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Descricado referente a patente de
invencao de GIST-BROCADES N.V.,
holandesa, industrial e comerci-
al, com sede em Wateringseweg 1,
P.0. Box 1, 2600 MA Delft, Paises
Baixos, (inventores: Marianne
Driessen, Hlaas Anne Osinga e Mar
gareta Adriana Herweijer, residen
tes na Holanda), para "PROCESSO
PARA A PREPARACAO DE NOVAS ESTIR-
PES DE LEVEDURA COM TEORES REFOR~-
CADOS EM TRE-HALOSE".

DESCRICAO

Ambito da invencao

Esta invencao refere-se a leveduras, em
especial a leveduras para panificacgédo.

Fundamento da invencao

E bem conhecido que as estirpes de leve

duras pertencentes ao género Saccharomyces sdo capazes de fermen

tar aclcares transformando-os em quantidades aproximadamente
iguais de dioxido de carbono e etanol sob condigdes anaerdbicas.
A actividade levedante da levedura na massa resulta deste efei-
to. A velocidade de libertacdo de didxido de carbono e de etanol
na massa depende, para além da actividade dos enzimas envolvi-

dos, da sensibilidade da levedura para com a quantidade de aci-
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car presente na massa. Em massas ricas em aclcar a actividade
levedante da levedura pode ser muito menor do que em massas po-
bres (ndo acucaradas), devido a uma maior pressdo osmdtica rela
cionada com a presenga do agucar.

O produto comercial "levedura de padei=-
ro" & produzido em varias formulacdes que incluem levedura fres
ca, levedura seca e levedura congelada. A levedura fresca encon
tra-se disponivel como levedura comprimida (27-33% de teor em
matéria seca) e levedura creme (17-23% de teor em matéria seca).
A levedura seca encontra-se disponivel na forma de levedura se-
ca activa (ADY) e levedura seca instantadnea (IDY) com teores em
humidade de 6-8% e 3-6%, respectivamente. Existe um esforgo de
investigagao em marcha para melhorar a capacidade de fermenta-
gao da levedura. Tanto a levedura seca como a levedura himida
podem ser melhoradas para aumentar a sua capacidade de produgao
de dioxido de carbono, tanto em massas pobres (ndo acucaradas)
como em massas ricas (acucaradas), de modo a reduzir-se o tempo
de levedagao e/ou a permitir o uso de menos levedura, um factor

de custo consideravel em panificagao.

Papel de tre-halose nas células de levedura

A tre-halose (alda-D-glucopiranosi)=-al-
fa-D-glucopiranosido) € um importante composto de armazenamento
em células vegetativas e esporos de fungos e leveduras. A tre-
-halose parece servir principalmente como hidrato de carbono de
armazenamento durante periodos de ndo proliferagdo. Isto aplica
-se ao ciclo vital, ao ciclo celular e a outras condigOes nas
quais ocorre a paragem do crescimento, tais como, por exemplo,
inanicdo (Thevelein, J.M. (1984) Microbiol. Rev. 48, 42-59).

A tre-halose acumula-se no fim dos esta
dos reprodutivos e parece ser importante para a viabilidade das
restantes células (Thevelein, ibid). Acredita-se também que os
elevados niveis de tre-halose em esporos de fungos aumentam a
resisténcia dos esporos em condicdes ambientes extremas, tais
como temperaturas altas e baixas e secagem. Para além do papel
da tre-halose na viabilidade dos esporos, muitos investigadores

descobriram uma relacdo entre o nivel do teor em tre-halose in-
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tracelular ou extracelular e a resisténcia ao desgaste: o nivel
de tre-halose estd positivamente relacionada com a capacidade
de formar gases da levedura seca (Pollock, G.E., Holstrom, C.D.
(1951) Cereal Chem. 28, 498-505). Também se descobriu uma corre
lagdo positiva entre o nivel de tre-halose e a osmotolerdncia
(Mackenzie, K.F., Sing, K.K., Brown, A.D. (1988), J. Gen. Micro
biol. 134, 1661-1666) e a tolerancia térmica (Hottiger, T., Bol
ler, T., Wiemken, A. (1987); FEBS Lett., 220, 113-115). Num ou-
tro estudo descobriu-se que o nivel de tre-halose adicionada
exOgena estad relacionado com a resisténcia a desidratacdo em cé
lulas de fase estacionaria mas nao em células de fase exponenci
al (Gadd, G.M., Chalmers, K., Reed, R.H. (1987), FEMS Microbiol,
Lett., 48, 249-254).

Elevacdao do nivel celular de tre-halose

Existe a necessidade de produzir levedu
ra de qualidade superior, tais como leveduras com maior capaci-
dade de producao de gases. Tais leveduras podem obter=-se elevan
do o teor em tre-halose celular da levedura. Isto diminui o efei
to prejudicial de varias formas de desgaste da levedura. A ele-
vacao do nivel de tre-halose celular ocorre em condicOes que di
minuem a velocidade de crescimento, o que pode acontecer p. ex.
em condicOes de inanicdo, temperaturas elevadas e, em geral,
sob formas de desgaste tais como secagem e congelamento. No fa-
brico de leveduras a velocidade mais baixa de crescimento pode
conseguir-se reduzindo o melago introduzido no fim da fermenta-
cdo. Podem obter-se também elevados niveis de tre-halose apli-
cando varias formas de desgaste como acima referido. Contudo,
estas condigdes conduzem a leveduras com propriedades alteradas
e uma baixa qualidade (p. ex. viabilidade, capacidade de produ-
¢do de gases), devido a efeitos secundirios das condigdes utili
zadas (Jimenez J., Benitez T., (1988) Curr. Genet. 119, 541-547
e Morris G.J., Winters L., Contson G.E., Clarke K.J. (1983) J.
Gen. Microbiol., 129, 2023-2034).

Tem-se conseguido a modificacdo genéti-
ca do nivel de tre-halose usando estirpes de levedura mutaciona

das no gene RA52. As proteinas RAS de levedura sdo proteinas
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que se ligam ao nucledtido da guanina e estdo envolvidos na for
macdo de CAMP e possivelmente também no rendimento dos fosfoli-
pidos do inositol. Tanto as proteinas RAS1 como RAS2 tém capaci
dade de ligagdo a nucledtidos da guanina bem como de hidrolisar
GTP, enquanto que esta Gltima actividade estd anulada nos mutan
tes RASvallg, nos quais o 1992 aminoacido (glicina) esta substi-
tuido por valina.

Os mutantes RASvallg

nantes miltiplos que incluem: (1) incapacidade de acumular hi-

tém fenotipos domi

dratos de carbono de armazenamento tais como glicogénio e tre-
-halose; (2) esporulacao ineficiente; (3) sensibilidade a falta
de nutriente; e (4) sensibilidade ao tratamento por choque tér-
mico. As estirpes a que falta o gene RAS2 tém virtualmente feno
tipos opostos gque incluem: (1) acumulagdo de hidrocarbonetos de
armazenamento e (2) esporulagdo mesmo em meios ricos. Estes mu-
tantes nao crescem eficientemente em fontes de carbono nido fer-
mentadveis e os homozigotos celulares para disrupcbes RAS2 espo-
rulam em meios ricos (Tatchell, K., supra). Estes fenotipos sdo
semelhantes aos fendtipos das leveduras envolvidas no mecanismo
CAMP (Tamanoi, F. (1988) Biochim. Biophys. Acta., 948, 1-15).

Existem resultados contraditorios publi
cados sobre a relagdo entre os niveis de tre-halose e a activi-
dade da tre~halose na célula.

Especificamente, as mutagdes no gene
RAS2 conduziram a baixos niveis de tre-halose neutra, o enzima
que mobiliza a tre-halose, e a niveis elevados de tre-halose
acumulada em células da fase estacionaria inicial, no caso de
uma mutacdo ras2 (Tatchell, K., Robinson, L.C., Breitenbach, M.
(1985), Proc. Natl. Acad. Sci., 82, 3785=-3789). Niveis elevados
de tre-halose neutra e auséncia de acumulacao de tre-halose em
células de levedura da fase estacionaria, ocorrem com uma muta-
gcao RASVa119 (Toda, T., Uno, I., Ishikawa, T., Powers, S. Katao
ka, T., Broek, D., Cameron, S., Broach, J., Matsumoto, K., Wig-
ler, M. (1985), Cell, 40, 27-36). Nao se testou a resisténcia
contra diferentes formas de desgaste nos mutantes acima mencio-
nados.

Num outro estudo utilizaram-se mutantes

com defeitos na cascata de proteinoquirase dependente de cAMP.
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Uma mutacao bcyl (proteinoquinase independente de cAMP) condu-
ziu a um alto nivel de tre-halose neutra e a baixos niveis de
tre~halose, enquanto gue uma mutacao cyrl-2(ts) (adenilatociclo-
se termolabil e baixos niveis de cAMP) conduziu a um baixo ni-
vel de tre-halose neutra e a um nivel normal de tre-halose, ao
contrario dos resultados obtidos com os mutantes ras2 (Uno, I.,
Matsumoto, K., Adachi, K., Ishikawa, T. (1983) J. Biol. Chem.,
258, 10867-10872).

Tal como as modificacoes do teor em tre
~halose da levedura induzidas fisiologicamente ou pelo meio am-
biente, como o crescimento a temperaturas mais elevadas ou as
condi¢bes de inanigdo, as modificagdes induzidas geneticamente
acima mencionadas tém efeitos secundarios negativos para além
do aumento do teor em tre-halose. Por isso, a modificacdo gené-
tica do teor em tre-halose através das referidas modificagdes
nao é Util para aplicacado industrial.

Tém sido apresentados por grupos de in-
vestigadores diferentes resultados oposto no que respeita a
existéncia de uma relacdo directa entre o teor em tre-halose
neutra e o teor em tre-halose na levedura, por exemplo comparan
do mutantes ras2 , que tém um teor mais baixo em tre-halose neu
tra e mais alto em tre-halose, com mutantes cyrl-2(ts), que tém
um teor mais baixo em tre-halose neutra mas ndo tém um teor mais

alto em tre-halose.

Regulagdao do metabolismo da tre-halose na levedura

A tre-halose é sintetizada a partir da
glucose-6-fosfato e da UDP-glucose, catalisada por tre-halose-
-6-fosfato sintase, para formar tre-halose-6-fosfato que & trans
formado em tre-halose pela tre-halose-6-fosfato fosfatase. Panek
e colaboradores (Panek, A.C., De Araujo, P.S., Moura-Neto, V. e
Panek, A.D. (1987) Curr. Genet., 11, 459-465) afirmam que a acti
vidade da tre-halose-6-fosfato sintetase & inactivada pela pro-
teinoquinase dependente de cAMP. Outros, contudo, afirmam que a
tre-halose-6-fosfato sintetase nao é afectada pela proteinogqui-
nase dependente de cAMP (Vandercammen, A., Francgois, J. e Hers,
H. (1989) Eur. J. Biochem., 182, 613-620). Mediu-se a activida-
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de da tre-halose-6-fosfato sintetase em células de fase estacio
naria e verificou-se ser independente de ATP, cAMP e proteino-
quinase dependente de cAMP. A degradacdo da tre-halose & efec-
tuada por uma tre-halase citoplasmatica neutra, cuja activacado
€ mediada pela fosforilagdo pela proteinoquinase dependente de
cAMP. A forma ndo fosforilada € inactiva (Uno, I., Matsumoko,
K., Adachi, K., Ishikawa, T. (1983), J. Biol. Chem., 258, 10867+
-10872). Além disso, o vactolo contém uma chamada tre-halase
dcida cuja funcdo ainda ndo é conhecida (Harris S.D., Cotter D.
A, (1988) Can. J. Microbiol. 34, 835-838).

Apds o impulso de glucose observa-se um
aumento substancial na concentracdo intracelular de AMP-ciclico
nos primeiros minutos da fase logaritmica que precede o cresci-
mento. Segue-se um aumento de 6-8 vezes na actividade da tre-ha
lase neutra concomitante com a rapida degradacdo da tre-halose.
Apds cerca de 1 hora a actividade da tre-halase neutra diminuiu
até ao baixo nivel de actividade medido antes da activacdo (Van
der Plaat, J.B., Van Solingen, P. (1974) Biochem. Biophys. Res.
Comm., 56, 580-587).

Enquanto que o crescimento reduzido es-
td associado com a acumulagdo de tre-halose, a inducdo do cres-
cimento nos restantes estagios estd associada com a mobilizacdo
rapida da tre-halose devida a activacdo da tre-halase. A adigdo
de uma fonte de azoto aumenta a degradacao da tre-halose e impe
de que seja de novo sintetizada (vide Thevelein (1984) Microbiol
Rev., 48, 42-59).

| Os dados da literatura sugerem claramen
te que durante os periodos em que é necessdria a sintese de tre
~halose apenas a tre-halose~6-fosfato sintetase se encontra ac-
tiva enquanto que a tre-halase neutra é inactiva e assim se im-
pede que a sintese da tre-halose e a sua degradacdo ocorram ao
mesmo tempo.

Resumo da invencdo

A presente invencao refere-se a levedu-
ras transformadas contendo pelo menos um gene que codifique a

tre-halase neutra ou a tre-halose-6-fosfato sintetase, gene esse
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modificado de modo que difira do gene do tipo nativo correspon-
dente que codifica a tre-halase neutra ou a tre-halose-6-fosfa-
to sintetase, tendo a levedura como resultado disso um teor em
tre-halose diferente do da levedura mae nao transformada. A le-
vedura transformada, de acordo com a invencao, tem uma maior re
sisténcia ao desgaste comparada com a estirpe de levedura nao
transformada, sem a ocorréncia dos efeitos secundarios negati-
vos previamente mencionados. Além disso, a invencao refere-se

também a um método eficaz para a producdao de tre-halose.

Descricao detalhada da invencao

Por "resisténcia ao desgaste" entende-
-se ao longo da presente invencgao uma maior tolerancia a condi-
¢coes de desgaste "stress", p. ex. malor pressao osmotica, tempe
ratura elevada ou condicdOes de secagem.

Por "rendimento de fermentacao" entende
~-se o nimero de gramas de biomassa seca formada por grama de
aclcares consumida.

Por "tre-halase neutra” entende-se a
tre-halase citoplasmotica responsavel pela degradacdo da tre-ha
lose.

Por "hibridacgdo estrita" entendem-se as
condicOes de hibridacado descritas por Maniatis et al. (T. Mania
tis, E.E. Fritsch, J. Sambrook (1982), Molecular Cloning, A La-
boratory Manual), pp. 387-389.

Surpreendentemente, descobriu-se que
tanto a tre-halase neutra como a tre-halose-6-fosfato sintetase
sdo activas quando se efectua a sintese da tre-halose durante a
produgdo da levedura de padeiro. Isto & inesperado porque duran
te a sintese da tre-halose & suposto a tre-halase neutra nao
ser activa. Pode aplicar-se esta descoberta ao aumento do teor
em tre-halose da levedura, modificando o nivel celular da tre-
-halase.

De acordo com um dos aspectos da presen
te invencdo, a actividade da tre-halase neutra na célula de le-
vedura € diminuida pela manipulagao do gene da tre-halase neu-

tra, aumentando assim o teor em tre-halose intracelular. A leve
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dura assim detida terd uma maior resisténcia ao desgaste.

Este modo de operar tem a vantagem de
os efeitos laterais, que até agora tém ocorrido simultdneamente
com o aumento da tre-halose como resultado de outras modifica-
¢des genéticas ou fisioldogicas, ndo ocorrerem nas leveduras com
um teor modificado em tre-halase neutra celular. Por isso, uma
levedura com um nivel de tre-halose elevado devido a um teor em
tre-halase modificado, & apropriada para uma utilizagdo indus-
trial.

De acordo com a invencao, as estirpes
de levedura possuem propriedades melhoradas em condigdes de pro
ducao e aplicagdo. Por propriedades melhoradas como usado na es
pecificacao relacionadas com as estirpes de levedura (modifica-
das) presentes, entendem-se uma maior capacidade de panificacgao,
uma resisténcia 4 secagem especialmente melhorada em relacado a
estirpe correspondente ndo transformada (do tipo nativo) e/ou
uma maior resisténcia ao aglcar em relagdo a estirpe correspon-
dente nado transformada (do tipo nativo).

Referem-se por isso métodos para a cons
trucdo de estirpes de levedura com um maior teor em tre-halose
comparada com o da estirpe mde. Estes métodos compreendem o uso
de gases que codificam para enzimas envolvidos no metabolismo
da tre-halose, tais como a tre~halose-6-fosfato sintetase, a
tre-halose-6-fosfato fosfatase e a tre-halase. Deste modo € pos
sivel regular o teor em tre-halose da célula sem interferéncia
com outro processo metabdlico (tal como descrito acima).

Numa forma preferencial de concretiza-
¢do da invencdo isolou-se o gene que codifica a tre-halase neu-
tra. A disponibilidade deste gene possibilita a diminuigado da
actividade da tre-halase na célula através da bem conhecida téc
nica da "disrupcdo de genes" (Rothstein R.J. (1983) em "Methods
in Enzymology" 101, 202) do(s) respectivo(s) gene(s). Por exem~
plo, numa estirpe de levedura diploide, uma ou mesmo ambas as
formas alternativas ("alleles") do gene de tre-halase pode (m)
ser inactivada(s) (assumindo que num genoma haploide estd pre-
sente uma coOpia do gene de tre-halase).

Numa outra forma de concretizacgao da in

vengao pode modificar-se o gene de tre-halase neutra de tal mo-
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do que se modifique uma posigao de fosforilacdo da tre-halase,
nao podendo assim ocorrer mais a fosforilacdo. £ conhecido da
literatura que a tre-halase neutra se activa através da fosfori
lagao, activagdo essa que é catalisada por uma proteinoquinase
dependente de cAMP. A tre-halase ndo fosforilada tem uma activi
dade muito mais baixa. Pode modificar-se a posicdo de reconheci
mento do consenso da proteinoquinase dependente de AMP ciclico,
de modo a que a fosforilacdo nao possa voltar a ocorrer. Isto
gera um gene que codifica uma tre-halase neutra modificada que
j& ndo pode ser activada por fosforilacdo. Qualquer actividade
residual da tre-halase ndo fosforilada pode também ser importan
te para a fisiologia da célula. Este processo alternativo pode
por isso ser muito bem o escolhido no caso de ser essencial al-
guma mobilizagdo da tre-halase durante a formacdo da biomassa
ou no periodo inicial de actuacdo da levedura de padeiro na mas
sa.

Numa outra forma de concretizacao da in
vengdo mutageniza-se aleatoriamente o gene que codifica a tre-
-halase neutra. Isolam-se os genes que codificam para a tre-ha-
lase com menor actividade e usam-se para substituicdes de genes
do(s) gene(s) ndo modificado(s) de uma estirpe de levedura. Tam
bém este processo levard a uma actividade geral mais baixa da
tre-halase e, deste modo, a um maior nivel de tre-halose.

Numa outra forma de concretizagdo da in
vengdo coloca-se o gene que codifica a tre-halase neutra sob
controle de um promotor indutivel permitindo assim a expressao
controlada deste gene. Isto possibilitard tornar o gene activo
em condicOes em que a actividade da tre-halase & benéfica para
a célula e impedir a sua expressdo genética em condicdes em que
se pretenda um nivel de tre-halose elevado estdvel, por exemplo
no fim do periodo de producgdo da biomassa de levedura.

Numa outra forma de concretizagao da in
vengdo coloca-se o gene que codifica para a tre-halase neutra
sob controle de um promotor mais fraco do que o promotor deste
gene particular.

Ainda numa outra forma de concretizacgao
da invencdo pode regular-se a expressdo do(s) gene(s) da tre-ha

lase neutra por meio de um processo de RNA de sentido inverso.
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Neste caso, constroi-se RNA de sentido inverso do gene da tre-
-halase neutra (ou de partes dele) na célula por clonagem da re
gido codificante (ou partes dela) em orientacio oposta atris de

um promotor. O RNA sintetisado a partir deste gene pode fazer
emparelhamento de bases com o RNA normal da tre-halase neutra,

impedindo assim a sua translaccdo. A eficiéncia com que se for-
ma finalmente o RNA de cadeia dupla determina o nivel de sinte-
se de tre-halase neutra. Deste modo, este processo & uma alter-
nativa para regular a expressdo de genes e tem interesse no ca-
so de o genoma conter uma familia de genes de tre-halase. Dado

que o RNA de sentido inverso actua de forma trans, essa familia
de genes pode regular-se de modo simples.

Numa outra forma de concretizacao da in
vencao isola-se o gene que codifica a tre-halase acida vacuolar.
Com este gene como instrumento pode modificar-se este tipo de
actividade da tre-halase, por exemplo através de técnicas de
disrupcao de genes, de engenharia de proteinas, ou permuta de
promotores (indutivel, fraco). Este processo & Gtil quando, na
auséncia de qualquer actividade de tre-halase neutra, ocorre
ainda uma substancial mobilizacdo de tre-halose através da tre-
-halase acida. Por isso, este processo pode utilizar-se para ob
ter um nivel Optimo de tre~halose na célula.

Ainda numa outra forma de concretizacio
clonam-se genes que codificam enzimas directamente envolvidos
na sintese da tre-halose, tais como tre-halose-6-fosfato sinte-
tase e tre~halose-6-fosfato fosfatase. O aumento da velocidade
da biossintese da tre-halose & um outro processo directo para
aumentar o nivel da tre-halose. Tal aumento pode obter-se por
meio de técnicas de engenharia genética aplicadas a esses genes
biossintéticos de tre-halose (aumento do nimero de cdpias de ge
nes, engenharia de proteinas para alterar actividades especifi-
cas, uso de outros promotores, etc.).

Todas estas formas de concretizagdo aci
ma mencionadas tém em comum o uso de genes que codificam para
enzimas directamente envolvidos no metabolismo da tre-halose pa
ra aumentar o nivel de tre-halose na célula. Esse aumento de ni
vel & vantajoso em condigdes de desgaste, como aquecimento, pres|

sao osmodtica, secagem, congelamento da massa e outras.

- 10 -
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As leveduras obtidas pelas técnicas aci
ma mencionadas podem usar-se em programas de melhoramento de es
tirpe, usando técnicas como transformacdo através do DNA, bem
como técnicas como fusdo de protoplasto, acoplamento de massa
ou mutagdo. Sdo também possiveis combinacles destas técnicas.
Por exemplo, podem cruzar-se leveduras transformadas com outra
estirpe (de produgao). As estirpes de levedura obtidas com es-
tes programas de melhoramento estdo também abrangidas no ambito
da invencao.

De acordo com a invencgao utiliza-se uma

estirpe de levedura pertencente ao género Saccharomyces ou ao

género Kluyveromyces, empregando-se com vantagem uma estirpe

pertencente a S. cerevisiae.

A presente invencdo refere~se também a
métodos de preparacdo de massas (massas normais e congeladas),
pdo e produtos similares, usando a levedura de acordo com a in-
vencao para gerar didxido de carbono.

A presente invencao refere-se ainda a
leveduras com um alto teor em tre-halose celular permitindo

assim um método eficiente para a produgao de tre-halose.

Técnicas de clonagem

Em relacdo a técnicas gerais de clona-
gem existem referéncias no manual de Maniatis et al. (T. Mania-
tis, E.F. Fritsch, J. Sambrook (1982) Molecular Cloning, A Labo
ratory Manual). Os enzimas de restrigdo utilizaram-se como reco
mendado pelo fabricante e foram fornecidos por New England Bio-
labs (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Boehrin
ger Manheim (Boehringer). Sao em geral necessarias 1 a 5 unida-
des de enzima para cindir 1 ug de DNA.

A transformagdo de E. coli efectuou-se
usando a técnica de CaCl2 (T. Maniatis et al., vide acima).

Noutros aspectos a invengao refere-se a
um plasmideo recombinante ou a um vector que compreenda pelo me
nos parte de um gene de tre-halase neutra e em que o gene de
tre-halase neutra tenha sido opcionalmente modificado de modo a

que o referido gene codifique para uma tre-halase com uma acti=-
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vidade mais baixa do que a codificada pelo gene cbrrespondente
do tipo nativo. Refere-se também a um plasmideo recombinante ou
vector que compreenda pelo menos parte de um gene de tre-halose
-6-fosfato sintetase em que o gene de tre-halose-6-fosfato sin-
tetase tenha sido opcionalmente modificado de modo a que o refe
rido gene codifique para uma tre-halose-6-fosfato sintetase com
uma actividade maior do que a codificada pelo gene corresponden
te do tipo nativo. Todas as publicagbes e registos de patentes
citados nesta especificagdo sdo aqui incorporadas como referén-
cia, como se cada publicacdo ou registo de patente individual
fosse especifica e individualmente indicado para ser incorpora-
do como referéncia.

Embora a presente invencdo tenha sido
descrita com algum pormenor, de um modo ilustrativo e exemplifi
cado para fins de clareza e compreensdo, sera evidente para o
especialista na matéria, & luz dos ensinamentos desta invencao,
que certas alteragbes e modificagdes lhe poderfo ser feitas sem
alterar o espirito e @mbito das reivindicagles que se seguem.

Os dados experimentais seguintes desti-
nam-se a ilustrar a invencdo. Deve entender-se que um especia-
lista na matéria e familiarizado com os métodos pode utilizar
outras estirpes de leveduras e vectores que possam ser igualmen
te usados para atingir os objectivos da presente invencgdo. Es-
tas alteragdes estdo também abrangidas no ambito da invencio.

Lista de registos (clono, estirpes e linha celular de hibridoma)

Os clonos fogos seguintes, estirpes ou
linhas celulares foram registados em CBS (Centraalbureau voor
Schimmelcultures Oosterstraat 1, 3742 SA Baarn, o Netherlands,
e em ECACC (European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC)
(PHLS~-Centre for Applied Microbiology and Research, Port Down,
Salisbury, Wiltshire SP4, 0JG, UK).
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clono lambda gt 11 N2 de registo Data do registo

lambda TRE 16.1.1 CBS 512.90 Novembro 22,
1990
Estirpes N2 de registo Data do registo
Saccharomyces cerevisiae CBS 154.91 Margo 5, 1991

GRD 11-21 (estirpe G)

Saccharomyces cerevisiae CBS 155.91 Marco 5, 1991
227 Ng
Saccharomyces cerevisiae CBS 158.86 Marco 25, 1986

237 Ng (estirpe A)

Escherichia coli CBS 115.91 Fevereiro 19,
plasmideo de recepcgao 1991

PTREl6.1.1

Escherichia coli CBS 405.87 Setembro 3, 1987
plasmideo de recepgédo

pTZ19R

linha celular de hibridoma
produtora do anticorpomono _
clonal 41-2F10 ECACC 90121901 Dezembro 14, 199(

Breve descricao do desenho

A Figura 1 mostra a estrutura do plasmi
deo pTRE16G418-2. As setas indicam a direc¢do de transcripcéo.
A orientagdo do segmento 16.1.1 ainda ndo & conhecida.

Abreviaturas: G418-res, gene Tn5 que
confere resisténcia a G418; promotor ADH, promotor de Saccharo-

myces cerevisiae do gene ADHI, ligado a G418-res; fl ori, ori-

gem de replicacdo do fago fl; ampR, gene de resisténcia a ampi-
cilina; 16.1.1, insercdo de levedura como também presente em
lambda TRE 16.1.1, contendo parte do gene de tre-halase neutra.

Além disso, indicam-se as posigOes de restrigdo relevantes. As
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duas posigOes EcoRI nos limites do segmento 16.1.1 ndo estdo ne
cessariamente presentes na posigdo correspondente do genoma de

Saccharomyces cerevisiae. Pelo menos uma destas posicdes resul-

ta do modo como foi construido o banco de cDNA de lambda gt 11.

No circulo interior, indica-se o comprimento em pares de bases.

EXEMPLIO 1

ACTIVIDADE DA TRE-HALASE E TEORES EM TRE-HALOSE DA LEVEDURA DE
PADEIRO.

Fermentacao aerdbica (alimentagdo descontinua)

Preparou-se uma pasta de levedura usan-
do uma estirpe de levedura Saccharomyces cerevisiae 227 Ng.

Cultivou-se uma amostra de cultura lio-
filizada, do modo habitual, até se obter a quantidade desejada
de levedura semeada. Para a cultura de levedura usaram-se fer-—
mentadores de laboratorio com um volume de 10 litros (volume
Gtil : 6 litros), equipados com um dispositivo para alimentacgdo
continua de melacos e de uma fonte de azoto assimildvel. Os fer
mentadores tinham também um dispositivo para a regulacdo do pH
e controle de temperatura. A fermentacdo efectuou-se essencial-
mente de acordo com o processo de G. Reed e H.J. Peppler, Yeast
Technology, The AVI Publishing Company Inc., Westport Connecti~
cut, USA, 1973. As condigbOes da cultura foram, em particular:

- Mistura de melagos, constituida por 80% em peso de melaco
de beterraba e 20% em peso de melago de cana, calculado na
. base de 50% de acficar;
~ Alimentagdo de melagos (de acordo com Reed e Peppler, pag.
78/79) conforme indicado na Tabela 1;
~ Adicionou-se a quantidade necessaria de fosfato na forma de
monofosfato de amdnio, antes da inoculacao;
~ Adicionou-se a quantidade necessiria de azoto na forma de
uma solugdao aquosa de NH3 a 10%, de acordo com a Tabela 1
abaixo;
- Manteve-se a temperatura a 309C durante todo o periodo de

fermentacao;

- Manteve-se o pH (segundo Reed e Peppler, pag. 67/68) a 5.0
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durante todo o processo de fermentacao;
- Adicionou-se vitamina B, numa quantidade de 6 mg/kg de mela
cos e 50% de aglicar no estddio inicial da fermentacio.
A levedura obtida nestas fermentagoes

concentrou-se e lavou-se com agua corrente numa centrifugadora
de laboratdrio.

Tabela 1
—

Tempo g de melacgos até 50% de aglicar | g de amoniaco até
horas {no total) 10% (no total)

0.00 49 20

1.00 49 20

2.00 49 20

3.00 69 23

4.00 108 32

5.00 168 52

6.00 246 77

7.00 325 102

8.00 404 132

9.00 503 166

10.00 601 200

11.00 700 228

12,00 798 228

13.00 897 ) 228

14.00 976 228

Determinaram-se os niveis de enzima em
amostras tomadas durante as fermentacdes de alimentacdo descon~
tinua.

Apos filtragdo, ressuspenderam-se oS pe
letizados em tampao de extraccdo (MES, 25 mM; CaClz, 2.5 mM;
PMSF, 1 mM; pH = 7). Efectuaram~-se os extractos celulares adi-
cionando esferas de "Bammotini" (3 g/ml) e agitando num agita-
dor tubular Vibrax VXR, por 3 vezes, durante 3 minutos, arrefe-
cendo entre os periodos de agitagdo (09C). Centrifugaram-se os

extractos durante 10 minutos a 1200 x g e dialisaram-se durante

v
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a noite contra o tampdo (MES, 5 mM; CaCl,, 2.5 mM; pH = 7).

A determinacao da actividade de tre-ha-
lase nos extractos celulares livres efectuou-se de acordo com o
método de Thevelein, J.M., Van Laere, A.J., Beullens, M., Van
Assche, J.A., Carlier, A.R. (1983) J. Gen. Microbiol., 129, 716
-726, com a excepcdo de se ter usado tetrametilbenzidina como
reagente de glucose em vez de o~dianisidina. Define-se 1 U de
actividade de tre-halase como 1 umol de glucose produzida por
minuto.

Determinou=-se o teor em tre-halose das
células por HPLC do modo seguinte: filtraram-se as amostras de
fermentagao, lavaram-se e ferveram-se a seguir. ApOs centrifuga
cao para remover os fragmentos celulares maiores, diluiu-se o
sobrenadante com acetonitrilo e agua até uma concentracio final
de acetonitrilo de 50% (v/v). Filtrou-se a amostra (0.45 um) an
tes de se aplicar a uma coluna de hidratos de carbono com uma
pré-coluna RCSS e se eluir com acetonitrilo/agua, 4:1. Determi=-
naram-se os teores em tre-halose com um detector de indice de
refraccdo e um integrador.

Determinou-se a proteina dos extractos
celulares livres pelo método BCA (Pierce). Utilizou-se BSA como
padrao.

A tre~halase neutra revelou-se constan-
temente activa durante a fermentacdo com alimentacio desconti-
nua, mesmo quando a acumulagao de tre-halose se inicia aproxima
damente apds 9 horas de fermentacio (vide Tabela 2). Este resul
tado ndo era esperado pois & suposto a tre-halase ser inactiva
durante a sintese da tre-halose.

A ideia de baixar a actividade de tre-
~halase neutra da célula baseou-se neste resultado inesperado
de a tre-halase ser activa ao longo do processo de fermentacao
descontinua.
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Tabela 2
Horas Tre-halose Tre-halase
& (w/w) (mU/g de peso seco)

2

3 .

4 -

5 0.

6 . .

7

8 .

9

10 .

11

12 2.7 .

13 3.6 7.5

14 4.1

14.5 . .

15 5.1 7.3
EXEMPLO 2

ISOLAMENTO DOS CLONOS LAMBDA FAGOS CONTENDO PARTE DO GENE QUE
CODIFICA PARA A TRE-HALASE NEUTRA

Isolou-se o DNA que codifica a tre-hala
se neutra por imuno-selecc¢ao ("Screening") de uma biblioteca de
expressdo de cDNA lambda gtll. Utilizou-se um anticorpo monoclo
nal (abreviado por 41-2F10) dirigido contra a subunidade de 80
kd da tre-halase neutra. Este anticorpo monoclonar foi regista-
do em 14 de Dezembro de 1990 na "European Collection of Animal
Cell Cultures" (ECACC), PHLS-Centre for Applied Microbiology
and Research, Port Down, Salisburg, Wiltshire SP4, 0JG, Reino
Unido, com o n2. 90121901. Este anticorpo monoclonal reage com
uma banda de 80kd num teste de "Western blot" preparado a par-
tir de um gel SDS~PAGE ao qual se aplicou um extracto celular
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livre de Saccharomyces cerevisiae. Assim, apos incubacdo do an-

ticorpo monoclonal acoplado a esferas de agarose (Afti-Gel Hz
hidrazida, Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca, USA) com um ex-

tracto celular livre de Saccharomyces cerevisiae a actividade

de tre-halase neutra liga-se especificamente ao material do gel.
Apds centrifugar e sedimentar as esferas detecta-se menos de 1%
de actividade de tre-halase neutra no sobrenadante.

7 A biblioteca de cDNA de levedura lambda
gtll foi fornecida por Clontech laboratories, Inc. 4030 Fabian
way, Palo Alto, California 94903 USA. Esta biblioteca (n%o de
catalogo YL 1005b, no de lote 3411) seleccionou-se com o anti-
corpo monoclonal 41-2F10 de acordo com processos descritos no
sistema de selecgado imunoldgica Protoblot de Promega (no de
catdlogo $3710). Para outros processos de seleccdo veja~se tam-
bém Huynh T.V., Young R.A. e Davis R.W. (1985) em: DNA cloning,
A practical approach, vol., 1 (D.M. Glover, ed.), pag. 49-78,
IRL Press, Oxford.

Isolaram-se varios clonos com reaccio
positiva. Avalisou-se posteriormente o lambda TRE16.1-1 (vide
abaixo). Este clono fago foi registado no Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS), Oosterstraat 1, 3742 SA Baarn, the Ne-
therlands on November 22, 1990 com o no. CBS 512.90.

Um processo apropriado para propagar o
clono fago registado encontra-se descrito em Huynh T.V. et al.
(vide acima). Usou-se a estirpe de E. coli Y1090 (ATCC ne 37197)
como hospedeira para a propagacao do clono fago (vide também
Huynh T.V., ibid).

EXEMPLO 3
CONSTRUCAO DE PLASMIDEOS RECOMBINANTES

a) pTREl6.1.1

Clonou~se a inserc¢do de levedura do
lambda TRE16.1.1 no vector pTZ19R comercialmente disponivel
(Pharmacia). Este vector foi registado no "Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Baarn, The Holanda, com o no 405.87. O proceg

so de clonagem foi o seguinte:
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Amplificou-se primeiro a insercdo de le
vedura. Tal efectuou-se essencialmente como descrito em "PCR
Protocols, a guide to methods and applications (Eds. M.A. Innis,
D.H. Gelfand, J.J. Sninsky e T.J. White 1990), pag. 253-258",
com as seguintes modificac¢les: utilizaram-se areas ("plaques")
em vez de uma suspensdo de fagos; o tampdo 10 x Taqg polimerase
contém 20 mM MgCl,; o ciclo térmico foi: 942 C durante 2 minu-
tos, 552 C durante 2 minutos, 729 C durante 3 minutos. Os ini-
ciadores ("primers") de oligonucledtido usados nesta reacgdo
sdo complementdrios ds sequéncias de DNA que rodeiam a posicdo
de clonagem EcoRI do vector lambda gtll. As suas sequéncias sao
5'~-GGCGACGACTCCTGGAGCCCG-3"' e 5'-CACCAGACCAACTGGTAATGG-3". Apés
incubacdo passou-se a mistura reaccional através de uma minico-
luna BIO-RAD RDP para purificar o DNA (remocdo de nucledtidos).

Em segundo lugar, digeriu-se o produto

‘de PCR com EcoRI e clonou-se em pTZ19R x ECORI para criar o

plasmideo pTRE16.1.1. Este clono registou-se no CBS com o0 nQo
115.91 (em 19 de Fevereiro de 1991).

b) Construcdo de pTRE16G418-2

Para se guarnecer o pTREl6.1.1 com um
marcador de seleccao dominante, efectuou-se a seguinte ligacdo.
Isolou-se um fragmento BglII de 1.9 kb contendo o gene G418res,
sob controle do promotor ADHI, apds digestdo do plasmideo pRBN3
com BglII. O pRBN3 encontra-se completamente descrito no regis-
to de patente europeu EP-A-306107. Clonou-se este fragmento
BglIT de 1.9 kb na posicao BamHI do pTRE16.1.1. Obteve-se assim

o pTRE16G418-2 (vide Figura 1).

EXEMPLO 4
CONSTRUCAO DE ESTIRPES DE LEVEDURA COM UM GENE DE TRE-HALASE
NEUTRA DISRUPCIONADO RESULTANDO NUMA MENOR ACTIVIDADE DA TRE-
-HALASE NEUTRA '

A insercdo de levedura no pTREl6.1.1,

quando presente num vector de expressao, dirige a sintese de um
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polipéptido imunologicamente activo contra um anticorpo monoclo
nal dirigido contra a tre-halase neutra. A insergdo tem um tama
nho de 1100 bp e & originaria de um banco de cDNA (vide exemplos
2 e 3). Fol caracterizado com alguns enzimas de restrigdo como
se mostra na Figura 1. Nesta altura ainda ndo era conhecido de
que parte do gene esta inserc¢ao era originaria. Considerando o
peso molecular estimado da proteina tre-halase neutra num gel
desnaturante (cerca de 80 kd (H. App e H. Holzer, J. Biol. Chem.
264, 17583, 1989), a insercao de levedura de 1100 bp muito pro-
vavelmente nao contém o gene completo.

De acordo com uma forma de concretiza-
cao da invencdo obtém-se uma estirpe de levedura com uma activi
dade diminuida de tre-halase neutra. Uma maneira de obter tal
levedura & disromper o gene que codifica a tre-halase neutra.
Em geral, tendo-se clonado um gene ou parte de um gene, ha va-
rios métodos para disromper esse gene particular no genoma (vi-
de "Methods in Enzymology, vol. 185, cap. 23: Manipulating
yeast genome using plasmid vectors", por T. Stearns, H. Ma e D.
Botstein, 1990, Academic Press).

Num dos métodos, a cdpia do plasmideo
do gene (i.e. tre-halase neutra) & truncada de modo a que lhe
faltem os dois extremos (faltam as verdadeiras regides aminoter
minal e carboxiterminal). A integracdo desta construcdo no cro-
mossoma na posicdo da tre-~halase neutra leva a duas cdpias ndo
funcionais do gene, uma sem o seu extremo 5' e a outra sem o
seu extremo 3'. Nesta invengao utilizou-se também este processo.
Concluiu-se que a insercgdo de lloo bp ndo contém muito provavel
mente os verdadeiros extremos 5' e 3', mas apenas sequéncias in
ternas do gene. Por isso, construiu-se o plasmideo pTRE16G418-2
e digeriu-se com NsiI. O NsiI corta duas vezes no plasmideo
pTRE16G418-2, ambas as vezes na parte do gene da tre-halase neu
tra (vide Figura 1). Esta digestdo gera extremos recombinogéni-
cos e dirige a integracdo no logal correspondente no genoma.

A andlise dos transformantes obtidos es
td completamente descrita abaixo, mas neste ponto menciona-se
ainda que os transformantes tém de facto uma actividade diminui
da de tre-halase neutra. Isto prova gue

1) a insercao de levedura & uma parte do gene da tre-halase neu
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tra, e que

2) a insercao de levedura tal como estd presente no PTRE16.1.1
{e no pTRE6G418~2) carece de facto de ambos os extremos da
tre-halase neutra e que contém um segmento interno do gene,
Neste contexto verifica~se que se isolou esta insercdo de le
vedura a partir de um banco de cDNA. Quase todos os genes co

nhecidos em Saccharomyces cerevisiae ndo contém introes, e

por isso admite-se que também o gene da tre-halase neutra

ndo é cindido. Nesse caso, o clono de cDNA isolado & coline-

ar com o segmento de gene gendmico correspondente. No caso

de o gene da tre-halase neutra ndo ter introes, como parece,

o método seguido resultard ainda para disromper o gene da

tre-halase neutra.

O proprio processo de transformacgio

efectuou-se como descrito no registo de patente europeu EP-A-
—-306107. Utilizaram~se como hospedeiros duas estirpes de Saccha

romyces cerevisiae: O Saccharomyces cerevisiae 237 Ng (regista-

do no CBS com o n? 158.86) e o Saccharomyces cerevisiae GRD 11-21

uma estirpe diploide (registado no CBS com o no 154.91). Para a

selecgao dos transformantes utilizou-se o aminoglicosido G418.
Estas duas estirpes de Saccharomyces

cerevisiae foram transformadas com pTRE16G418-2 x NsiI. De cada

transformacdo analisou-se em detalhe um transformante. O trans-
formante da estirpe 237 Ng abrevia-se por ApTRE-dis, o transfor
mante da estirpe GRD 11-21 abrevia-se por GpTRE-dis.

Andlises "Southern blot" do DNA gendmi-
co destes transformantes confirmaram que a integracdo ocorreu
de facto no gene residente de tre-halase neutra. Em ambos os
transformantes, disrompeu-se um alelo desta forma. Verifica-se
também nos transformantes que pelo menos um alelo esta ainda
inalterado, uma vez que ambos os pais sdo pelo menos diploides
(ndo mostrado) .

Varias experiéncias confirmam a conclu-
s@o de que de facto o gene de tre-halase neutra foi disrompido
nos transformantes (vide também Exemplo 5). Num conjunto de ex-
periéncias mediram-se as actividades de tre-halase neutra da es
tirpe mde A e do seu transformante ApTRE-dis. Procedeu-se do mo

do seguinte. Desenvolveram-se leveduras durante a noite em fras
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cos com agitagao em glucose YEP a 2.5% ou em glicerol YEP a 2.5
%, 0.2% de glucose. Determinou-se a actividade de tre-halase
neutra como descrito no Exemplo 1. As actividades medidas apre-
sentam-se na Tabela 3. Pode concluir-se que a actividade de tre
-halase neutra estd significativamente diminuida em ApTRE-dis,
que contem um gene de tre-halase neutra disrompido. Conclui-se
que a insercao de levedura, isolada no clono lambda TRE16.1.1
contém parte do gene que codifica a tre-halase neutra.

Tabela 3

Actividade de tre-halase neutra na estirpe A e seu trans-

formante ApTRE~dis (mU/mg de proteina de extracto celular
livre)

Fonte de carbono

Estirpe Glucose Glicerol + Glucose
A 26.1 27.7
ApTRE-dis 12,2 14.7

O exemplo acima mencionado ilustra uma

possibilidade para alterar o nivel de tre-halase neutra. S3o

também possiveis métodos alternativos. Algumas dessas possibili
dades descrevem~se abaixo.

A insercdo de levedura do clobo fafo
isolado é adequada para efectuar experiéncias de disrupcdo de
genes. Tal pode suceder do modo seguinte: em qualquer ponto de
uma sequéncia desta levedura pode clonar-se um segmento de DNA
contendo um gene gue possa funcionar como marcador de seleccgao
durante a transformacdo da levedura. Exemplos sdo o gene Ura3
(no caso da estirpe de levedura hospedeira recipiente ter uma
auxotrofia ura3—) e os chamados marcadores de seleccao dominan-
tes. Estes conferem resisténcia a antibidticos tais comorgenta—
micina, hygromicina B e phleomicina ou a herbicidas como sulfo-
meturon-metil. Exemplos sdo o gene G418, que confere resistén-
cia a gentamicina, sob controle de um promotor de S. cerevisiae
(vide por exemplo EP 0306107), e o gene SMR1-410 de S. cerevi-

siae, que confere resist@ncia ao sulfometuron-metil (vide Casey
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G., Xiao, W. e Rank G.H., J. Inst. Brew. 1988, 94, 93-97). Des-
te modo, podem construir-se plasmideos contendo um gene de tre-
~halase disrompido, interrompido por DNA de marcador de selec-
¢do (vide acima). Uma cassete deste tipo pode remover-se da es-
trutura do vector e usar-se em experiéncias de transplantacdo
de genes, bem descritas para leveduras (Rohstein, R.J., acima).
Deste modo, pode destruir-se um gene de tre-halase, de que re-
sulta uma menor actividade de tre-halase e consequentemente um
maior teor em tre-halose. Devera reconhecer-se que no caso da
estirpe hospedeira conter varios genes de tre-halase, o proces~
so da transplantacdo de genes pode repetir-se varias vezes (por
exemplo usando marcadores de selecgdo diferentes). Os genes
assim alterados podem integrar-se no genoma de uma levedura
usando a técnica da transplantacdo de genes.

Utilizando a insercdo de levedura 16.1.1
como sonda, pode seleccionar-se uma biblioteca gendmica Saccha-

romyces cerevisiae. Daqui resultara finalmente o isolamento de

clonos contendo o gene completo de tre-halase neutra e as suas
sequéncias de flanco (regides promotor/terminador). Assim, usan
do técnicas padrdo, pode substituir-se o promotor de tre-halase
neutra por um promotor diferente, de prefer@ncia por um promotox
homblogo. Os genes assim alterados podem integrar-se no genoma
usando técnicas de substituicido de genes (Rothstein R.J., acima)
Isto permitird mudar a expressdo do gene de tre-halase neutra
de tal modo que resulte finalmente um nivel mais baixo de tre-
-halase. Usando procedimentos padrdo, pode mutogenizar-se o ge-
ne de modo a codificar para uma tre-halase neutra alterada que
jad ndo possa ser fosforilada.

Deve compreender-se que os métodos aci-

ma mencionados nao sdao de modo algum exaustivos.

EXEMPLO 5
NIVEIS DE ACTIVIDADE DE TRE-HALASE EM ESTIRPES A E ApTRE-dis,
DETERMINADAS EM CULTURA CONTINUA

Uma vez que a actividade de tre-halase

neutra & provavelmente regulada pela velocidade de crescimento

- 23 -




Q.)

O

| o o o

G TR
. t: UGB AR A7 %
. e‘::}:xrmvsgpa RBLTEL G, “’Z@

das células, determinou-se o efeito da disrupgao do gene da tre
~halase neutra a duas velocidades de crescimento diferentes. Pa
ra comparar a espécie mide e o mutante em condigdes idénticas,
mediu~se a actividade de tre-halase neutra em células crescendo
em estado estaciondrio, numa cultura continuo.

Desenvolveram-se a estirpe A e a estir-
pe ApTRE-dis em descontinuo ("batch") durante 24 horas em fer=-
mentador Applikon (Applikon Dependable Instruments, Schiedam,
Holanda) com um volume de trabalho de 2 litros. As condicdes de
meio e de cultura foram as essencialmente descritas por E. Post
ma, W.A. Scheffers, J.P. Van Dijken (1989), Yeast 5, 159~165.

ApOs comecar a alimentacdo a uma veloci
dade de diluicao de 0.06 h_1 a cultura atingiu o estado estacio
nario ao fim de 65 horas, e permaneceu nesse estado durante um
dia. No decorrer desse dia tiraram-se amostras. Aumentou-se en-
tdo a alimentacdo para uma velocidade de diluigdo de 0.15 n7t,
48 horas mais tarde atingiu-se o estado estaciondrio e retira-
ram—-se amostras.

A actividade da tre-halase neutra é cla
ramente dependente da velocidade de crescimento, como se pode
ver na Tabela 4. Tanto a espécie mde como o mutante de disrup-
cao revelaram actividades mais elevadas a D = 0.06 h_l. Em am=-
bas as velocidades de diluicido a actividade de tre-halose neu-
tra do mutante de disrupgdo era cerca de metade da actividade
da estirpe mde. Isto mostra que, independentemente da velocida-
de de crescimento, a diminuicdo da actividade da tre-halase neu

tra € maior ou menor equivalente ao nimero de copias do gene.

Tabela 4
D (h_l) , Actividade de tre-halase (U/g de peso
seco)
A ApPTRE-dis
0.06 11.6
0.15 7.9 3.3
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EXEMPLO 6
TEORES EM TRE-HALOSE DE MUTANTES DE DISRUPCAO DE TRE-HALASE DA

LEVEDURA DE PADEIRO

Para determinar o efeito da disrupcéo
de uma copia do gene que codifica a tre-halase neutra sobre os
teores em tre-halose das células na fase estacionaria, efectuou
~se a experiéncia seguinte:

Desenvolveram-se as estirpes A, G,
ApTRE-dis e GpTRE-dis, em experiéncias duplas, durante a noite,
em frascos de 500 ml com agitacdo, contendo 100 ml de meio YEP
com 5% de glucose. Recolheram~se as células na fase estacioni-
ria, reuniram-se e ressuspenderam-se a t = 0 minutos em 70 ml
de meio YEP fresco contendo 0.5% de glucose. Retiraram-se amos-

1/

tras de 90 em 90 minutos até 7 */2 horas.

Determinou-se o teor em tre-halose das
células, por HPLC, do seguinte modo: filtraram-se as amostras
de fermentacdo, lavaram-se e ferveram-se a sequir. Apds centri-
fugacao para remover os fragmentos celulares maiores, injectou-
-se 0 sobrenadante directamente numa coluna Bio-Rad Aminex HPX
87-H. A temperatura da coluna era de 652C e efectuou~-se a elui-
gao com 0.01 N HZSO4. Determinou-se o teor em tre-halose por
meio de um detector de indice de refraccdo e de um integrador.

Os extractos celulares livres prepara-
ram-se como descrito no Exemplo 1, com a excepcao de ndo se te-
rem dialisado. Determinaram-se os niveis de tre-halase nos ex-
tractos celulares livres como descrito no Exemplo 1.

A Tabela 5 mostra a todos os tempos di-
ferengas claras entre os niveis de tre-halose nas estirpes mae
e disrompidas. A estirpe A tem inicialmente um teor maior em
tre-halose que &, nas condigOes das experiéncias, menos estavel
do que o teor em tre-halose da estirpe G inicialmente mais bai-
X0.

A actividade da tre-halase neutra na es
tirpe G era claramente mais baixa comparada com a actividade na
estirpe A (Tabela 5). Além disso, tanto na estirpe ApTRE-dis co
mo na estirpe GpTRE-dis, os niveis de tre-halase eram mais bai-

X0s em relagao aos das estirpes mdes (Tabela 5).
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tre-halase neutra por disrup¢dao do gene estrutural
a tre-halase neutra, é possivel obter uma levedura

teor em tre-halose. Este levedura revelou-se muito

aplicacao industrial.

ey

it RN

G

% o A T e

Deste modo, baixando a actividade de

Tabela 5

que codifica

com um maior

atil para

Horas Tre-halose (%, w/w)

Tre-halase (U/g de peso seco)

A ApTRE
-dis

G

GpTRE A

~-dis

ApTRE

-dis

G

GpTRE

~dis

0 5.7

11/2 3.7 6.0
3 2.1 .
41/2 1.2 3.1
6 0.6 2.8
71/2 0.1 2.5

.

Os dados representam valores médios de experiéncias duplas
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REIVINDICACOES

Processo para a preparacdo de uma leve-
dura transformada, com um teor em tre-halose diferente do da le
vedura mde ndo transformada, caracterizado por se modificar pe-
lo menos um gene que codifique a tre-halose neutra e/ou a sinte
se do 6-fosfato de tre-halose, de modo que este gene difira do

gene nativo que codifica a tre~halose neutra e/ou a sintase do
6-fosfato de tre~halose.

Processo para a preparacao de uma leve-
dura transformada, de acordo com a reivindicacgdo 1, caracteriza
do por se obter uma levedura com um maior teor em tre-halose

comparada com a levedura mae nao transformada.

Processo para a preparacdao de uma leve-
dura transformada, de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, ca-
racterizado por o gene que codifica a tre-halose neutra (pelo

menos um) ter sido modificado por disrupcgao.

Processo para a preparacdo de uma leve-
dura transformada, de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, ca-
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racterizado por se modificar a expressdo do gene que codifica a

tre-halose neutra por meio de um promotor indutivel.

Processo para a preparacgao de uma leve-
dura transformada, de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2, ca-
racterizado por o gene que codifica a tre-halase neutra (pelo
menos um) ter sido modificado de modo a alterar uma posicdo de
fosforilagao da tre~halase.

Processo para a preparac¢ao de uma leve-
dura transformada, de acordo com qualquer das reivindicagoes 1
a 5, caracterizado por o gene modificado (pelo menos um) ser me
nos activo do que o gene correspondente do tipo nativo na degra

dagao da tre-halose durante a sintese da tre-halose.

Processo para a preparacao de uma leve-
dura obtida por processos de melhoramento de estirpe, que nao
a transformagdao de DNA, caracterizado por se usar uma levedura

de acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a 6.

Processo para a preparagao de uma leve-

dura transformada, de acordo com a reivindicacao 1, caracteriza
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Processo para a preparagdao de uma leve-
dura na forma de pasta, comprimido, congelada, seca ou instanta
nea, caracterizado por se utilizar uma levedura de acordo com

qualquer das reivindicacdes 1 a 8.

Processo para a preparacdao de uma leve-
dura, de acordo com a reivindicacao 8, caracterizado por a refe

rida levedura pertencer ao género Saccharomyces cerevisiae.

Processo para a preparacao de uma massa
para panificacao, ou de um produto semelhante, caracterizado
por se utilizar uma levedura transformada de acordo com qualquen

das reivindicacgdes 1 a 9.

Processo para a preparacao de tre-halo-
se, caracterizado por se utilizar uma levedura de acordo com
qualgquer das reivindicacdes 1 a 8.
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Processo para a preparacao de um gene
ou de uma parte de um gene, que codifique para a tre-halose neu
tra, caracterizado por se encontrar numa forma purificada e isg

lada e ser constituido por:

i) a insercdo de DNA 16.1.1 no plasmideo pTRE 16.1.1 (CBS
115.91),

ii) um DNA capaz de hibridizar em condigdes estritas com o
DNA do i) ou

iii) um DNA diferente dos DNA's de i) e ii) na sequéncia de

coddo, devido a degenerescéncia do cédigo genédtico.

Processo para a preparagdao de um plasmi
deo ou vector recombinante, contendo um gene de ter-halase neu-
tra, caracterizado por se modificar opcionalmente o gene de tre
-halase neutra de modo que o referido gene codifique para a tre
-halase com uma actividade mais baixa do que a do gene corres-

pondente do tipo nativo.

Processo para a preparacao de um plasmi
deo ou vector recombinante, contendo um gene de sintase de 6-
~fosfato de tre-halose, caracterizado por se modificar opcional
mente o gene de sintase de 6-fosfato de tre-halose de modo que
o referido gene codifique para a sintase de 6-fosfato de tre-ha
lose com uma actividade mais elevada do que a do gene correspon

dente do tipo nativo.
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A requerente reivindica as prioridades
dos pedidos de patente europeia apresentados em 28 de Marco de
1990 e em 20 de Dezembro de 1990, sob os N9s 90200757.4 e
90203462.8, respectivamente.

Lisboa, 27 de Marcgo de 1991,
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAQO DE NOVAS ESTIRPES DE
LEVEDURA COM TEORES REFORCADOS EM TRE-HALOSE"

A invencao refere-se a um processo para
a preparacao de uma levedura transformada, com um teor em tre-
-halose diferente do da levedura mde ndo transformada, que com-
preende modificar-se pelo menos um gene que codifique a tre-ha-
lose neutra e/ou a sintase do 6-fosfato de tre-halose, de modo
que este gene difira do gene nativo que codifica a tre-halase

neutra e/ou a sintase do 6-fosfato de tre-halose.
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