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METODO PARA A PRODUCAO DE ETANOL
CAMPO DA INVENCAO

[001] As realizacgdes aqui apresentadas se
referem a métodos para a producdo fermentativa do etanol a
partir de D-xilose ao utilizar levedura.

ANTECEDENTES

[002] A engenharia metabdlica de
microorganismos é frequentemente um meio eficaz para produzir
comercialmente uma série de produtos quimicos que podem ser
utilizados para maltiplas aplicagdes (consultar, por exemplo,
Lee, S.Y., et al. Macromol. Biosci. 4:157-164 (2004)). Um
produto quimico que ganhou muito interesse é o etanol. Embora
o etanol tenha um nUmero de usos, ele é utilizado de maneira
mais comum como combustivel. Como um combustivel, o etanol é
um produto de baixo wvalor com em gque uma grande parte do
custo de sua produgcdo ¢é atribuida ao custo de matérias-
primas. Seria desejavel, portanto, o desenvolvimento de
etanolgenos e processos de fermentagdo para a produgdao do
etanol a partir de matérias primas imediatamente disponiveis
e baratos.

[003] Estas matérias primas podem ser, por
exemplo, lignoceluldésicos. Estes lignoceluldsicos podem ser
derivados, por exemplo, de correntes residuais de biomassa

renovadvel de alimentos, operacdes de formacdo de polpa de

papel, residuos agricolas e papel reciclado de
municipalidades.
[004] A lignocelulose consiste em

aproximadamente 30% de D-xilose (consultar Ryabova, O. B., et
al. "Xylose and Cellobiose Fermentation to Ethanol by the

Thermotolerant Methylotrophic Yeast Hansenula polymorpha",
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FEMS Yeast Res. 4:157-164 (2003)). A xilose & um "acucar da
madeira" com a designagao IUPAC (2S,3R,4S,5R)-oxano-2,3,4,5-
tetrol.

[005] Somente um nuUmero relativamente pequeno
de microorganismos do tipo selvagem pode fermentar a D-
xilose. Estes microorganismos nao sao geralmente apropriados
para a fermentacdo em grande escala. Esta desfavorabilidade
pode ocorrer, por exemplo, em conseqiiéncia da nao-
familiaridade <com os microorganismos, a dificuldade na
obtencdo dos microorganismos, a fraca produtividade e/ou
crescimento em lignoceluldsicos pré-tratados ou o rendimento
insatisfatdério quando cultivados em agucares misturados
derivados de biomassa. C. Abbas, "Lignocellulosics to
ethanol: meeting ethanol demand in the future", The Alcohol
Textbook, 42 edicéo, (K.A. Jacques, T.P. Lyons and D.R.
Kelsall, Eds). Nottingham University Press, Nottingham, UK,
2003, pé&ginas 41-57; Cite 2 C. Abbas, "Emerging biorefineries
and biotechnological applications of nonconventional yeast:
now and 1in the future", The Alcohol Textbook, 423 edicéao.
(K.A. Jacques, T.P. Lyons and D.R. Kelsall, eds). Nottingham
University Press, Nottingham, UK, 2003, paginas 171-191.

[006] As leveduras sao consideradas os
microorganismos mais promissores para a fermentacgcdo alcodlica
da xilose (consultar Ryabova, supra). Elas tém células
maiores do que as bactérias, sdo resistentes a infeccéo
viral, e tendem a ser mais resistentes a realimentacéo
negativa do etanol. Além disso, o crescimento e o metabolismo
da levedura foram estudados extensivamente para uma série de
espécies. Uma série de leveduras ¢é conhecida como de

fermentacdo natural da D-xilose. Estas incluem Pichia
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stipitis, Candida shehatae e Pachysolen tannophilus
(consultar Ryabova, supra; C. Abbas 2003). A levedura de
cervejaria comum, Saccharomyces cerevisiae, nao conhecida
como de fermentacdo natural da D-xilose, mas uma série de
cepas de S. cerevisiae Dbiologicamente elaboradas que
fermentam a D-xilose foi relatada.

[007] Conforme mostrado na Figura 1, foi
relatado que o metabolismo da D-xilose em levedura prossegue
ao longo de uma rota similar aquela da glicose através da
rota de fosfato de ©pentose. O carbono da D-xilose ¢
processado como etanol através do ciclo glicolitico ou como
CO2 através do ciclo de TCA respiratédrio.

[008] Foi proposto que um obstdculo envolvido
na fermentagcdo da D-xilose ¢ a hidrdélise do xilano, que € o
componente principal da hemicelulose para os monossacarideos
(consultar Ryabova, supra). Uma abordagem para superar este
obstdculo ¢é a wutilizacdo de "sacarificacdo e fermentacéao
simulténeas" (SSF). Este é um processo em que a lignocelulose
pré-tratada é hidrolisada por celulases e hemicelulases, ao
passo que as hexoses e as pentoses produzidas por esta
hidrdélise (incluindo a xilose) sdo fermentadas como etanol.
Isto deve permitir a conversdao continua dos aglcares em
etanol, impedindo a sua acumulacgdo no meio.

[009] Um inconveniente potencial da SSF ¢é a
diferenca na temperatura ideal na qual as celulases e as
hemicelulases sdo ativas (pelo menos aproximadamente 50°C)
que sdo compativeis com a temperatura ideal ©para o
crescimento da levedura e a fermentacao da xilose
(aproximadamente 30°C). Uma solucdo para este inconveniente

potencial consiste em executar a SSF utilizando a levedura
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metilotréfica termotolerante Hansenula polymorpha (também
conhecida como Pichia angusta). Foi relatado que esta
levedura tem temperaturas de crescimento ideal e méxima de
37°C e 48°C, respectivamente. Estas temperaturas sdo mais
elevadas do que aquelas toleradas pela maioria das outras
leveduras produtoras de etanol (Ryabova, et al.). Além disso,
Ryabova, et al. Relataram que, sob algumas condigdes, a H.
polymorpha pode fermentar naturalmente a D-xilose (consultar
também Voronovsky, A.Y., et al., "Expression os xylA Genes
Encoding Xylose Isomerases From Escherichia coli and
Streptomyces coelicolor in the Methylotrophic Yeast Hansenula
polymorpha" FEMS Yeast Res. 5(11) :1055-62 (2005)) . 0
comportamento da H. polymorpha sob altas temperaturas ¢é
relatado, por exemplo, Escalante, J., et al., "Biomass
Production by a Thermotolerant Yeast: Hansenula polymorpha"
J. Chem. Biotechnol. 48:61-70 (1990); Tsiomenko, A.B., et
al., "Secretory Heat-Shock Protein of the Thermotolerant
Yeast Hansenula polymorpha. Identification and Comparative
Characteristics" Biochemistry (Moscow) 62(2):123-128 (1997);
Lindquist, S. & Kim, G., "Heat-shock Protein 104 Expression
is Sufficient for Thermotolerance in Yeast” Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93:5301-5306 (1996); Guerra, E., et al. "Hypoxia
Abolishes Transience of the Heat-shock Response in
Methylotrophic  Yeast Hansenula  polymorpha’”  Microbiology
151:805-811 (2005).

[0010] Portanto, seria vantajoso o
desenvolvimento de cepas de H. polymorpha com uma maior
capacidade de produzir o etanol a partir de matérias primas
lignocelulédsicos, incluindo o acucar C5, D-xilose. Os

presentes ensinamentos podem propiciar estas vantagens e/ou
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outras, e podem propiciar vantagens adicionais que um
elemento versado na técnica ird discernir prontamente da
descrig¢do detalhada a seguir.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[0011] O presente ensinamento descreve diversas
caracteristicas e aspectos diferentes da invencdo com
referéncia as varias realizacbes exemplificadoras. Deve ser
compreendido, no entanto, que a invencdo engloba numerosas
realizagdes alternativas, as quais podem ser praticadas ao
combinar qualquer uma das caracteristicas e aspectos
diferentes aqui descritos em qualgquer combinagcdo gque um
elemento versado na técnica consideraria util.

[0012] S&o aqui apresentados genes e elementos
genéticos Uteis na modificacdo de células hospedeiras. Estas
células hospedeiras podem incluir, por exemplo,
microorganismos. Um microorganismo particularmente apropriado
para o uso nas realizagdes da invencdo é a levedura H.
polymorpha. Os métodos e as composigdes da invencdo sdo Uteis
para a obtencdo de microorganismos com uma maior atividade de
enzimas. Em uma realizacgdo, uma célula hospedeira de H.
polymorpha superexpressa a proteina 104 de choque térmico de
H. polymorpha. Em uma realizacgdo adicional, € apresentada uma
célula de H. polymorpha que tem uma delecdo (trehalase &cida)
do gene ATH1. A delecdo de ATH1 melhora a termotolerdncia e a
tolerdncia ao etanol, tendo por resultado um aumento da
producdo do etanol. Em uma realizacdo adicional, uma cepa de
H. polymorpha superexpressa a xilulogquinase (XYL3). Em ainda
uma outra realizacdo, uma cepa da levedura da invencgao tem
pelo menos duas das seguintes propriedades: (a) a levedura

superexpressa a proteina 104 de choque térmico; (b) a
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levedura tem um gene ATH1 inativo; e (c) a levedura
superexpressa a xiluloquinase.

[0013] Uma realizacéao adicional apresenta
processos para a producdo do etanol através da fermentacdo de
uma ou mais cepas da levedura da invencgéao.

BREVE DESCRICAO DE VARIAS VISTAS DOS DESENHOS

[0014] A Figura 1 é um esquema do metabolismo da
xilose e da glicose nas leveduras.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0015] Tal como aqui wutilizado, as formas no
singular "um" "uma," e "o/a" utilizadas no relatédrio
descritivo e nas reivindicag¢des incluem o singular e o
plural, a menos que o contetdo dite claramente de alguma
outra maneira. Particularmente, os elementos versados na
técnica irdo reconhecer que embora o desenho e a criacdo de
materiais cataliticos e de suportes cataliticos tenham sido
descritos em termos de uma UuUnica célula, sistemas mais
eficazes irdo incluir uma ou mais células, cada uma delas
expressando uma ou mais proteinas do receptor.

[0016] Sao aqui apresentados métodos e
composicdes de matéria Util em uma ou em mais dentre a
termotolerdncia crescente e a inibicdo de realimentacéao
decrescente pelo etanol em leveduras produtoras de etanol,
tipicamente nos membros do género Hansenula (Pichia), e mais
tipicamente em H. polymorpha (P. angusta). Sao providas novas
cepas. Os métodos de producdo do etanol utilizando as cepas
da invencdo também sdo providos.

[0017] Deve ser compreendido que determinadas
descrigcdes das realizacdes da invencado foram simplificadas

para ilustrar somente os elementos e as limitagdes qgque séo
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relevantes para uma compreensdo clara da presente invencéao,
enquanto sdo eliminados, para finalidades de clareza, outros
elementos. Os elementos versados na técnica, levando em
consideracdo a presente descricao, irdo reconhecer que outros
elementos e/ou limitacdes podem ser desejdveis para praticar
as realizacgdes da invencdo. Uma vez que tais outros elementos
e/ou limitacbes podem ser verificados por um elemento versado
na técnica ao levar em consideracdo a presente descrigdo, e
ndo sdo necessdarios para uma compreensdao completa das
realizacgdes, uma discussdo de tais elementos e limitacdes néo
¢ aqui fornecida. Além disso, a descrigdo aqui apresentada
ndo se presta a limitar o ambito das reivindicacgodes.

[0018] O termo "gene" significa um segmento de
dcido nucléico, DNA ou RNA, que codifica e ¢é capaz de
expressar um produto de gene especifico. Um gene produz
frequentemente uma proteina ou um polipeptideo como seu
produto do gene, mas em seu sentido mais amplo um gene pode
produzir qualquer produto desejado, se o produto for uma
proteina, um polipeptideo ou um &cido nucléico. O &cido
nucléico funcional ou estrutural, tal como, sem limitacao,
rRNA, ribozimas, RNA de antisentido ou RNA de interferéncia
(por exemplo, siRNA) também pode ser considerado como
"produtos de genes".

[0019] Um "gene" contém uma "seqiiéncia expressa"
que pode codificar nao somente uma proteina ou um
polipeptideo, mas um &cido nucléico estrutural ou funcional,
tal como um de antisentido ou um siRNA. Um gene também pode
conter seqiiéncias que contém elementos reguladores, tais
como, sem limitacao, promotores, intensificadores e

terminadores; tais elementos reguladores podem ser
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"operavelmente ligados", mais tipicamente em uma proximidade
apropriada entre si. Tais promotores operam em cis (ligados
entre si na mesma molécula de &cido nucléico) para causar a
expressao de "um produto do gene". A escolha de constituintes
do gene, tais como a combinagdo particular de elementos
reguladores e a seqgliéncia expressa, ird ditar as condicdes da
expressao. Por exemplo, um promotor constitutivo, tal como o
promotor de TEF1 (gene 1A do fator de alongamento da
translacédo), acoplado a uma seqliiéncia expressa, i1rd causar a
expressao constitutiva da seqiiéncia expressa quando
transferido a uma célula hospedeira apropriada. Um "promotor
constitutivo" ¢é um promotor ndo regulado gue permite a
transcrigdo continua de seu gene associado. Um promotor ¢é
considerado como constitutivo se funcionar de modo a promover
a transcrigcdo de um gene sob condigdes de crescimento
normais. Um  promotor constitutivo nao é tipicamente
especifico de substrato e ndo varia substancialmente em sua
expressdo sob condigdes de crescimento normais.

[0020] Um "gene" pode incluir introns ou outras
seqliéncias de DNA que podem ser emendados do transcrito de
RNA final. Uma seqgiiéncia de DNA expressa que codifica uma
proteina ou peptideo ("seqliéncia de codificacdo de proteina")
inclui um quadro de leitura aberto (ORF). A seqgiiéncia de
codificacao da proteina pode compreender introns de
intervencdo. Além disso, o termo "gene" inclui seqgiiéncias
expressas, bem como seqiiéncias nédo-expressas. Deve ser
compreendido que todas as seqgiiéncias de DNA aqui fornecidas
incluem corddes complementares, a menos que esteja indicado
de alguma outra maneira. Além disso, as seqgiiéncias de RNA

podem ser preparadas a partir das seqiiéncias de DNA ao
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substituir a uracila no lugar da timina, e sdo incluidas no
dmbito desta definicdo e da invencdo, Jjuntamente com cdpias
de RNA das seqgiiéncias de DNA da invengdo isoladas das
células.

[0021] O termo "oligonucleotideo" significa um
dcido nucléico de aproximadamente 7 a aproximadamente 50
bases, embora seja mais tipicamente de aproximadamente 15 a
aproximadamente 35 bases. Os oligonucleotideos sdo Uteis como
sondas ou primers para o uso em ensaios de hibridizacdo ou de
amplificacdo, tais como transferéncia Southern ou Northern;
baliza molecular; reacdo em cadeia de polimerase (PCR); PCR
transcritiva reversa (RT-PCR); RT-PCR quantitativa (QRT-PCT),
por exemplo, TAQMAN; métodos de amplificacdo isotérmica, tais
como NASBA (amplificacdo Dbaseada na seqgiiéncia de 4&cido
nucléico); e amplificacédo de circulo de rolagem, incluindo o
uso de sondas de cadeado. Os oligonucleotideos da invencéo
podem ser modificados pela adigcdo de peptideos, etiquetas
(incluindo etiquetas fluorescentes, de ponto de gquantum, ou
de enzima), e outras porgdes guimicas, e deve ser
compreendido que sdo incluidos no a&mbito desta definigdo e da
invencao.

[0022] Tal como aqui utilizado, no contexto das
novas seqiiéncias de nucleotideos aqui descritas, um &cido
nucléico é "especifico para" uma determinada seqgiliéncia, tal
como o cDNA de decarboxilase de piruvato e as seqliéncias
gendmicas providas, se puder hibridizar especificamente a uma
determinada seqiiéncia sob condicdes restritas, tais como, sem
limitacdo, 0,2X SSC a 65° ou em uma reacdo de PCR sob
temperaturas de reacdo tipicas (recozimento). Tipicamente,

uma seqiiéncia é "especifica" para uma seqiiéncia de referéncia
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se o &cido nucléico tiver uma homologia de 90 a 100%
(identidade de seqiiéncia) com a seqgiiéncia de referéncia.
[0023] Os seguintes termos sdo utilizados para

descrever as relacdes das seqgiiéncias entre dois ou mais

adcidos nucléicos ou polinucleotideos: (a) T"seqgiliéncia de
referéncia", (b) "janela de comparacdo", (c) "identidade de
seqgliéncia", (d) "porcentagem da identidade de seqgiiéncia", e
(e) "identidade substancial".

[0024] Tal como aqui utilizado, a "seqiiéncia de

referéncia" é uma seqiiéncia definida utilizada como uma base
para a comparagdo da seqiiéncia. Uma seqgiiéncia de referéncia
pode ser um subconjunto ou a totalidade de uma seqiiéncia
especifica; por exemplo, como um segmento de uma sequéncia de
cDNA ou gene comprimento total, ou a seqiiéncia de DNA ou gene
completa.

[0025] Tal como aqui wutilizado, a "janela de
comparagao" faz referéncia a um segmento contiguo e
especifico de uma seqgiiéncia de polinucleotideo, em que a
seqliéncia de polinucleotideo na Jjanela de comparagdo pode
compreender adig¢des ou delecgdes (isto €&, aberturas) em
comparacdo a seqiiéncia de referéncia (que nado compreende
adigcbes ou delegdes) para o alinhamento ideal das duas
seqgliéncias. Geralmente, a Janela de comparagao tem um
comprimento de pelo menos 20 nucleotideos contiguos, e
opcionalmente pode ter um comprimento de 30, 40, 50, 100 ou
mais. Os elementos versados na técnica entendem gque, para
evitar uma grande similaridade com uma seqgliéncia de
referéncia devido a inclusdo de aberturas na seqgiliéncia de
polinucleotideo, wuma penalidade da abertura é tipicamente

introduzida e subtraida do numero de combinacgdes. Os métodos
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de alinhamento das seqiiéncias para a comparacdo sdo bem
conhecidos no estado da técnica. Desse modo, a determinacéo
da porcentagem de identidade de seqiiéncia entre quaisquer
duas seqgliéncias pode ser realizada ao utilizar um algoritmo
matemdtico. Os exemplos ndo-limitadores de tais algoritmos
matemdticos incluem o algoritmo de Myers e Miller (1988)
CABIOS 4:11- 17; o algoritmo de alinhamento local de Smith et
al. (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; o algoritmo de alinhamento
global de Needleman e Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-
453; o método de busca do alinhamento local de Pearson e
Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444-2448; o}
algoritmo de Karlin e Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 872264, tal como modificado em Karlin e Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877.

[0026] As implementagdes de computador destes
algoritmos matematicos podem ser utilizadas para a comparagao
das seqliéncias para determinar a identidade da seqgiiéncia.
Tais implementagdes incluem, mas sem ficar a elas limitadas:
CLUSTAL no programa PC/Gene (disponivel junto a
Intelligenetics, Mouth View, Calif.); o programa ALIGN
(versao 2.0) e GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA e TFASTA nos CGC
Wisconsin Genetics Software Packages, versdo 10 (disponivel
junto a Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego,
California, USA) . Os alinhamentos que utilizam estes
programas podem ser executados ao utilizar os parémetros
padrdo. O programa CLUSTAL é bem descrito por Higgins et al.
(1988) Gene 73:237-244; Higgins et al. (1989) CABIOS 5:151-
153; Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90;
Huange et al. (1992) CABIOS 8:155-65; e Pearson et al. (1994)
Meth. Mol. Biol. 24:307-331. O programa ALIGN é baseado no
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algoritmo de Myers e Miller (1988) supra. Uma tabela de
residuo de peso PAM120, uma penalidade do comprimento da
abertura de 12, e uma penalidade da abertura de 4 podem ser
utilizadas com o programa ALIGN quando da comparacao das
seqliéncias de aminodcidos. Os programas BLAST de Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403 s&do baseados no algoritmo de
Karlin e Altschul (1990) supra.

[0027] As buscas de nucleotideo BLAST podem ser
executadas com o ©programa BLASTN, classificagdo = 100,
comprimento de palavra = 12, para obter as seqiiéncias de

nucleotideos homdélogas a uma seqgiiéncia de nucleotideo que
codifica uma proteina da invencdo. As buscas de proteina
BLAST podem ser executadas com o programa BLASTX,
classificagdo = 5, comprimento de palavra = 3, para obter as
seqliéncias de aminodcidos homdélogas a uma proteina ou um
polipeptideo da invencéo. Para obter alinhamentos com
aberturas para finalidades de comparacdo, BLAST com abertura
(em BLAST 2.0) pode ser wutilizado tal como descrita em
Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389.
Alternativamente, PSI-BLAST (em BLAST 2.0) pode ser utilizado
para executar uma busca iterada que detecta relacgdes
distantes entre moléculas. Consultar Altschul et al. (1997)
supra. Ao utilizar BLAST, BLAST com abertura, e PSI-BLAST, os
parédmetros padrdo dos programas respectivos (por exemplo,
BLASTN para seqliéncias de nucleotideos, BLASTX para
proteinas) podem ser utilizados. Consultar o site na web do
National Center for Biotechnology Information na rede mundial
em ncbi.nlm.nih.gov. O alinhamento também pode ser executado
manualmente por inspecéao.

[0028] A menos dque esteja indicado de alguma
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outra maneira, os valores de identidade/similaridade de
sequéncia aqui fornecidos referem-se ao valor obtido
utilizando GAP versdo 10 ao utilizar os seguintes paré@metros:
% de identidade e % de similaridade para uma sequéncia de
nucleotideo wutilizando um peso GAP de 50 e um peso de
comprimento de 3 e a matriz de classificacgéao de
nswgapdna.cmp; ou qualquer programa equivalente do mesmo.

[0029] "Programa equivalente" significa qualquer
programa de comparagdo de seqgiliéncia que, para quaisquer duas
seqliéncias em questao, gera um alinhamento que tem
combinacgdes idénticas de residuos de nucleotideos ou de
aminodcidos e uma porcentagem de identidade de seqiiéncia
idéntica quando comparado ao alinhamento correspondente
gerado por GAP versao 10.

[0030] O GAP utiliza o algoritmo de Needleman e
Wunsch (1970) supra, para encontrar o alinhamento de duas
seqliéncias completas que maximiza o nUmero de combinagdes e
minimiza o numero de aberturas. O GAP considera todos os
possiveis alinhamentos e posig¢gdes da abertura e cria o
alinhamento com o maior numero de bases combinadas e menos
aberturas. Ele permite a provisdo de uma penalidade de
criacdo da abertura e uma penalidade de extensdo da abertura
nas unidades de bases combinadas. O GAP deve lucrar com O
numero de combinacgdes da penalidade de criacdo da abertura
para cada abertura que insere.

[0031] Se uma penalidade de extensdo da abertura
maior do que zero for escolhida, o GAP deve, além disso,
lucrar com cada abertura inserida do comprimento da abertura
vezes a penalidade de extensdo da abertura. Os valores da

penalidade de criagdo da abertura padrdo e os valores da
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penalidade de extensdo da abertura na Versdao 10 dos GCG
Wisconsin Genetics Software Packages para as seqiiéncias de
proteinas sdo de 8 e 2, respectivamente. Para as seqgiliéncias
de nucleotideos, a penalidade de criacdo da abertura padrédo é
de 50, ao passo que a penalidade de extensao da abertura
padrdo é de 3. As penalidades de criacdo da abertura e de
extensdo da abertura podem ser expressas como um numero
inteiro positivo selecionado do grupo de nuUmeros inteiros que
consistem em 0 a 200. Desse modo, por exemplo, as penalidades
de criacdo da abertura e de extensdo da abertura podem ser de
o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65 ou mais. O GAP apresenta um membro da familia
dos melhores alinhamentos. Pode haver muitos membros desta
familia, mas nenhum outro membro tem uma qualidade melhor. O
GAP exibe quatro valores de mérito para os alinhamentos:
Qualidade, Relagdo, Identidade e Similaridade. A gqualidade é
a métrica maximizada a fim de alinhar as seqgiiéncias. A
relagdo é a qualidade dividida pelo numero de Dbases no
segmento mais curto. A porcentagem de identidade ¢é a
porcentagem dos simbolos que combinam realmente. A
porcentagem de similaridade é a porcentagem dos simbolos que
sdo similares. Os simbolos que sdo transversais as aberturas
sdo ignorados. Uma similaridade ¢é classificada gquando a
classificacdo do valor da matriz para um par de simbolos é
maior ou igual a 0,50, o limite da similaridade. A matriz de
classificacdo wutilizada na versdao 10 dos GCG Wisconsin
Genetics Software Packages ¢é BLOSUM62 (consultar Henikoff e
Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915).

[0032] Tal como aqui wutilizado, "identidade de

seqgliéncia”™ ou "identidade" no contexto de duas seqgliéncias de
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dcidos nucléicos ou polipeptideos fazem referéncia aos
residuos nas duas seqgiiéncias que sdo o0s mesmos quando
alinhados para a mé&xima correspondéncia em relagdo a uma
janela especificada de comparacdo. Quando a porcentagem de
identidade de seqiiéncia ¢é wutilizada em referéncia as
proteinas, é reconhecido que as posicdes dos residuos que néo
sdo idénticas diferem frequentemente por substituicdes de
aminodcidos conservadoras, onde os residuos de aminodcido sao
substituidos em lugar de outros residuos de aminodcido com
propriedades quimicas similares (por exemplo, carga ou
capacidade hidrofdébica) e, portanto, nao mudam as
propriedades funcionais da molécula. Quando as seqgiiéncias
diferem em substitui¢des conservadoras, a porcentagem de
identidade de seqgiliéncia pode ser ajustada para cima de modo a
corrigir a natureza conservadora da substituicéo. As
seqliéncias que diferem por tais substituig¢des conservadoras
sdo consideradas como tendo "similaridade de seqgiiéncia" ou
"similaridade". Os meios para fazer este ajuste sdao bem
conhecidos dos elementos versados na técnica. Tipicamente,
isto envolve a classificacdo de uma substituicd@o conservadora
como uma combinacdo parcial e nao total, aumentando desse
modo a porcentagem de identidade de seqgiiéncia. Desse modo,
por exemplo, onde um aminodcido idéntico recebe uma
classificagdo igual a 1 e uma substituigdo ndo-conservadora
recebe uma classificagdo igual a zero, uma substituicéao
conservadora recebe uma classificacdo entre zero e 1. A
classificacdo de substituicdes conservadoras é calculada, por
exemplo, tal como implementado no programa PC/GENE
(Intelligenetics, Mountain View, Calif.).

[0033] Tal como aqui utilizado, "porcentagem de
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identidade de seqiiéncia" significa o valor determinado
através da comparacdo de duas seqiiéncias idealmente alinhadas
em uma Jjanela de comparacdo, em que a parte da seqiiéncia de
polinucleotideo na Jjanela de comparacdo pode compreender
adicbes ou delecdes (isto €&, aberturas) em comparacdo a
seqgliéncia de referéncia (que ndo compreende adigdes ou
delecdes) para o alinhamento ideal das duas seqgliéncias. A
porcentagem é calculada ao determinar o numero das posicgdes
nas quais o residuo idéntico da base de &cido nucléico ou
aminodcido ocorre em ambas as seqliéncias para resultar no
nimero de posigdes combinadas, ao dividir o nuUmero de
posigdes combinadas pelo numero total de posigdes na Jjanela
de comparacdo, e ao multiplicar o resultado por 100 para
obter a porcentagem de identidade de seqgiliéncia.

[0034] A expressdo "identidade substancial"™ de
seqliéncias de polinucleotideos significa que um
polinucleotideo compreende uma seqgliiéncia que tem uma
identidade de seqiiéncia de pelo menos 70%, tipicamente de
pelo menos 80%, mais tipicamente de pelo menos 90%, e ainda
mais tipicamente de pelo menos 95%, em comparagdo a uma
seqgliéncia de referéncia que wutiliza um dos programas de
alinhamento descritos ao utilizar pardmetros padréo.

[0035] No contexto das seqiiéncias aqui
fornecidas, uma seqgiiéncia é especifica para essa seqiiéncia de
referéncia se, sob qualquer condicdo de reacdo gque puder ser
utilizada para distinguir uma seqiiéncia de outra, tais como,
sem limitacdo, PCR, transferéncia Southern ou transferéncia
Northern, mas nao para outras seqgliéncias, tais como
seqgliéncias de outras espécies que incluem sem limitacéo

aquelas de S. cerevisiae, A. niger, A. terreus, P. pastoris,
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e S. pombe. Desse modo, em um ensaio de deteccdo de A&cido
nucléico, uma sonda/primer é "especifico para" uma seqiiéncia
se puder se ligar a um transcrito especifico ou uma familia
desejada de transcritos extraidos de um espécime, para a
inclusdo pratica (isto ¢, nado interfere substancialmente no
ensaio de deteccdo) de outras seqiiéncias. Em um ensaio de
PCR, o0s primers sdo especificos para uma seqgqiéncia de
referéncia se amplificarem especificamente uma parte dessa
seqliéncia, para a exclusdo pratica de outras seqgiiéncias em
uma amostra.

[0036] Tal como aqui utilizado, um "primer" ou
uma "sonda" para detectar uma espécie especifica de 4&cido
nucléico é qualquer primer, conjunto de primers e/ou sonda
que podem ser utilizados para detectar e/ou quantificar a
espécie especifica de &cido nucléico. Uma "espécie de &cido
nucléico" pode ser uma Unica espécie de &cido nucléico, que
corresponde a um Unico gene, ou podem ser acidos nucléico que
sdo detectados por uma uUnica combinac¢do de primer e/ou sonda
comum.

[0037] A expressdo "célula hospedeira" significa
qualquer a célula procaridética ou eucaridética onde uma
seqgliéncia desejada de 4&cido nucléico foi introduzida na
célula. Os processos metabdlicos e as rotas de tal célula
hospedeira podem manter, replicar e/ou expressar um vetor que
contém um gene estranho ou molécula de DNA. HA& uma variedade
de células hospedeiras apropriadas, incluindo, mas sem ficar
a elas limitadas, células bacterianas, fungicas, de insetos,
de mamiferos, e de plantas, que podem ser utilizadas de
vadrias maneiras (por exemplo, como um veiculo para manter um

plasmidio que compreende uma seqiiéncia desejada). As células
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hospedeiras microbianas representativas incluem, mas sem
ficar a elas limitadas, células fungicas tais como de
Rhizopus sp., Saccharomyces sp., Streptomyces sp., Pichia
sp., Aspergillus sp., e células bacterianas tais como de
Lactobacillus sp., Escherichia sp., Corynebacterium sp.,
Brevibacterium sp., Pseudomonas sp., Proteus sp.,
Enterobacter sp., Citrobacter, sp., Erwinia sp., Xanthomonas
sp., Flavobacterium sp., Streptococcus sp., Lactococcus sp.,
Leuconostoc sp., e Enterococcus sp. Em uma realizacdo, a
célula hospedeira é Hansenula polymorpha (Pichia angusta). Em
uma outra realizacdo, a célula hospedeira é de Escherichia
coli. Em ainda uma outra realizacdo, a célula hospedeira é de
Saccharomyces cerevisiae.

[0038] @) termo "polinucleotideo" significa
qualquer seqiiéncia de nucleotideo de um sé corddo, conectada
por ligacgdes fosfodiéster, ou quaisquer seqiiéncias de cordao
duplo que compreendem duas tais seqgliéncias de um sé cordao
complementares mantidas unidas por ligag¢des de hidrogénio. A
menos que esteja indicado de alguma outra maneira, cada
seqliéncia de polinucleotideo aqui indicada é apresentada como
uma seqliéncia de deoxiribonucleotideos (abreviados A, G, C e
T). O termo "polinucleotideo" engloba as moléculas de DNA ou
polinucleotideo, seqliéncias de deoxiribonucleotideos, e
moléculas de RNA ou poliribonucleotideos, e as combinacdes
destas.

[0039] 0 termo "promotor" significa uma
seqliéncia de DNA dentro de uma seqiiéncia de DNA maior dgue
prové ou defina um sitio ao qual a polimerase de RNA pode se
ligar e iniciar a transcricgcdo. Os promotores aqui descritos

podem ser utilizados para superexpressar oOu regular para
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cima, por exemplo, e sem limitacdo, genes que codificam
enzimas que aumentam o fluxo de carbono ao 4&cido léactico,
fumarato, e outros metabdélitos desejados durante mudancas nas
condigdes de fermentacéao.

[0040] Um "equivalente" de uma determinada
seqgliéncia de nucleotideo de referéncia ou um elemento nela
contido €é uma seqiiéncia de nucleotideo dgue contém, em
comparagdo a seqiiéncia de nucleotideo de referéncia, todos os
elementos dessa seqiiéncia de nucleotideo de referéncia, de
maneira tal que a funcgdo caracteristica desse &acido nucléico
ou peptideo de referéncia € mantida. Os elementos versados na
técnica entendem que uma proteina funcional pode ser
codificada pelas seqgiiéncias de DNA equivalentes devido a
degeneracdo no cdédigo genético. Por exemplo, um cdbédon pode
ser substituido em lugar de um outro, e contudo codifica o
mesmo aminodcido, tal como, por exemplo e sem limitacdo, em
referéncia ao cdéddon de Ala, a substituicdo de GCG em lugar de
GCA. No caso das proteinas, uma seqliéncia pode conter os
aminodcidos que representam substituig¢des de aminodcido
conservadoras, incluindo, mas sem ficar a eles limitadas, os
grupos de substituicdo conservadora: Ser e Thr; Leu, Ile e
Val; Glu e Asp; e Gln e Asn. Uma seqiiéncia tal como aqui
reivindicado inclui desse modo a seqiiéncia de referéncia, bem
como 0s seus equivalentes devido a degeneracdo no cdédigo
genético. As substituig¢des conservadoras também podem ser
determinadas por outros métodos, tais como, sem limitacao,
aqueles utilizados pelo algoritmo  BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool = Ferramenta de Busca de Alinhamento
Local Bé&sico), a Matriz de Classificacdo de Substituicéo

BLOSUM, e a matriz BLOSUM 62 (também consultar, por exemplo,
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Altschul et al., Methods in Enzymology 266:460-479 (1996)).
Preponderantemente, os "equivalentes" e o0s "equivalentes
conservados" de um &cido nucléico ou peptideo/proteina de
referéncia retém substancialmente retém ou realcam a funcéo
do &cido nucléico ou peptideo/proteina de referéncia.

[0041] O termo "vetor" significa um meio para
introduzir uma seqiiéncia de nucleotideo estranho em uma
célula, incluindo, sem limitag¢do, um plasmidio ou um virus.
Tais vetores podem operar sob o controle de um engenho de
expressdo de gene da célula hospedeira. Um vetor contém as
seqliéncias que facilitam a replicacdo e/ou a manutencdo de um
segmento de &cido nucléico estranho na célula hospedeira.
Geralmente, o vetor é introduzido em uma célula hospedeira
para a replicagdo e/ou a expressdo do segmento de DNA
estranho ou para a entrega do DNA estranho no genoma
hospedeiro. Um vetor de plasmidio tipico contém: (i) uma
origem de replicacgdo, de modo que o vetor possa ser mantido
e/ou replicado em uma célula hospedeira; (ii) um marcador
seleciondvel, tal como um gene resisténcia a antibidético para
selecionar as células que contém o vetor (transformantes)
entre as células sem vetor, e (iii) um sitio de poliligante
contendo varios sitios de reconhecimento e corte de
endonuclease de restrigdo diferentes ©para facilitar a
clonagem de uma seqgiiéncia de DNA estranho.

[0042] Sado aquil apresentados genes e elementos
genéticos Uteis na modificagdo de células hospedeiras. Estas
células hospedeiras podem incluir, por exemplo,
microorganismos. Um microorganismo particularmente apropriado
para o uso nas realizacdes da invencdo é a levedura de H.

polymorpha (P. angusta). Os métodos e as composigdes da
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invencdo sdo Uteis para a provisdo de microorganismos com uma
maior atividade de enzimas.

[0043] Os métodos e as composicdes aqui
apresentados podem ser particularmente Uteis para a producéo
fermentativa do etanol wutilizando SSP (sacarificacao e
fermentacdo simulténeas). As cepas da invencdo também podem
servir particularmente para a produgdo fermentativa do etanol
a altas temperaturas. "Altas temperaturas" significa, por
exemplo, a fermentagdo executada a temperaturas entre 40 e
60°C, entre 40 e 55°C, entre 40 e 50°C, entre 45 e 55°C,
entre 45 e 50°C, entre 48 e 52°C, e entre 48 e 50°C. As
temperaturas tipicas para a fermentacdo incluem 48°C e 50°C.

I. Cepas e métodos para a produgcdo de etanol a

partir de D-xilose utilizando H. polymorpha que superproduz a

proteina 104 de choque térmico de H. polymorpha

[0044] Em uma realizacgcdo da invencdo é provida
uma levedura produtora de etanol da espécie H. polymorpha, em
que a levedura foi modificada para ter uma producgdo aumentada
de etanol em um meio que tem a D-xilose como uma fonte
principal de carbono ao aumentar a quantidade da expressdo da
proteina 104 de choque térmico de H. polymorpha na levedura.
Nos exemplos aqui relatados, a producdo do etanol é relativa
aquela de uma cepa de controle que seja um transformante de
H. polymorpha NCYC495 Ieu (ScLEUZ2). O transformante é um
derivado da cepa NCYC495 leu 1-1 que contém o gene LEU2 de S.
cerevisiae. Em outras realizacgdes, a producdo aumentada esté
relacionada aquela de uma cepa paterna de H. polymorpha.

[0045] A producdo do etanol também pode ser
aumentada ao aumentar a quantidade da expressdo de uma

proteina que tem uma seqgiiéncia de aminodcido com uma ou mais
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delecdes, substituicdes, insercdes, inversdes, ou adigdes a
seqgliéncia de aminocdcido da proteina 104 de choque térmico de
H. polymorpha, em que a dita proteina é pelo menos 90%, pelo
menos 95%, pelo menos 98%, ou pelo menos 99% idéntica a
proteina 104 de choque térmico de H. polymorpha do tipo
selvagem.

[0046] Em uma realizacao, a expressao da
proteina 104 de choque térmico ¢é aumentada ao aumentar o
nimero de cdépia do gene da proteina 104 de choque térmico de
H. polymorpha (HSP104) (em uma cepa de H. polymorpha). Em uma
realizacdo adicional, o HSP104 é colocado sob o controle de
um promotor ndo-nativo. O promotor ndo-nativo pode ser, por
exemplo, mas sem ficar a ele limitado, um  promotor
constitutivo. Em uma realizacgcdo, o promotor ndo-nativo é o
promotor do gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase)
de H. polymorpha.

[0047] O numero de cépia do gene HSP104 pode ser
aumentado, por exemplo, ao transformar uma cepa paterna de H.
polymorpha com um plasmidio que contém o ORF do gene HSP104,
ou ao transformar uma cepa paterna de H. polymorpha com um
plasmidio que contém o ORF do gene HSP104 sob o controle do
promotor de GAPDH. O promotor é selecionado, por exemplo,
entre promotores de GAPDH, PMAl (H+-ATPase de membrana de
plasma), TEF1l (fator de alongamento de translagadao 1A), e
genes de PGKl1 (3—fosfoglicerato quinase). Os elementos
versados na técnica irdo reconhecer uma série de maneiras
para transformar H. polymorpha com o gene ou construto de
gene/promotor desejado.

[0048] As leveduras com expressao aumentada da

proteina 104 de choque térmico podem ser cultivadas em um
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meio contendo D-xilose para produzir o etanol. Um método para
obter o etanol de acordo com uma realizacdo da invencao
compreende as etapas de cultivo da levedura com expressao
aumentada da proteina 104 de choque térmico em um meio de
cultura contendo D-xilose para fermentar a D-xilose,
acumulacao do etanol no meio, e coleta do etanol do meio. A
fermentacdo pode ser realizada na presenca de 12% de xilose a
uma temperatura de 48 - 50°C durante um periodo de tempo de
um a trés dias em condigdes semiaerdbicas (140 rpm).

[0049] A fermentacéao foi realizada no meio
minimo (YNB) com xilose; as concentracdes da xilose eram de 4
a 12%; a melhor produgdo do etanol ocorreu a 12% de xilose. O
PH era de aproximadamente 3 a 5 e foi wverificado
periodicamente. "Crescimento melhorado" significa a melhor
acumulacdo de biomassa do meio de crescimento" a temperatura
aumentada (50°C). O OD foi medido a 600 nm. Em todas as
experiéncias apresentadas, o transformante de H. polymorpha
NCYC495 lIeu 1-1 (ScLEU2) foi wutilizado como uma cepa de
controle. Esse transformante foi utilizado como uma cepa de
controle ©porque todas as —cepas <recombinantes testadas
(HSP104-8, Aathl-36, Aathl-36_XYL3) foram obtidas apds as
transformacdes pelos vetores gque contém ScLEU2. Desse modo,
as cepas testadas continham o gene (ScLEU2). A cepa Aathl-
36_XYL3 foil depositada em 13 de setembro de 2007, na NRRL ARS
Culture Collection, Peoria, Illinois, USA, sob os termos do
tratado de Budapeste, como depdésito numero NRRL Y-50061.

II. Cepas e métodos para a producdo do etanol a

partir de D-xilose utilizando H. polymorpha sem um gene ATHI

ativo (trehalase de &cido)

[0050] Em uma realizacao da invencéao, é
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apresentada uma levedura produtora de etanol da espécie H.
polymorpha, em dgque a levedura foi modificada para ter a
producdao de etanol aumentada em D-xilose pela inativacdo do
gene ATH1 (trehalase de &cido). O gene trehalase de &cido na
levedura de Saccharomyces cerevisiae é discutido por Jung, Y-
J. & Park, H-D. "Antisense—-mediated Inhibition of Acid
Trehalase (ATHI) Gene Expression Promotes Ethanol
Fermentation and Tolerance in Saccharomyces cerevisae"
Biotech. Lett. 27:1855-1859 (2005); e Kim, J., et al.
"Disruption of the Yeast ATH1 Gene Confers Better Survival
after Dehydration, Freezing, and Ethanol SHock: Potential
Commercial Applications™" Appl. & Envir. Microbiol.
62 (5):1563- 1569 (1996).

[0051] As expressdes "gene ATHI1 inativado™",
"gene ATH1 inativo", "inativacdo do gene ATH1", e outras
ainda significam que o gene ATHl1 é modificado de maneira tal
que o gene codifica uma proteina mutante. A proteina mutante
pode ter uma atividade diminuida ou pode ser inteiramente
inativa. O gene ATHl1 também pode ter sido modificado de
maneira tal que € incapaz de prover a expressado natural da
proteina trehalase de &cido devido a delecdo de todo ou uma
parte do gene ATH1l, a modificagcdo das regides adjacentes ao
gene ATH1, ou o rompimento de uma ou mais porgdes de um gene
ATH]1 por uma adigdo de um ou mais nucleotideos ao gene ATHI.

[0052] Os elementos versados na técnica irdo
reconhecer, com o beneficio desta descricdo, uma série de
maneiras para desativar o gene ATH1l em H. polymorpha. Estes
incluem, por exemplo, mas sem ficar a ela limitados, a
delecdao do rompimento, parcial ou completo do gene. As

leveduras em que o gene ATH1 foi inativado também podem ser
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modificadas para intensificar a producdo do etanol em
condigdes desejadas. Por exemplo, a expressao de um ou mais
genes envolvidos na producgéao do etanol pode ser
intensificada. Um ou mais genes na levedura podem ser
desativados para otimizar a alocagdo de recursos de carbono
para a fermentacgao.

[0053] As leveduras nas quais o gene ATH1 ¢
inativo podem ser de H. polymorpha do tipo selvagem, ou podem
ser as cepas de H. polymorpha nas quais a produgdo do etanol
em D-xilose ja& foi aumentada além daquela de H. polymorpha do
tipo selvagem. As leveduras também podem ser modificadas para
aumentar a produgdo do etanol em D-xilose de acordo com
outras realizacdes da invencéo.

[0054] As leveduras com um gene ATH1 inativo
podem ser cultivadas em um meio contendo D-xilose para
produzir o etanol. Um método de obtencdo do etanol de acordo
com uma realizagdo da invengcdo compreende as etapas de
cultivo da levedura com um gene ATH]1 inativo em um meio de
cultura contendo D-xilose para fermentar a D-xilose,
acumulacdo do etanol no meio, e coleta do etanol do meio. A
fermentacdo pode ser realizada na presenca de 12% de xilose a
uma temperatura de 48 - 50°C durante um periodo de tempo de
um a trés dias em condig¢des semiaerdbicas (140 rpm).

[0055] A fermentacdo foi realizada no meio
minimo (YNB) com xilose; as concentracdes de xilose eram de 4
a 12%; a melhor produgdo do etanol foi com 12% de xilose. O
pPH era de aproximadamente 3 a 5 e foi wverificado
periodicamente. "Crescimento melhorado” significa melhor
acumulacdo de biomassa do meio de crescimento a temperatura

aumentada (50°C). O OD foi medido a 600 nm. Em todas as
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experiéncias apresentadas, o transformante de H. polymorpha
NCYC495 leu 1-1 (ScLEU2) foi wutilizado como uma cepa de
controle.

IITI. Cepas e métodos para a producdo do etanol a

partir de D—-xilose utilizando H. polymorpha dque superproduz

xiluloquinase

[0056] Em uma realizacao da invencéao, é
apresentada uma levedura produtora de etanol da espécie H.
polymorpha, em que a levedura foi modificada para ter uma
produgdo aumentada do etanol em um meio que tem a D-xilose
como uma fonte principal de carbono ao aumentar a guantidade
da expressdao da proteina xilulogquinase de H. polymorpha na
levedura. Em uma realizacgdo, a produgdo aumentada do etanol é
relativa aquela de uma cepa de controle que é uma H.
polymorpha do tipo selvagem, e em uma outra realizagdo a
produgdo aumentada é relativa aquela de uma cepa paterna de
H. polymorpha.

[0057] A produgdo do etanol pode também ser
aumentada ao aumentar a quantidade da expressdao de uma
proteina que tem uma seqiiéncia de aminocdcido com uma ou mais
delecdes, substituicdes, insercdes, inversdes, ou adigdes a
seqiiéncia de aminodcido de xiluloquinase de H. polymorpha, em
que a dita proteina é pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98%, ou pelo menos 99% idéntica a seqgiliéncia de
aminocdcido de xiluloquinase de H. polymorpha do tipo
selvagem.

[0058] Em uma realizacao, a expressao de
xiluloquinase ¢é aumentada ao aumentar o numero de cdépia do
gene de xiluloquinase de H. polymorpha (XYL3) em uma cepa de

H. polymorpha. Em uma realizacgdo adicional, o XYL3 é colocado
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sob o controle de um promotor ndo-nativo.

[0059] O promotor nédo-nativo pode ser, por
exemplo, mas sem ficar a ele limitado, um  promotor
constitutivo. Em uma realizacdo, o promotor nao-nativo é o
promotor do gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase)
de H. polymorpha.

[0060] O promotor ¢é selecionado, por exemplo,
entre promotores de GAPDH, PMAl (H+-ATPase de membrana de
plasma), TEF1l (fator de alongamento de translagao 1A), genes
PGKl (3- fosfoglicerato quinase).

[0061] O nuUmero de cédépia do gene XYL3 pode ser
aumentado, por exemplo, ao transformar uma cepa paterna de H.
polymorpha com um plasmidio que contém o ORF do gene XYL3 sob
o controle do promotor de GAPDH (GenBank # A Y550078). O
nimero de cdépia do gene HSP104 pode ser aumentado, por
exemplo, ao transformar uma cepa paterna de H. polymorpha com
um plasmidio que contém o ORF do gene HSP104 sob o controle
do promotor de GAPDH (GenBank # A Y550078). Os elementos
versados na técnica irdo reconhecer uma série de maneiras
para transformar H. polymorpha com o gene ou construto de
gene/promotor desejado.

[0062] As leveduras com expressdao aumentada de
xiluloquinase podem ser cultivadas em um meio contendo D-
xilose para produzir o etanol. Um método de obtengcdo do
etanol de acordo com uma realizagdo da invencao compreende as
etapas de cultivo da 1levedura com expressdao aumentada de
xiluloquinase em um meio de cultura contendo D-xilose para
fermentar a D-xilose, acumulacdo do etanol no meio, e coleta
do etanol do meio. A fermentacdo pode ser realizada, por

exemplo, na presenga de 12% de xilose a uma temperatura de 48
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- 50°C durante um periodo de tempo de um a trés dias em
condigdes semiaerdbicas (140 rpm).

IV. Realizacgbes Adicionais

[0063] Em uma realizacdo adicional da invencao,
um ou mais dos aspectos descritos na secdo I, na secao II, e
na segdo IIT podem ser utilizados em combinagdo para prover
uma cepa de H. polymorpha com a producgao aumentada do etanol
em D-xilose. Por exemplo, uma realizacdo pode prover uma cepa
de H. polymorpha em que o gene ATH]1 é inativo mas o gene XYL3
é superexpresso e/ou tem um numero de cdépia aumentado. Uma
outra realizagdo pode prover uma cepa de H. polymorpha com um
gene ATH1 inativo, superexpressdo e/ou numero de cdpia
aumentado do gene XYL3, e superexpressdo e/ou numero de cdpia
aumentado do gene HSP104. Ainda uma outra realizagdo prové
uma cepa de H. polymorpha com superexpressdo e/ou numero de
cépia aumentado do gene XYL3 e superexpressdo e/ou numero de
cédpia aumentado do gene HSP104. Ainda uma outra realizacgdo da
invengdo prové uma cepa de H. polymorpha com um gene ATHI1
inativo e nuUmero de cdépia aumentado e/ou superexpressdo do
gene HSP104.

[0064] Os elementos versados na técnica, com o
beneficio da presente descricao, irao reconhecer que
modificacdes adicionais podem ser feitas nas células
hospedeiras da invencao, o) que permite requisitos
nutricionais adicionais, a producdo alterada de etanol e/ou
de outros produtos quimicos.

[0065] Por exemplo, pode ser produzida uma cepa
de H. polymorpha apropriada para a produgcdo de etanol em um
meio em que a D-xilose é a fonte de energia principal por

qualquer combinacdo da expressdo aumentada da proteina de
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choque térmico 104, da desativacdo de ATH1 e da expresséao
aumentada de xilulogquinase. As modificacdes que Jj& séao
conhecidas dos elementos versados na técnica, assim como as
modificacdes desenvolvidas mais tarde, podem ser utilizadas
além daquelas aqui apresentadas.

Cepas e plasmidios

[0066] As cepas microbianas e os plasmidios
utilizados nas realizagdes da invencdo sdo apresentados na
Tabela 1.

TABELA 1

Cepas Descricgéo Fonte

Leul-1, deficiente
H. polymorpha
em B-isopropila
NCYC495 leul-1 ATCC, USA
malato
(ATCC MYA-335)
desidrogenase

Derivado de
NCYC495 leul-1 com
HSP104-8 Esta descricao
HSP104 sob

controle GAPDH

Derivado de
NCYC495 leul-1 com
Nathl-36 delegcdo do gene Esta descricao
ATH1 (trehalase de

adcido)

Derivado de Aathl-
36 com delecao do
gene ATHI1
NAathl-36_XYL3 Esta descricao
(trehalase de

dcido) e com um

gene HpXIL3
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adicional sob

controle GAPDH

Plasmidios

ORF do gene H.
polymorpha HSP104-
8 (proteina de
PK08+prGAP+HSP104Hp choque térmico Esta descrigéao
104) sob o
controle do gene

promotor GAPDH

Plasmidio para
PAATH1HP delecdo do gene Esta descricao
ATH1

Plasmidio para
adicdo do gene H.
polymorpha
PXYL3 Esta descrigéo
xiluloquinase XYL3
dirigido pelo

promotor GADPH

Meio e Condig¢des de cultura

[0067] ) meio e as condicgdes de cultura
utilizados nas experiéncias para as realizagdes da invencéo
sdo tal como apresentado abaixo, a menos que sejam indicados
de outra maneira em exemplos especificos. As leveduras
crescem em um meio a base de nitrogénio sintético (YNB)
suplementado com xilose como Unica fonte de carbono e energia
(2%) a 37°C. Os cultivos em meio liquido foram realizados em
40 ml do meio com 12% de xilose em frascos de agitacéo
Erlenmeyer de 125-ml em um agitador a 37 ou 48°C. As

condigdes de oxigénio limitado foram providas por agitacdo a
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135 - 140 rpm. A densidade da célula inicial depois da
inoculacdo é ~ 2 mg de peso seco x mll. Os meios sé&o
inoculados com culturas pré-desenvolvidas em 80 ml de meio
YPX (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 8% de xilose)
no cultivo em frascos de 300 ml com agitacdo a 220 rpm até a
fase de crescimento médio-exponencial. As células para
inoculagcdo sdo recolhidas por meio de centrifugacdo, lavadas
com Aagua e concentradas para obter a densidade inicial
mencionada acima.

[0068] Os elementos versados na técnica iréao
reconhecer que outros meios podem ser utilizados, dependendo
das condigdes de crescimento desejadas e da composigdo do
material 1lignoceluldésico a ser utilizado como um material
bruto para a fermentacgéo.

Enzimas, primers e produtos quimicos

[0069] Um fragmento que contém o ORF de HpHSP104
foi isolado por PCR de DNA gendmico da cepa CBS 4732 leu2-2
utilizando os primers A29: 5'-
CCCCATATGGATCAATCACAATTTACCGACAGAGC-3"! e A30: 5'-
GAACGGCCGCTCAGTCCAAATCTGGAG-3"'. Os sitios de restricdo Ndel e
NotdJ foram incorporados nos primers A29 e A30,
respectivamente, para prover uma orientacdo correta do
fragmento de PCR isolado (o ORF de HpHSP104) no sitio
correspondente do plasmidio pKO8-GAPpr (descricdo e esquema
linear do plasmidio: consultar o artigo da autoria de
Voronovsky A. Y. et al., "Expression of xylA Genes Encoding
Xylose 1Isomerases from Escherichia Coli and Streptomyces
coelicolor in the Methylotrophic Yeast Hansenula polymorpha"
FEMS Yeast Res 5(11): 1055-62 (2005)). Enzimas de restricéao,

enzimas de modificacdo de DNA e outros reagentes foram
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obtidos Jjunto a New England Biolabs, USA, Sigma, USA e
Fermentas, Lituénia.

[0070] As condigdes de reacdo empregadas foram
tal como recomendado pelos fornecedores. O DNA gendmico da H.
polymorpha foi isolado utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega, USA). As endonucleases de restricdo e
a ligase de DNA (Fermentas, Lituédnia, e New England, Biolabs,
USA) foram utilizadas de acordo com as especificagdes do
fabricante. O isolamento do plasmidio de E. coli foi
realizado com o Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega, EUA). Os fragmentos de DNA foram separados
em 0,8% de gel de agarose (Fisher Scientific, USA) em 1 x TAE
(Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York,
1989). O isolamento dos fragmentos do gel foi realizado com o
kit DNA Gel Extraction (Millipore, USA). A amplificacdo dos
ORFs de HSP104 e do promotor de HpGAP foi feita com Platinum®
Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, USA), de acordo
com a especificacdo do fabricante. Os PCRs foram realizados
no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 de (Applied
Biosystems, USA). Com o Dbeneficio desta descricéo, os
elementos versados na técnica irdo reconhecer que as
transformagcdes e os isolamentos podem ser realizados por
qualquer um dentre uma variedade de materiais e de métodos
conhecidos.

Transformacao

[0071] Os elementos versados na técnica iréo
reconhecer que existem varios métodos para a transformacdo da
H. polymorpha. Por exemplo, pode ser utilizado o método de

eletroporagcdao relatado em (Faber, K.N., et al., " Highly-
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efficient Electrotransformation of the Yeast Hansenula
Polymorpha" Curr. Genet. 25: 305-310 (1994)). A transformacéao
que utiliza células intactas também pode ser eficaz
(Roggenkamp R. et al., "Transformation of the methylotrophic
yeast Hansenula Polymorpha by autonomous replication and
integration vectors" Mol. Gen. Genet. 202: 302 - 308 (1986)).

Construcgdo do Plasmidio

[0072] Os plasmidios recombinantes contendo
HSP104 ORF de H. polymorpha dirigidos pelo promotor de
gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase (GAPDH) de H. polymorpha
(GenBank#A Y550078), e também incluindo o gene de
Saccharomyces Cerevisiae LEU2, isolado do plasmidio Yep 13,
foram construidos na base do plasmidio pKO08-GAPpr (Voronovsky
A. Y. et al., "Expression of xylA Genes Encoding Xylose
Isomerases from Escherichia Coli and Streptomyces coelicolor
in the Methylotrophic Yeast Hansenula polymorpha" FEMS Yeast
Res 5(11): 1055-62 (2005)). A construcdo do plasmidio pKO08-
GAPpr € aqui relatada.

[0073] O plasmidio pKO0O8+prGAP+HSPIO4Hp (Figura
1) foi linearizado por BamH I e utilizado para a
transformacdo das células de H. polymorpha da cepa NCYC 495
leul-1. Isto permitiu isolar os integrantes Leu' que contém o
recombinante HpHSP104 ORF dirigido com o promotor de HpGAPDH.

[0074] O plasmidio recombinante pAATHl1Hp foi
utilizado para a delegao do gene de H. polymorpha ATHl na
cepa NCYC 495 leul-1, tendo por resultado a criacdo da cepa
NAathl-36.

Ensaio de etanol

[0075] kit "Alcotest" (Gonchar, M.V., Maidan,

M.M., Sibimy, AA "A new oxidase-peroxidase kit "Alcotest" for
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ethanol assays in alcoholic beverages" Food Technol
Biotechnol. 39: 37 - 42 (2001)) foi utilizado para os ensaios
de etanol.

EXEMPLOS

[0076] Os exemplos a seguir se prestam a
orientar os elementos versados na técnica na préatica da
presente invencdao. Eles ndo devem ser interpretados como

limitadores do ambito da invencdo, o qual é definido pelas

reivindicacdes.

Exemplo 1

[0077] O Exemplo 1 descreve a produgdao de
transformantes de H. polymorpha contendo o recombinante

integrado HpHSP104. A sequéncia do gene H. polymorpha HSP104
(HpHSP104), que codifica a proteina de choque térmico 104,
foi obtida junto ao banco de dados do genoma de H. polymorpha
(Rhein Biotech gmbH). Um fragmento de 2,685 kb que contém o
ORF do HpHSP104 foi isolado por PCR do DNA gendmico da cepa
CBS 4732 leu2-2 utilizando os primers A29 5'-
CCCCATATGGATCAATCACAATTTACCGACAGAGC-3"! e A30 5'-
GAACGGCCGCTCAGTCCAAATCTGGAG-3"'.

[0078] O produto de PCR resultante (o ORF de
HpHSP104) foi tratado com as endonucleases de restrigdo Ndel
e NotI que flanqueiam o produto. O produto PCR de 2,685 kb
Ndel/NotI foi 1ligado com o plasmidio Ndel/NotI-linearizado
pPKO8-GAPpr. Isso resultou no construto pKO08+prGAP+HSPIO4Hp. O
construto contém o ORF de HpHSP104 dirigido com o promotor H.
polymorpha GAPDH (GenBank#AY550078) . Além disso,
PKO8+prGAP+HSPIO04Hp contém o gene Saccharomyces Cerevisiae
LEU2 (ScLEUZ2) .

[0079] O plasmidio pKO8+prGAP+HSP1 04Hp foi
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utilizado para a transformacdo da cepa H. polymorpha NCYC 495
leul-1 por meio de eletroporacgéao.

[0080] Os integrantes que contém tanto o ScLEU2
quanto o gene recombinante HpHSP104 foram selecionados entre
os transformantes resultantes de Leut+. Isso foi feito por PCR
utilizando DNA gendmico dos transformantes como um modelo e
os primers correspondentes para o) promotor GAPDH e
extremidade 3’ de HpHSP104 ORF (primer anterior A58 5'-
CGCGAGCTCCCAATTATCATTAATAATCAC-3' e primer posterior A30 5'-
GAACGGCCGCTCAGTCCAAATCTGGAG-3'.) e ScLEU2 (primer anterior
I525: CGGCTGCAGGAGAACTTCTAGTATATCTACATAC e primer posterior
IS26: TATCTGCAGCTACGTCGTTAAGGCCGTTTCTG) . Os recombinantes
foram isolados em consequéncia do trabalho.

Exemplo 2

[0081] ) Exemplo 2 relata os testes de
termotoleréncia e de produgdo de etanol nos transformantes de
H. polymorpha produzidos no Exemplo 1. Os transformantes
cresceram em um meio YNB com 12% de xilose como fonte de
carbono com aeragdo restrita (140 rpm) a 50°C. A Tabela 2
inclui uma comparagao entre a termotoleréncia dos
transformantes e aquela de NCYC 495 leul-1 a 50°C. A Tabela 3
inclui uma comparacdo entre a producdo de etanol dos
transformantes e aquela de NCYC 495 leul-1 a 50°C.

Tabela 3 - Producdo de etanol (mg/ml) com os
transformantes de H. polymorpha que contém o gene

recombinante integrado de HpHSP104; meio YNB, 12% de xilose.

Dia HSP104-8 Leu (controle)
1 0,87 0,26
2 0,9 0,185
3 0,87 0,111
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4 0,44 0,003
5 0,38 0,003
Exemplo 3
[0082] O Exemplo 3 descreve a produgdao de

transformantes de H. polymorpha em que o gene ATH1 (trehalase
de &cido) foi parcialmente suprimido. 2,507 kb de ATHI ORF
foram suprimidos pela transformacdo da cepa NCYC 495 leul-I
com a supressao do cassete ATHI; o cassete foil amplificado do
plasmidio AATH1Hp ustilizando 0os primers: A4l
CCCAAGCTTATACCTTCACTAACATACCAGTGGAC e
A44CGGGTCGACTCTCTGCGACATAATAAGCTG.

Exemplo 4

[0083] 0 Exemplo 4 relata os testes de
termotoleréncia e de produgdo de etanol nos transformantes de
H. polymorpha produzidos no Exemplo 3. A Tabela 4 inclui uma
comparagdo entre a termotoleréncia dos transformantes e
aquela de NCYC 495 leul-1. A Tabela 5 inclui uma comparagao
entre a produgdo de etanol dos transformantes e aquela de
NCYC 495 leul-1 a 50°cC.

Tabela 5 - Produgdo de etanol (mg/ml) com os
transformantes de H. polymorpha contendo um gene HpATHI

inativo; meio YNB, 12% de xilose; 50°C:

Dia Nathl-36 Leu (controle)
1 0,9 0,26
2 0,9 0,185
3 0,79 0,111
4 0,44 0,003
5 0,44 0,003
Exemplo 5
[0084] O Exemplo 5 descreve a produgdao de
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transformantes de H. polymorpha contendo um gene recombinante

integrado HpXYL3 e possuindo um gene HpATHI inativo.

[0085] Aathl-36 foi utilizado como cepa
recipiente para a transformagdo com o plasmidio pGLG61
+prGAP+XYL3Hp. Os integrantes que contém o gene recombinante
HpXYL3 foram selecionados entre os transformantes resistentes
de genetecina resultantes. Isso feito por PCR utilizando o
DNA genbdmico dos transformantes como um modelo e 0s primers
correspondentes para o promotor GAPDH e o recombinante HpXYL3
(anterior A58 5'-CGCGAGCTCCCAATTATCATTAATAATCAC-3" e
posterior K9 5'-TTTGCGGCCGCTTAAGACTCTAATTTTTG-3'. 2,507 kb de
ATH1 ORF foram suprimidos pela transformagcdo da cepa NCYC 495
leul-1 com a supressdo do cassete ATHI; o cassete foi
amplificado do plasmidio AATHl1Hp utilizando os primers: A4l
CCCAAGCTTATACCTTCACTAACATACCAGTGGAC e Ad4
CGGGTCGACTCTCTGCGACATAATAAGCTG.

Exemplo 6

[0086] Considerando o fato que as realizacgdes
particulares da presente invencdao foram descritas para fins
da ilustracdo, ficard evidente aos elementos versados no
estado da técnica que numerosas variacdes dos detalhes da
presente descricdo podem ser feitas sem que se desvie da
invencdo, tal como definido nas reivindicag¢des anexas. As
patentes e publicagdes aqui discutidas devem ser vistas como
indicadoras do nivel de habilidade no estado da técnica,
embora nenhum reconhecimento seja feito de que qualquer
documento é uma referéncia a técnica anterior.

[0087] A presente descricdo apresenta diversas
caracteristicas e aspectos diferentes da invencdo com

referéncia as varias realizacbes exemplificadoras. Deve ser
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compreendido, no entanto, que a invencdo engloba numerosas
realizacdes alternativas, que podem ser feitas pela
combinacéo de qualquer um dentre as diferentes
caracteristicas e aspectos aqui descritos em qualquer
combinagcdo que um elemento versado no estado da técnica deve
julgar util. Todas as patentes e publicacdes anteriores séao
aqui incorporadas a titulo de referéncia. Até o ponto em que
o material incorporado entra em conflito com as definigdes e
indicacdes existentes, ou com outro material da descricao
apresentado nesta descricdo, a descrigcdo tal como aqui
determinada substitui explicitamente qualquer material

conflitante incorporado a titulo de referéncia.
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REIVINDICACOES

1. METODO PARA A PRODUCAO DE ETANOL,
caracterizado por compreender as etapas de:

a) cultivo da levedura isolada da espécie Hansenula
polymorpha em um meio a fim de produzir e acumular etanol no
meio, sendo que a levedura compreende pelo menos uma
modificacdo selecionada do grupo que consiste em

(a) um gene ATH1l inativo (trealase &cida) formado
por uma interrupgdo do gene ATH1 provocada pelo homem; ou

(b) superexpressdo do gene da proteina de choque
térmico 104 de H. polymorpha dquando comparada com uma cepa
paterna, em dgue a superexpressdao ¢é realizada através da
insergdo de um promotor ndo-nativo para conduzir a expressao
do referido gene de choque térmico 104 ou inserindo varias
cédpias do gene de choque térmico 104 na levedura; e

b) coleta do etanol do meio.

2. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pela dita produgdo ocorrer a uma temperatura
maior do que 48°C.

3. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo dito gene ATHl1 ser inativo devido a
mutacdo, interrupcdo, delecdo parcial e / ou delecdo do gene

ATH1 da referida levedura.
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