
se) e que controla o final de transcrigdo do gene estrutu-
ral. Um promotor ou terminador é "operacionalmente ligado" a
um gene estrutural se sua posicdo no genoma com relagdo a-
gquele do gene estrutural for tal que o promotor ou termina-
dor, conforme possa ser o caso, realiza sua func¢do transcri-
cional de controle.

Seqgliéncias promotoras e terminadoras podem ser na-
tivas ou exdgenas para a célula hospedeira.

Um tipo adequado de promotor é pelo menos 50 %, 70
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%, 90 %, 95 % ou 99 % homdélogo a um promotor gque é nativo a

o°

um gene de levedura. Um tipo mais adequado de promotor é pe-
1o menos 50 %, 70 %, 90 %, 95 % ou 99 % hombélogo a um promo-
tor para um gene que é nativo para a célula hospedeira. Pro-
motores particularmente usados incluem promotores para piru-

vato descarboxilase de levedura (PDC1), quinase de fosfogli-

cerato (PGK), xilose redutase (XR) xilitol deidrogenase

(XDH) , L-(+)-lactato-citocromo ¢ oxidoredutase (CYB2) e genes
de fator-1 de prolongamento de transcrigao (TEF1) e fator-2
de prolongamento de transcrigdo (TEF2), especialmente a par-

tir dos genes respectivos da célula hospedeira. Um promotor

especialmente usado inclui a porg¢ao funcional de um promotor

para um gene PDC1, PGK, TEF1 ou TEF2 da célula hospedeira ou
pelo menos 80 %, 85 %, 90 % ou 95 % homdéloga a um promotor
como esse.

Um tipo adequado de terminador é pelo menos 50 %,
70 %, 90 %, 95 % ou 99 % homdlogo a um terminador para um
gene que é nativo de uma célula de levedura. O terminador
pode ser pelo menos 90 %, 95 % ou 99 % homdélogo a um termina-
dor para um gene que & nativovda célula hospedeira. Termina-
dores particularmente usados incluem terminadores para piru-
vato descérboxilase de levedura (PDCI), Xilose redutase,
(XR), xilitol deidrogeﬁase (XDH) , gene L-
lactato:ferricitoéromo ¢ oxidoredutase ou genes 1iso-2-
citocromo ¢ (CYC), ou um terminador a partir da familia ga-
lactose de genes em levedura, particularmente o assim chama-
do terminador GALIO. Um terminador especialmente preferidas

inclui uma porgédo funcional de um terminador para um gene
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PDC1 da célula hospedeira ou é pelo menos 80 %, 85 %, 90
ou 95 % homdélogo a isto.

O uso de promotores e terminadores nativos (para a
célula hospedeira), juntamente com as respectivas regides
flanqueadoras a montante e a Jjusante, pode permitir a inte-
gracdo visada do gene LDH em loci especifico do genoma da
célula hospedeira, e integracdo simulténea do gene LDH e
delecdo ou ruptura de um outro gene nativo, tal como, por
exemplo, um gene PDCl.‘

Quando multiplos genes LDH exdgenos sdo introduzi-
dos na célula hospedeira, é possivel para os os diferentes
genes LDH fiquem sob o controle de diferentes tipos de pro-
motores e/ou terﬁinadores.

O gene LDH exdbgeno pode ser integrado aleatoria-
mente no genoma da célula hospedeira ou inserido em uma ou
mais localizacdes visadas. Exemplos de localizagdes visadas
incluem o locus de um ou mais genes que sdo desejavelmente
deletados ou interrompidos, tais como a de um gene PDCI ou a
do gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase.

Em modalidades em que a célula contém um cassete
do gene L-LDH funcional, a célqla modificada da invencédo
mais preferivelmente inclui uma delecdo ou ruptura de pelo
menos um gene L-lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase nati-
vo. "Deletar ou interromper" significa que toda a regido de
codificacdo do gene é eliminada (delegdo), ou o gene, seu
promotor e/ou sua regido terminadora é modificado (tal como
por delecdo, insercdo ou mutac¢do) de maneira que o gene tan-

to ndo produza mais a proteina ou uma vers&o ativa da prote-
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ina, quanto produza uma enzima com atividade severamente re-
duzida (pelo menos 75 % reduzida, preferivelmente pelo menos
90 % reduzida). A delegdo ou ruptura pode ser realizada por
métodos de engenharia genética, evolug¢do forgcada ou mutagé-
nese, seguido por selecdo ou classificacdo apropriada para
identificar os mutantes désejados. Se a célula contém gene

L-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutases multiplo (tanto

cépias multiplas do mesmo gene quanto dois ou mais diferen-

" tes L-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase) pardlogo, pelo

menos um daqueles genes é deletado ou interrompido, e é pre-
ferivel deletar ou interromper todos aqueles gene L-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutases.

Em modalidades onde a célula contém um cassete do
gene D-LDH funcional, a célula modificada da invencdo prefe-
rivelmente inclui uma delecdo ou ruptura de pelo menos ﬁm
gene D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase nativo. Como
antes, é preferivel deletar ou interromper todos aqueles ge-
nes quando multiplas cépias ou alelos do gene estdo presen-
tes na cepa tipo selvagem.

A célula de levedura geneticamente modificada da
invencdo pode incluir modificag¢des genéticas adicionais que
fornecem um ou mais atributos desejaveis a célula. Uma modi-
ficacéao adicionai de particular interesse inclui uma delecgdo
ou ruptura de gene(s) de piruvato dicarboxilato, reduzindo
dessa forma a capacidade da célula produzir etanol.

Uma outra modificagdo adicionél de particular in-
teresse é um (ou mais) que confere individual.ou coletiva-

mente & célula a capacidade de fermentar aclcares de pentose
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em produtos de fermentagdo desejaveis. Entre o ultimo tipé

de modificacgdes estdo (1) insercdo de um gene de xilose iso-
merase funcional, (2) uma deleg¢do ou ruptura de um gene na-
tivo que produz uma enzima que catalisa a conversdo de xilo-
se em xilitol, (3) uma delegdo ou ruptura de um gene de xi-
litol deidrogenaée funcional e/ou (4) modificagdes que fazem
com que a célula sobreexpresse um xiluloquinase funcional.
Métodos para introduzir aquelas modificagdes em células de
levedura sdo descritos, por exemplo, em WO 04/099381, aqui
incorporado pela referéncia.

Uma terceira modificacdo de particular interesse é a inte-

gracdo de uma ou mais cassetes marcadores de selecdo funcio-

nal no genoma de célula hospedeira, para permitir selecdo de
transformantes bem sucedidos.

Delecdo ou ruptura do gene L- ou D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase pode ser realizada em
uma variedade de maneiras, incluindo por métodos de engenha-
ria genética evolugdo férgado, ou mutagénese, acoplado com
selecdo ou classificagdo para identificar os mutantes dese-
jados.

Métodos de mutagénese EMS e ultravioleta podem ser
usados para deletar ou interromper o gene L; ou D-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase. Estes métodos s&o
bem conhecidos. Nestes métodos, célula séo expostés a radia-
cdo ultravioleta ou uma substancia mutagénica, em condigdes
suficientes par atingir uma alta taxa de morte (60-99 %,
preferivelmente 90-99 %) da célula. Célula sobreviventes séo

em seguida plaqueadas e selecionadas ou classificadas para
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célula tendo gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c¢ oxidore-
dutase deletado ou interrompido. No caso de uma delegdo ou
ruptura de um gene L-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase,
isto é convenientemente feito selecionando para célula que
sdo resistentes a acido glicéliéo.

Engenharia genética da célula hospedeira (para de-
letar ou interromper o gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c
oxidoredutase ou fazer outras modificacgdes) é conveniente-
mente realizada em uma ou mais etapas por meio do projeto e
conétrugéo de construcdes apropriados e transformacdo da cé-
lula hospedeira com aqueles construg¢des. Eletroporagdo e/ou
substéncia quimica (tai como cloreto de calcio - ou acetato
da base de 1litio) métodos de transforma¢ao podem ser usados.
As construgdes em cada caso podem tanto sér cortadas com en-
zimas de restricdo particulares, usadas como DNA circular ou
usadas como o gabarito para gerar um produto PCR.

Em um método de engenharia genética adequado para

" deletar ou interromper o gene L- ou D-lactato:ferricitocromo

c oxidoredutase, uma construcdo de delecdo é convenientemen-
te montado primeiro clonando duas seqliéncias de DNA néo con-
tinuas do gene de L- ou Dflactato:ferricitocromo c oxidore-
dutase nativo e/ou suas regides flanqueadoras a montante ou
a jusante. Neste contexto, "ndo continuo" significa que as
seqiéncias de DNA ndo sdo imediatamente adjacentes umas com
as outras no genoma do tipo selvagem, mas, em vez disso, sao
separadas umas das outras no genoma do tipo selvagem por al-
gum outro material genético (que pode ser tao pequeno quanto

um Unico par base). Entre elas, estas seqiiéncias ndo conti-
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nuas podem incluir pelo menos uma porgdo da regido de codi-
ficacdo do gene e/ou suas regides promotoras e terminadoras.
Prefere-se que uma das seqliéncias inclua uma regido flanque-
adora 5' do gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredu-
tase (incluindo toda ou uma porg¢do da regido promotora e to-
da ou uma porgdo da seqléncia de codificacdo de L- ou D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase), e que as outras se-
giéncias incluam uma regido flanqueadora 3' do gene L- ou D-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase (incluindo toda ou
uma porcdo da regido terminadora e/ou toda ou uma porgdo da
seqiéncia de codificacdo de o L- ou D-lactato:ferricitocromo
c oxidoredutase). As seqliéncias nao continuaé podem ser clo-
nadas separadamente. Alternativamente, toda a regido, inclu-
indo os flancos 5' e 3 e o) gene L- ou D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase podem ser clonados
com delecgéao subsequente de pelo menos parte do gene para
torna-los ndo funcionais. As seqgiliéncias n&o continuas podem
incluir toda ou uma porg¢do das regiées promotoras e termina-
doras de L-ou D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase, res-
pectivamente. Uma construgdo de delegdo é em seguida produ-
zida contendo as duas seqgiiéncias n&o continuas orieﬁtadas na
mesma direcdo, e a construcdo é usada para transformar a cé-
lula hospedeira. A construgdo inserida no locus do gene L-
ou D-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase em algum dos
transformantes. Um evento de recombinacdo duplo cruzado ho-
mbélogo resulta em uma delegdo do gene funcional L- ou D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase em algum de o trans-

formantes. Transformantes bem sucedidos podem ser (1) sele-
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cionados pela resisténcia ao acido glicdlico (no caso de uma
ruptura ou delecdo do gene L-lactato:ferricitocromo ¢ oxido-
redutase) ou (2) classificados pela falta de capacidade de
crescer no lactato como uma unica fonte de carbono ou com
base nas caracteristicas transmitidas para a célula através
do uso de um marcador de selecdo da maneira descrita mais:
completamente a seguir. Alternativamente, classificacdo pode
ser realizada por PCR. Andlise de PCR ou Southern pode ser
usada para confirmar se ocorreu a delecao desejada.

A construcdo de delecao. de L- ou D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase pode também incluir
um ou mais genes estruturais funcionais, notavélmente um
cassete do gene LDH, inserido a jusante das porcdes flan-
queadoras 5' do gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c¢ oxido-
redutase e a mohtante da porcdo flanqueadora 3' do gene L-
ou D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase. Esta abordagem
permite que a inserg¢do do gene estrutural no locus do gene
L- ou D-lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase. Em um caso
preferido, o gene estrutural é um cassete do gene LDH, em
cujo caso delegdo do gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c
oxidoredutase e insercdo do cassete do gene LDH no locus do
gene L- ou D-lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase pode ser
realizado em uma etapa de transformagdo uUnica. Transforman-
tes bem sucedidos podem ser identificados por métodos de hi-
bridizacdo PCR ou Southern, ou detectando a atividade do ge-
ne estrutural inserido usando qualquer método de ensaio con-
veniente. No caso onde gene estrutural é um gene LDH, trans-

formantes bem sucedidos podem ser identificados por sua ca-
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pacidade de produzir acido latico. Transformantes em que um
gene L-lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase deletado u in-
ﬁerrompido pode ser selecionado com base nas sua resisténcia
ao acido glicédlico.

A construcdo de delecéao de L- ou D-
lactato:ferricitocromo c oxidoredutase pode também incluir
um gene marcador de selecdo em vez de ou em adigdo ao gene
estrutural. O uso de um gene marcador de selec¢cdo tem a van-
tagem de introduzir um meio adicional de selecionar trans-
formantes bem sucedidos, mas ndo é exigido. Um "gene marca-
dor de selecdo" é um gené que codifica uma proteina necesséa-
ria para a sobrevivéncia e/ou crescimento da célula trans-
formada em um meio de cultura seletivo. Genes marcadores de
selecdo tipicos codificam proteinas que (a) conferem resis-
téncia a antibidéticos ou outras toxinas, (tal como zeocina
(Streptoalloteichus hindustanus gene resistente_a ble ble-
omicina), G418 (gene resistente a canamiciﬁa de Tn903) ou
higromicina (gene resistente a antibidtico aminoglicosideo
de E. coli))} (b) complementar deficiéncias auxotréfica da
célula (tal como deficiéncia leucina no aminodcido (gene K.
marxianus LEU2) ou deficiéncia de uracila (por exemplo, ge-
ne K marxianus ou S. cerevisiae URA3)), (c) permite que a
célula sintetize nutrientes criticos nao disponiveis no meio
simples ou (d) confere a capacidade da célula de crescer em
uma fonte de carbono particular, (tais como os genes MELI ou
MEL5 de S. cerevisiae, que confere a capacidade de crescer
na melibiose.como uma Unica fonte de carbono. Marcadores de

selecdo preferidos incluem o gene resistente a zeocina, gene
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resistente a G418, um genes MELI e MEL5 e gene resistente a
higromicina (hph).

O cassete marcador de selecdo incluira adicional—
mente seqiéncias promotoras e terminadoras, operacionalmente
ligadas ao gene marcador de selecdo, e gque sdo operaveis na
célula hospedeira. Promotores adequados incluem‘aqueles des-
critos anteriormente com relagcdo ao gene LDH, bem como ou-
tros, tais como os que estdo descritos em WO 99114335, WO
00171738, WO 02142471, WO 03/102201, WO 03/102152 e WO
031049525. Um promotor especialmente preferido é um promotor
TEF1, PGK ou PDC1l (ou por¢ao funCional destes) de uma espé-
cie de levedura, especialmente a cepa hospedeira, ou uma se-
qiéncia que € pelo menos 80, 85, 90 ou 95 % hombéloga a um
promotor TEFI1, PGK ou PDCl como esse. Terminadores adequados
incluem aqueles descritos anteriormente com relacdo a genes
LDH.

O gene marcador de selecdo é similarmente posicio-
nado na construcdo a Jjusante da porgdo flanqueadora 5' do
gene L- ou D-lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase e a mon-
tante da porgcdao flanqueadora 3' do gene L- ou D-
lactato:ferricitocromo c oxldoredutase. Em uma porcdo da cé-
lula transformada com esta construcdo, um evento de recombi-
nacdo hombéloga faz com que o marcador de selecdo cassete (e
cassete de gene estrutural, se presente) torne-se integrado
no locus do gene CYB2 ou DLDI respectivamente. Transfor-
mantes bem sucedidos podem ser selecionados com base nas ca-
racteristicas transmitidas a eles pelo gene marbador de se-

lecdo. Transformantes em que o gene L-lactato:ferricitocromo
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c oxidoredutase torna-se deletado ou interrompido pode ser
selecionado com base na sua resisténcia ao 4acido glicédlico
e/ou classificado por sua incapacidade de crescer no lactato
como uma uUnica fonte de carbono. métodos de andlise PCR e
Southern podem ser usados como antes para caracterizar os
transformantes.

Métodos para transformar cepas de levedura para
inserir um gene LDH éxégeno sdo descrito em WO 99114335, WO
00171738, WO 02142471, WO 03/102201, WO 03/102152 e WO
031049525; estes métodos sdo geralmente aplicaveis para
transformar célula de acordo com esta invencdo. As constru-
¢bes podem tanto ser cortadas com enzimas de restrigdo parti-
culares, usadas como DNA circular, quanto usadas como o gaba-
rito para gerar um produto PCR.

Construcgdes para insercdo visada do cassete do ge-
ne LDH no locus do gene da célula hospedeira L- ou D-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase (com simultdnea dele-
¢do do gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase)
sdo descritas anteriormente. Quando ndo se deseja inserir o
cassete do gene LDH no. locus do gene L- ou D-
lactato:ferricitocromo c oxidoredutase, vetores projetados
de forma diferente sdo usados.

Geralmente, um gene LDH exégeno é inserido prepa-

rando uma construgdo que contém o cassete do gene LDH (isto

é o gene estrutural e seqliéncias promotoras e terminadoras
associadas). A construcdo pode conter sitios de restricdo de
varios tipos ‘para linearizacdo ou fragmentacdo. A construcdo

pode conter adicionalménte uma porgdo espinha da dorsal (tal
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como para propagagdo em E. coli), muitas das gquais sdo con-
venientemente obtidas a partir de levedura ou vetores bacte-
rianos comercialmente disponiveis.

A construcdo de insercdo de LDH preferivelmente
contém um ou mais cassetes de gene marcador de selecdo. In-
tegracdo visada do cassete do gene LDH pode ser realizada
criando uma construcdo tendo as seqiiéncias ndo continuas que
de um gene visado. Essas regiées ndo continuas tém cada qual
adequadamente a partir de cerca de 50 a 3.000 bp em compri-
mento, especialmente cerca de 200-2.000 bp em comprimento.

Qualguer uma ou ambas dessas segiiéncias ndo continuas pode

incluir uma porcdo da regido de codificag¢do do gene visado

bem como uma porcdo ou toda as regides promotoras ou termi-

nadoras respectivas. O cassete do gene LDH é arranjado na

construcdo entre as duas seqliéncias ndo continuas. Um gene
visado preferido' (sem ser gene L- ou D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase) é um gene piruvato
decarboxilato (PDC), como a célula da invencédo preferivel-
mente tem um ruptura ou delecdo de pelo menos um gene(s) PDC
nativo(s). Conseqﬁenteménte, seqgliéncias ndo continuas prefe-

ridas s&o tomadas a partir do locus de um gene PDC nativo.

‘Entretanto, outros genes nativos podem servir como alvos pa-

ra insercdo do cassete do gene LDH, usando as seqiiéncias néo
continuas a partir do locus do gene visado na construg¢ao de
insercdo de LDH de uma forma andaloga.

O cassete LDH (incluindo promotores e terminadores

associados, se diferentes daqueles do gene visado) e marca-
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dor(s) de selecdo (com promotores e terminadores associados,
conforme possa ser necessario) residird na construcgdo de
insercdo de LDH entre as regides que sdo homdélogas aos
flancos a montante e a jusante do gene visado, a jusante do
flanco hombélogo 5' e a montante do flanco hombélogo 3'.

Se for usado um cassete marcador de selegdo, ele
similarmente reside no vetor entre as duas seqgliéncias né&o
continuas tomadas a partir do locus do gene visado, da ma-
neira supradescrita.

Uma porcgdo de células transformadas com esta cons-
trucdo passard por um evento de recombinacdo hombéloga em que
o gene visado é deletado ou interrompido, e o cassete LDH
(e cassete marcadbr de selecdo, se presente) é integrado no
locus do gene visado. No caso preferido em que o gene visado
€ um gene PDC, os transformantes terdo uma delegdo ou rup-
tura do gene PDC. Transformantes bem sucedidos podem ser
selecionados de uma maneira conhecida, usando abordagens da
maneira descrita anteriormente.

Quando a insercdo de LDH e a delégéo ou ruptura do
gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase sao fei-
tos sequencialmente, as etapas podem ser conduzidas em qual-
quer ordem, isto §&, a delecdo do gene L- ou D-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase pode ser realizada
primeiro, seguido pela insergdo de LDH, ou a insergdo de LDH
pode ser realizada primeiro, seguida pela delegdo ou ruptura
do gene L- ou D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase.

Quando um gene L-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoré—

dutase é deletado primeiro, torna-se possivel usar o gene L-
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lactato: ferricitocromo ¢ oxidoredutase em si como um marca-
dor de selecdo durante a insercdo de LDH e/ou outras trans-
formagdes subsequentes. Em cada um dos casos o vetor de
transformacgao LDH inclui um cassete do gehe L-
lactato:ferricitocromo c oxidoredutase, em que gene o L-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase é operacionalmente
ligado a uma seqgiiéncia promotora e terminadora e terminado-
ra. O cassete do gene L-lactato:ferricitocromo c oxidoredu-
tase é localizado na vetor de insercdo de LDH entre és se-
qiiéncias ndo continuas a partir do locus do.gene visado. Uma
porcdo dos transformantes conterdo tanto o cassete LDH quan-
to o cassete de L-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase no
locus do gene visado (que neste caso ¢ preferivelmente um
gene PDC ou outro gene que é desejavelmente deletado ou in-
terrompido). Transformantes bem sucedidos podem ser selecio-
nados com base na sua capacidade de crescer em lactato como
uma Unica fonte de carbono, ou por outros métodos da maneira
descrita anteriorménte.

Caso queira usar o gene L-lactato:ferricitocromo c
oxidoredutase como um gene marcador de'selegéo‘uma segunda

vez de acordo com esta invencgdo, é necessario que o primeiro

gene marcador L-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase sub-

sequentemente seja deletado ou interrompido. Uma maneira
conveniente de realizar isto é projetar uma construgdo de
maneira que o cassete do gene L-lactato:ferricitocromo c oxi-
doredutase seja flanqueado pelas seqiiéncias repetitivas di-
retas. Seqliéncias repetitivas diretas sao seqiiéncias de DNA

idénticas, que podem ser nativas, mas preferivelmente nao



NS

10

15

20

25

28

sdo nativas para a célula hospedeira, e que sdo orientadas
na mesma direcdo com relagdao uma a outra na construgdo. As
seqiiéncias repetitivas diretas séao vantajosamente cerca de
50-1.500 bp em comprimento. N&o é necessdrio que as seqlién-
cias repetitivas diretas codifiquem para qualquer coisa. Em
um pequeno numero de transfdrmantes, esta construgcdo permite
que  ocorra um evento de recombinacdo homdéloga, resultando em
uma delecdo do gene marcador L-lactato:ferricitocromo c oxi-
doredutase e uma das seqiiéricias repetitivas diretas. E nor-
malmente necessdrio crescer transformantes no ndo meio sele-
tivo para permitir que ocorra a recombinacdo homdéloga espon-
tdnea entre as seqléncias repetitivas diretas. Também como
antes, célula em que o gene L-lactato:ferricitocromo c oxi-
doredutase foi deletado pode ser selecionada com base nas sua

resisténcia a acido glicdlico ou classificada usando sua in-

capacidade de crescer em lactato como uma uUnica fonte de

carbono.

Prefere-se deletar ou interromper um gene PDC na-
tivo na célula hospedeira, de maneira que a célula transfor-
mada tenha uma capacidade reduzida para produzir etanol. Se
a célula hospedeira contiver miltiplos genes PDC, prefere-
se especialmente deletar ou interromper_todos os genes PDC,
embora seja possivel deletar menos do que todos tais genes
PDC. Delecdo de PDC pode ser realizada usando métodos ana-
lbgos aqueles descritos em WO 99114335, WO 021424 71, WO
031049525, WO 03/102152 e WO 031102201. Delegdo de PDC pode
também ser realizada com insefgéo simulténea de um cassete

do gene LDH ou outro estrutural ou cassete do gene marcador
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de seleééo. Em um método de interesse particular (1) Sequén—
cias ndo continuas a partir do locus do(s) gene(s) PDC sé&o
clonados, de modo opcional juntamente com uma por¢do do gene
PDC funcional; (2) uma construcdo contendo as seqgiiéncias néao
continuas é produzida (de modo opcional contendo uma porgédo
ndo funcional do gene PDC estrutural), e (3) a célula hospe-
deira é transformada com a construgdo. Um evento de recombi-
nagdo hombéloga resulta em uma delegdo ou ruptura do gene PDC
funcional em uma porcdo dos transformantes. Isto pode ser
repetido se necessario para deletar ou interromper multiplos
genes PDC. Em alguma espécie de levedura, tal como I. orien-
talis, éxistem multiplos genes PDC ou alelos que s&o bastante
homélogos. Observou-se que, em tais casos, seqliéncias nao
continuas tomadas a partir do locus de qualquer gene podem
ser usadas na construgdo para deletar ou interromper ambos os
genes PDC. A construcdo usada para interrémper o(s) gene(s)
PDC pode incluir um ou mais funcional genes estruturais in-
seridos a jusante da porcdo flanqueadora 5' do gene PDC na-
tivo e a montante das‘porgées flanqueadoras 3' do gene PDC
nativo. O gene estrutural preferivelmente é»parte de um cas;
sete que inclui seqiiéncias promotoras e terminadoras funcio-
nais operacionalmente ligadas ao gene estrutural. Esta abor-
dagem permite a dele¢do do gene PDC e insergdo do gene fun-
cional cassete em uma etapa de transformagcdoc uUnica. A cons-
trugdo pode incluir um caséete do gene marcador de selecgéo
em substituicdo, ou em adigcdo ao gene estrutural. Novamente,
o cassete do gene maréador de selecgdo é posicionado no vetor

como antes, entre as seqliéncias ndo continuas tomadas a par-
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tir do locus do gene PDC sendo visadas, e foi inserido no
locus do gene PDC funcional em uma porgdo de transformantes.

Métodos adequados para inserir um gene de xilose
isomerase funcional, deletar ou interromper um gene nativo
que produz uma enzima que catalisa a conversdo de xilose em
xilitol, deletar ou interromper um gene de xilitol deidroge-
nase funcional, modificar a célula que sobreexpressa um xi-
luloquinase funcional s&o descritos, por exemplo, em WO
04/099381, aqui incorporados pela referéncia.

No processo de fermentagdo da invengdo, a célula
da invencdo é cultivada em um meio de fermentac¢do que inclui
um acucar que é fermentdvel pela célula transformada. O agu-
car pode ser um agucar hexose tais como glicose, glicano ou
outro polimero de glicose, oligdmeros de glicose tais como
maltose, maltotriose e isomaltotriose; panose, frutose, e
oligémeros de frutose. Se a célula de forma nativa tiver ca-
pacidade ou for modificada para. conferir a fermentagdo de
acucares de’pentosé, o meio de fermentacdo pode incluir um
acucar de pentose tal como xilose, xilano ou outro oligdmero
de xilose. Tals acglUcares de pentose sdo adequadamente hidro-
lisédos de uma biomassa contendo hemicelulose. No caso de a-
gﬁcafes oligoméricos, pode ser necessario adicionar enzimas
ao caldo de fermentacdo a fim de digeri-los com o agucar mo-
nomérico correspondente para fermentagdo pela célula.

O meio tipicamente conterd nutrientes exigidos pe-
la célula particular, incluindo uma fonte de nitrogénio (tal
como aminoacidos, proteihas, fontes de nitrogénio inorgénico

tal como sais de amdénia ou amdénio, e similares), e varias
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vitaminas, minerais e similares.

Outras condicdes de fermentacdo, tais como tempe-
ratura, densidade celular, selegéé de substrato(s), selecédo
de nutrientes, e similares ndo s&o considerados criticos pa-
ra a invencdo e sdo geralmente selecionados para fornecer um
processo econdmico. Temperaturas durante cada fase de cfes—
cimento e a fase'de produgdo podem variar acima da tempera-
tura de congelamento dé meio até cerca de 50 °C, embora isto
dependa até certo ponto da capacidade da cepa de tolerar
temperaturas elevadas. Uma temperatura preferida, particu-
larmente durante a fasé de producdo, é cerca de 30-45 °C.

Durante a fase de producgdo, a concentragdo da cé-
lula no meio de fermentagdo é tipicamente na faixa de cerca
de 0,1-20, preferivelmente cerca de 0,1-5, ainda mais prefe-
rivelmente cerca de 1-3 g células secaé/litro do meio de
fermentac¢ao.

A fermentacdo pode ser conduzida aerobicamente,

microaerobicamente ou anaerobicamente. Se desejado, a taxa

~de captacdo de oxigénio pode ser usada como um controle do

processo, da maneira descrita em WO 03/102200. A célulé da
invengéo‘apresenta uma béa'capacidade de fermentar acucares
no acido l4tico ou misturas de &cido l&atico/etanol, em boas
produtividédes volumétricas e especificas ainda em condig¢des
anaerébicas.

0O meio pbde ser tamponado durante a fase de produ-
cdo da fermentacdo de maneira que o pH é mantido em uma fai-
xa de cerca de 3,5 a cerca de 9,0, tal como de cerca de 4,5

a cerca de 7,0. Agentes de tamponamento adequados sdo mate-
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riais bédsicos que neutralizam &cido latico a medida que ele
é formado, e incluem, por exemplo, hidréxido de calcio, car-
bonato de cdlcio, hidréxido de sdbdio, hidrdéxido de potéassio,
carbonato de potéassio, carbonato de sbédio, carbonato de amd-
nio, aménia, hidréxido de amdénio e similares. De um modo ge-
ral, aqueles agentes de tamponamento que foram usados em
processos de fermentagdo convencionais também s&o adequados
aqui.

Em uma fermentacdo tamponada, produtos de fermen-
tacdo Acidos tal como &cido latico sdo neutralizados a medi-
da que eles sdo formados no sal de lactato correspondente.
Recuperacdo do &cido envolve entdo regenerar o acido livre.
Isto é feito tipicamente removendo a célula e acidulando o
caldo de fermentacdo com um acido forte tal como écidorsul—
farico. Um subproduto do sal é formado (gesso no caso onde
um sal de calcio é o agente neutralizante e acido sulfurico
é o agente aéidulante),‘que é separado a partir do acido. O
dcido é em seguida recuperado através de técnicas tal como
extragdo liquido-liquido, destilag¢do, absorgao, etc., tal
como sdo descritos em T.B. Vickroy, Vol. 3, Chapter 38 of
Comprehensive Biotechnology, (ed. M. Moo-Young), Pergamon,
Oxford, 1985; R. Datta, et al., FEMS Microbiol. Rev., 1995,
16:221-231; patentes U.S. nos. 4.275.234, 4.771.001,
5.132.456, 5.420.304, 5.510.526, 5.641.406 e 5.831.122 e WO
93/00440.

Prefere-se, entretanto, permitir que o pH do meio
de fermentacdo goteje de um pH de partida que é tipicamente

5,5 ou mais, para o pKa acima do produto de fermentacdo do
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dcido, tal como na faixa de éerca.de 1,5 a cerca de 3,5, na
faixa de cerca de 1,5 a cerca de 3,0, ou na faixa de cerca
de 1,5 a cerca de 2,5. A célula desta inveng¢do tem uma capa-
cidade inesperada de crescer e produzir bem, mesmo no meio
de fermentagdo ndo tamponado onde o pH final cai abaixo de
3,5, abaixo de 3,0, abaixo de 2,5, e ainda abaixo de 2,0.

E também possivel conduzir a fermentacdo mantendo
0 pH no pKa do &cido latico ou abaixo dele por todo o pro-
cesso. Em um caso como este, o pH do caldo de fermentacdo é
ajﬁstado até o pKa de &cido latico ou abaixo dele antes do
inicio do processo de fermentacdo ou nele, e mantido em tal
nivel como a fermentacdo procede. Nesta modalidade, o pH é
preferivelmente mantido na faixa de cerca de 1,5 a cerca de
3,5, na faixa de cerca de 1,5 a cerca de 3,0, ou na faixa de
cerca de 1,5 a cerca de 2,5.

Recuperacdo de &cido latico a partir de um meio de
fermentacdo de baixo pH pode ser conduzida usando métodos
tais como aqueles descritos em na patente U.S. 6.229.046.

O processo da invencgdo pode ser conduzido continu-
aménte, em lotes, ou em alguma combinacdo destes.

A delecdo ou ruptura do gene - L- ou D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase, como pode ser o ca-
so, pode levar a diversos beneficios. Tituladores de &cido
latico sdo fregiientemente melhorados. Isto é observado espe-
cialmente quando a célula hospedeira é uma cepa de Kluyue-
romyces, tal como Kluyveroniyces marxianus. Rendimentos de
lactato bem como taxas de producdo de lactato sdo igualmente

aumentadas, comparado com cepas similares que ndo tém a de-
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lecdo de L-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase. Novamen-

isto é especialmente observado em cepa de Kluyueromyces

te,
modificada. Uma vantagem adicional é que baixa produgdo de
piruvato é observada.

Os exemplos seguintes sé&o fornecidos para ilustrar

a invencdo, mas ndo sdo destinados a limitar seu escopo. To-
das as partes e porcentagens sdo em peso, a menos que de ou-

tra forma indicada.
Exemplo 1A: Mutagénese de cepa CD607 de K. marxia-
(CD635) tendo resisténcia ao

10 nus e selegdo de cepa mutante
dcido glicélico.

Cepa CD607 de K. marxianus & descrita no Exemplo

Esta cepa tem uma delecdo de seu gene

3D de WO 031102152.
piruvato descarboxilase e uma insercdao de um gene de lactato

Célula de cepa CD607 sao

i

]

/

/15 deidrogenase exdgeno neste locus.

!
submetidas a mutagénese por meio de exposicdo a luz ultravio-

’

leta ou metanossulfonato de etila, de acordo com o seguintes

protocolos:
(Difco #0427-17,

Mutagénese UV
Células de uma placa YPD fresca

20
Sparks, MD, contendo extrato de levedura 10 g/L, peptona 20

g/L, dextrose 20 g/L e agar 15 g/L) sdo ré-suspensas em 2 mL

de peptona de levedura + e mais 50 g/L de glicose para um
Dez aliquotas de 125 pL desta suspen-

ODgpg aproximado de 6.
sdo da célula sdo pipetadas em dez pogos de um placa micro-

©°

25
tituladora de 96 pogos de 300 pL. A placa microtituladora &
% de morte

exposta a 12.500 pJoule/cm® de luz UV até 90-99
da célula. Duas aliquotas 125 pL adicionais da suspensao da



10

+ 15

20

25

35

célula ééo em seguida adicionadas a placa microtituladora
como controles tratados simﬁlados. As suspensbes da célula
de um dos doze poc¢os sdo transferidas para tubos de microfu-
ga de 1,5 mL. Os doze tubos de microfuga s&o em seguida in-
cubados no escuro por toda a noite a 30 °C com agitagdo (225
rpm) para permitir que a célula se recupere antes de plaque-
amento em placas de selegdo.

Aliquotas de 100 pL de nove das suspensdes da cé-
lula tratadas por UV e de uma das suspensdes da célula tra-
tada simulada sdo em seguida plaqueadas em uma placa de &agar
de dextrose de batata (PDA, Difco Laboratories, Cat. No.
0013-17, Sparks, MD) + 15 g/L de &cido glicdélico para sele-
cionar cepas resistentes a acido glicdlico. Estas placas sédo
incubadas a 30 °C por diversos dias até aparecerem'colénias.
Uma coldénia Unica é isolada de cada uma das nove placas para
anadlise posterior.

Mutagénese EMS

Células de uma placa YPD fresca sdo ré-suspensas
em 2 mL de salina tamponada com fosfato com um ODgypy aproxi-
mado de 6. Doze aliquotas de 200 pL desta suspensdao da célula
sdo pipetadas em doze tubos com tampa de pressdo de 14 mL, e
4 pL de metanossulfonato de étila (EMS, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, catalog # M0880, 1,17 g/mL de solucdo) sdo a-
dicionados a dez dos doze tubos. Os dois tubos restantes
servem como controles tratados simulados. Os tubos sdao em

seguida incubados a 30 °C com agitagdo (225 rpm) por 30 minu-

o

.tos, novamente até 90-99 % de morte da célula. Depois da ex-

posicdo a EMS, as células dos doze tubos sdo precipitadas,
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lavadas duas vezes com Naz25203 5,0 % para neutralizar o EMS
e lavadas uma vez com &agua. As células sdo ré-suspensas em
100 pL de meio YPD e incubadas por 6 horas a 30 °C com agi-
tacdo (225 rpm) para permitir que a célula se recupere antes
de plaqueamento em placas de selecao.

Apbés a recuperagdo, 100 pL de nove das suspensdes
da célula tratadas com EMS e de uma das suspensdes da célula
tratada simulada sdo plaqueadas em uma placa PDA + 15 g/L de
acido glicélico para selecionar a resisténcia ao écido gli-
cbéblico. Estas placas sdo incubadas a 30 °C por diversos dias
até aparecerem coldnias. Uma coldénia unica ¢é isolada para
andlise posterior.

Classificacdo da célula mutagenizada é feita como
a seguir. Aproximadamente 2 X 10°® células que foram mutage-
nizadas em um dos processés apenas descritos sdo plagueadas
em (PDA) placas contendo 15 g/L de acido glicélico e incuba-
das a 30 °C. Coldénias que crescem nestas plaéas crescem por
toda a noite em frascos de agitacdo defletidos a 30 °C e agi-
tacdo 225 rpm em YP (extrato de levedura 10 g/L, peptona 20
g/L) + 100 g/L de glicose sem tampdo. Frascos de produgéo
sdo em seguida inoculados com 2 g/L de peso seco de célula
desses frascos de agitagdo. Os frascos de producao sdo cul-
tivados a 30 °C e 70 rpm agitacdo em YP + 50 g/L de glicose.
Amostras sdo extraidas periodicamente para medir glicose,
lactato, etanol e piruvato por HPLC usando métodos tal como
descrito no Exemplo 1M de WO 03/102201. |

Uma cepa é designada cepa CD635. Cepa CD635 resul-

ta do tratamento mutagénese UV descrito anteriormente. Cepa
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CD635 produz cerca de 13 g/L de léctato apé6s 88 horas, com-
parado com menos que 9 g/L para a cepa pai, CD607. Cepa
CD635 consome levemente mais glicose do que a cepa CD607 du-
rante este periodo de tempo, e obtém um rendimento signifi-
cativamente maior com lactato. Cepa CD635 é capaz de crescer
no lactato como uma unica fonte de carbono.

Exemplo 1B: Mutagénese adicional de cepa CD635 K. marxianus
e selegcdo de cepas mutantes (CD832, CD839, CD840, <CD841,
CD850, CD851 e CD853) tendo resisténcia ao acido glicélico.

Células de cepa CD635 (Exemplo 1lA) sdo submetidas
a mutagénese usando os métodos descritos no Exemplo 1A, com
a célula mutagenizada resultante sendo selecionada'das cold-
nias gque sao capazes de crescer em PDA contendo 25 g/L de
dcido glicolico. A partir de um total de 23 eventos mufagé—
neses, aproximadamente 5,9 X 10° célula sao plagueadas, das
quais diversas coldénias s&o produzidas que s&do resistentes
ao acido glicdélico. Algumas dessas coldnias resultam da mu-
tagénese com EMS, outras resultam da mutagénese com luz UV,
e ainda outras resultam de mutacdes esponténeas.

As colénias resistentes a &acido glicdlico crescem
separadamente por toda a noite‘em YB + 100 g/L de glicose em
frascos de agitacdo a 30 °C e agifagéo a 250 rpm. Biomassa é
coletada por centrifugacdo e 2 g/L de peso seco de célula
sdo inoculados em 50 mL de YP + 50 g/L de glicose em um
frasco de agitagdo defletido. Os frascos sdo cultivados a 30
°C e agitados a 250 rpm por Apro#imadamente 92 horas. Sete
mutantes que produzem tituladores de lactato finais signifi-

cativamente maiores, comparado com cepas pai CD607 e CD635,
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sdo designados como cepas, CD832, CD839, <(CD840, <CD841,
CD850, CD851 e CD853.

Cepas CD832, (CD839, CD840, CD841, CD850, CD851 e
CD853 s&o incapazes de crescer em lactato como uma uUnica
fonte de carbono, indicando que o geneva CYB2 tornou-se
ndo funcional nestes mutantes. Entdo, o regido de codifica-
¢do KmCYBZ mais =500 bp e a jusante da regido de codificacgéo
KmCYB2 é separadamente amplificado para cada uma dessas ce-
pas usando PCR com enzima FailSafe de alta fidelidade e DNA
gendmico como o gabarito. Os produtos de PCR -2,75 kbp re-
sultantes sédo purificados por meio de purificacdo de coluna
Qiagen e seqlienciada em toda a regido de codificacdo KmCYBZ2.

Cepa CD635 pode crescer em lactato como uma unica
fonte de carbono, que indicada que ela contém um gene KmYB2
funcional. Seqlienciamento do gene CYB2 a partir de CD635
confirma que ele tem a seqliéncia CYB2 tipo selvagem. A se-
qiéncia de DNA do gene KmCYB2 de cepa CD635 é dada como SEQ.
ID. NO. 1. A seqiiéncia de aminodcidos da proteina codificada
por esse gene CYB2 é dada como SEQ. ID. NO. 2.
Cepas CD832, CD839, CD840, CD841, CD850, CD851 e CD853 todas
ndo tém a capacidade de crescer em lactato como uma uUnica
fonte de carbono, e tém uma resisténcia maior ao acido gli-
cdlico comparado com a cepa CD607. Cada uma dessas caracte-
risticas indica que estas cepas faltam um gene KmCYBZ fun-
cional. As seqgiéncias de DNA nas regides de codificacdo de
Km CYB para estas cepas em cada caso apresentam mutacdes na
porcdo de codificagdo do gene KmCYB2, comparado com o gene

KmCYB2 de cepa CD635, que tem a seqiéncia CYB2 tipo selva-
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gem. Seqiéncia de aminodacidos para as enzimas produzidas por
estas regides de codificagdo também apresentam diferencas.
As diferencas no DNA e seqliéncia de aminoacidos séo:

Cepa CD832: uma mutac¢do de ponto na posicdo do a-
minodcido 457 causa uma mutacdo sem sentido, mudando uma ar-
ginina para um cédon de parada. Esta mutacdo trunca a prote-
ina em 135 aminoé&cidos.

Cepas CD839: uma mutacdo de ponto na posicdo do

aminodcido 272 causa uma mutacdo de sentido incorreto, mu-

dando uma prolina para uma treonina.

Cepa CDB40: uma mutacdao de ponto na posigdo do
amincdcido 222 causa uma mutacdo sem sentido, mudando um
triptofano para um céddon de parada. Esta mutagdo trunca a
proteina em 370 aminoéacidos.

Cepa CD841: uma mutagdo de ponto na posicdo do
aminodcido 147 muda uma histidina para uma tirosina.

Cepa CD850: uma mutag¢do de ponto duplo na posicéo
do aminocacido 309 muda uma serina para uma fenilalanina.

| Cepa CD851: uma delecdo de dois pares base no par
base 219 (posigéo‘do aminodcido 74) causa uma mutacdo por
deslocamento do quadro de leitura, resultando em um cdédon de
parada na posigdo do aminoacido 76 e truncando a proteina.

Cepa CD853: uma insercdo de quarto de bases na
posicdo do aminodcido 62 causa uma mutagdo por deslocamento
do quadro de leitura, resultando em um cdédon de parada na
posiééo do aminodcido 76 e truncando a proteina.

Exemplo 2A: Construgdo de um plasmideo (pMM22, Fig. 1) con-

tendo um cassete do gene resistente G418 entre as regides
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flanqueadoras 5' e 3' do gene K. marxianus CYB2.

O gene K. marxianus L-lactato:ferricitocromo c¢
oxidoredufase (KmCYB2) regido de codificagdo do gene é 1i-
dentificado dentro da seqgiiéncia de DNA gendmica de uma cepa
tipo selvagem de K. marxianus (designada CD21, ATCC 52486)
comparando homologia com a homologia conhecida do gene S.
cerévisiae L-lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase. Uma
regido flanqueadéra ~ 2kbp diretamente 5' da regido de co-
dificacdo KmCYB2 é amplificada, com introdugdo de sitios de
restricdo Miul e PstI, por PCR usando iniciadores identifi-
cados como SEQ. ID. NO. 3 e SEQ. ID. NO. 4 e DNA gendmico
como © gabarito. Similarmente, uma regido flanqueadora -
~2kbp diretamente 3' da regido de codificagcdo CYB2 é ampli-
ficada com introdugdo de sitios de restrigcdo Apal e NgoMIV
por PCR usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO.
5 e SEQ. ID. NO. 6 e DNA gendmico como o gabarito.

Um plasmideo designado pVR29 (descrito no Exemplo
1C e Figura 4 de WO 031102152) é digerido com MluI e PstI e
o flanco KmCYB2 5' é ligado com o frégmento resultante para
produzir um plasmideo designado como pMM21. Plasmideo pMM21
contém o flanco KmCYBZ 5' a montante de um cassete do gene
resistente a G418.

Plasmideo pMM21 é digerido com Apal e NgoMIV e o
fragmento resultante é ligadq com o 3' KmCYB2Z flanco para
produzir um plasmideo designado pMM22 (figura 1). Plasmideo
pMM22 contém o flanco KmCYBZ 5' a montante do cassete do gene
resistente a G418, e o flanco KmCYB2 3' a jusante do cassete

do gene resistente a G418.
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Exemplo 2B: Geracdo de um mutante K. marixanus (CD936) com
um gene LDH integrado, gene PDC deletado e gene KmCYBZ2 de-
letado transformando a cepa CD607 ‘K. marxianus com plasmi-
deo pMM22 (figura 1, Ex. 2A).

Uma colénia.K. marxianus correspondente a CD607
(ver Ex. 1A) é cultivada e 20 mL de células s&o centrifuga-

das. Plasmideo pMM22 é digerido com NhelI e Nael (ambas as

.quais cortadas nos flancos KmCYBZ2 no plasmideo) e o fragmen-

tos resultantes séo usados péra transformar cepa CD607 K.
marxianus usando métodos de eletroporacdo padrdes. Trans-
formantes s&o selecionados com base na resisténcia a G418.
Transformantes selecionados sdo classificadas no
nitrogénio levedura base (YNB) + placas de lactato 1 % e
YNB (Nitrogénio levedura base 6,7 g/L, Difco Laboratories,
Sparks MD, Cat. No. 0392-15) + glicose 1 %. Transformantes
que apresentam crescimento reduzido no meio de lactato séo
selecionados. Estes transformantes sdo classificados usando
um PCR de coldénia de dentro para fora usando iniciadores de-
signados como SEQ. ID. NO. 7 e SEQ. ID. NO. 8. O iniciador

5' é posicionado no flanco 5' CYB2 fora da homologia da

‘construcdo de ruptura e o iniciador 3' é posicionado dentro

do cassete G418. Cada um dos transformantes selecionados a-
presenta uma insercdo do cassete G418 no locus KmCYBZ2. DNA
gendémico de quatro destes transformantes é isolado e an&li-
se PCR do locus KmCYB2 realizada usando iniciadores desig-
nados como SEQ. ID. NO. 9 e SEQ. ID. NO 10. Estes iniciado-
res sdo posicionados =500 bp a montante e/ou a Jjusante da

regido de codificacdo CYB2 para assegurar amplificagéo
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completa do locus. Produtos de PCR tendo um tamanho maior
com rélagéo a regido de codificag¢do CYB2 nativa indicam a
substituigcdo do cassete G418 pelo gene CYB2 para cada um
desses quatro transformantes. Um destes transformantes é
designado como cepa CD936.

Exemplo 2C: Geracdo de um mutante K. marixanus
(CD998) com um gene LDH integrado, gene PDC deletado e gene
KmCYB2 deletado tranéformando cepa CD635 K. marxianus com
plasmideo pMM22 (figura 1, Ex. 2A).

Células de cepa CD635 (Exemplo 1A) sd@o transforma-
das com plasmideo pMM22 de uma maneira geral descrito no E-
xemplo 2B. Transformantes sio selecionados com base na re-
sisténcia a G418.

Transformantes selecionados sdo classificados em
YNB + placas de lactato 1 % e + glicose 1 %. Todos os
transformantes apresentaram crescimento reduzido no meio de
lactatQ. Estes transformantes sao classificados usando uma
PCR de coldénia de dentro para fora da maneira descrita no
Exemplo 2B, e observou-se que 11 dos transformantes tém uma
insercdo do cassete G418 no locus KmCYB2. DNA gendmico de
quatro destes transformantes é isolado e analise PCR do lo-
cus KmCYBZ2 realizado da maneira descrita no Exemplo 2B. Co-
mo antes, os iniciadores sdo posicionados ~500 bp a montan-
te e/ou a Jjusante da regido de codificacdo KmCYB2 para as-
segurar amplificagdo completa do locus. Produtos de PCR ten-
do um tamanho maior com relagdo a regido de codificacéo
KmCYB2 nativa indicam a substituigdo do cassete G418 pelo

gene KmCYBZ para trés desses quatro transformantes. Um des-
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ses trés transformantes é designado como CD998.
Exemplo 3A: Construgdo de um plasmideo (pMM28, Fig. 2) con-
tendo o cassete do gene KmCYB2 entre seqiiéncias repetitivas
diretas de K. thermotolerans.

Todo o <cassete do gene K. marxianus CYB2

(KmCYB2), incluindo regides promotoras e terminadoras, é

PCR amplificado do DNA gendémico de uma cepa K. marxianus

tipo selvagem designada como CD21, com introdugdo de sitios
de restricdo BamHI e SalI, por PCR usando iniciadores‘iden—
tificados como SEQ. ID. NO. 11 e SEQ. ID. NO. 12. O produto
PCR é ligado a um vetor comercial designado como pUCl8 (pe-
la Invitrogen Corp., Carlsbad, CA USA) que é digerido com
BamHI e SalI. O plasmideo resultante é designado como pMM25.

Uma seqiiéncia de 705 bp identificada como SEQ.
ID. NO. 13 é amplificada pbr PCR do DNA gendmico de K.
thermotolerans, com introducdo de sitios de restrigdo SphI
e Sall, usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO.
14 e SEQ. ID. NO. 15. Esta seqléncia K. thermotolerans nao
codifica para qualquer proteina ativa. Plasmideo pMM25 é
digerido com SphI e Sall e a sequéncia K. thermotolerans é

ligada a ele a montante (5') do cassete KmCYB2 para formar

~um plasmideo designado como pMM27.

Uma sequiéncia K. thermotolerans idéntica é ampli-
ficado por PCR com adigdo de sitios de restricdo BamHI e
XmaI, usando iniciadores idéntificados como SEQ. ID. NO. 16
e SEQ. M. NO. 17. Plasmideo pMM2 7 é digerido com BamHI e
Xmal e a seqﬁéndia K. thermotolerans é ligada a ele a ju-

sante (3') do cassete KmCYB2 para formar um plasmideo desig-
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nado como pMM28 (figura 2). Plasmideo pMM28 contém o casse-
te KmCYB2 flanqueado pelas seqiiéncias repetitivas diretas
de K. thermotolerans, ambas orientadas na mesma direcéo.
Exemplo 3B: construcdo de um plasmideo (pMM35, Fig. 3) con-
tendo um cassete de expressdo do gene MELI S. cerevisiae
entre seqliéncia K. thermotolerans idénticas e entre regiées
flanqueadoras 5' e 3' KmCYBZ.

Um vetor designado como pNCl6 é obtido a partir
do National Research Energy Laboratories in Golden, Colora-
do. Este plasmideo contém o gene MELI S. cerevisiae soOb o
controle do promotor PDCl S. cerevisiae e terminador S. ce-
revisiae GAL10. O cassete do gene MELl ¢é amplificado por
PCR com adicdo de sitios de restrigdo BglII e Sall usando
iniciadores designados como SEQ. ID. NO. 18 e SEQ. ID. NO.
19. Plasmideo pMM28 (figura 2, Ex. 3A) ¢é digerido com Ba-
mHI e Sall e ligado com o cassete MELI. Isto deleta simul-
taneamente o cassete KmCYB2 de plasmideo pMM28 e o substi-
tui com o cassete MELIl. O plasmideo resultante é designado
pMM31. Ele contém o cassete MELI flanqueado pelas seqién-
cias repetitivas diretas K. thermotolerans.

Uma regido flanqueadofa ~ 2kbp diretamente 3' da
regido de codificagdo KmCYB2 é amplificada com introducdo de
sitios de restricdo XmalI e SacI por PCR usando iniciadores
identificados como SEQ. ID. NO. 20 e SEQ. ID. NO. 21 e DNA
gendmico como o gabarito. O fragmento resultante é ligado
ao plasmideo pMM31 digerido por XmaI/SacI para inserir o
flanco 3' CYB2 a jusante (3') da seqliéncia repetitiva dire-

ta K. thermotolerans que €& em si a jusante do cassete MELI.
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O plasmideo resultante é designado como pMM32.

Uma regido flangqueadora =~2kbp diretamente 5' da
regido de codificagdo KmCYB2 é amplificada com introducgdo de
sitios de restricdo AatIlI e Narl por PCR usando iniciadores
identificados como SEQ. ID. NO. 22 e SEQ. ID. NO. 23 e DNA
gendmico como o gabarito. O fragmento-resultante é 1ligado
ao plasmideo pMM32 digerido por AatlI/NarI. O plasmideo re-
sultante (designado pMM35, Fig. 3), contém, na ordem, a re-
gido flanqueadora 5' KmCYB2, uma primeira seqiiéncia repeti-
tiva direta K. thermotolerans, o cassete MELl, a segunda
seqiliéncia repetitiva direta K. thermotolerans e a regiao'
flanqueadora 3' KmCYBZ.

| Exemplo 3C: Gerag¢dao de um Iﬁutante K. marixanus
(CD1287) com um gene KmCYBZ deletado transformando um cepa
K. marxianus tipo selvagem com plasmideo pMM35.

Plasmideo pMM35 é digerido com BsmI e NheI e usa-
do para transformar células de uma cepa K. marxianus do ti-
po selvagem, usando métodos de eletroporagdo padrdes.
Transformantes sdo selecionados para crescimento plaqueando
em YNS + melibiose 2 %, com a adicdo de 32 mg/L XaGaI (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactosideo, LabScieﬁtific,
Inc., Livingston, NJ, Cat. No. X-566). Todos os transfor-
méntes cresceram neste meio sdo de cor azul. Eles sdo sub-
sequientemente marcados nas placas de melibiose para anéalise
posterior. Os transformantes sdo classificados por recombi-
nacdo homdéloga no locus KmYB2 por meio de 5' de PCR de co-
1l6nia dentro para fora usando iniciadores identificados como

SEQ. M. NO. 7 e SEQ. ID. NO. 8. Coldnias rendendo um produto
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de PCR positivo s&o isoladas duas vezes da coldnia tUnica em
YNB + melibiose 2 % e 32 mg/L XaGal para eliminar contami-
nacdo de fundo. DNA gendmico é obtido a partir dessas ce-
pas.

Todo o locus KmCYB2 é amplificado por meio de PCR
usando 1iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 24 e
SEQ. ID. NO. 25. Quatro colbnias dao um produto de PCR como
espérado para uma recombinag¢do homdéloga em KmYB2 resultando
em uma insercdo do cassete do gene MELI no locus KmCYBZ2.
Uma dessas colénias é desigﬁada CD1286.

Cepa CD1286 é marcada em um meio ndo seletivo pa-

ra duas rodadas e plaqueada por isolados de colénia uUnica,
para classificar para a saida do laco do cassete MELIl. Trés
de Aproximadaménte 1.300 coldénias parecem ser brancas, indi-
cando a auséncia do gene MELI. DNA gendmico é obtido a par-
tir dessas trés coldnias, e PCR de todo o locus KmCYB2 é
realizado, novamente usando iniciadores identificados como
SEQ. ID. NO. 24ve SEQ. ID. NO. 25. Todas as trés coldénias
dao o produto de PCR esperado para um evento da saida do
laco, indicando que o cassete MELl foi deletado do genoma da
célula. Uma dessas cepas & designada CD1287.
Exemplo 4A: Construcdo de um plasmideo (pMM38, Fig. 5) con-
tendo a regido flanqueadora 5' KmPDCl, um cassete de ex-
pressdo do gene LDH L. helveticus, um cassete de expressdo
do gene KmCYB2 flanqueado pela seqiéncia K. thermotolerans
repetitivas diretas,‘e a regido flanqueadora 3' KmPDCI.

A regido promotora de TEFZ2 a partir de uma cepa K

marxianus tipo selvagem é amplificada com a adigdo de si-
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tios KpnI/Xbal usando iniciadores identificados como SEQ.
ID. NO. 26 e SEQ. ID. NO. 26, usando DNA gendmico como o
gabarito. A ligacdo subseqliente deste produto em um plasmi-
deo designado pBH76 (figura 4) rende um plasmideo designado
como pMM36. Plasmideo pMM36 contém, na ordem, a regido
flanqueadora 5' KmPDCl, o promotor KmTEF2, o gene LhLDH e
o) terminadof ScGAL10. A regido flangqueadora 3' KmPDCl é em
seguida amplificada por PCR com adicdo de sitios XmaI/PcilI
usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 28 e SEQ.
ID. NO. 29 e DNA gendmico como o gabarito. Este amplicon é
ligado no plasmideo pMM28 (figura 2, Ex. 3A) cortando com
XmaI/PciI para render um plasmideo designado pMM37. A regi-
do0 KmPDC1 e cassete de expressjo LhLDH do plasmideo pMM36
sdo amplificados com a adicdo de sitios NarI/NdeI usando
iniciadores designados como SEQ. ID. NO 30 e SEQ. ID. NO.
31, e esta regido é ligada no pMM37 digerido por NarI/Ndel
para produzir plasmideo pMM38 (figura 5). Plasmideo pMM38 &
designado para insercdo visada de LhLDH e cassete de ex-
presséo'do genes KmCYBZ no PDC1l locus K. marxianus.

Exemplo 4B: Geragdo de um mutante K. mafxianus (CD 1300)
tendo um gené LDH exégeno, um gene PDC deletado e gene CYB2
que saiu do laco, transformando‘cepa CD1287 com plasmideo
pMM38 (Fig 5, Ex. 4A).

Plasmideo pMM38 é& digerido com NdeI e usado para
transformar cepa CD 1287, usando métodos de eletroporacdo
padrdes. Transformantes sdo selecionados para O crescimento
em YNB +placas de lactato 2 %..Transformantes que crescem

nas placas de lactato sd3o marcados pelas placas de lactato e
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pelas placas YPD. Estes transformantes s&o classificados pa-
ra uma recombinacdo homdéloga no locus PDCl por meio de 3'
PCR de dentro para fora usando iniciadores identificados co-
mo SEQ. ID. NO. 32 e SEQ. ID. NO. 33. Transformantes renden-
do um produto de PCR do tamanho esperado (2251 bp) sdo mar-
cados para isolagdo de coldnia uUnica. DNA gendmico de trés
isolados de coldnia Unica de cada transformante positivo é
obtido e o locus PDCI1 é amplificado por meio de PCR usando
iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 34 e 35. Isola-
dos dando o produto de PCR esperado (8453 bp vs. 3 730 bp pa-
ra o locus PDC do tipo selvagem, indicando a perda do gene
PDC e ihtegragéo do gene LDH) s&o em seguida ﬁestados pelo
fendétipo Pdc™ avaliando se ele produz etanol. Uma das cepas
que ndo produz etanol é designada cepa CD1298. Cepa CD1298
contém um gene PDC deletadé, 0 cassete ‘do gene LDH exdgeno,
e o cassete do gene CYB2 do plasmideo pMM38.

Cepa CD1298 é marcada no meio YPD ndo seletivo para
trés rodadas e um lama de célula é plaqueada em PDA + placas
de &cido glicélico 7,5 g/L. Apds 72 horas a 30 °C, colénias
sdo selecionadas e classificadas por meio de PCR de colénia
para uma saida do lago do gene KmCYB2, usando iniciadores
identificados como SEQ; ID. NO. 36 e 37. Quatro coldénias déao
o tamanho correto do produto para uma saida do laco dd gene
CYB2 (1109 bp vs 5129 bp para o produto contendo o cassete
CYB2). Coldnias Unicas sdo isoladas de cada uma dessas qua-
tro cepas. DNA gendmico é obtido a partir de céda uma dessas
coldénias unicas e o locus PDCI é amplificado por meio de PCR

usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 38 e 36.
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Duas cepas rendem um produto de PCR do tamanho esperado para
uma saida do laco do cassete CYB2 (3249 bp vs 7269 bp para o
produto contendo o cassete CYB2 e 2546 para o produto de PCR
do tipo selvagem). Uma dessas duas cepas é designada como
cepa CD 1300.

Exemplo 5A: Caracterizagdes de‘frasco_de agitacgéo
microaerdbico de cepas CD635 (Ex. 1A), CD853 (Ex. 1A) e
CD998 (Ex. 2C)

Cepas CD635, CD853 e CD998 sdao separadamente cul-
tivadas em baixé densidade (0,05-0,10 O0D600) e permitindo
que a cultura produza produtos de fermentacdo enquanto que
cresce. Vinte mL do meio (YP + dextrose 60 g/L) sdo pipeta-
dos em um frasco de agitacdo defletido de.250 mL e o meio é
inoculado com a gquantidade exigida de biomassa. O frasco é
em seguida incubado a 30 °C e orbitalménte agitado a 70 rpm
por 92 horas, com amostras sendo retiradas (= a cada 24 ho-
ras) durante o curso do experimento para testar para consumo
de glicose, acumulo de fermentagéo.do produto, bem como cres-
cimento de biomassa.

Apds 92 horas de cultivo, a cepa CD635 (ndo um e-
xémplo desta invencdo) consumiu 17,6 g/L de glicose e produ-
ziu 11,4 g/L de lactato. No mesmo periodo de tempo, cepa
CD853 consome 26,9 g/L de glicose e produz 23,3 g/L de lac-
tato, levemente mais do que o dobro produzido pela cepa
CD635. Cepa CD998 consome 21,9 g/L de glicose e produz 18,5
g/L de lactato, mais do que 60 % mais do que cepa CD635.
Rendimento para lactato & =65 % para cepa CD635, ao passo

gue rendimentos para cepas CD835 e CD998 sdo =~86,6 % e =84,5
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%, respectivamente.
Exemplo 5B: Avaliacdo de resisténcia ao &cido glicdlico para
cepas CD635 (Ex. 1A), CD853 (Ex. 1A) e CD998 (Ex. 2C).

Placas PDA em duplicata sdo feitas contendo con-

centracdes entre 5 g/L através de 25 g/L de &cido glicdlico.

Placas de controle ndo contendo nenhum &cido glicdlico sao

também preparadas. Uma série de diluigdo de cepas CD635,
CD853 e CD998 é preparada, e 5 puL de cada diluigdo da série
de diluicdo é pontuada em cada uma das placas anteriores. As
placas inoculadas sdo cultivadas a 30 °C por trés dias. Cepa
CD635 comparativa cresce em placas cbntendo dcido glicélico
até uma concentracdo de 15 g/L, mas falta crescer em qual-
quer das placas contendo &cido glicdélico com maior concen-
tracdo. Cepa CD853 apresenta capacidade de crescer nas pla-
cas contendo &cido glicdélico até 25 g/L de ééido glicdlico.
Cepa CD998 pode crescer nas placas contendo até 22,5 g/L de
dcido glicdlico. Estes testes indicam que &cido glicdlico
pode ser usado como um meio seletivo para cepas mutantes
tendo um gene CYB2 ndo funcional.

Exemplo 6: caracterizac¢des de frasco de agitacdo microaerd-
bicos de cepa CD607 comparativa (Ex. 1A), cepa CD936 (Ex.
2B) e cepa CD1300 (Ex. 3C).

Cepas €D607, CD936 e CD1300 sao separadamente cul-
tivadas nas condicdes descritas no Exemplo 5A. Apds 93 horas
de cultivo, cepa CD607 comparativa consumiu 16,5 g/kg de
glicose e produziu'10,8 g/kg de lactato. No mesmo periodo de
tempo cepa CD936 consome 21,6 g/kg de glicose e produz 19,3

g/kg de lactato, ligeiramente menos que o dobro produzido
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pela cepa CD607. Cepa CD1300 consome 29,9 g/kg de glicose e
produz 24,6 g/kg de lactato, mais do que 125 % a mais que a
cepa CD607. Rendimento para lactato é 65,5 % para cepa
CD607, ao passo gque rendimentos para cepas CD936 e CD1300
sdo 89,4 % e 82,3 %, respectivamente. A cepa CD607 também
produz 2,02 g/kg de &cido piruvico neste intervalo de tempo,
ao passo que CD936 e CD1300 produzem 0,68 g/kg e 0,83 g/kg
de &cido piruvico respectivamente. Também neste intervalo de
tempo, CD607 produz 0,67 g/kg de acido acético em comparacao
com a producdo de &cido acético tanto para CD936 quanto para
CD1300.

O crescimento é também monitorado durante este ex-

perimento. Apdbds 93 horas, a cepa CD607 pomparativa cresceu
até um OD600 de cerca de 5,7, ao passo que cepas CD936 e
CD1300 cresceram até um OD600 de cerca de 7,5 e 3,2, respec-
tivamente. O crescimento muito baixo de cepa CD1300 indica
que a produtividade especifica desta cepa é muito maior do
que da cepa CD607 comparativa e cepa CD936.
Exemplo 7A: Clonagem de regido promotora I. orientalis PGK
(IoPGK1); construgdo de um plasmideo (pMI318, Fig. 6) tendo
0 gene da higromicina de E. coli sob o controle do promotor
IoPGK1 e o terminador S. cerevisiae GAL1O. |

Um fragmento da sonda de 920 bp de o gene C. sono-
rensis PGK1 é obtidé a partir do DNA gendmico de C. sonoren-
sis da mesma maneira descrita no Exemplo 22 de WO 02/042471,
usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 39 e SEQ.
ID. NO. 40. DNA gehémico,é isoladoAde um que cresce cepa I.

orientalis e ré-suspenso em Tris-HC1l 10 mM + EDTA 1 mM (pH
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8) (TE). O DNA gendémico I. orientalis é cortado com HindIII,
e um Southern blot é preparado e hibridizado usando métodos
padrdes com o gene C. sonorensis PGKI como uma sonda. Frag-
mentos de tamanho =2 kbp sdo isolados do gel de agarose e
clonados em um plasmideo cortado com HindIII. Hibridizacéao
de colénia dos Transformantes do E. coli com a Sonda PGKI
resulta na isolacdo de um fragmento de HindIII contendo mais
das seqﬁénéias de codificacdo de proteina I. orientalis
PGK1 (IoPGK1), mas nenhuma seqliéncias promotoras, conforme
verificado pelo seqlienciamento.

Fragmentos genémicos contendo a regido promotora
de ToPGK1 sdo obtidos com amplificagdo de PCR mediada por
ligagdo (Mueller, P.R. and Wald, B. 1989, "In vivo footprin-
ting of a muscle specific enhancer by ligation mediated
PCR." Science 246:780-786). Uma mistura de um ligante iden-
tificado como SEQ. ID. NO. 41 e um ligante identificado como
SEQ. ID. NO. 42 é ligada ao DNA gendmico I. orientalis di-
gerido pélo HaeIII com T4 DNA ligase (New England BioLabs).
Amostras das misturas da ligégéo sdo usadas como gabarito de
50 pL para reacdes contendo 0,1 pM de um iniciador identi-
ficado como SEQ. ID. NO. 43 e 1 uM de um iniciador identi-
ficado como SEQ. ID. NO. 44. A mistura da reagao é aquecida
a 94 °C por 3 minutos apdés 2 U de Dynazyme EXT ser adicio-
nado. As reacgdes sdo cicladas 30 vezes como a seguir: 1 mi-
nuto a 94 °C, 2 minutos a 68 °C e 2 minutos a 72 °C, com
uma extensdo final de 10 minutos a 72 °C. Uma amostra dilu-
ida desta primeira amplificacdo por PCR é usada como o gaba-

rito em uma reacdo de PCR aninhada (50 pL) contendo 0,05 uM
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de um iniciador idenfificada como SEQ. ID. NO. 45 e 0,5 uM
de um iniciador identificado como SEQ. ID. NO. 46. A mistura
da reacdo é aquecida a 94 °C por 3 minutos apdbés 2 U de Dy-
nazyme EXT ser adicionado. As reag¢des sdo em seguida cicla-
das 30 vezes como a seguir: 1 minuto a 94 °C, 2 minutos a
67 °C e 2 minutos a 72 °C, com um extensdo final de 10 mi-
nutos a 72 °C. |

Um fragmento de PCR de =600 bp é isolado e seqgiien-
ciado. Iniciadores aninhados identificados como SEQ. ID. NO.
47 e SEQ. ID. NO. 48 sdo designados e usados em uma ampli-
ficacdo de PCR mediada por ligagdo juntamente com oligqnu—
cleotideos identificados como. SEQ. ID. NO. 49 e SEQ. ID.
NO. 50 similarmente da maneira anterior exceto que DNA TI.
orientalis digerido por SphI é usado e o PCR é realizado
usando uma temperatura de anelamento de 65 °C.

O promotor de PGKI de I. orientalis é PCR ampli-
ficado usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO.
51 e SEQ. ID. NO. 52 e o DNA gendmico I.-orientalis como o
gabarito. O frégmento € cheio usando a enzima Klenow e em
seguida cortado com XbaI. Um fragmento de 633 bp. é gel iso-
lado e ligado a um fragmento de 4428 bp obtido digerindo um
plasmideo designado como pMIZ7Q (descrito na Fig. 4 de WO
031049525) com-XhoI, enchendo o fragmento usando a enzima
Klenow e 0,1 mM de dNTP, e digerindo com XbaI. Plasmideo
pMI270 contém o gene de higromicina da E. coli ligado com um
promotor C. sonorensis PGKI e um terminador S. cerevisiae
GAL10. O plasmideo résultante é  designado pMI318 (figura

6). Plasmideo pMI318 contém o gene de higromicina da E. co-
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1i sob o controle do promotor I. orientalis PGKl e o termi-
nador S. cerevisiae GALI1O.

Exemplo 7B: Construg¢do de um plasmideo (pMI321, Fig. 7)
contendo o gene de higromicina sob o controle do promotor
de IoPGKl e o terminador de S. cerevisiae GALI10O, e o gene
LDH L. helveticus sob o controle do promotor de IoPGKl e
terminador S. cerevisiae CYCI.

O promotor I. orientalis PGK1l do Exemplo 7A é PCR
amplificado usando iniciadores identificados como SEQ. ID.
NO. 53 e SEQ. ID. NO. 54 e o DNA gendmico I. orientalis co-
mo o gabarito. O fragmento & cheio usando a enzima Klenow e
0,1 mM de dANTP, e em seguida cortado com NcoI. Um fragmento
de 633'bp é gel isolado.

Plasmideo pVR1 (descrito em WO 03/102152 Figura
7) contém o gene L. helveticus LDH sob o controle de o S.
cerevisiae TEF1 promotor e o S..cerevisiae CYC1l terminador.
Plasmideo pVR1l é digerido com XhoI, cheio em usando a enzi-
ma Klenow, e cortadas com NcoI. Um frégmento de 7386 bp de
plasmideo pVR1 é ligado com o fragmento promotor de IoPGKI
de 633 bp. O plasmideo resultante é designado pMI320. Plas-
mideo pMI320 contém o gene L. helveticus LDH sob o controle
do promotor de IoPGKl e terminadof S. cerevisiae CYCl.

Plasmideos pMI318 (figura 6, Ex. 7A) e pMI320 séo
digeridos com ApalI e NotI. Um fragmento de 5008 bp do plas-
mideo pMI318 é ligado a um fragmento de 1995 bp do plasmi-
deo pMI320 para formar o plasmideo pMI321 (figura 7).

O gene de higromicina (e seu terminador) é posicionado no

plasmideo pMI321 entre duas coépias do promotor de IoPGKI,
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gue serve como sequéncias repetitivas diretas. Esta constru-
cdo pode permitir ﬁma célula transformada com plasmideo
pMI321 a engajar em uma recombinacdo hombéloga para "saida
do laco o gene de.higromicina e terminador, juntamente com
uma cédpia do promotor de IoPGKI.

Exemplo 7C: Clonagem de regido promotora I. orientalis PDC
(IoPDC1A); construcdo de um plasmideo (pMI355, Fig. 8) ten-
do o Gene de higromicina da E. coli sob o controle do pro-
motor de IoPGKl e o terminador S. cerevisiae GAL10, o gene
L. helveticus LDH sob o controle do promotor de IoPGKI e
terminador S. cerevisiae CYCl, e a regido flanqueadora I-
OPDCIA 5'.

Uma biblioteca genbmica da cepa I. orientalis do
tipo selvagem ATCC PTA-6658 é construida no vetor cosmideo
SuperCosl (Stratagene) de acordo com instrucgdes fornécidas
pelo fabricante. Sequéncias do tipo PDC sdo amplificadas
por PCR a partir do DNA gendmico da cepa com iniciadores
designados como SEQ.. ID. NO. 55 e SEQ. ID. NO. 56. Um frag-
mento-de 700 bp de um gene PDC é amplificado. A biblioteca
gendmica é‘classificada usando técnicas de hibridizagdo com
fragmentos de PCR marcados como sondas da maneira descrita
em WO 03/049525 e clones de cosmideo contendo o gene PDC sao
isolados e seglienciados. A regiao I. orientalis PDCIA 5' de
1000 bp a 167 bp a montante do inicio de o guadro de leitura
aberto é amplificado por PCR usando iniciadores identifica-
dos como SEQ. ID. NO. 57 e SEQ. ID. NO. 58 e o DNA do cos-
mideo I. orientalis PDC como o gabarito. O fragmento & cor-

tado com SallI e SacI. Um fragmento de 836 bp é gel isolado
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e ligado a um fragmento de 6992 bp obtido digerindo plasmi-
deo pMI321 (figura 7, Exemplo 7B) com Sall e SacI. O plas-
mideo resultante é nomeado pMI355 (figura 8).

Exemplo 7D: Clonagem de regido terminadora I. orientalis
PDC (IoPDC1A); construcédo de pasmideos (pMI356 (figura 9) e
pMI357) e tendo a regiéé flanqueadora IoPDCIA 5', o Gene
de higromicina da E. coli sob o controle do promotor de
JoPGKl e o terminador S. cerevisiae GAL1l0, o gene L. hel-
veticus LDH sob o controle do promotor de IoPGKl e termi-
nador S. cerevisiae CYCl, e a regido flanqueadora IoPDCIA
3'.

A regido I. orientalis PDC 3' correspondente as
seqiiéncias de 233 bp a 872 bp a jusante do PDC cébédon de
parada de traducdo é amplificada por PCR usando iniciado-
res identificados como SEQ. ID. NO. 59 e SEQ. ID. NO. 60 e
o DNA do cosmideo I. orientalis PDClA (Exemplo 7C) como o
gabarito. O fragmento é cortado com Apal e SmaI. Um frag-
mento de 630 bp é gel isolado e ligado a um fragmento de
7809 bp obtido digerindo plasmideo pM1355 (figura 8, Ex.
7C) com ApalI e SmaI. O plasmideo resultante ¢é nomeado
pMI356 (figura 9). Ele contém o higromicina e cassetes LDH
do plasmideo pMI355 entre o flanco 5' e uma porgao do
flanco 3' do gene de IoPDCIA.

Plasmideo pMI357 é feito de uma maneira similar,
exceto que ele difere do plasmideo pMI356 com relagdo a
porcdo do flanco 3' IoPDCIA que estd presente. Estas regi-
des correspondem a seqliéncia 5 bp a montante e 216 bp a ju-

sante do cédon de parada de tradug¢do de PDC.
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Exemplo 7E: Geracdo de um mutante I. orientalis (CD1184)
com genes IoPDCIA e IoPDCIB deletados e gene LhLDH inte-
grado em uma etapa transformando cepa I. orientalis do ti-
po selvagem com plasmideo pM356 (figura 9, Ex. 7D).

Cepa I. orientalis do tipo selvagem ATCC PTA 6658

¢ transformada com plasmideo pMI356 usando métodos pa-
drées. Cepas transformadas gque crescem nas placas de hi-
gromicina sdo cultivadas. Um transformante que ndo produz
etanol é selecionado para analise Southern, que confirma a
delecdo tanto dos genes IoPDCIA e IoPDCIB quanto insergdo
de pelo menos uma cépia do gene LhLDH. Esta cepa é desig-
nada CD1184.
Exemplo 7F: Construcdo de plasmideo pM433 (figura 10) con-
tendo a regido flanqueadora IoPDCI1A 5', o gene ScMEL5 sob
o controle do promotor de IoPGKl, o gene L. helveticus LDH
sob o controle do promotor de IoPGKl e terminador SeCY(Cl,
e a regido flanqueadora IoPDCIA 3'.

O promotor I. orientalis PGK1 é amplificado por
PCR usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 61
e SEQ. ID. NO. 62 e o DNA gendmico I. orientalis como ©
gabarito. O fragmento é cheio usando a enzima Klenow e 0,1
mm de dNTP, e em seguida cortado com SphI. Um fragmento de
669 bp é gel isolado. Um plasmideo designado como pMI233
(descrito em Fig. 23C de WO 03/049525) é cortado com XhoI. O
fragmento é cheio com a enzima Klenow e cortado com SphI. Os
fragmentos 4534 bp e o 669 bp sdo ligados e o plasmideo re-

sultante é nomeado pMI319. Plasmideo pMI319 contém o gene S.

.cerevisiae MEL5 (ScMEL5) e a regido promotora de IoPGKI1.
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Plasmideo pMI319 é cortado com Apal, sua extremi-

dade fica romba com polimerase T4, e cortado com Notl. Um
fragmento de 2317 bp é gel isolado. Ele é ligado a um frag-
mento de 6498 bp obtido digerindo plasmideo pMI357 (Exemplo
7D) com Sall, fazendo sua extremidade romba com a enzima
Klenow e em seguida cortando com Notl. O plasmideo resultan-
te contém o gene ScMEL5 (com seu terminador nativo) em vez
de gene de higromicina de plasmideo pMI357. O plasmideo re-
sulténte é designado pMI433 (figura 10).
Exemplo 7G: Construcdo de plasmideos pMI449 (figura 11) e
pMI454 (figura 12) contendo regid&o flanqueadora I. orienta-
lis CYB2 5', cassete do gene ScMEL5 entre seqliéncias repeti-
tivas diretas K. thermotolerans e da regido flanqueadora I.
orientalis CYB2 3'.

Plasmideo pMM28 (figura 2, Ex. 3A) é digerido com
BamHI, cheio em com a enzima Kleﬁow, e digerido com SalI. O

fragmento de 4077 bp obtido dessa maneira é 1ligado a um

fragmento de 2317 bp Notl (cheio com enzima Klenow)—SalI de

pMI433 (figura 10, Ex. 7F). O plasmideo resultante ¢é desig-
nado pMI445.

A regido flanqueadora 3' do gene I. orientalis L-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase (IoCYB2A) (corres-
pondente as seqiéncias de 90 a 676 bp a jusante do quadro de
leitura aberto previsto) é amplificado por PCR usando inici-
adores identificados como SEQ. ID. NO. 63 e SEQ. ID. NO. 64
usando um clone do cosmideo CYB2-2 como um gabarito. O Pro-
dﬁto de PCR é digerido com SacI e Smal e o fragmento de 607

bp é ligado com o fragmento de 6386 bp SacI - Smal do plas-



10

15

20

25

59

mideo pMI445. O plasmideo resultante é designado pMI448.

A regido flanqueadora IoCYB2A 5' (correspondente
ds seqiiéncias de 913 a 487 bp a montante do quadro de leitu-
ra aberto previsto) é amplificgdo‘por PCR usando iniciadores
identificados como SEQ. ID. NO. 65 e SEQ. M. NO. 66, nova-
mente usando o clone do cbsmideo CYB2-2 como um gabarito. O

Produto de PCR é digerido com SphI e o fragmento de 454 bp é

- ligado com o fragmento de 6993 bp SphI obtido digerindo par-

cialmente pMI448. O plasmideo resultante é designado pMI449
(figura 11).

A regido flanqueadora IoCYB2A 5' (correspondente
as seqgiéncias de 466 a 7 bp a montante do quadro de leitura
aberto previsto) é amplificada por PCR usando iniciadores
identificados como SEQ. ID. NO. 67 e SEQ. ID. NO. 68, uma
vez novamente usando o clone do cosmideo CYB2-2 como o gaba-
rito. O Produto de PCR é digerido com SphIlI e o fragmento de
493 bp foi ligado com o fragmento de 6993 bp SphI obtido
digerindo parcialmente plasmideo pMI448. O plasmideo resul-
tante é designado pMI453.

A regido flanqueadora IoCYBZA 3' (correspondente
as segqiiéncias de 402 bp a montante a 77 bp a jusante da cb-
don de parada previsto) é amplificada por PCR usando inicia-
dores identificados como SEQ. ID. NO. 69 e SEQ. ID. NO. 70
usando o cosmideo CYB2-2 como um gabarito. O Produto de PCR
€ digerido cbm Apal e Smal e o fragmento de 506 bp é ligado
com o fragmento de 6886 bp Apal - Smal de plasmideo pMI453.
O plasmideo resultante é designado pMI454 (figura 12).

Exemplo 7H: Geragdao de cepa mutante I. orientalis (CD1496)
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para transformar sucessivamente cepa CD1184 (Ex. 7E) com
plasmideos pMI449 e pM454, seguido por mutagénese.

Cepa CD1184 ¢é transformada com plasmideo pMI449
usando o método de acetato de litio e transformantes (cold-
nias azuis) sdo selecionados com base na atividade de melibi-
ase em placas YPD X-a-gal. A substituigdo do gene IoCYBZ2A da
cepa CD 1184 com o DNA transformado é confirmada por PCR de
coldénia e andlise Southern em alguns dos transformantes. O

marcador MEL5 sai do laco de um destes transformantes por

~meio de um evento de recombinagcdo hombéloga através das se-

gliéncias repetitivas K. thermotolerans, como confirmado por
analise Southern. O segundo alelo CYB2A é deletado deste
transformante usando plasmideo pMI454. Transformantes séo
analisados por PCR de coldnia para a auséncia de um produto
de PCR especifico de 1000 bp CYB2A. O marcador MEL5 do
plasmideo pMI454 é que saiu do lago de um transformante ten-
do uma delecdo do segundo alelo CYBZA por meio de recombina-
¢do como antes. Este transformante é designado cepa CD 1436.

Cepa CD1436 é submetida a mutagénese EMS usando as
condigdes apresentadas no Exemplo 1A, exceto que as condicdes
de exposigdo sdo 8 ul por 1 hora. Células mutégenizadas re-
cuperam naturalmente por 6 horas em YPD e em seguida sao
plaqueadas em PDA + placas de acido latico 35 g/L e incuba-
das por uma semana a 30 °C. Uma cepa que produz mais lactato
e menos glicerol do que cepa CD 1436 é designada como cepa CD
1496. Cepa CD 1496 tem uma delecdo tanto de alelos PDC1 (com
substituicdo por um cassete do gene L-LDH funcional, gquanto

de uma delecdo de cada um de seus dois alelos IoCYB2A nati-
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vos) .

Exemplo 7I: Fermentacdes de frascos de agitac¢do usando cepas
CD1184, CD1436 e CD1496.

| Cepas CD1184 e CD1436 sao avaliadas em fermenta-
cdes frasco de ragitagdo microaerdbico de uma maneira geral
déscrito no Exemplo 5A, exceto a concentragdo de dextrose
de partida ser 100 g/L e‘agitagéo ser a 100 rpm. Cada cepa
para de consumir glicose apdés cerca de 80 horas de producgéo.
Apb6s 144 horas de cultivo, titulador de lactato final é pro-
ducdo de lactato é cerca de 60 g/kg para cepa CD 1184 e 53
g/kg pra cepa CD1436. O rendimento de lactato é cerca de 88
% para cepa CD1184 e 86 % para cepa CD 1436. Rendimento de
glicerol é cerca de 5,5 % para cepa CD 1184 e 8,5 % para cepa
CD 1436.

Cepas CD 1436 e CD 1496 sdo similarmente avaliadas
em cultivos microaerdébicos em duplicata. Apdés 144 horas de
cultivo, titulador de lactato final é prddugéo de lactato é
cerca de 58 g/kg para cepa CD1436 e 65 g/kg para cepa
CD1496. O rendimento de lactato é cerca de 68 % para cada
cepa. Rendimento de glicerol é cerca de 11 % para cepa
CD1436 e apenas cerca de 8 % para cepa CD 1496.

Exemplo 7J: fermentacdes pH 3 de cepas CD1436 (Exemplo TH)
e CD1496 (Exemplo 7H). |

Cepas CD1436 e CD1496 s&do usadas em fermehtagées
separadas tamponadas a um pH de 3,0. Em cada caso as célu-
las s&o inoculadas com um fermentador Braun-B de 5 L com um
volume de trabalho de 3 L. O caldo de fermentacdo contém

110 g/L de dextrose no inicio da fermentagao. Hidréxido de
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potdssio é adicionado como necessita de manter o pH do cal-
do de fermentacdo a 3,0. A temperatura da fermentacgdo é 30
°C. Oxigénio é adicionado para manter uma taxa de captagdo
de oxigénio de 5-6 mmol/L-hr.

Cepa CD1436 produz lactato em uma taxa de 0,77
g/l-hr, até um rendimento final de 69 %. Cepa CD 1496 produz
lactato em uma taxa de 0,83 g/l-hr, até um rendimento final
de 64 %. Cepas CD1436 e CD1496 produzem 0,8 e 0,0 g/L de
piruvato, respectivamente. Elas produzem 18 e 23 g/L de
glicerol, respectivamente. Nenhuma das duas produz acetato
mensuravel.

Exemplo 7K: fermentacdes pH 3 de cepa CD1436 (Ex. 7H) e sua
cepa CD1184 pai (Ex. 7E).

Cepa CD1436 e sua cepa CD1184 pai é uSada em fer-
mentacdes separadas tamponadas a um pH de 3,0. Em cada caso
as células sdo inoculadas com um fermentador Braun-B de 5 L
com um volume de trabalho de 3 L. O caldo de fermentacao
contém 130 g/L de dextrose no inicio da fermentagdo. Hidré-
xido de potédssio é adicionado como necessidade de para man-
ter o pH do caldo de fermentagdo a 3,0. A temperatura da
fermentacdo é 30 °C. Oxigénio é adicionado para manter uma
taxa de captacdo de oxigénio de 2 mmol/L-hr.

Cepa CD1436 produz um lactato de 66 g/L apds cerca
de 160 horas de cultivo, ao passo que cepa CD1184 produz a-
penas 56 g/L de lactato. Cepa CD1436 também produz latico em
uma taxa volumétrica maior do que cepa CD1184 (0,43 vs. 0,35
gL/h). Além disso, cepa CD1436 acumula no acetato ou piruva-

to ao passo que cepa CD1184 produz cerca de 1 g/L de piruva-
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to e 3 g/L de acetato. Cepa CD 1436 tem um rendimento geral
de l&tico na glicose de cerca de 67 % vs. 69 % para seu pai.
Os rendimentos comparaveis sdo obtidos em virtude da cepa
CD1436 produzir mais glicerol do que a cepa CD 1184.

Exemplo 8A: Delecdo de gene DLDI1 de uma cepa K. marxianus
contendo um cassete do gene D-LDH exdbgeno.

O locus 3' a jusante do gene DLDI de uma cepa K.
marxianus do tipo selvagem é amplificado com adigdo de si-
tios de restrigéovNarI/SalI usando iniciadores identificados
como SEQ. ID. NO. 71 e SEQ. ID. NO. 72 e DNA gendmico como o
gabarito. A regiéo clonada é ligada ao plasmideo pMM31 (Ex.
3B) para formar plasmideo pMM44 (figura 13). O 1locus 5' a
jﬁsante do gene DLD1 de uma cepa K. marxianus do tipo sel-
vagem ¢ amplificado ‘com adicdo de ‘sitios de restricéo
XmaI/NcoI usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO.
73 e SEQ. ID. NO. 74 e DNA gendmico como o gabarito. A regi-
do clonada é liéada ao plasmideo pMM31 (Ex. 3B) para formar
plasmideo pMM45 (figura 14).

Um ffagmento é amplificado do plasmideo pMM44 u-
sando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 71 e SEQ.
ID. NO. 75. Um outro fragmenﬁo é amplificado do plasmideo
pMM45 usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 74
e SEQ. ID. NO. 76. Os produtos amplificados (2,8 kbp do
pMM44 e =~2,5 kbp do pMM45) sdo gel purificado e usados para
transformar uma cepa K. marxianus contendo um cassete do
gene DLDH exdégeno (e tendo um gene PDC intacto), que é pre-
parado de acordo com métodos similares aqueles descritos em

WO 03/102152. Depois de uma recuperagéo‘de 4 horas, células
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sdo plaqueadas em YNB 2 % de melibiose + placas XaGal 32
mg/L.

Transformantes sdo classificados para uma recombi-
nagdo homdéloga do DNA transformado no locus DLD1 por meio
de PCR de colénia de dentro para fora usando iniciadores i-
dentificados como SEQ. ID. NO. 77 e SEQ. ID. NO. 78. Os ini-
ciadores sdo homdélogos a uma regido a montante da regido 5'
clonada e a regido de codificacdo do marcador de selecdo Sc-
MEL1, respectivamente. Trés dos 32 transformantes classifi-
cados ddo o produto de PCR esperado de 1,8 kb e sdo marcados
para isolados de colénia ﬁnica.

Todo o locus DLD1I é amplificado de DNA gendmico
dos isolados de coldénia unica de dois dos trés transforman-
tes positivos usando iniciadores identificados como SEQ. ID.
NO. 74 e SEQ. ID. NO. 77. Todas as coldénias unicas renderam o
produto esperado para um nocaute do gene DLDI. Uma das cepas
¢ identificada como cepa CD1603.

Cepa CD1603 e a cepa pai foram separadamente mar-
cadas por placas YNB contendo &cido D-latico 2 % como uma
Unica fonte de carbono. A cepa pai cresce bem neste meio,
mas a cepa CD1603 apresenta crescimento desprezivel.

Cepa CD1603 e a cepa pal sdo separadamente culti-
vadas de uma maneira geral descrita no Exemplo 5A. Acido
latico e producdo do sﬁbproduto sdo medidos por meio de
HPLC por todos os cultivos. Produgdo de écido latico é me-
lhorado em cepa CD1603 comparado com a cepa pai. Tanto a
taxa de producgao léticaAquanto titulador latico sdo maiores

em cepa CD1603 do gue na cepa pai.
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Exemplo 8B: fermentacdes pH 3 de cepa CD1603 (Exemplo 8A) e
sua cepa pai.

Cepas CD1603 e seu pai sao usadas em fermentacgdes
separadas tamponadas a um pH de 3,0. Em cada caso as célu-
las sdo inoculadas com um fermentador Braun-B de 5 L com um
volume de trabalho de 3 L. O caldo de fermentagdo contém 90
g/L de dextrose no inicioAda fermentagdo. Hidréxido de po-
tassio é adicionado como necessidade para manter o pH do
caldo de fermentagdo a 3,0. A temperatura da fermentacdo é
30 °C. Oxigénio é adicionado para manter uma taxa de capta-
cdo de oxigénio de 5-6 mmol/L-hr.

Cepa CD1603 produz lactato a uma taxa de 0,58 g/L-
hr, até um rendimento final de 69 %. Ela produz piruvato em
um rendimento .de 0,8 % e glicerol em um rendimento de 7;3
%. A cepa pal produz lactato em um taxa de apenas 0,09 g/L-
hr, até um rendimento final de 68 %. O piruvato e rendimen-
tos de glicerol da cepa pai sdo 21 % e 6,9 %, respectiva-
mente. Estes valores indicam que a cepa pai consome lactato
da maneira que a forma, convertendo-a em piruvato. Além
disso, a cepa pai produz um rendimento de 15 % de acetato.
Exemplo 9 Produgdo de células de levedura S. bulderi tendo
um gene LhLDH exbdgeno e um cassete do gene G418 exdgeno.

S. bulderi é um levedura que, como uma cepa nati-

- va, ndo tem capacidade de crescer no lactato como a unica

fonte de carbono. Iniciadores identificados como SEQ. 1ID.
NO. 85 e SEQ. ID. NO. 86 sdo usados para andar juntamente
com estojo APl da Universal Gene Walking (BD BioSciences

Clontech, 'Pal to, CA, Catalog No. K1807-1) para elucidar
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uma sequéncia de =1 kbp a montante do gene S. bulderi
TEF1. Uma seqiiéncia de 850 bp da qual a seqgiiéncia a montan—
te é clonada imediatamente a montante de um gene LhLDH,
usando sitios de clonagem SacI/Xbal em iniciadores identifi-
cados como SEQ. ID. NO. 87 e SEQ. ID. NO. 88, para produzir
um plasmideo designado como pCM149 (figura 15). Plasmideo
pCM149 contém, na ordem, o promoter SbTEF1l, © gene LhLDH,
um termina dor Saccharomyces exigus PGl, um cassete do gene
G418 sob o controle do promotor ScPDCl e o terminador Sc-
GAL10. O terminador SePGl é obtido amplificando DNA gendmi-
co de S. exiguus com iniciadores identificados como SEQ.
ID. NO. 89 e SEQ. ID. NO. 90. O cassete do gene G418 é des-
crito no Exemplo 1A (figura 4) de WO03/102152.

Células de um tipd selvagem S. bulderi (cepa ATCC
MYA-403) sdo transformadas com plasmideo pCM149 usando méto-
dos padrdes de acetato de litio. Transformantes sdo plaquea-
dos em YPD + 300 mg/L G418, e trés transformantes produzem
halos purpuros fracos usando um ensaio LASSO, que indicam
que estas cepas estdo produzindo &cido latico. Estas trés
cepas sao separadamenfe inoculadas em frascos de agitacgdo
YPD, e todas as trés sdo para produzir &cido latico. Todas
as trés cepas produzem de 5f7 g/L de &cido latico apds cerca
de 24 horas de cultivo. A cepa pai tipo selvagem ndo produz

qualquer acido lético.
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Hoek, Pim

pundon, Catherine

<120>“CELULAS DE LEVEDURA QUE PRODUZEM ACIDO LATICO TENDO L- OU D-

LACTATO NAO FUNCION,
1181A
Us 60/739,458

<130>

<150>
<151>

<150> US 6
<151> 2005

<160> 90
<170>
<210> 1

<211> 1779

<212> DNA
<213>

2005

atgagatctg
tgtctgagaa
gtcagaaaag
gctggggett
aatgctacga
tcgagteccg
attagcgece
gcgatctttg
cggatcggtc
ggtgagactc
gactcgttgg
gcatggtcct
gcataccacc
tccaccacca
tgtaaattgg
gacgtgaage
gaagcagcac

aagattaccg

“actgtggatg

~11-23

0/739,824
-11-23

cagctagagt
aatcgagctt
gtttcaacgg
cagctgtagc
aagaagagct
atgactgctg
atcctggtag
gcccaattca
ctctagacgg
ctgaggatgt
tcaacattta
actactcttc

gtatcttctt

tgttgggtoa.

gtaatccaaa

caatccagat.

cttccaagga
aggaattgat

ccccatctcet

patentIn versao 3.3

Kluyveromyces marxianus

<400> 1

catcaacaag
gagcatgagt
acagggtaaa
tgggatcggg
aaacaagcca
ggtggtgatc
accagctatc
tgcgccagat
gaaaatgccc
tgccagaaag
cgatttcgag
tgctgccgat
caagccaaga
aaaagtgggt
ggaaggtgaa
gatttccact
ccaaatccaa
caaaaacgtc

cggtaacaga

A

agctgtagcg
atgagatatt
agttcgaata
ctgctctctc
aaggtttccc
gatgggtttg
atcgagaaca
gtcattgaga
gacgacttga
gaggagttgc
ttcttggegt
gacgaagtca
atcctagtca
gttccattct
aaggatatcg
ttggcctctt
tggttccaat
gaaaagctgg
gaaaaggatg

gctctgctet
taagtacttc
aaacgatgtt
aatttagcga
cgctcgaggt
tctacaattt
acgccggtaa
agtacattgc
tctgtgcgee
gtcaaaatat
cccagatttt
cccacagaga
acgtcaagga
atgtgtctgc
ctagaggttg
gttctttgca
tgtatgtcaa
gcttgaaggc

ctaaggtcaa

ttcgagaaga
gaacatcgga
gtttttggct
cagcttgcaa
cgccaageac
gacggaattc
ggatgtgacg
tccggagaac
attgacgccc
gccagatctc

gaccaaacag

gaaccatgct.

ggtggacact
taccgcttta
tggcgagage
agaaatcgtc
cagtgaccgt
tatcttcgtt

attcaccaac

: GENE DE FERRICITOCROMO C OXIDOREDUTASE”

60
120
180
240

360
420
480
540
600

. 660

720
780
840

' 900

960
1020
1080
1140 -



aaggacagtt
agagctcttt
tcaaagacca
gccgcagaaa
ttttccagag
ctagacgaca
aaggccttgt
agttgttacg
atgtcaatga
ctatctactc
tatgttccac
<210> 2

<211> 592
<212> PRT
<213>
<400> 2

Met Arg Ser Ala
1

ecgeaadgge
ccactttcat
agttgccaat
ttggtgccge

agatcgaaat
gfcttggtgc
gtaaggaagg
gattgcttgg
ttcacggtag

dacCgaaccaac

Ala Arg val Ile
5

-carggdFaag
tgaccctgcet
tgtcattaag
cggtgtcgtc

cttcatcgat
caagggtgtc
tgtcaagaaa
tgtcactagc
aactgttagc

tgacttcaag

Kluyveromyces marxianus

Asn

agcaacgtca
étatgctggg
ggtgttcaat
ttgtccaacc
gaaacaatgce
ggtggtgtca
ggtttaggta
gctatcgaat
atcgaccaat
gtacctcgtg

gaaaattga

Lys Ser

10

aggaatccaa
atgatatcgt
gcgtcgaaga
acggtggtag
ctaﬁtctaaa
gaagaggtac
gaccattctt
tgctaaagga
tgtctgagaa

acaacttgta

Cys Ser Gly

gggtgcttcc
taccttgaaa
cgtcttgaaa
acaactagac
agaaaagaaa
cgatatattg
gtacgcaaac
cgaactagaa
gtatctggat

caacggagtg

Ser Ala

15

Leu

Tyr

Gly
Ala
65

Asn
val
Phe

Ala

Pro

Ser
Leu
Lys
val
Ala
Ala
val
Ile
130

Ile

Arg

ser

35

ser

Ala

Thr

Lys

Tyr

115

Ile

His

Arg
20

Thr
ser
Gly
Lys
His
100
Asn

Glu

Ala

Cys Leu
ser Asn
Asn Lys
Ile Gly
70
Glu.Glu
85
ser ser
Leu Thr

Asn Asn

Pro Asp

Arg
Ile
Thr
55

Leu
Leu
Pro
Glu
Ala

135

val

Lys

Gly

40

Met

Leu

Asn

Asp

Phe

120

Gly

Ile

Ser

25

val

Leu

ser

Lys

ser

Arg

Phe

Gln

Pro

90

Cys

105

Ile

Lys

Glu

ser

Asp

Lys

Leu Ser

Lys Gly

Leu Ala
. 60

Phe
75

ser
Lys val
Trp val
His

Ala

Thr
140

val

Tyr Ile

Met

Phe

45

Ala

Asp

Ser

val

Pro

125

Ala

Ala

Ser

30

Asn

Gly

ser

Pro

Ile
110
Gly

Ile

Pro

Met
Gly
Ala
Leu
Leu

95

Asp

Gly

Phe

Glu

Arg

GIn

Ser

Gln

80

Glu

Gly

Pro

Gly

Asn



145

Arg

Pro

Leu

Phe

Tyr

Ile

Leu

Arg

Glu

210

ser

225

Ala
Glu
Phe
Gly
Ile
305
Glu
Asn
Leu
ASnh
Ala
385

Arg

val

Tyr

val

Tyr

Glu

290

Gln

Ala

sSer

Gly

Arg

370

Lys

Ala

Thr

Gly
Thr
Gln
195
Phe
Ser
His
Asp
val
275
Lys
Met
Ala

Asp

Leu

355

Glu

Ala

Leu

Leu

Pro

Pro

180

Asn

Leu

Ala

Arg

Thr

260

ser

Asp

Iie

Pro

Leu

165

Gly

Met

Ala

Ala

Ile

245

Ser

Ala

Ile

Ser

ser

325

Arg

340

Lys

Lys

Met

Ser

Lys

Lys

Ala

Asp

Glu

Thr

405

Ser

150

Asp
Glu
Pro
Ser
Asp
230
Phe
Thr
Thr
Ala
Thr
310
Lys
Ile
Ile
Ala
Lys

Phe

Lys

Gly
Thr
Asp
Gln
215
Asp
Phe
Th_r'
Ala
Arg
Leu
Asp
Thr
Phe
Lys
375
ser

Ile

Thr

Lys
Pro
Leu
200
Ile
Glu
Lys
Met
Leu
280
Gly
Ala
GlIn
Glu
val
360
val
Asn

ASp

Lys

Met

Glu

185

AsSp

Leu

val

Pro

Leu

265

Cys

Cys

sSer

Ile

Glu

345 .

Thr

LyS

val

Pro

Leu

Pro

170

Asp
Ser
Thr
Thr
Arg
250
Gly
Lys
Gly
cys
%
Leu
val
Phe
Lys
Ala

410

Pro

155

Asp

val

Leu

Lys

His
235

Ile

Glu

Leu

Glu

ser

315

Trp

Ile

Asp

Thr

Glu

395

Leu

Ile

Asp

Ala

val |

Gln
220
Arg
Leu
Lys
Gly
Ser
300
Leu
Phe
Lys

Ala

Asn
380
ser

Cys

val

Leu
Arg
Asn
205
Ala
Glu
val
val
Asn
285
Asp
Gin
GIn
Asn

Pro
365

Lys
Lys
Trp

Ile

Ile
Lys
Ile
Trp
Asn
Asn
Gly
Pro
val
Glu
Leu
val
350
Ser
Asp
G'I.y
Asp

Lys

Cys

175

Glu

Tyr

Ser

His

val

255

val

Lys

Lys

Ile

Tyr

335

Glu

Leu

ser

Ala

160

Ala

Glu

ASp

Tyr

Ala

240

Lys

Pro

Glu

Pro

val

320

val

Lys

Gly

ser

ser

400

Ile

val



Gln

val

Pro

465

Leu

Thr

Gly

Lys |

Leu
545

Leu

Cys
val
450
Ile
Asp

Asp

Arg

Ser

val
435

Leu

Glu

Asp.

I]e'

Pro
515
Ala

Gly

Thr

Tyr Asn Gly

<210>
<21

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
cagataacgc gtctggctcg atacttctta ttc

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

- <400> '
tgcagactgc agtgctactg gtattgtatt act

<210>

3
33
DNA
Artificial

4
33

DNA
Artificial

5

420

Glu

Ser

val

Lys

Leu

500

Phe

Ile

val

Leu

val

ron

Primer

3

Primer

4

Asp

Asn

Leu

Ile

485

Lys

Leu

Glu

Thr

His

565

Tyr

val

His

Ala

470

Glu

Ala

Tyr

Leu

ser

550

Gly

val

Leu

Gly

Glu

Ile

Leu

Ala

Leu

535

Ile

Arg

Pro

Lys

440

Gly

Thr

Phe

cys

AsSn

520

Lys

Asp

Thr

His

425

Ala

Arg

Met

Ile

Leu

505 -

ser

Asp

Gln.

val

(%19
(W, § =4

Ala

G]n.

Pro

Cys

Glu

Leu

Ser

570

Pro

Glu

Leu

Ile
475

Gly

Ala

Tyr

Leu

ser

555

val

Thr

Gly

Lys

Gly

Glu

540

Glu

Pro

ASp

Gly
445

Phe

Lys

val

Gly

Lys

525

Met

Lys

Arg

Phe

. 430

Ala
ser
Glu
Arg
)
Glu
Ser
Tyr

Asp

wvire
W<

AOwn

Ala
Arg
Lys
Ar

49

Gly
Gly
Met
Leu

AsSn

Glu

Gly

Ala

Lys

480

Gly

Leu

val

Arg

Asp

560

Leu

575

Asn

33

33



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

attatagggc cccacaaaat gtatctatct ctcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tataatgccg gccagaagtc tctggatcct cttc

<210>
<211>
<212>
<213>

| <220>
<223>

<400>

34
DNA
Artificial

Primer

5

6

34

DNA
Artificial

Primer

6

7

20

DNA
Artificial

Primer

7

cctgaccact aaacgtctac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8

20

DNA
Artificial

Primer

8

‘cacctctttg catgagcttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

9

20

DNA . :
Artificial

Primer
9

ctggatctac agcgattctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

20

DNA
Artificial

Primer
10

34

34

20

20

20



tgtaccgggt g;cctxaaac»

<210> 11

<211> 32

<212> DNA .
<213> Artificial
<220>

<223> Primer
<400>. 11

tccccggtcg accggaactt agcttactcg tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
. <223>

<400>

12
32
DNA

12

Artificial

Primer

ttgcgaggat cctgagtgca gtagctgtac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 13
cactcgcaag

13
706
DNA

ctattttcgt

cttcagtgat

taagtaacaa
gttcaagcct
tgtaaggttg
attctcttac
aggttaaagt
wmaaaaaama
ccagaggagc
ttgtcatttt
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14
30
DNA

14

Kiuyveromyc

ctgtgccatc

ccccctettt

ttgtaatttt

tgatgatctt
agatacgctg
aaaacatcta
ttcatccctg
tagtgatctt
aamrmaagaa
attaacaaaa

gtcgtttect

Artificial

Primer

es marxianus

gcccaacggt
tcagtggtaa

ttttcagtga

tttacgcttc
aaaaactcct
aaaatgaaat
aaagacgtgg
tatgctcaaa
gagaggttaa
gacgtaaatc

atatggtggt

tgtcagcatg cactcgcaag ctgtgccatc

taattataag
cgagcaatta
tttgtaattc
gaaaaacgag
atcatcactt
gaccaacaat
attttattgt
ctgtacaaga
agtggaaggc
aaatacccca
aggaacagga

cttctatgec

aaatcaacat
cattagtaag

tttctcgaaa

tccaaagttc

gtaaagaaaa
acatgcacac
gttggaatcg
ctcaatagac
agcttcttat

aaaacttatt

ggctag

cagcCaacaa

agactatttt
tatgcgggct
taagctataa
caattacaat
cctgatagtc
caaggtcatg
cgtgacgacw

gaagcgtatg

tgggcggact -

20

32

32

30



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

33

DNA
Artificial

Primer

15 '

aaccttgtcg actagccggce atagaagacc acc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

30

DNA
Artificial

Primer

16

tgtcaggatc cactcgcaag ctgtgccatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

33

DNA
Artificial

Primer

17

aaccttcccg ggtagccgge atagaagacc acc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

3

DNA_ L.
Artificial

Primer

18

aaaaaagtcg accgataaca agctcatgca aag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19

32

DNA
Artificial-

Primer’

19

aaaaaaagat ctgcgtaacg aaataaatcc gc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

20
32
DNA

-Artificial

33

30

33

33

32



<223> PBrimer

<400> 20
aaaaaacccg ggcttcctce gctgcaggtt ca

<210> 21

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 21 .
aaaaaagagC tcgaagtctc tggatcctct tc

<210> 22

<211> 33

<212> DNA

<213> Aartificial

<220>
<223> Primer

<400> 22
aaaaaagacg tcctggctcg atacttctta ttc

<210> 23

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 23
aaaaaaggcg. ccgctggcag atactagttc ag

<210> 24

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 24 :
cgctgtgectg tgcactgtaa

<210> 25

<211> 32

<212> DNA
.<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 25
aaaaaagagc tcgaagtctc tggatcctct tc

<210> 26
<211> 32

32

32

33

W
N

20

32



<212> INA
<213>5Wﬂrtwficﬁai

<220>
<223> Primer

<400> 26

aaaaaaggta ccctgcaatc acccaacgga at

<210> 27

<211> 32

'<212> DNA

<213> Artificial

<220> _
<223> Primer

<400> 27 :
aaaaaatcta gataatgtta  cttctcttgg ag

<210> 28

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 28
aaaaaacccg gggagaggga gaggataaag ag

<210> 29

<211> 32

<212> DNA

<213 Artificial

<223> Primer

<400> 29
aaaaaaacat gttcccatac tggtccatgc tc

<210> 30

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
«223> Primer

<400> 30
aaaaaacata tgtgcaggtg tcgaccagaa tg

<210> 31

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Primer

<400> 31
aaaaaaggcg ccgcgtaacg aaataaatcc gc

32

32

32

32

32

32



- <210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

20

DNA
Artificial

Primer

32

acaccaaagc ctgcatattg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
- <223>

 <400>

33

20

DNA
Artificial

Primer

33

cggtatcgtc gtctcagagt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

20

DNA
Artificial

Primer
34

cggccacaaa gaccacaaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

20

DNA
Artificial

Primer

35 :

cggtatcgtc gtctcagagt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36

20

DNA
Artificial

Primer
36 :

ggctggttgg ttgttgttgt

<210>
- <211>
<212>
<213>

<220>

37

20

DNA
Artificial

10

20

20

20

20

20



<223> Primer

<400> 37
gtcacagcga atttcctcac

<210> 38

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Primer

<400> 38
cggccacaaa gaccacaaag

<210> 39

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 39

aaccaaagaa ttgttgctgc ttt

<210> 40

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 40

ttcgaaaaca cctggtggac cgttc

<210> 41

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial

<220> -
<223> Primer

<400> 41

gcggtgaccc gggagatctg aattc

<210> 42

<211> 12

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223>. Primer

<400> 42
gaattcagat ct

<210> 43
<211> 25

11

20

20

23

25

25

12



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

DNA
Artificiat

Primer
43

gcggtgaccc gggagatctg aattc

<210
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

ccaattctgc agcaactggc tttaacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

DNA .
Artificial
Primer

44

45

25

DNA~
Artificial

Primer

45

gcggtgaccc gggagatctg aattc

<210>
<211>
<212>
<213>

Kol Yo ¥
<LLuU>

<223>
<4005

46 -

21

DNA
artificial

Primer

46

gcctcaccat ttggtctgec ¢

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>

<223>
<400>

47

25

DNA
Artificial

Primer

47

gactccccgg agtgtcgaaa tatga

<210>
<211>
<212>

. <213>

<220>
<223>

<400>

48

24

DNA
Artificial

Primer

48

gtgatagcgg gtcctttege tacc

12

25

27

25

21

25

24



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

49

25

DNA )
Artificial

Primer

49

gcggtgaccc gggagatctg aattc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

50
12

DNA. .
Artificial
Primer

50

gaattcagat ct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51

36

DNA
Artificial

Primer
51

gcgatctcga gatttgctgc aacggcaaca tcaatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ctagcatctg attgttgttg tcgttgtttt tgtttt

<210>
<211l>
<212>
-<213>

<220>
<223>

<400>

52

36
DNA
Artificial

Primer

52

53

36

DNA
Artificial

Primer

53

gcgatctcga gatttgctgc aacggcaaca tcaatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

54

36

DNA )
Artificial

25

12

36

36

36



14

<223> Primer

<400> 54
acttggccat ggttgttgtt gttgtcgttg tttttg

<210> 55

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
" <223> Primer

<400> 55
ccggaattcg atatctgggc wggkaatgcc aaygarttra atgce

<210> 56
<211> 44
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..QL)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>

<221> misc_feature
<222> (33)..(33)

<223> nisa, ¢, g, or t

<400> 56 o -
cgcggattca ggcctcagta ngaraawgaa ccngtrttra artc

<210> 57

<211> 36

<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> _ Primer

<400> 57
actgtcgagc tcagtatatg gaattgacgg ctcatc

<210> 58

<211> 38

<212> .DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 58
actgacgcgt cgacgtatca tttgtagccc acgccacc

<210> 59
<211> 35
<212> DNA

36

44

44

36

38



15

- <213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 59 .
cctccccegg gctgatagaa gggtgatatg taatt

<210> 60
<21l> 24

<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 60
ccaagagtta tggggcccca gttg

<210> 61

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 61 o
gcgatctcga gatttgctgc aacggcaaca tcaatg

<210> 62

<211> 69

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
.<223> Primer

<400> 62

tggactagta catgcatgcg gtgagaaagt agaaagcaaa cattgttgtt gttgttgtcg

ttgtttttg

<210> 63

<21l> 42

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 63
cctcccccgg ggatatcaaa gttatattat taatgattca ag

<210> 64

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> 'Primer

<400> 64

35

24

36

60
69

42



16

ggacgagage tcgggeceat. gactijcagag ttgattttga gtc

<210> 65

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 65 _
ggacatgcat gcgagctcaa tgcgtgacac cgccatgatg gttg

<210> 66

<211> 52

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 66
ggacatgcat gctacgtacc ctgcagggca ccaacagcaa cacccacctg aa

<210> 67
<21l> 43
<212> DNA :
<213> Artificia

<220>
<223> Primer

<400> 67
ggacatgcat gcgagctcat agttgaacaa acactggcat ttg

- <210> 68

<211> 52
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 68
ggacatgcat gctacgtacc ctgcaggtgt gtgcaactag gtttatgtgg ag

 <210> 69

<211>" 53
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

_<223> Primer

<400> 69

cctccceccgg ggatatctag ttagatagct cctcctccaa tcgaattatt age

<210> 70
<211> 42

.<212> DNA

<213> Artificial

43

44

52

43

52

53



17

<220>
<223> Primer
<400> 70

ggacgagagc tcgggcccta cgtctatgta tcataaattt gg

<210> 71

<211> 31

<212> DNA
<213> Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 71
aaaaaggcgc cggattttga gtcaccactg g

<210> 72

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 72
aaaaagtcga ccagccaata cagagagaga c

<210> 73

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 73
aaaaaccatg gaatgtgctt gctcgtgtgt ¢

<210> 74
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> - 74
aaaaacccgg gtgagtcgga cttgaacaac g

<210> 75
<211> 20
<212> DNA .
<213> Artificial

<220>.
<223> Primer

<400> 75 :
tctccagact cttgttgetg

<210> 76

42

31

31

31

31

20



<211>
<212>
<213>

<220>
- <223> Primer

<400> 76
gtgaggaaga agatgcacag

Hon.

Artificial

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Primer

<400> 77
gcctgttgga tattctctcc

77

20

DNA
Artificial

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Primer

<400> 78
gaggacagct aggtttatgc

78

20

DNA
artificial

<210>
<211>
<212>

e T B I

RLLDZ

-<220>
<221>
<222>

misc_feature
(546) ..(546)
<223> nisa, ¢, g, ort

<400> 79

atgttactca
gttaggtatc
tcgagagaat
' tcaacctcaa
agtgattcte
tgttggattg
ggtggggtac
ttgcatccaa
gatggtgaag
ctggantatt

tacttggcca

gatcactaaa
tcagccacgt
ccaacaaatc
ttggagttgc
cgagaagtat
caatcaatgg
ctccattagt
aaggtacaat
cgccaaaatt
tgggcaactt
agaagatttt

ctcttectget
cagtggtgca
cagaaactat
cgtacatgtg
atctgttgac
caaggtttat
taatcatgcf
tgagaaattc

ggaagcagac

‘acctcctttg

acctaaagat

18

cgttgtgtca
agcatggcga
ctaattgctg
aaggacccct
gagtttgtca
gatttcacfg
ggttatgatg
ttgccaaagg
tatttggttg
tcatctattc

gcctgggeat

aacaaacaac

aacctacatt

ctgtgacagc

tgtataacga
agcataattc
attttatfcc
gtactaaact
ataagtttct
acgatgatga
agaatgttta
attattcttg

cagaacaaag
gaagaacaac
attggctgta
tgctaccgge
dCaaaacgac
aaaCcatcca
ttatgagaaa
gggtgtgtta
acaagagcga
tgatttcgaa
tggtgccgat

20

20

20

60
120

180

240
300

360

420
480
540

600

660



gatgadatca"
atttgtgttg
gttccttttt
tcaattgcta
atgtcattag
tacattaatg
atgaaggcta
agattaaagt
ggtgcttcaa
gcggtcaagt
gttattgaag
caactagata
agattgggta
accgatattt
ggtagacctt
caaaatctaa
cagctatctt
ttgtatgata .
80

577
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 80

Met Leu Leu Arg
l .

Thr
Ala
Asn

50

Gly
65

ser

Issatchenkia

Arg Thr Lys
: 20

Lys Pro Thr

.35

Tyr Leu Ile

val Ala val

Asp Ser Pro

19

cadtgagagd aadccattdt™jcttatcaaa

atgtcaagga
atgtatctgc
gaggcgctgg
atgaaattgc
aggatagaaa
tctttataac
ttgttaatga
aggcactatc
cgtggactaa
cttacgatgc
ctgctcctee
aattaagacc
tgaaagcagt
tcttatatgc
aggatgaatt
cgaaacatgt

atgtatacag

Ser
val
Leu
Ala

His

Leu Asn

Arg Tyr

Lys Asn

Ala val

val Lys

agttgatact
caccgctttg
taaggaaggt
cgctgctaga
tgtcgctaaa
tgttgatgct
caccgatgtc
ttcgttcatt
attgcctgtc
tggttgtcaa
tccaatcgaa
agattttgaa
cgcaatcggt
caactcttgce
agaaatggat
cgatactaaa

cccaatcgaa

orientalis

Ser
Leu

ASn
40

Thr
S5

Asp

70

Arg
85

Ser Ile

Ser

Ala

tcttatgaaa
gctaaattag
gtcgttcaaa
attccaggtg
ggtctggtca
ccttctctag
gatttgggtg
gatgcttctg
ttagttaaag
ggtgttgttt
ttattagctg
attttaattg
ggccaagatg
tatggtgaag
atgagattgt
cgtttgattg

accgttaaat

Ser Ala Arg

10

Ser

His val
25

ser

Arg Glu

Leu Ala

gagtttattt
tgttaggcac
gccatcctga
tgatttcgac
caacccaatg
aacatgcaga
gtaacagaga
attccgcaga
tctcttggaa
gtgttcaaac
tgtcaaacca
aaactgttcc
acggtggtgt
tcagagtttc
caggtgttag-
tgggtgtcac
gtagagatgc

tcaacaatga

Cys val Lys

Ala
30

ser Gly

ser Asn

45

Lys

val Ser Thr

60

Pro Leu Tyr
: 75

val Asp Glu
90

Asn Asp

Phe Va1'Lys

Ala

cagaccaaga
taaaacctct
tggtgaatgc
cctttcctcea
gttccaatta

agacttgggt

aaaggataaa

tcgaaacagt

tgacgtcaaa

agttgaagac

cggtggtagg
aactttgaag
caaaagaggt
agttggtaﬁg
aaaattaatt
taaaatggac
gatcaactat

agattga

Giln Thr
15

sSer Met
ser Arg
Ser Ile

Thr Gly
80

His Asn
Q5 .

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1737



Ser

Thr

-
v

ax

Gly
Asp
- Glu
GIn

Asp

cys
Lys
Gly

Gly
Ile
305
Ile

Asp

Gly

GIn ;

Asp

W -

oM

Thr
Gly
Gln
Asn
Ala
210
Glu
val
Thr
His
val
290
Ala
Asn

Leu

Asn

Ile

Glu

Glu-

val

195

Trp

Asn

Asp

Ser

Pro

275

val

Ala

Glu

Gly

Arg

Asp Cys Trp
100

Glu

Ala

Tyr
Ala
His
val
val
260
Asp
Gln
Ala
Asp
Met

340

Glu

Pro

Lys
Pro
165
Leu
AsSp
Tyr
Tyr
i
Pro
Gly
Met
Arg
Arg

Lys

Lys

Asn

4]
-

Phe
150
Lys
Tyr
Phe
Tyr
Ala
230
Glu
Phe
Glu

Ile

Ile

I'le ATa

His

e S
(R

135

Leu

Leu

Leu

Glu

ser

215

Tyr

val

Tyr

ICys

ser
295

Pro

310 .

Asn

Ala

Asp

val

Ile

Lys

Pro
120

Lys

Pro

Glu

Gly

Tyr

200

Cys

GIn

ASp

val

20

Ile
105

Gly

Lys

Ala

Asn

185.

Leu

Gly

Arg

Thr

ser

- 265

Ser

280

Thr

Gly

Ala

Phe

e
Leu
Ala
Lys
1ie
345

Leu

Asn

Gly

Leu

Ala

Ala

val

ser

250

Ala
Ala
Ser
Thr
Gl'l y
Thr

Lys

Gly

val

Tyr

Pro

Lys

Asp .

Tyr
235
Tyr
Thr
Arg
ser
Gln
315
Leu

val

Phe

Lys

Pro

LysS i

140

Phe
Leu
Pro

Lys

Glu
Ala
Gly
Met
300
Trp
val

Asp

val

val

Pro

125

Leu

val

Leu

Ile

205

Glu

e Arg

Met
Leu
Ala
285
ser
Phe

Lys

Ala

Asn.

365

Tyr
110

Leu

Gly

Asp

Ser

‘190

Leu
Ile
Pro
Leu
Ala
270
Gly
Leu
Gln
H_i s
Pro

350

Asp

Asp

val

Pro
Thr
Arg
Gly
Lys
Lys
ASp
Leu
Ala
335
Ser

Thr

Phe
Asn
Lys
Leu
160 -
Asp
ITe
Lys
Met
Ile
240
Thr

Leu

Glu

Glu

TYr

320

Glu

Leu

Asp



val
Leu
385
val
val

Leu

Glu

Asp
val
Ala
Asp
His
545

Tyr

Asp

Adp et “GTy “Rsp'Ser

370

Ser

Lys

Glu

Ser

Leu

Ser

ser

ASp

AsSn

435

Leu

450 -

Pro
Ile
Gly
Gly
Met
530

val

Asp

<210>
<211>

<212>

<213>

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

Asp

Leu

Met

val

Phe
Trp
val
420
His
Ala
Phe

Lys

515

Arg

Asp

Asn

81
1698

DNA

Leu

Thr

val

Ile

Thr

405
Ile
Gly
Glu
Glu
Ala
485

Arg

Lys

Leu

Lys

TYr
565

Issatchenkia

misc_feature
(941)..(941)
nisa, c, g,out

AS

390
Lys
Glu
Gly
Thr
Ile
470
val
Pro

Leu

Gly

Ala
375

p Ala

Leu

Ala

Arg

val

455

Leu

Ala

Phe

Ile

val

535

Leu

Pro

Asp*

Ser
Pro
Tyr
Gin
440
Pro
Ile
Ile

Leu

Glin

520

Thr

Ile

Ile

orientalis

21

"ATg

val

val

425

Leu

Thr

Asp

Gly

TYyr

505

Asn

Lys

Gly

Glu

Asn

ser

Leu
41U

Y
4
D

Ala
Asp
Leu
cly
Gly
Ala
Feu
Met
Arg

Thr
570

Ser

Trp

va}

Gly
Thr

Lys

Asn
Lys
Asp
Asp

555

val

Gly

Asn

Lys

Cys

Ala

Arg

460

val

Asp

Ser

Asp

Gln

540

Ala

Lys

Ala

ASp

Gly

GlIn

Pro

445

Leu

Lys

val

cys

Glu

525

Leu

Ile

Phe

ser

val

val

Pro

Gly

Arg

Arg

Tyr

510

Leu

ser

Asn

Asn

Lys

Pro
Lys
Gly
val
495
Gly
Glu
Ser

Tyr

Asn
575

Ala
Ala

400

Thr
val
Ile
Leu
Thr
480
Ser
Glu
Met
Lys
Leu

560

Glu



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

<400> 81
atgttaagat

‘agaactttta
atatctgcaa
tcactagcta
tttgttaaac
ttgactgatt
cacgacgcaa
CCaaaggaaa
gacgaaaagg
caaaacattt
tactattcat
agaatctact

attttaggta

gggcacgagg

atgatttctt
gcaacacaat
aaaagggccg
ggtaatagag
gattcttctg
ctgacttggg
ggtgttcaaa
- ttgtccaatc
gaatctgttc
gatggtggtg
tgtaaagttg
'aagggtgtca
ttgggcgtta
ggtagagatg

ttcaaaaacg

<210> 82

mrsc_-Feature
(943). . (943)
nisa, ¢,

9,

cccagttcaa

cttccagcac

atgatgaggc:

acaaccatgc
tcatttcaat
ctgaaattta
agcaattggg
dagaaacacag
atgatttcga
gtggtgccga
ttaagccaaa
caaaagcttc
atggtgaatg
ccttetettc
ggtttcaatt
aaaacttggg
aaaaagacat
ttagagctgg
atgaagttaa
gaactgatga
atggtggtag
caatcctaaa
ttagaagagg
ctgttggtct
‘gaaaggccgt
cctctttgaa
ctgttaacca

aaaaataa

<211> 565

<212> PRT

out

aaacattttg

ctcaaaggct

acagtctgct
cgatgattgt
gcatccaggt
caacaagatt
tgttttggat
attggagttg
acatattgct
agatgaaatc
atgttgtgtc
tgttecttte
ttccattgct
caactctttg
atacgttaat
tatgaaggcc
tacaatgaga
ttctacctct
ggatatcatt
tattgagaag
acaattagat
gcaaaagggt
tacagatatt
gggtagacct
gcaaattcta
cgagctagac

citatacaac

22

aaaaatgtta

ggaaaaaatg

aatccaacta
tggatcactg
ggtactaccc
catccaaagg
ggtgaagctc
ttgaatcatc
tctagagttt
accttgaggg
aatgttgcag
tacgtttccg
agaggtgcag
gaggaaattg
gaagacaagg
atctttgtca
atiaccgaag
ggtgcattgc
tcatggacca
gcaattgata
acttctcctc
aaactggatc
ttgaaagctt
ttcctttatg
agagaagaat
gactcttaca

aacaactact

acaagaacca
cttcatacaa
cttatatgtt
ggaagatctc
ttaacggtaa
cattgattca
gtacaatcga
ctaaaatcga
tccctgetct
tgagcgacca
aaaatcatta
aagttgatac
cagccgettc
gtaaggaagg
cagaatccag
ntnttgtgaa
ctgtggacgc
atacagatga
cagctttcat
agttaccagt
ttggttgtaa
ctccaataga
caaatttcag
tggctattgg
caaatactgg
taaaggctga
ttgacaccag

acccaatgtc

ttctctaagg

tgccaagatt
ggtccagect
tgttgacgaa
cgtctatgac
aaatgcaggt
gaacttctta
agttgtgctt

ttccagaatt

agcatggaac -

tgcttaccaa
ctctcatgaa
tgcaaagttg
cgttattcaa
aattcctggt
gaagacttta
tgctagtaga
gttaatagéc
tgacaagagg

tttgctgaag

‘gggtgttgtc

agttatggct
tattttegtt
tggcagagac
ttatggtgaa

catgagaatg

aagattacta

taagattcaa



<213>

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

<400>

Issatchenkia. orientalis

misc_feature

(314)..(315)
Xaa pode ser qualquer aminozcido de ocorréncia natural

82

Met Leu Arg Ser
1

His
Asn
val
Asp
65

Phe

Asn

Thr
Lys
Gln
-145
Asp
Leu

val

Glu

225

Ser

Ala

Ala

50

Glu

val

val

Pro
Ile
130
Leu
Glu
Ser

Leu

Ile
210

Pro

Leu

Ser

35

Ala

Ala

Lys

Tyr

Leu

115

His

Gly

Lys

Arg

sSer

195

Thr

Lys

Arg
20

Tyr
Ala

Gln

His

Pro
val

Glu

23

ghaﬂwlysAm Ile

Arg

Asn

Gly

Ser

Asn

85

Leu

Gln

Lys

Leu

Lys

- 165

Ile

180

Asp

Leu

Cys

GlIn

Gln

Arg

Cys

Thr
Ala
ser
Ala
70

His
Thr

Asn

Gly

Asn

Ala

Glu

Phe

Lys

Tyr

55

Asn

Ala

Asp

Ala

Thr
135

‘GTy

Arg
Ile
Trp

Asn

. 215

val
230

Asn

Thr

Ile
40

Met

Pro

Asp
Phe
Gly
120
Ile
Glu
Leu
Tyr
AsSn
200

His

val

ser
25

Ile
Leu
Thr
Asp
Ile
105

His

Glu

Ala

Glu
Asp
185
Tyr

Tyr

Ala

Leu
10

Ser
ser
val
Arg
Cys
90

Ser
Asp
AsSn
Pro
Leu
170
Phe
Tyr

Ala

Glu

Ly

Thr
Ala
Gln
Lys
75

Trp
Met
Ala
Phe
Lys
155
Leu
Glu
Ser

Tyr

val
235

Asn
Ser
Thr
Pro
60

Ile
Ile
His

Thr

Leu

140

Ile
Asn
Hjs
Cys

Gln

220

Asp

val

Lys

val

45

ser

ser

Thr

Pro

Glu

125

Pro

Glu

His

Ile

Arg

Thr

Asn
Ala
30

Ala
Leu

val

VaT

Lys

15

Gly

Ser

Ala

Asp

Asn

95

Lys

val
Leu
Ala
190
Ala

Ile

ser

Gly
Tyr
Glu
val
Pro
175
ser
Glu

Tyr

His

Asn

Lys

Ile

Asn
Glu
80

Gly
Thr
Asn
Lys
Leu
160
Ala
Arg
Asp

Phe

Glu
240



Ile
Ser
Ala
Ser
Phe
305
Lys
- Ala
Glu
Thr
Glu
385
Gly
Lys

Pro

Lys

cys

Gly

Leu
Ala
Gly
Leu
290
Gln
Arg
A1 a
Asp
ser
370
val
val

Gly

Pro

Arg

Lys

Tyr

Gly

Lys

Lys

Glu

Leu

Ala

Ser

Thr

355

Gly

Lys

Gln

val

Pro

435

Lys

Gly

val

Gly

Thr
Leu
260
Glu
Glu
Tyr
Glu
Arg
340
Asp
Ala
Asp
Arg
val
420
Ile
Leu
Thr

Ala

Glu
500

Lys
245
Gly
Gly
Ile
val
Asn
325
Gly
Glu
Leu
Ile
Thr
405
Leu
Glu
ASp
Asp
val

485

Lys

Ala

His

val

Ala
Asn
310
Leu
Asn
Leu
Pro
Ile
390
ASDp
ser
val
Pro
Ile
470
Gly

Gly

ser

Glu

Ile
Glu
295
Glu
Gly
Arg
Ile
Ala
375
Ser
ASp
Asn
Met
Asn
455

Leu

Leu

val

val
Asp
Gln
280
Ser
ASp
Met
Glu
ASp
360

Phe

Trp

I1e_

His

Ala

440

Phe

Lys

Gly

Arg

2

Pro

Arg

Lys

Lys

Lys

345

Asp

Ile

Thr

Glu

Gly

Glu

ser

Ala

Arg

Lys

4

Phe
250
Glu
Ile
Ile
Xaa
Ala
330
AsSp
Ser
Asp
Lys
Lys
410
Gly
Ser
Ile
Leu
Pro

490

Ala

Tyr

Cys

ser

Pro

Xaa

315

Ile

Ile

Ser

Lys

Leu

val
Ser
ser
Gly
300

val

Phe

‘Thr

val

380

Pro

395 .

Ala

Arg

val

Phe

Ala

475

Phe

val

Ile

Gln

Pro

val

460

Ile

Leu

Gln

Ser

Ile

Phe

285

Ala

Lys

val

Met

Leu

val

Asp

Leu

Ile
445
ASp
Gly

Tyr

Ile

Ala
Ala
270
ser
Thr
Lys
Thr
Arg
350
Ala
Thr

Leu

Ile

Gly

Gly

Ala

Leu
510

Ala
255
Arg
ser
Gln
Thr
Va]
335
Ile
Gly

Trp

Leu

Lys
Gly
Arg
Asn

495

Arg

Ala

Gly

Asn

Trp

Leu

320

Asp

Thr

Ser

Asp

Lys-

400

Cys

Ser

Gln

val -

‘G’I u



Glu Leu Lys Ala Asp
515 .

Leu
530

Asn His

Lys Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> - 83
atgctaccaa

83
1778
DNA

actcgtaaat
ccctattcta
ttgttgtttg
' gggtcgaagt
' agactagagg
gaggagttga
ttagactcge
gaaatcgttt.
aagtactcca
cccacgagac
agttgaacaa
acgactactt
tcgctggttg
aagaaaacgt
gaagaccaag
gtaccttggg
ccgtegetgt
tccaggeegg
tcaacaagag
agattggtgg

cctctcaaca

Asp Asp Ser Tyr

Ile Tyr

Met Arg Met Leu Gly
520

Ile Asp Thr Arg Ar
535 g

P

Glu Lys
565

ggttcgtggt
gcgaécatac
ccggaactaa
gtgtttttgg
tcgaccagea
atttggactc
aacaggtgtt
actcagacac
tgtteccececg
ttcctgtecat
cgggctcctg
ggaagacctc
gaacgaccac
tattgctaac
cgtcaacatc
aaaatcctct
tattgtcacc
tgttccgtte
tatccagctg
cggtgctact
gagaagcgaa

caacaacagc

Kluyveromyces marxianus

tagatctggt
ttttctaagt
cggtaatggc
aggtactttg
acagagctca
gcccaagtac
ggataacaac
atatttcaaé
taacacggaa
tccattctcec
cgtcgttttg
gacgtggtcg
gggttgttgt
tcttgtteeg
accatgtgtc
gctggttaca
gaggcaacaa
cccagegrag
aatgccatgg
tcaagaacaa
aaggccatca

aacttcgaat

25

val

Leu

Asn Asn Asn Tyr Tyr Pro
SEN

555

gccgcaggaa
aagactgtgc
agtgccaatg
atcggtggtg
tctcagcaag
tgcgacaaga
ccagagaact
tcgcaccatg
gacgtttcca
ggtgggacct
gacatctcca
tgcaaggtgg
tcggttgcga

gaaccaatgc

‘ttgccgacgg

acttgaacgg
taaagtgtca
ccgatgergce
aattgttgga
actgggtcga
aagaagtggt

ttgcatctga

Thr Ser Leu Asn

525

540

Met Ser Lys Ile G
5

gaaacctggg
gcaatgactt
ccggtaaaag
ggctggttge
tcagcgattt
agacgtttgc
trrcggacge
ccacgccaga
agttactcaa
cgctcgagag
agtacatgaa
tgttccatgg
tcctggteca
‘gtaccgttac
taccatcatc
tttgatcatc

cgtgagatct

ctcgtgectcc

cgataacatg
atcaccaacc
taaagaggtc

tgaagaaact

Leu Gly Arg Asp

Glu

cttcagtttc
gtcgcacaga
ccaaagcggt
gtactttttg
gtccattgct
tactgctgtc
caagagcgac
acagagaccc
gatatgccac
ccacttcatg

ccaattatcc

gaagacttga

ggtgcccaga
ggtactatga
aagaccaaga
ggaagcgagg
aactttgaaa
tcccacttga
atgaagatcé
ttattcttca
gagaagatcg

aaattggaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

- 900

960

- 1020

1080
1140
1200
1260
1320



tgtgggaagce
caaacgtcaa
tcaacgatac
ccggtgacgg
aaaccattgt
aacacggtgt
ttgctgtcat
aggtcttcaa
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

84
592
PRT

84
Met Leu Pro

1

Gly Phe Ser

val Asn

35

Arg

Asn Gly

50

Ser

val Phe

Gly
65

Gly Ser Lys

teu Ser Ile

Thr
115

Lys Lys

Asn Asn Pro

130

Ser Thr

145

Asp

Glu 1Ile val

tagaaaagte gGLGELEOQL

cgtttggacc
aaaggaggaa
taatttccat
cgaaaatatg
tggtattggt
gagaaaattg

gattgaccct

accgatgttg
atgaacgctt
gctttcatca
gtcaagagag
aagagagagt
aaacttgect

aacgatcacc

Kluyveromyces marxianus

Arg phe val val Arg
S .

pPhe Thr
20

Asp Leu

Ala Asn-

Gly Thr

phe Asp

85

Ala
1100

Arg
phe Ala
Glu

-‘Asn

Tyr Phe

Arg
ser
Ala
Leu
70
GIn
Leu
Thr

Phe

Asn

Lys Cys

His Arg

40

Gly
" 55

Lys

Ile Gly

Gln Gln

. Glu Asp

Ala val

120
Ser Asp
135

Ser His

150

Phe
165

Leu

Pro

Arg Asn

ser

Asp

25

Pro

Ser

Gly

Ser

Leu

105

Glu

Ala

His

Thr

26

ctacgattga
ccgttcctat
ctggattatt
tttacaatgc
ccattgacgc
ttttggttga
tggatccaaa

aacactga

Gly Ala

10

His Thr

Tyr Ser

GIn ser

Gly Leu

75

ser
90

Ser
Aép Ser
Glu Leu
Ser

Lys

Thr
155

Ala

Glu
170

AsSp

tgcaggtaag
ctccaaattc
gacctctctt
cgaacaacgt
agaaggtacc
agagttgggc
gaggatcttg

Ala Gly Arg

Phe Ser

30

Leu

Gly Thr

Thr
"~ 45

Gly Leu
60

Leu

val Ala Tyr

GIn GIn val

Pro Lys Tyr

110

GIn val

125

Lys

Leu Asp

Pro Glu Gln

val Ser Lys

aagttggatc
gcccaggtta
gttggtcatg
aagaccgcag

tgtaccggtg

gaagatacaa.

aaccctgaca

Asn Leu

15

Lys Thr

Asn Gly

pPhe Gly

Phe Leu

80

Ser
95

Asp

Cys Asp

Leu Asp

ser His

Pro

Arg
160

Leu'Leu
175

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1778 -
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~

Lys
Thr
val
Glu
225
Asn

Pro

Asn

‘Met

Lys
305

Gly

- ser

Ala

Ala

Lys

val

Ser

Ile Cys

ser

210

Asp

Asp

Gly

Ala

Cys

290

ser

Thr

Asn

Ala

Met

370

Ala

Ile

Glu

Asp

Leu

195

Asp

Leu

Tyr

Ala

Tyr

275

Leu

ser

Leu

Phe

ser

355

Glu

-Thr

Gly

Lys

Glu
435

His
180
Glu
Ile
ASp
Leu
Gin
260
Arg
Ala
Ala
Gly
Glu
340
Cys
Leu
ser
Gly
Ile
420

Glu

LYS

Gly

Ser

val

Asn

245

Ile

Tyr.

Asp
Gly
Ile
325
Thr
Ser

Leu

Arg

Thr

Tyr

His

Lys

val

230

Asp
Ala
Gly
Gly
Tyr
310
val
val
ser
ASp
Thr
390
Ser

ser

Lys

27

san «kle ;g,go
‘185

Phe

™~
Pt
wiy

val

His

Gly

Thr

Thr

295

Asn

Thr

Ala

His

ASp

Met

200

Met

Gln

Gly

Cys

Met

280

Ile

Leu

Glu

val

Leu

360

Asn

375 .

Asn

Glu

GlIn

Leu

Trp

Lys

His

Glu
440

Pro
Asn
Gly
Leu
Ile
265
Lys
Ile
Asn
Ala
val
Ile
Met
Vaj
Ala
Asn

425

Leu

val
Thr
Gln
Gly
Leu
250
Ala
Glu
Lys
Gly
Thr

330

Pro

345

Glin

Met

Glu

Ile
410

Asn

Trp

Tle

Arg

val

235

Phe

Asn

Asn

Thr

Pro

Pro

Gly

Ser

val

Lys

- 300

Leu

Ile

315

Ile

Phe

Ala

Lys

Ser.
-395 .

Lys

Ser

Glu

Lys
Pro
Gly
Ile
380
Pro
Glu

Asn

Ala

Trp

cys

Cys

val

285

Arg

Ile

Cys

Ser

Ile

365

Ile
Thr
val

Phe

ser
190
Ser
Leu
Glu
ASp
Ser
270
Asn
Arg
Gly
His
val
350
Gln
Asn
Leu
val
Glu
430

Lys

Gly
Cys
Asn
Asp
Pro
255
Gly
Ile
Pro
Ser
val
335
Ala
Leu
LysS
Phe
Lys

Phe

val

Gly
val
Lys
Leu
240
Gly
Thr
Thr
Arg
Glu
320
Arg
Asp
Asn
ser
Phe
400
Glu -

Ala

Ala



Leu Trp

val Trp

465

Ile Asn

Leu val

Asn Ala

Lys Arg

530

Gly Ile

Ile Ala

Leu Asn

<210>
<211>

Ser
Thr
Asp
Gly
Glu
515
Ala
Gly
val
Pro

85
22

<212> DNA

<213>
<220>

<223>

<400>

Thr Ile
Thr Asp

Thr Lys
485

His Ala
500

Gln Arg
Ile Asp
Lys Arg
Mgt Arg

565

Asp Lys
580 '

Artificial

Primer

85

Asp.Ala Gly
359

val Ala val

470

Glu Glu Met
Gly Asp Gly

Lys Thr Ala
520

Ala Glu Gly

535

Glu Phe Leu
550

Lys Leu Lys

val Phe Lys

gcgatatcaa tggtgatacc tc

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

86
21
DNA

Artificial

Primer

86

gaacccaagc gtacttgaaa g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

87
32
DNA

Artificial

Primer

kys
Pro
ASD
Asn
505
Glu
Thr
val

Leu

Ile
585

28

Lys
Ile
Ala
490
Phe
Thr
Cys

Glu

Ala

570

Asp

Leu
Ser
475
Ser
His
Ile
Thr
Glu
555

Leu

Pro

ASp
460
Lys
Gly
Ala
vaji
Gly
540
Leu

Asp

Asn

Pro

Phe

Leu

Phe

Glu

525

Glu

Gly

Pro

Asp

Asn
Ala
Leu
Ile
510
Asn
His
Glu
Lys

His
590

val

GlIn

Thr

495

Ile

Met

Gly

Asp

Asn
val
480
ser
Tyr
val

val

Thr
560

Ile

His

22

- 21



29

<400> 87
attaabygagae tctacgsgagftgtgfeftea gg

<210> 88
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial

220>
<223> Primer

<400> -88
ataatttcta gatgttgatg atgtgttgaa tttg

<210> 89

<211> 33

'<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 89
gaaggatccg tgttgaatta ggtaaggttc tag

<210> 90

<211> 33

<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 90
gaaactagtc ttccagtaac catatctttc ctg

32 -

34

33

33
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REIVINDICACOES

1. Célula de levedura geneticamente modificada,
CARACTERIZADA pelo fato de que tem (a) pelo menos um gene de
lactato desidrogenase (LDH) exdégeno funcional integrado no
seu genoma e (b) uma delegdo ou ruptura de (i) pelo menos um
gene nativo de L- ou D-lactato:ferricitocromo c oxidoreduta-
se.

2. Célula de levedura geneticamente modificada, de
acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
tem (a) uma delegdo ou ruptura de pelo menos um gene L-
lactato:ferricitocromo c¢ oxidoredutase e (b) pelo menos um’
gene de L-lactato desidrogenase exdégeno funcional integrado
no seu genoma.

3. Célula de levedura geneticamente modificada, de
acordo com a reivindicacgdo 2, CARACTERIZADA pelo fato de que
& uma célula do géneros Candida, Saccharomyces, Shizosac-
charomyes, Kluyveromyces, Pichia, Issachenkia ou Hansenula.

4. Célula de levedura geneticamente modificada, de
acordo com a reivindicacdo 3, CARACTERIZADA pelo fato de que
€ uma célula das espécies K. marxianus, S. cerevisiae, C.
sonorensis, S. bulderi ou I. orientalis.

5. Célula de levedura geneticamente modificada, de
acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADA pelo fato de que
adicionalmente tem uma delegdo ou ruptura de pelo menos um
gene piruvato descarboxilase.

6. Célula de levedura geneticamente modificada, de
acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADA pelo fato de que

o gene deletado ou interrompido L-lactato:ferricitocromo c¢
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oxidoredutase é um gene tendo uma seqiiéncia identificada co-
mo SEQ ID NO. 1, SEQ. ID. NO. 79 ou SEQ. ID. NO. 81, ou é pe-
lo menos 40 % hombéloga a qualquer um de tais genes.

7. Célula de levedura geneticamente modificada, de
acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADA pelo fato de que
o gene deletado ou interrompido L-lactato:ferricitocromo c
oxidoredutase codifica para uma enzima tendo uma seqliéncia
de aminoédcidos identificada como SEQ. ID. NO. 2, SEQ. 1ID.
NO. 80 ou SEQ. ID. NO. 82, ou uma enzima que tem uma seqiién-
cla de aminoacidos que é pelo menos 40 % homdéloga a qualquer
uma destas.

8. Célula de levedura geneticamente modificada, de
acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
tem (a) uma delecdo ou ruptura de pelo menos um gene D-
lactato:ferricitocromo ¢ oxidoredutase e (b) pelo menos um
gene de D-lactato desidrogenase exdégeno funcional integrado
no seu genoma.

9. Célula de levedura geneticamente modificada, de
acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADA pelo fato de que
€ uma célula do género Candida, Saccharomyces, Shizosaccha-
romyes, Kluyveromyces, Pichia, Issachenkia ou Hansenula.

10. Célula de levedura geneticamente modificada,
de acordo com a reivindicacdo 9, CARACTERIZADA pelo fato de
que é uma célula das espécies K. marxianus, S. cerevisiae,
C. sonorensis, S. bulderi ou I. orientalis.

11. Célula de levedura geneticamente modificada,
de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADA pelo fato de

que adicionalmente tem uma deleg¢do ou ruptura de pelo menos
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um gene piruvato descarboxilase.

12. Célula de levedura geneticamente modificada,
de acordo com a reivindicagdao 8, CARACTERIZADA pelo fato de
que o gene deletado ou interrompido D-lactato:ferricitocromo
c oxidoredutase é um gene tendo uma seqiéncia identificada
como SEQ. ID. NO. 83 (o gene D-lactato:ferricitocromo c¢ oxi-
doredutase (DLD1) de uma cepa de K. marxianus tipo selva-
gem), o gene DLDI1 de S. cerevisiae, o gene DLDI de I. ori-
entalis, ou é um gene que é pelo menos 40 % homdélogo a pelo
menos um de tais genes.

13. Célula de levedura geneticamente modificada,
de acordo com a reivindicacdo 8, CARACTERIZADA pelo fato de
que o gene deletado ou interrompido D-lactato:ferricitocromo
c oxidoredutase codifica para uma enzima tendo uma seqiiéncia
de aminoédcidos identificada como SEQ. ID. NO. 84, uma prote-
ina tendo a seqiiéncia de aminodcidos de uma proteina codifi-
cada pelo gene DLD1 de S. cerevisiae, uma proteina tendo a
seqliéncia de aminodcidos de uma proteina codificada pelo ge-
ne DLDl de I. orientalis, ou uma proteina que é pelo menos
40 % hombéloga a uma destas.

14. Processo de fermentacdao, CARACTERIZADO pelo
fato de que uma célula de levedura geneticamente modificada,
conforme definida em qualquer uma das reivindicac¢des 1-13 é
cultivada em condicdes de fermentacdo em um caldo de fermen-
tacdo que inclui um acucar fermentavel para produzir A&cido

latico ou um sal deste.
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RESUMO

“CELULAS DE LEVEDURA QUE PRODUZEM ACIDO LATICO
TENDO L- OU D-LACTATO NAO FUNCIONAL: GENE DE FERRICITOCROMO
C OXIDOREDUTASE”

Sio descritas células de levedura tendo um gene
lactato desidrogenase exégeno e modificadas reduzindo-se a
atividade L- ou D-lactato:ferricitocromo c oxidoredutase na
célula. Isto leva ao menor consumo de lactato pela célula e
pode aumentar os rendimentos gerais de lactato em um proces-
so de fermentacdo. Células tendo a menor atividade L- ou D-
lactato: ferricitocromo ¢ oxidoredutase podem ser seleciona-
das pela resisténcia a acidos organicos, tais como acido la-

tico ou glicélico.
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