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“METODO PARA PRODUZIR UM COMPOSTO ISOPRENOIDE”
PEDIDOS RELACIONADOS ANTERIORES

Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério U.S.
N% 60/994.790, depositado em 20 de setembro de 2007 e 61/049.350,
depositado em 30 de abril de 2008, todos os quais sdo aqui incorporados por
referéncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

Sado aqui fornecidos, entre outros, composicdes e métodos para
uma produc¢do robusta de isoprendides. Também sdo aqui fornecidos 4cidos
nucléicos, enzimas, vetores de expressao e cé€lulas hospedeiras geneticamente
modificadas para realizar os métodos. Também sao aqui fornecidos métodos
de fermentacdo para a alta produtividade de isoprendides a partir de c€lulas
hospedeiras geneticamente modificadas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Os isoprendides sdo ubiquos na natureza. Eles compreendem
uma familia diversa de mais de 40.000 produtos individuais, muitos dos quais
sdo vitais para os organismos vivos. Os isoprenodides servem para manter a
fluidez celular, transporte de elétron e outras fun¢des metabdlicas. Um vasto
numero de isoprendides naturais e sintéticos sdo uteis como produtos
farmacéuticos, cosméticos, perfumes, pigmentos e corantes, fungicidas, anti-
sépticos, nutracéuticos e intermedidrios quimicos finos.

Um produto isoprendide € tipicamente composto de cinco
unidades de repeticao de carbono de difosfato de isopentenila (IPP), embora
1soprendides e politerpenos irregulares tenham sido relatados. Na natureza, os
isoprendides sdo sintetizados pelas condensacdes consecutivas de seu
precursor IPP e seu isdmero pirofosfato de dimetilalila (DMAPP). Dois
caminhos para estes precursores sao conhecidos. Eucariotas, com a excegao

de plantas, no geral usam o caminho dependente do mevalonato (MEV) para

Peticao 870180036887, de 04/05/2018, pag. 23/28
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converter a acetil coenzima A (acetil-CoA) para IPP, que ¢ subsequentemente
isomerizado para DMAPP. Procariotas, com algumas excegdes, tipicamente
utilizam apenas o caminho independente de mevalonato ou desoxixilulose-5-
fosfato (DXP) para produzir [IPP e DMAPP. As plantas usam tanto o caminho
MEV quanto o caminho DXP. Ver Rohmer et al. (1993) Biochem. J. 295:
517-524; Lange et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(24): 13172-
13177; Rohdich et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 1158-1163.

Tradicionalmente, os isoprendides tém sido fabricados pela
extragdo a partir de fontes naturais tais como plantas, micrébios e animais.
Entretanto, o rendimento por via dé éxtrag:éo ¢ usualmente muito baixo devido
a varias limita¢des profundas. Primeiro, a maioria dos isoprendides acumulam
na natureza apenas em quantidades pequenas. Segundo, os organismos fonte
no geral ndo sdo passiveis de cultivo em larga escala que € necessario para
produzir quantidades comercialmente viaveis de um isoprendide desejado.
Terceiro, a exigéncia de certos solventes toxicos para a extragdo de
isoprendide necessita de procedimentos de manuseio e descarte especiais €
assim complicando a produgdo comercial de isoprendides.

A elucidag¢do dos caminhos metabdlicos de MEV e DXP tem
tornado a produgdo biossintética de isoprenodides praticavel. Por exemplo,
microbios foram engendrados para superexpressar uma parte do caminho de
mevalonato ou o mesmo inteiro para a produgdo de um isoprendide chamado
amorfa-4,11-dieno (Patentes U.S. Nos. 7.172.886 e 7.192.751). Outros
esforgos tém focalizado no equilibrio da reunido de gliceraldeido-3-fosfato e
piruvato ou no aumento da expressdo da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase
(dxs) e IPP isomerase (idi). Ver Farmer et al. (2001) Biotechnol. Prog. 17: 57-
61; Kajiwara et al. (1997) Biochem. J. 324: 421-426; e Kim et al. (2001)
Biotechnol. Bioeng. 72: 408-415.

N3o obstante, dada as quantidades muito grandes dos produtos

de isoprendide necessarios para muitas aplicagdes comerciais, permanece uma
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necessidade quanto a sistemas de expressdo e procedimentos de fermentagéo
que produzem ainda mais isoprendides do que os disponiveis com as
tecnologias correntes. O redirecionamento 6timo do metabolismo microbiano
para a produgdo de isoprendide requer que o caminho biossintético
introduzido seja adequadamente engendrado tanto para convergir o carbono
para a produgdo de isoprendide eficientemente e para impedir a formagdo de
niveis toxicos de intermediarios metabdlicos em um periodo de tempo
prolongado. Sdo aqui fornecidos composi¢bes e métodos que tratam esta
necessidade e fornecam também vantagens relacionadas.

SUMARIO DA INVENCAO

Sdo aqui fornecidas composigdes e métodos para uma

producdo robusta de isoprendides. Os exemplos ndo limitantes de
isoprendides adequados incluem: hemiterpenos (derivados de 1 unidade de
isopreno) tal como isopreno; monoterpenos (derivados de 2 unidades de
isopreno) tais como mirceno; sesquiterpenos (derivados de 3 unidades de
isopreno) tais como amorfa-4,11-dieno; diterpenos (derivados de quatro
unidades de isopreno) tais como taxadieno; triterpenos (derivados de 6
unidades de isopreno) tais como esqualeno; tetraterpenos (derivados de 8
isoprenoides) tais como B-caroteno; e politerpenos (derivados de mais do que
8 unidades de isopreno) tal como poliisopreno.

Em um aspecto, um método para produzir um composto
isoprendide é fornecido em que o método compreende:

a) obter uma pluralidade de células hospedeiras que sejam
capazes de fabricar o composto isoprendide que compreende uma sequéncia
de &cido nucléico heter6loga cromossomicamente integrada que codifica uma
enzima do caminho MEV ou DXP;

b) cultivar as células hospedeiras em um meio sob condigdes
em que as células hospedeiras usem etanol como uma fonte de carbono e

fabricar o composto isoprendide; e
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¢) recuperar o composto isoprendide do meio.

Em algumas formas de realizagdo, o etanol que é consumido
pelas células hospedeiras como a fonte de carbono ¢ fabricado pela célula
hospedeira. Em outras formas de realiza¢do, o etanol que € consumido pelas
células hospedeiras como a fonte de carbono é exogenamente fornecido ao
meio.

Em um outro aspecto, um método para fabricar um composto
isoprendide é fornecido que compreende:

a) obter uma pluralidade de células hospedeiras que sejam
capazes de fabricar o composto isoprendide;

b) cultivar as células hospedeiras em um meio que compreende
etanol em uma quantidade igual a ou maior do que cerca de 1 grama por litro
de meio por pelo menos quatro horas; e

¢) recuperar o composto isoprendide do meio.

JA& em um outro aspecto, um método para fabricar um
composto isoprendide é fornecido que compreende:

a) obter uma pluralidade de células de levedura que sejam
capazes de fabricar o composto isoprenoide;

b) cultivar as células de levedura para formar biomassa
fornecendo-se um bolo de uma fonte de carbono ao meio;

c) manter as células sob condi¢des por meio das quais as
células de levedura t€ém uma taxa de consumo de etanol igual a ou maior do
que cerca de 0,01 grama por etanol por grama de peso de célula seca por hora
por pelo menos quatro horas; e

d) recuperar o composto isoprendide do meio.

Em algumas formas de realizacdo, as células hospedeiras
fabricam o composto isoprendide usando o caminho de MEV. Em outras
formas de realizagdo, as células hospedeiras fabricam o composto isoprenéide

usando o caminho de DXP.
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Em outras formas de realizagdo, as células hospedeiras sdo
cultivadas ou mantidas por pelo menos algum periodo de tempo sob
condigdes limitadas em oxigénio. Ainda em outras formas de realizagdo, as
células hospedeiras sdo cultivadas ou mantidas por pelo menos algum periodo
de tempo sob condi¢des limitadas em fosfato.

INCORPORACAO POR REFERENCIA

Todas as publicagdes e pedidos de patente mencionados neste

relatorio descritivo sdo aqui incorporados por referéncia até o mesmo grau
como se cada publicag@o ou pedido de patente individuais fossem especifica e

individualmente indicados como sendo incorporados por referéncia.

DESCRICAO RESUMIDA DOS DESENHOS

A Figura 1 € uma representa¢do esquematica do caminho de
mevalonato (“MEV”) para a produgéo de pirofosfato de isopentenila (“IPP”).

A Figura 2 é uma representa¢do esquematica do caminho da 1-
desoxi-D-xilulose 5-difosfate (“DXP”) para a produgdo de pirofosfato de
isopentenila (“IPP”) e pirofosfato de dimetilalila (“DMAPP”). Dxs € a 1-
desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase; Dxr € a 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato
redutoisomerase (também conhecida como IspC); IspD é a 4-difosfocitidil-
2C-metil-D-eritritol sintase; IspE € a 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol
sintase; IspF € a 2,4-ciclodifosfato de 2C-metil-D-eritritol sintase; IspG € a 4-
difosfato de 1-hidréxi-2-metil-2-(E)-butenila sintase (IspG); e ispH ¢ a
isopentenil/dimetilalil difosfato sintase.

A Figura 3 é uma representagdo esquematica da conversdo de
pirofosfato de isopentenila (“IPP”) e pirofosfato de dimetilalila (“DMAPP”)
para pirofosfato de geranila (“GPP”), pirofosfato de farnesila (“FPP”) e
pirofosfato de geranilgeranila (“GGPP”) e a sintese de vérios isoprendides.

A Figura 4 mostra mapas de fragmentos de DNA ERG20-
Pga-tHMGR (a), ERG13-Pga -tHMGR (B), IDII-Pga -tHMGR (C), ERG10-
Pga-ERG12 (D), ERG8-Pga -ERG19 (E), GAL74 a 1021-HPH-GAL11637 a
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2587 (F), GAL80-50 a -1-NatR- GAL801309 a 1358 (G) e GAL11 a 48-

NatR-GAL11500 a 1550 (H).

A Figura 5 mostra um mapa de plasmideo pAM404.

A Figura 6 mostra o crescimento de célula e a produgdo de
amorfa-4,11-dieno (AD) pela cepa Y337 sob restri¢do de carbono usando uma
alimentagfo de glicose ou uma alimentagdo mista de glicose/etanol.

A Figura 7A mostra um diagrama de um algoritmo de
alimentagdo de controle de CO2. A Figura 7B mostra a taxa de evolugdo do
didéxido de carbono, liberagdo de substrato, crescimento e produgdo de
amorfa-4,11-dieno pela cepa Y293 usando uma alimentagdo pulsada de
etanol.

A Figura 8 mostra o crescimento de célula e producdo de
amorfa-4,11-dieno pela cepa Y293 sob restricdo de carbono
usando uma alimentagdo de glicose concentrada para o crescimento inicial
seguido por uma alimentagdo de etanol a producgao.

As Figuras 9A até 9E mostram a produgdo/consumo de etanol,
taxa de alimentacdo, crescimento, evolucdo de carbono e taxas de utilizagdo
de oxigénio e produgdo de farneseno pela cepa Y677 no lote alimentado,
fermentagdo restrita em carbono com um etanol alimentado apenas na
presenca ou auséncia de oleato de metila.

As Figuras 10A até 10D mostram a concentragdo de oxigénio
dissolvido, crescimento, producdo/consumo de etanol e produgdo de amorfa-
4,11-dieno pela cepa Y283 em graus diferentes de limita¢do de oxigénio.

As Figuras 10E até 10G mostram o crescimento, produgdo/
consumo de etanol e produgdo de farneseno pela cepa Y352 em graus
diferentes de limitagdo de oxigénio.

A Figura 11 mostra a produtividade de amorfa-4,11-dieno por
célula pela cepa Y337 em frascos agitados sob restrigdo de carbono com

concentragdes variaveis de KH2PO4.
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A Figura 12 mostra uma alimentagdo de fermentador de lote
alimentado (A) e crescimento de célula (B) e produgédo de amorfa-4,11-dieno
(C) pela cepa Y337 sob restricdo de carbono e fosfato usando uma
alimentagdo de glicose.

A Figura 13 mostra o crescimento de célula (A) e produgdo de
amorfa-4,11-dieno (B) pela cepa Y337 sob restrigdo de carbono e fosfato
usando uma alimentagéo mista de glicose/etanol.

A Figura 14 ilustra a geragdo de sequéncias de especificas de
local gendmico de 100 nucleotideos de comprimento que flanqueiam cassetes
de promotor-gene-FRT-Kan-FRT duteis na integracdo de sequéncias de
nucleotideo heterdlogas no genoma de Escherichia coli.

A Figura 15 mostra um mapa do plasmideo pAM618.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Defini¢des

A menos que de outro modo definido, todos os termos técnicos
e cientificos aqui usados tém o mesmo significado como habitualmente
entendido por uma pessoa de habilidade comum na técnica. Referéncia ¢ feita
aqui aos varios termos que devem ser definidos ter os seguintes significados:

Os termos “opcional” ou “opcionalmente” significam que a
caracteristica ou estrutura subsequentemente descritas podem estar presentes
ou ndo ou que o evento ou circunstancia subsequentemente descritos podem
ocorrer ou ndo e que a descri¢do inclui casos onde uma caracteristica ou
estrutura particulares estdo presentes e casos onde a caracteristica ou estrutura
estdo ausentes ou casos onde o evento ou circunstidncia ocorrem e casos onde
o0 evento ou circunstincia ndo ocorrem.

O termo “caminho metabdlico” é aqui usado para se referir a
um caminho metabolico ou um caminho anabdlico. Os caminhos anabdlicos
envolvem construir uma moléculas maior de moléculas menores, um processo

que requer energia. Os caminhos metabdlicos envolvem a decomposigdo de
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moléculas maiores, frequentemente liberando energia.

Os termos “caminho do mevalonato” ou “caminho de MEV”
sdo aqui usados para se referir ao caminho biossintético que converte acetil-
CoA para IPP. O caminho de MEV ¢ ilustrado esquematicamente na Figura 1.

O termo “caminho da desoxixilulose 5-fosfato” ou “caminho
de DXP” € aqui usado para se referir ao caminho que converte gliceraldeido-
3-fosfato e piruvato ao IPP ¢ DMAPP. O caminho de DXP ¢ ilustrado
esquematicamente na Figura 2.

A palavra “pirofosfato” é usado aqui intercambiavelmente com
“difosfato”.

Os termos “vetor de expressdo” ou “vetor” referem-se a um
acido nucléico que transduz, transforma ou infecta uma célula hospedeira,
fazendo com que desse modo a célula produza acidos nucléicos e/ou proteinas
outros que ndo aqueles que sdo nativos para a célula ou expressem acidos
nucléicos e/ou proteinas em uma maneira que nio € nativa para a célula.

O termo “enddgeno” refere-se a uma substéncia ou processo
que ocorre naturalmente, por exemplo, em uma célula hospedeira ndo
recombinante.

Os termos “caminho enzimatico para fabricar pirofosfato de
isopentenila” refere-se a qualquer caminho capaz de produzir pirofosfato de
isopentila, incluindo, sem limitagdo, o caminho do mevalonato ou o caminho
de DXP.

O termo “acido nucléico” refere-se a uma forma polimérica de
nucleotideos de qualquer comprimento, ribonucleotideos ou desoxi-
nucleotideos. Assim, este termo inclui, mas ndo é limitado a, DNA ou RNA
de filamento Unico, duplo ou multiplo, DNA genémico, cDNA, hibridos de
DNA-RNA ou um polimero que compreende bases de purina e pirimidina ou
outras bases de nucleotideo naturais, quimica ou bioquimicamente

modificadas, ndo naturais ou derivatizadas.
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O termo “operon” € usado para se referir a duas ou mais
sequéncias de nucleotideo contiguas que cada uma codifica um produto de
gene tal como um RNA ou uma proteina e a expressdo dos quais sdo
coordenadamente reguladas por um ou mais elementos de controle (por
exemplo, um promotor).

O termo “produto de gene” refere-se ao RNA codificado pelo
DNA (ou vice versa) ou proteina que € codificada por um RNA ou DNA,
onde um gene tipicamente compreendera uma ou mais sequéncias de
nucleotideo que codificam uma proteina e também podem incluir introns e
outras sequéncias ndo codificadoras de nucleotideo.

O termo “proteina” refere-se a uma forma polimérica de
aminodcidos de qualquer comprimento, que pode incluir aminoacidos
codificados e ndo codificados, aminoacidos quimica ou bioquimicamente
modificados ou derivatizados e polipeptideos tendo cadeias principais de
peptideo modificadas.

O termo “4cido nucléico heter6logo” como aqui usado refere-
se a um 4cido nucléico em que pelo menos um dos seguinte € verdadeiro: (a)
o acido nucléico é estranho (“exdgeno”) a (isto €, ndo encontrado
naturalmente em) uma dada célula hospedeira; (b) o acido nucléico
compreende uma sequéncia de nucleotideo que ¢ naturalmente encontrada em
(isto €, é “endOgena a”) uma dada célula hospedeira, mas a sequéncia de
nucleotideo é produzida em uma quantidade ndo natural (por exemplo, maior
do que a esperada ou maior do que a naturalmente encontrada) na célula; (c) o
acido nucléico compreende uma sequéncia de nucleotideo que difere em
sequéncia de uma sequéncia de nucleotideo endégena, mas a sequéncia de
nucleotideo codifica a mesma proteina (tendo a mesma ou substancialmente a
mesma sequéncia de aminoacido) e € produzida em uma quantidade ndo
natural (por exemplo, maior do que a esperada ou maior do que a

naturalmente encontrada) na célula; ou (d) o 4cido nucléico compreende duas
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ou mais sequéncias de nucleotideo que ndo sdo encontradas na mesma relagdo
entre si na natureza (por exemplo, o acido nucléico ¢ recombinante).

Um “transgene” refere-se a um gene que € exogenamente
introduzido em uma célula hospedeira. Este pode compreender um &cido
nucléico endégeno ou exdgeno ou heterdlogo.

O termo “hospedeiro recombinante” (também aludido como
uma “célula hospedeira geneticamente modificada” ou “microorganismo
hospedeiro geneticamente modificado”) denota uma célula hospedeira que
compreende um acido nucléico heterdlogo aqui fornecido.

O termo “acido nucléico exogeno” refere-se a um 4cido
nucléico que é exogenamente introduzido em uma célula hospedeira e
consequentemente ndo € normal ou naturalmente encontrada em e/ou
produzida por uma dada célula na natureza.

O termo “elemento regulador” refere-se as sequéncias de
controle transcricionais e traducionais, tais como promotores, realgcadores,
sinais de poliadenilagdo, terminadores, sinais de degradacdo de proteina e
outros, que fornecem e/ou regulam a expressio de uma sequéncia
codificadora e/ou produgdo de um polipeptideo codificado em uma célula
hospedeira.

O termo “transformag¢do” refere-se a uma mudanga genética
permanente ou transitoria induzida em uma célula a seguir da introdugéo de
novo acido nucléico. A mudanga genética (“modificagdo”) pode ser realizada
pela incorporagdo do novo DNA no genoma da célula hospedeira ou pela
manuten¢do transitéria ou estdvel do novo DNA como um elemento
epissomico. Nas células eucaridticas, uma mudanga genética permanente € no
geral obtida pela introducdo do DNA no genoma da célula. Nas células
procaridticas, uma mudanga genética permanente pode ser introduzida no
cromossoma ou via elementos extracromossdmicos tais como plasmideos e

vetores de expressdo, que podem conter um ou mais marcadores selecionaveis
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para ajudar na sua manuteng@o na célula hospedeira recombinante.

O termo “operavelmente ligado” refere-se a uma justaposigéo
em que os componentes assim descritos estdo em uma relagdo que os permita
funcionar na sua maneira pretendida. Por exemplo, um promotor ¢é
operavelmente ligado a uma sequéncia de nucleotideo se o promotor afeta a
transcri¢do ou expressdo da sequéncia de nucleotideo.

O termo “célula hospedeira” e “microorganismo hospedeiro”
sdo usados intercambiavelmente aqui para se referir a qualquer célula viva
archae, bacteriana ou eucariética dentro da qual um acido nucléico heterélogo
pode ser ou foi inserido. O termo também diz respeito a progénie da célula
original, que pode ndo ser de modo necessario completamente idéntica em
morfologia ou em complemento gendémico ou de DNA total ao precursor
original, devido a mutag¢3do natural, acidental ou deliberada.

O termo “sintético” como usado em referéncia aos acidos
nucléicos significa o recozimento de blocos de construgdo de
oligonucleotideo quimicamente sintetizados para formar segmentos de gene,
que sdo depois enzimaticamente montados para construir o gene inteiro. A
sintese de acidos nucléicos por intermédio de “meios quimicos” significa que
os nucleotideos componentes foram montados in vitro.

O termo “natural” como aplicado a um acido nucléico, uma
célula ou um organismo, refere-se a um acido nucléico, célula ou organismo
que ¢ encontrado na natureza. Por exemplo, um polipeptideo ou sequéncia de
polinucleotideo que estejam presentes em um organismo ndo patoldgico (ndo
de doenga) que pode ser isolado a partir de uma fonte na natureza e que nio
foi intencionalmente modificado por um ser humano no laboratério € natural.

O termo “que ocorrem naturalmente” como aplicado a um
acido nucléico, uma enzima, uma célula ou um organismo, refere-se a um
acido nucléico, enzima, célula ou organismo que é encontrado na natureza.

Por exemplo, um polipeptideo ou sequéncia de polinucleotideo que estejam
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presentes em um organismo que pode ser isolado a partir de uma fonte na
natureza e que ndo foi intencionalmente modificado por um ser humano no
laboratdrio € que ocorrem naturalmente.

- -O termo “fragmento biologicamente ativo” como aplicado a
uma proteina, polipeptideo ou enzima refere-se a(s) por¢ao(des) funcional(is)
das proteinas ou polipeptideo ou enzima. As sequéncias de aminoacido
variantes funcionalmente equivalentes podem surgir, por exemplo, como uma
consequéncia da redundancia e equivaléncia funcional de cdédon que sdo
conhecidas ocorrer naturalmente dentro das sequéncias de acidos nucléico e
das proteinas assim codificadas. Proteinas ou peptideos funcionalmente
equivalentes podem ser alternativamente construidos por intermédio da
aplicagdo da tecnologia de DNA recombinante, em que mudangas na estrutura
da proteina podem ser engendradas, com base nas consideragdes da
propriedade dos aminoacidos que séo trocados.

Os termos “isoprendide”, “composto isoprenoide”, “produto
isoprendide”, “terpeno”, “composto de terpeno”, “terpendide” e “composto
terpendide” sdo aqui usados intercambiavelmente. Eles referem-se aos
compostos que sdo capazes de ser derivados de IPP.

99«

As formas singulares “um(a),” “e,” e “o(a)” incluem referentes
plurais a menos que o contexto claramente dite de outro modo. Assim, por
exemplo, referéncia a “um vetor de expressdo” inclui um tUnico vetor de
expressdo assim como uma pluralidade de vetores de expressdo e referéncia a
“a célula hospedeira” inclui referéncia a uma ou mais células hospedeiras e
assim por diante. E ainda mencionado que as reivindicagdes podem ser
tragadas para excluir qualquer elemento opcional. Como tal, esta declaragdo é
intencionada a servir como base antecedente para o uso de tal terminologia

2% <¢

exclusiva como “unicamente,” “apenas” e outros em conexio com a recita¢io
de elementos reivindicados ou o uso de uma limitagdo “negativa”.

A menos que de outro modo indicado, as formas de realizagdo
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sdo aqui fornecidas ndo limitadas as sequéncias, vetores de expressio,
enzimas, microorganismos hospedeiros ou processos particulares, visto que
tais podem variar de acordo com o entendimento daqueles de habilidade
comum na técnica em vista da divulgacdo aqui. A terminologia aqui usada é
apenas para os propositos de descrever formas de realizag¢do particulares e ndo
¢ intencionada a ser limitante.

Caminhos de IPP

As células hospedeiras aqui fornecidas compreendem ou

utilizam o caminho de MEV, o caminho de DXP ou ambos para sintetizar IPP
e seu isdbmero, DMAPP. E aqui fornecida é célula hospedeira incluindo pelo
menos uma sequéncia de acido nucléico heterdloga cromossomicamente
integrada que codifica uma enzima dos caminhos MEV ou DXP. Em outras
formas de realizag@o, a célula hospedeira inclui pelo menos uma sequéncia de
acido nucléico heteréloga que codifica uma pluralidade de enzimas dos
caminhos MEV ou DXP. Ainda em outras formas de realizag¢do, a célula
hospedeira inclui uma pluralidade de sequéncias de &cido nucléico
heterdlogas que codifica todas as enzimas do caminho de MEV. Ja em outras
formas de realizagdo, a célula hospedeira inclui uma pluralidade de
sequéncias de acido nucléico heterdlogas que codificam todas as enzimas do
caminho de DXP.

No geral, eucariotas outros que néo plantas usam o caminho do
isoprendide MEV exclusivamente para converter acetil-CoA a IPP, que é
subsequentemente isomerizado a DMAPP. Procariotas, com algumas
excegdes, usam o caminho independente de mevalonato ou DXP para
produzir IPP e DMAPP separadamente através de um ponto de ramificagio.
As plantas usam tanto o caminho de MEV quanto de DXP para a sintese de
IPP.
Caminho de MEV

Uma representagdo esquematica do caminho de MEV ¢é
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descrito na Figura 1. No geral, o caminho compreende seis etapas.

Na primeira etapa, duas moléculas de acetil-coenzima A sdo
enzimaticamente combinadas para formar acetoacetil-CoA. Uma enzima
conhecida por catalisar esta etapa é, por exemplo, a acetil-CoA tiolase
(também conhecidas como acetil-CoA acetiltransferase). Exemplos
ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo so limitados aos
seguintes numeros de acesso do GenBank e os organismos a partir dos quais
as sequéncias derivaram: (NC_000913 REGIAO: 2324131..2325315;
Escherichia coli, (D49362; Paracoccus denitrificans) e (L20428;
Saccharomyces cerevisiae).

Na segunda etapa do caminho de MEV, a acetoacetil-CoA ¢é
enzimaticamente condensada com uma outra molécula de acetil-CoA para
formar 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Uma enzima conhecida
por catalisar esta etapa €, por exemplo, a HMG-CoA sintase. Os exemplos
ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo sio limitados a:
(NC_001145. complemento 19061..20536; Saccharomyces cerevisiae),
(X96617; Saccharomyces cerevisiae), (X83882; Arabidopsis thaliana),
(AB037907; Kitasatospora griseola), (BT007302; Homo sapiens) e
(NC_002758, rétulo de local SAV2546, GenelD 1122571; Staphilococcus
aureus).

Na terceira etapa, HMG-CoA é enzimaticamente convertida
para mevalonato. Uma enzima conhecida catalisar esta etapa €, por exemplo,
a HMG-CoA redutase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
incluem mas ndo sdo limitados a: (NM_206548; Drosophila melanogaster),
(NC_002758, Rotulo de local SAV2545, GenelD 1122570; Staphilococcus
aureus), (NM_204485; Gallus gallus), (AB015627; Streptomyces sp. KO
3988), (AF542543; Nicotiana attenuata), (AB037907; Kitasatospora
griseola), (AX128213, que fornece a sequéncia que codifica um HIMGR

truncado;  Saccharomyces cerevisiae) e (NC _001145: complemento
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(115734..118898; Saccharomyces cerevisiae).

Na quarta etapa, mevalonato é enzimaticamente fosforilado
para formar mevalonato 5-fosfato. Uma enzima conhecida por catalisar esta
etapa ¢, por exemplo, a mevalonato cinase. Os exemplos ilustrativos de
sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo sdo limitados a: (L77688;
Arabidopsis thaliana) e (X55875; Saccharomyces cerevisiae).

Na quinta etapa, um segundo grupo de fosfato ¢€
enzimaticamente adicionado ao mevalonato 5-fosfato para formar o
mevalonato 5-pirofosfato. Uma enzima conhecida por catalisar esta etapa &,
por exemplo, a fosfomevalonato cinase. Os exemplos ilustrativos de
sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo sdo limitados a: (AF429385;
Hevea brasiliensis), (NM_006556; Homo sapiens) e (NC_001145.
complemento 712315..713670; Saccharomyces cerevisiae).

Na sexta etapa, o mevalonato 5-pirofosfato € enzimaticamente
convertido em IPP. Uma enzima conhecida por catalisar esta etapa €, por
exemplo, a mevalonato pirofosfato descarboxilase. Os exemplos ilustrativos
de sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo sdo limitados a: (X97557;
Saccharomyces cerevisiae), (AF290095; Enterococcus faecium) e (U49260;
Homo sapiens).

Se IPP deve ser convertido a DMAPP, entdo uma sétima etapa
¢ requerida. Uma enzima conhecida por catalisar esta etapa é, por exemplo, a
IPP isomerase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
incluem mas ndo sdo limitados a: (NC_000913, 3031087..3031635;
Escherichia coli) e (AF082326; Haematococcus pluvialis). Se a conversdo
para DMAPP ¢ requerida, uma expressdo aumentada de IPP isomerase
garante que a conversdo de IPP em DMAPP ndo represente uma etapa
limitante de taxa no caminho global.

Caminho DXP

Uma representagdo esquematica do caminho de DXP ¢
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. descrita na Figura 2. No geral, o caminho de DXP compreende sete etapas. Na

primeira etapa, o piruvato é condensado com D-gliceraldeido 3-fosfato para
fabricar 1-des6xi-D-xilulose-5-fosfato. Uma enzima conhecida por catalisar
esta etapa ¢, por exemplo, a 1-deséxi-D-xilulose-5-fosfato sintase. Os
exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo sdo
limitados a: (AF035440; Escherichia coli), (NC 002947, rétulo de local
PP0527; Pseudomonas putida KT2440), (CP000026, rétulo de local
SPA2301; Salmonella entérica Paratyphi, ver ATCC 9150), (NC_007493,
rétulo de local RSP 0254; Rhodobacter sphaeroides 2,4.1), (NC_005296,
rotulo de local RPA0952; Rhodopseudomonas palustris CGA009),
(NC_004556, rotulo de local PD 1293; Xilella fastidiosa Temeculal) e
(NC_003076, rotulo de local ATSG11380; Arabidopsis thaliana).

Na segunda etapa, 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato € convertido
a 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato. Uma enzima conhecida por catalisar esta
etapa é, por exemplo, 1-desdxi-D-xilulose-5-fosfato redutoisomerase. Os
exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo sio
limitados a: (ABO013300; Escherichia coli), (AF148852; Arabidopsis
thaliana), (NC 002947, rétulo de local PP1597; Pseudomonas putida
KT2440), (AL939124, rétulo de local SCO5694; Streptomyces coelicolor
A3(2)), (NC 007493, rétulo de local RSP _2709; Rhodobacter sphaeroides
2,4.1) e (NC_007492, rétulo de local Pfl 1107; Pseudomonas fluorescens
NO-1).

Na terceira etapa, 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato € convertido
ao 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol. Uma enzima conhecida por catalisar
esta etapa €, por exemplo, a 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintase. Os
exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo sdo
limitados a: (AF230736; Escherichia coli), (NC 007493, rotulo de local
RSP _2835; Rhodobacter sphaeroides 2,4.1), (NC 003071, rétulo de local
AT2G02500; Arabidopsis thaliana) e (NC_ 002947, rétulo de local PP1614;



10

IS5

20

25

17

. Pseudomonas putida KT2440).

Na quarto etapa, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol ¢
convertido a 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-2-fosfato. Uma enzima
conhecida por catalisar esta etapa €, por exemplo, a 4-difosfocitidil-2C-metil-
D-eritritol cinase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
incluem mas ndo sdo limitados a: (AF216300; Escherichia coli) e
(NC_007493, rétulo de local RSP_1779; Rhodobacter sphaeroides 2,4.1).

Na quinta etapa, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-2-fosfato
¢ convertido ao 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato. Uma enzima
conhecida por catalisar esta etapa é, por exemplo, a 2C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato sintase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
incluem mas ndo sdo limitados a: (AF230738; Escherichia coli),
(NC _007493, rétulo de local RSP _6071; Rhodobacter sphaeroides 2,4.1) e
(NC 002947, rétulo de local PP1618; Pseudomonas putida KT2440).

Na sexta etapa, 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato ¢
convertido ao 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato. Uma enzima
conhecida por catalisar esta etapa €, por exemplo, 1-hidréxi-2-metil-2-(E)-
butenil-4-difosfato sintase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de
nucleotideo incluem mas néo séo limitados a: (AY033515; Escherichia coli),
(NC 002947, rotulo de local PP0853; Pseudomonas putida KT2440) e
(NC_007493, rétulo de local RSP_2982; Rhodobacter sphaeroides 2,4.1).

Na sétima etapa, 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato ¢
convertido em IPP ou no seu isémero, DMAPP. Uma enzima conhecida por
catalisar esta etapa ¢, por exemplo, a isopentil/dimetilalil difosfato sintase. Os
exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem mas ndo sédo
limitados a: (AY062212; Escherichia coli) e (NC_002947, rétulo de local
PP0606; Pseudomonas putida KT2440).

Em algumas formas de realizagdo, “conversa cruzada” (ou

interferéncia) entre os processos proprios da célula hospedeira e aqueles



10

20

25

te

18

processos envolvidos com a produgdo de IPP como sdo aqui fornecidos
minimizados ou totalmente eliminados. Por exemplo, a conversa cruzada ¢
minimizada ou totalmente eliminada quando o microorganismo hospedeiro
conta exclusivamente com o caminho de DXP para sintetizar IPP ¢ um
caminho MEV ¢ introduzido para fornecer IPP adicional. Um tal organismo
hospedeiro ndo seria equipado para alterar a expressdo das enzimas do
caminho de MEV ou processar os intermediarios associados com o caminho
de MEV. Os organismos que contam exclusiva ou predominantemente com o
caminho de DXP incluem, por exemplo, Escherichia coli.

Em algumas formas de realiza¢do, a célula hospedeira produz
IPP por intermédio do caminho de MEV, exclusivamente ou em combinagdo
com o caminho de DXP. Em outras formas de realizagdo, um caminho de
DXP hospedeiro ¢ funcionalmente invalidado de modo que a célula
hospedeira produza IPP exclusivamente através de um caminho de MEV
heterologamente introduzido. O caminho de DXP pode ser funcionalmente
invalidado pela invalidagdo da expressdo de gene ou inativando a fungdo de
uma ou mais das enzimas do caminho de DXP.

Células hospedeiras

Os exemplos ilustrativos de células hospedeiras adequadas
para o uso aqui fornecido incluem qualquer célula archae, procaridtica ou
eucariotica. Os exemplos de uma célula archae incluem, mas ndo s@o
limitados a aqueles pertencentes aos géneros: Aeropirum, Archaeglobus,
Halobacterium, Methanococcus, Methanobacterium, Pirococcus, Sulfolobus e
Thermoplasma. Os exemplos ilustrativos de cepas de archae incluem mas néo
sdo limitados a: Aeropirum pernix, Archaeoglobus fulgidus, Methanococcus
Jannaschii, Methanobacterium therm oautotrophicum, Pirococcus abyssi,
Pirococcus  horikoshii, Thermoplasma  acidophilum, Thermoplasma
volcanium.

Os exemplos de uma célula procariotica incluem, mas ndo sdo
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,» limitados a aqueles pertencentes aos géneros: Agrobacterium,

Aliciclobacillus, Anabaena, Anacystis, Arthrobacter, Azobacter, Bacillus,
Brevibacterium, Chromatium, Clostridium, Corynebacterium, Enterobacter,
Erwinia, Escherichia, Lactobacillus, Lactococcus, Mesorhizobium,
Metilobacterium, Microbacterium, Phormidium, Pseudomonas, Rhodobacter,
Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Rhodococcus, Salmonella,
Scenedesmun, Serratia, Shigella, Staphlococcus, Strepromyces, Synnecoccus
e Zymomonas.

Os exemplos ilustrativos de cepas bacterianas procarioticas
incluem mas n#o sio limitados a: Bacillus subtilis, Bacillus amiloliquefacines,
Brevibacterium ammoniagenes, Brevibacterium immariophilum, Clostridium
beigerinckii, Enterobacter sakazakii, Escherichia coli, Lactococcus lactis,
Mesorhizobium loci, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mevalonii,
Pseudomonas pudica, Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides,
Rhodospirillum rubrum, Salmonella enterica, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium, Shigella dysenteriae, Shigellaflexneri, Shigella sonnei,
Staphilococcus aureus e outros.

No geral, se uma célula hospedeira bacteriana é usada, uma
cepa ndo patogénica é preferida. Os exemplos ilustrativos de cepas ndo
patogénicas incluem mas ndo sdo limitados a: Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Lactibacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas mevalonii, Pseudomonas pudita, Rhodobacter
sphaeroides, Rodobacter capsulatus, Rhodospirillum rubrum e outros.

Os exemplos de células eucaridticas incluem mas ndo sdo
limitados as células fingicas. Os exemplos de célula fingica incluem, mas
ndo sdo limitados aquelas pertencentes aos géneros: Aspergillus, Candida,
Chrysosporium, Cryotococcus, Fusarium, Kluyveromyces, Neotyphodium,
Neurospora, Penicillium, Pichia, Saccharomyces, Trichoderma e

Xanthophillomyces (antigamente Phaffia).
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Os exemplos ilustrativos de cepas eucarioticas incluem mas
ndo sdo limitados a: Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Candida albicans, Chrysosporium lucknowense, Fusarium
graminearum, Fusarium venenatum, Kluyveromyces lactis, Neurospora
crassa, Pichia angusta, Pichia finlandica, Pichia kodamae, Pichia
membranefaciens, Pichia metanolica, Pichia opuntiae, Pichia pastoris,
Pichia pijperi, Pichia quercuum, Pichia salictaria, Pichia thermotolerans,
Pichia trehalophila, Pichia stipitis, Streptomyces ambofaciens, Streptomyces
aureofaciens, Streptomyces aureus, Saccaromyces bayanus, Saccaromyces
boulardi, = Saccharomyces  cerevisiae, Streptomyces  fungoscidicus,
Streptomyces  griseochromogenes, Streptomyces griseus, Streptomyces
lividans, Streptomyces olivogriseus, Streptomyces rameus, Streptomyces
tanashiensis, Streptomyces vinaceus, Trichoderma reesei €
Xanthophillomyces dendrorhous (antigamente Phaffia rhodozyma).

No geral, se uma célula eucaridtica ¢ usada, uma cepa nio
patogénica ¢ preferida. Os exemplos ilustrativos de cepas ndo patogénicas
incluem mas ndo s@o limitados a: Fusarium graminearum, Fusarium
venenatum, Pichia pastoris, Saccaromyces boulardi e Saccaromyces
cerevisiae.

Além disso, certas cepas foram designados pelo Food and
Drug Administration como GRAS ou No Geral Consideradas Como Seguras.
Estas cepas incluem: Bacillus subtilis, Lactibacillus acidophilus,
Lactobacillus helveticus e Saccharomyces cerevisiae.

Compostos isoprendides

As células hospedeiras aqui fornecidas s3o usadas para
fabricar isoprenoides. Os compostos de isoprendide especificos sdo fabricados
de IPP ou DMAPP e podem requerer enzimas de acabamento adicionais. Os
exemplos ndo limitantes de isoprendides adequados incluem: hemiterpenos

(derivados de 1 unidade de isopreno) tais como isopreno; monoterpenos
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(derivados de 2 unidades de isopreno) tais como mirceno; sesquiterpenos
(derivados de 3 wunidades de isopreno) tais como amorfa-4,11-dieno;
diterpenos (derivados de quatro unidades de isopreno) tais como taxadieno;
triterpenos (derivados de 6 unidades de isopreno) tais como esqualeno;
tetraterpenos (derivados de 8 isoprendides) tais como [-caroteno; e
politerpenos (derivados de mais do que 8 unidades de isopreno) tais como
poliisopreno. Em algumas formas de realizagdo, o isoprendide ndo é um
carotendide. Em outras formas de realizaggo, o isoprendide ¢ um isoprendide
C5-C20. Os exemplos ilustrativos de especifica composto isoprenodides Cs-Cs,
e suas respectivas enzimas de acabamento sdo descritos ainda abaixo.

Compostos C5

Os compostos C5 aqui fornecidos no geral sdo derivados de
IPP ou DMAPP. Estes compostos também sdo conhecidos como
hemiterpenos porque eles sdo derivados de uma tnica unidade de isopreno

(IPP ou DMAPP).
Isopreno

Isopreno, cuja estrutura é

F

9

¢ encontrado em muitas plantas. Isopreno é fabricado de IPP
pela isopreno sintase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
adequadas incluem mas ndo sfo limitados a: (AB198190; Populus alba) e
(AJ294819; Polulus alba x Polulus tremula).

Compostos Cy

Os compostos Cjy aqui fornecidos no geral derivados de
geranil pirofosfato (GPP) que é fabricado pela condensagdo de IPP com
DMAPP. Uma enzima conhecida por catalisar esta etapa €, por exemplo, a

geranil pirofosfato sintase. Estes compostos Cjotambém sdo conhecidos como
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. monoterpenos porque eles sdo derivados de duas unidades de isopreno.

A Figura 3 mostra esquematicamente como IPP ¢ DMAPP
podem produzir GPP, que pode ser processado ainda a um monoterpeno.

Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo para a
geranil pirofosfato sintase incluem mas ndo sdo limitados a: (AF513111;
Abies grandis), (A¥513112; Abies grandis), (AF513113; Abies grandis),
(AY534686; Antirrhinum majus), (AY534687; Antirrhinum majus), (Y17376;
Arabidopsis thaliana), (AE016877, Local AP11092; Bacillus cereus; ATCC
14579), (AJ243739; Citrus sinensis), (AYS34745; Clarkia breweri),
(AY953508; Ips pini), (DQ286930; Lycopersicon esculentum), (AF182828;
Mentha x piperita), (AF182827; Mentha x piperita), (MP1249453; Mentha x
piperita), (PZE431697, Local CAD24425; Paracoccus zeaxanthinifaciens),
(AY866498; Picrorhiza kurrooa), (AY351862; Vitis vinifera) e (AF203881,
Local AAF12843; Zymomonas mobilis).

GPP ¢ depois subsequentemente convertido a uma variedade
de compostos Cyy. Os exemplos ilustrativos de compostos Cyo incluem mas
ndo sdo limitados:

Careno

Careno, cuja estrutura é

2

¢ encontrado na resina de muitas arvores, particularmente pinheiros. Careno ¢
fabricado de GPP a partir da careno sintase. Os exemplos ilustrativos de
sequéncias de nucleotideo adequados incluem mas nfo sdo limitados a:
(AF461460, REGIAO 43..1926; Picea abies) e (AF527416, REGIAO:
78..1871; Salvia stenophilla).
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Geraniol

Geraniol (também conhecido como rhodnol), cuja estrutura é

| |
e Ve NFaN
OH

¢ o componente principal de 6leo de rosa e dleo de palmarosa. Ele também

ocorre em geranio, limdo e citronela. Geraniol é fabricado de GPP pela
geraniol sintase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
adequadas incluem mas ndo sdo limitados a: (AJ457070; Cinnamomum
tenuipilum), (AY362553; Ocimum basilicum), (DQ234300; Perilla frutescens
cepa 1864), (DQ234299; Perilla citriodora cepa 1861), (DQ234298; Perilla
citriodora cepa 4935) e (DQO088667; Perilla citriodora)

Linalool

Linalool, cuja estrutura é

¢ encontrado em muitas flores e plantas de tempero tal como sementes
coriander. Linalool ¢ fabricado de GPP pela linalool sintase. Os exemplos
ilustrativos de uma sequéncia de nucleotideo adequada incluem mas ndo sdo
limitados a: (AF497485; Arabidopsis thaliana), (AC002294, Local
AABT71482; Arabidopsis thaliana), (AY059757; Arabidopsis thaliana),
(NM_104793; Arabidopsis thaliana), (AF154124; Artemisia annua),
(AF067603; Clarkia brewer), (AF067602; Clarkia concinna), (AF067601;
Clarkia breweri), (U58314; Clarkia breweri), (AY840091; Lycopersicon
esculentum), (DQ263741; Lavandula angustifolia), (AY083653; Mentha
citrate), (AY693647; Ocimum basilicum), (XM_463918; Oryza sativa),
(AP004078, Local BADO07605; Oryza sativa), (XM 463918, Local
XP_463918; Oryza sativa), (AY917193; Perilla citriodora), (AF271259;
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Perilla frutescens), (AY473623; Picea abies), (DQ195274; Picea sitchensis)
e (AF444798; Perilla frutescens var. cultivar crispa N° 79).
Limoneno

Limoneno, cuja estrutura é

b

é encontrado na casca de frutas citricas e horteld. Limoneno ¢ fabricado a

partir de GPP pela limoneno sintase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias
de nucleotideo adequadas incluem mas ndo sdo limitados a: (+)-limoneno
sintases (AF514287, REGIAO: 47..1867; Citrus limon) e (AY055214,
REGIAO: 48..1889; Agastache rugosa) e (-)-limoneno sintases (DQ195275,
REGIAO: 1..1905; Picea sitchensis), (AF006193, REGIAO: 73..1986; Abies
grandis) e (MI-IC4SLSP, REGIAO: 29..1828; Mentha spicata).

Mirceno |

Mirceno, cuja estrutura é

PN

¢ encontrado no dleo essencial em muitas plantas incluindo louro, verbena e

¥

mircia da qual que ele tira o seu nome. Mirceno € fabricado a partir de GPP
pela mirceno sintase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
adequadas incluem mas ndo sfo limitados a: (U87908; Abies grandis),
(AY195609; Antirrhinum majus), (AY195608; Antirrhinum majus),
(NM_127982; Arabidopsis thaliana TPS10), (NM_113485; Arabidopsis
thaliana ATTPS-CIN), (NM _113483; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN),
(AF271259; Perilla frutescens), (AY473626; Picea abies), (AF369919; Picea
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Ocimeno

a- e B-Ocimeno, cujas estruturas sdo

S Ao

respectivamente,

sdo encontrados em uma variedade de plantas e frutas incluindo Ocimum
basilicum e é fabricado a partir de GPP pela ocimene sintase. Os exemplos
ilustrativos de sequéncias de nucleotideo adequados incluem mas ndo sio
limitados a: (AY195607; Antirrhinum majus), (AY195609; Antirrhinum
majus), (AY 195608; Antirrhinum majus), (AK221024; Arabidopsis thaliana),
(NM _113485;  Arabidopsis  thaliana  ATTPS-CIN), (NM_113483;
Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (NM_117775; Arabidopsis thaliana
ATTPS03), (NM 001036574;  Arabidopsis  thaliana  ATTPS03),
(NM _127982; Arabidopsis thaliana TPS10), (AB 110642; Citrus unshiu
CitMTSL4) e (AY575970; Lotus corniculatus var. japonicus).

a-Pineno

a-Pineno, cuja estrutura ¢

e
AN

¢ encontrado nos pinheiros e eucalipto. a-Pineno € fabricado a partir de GPP
pela a-pineno sintase. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
adequadas incluem mas ndo sdo limitados a: (+) a-pineno sintase (AF543530,
REGIAO: 1..1887; Pinus taeda), (-)o-pineno sintase (AF543527, REGIAO:
32..1921; Pinus taeda) e (+)/(-)a-pineno sintase (AGU87909, REGIAO:
6111892; Abies grandis).

B-Pineno

B-Pineno, cuja estrutura é
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é encontrado em pinheiros, alecrim, salsa, endro, manjericéo e rosa. 3-Pineno
¢ fabricado a partir de GPP pela B-pineno sintase. Os exemplos ilustrativos de
sequéncias de nucleotideo adequadas incluem mas néo sdo limitados a: (-) B-
pineno sintases (AF276072, REGIAO: 1..1749; Artemisia annua) e
(AF514288, REGIAO: 26..1834; Citrus limon).

Sabineno

Sabineno, cuja estrutura é

¢ encontrado na pimenta preta, semente de cenoura, salvia e arvores de cha.
Sabineno ¢ fabricado a partir de GPP pela sabineno sintase. Um exemplo
ilustrativo de uma sequéncia de nucleotideo adequada inclui mas ndo ¢
limitado a AF051901, REGIAO: 26..1798 de Salvia officinalis.

y-Terpineno
y-Terpineno, cuja estrutura é

¢ um constituinte do 6leo essencial de frutas citricas. Bioquimicamente, y-
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terpineno € fabricado a partir de GPP por uma y-terpineno sintase. Os
exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo adequadas incluem:
(AF514286, REGIAO: 30..1832 de Citrus limon) e (AB 110640, REGIAO
1..1803 de Citrus unshiu).

Terpinoleno

Terpinoleno, cuja estrutura é

¢ encontrado na groselha preta, cipreste, goiaba, lichia, papaia, pinheiro e cha.
Terpinoleno € fabricado a partir de GPP pela terpinoleno sintase. Um exemplo
ilustrativo de uma sequéncia de nucleotideo adequada inclui mas ndo ¢

limitado a AY906866, REGIAO: 10..1887 de Pseudotsuga menziesii.

Compostos C;s

Os compostos C;5 fornecido aqui no geral derivam de farnesil
pirofosfato (FPP) que é fabricado pela condensacdo de duas moléculas de IPP
com uma molécula de DMAPP. Uma enzima conhecida por catalisar esta
etapa €, por exemplo, a farnesil pirofosfato sintase. estes compostos C;s
também sdo conhecidos como sesquiterpenos porque sdo derivados de trés
unidades de isopreno.

A Figura 3 mostra esquematicamente como IPP e DMAPP
podem ser combinados para produzir FPP, que podem ser ainda processados a
um sesquiterpeno.

Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo para a
farnesil pirofosfato sintase incluem mas nio sdo limitados a: (ATU80605;

Arabidopsis thaliana), (ATHFPS2R; Arabidopsis thaliana), (AAU36376;
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Artemisia annua), (AF461050; Bos taurus), (D00694; Escherichia coli K-12),
(AE009951, Local AAL95523; Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum
ATCC 25586), (GFFPPSGEN; Gibberella fujikuroi), (CP000009, Local
AAWG60034; Gliconobacter oxidans 62IH), (AF019892; Helianthus annuus),
(HUMFAPS; Homo sapiens), (KLPFPSQCR; Kluyveromyces lactis),
(LAU15777; Lupinus albus), (LAU20771; Lupinus albus), (AF309508; Mus
musculus), (NCFPPSGEN; Neurospora crassa), (PAFPS1; Parthenium
argentatum), (PAFPS2; Parthenium argentatum), (RATFAPS; Rattus
norvegicus), (YSCFPP; Saccharomyces cerevisiae), (D89104;

| Schizosaccharomyces pombe), (CP000003, Local AAT87386; Streptococcus

pyogenes), (CP000017, Local AAZS51849; Streptococcus pyogenes),
(NC _008022, Local YP _598856; Streptococcus pyogenes MGAS 10270),
(NC_008023, Local YP_600845; Streptococcus pyogenes MGAS2096),
(NC_008024, Local YP 602832; Streptococcus pyogenes MGAS 10750) e
(MZEFPS; Zea mays).

Alternativamente, FPP também pode ser fabricado pela adigdo
de IPP a GPP. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo que
codificam uma enzima capaz desta reagdo incluem mas ndo sdo limitados a:
(AE000657, Local AAC06913; Aquifex aeolicus VF5), (NM_202836;
Arabidopsis thaliana), (D84432, Local BAAI2575; Bacillus subtilis),
(U12678, Local AAC28894; Bradyrhizobium japonicum USDA 110),
(BACFDPS;  Geobacillus  stearothermophilus), (NC 002940, Local
NP_873754; Haemophilus ducreyi 35000HP), (L42023, Local AAC23087;
Haemophilus influenzae Rd KW20), (J05262; Homo sapiens), (YP_395294;
Lactobacillus sakei subsp. sakei 23K), (NC 005823, Local Y13 000273;
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni str. Fiocruz L 1 -130),
(AB003187; Micrococcus luteus), (NC_002946, Local YP_208768; Neisseria
gonorrhoeae FA 1090), (U00090, Local AAB91752; Rhizobium sp.
NGR234), (JO5091; Saccharomyces cerevisae), (CP000031, Local
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" AAV93568; Silicibacter pomeroyi DSS-3), (AE008481, Local AAK99890;

Streptococcus pneumoniae R6) e (NC_004556, Local NP 779706; Xilella
fastidiosa Temeculal).

FPP ¢é depois subsequentemente convertido a uma variedade
de compostos Cis. Os exemplos ilustrativos de compostos C;s incluem mas
ndo sdo limitados a:

Amorfadieno

Amorfadieno, cuja estrutura €

¥

¢ um precursor para a artemisinina que ¢ fabricada pela Artemisia anna.
Amorfadieno € fabricado a partir de FPP pela amorfadieno sintase. Um
exemplo ilustrativo de uma sequéncia de nucleotideo adequada ¢ a SEQ ID
NO. 37 da Patente U.S. N® 7.192.751.

a-Farneseno

a-Farneseno, cuja estrutura ¢

/W

¢ encontrado em vdrias fontes bioldgicas incluindo mas ndo limitado as
glandulas de Dufour em formigas e no revestimento de cascas de mac e péra.
a-Farneseno é fabricado a partir de FPP pela a-farneseno sintase. Os
exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo adequadas incluem mas
ndo sdo limitadas a DQ309034 de Pirus communis cultivar d’Anjou (péra;
nome do gene AFS1) e AY 182241 de Malus domestica (magd; gene AFS1).
Pechouus et al.. Planta 219(1): 84-94 (2004).

B-Farnesene
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B-Farneseno, cuja estrutura €

e x ZF

2

é encontrado em vérias fontes bioldgicas incluindo mas néo limitado a afidios
e 6leos essenciais tais como de horteld. Em algumas plantas tais como batata
selvagem, B-Farneseno € sintetizado como um repelente de inseto natural. B-
Farneseno é fabricado a partir de FPP pela B-Farneseno sintase. Os exemplos
ilustrativos de sequéncias de nucleotideo adequadas incluem mas ndo sio
limitados ao ndmero de acesso do GenBank AF024615 de Mentha x piperita
(horteld; gene Tspal 1) ¢ AY835398 de Artemisia annua. Picaud et al..
Phytochemistry 66(9): 961-967 (2005).

Farnesol

Farnesol, cuja estrutura ¢

A = x OH

é encontrado em virias fontes bioldgicas incluindo insetos e 6leos essenciais
tais como de citronela, néroli, ciclame, capim lim&o, angélica e rosa. Farnesol
é fabricado a partir de FPP por uma hidroxilase tal como farnesol sintase. Os
exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo adequadas incluem mas
ndo sdo limitados ao namero de acesso ao GenBank AF529266 de Zea mays e
YDR481C de Saccharomyces cerevisiae (gene Pho8). Song, L.. Applied
Biochemistry and Biotechnology 128: 149-158 (2006).

Nerolidol

Nerolidol, cuja estrutura é

H
N x /

¥

também é conhecido como peruviol e é encontrado em varias fontes
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biolégicas incluindo como dleos essenciais tais como de néroli, gengibre,
jasmin, lavanda, arvore de cha e capim lim&o. Nerolidol é fabricado a partir
de FPP por uma hidroxilase tal como a nerolidol sintase. Um exemplo
ilustrativo de uma sequéncia de nucleotideo adequada inclui mas nfo é
limitado a AF529266 de Zea mays (milho; gene tpsl).

Patchoulol

Patchoulol, cuja estrutura é

¥

também ¢ conhecido como 4lcool de patchouli e é um constituinte do 6leo
essencial de Pogostemon patchouli. Patchouliol é fabricado a partir de FPP
pela patchouliol sintase. Um exemplo ilustrativo de uma sequéncia de
nucleotideo adequada inclui mas nio é limitado a AY508730 REGIAO:
1..1659 de Pogostemon cablin.

Valenceno

Valenceno, cuja estrutura é

=
=
=

=

¥

¢ um dos principais componentes quimicos do cheiro e aroma de laranjas e é
encontrado em cascas de laranja. Valenceno é fabricado a partir de FPP pela
nootkatone sintase. Exemplos ilustrativos de uma sequéncia de nucleotideo
adequada incluem mas nfo sdo limitados a AF441124 REGIAO: 1..1647 de
Citrus sinensis € AY917195 REGIAO: 1..1653 de Perilla frutescens.
Compostos C20

Os compostos C20 aqui fornecidos no geral derivados de
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pirofosfato de geranilgeraniol (GGPP) que ¢ fabricado pela condensagdo de
trés moléculas de IPP com uma molécula de DMAPP. Uma enzima

conhecidas por catalisar esta etapa €, por exemplo, a geranilgeranil pirofosfato

eles sdo derivados de quatro unidades de isopreno.

A Figura 3 mostra esquematicamente como IPP e DMAPP
podem ser combinados para produzir GGPP, que pode ser processado ainda a
um diterpeno ou pode ser processado ainda para produzir um carotendide.

Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo para a
geranilgeranil pirofosfato sintase incluem mas ndo sdo limitados a:
(ATHGERPIRS; Arabidopsis thaliana), (BT005328; Arabidopsis thaliana),
(NM_119845;  Arabidopsis  thaliana), (NZ_AAIJM01000380, Local
ZP 00743052; Bacillus thuringiensis sorovar israelensis, ATCC 35646
sq1563), (CRGGPPS; Catharanthus roseus), (NZ_AABF02000074, Local
ZP 00144509; Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii, ATCC 49256),
(GFGGPPSGN; Gibberella fujikuroi), (AY371321; Ginkgo biloba),
(AB055496; Hevea brasiliensis), (AB017971; Homo sapiens), (MC1276129;
Mucor circinelloides [ lusitanicus), (AB016044; Mus musculus),
(AABX01000298, Local NCUO01427; Neurospora crassa), (NCU20940;
Neurospora crassa), (NZ_AAKIL01000008, Local ZP 00943566; Ralstonia
solanacearum UWS551), (AB118238; Rattus norvegicus), (SCU31632;
Saccharomyces  cerevisiae), (ABO016095; Synechococcus elongates),
(SAGGPS; Sinapis alba), (SSOGDS; Sulfolobus acidocaldarius),
(NC 007759, Local YP 461832; Syntrophus aciditrophicus SB) e
(NC_006840, Local YP_204095; Vibrio fischeri ES 114).

Alternativamente, GGPP também pode ser fabricado pela
adi¢do de IPP a FPP. Os exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo
que codificam uma enzima capaz desta reagdo incluem mas néo sio limitados

a: (NM_112315; Arabidopsis thaliana), (ERWCRTE; Pantoea agglomerans),
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(D90087, Local BAA14124; Pantoea ananatis), (X52291, Local CAA36538;
Rhodobacter capsulatus), (AF195122, Local AAF24294; Rhodobacter
sphaeroides) e (NC 004350, Local NP _721015; Streptococcus mutans UA

o 159).

GGPP ¢ depois subsequentemente convertido a uma variedade
de isoprendides C,y. Os exemplos ilustrativos de compostos Cyg incluem mas
ndo sdo limitados a:

Geranilgeraniol

Geranilgeraniol, cuja estrutura é

N = x x

OH,

¢ um constituinte de 6leo de madeira de Cedrela toona e de 6leo de linhaga.
Geranilgeraniol pode ser fabricado por exemplo, adicionando-se as
construgdes de expressdo um gene da fosfatase depois o gene para uma GGPP
sintase.

Abietadieno

Abietadieno abrange os seguintes isdmeros:

e ¢ encontrado em arvores tais como Abies grandis. Abietadieno € fabricado
pela abietadieno sintase. Um exemplo ilustrativo de uma sequéncia de
nucleotideo adequada inclui mas néo € limitado a: (U50768; Abies grandis) e
(AY473621; Picea abies).

Compostos Cyp+

Os compostos Cy. também estdo dentro do escopo aqui
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fornecido. Os exemplos ilustrativos de tais compostos incluem sesterpenos (o
composto C,s fabricado a partir de cinco unidades de isopreno), triterpenos

(compostos Cs fabricado a partir de seis unidades de isopreno) e tetraterpenos

__(composto - C4y fabricado -a - partir-de oito unidades -de—isopreno). -Estes - - -

compostos sdo fabricados pelo uso de métodos similares aqui descritos e
substituindo ou adicionando sequéncias de nucleotideo para a(s) sintase(s)
apropriada(s).

Altos Rendimentos de Compostos Isoprendides

Sd0 aqui fornecidos composi¢des e métodos para uma
produgdo robusta de isoprendides cultivando-se ou mantendo-se as células
hospedeiras sob condigdes em que etanol é usado como uma fonte de
carbono. Usando os métodos aqui descritos, as células hospedeiras produzem
mais do que cerca de 5 gramas de isoprendide por litro de mistura de reagdo
de fermentacfo (5 g/L). Em outras formas de realizag@o, mais do que cerca de
10 g/L, mais do que cerca de 15 g/L., mais do que cerca de 20 g/L, mais do
que 25 g/L sdo produzidos ou mais do que cerca de 30 g/L de isoprendide séo
produzidos.

Alternativamente, a producdo de isoprendide pode ser
expressada em termos de produtividade especifica ao invés de rendimentos.
Por exemplo, usando os métodos descritos aqui, as células hospedeiras
produzem mais de cerca de 50 miligramas de isoprendide por grama de
células hospedeiras secas. Em outras formas de realizagdo, mais do que cerca
de 100 miligramas por grama de peso de célula seca, mais do que cerca de
150 miligramas por grama de peso de célula seca, mais do que cerca de 200
miligramas por grama de peso de célula seca, mais do que cerca de 250
miligramas por grama de peso de célula seca, mais do que cerca de 500
miligramas por grama de peso de célula seca, mais do que cerca de 750
miligramas por grama de peso de célula seca ou mais do que cerca de 1000

miligramas por grama de peso de célula seca de isoprendide sdo produzidos.
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Se o nivel de produgdo é expressado em termos de rendimento
ou produtividade especifica, a produgdo ocorre em menos do que cerca de 120

horas, menos do que cerca de 96 horas, menos do que cerca de 72 horas,

- preferivelmente menos do que-cerca de 48 horas-ou ainda-menes-do-que cerca

de 24 horas.

Os métodos aqui fornecidos podem ser realizados em um
processo de lote, um de lote alimentado ou um continuo. Um processo de lote
¢ tipicamente um processo fechado onde todas as matérias primas sdo
adicionadas no comeg¢o do processo. Um processo de lote alimentado €
tipicamente um processo fechado onde a fonte de carbono e/ou outros
substratos sdo adicionados em incrementos por todo o processo. Um processo
de lote alimentado permite o controle maior do meio e o crescimento dos
microorganismos. Um processo continuo pode ser considerado um sistema

aberto onde o meio
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o produto ¢
simultaneamente removido.

Processos entre os processos de lote alimentado e continuo
também podem ser usados. Por exemplo, em uma forma de realizagdo, o
processo é comeg¢ado como um processo de lote alimentado e uma camada
orgénica, € colocada em contato com o meio de cultivo enquanto o processo
continua. Isoprendides, que tipicamente tém uma solubilidade mais alta em
uma solugdo orgénica do que em uma solugdo aquosa, sdo extraidos do meio
na camada orgénica. Porque o produto € removido do meio, este método tem
caracteristicas tanto de um lote alimentado quanto de um processo continuo.

A remogdo de produto através de uma cobertura orgénica (por
exemplo dodecano, miristato de isopropila, oleato de metila e outros) pode
frequentemente levar a aumentos na produgdo de isoprendide. A remogdo de
produto pode levar a aumentos de produgdo e € desejavel particularmente
onde o acimulo de produto leva a inibi¢do do caminho. Em certas formas de

realizagdo, a camada organica pode ser formada pelo préprio produto
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isoprendide. Isto ocorre onde o isoprendide € produzido em excesso de seu
ponto de saturagdo e forma uma camada separavel a partir do meio aquoso.

Em algumas formas de realizag@o, o etanol € a unica fonte de

___carbono para as células hospedeiras. Em outras formas de realizagdo, a fonte -

5  de carbono inclui uma fonte de carbono tanto de etanol quanto ndo etanol.
Ainda em outras formas de realizagdo, a fonte de carbono que nédo etanol ¢ um
carboidrato.

Os exemplos ilustrativos de carboidratos incluem

monossacarideos, dissacarideos e combina¢des destes. Alguns exemplos nédo

10  limitantes de monossacarideos adequados incluem glicose, galactose, manose,

frutose, ribose e combinagdes destes. Alguns exemplos ndo limitantes de

dissacarideos adequados incluem sacarose, lactose, maltose, trealose,

celobiose e combinagdes destes. Alguns exemplos ndo limitantes de

polissacarideos adequados incluem amido, glicogénio, celulose, quitina e

15  combinagdes destes. Outras fontes de carboidratos incluem caldo de cana e

melagos.

No geral, os polissacarideos s@o primeiro convertidos em

monossacarideos e oligossacarideos por meios quimicos ou pelos métodos

enzimaticos antes que eles sejam usados como uma fonte de carbono para as

20  células hospedeiras. Por exemplo, a celulose pode ser convertida em glicose

pela enzima celulase. Em certas formas de realizacdo, depois da

decomposi¢do do polissacarideo, o monossacarideo e/ou oligossacarideo

constitui pelo menos cerca de 50 % em peso da fonte de carbono como

determinado no comego da fermentacdo. Em outras formas de realizagdo, o

25  monossacarideo e/ou oligossacarideo constitui pelo menos cerca de 80 % ou

ainda 90 % em peso da fonte de carbono como determinado no comeco da

fermentag¢do, tal que o meio de fermentagdo ¢é essencialmente livre de
cclulose.

Em certas formas de realizacdo, as células hospedeiras sio
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exogenamente fornecidas com etanol como uma fonte de carbono. Em outras
formas de realizagdo, o etanol que é consumido pelas células hospedeiras

como a fonte de carbono foi fabricado pelas células hospedeiras. Em outras

ndo etanol (tipicamente um carboidrato) que é convertido pelas células
hospedeiras em etanol e o etanol é subsequentemente consumido pelas células
hospedeiras.

O uso pelas células hospedeiras de etanol pode ser
quantificado de varios modos. Em um método, a concentragdo de etanol ¢
usada. Além de ser uma fonte de carbono, a presenga de etanol no meio
também tem os efeitos benéficos de prevenir contaminantes microbianos.

Assim, em uma forma de realizagdo, a concentragdo de etanol
no meio é de pelo menos cerca de 1 grama por litro de meio por pelo menos 4
horas. A concentragio de etanol pode ser determinada por qualquer método
conhecido na técnica. A mesma pode ser medida diretamente pela
amostragem do meio ou indiretamente pela amostragem do gas desprendido.
Se um método indireto é usado tal como a analise do gas desprendido pelo
espectrofotometro de massa, uma correlagdo primeiro deve ser estabelecida
entre as medi¢gles de gas desprendido em partes por milhdo e as medigdes
diretas de etanol no meio. Em outras formas de realizagéo, a concentragdo de
etanol no meio esta entre cerca de 1 e cerca de 5 gramas, entre cerca de 1 e
cerca de 10 gramas ou entre cerca de 1 e cerca de 20 gramas por litro de meio.
Ainda em outras formas de realizag@o, a concentragdo de etanol no meio ¢
maior do que cerca de 10 gramas por litro de meio ou maior do que cerca de
20 gramas por litro de meio. J4& em outras formas de realizagdo, a
concentragdo de etanol acima sdo mantidas por pelo menos 6 horas, 8 horas,
10 horas, 12 horas, 24 horas ou 48 horas.

Entretanto, as células hospedeiras podem ser usando etanol

como uma fonte de carbono mas ainda ter niveis indetectaveis de etanol ou ter
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concentragdo de etanol proxima a zero. Por exemplo, isto pode ocorrer
quando as células hospedeiras estdo consumindo etanol tdo réapido quanto o

etanol esta sendo fornecido. Como um resultado, sdo aqui fornecidas medidas

___alternativas para a utilizagdo de etanol pelas células hospedeiras. - — — -— - —
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Em uma outra forma de realizacdo, as células hospedeiras tém
uma taxa de consumo de etanol especifica de pelo menos 0,01 grama de
etanol por grama de peso de célula seca por hora. Em outras formas de
realizagdo, a taxa de consumo de etanol especifica estd entre cerca de 0,01 e
cerca de 0,20 grama de etanol ou entre cerca de 0,02 e cerca de 0,10 grama de
etanol por grama de peso de célula seca por hora. Ainda em outras formas de
realizagdo, a taxa de consumo de etanol especifica € maior do que cerca de
0,10 grama de etanol por grama de peso de célula seca por hora. A taxa de
consumo de etanol especifica € mantida por pelo menos 4 horas, 6 horas, 8
horas, 10 horas, 12 horas, 24 horas ou 48 horas.

Alternativamente, a taxa de consumo de etanol especifica €
expressada em termos de gramas de etanol por grama de peso de célula seca
por dia. Em algumas formas de realizagdo, as células hospedeiras t€m uma
taxa de consumo de etanol especifica de pelo menos 0,2 grama de etanol por
grama de peso de célula seca por dia. Em algumas formas de realizagdo, a
taxa de consumo de etanol especifica esta entre cerca de 0,2 e cerca de 5
gramas ou entre cerca de 0,5 e cerca de 3 de etanol por grama de peso de
célula seca por dia. Em outras formas de realizacdo, a taxa de consumo de
etanol especifica é maior do que cerca de 3 gramas de etanol por grama de
peso de célula seca por dia.

Em certas formas de realizagdo, as células sdo cultivadas ou
mantidas sob condi¢des que ndo sdo limitadas pelo oxigénio. Em outras
palavras, as células estdo sob condi¢des aerdbicas.

Entretanto, manter as condi¢des totalmente aerobicas pode ser

particularmente desafiador no processamento de oxigénio em grande escala
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devido as limitagdes de transferéncia de massa e a solubilidade relativamente
baixa do oxigénio em solugdes aquosas. Por exemplo, se ar € usado para

espargir dentro dos tanques, a solubilidade do oxigénio em agua ¢ de 9

‘miligramas por litro a 20° C. Se oxigénio puro € usado ao invés de ar, entdo-a— — — — ~ —

solubilidade aumenta para 43 miligramas por litro. Em cada caso (espargir ar
ou oxigénio puro), esta quantidade de oxigénio é esgotada em segundos por
uma populagdo microbiana ativa e concentrada a menos que oxigénio seja
continuamente fornecido. Em comparagdo, as quantidades de outros
nutrientes que sdo usados pelas células durante o mesmo periodo (segundos,
por exemplo, menos do que um minuto) sdo negligenciaveis comparado com
as concentragdes volumosas.

Noés descobrimos que as células hospedeiras sdo aqui
fornecidas capazes de tolerar algum periodo de limitagdo de oxigénio ¢ e
ainda fabricado altos niveis de compostos isoprendides. Esta flexibilidade
permite um processo mais econdmico fornecendo-se economias em termos de
projeto de tanque, demanda diminuida para gas oxigénio, custos de energia
mais baixos para a aeragdo e outros. Além disso, sob certas circunstancias, a
limitagdo de oxigénio parece ser benéfica. Sem estar ligado pela teoria, o
crescimento de célula sob condi¢des limitadas em oxigénio parece possibilitar
mais do carbono a ser direcionado ao produto ao invés de biomassa ou perda
através do didxido de carbono.

Como uma consequéncia, em certas outras formas de
realizagdo, as células hospedeiras sdo cultivadas ou mantidas sob condi¢des
que sdo limitadas em oxigénio. Os periodos de limitagdo de oxigénio incluem
pelo menos 4 horas, pelo menos 6 horas, pelo menos 8 horas, pelo menos 10
horas, pelo menos 12 horas, pelo menos 24 horas ou pelo menos 48 horas.

A limitagdo de oxigé€nio ocorre quando a taxa de crescimento
especifica das células hospedeiras ¢ menor do que a taxa de crescimento

especifico maxima onde o oxigénio ndo ¢ limitante (por exemplo, fornecido
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em excesso). A taxa de crescimento especifica € a taxa de crescimento de
células por unidade de biomassa por unidade de tempo e tem as unidades de

tempo reciproco (1/t). A taxa de crescimento especifica maxima para as

células em um meio de cultura diz respeito ao efeito de uma concentragdode —— —

substrato sobre a taxa de crescimento que neste caso € o oxigénio. No geral,
as células crescerdo lentamente em um nivel baixo do substrato e conforme o
nivel do substrato no meio aumenta, assim o faz a taxa de crescimento de
célula. Entretanto, a taxa de crescimento de célula ndo continua a se elevar
indefinidamente e¢ em niveis altos de substrato, um dado aumento na
quantidade de substrato produzird um aumento cada vez menor na taxa de
crescimento de célula. Portanto, a taxa de crescimento por fim atinge um
limite, que é frequentemente aludido como a taxa de crescimento especifica
maxima.

Um tratamento tedrico da relagéo entre as taxas de crescimento
em cultura é bem conhecido por aqueles habilitados na técnica e € aludido
como a equagdo de Monod. Ver, por exemplo, Pirt, Principles of Microbe and
Cell Cultivation, Wiley, NY, 1975, paginas 4-10. Neste tratamento tedrico, a
taxa especifica maxima é um limite assintotico que nunca € atingido até que
um nivel infinito de substrato seja atingido. Na pratica, entretanto, a rate de
crescimento especifica maxima pode ser considerada como sendo obtida
quando as condigdes sob investigagdo (por exemplo, um nivel de substrato tal
como oxigénio) sustentam a taxa de crescimento inicial mais répida. Por
exemplo, em um reator de lote alimentado, a condi¢do inicial onde todos os
substratos requeridos para o crescimento (por exemplo nutrientes e oxigénio)
sdo fornecidos em excesso, e a fermentag¢do ocorre na temperatura 6tima para
a célula hospedeira é tratada como as condi¢es para a taxa de crescimento
maxima. Ver, por exemplo, Lee et al. (1996) Trends Biotechnol. 14: 98-105 e
Korz et al. (1995) J Biotechnology 39: 59-65. A taxa de crescimento

especifica maxima também ¢é algumas vezes aludida como crescimento




5  que cerca de 20 %, menos do que cerca de 15 %, menos do que cerca de 10 %

e menos do que cerca de 5 %. Em outras formas de realizagdo a DOC ¢ de

cerca de 0 % ou abaixo do nivel de detecgio.
Entretanto, porque o oxigénio é consumido pelas células de
modo relativamente rapido, uma DOC de zero pode significar que as células
10 estdo sendo cultivadas sob condigdes anaerdbicas (nenhum oxigénio) ou que
as células estdo consumindo oxigénio tio rapido quanto est4 sendo fornecido.
Em um outro método, o uso de oxigénio pelas células € expressado em termos
de taxa de captag¢do de oxigénio (OUR; a taxa de consumo de oxigénio pelas
células por litro de meio) para diferenciar entre estas duas possibilidades. As
[5  taxas de captagdo de oxigénio adequadas incluem menos do que cerca de 50
mmoles, menos do que cerca de 40 mmoles, menos do que cerca de 30

mmoles, menos do que cerca de 20 mmoles por litro de meio ou menos do

41
ilimitado.
Em um método, a limitagdo de oxigénio é quantificada pela
concentragdo de oxigénio no meio e é expressada em termos de concentragdo
Alternativamente, a taxa de captagdo de oxigénio especifica
20  (SOUR que ¢ OUR dividido pela densidade de célula) pode ser usada quando
- |
valores normalizados com respeito as densidades de célula sdo preferidos. A }

|
que cerca de 10 mmoles por litro de meio.
|
|
\
quantidade de microorganismo por litro de fermenta¢do ou a densidade de
| microorganismo, podem ser medidas medindo-se o peso de microorganismo
isolado a partir de um dado volume do meio de fermentagdo. Uma medida
25  comum € o peso seco das células por litro de meio de fermentagdo. Um outro
método que pode ser usado para monitorar a fermentagdo enquanto estd
progredindo é por uma medi¢do da densidade otica do meio. Um método

comum ¢é medir a densidade 6ptica em um comprimento de onda de 600 nm,

aludido 4 ODp ou a OD. A OD pode estar correlacionada com uma densidade
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de um tipo especifico de organismo dentro de um meio especifico, mas as
relagdes especificas entre OD e a quantidade de microorganismo por volume
no geral ndo sera aplicavel através de todos os tipos de organismos em todos
os tipos de meio. Uma curva de calibragdo pode ser criada medinde-se-aOD-¢ -
o peso de célula seca em uma faixa de densidades de célula. Em alguns casos,
estas correlagdes podem ser usadas em fermenta¢do diferente do mesmo ou
microorganismos similares no mesmo ou meios similares. As taxas de
captagdo de oxigénio especificas adequadas incluem menos do que cerca de
30 mmoles, menos do que cerca de 25 mmoles, menos do que cerca de 20
mmoles, menos do que cerca de 15 mmoles, menos do que cerca de 10
mmoles ou menos do que cerca de 5 mmoles por grama de peso de célula seca
por hora.

Nos também descobrimos que as células hospedeiras sdo aqui
fornecidas capazes de tolerar algum periodo de limitagdo de fosfato e ainda
fabricar altos niveis de compostos isoprenoides. Sem estar ligado pela teoria,
o crescimento de célula sob condi¢des limitadas em fosfato parece possibilitar
que mais do carbono seja direcionado para o produto ao invés da biomassa.
As concentragdes adequadas de fosfato no meio sdo menores do que cerca de
5 gramas, menores do que cerca de 4 gramas, menores do que cerca de 3
gramas, menores do que cerca de 2 gramas ou menores do que cerca de 1
grama por litro de meio. Em certas formas de realizago, a concentragdo de
fosfato € zero ou abaixo do nivel de detecgdo. Os periodos de tal limitagéo de
fosfato incluem pelo menos 4 horas, pelo menos 6 horas, pelo menos 8 horas,
pelo menos 10 horas, pelo menos 12 horas, pelo menos 24 horas ou pelo
menos 48 horas.

As células hospedeiras podem ser cultivadas sob condigdes
ndo limitantes (que permitam o crescimento especifico maximo) para formar
biomassa suficiente antes que as condi¢des limitantes (limitada em oxigénio,

limitadas em fosfato ou ambas) sejam impostas. Estas condig¢des limitantes
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incluem aquelas tal que o crescimento especifico é menor do que cerca de 90
%, 80 %, 75 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 10 %, 5 % ou 1 %, da
taxa de crescimento especifica maxima.

Embora formas  de

GG

fornecidas, a descri¢do precedente é intencionada a ilustrar e ndo limitar o
escopo das formas de realizagdo. Outros aspectos, vantagens e modificagdes
dentro do escopo das formas de realizagdo estario evidentes aqueles
habilitados na técnica.

EXEMPLOS

A menos que de outro modo indicado; as técnicas
convencionais da indastria biossintética e outras, que estdo dentro da
habilidade da técnica, podem ser usadas para praticar as formas de realizagdo

aqui fornecidas. Até o grau em que tais técnicas ndo sdo descritas aqui

&
—
L
o
S
&
&
job]

totalmente, pode-se encontrar referéncia ampla para elas n
cientifica.

Nos exemplos seguintes, esfor¢os foram feitos para garantir a
precisio com respeito aos numeros usados (por exemplo, quantidades,
temperatura e assim por diante), mas variagdo e desvio podem ser
acomodados e no evento de um erro de escrita nos numeros relatados aqui
existir, uma pessoa de habilidade comum na técnica pode deduzir a
quantidade correta em vista da divulgagdo remanescente aqui. A menos que
de outro modo indicado, a temperatura é relatada em graus Celsius e a pressdo
estd na ou proximo da pressdo atmosférica ao nivel do mar. Todos os
reagentes, a menos que de outro modo indicado, foram obtidos
comercialmente. Os seguintes exemplos s@o intencionados apenas para
propdsitos ilustrativos e ndo limitam em nenhuma modo o escopo das formas
de realizac¢do aqui fornecidas.

Exemplo 1

Este exemplo descreve métodos para fabricar vetores para a
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integracdo alvejada de acidos nucléicos que codificam enzimas incluindo
enzimas do caminho MEV em localizagdes cromossomicas especificas de

Saccharomyces cerevisiae.

O DNA gendmico foi isolado a partir de cepas Y002 e-Y003 — —
de Saccharomyces cerevisiae (CEN.PK2 fundo MATA ou MATa ura3-52

trpl-289 leu2-3,112 his3A1 MAL2-8C SUC2) (van Dijken et al. (2000)
Enzyme Microb. Technol. 26: 706-714), Y007 (S288C fundo MATA
trplA63) (nimero ATCC 200873) e EG123 (MATA ura3 trpl leu2 his4 canl)
(Michaelis & Herskowitz. (1988) Mol. Cell. Biol. 8: 1309-1318). As cepas
foram cultivadas durante a noite em meio liquido contendo 1 % de extrato de
Levedura, 2 % de Bacto-peptona e 2 % de Dextrose (meio YPD). As células
foram isoladas a partir de culturas liquidas de 10 ml pela centrifuga¢do a
3.100 rpm, lavagem das pelotas de célula em 10 ml de dgua ultra-pura e re-
centrifugagdo. O DNA gendmico foi extraido usando o kit de extragdo de
DNA de levedura Y-DER (Pierce Biotechnologies, Rockford, IL) como pelo
protocolo sugerido pelo fabricante. O DNA gendémico extraido foi recolocado
em suspensdo em 100 pl de Tris-Cl 10 mM, pH 8,5 e leituras na OD;s0/230
foram tomadas em um espectrofotémetro ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) para determinar a concentragdo e pureza do DNA
genomico.

A amplificacdo de DNA pela Reagéo da cadeia da polimerase
(PCR) foi feita em um Applied Biosystems 2720 Thermociclor (Applied
Biosystems Inc.. Foster City, CA) usando o sistema Phusion High Fidelity
DNA Polymerase (Finnzymes OY, Espoo, Finlandia) como pelo protocolo
sugerido pelo fabricante. Na conclusdo de uma amplificagdo pela PCR de um
fragmento de DNA que foi para ser inserido no vetor de clonagem TOPO TA
pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Uma proje¢do de nucleotideo foi criada
pela adi¢do de 1 pl de Qiagen Taq Polimerase (Qiagen, Valencia, CA) para a

mistura de reagdo e realizando uma etapa de extensdo pela PCR de 10
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minutos adicionais, 72° C, seguida pelo esfriamento a 4° C. Na conclusdo de
uma amplificagdo pela PCR, 8 pl de uma solugdo de glicerol a 50 % foram

adicionados a mistura de reagdo.

A eletroforese em gel de agarose foi realizada usando-umrgel -~~~

de agarose a 1 % de TBE (0,89 M de Tris, 0,89 M de 4cido bérico, 0,02 M de
sal de s6dio de EDTA) contendo 0,5 pg/ml de brometo de etidio, a 120 V, 400
mA por 30 minutos. As faixas de DNA foram visualizadas usando luz
ultravioleta. As faixas de DNA foram excisadas do gel com uma lamina de
barbear estéril ¢ o DNA excisado foi purificado em gel usando o kit
Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, Orange, CA) de acordo com
os protocolos sugeridos pelo fabricante. O DNA purificado foi eluido em 10
ul de agua ultra-pura e as leituras na ODsgops0 foram tomadas em um
espectrofotdometro ND-1000 para determinar a concentragdo e pureza do
DNA.

As ligagdes foram realizadas usando 100 a 500 pg de produto
de PCR purificado e T4 DNA Ligase de Alta Concentragdo (New England
Biolabs, Ipswich, MA) como pelo protocolo sugerido pelo fabricante. Para a
propagac¢do de plasmideo, as construgdes ligadas foram transformadas em
células DHS5cc da Escherichia coli quimicamente competentes (Invitrogen,
Carlsbad, CA) como pelo protocolo sugerido pelo fabricante. Os
transformantes positivos foram selecionados no meio sélido contendo 1,5 %
de Bacto Agar, 1 % de Triptona, 0,5 % de Extrato de Levedura, 1 % de NaCl
e um antibidtico apropriado. Os transformantes isolados foram cultivados por
16 horas em meio de Luria-Bertoni (LB) liquido contendo antibidticos
apropriados a 37° C e o plasmideo foi isolado e purificado usando um kit
QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Valencia, CA) como pelo protocolo
sugerido pelo fabricante. As construgdes foram verificadas realizando-se as
digestdes de enzima de restrigdo de diagnostico, resolvendo fragmentos de

DNA em um gel de agarose e visualizando as faixas usando luz ultravioleta.
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As construgdes selecionadas também foram verificadas pelo sequenciamento
de DNA, que foi feito pela Elim Biopharmaceuticals Inc. (Hayward, CA).
O plasmideo pAM489 foi gerado inserindo-se o inserto

foi gerado inserindo-se o fragmento de DNA ERG20-Pga-tHMGR, que
compreende a matriz de leitura aberta (ORF) do gene ERG20 de

Saccharomyces cerevisiae (posigdes de nucleotideo de ERG20 de 1 a 1208; A
do cddon de inicio ATG é o nucleotideo 1) (ERG20), o local gendmico
contendo o promotor GAL1 e GALI10 divergente de Saccharomyces
cerevisiae (posi¢do de nucleotideo de GAL1 -1 a -668) (Pgs) e uma ORF
truncada do gene HMGI de Saccharomyces cerevisiae (posi¢des de
nucleotideo de HMG 1 de 1586 a 3323) (tHMGR), no vetor de clonagem
TOPO Zero Blunt II (Invitrogen, Carlsbad, CA). O vetor pAM466 foi gerado

-856 a +548
1 , que comprcende um

inserindo-se o fragmento de DNA TRP
segmento do local TRP1 do tipo selvagem de Saccharomyces cerevisiae que
se estende da posigdo de nucleotideo -856 até a posig¢do 548 e abriga um sitio
de restrigdo Xmal interno ndo nativo entre as bases -226 e -225, no vetor de
clonagem TOPO TA pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os fragmentos de
DNA ERG20-Pga; -tHMGR e TRP17%¢2*** foram gerados pela amplificagio
pela PCR como resumido na Tabela 1. Para a constru¢do de pAM489, 400 ng
de pAM471 e 100 ng de pAM466 foram digeridos até a conclusdo usando
enzima de restricdo Xmal (New England Biolabs, Ipswich, MA), os
fragmentos de DNA que correspondem ao inserto ERG20-Pga -tHMGR e o
vetor pAM466 linearizado foram purificados em gel e 4 equivalentes molares
do inserto purificado foi ligado com 1 equivalente molar do vetor linearizado
purificado, produzindo pAM489. A Figura 4A mostra um mapa do inserto
ERG20-Pga-tHMGR e a SEQ ID NO: 1 mostra a sequéncia de nucleotideo

do inserto com sequéncias TRP1 flanqueadoras.

Tabela 1 — Amplificacdes de PCR realizadas para gerar pAM489
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Rodada de
PCR

Padrio

Iniciador 1

Iniciador 2

Produto de PCR

61-67-CPK001-G

100 ng de DNA gendmicofSEQ ID NO: 12)

61-67-CPK002-G
SEQ ID NO: 13)

TRP1 -856 a -226

10,

15

purificados de TRP1°®°*
226 e TRP1-225 a +548

YSEQ ID NO: 12)

(SEQ ID NO: 15)

Y003 61-67-CPK003-G  [61-67-CPK004-G  [TRP17°°* %

(SEQID NO: 14) [SEQ ID NO: 15)
! 100 ng de DNA gen6émico61-67-CPK025-G  161-67-CPK050-G ERG20

EG123 SEQIDNO:36) SEQIDNO:+44)
61-67-CPK051-G  |61-67-CPKO052-G  |PgaL

100 ng de DNA genémico SEQ ID NO: 45) [(SEQ ID NO: 46)

Y002 61-67-CPK053-G  |61-67-CPK031-G {HMGR
(SEQ ID NO: 47)  |(SEQ ID NO: 37)

100 ng de cada

um dos produtos de PCR  61-67-CPK001-G  [61-67-CPK004-G TRP 563 548

2 100 ng de cada um dos
produtos de PCR 61-67-CPK025-G  |61-67-CPK052-G
purificados de ERG20 e (SEQID NO:36) |[(SEQIDNO:46) [ERG20-PgaL
IPGaL
100 ng cada de cada um

3 dos produtos de PCR 61-67-CPK025-G  |61-67-CPK031-G  [ERG20-Pgar-
purificados de ERG20-  (SEQID NO: 36) [(SEQIDNO:37) [HMGR
PGAL e tHMGR

O plasmideo pAMA491 foi gerado inserindo-se o inserto
ERG13-Pga1 -tHMGR do vetor pAM472 no vetor pAM467. O vetor pAM472
foi gerado inserindo-se fragmento de DNA ERGI13-Pga-tHMGR, que
compreende a ORF do gene ERG13 de Saccharomyces cerevisiae (posi¢des
de nucleotideo de ERG13 de 1 a 1626) (ERG13), o local gendmico contendo
o promotor divergente GAL1 e GAL10 de Saccharomyces cerevisiae (posi¢do
de nucleotideo de GALI de -1 a -668) (Pam.) e uma ORF truncada do gene
HMG]1 de Saccharomyces cerevisiae (posigdo de nucleotideo de HMGI1 de
1586 a 3323) (tHMGR), no vetor de clonagem TOPO Zero Blunt II. O vetor
pAM467 foi gerado inserindo-se fragmento de DNA URA37 2 ™1 que
compreende um segmento do local URA3 do tipo selvagem de
Saccharomyces cerevisiae que se estende da posi¢do de nucleotideo -723 até a
posi¢do -224 e abriga um sitio de restricdo Xmal interno ndo nativo entre as
bases -224 e -223, no vetor de clonagem TOPO TA pCR2.1. Os fragmentos
de DNA ERGI13-Pga-tHMGR e URA37? * ™' foram gerados pela
amplificagdo pela PCR como resumido na Tabela 2. Para a construgdo de

pAM491, 400 ng de pAM472 e 100 ng de pAM467 foram digeridos até a
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conclusdo usando a enzima de restricdo Xmal, os fragmentos de DNA que
correspondem ao inserto ERGI13-Pga-tHMGR e o vetor pAMA467
linearizados foram purificados em gel e 4 equivalentes molares do inserto

3 113 1 1 1 a-nhrifiead
purificado foi ligado com 1 equivalente molar do-vetor-linearizade-purificado;,

10

15

produzindo pAM491. A Figura 4B mostra um mapa do inserto ERG13-Pgar-
tHMGR e a SEQ ID NO: 2 mostra a sequéncia de nucleotideo do inserto com

sequéncias URA3 flanqueadoras.

Tabela 2 — Amplificacdes pela PCR realizadas para gerar pAM491

Rodada delPadrio Iniciador 1 Iniciador 2 Produto da PCR
PCR
“|61-67-CPK005-G [61-67-CPKO06-G [ 1 1 5723 s-22
100 ng de DNAKSEQIDNO:16)  (SEQID NO: 17)
cendmico Y007 61-67-CPK007-G  [61-67-CPKO08-G | 1o\ sz3a7on
(SEQIDNO: 18)  {(SEQ ID NO: 19)
| 61-67-CPK032-G  [61-67-CPKOS4-G |01
(SEQ IDNO: 38)  [(SEQ ID NO: 48)
100 ng de DNAW1-67-CPK052-G  [61-67-CPK055-G  [Pgar
oenomico Y002 SEQIDNO:46)  KSEQ ID NO: 49)
61-67-CPK031-G __ [61-67-CPK053-G
SEQIDNO:37) KSEQIDNO:47) [HMGR
100 ng de cada um
dos produtos de PCR
: 3 d61-67-CPK005-G  [61-67-CPK008-G -~
purificados URA3™ 4 cp 0 InNO: 16)  [SEQ IDNO: 19)  |URA3
2 e URA3-223 a 701
100 ng de cada um|
dos produtos de PCRI61-67-CPK032-G  [61-67-CPK052-G
purificados de ERG13(SEQ IDNO: 38)  [SEQID NO: 46)  [ERG13-Pgar
e Poar
100 ng de cada um
, dg;g;ggg;"s g;gfim-m-CPKom-G 61-67-CPK032-G  [ERG13-Pgai-
12 (SEQIDNO:37)  [SEQIDNO:38) HMGR
GAL
e tHMGR

O plasmideo pAM493 foi gerado inserindo-se o inserto IDI1-
Psa-tHMGR do vetor pAM473 no vetor pAM468. O vetor pAM473 foi
gerado inserindo-se o fragmento de DNA IDI1-Pgs-tHMGR, que
compreende a ORF do gene IDI1 de Saccharomyces cerevisiae (posigdo de
nucleotideo de IDI1 de 1 a 1017) (IDI1), o local gendémico contendo o
promotor GAL1 e GAL10 divergente de Saccharomyces cerevisiae (posi¢ao
de nucleotideo de GAL1 de -1 a -668) (Pgar) € uma ORF truncada do gene

HMG]1 de Saccharomyces cerevisiae (posigdes de nucleotideo de HMG1 de
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1586 a 3323) (tHMGR), no vetor de clonagem TOPO Zero Blunt II. O vetor
pAM468 foi gerado inserindo-se o fragmento de DNA ADE1®” * 63 que

compreende um segmento do local ADEl do tipo selvagem de

225 até a posi¢do 653 e abriga um sitio de restri¢do Xmal interno ndo nativo
entre as bases -226 e -225, no vetor de clonagem TOPO TA pCR2.1. Os
fragmentos de DNA IDI1-Pga -tHMGR e ADE1™® * > foram gerados pela
amplificacdo pela PCR como resumido na Tabela 3. Para a construgdo de

pAMA493, 400 ng de pAM473 e 100 ng de pAM468 foram digeridos até a

conclusdo usando enzima de restrigdo Xmal, os fragmentos de DNA que
correspondem ao inserto IDI1-Pga -tHMGR e o vetor pAM468 linearizado
foram purificados em gel e 4 equivalentes molares do inserto purificado foi
ligado com 1 equivalente molar do vetor linearizado purificado, produzindo o
vetor pAMA493. A Figura 4C mostra um mapa do inserto IDI1-P; -tHMGR e
a SEQ ID NO: 3 mostra a sequéncia de nucleotideo do inserto com sequéncias

ADE]1 flanqueadoras.

Tabela 3 — Amplificacées pela PCR realizadas para gerar pAM493
Rodada de

PCR

IPadrdo

Iniciador 1

Tniciador 2

Produto da PCR

100 ng de DNA

61-67-CPK009-G
(SEQ ID NO: 20)

61-67-CPK010-G
(SEQ ID NO: 21)

ADE 1 -825a-226

lgendmico Y007

61-67-CPK011-G
(SEQ ID NO: 22)

61-67-CPK012-G
(SEQ ID NO: 23)

ADE 1 -225 2653

61-67-CPK047-G

61-67-CPK064-G

(SEQ ID NO: 37)

(SEQ 1D NO: 47)

1 (SEQ ID NO: 43) |(SEQ ID NO: 58) (DIt
100 ng de DNAJ61-67-CPK052-G 61-67-CPK065-G  [PgaL
igendmico Y002 (SEQ ID NO: 46) {SEQ ID NO: 59)
61-67-CPK031-G  [61-67-CPK053-G ‘HMGR

100 ng de cada um do
produtos  da

PCRI61-67-CPK009-G
purificados ADE1-* * {SEQ ID NO: 20)

61-67-CPK012-G
(SEQ ID NO: 23)

ADE1 -825 a 653

2 226 e ADE1-2258653
;fgdzﬁ) :‘e Caf: "‘“P‘é‘ﬁl61-67-cpxo47-c 61-67-CPK0S2-G |\
. . ~I'GAL
urificados IDI1 € Pgay (SEQ ID NO: 43) |(SEQ ID NO: 46)
100 ng de cada um dos
5 produtos da PCR}61-67-CPKO031-G  |61-67-CPK047-G  |IDI1-Pgay-
purificados IDI1-Pga; ¢(SEQ ID NO: 37) |(SEQID NO: 43) tHMGR
tHMGR

O plasmideo pAM495 foi gerado inserindo-se

0 inserto
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ERG10-Pga-ERG12 de pAM474 no vetor pAM469. O vetor pAMA474 foi
gerado inserindo-se o fragmento de DNA ERGI10-Pga-ERG12, que

compreende a ORF do gene ERG 10 de Saccharomyces cerevisiae (posi¢do
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de nucleotideo de ERG 10 de 1 a 1347) (ERG10), o-local AL | B

os promotores GAL1 e GAL10 divergentes de Saccharomyces cerevisiae
(posi¢do de nucleotideo de GAL1 de -1 a -668) (PgaL) € a ORF do gene
ERG12 de Saccharomyces cerevisiae (posi¢do de nucleotideo de ERG 12 de 1
a 1482) (ERG 12), no vetor de clonagem TOPO Zero Blunt II. O vetor
pAM469 foi gerado inserindo-se o fragmento de DNA HIS3™ 2 1% 5
HISMX-HIS3*® * "M% que compreende dois segmentos do local HIS de
Saccharomyces cerevisiae que se estende da posi¢do de nucleotideo de -32 até
a posi¢do -1000 e da posi¢do de nucleotideo de 504 até a posi¢cdo 1103, um
marcador HISMX e um sitio de restri¢do Xmal ndo nativo entre a sequéncia
HIS3°* 2 1'% e o marcador HISMX, no vetor de clonagem TOPO TA pCR2.1.
Os fragmentos de DNA ERG10-Pga -ERG12 e HIS372* '"°_HISMX- HIS3°*
1% foram gerados pela amplificagio pela PCR como resumido na Tabela 4.
Para a constru¢do de pAM495, 400 ng de pAM474 e 100 ng de pAM469
foram digeridos até a conclusdo usando enzima de restricdo Xmal, os
fragmentos de DNA que correspondem ao inserto de ERG10-Pga -ERG12 € o
vetor pAM469 linearizado foram purificados em gel e 4 equivalentes molares
do inserto purificado foram ligados com 1 equivalente molar do vetor
linearizado purificado, produzindo o vetor pAM495. A Figura 4D mostra um

mapa do inserto ERG10-PgA -ERG12 e a SEQ ID NO: 4 mostra a sequéncia

de nucleotideo do inserto com sequéncias HIS3 flanqueadoras.
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Tabela 4 — Reacdes de PCR realizadas para gerar pAM495

IRodada de;

10

61-67-CPK035-G
(SEQ ID NO: 39)

iPadrdo [niciador 1 Iniciador 2 [Produto de PCR
PCR
61-67-CPK013G  |61-67-CPKO014alt-G [His3™>2 2%
(SEQ ID NO:24) [(SEQ ID NO: 25)
100 ne-of Y007 vendmrica 61-67-CPK017-G _|61-67-CPK018-G
DN A5 B (SEQ ID NO:28)  [(SEQ ID NO: 29) 7350431103

61-67-CPK056-G
(SEQ ID NO: 50)

ERG10

61-67-CPK057-G
(SEQ ID NO: 51)

61-67-CPK058-G
(SEQ ID NO: 52)

PGAL

61-67-CPK040-G
(SEQ ID NO: 40)

61-67-CPK059-G
(SEQ ID NO: 53)

ERG12

10 ng de DNA pAM330
plasmidico**

61-67-CPKO015alt-
G
SEQ ID NO: 26)

61-67-CPK016-G
(SEQ ID NO: 27)

HISMX

100 ng de cada um do
produtos de PCR purificado
de HIS3>*** 1'% ¢ HISMX

1-67-CPKO015alt -G
SEQ ID NO: 26)

61-67-CPK018-G
KSEQ ID NO: 29)

HISMX-HIS3™™ ® ]
1103

100 ng de cada um dojf

1-67-CPK035-G

61-67-CPK058-G

produtos de PCR purificado

HIS3504 a-1103

1-67-CPK013-G

de HIS3™3? ® 1% o HISMX-SEQ ID NO: 24)

g:’g}fgslod: PCR purificados gpo 1pN0O: 39)  [SEQ ID NO: 52)  [FRO10-Poar
PgaL
100 ng de cada um dos HIS3?2 @ 1000 ]

61-67-CPK018-G
(SEQ ID NO: 29)

HISMX- HIS3°™ 9

F1103

produtos de PCR purificado

de ERG10- Pga; € ERG12

100 ng de cada um doz’f

1-67-CPK035-G
SEQ ID NO: 39)

61-67-CPK040-G
(SEQ ID NO: 40)

ERG10-Pga, -
ERG12

** O marcador HISMX em pAM330 originou-se de pFA6a-HISMX6-Pga 1 como descrito por van|
Dijken et al. ((2000) Enzima Microb. Technol. 26(9-10): 706-714).

O plasmideo pAM497 foi gerado inserindo-se o inserto ERG8-
Psa-ERG19 de pAM475 no vetor pAM470. O vetor pAMA475 foi gerado
inserindo-se o fragmento de DNA ERGS8-Psa -ERG19, que compreende a

ORF do gene ERG8 de Saccharomyces cerevisiae (ERG8 posicdo de

nucleotideo de 1 a 1512) (ERGS), o local genémico contendo os promotores

GALI e GAL10 divergentes de Saccharomyces cerevisiae (GAL1 posi¢do de
nucleotideo de -1 a -668) (Pgar) € a ORF do gene ERG19 de Saccharomyces
cerevisiae (ERG19 posicdo de nucleotideo de 1 a 1341) (ERG 19), no vetor

de clonagem TOPO Zero Blunt II. O vetor pAM470 foi gerado inserindo-se o
fragmento de DNA LEU27% * *°_HISMX- LEU2'®% 2 ' que compreende

dois segmentos do local LEU2 de Saccharomyces cerevisiae que se estende
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da posi¢do de nucleotideo de -100 até a posicdo 450 e da posigdo de

nucleotideo de 1096 até a posi¢do 1770, um marcador HISMX e um sitio de
1096 a 1770

e o marcador

restricdo Xmal ndo ativo entre a sequéncia LEU2
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ERGS- PGAL-ERG19 e LEU27'% @ 40 gisMX- LEU?.IO96 2 1770 foram gerados
pela amplificagdo pela PCR como resumido na Tabela 5. Para a construgdo de
pAM497, 400 ng de pAM475 e 100 ng de pAMA470 foram digeridos até a
conclusdo usando a enzima de restrigdo Xmal, os fragmentos de DNA que
correspondem ao inserto ERG8-Pgai -ERG 19 e o vetor pAMA470 linearizado
foram purificados e 4 equivalentes molares do inserto purificado foram
ligados com 1 equivalente molar do vetor linearizado purificado, produzindo
o vetor pAM497. A Figura 4E para um mapa do inserto ERG8-Pga -ERGI19 e

a SEQ ID NO: 5 mostram a sequéncia de nucleotideo do inserto com

sequéncias L

EU2 flanqueadoras.

Tabela 5 — Reacdes de PCR realizadas para gerar pAM497

IRodada [Padrdo [niciador 1 Iniciador 2 Produto de PCR
ide PCR
61-67-CPK019-G  [61-67-CPK020-G  [LEU2"®*®*
100 ng of Y007 DNAKSEQIDNO:30) |SEQIDNO:31)
leenémico 61-67-CPK023-G  [61-67-CPK024-G
) SEQIDNO:34)  [SEQIDNO:35)  [LEU2!®62!77°
10 ng de DNA de pAM33061-67-CPK021-G  [61-67-CPK022-G | o1y
lasmidico** (SEQ ID NO: 32) (SEQ ID NO: 33)
61-67-CPK041-G  [61-67-CPK060-G o ¢
(SEQIDNO: 41)  |(SEQ ID NO: 54)
100 ng de DNA gendmicoll-67-CPK061-G  [61-67-CPK062-G  [Pgar
Y002 (SEQ ID NO: 55)  |(SEQ ID NO: 56)
61-67-CPK046-G  [61-67-CPK063-G  |.p <19
(SEQIDNO:42)  |[(SEQ ID NO: 57)
100 ng de cada um do
produtos de PCR purificado 1-67-CPK0_21_G 61-67-CPK0?4—G HISMX-
e LEU2'®53170 o msmx (SEQIDNO:32)  (SEQIDNO:35)  |'roisssammo
2 100 ng de cada um dosg, o7 cprosG  l61-67-CPK062-G
produtos de PCR purificado . . [ERG8-Pgar
de ERGS ¢ Pox, ;I?SEQ IDNO: 41)  |(SEQ ID NO: 56)
100 ng de cada um do LEU21002450_
produtos de PCR purificados61-67-CPK019-G 61-67-CPK024-G HISMX-
3 de LEU2'® ® 40 ¢ HISMXH{SEQIDNO:30) [(SEQID NO: 35) | EUo 109681770
LEU2 1096 2 1770
100 ng de cada um dosg, o7 cprog).G  [61-67-CPKO46-G  [FRG8-Pgy-
produtos de PCR purificados gy 1p No: 41)  [(SEQIDNO:42)  [ERGI9
de ERG8-P;ar € ERG19 ' ’
** O marcador HISMX em pAM330 originaram-se de pFA6a-HISMX6-PGAL1 como descrito por van
Dijken et al. ((2000) Enzyme Microb. Technol. 26(9-10): 706-714).
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Exemplo 2

Este exemplo descreve métodos para fabricar plasmideos ¢ os

fragmentos de DNA uteis nas formas de realizagdo aqui fornecidas.

QO plﬂqml'dpg pAMS584 foi ger

10

15

PAVks

DNA GAL7*? "2 _HPH-GAL1'%7 22" no vetor de clonagem TOPO ZERO
Blunt II (Invitrogen, Carlsbad, CA). O fragmento de DNA GAL7*?'?_HPH-
GAL1'® # 2% compreende um segmento da ORF do gene GAL7 de
Saccharomyces cerevisiae (GAL7T posi¢des de nucleotideo de 4 a 1021)
(GAL7**'%"), o cassete de resisténcia a higromicina (HPH) e um segmento da
regido 3’ ndo traduzida (UTR) do gene GAL1 de Saccharomyces cerevisiae
(GAL1 posi¢des nucleotideo de 1637 a 2587). O fragmento de DNA foi
gerado pela amplificagdo de PCR como resumido na Tabela 6. A Figura 4F
mostra um mapa e a SEQ ID NO: 9 a sequéncia de nucleotideo de fragmento
de DNA GAL7**''-HPH-GAL] %72

Tabela 6 — Rea¢des de PCR realizadas para gerar pAMS84

{d{:(li%ll: Padrdo Iniciador 1 Iniciador 2 Produto de PCR
91-014-CPK236- [91-014-CPK237-  |GAL7** ™
G (SEQ ID NO: G (SEQ ID NO:
100 ng de DNA gen6émico Y002 65) 66)
& g 01-014-CPK232-  P1-014-CPK233- |GALI &7 ° 5%
1 G (SEQ ID NO: G (SEQ ID NO:
63) 64)
91-014-CPK231- 191-014-CPIC238-
;?asmrﬁicoii DNA  pAM3475 sEQIDNO:  [G(SEQIDNO:  [HPH
62) 67)
100 ng de cada um dos produtosf91-014-CPK231-  [91-014-CPK236-
D de PCR purificados de GAL7* 3G (SEQ IDNO: |G (SEQIDNO:  {GAL7**'*'-HPH
121 ¢ HPH 62) 65)
s ;gopg%d;uﬁfgfagz iZSG"XfI“f8391-014-CPK233-G 01-014-CPK236- GGALT' * '*- HPH-
0 2587 . GAL7'* 12 _HpH (SEQ ID NO: 64) KSEQIDNO:65) |[GALI
** nAMS547 plasmidico foi gerado sinteticamente e compreende o cassete HPH, que consiste da sequéncia
codificadora para a higromicina B fosfotransferase de Escherichia coli flanqueada pelo promotor €
terminador do gene Tefl de Kluyveromyces lactis.

O fragmento de DNA GAL80™ * '-NatR-GAL80"" * 1*** foi
gerado pela amplificagdo pela PCR. Os fragmentos de DNA incluem o gene
marcador selecionavel da resisténcia a nourseotricina de Streptomyces noursei

(NatR) flanqueado em dois segmentos de 50 nucleotideos cada que mapeiam
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imediatamente a montante e imediatamente a jusante da regido codificadora
do gene GALS80 de Saccharomyces cerevisiae (GAL80 posicdo de
nucleotideo de -50 a -1 e 1309 a 1358; GAL80™ * ' e GAL80"” *

respectivamente). A Figura 4G mostra um mapa—ea—SEQ 1D NO:8

)

10

15

20

25

igur
sequéncia de nucleotideo, do fragmento de DNA GAL80™ * "_NatR-
GALg0!302 1358

O fragmento de DNA GAL1' ® **-NatR-GAL1"”" * 1 foj
gerado pela amplificagdo pela PCR. O fragmento de DNA inclui o gene
marcador selecionavel de resisténcia a nourseotricina de Streptomyces noursei
(NatR) flanqueado em dois segmentos de 40 a 50 nucleotideos cada que
mapeiam para as extremidades 5’ e 3’ da regifo codificadora do gene GALI1
de Saccharomyces cerevisiae (GALI1 posi¢do de nucleotideo de 1 a 48 e 1500
a 1550; GALI' **® e GAL 1% » 1* respectivamente). A Figura 4H mostra
um mapa e SEQ ID NO: 68 a sequéncia de nucleotideo do fragmento de DNA
GAL1! *®-NatR-GAL1!5% a1550.

O plasmideo de expressio pAM353 foi gerado inserindo-se
uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma B-Farneseno sintase no vetor
pRS425-Gall (Mumberg et al. (1994) Nucl. Acids. Res. 22(25): 5767-5768).
O inserto de sequéncia de nucleotideo foi gerado sinteticamente, usando como
um padrdo a sequéncia codificadora do gene da P-Farneseno sintase de
Artemisia annua (nimero de acesso no GenBank AY835398) otimizado no
cddon para a expressdo em Saccharomyces cerevisiae (SEQ ID NO: 10). A
sequéncia de nucleotideo sinteticamente gerada foi flanqueada pelos sitios de
restricdo 5° BamHI e 3’ Xhol e assim pdde ser clonada em sitios de restri¢do
compativeis de um vetor de clonagem tal como um vetor de origem pUC ou
pACYC padrio. A sequéncia de nucleotideo sinteticamente gerada foi isolada
pela digestdo até a conclusio da construgdo de sintese de DNA usando
enzimas de restrigdo BamHI e Xhol. A mistura de reagdo foi resolvida pela

eletroforese em gel, o fragmento de DNA de aproximadamente 1,7 kb que
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compreende a sequéncia codificadora da B-Farneseno sintase foi extraido em
gel e o fragmento de DNA isolado foi ligado no sitio de restrigdo BamHI Xhol
do vetor pRS425-Gall, produzindo o plasmideo de expressdo pAM353.
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O plasmideo de expressdo-pAMA404 foi gerado-inserindo-se
uma sequéncia de nucleotideo que codifica a B-farneseno sintase de Artemisia
annua, otimizado no codon para a expressdo em Saccharomyces cerevisiae,
no vetor pAM178 (SEQ ID NO: 69). A sequéncia de nucleotideo que codifica
a [P-Farneseno sintase foi amplificada pela PCR de pAM353 usando
iniciadores 52 a 84 pAM326 BamHI (SEQ ID NO: 71) e 52 a 84 pAM326
Nhel (SEQ ID NO: 72). O produto de PCR resultante foi digerido até a
conclusdo usando as enzimas de restri¢do BamHI e Nhel, a mistura de reagdo
foi resolvida pela eletroforese em gel, o fragmento de DNA de
aproximadamente 1,7 kb que compreende a sequéncia codificadora da -
Farneseno sintase foi extraida em gel e o fragmento de DNA isclado foi
ligado no sitio de restrigdo BamHI Nhel do vetor pAM178, produzindo o
plasmideo de expressio pAM404 (ver a Figura 5 para um mapa de
plasmideo).
Exemplo 3

Este exemplo descreve a geragdo de cepas de Saccharomyces
cerevisiae Uteis nas formas de realizagdo aqui fornecidas.

As cepas de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2-1C Y002 e
Y003 (MATA ou MATalfa; ura3-52; trpl289; leu2-3.112; his3A1; MAL2-8C;
SUC2) (van Dijken et al. (2000) Enzyme Microb. Technol. 26(910): 706-714)
foram preparados para a introdugdo de genes do caminho de MEV indutiveis
pela substituicdo do promotor de ERGY9 com o promotor MET3 de
Saccharomyces cerevisiae e a ORF de ADEI com o gene LEU2 de Candida
glabrata (CgLEU2). Isto foi feito pela amplificagdo de PCR a regido KanMX-
PmEt3 de vetor pAM328 (SEQ ID NO: 6), que compreende o promotor Pygrs

precedido por um marcador de resisténcia a canamicina flanqueado pelo
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promotor e terminador do gene Tell de Kluyveromyces lactis, usando

iniciadores 50-56-pw100-G (SEQ ID NO: 10) e 50-56-pw101-G (SEQ ID

NO: 11), que incluem 45 pares de base de homologia ao promotor de ERG9

Y003 que crescem exponencialmente usando 40 % p/p de Polietileno Glicol
3350 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 100 mM de Acetato de Litio (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) e 10 pg de DNA de Esperma de Salméo (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA) e incubando as células a 30° C por 30 minutos seguidos
pela submissdo das mesmas ao choque térmico a 42° C por 30 minutos
(Schiestl e Gietz (1989) Curr. Genet. 16: 339-346). Os recombinantes
positivos foram identificados pela sua capacidade para crescer em meio rico
contendo 0,5 pug/ml de Geneticina (Invitrogen Corp.. Carlsbad, CA) e as
colénias selecionadas foram confirmadas pela PCR de diagnéstico. Aos
clones resultantes foram dados a designacdo Y93 (MAT A) e Y94 (MAT
alfa). O local genémico CgLEU?2 de 3,5 kb foi depois amplificado a partir do
DNA genomico de Candida glabrata (ATCC, Manassas, VA) usando
iniciadores 61-67-CPK066-G (SEQ ID NO: 60) e 61-67-CPK067-G (SEQ ID
NO: 61), que contém 50 pares de base de homologia flanqueadora para a ORF
de ADEJ e 10 pg do produto de PCR resultante foram transformados em
células Y93 e Y94 que crescem exponencialmente, os recombinantes
positivos foram selecionados quanto ao crescimento na auséncia de
suplementacdo de leucina e clones selecionados foram confirmados pela PCR
de diagnostico. Aos clones resultantes foram dadas a designagdo Y176 (MAT
A)e Y177 (MAT alfa).

A cepa Y188 foi gerada pela digestdo de DNA plasmidico
PAM491 e pAM495 até a conclusio usando a enzima de restrigdo Pmel (New
England Biolabs, Beverly, MA) e introduzir os insertos de DNA purificados
nas células Y176 que crescem exponencialmente. Os recombinantes positivos

foram selecionados quanto ao crescimento em meio que carece de uracila e




57

histidina e a integragd@o no local gendomico correto foi confirmada pela PCR de
diagndstico.
A cepa Y189 foi gerada pela digestio do DNA plasmideos

pAM489 e pAMA497 até a conclusio-usando-a enzima de restricdo Pmel—¢
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introduzindo os insertos de DNA purificados em células Y177 que cresce
exponencialmente. Os recombinantes positivos foram selecionados quanto ao
crescimento em meio que carece de triptofano e histidina e a integragdo no
local gendmico correto foi confirmada pela PCR de diagnostico.

Aproximadamente 1 X 107 células das cepas Y188 e Y189
foram misturados em uma placa de meio YPD por 6 horas na temperatura
ambiente para possibilitar quanto o emparceiramento. A cultura de célula
mista foi plaqueada ao meio que carece de histidina, uracila e triptofano para
selecionar quanto ao crescimento de células dipldides. A cepa Y238 foi
gerada pela transformagfo das células diploides usando DNA plasmidico de
PAM493 que foi digerido até a conclusdo usando a enzima de restricdo Pmel
e introduzir o inserto de DNA purificado nas células diploides que crescem
exponencialmente. Os recombinantes positivos foram selecionados quanto ao
crescimento em meio que carece de adenina e a integragdo no local genémico
correto foi confirmado pela PCR de diagnéstico.

A cepa Y211 haploide (MAT alfa) foi gerada pela cepa
esporulante Y238 em 2 % de acetato de potassio e 0,02 % de meio liquido de
Rafinose, isolando aproximadamente 200 tétrades genéticas usando um
micromanipulador série MSM300 da Singer Instruments (Singer Instrument
LTD, Somerset, UK), identificando isolados genéticos independentes
contendo o complemento apropriado de material genético introduzido pela
sua capacidade para crescer na auséncia de adenina, histidina, uracila e
triptofano e confirmando a integragdo de todos os DNA introduzidos pela
PCR de diagnéstico.

A cepa Y227 foi gerada a partir da cepa Y211 tornando-se a
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cepa capaz de converter FPP a amorfa-4,11-dieno. Para esta finalidade, as
células Y211 exponencialmente crescentes foram transformadas com

plasmideo de expressdo pAM426 (SEQ ID NO: 7), que compreende um
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5  da amorfa-4,11-dieno sintase que é otimizado no codon para a expressdo em
Saccharomyces cerevisiae (Merke et al. (2000) Ach. Biochem. Biophys. 381:
173-180). Os transformantes de célula hospedeira foram selecionados em
meio definido sintético completo que carece de leucina.

A cepa Y293 foi gerada a partir da cepa Y227 pela delegdo da

10  sequéncia codificadora do gene GALS8O e assim tornando os promotores de
GAL na cepa constitutivamente ativa. Para esta finalidade, as células Y227
que crescem exponencialmente foram transformadas com fragmento de DNA
GAL80” * "-NatR- GAL80"” * ***  Os transformantes de célula hospedeira
foram selecionados em YPD agar contendo 100 pg/ml de nourseotricina,

15  colonias tnicas foram escolhidas e a integragdo no local genémico correto foi

. confirmado pela PCR de diagnostico.

A cepa Y337 foi gerada a partir da cepa Y227 tornando-se a
cepa incapaz de catabolizar galactose. Para esta finalidade, o DNA plasmidico
pAMS584 foi digerido até a conclusdo usando a enzima de restrigdo Pmel e o

‘ 20  inserto de DNA purificado GAL7* * "?"-HPH-GAL1'®" * ***’ foi introduzido
‘ . nas células Y227 que crescem exponencialmente. Os recombinantes positivos
foram selecionados quanto ao crescimento em YPD 4gar contendo

higromicina B (Sigma, St. Louis, MO). A integracdo no local gendmico

correto foi confirmado pela PCR de diagndstico e testando-se a cepa quanto a

25  incapacidade para usar galactose como uma fonte de carbono.

A cepa Y351 foi gerada a partir da cepa Y211 tornando-se a

cepa incapaz de catabolizar a galactose. Para esta finalidade, o DNA

plasmidico de pAMS584 foi digerido até a conclusdo usando a enzima de

restri¢io Pmel e o inserto de DNA purificado GAL7** '*'-HPH-GAL1 '*7*
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2587 foi introduzido na Y211 que cresce exponencialmente. Os transformantes
de célula hospedeira foram selecionados em YPD agar contendo higromicina

B. A integragdo no local genémico correto foi confirmado pela PCR de

diagnostico e testando-se a cepa g
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como uma fonte de carbono.

A cepa Y352 foi gerada a partir da cepa Y351 tornando-se a
cepa capaz de produzir a B-Farneseno sintase. Para esta finalidade, as células
Y351 que crescem exponencialmente foram transformadas com plasmideo de
expressio pAM404. Os transformantes de célula hospedeira foram
selecionados no meio definido sintético completo que carece de leucina.

A cepa Y283 foi gerada a partir da cepa Y227 pela delegdo da
sequéncia codificadora do gene GALI1 e assim tornando a cepa incapaz de
catabolizar galactose. Para esta finalidade, as células Y227 que crescem
exponencialmente foram transformadas com o fragmento de DNA GAL1' 2%
NatR-GAL1"”® ? ' Os transformantes de célula hospedeira foram
selecionados em YPD d4gar contendo 100 pg/ml de nourseotricina, as colonias
Unicas foram escolhidas, e a integragdo no local gendmico correto foi
confirmada pela PCR de diagnostico e cultivando-se a cepa em éagar contendo
glicerol e 2-desoxigalactose (um GAL1p funcional converteria o ultimo em
uma toxina).

A cepa Y221 foi gerada a partir da cepa Y211 pela
transformacgdo de células Y211 que cresce exponencialmente com vetor
pAMI178 (SEQ ID NO: 69). Os transformantes positivos foram selecionados
quanto ao crescimento em meio sintético completo que carece de leucina.

A cepa Y290 foi gerada a partir da cepa Y221 pela delegdo da
sequéncia codificadora do gene GAL80 e assim tornando os promotores GAL
na cepa constitutivamente ativos.

A cepa Y318 foi gerada a partir da cepa Y290 triando-se
colonias para a perda do vetor pAM178.
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A cepa 409 foi gerada a partir da cepa Y318 tornando-se a

cepa capaz de produzir a B-Farneseno sintase na presenga de galactose. Para

esta finalidade, células Y318 que cresce exponencialmente foram

célula hospedeira foram selecionados em meio definido sintético completo
que carece de leucina.

A cepa Y419 foi gerada a partir da cepa Y409 tornando-se os
promotores GAL na cepa constitutivamente ativos e capazes de expressar
niveis mais altos de GAL4p na presenga de glicose (isto €, capaz de direcionar
a expressdo mais eficientemente para fora dos promotores indutiveis por
galactose na presenga de glicose, assim como garantem que exista fator de
transcricio Galdp o suficiente para direcionar a expressdo de todos os
promotores indutiveis por galactose na célula). Para esta finalidade, o
marcador KanMX no local ERG9 na cepa Y409 foi substituide por um
fragmento de DNA que compreendeu a ORF do gene GAL4 de
Saccharomyces cerevisiae sob o controle de uma versdo “constitutiva
operativa” do seu promotor nativo (Griggs & Johnston (1991) PNAS 88(19):
8597-8601) e o terminador GAL4 (Pgusoc-GAL4-Tgars) € 0 gene marcador
selecionavel de resisténcia a nourseotricina de Streptomyces noursei (NatR)
flanqueado pelo promotor e terminador do gene Tefl de Kluyveromyces lactis.

A cepa Y677 foi gerada a partir da cepa Y419 pela introdugéo
de uma outra cépia da regido codificadora de mevalonato cinase sob o
controle de Pgar; no local GALSO.

Os bancos de célula de cepas Y293, Y283, Y352 e Y677
foram preparados cultivando-se as células em meio de semeadura a 30° C até
que elas atingissem uma ODyggo dentre 2 e 5. Neste tempo, os frascos foram
colocados em gelo. Trés partes da cultura e 2 partes de glicerol a 50 % estéril
gelado foram combinadas e 1 ml de aliquotas desta mistura foram congeladas

a -80° C em criofrascos. O mesmo procedimento foi usado para a cepa Y337,
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entretanto a OD600 para esta cepa foi 13,6 no momento que ela foi

congelada.

Exemplo 4

10

Este exemplo-descreve a-produga am
células hospedeiras na fermentagdo de lote alimentado, restrita em carbono
com uma alimentagdo apenas de glicose.

Culturas de semente Y337 foram preparadas pela inoculagdo
de um frasco congelado de 1 ml em um frasco de 250 ml contendo 50 ml de
meio de semente (Tabela 7). Depois de ~24 horas de cultivo a 30° C, 0,5 ml
da cultura foi sub-cultivado em frascos de 250 ml adicionais cada um
contendo 50 ml de meio de semente. As culturas de semente foram cultivadas
a 30° C durante a noite a uma ODg de aproximadamente 3 a 12. Os frascos
foram reunidos e usados para inocular biorreatores contendo meio de batelada
(Tabela 8) a 10 % v/v.

Tabela 7 — Meio de Semeadura

Componente Meio de semeadura
Agua de torneira (ml/L) 350

2x base de lote (ml/L) ¥ 500

715 g/L de glicose monoidratada (ml/L) ” 30

Solugdo de vitamina de levedura (ml/L) (Tabela 9) 12

Solugdo de metais trago de levedura (ml/L) (Tabela 9) 10

Succinato (0,5 M, pH 5,0) (ml/L) 2 100

a) 16 g/L de KH,PO,4 30 g/L de (NH,4),SO, € 12,3 g/L de MgSO,4*7H,0 (Nota: nenhum|
aquecimento durante a mistura destes componentes)

b) A solugdo de estoque de glicose monoidratada foi preparada dissolvendo-se o agucar
lem 4gua com aquecimento, que permite a solug@o esfriar e ser esterilizada por filtrag@o.
c) A solucdo de estoque de succinato foi preparada dissolvendo-se o acido succinico em|
Agua com aquecimento, deixando a solugdo esfriar, ajustando o pH a 5,05 com NaOH ¢
esterilizando a solugdo pela autoclavagem (45 minutos a 121° C).

Tabela 8§ — Meio de Batelada de Biorreator

Componente eio de Lote
Agua de torneira (ml/L) 350

x base de batelada (ml/L) (Tabela 7) 500

olicose (g/L) 19,5

Solugdo de vitamina de levedura (ml/L) (Tabela 9) 12

Solugdo de metais trago (ml/L) (Tabela 9) 10

O meio de batelada foi preparado combinando-se 2x a base de batelada com
agua de torneira em um biorreator de 2L, autoclavando-se a unidade e em umaj
capela estéril levar o volume da solugdo para 90 % do final pela adigdo de
concentrada solugdes de estoque esterilizadas em filtro de agiicar, vitaminas ¢

metais traco. Os 10 % remanescentes do volume de partida foi da cultura dej
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|semente. ]

Tabela 9 — Solucdes de estoque de vitamina e metais traco

10

IComponente Solugio de Componente solugio de metais|
vitamina de traco levedura (g/L.) b)
levedura
(g/L)®

Biotina 0,05 ZnSO,*7H,0 5,75

Pantotenato de calcio 1 MnCl,*4H,0 0,32

Acido nicotinico 1 ICuSO, anidro 0,32

Mioinositol 25 CoCl,*6H,0 0,47

tiamina HCI 1 Na,MoO,*2H,0 10,48

iridoxol HCI 1 CaCl,*2H,0 2,9

Acido p-aminobenzoico (0,2 FeSO,*7H,0 2.8

0,5 M EDTA 80 (ml/L)

a) A biotina foi primeira dissolvida em 10 ml de NaOH 5 M e depois adicionada a agua
DI (750 mV/L). O pH foi ajustado a 6,5 usando NaOH ou HCI 5 M e mais uma veZz
ajustado depois da adi¢do de cada vitamina. Depois que todas as vitaminas foram
dissolvidas, a solug@o foi levada ao volume final com agua DI e esterilizada por
filtragdo. O frasco foi coberto em folha de aluminio e armazenado a 4° C.

b) EDTA foi primeiro adicionado a agua DI (750 ml/L) antes que o ZnSO, fosse
dissolvido. O pH foi ajustado a 6,0 usando NaOH 5 M e mais uma vez ajustado depois
da adi¢do de cada metal. Depois que todos os metais foram dissolvidos, o pH

foi ajustado a 4,0 usando HCI 5 M e a solugdo foi levada ao volume final com agua DI e
lesterilizados por filtragdo. O frasco foi coberto com folha de aluminio e armazenado 3
4° C.

O pH da fermentagdo foi controlada automaticamente e
mantida no pH 5 com a adi¢gdo de NH,OH 10 N. A temperatura foi mantida a
30° C. O fluxo de ar foi fornecido a uma taxa de 1 LPM. O oxigénio
dissolvido foi mantido a 40 % com uma cascata de agitacdo seguida pelo
enriquecimento de oxigénio. A espuma foi controlada com antiespumante
Biospumex 200 K.

A cultura em biorreator foi deixada crescer até que a glicose
no meio de batelada estivesse esgotada, ponto no qual, uma alimentagdo de
glicose exponencial foi iniciada para a qual o meio de alimentacdo de glicose
(Tabela 10) foi bombeado para dentro do biorreator na taxa definida pelas

seguintes equagoes:

F= Vym'sﬂeﬂm(w.)

V= VO + VAlimentaqﬁo

F ¢ a taxa de fluxo da massa de substrato (g/h), V € o volume




63

de liquido no biorreator em um dado tempo (L), Sp € a concentragdo de
substrato no meio de batelada (20 g/L), s € a taxa de alimentag@o especifica

(0,087 h'™), t é a idade do lote (h), t, é a idade do lote quando a alimentagdo

10

alimentagdo exponencial continuou até que a razdo de F/V atingiu uma taxa
de alimentag¢do pré-ajustada maxima (Tabela 11). Depois de atingir este
maximo, a razdo de F/V foi mantida constante pelo resto do processo em uma
taxa de alimentagdo pré-ajustada estacionaria (Tabela 11).

Tabela 10 — Meio de alimentacdo do biorreator

Meio Base
Meio de Meio de
Alimentagdo deAlimentagdo
Componente Glicose * Misto
glicose monoidratada (g/L) ¥ 650 425
KH,PO, (g/L) 9 9
MgSO,*7H,0 (g/L) 5,12 5,12
K,SO, (g/L) 3,5 3,5
Na,SO, (g/L) 0,28 0,28
Componentes Suplementares
Solugdo de vitamina de levedura (ml/L) 12 12
(Tabela 9)
Solucdo de metais trago de levedura (ml/L) 10 10
(Tabela 9)
IEtanol a 95 % (v/v) (ml/L) 0 237

a) O meio de alimentagdo de glicose foi preparado misturando-se glicose
monoidratada, KH,PO,, MgSO,*7H,0, K,SO, e Na,SO, em agua de torneira a 389
IC, esfriando a solug¢do, esterilizando por filtragdo, adicionando os componentes
suplementares (solugdes de estoque esterilizadas por filtragdo concentradas de
metais trago e vitaminas) em uma capela estéril e levando a solugao ao volume final
pela adicdo de 4dgua estéril.

b) O meio de alimentagdo misto foi preparado misturando-se glicose, KH;PO4,|
MgSO,*7H,0, K,SO, e Na,SO, em 300 ml de 38° C de agua de torneira, aquecendo|
a mistura até aproximadamente 100° C para dissolver totalmente o agiicar e sais,
adicionando 4gua para levar o volume a 750 ml, esfriando a solugdo, esterilizando|
por filtragdo usando um filtro de 0,2 micron, adicionando primeiro 237 ml de etanol,
a 95 % (v/v) e adicionando os componentes suplementares (solugdes de estoque
esterilizadas por filtragdo concentradas de metais trago e vitaminas) em uma capela

estéril e levando a solugdo ao volume final de 1 L pela adigdo de agua estéril.

A produgdo de amorfa-4,11-dieno foi induzida a uma ODgy de
50 por cerca de 24 horas depois da inoculagdo com a adigdo de 10 g/L de
galactose ao biorreator e a garrafa de alimentagdo (22,2 ml de uma solugdo de

estoque de galactose de 450 g/L por litro de volume de cultura). Além disso,
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0,25 g/L. de metionina foi adicionado ao biorreator e 1 g/L. de metionina foi

adicionado a garrafa de alimentagfo para reprimir a transcrigdo do gene

por litro de volume de alimentagéo) e 10 % v/v de oleato de metila

autoclavado foram adicionados ao biorreator para capturar o amorfa-4,11-
dieno. (A solugdo de estoque de galactose de 450 g/l foi preparada
dissolvendo-se o aglicar em agua com aquecimento, permitindo que a solugédo
esfrie e esterilizando por filtragdo. A solugdo de estoque de 25 g/L de
metionina foi preparada dissolvendo-se metionina em 4gua e esterilizando por
filtra¢do a solugéo.

As amostras foram coletadas em varios pontos de tempo e
diluidas a uma razio de 1:20 em metanol. Cada amostra diluida foi
turbilhonada por 30 minutos e os fragmentos de cultura foram girados. Os
titulos de amorfa-4,11-dieno foram determinados transferindo-se de 5 a 10 pl
do sobrenadante para um frasco de vidro limpo contendo 990 a 995 ul de
acetato de etila refor¢ado com trans-cariofileno como um padrio interno. As
amostras de acetato de etila foram analisadas em um cromatdégrafo a gas
Agilent 7890N equipado com um detetor de ionizagdo de chama (Agilent
Technologies Inc.. Palo Alto, CA). Os compostos em uma aliquota de 1 pl de
cada amostra foram separadas usando uma coluna DB Wax (Agilent
Technologies, Inc.. Palo Alto, CA), gas carregador de hélio e o seguinte
programa de temperatura: 220° C mantido por 3 minutos, aumentando a
temperatura a 100° C/minuto para uma temperatura de 260° C. Usando este
protocolo, amorfa-4,11-dieno tem um tempo de retencdo de aproximadamente
3,4 minutos. Os titulos de amorfa-4,11-dieno foram calculados comparando-
se as areas de pico geradas contra uma curva de calibragdo quantitativa de
amorfa-4,11-dieno purificado em acetato de etila reforcado com trans-

cariofileno.
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Como mostrado na Tabela 11 e Figura 6, a cepa Y337
produziu 2,4 g/L de amorfa-4,11-dieno (AD) em 114 horas depois do inicio

da fermentagdo no processo alimentado apenas com glicose.

Tabela 11 - Producdo de amorfa-4,11-dieno pelaecepa¥337 usandouma—— —

15

20

alimentacdo de glicose ou uma alimentacio mista de glicose/etanol

IGlicose no  |[Etanol no Meio Taxa de Taxa de Titulo AD  [Rendimento no
Meio de de Alimentacdo Alimentagdo |Alimentagdo [Méximo Titulo Maximo
|Alimentacdo {g/L) Maxima [Estacionaria  {g/L) (mg de produto/g
(g/L) (g/h/L) (g/h/L) ® de substrato)

545 0 10 10 2,4 5,4

340 180 8,6 8,6 16,5 38,7

340 180 8,6 4,3 12,6 50,3

a) g/h/L € g de substrato/h/L de volume de biorreator.

Exemplo 5

Este exemplo descreve a producdo de amorfa-4,11-dieno pelas
células hospedeiras no lote alimentado, a fermentagdo restrita em carbono
com uma alimentagdo mista de glicose-etanol.

As culturas de semente Y337 foram preparadas e usadas para
inocular biorreatores como descrito no Exemplo 4. As fermentagdes foram
realizadas e as amostras foram analisadas, essencialmente como descrito no
Exemplo 4 com as seguintes modificacdes.

Durante a fase inicial da fermentag¢&o, um pouco da glicose no
meio de batelada foi convertido para etanol. A cultura no biorreator foi
deixada crescer até que a glicose e o etanol no meio de batelada estivessem
esgotados, ponto no qual uma alimentac¢do exponencial foi iniciada para o que
o meio de alimentagdo misto (Tabela 10) foi bombeado para dentro do

biorreator na taxa definida pelas seguintes equagdes:
F=Vp,S,e' "

VaVo+V,
Alimentagéo

F ¢ a taxa de fluxo da massa de substrato (g/h), V € o volume
liquido no biorreator em um dado tempo (L), Sg € a concentragdo de substrato

no meio de batelada (20 g/L), U € a taxa de alimentagdo especifica (0,087 h°



66

", t é a idade do lote (h), t, ¢ a idade do lote quando a alimentagdo foi iniciada
(h), Vo é o volume inicial no biorreator e V é o volume total de alimentagdo

adicionado ao biorreator em um dado tempo (L). A fase de alimentagdo
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alimentagdo pré-ajustada maxima em unidades de g de substrato/h/L de

volume do biorreator (Tabela 11). Depois de atingir este maximo, a razdo de
F/V foi mantida constante pelo resto do processo em uma taxa de alimentagdo
pré-ajustada estacionaria (Tabela 11).

A produgdo de amorfa-4,11-dieno foi induzida em uma ODgq
de 77 por cerca de 40 horas depois da inoculagfo.

Como mostrado na Tabela 11 e Figura 6, a cepa Y337
produziu até 16,5 g/L. de amorfa-4,11-dieno em 118 horas depois do inicio da
fermentagdo na fermentagio alimentada com glicose e etanol mista.

Exemplo 6

Este exemplo descreve a produgdo de amorfa-4,11-dieno pelas
células hospedeiras em fermentagdo de lote alimentado, alimentada por pulso
com uma alimentagfo apenas de etanol.

As culturas de semente Y293 foram preparadas e usadas para
inocular biorreatores como descritos no Exemplo 3. As fermenta¢des foram
realizadas e as amostras foram analisadas, essencialmente como descrito no
Exemplo 4 com as seguintes modificagdes:

Durante a fase inicial da fermentagdo, um pouco da glicose no
meio de batelada foi convertida para etanol. A cultura do biorreator foi
deixada crescer até que a glicose e o etanol no meio de batelada estivessem
esgotados, ponto no qual uma alimentagdo pulsada de etanol foi iniciada. A
taxa da alimentag3o foi controlada pelo percentual de CO, no gas desprendido
(a taxa de evolugdo de CO,; CER), que foi monitorado com um analisador de
gas desprendido e um algoritmo computadorizado que designou uma variavel

(Crax) para a CER maxima que rastreou o valor maximo de porcentagem de
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CO, no gas desprendido. Durante o cultivo em glicose, a CER evoluiu
rapidamente (Figura 7B). Quando a glicose estava esgotada do meio de

batelada, a CER caiu abaixo de 50 % de C. € 0 algoritmo de computador

10

15

20

produzido a partir da glicose em excesso no meio de batelada estivesse

esgotada, a CER caiu uma segunda vez. A alimentagdo pulsada foi deflagrada
automaticamente quando a CER caiu abaixo de 75 % da C,. corrente. A

bomba injetou 75 % (v/v) do etanol no biorreator em 5 minutos, liberando

. aproximadamente 10 g de etanol a cultura. A C,,, foi reajustada ao valor do

CO, percentual no gas desprendido tempo no qual a bomba foi desligada e
depois reinstalar o rastreamento dos aumentos na evolugdo de CO, e a bomba
foi reativada quando a CER mais uma vez caiu abaixo de 75 % da C, recém
ajustada. O algoritmo de alimentagdo foi repetido por toda a fermentagdo
(Figuras 7A) e garantiu que a cultura ndo fosse alimentada em excesso com
etanol. Porque nenhuma das solu¢des dos sais, metais trago, vitaminas,
acucares ou aminoacido foram soluveis na alimentacdo de etanol, os
componentes da alimentagdo concentrados (Tabela 12) foram combinados e
injetados através da um septo na placa de topo do biorreator uma vez ao dia
de acordo com quanto do volume de etanol foi liberado desde a adigdo
anterior de componentes alimentados.

Tabela 12 — Componentes de Alimentacdo Concentrada

omponente Quantidade (ml/L de etanol)
licose (450 g/L) 24

metionina (25 g/L) 40

10x base de alimentagdo * 100

Solucdo de vitamina levedura (ml/L) (Tabela 9) 12

Solugdo de metal trago de levedura (Tabela 9) 10

a) 90 g/L de KH2P04, 51,2 g/L de MgSO4*7H20, 35 g/L de KzSO4 € 2,8 g/L de Nast4

Dez horas depois que a glicose estivesse esgotada do meio de
batelada, 0,25 g/L de metionina foi adicionado ao biorreator através da placa
de topo e 10 % v/v de oleato de metila autoclavado foi bombeado no vaso.

(Visto que a cepa Y293 compreende um gene GAL80 rompido, a galactose
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ndo foi necessaria para induzir a producgdo de amorfa-4,11-dieno).
Como mostrado na Figura 7B, a cepa Y293 produziu 36 g/L. de

amorfa-4,11-dieno.
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Exemplo 7

Este exemplo descreve a produgdo de amorfa-4,11-dieno pelas
células hospedeiras no lote alimentado, a fermentagdo restrita em carbono
apenas com uma alimentagdo de etanol.

As culturas de semente Y293 foram preparadas e usadas para

inocular biorreatores contendo meio de batelada (Tabela 13) como descrito no

Exemplo 3.

Tabela 13 — Meio de Biorreator

Componente Meio de batelada
glicose-H,O (715 g/L) (ml/L) 19,5
(NH4),S0, (g/L) 15
KH,PO, (g/L) 26
MgSO,*7H,0 (g/L) 16,4
K>SO, (g/L) U
Na,SO, (g/L) 0,56
Solu¢do de vitamina de levedura (ml/L) (Tabela 9) 46,3
Solugdo de metal trago de levedura (ml/L) (Tabela 9) 38,5

As fermenta¢des foram realizadas e as amostras foram
analisadas, essencialmente como descrito no Exemplo 4 com as seguintes
modificagdes:

A cultura de biorreator foi deixada cultivar até que a glicose no
meio de batelada estivesse esgotada, ponto no qual uma alimentagdo
exponencial foi iniciada para o que o meio de alimentagdo de glicose (Tabela
10) foi bombeado para dentro do biorreator na taxa definida pelas seguintes
equagdoes:

F = VFM S Beﬂm@“‘o)

V=V + VA].imentagﬁo

F € a taxa de fluxo de massa de substrato (g/h), V é o volume

liquido no fermentador a um dado tempo (L), Sg € a concentragdo de substrato



69

no meio de batelada (20 g/L), p. € a taxa de alimentagéo especifica (0,087 h
1), t é a idade do lote (h), t, é a idade do lote quando a alimentagéo foi iniciada

(h), Vo é o volume inicial no fermentador € Vg, 0 volume total de

~

| 5  alimentagdo exponencial continuou até que a taxa de alimentagdo maxima de

7,1 g/h/L foi atingida (ODgy de aproximadamente 50). Ponto no qual a
alimentacdo foi mudada para uma alimentagdo de etanol (190 proof) e a taxa
de alimentagdo foi ajustada a um valor volumétrico constante de 2,5 g/h/L
durante o resto da fermentagdo. Com esta taxa de alimentagdo programada, as
10 taxas de consumo de etanol foram controladas e variaram de 0,4 a 1,75 g de
etanol/g de DCW/dia.
Como mostrado na Figura 8, a cepa Y293 produziu 37 g/L de
amorfa-4,11-dieno em 187 horas depois do inicio da fermentag&o.
Exemplo 8
15 Este exemplo descreve a producdo de Farneseno pelas células
hospedeiras na fermentagdo de lote alimentado, restrita em carbono apenas
com uma alimentagdo de etanol.
As culturas de semente Y677 foram preparadas e usadas para
inocular dois biorreatores cada um contendo 630 ml de meio de batelada
20  (Tabela 14) como descrito no Exemplo 3. A um dos dois biorreatores, 200 ml
de oleato de metila foram adicionados para a captura de produto. As
fermentagdes foram realizadas e as amostras foram analisadas, essencialmente
como descrito no Exemplo 4 com as seguintes modifica¢des:

Tabela 14 — Meio de Biorreator

Componente Meio de batelada
Glicose (g/L) 39,03

(NH),SO; (/L) 15

KH,PO, (g/L) 33,7
MgSO,*7H,0 (g/L) 20,77

K>SO, (g/L) 10

Nast4 (g/L) 0,8

Solugdo de vitamina de levedura (ml/L) (Tabela 9) 32,4

Solugio de metal trago de levedura (ml/L) (Tabela 9) 27
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Durante a fase inicial das fermenta¢des, um pouco da glicose
no meio de batelada foi convertida para etanol. As culturas de biorreator

foram deixadas cultivar até que a glicose e o etanol no meio de batelada

para o que etanol puro (190 proof) foi bombeado para dentro do biorreator na

taxa definida pelas seguintes equagdes:
F= V#.m Sseﬂ...('-la)

V= V9 + VAijentaqu

F € a taxa de fluxo de massa de substrato (g/h), V é o volume
liquido no fermentador em um dado tempo (L), Sp € a concentragdo de
substrato no meio de batelada (39,03 g/L), ps € a taxa de alimentagdo
especifica (0,058 h™), t é a idade do lote (h), t; ¢ a idade do lote quando a
alimentacdo foi iniciada (h), Vo é o volume inicial no fermentador (0,7 L) e
Vieed 0 volume total de alimentagdo adicionado ao fermentador em um dado
tempo (L). A fase de alimentagdo exponencial continuou até que a razdo de
F/V atingiu uma taxa de alimenta¢do méaxima de 5 g de substrato/h/L de
volume de biorreator. Depois de atingir este maximo, a razdo de F/V foi
mantida constante durante o resto do processo em uma taxa de alimentagdo
estacionaria de 2,5 g/h/L. Entretanto, como mostrado na Figura 9A, a taxa
relativamente lenta de utilizagdo de etanol no comego da fase de alimentagdo
exponencial resultou no acimulo de etanol. Este acimulo necessitou o ajuste
manual das taxas de alimentagdo pré-ajustadas (Figura 9B) e um aumento no
tempo que duplica a taxa de alimentag@o de 12 para 14 horas para manter um
processo limitado em carbono. As células cultivadas na presenga de oleato de
metila rapidamente recuperou e reassumiu o crescimento até o maximo pré-
ajustado e taxas de alimentagdo estacionarias (Figura 9C). ao contrario, a
cultura que nio conteve nenhum oleato de metila foi mais lenta para consumir
o etanol acumulado e assim requereu uma segunda suspensdo da alimentagdo

estaciondria seguida por uma redugéo da taxa de alimentagdo estaciondria de
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2,5 g/h/L para 1,25 g/h/L. No geral, a cepa Y677 teve uma taxa de consumo
de etanol de 0 a 2,1 g de etanol /g de DCW/dia na auséncia de oleato de
metila e de 0,27 a 2,9 g de etanol/g de DCW/dia na presenga de oleato de

metila
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O gas de desprendimento do biorreator foi levado através de
um condensador para medir a taxa de captagdo de oxigénio (OUR) e a
geragdo de CO, (CER) usando um espectrometro de massa de gas de
desprendimento. A Figura 9D mostra a CER e OUR da cepa Y677 na
presenga de oleato de metila.

As densidades de célula e o consumo de etanol foram
monitorados pela amostragem duas vezes ao dia. Em cada ponto de tempo, 1
ml de amostras de caldo foram coletadas e diluidas 1:1000 em agua e a
densidade de célula foi medida usando um espectrofotometro ajustado a 600
nm de comprimento de onda.

Os niveis de etanol foram quantificados pela HPLC. Em cada
ponto de tempo, uma amostra de 1 ml de caldo foi coletada e diluida 2x em
solugdo 30 mM de 4cido sulftrico (400 pl de acido sulftrico 30 mM a 400 pl
de sobrenadante para uma concentragdo final de 15 mM de 4cido sulftrico,
que igualou a concentragdo da solugdo da fase modvel). As células foram
removidas pela centrifugagéo e filtragdo ante de carregar.

Os niveis de Farneseno produzidos foram quantificados pela
GC-FID. Em cada ponto de tempo, 100 pl de cobertura de oleato de metila
foram tomados e diluidos 1:40 em acetato de etila contendo 0,001 % de trans-
beta cariofileno. A mistura foi mais uma vez diluida 1:100 em acetato de etila
para uma dilui¢do final de 1:4000, que se ajusta dentro da curva de calibragdo
para o método. Quando nenhum oleato de metila foi usado para a captura de
produto, 25 pl de caldo de cultura foram combinados com 975 pl de metanol,
a mistura foi turbilhonada por cinco minutos e centrifugada e finalmente

diluida 1:100 em acetato de etila contendo 0,001 % de trans-beta cariofileno
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antes da analise.
Como mostrado na Figura 9E, na presenga de oleato de metila

a cepa Y677 atingiu um titulo de Farneseno de pico de 30 g/L e na auséncia
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g/L.

Exemplo 9

Este exemplo descreve a produgdo de amorfa-4,11-dieno e
Farneseno pelas células hospedeiras em fermentagéo restrita de oxigénio.

As culturas de semente de Y283 e Y352 foram preparadas e
usadas para inocular biorreatores contendo 800 ml de meio de batelada
(Tabela 15) e 100 ml de oleato de metila como descrito no Exemplo 3.

Tabela 15 — Meio de Biorreator

IComponente Meio de Meio de batelada
semeadura

glicose (g/L) 20 30
alactose (g/L) 0 S

metionina (g/L) 0 0,25

(NH,),SO; (/L) 15 15

KH,PO, (/L) B 8

MgSO,*7H,0 (g/L) 6,15 6,15

Solugdo de vitamina de levedura (ml/L) (Tabelal

0) 12 12

Solugdo de metal trago de levedura (ml/L)1 0 10

K Tabela 9)

Succinato (0,5 M, pH 5,0) (ml/L) (Tabela 7) 100 0

As Fermentagdes foram realizadas em Biostat B plus twins
Sartorius de 2 L com controladores da quantidade de fluxo de gas. O pH foi
controlado automaticamente no pH 5,0 com a adicdo de NH,OH 15 N e
H,SO4 5 N. A temperatura foi mantida a 30° C e anti-espumante marca
Biospumex 200 K foi usado para controlar a espuma. Os biorreatores foram
inoculados entre ODs, de 0,6 a 1 e deixado cultivar em 30 g/L. de glicose.

O gas de desprendimento do biorreator foi levado através de
um condensador para medir a taxa de captagdo de oxigénio (OUR) e geragéo
de CO, (CER) usando um espectrometro de massa de gés de desprendimento.

A concentragdo de oxigénio dissolvido (DO) foi medida usando uma sonda
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sensora de O, (Hamilton, OXIFERM FDA 225, Hamilton Company, Reno,
NV) com sensibilidade entre 10 ppb até a saturag@o.

Durante a fase inicial da fermentagdo, a cultura de biorreator

glicose foi consumida (8 a 14 horas depois do inicio da fermentagdo

dependendo da disponibilidade de oxigénio na cultura) a repressdo da glicose
do mecanismo de transporte e transcrigdo de galactose foi aliviado e a
expressdo de gene de promotores GAL foi induzida pela galactose no meio de
batelada. A cultura por batelada continuou o crescimento até que o etanol
produzido no estagio fermentativo estivesse esgotada, ponto no qual um pico
de DO marcou o final do periodo de cultivo.

Para o processo aerobico, ar seco limpo foi espargido no meio
a uma taxa de 1 LPM. A taxa de agitacgdo foi inicialmente ajustada a 400 rpm
e uma alga de controle de retroalimentagdo de DO e programa de cascata de
agitagdo foram usados para manter a concentragdo de DO em 40 % (Tabela
16).

Para os processos micro-aerdbicos, o fluxo de gas foi reduzido
para 0,25 LPM para minimizar a dilui¢do de gases que atingem o analisador
de gas de desprendimento e para aumentar a sensibilidade do espectrémetro
de massa. A taxa de liberagdo de oxigénio foi variada pelo uso de diferente
razdes de fluxo de gas de ar para nitrogénio (Tabela 16).

Para o processo anaerdbico estrito, 100 % de gas nitrogénio foi
espargido no meio aquoso a 0,25 LPM antes da inoculagdo e uma taxa de
agitacdo constante de 400 rpm foi mantida por todo o cultivo (Tabela 16).

Tabela 16 — ParAmetros de processo para as fermentacdes da cepa Y283

IProcesso Condiges Pardmetros Controlados Composigdo do Fluxo de Gas
Partindo de 400 rpm
Aerobico 40 % de DO |Controle de retroalimentagdo dej100 % de ar (21 % de O,)

DO com taxa de agitagdo em|
cascata

100 % de ar, 0 % de N2

90 % de ar, 10 % de N2

Microaerdbico [0 % de DO nenhum controle dei80 % de ar, 20 % de N2
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retroalimentag¢do de DO 65 % de ar, 35 % de N2
:-:):: de agitagdo fixada em 400 50 % de ar, 50 % de N2
50 % de ar, 50 % de N2
35 % de ar, 65 % de N2
7 . 20 % de ar, 80 % de N2
itaca 400
Anaerdbico Nenhum anTaxa de agitagio fixada em 0% de ar, 100 % de N2
fornecido rpm

As densidades de célula e o consumo de etanol foram
monitorados pela amostragem duas vezes ao dia. Em cada ponto de tempo, 1
ml de amostras de caldo foi coletado e diluido 1:100 em agua e a densidade
de célula foi medida usando um espectrofotometro ajustado a 600 nm de
comprimento de onda. |

Os niveis de etanol e Famneseno produzidos foram
quantificados como descrito no Exemplo 8 exceto que a amostra de oleato de
metila foi diluida em acetato de etila até uma dilui¢do 1:400 final ao invés de
diluigdo 1:4000.

A Figura 10A mostra as concentragdes de DO nas varias
fermentagSes da cepa hospedeira Y283. Como mostrado nas Figuras 10B e
10C, na cepa Y283 a disponibilidade de oxigénio aumentada na cultura levou
ao crescimento de célula aumentado, taxa aumentada de conversdo de glicose
para etanol e taxa aumentada de deple¢do de etanol do meio. Embora o
crescimento, formagdo de produto e consumo de etanol pela cepa Y283 foram
maiores nas culturas totalmente aeradas (DO de 40 %), elas atingiram o plato
depois de 24 horas. Como mostrado na Tabela 17, a taxa de consumo de
etanol por célula para todos os processos microaerdbicas foi entre 0,40 e 0,72
g de etanol/g de DCW/dia. Como mostrado na Figura 10D, o melhor
rendimento de amorfa-4,11-dieno em relagdo a entrada de carbono foi
observado a 80 % de ar e 20 % de Nitrogénio.

PAGINA INTENCIONALMENTE DEIXADA EM BRANCO

Tabela 17 - Taxa de utilizacdo de etanol especifica (EUR) para fermentacdes

microaerdbicas

~ , EUR de Y283 IEUR de Y352
azdo de Gas

(g de etanol / g de DCW / dia) (g de etanol / g de DCW / dia)
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100 % de N2 0,42

80 % de N2 0,40

65 % de N2 0,42 0,42
50 % de N2 0,65 0,69
50 % de N2 0,58

35 % de N2 0,54

20 % de N2 0,57

10 % de N2 0,60

0 % de N2 0,72 0,88
[EUR foi calculado a partir do etanol medido no pico para o etanol medido mais baixo para 4
fermentacdo.

Como mostrado nas Figuras 10E e 10F, na cepa Y352 a
disponibilidade de oxigénio aumentado na cultura leva ao crescimento de
célula aumentado, taxa aumentada de conversdo de glicose para etanol e taxa
aumentada de deplecdo de etanol do meio. Como mostrado na Tabela 17, a
taxa de consumo de etanol por célula para os dois processos microaerdbicos
testados foi entre 0,42 e 0,88 g de etanol/g de DCW/dia. Como mostrado na
Figura 10G, embora rendimento levemente mais alto de Farneseno na entrada
de carbono foi observado a 100 % de ar, a produgdo continuou em um periodo
de tempo mais longo nas culturas microaerdbicas.

Exemplo 10

Este exemplo descreve a produgdo de amorfa-4,11-dieno pelas
células hospedeiras em culturas de frasco agitado com restrigdo de carbono e
fosfato.

Uma solugdo de estoque de enzima de amiloglicosidase
(glicoamilase) foi preparada dissolvendo-se amiloglicosidase sélida (Sigma
A7420-100MG) em tampdo de succinato 0,5 M (pH 5,0) para uma
concentragdo de enzima final de 100 U/ml e esterilizando por filtragdo a
solucgao.

Uma cultura de semente de Y337 foi preparada pela
inoculag¢do de 1 ml de células Y337 congeladas em um frasco de 250 ml com
defletor contendo 50 ml de meio de semeadura restrito em fosfato (Tabela
18). A cultura de semente foi cultivada durante a noite a 30° C e 200 rpm.

Tabela 18 — Meio de Cultura em frasco agitado restrito em fosfato
IComponente Meio de [Meio de Produgdo (ml/L) |
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semeadura (ml/L)
Agua de torneira 350 250
2X base de batelada * 500 500 (nenhum KH,PO,)
Solu¢do de vitamina de levedura 12 12
(Tabela 9)
Solugdo de metal trago de T h ,\
levedura (Tabela 9) Y 16
succinato (0,5 M, pH 5,0)
(Tabela 7) 100 100
glicose-H,O (715 g/L) 30 0
(Tabela 7)
Maltrin M-150 (500 g/L) 0 100
Galactose (250 g/L) 0 20
Metionina (25 g/L) 0 10
a) 1 g/L de KH,PO,4, 30 g/L de (NH,),SO; e 12,3 g/L de MgSO4*7H,O (nota:
nenhum aquecimento durante a mistura)

A cultura de semente de Y337 foi usada para inocular diversos
frascos agitados de 250 ml com defletor a uma ODp, de partida de 0,05. Os
frascos de produgdo contiveram 40 ml de meio de produgdo restritos em
fosfato (Tabela 18). KH,PO, foi adicionado a cada frasco a partir de uma
solu¢do de estoque de 100 g/L esterilizada por filtragdo até concentragdes
finais de 0,1, 0,25, 0,5, 0,8, 2 e 8 g/L. Antes da inoculagéo, 80 pul de solugédo
de estoque esterilizada por filtragdo recém descongelada de amiloglicosidase
a 100 U/ml foram adicionados a cada frasco (concentragdo final de 0,2 U/ml).
Os frascos de produgdo foram incubados a 30° C e 200 rpm por até 3 dias.
Durante o curso do periodo de cultura, a glicose foi liberada pela glicoamilase
na taxa constante de aproximadamente 20 mg/hora.

Os titulos de amorfa-4,11-dieno foram determinados
transferindo-se 2 a 10 ul da cobertura de oleato de metila para um frasco de
vidro limpo contendo 500 pl de acetato de etila reforcado com beta- ou trans-
cariofileno como um padrio interno e analisando as amostras de acetato de
etila como descrito no Exemplo 4.

Como mostrado na Figura 11, os titulos de amorfa-4,11-dieno
globais foram comparaveis em todas as concentragdes de fosfato testadas

exceto a mais baixa (0,1 g/L), mas o crescimento da célula foi limitado nas

concentracdes de fosfato mais baixas, traduzindo em produgdo por célula
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aumentada de amorfa-4,11-dieno nas concentragdes de fosfato mais baixas.

Exemplo 11
Este exemplo descreve a produgdo de amorfa-4,11-dieno pelas
células hospedeiras na AcH Jimentado
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com restri¢do de fosfato e uma alimentagéo de glicose.

As culturas de semente Y337 foram preparadas e usadas para
inocular biorreatores contendo meio de batelada restrito em fosfato (Tabela
19) como descrito no Exemplo 3. As fermentagdes foram realizadas e as
amostras foram analisadas, essencialmente como descrito no Exemplo 4 com
as seguintes modificagoes.

A cultura de biorreator foi deixada crescer até que a glicose no
meio de batelada estivesse esgotada, ponto no qual, uma alimentagdo
exponencial foi iniciada para o que meio de alimentagdo de glicose restrito em
fosfato (Tabela 19) foi bombeado para dentro dos biorreatores na taxa

definida pelas seguintes equagdes:
F= y”msaeum(f-',)

V= Vn + VAlimentagﬁo

F ¢ a taxa de fluxo de massa de substrato (g/h), V € o volume
de liquido no biorreator em um dado tempo (L), Sgp € a concentragdo de
substrato no meio de batelada (19,5 g/L), p«: € a taxa de alimentagdo
especifica (0,087 h™") t é a idade do lote (h), t, é a idade do lote quando a
alimentagdo foi iniciada (h), V, € o volume inicial no biorreator € Veeq € 0
volume total de alimentag¢do adicionado ao biorreator em um dado tempo (L).
A alimentagdo exponencial continuou até que a razdo de F/V atingiu uma taxa
de alimentag@o pré-ajustada maxima (Tabela 20). Depois de atingir esta taxa
de alimentagdo maxima, a razdo de F/V foi mantida constante durante o testo
do processo a uma taxa de alimentac¢do pré-ajustada estacionaria. Entretanto,

porque o volume (V) continuasse a aumentar conforme mais alimentagéo foi
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adicionada ao biorreator, a taxa de fluxo de massa de substrato (F) continuou
a aumentar até que o volume atingiu o volume de trabalho maximo do

biorreator (aproximadamente 3 vezes o volume de partida). Durante o resto do

processo, o volume do biorrea
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de célula continuamente do reator e a taxa de fluxo de massa de substrato (F)
foi mantida constante. A Figura 12A mostra o perfil da taxa de alimentacgdo de
glicose da fermentacdo.

Tabela 19 — Meio de biorreator restrito em fosfato

. . Meio de Meio de
Meio de Meio de . - . <
IComponente a) vy JAlimentagdo defAlimentagdo
Semeadura ¥ [Batelada 3 5 )
Glicose isto
elicose (g/L) 20 19,5 578 425
(NH.,),SO;, (g/L) 15 15 0 0
Ver as Ver a Tabela [Ver a Tabela
1 Tabelas ho b1
KH,PO, (g/L) R0 e 21
MgSO,*7H,0 (g/L) 6,15 6,15 5,12 5,12
K>SO, (g/L) 0 0 3,5 3,5
Na,SO, (g/L) 0 0 0,28 0,28
Solugdo de vitamina de levedura (ml/L)
(Tabela 9) 12 12 12 12
Soluciio de metal trago de levedura
(ml/L) (Tabela 9) 10 10 10 10
g;lccmato (0,5 M, pH 5,0) (ml/L) (Tabela| 100 0 0 0
95 % (v/v) etanol (ml/L) 0 0 0 237

A produgdo de amorfa-4,11-dieno foi induzida em uma ODy,
de aproximadamente 50.

Como mostrado na Tabela 20 e Figura 12B, fornecendo 8 g/L
de KH,PO,4 no meio de batelada e nenhum fosfato no meio de alimentagdo
mostrou a melhor producdo de amorfa-4,11-dieno a 5,52 g/L.. Sob estas
condi¢des, o fosfato no meio de batelada foi consumido em 40 horas e o
crescimento de célula foi consequentemente restrito (isto €, menos carbono
foi para a biomassa e mais carbono foi para a produgdo de amorfa-4,11-dieno)
(Figura 12C).

Tabela 20 - Producdo de amorfa-4.11-dieno pela cepa Y337 com

alimentacdes de glicose e restrigdio de fosfato
[Lote |Alimentagio [Taxa de] [Tempo para oMaxima [Titulo Maximo |
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KH,PO, de alimenta¢do [Taxa detitulo Max (h)|JOD (g/L)
(g/L) KH,PO, maxima alimentagdo
g/L) (g/h/L) ? estaciondria
(g/h/L) ®

8 9 10 10 114,86 360 2

8 4,5 10 10 95,62 307 1.92
| 8 0 10 10 0566 D31 5,52
:% 6 0 10 10 78,30 246 4,2

6 2 10 10 88,98 307 4,36

6 2 10 10 89,21 263 3,91

6 2 10 5 119,73 274 2,98

a) g/h/L € g de substrato/ h/ L de volume de biorreator.

Exemplo 12
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Este exemplo descreve a producdo de amorfa-4,11-dieno pelas
células hospedeiras na fermentagdo de lote alimentado, restrito em carbono
com restri¢do de fosfato e uma alimentagéo de glicose/etanol misto.

As cultura de semente Y337 foram preparadas e usadas para
inocular biorreatores contendo meio de batelada restrito em fosfato (Tabela
19) como descrito no Exemplo 3. As fermentagdes foram realizadas e as
amostras foram analisadas, essencialmente como descrito no Exemplo 4 com
as seguintes modificagoes.

Durante a fase inicial da fermenta¢do, um pouco da glicose no
meio de batelada foi convertida para etanol. A cultura de biorreator foi
deixada crescer até que a glicose e o etanol no meio de batelada estivessem
esgotados, ponto no qual, uma alimenta¢do exponencial foi iniciada para o
que meio de alimentagdo misto restrito em fosfato (Tabela 19) foi bombeado

no biorreator na taxa definida pelas seguintes equagdes:

F =Vpu,S,e* "

V= V° + VA]j.mentaqu

F € a taxa de fluxo de massa de substrato (g/h), V € o volume
liquido no biorreator em um dado tempo (L), Sg € a concentragdo de substrato
no meio de batelada (20 g/L), | € a taxa de alimentagdo especifica (0,087 h’
", t é a idade do lote (h), t, ¢ a idade do lote quando a alimentagdo foi iniciada

(h), V, é o volume inicial no biorreator e V é o volume total de alimentagdo
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adicionada ao biorreator em um dado tempo (L). A fase de alimentagdo
exponencial continuou até que a razio de F/V atingiu uma taxa de

alimentagdo pré-ajustada maxima em unidades de g de substrato/ h/ L de

F/V foi mantida constante durante o resto do processo a uma taxa de

alimentacdo pré-ajustada estacionaria (Tabela 21).

A produc¢io de amorfa-4,11-dieno foi induzida a uma ODggy de
aproximadamente 50.

Como mostrado na Tabela 21 e Figura 13A, fornecendo 8 g/L
de KH,PO,; no meio de batelada e 0 a 0,5 g/ de KH,PO4 no meio de
alimentag@o mostrou a melhor produgdo de amorfa-4,11-dieno acima de 26 a
27 g/L. Sob estas condig¢des, o fosfato no meio de batelada foi consumido em
40 horas e o crescimento de célula foi consequentemente restrito (isto é,
menos carbono foi para a biomassa e mais carbono foi para a producio de
amorfa-4,11-dieno) (Figura 13B). Comparado a 0 g/l de KH,PO, no meio de
alimentagdo, 0,5 g/ de KH,PO, no meio de alimentagdo deixou o
crescimento de célula e a produgéo de amorfa-4,11-dieno continuar por um
adicional de 24 horas.

Tabela 21 - Producdo de amorfa-4.11-dieno pela cepa Y337 com

alimentacdes mistas e restricdo de fosfato

Lote de |Alimentag¢do [Taxade Taxa de Tempo para
KH,PO, [KH,PO, Alimentagdo {Alimentagdo | - ml‘(’) Para iop Titulo
(g/L) (g/L) Méxima [Estacionaria Méximo (h) Maxima [Maximo
(e/h/)?  (g/hi)? (/L)
8 9 8,6 8,6 118,17 329 12,69
8 9 8,6 4,3 04,85 205 10,31
8 0 8,6 8,6 06,83 201 27,36
4 0 8,6 8,6 67,17 168 9,68
8 0 8,6 4,3 120,20 209 16,27
4 0 8.6 4,3 120,20 181 17,94
8 0 8,6 8,6 95,93 212 18,07
8 0,5 8,6 8,6 120,33 209 26,23
8 0 10 10 96,13 213 14,55
10; caiu para
8 0,5 10 b.5 em 67 h 145,16 204 18,38
8 1 10 10 97,69 287 13,15
a) g/h/L € g de substrato/ h/ L de volume de biorreator.
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Exemplo 13

Este exemplo descreve métodos para gerar cepas hospedeiras

de Escherichia coli que abrigam sequéncias de nucleotideo heterdlogas que
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integradas em seus genomas.

As integragdes genOmicas foram realizadas usando uma
variagdo do procedimento resumido por Datsenko & Wanner ((2000) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 97: 6640-6645). O método utiliza plasmideos que
compreendem um cassete de promotor T7-gene de interesse-FRT-Kan-FRT.
O cassete ¢ flanqueado em cada lado por aproximadamente 100 nucleotideos
que sdo homologos as regides que flanqueiam o local gendmico alvejado para
a integragdo do cassete. As regides flanqueadoras sdo criadas pela
amplificagdo pela PCR do cassete usando iniciadores que compreendem um
trecho de aproximadamente 30 nucleotideos que € homologo a extremidade 3’
ou 5’ do cassete e um outro trecho de aproximadamente 50 nucleotideos que é
homélogo a regido que flanqueia o local gendmico (Figura 14). O produto de
PCR resultante é usado como o padrio em uma 2° reagdo de PCR que
adiciona mais 50 nucleotideos de homologia com a sequéncia flanqueadora
em cada extremidade do cassete (Figura 14). O cassete com as suas
sequéncias flanqueadoras € eletroporado em células de Escherichia coli
eletro-competente que carrega um plasmideo que codifica a proteina Red
recombinase. As colOnias resistentes a Canamicina (“Kan”) sdo triadas pela
PCR de col6nia. Os recombinantes positivos sdo tratados com fago Pl e a
integracdo € transferida a uma cepa fresca via transducdo de P1. A cepa
resultante € transformada com um plasmideo que codifica a FLP recombinase,
a atividade da qual faz com que o gene Kan seja excisado do cassete,
deixando atras o promotor T7-gene de interesse no local genémico alvejado.
A cepa hospedeira final € curada da FLP recombinase.

Aplicando o método descrito, a cepa B 1060 hospedeira foi
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gerada pela integracdo de um fragmento de DNA que codifica uma [3-
Farneseno sintase (“FS”) no operon Lac de Escherichia coli cepa B 1021

(MM294(DE3)(T1R)). Para esta finalidade, a cepa MM294 de Escherichia

oli (A 6 oi—feita D asando—o- kit de lisogenizacio DE
(Novagen, Darmstadt, Alemanha) e foi feita resistente ao fago T1 cultivando
a cepa na presenga de fago T1 em excesso, produzindo assim a cepa B1021.
Um cassete FRT-Kan-FRT foi inserido usando uma modifica¢do da
metodologia QuikChange (Geiser et al. (2001) Biotechniques 31: 88-92) no
plasmideo de expressdo pAM454, que codifica a B-Farneseno sintase de
Artemisia annua (Nimero de acesso no GenBank AY835398), otimizada no
codon para a expressdo em Escherichia coli, sob o controle do promotor T7,
produzindo assim o plasmideo de expressio pAM617. Porque o cassete T7-
FS-FRT-Kan-FRT em pAM617 ja € flanqueado pelas sequéncias dos locais
mhpR e cynX (SEQ ID NO: 70), apenas uma rodada de amplifica¢do pela
PCR foi necessaria para criar 100 sequéncias de nucleotideo homoélogas as
sequéncias de mhpR ou cynX que flanqueiam o operon Lac. As células
hospedeiras MM294(DE3) que abrigam o plasmideo de expressdo pAMS8
(codifica a Red recombinase) foram cultivadas a 30° C em meio LB contendo
50 pg/ml de carbenicilina e 1 mM de arabinose a uma ODgy de 0,6. As
células foram colhidas, tornadas eletro-competentes e transformadas com o
produto de PCR. As coldnias foram obtidas depois de 2 dias de crescimento a
30° C em LB agar contendo 50 pg/ml de canamicina e o integrante correto foi
selecionado pela PCR de col6nia. A integra¢do foi transferida para uma cepa
hospedeira B1021 (MM294(DE3)(T1R)) via transdu¢do de P1 e a cepa
resultante foi feita competente e foi transformada com o plasmideo de
expressdo pAMS89 (codifica a FLP recombinase). As colonias foram obtidas
depois de 2 dias de crescimento a 30° C em LB agar contendo 50 pg/ml de

carbenicilina. Uma col6nia foi isolada e cultivada a 42° C em meio LB para

perder o plasmideo pAM89, produzindo a cepa B 1060 (MM294(DE3)T1R)
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lac::T7-FS).
A cepa hospedeira B 1061 foi gerada pela integragdo de um

fragmento de DNA que codifica uma mevalonato cinase (“MK”) dentro do

10

15

| 20

25

operon ackpta da ce afinalidade, um
fragmento de DNA que codifica a mevalonato cinase de Saccharomyces
cerevisiae, otimizado no cddon para a expressdo em Escherichia coli (SEQ 1D
NO: 71), foi inserido nos sitios de restricdo Ndel BamHI do plasmideo
pAM618. O plasmideo pAM618 compreende um promotor T7 seguido por
um sitio de clonagem mulitiplo (MCS) e um cassete FRT-KanR-FRT (SEQ ID
NO: 72, Figura 15). O cassete T7-MK-FRT-Kan-FRT resultante foi colocado
através de duas rodadas de amplificagdo pela PCR como descrito acima para
criar 100 sequéncias flanqueadoras de nucleotideo homologas ao operon ack
pta. O produto de PCR final foi introduzido na cepa B1021 de Escherichia
coli como descrito acima, produzindo a cepa B1061 (MM294(DE3)TI1R)
ackpta::T7-MK). A integragdo também foi transferida para a cepa hospedeira
B 1060, produzindo a cepa B 1124 (MM294(DE3)(TIR) lac::T7-FS
ackpta:: T7-MK).

A cepa hospedeira B1062 foi gerada pela integracdo de um
fragmento de DNA que codifica uma fosfomevalonato cinase (“PMK”) no
local poxB da cepa B 1021 de Escherichia coli. Para esta finalidade, um
fragmento de DNA que codifica a fosfomevalonato cinase de Saccharomyces
cerevisiae, otimizada no codon para a expressdo em Escherichia coli (SEQ ID
NO: 73), foi inserida nos sitios de restricdio Ndel BamHI do plasmideo
pAM618. O cassete T7-PMK-FRT-Kan-FRT resultante foi colocado através
de duas rodadas de amplifica¢do pela PCR como descrito acima para criar 100
sequéncias flanqueadoras de nucleotideo homologas ao local poxB. O produto
de PCR final foi introduzido na cepa B 1021 de Escherichia coli como
descrito acima, produzindo a cepa B1062 (MM294(DE3)(T1R) poxB::T7-
PMK).
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A cepa hospedeira B 1273 foi gerada pela integragdo de um
fragmento de DNA que codifica uma HMG-CoA redutase (“HMGR”) no
local IdhA da cepa B1021 de Escherichia coli. Para esta finalidade, um

fragmento de DNA que codifica o-HMGR de Staphilecoccus—aureus (mva;—

10

15

20

Nitimero de acesso no GenBank BA000017, REGIAO: 2688925..2687648) foi
inserido nos sitios de restrigdo EcoRI BamHI do plasmideo pAM618 depois
de tratar o sitio de restrigdo EcoRI com o fragmento Klenow. O cassete de
restricido T7-mvaA-FRT-Kan-FRT resultante foi colocado através de duas
rodadas de amplificagdo pela PCR como descrito acima para criar 100
sequéncias flanqueadoras de nucleotideo homdlogas ao local IdhA. O produto
de PCR final foi introduzido na cepa B1021 de Escherichia coli como
descrito acima, produzindo a cepa B1273 (MM294(DE3)(T1R) IdhA::T7-
mvaA).

Embora muitos exemplos especificos tenham sido fornecidos,
a descrigdo acima ¢é intencionada a ilustrar ao invés de limitar as formas de
realizagdo aqui fornecidas. Muitas varia¢des das formas de realizagdo tornar-
se-30 evidentes aqueles habilitados na técnica na revisdo deste relatorio
descritivo. O escopo das formas de realiza¢do, portanto, deve ser determinado
ndo com referéncia a descri¢do acima, mas ao invés deve ser determinado
com referéncia as reivindicagdes anexas junto com seu escopo completo de

equivalentes.
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REIVINDICACOES

I. Método para produzir um composto isoprendide,

caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) obter cé€lulas hospedeiras que sdo capazes de fabricar o
composto isoprendide, em que cada célula hospedeira compreende uma
sequéncia de 4cido nucléico heter6loga compreendendo as SEQ ID NOs: 1 a
5;

(b) cultivar as células hospedeiras em um meio
compreendendo uma fonte de carbono sob condi¢des limitadas de oxigénio,
em que a concentragao de oxigénio dissolvido no meio esta entre 0% e 20%; e

(c) recuperar o composto isoprendide produzido pelas células
hospedeiras do meio, em que as c€lulas hospedeiras sao células de levedura.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que a fonte de carbono compreende uma fonte de carbono ndo etanol
que € convertida pelas células hospedeiras em etanol.

3. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que a fonte de carbono compreende etanol que é exogenamente
fornecido ao meio.
4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a

3, caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras sio mantidas em

condicoes que incluem limitagcdo de oxigénio por entre 4 horas e 12 dias.

5. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que as células hospedeiras sdo S. cerevisiae.
6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a

5, caracterizado pelo fato de que a concentragdo de oxigénio dissolvido no

meio estd entre 0% e 15%.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

6, caracterizado pelo fato de que a concentracdo de oxigénio dissolvido no

meio € de 0% ou ndo pode ser detectada.

Peticao 870180147933, de 05/11/2018, pag. 12/13
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8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1 a

7, caracterizado pelo fato de que o isoprendide € selecionado do grupo que

consiste de um hemiterpeno, monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno,
triterpeno, tetraterpeno, € politerpeno.
5 9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a

8, caracterizado pelo fato de que o isoprendide € um isoprendide Cs-Cyy.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 8, caracterizado pelo fato de que o isoprendide € selecionado do grupo que

consiste de abietadieno, amorfadieno, careno, a-farneseno, [-farneseno,
10 farnesol, geraniol, geranilgeraniol, isopreno, linalool, limoneno, mirceno,
nerolidol, ocimeno, patchoulol, B-pineno, sabineno, y-terpineno, terpinoleno e

valenceno.

Peticao 870180147933, de 05/11/2018, pag. 13/13
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