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“LEVEDURA GENETICAMENT% MODIFICADA DA ESPECIE
ISSATCHENKIA ORIENTALIS E ESPECIES( ESTREITAMENTE RELACIO-
NADAS E PROCESSOS DE FERMENTAGAO UfILIZANDO AS MESMAS”

Esta invencdo se deu sob o contrato n°‘DE—FCO7—02
ID 14349 com o Departameﬁto de Energia dos Estados Unidos. O
Governo dos Estados Unidos tem certos direitos sobre esta
invencgao. |

Este pédido reivindica beneficio da Pedido de Pa-
tente Proviséria US 60/686899, depositado em 2 de Jjunho de
2005. | |

| Esta invencdo se refere a certas espécies de leve-
dura geneticamente modificadas.

Alguns écidos orgéniéos, como acido latico sédo fa-
bricados através de um proéesso de fermentacdo industrial. A
fermentacdo é realizada utilizando varios tipos de espécies
bacterianas, gque cbnsomem aclicares (principalmente glicose)
e converter estes aclcares ao acido desejado.

Ha varios motivos pelos quais seria desejavel de-

senvolver uma levedura ou fungo biocatalizador para a produ-

cdo de acgucar a partir de substratos acidos orgadnicos. Mui-
tas bactérias séo incépazes dé sintetizar alguns doé aminod-
cidos ou proteinas que necessifam paré crescer e metabolisar
acgucares ‘eficientemente. Coﬁo resultado,- muitas vezes as
bactérias devem ser alimentadas com um pacote'de nutrientes
de certo modo complexo. Isso aumenta a despesa direta neées—
sdria para operar a fermentagdo. A crescente complexidade do
caldo féz com que seja mais dificil para recuperar o produto

de fermentacdo razoavelmente puro, assim os maiores custos
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operacionais e de capital sao necessdrios para recuperar O
produto. Por outro lado, muitas espécies de levedura podem

sintetizar seus aminoacidos ou proteinas necessarias a par-

tir de compostos de nitrogénio inorgénico. Elas freqliente-

mente crescem e fermentam bem no chamado meio "definido",
que séao simplificados, muitas vezes meﬁos caros e apresentam
meﬁos dificuldades nas operacdes de recuperacdo do produto.
Outra razdo pela qual as leveduras sao de intereéj
se como um biocatalizador para a prédugéo dcido orgénico tem
a vericom.a natureza do pfoduto em si. Parabter um processo
economicamente viavel, uma alta concentracgdo do produto &ci-
do orgénico deve se acumular na férmentégéo'do caldo. Além

das habituais preocupagoes de tox1c1dade (o produto de fer-

~mentagao pode ser tox1co para o blocatallzador quando pre-

sente em concentracdes elevadas), mais uma preocupagao com
acidez existe quando .a fermentagéo(éjlﬂn produto &cido. O
meio se tornafé cada vez mais acido a medida que mais do a-
cido orgédnico é produzido. A maioria das .bactérias que pro-
duzem esses &acidos orgénicos ndo atua bem em ambientes for-
temente &cidos ou néo-sobrevive sob essas condigdes ou entao
produz o produto tao lentamente fazendo com gue seja econo-
micamente inviavel.

Por‘este motivo, os.processos'comerciais de fer-
mentagéo‘écida sdo tamponados por meio da adigéo.de um agen-
te que neutraliza o 4cido a medida que o mesmo é formado.
Isto mantém o caldo a ou perto de bH neutro e permite que as

bactérias crescam e produzam de forma eficiente. No entanto,
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isso converte o &cido em um éal, que posteriormente deve ser
dividido para obter o produto desejado na sua forma acida.

O agente tamponador mais comum €& um composto de
cédlcio, que neutraliza os 4&cidos orgénicos para formar o
corresandente sal de cdlcio. Apdés o sal de calcio ser recu-
perado a partir do caldo de fermentagdo, ele é dividido pela
adicdo de um &cido mineral, normalmente dcido sulfurico, pa-
ra regenerar oS écidos orgénicos e insoluveis e formar um
sal de calcio do &cido mineral. Este processo envolve, por-
tanto, custo direto para o agente tampdo e &acido mineral,
bem como os custos de tratamento e eliminacdo do subproduto

sal de célcio indesejado. Estes custos podem ser reduzidos

-ou eliminados, se o biocatalizador pudesse crescer e produ-

zir de forma eficiente sob condig¢des de menor pH.

Espécies de levedura tém sido consideradas como

“candidatas para tais baixo pH fermentacdes. Muitas espécies

naturalmente levedura fermentar hexose agﬁcares ao etanol,
mas poucos ou nenhuns naturalmente desejado produzir &acidos
orgénicos, como 4cido latico. Esforcos tém sido feitos para
médificar geneticamenfe diferenteé espécies de levedura para
inserir um ou mais genes‘que permitirdo a célula produzir
dcido latico. A fim de desviar o metabolismo do agucar para
producdo de etanol a partir da produgao de écidé latico, es- .
sas células também foram geneticamente modificadas para des-
naturar ou excluir os genes nativos piruvato descarboxilase
(PDC) . Este trabalho & descrito;’ por exempl@, em WO
99/14335, WO 00/71738 Al, WO 02/42471 A2, WO 03/049525 A2,

WO 03/102152 A2 e WO 03/102201A2. Grande parte dos esforgos
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descritos-nestas diversas publicacdes se concentram em espé-.
cies Kluyveromyces, como K. marxianus, e certas espécies
classifiéadas'sob 0. género Candida,}como C. sonorensis e C.
methanosorbosa.

Resta o desejo de proporcionar ainda melhores bio-
catalizadores paré processos de fermentagdo de dcido orgéni-
co. Um bio;atalizador para estes processos de fermentagao
pode desejavelmente atingir alta produtividade volumétrica e
especifica; um elevado rendimento do &acido desejadb do subs-
trato organico fermentagdo, a capacidade de crescer e produ-
zir com eficiéncia razbével sob condicgbes acidas; e a capa-
cidade de crescer e produzir com razoavel eficiéncia sob
condicdes microaerdbicas e sobretudo anaeré-bicas. O bioca-
talizador preferivelmente pode alcancar estes resultados u-
sando um meio simplés definido. Em .um aspecto, esta é uma
invencdo de células de levedura geneticamente modificadas de
uma determinada espécie dentre Issatehenkia orienta-
lis/Pichia fermentans clado que tenham pelé'menos um gene
lactato desidrogenase exdégeno integrados em seu genoma.

_Esta invengdo é também um processo de fermentacgdo
no qual uma célula de levedura geneticamente modificada de
primeiro aspecto e cultivada sob condigdes de fermentagao em
uma caldo de fermentaQéo que inclui um agucar férmentével
para a produgdo de dcido latico ou de um sal.

Esta invenééo & também um processo de fermentagao
em que uma célula de lévedura geneticamente modificada de
primeiro aspecto é cultivada sob condicgdes dé fermentacdo em

um caldo de fermentacdo que inclui um acgucar fermentdvel pa-
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ra a produééo de &cido latico ou de sal, onde o pH do Caldo
de fermentacdo durante pelo menos uma parte do periodo de
fermentacdo estéd na faixa de entre cerca de 1,5 a cerca de
4,5.

Descobriu-se surpreendentemente que as células mo-
dificadas da invengdo apresentam uma excélente toleradncia a
pH moderadamente baixo; condig¢des de titulo elevado de &cido
latico, e pode crescer e prodﬁzir dcido latico em boas taxas

em um meio ndo tamponado, mesmo sob condigdes anaerdbicas ou

quase-anaerdbicas.

Além disso,

cem bem no meio definido.

as células modificadas cres-

A Figura 1 é um diagrama ilustrando plasmideo
pMI318. |

A Figura um diagrama ilustrando plasmideo
pMI320.

A Fiéura um diagrama ilustrando plasmideo
pMI321. |

A Figura um diagrama ilustrando plasmideo
pMI355.

A Figura um diagrama ilustrando plasmideo
pMI356.

A Figura um diagrama ilustrando plasmideo
pMI357.

| A Figura um diagrama ilustrando plasmideo

pMI319.

A Figura um diagrama ilustrando plasmideo

pMI433.
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A levedura geneticamente modificada da invengdo é

produzida através da execucdo de certas modificacdes genéti-
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cas para uma célula de levedura hospedeira. A célula hospe-
deira é de uma espécie incluidas no grupo I. orientalis/P.
Fermentans clado. Este clado é o mais terminais clado que
contenha, pelo menos, as espécies Issatchenkia orientalis,
Pichia galeiformis, Pichia sp. YB-4149 (designacdo NRRL),
Candida ethanolica, P. deserticola, P. membranifadens e P.
Fermentans. Os membros do clado I. Orientalis/P. Fermentans
sdo identificados pela analise do dominio variavel D1/D2 do
DNA ribossémico 26S de espécies de levedura, utilizando o
método descrito por Kurtzman e Robnett em "Identification
and Phylogeny'of Ascomycetous Yeasts from Analysis of Nucle-
ar Large Subunit (26S) Ribosomal DNA Partial Sequences", An-

tonie van Leeuwenhoek 73:331- 371, 1998, incorporados neste

- documento por referéncia. Ver especialmente a pag. 349. A

analise do dominio variavel D1/D2 do DNA ribossémico 26S de
centenas de ascomycetes revelou que o clado I. orientalis/P.
Eérmentané contém muitas espécies estreitamente relaciona-
das. Os membros do clado I. orientalis/P. Fermentans apre-
sentam maior similaridade no dominio varidvel D1/D2 do DNA
ribossémico 26S aquele de outros membros do clado do que a-
guele das espécies de levedura fora do clado. Portanto, ou-
troé membros do clado I. orientalis/P. Fermentans podem ser
identificados por comparagdo dos dominios D1/D2 do seu res-
pectivo DNA ribossémico e comparando aquele de outros mém—
bros do clado e espécies estreitamente relacionadas fora do
clado, utilizando Os‘ﬁétodos de‘Kurtzman e Robnett’s.

‘ Quandovcaracterizada pela primeira vez, a espécie

I. orientalis foi atribuido o nome Pichia kudriavzevii. O
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anamorfo (forma assexuada), de I. orientalis é conhecido co-
mo Candida krusei.

Uma célula hospedeira particularmente adequada é
I. Orientalis cepa ATCC 32196. Outra célula hospedeira par-
ticularmente adequado é a cepa ATCC PTA-6658 de I. orienta-
lis. |

A célula da invencdo contém pelo menos um gene
lactato desidrogenase funcional e exdégena (LDH) genes inte-
grado em seu genoma. Um gene LDH é qualquer gene que codifi-
ca para uma enzima lactato desidrogenase, ou seja, um que
tenha atividade dé lactato desidrogenase. "Atividade de lac-
tato desidrogenase" refere-se a capacidade das proteinas de
catalisar a reagdo de piruvato a lactato. Enzimas lactato
desidrogenase incluem (mas ndo estéao limitadas a) aquelas
ciaséificados pela Enzyme Commission numeros 1.1.1.27 e
1.1.1.28.

Nesfe contexto, "exdgeno" significa que o material
genético em estudo (neste caso, O gene LDH), n&do é nativo
para a cepa hospedéira. O termo "nativo* é usado aqui com
relacdo ao material genético (por exemplo, um gene, promotor
ou terminador), que sao eﬁcontrados (além das mutagdes indi-
viduo-a-individuo que ndo afetem a fung&o) dentro do genoma
do tipo nativas de células da-célula hospedeira.

O gene LDH poderd permitir que a célula modificada
produza tanto o estereoiséﬁero dcido L- como D-latico. E
possivel que as células modificadas da invengao contém tanto
L-e D-genes LDH, e assim é capaz de produzir tanto acido la-

tico estereoisdémeros. No entanto, é preferido que apenas OsS
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genes L- ou apenas D-LDH estejam presentes, de modo que a
célula produza um produto acido latico mais opticamente pu-
ro.

Genes LDH adequados incluem aqueles obtidos a par-
tir de fontes de bactérias, fungos, leveduras ou mamiferos.
Exemplos especificos de genes L-LDH sdo aqueles obtidos a
parpir de fontes Lactobécillus helveticus, L. casei, Bacil-
lus megaterium, Pediococcus acidilactici, Rhizopus oryzae e
bovina, como Bos Taurus. Exemplos especificos de genes D-LDH
sdo as obtidas a'partir de genes de L. helveticus, L. john-
sonii, L. bulgaricﬁs, L. delbfueckii, L. plantarum, L. pen-
tosus e P. acidiléctici. Os genes funcionais que sao idéntir>
cos a esses genes L-LDH ou D-LDH ou que tém indices de iden-
tidade de, pelo menos, 35%, 60%, 70% ou 80% em relacdo a
tais  genes no nivel de aminoadcido s&o adequados. Os genes
nativos obtidos a partir de qualquer uma destas fontes podem
ser submetidbs a mutagénese, sé necessario, para fornecer
uma seqiiéncia de codificagao comeéando com o cbddon de parti-
da eucaridético habitual (ATG), ou para outros fins. Um gene
preferido L-LDH é aquele que ¢ obtido a partir de L. helve-
ticus ou aquele que tem um indice de identidade‘relativova

tal gene de, pelo menos, 35%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%‘ou

oo

Outro gene L-LDH preferido é aquele que € obtido a par-
tir de B. megaterium ou aqﬁele que tém um indice de identi-
dade de, pelo menos, 35%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90% ou 95%, em
cémparagéo com esses genes. Outro geﬁe L-LDH preférido é a-
qﬁele que é obtido a partir de Bos Taurus ou aquele que tem

um indice de identidade de, pelo menos, 35%, 60%, 70%, 80%,
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85%, 90% ou 95%, em comparagdo COm esses genes. Um gene D-
LDH preferido é aquele que & obtido a partir de L. helveti-
cus ou aquele que tem um indice de identidade de, pelo me-
nos, 45%, 60%, 70%, 80%, 85%,“90% ou 95%, em comparag¢ao com
esses genes.

| Os indices de identidade de seqiiéncias de aminoa-
cidos de DNA,-RNA ou proteinas sdo, para efeitos 'da presente
invengao, calculadps utilizando o software BLAST versao
2.2.1 com paradmetros padrdo. Genes LDH particular-mente ade-
quados incluem aqueles que codificam para uma enzima com uma
seqliéncia de aminoacidos que tem um indice de identidade de,
pelo menos, 60%, sobretudo de pelo menos, 80%, 85% ou 95%,
em‘cémparagéo'com a seqiiéncia identificada como SEQ. ID. NO.
93 (que aparecé como SEQ. ID. NO. 45 em WO 03/049525) ou
éomparada com aquela identificada como SEQ. ID. NO. 94 (que

aparece como SEQ. ID. NO. 49 em WO 03/049525). Genes LDH

particularmente adequados incluem também aqueles que codifi-

cam uma enzima com uma proteina que tem uma seqiéncia de in-

dice de identidades de, pelo menos, 60%, 80%, 85% ou 95%, em
comparacdo com SEQ. ID. NO. 95 ou SEQ. ID. NO. 96 (que apa-
recem como SEQ ID. NO. 46 e 50, respectivamente, em WO
03/049525) .

A célula transformada pode conter um uUnico gene
LDH ou diversos genes LDH, tal como a partir de 1 a 10 genes
LDH, especialmente a partir de 1 a 5 geneé LDH. Quando as
células transformadas contém vadrios genes LDH, os geﬁes in-
dividuais podem ser cépias dos mesmos genes, ouvincluir cob-

pias de dois ou mais genes LDH diferentes. Varias coépias de
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genes LDH exdgenos podem ser integrados em uma unica locali-
zacdo (de modo que sejam adjacentes uns aos outros), ou em
varios locais dentro do genoma da célula hospedeira.

Os genes LDH exbégenos estdo sob o controle trans-
cricional de um ou mais promotores e um ou mais terminais,
que sdo funcionais na célula de ievedura modifi-cada. Con-
forme utilizado néeste documento, o termo "promotor" refere-
se a uma sequéhcia ndo traduzida situada no sentido acima
(ou seja, 5’) em relacdo ao cdédon de inicio de tradugdo de
um gene estrutural (geralmente dentro de aproximadamente 1
para 1000 pb, preferivelmente 1-500 pb, especialmente 1-100
pb), qué ¢controla o inicio da transcrigéo do gene estrutu-
ral. Do mesmo modo, o termo "terminador" refere-se a uma se-
giiéncia ndo traduzida localizado no sentido abaixo (ou seja,
3’7) em relacdo ao cédon de término de tradugdo de um gene
estrutural (gerél—mente dentro de aproximadamente 1 para
1000 pb, mais tipicamente 1-500 pares de base e especialmen-
te 1-100 pares de base) e que'contfola o fim da transcricao

dos genes estruturais. Um promotor ou terminador é "operati-

~vamente ligado" a um gene estrutural se a sua posicdo no ge-

noma em relacdo aquela do gene estrutural for tal que o pro-
motor ou terminador, consoante o caso, desempenhe a sua fun-
cdo de coﬁtrole transcricional.

| As.sequéncias promotoras e‘terminadoras podem ser
nativas para I. orientalis ou exégenaé a célula. Seqgiiéncias
promotoras e terminadoras ﬁtéis incluém-aquelas que sdo mui-
tQ idénticos (isto é, tém um indice de identidade de 90% ou

mais, especialmente 95% ou mais, a maioria preferivelmente
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99% ou mais) em suas porgéés funcionais, em comparagao com
as porg¢des funcionél das segiiéncias prbmotoras e terminadoras,
respectivamente, que sdo nativas a célula hospedeira, espe-
cialmente quando a insercdo dos genes exdgenos dirige-se a
um local especifico no genoma da célula.

Um tipo adequado de promotor tem um indice de i-
dentidade de, pelo menos, 90%, 95% ou 99% em relagdo a um
promotor que é nativo para um gene de levedura. Um tipo mais
adequado de promotor tem um indice de identidade dé,‘pelo
menos, 90%, 95% ou 99% em comparagdo a um gene promotor que
é nativo para a célula hospedeira. Promotores particu-

larmente tGteis incluem promotores de piruvato descarboxilase

" (PDC) de levedura, fosfoglicerato quinase (PGK),‘e genes fa-

tor-1 de alongamento de transcrigdo (TEF-I), especialmente a
partir dos respectivos genes I. orientalis. Um.promotor es-
pecialmente util inclui a porgéao funcional de um promotor de
um gene PGK de I. Orientalis.

Um tipo adequado de terminador tem um indice de
identidadé de, pelo menos,_90%, 95% ou -99% em comparagéo'com
um terminador de um gene que € nativo para uma levedura. O
terminador pode ter um indice de identidade de, belo’menos,
90%, 95% ou 99% homdélogo a uma terminagdao de um gene que é
nativo para a célula hospedeira. Terminadores particu-
larmente uteis incluem terminadores de genes de piruvato
descarboxilase (PDC) de levedura, xilose redutase, (XR), xi-
litol desidrogenase (XDH} ou iso-2-citocromo ¢ (CYC), ou um
ﬁerminador da familia gaiactose de genes em levedura, espe-

cialmente o chamado terminador GAL10. ‘Um terminador funcio-
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nal especialmente preferido inclui uma porcdo de um termina-
dor para um gene PDC da.célula hospedeira.

A utilizagéd dos promotores e terminadores nativos
(para a célula hospedeira), Juntamente com as respectivas
regides de acompanhamento sentido acima e sentido abaixo,

pode permitir a integracdo alvejada do gene LDH em locais

"especificos da célula hospedeira do genoma, e para a inte-

gragéo simultdnea do gene LDH e supressdo de um outro gene
nativo, como, por exemplo, um gene PDC.

E.poésivel que diferentes genes LDH exdgenos este-
jam sob o controle de diferentes tipos de prémétores e/ou
terminadores.

O gene LDH exégeno pode ser integrado aleatori-
amente na célula hospedeira do genoma ou inserido em um ou
mais iocais diréciqnados. Exemplos de locais segmentados in-
cluem o local de um gene gque é desejavelmente suprimido ou
desnaturado, como um gene PDC. A integracdo no local do PDC
pode ser conseguida‘com ou sem supressao ou desnatﬁragéo do
gene PDC nativo, mas €& geralmente preferido desnaturar ou
supiimir o gene PDC, de modo que as células modificadas pro-
duzam menos etanol.

A célula hospedeira pode conter mﬁltipios genes
PDC. As células I. orientalis nativas, por exemplo, contém
dois genes PDC, que aqui s&o designados como IoPDClA e I-

oPDC1B. Em algumas cepas, incluindo ATCC PTA-6658, os mesmos

- sdo visualizados como bandas HindIII ~ 8 kbp e ~ 10 kbp,

respectivamente, sob a anadlise Southern do organismo do tipo

nativo. Outras cepas I. orientalis, tais como ATCC 32196,
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parecem ter dois alelos que produzem bandas de dimensdo se-
melhante. Quando a célula hospedeira contém varios genes
PDC, é preferido suprimii ou desnaturar pelo menos um deles
e mais preferido desnaturar todos eles, uma vez que isto
destréi a capacidade da célula de peruzir etanol. Assim, em

I. orientalis, é preferido desnaturar o gene IOPDClA ou I-

OPDC1B e mais preferido suprimir ou desnaturar tanto o gene

IoPDC1A como O gene IoPDC1B.
| Entende-se por "deletar ou desnaturar" que toda a
regiao codificadora do gene é eliminada (delegéo), ou o gene
ou a sua regido promotora e/ou terminadora’é modificada (co-
mo por delegéo, insergéo, ou mutacdo), a fim de que o gene
j& ndo produza umé enzima ativa, ou produza uma enzima com
atividade gravemente reduzida. A delegdo ou desnaturacdo po-
de ser realizada por métodos de engenharia genética, evolu-
cdo forcada ou mutagénese e/ou de selecdo ou triagem. A for-
ma preferida de realizar a mesma € substituir o gene PDC com
uma fita contendo uma gene LDH, como.descritos mais detalha-
damente sentido abaixo.
A modificacdo genética da célula hospedelra é rea-

lizada em uma ou mais etapas atraveés da concepgao e constru-

~gao dos vetores adequadas e transformacdo da célula hospe-

deira com esses vetores. Os métodos de transformagao por e-
letropofagéo e/ou quimica (como os baseados em cloreto de
cadlcio ou acetato de litio) podem ser usados. Os métodos pa-
ra transformar as cepas de leveduras para inserir um gene
LDH exbégeno sdo descritos em WO 99/14335, WO 00/71738, WO

02/42471, WO 03/102201, WO 03/102152 e WO 03/049525; esses
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métodos sdo geralmente aplicéveis para transformar células
L. orientalis, de acordo com esta invengdo. Os vetores podem
tanto ser cortados com enzimas de restricdo especiais ou u-
tilizados como DNA circular.

Em geral, um vetor é preparado de modo a conter o
gene LDH associado e as seqiiéncias promotoras e terminado-
ras. O vetor pode conter sitios de restrigdo de varios tipos
de. linearizacdo ou fragmentagdo. Os vetores poderdao igual-
mente incluir uma porgao estrutural central (comd para a
propagacdo em E. Coli) muitas das quais sdo convenientemente
obtidas a partir de wvetores leveduras ou bactérias comerci-
almente disponiveis.

O vetor preferivelmente contém uma ou mais fitas
de genes marcadores de selecdo. O "gene marcador de selecgao"
é aquele que codifica uma proteina necessaria para a sobre-
vivéncia e/ou crescimento das células transformadas em um
meio de cultura seletivd. Genes marcadores de selegdo tipi-
cos codificam proteinas que (a) conferem resisténcia a anti-
biéticos ou outras substancias téxicas, tais como =zeocina

(gene sh ble de Streptoalloteichus hindustanus), G418 (gene

de resisténcia a canamicina de Tn903), higro-micina (gene de

" resisténcia aos antibiéticos aminoglico-sideos de E.coli),

Ampicilina, tetraciclina, ou canamicina); (b) complementam
as deficiéncias auxotréficas da célula. Dois exemplos proe-
minentes de deficiéncias auxotréficas sdo a deficiéncia do
aminoacido lgucina (por exemplo, gene LEU2) ou deficiéncia
de uracila (por exemplo, gene URA3). As células que sao ne-

gativas para orotidina-5'-fosfato descarboxilase (ura3-) néao



10

15

20

25

16

podem crescer em meios sem uracila. Assim, um gene UBA3 fun-
cional pode ser utilizado como um marcador em uma célula com
uma deficiéncia de uracila, e transformantes bem sucedidos
podem ser selecionados em um meio sem uracila. Apenas célu-
las tranéformadas com o gene URA3 funcional sdo capazes de
sintetizar uracila e crescer em tal meio. Se a cepa do tipo
nativa nao tiver uma deficiéncia de uracila (como & o caso
de I. orientalis, por exemplo.), um mutante auxotrofico com
a deficiéncia deve ser produzido no sentido de utilizar URA3
como um mércador de selecdo para a cepa. Os métodos para a
realizacgdo disto ééo bem conhecidos na técnica.

Os marcadores de selecgdo preferidos incluem o gene
de resisténcia a zeocina, gene de resisténcia G418, gene de
resisténcia higromicina e MELS (gene melibiase). A fita do
marcador de selecdo ird incluir uma segiiéncia promotora e
terminadora, operatoriamente ligada ao gene marcador de se-
lecdo, e que sdo acionados em I. orientalis. Promotoreé ade-
quados incluem os descritos sentido acima com relagao ao ge-
ne LDH, assim como tantos outras, como sao descritos em WO
99/14335, WO 00/71738, WO 02/42471, WO 03/102201, WO
03/102152 e WO 03/049525. Um promotor especialmente preferi-
do é ﬁm_promotor PGK ou PDC (ou parte funcional do mesmo),
da cepa hospedeira, ou uma seqliéncia com um indice de iden-
tidade de, pelo menos, 80, 85, 90 ou 95%, em comparagdo com
um tal promotor PGK ou PDC. Terminadores adequados incluem
os descritos sentido acima com relagdo ao gene LDH. Tanto ©
promotor como o terminador (ou ambos) pode ser o mesmo dque

foi usado com o gene LDH.
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A integragéo alvejada pode ser conseguida pela
construcdo de um vetor com regides que sdo muito idénticas a
(ou seja, indices de identidade de 80% ou mais, preferivel-
mente 95% ou mais e mais preferivelmente 100%) para os flan-
cos sentido acima (5'-) e sentido abaixo (3'-)do gene alvé.
Uma ou ambas destas regides podem incluir uma parte do cbédi-
go da regido do gene alvo, bem como uma parte ou a totalida-
de das respectivas regides promotoras ou terminadoras. A fi-
ta LDH (incluindo promotores e terminadores associados caso
seja diferente daqueles dos genes alvo) e marcador (es) de
selecdo (associados com promotofes e terminadores gque podem
ser necessarios) ird residir no vetor entre as regides que
sejam muifo idénticas aos flancos sentido acima e sentido
abaixo do gene alvo. Como mencionado, um alvo preferido gene

é o gene I0PDC1A ou IoPDC1B (ou ambos), como a desnaturacgao

ou delecdo de um ou de ambos estes genes & preferida. No en-

tanto, outros genes nativos podem servir como metas para a
insercdo da fita do gene LDH.

Transformantes bem sucedidos podem ser selecio-
ﬁados por forma conhecida, aproveitando-se dos atributos
contribuidos pelo gene marcador, ou por outras caracteris—
ticas (tais como a capacidade de produzir acido latico, in-
capacidade de produzir etanol, ou a capacidade de crescer em
substratos especificos) contribuidas pelos genes intrddu—
zidos. O rastreio pode ser realizado por anadlise PCR ou Sou-
thern para confirmar que as insercgles e delegles desejadas'tet,
nham ocorrido, para confirmar o numero de cébpias e para i-

dentificar o ponto de integracdo dos genes no genoma da cé-
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lula hospedeira. A atividade da enzima codificada .pelos ge-
nes inseridos e/ou a falta de atividade da enzima codificada
pelo gene suprimido pode ser confirmada utilizando métodos

de andlise conhecidos.

A delecdo ou desnaturagdo dos Genes PDC pode ser

feita de diversas formas, incluindo, por exemplo, os métodos

andlogos aos descritos em WO 99/14335, WO 02/42471, WO
03/049525, WO 03/102152 e WO 03/102201. Em um métédo de par-
ticular interesse (no que diz respeitd a transformaééovde I.
Orientalis), (1) as regides de flanco 5’ e 3’ de um dos ge-
nes PDC de I. orientalis sao clonadas, opcionalmente junto
com uma parte do gene PDC fﬁncional; (2) um vetor contendo
as regides de flanco 5’ é 3! é‘produzido, e (3) a célula de
L. orientalié é transformada com o vetor. Um evento de re-
combinagdo homélogo resulta em uma delecdo do gene PDC fun-
cional. Foi verificado que as regides de flanco 5’ e 3’ para
IoPDC1A podem ser usadas no vetor para suprimir ou désnatu¥

rar tanto IoPDC1A e IoPDC1B. Os métodos andlogos podem ser

usados para impedir ou excluir um ou mais genes PDC em ou-

tras células hospedeiras uteis para a invengéao.

O vetor de delecdo ou desnaturagdo de PDC pode in-
cluir um ou mais genes funcionais estruturais, designada-
mente um gene LDH como descrito séntido acima, inserido en-
tre as porcgdes de flanco 5’ e 3’ de um dos genes PDC da cé-
lula hospedeira. O gene'funcional preferencialmente inclui
seqiiéncias funcionais promotoras e terminadoras operatori-
amente ligadas ao gene estrutural. Esta abordagem @ermite a

delecdo simultdnea do.gene PDC e insergao dos genes funcio-
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nais. O vetor pode incluir um gene marcador de selecédo, em
vez de ou além dos genes estruturais. Novamente, O gene mar-
cador de selecdo estad posicionado sobre o vetor entre as
porgdes de flanco 5’ e 3’ do gene PDC sendo alvejado, e tor-
na-se inserido no local do gene PDC funcional. A utilizagdo
de um gene marcador de selegdo tem a vantagem de introduzir
uma forma de selecdo para o transformantes bem sucedidos. No
entanto, pode ser possivel selecionar para transformantes
bem sucedidos baseados nas suas capacidade reduzida ou eli-
minada para produzir etanol, especialmente em transformantes
tendo desnaturacdes ou supressdes de mﬁltiplos genes PDC
(tanto éomo os genes IoPDCl1A e IoPDC1B de I. Orientalis).

In I. orientalis, é possivel eliminar tanto I-
oPDC1A como IoPDC1B em uma uUnica etapa, transformando a cepa
hospedeira com um uUnico vetor contendo o flanco 5’ de ambos
genes alvos, uma fita incluindo genes promotores e termina—
dores funcionais assoéiados, e/ou uma fita genética marcador
de selecdo incluindo promotores e terminadores associados, e
o flanco 3’ de ambos os genes. Um exemplo de tal vetor é a-
queie designado pMI356 no Exemplo 2B. As transformacdes de
I. Orientalis com um tal vetor produzem transformantes tendo
um unico alelo PDC deletado e transformantes tendo uma dele-
cao dé ambos os alelos IOPDCIA e IoPDClB. Ngrmalmente,.pelo
menos um dos alelos PDC ¢é substituido por um gene LDH fun-
cionél (ou outros geﬁes estruturais}. Novamenté, métodos a-
ndlogos sdo aplicdveis em relacdo a outras células hospedei—

ras tendo multiplos alelos PDC.
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Como alternativa, é possivel em I. orientalis S5u-
primir IoPDClA e IoPDC1B em um processo de duas efapas. Por
exemplo, I. orientalis pode ser transformado com um vetor
como descrito sentido aciﬁé, e cepas de delecgdo unica de PDC
transformadas uma segunda vez com um vetor similar oulanélo—
go para eliminar o segundo alelo PDC. Os exemplos 2D e 3B
sentido abaixo ilustram essa'abordagem.

A célﬁla de levédura geneticamente modificada da
invencdo pode incluir as modificagées genéticas adicionais
que fprnecem alguns atribufos desejados para as ceélulas.
A(s) modificacdo (des) adicionais de especial intefesse con-
fere a célula'a capacidade de fermentar agucares pentose a
produtos de fermentacgao desejaveis. Entre essas modifi-
cacdes estdo (1) insergéo de um gene funcional exégeno de
xilosé isomerase, (2) uma delecao éu ruptura de um gene na-
tivo que produza uma enzima que catalise'a conversdo de xi-
lose para xilitol, (3) a exclusao ou desnaturagéé de um gene
funcional de Xilitol desidrogenase e/ou (4) modifica-¢bes
que fazem com que a célula super-expresse uma xiluloquinése
funcional. Os métodos, para a introdugdo de tais modifica-
cdes em células de levedura sao descritos, por exemplo, em
WO 04/099381, incorporado neste documento por referéncia;

No processo de fermentacdo da invengdo, a célula
da invencdo é cultivada em.um meio de fermentagdo, que in-
clui um acucar que seja fermentadvel pelas células transfor-
madas. O acucar pode ser um agucar de hexose, como a glico-

se, glicano ou outros polimeros de glicose, Os oligbmeros de



10

15

20

25

21

glicose como maltose, maltotriose e isomaltotriose, panose,
frutose, frutose e oligémeros. Se a célula é modificada para
expandir a capacidade de fermentar acucares de pentose, O©
meio de fermentacdo pode incluir um acucar de pentose como a
xilose, xilano ou outros oligdémeros de xilose. Tais agucares
de pentose sdo devidamente hidrolisados de uma biomassa con-
tendo hemicelulose. Em caso de agﬁcarés oligoméricos, pode
ser necessario adicionar enzimas ao caldo de fermentacao, a
fim dé digestdo de estes agucares correspondentes monoméri-
cos para a fermentagdo pela célula. |

O meio tipicamente conterd nutrientes como exigido
pela célula em particular, incluindo uma fonte de nitrogénio
(como os aminodcidos, proteinas, fontes inorgédnicas de ni-
trogénio, tais como aménia ou sais de aménio, e outras), e
varias vitaminas, minerais e similares. I. Orientalis & ca-
paz de satisfazer as suas necessidades de nitrogénio, foésfo-
ro e magnésio a partir de fontes inorgénicas e por isso é-
capaz de crescer e fermentar‘ em um meio quimico definido
contendo fontes inorgadnicas desses elementos. Assim, as cé-
lulas da invencdo podem ser cultivadas em tal meio quimico
definido. No entanto, também é possivel cultivar as células
da invéngéo em um meio de cultura complexo que ndo seja qui-
micamente definido e que possa conter fontes orgdnicas de
nitrogénio, tais como proteinas, proteinas parcialmente di-
geridas, ou aminoacidos.

Outras cpndigées de fermentacdo, tais como tempe-
ratura, densidade de células, selegéo de substratos, selegdo

de nutrientes, e similares, ndo s&o considerados como criti-
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cos para a. inveng¢do e geralmente sao selecionados para pro-
porcionar um processo econdmico. As temperaturas durante ca-
da fase do crescimento e fase de produgdo pode variar entre
a temperatura de congelamento sentido acima da média de cer-
ca de 50 °C. A temperaturé preferida, em especial durante a
fase de producgdo, é de cerca de 30-45 °C.

Durante a fase de produgdo, a concentracdo de cé-
lulas do meio de fermentacdo é tipicamente no intervalo de
aproximadamente 0,1-20, preferivelmente cerca de 0,1-5, mais

preferivelmente ainda cerca de 1-3 gramas de células se-

cas/litro de meio de fermentacgio.

A fermentacdo pode ser conduzido aerdbia, microae-
robicamente ou anaerobicamente. Condigdes gquase anaerdbicas,
na qual ﬁenhum oxigénio é adicionado durante a fermentagao,
mas oxigénio dissolvido esta presente no meio de fermentacgao
no inicio da fermentacdo, também pode ser usadas. Se deseja-
do, taxas especificas de reabsorcdo de oxigénio podem ser
usadas como um controle processo, conforme descrito em WO
03/102200. As células da invencdo apresentam uma boa capaci-
dade de fermentar acucares de acido latico ou misturas de
dcido 1latico/etanol, em boas produtividades volumétricas e
especificas mesmo sob condigdes anaerdbicas. Quando o produto .
de fermentacdo é um &cido, o meio pode ser armazenado duran-
te a fase de producdo da fermentagdo, a fim de que o pH seja
mantido em um intervalo de cerca de 5,0 a cerca de 9,0, pre-
ferivelmente cerca de 5,5 a cerca de 7,0. Agentes tamponado-
res adequados sdo insumos basicos que neutralizam o acido

latico a medida que é formado, e incluem, por exemplo, hi-
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dréxido de calcio, carbonato de céalcio, hidréxido de sbédio,
hidréxido de potéssio, carbonato de potéassio, carbonato de
sédio, carbonato de aﬁénio, ‘aménia, hidréxido de amdnio e
similares. Em geral, esses agentes tamponadores que tém sido
usados em processos de fermentagdo convencionais também sao
adequados aqui.

Em uma fermentacdo tamponada, os produtos de ferf
mentacdo acida como o acido latico sao neutralizados ao cor-
respondente sal como elas sdo formadas. A recuperagao do a-
cido portanto envolve regenerar o acido livre. Isto é nor-
malmenfe feito atraveés da'eliminagéo das células e acidulan-
do o caldo de fermentacdo com um acido forte como o acido
sulfurico. O sal subproduto é formado (gesso no caso onde um
sal de calcio é o agenté neutralizador e o acido sulfurico é
o agente acidulante), que é separado do adcido. O &cido é en-
tdo recuperado através de técnicas éomo a de extracdo liqui-
do-liquido, destilagdo, absorgao, etc, tal como sao déscri—
tos em T.B. Vickroy, Vol. 3, capitulo 38 de Comprehensive
Biotechnology, (ed. M. Moo-Young), Pergamon, Oxford, 1985;
R. Datta, et al., FEMS Microbiol. Rev., 1995; 16:221-231;
Patente US n°® 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.

E preferivel, no entanto, conduzir a fermentacgao

de modo que o pH do meio no final da fermentagao seja igual

ou inferior a pKa do produto de fermentagdo &cida. Um pH fi-

nal adequado esta adequadamente no intervalo de cerca de 1,5
a cerca de 3,5, no intervalo de entre cerca de 1,5 a cerca

de 3,0, ou na faixa de cerca de 1,5 a cerca de 2,5. O pH de
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partida pode ser um pouco mais elevado, como a partir de
cerca de 3,5 alcerca de 6,0, em especial a partir de cerca
de 3,5 a cerca de 5,5, ou pode ser ajustado para um pH mais
dcido de 1,5 a cerca de 3,5. As células desta invengédo de-
monstraram ter uma"capacidade inesperado de crescer e produ-
zir bem mesmo em meio de fermentacdo &cida quando o pH é in-
ferior a 3,5, inferior a 3,0, ihferior a 2,5, e mesmo infe-
riores a 2,0. Descobriu-se gue as célulaé de I. orientalis
apenas com modificagdes genéticas basicas, como a insercdo
de um gene LDH e delecgdo de Genes IOPDCIA e IoPDC1B produzem
a partir de 15-20 pg/L de &cido latico em condicdes anaerd-
bias em um meio ndo tamponado originalmente contendo 10 %
por peSo de glicose.

A recuperacgdo de &cido latico a partir de um meio
de fermentacdo de baixo pH podem ser realizada utilizando
métodos tais como os descritos no Patente US n ° 6.229.046.

o processo da invencdo pode ser conduzido continu-
amente, em lotes, ou alguma combinagdo das mesmés. B

Os seguintes exemplos sdo fornecidos para ilustrar
a invencao, mas nao sio destinados a limitar o ambito da
mesma. Todas as partes e percentagens estdo em peso salvo
indicacdo contréria.

Exemplo 1A: Clonagem de regido promotora de I. o-

rientalis PGK (IoPGK1l); construcdo de um plasmideo (pMI318,

Fig. i) com gene higromicina de E. Coli sob o controle do

promotof IoPGKl e de terminador S. Cerevisiae GAL1O0.

Um fragmento sonda 920 pb de gene PGK1l C. sonorensis

é& obtido a partir do genoma de DNA C. sonorensis da mesma
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forma que foi descrito no Exemplo 22 de WO 02/042471, usando
iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 1 e SEQ. ID. NO.
2. O DNA gendmico é isolado a partir de uma cepa I. Orienta-
1is em crescimento e ressuspenso em Tris-HC1 10 mM + EDTA 1
mM (pH 8) (TE). O DNA gendmico I. orientalis é cortado com
HindIII, e um Southern Blot é preparado e hibridizado usando
métodos padrdo com o gene PGKl de C. sonorensis COmO uma

sonda. Fragmentos de ~ 2 kb de tamanho sdo isolados a partir

de gel de agarose e clonado em um Plasmideo de corte HindII-

I. A hibridizacdo da coldénia de transformantes de E. Coli

com o sonda PGKl resulta em isolamento de um fragmento Hin-

dIII contendo mais seqgliéncias de proteinés que codificam
PGK1 de.I. Orientalis (IoPGK1l) mas nenhuma seqgiiéncia promo-
tora, como verificado pela seqﬁenciagéo.

Os fragmentos gendmicos contendo a regido promoto-
ra IoPGKl sdo obtidas com amplificagdo de PCR mediada por
ligagdo (Mueller, P.R. e Wold, B. 1989, "In vivo footprin-
ting of a muscle specific enhancei by ligation mediated
PCR." Science 246:780-786). A mistura de um ligante identi-

ficado como SEQ. ID. NO. 3 e um ligante identificado como

'SEQ. ID. NO. 4 é ligada a DNA gendémico I. orientalis digeri-

da com HindIII com T4 DNA ligase (New England BiolLabs). A-
mostras de misturas de ligagcdo sdo usadas como modelos para
50 uL de reagdes de PCR contendo 0,1 pM de um iniciador i-
dentificado como SEQ. ID. NO. 5 e 1 de pM de um iniciador
identificado como SEQ. ID. NO. 6. A mistura reacionai é a-
gquecida a 94 °C durante 3 minutos depois que 2 U de Dynazyme

EXT sdo adicionadas. As reacdes sdo 30 vezes como segue: 1
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minuto a 94 °C, 2 minutos a 68 °C e 2 minutos a 72 °C, com
uma ultima prorrogagdo de 10 minutos a 72 °C. A amostra di-
luida desta primeira amplificagdo PCR é usada como modelo em
uma reacdo nested PCR (50 pL de) contendo 0,0S‘pM de um ini-
ciador identificado como SEQ. ID. NO. 7 e 0,5 puM de um ini-
ciador identificado como SEQ. ID. NO. 8. A mistura reacional
é aquecida a 94 °C durante 3 minutos depois que 2 U de Dy-
nazyme EXT é adicionado. As reagdes sdo, em seguida, ciclico
30 vezes como segue: 1 minuto a 94 °C, 27minutos a 67 °C e 2
minutos a 72 °C, com uma ultima prorrogagdo de 10 minutos a
72 °C.

Um fragmento de PCR com ~ 600 pb é isolado e se-
glienciado. Iniciadores ‘nested identificados como SEQ. ID.
NO. 9 e SEQ. ID. NO. 10 sdo projetados e utilizados em um
amplificacdo de PCR mediada por ligégéb juntamente com oli-
gonucleotideos identificados como SEQ. ID. NO. 11 e SEQ. ID.
NO. 12 do mesmo modo cCcoOmo séntido acima, exceto que o DNA de
I. orientalis digerido é utilizado e o PCR é efetuado atra-
vés de uma temperatura de anelamento de 65 °C.

0 promotor I. orientalis PGKl é PCR amplificado
usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 13 e SEQ.
ID. NO. 14 e os I. orientalis DNA gendmico como modelo. O
fragmento é preenchido utilizando a enzima Klenow e, em se-
guida, corte com Xbal. Um fragmento de 633 pb é isolado em
gel e ligado a um fragmento de 4428 pb obtido pela digestao
de um plasmideo»designado como pMI270 (descrito na Fig. 4 de
WO 03/049525), com XhoI, preenchendo o fragmento no uso de

enzima Klenow e dNTP 0,1 mM, e digerindo com XbaI. O plasmi-
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deo pMI270 contém o gene higromicina de E. Coli ligado a um
promotor PGKl de C. sonorensis e um terminador GAL1l0 de S.
Cerevisiae. O plasmidio resultante é designado pMI318 (Fig.
1). O plasmideo pMI318 contém o gene higromicina de E. Coli
sob o controle do promotor PGKl de Z. orientalis e do termi-
nador GAL10 de S. Cerevisiae.

Exemplo 1B: Construgdo de um plasmidio (pMI321,

Fig 3.) Contendo o gene higromicina sob o controle do promo-

tor IoPGKl e do terminador GAL10 S. Cerevisiae, € 0S dene

LDH de L. helveticus sob o controle do promotor IoPGKl e

terminador CYCl de S. Cerevisiae.

O promotor PGKl de I. orientalis do Exemplo IA é
PCR amplificado usando iniciadores identificados como SEQ.
ID. NO. 15 e SEQ. ID. NO. 16 e o DNA gendémico de I. orienta-
lis como modelo. O fragmento é preenchido utilizando a enzi-
ma Klenow e dNTP 0,1 mM e, em seguida, corte com Ncol. Um
fragmento de 633_pb‘é isolado em gel.
| O plasmideo pVRl (descrito no WO 03/102152, Figura
7), contém os genes LDH de L. helveticus sob o controle do
promotor TEF1l de S. Cerevisiae e do terminador CYCl de S.
Cerevisiae. O plasmideo pVR1l é digerido com XhoI, preenchido
no usd de enzima Klenow, e corte com NcoI. Um fragmento de
7386 pb de plasmideos pVR1l é ligado ao fragmento promotor
IoPGK1 de 633 pb. O plasmidio resultante & deSignado pMI320
(Fig. 2). O plasmideo pMI320‘contém-o gene LDH de L. helve-
ticus sob o controle do promotor IoPGKl e terminador CYCl de

S. Cerevisiae.
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Os plasmideos pMI318 (Ex. IA, Fig. 1) e pMI320 sé&o
digeridos com Apal e NotI. Um fragmento de 5008 pb de plas-
mideo pMI318 é ligado ao fragmento de 1995 pb de plasmideos
pMI320 para formar o plasmideo pMI321 (Fig. 3).

O gene higromicina (e sua terminagéo) estéd posi-
cionado em plasmideo pMI321 entre duas codpias do promotor
IoPGK1l. Isso pode permitir a contrugao de uma célula trans-
formada com plasmideo pMI321 de se envolver em uma recombi-
nacdo homéloga de "lago para fora" o gene higromicina e ter-
minacgao, jgntamente com uma cbépia do promotor IoPGKL.

Exemplo 1C: Geragdo de um mutante I. Orientalis
(CD 990), com gene LDH integrado e geﬁe higromicina resis-
tente, transformando tipo nativo I. Orientalis com plasmideo
pMI321 parcialmente digerido (Fig. 3, EX. IB).

O plasmideo pMI321 encontra-se parcialmente restrito
com XhoI, assim como a mistura resultante do DNA linear e
circular é utilizada para transformar uma cepa I. Orientalis
tipd nativa designada como ATCC PTA-6658, usando métodos pa-
drdo de acetato de litio como descrito em Gietz et al.
(1992, Nucleic Acids Rs. 20:1425). As células transformadas
siao selecionadas para resisténcia a higromicina. Varios co-

16nias higromicina resistentes s&o cultivadas e o0 meio de

cultura é analisado para a producdo de &cido latico. A cold-

nia resistente a higromicina, que produz acido ladtico é de-

signada cepa CD990.

Exemplo 1D: Geragdo de um mutante I. orientalis

com um gene LDH integrado e gene de resisténcia a higromici-
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na, transformando I. Orientalis tipo nativa com plasmideo -

pMI321 parcialmente digerido (Fig. 3, EX. 1B) .

O plasmideo pMI321 encontra-se parcialmente res-
trito com XhoI, bem como a mistura resultante de DNA linear
e circular é usada para transformar cepa ATCC 32196 de I.
orientalis de tipo nativos, utilizando métodos padrdo de a-
cetato de litio, como descrito anteriormente. As células
transformadas sdo selecionados para resisténcia a higromicina.
Varias coldénias higromicina-resistentes sdo cultivadas e a
cultura é analisada para a producdo de &cido latico. S&o en-
contradas varias colénias que produzem acido latico.

Exemplo 1E: Geracdo de um mutante I. orientalis

com um gene LDH integrado e gene de resisténcia a higromici-

na, transformando I. Orientalis tipo nativa com plasmideo

pMI320 parcialmente digerido e plasmideo pMI321 digerido

(Figs. 2, 3, Ex. IB).

O plasmideo pMI320 é parcialmente digerido com
XhoI. O plasmideo pMI321 é digerido com Smal e Sall. Os ma-
teriais digeridos sdo combinados e utilizados para transfor-
mar cepa‘ATCC PTA-6658 de I. orientalis do tipo nativo, u-
sando métodos padrdo de acetato de litio, tal como descrito
anteriormente. As células'transformadas sdao selecionados pa-
ra resisténcia a higromicina. Varias coldénias resistentes a
higromicina s&o cultivadas e a cultura é analisada para a
producdo de acido 1latico. séé encontradas varias coldnias

gue produzem acido latico.

Exemplo 1F: Geracgao de um mutante de I. orientalis

com um gene LDH integrado e genes resistentes a higromicina,
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transformando I. orientalis do tipo nativo com plasmideo

pMI320 parcialmente digerido e plasmideo pMI321 digerido

(Figos 2, 3, Ex. IB).

O plasmideo pMI320 ¢é parcialmente digerido com
XhoI. O plasmideo pMI321 é digerido com Smal e Sall. Os ma-
teriais digeridos sdo combinados e utilizados para transfor-
mar uma cepa I. orientalis do tipo nativo designada como
ATCC 32196, utilizando métodos padrdo de aéetato de litio,
como descrito anteriormente. As célulasb transformadas sé&o
selecionados para resisténcia a higromicina. Varias colénias

resistentes a higromicina sdo cultivadas e a cultura € ana-

lisada para a producgdo de &acido latico. E encontrada uma co-

lénia que produz acido latico.

Exemplo 2A: Clonagem de regido promotora de PDC de

I. orientalis (IoPDC1lA); construcdo de um plasmideo (pMI355,

Fig. 4) com o gene para higromicina de E. Coli sob o contro-

le do promotor IoPGKl1l e do terminador GAL10 S. Cerevisiae,

um gene LDH de L. helveticus sob o controle do promotor I--

oPGK1l e terminador CYClS. Cerevisiae, e a regidao de flanco

5’ de IoPDCIA.

Uma biblioteca genémica da cepa nativa de I. ori-
entalis ATCC PTA—6658‘é construida no vetor cosmideo Super-
Cosl (Stratagene), de acordo com instrugéeé fornecidas pelo
fabricante. seqiéncias similares a PDC sdo amplificados por
PCR do DNA gendémico das cepas com iniciadoresbdeSignado como
SEQ. ID. NO. 17 e SEQ. ID. NO. 18. Um fragmento de 700 pb de
um gene PDC é amplificado. A biblioteca genémica é examinada

utilizando técnicas de hibridizagdo com fragmentos de PCR
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rotulados como sondas, conforme descrito no WO 03/049525 e
clones de cosmideo contendo o gene PDC s&o isolados e se-
glienciados. A regido 5’ PDClA de I. orientalis de 1000 pb a
167 pb sentido acima do inicio do quadro de leitura aberto é
PCR amﬁlificado usando iniciadores identificados como SEQ.
ID. NO. 19 e SEQ. ID. NO. 20 e os DNA de cosmideo de PDC de
I. Orientalis como modelo. O gene amplificado (do cddon de
inicio ao de fim), tem é seqiiéncia identificada como SEQ.
ID. NO. 97. O fragmento é cortado com Sall e SacI. Um frag-
mento de 836 pb é isolado em gel e ligado a um fragmento de
6992 pb obtido por digestdo com plasmideo pMI321 (Exemplo

IB, Fig. 3), com Sall e SacIl. O plaémidio resultante é nome-

ado pMI355 (Fig. 4).

Exemplo 2B: Clonagem de regiao terminadora PDC (I-

oPDC1A) de I. orientalis; construcdo de plasmideos (pMIS56 e

pMI357, Figs. 5 e 6) com a regido de flancob5’ IoPDClA, ©

gene higromicina de E. Coli sob o controle do promotor I-

oPGK1 e do terminador GAL10 de S. Cerevisiae, o gene LDH de

L. helveticus sob o controle do promotor IoPGKl e terminador

CYC1 de S. Cerevisiae, e a regido de flanco 37 de IoPDCIA.

A regiao PDC.3' de I. orientalis correspondente as
éeqﬂéncias de 233 pb para 872 pb sentido abaixo do cédon de
parada de fradugéo de PDC_é PCR amplificado usando iniciado-
res identificados como SEQ. ID. NO. 21 e SEQ. ID. NO. 22 e o
DNA de cosmideo PDClA de I. Orientalis (Exemplo 2A), confor-
me o modélo. O fragmento é cortado com Apal e SmalI. Um frag-
mento de 630 pb é isolado em gel e ligado a 7809 pb fragmen;

to obtido por digestdo de plasmideo pMI355 (Ex. 27, Fig. 4),
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com Apoal e Smal. O plasmidio resultante é nomeado pMI356
(Fig. 5). Ele contém a fitas de plasmideos pMI355 de higro-
micina e LDH entre o flanco 5’ e uma parte do flanco 3’ do
gene IoPDCIlA.

A regido 3’ PDCIlA de>I. Orientalis correspondente
as seqiéncias de 524 pb sentido acima a 217 pb sentido abai-
xo do cédon de parada de traducdo PDC é PCR amplificada u-
sando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 23 e SEQ.
ID. NO. 24 e o DNA de cosmideo PDC de I. Orientalis (Exemplo
2A), conforme o modelo. O fragmento é cortado com Apal e
SmaI. Um fragmentd de 764 pb é isolado em gel e ligado a um
fragmento de 7809 pb obtido por digestdo de plasmideo pMI355
com Apal e Smal. O plasmidio resultante é nomeado pMI357
(Fig. 6). Ele contém as fitas higromicina e LDH de plasmi-
deos pMI355 entre o flanco 5’ e uma parte do flanco 3’. do
gene IoPDCl1A. O plasmideo pMI357 difere do plasmideo pMI356
com relacdo & parte do flanco 3’ IoPDClA,vquebesté presente.

Exemplo 2C: Geragdo de um mutante de I. orientalis

(ATCC/357-5) com gene suprimido PDC e gene LDH integrado de

L. helveticus e gene de resisténcia a higromicina, transfor-

mando I. Orientalis tipo nativo com plasmideo pMI357 (Fig.

6, Ex. 2B).

O plasmideo pMI357 ¢ restrito com Sacl e Apal e

usado para transformar cepa ATCC 32196 de I. orientalis, u-

tilizando métodos quimicos padrdo, como descrito anterior-

mente.

As colbdnias que crescem sobre o meio higromicina

sio submetidas a andlises Southern para confirmar a integra-
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cdo do Gene LDH do plasmideo pMI357 e para confirmar a ex-
clusdo do alelo IoPDClA e/ou IoPDC1B. Os transformantes con-
tendo o gene LDH e uma delecdo de um dos alelos IoPDCIA ou
IoPDC1B é designado como ATCC/357-5.

Exemplo 2D: Geragdo de mutantes de I. Orientalis

(CD 1027 e CD 1030) com gene PDC suprimido e gene LDH L.

helveticus integrado e gene de resisténcia a higromicina,

nativo, transformando I. orientalis tipo nativo com plasmi-=

deo pMI356 (Fig.5, Ex. 2 A).

O plasmideo pMI356 é restrito com Sacl e Apal e
utilizado para transformar a cepa ATCC PTA-6658 de I. orien-
talis, usando métodos quimicos padréo, como descrito anteri-
ormente.

As colénias que crescem sobre o meio de higromici-
na sio selecionadas. Analise Southern de DNA gendmico hibri-
dizado com LhLDH cortado com HindII-Xbal e sondés 5 PDC
confirmam a integragdo do Gene LDH de plasmideo pMI356 e a.
delecdo de Gene IoPDC1B em um transformante, que é designado
como CD 1030. Um transfor-mante tendo LDH integrado e uma
delecdo do gene IoPDCIA & designado como CD 1027.

Exemplo 2E: Geracdo de um mutante de I. orientalis

(ATCC/356-23) com gene suprimido TIoPDC1A e gene LDH de L.

helveticus integrado e gene de resisténcia a higromicina,

transformando I. orientalis tipo nativo com plasmideo pMI356

(Fig. 5, Ex. 2A).

O plasmideo pMI356 é restrito com Sacl e Apal- e

usado para transformar cepa ATCC 32196 de I. Orientalis tipb
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nativo, utilizando métodos quimicos padrdo, como descrito

anteriormente.

As colénias que crescem sobre o meio de higromici-

na sdo selecionadas. A andlise Southern de DNA gendémico hi-

bridizado com LhLDH cortado com HindII-Xbal e sondas PDC 5’

confirmam a integracdo do Gene LDH do plasmideo pMI356 e a

delecdo de um dos alelos IoPDCIA ou IoPDC1B em um transfor-

mante, que é designado como ATCC/356-23.

Exemplo 3A: Construg¢do de plasmideos pMI433 (Fig.

8) contendo a regido de flanéo 5’ IoPDC1A, o gene ScMEL5 sob

o controle do promotor IoPGKl, o gene LDH de L. helveticus

sob .o controle do promotor IoPGKl e terminador ScCYCl , e a

regido de flanco 3’ IoPDClA.

Um promotor I. orientalis PGKl é PCR amplificado
usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 25 e SEQ.
ID. NO. 26 e o DNA gendmico de I. orientalis como modelo. O
fragmento é preenchido utilizando a enzima Klenow e 0,1 mm
dNTP e, em seguida, corte com Sphl. Um fragmento de 669 pb é

isolado em.gel. Um plasmideo designado como pMI233 (descrito

na Fig. 23C de WO 03/049525) é cortado com XhoI. O fragmento

¢ preenchido com a enzima Klenow e cortado com SphI. Os
fragmentos de 4534 pb e de 669 pb sdo ligados e o plasmideo
conseqgliente é nomeado pMI319 (Fig. 7). O plasmideo pMI319
contém o gene MELS5 de S. cerevisiae (ScMELS) e a regiao pro—.
motora IoPGK1.

O plasmideo pMI319 é cortado com Apal, tefminado
com T4 polimerase, e cortado com NotI. Um fragmento de 2317

pb é isolado em gel..E ligado a um fragmento de 6498 pb ob-
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tido por digestdo do plasmideo pMI357 (Exemplo 2B, Fig. 6),
com Sall, terminando-se com a enzima Klenow e, em seguida,
corte com NotI. O plasmideo resultante contém o gene ScMELS
(com o seu terminador nativo), em lugar do gene higromicina
do plasmidio pMI357. O plasmidio .resultante é designado
pMI433 (Fig. 8).

Exemplo 3B: Geracdo de mutantes de L. orientalis

(C258/433-3 e C258/433- 4), com Genes IoPDCIA e IoPDC1B su-

primidos e gene LDH de L. helveticus integrado e genes mu-

tantes ScMEL5, transformando a cepa CD1027 (Ex. 2B) com

plasmideo pMI433 (Fig. 8, Ex. 33).

A cepa mutante CD1027 é transformada com ﬁm frag-
mento de SacI/Apoal de 5,9kb de plasmideos pMI433 utilizando
métodos quimicos padrdo. A andlise Southern é realiéada em
transformantes que apresentam atividade melibiase, usando DNA
genémico digerido com varias combinagbes de enzimas e realiza-
do com‘sondas LhLDH e PDC 5’. Dois transformantes que perde-
ram o alelo IoPDCIB e ganharam uma segunda cépia do gene
hLDH sé&o de51gnados C258/433-3 e C258/433 -4, respectivamen-
te. No entanto, a 1ntegragao ocorre de maneira diferente nos
dois transformantes, onde a banda 3’ de LhLDH correspondente
a fita LhLDH do plasmideo pMI433 aparece diferentemente nas
duas cepas. Ndo é claro se a fita de‘expresséo de LhLDH in-
serida esta intacta nestes transformantes.

Exemplo 4: Geragdo de um mutante de I. orientalis

(CD 1184), com alelos IoPDCJA e IoPDCIB suprimido e gene L-

hLDH integrado em uma Unica etapa, transformando cepa I. o-

rientalis tipo nativo com plasmideo pMI356 (Fig. 5, Ex. 2B ).
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A cepa ATCC PTA-6658 de I. Orientalis é-transfor—
mada com o plasmideo pMI356 usando o método geral descrito
no Exemplo 3B. As cepas transformada que crescem sobre pla-
cas de higromicina s&o cultivadas. Um transformante gque nado
produza etanol é selecionado para Analise Southern, o que
confirma a delecdo de ambas os alelos IoPDCJA e IoPDC1B e
insergéo de, pelo menos, uma cépia de gene LhLDH. Esta cepa
& designada CD 1184. | |

Exemplo 5: Geracdo de um mutante de I. Orientalis

(CD 1270) com alelos IoPDC1A e IoPDCIB suprimidos e gene L-

hLDH integrado em uma unica etapa, transformando a cepa

ATCC32196 do tipo nativo de I. Orientalis com plasmideo

pMI356 (Fig. 5, Ex. 2B).

A cepa ATCC 32196 de I. orientalis é transformada
com o plasmideo pM1356 utilizando o método geral descrito no
Exemplo 3B. As cepas transformadas que crescem sobre placas
de higromicina sdo cultivadas. Um transformante gue nao pro-
duza etanol é selecionado para Analise Sogthern, o0 que con-
firma a delecdo de ambos os alelos IoPDCI1A e IoPDC1B e a in-
sercdo de uma coépia do gene LhLDH. Esta cepa é designada CD

1270.

Exemplo 6: Caracterizagdo de cepas CD 990 (Ex. 1C)

ATCC/357-5 (Ex. 2C), ATCC 356-23 (Ex. 2E), CD1030 (Ex. 2D),

cD1184 (Ex ..4) e CD1270 (Ex. 5) em frasco de agitacdo mi-

croaerébica em meio definido ndo-tamponado.

Os transformantes CD990, ATCC/357-5, ATCC 356-23,
CD1030, CD1184 e CD 1270 sdo separadamente cultivados em 50

mL de base nitrogenada para levedura (YNB) sem aminoé&cidos, -
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complementada com 100 g/L de glicose em um frasco de Erlen-
meyer de 250 mL. As culturas nao sao tamponadas, de modo que
o pH dentro do meio caia a medida que o dcido latico seja
produzido, com um pH final de 2,0 + 0,1 em cada caso. Cada
frasco & inoculada com um ODgyy de 0,2 com células cultivadas
em placas de peptona levedura acrescidas de glicose. As cul-
turas sao mantidas a uma temperatura de 30 °C com agitagdao a
100 RPM. As amostras s&o retiradas periodi-camente durante o
cultivo, e ODgyo € medido. As células sao recuperadas a par-
tir de cada amostra por centrifugagdo e o sobrenadante é a-
nalisado por HPLC para &cido latico, glicose e etanol.

As analises HPLC sdo conduzidas com uma cromato-
grafia liquida Waters 2690 Separation Module e Water System
Interfase Module acoplada com um refratdmetro diferencial
Waters 2414 e um detector de absorbadncia dupla A Waters
2487. As colunas de éromatografia liguida s&o uma coluna
Fast Juice de 50 X 7,8 mm de Phenomenex e uma coluna Fast
Acid Analysis de 100 X 7,8 mm de Bio-Rad. As colunas sdo e-
quilibradas com HpSOs 2,5 mM em agua a 60 °C e as amostras
sio eluidas com H,SO, 2,5 mM em &gua a taxa de fluxo de 0,5
mL/minuto. A aquisigcdo de dados ¢ feita usando o software
Waters Millennium.

As cepas de PDC tnico suprimido (ATCC/357-5,

ATCC/356-23 e CD 1030) produzem todas tanto etanol como aci-

‘do latico. O consumo de glicose para essas trés cepas é qua-

se linear em todas as 168 horas de cultivo, com cada uma
consumindo cerca de 50% da glicose apds cerca de 72 horas e

praticamente toda a glicose apds cerca de 168 horas. Cada
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uma dessas cepas produz cerca de 20-24 ng/L de -etanol apds
168 horas. A producdo de acido 1latico atinge o pico apds
cerca de 96 horas? a um nivel de 15-20 pg/L para cada uma
dessas cepas. As cepas a partir dal consumem uma pequena
gquantidade de &cido latico. O rendimento de &cido latico pa-
ra essas cepas atinge o pico em cerca de 35% apds 48 horas,
e depois cai devido ao consumo de &acido latico e produgao
continuada de etanol.

A cepa CD990, que ndo tem delecdo de PDC, tem de-~
sempenho similar as cepas de PDC Unico suprimido.

As cepas de PDC.duplo deletado (CD 1184 e CD 1270)
produzem &acido latico, mas ndo etanol. Essas cepas consumem
glicose mais ientamente do qué fazem as outras, com cerca de
48-55% da glicose ndo sendo consumida apés 168 horas. A cepa
CD 1270 produz &cido latico, através das primeiras 96 horas
de cultivo, apés o qual o titulo de &cido latico aumenta a-
penas ligeiramente. A cepa CD 1270 produz um pico de rendi-
mento do acido lético de cerca de 56%. A cepa CD 1184 conti-
nua a produzir A&cido latico atraVés de todo o periodo de

cultivo, com o titulo de &cido léatico no final do cultivo

sendo de cerca de 31 pg/L. O rendimento de &cido latico para

essa cepa é de cerca de 55%.

Exemplo 7: Caracterizacdo de cepas CD390 (Ex. 1C),

CD1030 (Ex. 2D), CD1184 (Ex. 4) e CD1270 (Ex. 5) em frasco

'de agitacdo em duas fases microaerdbicas, em meio definido

tamponado.

Os transformantes CD 990, CD1030, CD1184 e CD1270

sdo separadamente cultivados em levedura peptona mais 5% de
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glicose. As células sao usadas para inocular frascos separa-
dos contendo YNB + 5% de glicose + 0,5 M MES, o pH 5,5 médio

pafa ODgog = 0,1. Os baldes sdo incubados durante a noite a

30 °C e agitacgéo de 250 rpm. As células sdo entao transferi-

das para frascos separados contendo 50 mL YNB + 10% de gli-
Cose-+ 4 g CaCO3 a ODggo = 12, e incubadas durante 5 dias a
30 °C e agitacgdo de 100 rpm. As amostras sdo retiradas peri-
odicamente durante o cultivo, e ODgpo é medido. As ceélulas
sdo recuperados a partir de cada amostra por centrifugacao e
o sobrenadante é analisado por HPLC para acido latico, gli-.
cose e etanol, como descrito no Exemplo 6.
A cepa CD 1030 de PDC tnico suprimido produz tanto
etanol como acido latico. Ela consome toda a glicose nas 48
horas e produz’cerca de 56 ng/L de écidé ladtico. O rendimen-
to de &cido latico para essa cepa é ligeiramente inferior a
60%. Essa cepa também produz cerca de 13 pg/L de etanol. Es-
te desempenho & muito semelhante ao de CD990, que tem o gene
LhLDH PDC sem qualquer delecéo.
| As cepas de PDC duplo suprimido (CD1184 e CD1270)
novamente produzem dcido latico, mas ndo etanol. A cepa CD
1270 consome glicose ligeiramente mais rapido do'que a cepa
CD 1184, mas mais ou menos na mesma taxa da .cepa CD 1030. O

titulo de &cido latico da cepa CD1270 atinge o pico de cerca

" de 85 pg/L apdés 50 horas, e diminui um pouco depois que a

cepa come¢a a consumir acido latico quando a glicose torna-
se esgotada. O rendimento de &acido latico para esta cepa é
de cerca de 85% apds 50 horas. A cepa CD 1184 consome cerca

de 90% da glicose apés 50 horas, e consome o restante ao
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longo das 72 horas seguintes. Produz um titulo maximo de a-
cido latico de cerca de 73 pg/L e um rendimento maximo de

4dcido latico de cerca de 80%.

Exemplo 8: Caracterizacdo de cepas CD990 (Ex. 1C),

CD1030 (Ex. 2D), CD1184 (Ex. 4) e CD1270 (Ex. 5), em frasco

de agitacdo em duas fases gquase anaerdbicas em meio definido

tamponado.

Transformantes CD 990, CD1030, CD1184 e CD1270 sao
cultivadas em levedura peptona separada mais 2% de glicose.
As células sé& usadas para inocular frascos separados con-
tendo levedura peptona + 10% de glicose e incubados durante
a noite a 30 °C e agitacdo de 250 rpm. As células sao entao
transferidas para os frascos separados contendo 50 mL de le-
vedura peptona + 10% de glicose para OD@0.=:13. Os frascos
sdao fechados com travas de agua e incubados durante cerca de
6 dias a 30 °C e agitagdo de 100 rpm em levedura peptona +
10% de glicose. No entanto, o ar residual nao é removido do
espaco superior do frasco e néao foram'tomadas medidas para
remover o oxigénio dissolvido. Estas culturas, portanto, ndo
sio estritamente anaerdbicas, j& que algum oxigénio encon-
tra-se disponivel, pelo menos no inicio do cultivo. |

O pH dovcaldo cai para 3,2 + 0,1 durante as cultu-
ras, devido a4 producdo de &cido latico.

As amostras sdo retiradas periodicamente durante o
cultivo, e ODgypo € medido. As células sao recuperadas a par-
tir de cada amostra por centrifugagdo e o sobrenadante é a-
nalisado por HPLC péra dcido latico, glicose e etanol, como

descrito no Exemplo 6.
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A cepa de PDC unico suprimido CD 1030 produz cerca
de 19 ng/L de acido latico apdés 24 horas, cerca de 24 ug/L
de acido latico apdés 72 horas e pouco mais de 25 png/L de a-
cido latico apds 141 horas. A cepa CD990, que nao tem dele—
cdo de PDC, produz aproximadamente 20 ng/L de acido latico
apés 24 horas e cerca de 22 ng/L de écido latico apds 141
horas. As cepas CD990 e CD 1030 tanto produiem etanol, como
dcido latico.

A cepa CD 1184 de PDC duplo suprimido produz apro-
ximadamente 15 pg/L de &cido lético apds 24 horas e aproxi-
madamente 18 pg/L de é&cido latico apdés 72 horas A cepa CD
1270 de PDC duplo suprimido produz cerca de 15,5 pg/L de a-
cido latico apés 24 horas, cerca de 14,5 ng/L de acido lati-
co apdés 72 horas e cerca de 19,5 ng/L de dcido latico apoés

141 horas.

Exemplo 9A: Cultivo de cultura microaerdbica em

lote da cepa CD1184 (Ex. 4) a pH 3.

Reatores de cultura em lote de etapa unica dupli-

cados contendo um meio definido, que inclui sulfato de amd-

nio, diidrogenofosfato de potassio e sulfato de magnésio,

‘oligoelementos, vitaminas e 83 pg/L de glicose sdo inocula-

dos com 1 mL de éepa CD1184. O pH do meio é ajustado para
3,3 antes da adicgao das células. As células sdo cultivadas
em 30 °C em agitagdo de 380 fpm e arejamento de O,i vvm. Es-
sas condicdes levam a uma taxa de oxigénio (ver WO
03/102200) de 2,9-3,1 mmol/L/hora. O pH da cultura é déiiado

baixar para 3,0 a medida que as células crescem e comegam a
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produzir o &cido latico. Em seguida, o pH é mantido em 3,0
pela adigao de hidréxido de potéassio.

As analises HPLC s&o conduzidas como descrité sen-
tido acima. Sob'essas condicdes, o organismo produz 67 pg/L
de 4cido latico apés ~ 120 horas de fermentagdo. A taxa de
producdo de lactato é de 0,62 pg/L/h, e © rendimento do lac-
tato em glicose é de 0,76 ng/g

Exemplo 9B: Cultivo de cultura aerdbica em lote da

cepa CD1184 (Ex. 4) a pH 3.

Um reator de fase unica de cultura em lote conten-
do um meio definido, que inclui sulfato de aménio, diidroge-
nofosfato de potadssio e sulfato de magnésio, oligoelementos,
vitaminas, agente anti-espumante, e 90 pg/L de glicose é i-
noculado com 1 mL de cepa CD 1184. O pH do meio é ajustado
paré cerca de 3,3 antes de adicionar as células. O pH da
cultura é deixado baixar para 3,0 a medida que as células
crescem € comegam a p;oduzir dcido l&tico. Em seguida, o pH
& mantido a cerca de 3,0 por adicdo de hidréxido de potas-
sio. As células sdo cultivadas em 30 °C em agitacdo de 490
rpm e arejamento de 0,1 vvm. Essas condic®es levam a uma ta-
xa de oxigénio (ver WO 03/102200), de cerca de 8 mmol/L/h.
40 pg/L de glicose adicional sao acrescentados a fermentacéo
apbs cerca de 50 horas de fermentagéo

As analises HPLC sdo conduzidas como descrito sen-—
tido acima. Sob essas condicdes, o organismo produz 80 pg/L
de &cido latico ~ 90 horas apés a fermentagdo (incluindo uma
fase lag de cerca de 18 horaé durante a qual ocorré pouca

fermentacdo). Durante todo a fermentagdo do lote, a taxa de
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producdo de lactato é de 1,0 g/L/h, © rendimento do lactato
em glicose é de 0,71 pg/g durante o periodo de tempo entre o
fim da fase lag (18 horas) e um titulo de 70 pg/L de lactato
é atingido (69 horas), a taxa de producdo de lactato é de
1,5 g/L/h, o rendimento do lactato em glicose é de 0,75
ng/g, depois de levar em consideracao os efeitos de diluigéo
a partir da adigdo de glicose e hidrdxido de potéssio.

EXemplo 10A: Construcdo de um plasmidio (pMI445,

Fig. 11), contendo a fita do gene MEL5 de S. Cerevisiae en-

tre repeticdes idénticas de K. thermotolerans.

A totalidade da fita do gene de K. marxianus CYB2

(KmCYB2), incluindo as regides promotoras e terminadoras, ¢

- PCR amplificado do DNA gendémico de uma cepa nativa de K.

marxianus, com a introducdo de sitios de restrigcdo BamJH e
Sall, por PCR usando iniciadores identificados como SEQ. ID.
NO. 27 e SEQ. ID. NO. 28. O produto de PCR é ligado a um ve-
tor comercial designado como pUC18 (de Invitrogen Corp, Car-
1lsbad, CA), que é digerido com BamIII e SalI. O plasmidio
resultante é designado como pMM25 (Fig. 9).

A seqiéncia de 705 pb identificada como SEQ. ID.
NO. 29 & PCR amplificada do DNA gendémico de K. thermotole-
rans, com a introducdo de locais de restrigéo Sphl e SalI,-
usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 30 e SEQ.
ID. NO. 31. Esta seqiiéncia de K. thermotolerans ndo codifica
para qualquer peréina ativa. O plasmideo pMM25 é digerido
com SphI e éalI e a' seqiéncia de K. thermotolerans é ligada
a ele sentido acima (5") da fita KmCYB2 para formar um plas-

mideo designado como pMM27.
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Uma seqiiéncia idéntica a K. thermotolerans é PCR
amplificada com adig&o de sitios de restricdo BamIII e Xmal,
usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 32 e SEQ.
ID. NO. 33. O plasmideo pMM27 é digerido com BamIII e Xmal e
a seqiéncia de K. thermotolerans é ligada a ele sentido a-
baixo (3'), a partir da fita KmCYB2 para formar um plasmideo
designado como pMM28 (Fig. 10).

O plasmideo pMM28 contém a fita KmCYBZ flanqueada
por seqﬁéncias idénticas de K . thermotolerans, ambas orientadas
na mesma diregdo. |

O plasmideo pMM28 é digerido com BamIlIlI, preenchi-
do com a enzima Klenow, e digerido com SalI. Um fragmento de
4077 pb assim obtido é ligado ao fragmento de 2317 pb obtido
por digestdo de pMI433 (Fig. 8, Ex. 3A), com NotI, preen-
chendo as saliéncias com a enzima Klenow, e digerindo com
Sall. O plasmidio resultante é designado pMI445 (Fig. 11).

Exemplo 10B: Isolamento de homélogos CYB2 de L.

orientalis.

O gene KmCYB2 é wusado éomo uma sonda para isolar
genes homdélogos de uma biblioteca de DNA genémico obtido a
partir de uma cepa de I. orientalis em crescimento. A sonda
¢ sintetizada por PCR utilizando ollgonucleotldos de SEQ.
ID. NO. 34 e SEQ. ID. NO. .35 como iniciadores e DNA gendmico
de K. marxianus como modelo e identificados com **P. O gene
KmCYB2 assim obtido é usado para isolar genes CYB2 de I. o-
rientalis de uma biblioteca gendmica de .f. orientalis. Um
Southern blot contendo DNA digerido com EcoRI de seis clones

de cosmideos de I. orientalis e DNA gendmico de uma cepa de
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I. orientalis do tipo nativo sdo preparadas e hibridizados
com o gene KmCYB2. Bandas de ~ 1,5 kbp sao detectadas, iso-
ladas em gel e clonadas em um plasmidio pBluescript SK (—f
digerido com Eco.RI. As bandas sao seqlienciadas usando M13
iniciadores reverso‘e de avanco. Os iniciadores especificos
de seqiiéncia sdo concebidos com base nas seqgiiéncias assim
obtidas. Dois genes CYB2 s&o identificados, que sdo designa-
dos IoCYB2A e IoCYB2B. A regido de codificacdo e aproximada-
mente 1 kbp das regides de flanco 5’ e 3’ de cada uma das
regides de clonagem sdo seqlienciadas. As sequéncias sdao i-
dentificadas como SEQ. ID. NO. 36 e SEQ. ID. NO. 37, respec-

tivamente.

Exemplo 10C: Construcdo de um plasmidio (pMI447,

Fig. 14), contendo o promotor I. Orientalis PDC1A, segqiiéncia

de K. thermotolerans, fita ScMEL1l, segunda seqiiéncia idénti-

ca de K. thermotolerans, fita genética de LhLDH e terminador

PDC1A de I. orientalis.

Um vetor designado como pNC1l6 é obtido a partir do

National Energy Research Laboratories, em Golden, Colorado.

Este plasmideo contém o gene MEL1l de S. cerevisiae sob o

controle de promotor ET de S. Cerevisiae e terminador GAL10
S. cerevisiae. A fita do gene MEL1 é PCR amplificada com a-
dicdo de sitios de restricdo BgIII e Sacl usando iniciadores
designados como SEQ. ID. NO. 38 e SEQ. ID. NO. 39. O plasmi-
deo pMM28 (Ex. 10A. Fig. 10) é digerido com BgIII e Sacl e
ligado a fita MELl. Esta simultaneamente suprime -a Fita
KmCYB2 de plasmideos pMM28 e a substitui com a fita MELI. O

plasmidio resultante é designado pMM31l. Ele contém a fita
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MEL1 flanqueada pelas seqiiéncias repetidas de K. thermotole-
rans.

Uma regido de flanco de ~ 2kbp diretamente 3’ da
regido de codificagdo KmCYB2 é amplificada com a introdugéao
de sitios de restricdo Xmal e SacIl por PCR usando iniciado-
res identificados como SEQ. ID. NO. 40 e SEQ. ID. NO. 41 e
DNA gendémico como modelo. O fragménto resultante é ligado ao
plasmideo pMM31 digerido com Xmal/Sacl para inserir o flanco
3’ CYB2 sentido abaixo (3') da seqgliéncia de K. thermotole-
rans que é ela proépria sentido abaixo da fita MEL1 . O plas-
midio resultante é designado como pMM32.

Uma regido de flanco de ~ 2kbp diretamente 57da
regido de codificagdo KmCYB2 & amplificada com a introducgao
de sitios de restricdo AotII e NarI por PCR usando iniciado-
res identificados como SEQ. ID. NO. 42 e SEQ. ID. NO. 43 e
DNA genémico como modelo. O fragmento resultante é ligado ao
plasmideo pMM32 digerido com AotII/NarI. O plasmideo resul-
tante (designado pMM35, Fig 12.) contém, em ordem, a regido
de flanco 5’ KmCYBZ2, em uma primeira seqguéncia idéntica de
K. thermotolerans, a fita MELl, a segunda seqiiéncia idéntica
de K. thermotolerans e a regido de flanco 3' KmCYBZ.

A seqgliéncia K. thermotolerans ¢é amplificada por
PCR usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 44 e
SEQ. ID. NO. 45, com o plasmideo pMM35 conforme o médelo. 0
produto de PCR é digerido com NotI e Spel. O fragmento re-
sultante de 712 pb é ligado a um fragmento de 8798 pb obtido
por digestdo de pMI433 (Ex; 3A, Fig. 8), com Spel e NotI. 0

plasmidio resultante é designado pMI446 (Fig. 13). Ele con-
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tém, na ordem, o promotor I. orientalis PDC, fita genética
ScMEL5, a seqgiéncia K. thermotolerans, a fita LhLDH, e ter-
minador PDC1A I. orientalis.

A seqgiiéncia K. thermotolerans ¢é amplificada por
PCR usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 46 e
SEQ. ID. NO. 47, utilizando plasmideo pMM35 conforme o mode-
lo. O produto de PCR é digerido com Sall. O fragmento resul-
tante de 711 pb é ligado ao fragmento de 9510 pb de Sall de
plasmideos pMI446. O plasmidio resultante é designado pMI447
(Fig. 14). Ele contém, na ordem, o promotor PDC I. orienta-
lis, uma primeira seqiéncia repetida K. thermotolerans, fita
ScMEL5, uma segunda seqgliéncia repetida K. thermotolerans,
fita genética LhLDH e terminador PDC I. orientalis.

Exemplo 10D: Construcdo de um plasmidio (pMI448,

Fig 15.) contendo uma seqiiéncia K. thermotolerans, fita Sc-

MELS5 genética, segunda seqgiiéncia idéntica K. thermotolerans e

terminador IoCYBZ2A.

A regido de flanco 3’ do gene IoCYB2A de ~ 90-676
pb no sentido abaixo do quadro leitura aberta é amplificado

por PCR usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO.

48 e SEQ. ID. NO. 49 e um clone de cosmideo contendo os ge-

nes CYB2A I. orientalis como modelo. O produto de PCR é di-
gerido com SacI e Smal. Um fragmento de 607 pb é obtido e
ligado a um fraémento 6386 obtido por digestd@o de plasmideo
pMI445 (Exemplo 10A, Fig. 11), com Sacl e Smal. d plasmidio

resultante é designado pMI448 (Fig.195).

Exemplo 10E: Isolamento de gene URA3 da I. Orien-

talis.



10

15

20

25

48

Um fragmento do gene URA3 de I. Orientalis (IoU-
RA3) é amplificado por PCR de DNA gendmico de ﬁma cepa nati-
va de I. orientalis usando iniciadores identificados como
SEQ. ID. NO. 50 e SEQ. ID. NO. 51. Um fragmento de ~ 650 pb
& obtido, o qual é ordenado para confirmar estreita homolo-
gia com o gene URA3 de outras leveduras. Este fragmento de ~
650 pb é entdo usado como'uma sonda paré isolar o gene de
comprimento maximo de uma biblioteca de cosmideo gendmica da
cepa nativa de I. orientalis. Um clone é obtido, o qual é
purificado e seqtienciado. O Clone inclui o gene funcional
IoURA3 e as regides de flanco, e inclui uma seqiéncia iden-
tificada como SEQ. ID. NO. 52. O quadro de leitura aberta
deste gene codifica para uma proteina com 262 aminoacidos.
Esta seqiiéncia aminoacidica é identificada como SEQ. ID. NO.

53.

Exemplo 10F: Construcdo de plasmideo de transfor-

macdo pMI457 (Fig. 16) contendo o promotor IoURA3, fita ge-

nética ScMEL5 entre seqiiéncias idénticas de K. thermotole-

rans, fita genética de LhLDH e terminador IoURA3 e plasmideo

de transformacdo pMI458 (Fig. 17) contendo o promotor IoU-

RA3, fita ScMEL5 genética entre idéntico JL thermotolerans

seqiiéncias, e IoURA3 terminador.

A IoURA3 3’acompanhamento sequéncié de /,~orienta—
lis & amplificado com iniciadores identificados como SEQ.
ID. NO. 54 e SEQ. ID. NO. 55, com uma I. orientalis clone de
cosmideo contendo o gene URA3 como modelo. Um fragmento de
630 pb é obtido, que é cortado com Smal e Apal e ligado a um

SmaI/Apal fragmento de plasmideos pMI447 (Ex. IOC, Fig. 14)
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para produzir um plasmideo designado pMI455. Plasmideo
pMI455 contém o I. orientalis PDC promotor, fita ScMEL5 ge-
nética entre repetindo K. thermotolerans seqgiiéncias, gene
LhLDH fita e IoURA33’flénco.

A IoURA3 5’acompanhamento da seqiiéncia I. Orienta-
lis é amplificado com iniciadores identificados como SEQ.
ID. NO. 56 e SEQ. ID. NO. 57 com o I. Orientalis clone de
cosmideo contendo o gene URA3 como modelo.’A 554 pb fragmen-
to & obtido, que é cortado com ‘Sphl e ligado a 6994 pb SphI-
corte fragmento de plasmideos pMI448 (Ex 10C, Fig 15.) Pafa
produzir plasmideo pMI456. Plasmideo pMI456 contém o promo-
tor IoURA3, a fita genética ScMELS5 entre sequénciasArepeti—
das de K. thermotolerans e os I. orientalis terminador
CYB2A.

O plasmideo pMI455 é cortado com SacIl e Sall. O
fragmento resultante 8542 pb é ligado ao fragmento de 1264
pb SacI-XhoI de plasmideos pMI456 para produzir o plasmideo
pMI457 (Fig. 16). '

O plasmideo pMI457 é cortado com NotI e Smal, pre-

enchido utilizando-se a enzima Klenow e ©O consequente frag-

mento de 7834 pb é religado para formar o.plasmideo pMI458

(Fig. 17).

Exemplo 10G: Geragdo de mutante de I. orientalis

(CD 1439 e CD1440), com dois (CD1439) e uma (CD1440) cépia

dos gene LhLDH e fita ScMEL5 inserida no local do gene nati-

vo URA3 (e delecdo de URA3) transformando a cepa mutante

CcD1184 (Ex. 4) cm plasmideos pMI457 (Ex. 10F, Fig 16) e

pMI45 (Ex 10F, Fig 17)




10

15

20

25

50

A cepa mutante CD 1184 é transformada com o plas-
mideo pMI457 utilizando o método geral descrito no Exemplo
3B e plagueada em placas YPD + X-a-gal. Transfor-mantes con-
tendo o géne ScMEL5 sdo identificados com base na cor azul.
Aqueles transformantes sdo selecionados através de PCR usan-
do iniciadores identificados como SEQ. ID. NO. 58 e SEQ. ID.
NO. 59 para identificar integrantes URA3. Transformantes po-
sitivos sdo ainda identificados pela Andlise Southern de DNA
digerido com EcoRV-HindIII e NcoI-BsmI. A sonda URA3 marcada
com digoxigenina é sintetizada usando iniciadores identifi-

cados como SEQ. ID. NO. 56 e SEQ. ID. NO. 55 e os clone de

Vcosmideo contendo o gene URA3 I. orientalis como modelo. O

transformante que produz as bandas esperadas é& identificado
como cepa CD 1439. A cepa CD 1439 tem o mesmo antecedente
genético que a cepa CD1184, exceto que ela possui uma copia
extra da fita LhLDH e -fita ScMELS no locus de um gene nativo
URA3.

A cepa CD 1440 é produzida de forma idéntica, ex-
ceto que é transformada com o plasmideo pMI458. O plasmideo
pMI458 ndo tem a fita LhLDH, mas por outro lado promove as
mesmas transformacdes que o plasmideo pMI457. As cepas CD
1439 e CD 1440, portanto, tém o mesmo antecedente genético
exceto pelo numero de fitas LhLDH. |

Exemplo 11 - caracterizacdo de cepas CD 1184

(Ex.4), CD1439 (Ex. 10F) e CD1440 (Ex. 10F) em frasco de a-

gitacdo microaerdbica.

As cepas CD 1439 e CD 1440 s&o inoculadas separa-

damente, a uma primeira ODgyp de 0,15 em 50 mL de YP +100
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ng/L de glicose em frascos n&o Erlenmeyer. Os baldes sdo in-
cubados a 30 °C com agitacdo de 100 rpm e analisados apos
22, 47, 62, 91, 119 e 143 horas.

As amostras para medicdes de atividade enzimatica
(5 mL) sdo recolhidas periodicamente por centrifugagdo. Os
precipitados de células sao lavados com 1 mL de KyHPO4/KH,POy4
10 mM frio (pH 7,5) suplementado com EDTA 2 mM. Os precipi-
tados lavados sd0 ressuspensos em 1 mL do mesmo tampdo e ar-
mazenados a -70 °C. As amostras sdo descongeladas a tempera-
tura ambiente e la?adas em tampdo de homogeneizagéé

(K,HPO,/KH,PO, 100 mM (pH 7,5) suplementado com MgCl, 2 mM,

" TDT 1 mM e inibidor de Protease (livre de EDTA, Roche). As

amostras lavadas séo ressuspensas em 0,5 mL de Tamp&o de ho-
mogeneizacdo e duas vezes homogeneizadas por 30 segundos com
0,5 mL de gré&nulos e vidro usando um homogeneizador Bead Be-
ater. As amostras sao entdo centrifugadas a 14000 rpm duran-
te 30 minutos a 4 °C. A atividade LDH é determinada anali-
éando o sobrenadante espectrofdtometricamente (A340), utili-
zando um analisador automatizado Cobas MIRA a 30 °C, em tam-
pao de acetato de sédio contendo NADH 0,4 mM, frutose-1,6-
difosfato 5 mM e piruvato 2 mM. 1 U de atividade ¢é definida
como a quantidade de atividade de conversdo de 1 umol'de
NADH para NAD'/minuto. As concentragdes de proteina sdo de-
terminadas de acordo com © mé£odo Bio-Rad, com gama-
globulina bovina usada como uma proteina padféo.

Todas as cepas CD 1184, CD 1439 e CD 1440 conSomem.
glicose aproximadamente a mesma taxa, e todas produzem apro-

ximadamente 55-60 pg/L de lactato. Cada uma produz cerca de
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0,6 g/L de piruvato e 6 pg/L de glicerol. A atividade de LDH
da cepa CD 1439 é de aproximadamente 40% superior a de CD
1440 em todo o cultivo, devido a presenca da segundo cobpia

da fita LhLDH.

Exemplo 12A: Clonagem de gene GPD1 de I. Orientalis

nativa em conjunto com a regido de flanco sentido acima e

sentido abaixo.

Genes conhecidos de glicerol-3-fosfato-desidrogenase
de varias espécies de levedura (S. cerevisae, K. marxianus,
Y. lipolytica, P. jadinii, D. hansenii e C. glabrata) estéao
alinhados e as regides que sdo altamente conservadas entre
os varios genes sdo identificadas. Dois conjuntos de inicia-
dores de degeneracdo foram concebidos nestas regides de alta
homologia. Estes conjuntos s&o identificados como SEQ. ID.

NO. 60 e SEQ. ID. NO. 61, e SEQ. ID. NO. 62 e SEQ. ID. NO.

63, respectivamente. PCR & realizada utilizando o primeiro

conjunto de iniciadores e DNA gendmico de I. orientalis como
modelo, e um produto de ~ 200 pb é obtido como esperado. PCR
& realizada utilizando novamente o segundo conjunto de ini-
ciadores e DNA genémico de I. orientalis como modelo, e um
produto de ~ 400 pb é obtido como esperado. Os dois produtos
de PCR sdo purificados em gel e seqienciados utilizando os
mesmos iniciadores. Usando a seqgiiéncia parcial assim obtida,
os iniciadores sdo projetados para o genoma walking. Genoma
walking é realizado utilizando o BD Clontech Genoma Walking
Kit, de acordo com as instrucdes do fabricante utilizando
iniciadores de PCR primarios identificados como SEQ. ID. NO.

64 e SEQ. ID. NO. 65 e iniciadores PCR nested identificados
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como SEQ. ID. NO. 66 e SEQ. ID. NO. 67. As seqiiéncias obti-
das no sentido acima e sentido abaixo do genoma walking es-
tdo alinhadas e fundidas com a seqiiéncia parcial anterior-
mente obtida para construir o gene de glicerol-3-fosfato-
desidrogenase de I. orientalis.

Exemplo 12B: Construgdo de plasmideos pMI449 (Fig.

18) e pMI454 (Fig. 19) contendo regido de flanco 5’ CYB2 de

I. Orientalis, fita genética ScMELS5 entre as seqiiéncias re-

petidas diretas de K. thermotolerans e regido de flanco 3'

CYB2de I. orientalis.

0 plasmideo pMM28 (Fig. 10, Ex. 10A) é digerido
com BamHI, preenchido com a enzima Klenow, e aigerido com
SalI. O fragmento de 4077 pb assim obtido é ligado ao frag-
mento de 2317 pb NotI. (preenchidos com enzima Klenow alfa)-
Sall de pMI433 (Fig. 8, Ex. 3A). O plasmidio resul-tante &
désignado pMI445.

A regiao de flanco 37 do gene de L-

lactato: ferricitocromo ¢ oxidoredutase (IoCYB2A) de I. ori-

entalis (correspondente as seqiiéncias de 90 a 676 pb sentido

abaixo do quadro de leitura aberto previsto) é amplificado

por PCR usando iniciadores identificados como SEQ. ID. NO.
68 e SEQ. ID. NO. 69, utilizando um clone de cosmideo CYB2-2

como um modelo. O produto de PGR é digerido com SacIl e Smal

e o fragmento de 607 pb é ligado ao fragmento de 6386 pb Sa-

cI-Smal de plasmideos pMI445. O plasmidio resultante é de-

signado pMI448.

A regido de flanco 5’ IoCYB2A (correspondente as

seqiéncias de 913 a 487 pb sentido acima do quadro de leitu-
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ra aberto previsto) é amplificada por PCR usando iniciadores
identificados como SEQ. ID. NO. 70 e SEQ. ID. NO. 71, nova-
mente usando os clones de cosmideo CYB2-2 como um modelo. O
produto de PCR é digerido com Sphl e os 454 pb fragmento é
ligado ao fragmento de 6993 pb SphI obtido por digestdo par-
cial de pMI448. O plasmidio resultante é designado pMI449
(Fig. 18).

A regido de flanco 5’ IoCYB2A (correspondenté as
seqiiéncias de 466 a 7 pb sentido acima do gquadro de leitura
aberto previsto) é amplificadé por PCR usando iniciadores
identificados como SEQ. ID. NO. 72 e SEQ. ID. NO. 73, mais
uma vez usando o clone de cosmideo CYB2-2 como modelo. O
produto de PCR é digerido com SpM e O fragmento de 493 pb é
ligado ao fragmento de 6993 pb SphI obtido por digestédo par-
cial de plasmideo pMI448. O plasmidio resultante & designado
pMI453.

A regido de flanco 3’ IoCYEZA (correspondente as
seqliéncias de 402 pb sentido acima para 77 pb sentido abaixo
do cédon de parada previsto) é amplificado por PCR usando
iniciadorés ideﬁtificados como SEQ. ID. NO. 74 e SEQ. 1ID.
NO. 75, utilizando o cosmideo CYB2-2 como um moaelo. O pro-
duto de PCR é digerido com Apal e Smal e o fragmento de 506
pb é ligado ao fragmento de 6886 pb Apal-Smal de plasmideos
pMI453. O plasmidio resultante é designado pMI454 (Fig. 19).

Exemplo 12C: Construgdo de um plasmidio (pBH165,

Fig. 20) contendo um fragmento do gene IoGPD1 sentido acima,

uma primeira secdo direta repetida de K} thermotolerans, uma

fita genética MEL5, uma segunda secdo repetida direta K.
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thermotolerans, e um fragmento do gene IoGPDl sentido abai-

X0.

O plasmideo pMI449 (1%. 18, Ex. 12B) ¢ digerido
com NdeI e SbfI para retirar a homologia do flanco 5’ CYB2A.
Um fragmento de 6,8 kbp é purificado em gel e desfosforila-
do. Um fragmento de 302 pb do gene IoGPDl do Exemplo 12A
(correspondente a 1-302 pares de base desde o cdédon de ini-
cio do gene) é amplificado por PCR usando iniciadores iden-
tificados como SEQ. ID. NO. 76 e SEQ. ID. NO. 77. O produto
de PCR é purificado em gel, digerido com NdeI e SbfI, e li-
gado ao fragmento de 6,8 kbp de plasmideos pMI449 para pro-
duzir o plasmideo pBH164. O plasmideo pBH164 é¢ depois dige-
rido com Xmal e EcoRI para retirar a homologia do flanco 3’
CYB2A. Um fragmento de 6,5 kbp é purificado em gel e desfoé—
forilado. Um fragmento de 346 pb do gene IoGPDl do Exemplo
12A (correspondénte a 322-668 pares de base desde o cébdon de
inicio) é amplificado por PCR usando iniciadores identifica-
dos como SEQ. ID. NO. 78 e SEQ. ID. NO. 79. O produto de PCR
é purificado em gel, digerido com Xmal e EcoRI, e ligado ao
fragmento de 6,5 kbp obtido a partir de pBH164 para produzir
pBH165 (Fig.20). | |

| O plasmideo pBH165 contém, a fim de transcrigao,
um fragmento 302 pb do gene IoGPDI, uma primeira segdo repe-
tida direta K. thermotolerans, uma fita genética MEL5, uma
segunda seg¢do repetida direta K. thermotolerans, e o frag-
mento de 346 pb do gene IoGPDls. Ele é projetado para inser-
¢do no local'do gene IoGPDls nativo (com desnaturacao do ge-

ne), seguido por uma fita genética MELS5 fora da alga.
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Exemplo 12D: Geracdo de cepa mutante de I. orien-

talis (CD1496) transformando sucessivamente a cepa CD 1184

(Ex. 4) com plasmideos pMI449 (Ex. 12B, Fig. 18) e pMI454

(Ex. 12B, Fig 19.) seguido por mutagénese.

A cepa CD 1184 é transformada com o plasmideo
pMI449 utilizando o métddo de acetato de litio e transfor-
mantes (coldnias azuis) sdo selecionados com base em ativi-
dade de melibiase em placas YPD X-a-gal. A substituicao do
gene IoCYB2A da cepa CD 1184 ¢ confirmada por PCR da coldnia
e Analise Southern em alguns dos transformantes. O marcador
MEL5 é retirado da alca de um desses transformantes através
de um evento de recombinacdo homéloga de sequéncias repeti-
das de K. thermoﬁolerans, como confirmado pela Andlise Sou-
thern. O segundo alelo CYB2A é entdo excluido deste trans-
formante usando o plasmideo pMI454. Os transformantes sdo
analisados por ‘PCR de coldnia para a auséncia de um produto
de 1000 pb de PCR especifico para CYB2A. O marcador de pléé—
mideo pMI454 MELS5 é retirado da alca de um transformantes
tendo uma delecdo do segundo alelo CYB2A através da recombi-
nagéé como antes. Este transformante é designado cepa CD
1436. A cepa CD 1436 tem uma delegdo de ambos os alelos PDC1
(com a substituicdo por uma fita genética funcional L-LDH),
e uma exclusdo de cada um dos seus dois Genes IoCYB2 nati-
vVoSs.

As células da cepa CD1436 de uma nova placa YPD
sdo ressuspensas em 2 mL de fosfato-salina tamponada a uma
ODsoo éproximada deA6. Doze aliquotas de 200 pL. desta suspen-

sdo de células sdo pipetadas em doze tubos com tampa de en-
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caixe de 14 mL, e 8 pL de metanosulfonato de etila (EMS,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, n® catdlogo M0880, solu-
cdo a 1,17g/mL) sdo adicionados a dez dos doze tubos. Os
dois tubos restantes servem como simulac¢do de controles tra-
tados. Os tubos sdo, em seguida, incubados a 30 °C com agi-
tacdo (225 rpm) durante 60 minutos, para matar 90-99% das
células. Apés a exposicdo a SME, células de doze tubos sao
granuladas, lavadas duas vezes com 5,0% Na,S,03 a neutraliza-
das com EMS e depois lavadas com &gua. As células mutagéni-

cas sido deixadas recuperar durante 6 horas em 200 uL de meio

YP + 20g/L de glicose e, em seqguida, plaqueadas em placas

PDA + 35 pg/L de acido latico e incubadas durante uma semana
a 30 °C. Uma cepa que produza mais lactato e menos glicerol
do que a cepa CD 1436 é designada como cepa CD 1496.

Exemplo 12E: Transformacdo da cepa CD 1496 (Ex.

12D), com plasmideo pBH165 (Ex. 12 C, Fig. 20), seguido por

retirada da alca do marcador de selegdo para produzir cepa

CD1671 transformante, que tenha um Unico alelo GPDl1 suprimi-

do.

A cepa CD 1496 é cultivada e transformada com 5 ug
de fragmento 4,4 kbp obtido por digestdo de plasmideo pBH165
com NdeI e EcoRI. Sdo selecionados transformaﬁtes em placas..
de base de nitrogénio para levedura (YNB) + 2% melibiose co-
bertas com ‘x-a-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-
galactosideo). transformantes coloridos de azul sdo visiveis
depois de ~ 4 dias de crescimento a 30 °C. Oito trénsforman—
tes sdo colhidos e plaqueados de coldnias Unicas sobre pla-

cas de YP + 20 pg/L de glicose contendo x-a-gal. Uma unica
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colédnia azul para cada transformante & colhida e ressemeada
nas placas de YP + 20 pg/L de glicose. DNA genbémico é isola-
do do transformante. A desnaturagdo de um alelo do gene I-
oGPD1 é verificada por PCR usando iniciadores identificados
como SEQ. ID. NO. 80 e SEQ. ID. NO. 81. Um transformante.que
exiba ~ 2 kb do produto esperado é designado como cepa CD
1657. A desnaturacdo de uma cépia do gene nativo IoGPDl é
ainda confirmada por PCR usando iniciadores designados como
SEQ. ID. NO. 82 e SEQ. ID. NO. 83.

A cepa CD 1657 é cultivada por véarias rodadas em

YP + 100 g/L de glicose a 30 °C. A série de diluigéo é pla-

_queadas para placas YP + 20 ng/L cobertas com x-a-gal, e

cresceu rapidamente a 30 °C. Uma colénia branca (indicativo
da fita marcadora MELS fora da alca) é selecionada e resse-
meada para as placas YP + 20 ug/L de glicose + x—d—gal. Uma
coldnia branca & selecionada. A desnaturac¢do de um alelo do
gene nativo IoGPDl é verificada por PCR usando iniciadores
identificados como SEQ. ID. NO. 84 e SEQ. ID. NO. 85. Este
transformante é designado como cepa CD1671.

Exemplo 12F: Transformacdo de cepas CD1671 (Ex.

12E), com plasmideo pBH165 (Ex. 12C, Fig. 20) para produzir

cepa CD1690 transformante com ambos alelos IoGPD1 suprimi-

dos.

A cepa CD 1671 é transformada em 5 ug de um frag-
mento de 4,4 kbp obtido por digestdo de plasmideo pBH165 com
transformantes NdeI e EcoRI sdo selecionados em placas de
YNB + 2% melibiose cobertas com x-oa-gal. Os transformantes

coloridos de azul sdo visiveis depois de ~ 4 dias de cresci-
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mento a 30 °C. Dez transformantes sao colhidos e plaqueadas
de colénias unicas sobre placas YP + 20 pg/L de glicose con-
tendo x-o-gal. Uma Gnica colénia azul para cada transforman-
te é colhida e ressemeada para YP + 20 ng/L de glicose. O

DNA genémico é isolado do transformante. A desnaturagdo do

segundo alelo do gene IoGPDl é verificada por PCR usando i-

niciadores identificados como SEQ. ID. NO 86 e SEQ. ID. NO.
86. Este transformante é designado como cepa CD 1690.

Exemplo 12G - Caracterizagdo da cepa CD1690 (Ex.

12F) em frasco de agitacdo microaerdbica.

A cepa CD 1690 é inoculada com uma primeira ODspg
de 0,2 em YP + 100 g/L de glicose em um fermentador de lote

de 3 L. Os frascos sdo incubados durante 40 horas a 38-40 °C

com agitacdo de 100 rpm. O cultivo & tamponado a pH 5,5 em

_ todo o cultivo. Sob essas condicgdes, a cepa CD 1690 produz

um rendimento de 88 gramas de &cido L-latico /100 gramas de
glicose que é consumido. A produtividade deAécido L-1latico é
de 2,6 ug/L/h. Os rendimentos de subprodutos sao COz: 8%;
biomassa: 2,4%, e piruvato: 1%. O ultimo ODegoo é o,3.

Exemplo 13A: Clonagem de fragmento de gene PDC1

nativo de P. membranifaciens.

Um par de iniciadores de degeneragdo ¢é projetado
para clonar uma parte do gene PDCl em P. membranifaciens.
Estes iniciadores séo idenfificados como SEQ. ID. NO. 88 e
SEQ. ID. NO. 89. PCR é feita utilizando os iniciadores e DNA
gendémico de P. membranifaciens'como modelo, e um produto de
~.700 pb é obtido. O fragmento & clonado em um vetor comer-

cial TOPO para produzir um plasmideo designédo como plasmi-
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deo PDC-7 clonado. O fragmento é segiienciado usando inicia-
dores identificados como SEQ. ID. NO. 90 e SEQ. ID. NO. 91.
A segiiéncia nucleotidica do fragmento é identificada como
SEQ. ID. NO. 92. O fragmento tem.alta identificagdo com ou-
tras seqiéncias genéticas de PDC de leveduras conhecidas.

Exemplo 13B: Construgdo de plasmideos pMI464 (Fig.

21) contendo fragmento de gene PDC1 P. membranifaciens, fita

de expressdo de higromicina e fita de expressdo LhLDH.

O'plasmideo pMI357 (Fig. 6, Ex. 2B) ¢ digerido com
SacI e Sall para formar um fragmento de ~ 7735 pb. O clone
de plasmideo PDC-y é digerido com SacI e Xhol para produzir
um fragmento de ~ 700 pb. Os dois fragmentos sao ligados em
conjunto para formar um plasmideo designado como plasmideb

pMI4d64d.

Exemplo 13C: Geracdo de cepa CD1598 pela transfor-

macdo de uma cepa do tipo nativo de P. membranifaciens com

plasmideo pMI464 para integrar a fita genética LhLDH.

Uma cepa do tipo nativo de P. membranifaciens de-
signada como NCYC2696 é transformada em um fragmento obtido
por digestdo de plasmideo pMI464 com Agel. Sao selecionados
transformantes em placas YDP + higromicina e semeada em YDP
+200 pg/mL higromicina. Uma colénia & designada como cepa CD

1598. A presenca da fita genética LhLDH na cepa é verificada

- por PCR.

Exemplo 13D - Caracterizagdo da cepa CD1598 (Ex.

13C) em frasco de agitacdo microaerdbica.

A cepa CD 1598 & inoculada com uma ODgy inicial de

0,2 em 50 mL de meio ndo-tamponado YP + 10% de glicose em um
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baldo de agitacdo. O frasco é incubado durante 7 dias a 30
°C com agitacédo de 100 rpm. A cepa CD 1598 produz acido la-
tico a um titulo de 47 pg/L. O rendimento de &cido latico é
de 70% baseado na glicose consumida. A taxa de producéao de

dcido latico é de 0,41 ug/L/h. A cepa ndo produzir etanol.
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<210> 1

<211> 23

<212> DNA

<213> Seqgiliéncia Artificial

<220> |

<223> Iniciador PGK

<400> 1

aaccaaagaa ttgttgctgc ttt 23
<210> 2

<211> 25

<212> DNA
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<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador "PGK.

<400> 2

ttcgaaaaca cctggtggac ;gttc
<210> 3

<211> 25

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de ligacgéo

<400> 3

gcgg£gaccc gggagatctg aattc
<210> 4

<211> 12

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de ligacgao

.<400> 4 gaattcagat ct

<210> 5

<211> 25

<212> DNA

<213> Seqguéncia Aftificial
<220>

<223> Iniciador PCR

<400> 5

gcggtgaccc gggagatctg aattc

25

25

12

25
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<210> 6

<211> 27

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial
<220>

<223> Iniciador PCR

<400> 6

ccaattctgc agcaactggc tttaacg

<210> 7

<211> 25

<212> DNA

<213> Seqliéncia Artificial
<220>

<223> Iniciador PCR Nested
%400> 7

gcggtgacce gggagatctg aattc
<210> 8

<211> 21

<212> DNA

<213> Seqliéncia Artificial
<220>

<223> Iniciador PCR Nested
<400> 8

gcctcaccat ttggtctgce ¢
<210> 9

<211> 25

<212$ DNA

<213> Seqgiiéncia Artificial

27

27

21
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<220>

<223>

<400>

Iniciador PCR Nested

9

gactccccgg agtgtcgaaa tatga 25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

10
24
DNA

Seqgiiéncia Artificial

Iniciador PCR Nested

10

gtgatagcgg gtcctttcge tacc 24

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

1 <223>

<400>

11
25
DNA

Seqiiéncia Artificial

Iniciador PCR Mediado por ligacgdo

11

gcggtgaccc gggagatctg aattc , : 25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

12
12
DNA

Seqiiéncia Artificial

Iniciador PCR Mediado por ligacéo

12 gaattcagat ct 12
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

13
36
DNA

Seqiiéncia Artificial

iniciador de amplificagdo de promotor PGK 1

13

gcgatctcga gatttgctgc aacggcaaca tcaatg

<210>
<211>
<21£>
<213>
<220>
<223>

<400>

14
36
DNA

Seqgiiéncia Artificial

iniciador de amplificagdo de promotor PGK 1

14

ctagcatctg attgttgttg tcgttgtttt tgtttt 36

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

15
36
DNA

Seqgiiéncia Artificial

iniciador de amplificagdo PGKI

15

gcgatctcga gatttgctgc aacggcaaca tcaatg 36

<210>

<211>

<212>

<213>

16
36
DNA

Seqiiéncia Artificial
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<220>

<223>

<400>

iniciador de amplificacdo PGK1

16

acttggccat ggttgttgtt gttgtcgttg tttttg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

17
44
DNA

Seqgiiéncia Artificial

iniciador de amplificagdo PDC

17

ccggaattcg atatctgggc wggkaatgcec aaygarttra atgc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

18
44
DNA

Seqgiiéncia Artificial

iniciador de amplificac¢do PDC

misc feature
(21)-(21)

néa, ¢, g out

misc_feature
(33)..(33)
néa, ¢, g out

18

cgcggattca ggcctcagta ngaraawgaa ccngtrttra artc

36

44

44
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<210>

<211>

<212>

<213>

1 <220>

<223>

<400>

19
36
DNA

Seqiiéncia Artificial

iniciador de amplificag¢ao PDC

19

actgtcgagc tcagtatatg gaattgacgg ctcatc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

20
38
DNA

Seqiiéncia Artificial

iniciador de amplificacdo PDC

20

actgacgcgt cgacgtatca tttgtagccc acgccacc

<2i0>
<211>
<212>
{213>
<220>

<223>

"<400>

21
35
DNA

Seqiiéncia Artificial

iniciador de amplificacdo PDC de flanco 3'

21

cctcecccegg gctgatagaa gggtgatatg taatt

<210>

<211>

<212>

<213>

22
24
DNA

Seqliéncia Artificial

36

38

35
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<220>

<223> Iniciador de amplificagdo PDC de flanco 3’
<400> 22

ccaagagtta tggggcccca gttg

<210> 23

<211> 49

<212> DNA -

"<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificagdo PDC de flanco 3’
<400> 23

actgacgccc cgggtagtta gatagttggce tacccactta ccaagagat

<210> 24

<211> 35

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificagdo PDC de flanco .3’
<400> 24

gggacgggcc caatagagag tgacctatcc aagct

<210> 25

<211> 36

<212> DNA

<213> Seqiéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de amplificag¢do de promotor PGK
<400> 25

gcgatctcga gatttgctge aacggcaaca tcaatg

24

49

35

36
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<210> 26

<211> 69

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificagédo de promotor PGK
<400> 26

tggactagta catgéatgcg gtgagaaagt agaaagcaaa cattgttgtt gttgttgtcg
ttgtttttg

<210> 27

<211> 32

<212> DNA

<213> Segiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificagdo para geneACYBZ
<400> 27

tcceccggteg accggaactt agcttactceg te

<210> 28

<211> 32

<212> DNA

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificacdo para CYB2 gene
<400> 28

ttgcgaggat cctgagtgca gtagctgtac ac

<210> 29

<211> 706

<212> DNA

60

69

32

32.
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<213> Kluyveromyces thermotolerans

<400> 29

cactcgcaag
ctattttcgt
cttcagtgat
waamtaatcc
taagtaacaa
gttcaagcct
tgtaagéttg
attctcttac
aggttaaagt
wmaaaaaama
ccagaggagc
ttgtcatttt
<210> 30

<211> 30

<212> DNA
<213>
<220>

<223>

<400> 30

ctgtgccatce
cccectettt
ttgtaatttt
ggacattcac
tgatgatctt
agatacgctg
aaaacatcta
ttcatccctg
tagtgatctt
aamrmaagaa
attaacaaaa

gtcgtttcct

gcccaacggt
tcagtggtaa
ttttcagtga
tacatgcaag
tttacgcttc
aaaaactcct
aaaatgaaat
aaagacgtgg
tatgctcaaa
gagaggttaa
gacgtaaatc

atatggtggt

Seqgiéncia Artificial

tgtcagcatg cactcgcaag ctgtgccatc

<210> 31
<211> 33
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

Seqiiéncia Artificial

taattataag
cgagcaatta
tttgtaattc
gaaaaacgag
atcatcactt
gaccaacaat
attttattgt
ctgtacaaga
agtggaaggc
aaatacccca
aggaacagga

cttctatgcece

aaatcaacat
cattagtaag
tttctcgaaa
aaccgcggag
tccaaagttc
gtaaagaaaa
acatgcacac
gttggaatcg
ctcaatagac
agcttcttat

aaaacttatt

ggctag

cagccaacaa
agactatttt
tatgcgggcet
atttcctcag
taagctataa
caattacaat
cctgatagtce
caaggtcatg
cgtgacgacw
gaagcgtatg

tgggcggact

Iniciador de amplificacdoc para seqiéncia K. thermotolerans

Iniciador de amplificacdo para seqiiéncia K. thermotolerans.

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

706

30
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'ctggatctac agcgattctc

11

<400> 31

4 aaccttgtcg actagccggc atagaagacc acc 33

<210> 32

<211> 30

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificacdo para sequéncia K. thermotolerans

<400> 32

tgtcaggatc cactcgcaag ctgtgccatce 30

<210> 33

<211> 33

<212> DNA

<213> Seqﬁéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificacdo para seguéncia K. thermotolerans

<400> 33

aaccttccecg ggtagccggce atagaagacc acc 33
<210> 34

<211> 20

<212> DNA

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificacdo para gene cYB2

<400> 34

20
<210> 35

<211> 20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

DNA

Seqliéncia Artificial

Iniciador de amplificagdo para gene CYBZ

35

tgtaccggct gtccttaaac

<21O>4

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

36
4160
DNA

Issatchenkia

misc_feature
(609)..(609)

néa, c, g9,

misc feature
(770)..(770)

néa, ¢, g,

misc feature

(949)..(949)

n éa, ¢, g,

misc_feature

orientalis

ou t

ou t

ou t

(1592)..(1592)

n é a, ¢, 9,

misc_ feature

ou t

12
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15

20

25

<222>

<223>n € a, ¢, g,

<220>

<221> misc_

222>

(3716) .. (3716)

ou

feature

(3849)..(3849)

<223>n éa, ¢, g, ou t

<220>

<221> misc_

feature

<222> (3903)..(3903)

<223>
<400> 36

tcaaatagta
gtgttagtat
acattééatg
ccgetgatce
tggcaccgtg
aaatctactt
caacgctgct
atccaccttc
ggctcgétct
gtgggtgttg
atttggagna
ggaaaaacca
gaatggccca
ttttttcata
cccaccactt
cctactggta

aattgcggta

néa, ¢, g

ou

tctcattgta
acttgttttc
cataatgcgt
tgttgtgtgg
tatgcctcaa
tttgtttgtg
gttctatcgg
gttgctgttt
catgatcact
ctgttggtgc
taatgaaaag
cccacccttt
cttggttctc
ccccacactt
gcattcatta
atctgtaatc

gtgctccaac

t

tactaagata
ctectttcccece
gacaccgcca
gtcatgggac
ccéctaactt
ttgatégcca
tatcctaaga
gactagacag
tctctacatc
tagccttagt
égatcactac
cttttccccece
tgttaaccca
tcececttgaaa
gtgagtcaat
tatattcccg

aaattgtaag

13

gtttgtattt
tagagttggt
tgatggttgt
atcacctctt
ccaccctata
tcgttgaaat
gatgtctttg
ctactaactt
accctaacaa
gccctegtta
cceceegette
actaatgtat
cacaattttg
atctccaatt
ccatccccege
ctgacccttt

gaccttettt

gtgtgtgtgt
ggtgtgtttt
attctaccaa
gggggggatt
actgaatata
tcgcgcaact
ccctgagtcect
tacggtagtg
gtgtattatt
atagttgaac
ctgttceget
gaatttttcc
acgcatccen
tgaactggca
ggtcggagat
ataaatganc

aaccttttcg

gtcagtgtaa

gttggaacgt

tgagacatgg

ctcctataat
ttacataagc
tctggtggcet
agggtaaact
aatgaataac
tttttttcag
aaacactggc
tcteecttece
gttcccaggg
cacacctttt
atttcacccc
tcggaatcca
tattgtcgtc

attcaatcca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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tctccacata
gtgtcaaaca
tggcgaaacc
ttgctgctét
accccttgta
ttgtcaagca
tcactgattt
atgatggtac
caaaggataa
tggttgacga
ctattcagaa
gggcatatta
atcaaagagt
atgaaatgtt
aattaggcca
ttcaaatgat
caggtgcaac
tggtcaaaca
ctctaggtaa
tgggtgattc
cttctgtctce
ttaaaggtgt

ttgttttgtce

tagctgaaac

taattgacgg
aagatgtcag
gtgaagcagg

gattgttggg

aacctagttg
aacaaccaga
tacattgaag
gacagcattg
tadcgatgct
taattcacaa
tattccaaac
taaactttat
gtttctgggt

tgatgaacaa

tgtttatgat

ttcttgtggt
ttatttcaga
aggcactaaa
tcctgatggt
ttcgaccctt
ccaatggtt;
tgcagaagac
cagagaaaag
cgcagatcga
ttggaatgac
tcaaacagtt
aaaccacggt
tgttccaact
tggtgtcaaa
agtttcagtt
tgttagaaaa

tgtcactaaa

cacacaatgt
acaaaggtta
aacaactcga
gctgtatcaa
accggcagtg
aacgactgtt
catccaggtg
gagaaattgc
gtgttagatg
gagcgactgg
ttcgaatact
gccgatgatg
ccaagaattt
acctctgttc
gaatgctcaa
tcctcaatgt
caattataca
ttgggtatga
gataaaagat
aacagtggtg
gtcaaagcgg
gaagacgtta
ggtaggcaac
ttgaagagat
agaggtaccg
ggtatgggta
ttaattcaaa

atggaccagc

14

tactcagatc
ggtatctcag
gagaatccaa
cctcaattgg
attctccgag
ggattgcaat
gggtacctcc
atccaaaagg
gtgaagcgcc
antatttggg
tggccaagaa
aaatcacaat
gtgttgatgt
ctttttatgt
ttgctagégg
cattagatga
ttaatgagga
aggctatctt
taaagtttgt
cttcaaaggc
tcaagtcgtg
ttgaagctta
tagatactgc
tgggtaaétt
atattttgaa
gacctttctt
atctaaagga

tatcttcgaa

actaaactct
ccacgtcagt
caaatccaga
agttgccgta
aagtatatct
caatggcaag
attagttaat
tacaattgag
aaaattggaa
caacttacct
gattttacct
gagagaaaac
caaggaagtt
atctgccacc
cgctggtaag
aattgccgcet
tagaaatgtc
tataactgtt
taatgacacc
actatcttcg
gactaaattg
cgatgctggt
tcctecectcca
aagaccagat
agcagtcgca
atatgccaac
tgaattagaa

acatgtcgat

tctgctegtt
ggtgcaagca
aactatctaa
catgtgaagg
gttgacgagt
gtttatgatt
catgctggtt
aaattcttgc
gcagactatt
cctttgtcat
aaagatgcct
cattatgctt
gatacttctt
gctttggcta
gaaggtgtcg
gctaéaattc
gctaaaggtc
gatgctectt
gatgtcgatt
ttcattgatg
cctgtcttag
tgtcaaggtg
atcgaattat
tttgaaattt
atcggtggcc
tcttgctatg
atggatatga

actaaacgtt

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700
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15

20

25

tgattggtag
ttaaattcaa
cccttggtat

attattaatg

tcttecattge

aatagtatct
gtactagcct
tcattgaatc
tctetttttt
ccattgaggg
cttcgtcatc
tcagtttatt
ttttcttccce
tttcatggat
tattatgaac
attcaggtaa
gcgcaaatct
ggtctgtgtt
ctctgaactg
ttgcctcetne
tgnactcttg
tcagttctga
tttcgttact
tgtttttgaa
agtttctcaa

<210> 37

<211> 3840

<212> DNA

agatgcgatc
caatgaagat
tttattccaa
attcaagaaa
tacttcttcc
cgccgaggag
agcatagtaa
aatatctcca
gttggaatac
attaaatttg
atgatcatca
gtgatcttgt
gctagactca
taattctcta
cgcctttaaa

taaacagtaa

actgtgttgt

gggttgttta
tgtcgagcég
ctcégaaata
ttcgagatcc
tggtatgttc
tctectacta
tttctgtgtt

atattgaacg

aactatttgt
tgattgttgg
atttatgata
aagttcaaat
ttaagcaaca
ttatacttga
tctgtttgtt
atgtcttcga
gacattaaag
atttctttga
gatatgtcac
atcaattcat
aaatcaactc
ttgatéttct
tgtttcaata
aatggcttct
ggagtaccat
aaatgattag
tcgtcccaac
gtgtccttgt
tcatcggtta
attcccaata
tccctecatga

ttettttcge

15

atgataatgt
aaatatatta
catagacgta
aaactaatgg
gatgattaag
ctagctcttg
tctgtattgt
cgttgacaac
attccttgat
ttttataatg
gttgcectttt
tgcgtactct
tgaagtcatt
catatgcatc
aggcatctgce
cggctgtétg
atcttggaca
tattcatgtg
ggcaaatatg
ctgattttag
tcecgectage
agttgccgcee
aaataaagta

tcacaaaaat

atacagccca
ttcataaagg
ttttttatat
atcaacctat
tagatactgt
ctcaagaatc
ttgttctaac
tttccececccee
tttctgggta
gtcggctatt
caatttatta
tttctcaata
ttctcgetgg
ctgtaaactg
tctagtaaat
cgtcctaata
atttccccac
attaaccatc
aatatctttg
cctaaggcag
aaacactata
tttectgtet
ctcattcaca

tctcaatttt

atcgaaaccg
cgaaaacatt
ataaagttat
ttcgaccctt
ttttttagcce
ttcctaagac
tgttctacag
ttggcagcat

ccttcaatga

agctcttcca

aaattgttta
tcaaaagcta

aattcatgta

ttgcecgttga.

gccttcagac
tgagacaata
ttacangaat
tcatccatft
ggatccaatt
tccatacttt

tcacttgtca

aaacttcgtg

ttcattccce

tcacttaatt

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4160
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<213>

<220>

<221>

<222>

<223>
<220>
<22i>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gcattaaaaa
acgtgaggca
tttgccgtge
ggaaaaagcc
agaaaccaga

atttgcacac

Issatchenkia orientalis

misc_feature
(2042)..(2042)

néa, ¢, g, ou

misc_feature
(2044) .. (2044)

néa, ¢, g, ou

misc_feature
(2970)..(2970)
néa, ¢, g, ou
misc feature
(3240)..(3240)
néa, ¢, g, ou
misc feature
(3654) ..(3654)
néa, ¢, g, ou
37

acattaacat
tcgtagtttt
gcctggtcga
aaggagaaag
cagttgatgg

tagagccgtce

tcgccacatt
gagttttttt
ttttcacctt
aaaacaaaaa
ctggtttccg

tctgcattgt

16

cgacacattc
tttttgataa
ctttgaaatc
gagagttgcg
ttttgaggac

attaaggtgt

gctgcatteg
atctcgttte
cgagttcggg
tagaaactcg
gcttggtgtg

aaggacggtg

ccacaacgtc
ctgtgatatg
aatgcaattg
gaatgctcga
tgtaacttgg

aatcatcgcg

60

120

180

240

300

360
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15

20

25

atggagcggg
ggggggtgta

gtactggggt

tttggaatct
ttatgaacca
gccttttgtg
ctccattgtc
gcggacaaac
gtcccctatg
tttttcactg
tataaaagtg
tcttetttgt
agcagtgata
‘aacaagaacc
gcttcataca
tcttatatgt
aggaagatct

- gttaacggta

. ccattgattc

ggtacaatcg
cctaaaatcg
ctccectgcete
ttgagcgacc
gaaaatcatt
gaagttgata

gcagccgcett

gttttttctt
tgtagttcat
tctcctttte
catgactttt
gttttcacca
tectttttgtt
ctcggtagtg
ggtgcggcetce
actcaacaag
gaaaafattt
cctttattcc
tgttagtatt
ataccttcaa
attctctaag
atgccaagat
tggtccagcecc
ctgttgacga
acgtctatga
aaaatgcagg
agaacttctt
aagttgtgct
tttccagaat

aagcatggaa

atgcttacca’

cctctcatga

ctgcaaagtt

ttggcaggtt
atttcggcat
ttgcacatct
ggtgtgtggt
ttggttacat
tctcaagtat
cctaccaatt
ccccgatgat
gcctcgtaga
ttttfttcct
ccagctttte
gtgaatatta
aatgttaaga
gagaactttt
tatatctgca
ttcactagct
atttgttaaa
cttgactgat
tcacgacgca
accaaaggaa
tgacgaaaag
tcaaaacatt
ctacfattca
aagaatctac
aattttaggt

ggggcacgag

17

tttccgecgga
tactacaagg
ccataaacta
ctgtgtcttc
accaaacaga
ttctatcagt
taatgtttga
tcacgtaata
aactcggctt
ttatattcett
tagcatgatt
tcecgtgecagt
tcccagttca
acttccagca
accgtggcect
aatgatgagg
cacaaccatg
ttcatttcaa
actgaaattt
aagcaattgg
gagaaacaca
tatgatttcg
tgtggtgccg
tttaagccaa
acaaaagctt

gatggtgaat

aggcgagagg
atgtttccgt
aatatcaata
ccagttatct
gaacttatac
ttccttcatg
ctcctgegtt
agccggagtc
ctcggagaaa
ttgaaccaaa
gagtcacctt
tttcaagaac
aaaacatttt
cctcaaaggc
cgattgttgce
cacagtctgc
ccgatgattg
tgcatccagg
acaacaagat
gtgttttgga
.gattggagtt
aacatattgc
aagatgaaat
aatgttgtgt
ctgttccttt

gttccattgce

gcggaagggg

acattgcatg
gatgtatccg
acttgagtga
gcaccagaac
tatcccggga
ttctcctgtce
aaccacagag
gagtcttttc
atgtggctac
ccacaatgag
gtﬁaatcaac
gaaaaatgtt
tggaaaaaat
agcagctgge
taatccaact
ttggatcact
tggtactacc
tcatccaaag
tggtgaagcect
gttgaatcaﬁ
ttctagagtt
cacéttgagg
caatgttgca
ctacgtttcc

tagaggtgca

ggtaaggaag gcgttattca aatgatttct tccttctectt ccaactcttt ggaggaaatt

gcagaatcca gaattcctgg tgcaacacaa tggtttcaat tatacgttaa tgaagacaag

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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gntnttgtga
actgtggacg
gatacagatg
ccagctttca
aagttaccag
attggttgta
cctccaatag
ccaaatttca
ttggctattg
gcaaatactg
ttaaaggctg
attgacacca
tacccaatgt
aatgaacctt
tttgcatate
tctattcgaa
ctattacttt
atagcgcatt
agttccgact
agtctttgaa
agtagcatac
tatcattaaa
aattgtatct
actttgaact
tttagatttg
cctgatgtta
aactgaatca

gggtctcaga

agaagacttt
ctgctagtag
agttaataga
ttgacaagag
ttttgctgaa
agggtgttgt
aagttatggc
gtattttcgt
gtggcagaga
gttatggtga
acatgagaat
gaagattact
ctaagattca
accatgccac
aaagtaatac
acactccgat
attcctaact
ctttttgggt
ggtgtttcgg
ctcgttgctce
tctgcgtgtt
tacccactga
accaaacctg
tcctctggga

tctatctcac

‘gaagacagtt

gatggtttca

tgctgctgga

aaaaagggcc
aggtaataga
cgaftcttct
gctgacttgg
gggtgttcaa
cftgtccaat
tgaatctgtt
tgatggtggt
ctgtaaagtt
aaagggtgtc
gttgggcgtt
aggtagagat
attcaaaaac
atctatagac
caagcatgtt
ccacaacacn
gtatttttat
acaaacatac
atgcctcettt
ccttaccacc
tgactaaatt
aacttctaac
ccttcaaggg
cgtcttcctt
ggaaaattga
ttgctaaatt
tcgatgatte

tttagcttta

18

gaaaacttgg
gaaaaagaca
gttagagctg
gatgaagtta
agaactgatg
catggtggté
ccaatcctaa
gttagaagag
gctgttggtc
agaaaggccyg
acctctttga
gctgttaacc
gaaaaataag
atcaaaacca
caaaaagaaa
ttagtctttt
aattccgggt
ataacggagc
ttctaaggag
cttaccacca
cccttecetta
aactcttcga
atgttcttta
tccatatttt
ggggttcata
atttacattc
tcgggagact

atttgagccg

gtatgaaggc
ttacaatgag
gttctacctc
aggatatcat
atattgagaa
gacaattaga
agcaaaaggg
gtacagatat
tgggtagacc
tgcaaattct
acgagctaga
acatatacaa
tctgatattt
ttttcaattt
agaaagcata
tagaccecgtt
ttataaaaga
tcattcatac
ctagattctg
gccttacttg
actttgtgcece
ccttcctgat
tatcccctga
tccecattgge
cttaatccac
tgacttgtgt
ggttctgatg

tttaataggt

catctttgtc
aattaccgaa
tggtgcattg
ttcatggacc
ggcaattgat
tacttctcct
taaactggat
tttgaaagct
tttcctttat
aagagaagaa
cgactcttac
caacaactac
gctaaattga
gtcgatatct
actttaatac
gttcatcttt
ttaaactaat
atcgcttttce
gccccacact
taggtttttn
agcttggcca
gggcctttga
cgtctttcat
ccggcttgtt
tcacaccaac
ttgtcgatat

gcgntcaccg

tcttcattta

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720
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19

atgtttgttt tctttttttg tcgtagaaat gtgctgtgag atcaggaaat tgttcaagct
gttcacgact tagttttagg gtgacatact tggttttttt aggtgccatt tctgtacaac
<210> 38

<211> 33

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificag&o para MEL5 gene
<400> 38

aaaaaagtcg accgataaca agctcatgca aag

<210> 39

<211> 32

<Zlé> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificag¢do para gene MEL)S
<;OO> 39

aaaaaaagat ctgcgtaacg aaataaatcc gc

<210> 40

<211> 32

<212> DNA

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220>

'<¢223> Iniciador de amplificacdo para flanco 3’ CYB2

<400> 40
aaaaaacccg ggcttcctcc gctgcaggtt ca
<210> 41

<211> 32

3780

3840

33

32

32
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20

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificacdo para flanco 3’ CYB2
<400> 41

aaaaaagagc tcgaagtctc tggatcctct tc

<210> 42

<211> 33

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificacdo para flanco 5’ CYBZ.
<400> 42

aaaaaagacg tcctggctcg atacttctta ttc

<210> 43

<211> 32

<212> DNA

<213> Segliéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificagdo para flanco 5" CYB2
<400> 43

aaaaaaggcg ccgctggcag atactagttc ag

<210> 44

<211> 34

<212> DNA

<él3> Seqliéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificacdo para sequiéncia K. thermotolerans

32

33

32
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<400>

21

44

tggactagtc actcgcaagc tgtgccatcg ccca 34

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ggcccgegge cgctagecgg catagaagac caccata

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

45
37
DNA

Seqiiéncia Artificial

Iniciador de amplificagdo para seqiiéncia K. thermotolerans

45

37
46

39

DNA

Seqiiéncia Artificial

Iniciador de amplificagdo para seqiiéncia K. thermotolerans

46

actgacgcgt cgaccactcg caagctgtgc catcgccca 39

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

47
38
DNA

Seqiiéncia Artificial

Iniciador de amplificacdo para seqiiéncia K. thermotolerans

47

actgacgcgt cgactagccg gcatagaaga ccaccata o 38

<210>

<211>

48

42
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<212>

<213>

<220>

<223>.

<400>

22

DNA

SeqUéncia Artificial

Iniciador de amplificacdo para flanco 3’ CYB2

8

cctcceccgg ggatatcaaa gttatattat taatgattca ag

<210>
<211>
<212>
<213$
<220>
<223>

<400>

49
43
DNA

Sequiéncia Artificial

Iniciador de amplificacdo para flanco 3’ CYB2

49

ggacgagagc tcgggcccat gacttcagag ttgattttga gtc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

50
20
DNA

Seqiiéncia Artificial

gene URA3 iniciador de amplificacéo

50

aagmaracha ayttrtgtgc

<210>
<211§
<212>
<213>
<220>

<223>

51
19
DNA

Seqgiéncia Artificial

Gene URA3 iniciador de amplificagéo

42

43

20
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<400> 51

aaharkcctc
<210> 52

<211> 2880
<212> DNA
<213>
<220>
<221>

<222>

<223>n é a, ¢, g,

<220>
<221>
<222>
<223>
<400> 52

gaaggtaatt

actaatgata

agcaaaatct
caaattaggt
caattatccc
acgccagtca
ttgaagacta
tttgaaatgc
ggaatatcgg
téataggtat
taattagtfa
cggcaatcat

aactctctca

misc

tccaacaat

misc feature

(2747) ..(2747)

ou

feature

(2866) .. (2866)

ccataagtgt
atgaaggcaa
tgaagaagcc
tgaggaccag
tacctatact
atgctatgga
taataaaaaa
aactgatgtt
atatgatgaa
agtccgtcag
attgtataaa
tgtctcattt

gagtgcttca

Issatchenkia orientalis

néa, c, g out

gagtgtaccg
aaggaaactt
aaaaacagag
aagtatggtt
aacaaatatt
agagcctgat
ggtcaggaac
cacgaatgcg
agaatggcaa
ttatattgga
ctgtatgtca
ggttcattaa

aaaattttte

23

cacaaccatc
gatgatggag
gaaacttcaa
aataatgaaa
tcgtcgecatce
tattttaaag
ttttctataa
ataatgtaca
gatctagtaé
agataataag
ttataaacag
cttttggttc

agcacatttg

atggatatac
atgtagaaga
tcgtcgaaga
acacagtcaa
gtatcgcttc
taéttaagaa
acaccctcga
atacaagtga
taatattgaa
aaaagaatat
ggaaggttga
tgttcttgga

gttagacatg

aaaagatcaa
ggcacgtgac
agataagcca
aaaatttcag
aatgtttttg
accaattgac
agagcttgaa
taaagttgaa
agaaaatatg
caaaactatt
cattgtctag

aacgggtacc

aactttctcet

19

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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gctggttaag
agatgtgtat
ttgttgttct
attcttagta
gctgaaattc
tttttaaagg
tcttcaacge
agaatcacac
taacctttgt
tattggtcct
tgaaggaact
agatagaaaa
ccgtattgcec
ttctggettg
tgctgagtta
aattgctaaa
tagagéagaa
tgatgcactt
cataattgtt
ataccaacaa
tttgatacat
taaatgaggt
atttagaaaa
taactaataa
ttgttccgeg
ctgtattctc
ttccatggca

accgataatg

gattcagagg
agcctcatga
tggtagttaa
tattcctgte
gtcgacatac
aagtactcta
tttaataaag
acttccccﬁg
gcatcattgg
tacatctgtc
gtgttgcctt
tttgctgata
gaatgggctg
aaggaggcceg
tcatcaaagg
tctgataaag
ggttttgact
ggtcaacaat
ggtagaggtt
gctggttgga
gtacactagt
actttacgtt
agttgtttaa
acataaacaa
tattctaagt
agcataagat
tgtatcccca

ttaccaactg

tgaagtcttg
aatcagccat
gttgatccat
ctgagtttag
aatttttcaa
taécagttat
tagtttgttt
ttgctaggag
atattactga
tagttaaaac
tgaaggagct
ttggtaacac
acatcactaa
cccaagaaac
gttctttagc
agtttgtcat
ggatcattat

atagaactgt

tgtatggtca-

atgcttattt
ttaaataagc
caccfacaac
caaaggcttt
aagtatggtt
gttttatatc
agtaaaggat
tcggatactt

cataccaaac

24

aacacaatcg
ttgettttgt
cttggcttat
tgaaacataa
actttttttt
tcttcacaaa
gtcaaggatg
acttttctcc
aactgaaaag
acacatcgat
tgccaagaaa
tgttaaaaat
tgcacatggt
aaccagtgaa
atatggtgaa
tggttttatt
gactécaggg
tgatgaagtt
aggaagagat
aaacagéttt
atgaaaagaa
caaaaaaact
agtatgtgaa
ttctttatca
attcatagtt
accggtgaac
tggtgcttga

tgcaacagaa

ttgaaacatc
tcaacgatct
gttgtgtgta
tatcgecttg
tttcttggtg
tttaattgct
gcgtcataca
atcatggagg
cttctctcta
attgtttctg
cataatttta
caatataaat
gtaacgggtg
cctagaggtt
tatacagaaa
gcgcaacacg
gttggtttag
gtaaagactg
cctgtagagce
aaatgattct
ttacacaagc
agatagagta
tttttaatgt
gtcaaatcat
aacgattgct
gccataattg
gaacctttga

acatacatga

tgtccacaag
tttgaaattg
tgttgtagtt
aaatgaaaat
cacggacatg
ggagaataga
aagaaagatc
aaaagaagtc
ttttggacac
attttacgta
tgatttttga
ctggtgtctt
caggtattgt
tgctaatgcet
aaacagtaga
atatgggcgg
atgacaaagg
gaacggatat
aagctaaaag

tacacaaaga

aaaaaaaaat.

aaatcttatg
agéaaagcga
tatcgattga
tttgtttatt
aaaaggaagc
aaaaatatgg

acgtcttctt

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460
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25

~ Asn

ggtagatcct
gaatcccatc
atttaccata
aatattatga
tgcctgagga
aagaggattg
aacaatataa
<210> 53

<211> 262
<212> PRT
<213>
<400> 53

Met Ala Ser
Leu

Arg Arg

Ser Leu Asp

35

Ile Gly Pro

50
Thr

Asp Phe

65

Lys His Asn

Thr Val

Trp Ala Asp

115

gaggtgtttg
aaataaattc
atagccccag
atccacatge
gacgccataa
aaatttgtta

tatttgggat

Tyr
5

Phe Ser 11

20

Ile Thr

Tyr Ile

Tyr Glu Gl

70
Phe Met il
85
Lys Asn Gi
100

Ile Thr

Lys Glu

Glu

Cys

Asn

aagataccaa
cagctaatgc
ctaaagcagg
agattgctgt
gtgttgtttt
gtcccgaatt

CCaacaaagc

Issatchenkia orientalis

Arg Ser

e Met Glu

Thr Glu
40
Leu Val
55
y Thr Val

e Phe Glu

n Tyr Lys

Ala His

120

25

cgccaacatt
agcatgtcga
tagacacgtt
tatcagcata
gagagcagaa
acagatggac

ctcccagatt

Glu Ser His

10

Glu Lys Lys

25

Lys Leu Leu

Lys Thr His

Leu Pro Leu

75
Arg

Asp Lys

90

Ser Gly Val

105
Thr

Gly Val

aatgtccatg
ttttcgtgtg
aatacccaca
ccacctccca
aacccanaac
tgacatataa

tgatanattt

Thr Ser Pro

Ser Asn Leu

30

Ser Ile Leu

45

Ile Asp Ile

60

Lys Glu Leu

Phe Ala Asp

Phe Arg Ile

110
Gly

Gly Ala

125

gcacattgta
gatcaatctt
ataaacacct
aggcaactgc
ctttgattat
taaatgcaac

tcaatttgtg

Val Ala
15
Cys Ala

Asp Thr

Val Ser

Ala Lys
80
Ile Gly
95
Ala Glu

Ile Val

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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Ser

Leu

145

Glu

Val

Phe

Asp

Gly

225

Asp

Tyr

Gly

130

Leu

Tyr

Ile

Asp

Ala

210

Thr

Pro

Leu

<210> 54

<211> 34

<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 54

Leu

Met

Thr

Gly

Trp

195

Leu

Asp

val

Asn

DNA

Lys

Leu

Glu

Phe

180

Ile

Gly

Ile.

Glu

Arg

260

Sequéncia

Glu

Ala

Lys

165

Ile

Ile

Gln

Ile

Gln

245

Phe

Ala

Glu

150

Thr

Ala

Met

Gln

Ile

230

Ala

Lys

Ala

135

Leu

Val

Gln

Thr

Tyr

215

Val

Lys

Artificial

Gln

Ser

Glu

His

Pro

200

Arg

Gly

Arg

26

Glu

Ser

Ile

Asp

185

Gly

Thr

Arg

Tyr

Thr

Lys

Ala

170

Met

-Val

Val

Gln

250

ctcceccecggg caacaaagcec tcccagattt gata

<210> 55

<211> 34

Thr

Gly

155

Lys

Gly

Gly

Asp

Leu

235

Gln

Ser
140

Ser

Ser

Gly

Leu

Glu

220

Tyr

Ala

Glu

Leu

Asp

Arg

Asp

205

Val

Gly

Gly

Amplifciation'iniciador para URA3 flanco 3’

Pro

Ala

Lys

Glu

190

Asp

Val

Gln

Trp

Arg

Tyr

Glu

175

Glu

Lys

Lys

Gly

Asn

255

Gly

160

Phe

Gly

Gly

Thr

Arg

240

Ala
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27

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificag¢do para flanco 3’ URA3
<400> 55

ggacgggcce cctaggtatt gcggetgttt atac

<210> 56

<211> 43

<212> DNA

<213> Seqiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificagdo para URA3 flanco 5’
<400> 56

ggacatgcat gcgagctctc aaaactattt aattagttaa ttg
<210> 57

<211> 52

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de amplificacdo para flanco 5’ URA3
<400> 57

ggacatgcat gctacgtacc ctgcagggtg aagaataact ggtatagagt ac
<210> 58

<211> 28

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

'<223> iniciador de teste URA 3

34

43

52
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28

<400> 58

gatatgatga aagaatggca agatctag 28
<210> 59

<211> 26

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificiél

<220>

<223> iniéiador de teste URA 3

<406> 59

sattgctcgt taccactgaa aagagg 26
<210> 60

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> iniciador degenerativo
<400> 60

ggkgctaach tbgcymcmga r 21
<210> 61

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> iniciador degenerativo
<400> 61

dgtratbara tcrgcvacac c 21

<210> 62

<211> 21



10

15

20

25

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

DNA

Seqiiéncia Artificial

Oligo degenerativo

62

krtygghycy ggtaactggg g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

63
21
DNA

Seqgiiéncia Artificial

oligo degenerativo

63

rtgraagtad ggtckgtgga a

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

64
27
DNA

Seqiéncia Artificial

iniciador de avang¢o PCR

64

ccattgccgg tgcactcaag aatgtcg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

65
27
DNA

Seqgiiéncia Artificial

iniciador reverso PCR

29

21

21

27
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30

<400> 65

cgacattctt gagtgcaccg gcaatgg 27
<210> 66

<211> 27

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Iniciador PCR Nested
<400> 66

ggctgctgga tttgtcgaag gtttagg - 27
<210> 67

<211> 27

<212> DNA

<213> Seqléncia Artificial
<220>

<223> Iniciador PCR Nested
<400> 67

ccttgeccttt acctctgaaa tcgtccg 27
<210> 68

<211> 42

<212> DNA

<213> Seqliéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador PCR flanco 3’ CYB2

<400> 68

cctcececcgg ggatatcaaa gttatattat taatgattca ag - 42

<210> 69

<211> 43
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31

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador PCR flanco 3’ CYB2

<400> 69

ggacgagagc tcgggcccat gacttcagag ttgattttga gtc
<210> 70

<211> 44

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> iniciador flanco 5’ CYB2

<400> 70

ggacatgcat gcgagctcaa tgcgtgacac cgccatgatg gttg
<210> 71

<211> 52

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> iniciador flanco 5’ CYBZ

<400> 71

ggacatgcat gctacgtacc ctgcagggca ccaacagcaa cacccacctg as
<210> 72

<211> 43

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> iniciador flanco 5’ CYB2

43

44

52
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<400>

32

72

ggacatgcat gcgagctcat agttgéacaa acactggcat ttg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

73
52
DNA

Seqiiéncia Artificial

iniciador flanco 5’ CYB2

73

ggacatgcat gctacgtacc ctgcaggtgt gtgcaactag gtttatgtgg ag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

74
53
DNA

Seqiéncia Artificial

iniciador flanco 3’ CYB2

74

cctceececegg ggatatctag ttagataget cctcctccaa tcgaattatt age

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

75
42
DNA

Seqgiéncia Artificial

iniciador flanco 3’ CYB2

75

ggacgagagc tcgggcccta cgtctatgta tcataaattt gg

<210>

<211>

76

33

43

52

53

42
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

DNA

Seqiiéncia Artificial

gene GPD1 iniciador

76

33

aaaaaacata tggagatgtt aatatgtggg tct

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

77
33
DNA

Seqiiéncia Artificial

GPD1 iniciador

77

ttttttecctg caggtcagta ataacagtgg aga

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

78
30
DNA

Seqiéncia Artificial

gene GPD1 iniciador

78

aaaaaacccg gggtgcctta tcaggtgcta

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

79
30
DNA

Sequéncia Artificial

GPD1 iniciador

33

33

30
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<400>

79

ttttttgaat tcaaggttgc agcatgacag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

80
20
DNA

Seqiiéncia Artificial

GPD1 iniciador

80

gagttcaccc gtccagatag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

81
22
DNA

Seqgiiéncia Artificial

GPD1 iniciador

81

ggacaacgta catggacgat tc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

82
20
DNA

Seqiiéncia Artificial

GPD1 iniciador

82

ctatctggac gggtgaactc

<210>

<211>

83

18

34

30

20

22

20
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<212> DNA

<213> Sequ'énéia Artificial
<220>

<223> GPD1 iniciador

<400> 83 ggactggggg tgtacaat
<210> 84

<211> 20

<212> DNA

<213> Seqgiiéncia Artificial
<220>

<223> GPD1 iniciador

<400> 84

cttgtgcagg ctcagacttg
<210> 85

<211> 20

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial
<220>

<223> GPD1 iniciador

<400> 85

caaggcattc tggcagcttc
<210> 86

<211> 22

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial
<220>

<223> Iniciador

<400> 86

35

18

20

20
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36

cggcttccaa .agcggactta cc
<210> 87

<211> 22

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial
<220>

<223> GPD1 iniciador

<400> 87

aaggccgaca gcccattcaa gg
<210> 88

<211> 44

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> PDC1 iniciador

<400> 88

ccggaattcg atatctggge wggkaatgcc aaygarttra atge
<210> 89

<211> 44

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial
<220>

<223> PDC1l iniciador
<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> n é a, c, g, pu t

<220>

22

22

44
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37

<221> misc_feature

<222> (33)..(33)

<223>n é a, ¢, g, out

<400> 89

cgcggattca ggcctcagta ngaraawgaa ccngtrttra artc
<210> 90

<211> 28

<212> DNA

<213> Seqiliéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de seqiiéncia PDCl

<400> 90

atggcaagag aggaaaaacc tcgtaaag

<210> 91

<211> 27

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<400> 91

ccacgaagag tcattgaaga accttaa

<210> 92

<211> 714

<212> DNA

%213> Pichia membranifaciens

<400> 92

gggtatgaég ctgatggata ctccagagtc aacggctttg catgcectggt taccaccttc
ggtgtcggeg aattgtctge tgtcaacgcc gttgcaggtg cgtatgcaga gcacattcca

ttaatccacg tggtcggtat gccttccatc tccgccgaga agcaaaagcet tctacttcac

44

28

27

60

120

180
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cacacgttag
aagctcaagg
acagccatac
ttgataccag
gaagagtctg
cctgtgattt
gttgctagac
gaagacaata
gagatcgtcg
<210> 93

<211> 957

<212> DNA

gtgattcgag
ttatcactga
tcaccaagag
cctccgattt
aaaatgagtt
tggttgatgc
ttacaaagtt
gcgaatatta

agtccacaga

gttcgatgat
gtttgacgat
accggtttat
gacaaagtac
tgtggaaaac
ctgtgcttcc
cccagttttt
cggtatgtac

ctgtatcatc

<213> Bacillus megaterium

<400> 93

atgaaaacac
ggctcaagct
gatatgaaca
gccacaccga
gttattacag
aacgttaaaa
attttagtgg
ttaccaaacg
ttgttaagcg
catggagata
cattttatca
acccgcgatg
atggggcttg

tctgctttat

aatttacacc
acgctttttce
aagaaaaagc
tgaaaatctg
cgggcgctaa
ttttcgaatg
caacaaatcc
gacgggtaat
actatttcga
cggaatttcc
atactgccgce
cggcttacca
tacgcattac

tagaaggaca

aaaaacacga
aatggtgaat
agaaggtgaa
ggctggagat
tcaagctcca
cattgtaaaa
agttgatatt
tggttcagga
agtagattct
tgtttggagc
tattgaaaaa
tattattaat .
caaggctatt

atacggtatt

38

tttaccgcaa
gcaccaaagg
ctcggtttcece
aagcttaagt
gttattcagc
cgtcatgctg
accactccaa
attggtgcett

tctatcggtg

aaagttgccg
caaggtattg
gcacgtgata
tataaagacﬁ
ggggaaacac
gatattatga
ctcgcacacg
écgattcttg
cgcaacgtcc
cacgcgcaaa
gaaccggata
cgaaaaggag
ttagatgatg

tctgatgtgt

tgtcccagaa
ttataaacga
caagtaactt
tgtctttgcce
tgatggagaa
tcattgaaca
tgggtaaagg
tatctgctcc

ggttattatc

ttatcggaac
ccaatgaatt
tcaatcatgg
gtgctgacgc
gcttagatct
acagcggatt
ttacacaaaa
acacagctcg
acgcttatat
ttggcggtgt
tgcagcatct
cgacttatta
aaaattctat

atatcggcgt

gatcagcatc
cttgattgaa
ttcagaggca
tccaaacaat
ggctaagaac
agttgaagaa
ctctttcaac
tgatgttaag

agat

tggttttgtt
agtgttaatc
aatgccattt
tgatttagca
agttgaaaaa
tgacggcatc
agtatcagga
cttcecgetac
tatgggggaa
gaagctégaa
attcgaacaa
cggaattgca
tttaacagta

accagctatc

240
300
360
420
480
540
600
660

714

60

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

840
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39

attaataaaa acggcgtgcg tcaaattatt gaattgaatt taactcctca cgaacagcag

éagctcgagc actctgctag cattcttaag caaactcgcg acagagcttt tgtgtaa

<210> 94
<211> 972
<212> DNA

<213>

'<400> 94

atggcaagag
acctttgcat
gctaaggaac
ccaaagaaca
actgctggtg
aagattttat
gtagttgcta
aaggatcgtg
ggtaaaatgg
gatactgaat
gttaaggctc
atggcttacg
gcaatgatcg
atggatggtg
éagggtcttg
gcttcagcag
gttégtcaat
<210> 95

<211> 318
<212>

PRT

<213>

aggaaaaacc
tttcaatggt

acgttgaagg

tttacgcagc

ctccacaaaa
catcaatcgt
acccagttga
ttatcggttce
aaaacgttga
tcccagcatg
acaacatgcc
acattattaa
ctaaggctat
aatatggttt
aacaagttat
atcaattaaa

as

Lactobacillus helveticus

tcgtaaagtt
acaacaaggt
tgacgcaatc
tgactaccca
gccaggcgaa
tgaaccagtt
tatcttaact
aggtacttca
cccaagttca
gagctacaac
tgaatctaag
caagaaaggt
cttgaacgat
acacgatctt
cgaaatgcca

gaaggttatg

Bacillus megaterium

attttagtcg
atcgctgaag
gatttagctg
gattgtaagg
actcgtcttg
gttgaatcag
cacgcaactt
cttgatactg
gttaatgcat
aatgttgctg
cttgaagaca
gctaccftct
gaacacégtg
cacatcggta
ttaagcgata

gacaaggcct

gtgatggtgc
aattaggtat
acgcaactcc
atgctgactt
atcttgttaa
gttttgaagg
ggagaatgtc
gtcgtcttca
acatgcttgg
gcgtaaaggt
tccaccaaga
acggtatcgg
tacttccact
ctcctgecagt
aggaacaaga

tcaaagaaac

tgtaggttct
tatcgatatc
ttggacttct
agttgttatt
caagaacttg
tattttctta
aggcttcgct
aaaagttatt
tgaacacggt
tgctgactgg
agttaaggac
tactgcttca
ttcagtacca
tgttggecegce
attaatgact

tggcgttaag

900

957

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

972
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<400> 95

Met Lys Thr

1

Thr

Ile

Gly

Lys

65

val

Leu

Met

Asp

Arg

145

Leu

Ile

Gln

Glu

Gly

Ala

Glu

50

Ile

Ile

Val

Asn

Ile

130

Val

Leu

Met

Ile

Lys

Phe

Asn

35

Ala

Trp

Thr

Glu

Ser

115

Leu

Ile

Ser

Gly

Gly

195

Glu

Gin

Val

20

Glu

Arg

Ala

Ala

Lys

100

Gly

Ala

Gly

Asp

Glu

180

Gly

Pro

Phe

Gly

Leu

Asp

Gly

Gly

85

Asn

Phe

His

Ser

Tyr

165

His

Val

Asp

Thr

Ser

Val

Ile

Asp

70

Ala

Val

Asp

vVal

Gly

150

Phe

Gly

Lys

Met

Pro

Ser

Leu

Asn

55

Tyr

Asn

Lys

Gly

Thr

135

Thr

Glu

Asp

Leu

Gln

Lys

Tyr

Ile

40

His

Lys

Gln

Ile

Ile

120

Gln

Ile

Val

Thr

Glu

200

His

Thr

Ala

25

Asp

Gly

Asp

Ala

Phe

105

Ile

Lys

Leu

Asp

Glu

185

His

Leu

40

Arg

10

Phe

Met

Met

Cys

Pro

90

Glu

Leu

Val

Asp

Ser’

170

Phe

Phe

Phe

Lys

Ser

Asn

Pro

Ala

75

Gly

Cys

Val

Ser

Thr

155

Arg

Pro

Ile

Glu

Val

Met

Lys

Phe

60

Asp

Glu

Ile

Ala

Gly

140

Ala

Asn

Val

Asn

Gln

Ala

Val

Glu

45

Ala

Ala

Thxr

Val

Thr

125

Leu

Arg

Val

Trp

Thr

205

Thr

Val

Asn

30

Lys

Thr

Asp

Arg

Lys

110

Asn

Pro

Phe

His

Ser

190

Ala

Arg

Ile

15

Gln

Ala

Pro

Leu

Leu

95

Asp

Pro

Asn

Arg

Ala

175

His

Ala

Asp

Gly

Gly

Glu

Met

Ala

80

Asp

Ile

Val

Gly

Tyr

160

Tyr

Ala

Ile

Ala
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210
Ala Tyr His Ile Ile
225
Met Gly Leu Val Arg
245
Ile Leu Thr Val Ser
260
Val Tyr Ile Gly Val
275
Ile Ile Glu Leu Asn
290
Ser Ala Ser Ile Leu
305
<210> 96
<211> 323
<212> PRT
<213> Lactobacillus
<400> 96
Met Ala Arg Glu Glu
1 5
Ala Val Gly ser Thr
20
Glu Glu‘Leu'Gly Ile
35
Ala Ile Asp Leu Ala
50
Tyr Ala Ala Asp Tyr

65

Asn

230

Ile

Ala

Pro

Leu

Lys

310

215

Arg

Thr

Leu

Ala

?hr

295

Gin

Lys

Lys

Leu

Ile

280

Pro

Thr

helveticus

Lys

Phe

Ile

Asp

Pro

70

Pro

Ala

Asp

Ala

55

Asp

Arg

Phe

Ile

40

Thr

Cys

Gly

Ala

41

Ala

Ile

. 250

Glu

265

Ile

His

Arg

Lys

ser

25

Ala

Pro

Lys

Gly

Asn

Glu

Asp

Val

10

Met

Lys

Trp

Asp

Thr
235
Leu
Gin
Lys

Gin

Arg

315

Ile

Val

Glu

Thr

Ala

75

220

Tyr

Asp

Tyr

Asn

Gin

300

Ala

Leu

Gin

His

Ser

60

Asp

Tyr

Asp

Gly

Gly

285

Gin

Phe

Val

Gin

Val

45

Pro

Leu

Gly

Glu

Ile

270

Val

Leu

Val

Gly

Gly

30

Glu

Lys

Val

Ile

Asn

255

Ser

Arg

Glu

Asp

15

Ile

Gly

Asn

Val

Ala

240

Ser

Asp

Gln

His

Gly

Ala

Asp

Ile

Tle

80
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Thr

Asn

Ser

Leu

Ile-

145

Gly

Gly

Ala

Ser

Ile

225

Ala

Leu

Gly

Met

Ala
Lys
Gly
Thr
130
Gly
Lys
Glu
Gly
Lys
210
Ile
Met
Ser

Thr

Pro

290

Gly

Asn

Phe

115

His

ser

Met

His

vVal

195

Leu

Asn

Ile

Val

Pro

275

Leu

Ala
Leu
100
Glu
Ala
Gly
Glu
Gly
180
Lys
Glu
Lys
Ala
Pro
260

Ala

Ser

42

Pro Gin Lys Pro Gly Glu Thr Arg Leu Asp Leu Val
85 | 90 95
Lys Ile Leu Ser Ser Ile Val Glu Pro Val Val Glu
105 110
Gly Ile Phe Leu Val Val Ala Asn Pro Val Asp Ile
120 i 125
Thr, Trp Arg Met Ser Gly Phe Pro Lys Asp Arg val
135 140
Thr Ser Leu Asp Thr Gly Arg Leu Gln Lys Val Ile
150 , 155 160
Asn Val Asp Pro Ser Ser Val Asn Ala Tyr Met Leu
165 170 -175
Asp Thr Glu Phe Pro Ala Trp Ser Tyr Asn Asn Val
185 190
Val Ala Asp Trp Val Lys Ala His Asn Met Pro Glu
200 205
Asp Ile His Gln Glu Val Lys Asp Met Ala Tyr Asp
215 220
Lys Gly Ala Thr Phe Tyr Gly Ile Gly Thr Ala Ser
230 235 240
Lys Ala Ile Leu Asn Asp Glu His Arg Val Leu Pro
245 250 255
Met Asp Gly Glu Tyr Gly Leu His Asp Leu His Ile
265 270
val val Gly Arg Lys Gly Leu Glu Gln Val Ile Glu
280 285
Asp Lys Glu Gln Glu Leu Met Thr Ala Ser Ala Asp

295 300
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43

Gin Leu Lys Lys Val Met Asp Lys Ala Phe Lys Glu Thr Gly Val Lys

305

Val Arg Gln

<210> 97
<211> 1728
<212> DNA

<213>

"<400> 97

atgactgaca
tattccatct
gttgaaggca
ggttatgcaa
tétgccgtca
ggtatgcctt
acaagattcg
tacgatttgg

aagagaccag

" ttagttaagg

gaattcattc
gacgcttgtg
aaattccctg
ttctttgget
accgattgta

tatggttaca

gcaacttatg aaaacttgat
aatattaagt attccaatgt
tctgcaaagg‘ttgctccaga

tacttcttaa agccaagaga

310

aaatctccct
ttggtgttce
ttagatgggt
gaatcaatgg
atgccattgce
ccttgtctge
acaacttcac
aatcagctcc
tctacttggg
aaaacaagtf
ataacgttgt
ctgcaagaca
tcttcaccac
tatacttggg
tcttatcctt

ccactaagaa

Issatchenkia orientalis

aggtacttat
tggtgatttc
cggtaacgct
atttgcatcc
aggttcttat
tatgaagaac
cgaaatgtca
aaaattaatt
actteccttcce
acatttagaa
tgaaatggtc
taacatttct
cccaatgggt
ttctctatct
aggtggttta

tgtcgttgaa

gatgaagggc gcagtccaaa
ctcaacttta tctccaccaa
aggtatcatc actcaagatt

tatcattgtc actgaaactg

315

ctgtttgaaa
aatttggcat
aacgagttga
ctaatcacca
gctgaacacg
aacttgttgt
aagaaaatca
aataacttga
aactttgctg
gaacctctaa
aagaaggcag
aaggaagtga
aaatctactg
gctccagatg
ccttctgatt

ttccattcca

agttaaagga
tgttggacca
atgccggcecta
cctttggtgt
tcccattgat
tacaccatac
gtgcaaaggt
ttgaaaccgce
atgaattggt
acaaccccgt
aaaaaccaat
gagagttggc
ttgatgaaga
ttaaggacat
tcaacaccgg

actactgtaa

gattgatcag cgaattgaag
aatctaaatt tgcttacgaa
aéctgtggaa gagattatct

gtacttcctc ctttggtgtc

320

agcaggctct
cgtcaaggaa
cgaagctgat
cggtgaattg
ccatattgtt

cttgggtgac

tgaaattgtt

ttatcacaca
tccagcggcea
tgctgaagaa
cattctcgtt
taaattgact
tgatgaagaa
tgttggccca
ttccttctca

attcaaatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840 -
900
960

1020
1080
1140

1200



ttggctaccc
ggtttctcct
actggcgaac
gtccaatcaa
aacagaggtt
caaccatggg
catgttgtta

gaagataaga

acttaccaag
taccagctgc
aagaaagaag
tctcagatgc
acactatcga
atcaccaatt
aatccgctaa

ttagagtcat

agattcaaag
agttggtgcect
aactgttttg
tgcaagatgg
aaagttgatc
gttattgaag
ggacttggac

tgaattattc

44

tctatctccce

"gcatttgctg

tttattggtg
aacatcaagc
cacggtcgtc
ctctttgcectg
gctttgatga

ttggatgaat

aagtcttatg
ctgaagatgc
atggttcttt
catacatctt
atgaggacta
acaagaccca
aggatgaagc

tcgatgctcce

gttgctcaag ctaaattatc tgatgaaatc aactctaaag ccgcttaa

gggttccatt
acacaaacaa
acaattgact
catcttaaac
caaccaaatt
atatgaaaac
attcaacaag

agaaatcttg

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1728
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REIVINDICACOES
1. Célula de levedﬁra geneticaﬁente modificada de
uma espécie dentro do clado I. orienfalis/P. fermentans,
CARACTERIZADA pelo fato de que tem pelo menos um gene de
lactato desidrogenase (LDH) exdgeno. |
| 2. Célula de levedura, de acordo com a reivindica-
cdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que'é da espécie Issat-
chenkia orientalis, Pichia galeifofmis,"Pichia sp. YB-4149
(designacao NRRL), Candida ethanolica, P. deserticola, P.
membranifaciens'ou P. fermentans. |

3. Célula de levedura, de acordo com a reivindica-

‘cdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que © gene LDH éXégeno es-—

ta integfado no genoma da célglaAde levedura.
| 4. célula de levedura, de acordo com a reivindica-
gapil, CARACTERIZADA pelo fato de que o gene LDH exbgeno é
um gene LDH funcional que é pelo menos 35% idéntico a um ge-
ne L-LDH funcional de qualquer uma das éspécies Lactobacil-
lus ﬁe;Veticus, I. casei, Bacillus megaterium, Pediococcus
acidilactici, 'Bos taurus ou Rhizopus oryzae.
5. célula de levedura, de acordo com a reivindica-
gao 1, CARACIERIZADA'pelo fato de que o gene - LDH exégeno é
um gene LDH funcional que codifica uma. proteina pelo menos
80% idéntica aquela codificada por um gene L-LDH funcional
de qualquer . uma das " espécies Lactobacillﬁs helveticus,.L.
casei, Bacillus megateriﬁm, Pediococcus _acidilactici, Bos
taﬁrus ou Rhizopus'oryzae. |
6. Célula de le&edura, de acordo com’a reiVindica— E

cdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que o gene LDH exdgeno
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funcional codifica uma proteina que &, pelo menos, 60% idén-
tica a pelo menos uma dentre SEQ. ID. NO. 93, SEQ. ID. NO.
94, SEQ. ID. NO. 95 ou SEQ. ID. NO. 96.

7. célula de levedura, de acordo com a reivindica-
cdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que o gene L.DH eXégeno'é
um gene D—LDH.funcional_que é pelo ﬁenos 45% idéntico.é um
gene D-LDH funcional de quaiquer uma das.espécies L. helve-
ticus, L. johﬁsohii,,L. bulgaricus, L. delbrdeckii, P. aci-
dilactici, L. plantarum e L. pentosus.

8. Célula de levedura, dé_acordo com a fei?indica—
cdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que o gene LDH exdégeno é
um gene LDH funcional que codifica uma proteina pelo menos
45% idéntica équela codificada por um-gene D-LDH funcionél
de qualquer uma das espécies L. helveticus, L. johnsonii, L.
bulgaricus, L. delbrueckii, P. addilactici, L. plantarum e
L. pentosus. |

9. Célula de levedura, de ‘acbrdo com quaisquet
reivindicagdes 1 é 8, CARACTERIZADA pelb féto de que tem uma
delecao ou-ruptura de um gene pirﬁvato descarboxilase (PDC)
nativo. |

10. Célula de levedura, de acordo com a reivindi-
cacdo 9, CARACTERIZADA pelo fato de qﬁe é incapaz de produ-
zir etanol. |

11. Célula de levedufa, de acordo com gquaisquer
reivindicacgdes 1 a 8, CARACTERIZADA_pelo fato de que o gene
LDH exdgeno eété sob o controle‘transcricioﬂal.de um .promo-
tor que é nativo para»uma célulavde levedura..

12. Célula de levedura, de acordo com a reivindi-



10

15

20

25

cagéao 11,ACARACTERIZADA pelo fato de que o promotor é nativo
a célula hospedeira. | |
13. Célula de levedura, de acordo com quaisquer

reivindicacdes 1 a 8, CARACTERIZADA pelp fato de que o gene
LDH é integrado em um iocal de um gené PDC nativo.

| 14. Célula de levedura, de acordo com quaisquer
reivindicagdes 1 a 8, CARACTERIZADA pelo fato de que a célu-
la hospedeira é I. orientalis ou P. membranifaciens. |

15. Ccélula de levedura, de acordo com a reivindi-

" cacdo 9, CARACTERIZADA pelo fato de que a célula hospedeira

& I. orientalis ou P. membranifaciens.
16. Célula de levedura, de acordo com a reivindi-

cacdo 10, CARACTERIZADA pelo fato de que a célula hospedeira

& I. orientalis ou P. membranifaciens.

17. Céluia de 1levedura, de acordo com gquaisquer
reivindicagées 1 a 8, CARACTERIZADA pelo fato de que adicio-
nalmente tem pelo menos uma outra modificagéo genética sele-
cionada a partir de (1) uma insergao de um gene xilose iso-
merase funcional exdgeno, (2) uma deleééo ou ruptura de um
gene nativo que produza uma enzima que catalise a conversao
de xilose paré xilitol, (3) uma delegdo ou rupturé.de um ge-
ne xilitol desidrogenase funcional e/ou (4) uma modificagao
que faga com Que a celula super-expresse uma Xiluloquinase-
funéidnal.

- 18. Célula de levedura de uma espécie do clado fs—
satchenkia orientalis/P. Fermentans, CARACTERIZADA pelo fato
de que £em'pelo menos méis uma modificacdo genética selecio-

nada a partir de (1) uma insergdo de um gene xilose isomera-
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se funcional exdgeno, (2) uma delecdo ou ruptura de um gene

nativo que produza uma enzima que catalise a conversdo de
xilése para xilitol, (3) uma delecdo ou ruptura de um gene
xilitol desidrogenase funcioﬁal e/ou (4) uma modificagao que
faca com Que a célula super-expresse uma xiluloguinase fun- .
cional. -

19. Célula de levedura, de acordo com a reivindi-

cacdo 18, CARACTERIZADA pelo fato de que é da espécie Issat-

chenkia orientalis, Pichia 'galeiformis, Pichia sp. YB-4149

(designacgéao NRRL), Candida ethanolica, P. deserticola, P.
membranifaciens ou P. fermentans.

20. Processo. de fermentacdo, CARACTERIZADO pelo
fato de que uma célula de levedura geneticamente modificada,
conforme definida na feivindicagéo 1, é cultivada sob condi-
codes de fermentagdo em um caldo de fefmentagéo que inclui um
agucar fermenfével'para a produgéorde ééido latico ou de um
sal do.mesmo.

21. Processo de fermentacdo, de acordo com a rei-
vindicacao 20, CARACTERIZADO pelo fato de que b acucar fer-
mentavel inclui glicose.

22. Processo, de acordo com a reivindicacdo 20 ou
21; CARACTERIZADO pelo fato de Que o pH do caldo de fermen-
tacdo durante pelo'menos uma parté ao periodo de fermentagéo
esta na faixa de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 4,5.

| 23. Processo, de acordo com a reiViﬁdicagéo 22,
CAkACTERIZADO pelo fatq de que o pH do caldo de fermentagéo

durante pelo menos uma parte do periodo de fermentacdo esta

no intervalo de aproximadamente 1,9 a aproximadamente 3,5.
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24. Processo, de acordo com a reivindicagéao 23,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pH do caldo de fermentacao
estd dentro do interValo;de aproximadamente 1,9 a aproxima-
damente 3,5 durante todo o periodo de fermentagép.

25. Processo, de acordo com a reivindicagdo 23,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pH do caldo de fermentacdo
no inicio da fermentacdo é de aproximadamente 3,5 a aproxi-
madamente 6, e o pH cai durante a fermentacdo para aproxima-
dameﬁte 1,9 a apfoximadamente 3,5.

26. Processo, de acordo com a reivindicagdo 20 ou

' 21, CARACTERIZADO pelo fato de que é uma fermentacao anaerb-

bia ou microaerdbia.

27. Processo, de acordo com a reivindicagdo 20 ou

21, CARACTERIZADO pelo fato de qﬁe é uma fermentacdo Qquase

anaerdbia ou anaerdbia.

28. Processo, de acordo com a reivindicagdo 20 ou
21, CARACTERIZADO pelo fato de que o rendimento de lactato
em glicose é 0,55 - 0,95 g/g’

29. Processo, de acordo com a reivindicagdo 20,

- CARACTERIZADO pelo fato de que adicionalmente compreende a

recuperacdo do lactato do caldo de fermentacgdo.
30. Processo, de acordo com a reivindicacdo 29,

CARACTERIZADO pelo fato de que adicionalmente compreende a

produgao de lactideo do lactato recuperado.

31. Processo, de acordo com . a reivindicacgao 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que adicionalmente compreende a
polimerizagao do lactideo para formar um po-

'li(lactideo)polimero,,
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32. . Vetor de transformagao de levedura,

'CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um gene . lactato

desidrogenase funcional opefativamente ligado a uma seqﬁén—
cia promotora que é nativa a uma espécie do clado I. orien-
talis/P. fermentans. |

33. Vetor de transformacdo de levedura, de acordo
com a reivindicacdo 32, CARACTERIZADO pelo fato de que a se-
qiéncia promotora é nativa para I. orientalis, Pichia galei-
formis, Pichia sp. YB - 4149 (designagao NERL), Candida e-
thanolica, P. deserticola, P. membranifaciens ou P. fermen-
tans.

34. Vetor de transformacdo de levedura, de acordo
com a reivindicégéo 32 ou 33, CARACTERIZADO pelo fato de que

o gene LDH exdgeno é um gene LDH funcional que é pelo menos

"35% idéntico a um gene L-LDH funcional de qualquer uma das

espécies Lactobacillus helveticus, L. casei, Bacillus Mega-
terium, Pediococcus acidilactici ou Rhizopus oryzae.

35. Vetor de transformagdo de levedura, de acordo

‘com a reivindicagdo 32 ou 33, CARACTERIZADO pelo fato de que

o gene LDH éxégeno & um gene LDH funcional que codifica uma
proteina pelo menos 35% idéntica équelé codificada por um
gene L-LDH funcional de qualquer uma das espécies Lactoba- -
cillus helveticus, L. casei, Bacillus megaterium, Pediocbc—
cus acidilactici ou Rhizopus.dryzae.'

36. Vetor de transformagdo de levedura, de acordo
com a reivindicacdo 32, CARACTERIZADO pelo fato de que'o ge-
ne LDH exdégeno codifica uma proteina funcional.que é ?elo

menos 60% idéntica a pelo menos uma dentre SEQ. ID. NO. 93,
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SEQ. ID. NO. 94, SEQ. ID. NO. 95 ou SEQ. ID. NO. 96.

37. Vetor de transformacdo de levedura, de acordo

‘com a reivindicagdo 32 ou 33, CARACTERIZADO pelo fato de que

o gene LDH exdégeno é um gene D-LDH funéional que é peio me-
noé 45% idéntico a um gene D-LDH fuhcional de qualquer uma
das espécies L. hél&eticus, L. Johnsonii, L. bulgaricus, L.
delbrueckii, P. acidilactici, L. plantarum e L. péntosus.

38. Vetor dé traﬁsformagéOAde levedura, de acordo
com a reivindicagéo 32 ou 33, CARACTERIZADO pelo faté de que
o gene LDH exdgeno & um gene LDH funcional gue codifica uma
proteina pelo menos 45% idéntica éqﬁela codificada por um
Qene~D—LDH funcional de qualquer uma das espécies L. helve-
ticus, L. johnsonii, L. bulgaricus, P. acidilactici, L. del-
brueckii, L. plantarum e L. pentosus.

39. Vetor de transformacgao de levedura,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um gene LDH casse-
te posicionado entre uma seqiéncia acima (5"), bem como uma
seqiéncia abaixd (3’), o gene LDH cassete incluindo um gene
laétato desidrogenase funcionalifuncionalﬁente-ligado a um
promotor e terminador que sao, cada um, operantes em pelo
menos uma espécie de levedura do clado J. orientalis/P. fer-
mentans e as seqﬁéncias.acima (5') e abaixo (3") sendo acima
e abaixo de regides flanqueadoraé pafa um gene nativo em uma
espépie de levedura do clado I. Orientalis/P. fermentané.

40. Vetor de transformac&o de levedura, de acordo
cbm a reivindicagédo 39, CARACTERIZADO-pélo fato de que pelo
menos um gene marcador cassete, que inclui um gene marcador

funcionalmente ligado -a uma seqgiiéncia promotora e a uma Se-
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gliéncia terminadora que sdo, cada uma, operantes em uma es-—
pécie de levedura do clado J. orientalis/P. fermentans tam-
bém estd posicionado entre as referidas sequéncias acima e
abaixo.

41. Vetor de transformacdo de levedura, de acordo

com a reivindicacdo 39 ou 40, CARACTERIZADO pelo fato de que

‘as seqgiiéncias acima e abaixo sdo regides flanqueadoras 5'- e

3’ -, respectivamente, de um Qene piruvato deécarboxiiase de
I. orientalis. |

42. Vetor de transformacdo de levedura, de acordo
com a reivindicacdo 39 ou 40, CARACTERIZADO pelo fato de que
o promotor do gene LDH cassete é um promotor que é nativo de

um gene I. orientalis.

43. Célula de levedura geneticamente modificada de
uma determinada espécie no clado I. orientalis/P. fermen-
tans, CARACTERIZADA pelo fato de que tem a capacidade de

produzir &cido léatico.

44. Processo de fermentagéo, CARACTERIZADO peio
fato de que uma célula de levedura geneticamente modificada
conforme definida na rei&indicagéo 43 é cultivada sob condi-
cdes de fermentagéo em um caldo de férmentagéo que inclui um
acucar fermentével para a produgéao dé.écido latico ou de um

sal do mesmo.

45. Célula geneticamente modificada, CARACTERIZADA
pelo fato de que é de uma determinada espécie no cladb I.

orientalis/P. Fermentans.
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RESUMO

“[,EVEDURA GENETICAMENTE MODIFICADA DA ESPECIE
ISSATCHENKIA ORIENTALIS E ESPECIES ESTREITAMENTE
RELACIONADAS E PROCESSOS DE FERMENTACAO UTILIZANDO AS
MESMAS”

Células da espécie Issatchenkia orientalis e espé-
cies de levedura estreitamente relacionadas sdo transforma-
das com um vetor para introduzir um gene lactato desidroge-
nase exégeno. As células produzem acido ladtico de modo efi-
caz e sdo resistentes a baixo pH, condigées de titulo de

lactato elevado.
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