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(57) Resumo: NOVOS GENES UTEIS PARA A PRODUGAO
INDUSTRIAL DE ACIDO CITRICO. A presente invencgéo relaciona-se
a genes recém identificados que codificam proteinas que séo
envolvidas na biossintese de acido citrico. A invengdo também
apresenta polinucleotideos que compreendem as sequéncias de
polinucleotideos de comprimento total dos novos genes e fragmentos
destas, os novos polipeptideos codificados pelos polinucleotideos e
fragmentos destes, bem como seus equivalentes funcionais. A
presente invengdo também se relaciona ao uso dos referidos
polinucleotideos e polipeptideos como ferramentas biotecnolégicas na
produgéao de acido citrico a partir de microorganismos, em que uma
modificagdo dos referidos polinucleotideos e/ou polipeptideos
codificados tem um impacto direto ou indireto sobre o rendimento,
produgéao e/ou eficiéncia de produgéo do produto de fermentagéo no
referido microorganismo. Também séao iricluidos métodos/processos
de uso dos polinucleotideos e sequUéncias de polinucleotideos
modificadas para transformar microorganismos hospedeiros. A
invengdo também se relaciona a microorganismos geneticamente
construidos e a seu uso para a produgéo de acido citrico.
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NOVOS GENES UTEIS PARA A PRODUCAO INDUSTRIAL DE ACIDO
ciTrICO

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo relaciona-se a genes recém
identificados que codificam proteinas que sdo envolvidas na
biossintese de  &cido citrico. A invengdo também apresenta
polinucleotideos que compreendem as sequéncias de
polinucleotideos de comprimento total dos novos dgenes e
fragmentos destas, os novos polipeptideos codificados pelos
polinucleotideos e fragmentos destes, Dbem como seus
equivalentes funcionais. A presente invengdo também se
relaciona ao uso dos referidos polinucleotideos e
polipeptideos como ferramentas biotecnolégicas na produgao
de &cido citrico a partir de wmicroorganismos, em gque uma
modificagado dos referidos polinucleotideos e/ou
polipeptideos codificados tem um impacto direto ou indireto
sobre o rendimento, producdo e/ou eficiéncia de produgdo do
produto de fermentagdo no referido microorganismo. Também
sdo incluidos métodos/processos de uso dos polinucleotideos
e sequéncias de polinucleotideos modificadas para
transformar microorganismos hospedeiros. A invengdo também
se relaciona a microorganismos geneticamente construidos e
a seu uso para a produgdo de acido citrico.

FUNDAMENTO DA INVENCAO

Acido citrico (acido 2-hidroxi-propano-1,2,3-
tricarboxilico) é conhecido <como um &cido organico
industrialmente importante que é usado, por exemplo, como
aditivo alimentar, conservante ou como estabilizante de
6leos e gorduras devido a sua capacidade de formar complexo

de ions de metal pesado como cobre e ferro. Originalmente,

02005010 76852 7



10

20

25

30

2/94

ele tem sido isolado de plantas citricas. A sintese quimica
de A&cido citrico é também possivel, no entanto, nao
totalmente adequada para produgdo industrial devido aos
materiais brutos caros e a um processo complicado com baixo
rendimento.

Portanto, nas UGltimas décadas, outras abordagens para
manufaturar &acido citrico foram investigadas com o uso de
conversdes microbianas, que podem ser mais econdmicas, bem
como ecoldgicas.

A produgdo de &cido citrico a partir de varios
substratos que incluem glicose ou sacarose foi relatada em
varios microorganismos, como fungos, incluindo leveduras,
com o uso de diferentes métodos de cultivo. Exemplos de
fungos conhecidos capazes de produzir diretamente &acido
citrico incluem, por exemplo, cepas do género de
Aspergillus, em particular A. niger, ou leveduras como
Yarrowia, em particular Yarrowia lipolytica.

A conversao de um substrato, por exemplo,
carboidratos, em 4&cido citrico pode envolver varias e
diferentes vias metabdlicas, e envolve varias etapas
enzimdticas para gerar A4cido citrico. Além disso,
transportadores também podem ter um importante papel na
eficiente convers3o de um substrato em &cido citrico.

Proteinas, em particular transportadores, que s3do
ativas no transporte de substdncias como carboidratos como,
por exemplo, glicose ou &alcoois de aglcar, carboxilatos,
minerais, compostos téxicos como oxigénio reativo, e
compostos relacionados sobre uma membrana, sdo aqui
referidas como estando envolvidas no Sistema de Transporte.

Esse transporte pode ser no citosol, no interior/exterior
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de uma mitocdndria, vacuolo, reticulo endoplasmatico,
peroxissomo, ou por toda uma outra barreira de membrana.
Tais proteinas s3o aqui abreviadas como proteinas TS e
trabalham na sintese de &acido citrico ou tém uma fungdo no
processo celular de sintese de acido citrico.

Proteinas TS sd3o em geral ligadas a membrana ou sdo
associadas a estruturas ligadas a membrana e sdo funcionais
como proteinas Gnicas ou como subunidades em complexos de
proteina como permeases ou transportadores ativos.
Proteinas TS sd3o conhecidas por serem responsaveis pela
facilitacdo seletiva, ajudando ou permitindo o transporte
de compostos como agucares, alcoois de aglcar,
carboxilatos, minerais, compostos tdéxicos por todas as
membranas celulares, periplasmatica ou vacuolar
mitocondrial, do reticulo endoplasmatico ou peroxissomal.

Proteinas TS podem ser divididas em varios tipos com
base em seus mecanismos. A primeira classe de
transportadores, também chamada canais de ion, usa energia
da forca de motora de prbéton para transportar moléculas
contra um gradiente de concentragdo. Esses sistemas de
symport e antiport ligam o movimento de duas diferentes
moléculas por todas as membranas (via permeases que tém
dois sitios de ligagdo separados para as duas diferentes
moléculas); em symport, ambas moléculas sdo transportadas
na mesma direg¢do, enquanto, em antiport, uma molécula &

importada enquanto a outra é exportada.

Uma classe adicional de transportadores, também
chamada “transportadores secundarios”, o sistema de
fosfotransferase (PTS), é energizada pela transferéncia de

um grupo fosfato de alta energia de fosfoenolpiruvato,
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através de varios componentes de proteina, para o substrato
que é fosforilado apds import como sua forma de fosfoéster.
Transportadores de ion desse grupo facilitam a difusdo pela
membrana, como, por exemplo, a familia de facilitador de
difusdo de cAtion (CDF) ou 4&nions de troca como, por
exemplo, a familia de troca de &nions (AE). O grupo da
superfamilia principal de facilitador (MFS) contém varios
transportadores de aglcar importantes.

Uma classe adicional de transportadores liga a
hidrélise de ATP a translocagdo de substrato. Esses
sistemas sdo denominados os transportadores de tipo de
cassete de ligagd3o de ATP (ABC). O sistema de transporte de
ABC consiste em uma proteina de 1ligagdo especifica a
substrato que estd localizada no periplasma em bactérias
gram-negativas ou que é associada & membrana em bactérias
gram-positivas,um dominio de membrana integral e um dominio
de hidrélise de ATP de face citoplasmatica.

Uma descricdo mais detalhada de sistemas de transporte

de membrana pode ser encontrada em: Bamberg, E. e cols.

(1993) “Charge transport of ion pumps on 1lipid bilayer
membranes”, Q. Rev. Biophys. 26:1-25; Findlay, J.B.C.
(1991) “Structure and fungdo de membrane transport

systems”, Curr. Opin. Struct. Biol. 1:804-810; Higgins,
C.F. (1992) “ABC transporters from microorganism to man”
Ann. Rev. Cell Biol. 8:67-113; Gennis, R.B. (1989) “Pores,
channels and transporters” em: Biomembranes, Molecular
Structure and Function, Springer, Heidelberg, p. 270-322;
Nikaido, H. & Saier H. (1992) *“Transport proteins in
bacteria: common themes in their design” Science 258:936-

942.
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Preferivelmente, as proteinas TS ou subunidades de
tais proteinas que tém atividade ou que estdo envolvidas na
sintese de &acido citrico a partir de um carboidrato sao
selecionadas do grupo que consiste em transportadores de
hexose, transportadores de 1ion, quinases, permeases,
symporters, antiporters, carreadores de mitocdndria como
proteinas de transporte de citrato ou carreadores de
tricarboxilato, supressores para histonas mitocondriais e
transportadores de metal como transportadores de manganés
ou proteina de resisténcia a manganés ou transportadores de
ferro.

Proteinas, em particular enzimas, que estdo envolvidas
na sintese de citrato como enzimas que fazem parte na TCA,
como, por exemplo, enzimas que catalisam a condensagdo de
acetil-CoA com oxaloacetato para formar &acido citrico, sao
aqui referidas como estando envolvidas no sistema de
sintese de citrato e abreviadas como proteinas CS que
trabalham na sintese de &cido citrico.

Preferivelmente, as proteinas CS ou subunidades de
tais proteinas que tém atividade ou que estdo envolvidas na
sintese de citrato sdo selecionadas do grupo que consiste
em sintases de citrato, sintases de citrato glioxissomais,
aconitases, aconitato hidratases ou hidrolilases, e 6-
fosfofrutoquinases.

Proteinas, em particular, enzimas que estdo envolvidas
em reac¢des laterais como, por exemplo, superdxido dismutase
mitocondrial Mn-dependente (MnsSoOD) , genes que estao
envolvidos nas chamadas “vias de by-pass” da via de sintese
de acido citrico como, por exemplo, oxaloacetato

hidrolases, glicose oxidase e/ou &cido glicolato (oxido-
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) redutases, podem ter influéncia no processo celular de
sintese de acido citrico. Tais enzimas sdo aqui abreviadas
como proteinas BS ou enzimas BS.

A producdo de &cido citrico com o uso de cepas de
Aspergillus foi relatada previamente (veja, por exemplo,
Karaffa e Kubicek, Appl Microbiol Biotechnol, 61:169-196,
2003). No entanto, os rendimentos e/ou produtividade da
producdo de &cido citrico como conhecida na técnica prévia
ainda podem ser melhorados, o que & um objetivo da presente
invencdao.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

Figura 1: mapa de plasmideo do vetor de substituigdo
de gene BS08 pGB DEL-SODA.

Esse plasmideo é usado para o rompimento do gene BS08.
Indicadas sd3o as regides de flanqueamento 5' BS08 (mostrada
como 5' sodA) e as regibes de flanqueamento 3' BS08
(mostrada como 3' sodA) em relagdo ao marcador amdS. As
seqiiéncias dos fragmentos BS08 3' sobrepdem pelo menos umas
centenas em sequéncia. O DNA de E. coli foi removido por
digestdo com enzimas de restrig¢do BstBI e Xmal, antes da
transformacdo das cepas de A. niger.

Figura 2: representagdo esquemdtica de delegdo do gene
BSO08.

Uma construcdo de DNA 1linear de pGBDEL-SODA, que
compreende o marcador de selegdo amdS flanqueada por
regides homdélogas (5' e 3') do gene BS08 (1), se integra
através de recombinacdo homdéloga dupla (X) no 1ldcus
gendmico BS08 (2) e substitui a cbpia de gene gendmico BS08
(3). Subseqlientemente, a recombinagdo nas repeticdes

diretas (U) remove o marcador amdS, resultando em excisdo
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precisa do gene BS08 (4).

Figura 3: mapa de plasmideo de vetor de expressao
pPGBFIN-23.

Esse & um exemplo de um vetor de expressdao com base em
pPGBFIN, como pGBFIN-23. Sdo indicadas as regiles de
flanqueamento glaA em relagdo ao promotor glaA e sitio de
clonagem HindIII-XhoI para um gene de interesse. O DNA de
E. coli pode ser removido por digestdo com enzima de
restricdo NotI, antes da transformagdo das cepas de A.
niger.

Figura 4: mapa de plasmideo de vetor de expressao
PGBTOPGLA-1.

Esse & um exemplo de um vetor de expressdo com base em
pGBTOP. E indicado o mapa de plasmideo de pGBTOPGLA-1, que
é um vetor de expressdo integrativo que contém um promotor
em associacido de operagdo com uma sequéncia codificadora de
um gene de interesse.

Figura 5: mapa de plasmideo de vetor de superexpressao
PGBFINMNR-1.

Esse plasmideo compreende o gene TS08, que € mostrado
como mnrl. S3o indicadas as regides de flanqueamento glaaA
em relagdo ao promotor glaA e a insergdo que codifica a
proteina de resisténcia a manganés da invengdo no sitio de
clonagem HindIII-XhoI. O DNA de E. coli pode ser removido
por digestd3o com enzima de restrigdo NotI, antes da
transformacdo das cepas de A. niger.

Figura 6: Performance de cepas de superexpressdo em
fermentag¢do de superficie.

S3do indicadas as cepas da Tabela 2, fermentadas como

descrito no Exemplo 4. A performance das varias cepas €
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mostrada como o rendimento da produgdo de &acido citrico
comparada ao rendimento da cepa WT3, que foi ajustado a
100%.

Figura 7: Performance de cepas de superexpressdao em
uma base rompida BS08 em fermentagdo de superficie.

S3o indicadas as cepas da Tabela 2, fermentadas como
descrito no Exemplo 4. A performance das varias cepas €
mostrada como o rendimento da produgdo de &acido citrico
comparada ao rendimento da cepa WT3, que foi ajustado a
100%.

Figura 8: Performance de cepas de superexpressdo em
fermentacdo submersa. Sdo indicadas as cepas da Tabela 2,
fermentadas como descrito no Exemplo 5. A performance das
varias cepas €& mostrada como o rendimento da produgdo de
dcido citrico comparada ao rendimento da cepa WT3, que foi
ajustado a 100%.

Figura 9: Performance de cepas de superexpressdo em
uma base rompida BS08 em fermentagdo submersa.

S3o indicadas as cepas da Tabela 2, fermentadas como
descrito no Exemplo 5. Sdo indicadas as cepas da Tabela 2,
fermentadas como descrito no Exemplo 5. A performance das
varias cepas é mostrada como o rendimento da produgdo de
dcido citrico comparada ao rendimento da cepa WT3, que foi
ajustado a 100%.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

De modo surpreendente, constatou-se agora gue as
proteinas codificadas por polinucleotideos que té€m uma
sequéncia de nucleotideos que hibridiza preferivelmente sob
condi¢des de alto rigor a seqléncias de nucleotideos de

TS08, TS09, CS07 e BS08 selecionadas do grupo de Id. de
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Seq. N°s: 1, 6, 11 e 16, respectivamente, tém um importante
papel na produgdo biotecnoldégica de &acido citrico. Também
foi constatado que, por alteragdo genética do nivel de
expressdo de nucleotideos de acordo com a invengdo em um
microorganismo, como, por exemplo, Aspergillus, a
eficiéncia da referida produgdo de Aacido «citrico no
referido microorganismo pode ser ainda muito melhorada,
levando, por exemplo, a maior produgdo e/ou rendimento de
acido citrico.

Consequentemente, a invengdo relaciona-se a um
polinucleotideo TS08, TS09, CS07 e/ou BS08 selecionado do
grupo que consiste em:

(a) polinucleotideos que codificam um polipeptideo
TS08, TS09, CS07 ou BS08 que compreende uma seqiéncia de
aminodcidos selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 2, 7,
12 e 17, respectivamente;

(b) polinucleotideos que compreendem a sequéncia de
nucleotideos selecionada do grupo de Id. de Seqg. N°s: 1, 6,
11l e 16;

(c) polinucleotideos que compreendem uma seqiéncia de
nucleotideos obtenivel por amplificagdo de &acido nucléico
como reac¢do em cadeia de polimerase, com o uso de DNA
gendmico de um microorganismo como um modelo e um conjunto
de iniciador selecionado do grupo de Id. de Seqg. N°: 3 e
Id. de Seqg. N°: 4, Id. de Seqg. N°: 8 e Id. de Seq. N°: 9,
Id. de Seq. N°: 13 e Id. de Seqg. N°: 14, ou Id. de Seq. N°:
18 e Id. de Seq. N°: 19, respectivamente;

(d) polinucleotideos que compreendem uma seqiéncia de
nucleotideos que codifica um fragmento ou derivado de um

polipeptideo codificado por um polinucleotideo de qualquer
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um de (a) a (c), em que no referido derivado um ou mais
residuos de aminodcido sdo substituidos de modo conservador
comparados ao referido polipeptideo, e o referido fragmento
ou derivado tem a atividade de um polipeptideo TS08, TSO09,
CS07 ou BS08;

(e) polinucleotideos cujo filamento complementar
hibridiza sob condig¢des rigorosas a um polinucleotideo como
definido em qualquer um de (a) a (d) e que codifica um
polipeptideo TS08, TS09, CS07 ou BS08;

(f) polinucleotideos que sdo pelo menos 70%, como 75,
80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%,
homélogos a um polinucleotideo como definido em qualquer um
de (a) a (d) e que codifica um polipeptideo TS08, TS09,
CS07 ou BS08, ou

o filamento complementar de tal polinucleotideo.

Em uma modalidade preferida da invengdo, a invengdo
relaciona-se a um polinucleotideo TS08 e/ou TS09 que €
selecionado do grupo que consiste em:

(a) polinucleotideos que codificam um polipeptideo
TS08 ou TS09 que compreende uma seqiéncia de aminoacidos de
acordo com Id. de Seq. N°: 2 ou Id. de Seq. N°: 7,
respectivamente;

(b) polinucleotideos que compreendem uma sequéncia de
nucleotideos de acordo com Id. de Seq. N°: 1 ou Id. de Seq.
N°: 6;

(c) polinucleotideos que compreendem uma sequéncia de
nucleotideos obtenivel por amplificagdo de &acido nucléico
como reagdo em cadeia de polimerase, com © uso de DNA
gendmico de um microorganismo como um modelo e um conjunto

de iniciador de acordo com Id. de Seq. N°: 3 e Id. de Seq.
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N°: 4, ou Id. de Seqg. N°: 8 e Id. de Seqg. N°: 9,
respectivamente;

(d) polinucleotideos que compreendem uma sequéncia de
nucleotideos que codifica um fragmento ou derivado de um
polipeptideo codificado por um polinucleotideo de qualquer
um de (a) a (c), em que no referido derivado um ou mais
residuos de aminodcido s3o substituidos de maneira
conservadora comparados ao referido polipeptideo, e o
fragmento ou derivado tem a atividade de um polipeptideo
TS08 ou TS09;

(e) polinucleotideos cujo filamento complementar
hibridiza sob condi¢des rigorosas a um polinucleotideo como
definido em qualquer um de (a) a (d) e que codifica um
polipeptideo TS08 ou TS09;

(f) polinucleotideos que sdo pelo menos 70%, como 75,
80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%,
homélogos a um polinucleotideo como definido em qualquer um
de (a) a (d) e que codifica um polipeptideo TS08 ou TS09 ou
o filamento complementar de tal polinucleotideo.

As proteinas TS, CS e BS como isoladas de Aspergillus
niger CBS 513.88 mostradas em Id. de Seq. N°s: 2, 7, 12 e
17 e aqui descritas sdo proteinas TS particularmente Gteis,
uma vez que elas realizam uma fungdo crucial na produgdo de
dcido citrico em microorganismos, em particular, em fungos,
como Aspergillus. Portanto, a invengdo relaciona-se a um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo selecionado do
grupo de Id. de Seq. N°s: 2, 7, 12 e 17. A proteina pode
ser codificada por uma sequéncia de nucleotideos
selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6, 11 e 16,

respectivamente. A invengdo também se relaciona, portanto,



10

15

20

25

30

12/94

a polinucleotideos que compreendem a sequéncia de
nucleotideos selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6,
11 e 16. Os cDNA correspondentes sdo mostrados em Id. de
Seq. N°s: 5, 10, 15 e 20, respectivamente.

As seqliéncias de aminodcidos e de nucleotideos acima
determinadas foram usadas como uma “sequéncia query” para
realizar uma pesquisa com programa Blast2 (versdao 2 ou
BLAST de “National Center for Biotechnology” [NCBI] contra
o banco de dados PRO SW-SwissProt (liberagdo total mais
atualizag¢des incrementais). A partir das pesquisas, O
polinucleotideo TS08 de acordo com Id. de Seqg. N°:1 foi
anotado como codificando uma proteina que tem atividade de
proteina 1 de resisténcia a manganés. O polinucleotideo
TS09 de acordo com Id. de Seg. N°:6 foi detalhado como
codificando uma proteina que tem atividade de transporte
para ferro e manganés. O polinucléotideo CS07 de acordo com
Id. de Seqg. N°:11 foi detalhado como codificando uma
proteina que tem atividade de citrato sintase. A melhoria
da producdo de acido citrico pode ser esperada a partir da
expressdo aumentada de um gene CS e/ou TS e atividade
aumentada ou melhorada de um polipeptideo TS e/ou CS.

O polinucleotideo BS08 de acordo com Id. de Seq. N°:
16 foi detalhado como codificando uma proteina gque tem
atividade de superbéxido dismutase mitocondrial MnSOD. A
melhoria da produgdo de &acido citrico pode ser esperada a
partir da infra-regulagdo/rompimento do gene MnSOD, que
codifica a superdxido dismutase mitocondrial dependente de
manganés. O rompimento de MnSOD deve causar uma falha da
degradag¢do dos radicais de ion de superdxido formados. O

vdano” causado pelo superdxido &as proteinas, lipideos e
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4cidos nucléicos pode explicar varios efeitos pleiotrdpicos
de deficiéncia de Mn em A. niger gerando um acumulo de
acido citrico.

Um &cido nucléico que codifica um polipeptideo TS08,
TS09, CS07 ou BS08 de acordo com e Id. de Seq. N°s: 2, 7,
12 e 17, respectivamente, pode ser obtido por amplificagao
de &cido nucléico com © uso de CcDNA, mRNA  ou,
alternativamente, DNA genémico, como um modelo, e
iniciadores de oligonucleotideo adequados como oOs conjuntos
de iniciador de nucleotideo de acordo com Id. de Seq. N°:3
e Id. de Seq. N°:4, Id. de Seqg. N°:8 e Id. de Seqg. N°:9,
Id. de Seq. N°:13 e Id. de Seq. N°:14, Id. de Seq. N°:18 e
Id. de Seq. N°:19, respectivamente, de acordo com técnicas
padrdo de amplificagdo por PCR. Preferivelmente, um
conjunto de iniciador de acordo com Id. de Seq. N°:3 e Id.
de Seqg. N°: 4, ou Id. de Seqg. N°:8 e Id. de Seq. N°:9 &
utilizado para obter um A&acido nucléico que codifica um
polipeptideo TS, preferivelmente um polipeptideo TS08 ou
TS09 de acordo com Id. de Seq. N°s: 2 e 7, respectivamente.
O &acido nucléico assim amplificado pode ser clonado em um
vetor adequado e caracterizado por andlise de sequiéncia de
DNA. Adicionalmente, o &cido nucléico pode ser obtido
através de construcdo sintética do acido nucléico.

Um panorama de Id. de Seq. N°s de DNA, polipeptideos,
sequiéncias codificadoras e iniciadores de nucleotideos da
presente invengdo é apresentado na Tabela 1. Os termos
"polinucleotideo” e “acido nucléico” como aqui usados devem
descrever um DNA ou uma sequéncia codificadora.
Consequentemente, por exemplo, o termo “um polinucleotideo

TS08”, dentre outros, engloba um DNA de TS08 de acordo com
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Id. de Seq. N°: 1 e uma sequéncia codificadora de TS08 de
acordo com Id. de Seqg. N°: 5, mas ndao um iniciador
adiante/reverso de TS08 de acordo com Id. de Seq. N°s: 3 e
4. Da mesma forma, os termos “polipeptideo” ou “proteina”
como aqui usados devem descrever uma proteina ou sequiéncia

de polipeptideos. Conseqientemente, por exemplo, o termo

“um polipeptideo TS08”, entre outros, engloba um
polipeptideo TS08 de acordo com Id. de Seq. N°: 2.
TS08 TS0S CS07 SB 08
DNA Id4d. de|Id. de|Id. de | Id. de
Seqg. N°: 1 |Seq. N°: 6 |Seq. N°: | Seq. N°:
11 16
Polipeptideo|Id. de | Id. de | Id. de| Id. de
Seq. N°: 2 |Seq. N°: 7 |Seq. N°: |Seq. N°:
12 17
Iniciador Id. de| Id. de | Id. de|Id. de
adiante Seq. N°: 3 |Seqg. N°: 8 |[Seq. N°: |Seq. N°:
13 18
Iniciador> Id. de|Id. de|Id. de|Id. de
Reverso Seq. N°: 4 |Seqg. N°: 9 |Seq. N°: |Seq. N°:
14 19
Sequéncia Id. de | Id. de|Id. de|Id. de
codificadorajSeq. N°: 5 |Seq. N°: | Seq. N°: |Seq. N°:
10 15 20

Tabela 1. Panorama de Id. de Seq. Nos. do DNA,
polipeptideos, seqiéncias codificadoras e iniciadores de
nucleotideos da presente invengdao.

O termo “gene” como aqui wusado refere-se a um

polinucleotideo que pode ser isolado de DNA cromossdmico.
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Consequentemente, por exemplo, o termo “um gene TS08”,
entre outros, engloba um polinucleotideo TS08 de acordo com
Id. de Seq. N°: 1.

O modelo para a reagdo pode ser cDNA obtido por
transcricdo reversa de mRNA preparado a partir de cepas
conhecidas ou suspeitas de compreender um polinucleotideo
de acordo com a invengdo. O produto de PCR pode ser
subclonado e sequenciado para assegurar dque as sequéncias
amplificadas representem as seqléncias de uma nova
sequiéncia de &acido nucléico como aqui descrito, ou um
equivalente funcional desta.

O fragmento de PCR pode ser entdo usado para isolar um
clone de cDNA de comprimento total por uma variedade de
métodos conhecidos. Por exemplo, o fragmento amplificado
pode ser rotulado e usado para rastrear uma biblioteca de
bacteriéfago ou cDNA de cosmideo. Alternativamente, o
fragmento rotulado pode ser usado para rastrear uma
biblioteca gendmica.

Portanto, a invencdo relaciona-se a polinucleotideos
que compreendem uma sequéncia de nucleotideos obtenivel por
amplificagdo de &cido nucléico como reagdo em cadeia de
polimerase, com o uso de DNA gendmico de um microorganismo
como um modelo e um conjunto de iniciador selecionados do
grupo de Id. de Seq. N°:3 e Id. de Seq. N°:4, Id. de Seq.
N°:8 e Id. de Seqg. N°:9, Id. de Seq. N°:13 e Id. de Seq.
N°¢:14, Id. de Seq. N°:18 e Id. de Seq. N°:19,
respectivamente. Preferivelmente, um conjunto de iniciador
de acordo com Id. de Seq. N°:3 e Id. de Seq. N°:4, ou Id.
de Seqg. N°:8 e Id. de Seqg. N°:9 €& utilizado para

respectivamente obter um polinucleotideo TS08 ou TS09 da
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invengao.

A invencdo também se relaciona a polinucleotideos que
compreendem uma sequéncia de nucleotideos que codifica um
fragmento ou derivado de um polipeptideo CS07, BS08, TSO08
ou TS09 aqui codificado no referido derivado, um ou mais
residuos de aminodcido sdo substituidos de maneira
conservadora comparados ao referido polipeptideo, e o
referido fragmento ou derivado tem a atividade de um
polipeptideo TS, CS ou BS, preferivelmente um polipeptideo
CS07, BS08, TS08 ou TSO09.

A invencdo também se relaciona a polinucleotideos cujo
filamento complementar hibridiza sob condig¢des rigorosas a
um polinucleotideo como aqui definido e que codifica um
polipeptideo TS, CS ou BS, preferivelmente um polipeptideo
CS07, BS08, TS08 ou TSO09.

A invencdo também se relaciona a polinucleotideos que
sdo pelo menos 70% homdélogos a um polinucleotideo como aqui
definido e que codificam um polipeptideo CS07, BS08, TSO08
ou TS09; e a invencgao também se relaciona a
polinucleotideos, sendo o filamento complementar de um
polinucleotideo como agqui definido acima.

A invencao também se relaciona a iniciadores,
marcadores e fragmentos que podem ser usados para
amplificar ou detectar um polinucleotideo TS, CS e/ou BS de
acordo com a invencdo e ©para identificar espécies
relacionadas ou familias de microorganismos que também
portam tais genes.

A presente invengdo também se relaciona a vetores que
incluem polinucleotideos da invengdo. Portanto, a presente

inven¢do relaciona-se a vetores que compreendem um
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polinucleotideo TS08, TS09, CS07 e/ou BS08, preferivelmente
um polinucleotideo TS08 e/ou a TS09 da presente invengdo e
vetores que contém um polinucleotideo TS08, TS09, CS07 e/ou
BS08, preferivelmente um polinucleotideo TS08 e/ou a TSO09
da invencdo em que o referido polinucleotideo &
operacionalmente 1ligado a sequéncias de controle de
expressdo permitindo a expressdo em células procaridticas e
eucaridticas.

A invencdo também se relaciona a um microorganismo que
é geneticamente construido com os polinucleotideos TS08,
TS09 e/ou CS07 da invencdo e/ou com os vetores acima

descritos. Esses microorganismos construidos sdo

designados: microorganismos TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,

TS08/CS07, TS09/CS07 e TS08/TS09/CS07. Em uma outra
modalidade, os microorganismos anteriormente mencionados
sdo adicionalmente geneticamente construidos com um
polinucleotideo que compreende um polinucleotideo para
rompimento ou infra-regulagdo de um polinucleotideo BS08.
Esses microorganismos construidos podem ser designados:
microorganismos TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07,
TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, deltaBS08-TS08, deltaBS08-TS09,
deltaBS08-CS07, deltaBS08-TS08/TS09, deltaBS08-TS08/CS07,
deltaBS08- TS09/CS07, e deltaBS08-TS08/TS09/CS07.

Em uma  outra modalidade nos microorganismos
anteriormente mencionados, a produgdo ou atividade reduzida
de um polipeptideo BS08 ¢é obtida por modificagdo ou
inativa¢do de uma seqiéncia de acidos nucléicos presente na
célula necessaria para expressdo do polinucleotideo BSO08.

A invencdo também se relaciona aos microorganismos

geneticamente construidos TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
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TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, deltaBS08-TS08,
deltaBS08-TS09, deltaBS08-CS07, deltaBS08-TS08/TS09,
deltaBS08-TS08/CS07, deltaBS08-TS09/CS07, e deltaBS08-
TS08/TS09/CS07, em que a produgdo ou atividade
opcionalmente reduzida de um polipeptideo BS08 & obtida por
modificacdo ou inativagdo de uma seqiéncia de acidos
nucléicos presente na célula necessiria para expressdo do
polinucleotideo BS08, os referidos microorganismos capazes
de produzir A&acido citrico a partir de sacarose em
quantidades de 100 g/l ou mais.

A invencdo também se relaciona a processos para a

produgdo de microorganismos capazes de expressar um

polipeptideo codificado pelo polinucleotideo acima definido

e um polipeptideo codificado por um polinucleotideo como
acima definido. Conseqientemente, a invengdo relaciona-se a
um processo para a produgdo de células capazes de expressar
um polipeptideo TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07,
TS09/CS07, ou a TS08/TS09/CS07 que compreende a etapa de
construgdo genética de células com um polinucleotideo TS08,
TS09 e/ou CS07 da invengdo ou um vetor que compreende um
polinucleotideo TS08, TS09 e/ou CSO07 da invengdo.
Preferivelmente, o processo compreende a construgao
genética de células com um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo TS08, TS09 e/ou CS07, cujo polinucleotideo
pode ser compreendido em um vetor.

Em uma outra modalidade, o processo para produzir as
células capazes de expressar um polipeptideo TS08, TS09,
Cs07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou um polipeptideo
TS08/TS09/CS07 acima descrito, adicionalmente compreende a

construcdo genética das células com um polinucleotideo que
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compreende um polinucleotideo para rompimento ou infra-
regulagdo de um polinucleotideo BSO08.

A invenc¢ao também se relaciona ao uso dos
polinucleotideos TS08, TS09, CSO07, TS08/TS09, TS08/CS07,
TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07 acima definidos, para a
producdo de acido citrico a partir de um carboidrato.

Em modalidade preferida, o uso dos polinucleotideos
TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou
TS08/TS09/CS07 para a produgdo de &acido citrico como aqui
descrito & combinado com o uso de um polinucleotideo que
compreende um polinucleotideo para rompimento ou infra-
regulagdo de um polinucleotideo BS08.

Em uma outra modalidade, o polinucleotideo TS08, TSO09
ou CS07 é operacionalmente ligado a seqiéncias de controle
de expressdo e transferido para um microorganismo. Mais
preferivelmente, as sequéncias de controle de expressdo
compreendem uma seqiéncia de regulagdo e/ou promotora, e/ou
terminadora, em que pelo menos uma dessas sequéncias &
alterada de tal modo que ela leva a um melhor rendimento
e/ou eficiéncia de produgdo de acido citrico a partir de um
carboidrato produzido pelo referido microorganismo. Ainda
mais preferivelmente, as referidas seqUéncias de controle
de expressdo sdo alteradas de tal modo que elas levam a
atividade aumentada e/ou melhorada do polipeptideo TS08,
TS09 e/ou CS07 codificador respectivo.

Preferivelmente, o carboidrato usado para a produgido
de acido citrico é preferivelmente um carboidrato
selecionado do grupo que consiste em glicose, frutose,
sacarose, melado, amido, milho, mandioca e polidlcoois.

A invencdo também se relaciona a microorganismos em
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que a atividade de um polipeptideo TS e/ou CS,
preferivelmente um polipeptideo TSO08, TS09, Cso07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07, como Os
polipeptideos de acordo com Id. de Seq. N°s: 2, 7 e 12
respectivamente, é aumentada ou melhorada de modo que O
rendimento de &acido citrico que é produzido a partir de um
carboidrato & aumentado. Preferivelmente, o rendimento de
dcido citrico produzido por um microorganismo gque
compreende um polipeptideo com atividade aumentada e/ou
melhorada como acima descrito é aumentado em pelo menos 1%,
2%, 3% 4%, 8%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 100%, 200%,
500% ou mais comparado & quantidade de &cido citrico
produzida pelo microorganismo parental. Isso pode ser
realizado, por exemplo, por transferéncia de um
polinucleotideo de acordo com a invengao em um
microorganismo recombinante ou ndo recombinante que pode ou
ndo conter um equivalente enddgeno de um gene de CS07,
BS08, TS08 e/ou TS09.

A invencdo também se relaciona a microorganismos em
que a atividade de um polipeptideo TS e/ou CS,
preferivelmente um polipeptideo TS08, TS09, Cso07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07, como Os
polipeptideos de acordo com Id. de Seq. N°s: 2, 7 e 12
respectivamente, & aumentada ou melhorada e a atividade de
uma proteina BS08, como o polipeptideo de acordo com Id. de
Seq. N°: 17, é diminuida ou abolida de modo que O
rendimento de &cido citrico que é produzido a partir de um
carboidrato é aumentado. Preferivelmente, o rendimento de
dcido citrico produzido por um microorganismo que

compreende um polipeptideo com atividade aumentada e/ou
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melhorada como acima descrito & aumentado em pelo menos 1%,
2%, 3% 4%, 8%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 100%, 200%,
500% ou mais comparado & quantidade de acido citrico
produzida pelo microorganismo parental.

Portanto, a inveng¢do relaciona-se a um Processo para a
produgdo de um gene enddbgeno aperfeigoado de TS08, TS09 ou
TS08/TS09 em um microorganismo, o referido microorganismo
compreendendo um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo TS08 ou TS09 como o polipeptideo TS08 ou TSO09
de acordo com Id. de Seq. N°s: 2 e 7, respectivamente, o
referido processo compreendendo a etapa de alteragao do
referido polinucleotideo em um tal modo que ela leve a um
melhor rendimento e/ou eficiéncia de produgdo de acido
citrico produzido a partir de um carboidrato pelo referido
microorganismo.

Em uma outra modalidade, adicionalmente no
microorganismo com gene enddgeno melhorado de TS08, TS09 ou
TS08/TS09 acima descrito, um gene de CS07 & melhorado por
alteragdo de um polinucleotideo que compreende um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo CS07, como ©
polipeptideo CS07 de acordo com Id. de Seqg. N°: 12, contido
no referido microorganismo.

Ainda em wuma outra modalidade, adicionalmente no
microorganismo com melhor TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07 acima descrito, um
gene enddgeno BS08 & rompido e/ou infra-regulado por
alteragao de um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo BS08 como o polipeptideo de acordo com Id. de
Seq. N°: 17, contido no referido microorganismo.

Ainda em uma outra modalidade, adicionalmente no
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microorganismo com melhor TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07, ou com melhor
TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou
TS08/TS09/ CS07, combinado com um gene de BS08 rompido ou
infra-regulado, a expressdo reduzida de um gene endbdgeno de
BS08 é obtida por modificagdo ou inativagdo de uma
sequéncia de polinucleotideos, preferivelmente uma
sequiéncia de controle, necessdria para a expressdo do gene
de BSO08.

Ainda em uma outra modalidade, a inveng¢do relaciona-se
a um processo para a produgdo de um polipeptideo TSO08,
TS09, Ccso7, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou a
TS08/TS09/CS07 em um microorganismo, que compreende a etapa
de alteracdo do referido microorganismo de modo que ©O
microorganismo produza o referido polipeptideo com
atividade de TSO08, TS09, Ccso07, TS08/TS09, TS08/CS07,
TS09/CS07, ou a TS08/TS09/CS07 aumentada e/ou melhorada,
opcionalmente combinado com atividade de BSO08 diminuida ou
abolida que leva a um melhor rendimento e/ou eficiéncia de
producdo de &cido «citrico produzido a partir de um
carboidrato pelo referido microorganismo.

Ainda em uma outra modalidade, a inveng¢do relaciona-se
a um processo para a produgdo de um microorganismo capaz de
produzir &cido citrico, que compreende a etapa de alteragdo
do referido microorganismo de modo que o microorganismo
produza um polipeptideo com atividade de TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07
aumentada e/ou wmelhorada, opcionalmente combinada com
atividade de BS08 diminuida ou abolida, levando a um melhor

rendimento e/ou eficiéncia de produgdo de &cido citrico
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produzido a partir de um carboidrato pelo referido
microorganismo.

Ainda em uma outra modalidade, a inveng¢do relaciona-se
a um processo para a produgdo de um microorganismo que
contém pelo menos um gene enddgeno que compreende um
polinucleotideo da invencgao, preferivelmente um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo TS08, TS09 ou
CS07, que compreende a etapa de alteragdo do referido
microorganismo de modo que o pelo menos um gene enddgeno
seja superexpresso, levando a um melhor rendimento e/ou
eficiéncia de A&cido citrico produzido a partir de um
carboidrato pelo referido microorganismo.

Em uma modalidade preferida, o processo adicionalmente
compreende a etapa de alteragdo do microorganismo de modo
gque um gene enddgeno que compreende um polinucleotideo que
codifica um polipeptideo BS08 seja infra-regulade ou
rompido.

A pessoa habilitada sabera como melhorar e/ou aumentar
a atividade de uma proteina TS e/ou CS, preferivelmente uma
proteina TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/
CsS07, ou TS08/TS09/CS07. 1Isso pode ser realizado, por
exemplo, por modificagdo genética do organismo hospedeiro
de tal forma que ele produza mais cbpias ou cépias mais
estaveis da proteina TS e/ou CS, preferivelmente a proteina
TS08, TS09, CS07, TS08/ TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou
TS08/TS09/CS07, que o organismo de tipo selvagem ou por
aumento da atividade especifica da proteina TS e/ou CS,
preferivelmente a proteina TS08, TS09, CS07, TS08/1S09,
TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07.

A pessoa habilitada entenderd que tanto técnicas
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recombinantes quanto genéticas clédssicas podem ser usadas
para mutar, modificar, melhorar ou superexpressar um gene
TS e/ou CS para resultar em expressdo aumentada e/ou melhor
atividade do gene ou dos genes multiplos.

Da mesma forma, a pessoa habilitada sabera como
reduzir ou abolir a atividade de wuma proteina BS,-
preferivelmente uma proteina BS08. Isso pode ser realizado,
por exemplo, por modificacdo genética do organismo
hospedeiro de tal modo que ele produza menos ou nenhuma
cépia da proteina BS, preferivelmente a proteina BS08, que
o organismo de tipo selvagem, ou diminuindo ou abolindo a
atividade especifica da proteina BS, preferivelmente a
proteina BSO08. Da mesma forma, a pessoa habilitada
compreenderd que tanto técnicas recombinantes quanto
genéticas classicas podem ser usadas para diminuir ou
abolir a atividade especifica de uma proteina BS. Além
disso, a pessoa habilitada compreendera que tanto técnicas
recombinantes gquanto genéticas classicas podem ser usadas
para mutar, romper, deletar, modificar ou inativar um gene,
preferivelmente um gene de BS08 para resultar em expresséo
diminuida de um gene ou genes maltiplos.

Adicionalmente, um microorganismo que compreende
combinacdes de vVvarios genes supra-regulados e infra-
regulados, como pode ser obtido por combinacdes de técnicas
de mutagénese recombinantes e classicas. Por exemplo,
superexpressdao de um polinucleotideo TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07 pode ser
realizada por métodos recombinantes; subsequentemente, um
polinucleotideo enddgeno BS08 pode ser infra-regulado com o

uso de mutagénese clédssica. De acordo com um outro exemplo,
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o polinucleotideo enddgeno BS08 pode ser infra-regulado ou
rompido por mutagénese classica, seguida por superexpressdo
recombinante de um polinucleotideo TS08, TSO09, Cs07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07. Outras
combinacdes de técnicas cléassicas e recombinantes também
sdo previstas pela atual invengao.

Na descricdo a seguir, sdo detalhados procedimentos
para tingir o aumento no rendimento e/ou produgdo de acido
citrico qﬁe é produzido a partir de um carboidrato por
aumento da atividade de uma proteina TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou a TS08/TS09/CS07. Esses
procedimentos se aplicam com as mudangas necessarias a
outras proteinas TS e/ou CS.

Modificagdes para que o organismo produza mais cdpias
dos genes e/ou proteina TSO08, TS09, CSs07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07 ou TS08/TS09/CS07 podem incluir o uso
de um promotor forte, ou a mutagdo (por exemplo, insercao,
delecdo ou mutagdo em ponto) do (partes do) gene de TS08,
TS09, Cso07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07 ou
TS08/TS09/CS07 ou de seus elementos reguladores. Elas
também podem envolver a insergdo de miltiplas coOpias do
gene em um microorganismo adequado. Um aumento na atividade
especifica de uma proteina TS08, TS09, CSO07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07 ou TS08/TS09/CS07 também pode ser
atingido por métodos conhecidos na técnica. Tais métodos
podem incluir a mutagdo (por exemplo, insergdo, delegdo ou
mutacdo em ponto) de (partes do) gene de TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07.

Exemplos de um agente de mutagénese fisico ou quimico

adequado para a mutagénese cléssica incluem radiagdo gama
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ou ultravioleta (UV), hidroxilamina, N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina (MNNG) , O-metil hidroxilamina, acido
nitroso, etil metano sulfonato (EMS), bissulfito de sdédio,
dcido férmico, e andlogos de nucleotideo. Quando tais
agentes sf#o usados, a mutagénese é tipicamente realizada
por incubagdo da célula parente para ser mutagenizada na
presenca do agente de mutagénese de escolha sob condigdes
adequadas, e selegdo por células mutantes que exibem
expressdo reduzida do gene.

Também sdo conhecidos na técnica métodos de aumento da
atividade de uma dada proteina por contato da proteina
TS08, TS09, CSsSo7, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07 ou
TS08/TS09/CS07 com intensificadores especificos ou outras
substancias que interagem especificamente com a proteina
TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07 ou
S08/TS09/CS07. Para identificar tais intensificadores
especificos, a proteina TS08, TS09, Cso07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07 ou TS08/TS09/CS07 pode ser expressa €
testada para atividade na presenga de compostos suspeitos
de melhorar a atividade da proteina respectiva TS08, TS09,
Ccs07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07 ou TS08/TS09/CS07. A
atividade da proteina TS08, TS09, Ccso7, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07 ou TS08/TS09/CS07 também pode ser
aumentada por estabilizagdo de RNA mensageiro que codifica
a proteina TSO08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07,
TS09/CS07 ou TS08/TS09/CS07, respectivamente. Tais métodos
sdo também conhecidos na técnica; veja, por exemplo, em
Sambrook e cols., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, N. Y.; e Ausubel e cols.

(eds.), 1995, Current Protocols in Molecular Biology, (John
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Wiley & Sons, N.Y.).

Na descric3o a seguir, sdo detalhados procedimentos
para atingir o aumento no rendimento e/ou produgdo de acido
citrico que é produzido a partir de um carboidrato por
reducdo ou eliminacdo da atividade de uma proteina BSO08.
Esses procedimentos se aplicam com as mudangas necessarias
a outras proteinas BS.

Modificac®des para que o organismo produza menos ou
nenhuma cépia do gene BS08 e/ou proteina podem incluir o
uso de um promotor fraco, ou a mutagdo (por exemplo,
insercdo, delegdo ou mutagdo em ponto) do (partes do) gene
de BS08 ou de seus elementos reguladores. A diminuigdo ou
eliminacdo da atividade especifica de uma proteina BS08
pode também ser realizada por métodos conhecidos na
técnica. Tais métodos podem incluir a mutagdo (por exemplo,
insercdo, delegcdo ou mutagdo em ponto) do (partes do) gene
de BSO08.

Também sdo conhecidos na técnica métodos de redugdo ou
eliminacdo da atividade de uma dada proteina por contato da
proteina BS08 com inibidores especificos ou outras
substdncias que interagem especificamente com a proteina
BS08. Para identificar tais inibidores especificos, a
proteina BS08 pode ser expressa e testada para atividade na
presenca de compostos suspeitos de inibir a atividade da
proteina BS08. Compostos de inibigdo potenciais podem ser,
por exemplo, anticorpos monoclonais ou policlonais contra a
proteina BS08. Tais anticorpos podem ser obtidos por
protocolos rotineiros de imunizagdo de animais de
laboratbério adequados.

A invengao pode ser realizada em qualquer
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microorganismo que porte um gene de TSO08, TS09, CCSO07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, TS08/BS08,
TS09/BS08, CS07/BS08, TS08/TS09/BS08, TS08/CS07/BS08,
TS09/CS07/BS08 ou TS08/TS09/CS07/BS08 ou homdélogo destes.
Microorganismos adequados podem ser selecionados de fungos,
em particular, fungos filamentosos, ou levedura como cepas
de tipo selvagem, cepas mutantes derivadas por mutagénese
classica, e métodos de selecdo ou como cepas recombinantes.
“Fungos filamentosos” incluem todas as formas filamentosas

da subdivisdo Eumycota e Oomycota (como definido por

Hawksworth e cols., 1995, supra) . Exemplos de tais
microorganismos incluem, sem limitagdao, Aspergillus,
Acremonium, Aureobasidium, Cryptococcus, Filibasidium,

Fusarium,- Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora,
Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Piromyces, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus,
Thielavia, Tolypocladium, e Trichoderma. Microorganismos
preferidos da invengdo sdo selecionados do grupo de fungos
filamentosos, preferivelmente de Aspergillus, mais
preferivelmente de A. niger, A. awamori, A. aculeatus, A.
japonicus, A. oryzae, A. vadensis, A. carbonarius, A.
tubingensis, A. lacticoffeatus, A. brasiliensis, A. piperis
A. costaricaensis ou A. foetidus, ainda mais
preferivelmente A. foetidus variante acidus ou A. foetidus
variante pallidus, ainda mais preferivelmente de A. niger
variante awamori, ainda mais preferivelmente de A. niger
ATCC1015 e mais preferivelmente de A. niger CBS 513.88. Um
microorganismo como os da presente invengdao pode carregar
modifica¢cdes adicionais no nivel de DNA ou de proteina

(veja acima), desde que tal modificagdo tenha um impacto
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direto sobre o rendimento, produgdo e/ou eficiéncia da
produgdo de &cido citrico. Como tal, um microorganismo da
presente invengdo pode carregar modificagdes adicionais que
resultam em melhor produtividade de &cido citrico por uma
combinacd3o de mutagénese classica e biologia molecular.
Tais modifica¢des adicionais podem afetar, por exemplo,
outros genes que codificam proteinas TS como, por exemplo,
transportadores de ion ou agucar, genes de BS que estdo
envolvidos nas chamadas “vias de Dby-pass” como, por
exemplo, oxaloacetato hidrolases, glicose oxidase e/ou
glicolato (oxido-)redutases, genes de CS que codificam
proteinas que estdo envolvidas na biossintese de citrato
como, por exemplo, sintases de citrato, aconitases, genes
gque codificam proteinas que estdo envolvidas no sistema
respiratério como, por exemplo, NADH de bombemaneot de
préton:ubiquinona redutase ou oxidases mitocondriais, 6-
fosfofrutoquinase pfkAa, ou mutagdes nas enzimas
respiratédrias dependentes de citocromo ou via respiratdria
alternativa. Métodos de realizar tais modificagdes sao
conhecidos na técnica, com alguns exemplos também aqui
descritos.

Em uma modalidade, a presente invengdo é relacionada a
um microorganismo modificado em que a atividade de um
polipeptideo TSO08, TSO09, Cso07, TS08/TS09, TS08/CS07,
TS09/CS07 ou TS08/TS09/CS07 é aumentada ou melhorada e
opcionalmente, a atividade de uma proteina BS,
preferivelmente uma proteina BS08, & diminuida ou abolida
de modo que o rendimento de &cido citrico que é produzido a
partir de um carboidrato é aumentado combinado com uma

modifica¢cdo adicional como acima definido, em particular,
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portanto uma deficiéncia adicional no gene que codifica
oxaloacetato hidrolase, como descrito, por exemplo, em WO
04/070022, 0til para a produgdo de acido citrico.

De acordo com um objetivo adicional da presente
invencdo, é fornecido o uso de um polinucleotideo como
acima definido ou um microorganismo que é geneticamente
construido com o uso de tais polinucleotideos na produgao
de acido citrico.

A invengdo também se relaciona a processos para a
expressio de genes enddgenos em um microorganismo, a
processos para a produgdo de polipeptideos como acima
definido em um microorganismo, e a processos para a
producdo de microorganismos capazes de produzir 4&cido
citrico. Todos esses processos podem compreender a etapa de
alteracdio de um microorganismo, em gque “alteragao”, como
aqui usado, engloba o processo para “alterar geneticamente”
ou “alterar a composic¢do do meio de cultura de células e/ou
métodos usados para cultura”, de tal modo que o rendimento
e/ou produtividade do produto da fermentagdo possa ser
melhorado comparado ao organismo de tipo selvagem.

De acordo com ainda um outro aspecto da invengdo, €
fornecido um processo para a produgdo de acido citrico por
fermentacdo. Portanto, é fornecido um processo para a
producdo de &cido citrico a partir de um carboidrato em que
um microorganismo da invengdo como aqui descrito €
cultivado em um meio nutriente aquoso sob condi¢des que
permitem a produgdo de &cido citrico a partir do referido
carboidrato e em que o &acido citrico é isolado como O
produto da fermentagdo. Em uma modalidade preferida, &

fornecido um processo para a produgdo de acido citricc com
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um microorganismo obtenivel a partir de um dos métodos da
invencdo em que o referido microorganismo & cultivado em um
meio nutriente aquoso sob condigdes que permitem a produgdo
de &cido citrico a partir de um carboidrato e em que o
dcido citrico é isolado como o produto da fermentagdo. Mais
preferivelmente, o carboidrato & selecionado do grupo que
consiste em glicose, frutose, sacarose, melado, amido,
milho, mandioca e polidlcoois. Os microorganismos dessa
modalidade compreendem:

1) um microorganismo que é geneticamente construido
com os polinucleotideos TS08, TS09 e/ou CS07 da invengao
e/ou com os vetores descritos imediatamente acima. Esses
microorganismos construidos sdo designados: microorganismos
TSO08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07 e
TS08/TS09/CS07. Opcionalmente, os microorganismos
anteriormente mencionados sdo adicionalmente geneticamente
construidos com um polinucleotideo que compreende um
polinucleotideo para rompimento ou infra-regulagdo de um
polinucleotideo BS08. Esses microorganismos construidos
podem ser designados: microorganismos TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, deltaBS08-
TS08, deltaBS08-TS09, deltaBS08-CS07, deltaBS08-TS08/TS09,
deltaBS08-TS08/CS07, deltaBS08-TS09/CS07 e deltaBS08-
TS08/TS09/CS07. Opcionalmente, nos microorganismos
anteriormente mencionados, a produgdo ou atividade reduzida
de um polipeptideo BS08 ¢é obtida por modificagdao ou
inativac¢do de uma seqUéncia de acidos nucléicos presente na
célula necessdria para a expressdo do polinucleotideo BS08.

2) o microorganismo de (1) capaz de produzir acido

citrico a partir de sacarose em quantidades de 100 g/1 ou
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mais.

3) um microorganismo em que a atividade de um
polipeptideo TS e/ou CS, preferivelmente um polipeptideo
TS08, TS09, Cso7, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07 ou
TS08/TS09/CS07, como os polipeptideos de acordo com Id. de
Seq. N°s: 2, 7 e 12 respectivamente, € aumentada ou
melhorada de modo que o rendimento de &cido citrico que é
produzido a partir de um carboidrato € aumentado.
Preferivelmente, o rendimento de A&acido citrico produzido
por um microorganismo que compreende um polipeptideo com

atividade aumentada e/ou melhorada como acima descrito é

o

aumentado em pelo menos 1%, 2%, 3%, 4%, 8%, 10%, 15%, 20%,
30%, 40%, 50%, 100%, 200%, 500% ou mais comparado a
quantidade de &cido citrico produzida pelo microorganismo
parental.

4) um microorganismo em que a atividade de um
polipeptideo TS e/ou CS, preferivelmente um polipeptideo
TS08, TS09, CS07, TSOS/TSO9, TS08/CS07, TS09/CS07 ou
TS08/TS09/CS07, como os polipeptideos de acordo com Id. de
Seq. N°s: 2, 7 e 12 respectivamente, €& aumentada ou
melhorada e a atividade de uma proteina BS08, como O
polipeptideo de acordo com Id. de Seq. N°: 17, & diminuida
ou abolida de modo que o rendimento de &cido citrico que é
produzido a partir de um carboidrato & aumentado.
Preferivelmente, o rendimento de A&acido citrico produzido
por um microorganismo que compreende um polipeptideo com
atividade aumentada e/ou melhorada como acima descrito &
aumentado em pelo menos 1%, 2%,3% 4%, 8%, 10%, 15%, 20%,
30%, 40%, 50%, 100%, 200%, 500% ou mais comparado a

quantidade de &cido citrico produzida pelo microorganismo
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parental.

5) o microorganismo de qualquer um de (1) a (4), em
que o microorganismo €& selecionadas do grupo de fungos
filamentosos, preferivelmente de Aspergillus, mais
preferivelmente de A. niger, A. awamori, A. aculeatus, A.
japonicus, A. oryzae, A. vadensis, A. carbonarius, A.
tubingensis, A. lacticoffeatus, A. brasiliensis, A. piperis
A. costaricaensis ou A. foetidus, ainda mais
preferivelmente A. foetidus variante acidus ou A. foetidus
variante pallidus, ainda mais preferivelmente de A. niger
variante awamori, ainda mais preferivelmente de A. niger
ATCC1015 e mais preferivelmente de A. niger CBS 513.88.

Carboidratos adequados que podem ser convertidos em
dcido citrico podem @ ser, por exemplo, glicose ou
selecionados de fontes de carbono cuja assimilagdo resulta
na formac3o de glicose, como, por exemplo, sacarose, amido,
milho, melado, mandioca ou polidlcoois. No caso de melado,
melado de beterraba ou cana pode ser usado. Os carboidratos
podem esta em forma liquefeita, como, por exemplo, milho
liquefeito, amido ou mandioca, ou eles podem estar na forma
de um xarope, como, por exemplo, xarope de glicose,
frutose, sacarose ou melado. Uma combinag¢do dos referidos
substratos é& também possivel. Dependendo das condigdes de
fermentacdo e das cepas usadas, os carboidratos usados como
substratos podem variar. No caso de fermentagdo submersa, o
carboidrato preferido ¢é selecionado de, por exemplo,
xaropes de glicose, sacarose ou amidos liquefeitos. No caso
de fermentac3o de superficie, o carboidrato preferido &
selecionado, por exemplo, de melado ou xarope de sacarose.

Tanto a fermentagdo submersa quanto de superficie s&o
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englobadas pela invengdo. Um exemplo da produgdo industrial
de acido citrico é descrito em US5081025.

A conversdo do carboidrato em acido citrico em conexdo
com O processo acima que usa um microorganismo significa
gue a conversdo do carboidrato que resulta em acido citrico
& realizada pelo microorganismo, ou seja, O substrato pode
ser diretamente convertido em A&cido citrico. O referido
microorganismo & cultivado sob condigdes que permitam tal
conversao do carboidrato como acima definido.
Microorganismos adequados para a produgdo de &acido citrico
a partir de um dado carboidrato sdo capazes da conversdo do
referido carboidrato no produto especificado, ou seja,
dcido citrico, por meio de uma ou mais etapas de conversdo
biolégica, sem a necessidade de qualquer etapa adicional de
conversdo guimica.

Um meio como aqui usado para O processo acima que usa
um microorganismo pode ser qualquer meio adequado para a
producdo de &cido citrico. Tipicamente, o meio & um meio
aquoso que compreende, por exemplo, sais, substrato(s), e
um certo pH.

“Fermentagao” ou “produgao” ou “processo de
fermentacgdo” como aqui usado pode ser o uso de células de
crescimento que usam meio, condigdes e procedimentos
conhecidos por pessoa habilitada, ou o uso de células que
ndo crescem chamadas em repouso, depois de serem cultivadas
com o uso de meio, condi¢des e procedimentos conhecidos por
pessoa habilitada, sob condig¢des adequadas para a conversdo
de carboidratos adequados no produto desejado como &acido
citrico. Um exemplo de tal processo para' a produgdo de

acido citrico é descrito em “Citric acid”, Max Roehr,
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Christian Kubicek, Jiri Kominek, em Biotechnology 2°* E4,
Wiley VCH, 1997, pp 308-345 (como aqui incorporado por
referéncia). As fermenta¢des sdo tipicamente realizadas em
lote, ou em modo continuo.

A seqliéncia dos genes que compreendem uma sequéncia de
nucleotideos selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6,
11 e 16, que codificam uma proteina TS08, TS09, CS07 ou
BS08, respectivamente, foi determinada por seqienciamento
de um clone gendmico obtido de Aspergillus niger CBS
513.88.

A invencdo também se relaciona a um polinucleotideo
que codifica pelo menos um fragmento ou derivado
bioclogicamente ativo de um polipeptideo TS08, TS09, CS07
e/ou BS08 de acordo com Id. de Seq. N°s: 2, 7, 12 e 17,
respectivamente.

Como aqui usado, “fragmento ou derivado biologicamente
ativo” significa um polipeptideo que retém essencialmente a
mesma funcdo ou atividade bioldgica gque um polipeptideo
selecionado do grupo de Id. de Seq. N°s: 2, 7, 12 e 17.
Exemplos de atividade bioldégica podem ser, por exemplo,
atividade enzimdtica, atividade de sinalizagdo, atividade
de transporte, ou atividade de reatividade de anticorpo. O
termo “funcdo bioldgica” ou “equivalente funcional” como
aqui usado significa que a proteina tem essencialmente a
mesma atividade biolégica, por exemplo, enzimdtica, de
transporte, de sinalizagdo ou atividade de reatividade de
anticorpo, que um polipeptideo selecionado do grupo de Id.
de Seqg. N°s: 2, 7, 12 e 17.

Os polipeptideos e ©polinucleotideos da presente

invencd3o sdo preferivelmente fornecidos em wuma forma
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isolada, e preferivelmente sao purificados até
homogeneidade.

O termo “isolado” significa que o material & removido
de seu ambiente original (por exemplo, o ambiente natural,
se ele for de ocorréncia natural). Por exemplo, um
polinucleotideo ou polipeptideo de ocorréncia natural
presente em um microorganismo vivo ndo é isolado, mas o
mesmo polinucleotideo ou polipeptideo, separado de algum ou
de todos os materiais coexistentes no sistema natural, &
isolado. Tais polinucleotideos podem ser parte de um vetor
e/ou tais polinucleotideos ou polipeptideos podem ser parte
de uma composicdo e ainda ser isolados no que tal vetor ou
composicdo ndo é parte de seu ambiente natural.

Um polinucleotideo ou &cido nucléico isolado como aqui
usado pode ser um DNA ou RNA que ndo € imediatamente
contiguo com ambas as sequéncias codificadoras com as quais
ele & imediatamente contiguo (uma na extremidade 5' e uma
na extremidade 3') no genoma de ocorréncia natural do
organismo do qual ele é derivado. Assim, em uma modalidade,
um acido nucléico inclui algumas ou todas as sequéncias 5'-
nao codificadoras (por exemplo, promotoras) que sdo
imediatamente contiguas & sequéncia codificadora. O termo
“polinucleotideo isolado” inclui, portanto, por exemplo, um
DNA recombinante que €& incorporado em um vetor, em um
plasmideo ou virus autonomicamente replicante, ou no DNA
gendmico de um procariota ou eucariota, ou que existe como
uma molécula separada (por exemplo, um fragmento de cDNA ou
de um DNA gendmico produzido por PCR ou tratamento com
endonuclease de restrigdo) independente de outras

sequéncias. Ele também inclui um DNA recombinante que &
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parte de um gene hibrido que codifica um polipeptideo
adicional que é substancialmente livre de material celular,
material viral, ou meio de cultura (quando produzido por
técnicas de DNA recombinante), ou precursores quimicos ou
outros agentes quimicos (quando quimicamente sintetizados).
Além disso, um “fragmento de &cido nucléico isolado” & um
fragmento de &cido nucléico que ndo é de ocorréncia natural
como um fragmento e ndo seria encontrado no estado natural.

Como aqui usado, os termos “polinucleotideo”, “gene” e
“gene recombinante” referem-se a moléculas de acido
nucléico que podem ser isoladas de DNA cromossdmico, dque
incluem uma estrutura de leitura aberta que codificam uma
proteina, por exemplo, proteinas CBS 513.88 TS, CS ou BS de
A. niger. Um polinucleotideo pode incluir uma seqiéncia de
polinucleotideos selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s:
1, 6, 11 e 16 ou fragmentos destas e regides acima e abaixo
das sequéncias de gene gque podem incluir, por exemplo,
regides promotoras, regides reguladoras e regiodes
terminadoras importantes para a expressdao adequada e
estabilizac¢do dos polipeptideo derivado destas.

Um gene pode incluir seqUéncias codificadoras,
sequéncias ndo codificadoras como, por exemplo, sequéncias
ndo traduzidas localizadas nas extremidades 3'- e 5'- da
regido codificadora de um gene, e seqiéncias reguladoras.
Além disso, 'um gene refere-se a uma molécula de acido
nucléico isolado como aqui definido. E também percebido por
uma pessoa habilitada que polimorfismos de seqiéncia de DNA
que levam a mudangas nas sequéncias de aminodcidos de
proteinas TS, CS ou BS podem existir em uma populagdo, por

exemplo, a populagdo de Aspergillus niger. Tal polimorfismo
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genético no gene de CS07, BS08, TS08 ou TS09 pode existir
entre individuos em uma populagdo devido a variagdo natural
ou em células de diferentes populagdes. Tais variagdes
naturais podem resultar tipicamente em varidncia de 1-5% na
sequéncia de nucleotideos do gene de CS07, BS08, TS08 ou
TS09. Qualquer uma e todas essas variagdes de nucleotideo e
o polimorfismo de aminoacido resultante em CS07, BS08, TSO08
ou TS09 sd3o o resultado de variagdo natural e que ndo
alteram a atividade funcional das proteinas TS devem estar
dentro do escopo da invengao.

Como aqui usado, os termos “polinucleotideo” ou
“molécula de &cido nucléico” ou “acido nucléico” sao
intercambiaveis e devem incluir moléculas de DNA (por
exemplo, cDNA ou DNA gendmico) e moléculas de RNA (por
exemplo, mMRNA) e andlogos do DNA ou RNA gerado com o uso de
andlogos de nucleotideo. A molécula de &acido nucléico pode
ser de filamento ftnico ou de filamento duplo, mas €
preferivelmente DNA de filamento duplo. O &cido nucléico
pode ser sintetizado com o uso de analogos de
oligonucleotideo ou derivados (por exemplo, nucleotideos de
inosina ou fosforotioato). Tais oligonucleotideos podem ser
usados, por exemplo, para preparar acido nucléicos que tém
capacidades de pareamento de base alteradas ou resisténcia
aumentada a nucleases.

Um polinucleotideo da invengdo  pode ser um
polinucleotideo inteiramente sintético ou sintético em
parte. O uso de cddon do polinucleotideo pode ser adaptado
para expressdo aumentada em um hospedeiro especifico. Um
exemplo de um método para adaptar uso de cddon de um

polinucleotideo é descrito em WO 2006/077258.
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A informacdo de seqiéncia como aqui fornecida nao deve
ser interpretada estritamente como necessitando da inclusdo
de bases erroneamente identificadas. As sequéncias
especificas aqui reveladas podem ser facilmente usadas para
isolar o gene completo de um microorganismo recombinante ou
ndo recombinante capaz de converter um carboidrato em acido
citrico, em particular Aspergillus niger, preferivelmente
Aspergillus niger CBS 513.88, que por sua vez pode ser
facilmente submetido a andlise de sequUéncia adicional assim
identificando erros de sequenciamento.

A menos que indicado de outra forma, todas as
sequéncias de nucleotideos determinadas por sequenciamento
de uma molécula de DNA nesta especificagdao foram
determinadas com o uso de um seqlUenciador automadtico de
DNA, e todas as sequéncias de aminodcidos de polipeptideos
codificados por moléculas de DNA aqui determinadas foram
previstas por tradugdo de uma sequéncia de DNA determinada
como acima. Portanto, como é conhecido na técnica para
qualquer sequéncia de DNA determinada por essa abordagem
automatica, qualquer seqUéncia de nucleotideos aqui
determinada pode conter alguns erros. Sequéncias de
nucleotideos determinadas por automagdo sdo tipicamente
pelo menos cerca de 90% idénticas, mais tipicamente pelo
menos cerca de 95% a pelo menos cerca de 99,9% idénticas a
sequéncia de nucleotideos real da molécula de DNA
sequenciada. A seqUéncia real pode ser mais precisamente
determinada por outras abordagens que incluem métodos
manuais de sequenciamento de DNA bem conhecidos na técnica.
Como & também conhecido na técnica, uma inserg¢do ou delegdo

Gnica em uma seqguéncia de nucleotideos determinada
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comparada a sequéncia real causard uma mudanga de estrutura
na traduc3o da sequéncia de nucleotideos de modo que a
seqiiéncia de aminodcidos prevista codificada por uma
seqiéncia de nucleotideos determinada sera completamente
diferente da seqiiéncia de aminodcidos realmente codificada
pela molécula de DNA sequenciado, iniciando no ponto de tal
insercdo ou delegdo.

A pessoa habilitada na técnica & capaz de identificar

tais bases erroneamente identificadas e sabe como corrigir

tais erros.

Uma molécula de &cido nucléico de acordo com a
invencdo pode compreender apenas uma porgdo ou um fragmento
da seqiiéncia de &cidos nucléicos fornecida pela presente
invencdo, como, por exemplo, as sequéncias mostradas em Id.
de Seqg. N°s: 1, 6, 11 ou 16, por exemplo, um fragmento que
pode ser usado como um marcador ou iniciador como, Ppor
exemplo, Id. de Seqg. N°s: 3, 4, 8, 9, 13, 14, 18 ou 19, ou
um fragmento que codifica uma porgdo da proteina de acordo
com a invencdo. A seqUéncia de nucleotideos determinada a
partir da clonagem do gene de TS08, TS09, CS07 ou BS08
permite a geragdo de marcadores e iniciadores desenhados
para uso na identificagdo e/ou clonagem de outros membros
da familia de TS08, TS09, CS07 ou BS08, bem como homdlogos
de Ts08, TSO09, CS07 ou BS08 de outras espécies. O
marcador/iniciador tipicamente compreende oligonucleotideos
substancialmente purificados que compreendem tipicamente
uma regido da seqiéncia de nucleotideos que hibridiza
preferivelmente sob condigdes altamente rigorosas a pelo
menos cerca de 12 ou 15, preferivelmente cerca de 18 ou 20,

mais preferivelmente cerca de 22 ou 25, ainda mais
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preferivelmente cerca de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, ou
75 ou mais nucleotideos consecutivos de uma sequéncia de
nucleotideos selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6,
11 ou 16, ou um fragmento ou derivado desta.

Uma molécula de acido nucléico que engloba toda ou uma
porcdo de uma seqUéncia de &acidos nucléicos selecionada do
grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6, 11 ou 16 pode ser também
isolada pela reagdo em cadeia de polimerase (PCR) com o uso
de iniciadores de oligonucleotideo sintéticos desenhados
com base na informagcdo de sequéncia aqui contida.
Adicionalmente, uma molécula de acido nucléico pode ser
gerada através de sintese de gene.

Um acido nucléico da invenc¢do pode ser amplificado com
o uso de cDNA, mRNA ou, alternativamente, DNA gendmico,
como um modelo, e iniciadores de oligonucleotideo adequados
de acordo com técnicas padrdo de amplificagdo por PCR. O
dcido nucléico assim amplificado pode ser clonado em um
vetor adequado e caracterizado por andlise de sequéncia de
DNA.

Fragmentos de um polinucleotideo de acordo com a
invencdo também podem compreender polinucleotideos que ndo
codificam polipeptideos funcionais. Tais polinucleotideos
podem funcionar como marcadores ou iniciadores para uma
reag¢do de PCR.

Acidos nucléicos de acordo com a invencdo
independentemente de se eles codificam polipeptideos
funcionais ou ndo funcionais podem ser usados como
marcadores de hibridizacdo ou iniciadores de reagdao em
cadeia de polimerase (PCR). Usos das moléculas de acido

nucléico da presente invengdo que ndo codificam um
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polipeptideo que tém atividade de TS08, TS09, CS07 ou BSO08
incluem, entre outros, (1) isolacdo do gene que codifica a
proteina da presente invengdo, ou variantes alélicas destes
de uma biblioteca de <C¢DNA, por exemplo, de outros
organismos que ndo Aspergillus niger, e (2) analise de
Northern blot para detecgdo da expressdao de mRNA da
referida proteina em células especificas, ou (3) uso no
aumento e/ou melhoria da fun¢do ou atividade de genes
homélogos de TS08, TS09, CS07 ou BS08 nos referidos outros
organismos.

Marcadores com base nas sequéncias de nucleotideos
aqui fornecidas podem ser usados para detectar transcritos
ou sequéncias gendmicas que codificam as mesmas ou
proteinas homdélogas, por exemplo, em outros organismos.
Moléculas de &cido nucléico que correspondem a variantes
naturais e homélogos ndo G. oxydans do DNA de TS08, TS09,
CS07 ou BS08 de A. niger, gque sdo também englobados pela
presente inven¢do, podem ser isoladas com base em sua
homologia ao acido nucléico de TS08, TS09, CS07 ou BS08 de
A. niger aqui revelado com-o uso do DNA de A. niger, oOu uma
porcdo deste, como um marcador de hibridizag¢do de acordo
com técnicas padrdo de hibridizagdo, preferivelmente sob
condicdes de hibridizag¢do de alto rigor.

Em modalidades preferidas, o marcador também
compreende um grupo de rotulagem anexado a ele, por
exemplo, o grupo de rotulagem pode ser um radioisdtopo, um
composto fluorescente, uma enzima, ou um co-fator
enzimatico.

Sequéncias de gene homdélogo podem ser isoladas, por

exemplo, por realizagdo de PCR com o uso de dois conjuntos
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de iniciador de oligonucleotideo degenerados designados com
base nas sequéncias de nucleotideos como aqui ensinado.

O modelo para a reagdo pode ser cDNA obtido por
transcricio reversa de mRNA preparado a partir cepas
conhecidas ou suspeitas de expressar um polinucleotideo de
acordo com a invencdo. O produto de PCR pode ser subclonado
e sequenciado para assegurar que a sequéncia amplificada
represente as sequéncias de uma nova sequéncia de acido
nucléico como aqui descrito, ou um equivalente funcional
desta.

O fragmento de PCR pode ser entdo usado para isolar um
clone de cDNA de comprimento total por varios métodos
conhecidos. Por exemplo, o fragmento amplificado pode ser
rotulado e usado para rastrear um biblioteca de cDNA de
bacteridéfago ou cosmideo. Alternativamente, o fragmento
rotulado pode ser usado para rastrear uma biblioteca
gendmica.

Tecnologia de PCR também pode ser usada para isolar
sequéncias de cDNA de comprimento total de outros
organismos. Por exemplo, RNA pode ser isolado, seguindo
procedimentos padrdo, de uma fonte celular ou tecidual
adequadas. Uma reagdo de transcrigdo reversa pode ser
realizada no RNA com © uso de um iniciador de
oligonucleotideo especifico para a extremidade mais 5' do
fragmento amplificado para a iniciagdo da sintese do
primeiro filamento.

O hibrido de RNA/DNA resultante pode ser entdo
“tailed” (por exemplo, com guaninas) com O uso de uma
reacdo de transferase terminal padrdo, o hibrido pode ser

digerido com RNaseH, e a sintese do segundo filamento pode
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ser entdo iniciada (por exemplo, com um iniciador poli-C).
Portanto, seqiéncias de cDNA acima do fragmento amplificado
podem ser facilmente isoladas. Para uma revisdo de
estratégias UGteis de clonagem, veja, por exemplo, Sambrook
e cols., supra; e Ausubel e cols., supra.

Além disso, 4&cido nucléicos que codificam outros
membros da familia de TS08, TS09, CS07 ou BS08, que assim
tém uma seqiiéncia de nucleotideos que difere da seqiéncia
de nucleotideos respectiva de acordo com Id. de Seq. N°s:
1, 6, 11 ou 16, estdo dentro do escopo da invengdo. Além
disso, acidos nucléicos que codificam proteinas TS08, TS09,
CS07 ou BS08 de diferentes espécies que assim podem ter uma
seqiiéncia de nucleotideos gque difere da seqiéncia de
nucleotideos respectiva de acordo com Id. de Seq. N°s: 1,
6, 11 ou 16 estdo dentro do escopo da invengdo.

A invencdo também se relaciona a um polinucleotideo
isolado hibridizavel sob condigdes rigorosas,
preferivelmente sob condigdes altamente rigorosas, a um
polinucleotideo da presente invengdo, como, por exemplo, um
polinucleotideo de acordo com Id. de Seq. N°s: 1, 6, 11 ou
16. Vantajosamente, tal polinucleotideo pode ser obtido a
partir de um microorganismo capaz de converter um
carboidrato em A&cido citrico, em particular, Aspergillus
niger, preferivelmente Aspergillus niger CBS 513.88.

Como aqui usado, o termo “hibridizagdo” deve descrever
condi¢des para hibridizagdo e lavagem sob as quais as
sequéncias de nucleotideos de pelo menos cerca de 50%, pelo

o

menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, mais

[+

preferivelmente pelo menos cerca de 805%, ainda mais

preferivelmente pelo menos cerca de 85% a 90%, mais
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preferivelmente pelo menos 95% homdlogas uma a outra
permanecem tipicamente hibridizadas uma a outra.

Em uma modalidade, um &cido nucleico da invengdo &
pelo menos 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou
mais homélogo a uma sequéncia de &cidos nucleicos
selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6, 11 ou 16, ou
um complemento dessa.

Um exemplo preferido, ndo limitante de tais condigdes
de  hibridizac3co sd3o hibridizagdo em 6x cloreto de

s6dio/citrato de sédio (SSC) a cerca de 45°C, seguida por

o\°

uma ou mais lavagens em 1x SSC, 0,1 SDS a 50°C,
preferivelmente a 55°C, mais preferivelmente a 60°C e ainda
mais preferivelmente a 65°C.

Condicdes de alto rigor incluem, por exemplo,
hibridizacdo a 68°C em 6x SSC/5x solugdo de Denhardt/1l,0%
SDS e lavagem em 0,2x SSC/0,1% SDS em temperatura ambiente.
Alternativamente, a lavagem pode ser realizada a 42°C,
50°C, 60°C, 65°C ou alternativamente 68°C para condigdes
muito rigorosas.

O *“rigor” das rea¢des de hibridizagdo é facilmente

determindvel por pessoa de habilidade comum na técnica.

Para detalhes adicionais e explicagdo de rigor das reagdes

de hibridizacdo, veja, Ausubel e cols., Current Protocols
in Molecular Biology, Wiley 1lnterscience Publishers,
(1995) .

Preferivelmente, uma molécula de Aacido nucleico

isolado da invengao que hibridiza sob condigdes
preferivelmente altamente rigorosas a uma sequéncia de

nucleotideos da invencgdo corresponde a uma molécula de
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dcido nucleico de ocorréncia natural. Como aqui usado, uma
molécula de &acido nucleico “de ocorréncia natural” refere-
se a uma molécula de RNA ou DNA que tem uma sequéncia de
nucleotideos que ocorre na natureza (por exemplo, codifica
uma proteina natural). Em uma modalidade, o acido nucleico
codifica uma proteina natural TS08, TS09, CS07 ou BS08 de
A. niger.

O profissional habilitado saberd quais condigdes
aplicar para condigdes de hibridizagdo rigorosas e
altamente rigorosas. Um guia adicional com relagdo a tais
condicdes é facilmente disponivel na técnica, por exemplo,
em Sambrook e cols., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, N. Y.; e Ausubel e cols.
(eds.), 1995, Current Protocols in Molecular Biology, (John
Wiley & Sons, N. Y.). De fato, um polinucleotideo que
hibridiza apenas a uma sequéncia poli (A) (como o trato 3'-
terminal poli (Aa) de mRNAs), ou a um estiramento
complementar de residuos T (ou U), ndo deve ser incluido em
um polinucleotideo da invengdo wusado para hibridizar
especificamente a uma porgdo de um &cido nucleico da
invencdo, uma vez que tal polinucleotideo deve hibridizar a
qualquer molécula de @&cido nucleico que contém um
estiramento poli (A) ou o complemento desse (por exemplo,
praticamente qualquer clone de cDNA de filamento duplo).

Em uma abordagem tipica, DNA gendmico ou bibliotecas
de cDNA construidas a partir de outros organismos, por
exemplo, microorganismos capazes de converter um
carboidrato em acido citrico, em particular outras espécies
de Aspergillus podem ser rastreados.

Por exemplo, cepas de Aspergillus podem ser rastreadas
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para polinucleotideos hombélogos por andlise de Northern
blot. Apds deteccgdo de transcritos homélogos aos
polinucleotideos de acordo com a invencdo, as bibliotecas
de DNA podem ser construidas a partir de RNA isolado da
cepa adequada, utilizando técnicas padrdo bem conhecidas
por aqueles habilitados na técnica. Alternativamente, uma
biblioteca total de DNA gendmico pode ser rastreada com o
uso de um marcador hibridizadvel a um polinucleotideo de
acordo com a invengao.

Uma molécula de &cido nucleico da presente invengao,
como, por exemplo, uma molécula de 4&cido nucleico
selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6, 11 ou 16, ou
um fragmento ou derivado dessa, pode ser isolada com O uso
de técnicas padrdo de biologia molecular e a informagdo de
sequiéncia aqui fornecida. Por exemplo, com o uso de toda ou
de uma porcdo de uma sequéncia de A&cidos nucleicos
selecionada do grupo de Id. de Seqg. N°s: 1, 6, 11 ou 16
como um marcador de hibridizagdo, as moléculés de acido
nucleico de acordo com a invengdo podem ser isoladas com O

uso de técnicas padrdo de hibridizagdo e de clonagem (por

exemplo, como descrito em Sambrook, J., Fritsh, E. F. , e
Maniatis, T. Molecular Cloning : A Laboratory Manual. 2%,
ed. , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Além disso, oligonucleotideos gque correspondem ou que
s3o hibridizaveis a seqléncias de nucleotideos de acordo
com a invengao pédem ser preparados por técnicas sintéticas
padrdo, por exemplo, com o uso de um sintetizador de DNA
automatizado.

Os termos “homologia” ou “percentual de identidade”
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sdo usados de modo intercambidvel nessa. Para o objetivo
dessa invencdo, é aqui definido que para determinar o
percentual de identidade de duas sequéncias de aminoacidos
ou de duas seqiéncias de acido nucleico, as seqiéncias sao
alinhadas para objetivos de comparagdo (por exemplo, gaps
podem ser introduzidos na sequiéncia de uma primeira
seqiéncia de aminodcido ou &cido nucleico para alinhamento
étimo com a segunda sequéncia de amino ou &cido nucleico).
Os residuos de aminodcido ou nucleotideos nas posigdes
correspondentes de aminodcido ou posigdes de nucleotideos
sdo ent3o comparadas. Quando uma posigdo na primeira
seqliéncia & ocupada pelo mesmo residuo de aminodcido ou
nucleotideo que a posigdo correspondente na segunda
sequéncia, entdo as moléculas sdo idénticas naquela
posigao. O percentual de identidade entre as duas
seqiéncias é uma fungdo do nimero de posigdes idénticas
partilhado pelas sequéncias (ou seja, % de identidade =
namero de posicdes idénticas/namero de posigdes total (ou
seja, posi¢des de sobreposigdo) x 100). Preferivelmente, as
duas seqUéncias tém o mesmo comprimento.

A pessoa habilitada estard ciente do fato de que
varios diferentes programas de computador sd3o disponiveis
para determinar a homologia entre duas sequéncias. Por
exemplo, uma comparagdo de seqiéncias e determinagdo do
percentual de identidade entre duas sequéncias pode ser
realizada com o uso um algoritmo matemdtico. Em uma
modalidade preferida, o percentual de identidade entre duas
seqiiéncias de aminodcidos €& determinado com o wuso do
algoritmo de Needleman e Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-

453 (1970) ) que foi incorporado no programa GAP no pacote
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de programa GCG (disponivel em http://www.accelrys.com),
com o uso de uma matriz Blossom 62 ou um matriz PAM250, e
um peso de gap de 16, 14, 12, 10, 8, 6 ou 4 e peso de
length de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6. A pessoa habilitada percebera
que todas esses diferentes pardmetros gerardo resultados
levemente diferentes mas que o percentual de identidade
geral de duas sequéncias ndo é significativamente alterado
quando do uso de diferentes algoritmos.

Ainda em uma outra modalidade, o percentual de
identidade entre duas sequéncias de nucleotideos &
determinado com o uso do programa GAP no pacotre de
programas GCG (disponivel em http://www.accelrys.com), com
o uso de uma matriz NWSgapdna.CMP e um peso de gap de 40,
50, 60, 70 ou 80 e um peso de length de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.
Em uma outra modalidade, o percentual de identidade entre
duas aminodcido ou sequéncias de nucleotideos & determinado
com o uso do algoritmo de E. Meyers e W. Miller (CABIOS, 4:
11-17 (1989) que foi incorporado no programa ALIGN (versao
2.0) (disponivel em http://vega.igh.cnrs.fr/bin/align-
guess.cgi) usando uma tabela de residuo de peso PAM120, uma
gap length penalty de 12 e uma gap penalty de 4. Ainda em
uma outra modalidade, o percentual de identidade entre duas
seqiéncias de nucleotideos é determinado com o uso do
programa CDA (Huang, 1994, A Context Dependent Method for
Comparing Sequences, Proceedings of the 5th Symposium on
Combinatorial Pattern Matching, Lecture Notes in Computer
Science 807, Springer-Verlag, 54-63) com os parametros
apresentados como se seguir: (i) para alinhamentos de
(poli) peptideo: Mismatch:-2 GapOpen:11 GapExtend:1

ContextLength:10 MatchBonus:1, e (ii) para alinhamento de
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sequéncia de nucleotideos: Mismatch:-15 GapOpen:5
GapExtend:2 ContextLength:lO MatchBonus:1.

Exemplos de programas alternativos usados para
alinhamentos e determinac¢3o de homologia sdo método Clustal
(Higgins, 1989, CABIOS 5 : 151-153) ou Clustal W (Thompson
JD, Higgins DG, e Gibson TJ (1994)-CLUSTAL W: que melhoram
a sensibilidade de alinhamento progressivo de sequéncia
miltipla através de pesagem de seqiéncia, gap penalties
especificas para posi¢des e escolha de matriz de peso.
Nucleic Acids Research 22:4673-4680).

As sequéncias de acido nucleico e proteina da presente
invencdo também podem ser usadas como uma “sequéncia guery”
para realizar um pesquisa contra bases de dados publicas,
por exemplo, para identificar outros membros de familia ou
seqléncias relacionadas. Tais pesquisas podem ser
realizadas com o uso dos programas BLASTN e BLASTX (versdo
2.0) de Altschul, e cols. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10.

Pesquisas de nucleotideos BLAST podem ser realizadas com o

programa BLASTN, pontuagdo = 100, comprimento de palavra
11, para obter sequéncias de nucleotideos homdélogas a
moléculas de 4&cidos nucleicos da presente invengéo.

Pesquisas de proteina BLAST podem ser realizadas com O

1

programa BLASTX, pontuagdo = 50, comprimento de palavra
3, para obter seqiéncias de aminodcidos homdlogas a
moléculas de proteina da presente invengdo. Para obter
alinhamentos gapped para objetivos de comparagdo, Gapped
BLAST pode ser utilizado como descrito em Altschul e cols.,
(1997) Nucleic Acids Res. 25 (17): 3389-3402. Quando da
utilizacdo de programas BLAST e Gapped BLAST, os parametros

padrdo dos respectivos programas (por exemplo, BLASTX e
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BLASTN) podem ser usados. Veja www. ncbi. nlm. nih. gov.

Em uma outra modalidade preferida, uma molécula de
dcido nucleico isolado da invenc¢do compreende uma molécula
de &acido nucleico que é o complemento de uma seqiéncia de
nucleotideos da presente invengdo, como, por exemplo, a
sequéncia selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6, 11
ou 16. A molécula de &acido nucleico, que €& complementar a
uma seqiéncia de nucleotideos aqui revelada, & uma que €&
suficientemente complementar a uma sequéncia de
nucleotideos selecionada do grupo de Id. de Seq. N°s: 1, 6,
11 ou 16 de modo que ela hibridiza a referida seqiéncia de
nucleotideos assim formando um duplex estavel.

Em uma modalidade preferida adicional, um &acido
nucleico da invencdo selecionado do grupo de Id. de Seq.
N°s: 1, 6, 11 ou 16, ou o complemento desse contém pelo
menos uma mutacdo que leva a um produto de gene com
funcdo/atividade modificada. Pelo menos uma mutagdo pode
ser introduzida por métodos aqui descritos. Em um aspecto,

pelo menos uma mutagdo leva a uma proteina respectiva TS08,

TS09, CS07, TSdB/TSO9, TS08/CS07, TS09/CS07,
TS08/TS09/CS07, TS08/BS08, TS09/BS08, CS07/BS08,
TS08/TS09/BS08, TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08, ou

TS08/TS09/CS07/BS08 cuja fungdo e/ou atividade comparada a
contraparte de tipo selvagem ¢é aumentada ou melhorada.
Métodos para introdugdo de tais mutagdes sdo bem conhecidos
na técnica.

O termo “aumento” de atividade como aqui usado engloba
aumento da atividade de um ou mails polipeptideos no
organismo produtor, que por sua vez sdo codificados pelos

polinucleotideos correspondentes aqui descritos. H&
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inGmeros métodos disponiveis na técnica para realizar
aumento da atividade de uma dada proteina, nesse caso a
proteina TS08, TS09, CSO07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07,
TS08/TS09/CS07, TS08/BS08, TS09/BS08, CS07/BS08,
TS08/TS09/BS08, TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08, ou
TS08/TS09/CS07/BS08. Em geral, a atividade especifica de
uma proteina pode ser aumentada ou o numero de cOpias da
proteina pode ser aumentado. O termo aumento da atividade
ou expressdes equivalentes também englobam a situagdo em
que a atividade da proteina TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, TS08/BS08, TS09/BS08,
Cs07/BS08, TS08/TS09/BS08, TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08,
ou TS08/TS09/CS07/BS08 é introduzida em uma célula que ndo
continha essa atividade antes, por exemplo, por introdugdo
de um gene que codifica TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, TS08/BS08, TS09/BS08,
CsS07/BS08, TS08/TS09/BS08, TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08,
ou TS08/TS09/CS07/BS08 em uma célula que ndo continha um
equivalente desse gene(s) antes, ou que ndo pode expressar
uma forma ativa da proteina correspondente antes. Para
facilitar tal aumento, o numero de cdpia dos genes dque
correspondem aos polinucleotideos aqui descritos pode ser
aumentado. Alternativamente, um promotor forte pode ser
usado para direcionar a expressdo do polinucleotideo. Em
uma outra modalidade, o promotor, regido reguladora e/ou o
sitio de 1ligagdo de ribossomo acima do gene pode ser
alterado para aumentar a expressdo. A expressdo também pode
ser aumentada ou melhorada por aumento da meia-vida
relativa do RNA mensageiro. Em uma outra modalidade, a

atividade do polipeptideo em si pode ser aumentada por
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emprego de uma ou mais mutagdes no polipeptideo da
seqiiéncia de aminodcidos, que aumenta a atividade. Por
exemplo, a alteragdo da afinidade do polipeptideo por seu
substrato correspondente pode resultar em melhor atividade.
Do mesmo modo, a meia-vida relativa do polipeptideo pode
ser aumentada. Em cada um desses cendrios, seja a expressdo
aumentada do gene ou atividade especifica aumentada, a
melhoria pode ser atingida por alteragdo da composigdo do
meio de cultura de célula e/ou métodos usados para cultura.
“Expressdo aumentada” ou “atividade melhorada” como aqui
usado significa um aumento de pelo menos 5%, 10%, 25%, 50%,
75%, 100%, 200% ou ainda mais que 500%, comparado a uma
proteina, polinucleotideo, gene de tipo selvagem; ou a
atividade e/ou a concentragdo da proteina presente antes
dos polinucleotideos ou polipeptideos serem aumentados e/ou
melhorados. A atividade da proteina TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/ Cso7, TS08/TS09/CS07,
TS08/BS08, TS09/BS08, Cs07/BS08, TS08/TS09/BS08,
TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08, ou TS08/TS09/CS07/BS08 pode
também ser aumentada por <contato da proteina com
intensificador especifico ou geral de sua atividade.

Em uma modalidade adicional, além da atividade
aumentada e/ou melhorada de uma proteina TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07, um
dcido nucleico que codifica BS08 da invengdo como mostrado
em Id. de Seqg. N°:16 ou o complemento desse contém pelo
menos uma mutagdo que leva a um produto de gene com
funcdo/atividade modificada, preferivelmente atividade
reduzida. Pelo menos uma mutagdo pode ser introduzida por

métodos aqui descritos. Em um aspecto, a mutagdo leva a uma
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proteina BS08 cuja funcgdo comparada a contraparte de tipo
selvagem é completamente ou parcialmente destruida. Métodos
para introdugdo de tais mutagdes s8o bem conhecidos na
técnica.

O termo “reducdo” da atividade como aqui usado engloba
diminuicdo da atividade de um ou mais polipeptideos no
organismo produtor, que, por sua vez, sdo codificadas pelos
polinucleotideos correspondentes aqui descritos. Ha
intmeros métodos disponiveis na técnica para realizar a
reducdo da atividade de uma dada proteina, nesse caso a
proteina BS08. Em geral, a atividade especifica de uma
proteina pode ser diminuida ou o nUmero de cdpia da
proteina pode ser diminuido.

Para facilitar tal diminuicdo, o nGmero de cdépia dos

genes que correspondem aos polinucleotideos aqui descritos

pode ser diminuido. Essa diminuigdo pode incluir o
rompimento, modificagdo ou inativagao dos genes dJue
correspondem aos polinucleotideos aqui descritos.

Modificacdo ou inativagdo do gene pode ser realizada por
técnicas anti-senso estabelecidas com o wuso de uma
seqiiéncia de nucleotideos complementar & sequéncia de acido
nucleico do gene. Mais especificamente, a expressdo do gene
por uma célula fangica filamentosa pode ser reduzida ou
eliminada por introdugdo de uma seqiéncia de nucleotideos
complementar & seqUéncia de &cido nucleico, que pode ser
transcrita na célula e é capaz de hibridizagdo ao mRNA
produzido na célula. Sob condigdes que permitem a sequéncia
de nucleotideos anti-senso complementar para hibridizar ao
mRNA, a quantidade de proteina traduzida é assim reduzida

ou eliminada. Um exemplo de expressdo de um RNA anti-senso
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é mostrado em Appl Environ Microbiol. 2000 Feb;66(2):775-
82. (Characterization of a foldase, protein disulfide
isomerase A, in the protein secretory pathway of
Aspergillus niger. Ngiam C, Jeenes DJ, Punt PJ, Van Den
Hondel CA, Archer DB) ou (Zrenner R, Willmitzer L,
Sonnewald U. Analysis of the expression of potato
uridinedifosfato-glicose pyrofosforylase and its
inhibition by antisense RNA. Planta. (1993);1 90(2) :247-
52) . Além disso, modificacdo, infra-regulagdo ou inativagdo
do gene pode ser obtido via técnica de interferéncia de RNA
(RNA1) (FEMS Microb. Lett. 237 (2004) : 317-324). As
técnicas de interferéncia de RNA descritas em WO 05/05672
Al e/ou WO 05/026356 Al podem ser usadas para infra-
regulacgao, modificacgdo ou inativagao do gene.
Alternativamente, um promotor fraco pode ser usado para
direcionar a expressdo do polinucleotideo. Em uma outra
modalidade, o promotor, regido reguladora e/ou o sitio de
ligagdo de ribossomo acima do gene pode ser alterado para
atingir a infra-expressdo. A expressdo também pode ser
reduzida por diminuigdo da meia-vida relativa do RNA
mensageiro. Em uma outra modalidade, a atividade do
polipeptideo em si pode ser diminuida por emprego de uma ou
mais mutacdes no polipeptideo sequéncia de aminodcidos, que
diminui a atividade. Por exemplo, alteragdo da afinidade do
polipeptideo por seu substrato correspondente pode resultar
em atividade reduzida. Da mesma forma, a meia-vida relativa
do polipeptideo pode ser diminuida. Em cada caso, seja
expressdo de gene reduzida ou atividade reduzida, a redugéao
pode ser realizada por alteragdo da composigdo do meio de

cultura de célula e/ou dos métodos usados para cultura.
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“Expressdo reduzida”, “infra-regulagao” ou ‘“atividade
reduzida” como aqui usado significa uma diminuigdo de pelo
menos 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 80%, 90%, 95% ou mesmo de
100% comparada a uma proteina, polinucleotideo, gene de
tipo selvagem (BS08); ou a atividade e/ou a concentragdo da
proteina presente antes dos polinucleotideos ou
polipeptideos serem reduzidos. A atividade da proteina BS08
também pode ser reduzida por contato da proteina com um
inibidor especifico ou geral de sua atividade.

Um outro aspecto da invengao pertence a vetores, que
contém um &cido nucleico que codifica uma proteina de
acordo com a invencdo ou um equivalente funcional ou porgao
desse. Como aqui usado, o termo “vetor” refere-se a uma
molécula de A&cido nucleico capaz de transportar um outro
acido nucleico ao qual ela foi ligada. Um tipo de vetor €
um “plasmideo”, que refere-se a uma algca de DNA de
filamento duplo circular em que segmentos adicionais de DNA
podem ser ligados. Um outro tipo de vetor & um vetor viral,
em que segmentos adicionais de DNA podem ser ligados no
genoma viral. Certos vetores sdo capazes de replicagdo
auténoma em uma célula hospedeira em gque eles sd&o
introduzidos (por exemplo, vetores bacterianos tendo uma
origem bacteriana de replicagdo e vetores epissomais de
mamifero). Um vetor de clonagem autonomicamente mantido
para um fungo filamentoso pode compreender a AMAl-sequéncia
(veja, por exemplo, Aleksenko e Clutterbuck (1997), Fungal
Genet. Biol. 21: 373-397). Outros vetores (por exemplo,
vetores ndo epissomais de mamifero) s3o integrados no
genoma de uma célula hospedeira apds introdugdo na célula

hospedeira, e dessa forma sdo replicados junto com o genoma
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do hospedeiro.

Além disso, certos vetores sdo capazes de direcionar a
expressdo de genes aos quals eles sdo operacionalmente
ligados. Tais vetores sdo aqui referidos como “vetores de
expressdo”. Em geral, vetores de expressdo de utilidade em
técnicas de DNA recombinante estdo frequentemente na forma
de plasmideos. Os termos “plasmideo” e “vetor” podem ser
usados de forma intercambidvel nessa uma vez Jue O
plasmideo pe a forma mais comumente usada de vetor. No
entanto, a invencdo deve incluir tais outras formas de
vetores de expressdo, como vetores virais (por exemplo,
retrovirus de replicagdo defeituosa, adenovirus e virus
adeno-associados), que servem a fungdes equivalentes.
Exemplos do desenho geral de vetores de expressdo e do uso
de vetores de expressdo para superexpressdo de gene podem
ser encontrados em WO 99/32617, WO 01/21779 ou WO
05/100573.

Os vetores recombinantes da invengdo compreendem um
acido nucleico da invengdo em uma forma adequada para
expressdo do &cido nucleico em uma célula hospedeira, o que
significa que o vetor de expressdo recombinante inclui uma
ou mais sequéncias reguladoras, selecionadas com base nas
células hospedeiras a serem usadas para expressdo, que €
operacionalmente ligada & sequéncia de &acido nucleico a ser
expressa. Em um vetor de expressao recombinante,
voperacionalmente ligado” deve significar que a seqgiéncia
de nucleotideos de interesse é 1ligada a seqUéncia(s)
reguladora(s) em uma maneira que permita a expressdo da
sequiéncia de nucleotideos (por exemplo, em um sistema de

transcricdo/tradugdo in vitro ou em uma célula hospedeira
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quando o vetor é introduzido na célula hospedeira). O termo
“seqUéncias reguladoras” deve incluir promotores,
intensificadores e outros elementos de controle de
expressao (por exemplo, atenuador). Tais sequéncias
reguladoras sdo descritas, por exemplo, em Goeddel; Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990). Sequéncias reguladoras incluem
aquelas que direcionam a expressdo constitutiva ou
indutivel de uma seqiéncia de nucleotideos em varios tipos
de células hospedeiras e aquelas que direcionam a expressao
da sequéncia de nucleotideos apenas em uma certa célula
hospedeira (por exemplo, sequéncias reguladoras especificas
para tecido). Deve ser percebido por aqueles habilitados na
técnica que o desenho do vetor de expressdo pode depender
de tais fatores como a escolha da célula hospedeira a ser
transformada, o nivel de expressdo desejado da proteina
etc. Os vetores de expressdo da invengdo podem ser
introduzidos em células hospedeiras para assim produzir
proteinas ou peptideos, codificados por acido nucleicos
como aqui descritos, incluindo, sem limitac¢do, proteinas
mutantes, fragmentos dessas, variantes ou equivalentes
funcionais dessas, e proteinas de fusdo, codificadas por um
dcido nucleico como aqui descrito, por exemplo, proteinas
TS08, TS09, CS07 e/ou BS08, formas mutantes de proteinas
TS08, TS09, CS07 e/ou BS08, proteinas de fusdo e outros.

Os vetores de expressdo recombinante da invengdo podem
ser desenhados para expressdo de proteinas TS08, TS09, CS07
e/ou BS08 em um microorganismo adequados. Por exemplo, a
proteina de acordo com a invengdo pode ser expressa em

células fungicas como cepas que pertencem ao género,
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Acremonium, Aureobasidium, Cryptococcus, Filibasidium,

Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora,

Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicilliium,
Piromyces, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus,
Thielavia, Tolypocladium, e Trichoderma. Vetores de

expressdo (teis na presente invengdo incluem vetores
cromossomo, epissomal e virus-derivados, por exemplo,
vetores derivados de plasmideos bacterianos, bacteridfago,
epissomo de levedura, elementos cromossdmicos de levedura,
virus como baculovirus, papova virus, vaccinia virus,
adenovirus, pox virus falsos, virus da pseudo-raiva e
retrovirus, e vetores derivados de combinag¢des desses, Como
aqueles derivados de e elementos genéticos de plasmideo e
bacteriéfago, como cosmideo e fagemideos.

Alternativamente, o vetor pode ser um que, quando
introduzido na células do fungo filamentoso, é integrado no
genoma e replicado junto com o cromossomo (s) em que ele
foi integrado. O vetor de clonagem integrativo pode se
integrar aleatoriamente ou em um lécus alvo predeterminado
nos cromossomos da célula hospedeira fungica filamentosa.
Em uma modalidade preferida da invengdo, o vetor de
clonagem integrativo compreende um fragmento de DNA, que é
homélogo a uma sequéncia de DNA em um 1lb6cus alvo
predeterminado no genoma da célula hospedeira fangica
filamentosa para direcionamento da integragdo do vetor de
clonagem a esse 1lécus predeterminado. Para promover
integragdo direcionada, o vetor de clonagem é
preferivelmente linearizado antes da transformagdo da
célula hospedeira. A linearizagdo é preferivelmente

realizada de tal modo que pelo menos uma mas
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preferivelmente cada uma das extremidades do vetor de
clonagem é flanqueada por sequéncias homdélogas ao 1locus
alvo. O comprimento das sequéncias homdlogas que flanqueiam
o 1lbécus alvo é de preferivelmente pelo menos 30 Dp,
preferivelmente pelo menos 50 bp, preferivelmente pelo
menos 0,1 kb, ainda preferivelmente pelo menos 0,2kb, mais
preferivelmente pelo menos 0,5 kb, ainda mais
preferivelmente pelo menos 1 kb, mais preferivelmente pelo
menos 2 kb. Preferivelmente, a eficiéncia da integragdo
direcionada no genoma da célula hospedeira, ou seja,
integrac¢do em um lécus alvo predeterminado, € aumentada por
aumento das capacidades de recombinagdo homéloga da célula
hospedeira. Tal fendtipo da células envolve preferivelmente
um gene deficiente ku70 como descrito em W02005/095624.
W02005/095624, que ¢é aqui incorporado por referéncia,
revela um método para obter uma células de fungo
filamentoso que compreendem eficiéncia aumentada da
integragdo direcionada. Preferivelmente, a seqgiéncia de DNA
no vetor de clonagem, que é homdloga ao 1lécus alvo, &
derivada de um lécus altamente expresso significando que
ela é derivada de um gene, que é capaz de alto nivel de
expressdo na célula hospedeira flingica filamentosa. Um gene
capaz de alto nivel de expressdo, oOu seja, um gene
altamente expresso, €& aqui definido como um gene cujo mRNA
pode fazer pelo menos 0,5% (w/w) do mRNA total celular, por
exemplo, sob condigdes induzidas, ou alternativamente, um
gene cujo produto de gene pode fazer pelo menos 1% (w/w) da
proteina total celular, ou, no caso de um produto de gene
secretado, pode ser secretado a um nivel de pelo menos 0,1

g/l (como descrito em EP 357 127). InGmeros genes fungicos
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preferidos altamente expressos sdo dados por via de
exemplo: genes de amilase, glicoamilase, alcool
desidrogenase, xilanase, gliceraldeido-fosfato
desidrogenase ou celobiohidrolase (cbh) de Aspergillus ou
Trichoderma. Genes altamente expressos mais preferidos para
esses objetivos sdo um gene de glicoamilase,
preferivelmente um gene de glicoamilase de A. niger, um
gene de TAKA-amilase de A. oryzae, um gene gpdA de A.
nidulans, um gene cbh de Trichoderma reesei,
preferivelmente cbhl. O sistema de vetor pode ser um vetor
tnico ou plasmideo ou dois ou mais vetores ou plasmideos,
gue juntos contém o DNA total a ser introduzido no genoma
da célula faGngica filamentosa, ou um transpdson. Mais de
uma cdépia de uma seqiiéncia de nucleotideos que codifica um
polipeptideo pode ser inserida na célula para aumentar a
producdo do produto de gene. Isso pode ser feito,
preferivelmente, por integragdo no cromossomo da célula da
sequéncia de nucleotideos, mais preferivelmente por
direcionamento da integra¢do da sequéncia de nucleotideos
em um dos 1ldbcus altamente expressos acima listados. A
integragdio pode ser aumentada por uma recombinase.
Alternativamente, isso pode ser feito por inclusdo de um
gene de marcador selecionavel amplificadvel com a sequéncia
de nucleotideos em que as células contendo cdpias
amplificadas do gene de marcador seleciondvel, e assim
cébpias adicionais da sequéncia de nucleotideos, podem ser
selecionadas por cultivo das células na presenga do agente
selecionadvel adequado. para aumentar ainda mais o nimero de
cébpias da sequéncia de DNA a ser super-expressa, a técnica

de convers3o de gene as descrita em WO 98/46772 pode ser
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usada.

Alternativamente, o vetor de expressdo recombinante
pode ser transcrito e traduzido in vitro, por exemplo, com
o uso de uma sequéncia reguladora de promotor T7 e T7
polimerase.

A insercdo de DNA pode ser operacionalmente ligada a
um promotor adequado, que pode ser um promotor constitutivo
ou indutivel como, por exemplo, o promotor PL de fago
lambda, o lac de E. coli, promotores trp e tac, os
promotores de SV40 precoces e tardios e promotores de LTRs
retrovirais. A pessoa habilitada sabera como selecionar
promotores adequados. As construgdes de expressdo podem
conter sitios para iniciagdo de transcrigdo, terminacdo, e,
na regido transcrita, um sitio de ligagdo de ribossomo para
traducdo. A porgdo codificadora dos transcritos maduros
expressos pelas construgdes pode preferivelmente incluir um
cédon de iniciac3o no inicio e um cdédon de terminagdo
adequadamente posicionado na extremidade do polipeptideo a
ser traduzido.

Preferivelmente, o promotor pode ser derivado de um
gene, que & altamente expresso (aqui definido como a
concentracdo de mRNA com pelo menos 0,5% (w/w) do mRNA
total celular). Em uma outra modalidade preferida, o
promotor pode ser derivado de um gene, que € meio expresso
(aqui definido como a concentragdo de mRNA com pelo menos
0,01% até 0,5% (w/w do mRNA total celular). Em uma outra
modalidade preferida, o promotor pode ser derivado de um
gene, que & menos expresso f(aqui definido como a
concentracdo de mRNA menor que 0,01% (w/w) do mRNA total

celular).
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Mais preferivelmente, dados de micro arranjo sao
usados para selecionar genes, e assim promotores daqueles
genes, que tém um certo nivel de transcrigdo e regulagao.
Desse modo uma pessoa pode adaptar os cassetes de expressao
de gene otimamente &as condigdes em que devem funcionar.
Esses fragmentos de promotor podem ser derivados de varias
fontes, ou seja, diferentes espécies, PCR amplificado,
sinteticamente e outros.

A sequéncia de controle também pode incluir uma
sequéncia de terminagdo de transcrigdo adequada, uma
seqiéncia reconhecida por uma célula eucaridtica para
terminar a transcrigado. A sequéncia terminadora €
operacionalmente ligada ao terminal 3' da sequéncia de
dcidos nucleicos que codifica o polipeptideo. Qualquer
terminador, que é funcional na célula, pode ser usado na
presente invengao.

Terminadores preferidos para células fingicas
filamentosas s3o obtidos a partir dos genes que codificam
TAKA amilase de Aspergillus oryzae; €& terminadores de
Penicillium chrysogenum pcbAB, pcbC e penDE; giucoamilase
de Aspergillus niger; antranilato sintase de Aspergillus
nidulans; alfa-glicosidase de Aspergillus niger; gene trpC
de Aspergillus nidulans; amdS de Aspergillus nidulans; JpdA
de Aspergillus nidulans; protease semelhante a tripsina de
Fusarium oxysporum.

A sequéncia de controle também pode ser uma seqiéncia
lider adequada, uma regido ndo traduzida de um mRNA que pe
importante para tradugdo pela célula. A sequéncia lider pe
operacionalmente ligada ao terminal 5' da seqiéncia de

dcidos nucleicos que codifica o polipeptideo.
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Qualquer sequéncia lider, que é funcionai na célula,
pode ser usada na presente invengdo. lideres preferidos
para células fungicas filamentosas sdao obtidas dos genes
que codificam TAKA amilase de Aspergillus oryzae e triose
fosfato 1isomerase de Aspergillus nidulans e glaA de
Aspergillus niger.

A seqiéncia de controle também pode ser uma sequéncia
de poliadenilagdo, a segquéncia que € operacionalmente
ligada ao terminal 3' da sequéncia de &acidos nucleicos e
que, quando transcrita, é reconhecida pela célula como um
sinal para adicionar residuos de poliadenosina ao mRNA
transcrito. Qualquer sequéncia de poliadenilagdo, que seja
funcional na célula, pode ser usada na presente invengao.

Seqiiéncias de poliadenilagdo preferidas para células
fiingicas filamentosas sdo obtidas dos genes que codificam
TAKA amilase de Aspergillus oryzae, glicoamilase de
Aspergillus niger, antranilato sintase de Aspergillus
nidulans, protease semelhante a tripsina de Fusarium
oxysporum e alfa-glicosidase de Aspergillus niger.

Sequiéncias de controle podem ser as sequéncias Kozak,
seqiéncias de iniciagdo e de terminagdo de tradugao
codificadoras como descrito em WO 2006/077258.

DNA de vetor pode ser introduzido em células
hospedeiras adequadas por meio de técnicas convencionais de
transformacdo ou transfecgdo. Como aqui usado, Os termos
vtransformagdo”, “transconjugagdo” e “transfecgdo” devem
referir-se a uma variedade de técnicas reconhecidas para
introducdo de &cido nucleico estranho (por exemplo, DNA) em
uma célula hospedeira, incluindo co-precipitagdo de fosfato

de calcio ou cloreto de calcio, transfecgdo mediada por
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DEAE-dextrano, transdugdo, infecgao, lipofecgao,
transfeccdo catidnica mediada por lipideo ou eletroporacgao.
Métodos adequados para transformagdo ou transfeccgdo de
células hospedeiras podem ser encontrados em Sambrook, e
cols. (supra), Davis e cols., Basic Methods in Molecular
Biology (1986) e outros manuais de laboratdrio.

Métodos de transformagdo de A. niger sao Dbem
conhecidos por pessoa habilitada (Biotechnology of Fungos
filamentosos: Technology and  Products. (1992) Reed
Publishing (USA); capitulo 6: Transformation paginas 113 a
156) . A pessoa habilitada reconhecera que a transformagdo
bem sucedida de A. niger ndo & limitada ao uso de vetores,
sistemas de marcador de selecdo, promotores e protocolos de
transformagao especificamente aqui exemplificados.
Protocolos de transformacdo especificos para A. niger sao
descritos, por exemplo, em WO 99/32617 ou WO 98/46772.

Os vetores preferivelmente contém um ou mais
marcadores seleciondveis, que permitem a féacil selegdo de
células transformadas. Um marcador seleciondvel €& um gene
cujo produto fornece resisténcia a biocida ou viral,
resisténcia ametais pesados, prototrofia a auxotrofos, e
outros. Um marcador seleciondvel para uso na célula fangica

filamentosa pode ser selecionado do grupo que inclui, sem

limitagao, amdsS (acetamidase), argB (ornitina
carbamoiltransferase), bar (fosfinotricinacetil
transferase), bleA (ligagao a fleomicina), hygB
(higromicina fosfotransferase), niaD (nitrato redutase),
pyrG (orotidina-5'-fosfato descarboxilase), sC (sulfato
adeniltransferase), e trpC (antranilato sintase), bem como

equivalentes de outras espécies. Preferidos para uso em uma
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célula de Aspergillus e Penicillium s8o os genes amdS (EP
635574, WO 97/06261) e pyrG de A. nidulans ou A. oryzae € O
gene bar de Streptomyces hygroscopicus. Mais
preferivelmente um gene amds & usado, ainda mais
preferivelmente um gene amdS de A. nidulans ou A. niger. Um
gene de marcador de selegdo mais preferido é a seqiéncia
codificadora amdS de A. nidulans fundida ao promotor gpdA
de A. nidulans como revelado em EP 635574, que €& aqui
englobado por referéncia. Genes amdS de outros fungos
também podem ser usados, por exemplo, agueles revelados em
WO 97/06261.

Um acido nucleico que codifica um marcador
selecionavel é preferivelmente introduzido em uma célula
hospedeira no mesmo vetor como O que codifica uma proteina
de acordo com a invencgdo ou pode se introduzido em um vetor
separado como, por exemplo, um vetor suicida, gque ndo pode
replicar nas células hospedeiras. As células transformadas
de forma estavel com o dcido nucleico introduzido podem ser
identificadas por selegdo de medicamento (por exemplo,
células que tém incorporado o gene de marcador selecionavel
sobreviverdo enquanto as outras células morrem).

A invencdo também fornece um polipeptideo isolado que
tem uma seqUéncia de aminodcidos de acordo com Id. de Seq.
N°s: 2, ou 7, respectivamente ou uma sequéncia de
aminodcidos obtenivel por expressdo de um polinucleotideo
da presente invengdo, como, por exemplo, uma seqUéncia de
polinucleotideos de acordo com Id. de Seq. N°s: 1 ou 6,
respectivamente em um hospedeiro adequado.

Em uma outra modalidade, é fornecido um polipeptideo

que tem a atividade de uma proteina TS08 ou TS09, em que O
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referido polipeptideo é polipeptideo tendo uma seqié€ncia de
aminodcidos que tem pelo menos 70% de homologia, como 75,
80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou 99,5% com
a sequéncia de aminodcidos de Id. de Seq. N°: 2, ou Id. de
Seq. N°: 7, respectivamente.

Polipeptideos (os termos “polipeptideo” e “proteina”
sio usados de forma intercambidvel nessa) de acordo com a
invencdo podem conter apenas substitui¢des conservadoras de
um ou mais aminodcidos nas sequéncias de aminodcidos
representadas por Id. de Seqg. N°s: 2, 7, 11 ou 17, ou
substituicdes, inserc¢des ou delegdes de aminodcidos nao
essenciais. Portanto, um aminocdcido ndo essencial €& um
residuo que pode ser alterado nas seqiéncias de aminoacidos
mostradas em Id. de Seq. N°s: 2, 7, 11 ou 17 sem alterar
substancialmente a funcdo biolbdgica. Por exemplo, residuos
de aminodcido que s3o conservados entre as proteinas da
presente invengdo, sdo previstos para éerem particularmente
ndo propensos a alteracdo. Além disso, aminoacidos
conservados entre as proteinas de acordo com a presente
invengdo e outras proteinas TS08, TS09, CSO07 e/ou BS08
provavelmente ndo sdo propensas a alteragdo.

O termo ‘“substituicdo conservadora” deve significar
uma substituicdo em que o residuo de aminodcido €&
substituido com um residuo de aminodcido que tem uma cadeia
lateral similar. Essas familias sdo conhecidas na técnica e
incluem aminodcidos com cadeias laterais béasicas (por
exemplo, lisina, arginina e histidina), cadeias laterais
dcidas (por exemplo, &cido aspartico, a&acido glutamico),
cadeias laterais polares ndo carregadas (por exemplo,

glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
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cisteina), cadeias laterais n3o polares (por exemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias 1laterais
beta-ramificadas (por exemplo, treonina, valina,

isoleucina) e cadeias laterais aromdticas (por exemplo,
tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina).

Como acima mencionado, os polinucleotideos da invengdo
podem ser utilizados na construgdo genética de uma célula
hospedeira adequada para tornd-la melhor e mais eficiente
na fermentagdo, por exemplo, em um processo de fermentagao
para acido citrico.

De acordo com a invencdo uma célula hospedeira
geneticamente construida/recombinantemente produzida
(também referida como célula recombinante ou célula
transformada) que porta tal polinucleotideo modificado em
que a fungdo da proteina 1ligada & significativamente
modificada em comparacdo a uma célula de tipo selvagem de
modo que o rendimento, produgdo e/ou eficiéncia de produgdo
de um ou mais produtos da fermentagdo como &cido citrico é
melhorado. A célula hospedeira pode ser selecionada de um
microorganismo capaz de produzir um ou mais produtos da
fermentacdo como, por exemplo, &dcido citrico a partir de um
carboidrato, como fungos filamentosos, em particular
Aspergillus, preferivelmente Aspergillus niger, mais
preferivelmente A. niger CBS 513.88.

Uma “célula transformada” ou “célula recombinante” &
uma célula em que (ou em um ancestral da qual) foi
introduzido, por meio de técnicas de DNA recombinante, um
dcido nucleico de acordo com a invengdo, ou em dque a

atividade da proteina TS08, TS09, CS07 foi aumentada e/ou
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melhorada e/ou a atividade da proteina BS08 foi diminuida
ou abolida. Células hospedeiras adequadas incluem células
de microorganismos capazes de produzir um dado produto da
fermentacdo, por exemplo, conversdo de um dado carboidrato
em &cido citrico. Em particular, essas incluem cepas
selecionadas do grupo de fungos filamentosos,
preferivelmente de Aspergillus, mais preferivelmente de A.
niger, A. awamori, A. aculeatus, A. japonicus, A. oryzae,
A. vadensis, A. carbonarius, A. tubingensis, A.
lacticoffeatus, A. brasiliensis, A. piperis A.
costaricaensis ou A. foetidus, ainda mais preferivelmente
A. foetidus var. acidus ou A. foetidus var. pallidus, ainda
mais preferivelmente de A. niger var. awamori, ainda mais
preferivelmente de A. niger ATCC1015 e mais preferivelmente
de A. niger CBS 513.88.

Uma melhor expressdo de gene pode ser atingida por
modificacdo do gene de TS08, TS09, CSs07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07, por exemplo, por
introducdo de uma ou mais mutagdes no gene de TS08, TS09
e/ou CS07 em que a referida modificagdo leve a uma proteina
TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou
TS08/TS09/CS07 com uma fungao que é significativamente
melhorada em comparagdo a proteina de tipo selvagem.

Portanto, em uma outra modalidade, o polinucleotideo
gue porta pelo menos uma mutagdo ¢é derivado de um
polinucleotideo selecionado do grupo de Id. de Seq. N°s: 1,
6 e/ou 11, ou equivalentes desses.

Uma mutacdo como aqui usado pode ser qualquer mutagdo
que leva a um polipeptideo mais funcional ou mais estével;

por exemplo, produtos de gene mais funcionais ou mais
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estaveis de TSO08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07,
TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07. 1Isso pode incluir, por
exemplo, uma altera¢do no genoma de um microorganismo, que
melhora a sintese de wuma proteina TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07 ou leva
a expressdo de uma proteina TS08, TS09, CSO07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07 com uma sequéncia

de aminodcidos alterada cuja fungdo comparada com a

‘contraparte de tipo selvagem gque tem uma sequéncia de

aminoacidos ndo alterada é melhorada e/ou aumentada. A
melhoria pode ocorrer no nivel de transcrigao, tradugao ou
pds-tradugao.

A alteracdo no genoma do microorganismo pode ser
obtida, por exemplo, por substituigdo através de uma
recombinacdo de cruzamento Unico ou duplo de uma sequéncia
de DNA de tipo selvagem por uma seqiéncia de DNA que contém
a alteracdo. Para selegdo conveniente de transformantes do
microorganismo com a alteragdo em seu genoma a alteracdao
pode, por exemplo, ser uma sequéncia de DNA que codifica um
marcador de resisténcia a antibidéticos ou um gene dque
complementa uma possivel auxotrofia do microorganismo.
Mutag¢des incluem, mas ndo sdo limitadas a, mutagdes de
delecgdo-insergao.

Uma alteracdo no genoma do microorganismo que leva a
um polipeptideo mais funcional também pode ser obtida por
mutagenizagdo aleatdéria do genoma do microorganismo com o
uso, por exemplo, de mutagenos quimicbs, radiagdo ou
transposons e selegdo ou rastreamento por mutantes que sao
produtores melhores ou mais eficientes de um ou mais

produtos da fermentagdo. Métodos padrdo para rastreamento e
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selecdo sdo conhecidos por uma pessoa habilitada.

Em uma modalidade especifica, €& desejado abolir ou
suprimir um repressor do gene de TS08, TSO09 e/ou CS07 da
presente invengdo, ou seja, quando sua expressdao de dgene
repressor & artificialmente suprimida para melhorar o
rendimento, produtividade, e/ou eficiénecia de produgao do
produto da fermentagdo quando introduzido em uma célula
hospedeira adequada. Métodos de fornecer knockouts bem como
microorganismos que carregam tais genes suprimidos sdo bem
conhecidos na técnica. A supressdo do gene repressor pode
ser induzida por dele¢do de pelo menos uma parte do gene
repressor ou da regido reguladora desse. Como aqui usado,
vsupressdo da expressdo do gene” inclui supressdo completa
e parcial, bem como supressdo sob condigBes especificas e
também supressdo da expressdo de um dos dois alelos.

Para melhorar a produgdo de 4&cido citrico de uma
célula hospedeira recombinante em que a atividade de TS08,
TS09, Cso7, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou
TS08/TS09/CS07 é aumentada ou melhorada, a expressao de
gene de BS08 pode ser inibida naquele organismo, por
exemplo, por direcionamento da sequéncias de nucleotideos
complementares a regido reguladora de uma seqliéncia de
nucleotideos de BS08 (por exemplo, um promotor de BS08 e/ou
intensificadores) para formar estruturas helicoidais
triplas que evitam a transcrig@o de um gene de BS08 em
células alvo. Veja, de modo geral, Helene, C. (1991)
AnticancerDrugDes. 6 (6): 569-84; Helene, C. e cols. (1992)
Ann. N. Y Acad Sci. 660: 27-36; e Maher, L. J. (1992)
Bioassays 14 (12): 807-15.

A inibicd3o ou prevengdo da expressdo de gene pode ser
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atingida por modificagdo de um gene que codifica BS08, por
exemplo, por introdugdo de uma ou mais mutagdes no gene que
codifica BS08 em que a referida modificagdo leva a uma
proteina BS08 com uma fungao que é significativamente
diminuida em comparacdo & proteina de tipo selvagem.

Portanto, em uma outra modalidade, © polinucleotideo
que carrega pelo menos uma mutagdo é derivado de um
polinucleotideo que codificam um polipeptideo BS08 como
representado por Id. de Seq. N°: 16 ou equivalentes desses.

Uma mutagdo como aqui usado pode ser qualquer mutagdo
que leva a um polipeptideo menos funcional ou instavel, por
exemplo, produtos de gene de BS08 menos funcionais ou
instaveis. Isso pode incluir, por exemplo, uma alteragdao no
genoma de um microorganismo, que interfere com a sintese de
BS08 ou leva a expressdo de uma proteina BS08 com uma
seqiiéncia de aminodcidos alterada cuja fungao comparada com
a contraparte de tipo selvagem que tem uma seqiéncia de
aminodcidos ndo alterada é completamente ou parcialmente
destruida. A interferéncia pode ocorrer no nivel de
transcricdo, tradugdo ou pdbs-tradugdo.

A alteragcdo no genoma do microorganismo pode ser
obtida, por exemplo, por substituicdo através de uma
recombinacdo de cruzamento Gnico ou duplo de uma sequéncia
de DNA de tipo selvagem por uma seqiéncia de DNA que contém
a alteracdo. Para selegdo conveniente de transformantes do
microorganismo com a alteragdo em seu genoma a alteracao
pode, por exemplo, ser uma seqiéncia de DNA que codifica um
marcador de resisténcia a antibidéticos ou um gene que
complementa uma possivel auxotrofia do microorganismo.

Mutacdes incluem, mas ndo sdo limitadas a, mutagdes de
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delecdo-insergao.

Uma alteracdo no genoma do microorganismo que leva a
um polipeptideo menos ou ndo funcional também pode ser
obtida por mutagenizagao aleatéria do genoma do
microorganismo com © uso, por exemplo, de mutagenos
quimicos, radiagdo ou transposons e selegdo ou rastreamento
por mutantes que sdo produtores melhores ou mais eficientes
de um ou mais produtos da fermentagdo. Métodos padrdo para
rastreamento e selegdo sdo conhecidos por uma pessoa
habilitada.

Em uma modalidade especifica, & desejado suprimir o
gene que codifica BS08 da presente invengdo, ou seja,
quando sua expressdo de gene é artificialmente suprimida
para melhorar o rendimento, produtividade, e/ou eficiéncia
de produgdo do produto da fermentagdo quando introduzido em
uma célula hospedeira adequada. Métodos de fornecer
knockouts bem como microorganismos que carregam tais genes
suprimidos s3o bem conhecidos na técnica. A supressdo do
gene de BS08 endégeno pode ser induzida por delegdo de
pelo menos uma parte do gene ou da regido reguladora desse.

Como aqui usado, ‘“supressdo da expressdao do gene”
inclui supressdo completa e parcial, bem como supressao sob
condicdes especificas e também supressdo da expressdo de um
dos dois alelos.

Para criar um microorganiémo knockout em que a
expressdo de um gene de BS08 é artificialmente suprimida,
primeiro o gene de BS08 pode ser clonado e entdo um vetor
para recombinagdo homdéloga pode ser construido pelo uso do
gene para inativar o gene de BS08 enddégeno no

microorganismo alvo. O vetor para recombinagdo homdloga
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entdo contém uma seqiéncia de &cidos nucleicos desenhada
para inativar o gene enddgeno de BS08 no microorganismo
alvo. Tal &cido nucleico pode ser, por exemplo, uma
seqiiéncia de &acidos nucleicos do gene de BS08 ou a regido
reguladora desse, como a regido flanqueadoras existente do
gene a ser inativado (em cis), ou existente separadamente
(em trans), contendo pelo menos uma delegdo parcial, ou
alternativamente ele pode ser uma seqiéncia de acidos
nucleicos do gene de BS08 ou a regido reguladora desse que
contém outros genes. O rompimento e substituig¢do de gene
s3o revelados em EP 635 574 e WO 98/46772 e WO 05/095624.
Um gene gque também pode funcionar como um marcador é
preferivelmente selecionado como © gene a ser inserido no
gene de BS08 ou a regido reguladora desse. Os genes
inseridos a serem usados incluem, por exemplo, genes de
resisténcia a medicamento como acima definido. N&o ha
gualquer limitagdo particular sobre a posigdo em que OS
genes podem ser inseridos no gene de BS08, desde que a
insercdo naquela posigdo resulte na supressdo da expressao
do gene enddgeno de BS08 no alvo. Para evitar efeitos
polares da insergdo, delegles silenciosas em estrutura
podem ser introduzidas pelo uso, por exemplo, do sistema
sacB ou PCR de homologia de flanqueamento longo. Essas
técnicas sd3o bem conhecidas por pessoa habilitada na
técnica.

As estratégias de mutagénese anteriormente mencionadas
para proteinas BS08 podem resultar em rendimento aumentados
de um composto desejado em particular acido citrico. Essa
lista ndo deve ser limitante; varia¢des dessas estratégias

de mutagénese estardo facilmente aparentes para pessoa de
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habilidade comum na técnica. Por esses mecanismos, o &acido
nucleico e moléculas de proteina da invengdo podem ser
utilizados para gerar microorganismos como Aspergillus
niger ou cepas relacionadas de fungos que expressam acido
nucleico e moléculas de proteina BS08 mutados de modo que o
rendimento, produtividade, e/ou eficiéncia de produgdo de
um composto desejado, como acido citrico & melhorada.

As estratégias de mutagénese anteriormente mencionadas
para uma proteina TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07,
TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, TS08/BS08, TS09/BS08, CS07/BS08,
TS08/TS09/BS08, TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08, ou
TS08/TS09/CS07/BS08 podem resultar em rendimento aumentados
de um composto desejado em particular &acido citrico. Essa
lista ndo deve ser limitante; variag¢des dessas estratégias
de mutagénese estardo facilmente aparentes para pessoa de
habilidade comum na técnica. Por esses mecanismos, o acido
nucleico e moléculas de proteina da invengdo podem ser
utilizados para gerar microorganismos como Aspergillus
niger ou cepas relacionadas de que expressam acido nucleico
e moléculas de proteina TS08, TS09, CS07 e/ou BS08 mutada
de modo que o rendimento, produtividade, e/ou eficiéncia de
producdo de um composto desejado, como &cido citrico é
melhorada.

Em um aspecto da invengdo, sdo fornecidos
microorganismos (em particular fungos filamentosos como
Aspergillus) que s3o capazes de produzir &cido citrico a
partir de um carboidrato adequado como, por' exemplo,
glicose, frutose, sacarose, melado, mandioca, amido ou
milho. A medigdo de A&cido citrico é feita por simples

titulagdo &acido-base com NaOH mantendo em mente que todos
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os acidos s3o medidos desse modo. Para medir &cido citrico
na presenca de outros &acidos, HPLC é usada (por exemplo,
com coluna de troca anidnica IonPac AS-11 de Dionex, cOmo
descrito em seu pedido publicamente disponivel nota n° 123
de Dec. 1998 “The determination of inorganic anions and
organic acids in fermentation broths”, Dionex Corp.,
Sunnyvale, California). Quando medidos, por exemplo, por
HPLC ou titulacdo, esses organismos sdo capazes de produzir
dcido citrico a partir de sacarose até um nivel de 100 g/1
respectivamente. Em um outro aspecto da invencdo, &
fornecido um microorganismo capaz de produzir &cido citrico
em quantidades de 300 g/l gquando produzido por fermentagdo
submersa iniciando de sacarose. Tal pode ser realizado por
aumento da atividade de um polipeptideo TS e/ou Cs,
preferivelmente um polipeptideo TS08, TS09 e/ou CS07. O
rendimento de &cido «citrico produzido a partir, por
exemplo, de sacarose pode ser tdo alto quanto 1, 5, 2, 4,
10, 20, 50 g/1 ou mesmo exceder 400, 600, 1000 g/l. Tal
pode ser realizado por aumento ou melhoria da atividade de
um polipeptideo TS, ou CS, preferivelmente um polipeptideo
TS08, TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou
TS08/TS09 e CS07, opcionalmente combinado com diminuig¢do ou
eliminacdo da atividade de uma proteina BS, preferivelmente
uma proteina BS08. O rendimento de &cido citrico produzido
a partir, por exemplo, de sacarose pode ser tdo alto quanto
1, 5, 2, 4, 10, 20, 50 g/l ou mesmo exceder 400, 600, 1000
g/l. 0O rendimento de &cido citrico que usa um
microorganismo que carrega O gJgene modificado como aqui
descrito pode ser aumentado em pelo menos 1%, 2%,3%, 4%,

8%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 100%, 200%, 500% ou mais
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comparado & quantidade de &cido citrico produzida pela cepa
de tipo selvagem como, por exemplo, A. niger CBS 513.88.

O microorganismo recombinante que carrega, por
exemplo, um gene modificado de TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, TS08/BS08, TS09/BS08,
CsS07/BS08, TS08/TS09/BS08, TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08,
ou TS08/TS09/CS07/BS08 e que é capaz de produzir o produto
da fermentagdo em rendimento, produtividade, e/ou
eficiéncia significativamente maior pode ser cultivado em
um meio aquoso suplementado com nutrientes adequados sob
condicdes adequadas. A produgdo de acido citrico pode ser
conduzida via fermentacdo submersa ou de superficie
iniciando a ©partir de diferentes carboidratos e/ou
materiais brutos.

Em uma modalidade, 4&cido citrico é produzido via
fermentacdo submersa iniciando a partir de um carboidrato,
material bruto como, por exemplo, mandioca e/ou milho, que
pode ser moido e misturado com &gua. Uma fermentagdo de
semente pode ser preparada em um fermentador separado. A
liquefagdo do amido pode ser realizada na presenga de uma
enzima amilolitica como, por exemplo, amilases, celulases,
lactases ou maltases e aditivos e nutrientes como anti-
espuma podem ser adicionados antes ou durante a
fermentacdo. Para a fermentac¢do principal, a concentragao
de carboidrato, por exemplo, amido, na mistura pode ser na
faixa de 150 a 200 g/l, preferivelmente cerca de 180 g/1.

Em uma modalidade adicional, &acido citrico & produzido
via fermentacd3o de superficie iniciando a partir de um
carboidrato material bruto, como, por exemplo, uma mistura

de melado de beterraba ou cana ou sacarose.
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As moléculas de A&cido nucleico, polipeptideos,
vetores, iniciadores, e microorganismos recombinantes aqui
descritos podem ser usados em um ou mais dos seguintes
métodos: identificacd3o de Aspergillus niger e organismos
relacionados; mapeamento de genomas de organismos
relacionados a Aspergillus niger, identificagéao e
localizagdo de seqiéncias de Aspergillus niger de
interesse; estudos de evolucdo; determinagdo de regides de
proteina TS08, TS09, CS07 e/ou BS08 necessarias para
funcdo; modulacdo de uma atividade ou fungdo da proteina
TS08, TS09, CS07 e/ou BS08; modulagdo da atividade de uma
via de TS; e modulacdo da produgadao celular de um composto
desejado, como acido citrico.

A invencdo fornece métodos para rastreamento de
moléculas que modulam a atividade de uma proteina TSO08,
TS09 e/ou CS07, por interagdo com a proteina em si ou um
substrato ou parceiro de ligagdo de uma proteina TS08, TSO09
e/ou CS07, ou por modulacéo da transcricdo ou tradugdo de
uma molécula de &cido nucleico de TS08, TS09, CS07 e/ou
SB0O8 da invencdo. Em tais métodos, um microorganismo dque
expressa uma proteina TSO08, TS09, Cso07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, TS08/BS08, TS09/BS08,
CsS07/BS08, TS08/TS09/BS08, TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08,
ou TS08/TS09/CS07/BS08 da invengdo faz contato com um ou
mais compostos de teste, e o efeito de cada composto de
teste sobre a atividade ou nivel de expressdo da proteina
TS08, TS09, CS07 e/ou BS08 é avaliado.

A atividade Dbioldgica, enzimatica ou outra de
proteinas TS, CS e/ou BS pode ser medida por métodos bem

conhecidos por uma pessoa habilitada, como, por exemplo,
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por incubagdo de uma fragdo de membrana contendo a proteina
TS08, TS09, CS07 e/ou BS08 com o aclQcar marcado
radioativamente, &lcool de aglcar ou carboxilatos gque podem
ser ativamente transportados por uma proteina TS08, TS09,
cso7, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07,
TS08/BS08, TS09/BS08, CS07/BS08, TS08/TS09/BS08,
TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08, ou TS08/TS09/CS07/BS08. A
incorporagio de radiocatividade na massa de célula ¢&
diretamente proporcional a atividade do transportador.
Portanto, por exemplo, a atividade de um transportador pode
ser medida em um ensaio em que células intactas contendo
transportador especifico s8o incubadas na presenga de
tampdo de fosfato em pH 6 e a fonte de carbono
radioativamente marcada, como, por exemplo, glicose. A taxa
de assimilagcdo da fonte de carbono radioativo como, por
exemplo, glicose pelas células pode ser medida por métodos
conhecidos por uma pessoa habilitada, e €& diretamente
proporcional a atividade de proteina TS, CS e/ou BS
presente na fragao de membrana.

Em um ensaio alternativo, a atividade biolégica,
enzimdtica ou outra atividade das proteinas TS, CS e/ou BS
pode ser medida por métodos bem conhecidos por uma pessoa
habilitada, como, por exemplo, por complementagdo de um
mutante de rompimento de Saccharomyces a um dene
transportador correspondente (ortdlogo) com um clone de
cDNA de A. niger que codifica uma proteina TS08, TS09,
Cso7, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07,
TS08/BS08, TS09/BS08, CS07/BS08, TS08/TS09/BS08,
TS08/CS07/BS08, TS09/CS07/BS08, ou TS08/TS09/CS07/BS08 da

invencdo. A complementagdo positiva de um transportador
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menos fenétipo €& uma indicagdo para atividade de
transportador.

Pode ser evidente a partir da descrigdo acima que o
produto da fermentagdo do métodos de acordo com a invencdo
pode nd3o ser limitado a &cido citrico isoladamente. O
“composto desejado” ou “produto da fermentagdo” como aqui
usado pode ser quaisquer produtos naturais ou heterdlogos
de Aspergillus niger, que incluam os produtos finais e
intermedidrios das vias de biossintese, como, por exemplo,
metabdlitos primdrios e secunddrios como, por exemplo,
beta-lactamas, proteinas ou enzimas em particular a geragao
biossintética de acido citrico.

Portanto, a presente invengdo & direcionada ao uso de
um polinucleotideo, polipeptideo, vetor, iniciador e
microorganismo recombinante como aqui descrito na produgdo
de &acido citrico, ou seja, a conversdo de uma fonte de
carbono em &acido citrico. Em uma modalidade preferida, um
polinucleotideo modificado, polipeptideo, vetor e
microorganismo recombinante como aqui descritos é usado
para melhorar o rendimento, produtividade, e/ou eficiéncia
da produgdo de acido citrico.

Os termos “produgao” ou “produtividade” sao
reconhecidos na técnica e incluem a concentragdo do produto
da fermentacdo (por exemplo, &cido citrico) formado em dado
tempo e um dado volume de fermentagdo (por exemplo, kg de
produto por hora por 1litro). O termo ‘“eficiéncia de
produgado” inclui o tempo necessdrio para um nivel
particular de produgdo ser atingido (por exemplo, quanto
tempo leva para a célula atingir uma taxa particular de

resultado da produto da fermentacdo). O termo “rendimento”
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é& reconhecido na técnica e inclui a eficiéncia da conversdo
de o carboidrato no produto (ou seja, &acido citrico). Isso
é geralmente escrito como, por exemplo, kg de produto por
kg de fonte de carbono. Por “aumento do rendimento e/ou
produgdo”, ou aumento da performance de produgdo” do
composto entende-se que a quantidade de moléculas
recuperadas, ou de moléculas recuperadas uteis daquele
composto em uma dada quantidade de cultura por uma dada
gquantidade de tempo é aumentada. Os termos “biossintese” ou
uma “via biossintética” s3o reconhecidos na técnica e
incluem a sintese de um composto, preferivelmente um
composto organico, por uma célula de compostos
intermedidrios em que pode ser um processo de multi-etapas
e processo altamente regulado. A palavra “metabolismo” é
reconhecida na técnica e inclui a totalidade das reagdes
biogquimicas que ocorrem em um organismo. O metabolismo de
um composto particular, entdo, (por exemplo, o metabolismo
de um aminodcido como glicina) compreende as vias
biossintéticas, de modificac3o, e de degradagdo gerais na
célula relacionada a esse composto. A palavra “transporte”
ou ‘“importacdo” & reconhecida na técnica e inclui o
movimento facilitado de uma ou mais moléculas por toda a
membrana celular através da qual a molécula seria incapaz
de passar ou passaria de forma ineficiente.

Acido citrico como aqui usado pode ser gqualquer forma
guimica de A&acido citrico encontrada em solugdes aquosas,
como, por exemplo, nao dissociada, em sua forma livre ou
dissociada como um &nion. A forma de sal solubilizado de
dcido citrico pode ser caracterizada como o dnion na

presenca de qualquer tipo de cations comumente encontrados
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em sobrenadantes de fermentagdo, como, por exemplo,
potdssio, sdédio, cdlcio ou ambénio. Também podem ser
incluidos cristais isolados da forma de &cido livre de
dcido citrico. Por outro lado, cristais isoclados de uma
forma de sal de &cido citrico sdo chamados por seu nome de
sal correspondente, ou seja, citrato de sbdio, citrato de
potassio, citrato de cdlcio e outros.

Em uma modalidade preferida, a presente invengdo €
relacionada a um processo para a produgdo de &cido citrico
em que um nucleotideo de acordo com a invengdo ou uma
seqiiéncia de polinucleotideos modificada como acima
descrito é introduzida em um microorganismo adequado, O©
microorganismo recombinante é cultivado sob condigdes que
permitem a producdo de &cido citrico em alta produtividade,
rendimento, e/ou eficiéncia, o produto da fermentagao
produzido é isolado do meio de cultura e opcionalmente
também purificado.

Em um aspecto adicional, o processo para a produgao de
dcido citrico como acima descrito pode ser combinado com
etapas adicionais de separagdo e/ou purificagdo do acido
citrico produzido a partir de outros componentes no caldo
de fermentacgao, ou seja, as chamadas etapas de
processamento downstream. Essas etapas podem incluir
qualquer meio conhecido por pessoa habilitada, como, por
exemplo, concentragao, cristalizacgao, precipitacgao,
adsorgdo, troca idnica, eletrodidlise, eletrodidlise de
membrana bipolar e/ou osmose reversa. Acido citrico pode
ser também purificado como a forma de &cido 1livre ou
gqualquer uma de suas formas de sal conhecidas por meio de

operagdes como, por exemplo, tratamento com carbono
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ativado, troca idénica, adsorcdo e eluigdo, concentragao,
cristalizacdo, filtracdo e secagem. A combinagao dessas
etapas mencionadas, por exemplo, eletrodidlise e
eletrodidlise de membrana bipolar em uma etapa deve ser
também usada bem como combinagdo das etapas mencionadas,
por exemplo, vVAarias etapas da troca idnica por uso de
métodos de cromatografia de leito mdvel simulado. Qualquer
um desses procedimentos isoladamente ou em combinagado
constitui um meio conveniente para isolagdo e purificagao
do produto, ou seja &cido citrico. O produto assim obtido
pode ser também isolado em uma maneira como, por exemplo,
por concentragdo, cristalizagdo, precipitagao, lavagem e
secagem dos cristais e/ou purificado por, por exemplo,
tratamento com carbono ativado, troca idénica e/ou
recristalizacgdo.

O procedimento de processamento downstream pode
incluir, por exemplo, o isolamento de &cido citrico por
meio de precipitagdo com cal, cromatografia ou extragao de
solvente. A purificac¢do pode incluir tratamento com carbono
ativado, etapas de troca ibnica, cristalizagdo e/ou
filtracdo. As formas do produto final sd8o obtidas por
concentracdo e cristalizagdo, ou para as formas de sal, por
neutralizacdo de &cido citrico com a base desejada (como
NaCH, KOH, NH; e outras). Esses cristais podem ser
separados, lavados e secos. Se necessidrio, O0s cristais
podem ser novamente ressolubilizados em agua, tratados com
carbono ativado e/ou resinas de troca idnica e
recristalizados. Esses cristais podem entdo ser separados,
lavados e secos.

Acido citrico pode ser convertido, por exemplo, em
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citrato monossdédico, citrato trissédico, citrato
tricalcico, dihidrato citrato trissddico, citrato
tripotdssico, citrato monossédico anidro, ou cristalizado
como &cido citrico anidro ou &cido citrico monohidrato.
Acido citrico e seus sais como produzido por um método
aqui descrito pode ser também usados como ingrediente ou
aditivo para, por exemplo, alimento (como, por exemplo,
produtos de confeitaria, alimentos para bebés, gorduras e
6leos, doces, queijo, produtos laticinios), bebidas como,

por exemplo, refrigerantes carbonados, xaropes, Sucos de

frutas e drinques, vinhos, chas prontos para beber),
farmacos (como, por  exemplo, comprimidos, xaropes,
suspensdes/solu¢des), agentes de limpeza e detergentes

(como, por exemplo, sabdo desodorante, liquidos/pbs de
lavagem de louga), em produtos de higiene pessoal (como,
por exemplo, xampus, cremes e logdes, produtos de higiene,
pastas de dente) ou em outras aplicagdes industriais como
em adesivos, alimentac¢do animal, fotogimicos e outros.

Portanto, em uma modalidade a presente invencdo &
relacionada a produtos alimenticios, bebidas, farmacos,
agentes de limpeza, detergente ou produto de higiene
pessoal que compreendem &cido citrico como produzido por um
processo aqui descrito.

Essa invencdo é também ilustrada pelos exemplos a
seguir que ndo devem ser interpretados como limitantes. O
contetido de todas as referéncias, pedidos de patente,
patentes e pedidos de patente publicados, citados por todo
esse pedido sdo aqui incorporados por referéncia.

EXEMPLOS

Cepas
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WT 1: Essa cepa de A. niger & usada como uma cepa de
tipo selvagem. Essa cepa é depositada no Instituto CBS sob
o numero de depdsito CBS 513.88.

WT 2: Essa cepa de A. niger & uma cepa de tipo
selvagem 1 que compreende uma deleg¢do do gene que codifica
glicoamilase (glaA). WT 2 foi construida pelo uso da
abordagem “MARKER-GENE FREE” como descrito em EP 0 635 574
Bl. Essa patente revela como deletar sequiéncias de DNA
especificas de glaA no genoma de CBS 513.88. O procedimento
resultou em uma cepa de A. niger recombinante MARKER-GENE
FREE delta-g/aA CBS 513.88, que ndo possui sequiéncias de
DNA estanhas.

WT 3: Essa cepa de A. niger & uma cepa de tipo
selvagem 2 que compreende uma mutagdo que resulta em uma
cepa de A. niger deficiente de oxalato. WT 3 foi construida
pelo uso do método como descrito em EP1590444. Esse pedido
de patente, revela como rastrear por cepa de A. niger
deficiente de oxalato. A cepa WT3 foi construida de acordo
com o métodos dos exemplos 1 e 2 de EP1590444, a cepa WT 3
& cepa mutante 22 de EP1590444 (designada FINAL em
EP1590444) .

Exemplo 1

Preparagdo de DNA cromossémico e amplificagdo de fragmento

de DNA por PCR

DNA cromossdmico de Aspergillus niger CBS 513.88 foi
preparado a partir de células cultivadas em frascos de 500
ml com septo com 100 ml de caldo de fermentagdo (MM-G) como
indicado a 30°C e 15,7 rad/s por 16-20 h. Meio MM-G contém
por litro: 20 g D-glicose, 6 g NaNO;, 0,25 g KCl, 1,5 g

KH,PO,, 1,13 ml 4 M KOH, 0,5 g MgSO4;.7H;0, 1 ml de elementos
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de tragco de estoque (elementos de trago de estoque por
litro: 22 g ZnSO,.7H,0, 11 g H3;BO;, 5 g FeS0,.7H0, 1,7 g
CoCl,.6H,0, 1,6 g CuSO,.5H,0, 5 g MnCl,.4H0, 1,5 g
Na,MoO,.2H,0, 50 g EDTA, ajustado ao pH 6,5 com 4 M KOH,
esterilizado por filtro e estocado no escuro a 4°C).
Fermentacdo de agitagdo de frasco e isolagdo de DNA
cromossémico estdo descritas em maiores detalhes em WO
98/46772.

Fragmentos de DNA foram preparados por PCR com © DNA
cromossémico preparado acima e um conjunto de iniciadores,
Pf (Id. de Seq. N°s: 3, 8, 13 e 18 respectivamente) e Pr
(Id. de Seq. N°s: 4, 9, 14 e 19, respectivamente). Para a
reacdo, a Pfx polymerase de platina (Invitrogen) e 50 ng do
DNA cromossdmico foram usados em volume total de 50 ul de
acordo com as instrug¢des do fornecedor para gerar Os
produtos respectivos de PCR contendo as sequéncias de DNA
respectivas (Id. de Seq. N°s: 1, 6, 11 e 16). Os produtos
de PCR foram recuperados da mistura de reagdo e as
sequéncias corretadas foram confirmadas.

Construg¢do de vetores de superexpressdo e knock-out

Técnicas de clonagem e de isolagdo de DNA de plasmideo
foram realizadas de acordo com principios conhecidos e
técnicas rotineiras de isolag¢do de plasmideo (Sambrook, J.
e cols., 1989). Sequéncias, gque sdo candidatas para
rompimento, compreendem a estrutura de leitura aberta (ORF)
(com introns) e aproximadamente 1.500 por sequéncia 5' e 3'
dos genes. Um vetor de substituigdo de gene para o gene SB
08 foili desenhado de acordo com principios conhecidos e
construido de acordo com procedimentos rotineiros de

clonagem (veja, a Figura 1). Em esséncia, esses vetores
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compreendem aproximadamente 1.500 por regides flanqueadoras
da ORF SB 08, para recombinagdo homéloga no lécus gendmico
de SB 08 predestinado. Em adigdo, eles contém o marcador de
selecdo de A. nidulans bi-direcional amdS, em repetigdes
diretas. O desenho geral desses vetores de delegdo foi
previamente descrito em EP635574B e WO 98/46772.

Vetores de superexpressdo para os dgenes de TS08, TS09
e CS07 foram desenhados de acordo com principios conhecidos
e construidos de acordo com procedimentos rotineiros de
clonagem. Exemplos do desenho geral de vetores de expressao
e o uso de vetores de expressdo para superexpressdo de gene
podem ser encontrados em W0199932617, W0200121779 e
WO2005100573.

Em esséncia, vetores de expressdo compreendem pelo
menos um promotor e terminador para expressdo adequada de
um gene. Os DNAs ou cDNAs gendmicos de TS08, TS09 e CS07
como listado na Tabela 1, por exemplo, foram usados para
clonagem e superexpressdo dos genes mencionados. Um
marcador de selecdo para transformagdo, como o marcador de
selegdo de A. nidulans bi-direcional amdS pode estar no
vetor ou pode ser usado como vetor separado em CoO-
transformagdo. Exemplos de vetores de expressdo com base em
PGBTOP ou com base em pGBFIN podem see encontrados na
Figura 3 ou 4. todos os genes de TS08, TS09 e CS07 de A.
niger foram clonados em um vetor de superexpressdo com base
em PGBFIN. O vetor pGBFINMNR-1 & um exemplo de um vetor com
base em pGBFIN para vetor de superexpressdao da proteina
TS08 (Figura 5).

Exemplo 2
Rompimento do gene de BS08 em A. niger WT3
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DNA linear de um vetor de delegdo digerido com enzimas
de restricdo adequadas, como pGBDEL-SODA (Figura 3), foi
isolado e usado para transformar A. niger WT 3 com O uso
dos métodos anteriormente descritos (Biotechnology of
Filamentous fungi: Technology and Products. (1992) Reed
Publishing (USA); capitulo 6: Transformation paginas 113 a
156) . Esse DNA linear pode se integrar no genoma no locus
homélogo, assim substituindo o gene endbgeno BS08, que
codifica o polipeptideo BS08, pelo gene de amdS. Uma
ilustracdo desse evento é como mostrado na Figura 2.
Transformantes foram selecionados em meio de acetamida e
purificados de acordo com procedimentos padrdo com descrito
em EP 635 574. os esporos foram plaqueados em meio de
flior-acetamida para selecionar cepas, que perderam O
marcador de amdS. As coldnias em crescimento foram

diagnbésticos por PCR para integracdo no ldécus homélogo e

cepas candidatas testadas por andlise Southern para

delecdes do gene enddgeno de BS08. A delegcdo do gene de
BS08 foi detectavel por redugao de tamanho de
aproximadamente 0,9 kb de fragmentos de DNA que cobrem o
l6cus inteiro e hibridizados a marcadores adequados de
sequéncias flanqueadoras. Aproximadamente 3 cepas mostraram
uma remocdo do gene gendmico de BS08 de um conjunto de
aproximadamente 100 transformantes iniciais. A cepa delta
BS08 foi selecionada como uma cepa representativa com o
gene enddégeno de sodA inativado.

Exemplo 3

Superexpressdo dos genes de TS08, TS09 e CS07 em A. niger

WT3 e delta BS08

Os genes de TS08, TS09 e CS07 obtidos no Exemplo 1
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foram clonados em um vetor de superexpressdo pGBFIN
(W099/32617) . Apds linearizagdo com uma enzima de restrigdo
adequada, o DNA linear foi usado para transformar A. niger
cepa WT 3 e delta SB 08 [para transformagdo, veja, por
exemplo, Biotechnology of Filamentous fungi: Technology and
Products. (1992) Reed Publishing (usa) ; capitulo 6:
Transformations paginas 113 a 156].

O DNA linear foi integraado no genoma e transformantes
para A. niger que superexpressam TS08, TS09, e CSO07 foram
selecionados em meio de acetamida e purificados de acordo
com procedimentos padrdo com descrito em EP 635 574. A
transformacdo e subseqliente seleg¢do de transformante sdo
revelados em WO 98/46772. Cepas WT3-TS08, WT3-TS09, WT3-
0507, delta BS08-TS08, delta BS08-TS09 e delta BS08-0507
foram selecionadas como cepas representativas com os genes
indicados superexpressos e o gene endbgeno de BSO08
inativado, respectivamente.

Pelo uso de co-transformagdo como todas as trés
construcdes de superexpressdo de pGBFIN (TS08, TS09 e CS07)
foram construidas cepas que tém miltiplas construgdes de
superexpressao (delta BS08-TS08/TS09, delta BS08-TS08/CS07,
delta BS08-TS09/CS07 e delta BS08-TS08/TS09/CS07) . Essas
cepas foram diagndsticos e selecionadas por PCR para
integracio de um ou mais dos respectivos genes de
interesse.

Cepas representativas, com um conjunto genético como
indicado na Tabela 2, foram selecionadas para experimentos

adicionais.

Cepa TS08 TS09 Cso7 BS08

WT 3
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delta BS08 : delta

WT3- TSO08 +

WT3-TS09 +

WT3-CS07 +

WT3-TS08/TS09 |+ +

WT3-TS08/CS07 |+ +

WT3-TS09/CS07 + +

WT3 - + + +

TS08/TS09/CS09

delta BS08- |+ Delta

TS08

delta BS08- + Delta

TS09

delta BS08- + Delta

CS07

delta BS08- |+ + Delta

| TS08/TS09

ldelta BS08- |+ + Delta

TS08/CS07

delta BS08- + + Delta

TS09/CS07

delta BS08- |+ + + delta

TS08/TS09/CS07

Tabela 2 constituigdo genética de clones obtidos de
Aspergillus niger

Exemplo 4

Producdo de &acido citrico por fermentag¢do de superficie co

o uso de rompimento e superexpressdo de cepas de A. niger

Uma mistura de melado de beterraba e de cana foi

diluida com 4&gua desmineralizada para obter 240 g de
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sacarose por litro. A essa mistura 3 ml de &cido fosfdrico
5%, 0,5 g NasFe(CN)6,10 H,O0, 0,45 g carbono ativado em pd e
1,0 mg Zn foram adicionados. O pH foi ajustado a 6,15 com
dcido sulfarico e a mistura foi colocada em uma bandeja com
uma profundidade de 10 cm. Essa bandeja foi pasteurizada a
70°C deixada para resfriar até 40°C. Os esporos das cepas
transformadas de A. niger obtidas no Exemplo 3 bem como as
cepas WT 3 e delta BS08 foram adicionados ao meio e as
bandejas foram incubadas em uma sala climatizada em uma
temperatura de 35°C e uma umidade relativa de pelo menos
70%. O micélio foi cultivado para formar uma camada na
superficie do liquido e sacarose do liquido foi convertida
a acido citrico. A fermentagdo foi interrompida quando a
concentracdo de sacarose, glicose e frutose caiu abaixo de
4 g/1 como medido por HPLC. Depois de pasteurizagdao para
interromper a atividade enzimdtica, a concentragdo de &acido
citrico no 1liquido foi medida por HPLC ou titulagdo. A
performance de produgdo das varias cepas foi calculada como
o rendimento de produgdo de &cido citrico comparado ao
rendimento da cepa WT3, que foi ajustado a 100%. As cepas
de A. niger que superexpressam o gene de CS07, o gene de
TS08 ou o gene de TS09, e cepas de A. niger due
superexpressam combina¢des desses genes, produziram pelo
menos aproximadamente 3% a mais de 20% mais de a&cido
citrico que o obtido com a cepa de A. niger WT 3 quando
cultivada sob as mesmas condig¢des. Esses resultados sao
mostrados na Figura 6.

As cepas com O BS08 rompido produziram pelo menos
aproximadamente 5% mais A&cido citrico sob as mesmas

condi¢des que as obtidas com a cepa WT 3 de A. niger. Nessa
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situacdo de BS08 rompido, as cepas de A. niger que
superexpressam o gene de CS07, o gene de TS08 ou p gene de
TS09, e cepas de A. niger que superexpressam combinagdes
desses genes, produziram pelo menos aproximadamente 1% a
mais de 15% mais de &cido citrico que o obtido com a cepa
de A. niger delta BS08 quando cultivada sob as mesmas
condicdes. Esses resultados sdo mostrados na Figura 7.

Esses resultados confirmam gque a superexpressdo de
TS08 e/ou TS09 e/ou CS07 tem um efeito positivo sobre a
producdo de &cido citrico na fermentagdo de superficie, que
possivelmente pode ser combinada com rompimento de BS08 ou
expressdo reduzida, em uma célula produtora de acido
citrico. Essa melhoria é& encontrada em uma cepa com uma
melhor base para a produgdo de &acido citrico comparada ao
A. niger de tipo selvagem CBS513.88.

Exemplo 5

Producdo de acido citrico por fermentagdo submersa com uso

de rompimento e superexpressdo de cepas de A. niger

O material bruto de carboidrato, por exemplo, mandioca
e/ou milho, foram moidos e misturados com &agua. Uma
fermentacdo de semente & 1iniciada em um fermentador
separado, contendo um caldo de farinha de milho como
carboidrato, liquefeito com uma enzima amilolitica em uma
temperatura de 90°C. Apds resfriamento a 37°C, oOs esporos
da cepa WT 3, delta SB08 de A. niger ou as cepas
transformantes de A. niger como construidas no Exemplo 3
foram colocadas no fermentador e a fermentagdo de semente
foli realizada em uma taxa de fluxo de ar de 0,1 a 0,2 vvm e
a temperatura foi controlada a 37°cC. Depois de

aproximadamente 20 horas, o conteddo do fermentador de
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semente foi transferido para o fermentador principal. O
fermentador principal foi preparado com uma mistura de
farinha de milho e/ou mandioca por adigdo de &agua, aditivos
e nutrientes, em que a concentragdo de carboidrato na
mistura foi preferivelmente 180 g/1 e uma enzima
amilolitica e anti-espuma foram adicionados. Depois de
aquecimento a 90°C para liquefazer o amido e
subsequentemente resfriamento a 35°C, o contetdo do
fermentador de semente foi transferido para o fermentador
principal. Depois da transferéncia, a fermentagdao foi
controlada por resfriamento em uma taxa de fluxo de ar de
0,1 vvim e interrompida quando o carboidrato foi consumido,
o que levou tipicamente 60 - 100 horas. A concentragdo de
acido citrico no liquido foi medida por HPLC ou titulagdo.
A performance das varias cepas foi calculada como o

rendimento de produgdo de é&cido «citrico comparado ao

rendimento da cepa WT3, gque foi ajustado a 100%. O

rendimento de monohidrato de 4&cido citrico obtido por
conversdo de glicose foi de pelo menos aproximadamente 1% a
acima de 8% mais para cepas de A. niger gue superexpressam
o gene de CS07, o gene de TS08 ou o gene de TS09, e cepas
de A. niger que superexpressam combina¢des desses genes,
que o obtido com a cepa WT 3 de A. niger quando cultivadas
sob as mesma condi¢des. Esses resultados sdo mostrados na
Figura 8.

Em adicd3o, as cepas com o BS08 rompido produziram pelo
menos aproximadamente 5% mais &cido citrico sob as mesmas
condi¢des que as obtidas com a cepa WT 3 de A. niger. Nessa
situagdo de BS08 rompido, as cepas de A. niger que

superexpressam o gene de CS07, o gene de TS08 ou p gene de
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TS09, e cepas de A. niger dque superexpressam combinagdes
desses genes, produziram pelo menos aproximadamente 15% ou
mais de &acido citrico que o obtido com a cepa de A. niger
delta BS08 quando cultivada sob as mesmas condigdes. Esses
resultados sdo mostrados na Figura 9.

Esses resultados confirmam que a superexpressdao de
TS08 e/ou TS09 e/ou CS07 tem um efeito positivo sobre a
produgdo de a&acido citrico na fermentagdao submersa, que
possivelmente pode ser combinada com rompimento de BS08 ou
expressdo reduzida, em wuma célula produtora de acido
citrico. Essa melhoria é encontrada em uma cepa com uma
melhor base para a produgdo de &acido citrico comparada ao

A. niger de tipo selvagem CBS513.88.
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REIVINDICAGOES

1. Polinucleotideo TS08 e/ou TS09 caracterizado por

ser selecionado do grupo que consiste em:

(a) polinucleotideos que codificam um polipeptideo
TS08 ou TS09 que compreende uma sequéncia de aminodcidos de
acordo com Id. de Seqg. N°: 2 ou Id. de Seq. N°: 7,
respectivamente;

(b) polinucleotideos que compreendem uma sequéncia de
nucleotideos de acordo com Id. de Seq. N°: 1 ou Id. de Seq.
N°: 6;

(c) polinucleotideos que compreendem uma seqiéncia de
nucleotideos obtenivel por amplificagdo de &acido nucleico
como reacdo em cadeia de polimerase, usando DNA gendmico de
um microorganismo como um modelo e um conjunto de iniciador
de acordo com Id. de Seqg. N°:3 e Id. de Seq. N°:4, ou Id.
de Seqg. N°:8 e Id. de Seqg. N°:9, respectivamente;

(d) polinucleotideos que compreendem uma seqiéncia de
nucleotideos que codifica um fragmento ou derivado de um
polipeptideo codificado por um polinucleotideo de qualquer
um de (a) a (¢) em que no referido derivado um ou mais
residuos de aminodcido sdo substituidos de modo cénservador
comparados ao referido polipeptideo, e o referido fragmento
ou derivado tem a atividade de um polipeptideo TS08 ou
TS09;

(e) polinucleotideos cujo filamento complementar
hibridiza sob condi¢des rigorosas a um polinucleotideo como
definido em qualquer um de (a) a (d) e que codifica um
polipeptideo TS08 ou TS09;

(f) polinucleotideos gque sdo pelo menos 70%, como 75,

80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%,
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homélogos a um polinucleotideo como definido em qualquer um

de (a) a (d) e que codifica um polipeptideo TS08 ou TSO09,

ou

o filamento complementar de tal polinucleotideo.

2. Vetor caracterizado por compreender o
polinucleotideo TS08 e/ou TS09, de acordo com a

reivindicac¢dao 1.
3. Vetor, de acordo com a reivindicagao 2,

caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo TS08 e/ou

TS09 é operacionalmente ligado a seqliiéncias de controle de
expressdo que permitem a expressdo em células hospedeiras
procaridéticas ou eucaridticas.

4. Microorganismo, caracterizado por ser

geneticamente construido com um polinucleotideo TS08, TS09,
ou TS08/TS09, de acordo com a reivindicagdo 1 e/ou com um
vetor da reivindicacg¢do 2 e/ou 3.

5. Microorganismo de TS08, TS09, ou TS08/TS09,

caracterizado por estar de acordo com a reivindicagdo 4,

adicionalmente geneticamente construido com um
polinucleotideo que compreende um polinucleotideo que
codificam um polipeptideo CSO07.

6. Microorganismo de TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,

TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07 caracterizado por

estar de acordo com gqualquer uma das reivindicagdes 4 ou 5,
adicionalmente geneticamente construido com um
polinucleotideo que compreende um polinucleotideo para
rompimento ou infra-regulagdo de um polinucleotideo BS08.
7. Microorganismo de TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, TS08/TS09/CS07, deltaBS08-TS08,

deltaBS08-TS09, deltaBS08-CS07, deltaBS08-TS08/TS09,
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deltaBS08- TS08/CS07, deltaBS08-TS09/CS07, ou deltaBS08-

TS08/TS09/CS07 caracterizado por estar de acordo com

qualquer uma das reivindicagbes 4, 5 ou 6, em que
adicionalmente, a produgdo ou atividade reduzida de um
polipeptideo BS08 é obtido por modificagdo ou inativagdo de
uma sequéncia de &cidos nucleicos presente na célula
necessaria para expressdo do polinucleotideo BSO08.

8. Microorganismo, de acordo com com dqualquer uma

das reivindicag¢des 4, 5, 6 ou 7 caracterizado por ser capaz

de produzir A&cido citrico a partir de sacarose em
quantidades de 100 g/l ou mais.

9. Polipeptideo caracterizado por ser codificado por

um polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 1.

10. Polipeptideo caracterizado por ter a atividade de

uma proteina TS08 ou TS09, em que o referidopolipeptideo &
polipeptideo que tem uma seqléncia de aminodcidos que tem
pelo menos 70% de homologia, como 75, 80, 85, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou 99.5% com a sequéncia de
aminodcidos de Id. de Seq. N°: 2 ou Id. de Seg. N°: 7,
respectivamente.

11. Processo para a produgdo de células capazes de
expressar um polipeptideo TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,

TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07, caracterizado pelo

fato de que compreende a etapa de construgdo genética de
células com:

um vetor de acordo com a reivindicagdo 2 e/ou

um vetor de acordo com a reivindicagdo 3 e/ou

um polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1

e/ou

um polinucleotideo que compreende um polinucleotideo
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para rompimento ou infra-regulagdo de um polinucleotideo
BSO08.

- um polinucleotideo que compreende um polinucleotideo
que codificam um polipeptideo CS07.

12. Uso de um polinucleotideo TS08, TS09, CS07,

TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07,
preferivelmente um polinucleotideo, de acordo com a
reivindicacao 1 e/ou um vetor, de acordo com as

reivindica¢des 2 e/ou 3 caracterizado para a produgdo de

dcido citrico a partir de um carboidrato.
13. Uso, de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizado pelo fato de que é usado adicionalmente um

polinucleotideo que compreende um polinucleotideo para
rompimento ou infra-regulagdo de um polinucleotideo BS08.
14. Uso, de acordo com qualquer um das reivindicagdes

12 ou 13, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo

TS08, TS09, CS07, 10 TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07,
ou TS08/TS09/CS07 é operacionalmente ligado a sequéncias de
controle de expressdo e transferido em uma microorganismo.

15. Uso, de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizado pelo fato de que as sequéncias de controle de

expressdo compreendem uma sequéncia de regulagdo, e/ou
promotora, e/ou terminadora e em que pelo menos uma dessas
sequéncias é alterada de tal modo que ela leva a um melhor
rendimento e/ou eficiéncia de produgdo de &acido citrico a
partir de um carboidrato produzido pelo referido
microorganismo.

16. Uso, de acordo com a reivindicagao 15,

caracterizado pelo fato de que as sequéncias de controle de

expressdo compreendem uma sequéncia de regulagdo, e/ou
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promotora, e/ou terminadora e em que pelo menos uma dessas
sequéncias é alterada de tal modo que ela leva a uma
atividade aumentada e/ou melhorada do respectivo
polipeptideo codificado TS08, TS09 e/ou CS07 e/ou que ela
leva uma atividade diminuida ou abolida de um polipeptideo
BS08.

17. Uso, de acordo com gqualquer um das reivindicagles

12, 13, 14, 15 ou 16 caracterizado pelo fato de que o

carboidrato é selecionado do grupo que consiste em glicose,
frutose, sacarose, melado, amido, milho, mandioca e
polialcodis.

18. Processo para a produgdo de um gene enddgeno
melhorado de TS08, TS09 ou TS08/TS09 em um microorganismo,
o referido microorganismo que compreende um
polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 1, o

referido processo caracterizado pelo fato de que compreende

a etapa de alterag¢do do referido polinucleotideo em uma tal
forma que ele leva a um melhor rendimento e/ou eficiéncia
de producdo de A&cido citrico produzido a partir de um
carboidrato pelo referido microorganismo.

19. Processo, de acordo com a reivindicagdo 18,

caracterizado pelo fato de que adicionalmente no referido

microorganismo com gene enddégeno melhorado de TS08, TS09 ou
TS08/TS09, um gene de CS07 & melhorado por alteragdo de um

polinucleotideo que compreende um polinucleotideo que

codifica um polipeptideo CSO07, contido no referido
microorganismo.
20. Processo, de acordo com qualquer um das

reivindica¢des 18 ou 19, caracterizado pelo fato de que

adicionalmente no referido microorganismo com melhor TSO08,
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TS09, CS07, TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou

TS08/TS09/CS07, um gene enddégeno de BS08 é rompido e/ou

infra-regulado por alteragdo de um polinucleotideo que

codifica um polipeptideo BSO08, contido no referido
microorganismo.
21. Processo, de acordo com qualquer um das

reivindicacdes 18, 19 ou 20, caracterizado pelo fato de que

adicionalmente no referido microorganismo com melhor TS08,
TS09, Cso7, TS08/ TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou
TS08/TS09/CS07, ou com melhor TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07, chbinado com um
gene de BS08 rompido ou infra-regulado, a expressdo
reduzida de um gene enddgeno de BS08 é obtida por
modificagdo ou inativacgédo de uma sequéncia de
polinucleotideos, preferivelmente a seqiéncia de controle,
necessaria para a expressao de BSO08.

22. Processo para a produgdo de um polipeptideo, de
acordo com qualquer um das reivindicagdes 9 ou 10 em um

microorganismo, caracterizado pelo fato de que compreende a

etapa de alteragdo do referido microorganismo de modo que o
microorganismo produza o referido polipeptideo com
atividade aumentada e/ou melhorada de TS08, TS09, CS07,
TS08/TS09, TS08/CS07, TS09/CS07, ou a TS08/TS09/CS07,
opcionalmente combinado com atividade de BS08 diminuida ou
abolida levando a um melhor rendimento e/ou eficiéncia de
produgdo de a&cido citrico produzido a partir de um
carboidrato pelo referido microorganismo.

23. Processo por ser para a produgdo de um
microorganismo capaz de produzir acido citrico,

caracterizado pelo fato de que compreendem a etapa de
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alteracdo do referido microorganismo de modo que ©O
microorganismo produza um polipeptideo com atividade
aumentada e/ou melhorada de TS08, TS09, CS07, TS08/TS09,
TS08/CS07, TS09/CS07, ou TS08/TS09/CS07, opcionalmente
combinado com atividade de BS08 diminuida ou abolida
levando a um melhor rendimento e/ou eficiéncia de produ¢§o
de acido citrico produzido a partir de um carboidrato pelo
referido microorganismo.

24. Processo por ser para a produgdo de um
microorganismo que contém pelo menos um gene enddgeno que
compreendem um polinucleotideo de acordo com a
reivindicacdo 1 e/ou um polinucleotideo que codifica um

polipeptideo cso07, caracterizado pelo fato de que

compreendem a etapa de alteragdo do referido microorganismo
de modo que o pelo menos um gene enddgeno é superexpresso,
levando a um melhor rendimento e/ou eficiéncia de acido
citrico produzido a partir de um carboidrato pelo referido
microorganismo.

25. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 24,

adicionalmente caracterizado por compreender a etapa de

alteragcdo do referido microorganismo de modo que um gene
endégeno que compreendem um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo BS08 é infra-regulado ou rompido.

26. Microorganismo caracterizado por ser obtenivel

pPor um processo, de acordo com gualquer uma das
reivindicag¢des 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ou 25.

27. Microorganismo, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 26 ou com reivindicag¢des 4, 5, 6, 7, ou 8,

caracterizado por ser selecionado do grupo de fungos

filamentosos, preferivelmente de Aspergillus, mais
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preferivelmente de A. niger, A. awamori, A. aculeatus, A.
japonicus, A. oryzae, A. vadensis, A. carbonarius, A.
tubingensis, A. lacticoffeatus, A. brasiliensis, A. piperis
A. costaricaensis ou A. foetidus, ainda mais
preferivelmente A. foetidus variante acidus ou A. foetidus
variante pallidus, ainda mais preferivelmente de A. niger
variante awamori, ainda mais preferivelmente de A. niger
ATCC1015 e mais preferivelmente de A. niger CBS 513.88.

28. Processo por ser para a produgdo de acido citrico

a partir de um carboidrato caracterizado pelo fato de que

um microorganismo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 26, 27 ou reivindicagles 4, 5, 6, 7 ou 8, &
cultivado em um meio nutriente agquoso sob condigdes que
permitem a producdo de &cido citrico a partir do referido
carboidrato e em que o A&acido citrico é isolado como o©
produto da fermentagdo.

29. Processo para a produgdo de &cido citrico com um
microorganismo de acordo com as reivindicagdes 26, 27 ou

reivindicacdes 4, 5, 6, 7, ou 8, caracterizado pelo fato de

que o referido microorganismo & cultivado em um meio
nutriente aquoso sob condi¢des que permitem a produgao de
dcido citrico a partir de um carboidrato e em que o acido
citrico é isolado como o produto da fermentagdo.

30. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ou 25 ou

reivindicagdes 28 ou 29, caracterizado pelo fato de que o

carboidrato é selecionado do grupo que consiste em glicose,
frutose, sacarose, melado, amido, milho, mandioca e
polialcodis.

31. Uso de acido citrico conforme produzido por um
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processo, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 28,
29 ou 30 ou como produzido por um microorganismo de acordo

com as reivindicacdes 26 ou 27, caracterizado por ser como

ingrediente para um alimento, ragdo, bebida, farmaco,

agente de limpeza, detergente ou produto de higiene

pessoal.
32. Alimento, racao, bebida, farmaco, agente de
limpeza, detergente ou produto de higiene pessoal

caracterizado por compreender &cido citrico como produzido

por um processo, de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 28, 29 ou 30 ou como produzido por um

microorganismo de acordo com as reivindicagdes 26 ou 27.
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NOVOS GENES OTEIS PARA A PRODUGAO INDUSTRIAL DE ACIDO
cITRICO

A presente invengdo relaciona-se a gdenes recém
identificados que codificam proteinas que sdo envolvidas na
biossintese de acido citrico. A invengdo também apresenta
polinucleotideos que compreendem as seqliéncias de
polinucleotideos de comprimento total dos novos genes e
fragmentos destas, os novos polipeptideos codificados pelos
polinucleotideos e fragmentos destes, bem como seus
equivalentes funcionais. A presente invengdo também se
relaciona ao uso dos referidos polinucleotideos e
polipeptideos como ferramentas biotecnolégicas na produgao
de Aacido citrico a partir de microorganismos, em que uma
modificagao dos referidos polinucleotideos e/ou
polipeptideos codificados tem um impacto direto ou indireto
sobre o rendimento, producgdo e/ou eficiéncia de produgdo do
produto de fermentagdo no referido microorganismo. Também
sdo incluidos métodos/processos de uso dos polinucleotideos
e sequéncias de polinucleotideos modificadas para
transformar microorganismos hospedeiros. A invengdo também
se relaciona a microorganismos geneticamente construidos e

a seu uso para a produgdo de acido citrico.
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